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GIDA MADDELERINDE E.coli SAYIMINDA MUG’LU BESIiYERI KULLANIMI!

MUG BASED MEDIUM FOR ENUMERATING E.coli IN FOODS

Melihe RNOVEIR, A.Kadir HALKMAN, Hilal B.DOGAN
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Bilimi ve Teknolojisi Béliimii, ANKARA

OZET: Bu calismada 10 farkl: gidamn 4’er émeginde MUG esash besiyerleri olan VRB Agar+MUG ve Lauril Siilfat Broth + MUG
kullaniimsstir. Kati besiyerinde yayma y&ntemi ile E.coli sayisi, damlatma yontemi ile E.colf titresi belirlenmig, siv1 besiyerterinde 5
tiip ve 3 tiip ile EMS yontemine gbre E.coli says1 saptanmugtir.

Aragtirma sonuglarna gore fluorejenik ydntemin kolay ve cabuk bir yontem oldufu, EMS yénteminde her diyiisyondan 3 tiipe ekim
yapmanin yeterli oldufu damlatma yonteminin tatmin edici sonuglar verdigi gorilmiigtiir.

SUMMARY: 40 samples of 10 different food were investigated for E.coli by MUG based media, VRB Agar + MUG and Lauril
Sulphate Broth + MUG. Standard cultural ecremeration technique and dropping technigue for determining E.colf titer were applied
on VRB Agar + MUG. 5 and 3 tubes methods for MPN technique was also investigated.

Results showed that fluoregenic determination of E.cofi is a easy and quick method. Inoculation of 3 tubes from each dilution is
adequate at MPN enumerations. Dropping method for E.colfi titer determination gave satisfactory results.

GIRIS

Gida maddelerinde kalitenin yiikseltilebilmesi igin Oncelikle kalite kriterlerinin dogru bir gekilde
saptanmas1 ve meveut kalite dlgiimlerinin dogru bir sekilde yapilmasi gereklidir, Ancak bu agamadan sonra
kalitenin yiikseltilmesine yonelik cahigmalar yapilabilir. Benzer sekilde gelencksel gidalarimizin envanter
¢aligmalar yapilirken kalite dlgiimleri dogru yontemler ile belirlenmelidir.

Geligen bilim ve teknoloji cergevesinde bir yandan gidalarin daha besleyici, daha uzun dmiirli, dogala daha
yakin, iretimi ve pazarlamasinin daha kolay olmasini amaglayan teknolojiler geligtirilirken, diger yandan
gidaya yonelik analizlerin daha ¢abuk ve daha duyarlt olan yontemlerle dlcillmesine caligilmaktadur.

Bugiin i¢in gida mikrobiyolojisi alaninda en ¢ok tartigilan konulardan birisi de, bilyiik ¢ogunlugu son 6-7
yil icinde ortaya konulmus olan yeni yéntemlerdir. Analiz yontemleri konusunda Uluslararas: Standartlar
Organizasyonu (1SO), Amerikan Resmi Analitik Kimyacilar Birligi (AOAC) gibi 6nemli kuruluglarin farkh
yontemler gdstermeleri, uygulayicilanin kigisel deneyimleri, yontemlerin maliyetleri gibi faktorler sonucu,
gerek Tirkiye’de gerek dig ilkelerde uygulayic: ve aragtiricilar arasinda yontem birlikteligi olmamaktadir.

Gida mikrobiyolojisinde iizerinde en ¢ok caligilan mikroorganizma grubu tartigmasiz bir gekilde
Entercbacteriaceae familyasimin ityeleri olan E.coli ve Salmonefla’dir. Bu bakterilerin gida maddelerinde
bulunmalarina izin verilmez,

Ozellikle E.coli'nin diinya {izerinde engok caligilan canh olmasi, hemen hemen tiim gelisme
parametrelerinin bilinmesi, bakterinin cabuk geligmesi vb. nedenler ile E.coli fekal kirlenmenin gdstergesi
olarak pek ¢ok gidada aranir.

Bu c¢aligmanin amact E.coli aranmasinda yaklagik 10 yildan beri uygulanmakta olan fluorejenik
yontemin iilkemiz kosullarinda denenmesidir.

LITERATUR OZETi

E. coli, biitiin diinyada iizerinde en ¢ok cahgilan canli tiirlerinden biridir. Ilk kez 1885 yilinda
Theodor Escherich tarafindan izole edilmistir. Onemi, sadece gida mikrobiyolojisinde lokal kirliligin
belirlenmesindeki kullanimindan degil, bundan daha 6nemh olarak genetik yapist en iyi bilinen canli tiirii
olmasindan dolay1 genetik arastirmalarda kullanilmasindan gelmektedir (HOFSTRA ve VELD, 1988).

