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OZET

Bu calsmada insan $hg icin buyuk risk olgturan enterik patojenlerin
indikatéri olanE. coli’ nin gidalar icinde 6nemli yer tutan sofralarimizelesik
etmedgimiz c¢ig sut bazh peynirlerdeki vagh argtiriimistir. Hayvansal kaynakli
gidalar 6zellikle gt sit ve sut drtnlett. coli agisindan buyuk riskler ganaktadir. Et
drtnleri kadar olamasa da sut trinlerinden de psk guda zehirlenmesi olayi
bildirilmektedir.

Calismada numunenin gramindaki coli sayisinin yaninda toplam koliform ve

fekal koliform sayilari da tespit edilgtir.

Basta semt pazarlar olmak Uzeresitle kaynaklardan alinan 10 adet beyaz
peynir, 10 adet ¢cokelek peyniri ve 10 adet lor peyosimak tzere toplam 30 adet
peynir numunesi koliform grubu vé&.coli varligi yoninden incelenmgive tim
numunelerin % 73,3’ Unde. coli tespit edilmgtir. Bu mikroorganizmalarin vagi ve
sayllarinin tespiti sayesinde gunluksgatimizda dnemli yer tutan bu gida tirinin

blyuk oranda hastalik riskistaig! ve kalitesinin dglik oldusu soylenebilir.



SUMMARY

E. coliis a harmful bacteria for people healthy, is fregfly contaminating
organism, and is reliable indicator of fecal pabuat In this study,E. coli was
resarched in raw milk cheeses the daily producte Tétods of animal source,
especially milk and milk products carried risk fiar coli. Not to be like the meat

products, the milk products causes food spoilagefeod poisoning.

In this study, in addition total coliform countscafecal coliform counts beside
theE. colicounts in all the samples was determinated.

30 samples some kinds of cheeses was collecteerehtf market places and
were examined for the presence of total coliforecaf coliform ancE. coli. E. coli
contamination was recorded from the samples in @206 30 each ( 73.3 % ). The
positive samples having counts in the undesirabige and potentially hazardous.

According to these results the total counts of theroorganisms are caused illness
and food spoilage.
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1. GIRIS

Insanglu yasamini sirdurebilmesi icin besin maddelerini almakundadir.
Bu besin maddelerindeki besin unsurlarinin dengletiasi ve yeterli oranda alinmasi
gerekir. Bu sayede ghkli bir yasam strdirmek mumkin olur. Ancak tuketilen besin
maddelerinin hijyenik kalitesi de 6nemlidir.g& hijyenik kalitesi dgik bir gida
maddesi tuketiliyorsa, bir gida zehirlenmesi olagtaya c¢ikabilir. Ayni zamanda gida
maddesinde bulunan mikroorganizmalarglbalarak gidanin bozulmasi s6z konusu

olabilir. Bu sayede ekonomik kayiplar ortaya ¢ikiaakr.

Alinan bitiin 6nlemlere gmen gida zehirlenmelerindeki argida sanayinde
indikatér mikroorganizmalarin énemini artighr. indikator mikroorganizmalar,
gidalarin mikrobiyolojik kalitesi, raf 6mri ve pga mikroorganizma hakkinda bilgi

vermektedirindikatér mikroorganizmalar ikiye ayriimaktadir:

1- Kaliteli gida indikat6r

2- Guvenli gida indikatoru

Kaliteli gida indikatéri denilginde, tGrinin mikrobiyolojik kalitesi ve raf
omra hakkinda bilgi edinebilegeniz, triinde belirli seviyelerde bulunan indikator
mikroorganizma ve/veya onlarin metabolik Urinleanimlanmaktadir. Bu veriler
yardimiyla driiniin kalitesi ve raf émrii hakkindagiiire sahip olunurindikator

mikroorganizmalarin sahip olmasi gereken 6zellid@agida verilmitir: (Jay, 1992)

* Her gidada bulunmali ve belirlenebilir olmali

» Gelismeleri ve sayilari ile gidanin kalitesi arasindas tbir iliski
bulunmamalh

» Kolayca belirlenebilir ve sayimi yapilabilir olmalve diger
mikroorganizmalardan acikca ayrilabilmeli

