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GIDA MADDELERİNDE SALMONELLA ARANMASINDA 
LAKTOZ BROTH VE TAMPONLANMIŞ PEPTONLU SU İLE 
ÖNZENGİNLEŞTİRME SÜRESİNİN KARŞILAŞTIRILMASI 

Öz

Bu çal›flmada, g›dalarda Salmonella aranmas› amac›yla, önzenginlefltirme aflamas›nda ISO taraf›ndan önerilen tamponlanm›fl
peptonlu su ile FDA taraf›ndan kimi g›dalar›n analizi için önerilen laktoz broth, S. Enteritidis ATCC 13076 ve S. Typhimurium
ATCC 13311 olmak üzere iki farkl› Salmonella serotipi için denenmifltir. Çal›flmada, refakatçi flora olarak Escherichia coli
ATCC 10536 suflu kullan›lm›flt›r. Ifl›nlanarak sterilize edilmifl k›yma ve UHT süt, ayr› ayr› olmak üzere S. Enteritidis + E. coli
ve S. Typhimurium + E. coli ile bulaflt›r›lm›fl, 37 °C'ta 24 saat inkübasyona b›rak›lm›flt›r. ‹nkübasyonun 15, 18, 21 ve 24.
saatlerinde Salmonella ile E. coli say›mlar› selektif besiyeri kullan›larak yap›lm›fl ve ayn› zamanda pH de¤erleri ölçülmüfltür.
Denemelerin 2. aflamas›nda, Salmonella serotipleri asetik asit ile zay›flat›lm›fl ve yukar›da belirtilen flekilde devam
edilmifltir. Araflt›rma sonuçlar›na göre, tamponlanm›fl peptonlu suda pH stabil kalm›fl (P >0.05) ancak laktoz brothta pH
düflmüfltür (P <0.05). pH'n›n düflmesi Salmonella serotiplerinin tümüyle yok olmas›na yetecek kadar olmam›flt›r ve her
koflulda Salmonella say›m› gerçeklefltirilmifltir. S. Typhimurium serotipi özellikle laktoz brothta S. Enteritidis serotipine
k›yasla daha düflük (P <0.05) say›m sonucu vermifltir. Tüm denemelerde ilerleyen inkübasyon süresine ba¤l› olarak
laktoz brothta pH düflmesi olmakla beraber, bu düflüflün Salmonella say›s›nda önemli bir etkisi olmam›flt›r (P >0.05). 

Anahtar kelimeler: Salmonella, önzenginlefltirme, tamponlanm›fl 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 10536 strain
was used as an competitive flora in the study. The irradiated minced meat and UHT milk were separately contaminated
with S. Enteritidis + E. coli and S. Typhimurium + E. coli and incubated at 37 °C for 24 hours. Salmonella and E. coli
counts were performed at 15th, 18th, 21st, and 24th 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 (P >0.05) but, the same value was decreased in lactose broth (P <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 (P <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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GİRİŞ

Salmonella,  Enterobacteriaceae üyesi  olup,
genellikle koliform grup bakteriler taraf›ndan
yo¤un flekilde kontamine olmufl g›dalarda rastlan›r
(Halkman vd., 1994; Montville ve Mathews,
2007). Salmonella cinsi; somatik, flagellar ve
kapsüler antijen tiplendirmesine dayal› olarak
2600'e yak›n serotipten oluflmaktad›r. (Erol,
2007; Torlak, 2011). Salmonella spp. için geliflme
s›cakl›k  aral›¤›  5-46 °C  ve  optimum  geliflme
s›cakl›¤›  35-37 °C't›r.  4-11  gibi  genifl  bir  pH
aral›¤›nda geliflme gösterirlerken, en uygun geliflme
pH's› ise 7.4'tür (Halkman vd., 1994; Aytaç ve
Taban, 2010). Çeflitli karbohidratlardan asit ve/
veya gaz olufltururlar, sitrat› tek karbon kayna¤›
olarak kullan›rlar, H2S üretirler, lizin ve ornithini
kadaverin  ve  putresine  dekarboksile  ederler,
oksidaz  negatif,  katalaz  pozitiftirler.  Laktoz,
sakkaroz ve üreyi metabolize edemezler. Baz›
atipik Salmonella biyotipleri ise lizini dekarboksile
edemezken, laktoz, sakkaroz ve üreyi kullanabilirler
(Do¤an, 1993; Vazgeçer ve Temiz, 2005; Ray ve
Bhunia, 2016). 

Salmonella cinsi,  2600  kadar  farkl›  serotip
içermesine karfl›n, bunlardan sadece 50 kadar›
insanlarda patojenite gösterir. Hastal›¤a yol açan
serotiplerin içinde S. Enteritidis ve S. Typhimurium
en önemli olanlard›r. Bugün kay›tlara geçmifl
flekli ile g›da kaynakl› hastal›k etmenleri aras›nda
en   fazla   hastalanmaya   yol   açan   patojen,
Campylobacter jejuni iken, patojenik Salmonella
serotipleri en fazla ölüme neden olanlard›r
(D'aust, 1997; Zorba, 2010; Ray ve Bhunia, 2016). 