1 Bu aragtirma M.R.NOVEIR’in master tezinin bir bélimiinden alnmigtir (Ankara Universitesi Aragtirma fonu 92-11-12-01 nolu
proje)
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Bagla gida maddeleri olmak {izere insanlarin kullamimina agtk olan materyalde E.coli bulunmasima
izin verilmez. Bunun baghca nedeis, E.coli’'nin patojenite gosterebileccginden ziyade, bu hakterinin
dogrudan barsak kokenli olmasi ve bir yerde E.coli bulunur ise orada yine barsak kékenli Sein: sella,
Shigefla gibi primer patojenlerin olabileceginin gostergesidir. Bir diger deyis ile E.coli, fekal kirlilik
indikatorit olarak aranir,

Bu ¢ergevede E.coli aranmasima ve sayimasima yonelik ¢ok sayida yontem geligtirilmistir. Bu
yontemler en muhtemel saym teknigi ile yapilan sayimlar, katt besiyeri kullamlan yontemler, membran
filitrasyon teknigi ve hizli sayim yontemleri olarak gruplandirlabilir (GURGUN ve HALKMAN, 1988).

En Muhternel Say: Teknigi

Tiip diliisyon sayim yonteminin geligtirifmis sekli olan EMS tekniginde sayim sonuglars istatistik
olarak hesaplanmig cizelgelerden bulunur. Kati besiyerinde bir canli hilcrenin 1 kolonmi olugturmasi
iizerinden sayimm yapilirken EMS ydnteminde inokilasyon yapilan tiipc en az 1 canh hiicrenin gegmesi esas
almir. Kati besiyerinde yapilan sayimlar matematik bazda daha dogru sonug verirken EMS yonteminin
pekgok yasal kurulug tarafindan analiz yontemleri olarak verilmesindeki neden EMS’nin pekgok avantaj
olmasidir ANONYMOUS, 1965; BANWART, 1983; COSTILOW, 1981; GURGUN ve HALKMAN, 1988).

Bu istiniiiklert nedeni ile EMS teknigi yasal kontrol yontemleri arasinda yer almgtir. Bununla
beraber EMS tekniginde uygulanig konusunda yine pek ¢ok farkl goriigler vardir, EMS tekniginde iizerinde
en ¢ok durulan konu her dilisyondan kag tipe ckim yapilacagidir. Kugskusuz ckim yapilan tiiplerin sayisi
arttik¢a daha dogru bir saym sonucu almacaktir. Ancak bu kez de maliyet, zaman, cmek unsurlar
olumsuziuk yaratmaktadir. EMS yonteminde her diliisyondan 3; 5; 10 tiipe ckim yapilan sistemler ve bunlara
uygun EMS cizelgeleri geligtirilmigtir. Bunlarn yaninda ardigik 2 dililsyonun 1.sinden 2, 2.sinden 5 tiipe
ekim yapilan modeller de bulunmaktadir (GURGUN ve HALKMAN, 1988).

Amerikan Resmi Analitik Kimyacilar Birligi (AOAC)Y nn koliform grup/F.cofi aranma ydntemi
EMS teknigidir. AOAC'ya gore materyal hazirlanip dililsyonlar: yapildiktan sonra ardisik 3 diliisyondan 3’er
Lauril Silfat broth besiyerine 1’er mk ekim yapilmakta, 35°C’da 48 saate kadar ¢ikan inkiibasyondan sonra
(+) sonug veren titpler muhtemel koliform grup olarak degerlendirilmekie, bu tijplerden Brillant Green
Bile Broth tiiplerine ve EC Broth tiiplerine ekim yapilmakta 35°C’da 48 saat inkiibe edilen Brillant Green
Laktoz Bile Broth tiiplerindeki (+) sonuglar koliform grup olarak dogrulanmakta ve degerlendirilmekie,
45,5°C’da 48 saate kadar inkiibe edilen EC Broth besiycrindeki (+) sonuglar isc E.coli olarak sayiimakia,
bu kiiltiirlerden Eosin Metilen Blue Agar besiyerine siirme yapilarak, ayrica gram boyama ve IMVIC testleri
uygulanarak E.coli dogrulanmaktadir (ANONYMOUS, 1984).

Amerikan Mikrobiyoloji Dernegi (ASM) 1se EMS yonteminde her diliisyondan 10ar tiipe ekim
yapimasmi dnermektedir (COSTILOW, 1988).

Tiirk Standartlar1 Enstitlisi (ANONYMOUS, 1988b) ile Tarn: ve Koyigleri Bakanlign 11 Kontrol
Laboratuvar Midiirligi (ANONYMOUS, 1988a) her diliisyondan 3'er tiipe ekim yapimasimi yeterli
gortrlerken Mikrobiyolojide Sayim Yontemleri adh kitapta (GURGUN ve HALKMAN, 1988) her
dilisyondan S'er tiipe ekim yapilmas: gerektigini belirtmektedirler.

