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OZET

Bu arastirmada, gidalarda Escherichia coli sayimi i¢in gelistirilmis

alt1 farkl1 yontem karsilastirmaltr olarak calisiimistir,

Arastirmanin i1k asamasinda, dogal olarak E.coli ile kontamine ol -
dugu belirlenen ¢ig siit ornekleri kullanilarak AOAC'nin (Association
of Official Analytical Chemists) EMS (En Muhtemel Say1), MDP (Modi -
fiye Direkt P1aka), TSA/VRBA (Triptik Soy Agar/Violet Red Bile Agar),
VRBA/VRBA (Violet Red Bile Agar/Vio]et Red Bile Agar) yontemleri

ve tarafimizca tasarlanan MVRBA (Modifiye VRBA) ve MEMS (Modifiye

EMS) yontemleri karsiltastirilmistir.

Elde edilen bulgularin istatistiksel analizi sonucunda, cig siit

ornekleri ile ¢alisi11diginda yontemler arasinda istatistiksel acidan
onemli bir fark olmadi§i saptanmistir. En yiiksek E.coli sayim sonucu
ortalamalari sirasiyla AOAC'nin EMS, MEMS ve MDP yontemleri ile elde

edilmistir.

Ikinci asamada, dondurulmus et ornekleri ile ayni sayim yontemleri
kullanilarak E.coli sayimlari gerceklestirilmistir. Sayim sonuclari-
nin istatistiksel olarak dederlendirilmesi, dondurulmus et Ornekleri
icin yontemler arasinda farklilasmalar oldugunu ortaya koymustur.

En yiiksek sayim sonucu ortalamasini MDP yontemi vermekle birlikte,
yine yliksek sayim sonucu ortalamalarini veren AOAC'nin EMS ve MEMS
yontemleri ile bu ydntem arasinda istatistiksel acidan onemli bir
fark olmadi§1 saptanmistir. Bu yontemlerle direkt plaka yontemleri

olan VRBA/VRBA, TSA/VRBA, MVRBA yontemleri arasindaki fark ise



istatistiksel acidan onemli bulunmustur.

Calismanin son bolumiinde, dondurulmus etlerden izole edilerek hazir-
lanan stres olmayan E.coli kiiltlirleri ve bunlarin -20 °C'de 24 saat
dondurulmasiyla hazirlanan stres formlariyla calisilmistir. Bu fark-
11 0zellikteki E.coli formlarina, alt1 sayim yontemi uygulanms ve
yontemler E.coli sayiminin yanisira referans kabul edilen TSA (Trip -
tik Soy Agar) dokme plaka yontemine gore bagil geri kazanma duyarii-

11§17 yoninden de incelenmislerdir.

Stres olmayan E.coli kUltlurlerinde en yliksek sayim1 sonucu ortalama-
sin1 AOAC'nin EMS yontemi vermis, ancak yine yiiksek bir sayim sonucu
ortalamast veren MEMS yontemi ile aralarinda istatistiksel ac¢idan

onemli bir fark olmadidtr bulunmustur. Badil geri kazanma duyarlilign
yoniinden AOAC'nin EMS ve MEMS y@ntemleri diger yontemlere gbdre Ustln

bulunmustur.

Stres E.coli formlarinda ise, genel olarak alt1 sayim yontemi ara -
sinda istatistiksel acidan Onemli bir fark bulunamazken, en ylksek
sayim sonucu ortalamalarint MDP ve TSA/VRBA yontemlerinin verdigi

gorilmiistir. Bag1l geri kazanma duyarl111d1 yoniinden de MDP ve TSA/

VRBA yontemleri dider yontemlere gdre ustin bulunmustur.

Stres olmayan ve stres E.coli formlari sayim sonuclarindan yararla -
nilarak, bir formil uygulanmasiyla her bir yontemin geri kazanma
oranlari referans TSA dokme plaka yontemine gore bagil olarak hesap-
1anm1st1f. Sonugta, MDP ve TSA/VRBA yontemlerinin dider yontemlere
kiyasla daha yliksek bagil geri kazanma oraniari verdidi saptanmis -

tir.
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SUMMARY

In this study, six different enumeration methods for Escherichia

coli in foods were compared with each other.

In the first step, E.coli in naturally contaminated raw milk samples
was counted by using AOAC's (Association of Official Analytical
Chemists) MPN (Most Probable Number), MDP (Modified Direct Plate),
TSA/VRBA (Tryptic Soy Agar/Violet Red Bile Agar), VRBA/VRBA (Violet
Red Bile Agar/Violet Red Bile Agar) methods. Also MVRBA (Modified
Violet Red Bile Agar) and MMPN (Modified Most Probable Number)

methods developed in our research laboratories were utilized and
results were compared with those of above. The statistical analysis

of data indicated no significant difference among these methods when
raw milk was used as a sample. The maximum E.coli counts were obtained

when the AQAC's MPN, MMPN and MDP methods were used.

In the second step, naturally contaminated frozen meat with E.coli
were chosen and the methods mentioned above were used for E.coli
enumeration. In the experiment. the statistical analysis of data
showed some significant differences among these methods.Enumeration
of E.coli by using MDP, AOAC's MPN and MMPN methods resulted in
maximum counts, but there was no significant difference among them.
On the other hand, statistical analysis of data indicated a
significant difference between these methods and direct plate methods

such as VRBA/VRBA, TSA/VRBA, MVRBA.



vi

FinaT]y, these six different enumeration methods were used for
counting the stressed and unstressed forms of E.coli and the results
obtained from each method were compared.In this context, their
sensivity to relative recovery of E.coli using TSA pour plate count
as a reference was also examined, and the results were compared.The
stressed form of E.coli isolated from frozen meat as unstressed form
was prepared by freezing the culture at -20 C for 24 hours.
Eventhough, maximum mean E;Eglj_counts for unstressed form were
obtained from AOAC's MPN and MMPN methods, there was no sifnificant
difference between these two methods. In terms of sensivity of
relative recovery, AOAC's MPN and MMPN methods were found to be

superior to the others.

While there was no appreciable difference between the six enumeration
methods, MDP and TSA/VRBA methods showed maximum mean counts for
stressed E.coli form. In terms of sensivity of relative recovery,

MDP and TSA/VRBA methods were found to be better than the others.

The results of stressed and unstressed forms of E.coli counts obtained
from six different enumeration methods were used for the calculation
of sensivity of relative recovery ratio. For this calculation,
appropriate formulas were used and TSA pour plate method was accepted
as a reference. The values obtained from this calculation were higher

for MDP and TSA/VRBA than those of others.
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1. GIRLS

Gida zehirlenmeleri ve dider patojenik mikroorganizmalar
agisindan gidalarin glivenirliligi, genelde fekal veya difer
indikatdr organizmalarin varlidinin arastirilmasiyla ortaya

konmaktadir.

Koliform gurubu bakteriler ve bunlardan &zellikle Escherichia

coli, gidalarin mikrobiyolojik kalitelerini belirlemeye d& -

niik testlerde en sik clarak basvurulan indikat8r mikroorga-

nizmalardair.

Sicak kanli hayvanlaran barsak flora81nd§ dogal olarak bulunan
E.coli ' nin gidalardaki varligi, fekal kontaminasyonun dola-
yisiyla zayif hijyenik kosullarin bir gdstergesi clup, ayni
zamanda gidada diger enterik patojenlerin de bulunabilece-
ginin bir kaniti olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle tlizik
ve standardlarda ¢esitli gida maddelerinde bulunabilecek
E.coli sayisinin sinirlandirilmasi yoluna gidilmektedir (Er-
coskun,1984; Anonymous,;1978 b ; Anonymcus, 1983 a; Anonymous,

1983 b; Anonymous, 1984 c).

Gida maddelerindeki E.coll sayisinin belirlenmesinde yaygin
olarak AOAC'nin (Association of Official Analytical
Chemists) EMS (En Muhtemel Sayi) yontemi Onerilmekte ve kul-
lanilmaktadir. Mikrobiyolojik kalite kontrollerince sonug-
larlﬁ elde edilmesi i¢in gegen siire, karsilasilan en Snemli
sorunlardan birini olusturmaktadir. Gidalarda E.coli sayimi
AOAC'nin EMS yOntemi kullanilarak gergeklegstirildiginde ¢ok

uzun.bir slire zlmaktadir. ¥YOntemin tamamlanmasa genellikle



7 - 14 giin arasinda degismektedir (Rayman et.al.,1979;

Silliker, 1982).

Teknoloji ve bilimin geligmesi her alanda oldugu gibi gi-
dalarin mikrobiyolojik kalitesi ve giivenirliliginin kont-
rolu galigmalarinda da daha duyarli, kesin ve hizli ydn -
temlere duyulan gereksinimi artirmistir. Bu durum dikkate
alindiginda gida maddelerinde E.coli sayisinin belirlene-
bilmesi ig¢in daha hizli, duyarli ve ekonomik olan yeni
ydntemlerin kullanilabilirligi konusunda kargilastirmali
bir y&ntem arastirmasina gerek duyulmustur.Dider taraftan
dondurulmus,kurutulmug, 1sil islem gOrmilis, dlisik pH'la
gida maddelerinde bulunabilecek ve stres E.coli olarak ad-
landarilan E.coli'lerin geri kazanilmasinin (sayima dahil
edilmesinin) EMS y&ntemi ile tam olarak gergeklestirileme-
didi bir c¢ok kaynakta belirtilmektedir (Anderson and
Baird-Parker,1975 ; Powers and Latt, 1979; Hclbrook et al.,
1980; Silliker; 1982).

Bu tilir gida maddelerinde varolan, ancak EMS yOntemi ile
daha diiglik dlizeyde sayilabildigi bildirilen E.coli ' ler,
hem gida kalite kontroliinlin sonug¢larini saptirmasi yonln-
den hem de E.coli'lerin c¢ocuklarda ve yetigkinlerde diyare
ile sonug¢lanan hastaliklara yol ag¢abildigi dikkate alindi-

ginda halk saglidi agisindan. Snem kazanmaktadir.

Bu galigma ile gida maddelerindeki E.coli 'lerin sayiminda
rutin analiz yo6ntemi olarak kullanilan ancak tamamlanmasz

uzun bir siire, fazla harcama ve igglicli gerektiren AOAC'nin



EMS y&ntemine secenek olarak, daha hizli ve daha az har -
cama gerektiren, ayrica stres E.coli'lerin de sayimina

olanak sagladigi bildirilen bazi yeni ydntemler ve bu ko-
nuda tarafimizca tasarlanan iki y&ntem karsllastirmall

olarak incelenmistir. Galigmadan elde edilen veriler bir-
birleri ile ve AOAC'nin EMS ydntemi ile kargilasgtirilarak
ekonomi, zaman ve stres E.coli'lerin geri kazanilabilmesi

agilarindan en iyi y&ntem belirlenmeye caligsilmigtir.

Caligmada ¢ig slit ve dondurulmus et gibi iki farkli &zel-
likte gida maddesi ele alinarak ydntemlerin gida ve uygu-
lanan islem bazinda da duyarliliklarinin incelenmesi amag-

lanmistair.

Dondurulmus etlerden izole edilerek, saf kiltlirleri elcde
edilen E.coli suslarinin stres olmayan ve stres formlari
ayrl ayri hazirlanmistir. Bu kiltilirlere ayni sayim y&ntem-
leri ile referans olarak kabul ettigimiz TSA (Triptik Soy
Agar) d&kme plaka yOntemi birlikte uygulanmig ve bdylece
yéntemlerin stres E.coli'leri geri kazanma agisindan

gida maddesi etkilesimi olmaksizin birbirleri ile kargi-
lagtirilmasi amaglanmigtir. Y&ntemlerin referans TSA ddkme
plaka y&ntemine gbre bagil geri kazanma oranlari saptana-
rak dondurularak stres formlari hazirlanmis E.coli'lerin

sayiminda en Ustlin yontem belirlenmeye calisilmigtir.



Caligmanin, farkla Ozelliklerdeki gida maddelerinde E.coli'-
lerin sayimi ig¢in hizli, glivenilir ve ekonomik yOntemle -
rin belirlenmesi c¢alismalarina ve bu konunun &neminin an-
lagilmasina 1sik tutacadi kanisindayiz. Bu calisma ve ile-
ride de§isik gida maddeleri ile gerceklestirilebilecek ben-
zeri calismalarain ilgili gida standardlarinda yer almasi ve
bu standardlarain hazirlanmasinda yararli olacadi dlisinil -
mektedir. Diger taraftan, gida igletmelerindeki zayif hij-
yenik kosullarin ortaya konulmasinda da hizli, glivenilir ve
ekonomik E.coli sayim y&ntemlerinin belirlenip kullanil -
masi ve elde edilecek sonuglara gdre isletmede gerekli &n-
lemlerin alinmasi, daha ekonomik ve sadlikli bir gida Urid-

nll elde edilmesini saglayabilecektir.



2. LITERATUR OZETI

Escherichia cinsi organizmalar Enterobacteriaceae familya-
sina dahil olup, koliform olarak adlandirilan gurubun bir

iyesidirler. Bu cins, Escherichia coli olmak iizere vyalniz-

ca bir tlire sahiptir. E.coli tiri bakterilerin,bazilari
insan i¢in patojen olabilen bir cok biyotip ve serotipleri
bulunmaktadir. E.coli, gram negatif, sporsuz, hareketli
olanlari peritiris flajellaya sahip, kisa ¢ubuk gekilli
bir bakteridir. Insan ve diger sicak kanli hayvanlarin

barsak sistemlerinde dogal oclarak bulunurlar. Geligebil -

°c

digi pH sinirlari 4.4-§.8,smcaklik sinirlari ise 9-45,5
ara51ndad1r.~0ptimum sicaklik derecesi 35-37 °c'dir. Tuz
gereksinimi % 0-6,5 arasinda olup, Uremenin mimkin oldudu
en diisiik su aktivitesi degeri 0,96'dir. Kliltiirleri fakiilta-
tif anaerop,sitokrom cksidaz negatif olup, potasyum siyani-

te duyarlidir (Anonymous, 1974 a; Anonymous, 1978 a; Frai-

zer and Westhoff,.1978; Jay , 1978).

E.coli 'nin iki Snemli biyotipi bulunmaktadir. Bunlardan
E.coli biyotip I tipik E.coli olarak da bilinmekte olup,
indol pozitiftir. E.coli biyotip ITI ise indol negatiftir.
Her iki biyotip de sitrata karbon kaynagi olarak kullana-
mamaktadir. Glukoz, arabinoz, mannitol ve ksilozu fermente
ederek laktik asit, asetik asit, formik asit, etil alkol
ve 1l:1 oraninda karbondioksif ve hidrojen olugturmakta -

dir.



Asetilmetil karbinol ve diasetil liretememektedir. E.coli
biyotip I'in Onemli ayirtedici bir 6zelligi 44 - 45.5 °cr-
de laktoz safra-tuz besiyerlerinde gaz olusturmasidir
(Fraizer and Westhoff,1978 ; Anonymous, 1978 a ; Mehlman and

Romeroc, 1982).

Alkalescens - Dispar E.coli suslari, anpgerojenik, hareket-
siz, laktozu ge¢ fermente eden veya hi¢ etmeyen bakteri -
lerdir. Baslangig¢ta Shigella cinsi igerisine sokulan bu
bakteriler, bazi biyokimyasal ve Ozellikle antijen &zellik-
lerine bakilarak Escherichia cinsi igerisinde incelenmek -
tedir. Ancak insanlarda basilli dizanteri karakterinde is-
hallere neden olabildikleri dikkate alinarak Shigella ice-
risine yva da bu iki cins arasinda ayri bir guruba dahil
edilmesini ®nerenler de bulunmaktadir. Bu gurup bakteriler
indol pozitifdir. Genelde Beta - galaktosidaz enzimine
sahip olmalarana karsin, laktoz ancak ¢ok uzun bir silrede
fermente edilebilir. Sellobioz, adonitol ve inositoli ge -
nellikle fermente etmezler. Sitrati tek karbon ve enerji
kaynadi olarak kullanamamakta ayrica asetilmetil karbinol
ve diasetil liretememektedir. Inaktif E.coli ya da anoero-
jenik E.coli olarak da adlandarilabilen bu gurup bakteri-
ler, E.coli biyotip I ve II'den laktozu 37 °C'de 48 saat
icerisinde kullanamamasi ve gaz olusturamamasi Ozellikle-
riyle ayrilirlar (Serter ve Bilgehan ; 1978 ; Anonymous,

1978 a ; Mehlman and Romero, 1982).

Fekal koliformlar ya da fekal koli terimi, koliform bakte-

riler arasinda E.coli ve yakindan ilgili suslarin varligini,



saflastirmaya gerek duyulmaksizin hizli ve glivenilir y®&n -
temlerle gbstermeyi ve saymayl ama¢layan girisimler sonu -
cunda ortaya ¢ikmistir. Bu amaca, kiltiirlerin inkilbasyonunu
44 - 45.5 °c gibi normalden daha yllksek derecelerde gercgek-
legtirilerek erigilmisgtir. Koliform testinden olumlu sonug
alinan incelenmekte olan kiiltiir, EC (Escherichia coli)

broth besiyerinde 45.5 : 0.2 °C'de ve 24 - 48 saat iceri -

sinde laktozdan gaz olusturur ya da BGLB (Brillant Green

+ o

Lactose Bile Broth) % 2 besiyerinde 44 0.1 "¢ ' de, ve

24 - 48 saat igerisinde laktozdan gaz olusturup, ayni in -
kibasyon kosullarinda indol pozitif sonug verirse feka]l
koliform olarak kabul edilmektedir (Anonymous, 1978 a).
Yalnizca laktozdan gaz olusumunu dikkate alan birinci du -
rumda, kiiltlirler E.coli biyotip I'in yanisira fekal ori -
jinli olmayabilen "dlizensiz tip II ve tip VI" yi1 da icere-
bilecektir. (BS1llm 3.2.4; Cizelge 3.1}.

Buna karsin laktozdan gaz 6lu§umunun yanisira indol olusu-
munu da dikkate alan- ikincil durumda ise, klltirlerin valniz-
ca fekal orijinli olan E.coli biyotip I'i igerecekleri bil-
dirilmektedir (Anderson and Baird-Parker, 1975). Diger ta-
raftan selektif katai bir besiyerinde, inklibasyonun 44 °c
gibi normalden daha yliksek sicaklik derecelerinde gergek-
lestirildidi durumlarda IMVIC test sonuglari (Indol,Metil
Red, Voges-Proskauer ve Sitrat) +++ - ve + - - - olan
bakterilerin de fekal orijinli olarak ele alindigi bildi-
rilmektedir. Ancak kati besiyerlerinde, organizmalaran

laktozdan gaz olusturma Ozellikleri saptanamamaktadir. Bu

konuya agiklik getirmek {izere gergeklestirilen bir arag -



tirmanin sonu¢larina gdre, incelemeye alinan E.coll varye-
telerinin 48 saat icerisinde % 90'inin laktozdan gaz olug-
turdudu, buna karsilik % 99'uﬁun indol olusturdugu bildi -
rilmektedir. Arastiraicilar kendi yaptiklari caligsma so -

nug¢larini da deferlendirerek, E.coli 'nin bdirlenmesinde

indol {iretiminin, laktoz fermantasyonuna kiyasla daha ke-
sin bir belirleyici 6zellik oldudu genellemesine varmigs -

lardir(Anderson and Baird-Parker,1975;Eolbrook,et al., 1980).

Yapilan cesitli arastirmalar, E.coli biyotip I ve II'nin
sahip oldugu tipik 6zellikleri g8stermeyen E.coli susSlar:i
ile E.coli olmadidi halde bu Ozellikleri cdsteren orga -
nizmalarain varlaidini ortaya koymugtur. Diger taraftan
E.coli gurubu bakterilerin aktif E.coli, inaktif E.coli,

E.dysenteriae, E.blattae, E.ewingii ve E. ferguscnii ol -

mak lzere en az alti alt gurupta incelenebilecedi bildi -
rilmektedir. E.coli gurubu ile Enterobacteriaceae famil-
yasindaki karisikliga yol acgabilecek yakindan ilgili di-
ger bakteriler arasaindaki ayricaliklari gOsteren Cizelge
Bolim 3.2.4'de verilmigtir (Cizelge 3.2 ).

E.coli ' yi diger yakin bakterilerden tam olarak ayirabil-
mek i¢in uygulanacak test sayisinin artlrllmasl gerektigi-
ne dedinilmektedir. Bu amag¢la uygulanmasi Snerilen test -
ler, indol,metilred, Voges-Proskauer, sitrat, glukozdan
gaz, sitokrom oksidaz, malonat, laktoz, sellobioz, KCN,
lizin dekarboksilaz, arjinin dihidrolaz, ornitin dekarbok-

silaz ve gram boyamadir. Dider taraftan E.dysenteriae'nin

biyokimyasal ve fizyolojik bir tanimi bulunmadigir igin,



bu bakterinin ancak serolojik testlerle tanimlanabilecegi

bildirilmektedir (Mehlman and Romero, 1982).

Insanda kolera benzeri sendromu veya dizanteri benzeri
sendromu adi verilen hastaliklara neden olan E.coli sero-
tipleri enteropatojenik E.coli (EEC) olarak tanimlan -
maktadir. EEC, tipik E.coli ' ye 6zgll reaksiyonlari g&s-
termeyebilmektedir. Ayni sekilde 45.5 Ccrde dremeyen ve-
va laktozu gaz olusturarak fermente edemeyen EEC tipleri
de bulunmaktadir. Bu nedenle EEC serotiplerinin tanim ~
lanmasinda gligliiklerle kargsilasilmaktadir. Kesin bir ta-
nimlamaya gidebilmek ic¢in biyockimyasal-fizyolojik test -
lerin yanisira, O (somatik), K (kapsiil veya mikrokapsiil)
ve H (Flajella) antijenlerine &zgll hazir polivalan ve
manovalan antiserumlarin kXullanildigi serolojik testler
ve enteropatojenik potansiyeli ortaya koymayi amacglayan
dijer testler Onerilmektedir (Anonymous, 1978 a ; Serter

ve Bilgehan, 1978 ; Mehlman and Romero, 1982).

EEC'nin gastroenteritis sgeklinde g&riilen en az iki gida
zehirlenmesi olayainda, yanliaislikla Paracolobactrum veya
Shigella tlirleri olarak belirlendidi bildirilmektedir

(Anonymons, 1978 a).

