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Oz

Bu calismada, gidalarda Salmonella aranmast amactyla, dnzenginlestirme asamasinda ISO tarafindan 6nerilen tamponlanmis
peptonlu su ile FDA tarafindan kimi gidalarin analizi icin 6nerilen laktoz broth, S. Enteritidis ATCC 13076 ve S. Typhimurium
ATCC 13311 olmak tzere iki farklt Salmonella serotipi icin denenmistir. Calismada, refakatci flora olarak Escherichia coli
ATCC 10536 susu kullanilmistir. Isinlanarak sterilize edilmis kiyma ve UHT siit, ayr1 ayrt olmak tizere S. Enteritidis + E. coli
ve S. Typhimurium + E. coli ile bulastirilmis, 37 °C'ta 24 saat inktibasyona birakilmustir. Inktibasyonun 15, 18, 21 ve 24.
saatlerinde Salmonella ile E. coli sayimlar selektif besiyeri kullanilarak yapilmis ve ayni zamanda pH degerleri dlctlmuistir.
Denemelerin 2. asamasinda, Salmonella serotipleri asetik asit ile zayiflatilmis ve yukarida belirtilen sekilde devam
edilmistir. Arastirma sonugclaria gore, tamponlanmis peptonlu suda pH stabil kalmis (2 >0.05) ancak laktoz brothta pH
diismustir (P <0.05). pH'nin dismesi Salmonella serotiplerinin timuyle yok olmasina yetecek kadar olmamistir ve her
kosulda Salmonella sayimi gerceklestirilmistir. S. Typhimurium serotipi 6zellikle laktoz brothta S. Enteritidis serotipine
kiyasla daha dustuk (P <0.05) sayim sonucu vermistir. Tim denemelerde ilerleyen inkiibasyon stresine bagli olarak
laktoz brothta pH diismesi olmakla beraber, bu diststin Salmonella sayisinda 6nemli bir etkisi olmamistir (2>0.05).

Anahtar kelimeler: Salmonella, dnzenginlestirme, tamponlanmis peptonlu su, laktoz broth

COMPARISON OF THE PRE-ENRICHMENT TIME IN USING
LACTOSE BROTH AND BUFFERED PEPTONE WATER
FOR SALMONELLA DETECTION IN FOODS

Abstract

In this study; the usage of buffered peptone water recommended by ISO for pre-enrichment step for Salmonella detection in
foods and lactose broth recommended by FDA for the analysis of some foods, was tested for the analysis of for two different
serotypes of Salmonella (S. Enteritidis ATCC 13076 and S. Typhimurium ATCC 13311). Escherichia coli ATCC 10530 strain
was used as an competitive flora in the study. The irradiated minced meat and UHT milk were separately contaminated
with §. Enteritidis + E. coli and S. Typhimurium + E. coli and incubated at 37 °C for 24 hours. Salmonella and E. coli
counts were performed at 15", 18" 21*, and 24" hours of incubation by using selective medium and pH values were
measured at the same time. In the second step of experiment, Salmonella serotypes were attenuated with acetic acid and
the study was continued as described above. According to the results of the study, the pH value in buffered peptone water
was stable (2>0.05) but, the same value was decreased in lactose broth (2 <0.05). The decrease in pH was not enough to
completely inhibit Salmonella serotypes and Salmonella counts were performed under all conditions. The serotype
S. Typhimurium serotype showed lower (£ <0.05) counts than the serotype S. Enteritidis in lactose broth. In all steps, due
to the duration of incubation in all experiments there was a decrease in pH value in lactose broth but, this decrease was
not a significant effect on Salmonella count (P >0.05),
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Salmonella, Enterobacteriaceae Uyesi olup,
genellikle koliform grup bakteriler tarafindan
yogun sekilde kontamine olmus gidalarda rastlanir
(Halkman vd., 1994; Montville ve Mathews,
2007). Salmomnella cinsi; somatik, flagellar ve
kapsiiler antijen tiplendirmesine dayalt olarak
2600'e yakin serotipten olusmaktadir. (Erol,
2007; Torlak, 2011). Salmonella spp. icin gelisme
sicaklik araligi 5-46 °C ve optimum gelisme
sicakligt 35-37 °C'ur. 4-11 gibi genis bir pH
araliginda gelisme gosterirlerken, en uygun gelisme
pH'st ise 7.4'tir (Halkman vd., 1994; Aytac ve
Taban, 2010). Cesitli karbohidratlardan asit ve/
veya gaz olustururlar, sitrati tek karbon kaynag:
olarak kullanirlar, H,S Uretirler, lizin ve ornithini
kadaverin ve putresine dekarboksile ederler,
oksidaz negatif, katalaz pozitiftirler. Laktoz,
sakkaroz ve Ureyi metabolize edemezler. Bazi
atipik Salmonella biyotipleri ise lizini dekarboksile
edemezken, laktoz, sakkaroz ve tireyi kullanabilirler
(Dogan, 1993; Vazgecer ve Temiz, 2005; Ray ve
Bhunia, 2016).