Cesitli gidalarda E.coli saym yontemlerinin kiyaslandign bir ¢absmada (OZBAS, 1987) EMS
yonteminde her diliisyondan 3er tiipe ekim yapilmigtur.

1lk kez FENG ve HARTMAN (1982) tarafindan ortaya konulan bir teknik ise son yillarda E.coli
sayim yontemlerine yeni bir yaklagim getirmistir. Bu teknik ile 4-methylumbelliferone glucuronide (MUG)
_E.coli tarafindan olugturulan glucuronidase ile fluorojenik bir irime pargalanmakta, bu fluorojenik bilesik
e UV igiginda flucresans vermektedir. Bu ilk arastirmada MUG teknigi EMS teknipi ile sayimda,
meerbran filitrasyon tekniginde ve kat besiyerlerinde denenmis ve olumly sonuglar abmmstir. Bu
afa‘x’.lrICIIqr_Lauril Triptoz Broth+MUG ortamlarin Violet Red Bile Agar + MU(’dan hasar gormiis E.coli
i1n f_iaha 1y1 sonug verdigini, vitksek sayida rekabetgi bakteri olmasmna kargin az sayida bulunan E.cofi’nin
bu yontel_nle ‘bclirlenebilcligini, UG ilave edilmig 'nembran filitrasyon besiyerlerinde ve Violet Red Bile
A_Lgar hesiverinde 20 saat sonra i.cofi kolonilerinin ayirt edilebildigi ve selektif olmayan ortamlarda dahi
E.coli’nin r1hathkla belirlendigini gostermiglerdir. ‘
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Bu ilk cahsmadan sonra EMS tekniginde kullamlan siv1 besiyerlerine MUG ilave cdilorek
kiyaslamali ¢aligmalar yapilmagtir.

ROBISON (1984) 270 gida orneginde Las. ' st Broth ve Lauril Salfat Broth+MUG
besiyerlerini EMS teknigi ile E.coli aranmasinda dences ., sonugta iki yontem arasinda % 94,8 uyum
bulmustur, Arastirics MUG tekniginde % 4,8 sahte (+) sonug alirken, sahte (-} olmadigina deginmig, MUG
tekniginde fluoresans kontrolunun yeterli oldugunu, ilave biyokimyasal testlere gerek olmadigim belirtmigtr,

MOBERG (1985) ise Lauril Siilfat Broth ile Lauril Triptoz Broth+MUG besiyerlerini 2400 g+
drneginde E.coli sayimi igin kargiastirmig, sonugta MUGIu besiyerlerinde MUG’suzlara gore daha fazi.
E.coli saymis, sahte (+) reaksiyonun % 1,4 gibi ¢ok az oldugunu sahte {(-) sonug alinmadigin, sahte (+)
sonuclarin B-glucuronidase iireten stafilokoklardan kaynaklandigim belirtmis ve MUG lu besiyerinde alican
sonucun yeterli oldugunu, ilave testlere gerek olmadigimi boylece analiz siiresinden 2 giin kazamidiGnt
gostermigtir.

25 istiridye drneginde E.coli sayimina yonelik bir arag-tirmada EC Broth+MUG besiyerinin Lauril
Siilfat + MUG’dan daha iyi sonug verdigi, MUG yénteminin klasik EMS yontemine gore 4 giin kazandirdifin
belirtilmigtir (KOBURGER ve MILLER, 1985)

Bir bagka aragtirmada ise 762 klinik ve 228 ¢evre susu ile gahgilmis, E.coli suglarinin % 95’inden
fazlas1 B-glucuronidase (B-GUR) pozitif bulunmus, buniara ilaveten 31 Shigella sonnei, 10 Enterobacter
cloacae, 8 Enterobacter aerogenes, 9 Citrobacter freundii ve 1 Salmonella enteritidis klinik izolat: ile 2
Enterobacter cloacae ve 1 Citrobacter freundii ¢evre izolat (+) sonug vermigtir. B-GUR testi ile gelencksel
identifikasyon testi 233 Laktoz (+) enterobakter sugunda kiyaslanmig, 190 adedi E.cofi olmak iizere 223
susta her iki yontem aymi sonucu vermistir. Farkli sonug veren 10 sugun 9 adedi B-GUR (-) E.coli, 1 adedi
B-GUR (+) Citrobacter fruendii’dir. Tim suslar iginde B-GUR (+) ve indol (+) olan tek tiriin E.coli
oldugu saptanmgtir (PEREZ ve ark., 1986).