Kolera benzeri sendromuna ya da enterotoksijenik hasta-
l1§a neden olan, enterotoksin lireten EEC suglaridir. En-
terotoksijenik suslar, O6zellikle cocuklarda bol su kay -
biyla sonug¢lanan ve siddetli diyare ile seyreden hasta-

11da neden olmaktadir. Bu suslaran ayrica seyahat
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diyarelerinin de nedeni oldugu dﬁgﬁnﬁlmektedir. Enterotok-
sijenik EEC serotipleri, gidanin tiliketiminden sonra ince
barsagdin lUst kisminda yerlesmekte ve burada toksin olus -
turmaktadir. Istilaci (invazif) EEC serotipleri ise, di -
zanteri benzeri sendromuna neden olmaktadir. Bu serotip-
lerin toksijenik olmadigi barsakda {liredigi ve barsak muko-
zasinin epitel hiicrelerini sararak bu hastalida yol agtig:
belirtilmistir (Anonymous 1978 a ; Fraizer and Westhoff,
1978) . Enterotoksijenik ve invazif hastaliklarin olusabil-
mesi ic¢in EEC'nin c¢ok fazla miktarda viicuda alinmasi gerek-
lidir. Bu nedenle, hastaliga neden olan gidalarin asira
derecede kontamine oldudu, yetersiz korundudu ya da ¢ok
miktarda Uremeye olanak saglayacak diizeyde yetersiz sodu -

tuldudu bildirilmistir (Fraizer and Vesthoff, 1978).

Toksijenik ve invazif hastaliklarin inkiibasyon siiresi ge-
nellikle 6-36 saat arasinda clup hastalik belirtileri 24
saat ya da bir kag¢ glin slirebilmektedir. Bu silirenin bazen

9 glin hatta 77 glin s{irdigii de g&rilmistiir (Anonymous, 1978a).

Yapilan galigmalar, enterotoksinin isiya duyarli ve isiya
davanikli formlarinin oldudunu ve enterotoksin lretimi -

nin, aktarilabilen plasmiclerle kontﬁol edildigini ortaya
koymustur. Az miktarda enterotoksijenik E.coli ' nin vl -
cuda alinmasindan sonra, kalin barsakta yerlegmig E.coli'~-
lere enterotoksin plasmid aktariminin gergeklesebilecegi

ve bdylece bazi E.coli suslarinin enterotoksijenik 6zel -
1lik kazanabilecegi belirtilmigstir (Fantasia,et ai., 19753

Anonymoys, 1976).
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Amerika'da enterotoksijenik E.coli tiplerinin ¢ocuklarda-
ki diyare ile seyreden hastaliklara yol agtigda gdrilisd
vayginken, Hindistan, Vietnam ve Japonya'da yapilan calis-
malar, EEC'nin yalnizca g¢ocuklarda dedil yetiskinlerde de
bu hastalida yol agabildidini gbstermistir (Fantasia,et

al., 1975).

Fentasia ve arkadaslari (1975), yaptiklari bir aragtirma-
da Fransa'dan ithal edilen ve gida zehirlenmesine yol agan
Camambert peynirlerinde gida zehirlenmelerine yol agan
organizmalardan hi¢ birini saptayamadiklarini, ancak yik-

sek diizeyde E.coli saydiklarini belirtmiglerdir.

Calderon ve rLevin (1981), diyare ile seyreden hasta-
liklarin 8zellikle gelismemig llkelerde &llimlere yol ag¢ -
t1d1in1 belirtmisler ve 1siya duyarli toksin lreten EEC'-
nin nicel olarak saptanabilmesi ig¢in hizli bir metot ge-

listirmeye c¢aligmigslardair.

Escherichia coli, insan ve hayvanlarin barsak sistemlerin-

deki dogal florada yer aldidindan, bu organizmanin gida -
larda bulunmasi genellikle dolayli ya da dolaysiz fekal bir
kirlenmenin isareti olarak ag¢iklanmaktadir. Bu nedenle
E.coli, suda, deniz lrtinlerinde, siit {irlinlerinde ve diger
gidalarda bulunmasi olasi enterik patojenler igin klasik
bir indikatdrdiir. Dier bir deyisle, herhangi bir gida
maddesinde E.coli varlidinin saptanmasia, bu gida maddesin-
de enterik bir patojenin bulunabilecedine isaret eder.

Fekal kirlenme derecesinin belirlenmesini gerektiren pek
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¢ok durumda, E.coli varlidinin ortaya konmasi yerine

daha ¢ok sayinin saptanmasi yoluna gidilmektedir. Bu du-
rumda E.coli sayisi gidalarin hazirlanmasi ve tilkketime su-
nulmasi asamalarindaki olumsuz hijyenik kogullaran ve el ~
verigsiz depolamanin bir g8stergesidir. Dider taraftan,
sayinin ylksek olmasi enﬁerik patojen tehlikesini daha da
artirabilecektir (Anonymous, 1978 a; Lilick and Lategan,
1983) . Ulkemizde gesitli gida standarcdlarinda bu ydnde,
E.coli ya da fekal koli bulunmavacak seklinde bir sinirla-
maya gidilmektedir (Anonymous, 1978 b; Anonymous. 1983 a ;

Anonymous, 1983 b ; Anonymous, 1984 c).

Gidalardaki koliform, fekal koliform ve E.coli sayilara,
genelcde her biri kompleks ve pahali olan ve ardarda li¢ ba-
samakta gerceklegtirilen EMS (En Muhtemel Sayi) y&ntemiyle
saptanmaktadir. Koliformlarin EMS yOntemiyle saptanabil -
mesi igin dﬁﬁyanln bir ¢ok laboratuvarinda kullanilan {ig
farkli yol oldudu bildirilmistir. Bunlardan birincisi,
(Kuzey Amerika yontemi) ; LST (Lauril Siilfat Triptoz) broth
besiyverinde gaz olusumuyla sonuglanan tahmin incelemesinden
sonra, her biri 35 - 37 ©°c'de inkiibe edilen BGLB (Brilli-
ant Green Lactose Bile Broth) besiyerinde gaz olusumu va

da EMB (Eosine Methylene Blue Agar) veya Endo agar besi -
verinde tipik kolonilerin saptandidi dogrulama testini
i¢eren ydontemdir. fkincisi (Ingiltere yontemi) ; dogrulama
islemi olmaksizin, Mac Conkey Broth besiyerinde gaz olusu-
munun saptanmasiyla sonug¢landirilan ydntemdir. Uclinclisl

ise; BGLB besiyerinde tahmin , VRBA (Violet Red Bile



Agar) yada Endo Agar besiyerinde dodrulama testi ile so -

nu¢lanan yéntemdir (Anonymous, 1978 a ; Silliker, 1982).

ICMSF (International Commision on Microbiological Speci-
fications for Foods) tarafindan, bu li¢ metot arasindan

en iyisinin segilebilmesi amaciyla uluslararasi iki or -
tak calisma yapalmistir (Anonymoys, 1978 a; Silliker,et

al., 1979 ; Ssilliker, 1982).

I1lk caligmada; c¢esitli gidalardan izole edilmis tipik

Enterobacter aerogenes ve Escherichia coli kiltirleri,cge-

sitli donmug ve diisiik nemlil gaidalara iki farkli dlizeyde
asrlanmislardir. U¢ yontemin uygulanmasi ile alinan so -
nuglara gbre, ydntemler arasinda istatistiksel agidan
Onemli bir fark bulunmadigi bildirilmistir. Dider calig -
mada ise, dogal olarak kontamine olmug cesitli gidalarin
incelendigi ve bu c¢alisma sonunda da yontemler arasinda
istatistiksel agidan Onemli bir fark bulunmadidi agiklan-

migtir.

Koliform sayiminda EMS yOntemlerinin yanisira yaygin ola -
rak VRBA/VRBA cddkme plaka ydnteminden cde yararlanilmakta-
dir. Yontemin uygulanmasinda ®nce, ¢alisilacak Srnedin
VRBA besiyeri kullanilarak d&kme plaka ydntemiyle ekimle-
ri yapilmakta, ardindan besiyeri katilastiktan sonra yii-
zeyl bir kat daha VRBA ile kaplanmaktadir. 35 - 37 °c'de
inklibasyon sonunda 0.5 mm ya da daha bliylik ¢apli ve ko-

yu kirmizi renkli koloniler sayima alinmaktadir.

13
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ICMSF tarafindan gercgeklestirilen uluslararasi ortak di-
ger bir ¢alismada, Kuzey Amerika EMS ybntemi ile VRBA/
VRBA ddkme plaka ybntemi arasinda istatistiksel olarak bir

fark olmadigi bildirilmistir (Anonymous, 1978 a).

Fekal koliformlarain belirlenebilmesi ig¢in, ICMSF tarafin-
dan iki y®ntem Snerilmistir. Bunlardan ilki Kuzey Amerika
ybntemi adi ile anilmaktadixr. Bu yOntemde, asilamalari yapi-
lan ve 35 - 37 °C'de 24 - 48 saat inkiibe edildikteéen sonra
gaz dlusumu gbzlenen durhamli LST broth besiyerini igeren
tiiplerden, durham tiiplli EC broth besiyerine aktarmalaryw -
pilmaktadir. 45.5 s 0.2 °C'de 24-48 saat inklibasyon sonun-
da gaz olusumu gdriilen EC broth tiipleri fekal koliformlar

icin pozitif olarak dederlendirilmektedirler.

Tkinci y&ntem Avrupa'da yaygin olarak kullanilmakta olan
ve bu isimle anilan bir y&ntemdir. Burada, ékimleri yapi-
lan ve 35 - 37 O-C'de 24-48 saat inklbe edildikten'sonra
gaz olusumu gbzlenen Mac Conkey broth besiyerinden dur-
ham tiiplli BGLB broth 2% ve pepton water besiyerine ayra
ayri aktarmalar yapilmaktadir. BGLB broth besiyerini
iceren tilipler 44 T 0.1 °c'de 24 - 48 saat inkibasyon so-
nunda gaz olusumu yonilinden, pepton water besiyerini ige-
ren tilpler ise 44 * 0.1 °c'de 24 saat inkilbasyon sonunda
indol olusumu yo&nilinden incelenmektedir. Gaz olusumu ve

indol olusumu pozitif olan kiiltiirlerde, fekal koliform -

larin bulundugu kabul edilmektedir.



ICMSF tarafindan gergeklestirilen uluslararasi ortak bir
caligmada, fekal koliformlarin belirlenmesi igin Snerilen
bu iki y&ntem arasinda istatistiksel olarak onemli bir
fark bulunamamigtir (Anonymous, 1978 a; Silliker, et al.,

1979 ; Silliker, 1982).

Koliform sayisinin belirlenmesi, gidalarin glivenirliligi
agisindan basvurulan sinirlandirici bir defer olmasina

radmen, bu gurup icerisindeki fekal kontaminasyonun en
bnemli gbstergesi olan E.colil sayisinin belirlenmesi g¢ok

daha fazla Onem tasimaktadar.

E.coli sayisinin belirlenebilmesi ic¢in Onerilen AOAC'nin
(Association of Official Analytical Chemists) EMS (En Muh-
temel Sayi) y®Onteminde, y&ntemin tamamlanabilmesi ig¢in

168 - 240 saate (7-10 gﬁn), bazi kaynaklarca ise 10 - 14

gline gerek duyuldudu belirtilmektecdir (Rayman,et al.,

1979 ; Silliker, 1982 ; Sharpe,et al., 1983).

Anderson ve Baird-Parker (1975), EMS yOntemine dayanan
sayamlarin yorucu ve uzun oldudunu ayrica direkt plaka
sayim yontemlerine kiyasla daha az kesin oldugunu belirt-
mislerdir. Bu arastairicilar tarafindan gidalarda E.coli
sayimi ig¢in, direkt sayima olanak saglayan ydntemler
arastirilmis ve 44 Oc'de indol tiretimini temel alan se-
cenek bir ytntem geligtirilmeye c¢alisailmistir. Calisma-
da,petrideki TBA (Tryptone Bile Agar) besiyeri lizerine
yverlestirilmig selliiloz asetat membran filtre kagitlarin-

dan yararlanalmistir. Pismis ve pismemig et {rlinleri

15
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uygun gsekilde homojenize edilip dillisyonlari hazirlandik-
tan sonra 0.5 ya da 1.0 ml miktarlarda membrzn yilizeyine
aktarilmigs ve yayilmalari sadlanmistir. Ornek membran ta-
rafindan absorbe edildikten sonra petriler ters ¢gevrilme-
den 44 e 1 °c 'de 24 saat inkiibe edilmigslerdir. iInkiilbas -
yon sonunda her bir membran, icerisinde 1-2 ml indol aya-
raci (N-HCl'de hazirlanmis % 5 p-dimetilaminobenzaldehit)
bulunan petri kapaklarina aktarilmistir. Indol pozitif
oldugu 5 dakika igerisinde pembe renge d&énlismesiyle anla-
silan koloniler, avirac¢ uzaklagtirildiktan sonra sayilmis
ve diliisyon faktdriide g&zdnline alainarak E.coli sayisi he-
saplanmistir. Sonu¢ E.coli/g gida clarak verilmigtir.
Membranin glines 1s1d1 ya da U.V. lamba alyinda kurutula-
rak sabitlestirilebilecedi ve referans olarak saklanabi -

lecedi bildirilmistir.

Bu caligmada, koloni transfer / destek materyali olarak

selliiloz asetat membranlar yerine selofgn, filtre kadida
gibi maddeierin denendidini ancak bunlarlﬁ daha az gegir-
gen olmasi, zayif renk reaksiyonu vermeleri gibi gesitli
nedenlerle, en basarili sonucun selliloz asetat membran-

larla elde edildigi bildirilmistir (Anderson and Baird-Parker,
1975) .

Membran filtre kagitlari oldukg¢a sgf selliloz esterle -
rinden.ﬁreﬁjﬂdglerdinFiltre disklerinin gaplarlnlﬁ

13 mm'den 293 mm'ye kadar de¢isebildidi ve gbzenek 8lc¢li-
sinin de 0.22 , 0.80 ve 1.2 M olabilecedi belirtilmisg -
tir. Bu membr@nlarin kalainlaiklara ise 125 Hm'dir. Memb-

ran filtrelerin mikrobiyoloji alanandaki kullanimlarinda,
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bakteri hilicreleri membran filtreleri lizerindeki gbzenek-
lerde tutulmaktadir. Membranlar uygun kiiltlir ortamina
yerlestirildiklerinde, inkiibasyon asamasinda baslibagina
her bir hiicre besin elementlerini alabilmekte ve lkendi ko -
lonilerini olusturabilmektedir (Anonymous, 1974 b ; Dutka,

1981).

Aragtiraicilar, 843 gicda Ornedinin ¢alisilmasiyla memb -

ranlar iizerinden izole ettikleri 555 indol pozitif kolo-

ninin % 95'inin E.coli biyotip I (IMVIC ;+ + - -) ve

% 3.4'nlin fekal orjinli Escherichia (IMVIC ; +++ - va da
+ - - -) oldugunu saptamislardir (Anderson and Baird -Parker,
1975) . ‘

Ayni caligmayla safraya diren¢li ve indol {reten diger
baz1i bakterilerin TBA (Tryptone Bile Agar) besiyeri lize-

rindeki membranlarda, 37 ve 41.5 °C

lexrce iyi bir sekil-
de gelistigi ve E.coli ' den ayircedilemedidi bildirilir-
ken, 44 ©Cc'de ise diger tim indol Ureten bakteriler ile
E.coli varyeteleri arasainda ¢ok iyi bir ayiraimin basari -

labildigi gosterilmistir (Anderson and Baird - Parker,

1975).

Direkt plaka y&nteminin, yalnizca tipik E.coli'yi degil,
ayni zamanda ¢odu enteropotojenik olan laktoz negatif

ve anaerojenik indol pozitif varyeteleri de belirleye -
bildigi bildirilmistir (Mehlmé&n et al., 1974 ; Holbrook

et al., 1980).



Anderson ve Baird - Parker (1975), ayni arastirma kapsami
i¢inde, pismis ve pigmemis etlerden olugsan 248 adet &r -
nekte E.coli sayisini belirlemek ig¢in, geligtirdikleri
direkt plaka ySntemi ile EMS yo&ntemini karsilasgtirmala
olarak c¢alismiglardir. Sonugta domuz eti disindaki diéér
Ornekler i¢in her iki yOntem arasincda istatistiksel agi -
dan Onemli bir fark (P = 0.05) olmadigini belirtmisler -
dir. Domuz etinde, direkt plaka ydntemi ile daha yiksek

sayilar elde edilmigtir.

Holbrook ve arkadaslari (1980), direkt plaka y®ntemini,
dondurulmus, kurutulmus, 1sil islem gbrmliis va da disik
pH'li gidalarda bulunan hasara udramis (stres) E.coli'-

lerin belirlenebilmesi amacivlia modifiye etmiglerdizx.

Celigmamizdaki y&ntemlerden birisini olusturan MDP (Mo-
difiye Direkt Plaka) yOnteminde, uycun sekilcde hazirlan-
mig gida Ornedi MMGA (Minerzals Modifiéd Glutamate Agar)
va da NUtraient Agar besiyeri lzerincdeki Nuflow selliiloz
asetat mebranlari ylizeyine aktarilip vayilmistir. 37 ©

de 4 saat bir O&n inklbasyonun ardindan, membranlar asep-

tik kosullarda petrideki ylizevi kurutulmus TBA besiyer -

Cc'-
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lerine aktaralarak, 44 ©Cc'de 18 saat inkiibasyona terkedil-

mistir. Inkiibasyon siiresi sonunda indol pozitif koloni -
lerin direkt plaka y&ntemindeki gibi incelendigi belir-

tilmistir (Holbrook, et al., 1980).

Arastiracilar, triptofandan optimal indol ifiretimi igin

belli besleyici kosullarin gerektigini, ancak E.coli'nin
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vararlanabilecegdi glukoz ve difer karbohidratlarin yilik -
sek derigsimde bulunmasi halinde, triptofonaz sentezinin
inhibe edilip, indol iiretiminin duracadini bildirmigler-—
dir. Bu durumda yiiksek derigimde karbohidrat igeren
gidalarda E.coli ' nin DPM (Direkt Plaka Metodu) ile be-
lirlenmesinin engellenecedi bildirilmektedir. DPM ' nin
modifiye edilmesi ile, ydntemin stres E.coli'ler ig¢in de
kullanilabilecedi ve indol {iretimi lizerine karbohidrat -

lardan gelebilecek inhibitdr etkilerin uzaklagtirilacaga

agiklanmistir (golbrook, et al., 1980).

Caligmada ; i1sitma dondurma ve. kurutma ile hasara udra -
tilmig E.coli'lerin geri kazanilmasinda ¢esitli canlan -
dirma silire ve sicakliklarini igeren inkiilbasyon kosullara
denenmis ve esas geri kazanmanin Nitrient Agar besiyeri
icin 37 ©C'de 2 saatlik bir &n inklibasyondan sonra olug-
tuéu bildirilmigtir. Donma ile hasara ugramis hiicrelerde

Oc'lerde 5 saatden daha uzun siire

geril kazanmanin 20-30
alcdiga, ancak 37 Oc'ge hiicrelerin % 90'inin 2 saatte
onarilabildigi belirtilmistir. Isitma ya da kurutmanin
olusturdudu hasarlarda ise, hasar g&rmiig hlicrelerin

% 90'inin onarilabilmesi ig¢in 37 ©°ctde 4 saatlik bir sii-

re gerektigi aglklanmlgtlr (Holbrook, et al., 1980).

Ayni aragtirmacilar galismalarinda, DPM'da, E.coli tara-
findan indol {liretimine karbohidratlarin inhibitOr etkisi-
nin,asilanan Srnekteki karbohidrat tipine ve derisimine

badli oldudunu gbstermislerdir. DPM'u kullanildiginda,
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¢ig siit ve dondurma Orneklerindeki karbohidrat derigiminin
E.coli ' nin indol {iretimini inhibe ettidi, MDP (Modifiye
Direkt Plaka Metodu) kullanildiginda ise, &n inkiibasyon
agamasinda, karbohidratlarin kullanilan ilk besiyeri ta-
rafindan absorbe edildigi, membranin ikinci besiyerine
aktarilmasindan sonra da indol Uretiminin gerceklegebil-

digi bildirilmistir (Holbrook, et al., 1980).

Holbrook ve arkadaglari (1980),tarafindan EMS, DPM ve
modifiye DPM'lari kullanilarak dodal olarak kontamine
olmug donmugs etlerden E.coli'nin geri kazanilmasi ic¢in
karg;lastlrmall bir c¢alagma yapilmistir. DPM'nun, NA ya .
da MMGA kullanilan Modifiye DPM'na kiyasla daha disik
sayim sonucu verdigi (P = 0.05), DPM 'nun ise Mac Conkey
broth ve Minerals Mcdified Glutamate Broth besiyerleri
kulianailan iki EMS yo&nteminin sonug¢larindan Onemli 8lg¢l-

de farkli olmadig:r ac¢iklanmigtzir.

Aragtairicilar tarafindan, enteropatojenik olan ve olma-
van E.coli varyetelerinin belirlenebilmesincde, zaman
ve gli¢ agisindan modifiye DPM'nun Xlasik EMS y&ntemlerine

kiyasla istiin oldugu da vurgulanmistair.

Andrews ve Presnell (1972), kabuklu deniz hayvanlari-
nin yvetistidi sularin bakteriyal kalitesinin belirlene -~
bilmesi ic¢cin kullanilan standart APHA (American Public
Health Association) EMS yOntemine secgenek, hizli ve
givenilir oldudu belirtilen A~1 isimli bir yOSntem ge-
listirmislerdir. Y&ntemde Ozellikle E.coli ' lerin geri

kazanilabilmesi ig¢in formiile edilmis durham tilipld A-1
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besiyeri kullanllmaktadlr.,Ekigﬁ;aﬁiian besiyerleri,

44.5 °Cc'de su banyosunda 24 saat inkiibasyona terkedilmek-
te ve siire sonunda durham tiliplerinde gaz olugumu incelen-
mektedir. Gaz olugumu gtzlenen tiipler fekal koliformlar
acisindan pozitif olarak deferlendirilmekte ve pozitif
tlipler esas alinarak incdikatdr organizma yodunlugu stan-

dart EMS tablolarindan hesaplanmaktadir.