» Sayimlari kisa bir zaman diliminde yapilabilmeli

* Gelismesi dger mikroorganizmalardan ters olarak etkilenmemelidi



Indikatér mikroorganizmalar, daha c¢ok kalite belitek yerine gidanin
glvenlii ve sanitasyonu icin kullaniimaktadir. Bir gidamiavenlgini tespit etmek
amaciyla kullanilan mikroorganizma, kolay ve caldirlenebilmelidir. Florada
bulunan dgéer mikroorganizmalardan kolaylikla ayirt edilebilide. Canlilik stresi
en az patojenler kadar olmali ve dayanigiilpatojenlerden daha fazla olmalidir.
(Jay, 1992)

Gida sanayinde guvenli gida indikatori olarak kulen mikroorganizmalarin
en guvenlilerinden birisiE. coli’ dir. E. coli, uzun zamandir taninan ve belli
kosullarda insanlarda rahatsizliklara yol gcbilinen Enterobacteriaceaéamilyasina
ait bir tardar. AyricaE. coli, fekal bulamanin ve enterik patojenlerin bulunma
riskinin gostergesidir. Bu nedenle herhangi hbilern uygulanmadan tiketilecek
gidalarda bulunmasi kesinlikle istenmemektedir. €fillkeden once sl siem
gorecek gidalarda ise c¢ok giik bir seviyede bulunmasi kabul edilebilmektedir.
E. coli hem gidanin glvergi hem de gletme temizigi ve calsmasartlari hakkinda
bilgi verdigi icin 6nemli bir kriter olarak kabul edilmektediSon yillarda yapilan
calismalarda ise bu organizmanin bazi tiplerinin insaldayida zehirlenmelerinegia
enfeksiyonlara ve hatta vicut direncistlk olan insanlarda dlimlere neden @dou
ortaya koymstur (Jay, 1992).

Bu calsmada hem gida guvepiihem de halk ggigl acisindan énem g¢gyan
E. coli bakterisinin gidalar icinde dnemli yer tutan st#ramizda eksik etmegimiz
cig sut bazlh peynirlerdeki vagh aratirilacaktir. Boylece, @ sutin alinmasi , peynire
donistaralmesi, tainmasi ve muhafazasi sirasinda maruz gegdrtlar acikca ortaya
konulabilecektir. Gida zehirlenmesine neden olabitesayida mikroorganizma iceren

gidalar da tespit edilmiolacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Escherichia coli ve Ozellikleri

E. coli, ilk kez Dr. Theodor Escheric tarafindan 1885’tdeimlanmg ve bu
bakteriye Bacterium coli communadi verilmitir. 1920’ de cins adi destirilmis,

BacteriumyerineEscherichigkullaniimaya bganmstir (Kauppi, 1996).

E. coli yaklaglk olarak 2-6 um boyunda, 1,0-1,5um eninde, diz, uclar
yuvarlak, comalgeklindedir. Kultirlerde koka benzer kicuk, ksekilleri veya uzun
sekilleri bulunabilir. E. coli swlari hareketlidir. Hareketsiz olan gari da vardir.

Bakteriyolojide kullanilan boyalarla iyi boyaniegram negatiftir (Akgelik, 2000).

Kan, serum, asit sivisi, glikoz gibi maddeler ilaadilmis adi besiyerlerinde
kolay Urerler. En iyi ireme 1sis1 37 °C pél 7 - 7,2'dir. Fakat 20 °C - 44 °C’de de
vepH 5 - 8 arasinda da Urer (Akgelik, 2000).

Buyyonda, peptonlu suda bol trer, homojen bir imklgk goraltr. Dipte hafif
bir cokelti olwturur ve tip calkalaninca kolaylikla glar. Adi agarda 2 — 3 mm
capinda, hafif kabarik, yuvarlak kenarlari diizgin-goeyaz koloniler olgur. Kanh
agarda hafif nemli goérinimlid, 1 — 2 mm capinda kgrioniler oluturur. Mac
Conkey'de kuru, pembe — kirmizi, EMB agarda isetaitile koloniler oluturur

(Cengiz,1999).

Dogrudan dski  kaynakli bir mikroorganizma olgu igin toplam
Enterobacteriaceaesayisindan daha uygun bir indikatérdir ve gidaagade bu
amacla izolasyonu dnemstmaktadir.E. coli suslari genellikle insan kalin bargada
bulunan zararsiz mikroorganizmalardir. Ancak bazglasi patojen 0Ozellik

tasimaktadir. (Cengiz,1999).