Farkh 101 gida drneginde AOAC tarafindan gosterilen EMS teknigi ile E.coli sayim ydntemi ayni
teknik ile ancak Lauril Triptoz Broth+ MUG kullanilarak kiyaslanmig, Lauril Triptoz Broth besiyerlerinde
% 81, Lauril Triptoz+ MUG besiyerlerinde ise % 91 (+) sonug alinmigtir. MUG ydnteminin analiz siiresini
3 giin kadar kisalttigi, sahte (+) ve (-) sonuglara kargin MUG tekniginin ¢ok daha duyarlt ve cabuk bir
yontem oldugu belirtilmistir (SINGH ve NG, 1986).

Cesitli gida maddelerine diigiik, orta ve yiikksek diizeyde (15-300 adet/gr) E.coli ilave edilip geri
alma dencmesi yapilan bir ¢aliymada her gidadan her ilave konsantrasyonu igin 12 drnek fizerinde analiz
yapilmig ve yine AOAC tarafindan gosterilen EMS teknigi ile Lauril Triptoz Broth+MUG teknigi
kiyaslanmugtir. Sonug olarak MUG tekniginin analiz siiresi, isciligi ve besiyeri kullammuni azalttif
bulunmugtur (PETERSON ve -ark., 1987).

RIPPEY ve ark. (1987) tarafindan Moliuscan Shelifish’de E.coli sayimuna yonelik olarak yapitan
bir ¢alismada EC Broth besiyerlerine MUG ilave edilmig ve EMS vontemiyle sayim yapilmigtir. Kullanzlan
1151 EC Broth tiipiinde % 11 diizeyinde sahte (-) reaksiyon alinmisur. 500°den fazla E.coli ve E.coli
olmayan sug B-glucuronidase aktivitesi bakimindan teste alinmug, E.coli’lerin % 9571 (+) sonug verirken
sadece 1 Shigella sugu (+) sonug vermistir..

MUG iizerinde yapilan ve MUG tekniginin geleneksel E.coli sayim yonteminden daha iyi sonuglar
verdigini gdsteren aragtirmalara Amerikan Resmi Analitik Kimyacilar Birligi (AOAC) orgutli duyarsiz
kalmamis ve kendi yasal yontemlerini 5 gida maddesinde Lauril silfat+MUG besiyeri kullanarak
kiyaslamuglardir. 17 aragtirnicinin ortaklaga katildigs bu kollaboratif ¢aligma sonucunda MUG tekniginin yas:
AQAC ybntemine en azmndan esdeger ya da MUG tekniginin daha iyi oldugu yargisimna varimustic
(MOBERG ve ark., 1988).

ANDREWS ve ark. (1987) Lauril Siilfat Bro::: ve EC Broth tiplerine farklt konsantrasyonlarda
MUG ilave ederek AOAC nun yasal EMS yontemiyle iyaslamali ofarak ¢egitli gidalarda E.coli saymiglardur.
Aragtirma sonuglarina gore 25 pg/ml MUG konsantrasyonunun pozitif fluoresans reaksiyonunu azaiiivi,
50 pg/ml ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda ise sonuglarin tatmin edici oldugunu géstermiglerdir.

MUG ve dzel bir indikatér boya igeren petrifilm yontemi ile klasik EMS ve Violet Red Bile Agar
besiyerinin E.coli sayiminda kargilagtirilmas: izerine yapilan bir ¢aligmada siipermarketlerden saglanan
toplam 309 adet peynir, donmus scbze ve kiimes hayvanlan ¢ig eti kullanitmigtir. EMS gerek FDA
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tarafindan gosterilen 3 tiiplii ekim yontemi, gerek 9 tiiplii ekim yontemi ile denenmis, sonugta petrifilm
E.coli sayym yonteminin EMS yontemine esit ya da ondan daha iyi oldugu, Violet Red Bile Agar
saymmlarma ise esdeger oldugu bulunmustur. Digitk sayida E.coli igeren Orneklerde bile 9 tiipli EMS
yontemine gore petrifilm yonteminin daha duyarl oldugu gosterilmistir (MATNER ve ark., 1990).
Bugiin, EMS tekniginde kullamilan MUG’lu sivi besiyerleri ticari firmalar tarafindan toz preparatlar
olarak satilmaktadir. Kugkusuz, bu bestyerlerinin baginda Lauril Siilfat Broth gelmektedir (ANONYMOUS,
1991). A

Kaa Besiyeri Kullanumi

Pek cok kurulug tarafindan E.coli aranmasmda yasal yontem olarak EMS tcknigi gosterilir iken,
dzellikle izolasyon amagh sayim caligmalarmda katt besiyeri kullamlmaktadir. Bu amagla en yaygin
kullanlan kati besiyeri Violet Red Bile Agar’dir. Bu besiyerinde yayma, dokme ve dokme+2.tabaka
yontemleri uygulanmaktadir. Geleneksel EMS yontemi ile kati besiyeri sayimlanmin kiyaslandiga bir
calismada her iki yontem arasinda istatistik bakimdan énemli fark olmadigi bulunmustur. Anderson ve
Baird-Parker adh aragtincdar ise EMS yonteminin kati besiyeri kullamlanlara gore daba zahmetli ve
sonuclarin daha az giivenilir oldugunu belirtmislerdir (OZBAS, 1987).