G›da kaynakl› hastal›klar ve ölümlere yol açmas›
nedeni ile halk sa¤l›¤› aç›s›ndan bugün üzerinde
en çok çal›fl›lan g›da kaynakl› patojenlerden birisi,
Salmonella spp.'dir. TS EN ISO 6579/A1'e göre
standart analizi, 25 g-mL g›da numunesinde var/
yok fleklinde yap›l›r (Anonymous, 2010). Bu
standarda göre, selektif olmayan tamponlanm›fl
peptonlu   su   (TPS)   besiyerinde   18   saat
önzenginlefltirme, Rappaport-Vassiliadis (RVS)
broth ve Muller-Kauffman tetrathionate-novobiocine
(MKTTn)  broth  olmak  üzere  2  farkl›  selektif
besiyerinde 24 saat süre ile selektif zenginlefltirme
ve  ard›ndan  her  iki  selektif  zenginlefltirme
besiyerinden birisi xylose lysine deoxycholate
(XLD)  agar  ve  di¤eri  kullan›c›n›n  tercihine

b›rak›lm›fl olmak kayd› ile 2 farkl› selektif kat›
besiyerine sürme ve 24 saat inkübasyon yap›l›r.
Selektif kat› besiyerlerindeki inkübasyon sonunda
4 Petri kutusundan bir adedinden dahi Salmonella
izole edilirse analiz edilen numunede Salmonella
flüphesi var olarak analiz sonuçland›r›l›r. Agarl›
besiyerinde tipik morfolojide Salmonella kolonisi
görülmesi yeterli de¤ildir. Biyokimyasal testler
uygulanarak tan›mlama devam eder ve en son
olarak   polivalan   antiserum   ile   Salmonella
tan›mlamas›  biter.  Standart  g›da  analizinde
serotiplendirmeye gerek duyulmaz ve izolat›n
patojen  olup  olmad›¤›  araflt›r›lmaz.  Bununla
birlikte, özellikle salg›nlarda klinik mikrobiyoloji
kay›tlar› aç›s›ndan hangi serotipin etmen oldu¤u
genellikle araflt›r›l›r (Erol, 2007; Halkman, 2013).
Ancak yeni Avrupa g›da yasalar›na göre kanatl›
hayvan etlerinde Salmonella bulunursa, bunun
S. Enteritidis veya S. Typhimurium olup olmad›¤›
önemlidir (Anonymous, 2017).

Salmonella spp.'nin  bir  yandan  halk  sa¤l›¤›
aç›s›ndan  yüksek  önemi  di¤er  yandan  g›da
sanayisinde stok maliyetleri nedeni ile olabildi¤ince
h›zl› ve do¤ru bir flekilde analiz edilmesi gereklidir.
Bu amaçla, analiz süresini k›saltmay› hedefleyen
immunokromatografik analiz yöntemleri yan›nda
genetik esasl› testler ile tan›mla süresi k›salt›lmakta
ve sonuç daha kesin bir flekilde al›nmaktad›r.
Benzer flekilde, immunomanyetik separasyon
(IMS), 1980'li y›llar›n bafl›ndan beri kullan›lmaktad›r.
Yeni ve h›zl› analiz teknikleri aras›nda polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) yöntemleri kullan›m› h›zla
yayg›nlaflmaktad›r (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 di¤er patojenlerin analizinde h›zl›
yöntemlere,  özellikle  g›da  sanayisinde  ra¤bet
artmakla birlikte, bugün için yasal analiz yöntemi
International Standard Organisation (ISO) ve Food
and Drug Administration (FDA) gibi uluslararas›
kurulufllar taraf›ndan önerilen klasik kültürel
yöntemdir. 

Özelikle en önemli g›da kaynakl› patojen olan
Salmonella analizinde  modifikasyon  amaçl›
olarak  her  y›l  çok  say›da  araflt›rma  makalesi
yay›mlanmaktad›r (Hoorfar ve Baggesen, 1998;
Daquigan vd., 2016; Jean-Gilles Beaubrun, 2016;
Poltronieri vd., 2016). 
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G›dalardaki  patojen  analizlerinde  en  büyük
sorunlardan biri, aranan bakterinin stres alt›nda
olmas›d›r.  Gerek  selektif  zenginlefltirme  s›v›
besiyerleri gerek zenginlefltirme sonras› kullan›lan
selektif   kat›   besiyerleri,   refakatçi   floran›n
geliflmesini   bask›layacak   çeflitli   inhibitör
maddeler  içerir.  Bu  selektif  maddeler,  hedef
mikroorganizman›n geliflmesini minimum düzeyde
bask›larken, refakatçi floray› maksimum düzeyde
bask›lar. Selektif inhibitör ile kas›t budur. Bir
di¤er deyifl ile bu kimyasallar genifl spektrumlu
antibiyotik de¤ildir. Besiyerlerindeki deriflimleri,
hedef bakteriye minimum zarar verecek kadard›r.
Ancak, e¤er hedef bakteri stres alt›nda ise, bu
kimyasallar›n varl›¤›ndan olumsuz etkilenir ve
selektif besiyerinde geliflemez. Sonucun sahte
negatif olarak al›nmas›ndaki temel nedenlerden
birisi budur (Anonymous, 2005).