E. coli’ nin bazi sglarinin patojen oldgu bilinmekle beraber, bu bakteri, yakin

zamana kadar gida patojeni olarak kabul edilmemydkteAncak bazi salginlarda



E. coli’ nin tek saf kiltir olarak saptanmasi, agmicoli tipinin hasta vestpheli
gidalardan izole edilmesi, hastalik sirasinda kliineklerdeE. coli’ nin belirli bir
saylya yukselip hastalik sonrasindasrdési gibi delillerin ortaya konmasi, bu
bakterinin patojenik potansiyelinin agiBnasina yol acmtir ( Gonil ve Karapinar,
1984).

E. coli’ nin patojen sglari ¢ok caitli hastaliklara neden olabilmektedir.
Bunlar; diyareye yol acan enfeksiyonlar, idrar gall enfeksiyonlari, menenijit,
septisemi, arteroskleroz, hemolitik Gremik sendrom romatoid artrit gibi
hastaliklardirE. coliinsanlarda, septisemi ve genitolriner yollar esifgdnlarinda en
sik rastlanan mikroorganizmadir. Menenjit etkerarak da bu bakteri, dordincu

sirayl almaktadir. (Ustacelebi, 1999)

Tablo 2.1. E. coliBiyotip | ve Biyotip Il ‘nin biyokimyasal test saglari

TEST Biyotip | Biyotip I TUm E. coli’ lerin
pozitiflik ylzdesi

Glucose + + 100
Lactose + + 88
Sucrose - + 42
Maltose + + 98
Mannitol + + 99
Adonitol - - 3
Inositol - - 1
Salicin - - 0
Xylose + + 97
Arabinose + + 09
Cellobiose - - 0
Dulcitol + - 50
Sorbitol + + 95
Raffinose - - 20
Rhamnose + + 91
Trehalose + + 99
H,S - - 0




Indole + + 99
Hareketlilik + - 67
Gluconate - - 0
Malonate - - 0
Citrate - - 0
Urease - - 0
Gelatin - - 0
Dnase - - 0
Oxidase - - 0
Lysin decarboxylase + + 92
Ornithine decarboxylase + + 74
Beta-glucuronidase + + 96

E. coli, virulans o6zellikleri, intestinal mukozayla gkileri, epidemiyolojileri,
klinik sendromlari ve serogruplarindaki farkliliklgdoz 6ntine alinarak 5 temel grupta
incelenmektedir (Unlitirk, 1999).

2.1.1. EnteropatojenikE. coli (EPEC)

EPEC bebeklerde ishal ve yiksek 6lim oraniyla karagedir. 1940 ve 1950’
li yillarda ABD’ nde % 50’ lere ulgan bir 6lum oraniyla dikkatleri Gzerine celghm.
Hijyen standartlarinin gelnesiyle birlikte gekmis Ulkelerde yayginfii azalmstir.
Ancak gelgmekte olan ve az geinis Ulkelerde bebek ve ¢ocuk ishalinin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Yegkinlerde seyrek gorulmekle birlikte sigici orani
yuksektir. Buradan yola cikilarak ygkinlerin EPEC sglarina kagl bagisiklik
kazanabildgi dustinulmektedir. Bununla birlikte ¢cocuklarin yani syetiskinleri de
etkileyen 6nemli salginlar bildirilngiir. Bu salginlarda klorlanmaget suyu, et ve
etli borek tipi gidalar sorumlu olarak belirlengtii (Unliiturk, 1999).

EPEC sglari toksin Uretebilme yetegmdedir. Ancak patojenitesinde
toksinlerden ziyade etkenin barsak epitel hiicreteyiapgsarak orada kolonize olmasi

etkilidir. Bunun sonucunda mikrovilluslar tahriglexek ishale neden olur. Qan



ishal piring suyu gorianimuinde ve mukusludur. Hastal ilk semptomlarinin
olusumu 17-72 saat sirer. Hastalik suresi 6 saat-3 kgidiardir.ishalin yani sira
bulanti, karin grisi, kusma, baagrisi ve atg de gorlir (Unliturk, 1999).

2.1.2. Enteroinvazivk. coli (EIEC)

EIEC grubuna dahil starin 1940’ I yillardan itibaren insanlarda gte
kramplar, kan ve mukus iceren ishalle karakterizglara yol act belirtimektedir.
Baslica rezervuari insandir. Hastalikhsker ve kontamine sular kontaminasyon
kaynaklari olarak 6nemlidir. Brie ve Camambert payrpatates salatasi gdi
calismalarda sorumlu gida olarak bulungtur. Hastalik olgturabilmesi icin gerekli
enfektif dozun oldukca yiiksek olgu (yaklaik 10° — 10 kob/g) belirtimistir.
Inkiibasyon siiresi 8-24 saat arasindgsdeekle beraber ortalama 11 saattir. Hastalik
birkag giin surebilmektedir (Unlitiirk, 1999).