E.coli sayimnda kati besiyeri olarak Triptik Soy Agar da kullaniimaktadir. Dokme plaka yontemi
ile hazirlanan petri kutularma 35°C’da 2 saat inkilbasyondan sonra besiyeri Violet Red Bile Agar ile
'kaplanmakta, inkiibasyona 45,5°C’da 24 saat devam edilmektedir. Stres altinda olmayan ve dondurularak
strese ugratilan E.coli hiicrelerinde kati besiyeri kullamlarak yapilan saymm kiyaslamas denemelerinde ise
Triptik Soy Agar'm iistiinliigi gosterilmigtir. Bu galismada stres altindaki E.coli sayymmnda Violet Red Bile
Agar besiyerinde alman sonuglarin Triptik Soy Agar besiyerinde almnanlarin % 4,3ine kadar dilstiigi,
besiyerlerinin 35°C’daki inkitbasyonunun 45,5°C’a oranla daha diisiik geri alma sonucu verdigi gosterilmigtir
(OZBAS, 1987).

Plate Count-Monensin-KCI (PMK) Agar adh bir kat1 besiyerine gram (-) bakteriler ve E.coli
sayiminda kullanilmas: iizerine yapilan bir galismada bu besiyerinden elde edilen 535 izolatin % 96’siin
gram (-) oldugu, selektif olmayan besiyerlerinden izole edilenlerde ise bu oranm % 68'e diistiiga, dondu-
rulmng kangik sebzelerde E.coli aranmasinda flavobakterilerin varhg: ve sahte (+) sonug vermeleri nede-
niyle MUG™un kat1 besiyeri biinyesine girmemesi gerektigi belitilmigtic (PETZEL ve HARTMAN, 1985).

MUGun kat1 besiyerlerinde kullanumina yonelik olarak yapilan bir gahgmada Pepton Tergitol
Glucuronide Agar, Tripton Bile Agar, Triptik Soy Agar, Violet Red Bile Agar besiyerlerinde E.coli sayilmis,
sonugta MUG’Iu besiyeri olan pepton Tergitol Glucuronide Agar besiyerinin hem giivenilir sonuglara sahip
oldugu hem de kullamm kolaylign oldugu belirtilmigtir (DAMARE ve ark., 1985).

Gidalarda, E.coli sayim yontemlerinin kargilagtirldigs bir ¢ahgmada ¢ig siit ve dondurulmug et
materyal olarak kullanilmis, sayimlar standart EMS yontemi, Modifiye Direkt Plaka yontemi, Triptik Soy
Agar/Violet Red Bile Agar (iist tabaka) yontemi, Violet Red Bile Agar/Violet Red Bile Agar (Ust tabaka)
yontemi ile aragtiric1 tarafindan tasarlanan Modifiye Violet Red Bile Agar yontemi ve Modifiye EMS
yontemi ile yapilmis, siit drneklerindeki sayrmlarin yontemlere gore istatistik bakimdan 6nemli olmadigy,
et orneklerinde ise Modifiye Direkt Plaka yontemi, Standart EMS yontemi ve Modifiye EMS yonteminin
digerlerine gore daha yiiksek E.coli sayum sonucu verdigi belirlenmistir. Stres altinda olan ve olmayan E.col
formlarimn sayim sonuglarmdan yararlamlarak her bir yontemin geri kazanma oranlari referans Triptik Soy
Agar’daki degerlere gore hesaplanmig ve Modifiye Direkt Plaka yontemleri ile Triptik Soy Agar/Violet Red
Bile Agar yonteminin diger yontemlere oranla daha yiiksek bagil geri kazanma oranlari verdigi bulunmugtur
(OZBAS, 1987).

MUGIu besiyerleri bugiin besiyeri fireten ticari firmalar tarafindan pazarlanmaktadir
(ANONYMOUS, 1991).

Membran Filtre Teknigi

Hidrofobik grid membran filitre ilk kez 1974 yilnda Sharpe ve Michaud tarafindan ortaya
konulmugtur. Bu tcknikte mikroorganizmalar bir membran filitre iizerinde tutulmakta, uygun bir kat



M.R.NOVEIR-A.K.HALKMAN-HL.B.DOGAN 347

besiyerine yerlegtirilen filitrede mikroorganizmalar koloni olugturmakta ve koloni sayisindan materyaldeki
mikroorganizma sayisi hesaplanmaktadir. Gidalarda membran filitrasyon teknigi ile E.coli sayimi AOAC
tarafindan yasal analiz yontemi olarak gosterilmektedir (ANONYMOUS, 1984; ENTIS, 1983).