G›dalar›n so¤utulmas›, dondurulmas›, kurutulmas›,
asitle muamelesi, koruyucu madde ilavesi, düflük
dozda   radyasyona   maruz   b›rak›lmas›   gibi
uygulamalar sonucunda, g›dadaki mikroorganizmalar
strese girer. Stresin boyutu mikroorganizma türüne
ve uygulanan stres faktörünün deriflimine göre
de¤iflir. Salmonella, çevresel olumsuzluklara karfl›
sporsuz bir bakteri olmas› nedeni ile çok yüksek
bir direnç göstermez ve stres alt›na girer (Do¤an
vd., 1994; Juneja vd., 2016). Bu sorundan kurtulmak
için patojen analizlerinde bir ya da daha fazla
(ard›fl›k)   zenginlefltirme   veya   canland›rma
iflleminden sonra selektif kat› besiyerine ekim
uygulamas› vard›r. 

Bakterinin hassasiyetine, çevresel faktörlerden
ve/ veya g›da ifllemleri s›ras›nda gördü¤ü olas›
zararlara göre selektif olmayan ön zenginlefltirme
ve arkas›ndan selektif zenginlefltirme olabilece¤i
gibi do¤rudan selektif zenginlefltirme de olabilir
(Pignato vd., 1995; Halkman, 2013; Lee vd.,
2015).

ISO, 25 g-mL g›da numunesinde Salmonella spp.
bulunmamas›  gerekti¤i  için,  25 g-mL  g›dan›n
incelenmesi gerekti¤ini bildirmifltir. Bu nedenle
Salmonella belirleme yöntemlerinde g›dan›n 25
g-mL'sinde bulunabilecek bir tek Salmonella
hücresini belirlemesi gerekmektedir (Telli, 2006;
Yuk vd., 2014; Anonymous, 2016a).

Bu amaçla g›da numunesi, selektif olmayan bir
ortamda 16-24 saat süre ile inkübasyona b›rak›l›r.
Salmonella aranmas›nda   önzenginlefltirme

amac›yla ISO'ya göre g›dalarda TPS önerilirken,
FDA, kurutulmufl yumurta sar›s› ve beyaz› ile
bunlar› içeren kek, bisküvi, makarna, ekmek
benzeri ürünlerde, süt, ayran, peynir mayas›,
peynir, taze, donmufl ve kurutulmufl sebze ve
meyveler,  et,  et  ikameleri,  bal›k  gibi  çeflitli
g›dalarda laktoz broth (LB) besiyeri kullan›lmas›n›
önermektedir (Anonymous, 2016b). 

Dünyan›n önde gelen kurulufllar›ndan biri olan
FDA taraf›ndan yay›nlanan Bacteriological Analytical
Manual (BAM)'in Salmonella aranmas› amac›yla
farkl› g›dalarda önzenginlefltirme için LB besiyerinde
35 °C'ta 24±2 saat inkübasyon önermekte iken
(Anonymous, 2016b), ISO ise TPS ile 35-37 °C'ta
16  saatten  az  20  saatten  çok  olmamak  üzere
önzenginlefltirme      yap›lmas›      gerekti¤ini
belirtmektedir (Anonymous, 2002).

Salmonella geri kazan›lmas›nda önzenginlefltirme
ortamlar›n›n seçimi kadar, inkübasyon süreleri
ve s›cakl›klar› da önemlidir. Önzenginlefltirme
aflamas›nda inkübasyon süresinin k›salt›lmas›,
stres veya hasarl› hücrelerin onar›m›na yetmedi¤i
için tavsiye edilmemektedir (Halkman vd., 1994;
Pignato vd, 1995; Zorba, 2010).

Salmonella analizinde  ISO  6579'a  göre  hiçbir
selektif inhibitör içermeyen ve refakatçi floran›n olas›
olumsuz pH de¤iflmelerine karfl› tamponlanm›fl
olan önzenginlefltirme besiyeri kullan›l›r (Anonymous,
2002).  Burada  amaç  e¤er  analiz  edilen  g›dada
hasar görmüfl Salmonella varsa, bakterinin hasar›
onarmas›d›r.   Refakatçi   floradaki   say›   art›fl›
önemsenmez. 

LB  bilefliminde  bulunan  laktoz,  koliformlar
taraf›ndan  enerji  kayna¤›  olarak  kullan›l›r  ve
sonuçta  besiyerinde  asitlik  giderek  artar.  Bu
asitli¤in,  aktif  Salmonella üzerinde  bile  ve
özellikle uzun süren inkübasyonda, olumsuz bir
etki yapaca¤› beklenebilir. Dolay›s›yla, Salmonella,
izleyen selektif zenginlefltirme aflamas›na aktif
de¤il, stres alt›nda girebilir. Bunun anlam› ise,
muhtemel sahte negatif sonuçlard›r (Al-Nabulsi
vd., 2014; Burin vd., 2014). Rathnayaka (2011),
Salmonella analizinde  önzenginlefltirmenin
önemine dikkat çekmifltir. 