Salmonella cinsi, 2600 kadar farkli serotip
icermesine karsin, bunlardan sadece 50 kadart
insanlarda patojenite gosterir. Hastaliga yol acan
serotiplerin icinde S. Enteritidis ve S. Typhimurium
en Oonemli olanlardir. Bugtin kayitlara gecmis
sekli ile gida kaynakli hastalik etmenleri arasinda
en fazla hastalanmaya yol acan patojen,
Campylobacter jejuni iken, patojenik Salmonella
serotipleri en fazla 6lime neden olanlardir
(D'aust, 1997; Zorba, 2010; Ray ve Bhunia, 2016).

Gida kaynakli hastaliklar ve oliimlere yol agmasi
nedeni ile halk saglig: acisindan bugtin tGzerinde
en ¢ok calisilan gida kaynakli patojenlerden birisi,
Salmonella spp.'dir. TS EN ISO 6579/Al'e gore
standart analizi, 25 g-mL gida numunesinde var/
yok seklinde yapilir (Anonymous, 2010). Bu
standarda gore, selektif olmayan tamponlanmis
peptonlu  su (TPS) besiyerinde 18 saat
onzenginlestirme, Rappaport-Vassiliadis (RVS)
broth ve Muller-Kauffman tetrathionate-novobiocine
(MKTTn) broth olmak uzere 2 farkli selektif
besiyerinde 24 saat stre ile selektif zenginlestirme
ve ardindan her iki selektif zenginlestirme
besiyerinden birisi xylose lysine deoxycholate
(XLD) agar ve digeri kullanicinin tercihine

birakilmis olmak kaydi ile 2 farkli selektif kati
besiyerine sirme ve 24 saat inkiibasyon yapilir.
Selektif kat1 besiyerlerindeki inkiibasyon sonunda
4 Petri kutusundan bir adedinden dahi Salmonella
izole edilirse analiz edilen numunede Salmonella
stiphesi var olarak analiz sonug¢landirilir. Agarli
besiyerinde tipik morfolojide Salmonella kolonisi
gorilmesi yeterli degildir. Biyokimyasal testler
uygulanarak tanimlama devam eder ve en son
olarak polivalan antiserum ile Salmonella
tanimlamasi biter. Standart gida analizinde
serotiplendirmeye gerek duyulmaz ve izolatin
patojen olup olmadig1 arastirilmaz. Bununla
birlikte, 6zellikle salginlarda klinik mikrobiyoloji
kayitlart acisindan hangi serotipin etmen oldugu
genellikle arastirdir (Erol, 2007; Halkman, 2013).
Ancak yeni Avrupa gida yasalarina gore kanath
hayvan etlerinde Sa/monella bulunursa, bunun
S. Enteritidis veya S. Typhimurium olup olmadig:
onemlidir (Anonymous, 2017).

Salmonella spp.'nin bir yandan halk saglig:
acisindan ylksek oOnemi diger yandan gida
sanayisinde stok maliyetleri nedeni ile olabildigince
hizli ve dogru bir sekilde analiz edilmesi gereklidir.
Bu amacla, analiz stiresini kisaltmayi hedefleyen
immunokromatografik analiz yontemleri yaninda
genetik esaslt testler ile tanimla siiresi kisaltilmakta
ve sonu¢ daha kesin bir sekilde alinmaktadir.
Benzer sekilde, immunomanyetik separasyon
(IMS), 1980'i yillarin basindan beri kullanilmaktadir.
Yeni ve hizli analiz teknikleri arasinda polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) yontemleri kullanimi hizla
yayginlasmaktadir (Ibrahim vd., 1986; Holbrook
vd., 1989; Tsai ve Slavik, 1991; Mercanoglu ve
Griffiths, 2005; Myint vd., 2006; Ahmed, vd.,
2014; Liandris vd., 2014).

Salmonella ve diger patojenlerin analizinde hizlt
yontemlere, oOzellikle gida sanayisinde ragbet
artmakla birlikte, bugtin icin yasal analiz yontemi
International Standard Organisation (ISO) ve Food
and Drug Administration (FDA) gibi uluslararasi
kuruluslar tarafindan onerilen klasik kilttirel
yontemdir.

Ozelikle en 6nemli gida kaynakli patojen olan
Salmonella analizinde modifikasyon amacl
olarak her yil cok sayida arastirma makalesi
yayimlanmaktadir (Hoorfar ve Baggesen, 1998;
Daquigan vd., 2016; Jean-Gilles Beaubrun, 2016;
Poltronieri vd., 2016).



Gidalardaki patojen analizlerinde en buytk
sorunlardan biri, aranan bakterinin stres altinda
olmasidir. Gerek selektif zenginlestirme sivi
besiyerleri gerek zenginlestirme sonrast kullanilan
selektif kati besiyerleri, refakat¢i floranin
gelismesini  baskilayacak c¢esitli inhibitor
maddeler icerir. Bu selektif maddeler, hedef
mikroorganizmanin gelismesini minimum diizeyde
baskilarken, refakatci florayr maksimum duiizeyde
baskilar. Selektif inhibitor ile kasit budur. Bir
diger deyis ile bu kimyasallar genis spektrumlu
antibiyotik degildir. Besiyerlerindeki derisimleri,
hedef bakteriye minimum zarar verecek kadardir.
Ancak, eger hedef bakteri stres altinda ise, bu
kimyasallarin varligindan olumsuz etkilenir ve
selektif besiyerinde gelisemez. Sonucun sahte
negatif olarak alinmasindaki temel nedenlerden
birisi budur (Anonymous, 2005).