Andrews ve arkadaslara (1979), tarafindan, A-1 yOntemine
hasara ugramis hiicrelerin onarilabilmesi amaciyla bir
canlandirma basamagi eklenerek Modifiye A-1 ydntemi ge-
listirilmigtir. Bu yontemde, ekim yapilmis A-1 besiyer -
lerine Once, 35 OC'de 3 saatlik bir ©n inkiibasyon uygulan-
makta, daha sonra bu besiyerleri 44.5 °crde su banyosunda

inkilbasyona terkedilmektedirler.

Andrews ve arkadaslari (1979), yaptiklari ¢alismada 11
cesit gida maddesinde, fékal koliform ve E.coli sayima
i¢in AOAC'nin EMS ydntemini direkt A-1 ve Modifiye A-1
yontemleriyle karsilastirmali olarak calasmiglardir.Fekal
koliform sayimi igin her U¢ ydntem, iki gida cesidi disain-
cda istatistiksel olarak esit bulunmustur. Bu iki gida
¢esidinde ise A-1 ve modifiye A-1 y®ntemlerinin, AOAC'-
nin EMS YOntemine kiyasla Onemli &lg¢lide yliksek dederler
verdigi bildirilmistir. E.coli sayiminda ise A-1 ve modi-
five A-1 yOntemleri ile AOAC'nin EMS y&ntemi esit bulun-
mus, farklia iki gida cesidinde ise ilk iki ydntem,AOAC'-
nin EMS yOntemine gbdre Onemli 8l¢ilide yliksek sayim sonug-

lari vermistir. Arastairicilar, c¢alisilan tiim gida cesit-~
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lerinde, fekal koliformlar ve E.coli sayiminda, AOAC'nin
EMS y®ntemi ile modifiye A-1 y®ntemi arasinda Snemli
bir korelasyon oldudunu bildirmigler, sayimlarda A-1
direkt ve modifiye A-1 yOntemlerinin kullanilmasi duru -
rmunda, AOAC'nin EMS yOntemine kiyasla 72 saatlik bir sil-

re kazanilabilece§ini agiklamiglardar.

Varga ve Doucet (1984), yvaptiklari ¢alismada, modifive
A-1 yObnteminde 44.5 ©crdeki inklUbasyon sliresinin uzatil-
mas1 ile, yontemin taze ve donmus balikg¢ilik lirlinlerin-
de fekal koliformlarin sayimi igin standart APHA' nin
EMS ydntemiyle karsilastirilabilir sonuglar verdidgini

bildirmiglerdir.

Son yillarda, stres bakterilerin sivi ve kati ortamlar-

da geri kazanilabilmesi ic¢in pek ¢ok ydntem Onerilmistir.
Bunlardan birisi de stres fekal koliformlarin belirlen-
mesi ve hizli sayimi ig¢in gelistirilmis, caligmamizdaki
E.coli sayim y®ntemlerinden birini olusturan TSA/VRBA
(Tryptic Soy Agar / Violet Red Bile Agar) direkt plaka yOn-

temidir (Powers and Latt, 1979).

Yontem, uygun sekilde hazirlanmis gida Srnedinin TSA be-
siyeri kullanilarak ctkme plaka yOntemiyle ekiminden
sonra, 35 OC'da 2 saatlik bir on inkibasyon ve ardindan
bu besiyeri ylizeyinin VRBA besiyeri ile kaplanarak 45.5
©°Cc'de 24 saatlik inkiibasyon asamalarini igermektedir.
Tkinci inkibasyondan sonra fekal koliformlarin sayilarak,

dogrulanmalarinin yapilabilmesi icin IMVIC testlerine



gecgildigi, bdylece ydntemin tamamlanmasi ig¢in gegen top-

lam slirenin 72 saat oldudu bildiriImistir.

Arastiricilar, VRBA besiyerinde 45.5 OC'de E.coli'nin
ireyebilmesine radmen, dider koliformlarin ﬁreyemedikle—
rini ya da E.coli den kolaylikla ayirdedilebilen kiiglk

atipik koloniler verdiklerini bildirmislerdir.

Stres olmayan ve dondurularak stres hale getirilmis
E.coli hiicrelerinde 35 ve 45.5 °C'lerde 24 saatlik
inkiibasvon sonunda geri kazanma ylizdesi VRBA, TSA/VRBA
yontemleri kullanilarak karsilastirilmistir. Bu denemede
&ukarldaki ydntemlere paralel olarak TSA Lbesiyerine de
dokme plaka y&ntemiyle ekim yapildidi ve buradan alinan
gsayim sonug¢larinin % 100 geri kazanma olarak kabul edil-
digi kildirilmistir. Stres olmayan hlicreler ig¢in, klasik
VRBA vinteminde geri kazanma orani, 35 ve 45.5 Oc'lerde
sirasivlia % 78 ve % 84 iken ayna hﬁcrelerin ~40°C' ce
dondurulmasi i1le elde edilen- stres hiicrelerde bu oranin

% 4.3 ve % 10.4'e dlistiigl bildirilmistir. TSA/VRBA yOnte-
minde ise; stres ve stres olmayan hiicreler i¢in denenen
her iki sicaklik derecesinde de geri kazanma % 100'iln
izerinde bulunmugtur. Galigmada, TSA/VRBA yontemi ile
AOAC'nin EMS y&ntemi stres ve stres olmayan E.coli hiicre-
lerinin geri kazanilmasi yoniinden karsilastairilmis ve
TSA/VRBA vénteminin her iki durumda da lstiin bulundugu bil-

dirilmigtir.

Arastiricilar, stres hiicrelerin sayiminda, TSA besiye -

rinin ylizeyine VRBA besiyeri kaplanmadan ©&nce zorunlu

23
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olarak bir canlandirma periyoduna gereksinim duyuldugunu
belirtmigslerdir. Bu 6n inklibasyon iglemi sirasinda, sayim
yvapilacak ortamda hilicre sayisinin artmasindan kaynaklana-
cak sorunlarin ancak, TSA gibi hlicreyi hareketsizlestire-
rek tek bir koloni olusturacak sekilde lireten kati bir
onarim ortaminin kullanilmasi ile kaldirilabilecedini be-

lirtmiglerdir (Powers and patt, 1979).

Hartman ve arkadaslari (1975), hasar g&rmis hiicrelerin,
yliksek sicaklik uygulamasi ve ortamda inhibitdr ajanlarin
bulunmasi gibi durumlarda geligemediklerini bildirmisler
ve stres koliformlarin sayimi i¢in modifiye bir VRBA be -
siyeri gelistirmiglerdir. Besiyerinin formiiliinde yaptik -
lara degisiklikle, stres hilicrelerin onarilacadini ve hilic-
re gofalmasini engelleyen sec¢ici inhibitdr ajanlarla kar-
silasmadan geri kazanilacagini bildirmislerdir. Yapilan
¢alismada, su, cottage peyniri, dondurulmus sebzeler ve
¢ig -slit Ornekleri kullanilarak, modifiye VRB-2 besiyeri
ile otoklavda ve kaynatilarakx sterilize edilmis klasik
VRBA besiyerleri stres koliformlarin geri kazanilmasi yO-
niinden karsilastirmali olarak g¢alisilmigstir. Arastirmaci-
lar, VRB-2 besiyerinin denenen diger iki VRBA ortamina

kiyasla daha iyi sonug¢ verdidini bildirmislerdir.

Donmamig gidalarda oldudu gibi, donmus gidalarda da koli-
form bakterilerin sayimi i¢in seg¢ici sivi ve kati ortam-~
lar kullanilmaktadir.Gram negatif bakterilerde, donma ve

dondurarak kurutma islemlerinden sonra bazi ylizey aktif

ajanlara kars:r duyarliligin ortaya ¢iktigi bildirilmis -~



tir (Ray and Speck, 1972 ; Draughon and Nelson, 1981).

E.coli hilcrelerinde, donma ve ¢dzlinme olaylari sirasinda
ge¢irgenlik engelinin bozuldudu, protein, peptit, amino_
asit, nilkkleik asit gibi hiicre bilegsenlerinin disari siz-
digr ve digaradan ¢esitli iyonlarain hiicreye girdigi agak-
lanmistir. Hlicre i¢in elzem olan bu bilegenlerin kaybainin,
hasara ve ardindan da &lime yol a¢tidi bildirilmistir (Ray

and Speck, 1972).

Ray ve Speck (1973), dondurulmus gidalarda bulunan koli-
form bakteriler ve E.coli'nin biiylik bir ylizdesinin hasar
gdrmilig durumda bulunabilecedini bildirmislerdir. Dondu -
rulmus gicalarain mikrobiyolojik analizlerinde kullanilan
se¢ici ortamlarin stres hilicreleri belirlemede yetersiz
kalacagi, bu durumunda bu tip gidalarin hijyenik kalitesi~
nin belirlenmesinde yanilgilara neden olacafi ve kalite
geligimini engelleyecedi belirtilmisgtir. Arastiricilar ta-
rafindan dondurulnmus Orneklerde koliform sayiminda, stres
hiicreler igin seg¢ici olmayan zengin besi ortamlarainda

bir onarim igleminin gerektigi sonucuna varilmistir. Ona-
rimi, Uremeden ayirabilmek ic¢in de onarim sirasindaki si-
caklik ve slirede bir standardizasyona gidilmesi gerektigi

vurgulanmistar.

Warseck ve arkadaslari (1973), dondurulmus gidalarda ha-
sara ugramis koliformlarin onarimi ve sayimi lUzerine yap-

tiklari arastirmada, suda ya da steril gidalarda -20 Ocrae

25
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dondurulan E.coli'lerin VRBA ve DLA (Deoxycholate Lactose
Agar) besiyerlerinde koloni olugsturmalarinin inhibe edil-
digini bildirmislerdir. Arastiricilar, hasar gbrmiisg hiic -
relerin TSB (Trypticase Soya Broth) besiyerinde ve gegit-
1i gidalarda onarimini incelemigler, TSB besiyerinde

25 °C'de 1 saat bir 8n inkibasyon agaﬁa51 sonucunda ger -
ceklesen onarimin daha zayif olmakla beraber gidalarda da

olusabildigini gbstermiglerdir.

Dokme plaka yOntemi ile stres koliformlarin onarimi ve sa-
yiminl inceleyen Speck ve arkadaslar; (1975), donmus gida-
lardan izole ettikleri koliform kiiltlirleri, E.ccli K-12
kiiltlrd ve dondurmalarla yaptiklari caligmalarda, donma
ile hasar gormiis hiicrelerin sayimi ve onarimi igin TSA/
VRBA dtkme plaka y®ntemini en uygun ydntem clarax belir-
lemislerdir. Arastairicilar, TSA beéiyerine ekimi vapilan
Srneklerdeki stres hilicrelerin, 25 Oc'de 1-2 saatlik on
inklibasyon asamasinda onarilacadini, bunu izleyen VRBA
besi?eri ile kaplama igleminin de bésiyerinde keoliform
olmayan kolonilerin geligsimini engelleyecedini belirtmig-
lerdir. Dondurma Ornekleri ile yaptiklari galismada,
TSA/VRBA y&nteminin, tek kat VRBA ve VRBA/VRBA d&kme plaka
ybntemlerine kiyasla daha fazla koliform saydidini sapta-

mislardir.

Hall (1984), dondurulmus gidalardan E.coli biyotip I, di-
zensiz tip II ve tip VI'nindirekt izolasyonuna olanak sag-

layan, canlandirma basamagi ile birlestirilmisg, yeni bir
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direkt plaka ydntemi gelistirdigini bildirmigtir. Yonte -
min, hizli bir indol testi ile, E.coli biyotip I'in 24
saat icerisinde belirlenebilmesine olanak sagladigi, stres
hiicreleri geri kazandaigi ve dlislik bir maliyet ile tamam -
lanabildigi belirtilmigtir. Bu ybntémle laktozdan geg¢ asit
olusturan ya da diger ydntemlerde negatif sonug¢ veren
anaerojenik E.coli varyeteleri de saptanabilmektedir.lzo-
latlarla daha ileri caligmalarin, gerektiginde incol tes-

tinden sonra da yapilabildi¢i acgiklanmigtair.

Arastirici, dondurulmus gicdalari ele alarak, kendi gelig-
tirdigi ydntem ile, klasik EMS ve VRBA ydntemleri ve Hol-
brook ve arkadaslarinin (19280), mecdifiye drekt plaka yodn-
temini karsilagstirmayi amaglayan bir g¢alisma yapmigtir.
Calismanin sonucunda, geligtirdigi yeni ydntem ve modifiyve
direkt plaka yobnteminin,geri kazanma ve sayimda diger

iki ybnteme kiyasla daha ﬁsfﬁn sonuc¢lar verdigini sapta-
~mistir. Donma sonrasinda, kazi varyetelerin laktozu fer -
mente etme ve indol olusturma yeteneklerini kaybettikle -
ri, modifive direkt plaka y¢ntemincde bu Ozelliklerin tek-
rar geri kazandirilamazken Zall (1984)'an yéntemihde bunun
_ basarildigi bildirilmistir. Ancak, caligsmada bu tlir varye-
telere % 3 gibi ¢ok dliglik oranda rastlandigdi da agiklan-

mistir.

Hall (1985), daha sonra yaptigi diger bir calismacda, ydn-
temindeki mikrotiiplerin kullanimini gerektiren uzun ve

zor indol testi asamasini daha kolaylagtiran bir direkt
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plaka sayim ySntemi geligtirdigini bildirmistir.

Gidalardan stres E.coli'nin geri kazanilabilmesi amaciy-
la gelistirilmis direkt plaka ydntemlerinden bir diferi
e, fluorojenik glukuronidaz substratini esas alan yon -
temdir (Damaré,et al., 1985).Ydntemde kullanilan PTG
(Pepton Tergitol Glucuronide) agar besiyeri, tergitol 7
ve 4 - methylumbelliferyl B-D~Glucuronide fluorojenik
substratini igcermektedir. E.coli xcolonileri U.V. lambasa

altinda incelenmekte ve y&ntem 24 saatte tamamlanmakta-

=
Qirxr.

Arastiricilar, dondurulmugs etlerdern izole edilen E.coli
kiltlirleri ile yaptiklari karsilastirmali c¢aligmada,stres
E.coli hilicrelerinin ba@il geri kazanilmasinca, PTG agar
direkt plaka ydbntemi ile VRBA/VREX, Anderson ve Baird-
Parker (1975)'in gelistirdigi dirext plaka yOntemi ve
Heolbrook ve arkadaslarainin (1980), modifiye direkt plaka
yv&ntemlerini incelemiglerdir. Donmz ile stres hale geti-
rilmis E.coli hiicreleri a¢isindan 2TG agar ve On inkd -
basyon asamasaini igeren Holbrook ve arkadaslari'nin (1980),
modifiye direkt plaka ySntemi, di¢erlerine kiyasla daha
viksek bir geri kazanma g&stermigtir. Isil islemlé stres
hale getirilen E.coli hﬁcrélerinin geri kazanilmasinda
ise, PTG agar ve ardindan modifiye direkt plaka ySntemi

en yliksek geri kazanma oranlarini vermistir.

Motes ve arkadaglara (1984), kabuklu deniz hayvanlari ve

bunlarin yasadidi sularda E.coli sayimi i¢in yaptiklara



bir c¢alismada, APHA'nin standart EMS, Fransiz EMS, sel -
1l8loz asetat membran filtre kaditlaraini kullanan direkt
plaka ve cdonen tiip direkt sayim yéntemlerini kargsilagtir -
mislardir. Caligilan tim OBrnek cesitlerinde, BGLB broth
besiyerini kullanan Fransiz EMS yOntemi ile APHA'nin stan-
dart EMS yO6ntemi arasinda yiliksek bir korelasyon bulunmug-
tur. Direkt plaka yonteminin sonu¢lari ise, APHA'nin stan-
dart EMS ydntemine kiyasla, tim Ornek cesitleri igin
Onemli 6lgiide dlisik bulunmustur. Ingiliz doénen tiip yon-
temi, yalnizca iki Ornekte APHA'nin EMS y&ntemine yakin

sonuglar gbstermigtir.

Rayman ve arkadaslari (1979), tarafindan ICMSF organizas-
yonu ile gerceklestirilen uluslararasi ortak bir calig-
mada, dodal oclarak kontamine oldudu saptanan donmus ve
donmamis etlerde E.coli biyotip I'in sayimi i¢in Anderson
ve Baird-Parker'in direkt plaka yontemi ile AOAC'nin EMS
yontemi karsailastairilmigstir. Direkt plaka y®nteminin EMS
ybnteﬁine kiyasla donmug Orneklerce daha viksek E.colil
sayimi verdigi, donmamis Orneklerde ise her iki ydntemin
de birbiri ile uyumlu sonuglar verdigi bildirilmistir.
Dondurulmus Orneklerde, direkt plaka yOnteminin daha az
de§isken sonuclar verdidi ve Orneklerdeki diiglik sayida-
ki E.coli'leri de saptayabildigi belirtilmigtdir. Direkt
plaka y®nteminin E.coli biyotip II ve ara tipleri belir-
leyememesi dezavantajina radmen , bu Escherichia varyete-
lerinin valnizeca % 3-5 oraninda oldudu, bu nedenle yonte-

min donmamis et Orneklerinde daha az de§isken olmasa,

29
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donmug et Orneklerinde yiksek geri kazanma ylizdesi ver-
mesl, zaman ve besiyeri harcamasinin daha az olmasi ne-
denleri ile EMS y&ntemine tercih edilebilecedi acgiklan -

mistir.

Gidalardaki E.coli biyotip I'in sayimi ic¢in yapilan kar-
silastirmalil y®ntem galigmalarindan bir digerinde de

EMS y®&ntemi ile Anderson ve Baird-~Parker'in (1975)

direkt plaka ve ekimin filtrasyonla yapildigi hidrofobik
grid-membran filtre yOntemleri ele alinmistir. Hidrofobik
membran filtre yO6nteminin birka¢ gida c¢esidinde daha yiuk-
sek geri kazanma orani vermesine ragmen, her iki membran
yontemi sonuclari arasindaki fark istatistiksel agican
Onemsiz bulunmustur. Ancak bu iki y&ntem, caligilan gica
Srneklerinin ¢odunda EMS y&ntemine kiyasla Onemli &lglide,
viksek geri kazanma dederleri vermistir (Sharpe,et al.,

1983).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Cig silit Ornekleri
Bu caligmanin birinci agsamasinda, Ankara'nin dedigsik semt-

lerindeki sokak silit¢ililerinden saglanan 50 ¢ig siit Orne&i

incelemeye alinmistir. Bunlardan cdodal olarak Escherichia

coli ile kontamine oldudu bir O6n deneme ile belirlenen

23 Ornek arastirmanin materyalini olusturmustur.

Cig slt Ornekleri daha Snce 170 °c'de 2 saat kuru havada
sterilize edilen metal kapakli cam kavanozlara aseptik
kosullarda alinarak hemen H.U.Gida Mihendisligi BS1limi

laboratuvarlarina getirilmigtir,
3.1.2. Dondurulmus et Ornekleri

Galismanin ikinci asamasinda incelemeye alinan dondurul-
mus et Ornekleri, Et ve Balik Kurumu Genel Midirliigd
Ankara Et Kombinasi'nin donmusg et depolari ile, yine bu
kurumun Hacettepe Universitesi Kafeteryasi'na pazarladi-
g1, donnug etlerin saklandiga kafeteryvadaki donmus et
depolarindan saflanmistir. Her biri farkli karkaslardan
aseptik kogsullarda alinan 33 dondurulmus et Ornedi yine
aseptik kosullarda, Onceden sterilize edilen metal ka -
pakli uygun cam kavanozlara aktarilarak hemen H.U. Gida
Mithendisligi poliimii laboratuvarlarina getirilmistir. Bir
on deneme ile, dodal olarak E.coli ile kontamine oldugu
belirlenen 22 &6rnek arastirmanin bu asamasindaki ma -

teryalini olusturmustur.
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3.1.3. Saf E.coli kililtiirlerinden hazirlanan stres olmayan

ve stres E.coli formlara

Galigsmanain liclincli asamasinda donmus et Orneklerinden izole
edilip, belirli bazi biyokimyasal ve fizyolojik nitelik-
leri saptanmig olan on farkll E.coli kiiltirl ile cali -
silmigtir. Bu saf E.coli kiiltlirlerinin her birincden ay-

r1 ayri hazirlanan stres olmayan ve stres E.coli formla-

ri bu asamadaki materyali olusturmustur.
3.1.4. Nuflow sellliloz asetat membran filtre kaditlara

Bu arastirmadaki sayim yOntemlerinden birisi olan "Modi-
fiyve Direkt Plaka Yontemi" de kullanilan Nuflow selliiloz
asetat membran filtre kadaitlari (¢ap: 85 mm ve gdzenek
blc¢lisli; 450 nm) Oxoid firmasindan saglanmistir (Hol -

broohet al., 1980).
3.1.5. U.V. lambaszi

Modifiye Direkt Plaka yOnteminde, membran ylizeyinde olu-
gah koloni renklerinin sabitlesfirilmesi ve gerekti -
§ginde membranlarin referans olarak kullanilmasi amaciy-
la, direkt gilnes 1gsifindan yararlanilamavan giinlerde

366 nm'ce gallsabilen U.V. lambasi (Universal U.V.lamp-
CAMAG) kullanilmigstir (Rayman,et al., 1979; Holbrook,

et al., 1980).

3.1.6. Denemelerde kullanilan besiyerleri, diliisyon

sivilari ve c¢dzeltiler

Bu calismada, uygulanan(yéntemlerde kullanilan tim be -

siyerleri, dillisyon savilari ve ¢Ozeltilerin bilegsimleri



33

ve hazirlanislari toplu halde Ek-A'da verilmigtir. Bu ne-

denle anlatimlarda yalnizca isimleri belirtilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Cig slit Orneklerinin analize hazirlanmasi

Bollim 3.1.1.'de agiklandigi sekilde alinan ve laboratu -
vara getirilen ¢ig silit Orneklerinin dofal olarak E.coli
ile kontamine olanlarinin belirlenebilmesi igin, Ornek-
ler bir ©n denemeden geg¢irilmiglerdir (Warseck et al.,

1973).