Membran filitrasyon tekniginin ¢esitli tistinlikleri bulunmaktadir. Bu iistiinliikler arasinda az sayida
mikroorganizmanin bulunmas: durumunda bile belirleme imkans, inkitbasyon sonrast filitrelerin kurutularak
saklanabilmesi ilk akla gelenlerdir, Filitreler ya klasik kat: besiyerleri {izerinde ya da ticari firmalar
tarafindan geligtirilmis ézel besi ortamlar: iizerinde inkiibasyona birakilmaktadir (ANONYMOUS c,
GURGUN ve HALKMAN, 1988). .

Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada'daki 14 laboratuvarin kollaboratif katdimi ile
gercekiegtirilmig 12 gida drneginde membran filitrasyon teknigi ile koliform grup bakteri sayuni yapilmig
bir aragtirma sonucunda membran filitrasyon teknigi AOAC tarafindan resmi yontem olarak benimsenmistir
(ENTIS, 1983).

Kiimes hayvanlar1 etinden 10 ornek ile yapilan ve toplam koliform, fekal koliform ve E.coli’nin
membran filitrasyon yontemi ile sayiminin yapildig bir bagska ¢ahgmada izole edilen kolonilerde dogrulama
oraninin toplam koliformda % 100, fekal koliformda % 98, E.coli’de % 97-99 oldugu bulunmustur (ENTIS,
1984).

MUG, membran filitrasyon tekniginde kullamlan besiverlerinde de denenmigtir, MUG ilave edilmig
Tamponlanmig Tripton Bile Agar besiyerinin 44,5°C’da E.coli sayimma elveriglilik diizeyinin kultanilan
membran filitre tipine bagh oldugu gosterilmigtir (DAMARE, 1985; FARBER, 1986).

E.coli Identifikasyonu

E.colnin dogrulanmast IMVIC testleri ile yapilmaktadir (I: indol testi; M: Metil red testi;
V:Voges-Proskauer Testi; C: Sitrat testi). IMVIC testi hemen tiim yasal kontrol drgiitleri tarafindan E.coli
dogrulama testleri olarak gosterilmektedir (ANONYMOUS, 1984; ANONYMOUS, 1988 a;
ANONYMOUS, 1988 b). IMVIC testlerine ilaveten HOMoC testleri de yapilmaktadir (H: Hidrojen siilfiir
olusum testi; O: Ornitin Dekarboksilaz testi; Mo: Hareketlilik; C: Sitrat Testi). Ayrica glukoz, laktoz,
mannit fermentasyon testleri, iireaz testi, KCN testi ve Fenil Deaminaz testi uygulanarak koliform grup
i¢inde identifikasyon yapilabilmektedir.

Norveg 3'1i tip sistemi (BEKAR, 1990), cnterobakterlcr igin geligtirilmig hazir ticari identifikasyon
kitleri (ANONYMOUS a; ANONYMOUS b; HILL, 1983) yine bu amagla kulamlmaktadur.

E.coli'nin hizh identifikasyonu icin MUG esash sistemler geligtirilmigtir. Bu yontemler ile bir
koloninin E.coli olup olmadiy izolatin elde edildigi besiyerine gore degigmek iizere 30-120 dakika
sirmektedir (ANONYMOUS, 1991). '

MATERYAL VE METOT

Materyal

Tavuklu hazir sandvi¢, arnavut cigeri, kiyma, kokoreg, domates-yumurta-maydanozlu sandvig
{(gobit), dondurma, kremali pasta, ¢ig krema, garnitiir salata ve mayonezli rus salatas1 Ankara piyasasindan
saglanmigtir. Her gida maddesi i¢in 4’er adet Ornek toplanirken bunlann diigiik kalitede oldugu
biliner/tahmin edilen gidalar olmasina dikkat edilmigtir.

Metot

Laboratuvara getirilen drnekler tamponlanmig peptonlu su {TPS) ile 1:9 oraninda karistirilmasg,
gerekli ise blenderde homojenize edilmig ve buradan standart 1:9 diliisyonlar hazirlanmgtir. Diliisyonlardan
Violet Red Bile Agar + MUG (VRBAM; Merck) ve Lauril Silfat Broth + MUG (LSBM; Merck)
besiyerlerine ekim yapilmigtir.
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VRBAM besiyerinde yayma ve damlatma yontemleri kullanilmugtir. Bu amagla hazirlanan
besiyerlerine 0,1 ml (yayma yontemi) ve 0,01 ml (damlatma yéntemi) ekim yapidmistir. Inkiibasyon
sonrasinda 366 nm dalga boyundaki UV lambasi (Merck) ile fluoresans kontrolu yapilmigtir. Yayma
yonteminde fluoresans veren koloniler dogrudan E.coli olarak sayilirken damlatma yonteminde damlatma
yapilan yerdeki yogun kolonizasyon iginde fluoresans verenlerin olup olmadigy kontrol edilmis, bir diger
deyis ile bu yontemde E.coli sayth degil E.coli titresi belirlenmistir (GURGUN ve HALKMAN, 1988).