Patojen Salmonella serotiplerine en çok rastlan›lan
g›da maddelerinin bafl›nda hayvansal ürünler
gelmektedir (Var ve Evliya, 1995; Timme vd., 2012;
Ahn vd., 2013). Hammadde, iflleme teknolojisi ve
depolama/ pazarlama koflullar› Salmonella riskinin
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daha da artmas›na neden olmaktad›r (D'aust,
1997; Torlak vd., 2013). Bu çal›flma kapsam›nda
seçilen g›dalar, hayvansal ve ifllenen ürünlerdir.
Ayr›ca bileflimlerinde bulunan farkl› organik
maddelerden, mikrofloradaki bakteri türlerinin
geliflimi s›ras›nda farkl› metabolitlerin oluflmas›
beklenmektedir. 

Salmonella, g›da kaynakl› ölümlere en fazla neden
olan patojen olmas› nedeniyle g›da mikrobiyolojisini
en fazla ilgilendiren bakteridir (Trampel vd.,
2014). Buna ba¤l› olarak g›dalardaki varl›¤› do¤ru
bir flekilde analiz edilmeli, özellikle sahte negatif
sonuçlardan kaç›n›lmal›d›r. Bu çal›flman›n amac›
ISO ve FDA yöntemlerini k›yaslamak de¤il, sadece
önzenginlefltirme amac›yla kullan›lan TPS ve LB
besiyerlerinin k›yaslanmas›d›r. Nitekim selektif
zenginlefltirme ve selektif kat› besiyerleri, ISO
yöntemine göre devam etmifltir. 

MATERYAL VE YÖNTEM

Materyal

Kültürler

Denemelerde g›da numunelerinden geri alma
amac›yla kullan›lacak olan S. Enteritidis ATCC
13076, S. Typhimurium ATCC 13311 ve E. coli
ATCC   10536   sufllar›,   Ankara   Üniversitesi
Mühendislik Fakültesi G›da Mühendisli¤i Bölümü
kültür koleksiyonundan sa¤lanm›flt›r. Bu bakterilerin
seçilme amac›, S. Enteritidis ve S. Typhimurium
serotiplerinin g›da kaynakl› hastal›k ve ölümlerde
en yayg›n görülen serotipler olmas›d›r. Analiz
edilecek g›da numunesinde sadece Salmonella
varsa önzenginlefltirme besiyerinin ne oldu¤u hiç
önemli de¤ildir. Ancak bu araflt›rman›n temelini
oluflturan  sorgulama,  refakatçi  flora  varl›¤›
durumunda Salmonella serotiplerinin davran›fl›n›
belirlemektir. Bu amaçla refakatçi floray› temsil
etmek amac› ile E. coli seçilmifltir. 

Geri Alma Denemesi Materyali

Bu çal›flmada, geri alma denemesi materyali olarak
et ve süt olmak üzere iki farkl› g›da kullan›lm›flt›r.
Denemeler boyunca sadece taraf›m›zca kullan›lan
mikroorganizmalar›n d›fl›nda mikroflora olmamas›
amac›yla; ticari bir firmaya ait UHT süt tercih
edilmifl, k›yma örne¤i ise Ankara piyasas›ndan
sa¤lanm›fl,  25  g  tart›l›p,  alüminyum  folyo  ile

paketlenerek  Türkiye  Atom  Enerjisi  Kurumu
Sarayköy Nükleer Araflt›rma ve E¤itim Merkezi'nde
10 kGy doz de¤erinde ›fl›nlanarak sterilize edilmifltir.

Yöntem

Aktif Mikroorganizma Kültürlerindeki Say›n›n
Belirlenmesi

Çal›flmada kullan›lacak olan mikroorganizmalar,
tryptic soy brotha (TSB; Merck 1.05459) afl›lan›p,
37 °C'ta 24 saat inkübe edilerek aktiflefltirilmifllerdir
(Kang vd., 2015). ‹nkübasyon sonras› maximum
recovery diluent (MRD; Merck 1.12535) içeren
tüplerde 1:9 oran›nda standart yöntemle seyreltmeler
yap›lm›fl ve S. Enteritidis ile S. Typhimurium XLD
agar (Merck 1.105287), E. coli ise Fluorocult VRB
(FVRB) agar (Merck 1.04030) besiyerinde yayma
yöntemi ile say›lar› belirlenmifltir (Anonymous,
2005).

Aktif Kültürle Önzenginlefltirme Denemesi

Çal›flman›n ilk aflamas›nda bakteriler, TSB'a afl›lan›p
37 °C'ta 24 saat inkübe edilerek aktiflefltirilmifllerdir.
Daha önceden inkübasyon sonras› tespit edilen
bakteri say›lar›na göre, en düflük miktarda ilave
edilecek flekilde seyreltmeleri yap›l›p, 25 g-mL
k›yma ya da süt eklenmifl 225 mL TPS ya da LB'a
aktif S. Enteritidis + E. coli ya da S. Typhimurium
+ E. coli olacak flekilde inokülasyonlar yap›lm›flt›r.
‹noküle edilen bakterilerin numunelere ne kadar
ilave edildi¤i yani inokülüm say›s› Salmonella
için XLD agar, E. coli ise FVRB agarda standart
yöntemle  belirlenmifltir.  Et  veya  süt  eklenmifl
iki önzenginlefltirme besiyeri 37 °C'ta 24 saat
inkübasyona b›rak›lm›flt›r. Her 15; 18; 21 ve 24.
saatlerde  pH  kontrolü  yap›l›p  bu  sürelerde
Salmonella ve E. coli say›mlar› yap›lm›flt›r.