Gidalarin sogutulmasi, dondurulmasi, kurutulmast,
asitle muamelesi, koruyucu madde ilavesi, distk
dozda radyasyona maruz birakilmasi gibi
uygulamalar sonucunda, gidadaki mikroorganizmalar
strese girer. Stresin boyutu mikroorganizma tiirtine
ve uygulanan stres faktoriiniin derisimine gore
degisir. Salmonella, cevresel olumsuzluklara karst
sporsuz bir bakteri olmasi nedeni ile ¢cok ytiksek
bir diren¢ gostermez ve stres altina girer (Dogan
vd., 1994; Juneja vd., 2016). Bu sorundan kurtulmak
icin patojen analizlerinde bir ya da daha fazla
(ardisik)  zenginlestirme veya canlandirma
isleminden sonra selektif kati besiyerine ekim
uygulamast vardir.

Bakterinin hassasiyetine, cevresel faktorlerden
ve/ veya gida islemleri sirasinda gordiugi olast
zararlara gore selektif olmayan 6n zenginlestirme
ve arkasindan selektif zenginlestirme olabilecegi
gibi dogrudan selektif zenginlestirme de olabilir
(Pignato vd., 1995; Halkman, 2013; Lee vd.,
2015).

ISO, 25 g-mL gida numunesinde Sa/monella spp.
bulunmamas: gerektigi icin, 25 g-mL gidanin
incelenmesi gerektigini bildirmistir. Bu nedenle
Salmonella belirleme yontemlerinde gidanin 25
g-mL'sinde bulunabilecek bir tek Salmonelia
hiicresini belirlemesi gerekmektedir (Telli, 2000;
Yuk vd., 2014; Anonymous, 2016a).

Bu amacla gida numunesi, selektif olmayan bir
ortamda 16-24 saat stire ile inkiibasyona birakilir.
Salmonella aranmasinda Onzenginlestirme

amactyla ISO'ya gore gidalarda TPS onerilirken,
FDA, kurutulmus yumurta sarist ve beyazi ile
bunlari iceren kek, biskivi, makarna, ekmek
benzeri Grtinlerde, siit, ayran, peynir mayasti,
peynir, taze, donmus ve kurutulmus sebze ve
meyveler, et, et ikameleri, balik gibi cesitli
gidalarda laktoz broth (ILB) besiyeri kullanilmasini
onermektedir (Anonymous, 2016b).

Duinyanin 6nde gelen kuruluslarindan biri olan
FDA tarafindan yayinlanan Bacteriological Analytical
Manual (BAM)'in Salmonella aranmast amactyla
farkli gidalarda 6nzenginlestirme icin LB besiyerinde
35 °C'ta 24+2 saat inktubasyon Onermekte iken
(Anonymous, 2016b), ISO ise TPS ile 35-37 °C'ta
16 saatten az 20 saatten ¢ok olmamak tizere
onzenginlestirme yapilmast gerektigini
belirtmektedir (Anonymous, 2002).

Salmonella geri kazanilmasinda 6nzenginlestirme
ortamlarinin sec¢imi kadar, inktbasyon sireleri
ve sicakliklart da 6nemlidir. Onzenginlestirme
asamasinda inkiibasyon stiresinin kisaltilmast,
stres veya hasarli hiicrelerin onarimina yetmedigi
icin tavsiye edilmemektedir (Halkman vd., 1994;
Pignato vd, 1995; Zorba, 2010).

Salmonella analizinde 1SO 6579'a goére hicbir
selektif inhibitor icermeyen ve refakatci floranin olast
olumsuz pH degismelerine karsi tamponlanmis
olan 6nzenginlestirme besiyeri kullanilir (Anonymous,
2002). Burada amac¢ eger analiz edilen gidada
hasar gormiis Salmonella varsa, bakterinin hasari

onarmasidir.  Refakatci floradaki sayr artist
onemsenmez.
LB bilesiminde bulunan laktoz, koliformlar

tarafindan enerji kaynagi olarak kullaniir ve
sonucta besiyerinde asitlik giderek artar. Bu
asitligin, aktif Salmonella tzerinde bile ve
ozellikle uzun stiren inktibasyonda, olumsuz bir
etki yapacagi beklenebilir. Dolayistyla, Salmonella,
izleyen selektif zenginlestirme asamasina aktif
degil, stres altinda girebilir. Bunun anlami ise,
muhtemel sahte negatif sonuclardir (Al-Nabulsi
vd., 2014; Burin vd., 2014). Rathnayaka (2011),
Salmonella analizinde Onzenginlestirmenin
onemine dikkat cekmistir.