LSBM sivi besiyetlerinde ise En Muhtemel Say1 Yontemiyle sayim yapilmugtir. Bu amagla her
diliisyondan S’er tiipe ekim yapilmig, inkiibasyondan sonra gaz olugan tiiplerde fluoresans kontrolu
yaptlmistir. Sayimlar dogrudan $ tilp iizerinden yapildig: gibi tesadisf sayilari gergevesinde 5 tiipten 3 adedi
secilmis, boylece sanki her diliisyondan 3 tipe ekim yapilmig gibi 3 tiip iizerinden degerlendirme
yaptlmigtir, LSBM tiiplerinde fluoresans verenlere ayrica indol testi uygulanmigtir (ANONYMOUS, 1984,
ANONYMOUS, 1991; GURGUN ve HALKMAN, 1988).

ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Materyal olarak kullanilan 10 gesit @da maddesinde bulunan E.coli sayilar: Cizelge 1°de verilmigtir.

Cizelge 1'in incelenmesi ile analiz edilen gidalar arasinda en temizlerinin dondurma ve kremal yag
pasta, en kirlisinin ¢ig kiyma oldugu, dogrudan tilketilen gidalar arasinda en yiksek sayida E.coli’ye garnitiir
salata 6rneklerinde rastlandiga gorillmektedir,

Cizelge 1. Cesitli Gida Maddelerinde E.coli Sayisa (log adet/g)

Cig Krema Mayonezli Rus salatasi
BESIYERI 1 2 3 4 1 2 3 4
VRBAM Yayma <2000 | <2000 | <2000 | <2000 3,079 3,000 <2,000 4,435
VRBAM Damlatema <3000 | <3000 | <3000 | <3000 2,699 2,699 £3,000 5,000
LSBM 5 Tip 0,301 0,301 0,301 2,544 3,230 2,964 0,301 2,544
LSBM 3 Tip 0,602 0477 <0477 2,380 2,968 2,968 0,602 2,663
Garnitiir Salata - Cig Kiyma
BESIYER{ 1 2 3 4 1 z 3 4
VRBAM Yayma 2,778 2477 4267 2,000 4,942 4,881 3,061 4217
VRBAM Damlatma 3,699 2,699 3,699 2,400 4,301 <3000 | 2,699 4,000
LSBM 5 Tiip 2,732 2,114 3,964 1,362 4,663 4,964 3,146 4,544
LSBM 3 Tiip 3,041 2,380 3,663 1,362 4,875 5,041 3,176 4,663
Kokoreg Dondurma
BESIYERI 1 2 3 4 1 2 3 4
VRBAM Yayma <2,000 <2,000 <2,060 <2,000 <2,000 2,000 <2,000 <2,000
VRBAM Damlatma <3000 | <3000 | <3000 | <3000 [ <3000 | <3000 [ <3,000 <3,000
LSBM 5 Titp 1,114 1,519 <0,301 1,519 <0301 | <0301 | <0301 <0,301
LSBM 3 Tip 1,176 1,633 <0477 1,362 <0477 | <0477 | <0477 <0477
) Kremali Yag Pasta Tavuklu Sandvig
BESIYERI 1 2 3 4 1 2 3 4
VRBAM Yayma <2000 | <2000 | <2000 | <2000 3,954 2,000 2,600 <2,000
VRBAM Damlatma <3000 | <3000 | <3000 | <3000 2,699 <3000 | 2,699 <3,000
LSBM 5 Tiip <0301 <0301 | <0301 <0,301 1,362 2,964 1,519 0,699
LSBM 3 Tiip <0477 | <0477 | <0477 | <0477 1,362 3,380 1,633 0,602
Gobit Arnavut Ciferi
BESIYERI 1 2 3 4 1 2 3 4
VRBAM Yayma 2,602 <2,000 4,929 <2000 | <2000 | <2000 | <2000 4,398
VRBAM Damlatma 2,699 <3,000 5,000 <3000 | <3000 | <3000 [ <3,000 4,699
LSBM 5 Tip 2,114 0,301 3,041 1,362 2,114 1,973 0,301 4,207
LSBM 3 Tiip 1,968 0,602 3,633 1,362 1,954 2070 | 0602 >4,041
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40 gida Orneginin 34 adedinde 4 yontemle yapilan sayim sonuglar birbirlerine yakin olarak alinrmsg
iken, ¢ig krema 4 nolu érnekte sivi besiyerleri sayum sonuglar kati besiyerlerindekilerden viiksek; mayonezli
rus salatasi 4 nolu drnekte kat: besiyerlerindeki sayim sonuglari sivi besiyerlerindekilerden yitksek; ¢ig kiyma
3 nolu 6rnekte damlatma yondemindeki sayim sonucn digerlerindekilerden diigiik; tavuklu sandvi¢ 1 nolu
ornekte kati besiyerlerindeki sayim sonuglart sivi besiyerlerindekilerden yitksek, tavuklu sandvig 2 nolu
ornekte sivt besiyerlerindeki sayim sonuglar kati besiyerlerindekilerden yiiksek ve gobit 3 nolu &rnekte
damlatma yontemindeki sayim sonuglan digerlerindekilerden yiiksek bulunmugtur.