EIEC sylarinin olgturdugu enfeksiyonun mekanizma&higella suslarinca
olusturulan dizanteriye benzer. Etken kolon epitel blenine nifus eder ve burada
cogalir. Buradan yakindaki epitel hiicrelerine yayllBoylece kolon Ulserasyonu ve

kanl ishal olgur.

EIEC sylari Shiga-benzeri toksin olarak adlandirilan beya daha fazla
toksin olyturabilen genlere sahiptir. Bu toksinler SLT | veL TS Il olarak
gruplandiriimgtir. EIEC enfeksiyonlarindan sorumlu tutulan 1lkkaserotip icin de
en yaygin olani 0124 serotipidir. Bunumsidda O28ac, 029, 0136, 0143, 0152,
0164 ve 0167 dnemli serotiplerdir.

2.1.3. EnterotoksijenikE. coli (ETEC)

ETEC suylar turist ishalinin en yaygin sebebidilyi hijyenik standartlara
sahip olan Ulkelerden hijyenik standartlargiki ve iklimi sicak olan Ulkelere giden
kisilerde siklikla goérilmektedir. Seyahatlerde salo ishallerin  yaklgik
% 60 — 70'inin ETEC sgarinca olgturuldugu bildirilmistir. Bebek ve cocuklarda
onemli bir ishal nedenidir. Gglnekte olan llkelerde yayan bir cocgun 2-3 yaina



kadar 2-3 ETEC enfeksiyonu gecgdibelirtimektedir. Ayrica etkeni tayan ve

saglikli gozuken portor kiilere de siklikla rastlanabilmektedir.

Su ve kontamine suyla temas edef sebzeler, peynir, mayonez, hazir
gidalar da hastaliktan sorumlu tutulmaktadmsanlarda ETEC enfeksiyonunun
sekillenebilmesi icin tiiketilen gida maddelerininagnnda yaklak 10° veya daha
fazla etkenin alinmasi ve ince barsak mukozasiglaas etmesi gerekmektedir.
Sekillenen enfeksiyorVibrio cholerae’ nin olwturdusu enfeksiyona benzer. Etken
ince barspa ulgtiginda epitel hiicrelerin ylzeylerine kolonize olurte&sin Uretir.
Istya dayanikli (ST) ve isiya dayaniksiz (LT) ikiterotoksine bgli olarak ishal,
dehidrasyon ve bazen kusma gkkillenir. Isiya dayaniksiz toksin(LT) immunolojik
Ozellikleri acisindanV. cholerae’ ya benzer ve kolera antitoksini ile notralize
edilebilir. LT protein yapisinda olup 80’ de 30 dakikada inaktive edilebilir. YUksek
molekdl &irliklidir ve adenilat siklaz’ 1 uyarir. Isiya day&h toksin(ST) ise dgiik
molekdl airhkhdir ve 1sinin yani sira proteolitik enzimégermukleazlara, lipazlara ve
organik c¢ozuculere de direnclidir. Bu toksin, 18 immasitten olgan peptid
yapisindadir, antijenik 6zellik gostermez ve guatrsiklazi uyarir. Toksin, aminoasit
kompozisyonu ve biyolojik 6zellikleri farklihk gdesren iki gruba ayrilir. Hastalik
suresi 3-19 gun kadardir. Sulu ishalin yani sieg, @bdominal kramplar, bulanti gibi

semptomlar gorilebilir (Unluturk, 1999).

2.1.4. EnterohemorajikE. coli (EHEC)

Hemorajik kolit, hemolitik Gremik sendrom ve tronitko trombositopenik
purpura gibi hastaliklara neden olabilmesi EHEGlaswnin diger E. coli swlarina
nazaran daha o6nemli kabul edilmeleri sonucunguduowtur. EHEC sglarinin
baslica rezervuar girlar, 6zellikle genc @rlardir. Ozellikle az gimis etlerin ve
pastérize edilmengi sitlerin tiketimiyle insanlara gecebilmektedir. amine su
salginlara yol acabilmektedir. Bunursiehda pek ¢ok gida, enfeksiyonun gltmuna
neden olabilmektediilk semptomlarin olgumu 3-9 giin siirer. Hastallk siiresi ise 2-9
gun kadardir (Reitsma, 1996).