Patojen Salmonella serotiplerine en ¢ok rastlanilan
gida maddelerinin basinda hayvansal trtinler
gelmektedir (Var ve Evliya, 1995; Timme vd., 2012;
Ahn vd., 2013). Hammadde, isleme teknolojisi ve
depolama/ pazarlama kosullart Salmonella riskinin

459



460

H. Selamoglu, A. K. Halkman

daha da artmasina neden olmaktadir (D'aust,
1997; Torlak vd., 2013). Bu calisma kapsaminda
secilen gidalar, hayvansal ve islenen trtinlerdir.
Ayrica bilesimlerinde bulunan farkl:t organik
maddelerden, mikrofloradaki bakteri tiirlerinin
gelisimi sirasinda farkli metabolitlerin olusmast
beklenmektedir.

Salmonella, gida kaynakli olimlere en fazla neden
olan patojen olmast nedeniyle gida mikrobiyolojisini
en fazla ilgilendiren bakteridir (Trampel vd.,
2014). Buna bagli olarak gidalardaki varligt dogru
bir sekilde analiz edilmeli, 6zellikle sahte negatif
sonuglardan kacinilmalidir. Bu ¢alismanin amact
ISO ve FDA yontemlerini kiyaslamak degil, sadece
oOnzenginlestirme amaciyla kullanilan TPS ve LB
besiyerlerinin kiyaslanmasidir. Nitekim selektif
zenginlestirme ve selektif kati besiyerleri, ISO
yontemine gore devam etmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Kiiltiirler

Denemelerde gida numunelerinden geri alma
amactyla kullanilacak olan S. Enteritidis ATCC
13076, S. Typhimurium ATCC 13311 ve E. coli
ATCC 10536 suslari, Ankara Universitesi
Miuhendislik Fakiiltesi Gida Mithendisligi Bolimu
kultir koleksiyonundan saglanmistir. Bu bakterilerin
secilme amaci, S. Enteritidis ve S. Typhimurium
serotiplerinin gida kaynakl: hastalik ve olimlerde
en yaygin gorilen serotipler olmasidir. Analiz
edilecek gida numunesinde sadece Salmonella
varsa Onzenginlestirme besiyerinin ne oldugu hic
onemli degildir. Ancak bu arastirmanin temelini
olusturan sorgulama, refakatci flora varligt
durumunda Salmonella serotiplerinin davranisini
belirlemektir. Bu amacla refakatci florayr temsil
etmek amaci ile E. coli secilmistir.

Geri Alma Denemesi Materyali

Bu calismada, geri alma denemesi materyali olarak
et ve slt olmak tzere iki farkli gida kullanilmustir.
Denemeler boyunca sadece tarafimizca kullanilan
mikroorganizmalarin disinda mikroflora olmamasi
amactyla; ticari bir firmaya ait UHT st tercih
edilmis, kiyma ornegi ise Ankara piyasasindan
saglanmis, 25 g tartilip, aliminyum folyo ile

paketlenerek Turkiye Atom Enerjisi Kurumu
Saraykoy Nikleer Arastirma ve Egitim Merkezi'nde
10 kGy doz degerinde 1sinlanarak sterilize edilmistir.

Yontem

Aktif Mikroorganizma Kiilttirlerindeki Sayinin
Belirlenmesi

Calismada kullanilacak olan mikroorganizmalar,
tryptic soy brotha (TSB; Merck 1.05459) asilanip,
37 °C'ta 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmislerdir
(Kang vd., 2015). Inkiibasyon sonrast maximum
recovery diluent (MRD; Merck 1.12535) iceren
tiplerde 1:9 oraninda standart yontemle seyreltmeler
yapilmis ve S. Enteritidis ile S. Typhimurium XLD
agar (Merck 1.105287), E. coli ise Fluorocult VRB
(FVRB) agar (Merck 1.04030) besiyerinde yayma
yontemi ile sayilari belirlenmistir (Anonymous,
2005).

ARktif Kiiltiirle Onzenginlestirme Denemesi

Calismanin ilk asamasinda bakteriler, TSB'a asilanip
37 °C'ta 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmislerdir.
Daha o6nceden inkiibasyon sonrast tespit edilen
bakteri sayilarina gore, en disik miktarda ilave
edilecek sekilde seyreltmeleri yapilip, 25 g-mL
kiyma ya da stit eklenmis 225 mL TPS ya da LB'a
aktif S. Enteritidis + E. coli ya da S. Typhimurium
+ E. coli olacak sekilde inokiilasyonlar yapilmistir.
Inoktile edilen bakterilerin numunelere ne kadar
ilave edildigi yani inokilim sayist Salmonella
icin XLD agar, E. coli ise FVRB agarda standart
yontemle belirlenmistir. Et veya sit eklenmis
iki onzenginlestirme besiyeri 37 °C'ta 24 saat
inktibasyona birakilmistir. Her 15; 18; 21 ve 24.
saatlerde pH kontroli yapilip bu strelerde
Salmonella ve E. coli sayimlart yapilmustir.