Zay›flat›lm›fl Kültürle Önzenginlefltirme Denemesi 

G›da  materyalinden  Salmonella geri  al›nmas›
aflamas›nda, çeflitli önzenginlefltirme besiyerleri
aras›ndaki  farkl›l›¤›n  belirlenmesinde,  aktif
bakteriye k›yasla, stres alt›ndaki bakterinin kriter
olarak al›nmas› gerekti¤i ve böylelikle gerçekçi
stres faktörlerinin Salmonella üzerindeki etkisinin
daha iyi anlafl›lmas› için ortam yarat›lmak istenmifltir.
Salmonella serotiplerinin  strese  sokulmas›
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amac›yla asetik asit ile muamele uygulanm›flt›r
(Al-Nabulsi vd., 2014; Burin vd., 2014). Bu amaçla
çal›flmada  kullan›lan  iki  Salmonella serotitipi,
TSB'a afl›lan›p 37 °C'ta 24 saat inkübe edilerek
aktiflefltirilmifl, daha sonra üzerlerine asetik asit
ilave  edilerek  ortam›n  pH's›  4.0; 4.3 ve 4.5'e
ayarlanarak bakterilerin strese girmesi sa¤lanm›flt›r.
Bu pH'larda 0; 15; 30 ve 60. dakikalarda say›m
yap›lm›fl ve sonuçlara göre en uygun pH ve süre
seçilmifltir. 

Strese sokulmufl bakteriler ile yukarda "aktif
kültürle önzenginlefltirme denemesi" bölümünde
anlat›ld›¤› flekilde devam edilmifltir. 

‹statistiksel Analizler

Tüm çal›flmalar 2 tekerrürlü olarak uygulanm›flt›r.
Analiz sonuçlar› SAS program› ile istatistiksel
olarak de¤erlendirilmifltir. Ayr›ca Duncan testi de
uygulanm›flt›r.

SONUÇ VE TARTIŞMA

Aktif Kültürle Önzenginleştirme Deneme
Sonuçları

Süt ve k›yma numuneleri ile birlikte önzenginlefltirme
besiyerine düflük miktarlarda ilave edilen kültür
kombinasyonlar›n›n bafllang›ç say›m sonuçlar›
Çizelge  1'de  verilmifltir.  Kültürlerin  bafllang›ç
inokülüm  say›lar›  özellikle  düflük  tutulmaya
çal›fl›lm›flt›r. Ayr›ca g›da numuneleri ve kültürler ilave
edilmeden önce önzenginlefltirme besiyerlerinin
bafllang›ç pH kontrolleri de yap›lm›flt›r. pH kontrolü,
önzenginlefltirme besiyerindeki mikrofloran›n
davran›fl›na göre de¤iflen asitli¤in takibi aç›s›ndan
önemlidir. Çal›flma sürecinin her aflamas›nda
kontrol edilen bafllang›ç pH de¤erleri, TPS için
7.02±0.05 iken, LB'ta 6.88±0.08 fleklinde olmufltur.

Önzenginlefltirme aflamas›nda; toplam 24 saatlik
inkübasyon sürecinde 15; 18; 21. ve 24. saatlerde
pH de¤iflimi fiekil 1a ve 1b'de verilmifltir. K›ymada
TPS'de her iki serotip birbirlerine çok yak›n pH
de¤erleri  vermifl  ve  pH 6.63±0.02 - 6.74±0.01
aral›¤›nda  de¤iflmifltir.  Gerek  serotip  gerek
inkübasyon süresi aç›s›ndan istatistiksel aç›dan

fark görülmemifltir (P >0.05). LB önzenginlefltirme
ortam›mda pH daha düflük seyretmifl, S. Enteritidis
serotipinde, S. Typhimurium serotipine k›yasla,
zaman içinde pH biraz daha fazla düflmüfltür.
K›yma örne¤inde TPS ile LB aras›nda pH aç›s›ndan
istatistiksel  aç›dan  önemli  fark  bulunmufltur
(P <0.05). Bu sonuç normaldir, çünkü LB besiyerinde
pH'y› nötralize edebilecek/ tamponlayabilecek
bir bileflen yoktur. 

Aktif Salmonella kültürleri ile afl›lanan sütte pH
de¤iflimi, k›ymaya göre farkl› bir seyir izlemifltir.
Yine her iki Salmonella serotipi, TPS'de birbirlerine
çok yak›n pH de¤erleri vermifller ve gerek serotip
gerek inkübasyon süresi aç›s›ndan istatistiksel
aç›dan fark görülmemifltir (P >0.05). LB besiyerinde
S. Enteritidis olan kombinasyonda, S. Typhimurium
olana  k›yasla  zaman  içinde  pH  daha  fazla
düflmüfltür (P <0.05). Kuflkusuz, burada pH'n›n
daha fazla düflmesinden sorumlu olan S. Enteritidis
de¤ildir çünkü LB bilefliminden ve içindeki süt
örne¤inden asit oluflturabilecek metabolizmaya
sahip de¤ildir. 