Bu amagla Orneklerin tamponlu peptonlu su igerisinde uy-
gun Giliisyonlari hazirlandiktan sonra, sterilize edilip
vaklagik 44 -~ 46 OC'ye kadar sodutulmug TSA (Triptik Soy
Agar) besiyeri kullanilarak ddkme plaka y&ntemi ile
ekimleri yapilmistir. 35 °C'de 2 saatlik bir &n inkiibas-
yon asamasindan sonra, besiverinin yiizeyi egit miktarda
steril VRBA (Violet Red Bile Agar) besiyeri ile kaplan-
mistir (Powers and Latt, 1979). 45.5 °C'de 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda, kliltlirlerin incelenmesiyle cdogal
olarak E.coli ile kontamine oldufu belirlenen Ornekler

esas denemeye alinmiglardar.

On denemede ekimleri gergeklegtirilen drnekler esas de-
nemenin yapilacagi bir sonraki gline kadar O - 5 °crae
buzdolabinda saklanmiglardir. Esas denemeye alinan Sr-
neklerden steril bir pipet ile 10 ml alinarak igerisinde

90 ml steril tamponlu peptonlu su bulunan erlene akta-
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rllmlstlr. BOylece elde edilen lO_l diliisyonu kullanila-
rak diger diliisyonlara geg¢ilmistir. Gig silit Srnefinden

lOml - 10_9 arasinda hazirlanan diliisyonlar kullanila -
rak bdliim 3.2.6'da verilen alti farkli E.coli sayim yoSn-
temine gbre ekimlere gec¢ilmistir. Incelemeye alinan her

diliisyon, her bir yontemde li¢ paralel olarak caligil -

mlgtlr.x

3.2.2., Dondurulmus et Orneklerinin analize hazirlanmasi.

BSllim 3.1.2'de belirtildi§i sekilde alinan ve labora -
tuvara getirilen dondurulmus et Orneklerinin do&al ola-
rak E.coli ile kontamine olanlarinin belirlenebilmesi
i¢in, her bir kavonozdaki donmus etden alinan Srneklerin
dnce 0 -~ 5 °C de buzdolabinda ¢cobzlinmeleri saflanmistair.
Bu &rnekler, kaynar su ve alkol kullanilarak temizlenen
ve dezenfekte edilen kiyma makinasindan geg¢irilerek ho-
mojen hale getirilmistir. Daha sonra, &rneklerin her
biri ayri ayri steril petrilere alinmiglardir. Et Srnek-
lerinin herbirinden, aseptik kosullarda 10g tartilarak,
icerisinde steril cam boncuklar ve 90 ml tamponlu pep -

tonlu su bulunan erlenlere aktarilmislardir. Boylece

%X Caligilan ydntemler igerisinde "Modifiye Direkt Plaka Yontemi
olarak belirtilen ve yurtdisindan getirtilen Nuflow selliiloz
asetat membran filtre kagitlarinin kullanimini gerektiren
sayim yontemi, bu membranlarin sayisinin {i¢ paralel galigmaya

yetmemesi nedeni ile iki paralel olarak galigilmigtir.
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elde edilen 10-l diliisyonundan sonra diger dillsyon -
lara gecgilmistir. Ornek dillisyonlari bdlim 3.2.1l'de ¢ig
siit i¢in belirtildigi sekilde bir 6n denemeden gegiril-
mis ve bdylece dogal olarak E.coli ile kontamine olan

dondurulmus et Ornekleri belirlenmigtir.

On deneme igin ekimleri gergeklestirilen Ornekler dene-
menin yapilacadi bir sonraki giine kadar O - 5 °c'de buz-
dolabinda saklanmislardixr. Esas denemeye alinan Ornek -
lere 6n denemede agiklanan bir seri iglem uygulanmig ve
lOnl - 10-9 arasinda hazirlanan Ornek diliisyonlari bdlim
3.2.6"'cda verilen alti farkli E.coli sayim ySntemi icin
kullanilmistir. Incelemeye alinan her dilisyon ¢ig siit
8rneklerinde oldugu gibi her bir ydntemde U¢ paralel

olarak caligailmistir.

3.2.3. Dondurulmus et Orneklerinden E.ccli suslarinin

izolasyonu ve saf kiiltlirlerin elde ecilmesi

Arastlrmanln licincl asamasinda, saf E.coli kiiltlrleri
ile yapilan calisma i¢in, dondurulmus et &rneklerinden

E.coli suslarinin izolasyonu gerceklestirilmistir.

BO1lUm 3.2.6.1'de agiklanan ve AOAC'nin (Association of
Official Analytical Chemists) EMS (En Muhtemel Sayi)
yvonteminde kullanilan, dondurulmus et Orneklerine ait
EMB (Eosine Methylene Blue) agar besiyerinde {lireyen ye-
sil metalik piriiti veren tipik kolonilerden EMB agar
besiverine tek koloni diislirme y®ntemi ile slirme ekim -
leri yapilmigtair. 35 c'da 24 saat inkiibasyon sonunda

tipik 6zellik gbsteren kolonilerden tlipteki yatik
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PCA (Plate Count Agar) besiyerine aktarmalar yapilmig-
tir. 35 °C'deki 24 saat inkiibasyon sonunda izolasyon
gerceklestirilmis ve saf E.coli kiiltlirleri elde edilmig~
tir. Bu kiiltlirler daha sonra kullanilmak lUzere buzdola-
binda saklanmislardir. Kiltiirlerden ayda bir kez yatik
PCA besiyerine aktarmalar‘yapllarak venilenmeleri sad -

lanmistair.

3.2.4. Saf E.coli kiiltlirlerinin bazi niteliklerinin

saptanmasi

3.2.4.1. Gram reaksiyonu

Gram reaksiyonlarinin belirlenebilmesi amaciyla, yatak
PCA besiyerindeki 18-24 saatlik kiltlrlerden hazirlanan
preparatlara Hucker'in modifiye gram boyama y&ntemi uy-

gulanmigstir (Anonymous, 1978 a).

3.2.4.2. Indol testi

Bu test i¢in yatik PCA besiyerindeki 18-24 saatlik kiil-
tirlerden Tryptone Broth besiyerine ekim yaplidlktan
sonra tlpler 35 °ctaée 24 ¥ 2 saat inkiibe edilmiglerdir.
Bu slire sonunda indol olusumunu saptamak i¢in her bir
tiipe 0.2 - 0.3 ml Kovacs'in indol ayiraci damlatilmis -
tir. Tlpteki kiiltlir sivisinin Ust tabakasinda kirmizi
renk olusumu indecl pozitif olarak dederlendirilmigtir

(Anonymous, 1984 b).
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3.2.4.3. Metil red testi

Metil red testi ig¢in yatik PCA besiyerindeki 18-24 saat-
lik kiltirlerden tlipteki Glukoz Fosfat Broth besiyerine -
ekim yvapilmistair. 35 °c'de 48 ¥ 2 saatlik inkiibasyon so-
nucunda tiliplere metil red ¢dzeltisinden 5'er damla dam -
latilmastair. TlUpteki kiiltlr sivaisinda kirmizi renk olu-
sumu pozitif, sari renk olusumu ise negatif olarak de -

gerlendirilmistir (Anonvmous,1984 b).

3.2.4.4. Voges - Proskauer testi

Yatik PCA besiyerindeki 18-24 saatlik kililtlirlerden Glu-
koz Fosfat Broth besiyerine ekim yapilmisg ve tilpler
35 - 37 °C'ce 48 I saat inkiibe edilmiglerdir. Her tipe

5'1ik « - naftol ¢8zeltisinden 0.6

00

1 ml kiiltlr icgin.
ml ve % 40'lik potasyumhidroksit c¢bzeltisinden 0.2 ml
ilave edilip karigtirilmig ve 1ki saat beklenmigtir.Tlp-.
lerdeki kiiltlir sivisinda, slire sonunda pembe renk olu-

sumu pozitif olarak deferlendirilmistir (Anonymous,1984 b).

3.2.4.5. Sodyum sitrat testi

Bu test ig¢in Simmons Sitrat Agar besiyéri kullanilmig-
tir. Besiyerinin yatik ylizeyine ekim yapaldiktan sonra,
tlipler 35 - 37 Oc'de 48 mat inkibasyona barakilmislar -
dir. Slire sonunda besiyeri renginin maviye donmesi pozi-
tif, renkde herhangi bir degisim olmamasi ise negatif

olarak degerlendirilmigtir (Anonymous, 1978 a).
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3.2.4.6. LST (Layril Siilfat Triptoz) Broth
besiyverinde gaz olusumu testi

Bu test i¢in yatik PCA besiyerindeki 18-24 saatlik kiil-
tirlerden durham tliplii LST broth besiyerine ekimler ya-
pirlmigtir. 35 Ocrae 48 z 2 saatlik inkilibasyon sonucunda
durham tiliplerinde gaz olugsumu incelenmigtir. Gaz olugumu
goriilen tiipler pozitif olarak deferlendirilmigtir

(Anonymous, 1984 Db).

3.2.4.7. Hareket testi

Hareket testi kiiltlirlerin Nutrient Broth besiyerinde
37 %C'de 18 saat inkiibasyonundan sonra asili damla yon-

temi ile saptanmistir (Harrigan and McCance, 1976).

IMVIC (I:Indol, M:Metil Red ; V: Voges-Proskauer;

C: Sitrat) testlerinden allhan sonug¢lar Cizelge 3.1 ve
Cizelge 3.2'de verilen biyokimyasal siniflandirma tablo-
larina gdre deferlendirilmistir (Anonymous, 1978 a;

Mehlman and Romero, 1982).



Cizelge 3.1 : Koliformlarin Ayraimi X(Anonymous,l978 a)

44-45.5%"4de

Laktoz
safra-tuz Metil Voges-—
besiyerinde 1Indol Red Proskauer Sitrat
gaz testi testi testi testi

Escherichia coli

Biyotip I + + + - -
(Tipik)

Biyotip II = - + -

Ara tipler

Tip I - - + .- +
1

Tip II - + + - +

Entercbacter
aerogenes

Tip I - - - + +
Tip II . - + - .+ +

Enterobacter
cloacae - - -

Diizensiz tipler

Tip I - + + - -
Tip II
Tip VI + - - + +

+
1
+
!

I

Dlizensiz
diger tipler Defisken Reaksiyonlar

. . . . 0 . .
X ¢ Bu mikroorganizmalarin hepsi,35-37 ('de 48 saat igerisinde
laktozdan asit ve gazolusturma yetenegindedirler,

1 : Seyrek olarak zayif bir pozitif reaksiyon verdikleri bulun-
migtur.
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3.2.4.8. DiJer testler

Dondurulmus etlerden izole edilen saf E.coli killtilirle -
rine,glukoz,laktoz, mannitol,iire,lizin dekarboksilaz,
ornitin gekarboksilaz, arjinin dhicrolaz testleride uygu-
lanmistir. Bu testler Saglik ve Sosyal Yardim Bakanliga
Refik Saydam Hifzssihha Merkezi Baskanligi Mikrobiyoloji
Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir (Faddin, 1980).
3.2.5. Saf E.coli kiiltiirlerinden stres olmayan ve

stres E.coli formlarinin hazirlanmasi
Stres olmayan ve stres formlarin hazirlanabilmesi igin
b6lim 3.2.3 ve bolim 3.2.4'de belirtildigi gibi elde
edilen ve bazi nitelikleri belirlenen on adét saf E.coli

kiiltiirlinden yararlanilmistir.

Bu amag¢la yatik PCA besiyerinde gelistirilen killtlir -
lerden 6nce TSB (Tryptic Soy Broth) besiyerine aktarma
vapilmistrr. 35 - 37 ©°Cc'de 18-24 saatlik inkiibasyondan
sonra elde edilen kiiltiirler stres olmayan.E.coli formla—
ri1 olarak deferlendirilmiglerdir.Bu kiltiirlerden steril
bir pipetle 1 ml alinarak ig¢erisinde 9 ml tamponlu
pepton suyu bulunan tiipe aktarma vapilmig ve bdylece
stres olmayan E.coli formlarinin lO~l diliisyonu elde
edilmigtir. Buradan yine tamponlu pepton suyu kullanila-
rak diger dililisyonlara gegilmistir. Bu arada geriye
kalan TSB besiyerindeki kiiltiir hemen -20 °C'de deep
freeze'e (Seaars Cold Spot) alinarak, 24 saat slireyle
dondurulmus ve bu kiiltlirler stres E.coli formlari ola-
rak deferlendirilmislerdir (Ray and Speck, 1972 ;

Warseck,et al., 1973; Speck et al., 1975).
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Stres olmayan formlaran lO'-l - 10 9 arasinda hazirla-
nan diliisyonlari kullanilarak, bunlarin TSA (Tryptic. Soy
Agar)besiyerine dSkme plaka ydntemi ile ekimleri yapil -
mig ve 45.5 Oc'de 24 saat inklibasyona birakilmistir.Ayni
zamanda, bu diliisyon &rneklerine b&lim 3.2.6. da belir -
tilen alta farkla E.coli sayim y&ntemi de ayrica uygulan-
mistir. Incelemeye alinan her diliisyon, her bir ydntemde
iic paralel olarak ¢alisilmistir. TSA besiyerinde 24 saat-
lik inkiibasyon sonucunda elde edilen sayim sonug¢lari re-
ferans olarak kabul edilmistir (Speck,et al., 1975 ; Po-

wers and Latt, 1979).

-20 OC'de 24 saat dondurularak hazirlanan stres E.coli
formlari 0-5 °C'de buzdolabinda ¢Ozlindlrilmliistir. Bu

stres formlardan tamponlu peptonlu su kullanilarak, lO_l—

10_8 arasinda hazirlanan diliisyonlara stres olmayan
forma uygulanan tiim islemler ve y&ntemler aynen uygu -
lanmistir. TSA besiyerinde, 24 saatlik inkilibasyon so -

nunda elde edilen sayim sonuglari yine refarans olarak

kabul edilmigtir.
3.2.6. Denemelerde kullanilan E.coli sayim yOntemleri

Bu ¢aligsmada, bolim 3.2.1 ile 3.2.2. de belirtilen gada
maddelerindeki E.coli sayimi ile dondurulmus et &rnekle-
rinden izole edilen saf E.coli kiiltlirlerinden yararlani-
larak hazirlanan stres olmayan ve stres E.coli formla-

rinin sayimi igin, alti farkli y&ntem kullanailmistair.

Bu yontemler sirasiyla asadida agiklanmigtir.



3.2.6.1. AOAC'nin En Muhtemel Saya ¥Ontemi

Bu c¢ahismada sayim ydntemlerinden birisi olarak AOAC'nin
EMS y&ntemi kullanilmigtir (Silliker, 1982; Anonymous,

1984 b).

Bu yontemde b&Slim 3.2.1 ve 3.2.2'de agiklandigi sekilde
hazirlanan gica maddeleri ile bdllim 3.2.5'de belirtilen
stres olmayan ve stres E.coli kililtiirlerinin segilen {ig

dillisyonunun herbirinden lcer tane olmak lzere durham
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tlipld LST (Lauril Silfat Triptoz) broth besi yerine ekim-

leri yapilmistir. Tlpler 35 ©crde inkiibasyona alinmig ve
24 ile 48 saat aralaklarla gaz olugumu yoOniinden ince -
lenmistir. Gaz olugumu gdzlenen tiliplerden, standart

{3 mm) bir Sze yardimi ile durham tiipllli EC (Escherichia

coli) broth besiyerine aktarmalar yapilmistir. Tilpler
45.5 °C'de inkiibe edilmis ve 24 ile 48 saat araliklarla
gaz olusgnu yOniinden gézlenmiglerdir. Bu slireler sonunda
durham tiliplerinde gaz oclusumu saptanan tiplerden EMB
agar besiyeri igeren petrilere standart bir &ze kulla-
narak tek koloni dislirme teknidiyle slrme vyapilmistair.
Petriler 35 °C'de 24 saatlik inkibasyon sonunda incelen-
mis ve tipik ©6zellik g&steren kolonilerden tlipteki
vatik PCA besiyerine ekimler vapilmistir. 35 Ocrae 18-
24 saat inklbasyondan sonra, bu kiiltlirlerin biyockimyasal
tanimlamalari ig¢in kiltirlere bOlim 3.2.4'de verilen
IMVIC testleri ile LST broth besiyerinde gaz olusumu
testi uygulanmigstir (Anonymous, 1984 b). Kiiltlirler ayric

b&6liim 3.2.4.1'de anlatlld1§1 sekilde gram reaksiyonlari

a,
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y&niinden incelenmiglerdir.

IMVIC test sonuglari (++ --) ya da (- + --) olan ve

LST broth besiyerinde 35 °c'de 48 ¥ 2 saatlik inkiibas-
yon bitiminde qaz olusturan gram (-) kisa gubuk sek-
linceki basiller E.coli olarak deferlendirilmiglerdir

(Anonymous, 1984 Db).

Incelenen 6rne&in ml'si ya da gramindaki E.coli sayisi
ise, EMS tablosundan yvararlanalarak; EC broth besiye -
rinde gaz olusumu saptanan ve IMVIC testleriyle tanim-

lanan diliisyonlar esas alinarak hesaplanmistir.

Kullanilan EMS tablosu Cizelge 3.3'de verilmigtir

(Anonymous, 1984 D).
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AOAC'nin EMS yOntemi kisaca Gizelge 3.4'de g&rildaiigi gibi
sematize edilebilir (Silliker, 1982).

Cizelge 3.4 : AOAC'nin EMS yO&ntemi (Silliker, 1982)

Ornek (uygun sekilde hazirlanmig)

l

LST broth besiveri

35 °C l 24 - 48 saat inkibasyon
EC broth besiyeri
45.5 °c l 24 - 48 saat inkiibasyon

EMB agar besiveri
35 °C l 24 saat inkiibasyon

. PCA besiyeri (tlipte yatak)
35 °c | 24 saat

IMVIC besiyerleri ve
LST broth besiyeri

35 °C i 96 saat

Y&ntemin tamamlanmasi icin
gecen toplam siire

(192 - 240 saat)

3.2.6.2, Modifive direkt plaka y&ntemi

GCalismada, diger bir sayim yOntemi olarak Modifiye Di-
rekt Plaka Yontemi kullanilmigstar. (Holbrook,et al.,
1980).

Bu y&ntem Anderson ve Balrd-Parker (1975), tarafindan
gelistirilen direkt plaka y&nteminin bir modifiye sgekli-
dir. Y&ntemde,daha Once hazirlanmigs ve sterilize edilmis
Nutrient Agar besiyeri, capi 9 cm olan steril petri
kutularina 12-15 ml miktarlarda dagitilmigtir. Petrideki

besiyerlerinin ylizeyleri etiivde kurutulmustur. Bu besi-
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yerlerinin kuru ylizeylerine, onceden aliminyum folyo -~
lara sarilarak 121 °c'de 15 dakika otoklavda sterilize
edilmis olan Nuflow selliiloz asetat mebran filtre
kagitlari, aseptik kosullarda steril bir pens yardimiy-
la orjinal paketlerindeki ylizleri {liste gelecek sekilde
yerlestirilmiglerdir. Mebran filtre kadidi ve besiyeri-
nin ylizeyi arasinca hava kabarcigi kalmamasina dikkat
edilmistir. B&1lUm 3.2.1 ve 3.2.2'de agiklandigi sekilde
hazirlanan gida maddeleri ve bdliim 3.2.5'de belirtilen
kiltirlerin calisilan diliisyonlarindan steril bir pi -
petle l'er ml mebrynlarin yilizeyine aktarilmigtir. Steril
cam ¢ubuklar yardimi ile &rnedin yviizeyde homojen dagilimi
saglandiktan sonra, petriler 15-30 dakika bekletilerek
6rne¢in membran filtre kaditlari tarafindan zgbsorbe edil-
mesi saglanmistair.Petriler 37 ©c'de 4 saatlik bir on in -
kilbasyecna birakilmigslardir. Silire sonunda, membranlar
aseptik kosullarda steril bir pens yardira ile, daha on-
ceden hazirlanmis, petrilere dtkllmiis ve ylizeyleri etilivde
kurutulmus olan TBA (Tryptone Bile Agar) besiyerine yi -
zeyle membranlar arasinda hava kabarcigi kalmayacak se -
kilde aktarilmiglardir. Petriler 44 OCc'de 18-24 saat in-
kilbe edilmiglerdir. Inkiibasyon sliresi sonunda membranlar,
icerisinde 1-2 ml modifiveX ovacs indol ayiraci (Ander -
son ve Baird - Parker, 1975) aktarilmigs petri kutusu ka-
paklarina yerlestirilmigslerdir. Direkt glines 1si1d1 ya da
U.V. lambasi altincda yaklasik 5-20 dakika igerisinde kir-
mizi-pembe renge ddniigen koloniler incol pozitif clarak

degerlendirilmiglerdir. Bu koloniler sayilarak dilisyon
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faktdrli ile.gcarpilmis ve sonug¢ E.coli/g gida maddesi,
E.coli/ml gida maddesi ya da E.coli/ml kiltiir saivisa

olarak verilmistir.

Yontem kisaca Cizelge 3.5'de gbriildliGi gibi sematize

edilebilir (Silliker, 1982).

Cizelge 3.5 : Modifiye direkt plaka ydntemi (Silliker,
(1982).

Ornek (uygun sekilde hazirlanmis)
Nutrient Agar besiyeri

37 °C i 4 smat inkilibasyon

44 “c ‘ 18-24 saat inkiibasyon

Y&ntemin tamemlanmasi ig¢in
gecen toplam sire
(24 - 30 saat)

3.2.6.3. Triptik Soy Agar/Violet Red Bile Agar d&kme

plaka v&ntemi

Powers ve Lstt (197%9), tarafindan Onerilen TSA/VRBA
(Triptik Soy Agar/Violet Red Bile Agar) ddkme plaka
ybntemi, aragtirmanin dider bir sayim y®ntemini olug -

turmugtur.