Zayflatdnus Kiiltiirle Onzenginlestirme Denemesi

Gida materyalinden Salmonella geri alinmast
asamasinda, cesitli 6nzenginlestirme besiyerleri
arasindaki farkliligin belirlenmesinde, aktif
bakteriye kiyasla, stres altindaki bakterinin kriter
olarak alinmas: gerektigi ve boylelikle gercekci
stres faktorlerinin Salmonella tizerindeki etkisinin
daha iyi anlasilmasi icin ortam yaratidmak istenmistir.
Salmonella serotiplerinin strese sokulmasi



amaciyla asetik asit ile muamele uygulanmistir
(Al-Nabulsi vd., 2014; Burin vd., 2014). Bu amacla
calismada kullanilan iki Salmonella serotitipi,
TSB'a asilanip 37 °C'ta 24 saat inklbe edilerek
aktiflestirilmis, daha sonra tzerlerine asetik asit
ilave edilerek ortamin pH'st 4.0; 4.3 ve 4.5'e
ayarlanarak bakterilerin strese girmesi saglanmustir.
Bu pH'larda 0; 15; 30 ve 60. dakikalarda sayim
yapilmis ve sonuglara gére en uygun pH ve stire
secilmistir.

Strese sokulmus bakteriler ile yukarda "aktif
kiltirle onzenginlestirme denemesi" bolimiinde
anlatildig1 sekilde devam edilmistir.

Istatistiksel Analizler

Tum calismalar 2 tekerrtirli olarak uygulanmustir.
Analiz sonuclart SAS programiu ile istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Ayrica Duncan testi de
uygulanmistir.

SONUC VE TARTISMA

Aktif Kiiltiirle Onzenginlestirme Deneme
Sonuclari

Stt ve kiyma numuneleri ile birlikte onzenginlestirme
besiyerine diisik miktarlarda ilave edilen kiltir
kombinasyonlarinin baslangic sayim sonuglari
Cizelge 1'de verilmistir. Kultirlerin baslangic¢
inokilim sayilar1 oOzellikle dasik tutulmaya
calisilmustir. Ayrica gida numuneleri ve kiltirler ilave
edilmeden 6nce Onzenginlestirme besiyerlerinin
baslangic pH kontrolleri de yapilmistir. pH kontrold,
onzenginlestirme besiyerindeki mikrofloranin
davranisina gore degisen asitligin takibi acisindan
onemlidir. Calisma stirecinin her asamasinda
kontrol edilen baslangic pH degerleri, TPS icin
7.02+0.05 iken, LB'ta 6.88+0.08 seklinde olmustur.

Onzenginlestirme asamasinda; toplam 24 saatlik
inktibasyon stirecinde 15; 18; 21. ve 24. saatlerde
pH degisimi Sekil 1a ve 1b'de verilmistir. Kriymada
TPS'de her iki serotip birbirlerine ¢ok yakin pH
degerleri vermis ve pH 6.63+0.02 - 6.74+0.01
araliginda degismistir. Gerek serotip gerek
inkiibasyon stresi acisindan istatistiksel acidan

fark gortlmemistir (P >0.05). LB 6nzenginlestirme
ortamimda pH daha distk seyretmis, S. Enteritidis
serotipinde, S. Typhimurium serotipine kiyasla,
zaman icinde pH biraz daha fazla dismustur.
Kiyma orneginde TPS ile LB arasinda pH acisindan
istatistiksel ac¢idan o6nemli fark bulunmustur
(P <0.05). Bu sonug¢ normaldir, clinkii LB besiyerinde
pH'y1 notralize edebilecek/ tamponlayabilecek
bir bilesen yoktur.

Aktif Salmonella kiiltirleri ile asillanan stitte pH
degisimi, kiymaya gore farkli bir seyir izlemistir.
Yine her iki Salmonella serotipi, TPS'de birbirlerine
cok yakin pH degerleri vermisler ve gerek serotip
gerek inktibasyon stiresi acisindan istatistiksel
acidan fark gortlmemistir (P >0.05). LB besiyerinde
S. Enteritidis olan kombinasyonda, S. Typhimurium
olana kiyasla zaman icinde pH daha fazla
dismustir (P <0.05). Kuskusuz, burada pH'nin
daha fazla dismesinden sorumlu olan §. Enteritidis
degildir ¢ciinkti LB bilesiminden ve icindeki st
orneginden asit olusturabilecek metabolizmaya
sahip degildir.

TPS bilesimi "Peptone 10.0 g/L; NaCl 5.0 g/L;
Na,HPO,.12H,0 9.0 g/L; K,HPO, 1.5 g/L" ve LB
bilesimi "Peptone 5.0 g/L; Meat (beef) extract 3.0
g/L; Lactose 5.0 g/L" seklindedir. TPS'da gelisen
bakteriler, baska bir karbon kaynag: olmamas:
nedeniyle gelismeleri icin gereken azot ve
karbon (enerji) kaynagi olarak peptonu kullanirlar.
Peptonlarin kullanimi ile pH'da bir miktar
yiikselme olur ancak fosfat tampon, pH'da bakteri
gelisimini engelleyecek degisime izin vermez.
LB'ta tampon gorevini Gstlenecek bilesenler yoktur
ve ayrica alternatif karbon kaynag: olarak laktoz
vardir. Salmonella gibi laktozu karbon kaynag:
olarak kullanamayan bakteriler, azot ve karbon
gereksinmelerini, besiyeri bilesimindeki pepton
ve et Ozuttinden karsilarlar. Besi ortaminda sadece
Salmonella gibi laktoz negatif bakteriler varsa
pH'da yiikselme olmast beklenir. E. coli, laktoz
porzitiftir ve karbon kaynagt olarak laktozu kullanir.
Laktozun metabolize edilmesi sonunda asidik
trlinler ortaya cikar. E. coli, azot gereksinimini
karsilamak icin pepton ve/ veya et oOzitinu
kullanmak zorundadir. Bu sirada pH bir miktar
ylkselir ancak olusan asitler, bazik triinlerden