TPS bileflimi "Peptone 10.0 g/L; NaCl 5.0 g/L;
Na2HPO4.12H2O 9.0 g/L; K2HPO4 1.5 g/L" ve LB
bileflimi "Peptone 5.0 g/L; Meat (beef) extract 3.0
g/L; Lactose 5.0 g/L" fleklindedir. TPS'da geliflen
bakteriler, baflka bir karbon kayna¤› olmamas›
nedeniyle  geliflmeleri  için  gereken  azot  ve
karbon (enerji) kayna¤› olarak peptonu kullan›rlar.
Peptonlar›n  kullan›m›  ile  pH'da  bir  miktar
yükselme olur ancak fosfat tampon, pH'da bakteri
geliflimini engelleyecek de¤iflime izin vermez.
LB'ta tampon görevini üstlenecek bileflenler yoktur
ve ayr›ca alternatif karbon kayna¤› olarak laktoz
vard›r. Salmonella gibi laktozu karbon kayna¤›
olarak kullanamayan bakteriler, azot ve karbon
gereksinmelerini, besiyeri bileflimindeki pepton
ve et özütünden karfl›larlar. Besi ortam›nda sadece
Salmonella gibi laktoz negatif bakteriler varsa
pH'da yükselme olmas› beklenir. E. coli, laktoz
pozitiftir ve karbon kayna¤› olarak laktozu kullan›r.
Laktozun metabolize edilmesi sonunda asidik
ürünler ortaya ç›kar. E. coli, azot gereksinimini
karfl›lamak  için  pepton  ve/ veya  et  özütünü
kullanmak zorundad›r. Bu s›rada pH bir miktar
yükselir ancak oluflan asitler, bazik ürünlerden
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Çizelge 1. Önzenginlefltirme besiyerlerine eklenen aktif kültürlerin g›da örneklerine göre bafllang›ç say›lar› (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

G›da Numuneleri Food samples E. coli S. Typhimurium S. Enteritidis

UHT Süt UHT milk 2.39±0.29 2.49±0.43 2.16±0.15
K›yma Minced meat 1.82±0.12 1.66±0.31 1.88±0.19



H. Selamoğlu, A. K. Halkman

daha fazla oldu¤u için pH'da inkübasyon süresi
içinde gözle görülür bir azalma olur. Buna ba¤l›
olarak LB'ta süt örne¤i ile çal›fl›l›rken, S. Enteritidis
olan kombinasyonda pH'n›n daha düflük olarak
ölçülmesinin  nedeni,  S. Typhimurium  olan
kombinasyonda   bu   serotipin   peptonlar›n
parçalanma ürünlerini daha fazla oluflturarak
pH'y› di¤er serotipe k›yasla daha fazla yükseltti¤i
düflünülebilir (Barrow ve Feltham, 2004; Tunail,
2009; Dwivedi vd., 2014; Ray ve Bhunia, 2016). 

Yap›lan bir rekabet çal›flmas›nda Lactobacillus
crispatus ve Clostridium lactatifermentans kar›fl›k
ve tek kültürlerinin, yapay etlik piliç ba¤›rsak
ortam›nda S. Enteritidis serotipi üzerinde inhibisyon
etkisi 5.8 ve 7.0 pH'larda araflt›r›lm›fl ve sonuçta
inhibisyonda görülen fark, laktozdan oluflan
laktat, asetat ve propiyonat ile iliflkilendirilmifltir
(Wielen vd., 2002). 

Bir baflka araflt›rmada ise (Kang vd., 2015), E. coli
O157:H7, S. Typhimurium ve Listeria monocytogenes
inaktivasyonunda pH ve ohmik ›s›tman›n etkisi
araflt›r›lm›fl ve pH'n›n etkisi gösterilmifltir. 

Çizelge 2'de k›yma ve süte aktif halde inoküle
edilen Salmonella serotiplerinin önzenginlefltirme
besiyerlerinde inkübasyon süresi boyunca geliflimi
verilmifltir.

E. coli, gerek k›yma gerek süt örne¤inde, TPS ve
LB ortamlar›nda ve her iki serotipin varl›¤›ndan
etkilenmeden standart geliflimini sürdürmüfltür
ve yaklafl›k olarak 8 - 9 log KOB/mL say›m sonucu
vermifltir (P >0.05). Özellikle süt örne¤inde LB
ortam›ndaki inkübasyonda düflen pH'ya ra¤men
geliflmesini kolayl›kla sürdürebilmesi, E. coli'nin
Salmonella serotiplerine  k›yasla  aside  daha
dirençli olmas› ile aç›klanabilir. 
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fiekil 1a. Aktif kültürde k›ymada pH de¤iflimi
TPS: Tamponlanm›fl peptonlu su; LB: Laktoz broth
Figure 1a. pH change in minced meat with active culture.
TPS: Buffered peptone water; LB: Lactose broth

fiekil 1b. Aktif kültürde sütte pH de¤iflimi 
TPS: Tamponlanm›fl peptonlu su; LB: Laktoz broth
Figure 1b. pH change in milk with active culture.
TPS: Buffered peptone water; LB: Lactose broth 

Çizelge 2. Aktif Salmonella serotiplerinin iki farkl› önzenginlefltirme besiyerinde geliflimi (log KOB/mL) 
Table 2. Growth of active Salmonella serotypes in two different pre-enrichment media (log CFU/mL)