B&1llim 3.2.1 ve 3.2.2 'de agiklandigdi sekilde hazairla-
nan gida maddeleri ile bollim 3.2.5'de belirtilen stres.
olmayan ve stres E.coli kiiltiirlerinin segilen dillisyon-

larindan l'er ml steril petri kutularana aktarilmig ve



lizerlerine daha Onceden sterilize edilmisg 44-46 OC‘ye
kadar sodutulmug TSA besiyerinden 12-15 ml doékilerek
homojen karaisgsimlari sadlanmistir. Petriler 35 °c'de 2
saat bir &n inkiibasyona alindiktan sonra,yizeyleri

12-15 ml miktarlarda sterilize edilip sodutulmug olan
VRBA besiyeri ile kaplanmigstir. Besiverinin katilagmasi
beklendikten sonra petriler 45.5 Sc'de 24 z 2 saat inkl-
basyomm alinmiglar ve bu siire sonunda tipik koloni olusu-
mu yoniinden incelenmiglerdir. Koyu kirmizi ya da pembe
renkli, caplarai 0.5 mm veya daha kiylk olan ve ¢evrele-
rinde safra reaksiyonundan kaynaklanan bir zon clusmus
koloniler tipik koloniler olarak tanimlanmig ve sayil-
mislardir (Anonymous, 1978 a). Sayimda, 30-~300 arasinda
koloni igeren petriler dederlendirmeye sokulmugstur (Har-
rigan and McCance, 1976). Sayimin vapildidi petrilerde
lireyen tipik koloniler, E.coli tanimlamasinin yapilabil-
mesi amacl ile Harrison's disk yOntemi * araciligi ile
se¢cilmis ve izole edilmiglerdir. (Harrigan and McCance,
1976) . Disk yarcimi ile saptanan kolonilerin herbirinden
vatik PCA besiyerine ekimler yapilmis ve bunlar 37 °crae
24 saat inkiibe edilmiglerdir. Elde edilen bu kliltiirlerin

gram reaksiyonlari saptanmis ve kiiltlirlerden biyokimya-

sal tanimlamalar igin IMVIC testlerine gegilmistir.

x Harrison disk, mikrobiyal kolonilerin incelenmesi ve
sayimi ig¢gin istatistiksel bir y&ntem olup, ilgili sge-

kil Ek-B'de verilmisgtir.
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Bu testler daha Once b&liim 3.2.4'de belirtildidi sekilde

uygulanmig ve dederlendirilmigtir.

TSA/VRBA dokme plaka yonteminde sayim sonuglari, secgilen
dilﬁsyonlar dikkate alinarak E.coli/g gida maddesi,
E.coli/ml gida maddesi ya da E.coli/ml kiiltlir sivisa

olarak verilmigstir.

Yéntem kisaca asagidaki gsekilde sematize edilebilir

(Powers and Latt, 1979).

GCizelge 3.6 : TSA/VRBA dO8kme plaka y®6ntemi (Powers and
Latt, 1979).

Ornek fuygun sekilde hazirlanmis)

J

TSA besiyeri
35 °c l 2 saat inkiibasyon
VRBA besiyeri ile kaplama
45.5 °c l 24 - 2 saat inkiibasyon

IMVIC testleri

(Fekal koliform test tamamlama)
35 “c l 48 saat

Yontemin tamamlanmasi igin
gegen toplam siire
(72 ~ 76 saat)

3.2.6.4. Violet Red Bile Agar dSkme plaka y&ntemi

Bu direkt plaka ySnteminde, bdlim 3.2.1 ve 3.2.2'de agik-
landidar sekilde hazirlanan gida maddeleri ile b&lim

3.2.5'de belirtilen stres olmayan ve stres E.coli kiil-
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tlirlerinin se¢ilen diliisyonlarindan l'er ml steril petri
o]

kutularina aktarilmistir. Sterilize edilip 44 - 46 “C'ye
kadar sogutulmug VRBA besiyerlerinden, petrideki Ornekler
Uzerine dokiilerek homojen karisimlari saélanmlgti;. Besi-
yerinin katilasmasi beklendikten sonra ylizeyi yaklasik
12-15 ml kadar steril VRBA besiyeri ile kaplanmistir.Pet-
riler 45.5 °C de 48 saat inkiibe edilmigler ve slire so -
nunda bdllm 3.2.6.3'de belirtilen tipik &zellikleri ta =
sivan koloniler sayima alinmiglardir. Harrison's disk
ybntemi yardimiyla secilen ve izole edilen kolonilere
IMVIC testleri uygulanarak ktiyokimyasal tanimlamaya ge -
¢ilmigstir. IMVIC testleri ve gram reaksiyonlari bolim
3.2.4'de belirtildigi sgekilce yépllmlg ve dederiendiril-
mistir. Sonuglar, sec¢ilen dillisyon Ornekleri dikkate ali-

narak E.coli/g gida maddesi, E.coli/ml gida maddesi ya da

E.coli/ml kliltlir saivisi olarak verilmistir.

Yontem Cizelge 3.7'de gdrildii¢li gibi Szetlenebilir (Powers

and Latt, 1979).

Cizelge 3.7 : VRBA ddkme plaka yOntemi (Powers and Latt,
1979) .

Ornek (uygun sekilde hazirlanmais)

VRBA besiyeri

y
VRBA besiyeri ile kaplama

45.5 °c | 48 saat inkiibasyon

IMVIC testleri
35 C ¥ 48 saat inkiibasyon

Yontemin tamamlanmasi ig¢in gegen
toplam slire

(96 saat)
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3.2.6.5. Modifiye VRBA ddkme plaka y®ntemi

B&6llim 3.2.6.3'de belirtilen TSA/VRBA d&kme plaka yOnte-
minde bazi durumlarda kolonilerin tipik tanimlamasinin
her zaman yapilamadidi bildirilmektedir (Powers and
Latt,1979). Bu durum dikkate alinarak tipik kolonilerin
daha iyi gbzlenebildi§i VRBA besiyerini kullanan ve

bir &n inkilibasyon agamasini igeren direkt plaka ydntemi

tasarlanmis ve denemeye sokulmustur.

Y¥&ntemde bOlim 3.2.1 ve 3.2.2.'de belirtildigi gibi
hazirlanan gida maddeleri ile b8&liim 3.2.5'de belirtilen
stres olmayan ve stres E.coli kiiltlirlerinin secilen
diliisyonlarindan l'er ml steril petri kutularina akta-
rilmistir. Daha sonra petrilere, sterilize edilip

44-46 OC'ye sofutulmus VRBA besiyerinden 12-15 ml mik ;
tarlarda aktarilarak ekimler gerceklestirilmistir.Petri-
ler 35 °C'de 2 saat ©n inkiibasyona birakilmiglar ve bu
siire sbnunda besiyerinin ylizeyi yaklasik ayni miktarda
VRBA besiyeri ile kaplanmigtir. 45.5 °Crde 48 saatlik
inklibasyon sonunda 30-300 koloni igeren petrilerdeki ti-
pik koloniler sayima alinmislardir. Harrison's disk ydn-
temi ile seg¢ilen ve izole edilen kolonilerden biyokimya-
sal tanimlama igin IMVIC testlerine ve gram reaksiyonu
testine geg¢ilmigtir. Bu testler bdllm 3.2.4'de belirtil-
digi gekilde uygulanmis ve deferlendirilmigtir. Sonug -
lar, calisailan diliisyon Ornekleri dikkate alinarak
E.coli/g gida maddesi, E.coli/ml gida maddesi ya da

E.coli/ml kiiltlir sivasi olarak verilmistir.



Yontem gematik olarak Cizelge 3.8'de verilmisgtir.
Cizelge 3.8 : Modifiye VRBA dokme plaka ydntemi

Ornek (uygun sekilde hazirlanmisg)
N
VRBA besiyeri

35 °C l 2 saat inkilbasyon
VRBA besiyeri ile kaplama
45.5 °C l 48 saat inklibasyon

IMVIC testleri

35°C y 48 saat inkilibasyon
Ydntemin tamamlanmasi ig¢in

gecen toplam siire

{28 saat)

3.2.6.6. Modifiye EMS yOntemi

AOAC'nin EMS y&nteminin gercgeklesmesi ig¢in gegen teoplam
slireyi azaltmak amaciyla tasarlanmis olan modifiye EMS
yontemi bu calismanain diger bir sayim yOntemini olustur-

mustur.

Bollm 3.2.1 ve 3.2.2'de ag¢iklandidi sekilde lmzirlanan
gida maddeleri ile b&lim 3.2.5'de belirtilen stres ol-
mayan ve stres E.coli kliltirlerinin seg¢ilen diliisyonla-
rinin herbirinden lc¢er tane olmak lizere, ig¢inde durham
tlipli bulunan LST broth besiyerlerine l'er ml aktaril -
mistir. Durham tlplli LST broth besiyerleri daha Once
ettivde 35 °C'de bir &n isitmaya tabi tutulmuslardir.Tip-
ler 35 °C'de 24 - 48 saat inkiibe edilmigler ve 24.ve 48.

saatlerde gaz olusumu y&niinden incelenmiglerdir.
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Gaz olusumu g&zlenen tiliplerden standart bir &ze ile dur-
ham tiipldi EC broth besiyerini igeren tiliplere aktarmalar

Ocrde 24-48 saat inkiibe edilmis-

yvapilmis ve tiipler 45.5
lerdir. Slire sonunda gaz olusumu saptanan tliplere Kovacs
ayiraci damlatilarak, tiipler indol olugsumu y&niinden
incelenmigtir. Incelenen &rnedin ml'sindeki ya da gra -
mindaki E.coli sayisi, EMS tablosundan yararlanalarak ve
EC broth besiyerinde gaz olusumu saptanan ve indol pozi-

tif sonug¢ veren dillisyonlar esas alinarak hesaplanmig -

tir. Y&ntemin sematize gekli Cizelge 3.9'da verilmistir.

Cizelge 3.9 : Modifiye EMS y&ntemi

Ornek (uygun sekilde hazirlanmis)

3
LST broth besivyeri (35 OCctde 8n 1sitma
¢ uygulanmis)
35 °c 24-48 saat inkiibasyon

EC broth besiyeri

45.5 °c l 24-48 saat inkilbasyon

Indel testi ve ydntemin
tamamlanmasi icin gegen toplam siire
(48 - 96 Ssaat)

3.2.7. Arastirma sonug¢larinin deJerlendirilmesinde kul-
lanilan istatistiksel yo&ntemler

Calismadan -elde edilen sonug¢larin deferlendirilmesince,

lineer regresyon/korelasyon analizi ve Bonferroni ¢oklu

karsilastirma testi kullanilmistir (Miller, 1966; Schafer

and Macready,1975; Ertek , 1982 ; Sanlitiirk, 1986).
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4 .ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Cig silit Orneklerine iligkin sayim sonug¢lari

Arastirmada 50 ¢i§ siit 6rne&i incelenmis, bunlardan

23'{linlin dofal olarak Escherichia coli kontamine oldugdu

saptanmigtir. Bu 23 ¢ig§ silit Srnedine, alti farkli g, coli
sayim ydnteminin uygulanmasi ile alinan sayim sonuglari
ile bunlarin hesaplanan logaritma de§erleri Cizelge 4.1

ve 4,2'de ayri ayri verilmistir.

23 ¢ig siit O6rnedine ait, alti farkli ydntemle alinan
sayim sonug¢lari 36-42xlo6 E.coli/ml arasinda dedismek-~

tedir.

Sayim sonug¢larinin logaritme dederleri esas alinarak
hesaplanmis olan, ydntemlerin karsilastirilmasinda kul-
lanilan istatistiksel parametrelere iligkin &zet bil -

giler Cizelge 4.3'de gOsterilmistir.

Cizelge 4.3'{in incelenmesincen anlasllacaél gibi, ydn -
temler genelinde, sayim sonu¢larinin ortalama logaritma
deferleri 3.9906 ile 4.4398 arasinda degismekte olup,
toplam 138 gdzlem sonucunun ortalamasi 4.1950 ' dir.
Standart sapma deferleri ise, modifiye direkt plaka
yobntemine ait 00,9159 ve mocdifiye EMS yOntemine ait
1.6378 deferleri arasinda deismektedir. Toplam 138 gbz-
lemin kitle ortalamasi gliven aralida ise («: 0.05) ;

4.0969< p\( 4,.2930 olarak bulunmustur.



I1k asamada her bir ydntem, lineer regrasyon/korelasyon
apalizi kullanilarak birbirleri ile karsilastirilmiglar-
dir (Ertek, 1982). Karsilastirilan ySntemler arasindaki
cofrusal badintiyi aciklayan matematiksel ifadeler cika-
rilmis ve r ile gbsterilen korelasyon katsayilari hesap-

lanmistair.

Yontemler arasi korelasyon katsayilarina iligkin defer-

ler toplu olarak Cizelge 4.4'de verilmisgtir.
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Cizelge 4.4 genel olarak incelendiginde ¢i§ siit drnekleri
i¢in, tim sayim ySntemleri arasinda ol@ukga yiksek bir
korelasyon oldu§u gbrilmektedir. Ancak en ylksek korelas-
yon, r = O.9é72 korelasyon katsayisi ile AOAC'nin EMS ve
MEMS yOntemleri arasinda gSrlUlmiigtiir. En diisiik korelasyon
ise, r = 0.6910 korelasyon katsayisi ile ACAC'nin EMS ve

TSA/VRBA ydntemleri arasinda saptanmistir.

$ig siit Orneklerine ait AOAC'nin EMS yOntemi ve dider besg
yontemden elde edilen E.coli sayim sonuglarinin tek tek
karsilastirilmasai ile bulunan bafinti ve korelasyon katsa-
vilari sirasaiyla Sekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, ve 4.9 ' cda ve-
rilmistir. Sekil 4.9'da gdriilecedi gibi, AOCAC'nin EMNS ve
MEMS v&ntemlerinden elde edilen sayaim sonuglari lineer
regresyon dogrusuna ¢ok yakin bir dadgilim g8stermektedir -
ler. Bu iki yOntem arasindaki kuvvetli korelasyon biylk
élgﬁde her iki sayim yonteminin de ayni besiverleriri, in-
kilbasyon kosullarini ve daha ¢ok da ayni EMS deferlendirme

taklosunu kullanmasindan kaynaklanabilir.

MDP y&ntemi ile diger sayim yOntemleri arasindaki iligki-
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lerin karsailastairilmasi ile elde edilen badinti ve korelas-

yon katsayilari Sekil 4,10, 4.11, 4.12 ve 4.13'de verilmig-

tir. Bu ySntemin en yliksek korelasyonu (r = (0.9203) MVRBA

yontemi ile gOsterdidi belirlenmistir (Sekilg,4.12). MDP

yontemi ile TSA/VRBA, VRBA/VRBA ve MEMS ydntemleri arasinda

da kuvvetli bir korelasyon oldugu bulunmustur (Sekil 4.10,

4.11, 4.13).



TSA/VRBA yénﬁemi en kuvvetli korelasyonu (r = 0.9654)

VRBA/VRBA yO6ntemi ile yapilan karsilastirmada gdstermis -
tir (Sekil 4.14). MVRBA yOntemi ile vapilan kargilagtir -
mada da benzer bir iligki (r = 0.9335) bulunmustur (Sekil

4.15).

VRBA/VRBA yontemi ve calisan dijer ydntemler arasindaki
iliski karsiastirildiginda, en iyi korelasyonun (r=0.9718)

MVRBA y&ntemi ile alindigi saptanmistir (Sekil 4.17).

35 OC'lik bir 6n inklibasyon basamagi ile klasik VRBA/VRBA
dtkme plaka yOntemincden ayrilan MVRBA yOntemi, ¢id sit &r-
nekleri ig¢in klasik ydntemle karsilastirilabilir sonuglar

vermigtir.

Genelde, yOntemler arasinda iyl bir korelasyon oldugu 1li-
neer regresyon/korelasyon analizi ile saptandiktan sonra,
arastirmadaki alt: farkli E.coli sayim yOntemine, badimla
Srneklerin ortalamalarini karsilastirmak ic¢cin geligtirilmi
olan Bonferroni'goklu karsilastirma testi uygulanmistir.

(Miller, 1966; Schafer and Macready, 1975; Sanlitirk,1986).

Bonferroni ¢oklu karsilastirma testinin sonucu Cizelge

4.5' de gOsterilmistir.
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Gizelge 4.5 : Cig siit Ornekleri ig¢in Bonferroni cgoklu

kararlastairma testi (P : 0.05)

MVRBA TSA/VRBA MDP MEMS AOAC/EMS
VRBA/VRBA X E E E E
MVRBA E E E E
TSA/VRBA E E E
MDP E E
MEMS E

(x) E : Egit (Equal)

BOnferroni ¢oklu karsilastirma testinin sonug¢larina gore,
¢ig slit Ornekleri ig¢in, arastirmamizda kullandigimiz alta
farkli E.colil sayim ydntemi arasinda istatistiksel olarak

Snemli bir fark bulunmadigi saptanmistar.

¢ig silit Orneklerinde, E.coli sayimi ic¢in kullanilan ybntemler
arasinda fark bulunamamasi en Ustilin ySntemin sec¢iminde daha

dedisik parametrelerin dikkate alinmasini gerektirmektedir.

Birgok arastirici tarafindan da vurgulandigi gibi, gidalarda
E.coli sayimi ig¢in kullanilan EMS ydntemleri gli¢ pahali ve
ardarda birg¢ok deney asamalarini igeren uzun bir c¢alisma pe-
riyodunu gerektirmektedir (Rose,et al.,1975;Rayman,et al.,
1979; Motes, et al.,1984 ; Hall, 1985). Bunhun yanisira En

Muhtemel Sayi (EMS) ydntemlerinde dederlendirme asamasinda
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kullanilan ve istatistiksel ycllarla elde edilmis olan
EMS tabloclarinin kendisinden kaynaklanabilecek hatalarain
da olabileceéi ileri slirlilmektedir (Silliker,et al., 1979;

Hall,1984).

Bu arastirmadaki dier bir En Muhtemel Sayi Y&ntemi olan
MEMS y&nteminin AOAC'nin EMS y&ntemine g&re bazi listilinliik-
leri bulunmaktadir. MEMS y&nteminde, sonuca gaz olusumu
saptanan EC Broth tiiplerine dogrudan indol testi uygulaya-
rak ulasilmasi nedeni ile, ek besiyeri harcamasi gerekme -
mekte ve ydntem daha kisa slirede, az bir c¢aba ile tamamla-
nabilmektedir. Bu vdntemde laktozdan gaz olusturma Ozelli-
ginin yanisaira, E.coli sayiminda daha belirleyici bir Ozel-
1ik olcdugu ileri slriilen (Anderson and Baird-Parker, 1975;
Holbrook et al., 1980) incdol liretimi birlikte deferlendi-
rilmektedir. Yalnizca bu iki yOntem ele alindiginda daha

az slire ve c¢aba ile.tamamlanan ve daha az besiyeri harca-
masini gerektiren MEMS yOntemi AOAC'nin EMS yOntemine se-
cenek olarak énerilebilir. Ancak MEMS yénteﬁi diger En Muh-
temel Sayi yOntemlerinde oldugu gibi, deferlendirmede ayni
EMS tablosunu kullandigindan, tablodan kaynaklanabilecedi
ileri slirlilen deferlendirme hatalarini da dodal olarak ice-

recektir (Silliker,et al., 1979; Hall, 1984).

8
Arastirmada kullanilan sayim ydntemleri, tamamlanma siliresi

dikkate alinarak incelendiginde, E.coli sayiminin MDP y&n-
temi ile 18-24 saat ig¢erisinde tamamlanabildigi g&riilmek -
tedir. Caisilan yOntemler igerisinde slire acgisindan en is -

tlinlinlin MDP yOntemi oldugu gdriilmekle beraber; y&ntemin
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uygulanabilmesi icin gerekli olan selliiloz asetat membran-
lar maliyeti oldukga ylikseltmektedir. TSA/VRBA yéntemi
72-76 saatte tamamlanabilmekte ve MDP y®nteminde oldudu
gibi Ozel bir materyalin kullanilmasini gerektirmemektedir.
96 saat igerisinde sonu¢ veren VRBA/VRBA dtkme plaka ydnte-
mi, TSA/VRBA yontemindeki gibi iki farkla besiyerinin kul -
lanimina ve bir 6n inkiibasyon asamasina gerek gdstermemek-
tedir. MVRBA yonteminde de TSA/VRBA yontemindeki gibi iki
saatlik bir 6n inkiibasyon asamasi vardir. Y&nteme bir can-
landirma basamadi eklenmesinin en Onemli amaci, Ozellikle
iglem gbrmils gidalarda hasar gSrmis durumda bulunabilecek
E.coli'lerin de geri kazanilabilmesidir. Bu nedenle ¢ig
slitteki E.coli sayiminda MVRBA ve TSA/VRBA ydntemlerinin
kullanilmasinin, VRBA/VRBA y&ntemine kiyasla slireyi az da
olsa artiracafi ve TSA/VRBA yOnteminin farkli ikinci bir
besiyeri hazirlamadan kaynaklanan ek bir cabayl gerektire-

cegi agiktir.

TSA/VRBA ybntemi, bir 6n inklibasyon agsamasi igermesine
karsilik, bu li¢ direkt plaka ydntemi arasinda en kaisa sii -
rede tamamlanan y&ntem olarak dikkati c¢ekmektedir. Diger
taraftan direkt plaka ySntemlerinin her biri, AOCAC'nin EMS
yontemine kiyasla ¢ok daha kisa silire ile daha az besiyeri
harcamasi ve cabayla basarilabilmektedir. Ayni sekilcde
TSA/VRBA, MVRBA ve VRBA/VRBA direkt plaka yontemleri,MEMS
yontemiyle siire, besiyeri harcamasi ve g¢aba yonilinden kar -
silastirildiginda TSA/VRBA ydnteminin en kisa siirede ta -

mamlandiga, VRBA/VRBA y&nteminin ise bir 6n inkiibasyon



asamasinil icermemesi vefarkla bir besiyeri hazirlanmasina
gerektirmemesi nedenleriyle en az ¢abayla bagsarildidi gb-

rlilmektedir.

Gig slit gibi ylksek dlizeyde karbohidrat igeren gidalarda,
karbohidratlaran indol liretimini belli 8lciide engelledigi
gbriisi dofrultusunda, yOntemler arasinda farkli bir sonug
elde ecdilememistir (Holbrook,et al., 1980). Bu olumsuz
durumu kaldirdigi bildirilen MDP ydnteminin, arastirma
sonuc¢larina gdre dider ydntemlerden fazla bir ayricaligi
olmadig: gbriilmektedir. Dider taraftan MDP yOnteminin ta-
~mamlanmasi i¢in U.V. lambasina gerek duyulabilmesinin bir

¢ok laboratuvara ek bir mali ylk getirecedi acgiktar.