Cizelge 1. Onzenginlestirme besiyerlerine eklenen aktif kiiltiirlerin gida érneklerine gére baslangic sayilan (log KOB/250 mL)
Table 1. Initial culture counts (log CFU/250 mL) of active cultures added to pre-enrichment media for different food samples

Gida Numuneleri Food samples E. coli S. Typhimurium S. Enteritidis
UHT Sit UHT milk 2.39+0.29 2.49+0.43 2.16x0.15
Kiyma Minced meat 1.82+0.12 1.66+0.31 1.88+0.19
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Sekil 1a. Aktif klltirde kiymada pH degisimi

TPS: Tamponlanmis peptonlu su; LB: Laktoz broth

Figure 1a. pH change in minced meat with active culture.
TPS: Buffered peptone water; LB: Lactose broth

daha fazla oldugu icin pH'da inkiibasyon stiresi
icinde gozle goriliir bir azalma olur. Buna bagli
olarak LB'ta siit 6rnegi ile calisilirken, S. Enteritidis
olan kombinasyonda pH'nin daha dusik olarak
Olcilmesinin nedeni, S§. Typhimurium olan
kombinasyonda bu serotipin peptonlarin
parcalanma Urtinlerini daha fazla olusturarak
pH'y1 diger serotipe kiyasla daha fazla ytikselttigi
diisunulebilir (Barrow ve Feltham, 2004; Tunail,
2009; Dwivedi vd., 2014; Ray ve Bhunia, 2016).

Yapilan bir rekabet calismasinda Lactobacillus
crispatus ve Clostridium lactatifermentans karisik
ve tek kilturlerinin, yapay etlik pili¢ bagirsak
ortaminda S. Enteritidis serotipi tizerinde inhibisyon
etkisi 5.8 ve 7.0 pH'larda arastirilmis ve sonucta
inhibisyonda goriilen fark, laktozdan olusan
laktat, asetat ve propiyonat ile iliskilendirilmistir
(Wielen vd., 2002).

Sekil 1b. Aktif kiltirde sitte pH degisimi

TPS: Tamponlanmis peptonlu su; LB: Laktoz broth
Figure 1b. pH change in milk with active culture.
TPS: Buffered peptone water; LB: Lactose broth

Bir baska arastirmada ise (Kang vd., 2015), E. coli
0157:H7, S. Typhimurium ve Listeria monocytogenes
inaktivasyonunda pH ve ohmik isitmanin etkisi
arastirilmis ve pH'nin etkisi gOsterilmistir.

Cizelge 2'de kiyma ve stite aktif halde inokile
edilen Salmonella serotiplerinin 6nzenginlestirme
besiyerlerinde inkiibasyon siiresi boyunca gelisimi
verilmistir.

E. coli, gerek kiyma gerek stit 6rneginde, TPS ve
LB ortamlarinda ve her iki serotipin varligindan
etkilenmeden standart gelisimini stirdirmustir
ve yaklasik olarak 8 - 9 log KOB/mL sayim sonucu
vermistir (P >0.05). Ozellikle siit 6rneginde LB
ortamindaki inktibasyonda diisen pH'ya ragmen
gelismesini kolaylikla stirdtrebilmesi, E. colinin
Salmonella serotiplerine kiyasla aside daha
direncli olmast ile aciklanabilir.

Gizelge 2. Aktif Salmonella serotiplerinin iki farkli dnzenginlestirme besiyerinde gelisimi (log KOB/mL)
Table 2. Growth of active Salmonella serotypes in two different pre-enrichment media (log CFU/mL)

Gida Food inkiibasyon (sa) S. Enteritidis S. Typhimurium
Incubation (h) TPS LB TPS LB

15 8.08+0.18* 7.52+0.38* 8.09+0.01%® 7.50+0.15*

Siit Milk 18 8.19+0.19* 7.35+0.45* 8.12+0.11*® 7.44+0.50*
21 8.20+0.09* 6.68+1.08* 8.23+0.01*® 6.41+1.53*
24 8.20+0.06™ 6.40+1.50* 8.36+0.10* 5.31+2.06*
15 7.92+0.18* 7.68+0.28* 8.20+0.12* 7.7940.14®

Kiyma Minced meat 18 8.03+0.01* 7.12+£0.17* 8.27+0.07* 7.99+0.04*
21 8.14+0.22* 7.42+0.02* 8.30£0.08* 7.96+0.02*
24 8.15+0.25 6.80+0.50* 8.38+0.08* 7.59+0.02*®