G›da Food ‹nkübasyon (sa) S. Enteritidis S. Typhimurium
Incubation (h) TPS LB TPS LB

15 8.08±0.18aA 7.52±0.38aA 8.09±0.01aB 7.50±0.15aA

18 8.19±0.19aA 7.35±0.45aA 8.12±0.11aAB 7.44±0.50aA

21 8.20±0.09aA 6.68±1.08aA 8.23±0.01aAB 6.41±1.53aA

24 8.20±0.06aA 6.40±1.50aA 8.36±0.10aA 5.31±2.06aA

15 7.92±0.18aA 7.68±0.28aA 8.20±0.12aA 7.79±0.14aAB

18 8.03±0.01aA 7.12±0.17bA 8.27±0.07aA 7.99±0.04aA

21 8.14±0.22aA 7.42±0.02aA 8.30±0.08aA 7.96±0.02aA

24 8.15±0.25aA 6.80±0.50aA 8.38±0.08aA 7.59±0.02aB

a,b Ayn› sat›rda farkl› harflerle gösterilen de¤erler istatistiksel olarak farkl›d›r (P <0.05)
A,B Ayn› sütunda farkl› harflerle gösterilen de¤erler istatistiksel olarak farkl›d›r (P <0.05)
a,b The values shown in different letters within a line are significantly different (P <0.05)
A,B The values shown in different letters within a column are significantly different (P <0.05)
TPS: Buffered peptone water; LB: Lactose broth

Süt Milk

K›yma Minced meat
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Zayıflatılmış   Kültür   İnoküle   Edilmiş
Önzenginleştirme Besiyerinden Salmonella
Geri Alınma Sonuçları

Analizlerin ikinci aflamas›nda, S. Enteritidis ve S.
Typhimurium serotiplerinin zay›flat›lmas› amac›yla
asetik asit ile daha önceden belirlenen pH ve
süre  kombinasyonuyla  muamele  edilmifltir
(Çizelge 3). Yap›lan denemeler sonucunda en
uygun pH olarak 4.3 ve süre olarak 60 dk olarak
belirlenmifl ve Salmonella serotipleri bulunan bu
sonuçlar  do¤rultusunda  asetik  aside  maruz
b›rak›lm›flt›r (Yuk vd., 2014; Kang vd., 2015). Bu
aflamada  E. coli için  herhangi  bir  zay›flatma
ifllemi uygulanmam›flt›r. Amaç Salmonella için
E. coli varl›¤›nda g›da içerisinde do¤al bir ortam
yarat›lmak istenmesidir. 

TPS ve LB'a inoküle edilen kültür kombinasyonlar›n›n
bafllang›ç say›m sonuçlar› E. coli için 3.3±0.19; S.
Typhimurium için 2.38±0.12 ve S. Enteritidis için
2.51±0.2 log KOB /250 mL-g fleklindedir.

Çal›flman›n devam›, ilk aflamadaki gibi sürdürülmüfltür.
Zay›flat›lm›fl   Salmonella serotiplerinin   bir
koliform grup bakteri olan aktif E. coli suflu ile

farkl› önzenginlefltirme besiyerlerinde birbiri
üzerindeki etkileri incelenmifltir. Önzenginlefltirme
aflamas›nda; 24 saatlik inkübasyon sürecinde 15;
18; 21 ve 24. saatlerde pH de¤iflimi flekil 2a ve
2b'de verilmifltir. 

pH de¤iflimi aç›s›ndan zay›flat›lm›fl Salmonella
serotipleri ile yap›lan deneme de, aktif kültürler ile
yap›lan deneme sonuçlar›na k›smen benzemektedir
çünkü LB ortam›nda da pH düflüflünden sorumlu
olan bakteri E. coli olup, bu bakteriye herhangi
bir zay›flatma ifllemi uygulanmam›flt›r. LB'ta pH
azalmas› TPS'ye göre istatistiksel olarak farkl›d›r
(P <0.05). Ancak, bu uygulamada Salmonella
serotipleri aras›nda aktif kültürdekinden farkl›
olarak pH de¤ifliminde fark görülmemifl, her 2
serotipin varl›¤›nda ve her 2 g›da örne¤inde pH
ayn› flekilde düflmüfltür (P >0.05). Bu sonuç, aktif
kültürde S. Typhimurium'un daha fazla metabolik
aktivite göstererek pH'y› yükseltti¤i fleklindeki
yorumu  desteklemektedir.  Bir  di¤er  deyifl  ile
zay›flat›lma uygulamas› özellikle S. Typhimurium
için daha etkili olmufl ve pH'y› yükseltebilecek
yeterli metabolik aktivite gösterememifltir. 

Çizelge  4'te  15;  18; 21  ve  24.  saat  inkübasyon
sürelerinde zay›flat›lm›fl Salmonella serotiplerinin
say›s›ndaki  de¤iflim  verilmifltir.  Aktif  kültürle
yap›lan denemede oldu¤u gibi S. Enteritidis serotipi
her 2 g›da örne¤i ve önzenginlefltirme ortam›ndan
etkilenmemifl (P >0.05), ancak S. Typhimurium
LB'ta daha düflük say›lar vermifltir (P <0.05). E.
coli ise, g›da örne¤i, önzenginlefltirme besiyeri
ve Salmonella serotipinden etkilenmeyip yine
çok  yaklafl›k  olarak  8 - 9  log  CFU/g-mL  say›m
sonucu vermifltir (P >0.05).