MDP, TSA/VRBA, VRBA/VRBA yOntemlerinde membran yilizeyi ve
besiyerlerinde iireyen kolonilerin gorilinlimleri S$ekil 4.1,
4.2, 4.3, 4.4'de verilmistir. TSA/VRBA d8kme plaka ydnte-
minde, begiyerinde geli§en £ipik kolonilerin silik gdOrin-

diigli dikkati ¢ekmektedir.

4.1.1. Izolatlara uygulanan tamamlama test sonuglari

AOAC'nin EMS yoOntemincde, son asamada EMB agar besiyerinde~
ki tipik kolonilerden hazirlanan saf kiltirler ile,TSA/
VRBA, ?RBA/VRBA ve MVRBA ydntemlerindeki besiyerlerinden
saylm sonrasl Harrison's disk y&ntemi ile ségilen ve izole
edilen kiiltiirlere gram boyama ve IMVIC testleri uygulan -

mistair.

66



67

Gram boyama uygulanan 201 izolattan 198 tanesinin (% 98.51),
gram (-), sporsuz, kisa gubuk seklinde basiller olduklari
belirlenmistir. Bu 6zellikteki izolatlarain % 92,54 'niin
E.coli biyotip I (++--), % 3,98"inin E.colili biyotip II
(-+ - -) olduklari (toplam % 96,52), % 3,48'nin ise bunla-
rin disinda sonuglar verdikleri saptanmistir. Bu sonuglar,
bu konuda yapilan diJer arastirma sonuglariyla yakin benzer-
likler gbstermektedir (Anderson ané Baird-Parker,1975 ;
Holbrook et al., 1980). fzolatlarin biiylik ¢odunlugunun in-
dol pozitif sonug¢ vermesi, E.coli sayim y&ntemlerinin ta -
mamlanma asamasinda indol testinin tek basina yeterli ola-

bilecedini dlislndlirmektedir.

Bu testlerin yanisira AOAC'nin EMS y&nteminde uygulanan LST
breoth besiyerinde gaz olugumu testinde ise, tim izclatlar

pozitif sonu¢ vermislerdir. Bu durumda ¢ig slit Srneklerin-~
den elde edilen izolatlarain higbirisinin anaerojenik E.coli

susu (Alkalescens-Dispar) olmadigi doSrulanmigtir.

MEMS yOnteminde ise, gaz olusumu gdriilen EC tiiplerine uygu-
lanan indol testinde, testin uygulandigi tim kiltlrler pozi-
tif sonug¢ vermislerdir. Bu ycntemde, kiiltlirlerin 45.5 °crae
inkiibasyonu sonucunda triptofdndan indol olusturma Szellik-
leri dikkate alinmaktadir. Sonuc¢ta incelenen ¢i§ silit Srnek-
lerinin her birinde, bu ydntem uygulandiginda varlidi ortaya
konabilecek indol pozitif E.coli suslarainin oldugu sdylene-

bilir.
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Sekil -4.1 : MDP y&nteminde membran vizeyvinde lireyen
Y ¥

indol pozitif kolonilerin, indol reaktifi

eklenmesinden sonraki gErinlimlerd,

Sekil 4.2 : MDP ydnteminde, membran viizeyinde iireyen

indol pozitif ve indol negatif kolonilerin,
direkt glines 1s1§1 altinda mebranin kurutul-

masindan sonraki gdrlinlimleri (indol pozitif
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koloniler koyu kirmizi, indol negatif koloniler

ise sari renktedir).



Sekil 4.3

: TSA/VRBA ddkme plaka yonteminde tipik ve
atipik kolonilerin g&rinimi (Tipik koloniler
biiylik kirmizi, atipik koloniler ise kili¢lik ve

silik olanlardair).

69



Sekil 4.4

VRBA/ VRBA ydnteminde tipik kolonilerin

besiyerindeki goriinlimleri
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Sekil 4.5:

Sekil 4.6:

log TSA/VRBA
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r=0.7940

! 1 1 L 1 L 1 i

O i
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
log ACAC/EMS

Cig siit 6rnekleri ig¢in, AOAC'nin EMS yontemi ile
MDP ydnteminden elde edilen sonuglarin kargilas-
tirilmasi ve log y= 2.275540.4540 log x ile
ifage edilen regresyon dodrusu (r = 0.7940).

6oL r=0.6910

1 i i L

0 50 60 70 80 9.0 100

0 1 1 1
0 10 20 30 4

log AOAC/EMS

Cig siit O6rnekleri ig¢in,AOAC'nin EMS ydntemi ile
TSA/VRBA dtkme plaka yonteminden elde edilen
sonuglarin karsilastirilmasi ve log y=2.1782+
0.4146 log x ile ifade edilen regresyon dogrusu

(I'= 0.6910) .
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Sekil 4.7 : Cig silit 6rnekleri ic¢in,Z0AC'nin EMS y&ntemi ile
VRBRA/VRBA ydnteminden elde edilen sonuglar:in

karsilastirilmasi ve log y= 1.8849 + 0.4742 log X
ile ifade edilen regresyon do&rusu (r= 0,7470).

50 F r=07420

log MVRB A
w 20
o o o

N
o

o
T

0 i I L 1 1 ] i H 1

0 10 20 30. 40 50 6.0 70 80 90 100
tog ACAC/EMS

Sekil 4.8 : Cig silit ornekleri i¢in, ACAC'nin EMS yOntemi ile
MVRBA ydnteminden elde edilen sonuglarin karsi-
lagtirilmasi velod y = 1.8622+0.4840 log x ile
ifade edilen regresyon dodrusu (r = 0.7420).



Sekil 4.9

log TSA/VRBA

Sekil 4.10
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~
o
T

r= 09872

_1.0 1 L 1 L | ] 1 Il
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logy AOAC/EMS

Ci§ siit 6rnekleri igin,AOAC'nin EMS ydntemi ile
MEMS y&nteminden elde edilen sonu¢larin karsi-
lagtairilmasi ve logy =-0.0643 + 1.0095 log x
ile ifade edilen regresyon dodrusu (r = 0.9872).

g w U oo
o o o o o

o

1 ] L 1 1 1

0 i) - I i
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
log MDP

: Cig siit 8rnekleri ig¢in,MDP ydntemi ile TSA/
VRBA ybnteminden elde edilen sonuglarin karsi-

lastirilmasi ve log y = 0.1501 +0.9015 log x

ile ifade edilen regresyon dogdrusu (r=0.8592).
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Sekil 4.11 : Cig siit Srnekleri icin,MDP y&ntemi ile VRBA/
VRBA yOnteminden elde edilen sonug¢larin karsi-
lastirilmasi ve logy =-0.2560+ 0.9895 log x
ile ifade edilen regresyon dodrusu (r = 0.8913)
6.0  r=09203
%
50 F o ® t
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= [ ]
=30 °
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—20
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log MDP
Sekil 4.12 Cig slit Ornekleri ig¢in, MDP y&ntemi ile MVRBA

yonteminden elde edilen sonuglarin karsilas-—
tirilmasi ve log ¢ =-0.4938+ 1.0497 log x
ile ifade edilen regresyon dodrusu (r = 0.9203).
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Sekil 4.13 : Cig silit Ornekleri ig¢in,MDP yOntemi ile MEMS
yonteminden elde edilen sonug¢larin karsilas-
tirilmasi ve log y =-1.9463 1.4829 lcog x
ile ifade edilen regresyon dodgrusu (r =0,8293).

log VRBA/VRBA
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log TSA/VRBA

Sekil 4.14 : Cig siit Ornekleri igin,TSA/VRBA ydntemi ile
VRBA/VRBA yodnteminden elde edilen sonuglarin
karsilastirilmasi ve logy= -0.1152 +1.0216
log x ile ifade edilen regresyon dogrusu
(r = 0.9654).
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Sekil 4.15 : CiJ siit drnekleri igin ,TSA/VRBA yOntermi ile

Sekil 4.16

log MEMS

MVRRA y&nteminden elde edilen sonuglarin kar-
silastirilmasi ve log v =-0.6803+1.0150 log x
ile ifade edilen regresyon dogrusu (r=0.9335).
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: Cig silit Srnekleri igin,TSA/VRBA yodntemi ile
MEMS y&nteminden elcde edilen sonuglarin kar-
silastirilmasi ve log y =-0.6205+1.2536 log X
jle ifade edilen regresyon dogrusu (r=0.7355).

-1.0
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log MYRBA
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Sekil 4.17 : Cig siit 8rnekleri i¢in,VRBA/VRBA ydntemi ile
MVRBA ydnteminden elde edilen sonug¢larin kar-—
silastirilmasi ve log y= 0.0262+0.9985 log x
ile ifade edilen regresyon dogdrusu (r=0.9718).
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
log VRBA/VRBA

Sekil 4.18 : Cig siit Srnekleri igin, VRBA/VRBA yOntemi ile
MEMS y&nteminden elde edilen sonuglarin kar-
si1lastirilmas: ve log y= -0.6934 +1.2808 log x
ile ifade edilen regresyon dodrusu (r=0.7951). °




Sekil 4.19

R A - I
© o ©o o
I

W

log MEMS
o

[3S]
o

_‘0 I L I} 1 1 -l i U L

r=0.7819
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log MYRB A

Cig siit 8rnekleri icin, MVRBA yontemi ile
MEMS y&nteminden elde edilen sonuglarin
karsilastirilmasi ve 1log y= -0,4992 +

1.2258 log x ile ifade ecdilen regresyon dog-
rusu (r = 0.7819).
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4.2. Dondurulmus et Orneklerine iligkin sayim sonuglari

Aragtirmada, incelenen 33 dondurulmus et &rne§inden 22'-
sinin dogal olarak E.coli ile kontamine oldudu belirlen - -
mistir. 22 dondurulmus et O8rnedine alti farkli E.coli

sayim yonteminin uygulanmasiyla elde edilen sayim sonuglari
ile bunlarain hesaplanan logaritma deJerleri Cizelge 4.6

ve 4.7'de verilmigtir.

Dondurulmugs et Orneklerine ait alti farklia ydntemle alinan
sayim sonuglari 80—l.lx106 E.coli/g arasinda dedigmekte-

dir.

Y&ntemlerin kargilastirilmasinda kﬁllanllan istatistiksel
parametrelerle ilgili 8zet bilgiler, Cizelge 4.8'de gbste-
rilmistir. Bu c¢izelgecden de g&rilecedi gibi, ydntemler ge-
nelinde sayim sonug¢larinin ortalama logaritma deferleri
3.5198 ile 4.1023 arasinda defismekte olup, toplam 132
gbzlemin kitle ortalamasi gliven aralidi ise (o: 0.05);

3.7200 < M < 3.8327 olarak bulunmustur.

Alta farkli E.coli sayim y&nteminin kargilastirilmasinda,
ilk asamada her bir ydntem, lineer regresyon/korelasyon
analizi kullanilarak birbirleriyle kargilastarilmislardar
(Ertek, 1982). Karsailastirilan ydntemler arasindaki dogru-
sal bagintiyi agiklayan matematiksel ifadeler c¢ikartilmisg
ve korelasyon katsayilari hesaplanmigtir. Donmus ét or -
nekleri ig¢in, y®ntemler arasi korelasyon katsayilarina

iligkin ceferler toplu olarak Cizelge 4.9'da verilmistir.
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GCizelge 4.9 genel olarak incelendiginde, dondurulmug et &r-
nekleri icin, tiim sayim ySntemleri arasinda yine yliksek

bir korelasyon oldugu gdriilmektedir. En yliksek korelasyonun
r = 0.9904 ile VRBA/VRBA ve MVRBA yOntemleri arasinda ol-

dugdu saptanmistir. DiJerlerine kiyasla en diisiik korelasyon
ise r = 0.7946 ile VRBA/VRBA ve MEMS y&ntemleri arasinda

bulunmustur.

Donmus et &rneklerine ait, AOAC'nin EMS y&ntemi ve d&igJer
beg ydntemden elde edilen sayim sonuglarinin tek tek kar-
si1lastairilmasiyla bulunan baginti ve korelasyon katsayilari
girasayla Sekil 4.20, 4.21, 4.22, 4.23, 4.24 ' de verilmis-
tir. AOAC'nin EMS ydntemi, difjer yontemlerle karsilastiril-
digdinda, en yliksek korelasyonu r = 0.9719 ile MEMS ydntemi-

nin verdidi gdrilmektedir.

Sekil 4.27 ve 4.25'de g8rlilece§i gibi MDP y&ntemi ile MVRBA
ve TSA/VRBA ydntemleri arasinda kuvvetli bir korelasyon

(r = 0.8989 ve r = 0.8929) olduyju bulunmustur. TSA/VRBA ve
MVRBA (r =0.9902) yOntemleri arasinda da VRBA/VRBAvVe MVRBA
yontemlerinde oldudu gibi ¢ok yiksek bir korelasyon saptan-

mistir (Sekil 4.30 ve 4.32).

Genelde yOntemler arasinda iyi bir korelasyon oldudu saptan-
diktan sonra, arastirmada kullanilan alta farkli E.coli sa-
yim yontemine Jbadimli Orneklerin ortalamalarini kargsilas-
tirmak ic¢in gelistirilmis ° olan Bonferroni ¢oklu kar -
silastirma testi uygulanmistir (Miller, 1966; Schaffer and

Macready, 1975 ; Sanlatlirk 1986).
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Bonferroni ¢cklukarsilagtirma testinin sonucu Cizelge 4.10'-
da verilmigtir.

Cizelge 4.10 : Dondurulmus et Srnekleri icin Bonferreni
coklu karsilastirma testi (o : 0.05).

TSA/VRBA  VRBA/VRBA MEMS AOAC/EMS MDP
MVRBA E® E N N N
TSA/VRBA E N N N
VRBA/VRBA N N N
MEMS ) E E
AOAC/EMS E
(xE : Egit : (Egqual)
(x® N : Esit degil : (Not egual)

Bonferroni testinin sonuglarina gbre, TSA/VRBA, VRBA/VRBA
ve MVRBA ydntemleri arasinda istatistiksel agidan &nemli
bir fark bulunamamisg, ancak bu ydntemler ile AOAC'nin EMS,
MDP ve MEMS yOntemleri arasindaki fark, P < 0.05 diizeyinde
Snemli bulunmustur. ACAC'nin EMS, MDP ve MEMS yOntemleri
arasinda ise istatistiksel agidan Onemli bir fark buluna-

mamigtair.

Cizelge 4.8'e gbre en yliksek ortalama dederine sahiptolan
MDP yOntemi ve onu izleyen AOAC'nin EMS, MEMS yOntemleri
slire agisindan karsilastirildiklarinda, 18-24 saat igeri-

sinde sayim sonuglarini veren MDP y&nteminin digerlerine
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gbre ¢ok daha istilin oldugu s&ylenebilir. Besiyeri harcamasi
yoniinden de daha ekonomik olan bu yontemin en Snemli dez -
avantaji sellliloz asetat filtre membranlari gibi 8zel ve

pahali bir materyalin kullanimini gerektirmesidir.

Ozellikle islem gdrmiis gidalar igin gelistirilen MDP y&nte-
mi birgok arastirici tarafindan klasik y&ntemlerle karsi-
lagtirmalil olarak calisilmistir (Eolbrook, et al., 1980 ;

Sharpe,et al., 1983; Hall, 1984).

Helbrook ve ark. (1980), dodal olarak kontamine olmusg® don-
mug etlerle yaptiklari karsilastirmali calaismada farkla
besiverlerini kullanan iki EMS ydntemi ile MDP y&ntemi
arasinca istatistiksel olarak Onemli bir fark olmadidinz

bildirmi§lerdir.

Sharpe ve arkadaglara (1983), ise caligtaklari gidalarin
¢ogunda MDP yOnteminin EMS yOntemine kiyvasla daha yliksek

sayim sonuglari verdidini saptamislardair.

Bu konuda yapilan dider karsilastirmali calismalar ince -
lendiginde, MDP yOnteminin cgalisilan gida cesidine ve bu
girdalarin gdrmiis oldufu islemlere gdre, diJer yOntemlerle
egit ya daonlardan Ustlin sonuglar verdigi, ancak slire ve
stres organizmalarin geri kazanilmasi ile laktoz negatif
anaercjenik suslarin saptanmasindaki {istinliikleri nede -
niyle klasik y&ntemlere kiyasla Snerilen bir ydntem oldugu
gbriilmektedir (Sharpe,et al., 1983; Hall, 1984). Ancak bu
kbnuda vyapilan birgok arastirmada, laktoz negatif anaero-

jenik E.coli suslarinin genel toplam iginde ¢ok kiiglik bir
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orani olusturdudu ve bunun ihmal edilebilecedine de§inilmek-
tedir (Anderson and Baird-Parker, 1975 ; Rayman,et al.,

1979; Hall,1984).

MDP y&nteminin galisllma51 sirasinda kargilasilan ve baz:i
arastiricilar tarafindan da vurgulanan diger bir konu,
sayima dahil edilen Ornek dillisyonlarinin iyi se¢ilememesi
durumlarinda, membran lizerindeki kolonilerin ¢ok sik bir
sekilde yvan yvana gelmesi nedeniyle indol negatif bazi kolo-
nilerin indol pozitif olarak reaksiyon verebilmesi ve ay-
rimin tam olarak gergeklestirilememesidir (Sharpe,et al.,

1983 ; Hall, 1984).

Cizelge 4.8'in incelenmesi ile gdriilebilece&i gibi MDP ydn-
teminin en yiksek sayim sonucu ortalamasini vermesi, stres
hiicrelerinin saptanmasinda bu ydntemin {istinliigiini savunan
dider arastiricalarin bulgulari ile paralellik gSstermekte-
éir (Rayman,et al., 1979 ; Holbrook,et al., 1980 ; Sharpe,

et al., 1983).

TSA/VRBA yOntemi, islem gdrmils gicdalardaki hasara ugdramig
E.coli'leri canlandirabilmek amacina donilik olarak geligti -
rilen ve bir &n inkilbasyon asamasini igeren direkt plaka
yontemidir (Powers and Latt, 1979). MVRBA yontemi de bu
amac¢la bir On inklibasyon asamasini icerecek gekilde tasar-
lanarak arastirmaya cdahil edilmigtir. Bu iki yO&ntem ve
canlandirma ic¢in bir 6n inkiibasyon asamasini igermeyen VRBA/
VRBA yodntemi, incelemeye alinan dondurulmus et Orneklerin -

deki stres E.coli'lerin geri kazanilmasindaki istiinlikleri



- yonlinden karsilastirildiginda, yOSntemler arasindaki farkin

istatistiksel agidan Onemsiz oldudu gdriilmektedir.

Bir ¢ok arastirici VRBA besiyerinde, besiyerine sec¢icilik
6zelligi veren ajanlarin gidalara uygulanan cegitli islem-—
ler sonucunda hasara udrayan hilicrelerin {iremelerini inhibe
ettiklerini bildirmislerdir (Ray and Speck, 1973 ; Speck,
et al., 1975 ; Egan, 1978). Bu durum dikkate alindiginda,
6n inkllbasyon agamasinda, stres hiicrelerinonarimina dolayai-
siyla da gercek sayinin saptanmasina olanak sagliyabilecek
TSA gibi genel bir besiyerinin kullanildidi TSA/VREBA y&nte-
minin daha Ustiin oldudu sGylenebilir. Bu ydntemin ayrica

tamamlanma siiresi yOniinden de {istiin oldudu obrilmektedir.

MEMS y&ntemi ve AOACTin EMS ydntemi ile TSA/VRBA, MVRBA ve
VREA/VRBA yOntemleri arasindaki fark istatistiksel olarak
ornemli bulunmustur (P ¢« 0.05). Cizelge 4.7 incelendiginde
gtriilecedi gibi, daha yliksek ortalama dederlerine sahip
AOAC'nin EMS ve MEMS yOntemlerinin diger Ug¢ direkt plaka
yéntemine gdre daha listlin oldugu s8ylenebilir. Bu durumda
daha kisa slirede tamamlanabilen MEMS yOnteminin dider yon-
temlere tercih edilebilecedi ortaya c¢ikmaktadir. Ayni se-
kilde MDP y&ntemi ile AOAC'nin EMS ve MEMS ybntemleri ara-
sinda istatistiksel acgidan Onemli bir fark bulunamamasi,
siire ve maliyet ag¢isindan ele alindifinda MEMS ydnteminin

tercih edilebilece§ini gbstermektedir.
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4.2.1. tzolatlara uygulanan tamamlama test sonuglara
AOAC'nin EMS yOnteminde, son asamada EMB agar besiyerinde-
ki tipik kolonilerden hazirlanan saf kiiltiirler ile TSA/VRBA,
VRBA/VRBA ve MVRBA y&ntemlerindeki besiyerlerinden sayim
sonrasi Harrison's disk ydntemi ile segilen ve izole edi-
len kiiltlirlere Gram boyama ve IMVIC testleri uygulanmig -

tir.

Gram boyama uygulanan 179 izolattan 175 tanesinin (% 97.76)
Gram (-), sporsuz kisa g¢ubuk seklinde basiller olduklara

belirlenmistir. IMVIC test sonuglaraina gdre, bu izolatlarain

00

87.79'unun E.coli biyotip I (++--), % 3.11"'inin

E.coli biyotip II (-+ - =) olduklari toplam (% 90.9),

0o

9.10'nun ise bunlarin disinda sonuglar verdikleri sap -
tanmistir. Bu sonuglar ¢id slit Srneklerinden elde edilen
ve bu konuda yapilan dider araghrma sonug¢lariyla benzerlik
gbstermektedir (Anderson and Baird-Parker, 1975; Holbrock,

et al., 1980).

Bu testlerin yanisira AOAC'nin EMS y8nteminde uygulanan
LST broth besiyerinde gaz olusumu testinde tim izolatlar

pozitif sonug vermislerdir.