** Ayni satirda farkli harflerle gdsterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P <0.05)

*® Ayni sttunda farkli harflerle gdsterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P <0.05)

2 The values shown in different letters within a line are significantly different (P <0.05)

*5 The values shown in different letters within a column are significantly different (P <0.05)

TPS: Buffered peptone water; LB: Lactose broth



Zayiflatilmis  Kiiltiir Inokiille Edilmis
Onzenginlestirme Besiyerinden Salmonella
Geri Alinma Sonuclari

Analizlerin ikinci asamasinda, S. Enteritidis ve S.
Typhimurium serotiplerinin zayiflatilmast amaciyla
asetik asit ile daha 6nceden belirlenen pH ve
sire kombinasyonuyla muamele edilmistir
(Cizelge 3). Yapilan denemeler sonucunda en
uygun pH olarak 4.3 ve siire olarak 60 dk olarak
belirlenmis ve Salmonella serotipleri bulunan bu
sonuclar dogrultusunda asetik aside maruz
birakilmistir (Yuk vd., 2014; Kang vd., 2015). Bu
asamada E. coli icin herhangi bir zayiflatma
islemi uygulanmamuistir. Amac¢ Salmonella icin
E. coli varliginda gida icerisinde dogal bir ortam
yaratilmak istenmesidir.

Cizelge 3. S. Enteritidis ve S. Typhimurium'un pH 4.3'te
asetik asit uygulama sonrasi belirlenen sirelerde alinan
sayim sonuglari (log KOB/mL)

Table 3. Enumeration results of S. Enteritidis and S. Typhimurium
after treatment with acetic acid at pH 4.3 (log CFU/mL)

Uygulama suresi (dk)

Treatment ime (minuts) S. Enteritidis ~ S. Typhimurium
0 8.04+0.29 8.06+0.72
15 7.11£0.11 7.30+0.62
30 6.03+0.06 6.27+0.65
60 4.95+0.10 5.05+0.16

TPS ve LB'a inokiile edilen kiltiir kombinasyonlarinin
baslangi¢c sayum sonuclart E. coli icin 3.3£0.19; S.
Typhimurium i¢in 2.38+0.12 ve §. Enteritidis icin
2.51+0.2 log KOB /250 mL-g seklindedir.

Calismanin devamy, ilk asamadaki gibi stirdtirilmustiir.

farkli 6nzenginlestirme besiyerlerinde birbiri
tizerindeki etkileri incelenmistir. Onzenginlestirme
asamasinda; 24 saatlik inktibasyon siirecinde 15;
18; 21 ve 24. saatlerde pH degisimi sekil 2a ve
2b'de verilmistir.

pH degisimi acisindan zayiflatilmis Salmonella
serotipleri ile yapilan deneme de, aktif kilttirler ile
yapilan deneme sonuclarina kismen benzemektedir
clinkli LB ortaminda da pH dististinden sorumlu
olan bakteri E. coli olup, bu bakteriye herhangi
bir zayiflatma islemi uygulanmamistir. LB'ta pH
azalmast TPS'ye gore istatistiksel olarak farklidir
(P <0.05). Ancak, bu uygulamada Sal/monella
serotipleri arasinda aktif kuiltirdekinden farkls
olarak pH degisiminde fark gorilmemis, her 2
serotipin varliginda ve her 2 gida ¢rneginde pH
ayni sekilde diismustir (P >0.05). Bu sonug, aktif
kultiirde S. Typhimurium'un daha fazla metabolik
aktivite gostererek pH'yt yukselttigi seklindeki
yorumu desteklemektedir. Bir diger deyis ile
zayiflatilma uygulamasi 6zellikle S. Typhimurium
icin daha etkili olmus ve pH'y1 ytikseltebilecek
yeterli metabolik aktivite gdsterememistir.

Cizelge 4'te 15; 18; 21 ve 24. saat inkibasyon
surelerinde zayiflatilnus Salmonella serotiplerinin
sayisindaki degisim verilmistir. Aktif kulttrle
yapilan denemede oldugu gibi S. Enteritidis serotipi
her 2 gida 6rnegi ve dnzenginlestirme ortamindan
etkilenmemis (P >0.05), ancak S. Typhimurium
LB'ta daha dusik sayilar vermistir (P <0.05). E.
coli ise, gida Ornegi, dnzenginlestirme besiyeri
ve Salmonella serotipinden etkilenmeyip yine
cok yaklasik olarak 8-9 log CFU/g-mL sayim
sonucu vermistir (P >0.05).