Çizelge 3. S. Enteritidis ve S. Typhimurium'un pH 4.3'te
asetik asit uygulama sonras› belirlenen sürelerde al›nan
say›m sonuçlar› (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 süresi (dk) 
Treatment time (minute)

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

fiekil 2a. Zay›flat›lm›fl kültürde k›ymada pH de¤iflimi; TPS:
Tamponlanm›fl peptonlu su; LB: Laktoz broth
Figure 2a. pH change in minced meat with passive (injured)
culture. TPS: Buffered peptone water; LB: Lactose broth

fiekil 2a. Zay›flat›lm›fl kültürde sütte pH de¤iflimi; TPS:
Tamponlanm›fl peptonlu su; LB: Laktoz broth
Figure 2b. pH change in UHT milk with passive (injured)
culture. TPS: Buffered peptone water; LB: Lactose broth

S. Enteritidis S. Typhimurium
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Ramnani vd. (2010), baharat içeren yüksek asitli
g›dalarda S. Typhimurium serotipinin geri al›nmas›
üzerine yapt›klar› bir çal›flmada 3 log KOB/ 250
mL ve daha az say›da bakteri varl›¤›nda, baz›
durumlarda geri alamama sorununu, çift kuvvetli
TPS   kullanarak   asitli¤in   daha   iyi   nötralize
edildi¤ini ve bu flekilde sorunun çözüldü¤ünü
bildirmifllerdir. Salmonella analizinde özellikle
asit karakterli g›da örnekleri ile çal›fl›ld›¤›nda, çift
kuvvetli önzenginlefltirme besiyeri kullan›lmas›
Dwivedi vd. (2014) taraf›ndan da önerilmektedir. 

SONUÇ

Salmonella, bilinen en tehlikeli g›da kaynakl›
patojenlerden biri olmas›na ra¤men, g›dalarda
refakatçi flora olarak bulunan baflta E. coli olmak
üzere, di¤er bakterilere k›yasla fizyolojik karakterler
bak›m›ndan daha zay›ft›r. Asitlik, çeflitli kimyasallar,
düflük s›cakl›k vb. olumsuz koflullardan önemli
ölçüde etkilenir. Hasar görme (stres) derecesine
ba¤l› olarak, selektif kat› besiyerlerinde geliflip
koloni oluflturamayabilir. Bu gibi mikroorganizmalar
"canl›  ancak  kültüre  al›namayan  (Viable  but
non-culturable;  VBNC)  olarak  tan›mlan›rlar.
Salmonella, d›flk›  kökenli  enterik  bir  bakteri
oldu¤u için, Salmonella bulaflm›fl g›dalarda ayn›
çevresel kökenden gelen, baflta koliform grup
bakteriler olmak üzere, çok say›da tür ve miktarda
refakatçi flora bulunur. 

Bu  çal›flmada,  iki  önemli  uluslararas›  kurulufl
taraf›ndan önerilen, önzenginlefltirme besiyerleri
karfl›laflt›r›lm›fl ve inkübasyon sürecinde, çeflitli
inkübasyon sürelerinde mikroorganizma geliflimi

izlenerek,  pH  ile  birlikte  say›daki  de¤iflim
gözlemlenmifltir. Serotip fark›n›n da önemli olup
olmad›¤›n›n araflt›r›lmas› için, 2 farkl› Salmonella
serotipi denenmifltir. Analizler sonucunda, UHT
süt ve k›yma örnekleri için önzenginlefltirme
aflamas›nda belirlenen inkübasyon sürelerinde
yap›lan analizler sonucunda, S. Enteritidis serotipinin
aktif ve zay›flat›lm›fl olmas›, önzenginlefltirme
besiyerlerindeki farkl›l›k, mikroorganizma say›s›nda
istatistiksel olarak fark oluflturmam›flt›r (P >0.05).
Ancak zay›flat›lm›fl S. Typhimurium serotipinde
LB'taki say› TPS'dan daha düflüktür (P <0.05)

Her 2 g›da örne¤inde de inkübasyon süresince
pH, TPS'da stabil kalm›fl ancak beklenildi¤i gibi
LB'ta düflmüfltür. Bununla beraber, pH'daki azalma,
Salmonella serotiplerinin tümüyle yok olmas›na
yetecek düzeyde olmam›flt›r. 

Sonuç olarak; denemelerde kullan›lm›fl olan aktif ve
zay›flat›lm›fl Salmonella sufllar›, önzenginlefltirme
amac›yla kullan›lan LB ve TPS besiyerleri, k›yma
ve süt örnekleri aras›nda kimi koflullarda fark
bulunmuflsa da, her koflulda selektif besiyerinde
Salmonella say›m sonucu al›nm›flt›r. 

Teşekkür: Bu çal›flma Ankara Üniversitesi Bilimsel
Araflt›rma Projeleri taraf›ndan 15H0443008 numaral›
proje ile desteklenmifltir.
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Süt Milk

G›da Food

K›yma Minced meat
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