MEMS y&nteminde ise,gaz oiusumu g&zlenen EC tliplerine uy -
gulanan indol testinde,testin uygulandigi tiim kiiltiirler
pozitif sonug¢ vermislerdir. Cig siit Orneklerinde oldugu
gibi, incelemeye alinan dondurulmus et Orneklerinin her =
birinde, bu y®ntem uygulandiginda varlidi ortaya konulabi-

lecek indol pozitif E.coli suslarinain oldudu sbylenebilir.
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6.0 r=08366
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: Dondurulmus et drnekleri ig¢in,AOAC'nin EMS

yontemi ile MDP ydnteminden elde edilen
sonuglarin karsilastirilmasi ve logys= 0.7931 +
0.8321 log x ile ifade edilen regresyon dog-
rusu (r = 0.8366).

6.0  r=08435
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log AOAC/EMS

: Dondurulmus et Ornekleri i¢in,AOAC'nin EMS

yontemi ile TSA/VRBA y®nteminden elde edilen
sonuglarain karsilastirilmasi ve log y = 0.9014+
0.6651 log x ile ifade edilen regresyon dogrusu
(r = 0.8435)-



Sekil 4.22
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; Dondurulmus et &rnekleri igin, AOAC'nin EMS
ybntemi ile VRBA/VRBA yonteminden elde edilen
sonuglarin karsilastirilmasi ve logy= 0.7985+
0.6908 log xile ifade edilen regresyon dodrusu
(r= 0.80%0) .
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Sekil 4.23 : Dondurulmus et drnekleri icgin,AOAC'nin EMS

ydntemi ile MVRBA ydnteminden elde edilen
sonuglaran karsilastirilmasi ve logy =0.7725 +
0.6903 log X ile ifade edilen regresyon dogrusu

(r = 0.8332).
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Sekil 4.24 : Dondurulmus et Srnekleri ig¢in, ACAC'nin EMS
yontemi ile MEMS ydnteminden elde edilen
sonuglarin karsilastirilmasi ve logy = 0.1806 +
0.9518 log xile ifade edilen regresyon dogrusu
(r = 0.9719).
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Sekil 4.25 : Dondurulmus et Ornekleri igin MDP yontemi ile
TSA/VRBA ydnteminin kargilagtirilmasi ve
logy= 0.6423 +0.7079 log xile ifade edilen
regresyon dogrusu (r = 0.8929).
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Sekil 4.26
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Sekil 4.27

r=08750
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Dondurulmug et Ornekleri igin,MDP ydntemi
ile VRBA/VRBA y&nteminden elde edilen sonug-
larin karsilastirilmasi ve 109y = 0.4649 +
0.7513 logxile ifade edilen refresyon dog-
rusu (r = 0,8750)

r=0.8989

- " 1 L A - . ] 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
log MDP
: Dondurulmus et Ornekleri igin,MDP y&ntemi ile

MVRBA yOnteminden elde edilen sonug¢larain kar-
silagtirilmasi ve 1ogy = 0.4461+ 0.7488

log xile ifade edilen regresyon dogrusu

(r = 0.8989).
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Sekil 4.28 : Dondurulmus et Srnekleri icin, MDP y&ntemi ile
MEMS yodnteminden elde edilen sonug¢larin kar-
silastirilmasi ve logy= 0.4377 +0.8600 log X
ile ifade edilen regresyon dedrusu(r= 0.8735).

r=08771
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Sekil 4.2%9 : Dondurulmus et Ornekleri ig¢in, TSA/VRBA ydntemi
ile VRBA/VRBA y&nteminden elde edilen sonug -
larin kargilastirilmasi ve log¥ = -0,.2064 +
1.0583 log xile ifade edilen regresyon deog§ -
rusu (r = 0.9771).
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r=09202
) ] 1 i A 1 1 ] L.
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log TSA/VYRBA
Dondurulmus et OSrnekleri icin,TSA/VRBA ydntemi
ile MVRBA yOnteminden elde édilen sonug¢larin
kargilagtirilmasi ve logy= -0.1722 4+ 1.0405
log yile ifade edilen regresyon dogrusu
{r = 0.9%02).
- r=08269

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10.0
log TSA/VRBA

Dondurulmus et Ornekleri igin, TSA/VRBA ySnteni
ile MEMS ydnteminden elde edilen sonuglarin
karsilastirilmasi ve log y= 0.3233 +1.0271

log xile ifade edilen regresyon dogrusu

(r = 0.8269).
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Sekil 4.32 : Dondurulmus et Srnekleri i¢in, VRBA/VRBA y&n-
temi ile MVRBA y&nteminden elde edilen sonug-
larin karsilastirilmasi ve log y= 0.1096 +
0.9609 log xile ifade edilen regresyon do§ -
rusu (r = 0.9904).

6.0 | r=0.7946

A 1 1 1 1 1 L

00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
log VRBA/VYRBA

Sekil 4.33 : Dondurulmus et Srnekleri icin, VRBA/VRBA
yontemi ile MEMS ydnteminden elde edilen so-
nuglarin karsilastirilmasi ve log y= 0.7335 +
0.9113 log xile ifade edilen regresyon dog-
rusu (r = 0,7946).



Sekil 4.34
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Dondurulmug et Ornekleri ic¢in, MVRBA yOntemi
ile MEMS ydnteminden elde edilen sonuglarin
kargilastirilmasi ve logy = 00,5473 +0.9717
log xile ifade edilen regresvon dogrusu

(r = 0.8221).
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4,3, Saf E.coli kiltlirlerinden hazirlanan stres oimayan

ve stres formlarla yapilan c¢alisma sonuglari

4.3.1. Saf E.coli kiiltiirlerine uygulanan bazi test

sonuglari

Dondurulmus et drneklerinden izole edilen on adet E.colil

kiltlrlintin bazi niteliklerinin saptanabilmesi amaciyla

uygulanan testlerin scnucglari Cizelge 4.11'de topluca gbs-

terilmigtir.

Cizelge 4.11: E.coli kiiltlirlerine uygulanan biyokimyasal

ve fizyolojik test® sonuclari

Kiltlir Hareket I \Y% Glu. Lak. Ure Man. Liz. Arj. Orn.
No.
1 + + - + + - + - + -
5 + + - + + - + + + -
3 + + - + + - -+ + + +
4 + + - + + - + + + +
5 + + - + + - + + + +
6 + + - + + - + + + +
7 + + - + + -~ + + + +
8 . + + - + + - + + - +
9 + + - + + - + + - +
10 + + - + + - + + - +
(x) I : Indol Lak. : Laktoz
M : Metil Red Man. : Mannitol
V : Voges-Proskauer Liz. : Lizin dekarboksilaz
C : Sitrat Arj. : Arjinin dibidrolaz
Glu:Glukoz Orn. : Ornitin dekartoksilaz
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IMVIC test sonuglari ydnlinden incelendidinde izolatlarain

tlimiinlin Escherichia coli biyotip I oldugdu gﬁrﬁlmektedif

(Anonymous, 1978 a). Izolatlar glukoz, laktoz, lire ve
mannitol testlerinde benzer sonuglar vermiglerdir. Lizin
dekarboksilaz, arjinin dihidrolaz ve ornitin dekarboksi -~
laz testlerinden ise bazi farkli sonug¢lar alinmigtir. 1 nu-
marali kiiltiir, lizin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksi-
laz testlerine, 2 numarali kiltiir ornitin dekarboksilaz,
8, 9 ve 10 numarali kiiltirler ise, arjinin dihidrolaz
testlerine olumsuz cevap vermislerdir. Cegitli kaynaklar-
da E.coli biyotip I suglarinain bu lic¢ teste dedisken cevap

verdikleri bildirilmektedir (Anonymous ; Ergilli 1984).

4,3.2. Stres olmayan E.coli kliltlirleri ile ilgili

sayim sonuclarz
Dondurma islemi uygulanmamis clan, stres olmayan saf E.coli
kliltlirlerine alti farkla E;coli sayim ydntemi ve referans
clarak alinan TSA ddkme plaka ydnteminin uygulanmasaiyla
alinan sayim sonuglariyla bunlarin hesaplanmis logaritma

dederleri Cizelce 4.12 ve 4.13'de verilmigtir.

On farkli saf E.coli kiiltlirline ait sayaim sonuglara, 34x107—

9

11x10° E.coli/ml arasinda dedismektedir.

Sayim sonug¢lari esas alinarak y&ntemlerin karsilastiril -~
masinda kullanilan istatistiksel parametrelere iligkin &zet

bilgiler Cizelge 4.14'de gOsterilmigtir.
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Cizelge 4.14'iin incelenmesiyle, yontemler genelinde sayim
sonuglari ortalama deferlerinin 9.1275 ile 9.7256 arasinda
dedistigi, 70 gtzlem sonucunun ortalamasainin da 92.3099
oldudu gdrilmektedir. Standart sapma deJerleri ise; MDP
yontemine ait 0.0635 ile MEMS yO&ntemine ait 0.6912 defer-
leri arasainda, dedismektedir. Toplam 70 gdzlemin kitle
ortalamasi giiven araligi («: 0.05) ; 4.0969<.N<(4.293O

olarak bulunmugtur.

Stres olmayan saf E.coli kiiltlirlerinden elde edilen sayim
sonug¢lari kullanilarak, ilk asamada alti farkla E.coli
sayim ydnteminin, sayim sonuglari % 100 kabul edilen re-
ferans TSA ddkme plaka yontemine gbre ortalama bagil geri
kazanma ylzdeleri hesaplanarak, yontemler karsgsilagtiril -

mislardir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15 : Stres olmayan E.coli hilicreleri icin

badil ylizde geri kazanma oranlara

Bagail
Yontemler % geri kazanma

AOAC/EMS 290.53
MDP 73.30
TSA/VRBA 91.22
VRBA/VRBA 91.60
MVRBA 90.82
MEMS 132.98
TSA® _ 100.00

{x) TSA dBkme plaka yontemi referans olarak ele alinmigtair.
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Stres olmayan E.coli formlarinin referans TSA ddkme plaka
yvbntemine gbBre hesaplanan ortalama badil geri kazanma ylz-

deleri Sekil 4.35 ' de gBsterilmigtir.
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Sekil 4.35 Stres olmayan E.coli formlarina ait ortalama

bagil geri kazanma ylzdeleri (TSA ddkme plaka

yontemi referans olarak ele alinmistir).
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Sekil 4.35 incelendidinde goriilece§i gibi stres olmayan
E.coli formlari ile ¢alisildiginda AOAC'nin EMS ve MEMS
yontemlerinin referans olarak kabul edilen TSA ddkme plaka
yéntemine gdre daha yliksek ortalama badil geri kazanma yliz-

deleri verdigi saptanmistir.:

Direkt plaka sayim y&ntemleri olan TSA/VRBA, VRBA/VRBA,
MVRBA yOntemlerinin birbirine yakin ortalama badil geri
kazanma ylizdeleri verdigi g&rilmiigtiir. MDP y&ntemi ise bu
¢ yOntemden daha dlisiik dlizeyde bir ortalama badil geri

kazanma ylizdesi vermistir.

Powers ve Latt'in (1979), yvapmis olduklari benzer bir c¢a-
ligsmada, stres olmayan E.coli formlarinin referans olarak
alinan TSA dtkme plaka ySntemine gdre, TSA/VRBA ydnteminin
VRBA /VRBA yOnteminden daha yiliksek bagil geri kmzanma ylizdesi
verdigi bildirilmektedir. Ayni gekilde arastirmada kullanai-
lan EMS y&nteminin sonug¢lara % 100 olarak kabul edildigin-
de TSA/VRBA ydnteminin -daha yilksek bagil géri kazanma .yliz-

desi verdidi bildirilmektedir.

Stres olmayan E.coli formlari ig¢in, AOAC nin EMS ve MEMS
ySntemlerinde yilksek ortalama badil geri kazanma oranlari-
nin elde edilmesi bu iki yontemin diger direkt plaka yon-
temlerinden farkli olarak sivi besiyerlerini kullanmasz

seklinde agiklanabilir.

Daha sonraki asamada, referans ytntemde dahil olmak lizere

caligmada kullanilan tiim E.coli sayim y&ntemlerine Bonfer-
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roni ¢oklu karsilastirma testi uygulanarak y&ntemler birbir-
leri ile karsilastirilmaslardir (Miller, 1966 ;.Schafer

and Macready, 1975 ; Sanlitiirk, 1986).
Bonferroni testinin sonucglari Gizelge 4.16'da verilmigtir.
Cizelge 4.16 : Stres olmayan saf E.coli kiiltlirleri igin

Bonferroni ¢oklu karsilagstirma testi
(P : 0.05)

MVRBA TSA/VRBA VRBA/VRBA Referans MEMS AOAC/EMS

MDP N E E E E N*¥
MVRRBA E E E E N
TSA/VRBA E E E N
VRBA/VRBA i E N
Referans E E
MEMS - E

(x) E: Egit : (Equal)
(xx) N: Esit degil (Not equal)

Bonferroni g¢oklu karsilastairma testinin sonug¢larina gdre
AOAC'nin EMS yOntemi ile MDP yOntemi,MVRBA yontemi, TSA/VRBA
yontemi ve VRBA/VRBA y&ntemi arasindaki fark istatistiksel

agidan Snemli bulunmustur (P < 0.05).

En yliksek ortalama dederini veren AOAC'nin EMS ydntemi ile
MEMS y&ntemi arasinda ise istatistiksel agidan Onemli bir
fark bulunamamistir. Bu durumda AOAC'nin EMS ve MEMS yOntem-
lerinin stres olmayan E.coli kiiltlirlerinin sayiminda diger

yontemlere leasla daha ilistiin oldugu-sdylenebilir.
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4.3.3. Stres E.coli kiiltlirleri ile ilgili sayim sonuc¢larza

Dondurularak stres formlari hazairlanmig olan saf E.colil
kiiltiirlerine alti farkli E.coli sayim yOntemi ve referans
olarak alinan TSA d&kme plaka ydnteminin uygulanmas; yla
elde edilen sayim sonuglariyla bunlarin hesaplanan logarit-

ma dederleri Cizelge 4.17 ile 4.18'de verilmigtir.

On farkli saf stres E.coli kiiltlirline ait sayim sonuglarz

7 7

9x10°'-290x10" E.coli/ml arasinda deJismektedir.

Sayim sonuglari esas alinarak ydntemlerin karsilastirilma-
sinda kullanilan istatistiksel parametrelere iligkin Ozet

‘bilgiler Cizelge 4.19'da g&sterilmistir.

Cizelge 4.18'in incelenmesiyle, y&ntemler genelinde sayim
sonug¢lari ortalama dederlerinin 8.7121 ile 9.0104 arasinda
dedistigi, 70 gbzlem sonucunun ortalamasinin da 8.9326 olidugdu
gbriilmektedir. Standart sapma deJerleri ise; AOAC'Tin EMS
ybntemine ait 0.4783 ile MDP y&ntemine ait 0.1427 degerleri
arasinda degismektedir. Toplam 70 g&zlemin kitle ortalamasi
giiven araliga ( o : 0.05) ; 8.8798 < m< 8.9854 olarak bu-

Junmugtur.
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Stres saf E.coli kiiltlirlerindenelde edilen sayim sonug¢ -
lara kullanilarak, ilk agsamada alti farkli E.coli sayim
ydnteminin, sayim sonuglarai % 100 kabul edilen referans
TSA ddkme plaka yontemine gbre ortalama bafil geri kazanma
ylizdeleri hesaplanarak, y®ntemler karsilastirilmistir

(Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20 : Stres E.coli hilicreleri ig¢in badil yizde

geri kazanma oranlara

Bagal
Y&ntemler % geri kazanma
AOAC/EMS 50.67
MDP 80.14
TSA/VRBA 80.07
VRBA/VREA 70.04
MVRBA 65.99
MEMS 40.32
Tsa® 100.00

( x) TSA dBkme plaka ydntemi referans olarak ele alinmisgtir.

Stres E.coli formlarinin referans TSA ddkme plaka ydntemine
gbre hesaplanan ortalama bagdil geri kazanma ylizdeleri Sekil

4,36'da gOsterilmigtir
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Sekil 4.36 : Stres E.coli formlarina ait ortalama bagil
geri kazanma ylizdeleri (TSA dtkme plaka

yvontemi referans clarak ele alinmigtair ).
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Sekil 4.36 incelendiginde g&riilecedi gibi, stres E.coli
formlaryi ile galigildi§inda AOAC'nin EMS ve MEMS ydntem -
lerinin, referans olarak kabul edilen TSA ddkme plaka
ydntemine gbre en diislik ortalama bagil geri kazanma yliz -

deleri verdigi bulunmustur. En yliksek ortalama badil geri

X

kazanma oranlarini MDP ve TSA/VRB2ZA (% 80.14 ve % 80.07)
yontemleri vermigstir. VRBA/VRBA ve MVRBA ydntemlerinin

ise, birbirlerine yakin olmakla beraber MDP ve TSA/VRBA y&n-
temlerinden daha dlisiik ortalama badil geri kazanma yizde -

leri verdikleri gorilmektedir.

Powers ve Latt'in (1979), yapmis olduklar:i benzeri bir ca-
lismada, -40 ©Cc'de dondurarak stres hale getirdikleri
E.coli formlarina referans olarak alinan TSA ddkme plaka
yOntemine gore bagil geri kazanma ylizdeleri hesaplanmig -
tir. TSA/VRBA ybntemlerinin VRBA/VRBA yOntemine gbre c¢ok
yiksek bir bagil geri kazanma orani géstérdi@i bildiril -
mektedir. Ayni sekilde, arastirmada kullanilan EMS y&nte -
minin sonug¢lari % 100 olarak kabul edildiginde, TSA/VRBA
yonteminin yine ¢ok yliksek bir bagil geri kazanma ylizdesi

verdigi rapor edilmektedir.

Dederlendirmenin daha sonraki asamasinda, referans y&ntemde
dahil olmak lzere, calasmada kullanilan tiim E.coli sayim
yontemlerine Bonferroni g¢oklu kargilagtirma testi uygula-
narak yontemler birbirleri ile karsilastirilmislardar
(Miller, 1966 ; Schafer and Macready, 1975 ; Sanlaitiirk,

1986) .
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Bonferroni testinin sonug¢lari Cizelge 4.21'de verilmigtir.

Gizelge 4.21 : Stres saf E.coli kiiltlirleri igin
Bonferroni ¢oklu karsilastirma testi
(P : 0.05)

AOAC/EMS MVRBA VRBA/VRBA TSA/VRBA MDP Referans

MEMS B® E E E E N*E
AOAC/EMS E E E E E
MVRBA E E E E
VRBA/VRBA E E E
TSA/VRBA E E
MDP - E

(¥ E : Egit : (Equal)

(xx)N : Egit degil : (Not equal)

Bonferroni g¢oklu karsilagstirma testinin sonuglarina gdre,
MEMS y®ntemi ile referans ydntem arasindaki fark istatis -
tiksel acidan 6nemli bulunmustur (P €0.05). TSA gibi genel
amagli bir kati besiyerini kullanan referans yontemle elde
edilen say:im sonucu ortalamasi, MEMS ydnteminden elde edilen

sayim sonucu ortalamasina gOre daha yliksektir.

Stres formlarin sayiminda en yliksek ortalama dederini veren
ve kati besiyerlerini kullanan MDP ile TSA/VRBA yontemleri-
nin, AOAC'nin EMS ve MEMS ybntemlerine kayasla daha listilin

oldudu s8ylenebilir.



Stres olmayan ve stres E.coli formlari ile yapilan calisma-
lar genel olarak incelendidinde, stres olmayan formlarda
en yliksek sayim sonucu ortalamalarini sirasiyla AOAC'nin
EMS yOntemi ve MEMS yOntemi g&sterirken, ayni kililtlirlerin
dondurularak stres hale getirilmig formlarinda ise, en yiik-
sek sayaim sonucu ortalamasini MDP ve TSA/VRBA ydntemlerinin
verdigi gbrilmektedir. Bu durumun biliylik 8lc¢lide MDP ve TSA/
VRBA ydntemlerinin stres hlicreleri geri kazanmadaki lstlin -

liklerinden kaynaklandigi diisinlilmektedir.

4.3.4 : Stres olmayan ve stres E.coli formlari sayim
sonu¢larindan 8lim ve geri kazanma ylizdelerinin
hesaplanmasi

Stres olmayan ve dondurularak stres hale getirilmis E.coli

formlari sayaim sonug¢larindan ollim ve geri kazanma ylizdele -

rinin hesaplanmasinda su egitliklerden yararlanilmistir

(Powers and Latt, 1979; Draughon and Nelson, 1981).

Donmadan Snceki sayi-Donmadan sonraki sayi

% Oliim = 100 x
Donmadan Oncekil sayzi

¢ Geri kazanma = 100 - & &lim

Yukaridaki egitliklerin kullanilmasiyla elde edilen sonug-
lar Cizelge 4.22 ve 4.23'de verilmistir. Geri kazanma oran-
lari TSA ddkme plaka yéntemiyle alinan sonug¢ % 100 kabul

edilerek hesaplanmis ve degerlendirme sonucglari Sekil 4.37'-

de gOsterilmigtir.
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Sekil 4.37'ye gBre en diislik ortalama geri kazanma ylizdesi

AOAC'nin EMS ve MEMS y&ntemlerinde elde edilirken, en ylik-

sek geri kazanma ylizdesini MDP yOnteminin verdidi saptan -

mistair.

Cizelge 4.22: E.coli kiiltlirlerinin stres olmayan ve stres

sonug¢lari

formlari kullanilarak elde edilen

&1im

Y& ntemler

Kiltir "
No. TSA™ AOAC/EMS MDP TSA/VRBA VRBA/VRBA MVRBA MEMS

1 78 97 51 62 45 56 75

2 47 97 7 42 25 36 90

3 8. 97 38 41 44 46 18

4 36 96 26 45 48 36 95

5 23 17 40 30 90 94 57

6 11 74 27 23 28 © 22 74

7 16 27 35 36 30 34 45

8 8 78 14 4.2 35 31 78

9 21 89 0. 50 24 24 93
10 5 81 1. 37 34 30 91
GENEL 25. 75 24 37 40. 40.9 71.6

(x) TSA d6kme plaka yontemi 7 100 olarak ele alinmigtir.