Zayiflaulmis  Salmonella  serotiplerinin  bir
koliform grup bakteri olan aktif E. coli susu ile
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Sekil 2a. Zayiflatilmis kiltirde kiymada pH degisimi; TPS:
Tamponlanmis peptonlu su; LB: Laktoz broth

Figure 2a. pH change in minced meat with passive (injured)
culture. TPS: Buffered peptone water; LB: Lactose broth

Sekil 2a. Zayiflatilmis kiltlrde sitte pH degisimi; TPS:
Tamponlanmis peptonlu su; LB: Laktoz broth

Figure 2b. pH change in UHT milk with passive (injured)
culture. TPS: Buffered peptone water; LB: Lactose broth
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Gizelge 4. Zayiflatiimis Salmonella serotiplerinin iki farkli 6nzenginlestirme besiyerinde gelisimi (log KOB/mL)
Table 4. Growth of passive (injured) Salmonella serotypes in two different pre-enrichment media (log CFU/mL)

inkiibasyon (sa) S. Enteritidis S. Typhimurium

Gida Food Incubation (h) TPS LB TPS LB
15 8.03+0.18% 7.77+0.16% 6.3620.16% 4.44+0.08%
Sit Milk 18 7.99+0.18% 7.45+0.44% 6.62+0.28" 4.71%0.14"
21 8.110.13 6.10£1.22% 6.56£0.22* 3.65£0.35%
24 8.03+0.08% 6.41+1.16% 7.02+0.09% 4.10£0.12"
15 8.190.01% 7.5040.42% 4.60+0.08% 3.96+1.06%
. 18 8.11+0.06* 7.45+0.63% 4.93+0.62% 4.02+1.42%
Kiyma Minced meat 21 8.14+0.11% 7.400.43% 5.2040.16% 4.852.25%
24 8.05£0.05" 7.2540.32% 5.70£0.20* 4.3741.57%

*® Ayni satirda farkli harflerle gésterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P <0.05)
A8 Ayni sttunda farkli harflerle gosterilen degerler istatistiksel olarak farklidir (P <0.05)
*b The values in different letters within a line are significantly different (P <0.05)

*8 The values in different letters within a column are significantly different (P <0.05)

TPS: Buffered peptone water; LB: Lactose broth

Ramnani vd. (2010), baharat iceren yiksek asitli
gidalarda S. Typhimurium serotipinin geri alinmasi
tizerine yaptiklari bir calismada 3 log KOB/ 250
mL ve daha az sayida bakteri varliginda, bazi
durumlarda geri alamama sorununu, cift kuvvetli
TPS kullanarak asitligin daha iyi notralize
edildigini ve bu sekilde sorunun ¢ozuldigini
bildirmislerdir. Salmonella analizinde 6zellikle
asit karakterli gida 6rnekleri ile calisildiginda, cift
kuvvetli 6nzenginlestirme besiyeri kullanilmas:
Dwivedi vd. (2014) tarafindan da onerilmektedir.

SONUC

Salmonella, bilinen en tehlikeli gida kaynakl
patojenlerden biri olmasina ragmen, gidalarda
refakatci flora olarak bulunan basta E. coli olmak
uzere, diger bakterilere kiyasla fizyolojik karakterler
bakimindan daha zayiftr. Asitlik, cesitli kimyasallar,
distk sicaklik vb. olumsuz kosullardan 6nemli
olctide etkilenir. Hasar gorme (stres) derecesine
bagli olarak, selektif kati besiyerlerinde gelisip
koloni olusturamayabilir. Bu gibi mikroorganizmalar
"canli ancak kultire alinamayan (Viable but
non-culturable; VBNC) olarak tanimlanirlar.
Salmonella, diski kokenli enterik bir bakteri
oldugu icin, Salmonella bulasmis gidalarda ayni
cevresel kokenden gelen, basta koliform grup
bakteriler olmak tzere, cok sayida tir ve miktarda
refakatci flora bulunur.

Bu calismada, iki onemli uluslararasi kurulus
tarafindan Onerilen, 6nzenginlestirme besiyerleri
karsilastirilmis ve inkibasyon slirecinde, cesitli
inktibasyon stirelerinde mikroorganizma gelisimi

izlenerek, pH ile birlikte sayidaki degisim
gdzlemlenmistir. Serotip farkinin da 6nemli olup
olmadiginin arastirilmasi icin, 2 farkli Salmonella
serotipi denenmistir. Analizler sonucunda, UHT
st ve kiyma ornekleri icin 6nzenginlestirme
asamasinda belirlenen inktbasyon stirelerinde
yapilan analizler sonucunda, S. Enteritidis serotipinin
aktif ve zayiflatilmis olmasi, 6nzenginlestirme
besiyerlerindeki farklilik, mikroorganizma sayisinda
istatistiksel olarak fark olusturmamustir (2 >0.05).
Ancak zayiflatilmis S. Typhimurium serotipinde
LB'taki sayt TPS'dan daha duastktir (P <0.05)

Her 2 gida orneginde de inkiibasyon stresince
pH, TPS'da stabil kalmis ancak beklenildigi gibi
LB'ta diismustiir. Bununla beraber, pH'daki azalma,
Salmonella serotiplerinin tiimiiyle yok olmasina
yetecek diizeyde olmamustir.

Sonuc olarak; denemelerde kullanilmis olan aktif ve
zayiflatilmis Salmonella suslari, 6nzenginlestirme
amactyla kullanilan LB ve TPS besiyerleri, kiyma
ve slt ornekleri arasinda kimi kosullarda fark
bulunmussa da, her kosulda selektif besiyerinde
Salmonella sayim sonucu alinmustir.

Tesekkiir: Bu calisma Ankara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri tarafindan 15H0443008 numarali
proje ile desteklenmistir.
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