Sayim sonuglarimn istatistiksel olarak incelenebilecegi drneklerde yayma, 3 tilp ve 5 tiip yontemleri
arasindaki korelasyon katsayilar: hesaplanmigtir. Buna gore VRBAM’da yayma yontemi ile LSBM’da 3 tiip
lizerinden yapilan degerlendirme arasinda r=0,66 (16 drnek); VRBAM’'da yayma yontemi ile LSBM’da 5
tilp izerinden yapilan degerlendirme arasinda r=0,68 (17 6rnek); LSBM’da 3 tilp ve 5 tiip iizerinden yapilan
degerlendirmeler arasinda r=0,99 (28 drnek) diizeyinde iligki bulunmustur. Damlatma yéntemi ile titre
belirlendigi igin istatistik analiz yapilmistir,

VRBAM’daki degerler ile LSBM’daki degerler arasinda yiiksek bir korelasyon oldugu soylenemez
iken LSBM’da 3 ve 5 tiip lizerinden yapilan sayim sonuglan arasinda r=0,99 bulunmasi bu iki sayim sonucu
arasindaki iligkiyi agik bir gekilde gostermektedir. Bu degerlendirmeden EMS ybnteminde 5 tiip yerine 3
titp kullanmanin yeterli olacag, boylece analizde bestyeri maliyeti ve emegin % 40 azaltilacag tartigmasiz
bir sekilde gorillmektedir.

Besiyerlerinin kiyaslanmasina yonelik ¢aligmalarda genel kani "hangi besiyerinde daha yitksek sayim
sonucu alindi ise o besiyerinin daha dogru sonucu verdigi' seklindedir. Bu aragtirmada sivi ve kat besiyerleri
arasinda 40 drnckten 347inde benzer sonuglar alinirken (% 85), 6 drnekte farkli sonu¢ almmigtir. Ancak,
yukarida da belirtildigi gibi bunlarin kimilerinde siv1 besiyerleri, kimilerinde ise kat1 besiyerleri daha yitksek
sonuglar vermigtir. Genel olarak yaralanmug hiicrelerin, sivt besiyerinde kati besiyerlerine oranla daha iyi
gelisebilmeleri nedeniyle EMS yontemi kati besiyerinde sayimlara gore daha yiiksek sayim sonuglan
vermekle beraber bu aragtirmada bu yargiyt dogrulayacak agik bulgular elde edilmemigtir,

Bu ¢ahiymada elde edilen bir diger 6nemli bulgu kat: besiyerinde E.cofi titresinin belirlenmesidir.
Bu belirleme bir anlamda MUG kullarum: ile gergeklestirilebilmistir. Uygulamanin en dnemli avantaj: bir
petri kutusunda 4 diliisyondan 2'ser paralel ekimin rahathkla yapilabilmesi bir diger deyis ile analiz
maliyetinin 8 misli azalt:ilabilmesidir. Yontemin en dnemli dezavantaji ise 10° adet/ml veya 10° adet/gr’dan
daha az sayidaki E.coli yitkiniin bu yontemle tespit edilememesidir.

MUG’un kullamldig besiyerleri ile calgmamn kolay ve ¢abuk bir yontem oldugu bu arastirmada
da saptanmgtir, Ozellikle s besiyerlerinde fluoresans veren tim tiiplerde indol (+) bulunmasi EMS
yénteminde sahte (+) reaksiyon olmadifini gostermigtir.

MUG ilave edilmemis VRB Agar ile Lauril Siilfat Broth besiyetlerinde E.coli sayim sonuglan ile
MUG'u besiyerlerinde sahte (+) ve sahte (-) sonuglarin kontrolu bu ¢aligmanin yaymma hazirlandign tarihte
heniiz deévam etmektedir.
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