116



Cizelge 4.23 : E.coli kiiltlirlerinin stres olmayan ve stres
formlari kullanilarak elde edilen bagil

% geri kazanma oranlari

(=]

YO®ntemler

117

Kiiltlr <
No. TSA™ AOAC/EMS MDP TSA/VRBA VRBA/VRBA MVRBA MEMS
1 22 3 49 38 55 44 25
2 53 3 93 58 75 64 10
3 91.8 3 62 59 56 54 82
4 64 4 74 55 52 64 5
5 77 83 60 70 10 6 43
6 89 26 73 77 72 78 26
7 84 73 65 64 70 66 55
8 92 22 86 95.8 65 69 22
9 79 11 99.3 50 76 76 7
10 95 19 98.8 63 66 70 9
GENEL  74.7 25 76 63 59.7 59.1 28.4

(%) TSA d8kme plaka yOntemi 7 100 olarak ele alinmigtir.
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Sekil 4.37 : Arastirmaya alinan ydntemler igin stres
olmayan ve dondurularak stres hale getirilmis
E.coli formlarinin sayim sonug¢larindan yarar-
lanilarak hesaplanan bagil geri kazanma yiliz -

deleri.



118

Arastirmanin bu asamasinda saf E.coli kiiltlirleri ile ¢ali -
silarak gida maddesinin dogasindan ya da gdrmlis oldugu is -
lemin gidaya kazandirdigi Ozelliklerden kaynaklanabilecek
herhangi bir etkilesimin ortadan kaldiralmasi apaglanmls -
tir. Bu agsamada elde edilen sonug¢lar ¢id siit &rnekleri ve
dondurulmus et Orneklerinden elde edilen sonuglarla kargi-
lagstirildiginda gidanin dogasindan gelebilecek etkilegim-

lerin Snemli oldugunu diisiindlirmektedir.
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5. SONUG

Gidalarda fekal kontaminasyonun en Onemli g&stergesi ola -
rak kabul edilen E.coli ' nin belirlenmesi ve sayimi icgin,
su anda gegerli olan klasik ydntemlerin uygulanmasinda
kargilasilan gliglikler, bu konuda hizli, giivenilir ve eko-
nomik yeni seg¢enek y®ntem arama ve bunlari standardlara
yerlestirme g¢abalari, arastirma konumuzwnse¢iminde bizi

yonlendiren ana Ogeler olmustur.

Aragtirmada secg¢ilen E.colil sayim ydntemlerinin Ozellikleri
de gdz Onlne alinarak, Once iglem gdrmemis bir gida madde-
si olan ¢iJ siit ile dondurulmus et olmak lizere ayri iki
gida c¢esgidi ile c¢aligsailmistir. Daha sonraki agamada gida
maddesinden ya da gida macddesine uygulanacak iglemlerden
kaynaklanabilecedi diiglinlilen etkilesimi ortadan kaldirmak
améc1yla, dondurulmug etlerden izole edilen saf E.coli kil-
tirlerinin, hazirlanan stres olmayan ve stres formlariyla

denemeler tekrarlanmistir.

Aragstirma bulgulari, c¢alisilan materyaller bazinda ve ge -
nel olarak irdelendiginde elde edilen sonuglar su sekilde

Ozetlenebilir :

- Cig sit Ornekleri ile cgaligildiginda, karsilastarailan
E.coli sayim ydntemleri arasinda istatistiksel acidan Onem-
1li bir fark bulunamamistir. Segenek olarak c¢alismaya alinan
ydntemlerin en az klasik yOntemler kadar duyarli sonuglar
verebilecegini ortaya g¢ikaran bu durum, ¢ig§ siit Srnekleri

igin en uygun ydntemin se¢ilmesi konusunda, ySntemin tamam-



lanabilmesi ig¢in geg¢en siire, maliyet ve uygulama kolayligi
gibi faktdrlerinincelenmesini gerekli kilmistir. Bu faktdr-
lerden hangisinin &n planda tutulacadi, biylik 8lc¢lide karsi-
lagilan sorunun tipi ve ivediligi ile y®&ntemi uygulayan

kurum ya da kisi ve bunlarin laboratuvar olanaklarina ba -

imli olacaktir.

Tamamlanma sliresi tek basina ele alinip, yOntemler kargi -
lastirildiginda MDP y&nteminin iistiin oldugu sbylenebilir.
Slirenin kisaligdi agisindan bu ySntemi sirasiyla TSA/VRBA,
MEMS, VRBA/VRBA, MVRBA ydbntemleri izlemektedir. AOAC' nin
EMS ybntemi ise bu y&nden incelendifinde, en uzun siirede

‘tamamlanabilen y&ntem olarak g&riilmektedir.

MDP yOntemi her ne kadar c¢ok kisa bir slirede tamamlanabili-
yorsa da maliyeti ylkseltmekte ve uygulamada bir takaim glig-

liklere neden olabilmektedir.

Kesin bir maliyet analizi yapilmamis olmakla beraber, ydn -
temler maliyet ve uygulama kolaylidi ac¢isindan kargilasti -
rildiklarinda sirasiyla VRBA/VRBA, MVRBA, TSA/VRBA ve MEMS

yobntemlerinin iistiin oldudu sdylenebilir.

Dijer arastiricilarinda dedindigi gibi, TSA/VRBA yOntemin-
de kolonilerin her zaman tam tipik bir gdriinlim vermedikleri
gbzlenmistir (Powers and Latt, 1979). Bu durumdan kaynakla-
nabilecek yanilgilari en aza indirmek ig¢in besiyeri formi-
linlin iyilestirilmesi Uzerine c¢alismalarin yapilmasi ge -

rekli g&riilmektedir.
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AOAC'nin EMS y&ntemi ¢igd siit Ornekleri ic¢cin tamamlanma sili-
resi, maliyet, uygulama kolaylidi gibi &zellikler ele

alindig@inda uygun bir ydntem olarak g&riilmemektedir.

- Dondurulmus et Ornekleri ile cgalisildiginda, yOntemler
istatistiksel ag¢idan kendi ig¢lerinde farklilasmayan ancak
birbirleri ile istatistiksel ag¢idan aralarindaki fark &nem-
1i bulunan iki gurup olusturmuslardir. Bunlar daha yiiksek
sayim sonucu ortalamalarini veren AOAC'nin EMS, MDP ve MEMS
ySntem gurubu ile TSA/VRBA, VRBA/VRBA ve MVRBA ydntem guru-
budur. Istatistiksel ag¢idan aralarinda onemli bir fark bu -
lunmamakla birlikte, ilk gurupta en ylksek sayim sonucu or-

talamasini MDP yd&nteminin verdidi bulunmustur.

Slirenin Onemli oldudu durumlarda, dondurulmug et Ornekleri

igin MDP y&ntemi Onerilebilir.

Istatistiksel agidan aralarinda fark Snemli bulunan TSA/
VRBA, VRBA/VRBA ve MVRBA ydntem gurubuna gbre daha yliksek
sayim sonucu ortalamasi veren ve AOAC'nin EMS yOntemine

gbre c¢ok kisa slirede tamamlanan MEMS y&ntemi, dondurulmus

et ic¢cin Gnerilebilecek difer bir yOntemdir.

- Elde edilen bulgular genel olarak deéerlendirildi@inde,
MDP yOnteminin idem gdrmiig ya da gbrmemis gicda maddelerin-

deki E.coli'lerin sayiminda en kisa silirede tamamlanabilen

bir y6ntem oldudu gOriilmektedir. Bu nedenle maliyetin Onem-
siz oldugu ivedi bir sorunla karsilasildigi durumlarda bu

ybnteme basvurulabilece§i sOylenebilir.
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AOAC'nin EMS, TSA/VRBA, VRBA/VRBA ve MVRBA y&ntemleri so -
nucunda E.coli izolatlari ile yapilan ¢aligmalarda, izolat-
larin biliylik bir c¢odunludunun, E.coli biyotip I (++ - -) ya
da indol pozitif sonu¢ veren E.coli suslari olmasi bu ydn-
temlerin tamamlanmasinda tek bagina indol testinin yeter -

1i olabilecedini diisiindlirmektedir.

— Dondurulmug et Orneklerinden izole edilerek hazirlanan
stres olmayan E.coli formlari ile yapilan calismada AOAC'-
nin EMS y&ntemi en yliksek sayim sconucu ortalamasini ve -
rerek, MDP, MVRBA, TSA/VRBA, VRBA/VRBA yOontemlerinden is-
tatistiksel ag¢adan farklia bulunurken, MEMS yontemi ile
aralarinda istatistiksel agidan ©nemli bir fark bulunma -

mistair.

TSA d8kme plaka yontemi referans olarak ele alindiginda,
y&ntemler arasinda AOAC'nin EMS ve MEMS ydntemlerinin da-
ha yiiksek bagil geri kazanma viizdeleri verdidl saptanmig-

tir.

- Dondurulmug et Orneklerinden izole edilen ve donduru -
larak stres formlari hazirlanan E.coli killtlirleri ile ¢a-
lisildiginda ise; genel olarak ydntemler arasinda ista -
tistiksel ag¢idan Onemli bir fark bulunmamakla beraber, en
yiksek sayim sonucu ortalamasini Ozellikle stres hiicrele -
rin geri kazanilabilmesi amaciyla geligtirilmis olan MDP

ve TSA/VRBA ydntemlerinin verdidi saptanmigtir.

TSA dokme plaka ydntemi referans olarak ele alindidanda

ydntemler arasinda MDP ve TSA/VRBA y&ntemlerinin daha ylk-
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sek ortalama bagil geri kazanma ylizdeleri verdikleri sap -

tanmigtir.

-~ Son agamada stres olmayan ve stres E.qoli formlari sayim
sonug¢larindan yararlanilarak, bir formiil yardimiyla her
bir ydntemin geri kazanma oranlari referans ddkme plaka
yontemine gore bagdil olarak hesaplanmigtir. Sonugta MDP

ve TSA/VRBA yobntemlerinin dider yo®ntemlere kiyasla daha
yiksek vyiizde geri kazanma oranlari verdigi ve bu nedenle
de bu ybntemlerin stres olmayvanlarain yanisira stres

E.coll hilicrelerini de saymada basarila oldugu sOylenebi -

lir.

- Saf E.coli kliltlirleriyle elée edilen bu sonuglar, ¢i§
slit Srnekleri ve dondurulmus et &rneklerinden elde edilen
sonug¢larla karsilastirildigainda, E.coli sayiminda gldanin
dogasrndan ya da g8rmliis oldudu iglemin gidaya kazandira -
cadi 62ellikle;den kaynaklanabilecek etkilegimlerin Snemli

oldudu dligiinlilmektedir.

- E.coli sayim y&ntemlerinin gida maddesinin yapisina ve
gidaya uygulanan islemlere gdre farkli sonuglar verebile-
cedi dikkate alinarak, her bir gida cesidi ic¢in bu ydnde
secilecek sayim yontemleri arasinda en uygun olaninin sap-
tanmasi amaciyla,drnek sayisinin da artirilacaga karsilas-

tirmali arastirmalarin yapilmasi gerekli gdriilmektedir.

Bu kargilastirmali galigsmalardan elde edilecek sonug¢glarin

deferlendirilerek ilgili gida standardlarina yansitilmasi

O6nerilebilir.
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Belirlenecek hizli, glivenilir ve ekonomik E.coli sayim yon-
temlerinin gida isletmelerindeki hijyenik kaliteyi ortaya
koyma ile, daha sagdlikli ve glivenilir bir gida lretiminde

de yararli olacagi diislinlilmektedir.

Diger taraftan, lilkemizdeki gida i{iretim kosullara {ilke
genelinde sosyo-ekonomik ve kliltlirel dlizeyde ele alinip
incelendiginde, tiizilk ve standardlardaki bazi gida madde-
leri igin hijyenik kalite ile ilgili sinirlamalarin yeni -
den, daha gercekci bir’yaklaglmla degerlendirilmesi ve bu
yénde gerekli dnlemlerin alinmasi gerektigi diglinlilmekte-

dir.



EK ACIKLAMALAR - A

ARASTIRMADA KULLANILAN BESIYERLERI, DILUSYON SIVILARI

VE COZELTILER

A.l. EC Broth besiyeri (Escherichia coli broth besiyeri)
Triptoz 20.0 ¢
Laktoz 5.0 ¢

Bile Salts (Safratuzlari) No.3 1.5 g
Dipotasyum fosfat 4,0 g
Monopotasyum fosfat 1.5 ¢
Sodyum ‘klorilr 5.0 ¢

pH 6.9 T 0.2 (25 %0)

Yukarida belirtilen maddelerin 1000 ml damatik su igeri-

sinde, sicak su banyosunda isitilarak ¢ozlinmesi saglanmig-
tir. Besiyeri, igerisinde Durham tiipi bulunan deney tiple-

rine l1C'ar ml aktarilmis ve otoklavda 121 °c'de 15 dakika

sterilize edilmistir.

A.2. EMB Agar besivyeri (DIFCO)

Pepton

Laktoz

Sukroz

Dipotasyum fosfat
Agar

Eosin y.

Metilen mavisi

pH 7.2 £ 0.2 (25 °c)
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Yukarida bilesimi verilen hazir besiyerinden 36 g tartila-
rak 1000 ml damitik su ig¢inde kaynar su banyosunda ¢&ziin -

mesi saglanmig ve 121 Oc'de 15 dakika otoklavda sterilize

edilmistir.

A.3. Glukoz Fosfat Broth besiveri

Pepton 5.0 g
D - glukoz 5.0 g
Dipotasyum hidrojen fosfat 5.0 g
pPE 7.5

Karigim, 1000 ml damitik su igerisinde, sicak su banyo -
sunda ¢OzlUlmls ve 5 ml miktarlarda deney tliplerine dagaiti-

larak 121 °C 'de 15 dakika otoklavda sterilize edilmigtir.

A.4. Lauril Sllfat Triptoz Broth besiyeri

Triptoz i 20.0 g
Dipotasyum hidfojen fosfat ) 2.75 g
Potasyum dihidrojen fosfat 2.75 g
Sodyum kloriir 5.0 g
Sodyum lauril silfat 0.1 g
Laktoz 5.0 g

oH 6.8 ¥ 0.2 (25 %)

Karigaimin 1000 ml damitik su igerisinde, sicaksu banyo -
sunda ¢Gzlnmesi sadlanip 10 ml miktarlarda igerisinde Dur-
ham tiipi bulunduran deney tliplerine dagitailmis ve otoklav-

da 121 °C'de 15 dakika sterilize edilmigtir.



A.5. Niitrient Agar besiyeri (Holbrook, et al., 1980)

Pepton 5.0 g
Sodyum klorir 5.0 g
Lab-L emco (Et ozlitl) 4.0 g
Agar 15.0 ¢
pH 7.2

Bilegenlerin 1000 ml damitik su igerisinde, kaynar su
banvosunda c¢6zlinmesi saglandiktan sonra besiyeri otoklav-

da 121 °c'de 15 dakika sterilize ecilmistir.

A.6. Nutraient Broth besiveri

LabuLemco (Et 6Zﬁtﬁ) 10.0 g
Pepton 10.0 g
Socdyum kloriir 5.0 g
pE 7.5

Bilesenlerin 1000 ml damitik su icerisinde, sicak su ban-
youunda c¢dzlinmesi saglandiktan sonra, tiliplere 10'ar ml
olarak dagitilmig ve otoklavda 121 °c'de 15 dakika steri-

lize edilmigtir.
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A.7. Plate Count Agar (Tryptone Glucose Yeast Agar)

besiyeri
Tripton 5.0 ¢
Maya Ozlitll 2.5 g
D-glukoz l.0g
Agar 15.0 g
pH 7.0 ¥ 0.2 (25 °c)

Yukarida belirtilen bilegsenlerin 1000 ml damitik su ige-
risinde kayner su banyosunda ¢ozlinmesi sadlanmig ve otok-

lavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edilmistir.

A.8. Simmons Sitrat Agar besiveri (DIFCO)

Magnezyvum siilfat 0.2 g
Amonyum dihidrojen fosfat 1.0 ¢
Dipotasyum fosfat 1.0 g
Sodyum sitrat . 2.0 g
Sodyum klorir 5.0 g
Agar 15.0 ¢
Bromtimol mavisi 0.08 g

pH 6.8 £ 0.2 (25 °0)

Bilegimi verilen hazir besiyerinden 24.2 g tartilip 1000
ml damitik su igerisinde, kaynar su banyosunda ¢Ozlinmesi
saflanmis ve tiliplere 5-6 ml miktarlarda dagitildiktan

sonra otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edilmistir.
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¢

Sterilizasyondan sonra besiyerinin yatik olarak katilagma-

s1 saglanmaisgtar.

A.9. Tripton Bile Agar besiyeri (Anderson and Baird-Par -

ker, 1975)
Tripton 20.0 ¢
Bile Salts (Safra tuzlari) No.3 1.5 g
Agar 15.0 g
PH 7.2

Yukarida belirtilendlesenlerin 1000 ml damitik su ige -
risinde, kaynar su banyosunda ¢ozlinmesi saglanmis ve

otoklavda 121 Oc'de 15 dakika sterilize edilmigtir.

A.10.Triptik Soy Agar (Soybean-Kazein Digest Agar)

besiyeri (DIFCO)

Tripton 15.0 g

(Pancreatic digest of casein)

Soytone 5.0 g

{(Papaic digest of soybean meal)

Sodyum kloriir 5.0 g
Agar 15.0 g
pH 7.3 = 0.2 (25 °¢)

Yukarida bilegimi verilen hazir besiyerinden 40 g

tartilip 1000 ml destile su iginde kaynar su banyosunda
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¢Ozlinmesi saglanmig ve otoklavda 121 Octde 15 dakika ste-

rilize edilmigtir.

A.ll. Triptik Soy Broth besiyeri

Triptoﬁ 17.0 g
(Pancreatic digest of casein)

Soyton 3.0 g
(Papaic digest of soybean meal)

Glukoz 2.5 g
Sodyum klorir 5.0 g
Dipotasyum fosfat 2.5 g
pH 7.3 % 0.2 (25 °¢)

Rarigimin 1000 ml damitik su igcerisinde, sicak su banyo -
sunda c¢ozlinmesi saglanmig ve otoklavda 121 ©c'de 15 dakika

sterilize edilmistir.

A.1l2., Pepton Water besiyeri

Tripton 10.0 ¢
Sodyum klorir 5.0 g
pH 7.2 £ 0.2 (25 %)

Bilegenlerin 1000 ml damitik su ig¢erisinde, sicak su
banyosunda ¢Ozlinmesi saglanip, 5 ml miktarlarda deney tip-
lerine dagitailmis ve otoklavda 121 Oc'de 15 dakika steri-

lize edilmigtir.
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A,13. Violet Red Bile Agar besiyeri (0OXO0OID)

Maya 6zltld 3.0 g

Pepton 7.0 g

Sodyum kloriir 5.0 g

Bile Salts (Safra tuzlari) No.3 1.5 g

Laktoz 10.0 g

Notral red 0.03 ¢
Kristal violet 0.002 g
Agar 12.0 ¢

pHE 7.4

Yukarida bilesimi verilen hazir besiyerinden 38.5 g tarti-
lip 1000 ml damatik su igerisinde, kaynar su banyocsunca
¢oziinmesi saglanmistir. Bu besiyerinin sterilizasyonu kay-
nar su banyosunda, besiyerinin sik sik karistarilarak 30

dk tutulmasi ile saglanmaistar.

A.l4. Tamponlu Pepton Suyu Diliisyon Saivisi (T.S. 3446)

Pepton 10.0 ¢
Sodyum klorir 5.0 g
Disodyumhidrojen fosfat 9.0 g
Potasyum dihidrojen fosfat . 1.5 g

+
pH 7.0 - 0.1
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Karigimin 1000 ml damitik su igerisinde ¢&ziinmesi saglan-
mistir. Diliisyon saivisi, tiip ve erlenlere belirli miktar-
larda dagaitildiktan sonra otoklavda 121 Oc'de 15 dakika

sterilize edilmigtir.

A.l15., Gram bovamada kullanilan c¢bzeltiler

- Kristal violet ¢dzeltisi

Kristal violet 2.0 g
Etil alkol (% 95) 20.0 ml
Amonyum oksalat 0.8 ¢

Damaitik su 80.0 ml

Bu ¢bzelti kristal violetin etil alkolde, amonyum oksa -
latin damaitik suda ¢Ozindliriliip, her iki ¢Ozeltinin karisg-

tiralmas: ile hazirlanmigtair.

- Iyot ¢bzeltisi

Ivot 1.0 g
Potasyum iyodir 2.0 g
Damitik su 300 ml

fyot ve potasyum iyodiir damitik su igerisinde c¢ozindlri-

lerek hazairlanmistir.

- Safranin boya ¢bzeltisi (karsat boya)

Safranin O 0.25 g
Etil alkol (% 95) 10.0 ml

Damitik su 100 ml
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Bu ¢8zelti safraninin etil alkolde ¢bzilindlirliliip, buna da-

mitik suyun karistirilmasiyla hazirlanmigtar.

A.l6. IMVIC testlerinde_kullanllan ayirac ve ¢bzeltiler

- Kovacs'in indol ayraci :

Amil ya da izoamil alkol 150.0 ml
p-dimetilamino benzaldehit 10.0 g
Derisik hidroklorik asit 50.0 ml

p-dimetilamino benzaldehit alkol icerisinde ¢o&zlildikten

sonra, yavasca asit eklenmigtir.

- Modifiye Kovacs indol reaktifi (Anderson and Baird -

Parker, 1975).

p~dimetil amino benzaldehit 5.0 g

N - HC1 100 ml

p-dimetilaminobenzaldehitin HCl igerisinde ¢Oziilmesi ile

hazirlanmistair.

- Metil Red C6zeltisi

Metilred 0.1 ¢
Etil alkol (% 95) 300 ml
Damitik su 500 ml

Belirtilen miktarda metilred etilalkol igeris inde ¢dzil-

miis ve damitak su ile 500 ml'ye tamamlanmistar.



135

- Voges - Proskauer test ayairaglar:
(A) =- naftol c¢odzeltisi (% 5) :

=< - naftol 5.0 g

Saf alkol 100 ml

Belirtilen miktarda =« - naftallin 100 ml saf alkolde ¢ozil-

mesi ile hazirlanmistair.

(B) % 40'laik potasyum hidroksit c¢dzeltisi
Potasyum hidroksit 40.0 g
Damitik su ' 100 ml

Belirtilen miktarda potasyumhidroksit damitik su iceri -

sinde ¢8zilmiis ve 100 ml'ye tamamlanmigtar.
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