Tum EHEC ssglari Shigella benzeri toksin = Shiga toksin Urettiklerinden
STEC olarak da anilirlar. Stx 1 ve Stx 2 toksimlewetermine eden genler fajlar
Uzerinde bulunmaktadir. Ayrica 1Isiya direngli eaoteksin (EAST 1) ve

serinproteazlar da gier virilens faktorler arasindadir (Abdul-Rauf, 1296

Sulu diyarenin sorumlusu olan EAST 1 geni,sardan Enterovirtlent grubun
diger alt gruplarinda yer alan bir ¢ok serotipte detgdimistir. Bununla birlikte
EHEC grubunda agarilan O157:H7 sglarinin tamaminda (% 100) bu gen
bulunmutur. Bu grubun bgka bir 6zellgi de Vero (Afrika ygil maymun bobrgi)
doku kulturlerinde hucrelere sitotoksik etki yapsoksin tretmesidir. Bu toksin
Shigatoksin ile identiktir. Bu nedenle toksin gluran E. coli (VTEC) adiyla da
aniimaktadir. Clnki Stx 1 ve Stx 2 gibi ayrica veksini determine eden spesifik bir
gen belirlenemengiir (Abdul-Rauf, 1996).

EHEC grubunun gida kaynakli tek patojéni coli O157:H7dir. E. coli
0157:H7’ nin minumum dreme sicakll 8°C, maksimum lreme sicgkliise
44.0 — 45.0 °C’ dir (Optimum Ureme sic&klB7°C ). Bu bakterinin isiya kar tipik
E. coli swlarina nazaran daha direncli ofdu belirtiimektedir. Ayrica patojenik
E. coli, 5.4 ve altindaki pH deerlerinde Greyemegh ancakE. coli O157:H7’ nin
distik pH’ I ortamlara kan daha dayanikh oldiu ve bunda da mevcut asidin tipinin
etkili oldugu aktariimaktadir. Yapilan bir ¢cgnada en az 5 saat sireyle pH 3.0 ve
pH 2.5 diuzeylerindeki ortamlarda canlilik kaybi igbzedgi bildiriimektedir. E. coli
0157:H7swu, % 6.5 tuz iceren sivi besiyeri ortaminda yada olsa ureyebilmekte,

ancak % 8.5 tuz iceren ortamda Ureyememektediri(@ib, 1998).

Gama ginlama yontemi ile gidalarin korunmasi gelis ve gelsmekte olan
bir cok Ulkede yaygin olarak kullanilan bir uygukadr. Termal inaktivasyonun
aksine d§uk dozlardaginlama gida maddesinin duyusal 6zelliklerine dndrmlietki
yapmamaktadir. @er patojenlerin yani sir&. coli O157:H7nin kontrolinde de
iyonize radyasyonun etkili olabilegie farkli dozlarda verilen gamainlarinin etkeni

oldurdigu, artan dozla beraber olum oraninin dagrielirtiimektedir.



2.1.5. EnteroagregatifE. coli (EAggEC)

Savarino ve ark. tarafindan 1996 yilinda yapilanchlismada ortaya cikarilan
farkll bir gruptur. LT veya ST Uretmeyen vegei gruplara benzemeyda. coli
swlandir. EAggEC’ lerin % 50 sinde virulens faktorlamk 1siya direncli
enterotoksin (EAST 1) bulunngur (Ustacelebi, 1999).

2.2.Escherichia coli‘ nin Neden oldusu Hastaliklar ve

Tedavi

E. coli, normal barsak florasini afturan bakteriler arasinda yer almaktadir.
Barsaklarda diyare ofturan sglari dsinda, kommensal olarak galar. Ancak
vicutta bgka bir organa ya da dokuya gectiklerinde enfekdgi@nneden olurlar.
E. coli’ nin olwturdusu hastaliklar barsaklarda gan ve barsak ginda olgan

hastaliklar olmak Uzere ikiye ayrilabilir(Ustacalelf99).

2.2.1. Escherichia coli * nin Barsaklarda Olusturdugu

Hastaliklar

Barsaklarda hafif diyareden, kolera benzegirasivi kayiplariyla seyreden
ishale, ya da beraberinde hemolitik Gremik sendrgibi hayati tehdit eden
komplikasyonlari olan kanli ishale kadanri gl desisen gastrointestinal hastaliklara

4 farkli E. coligrubu neden olmaktadir(Bilgehan, 1992).

ETEC sulari; gelsmekte olan Ulkelerde 2 ya altindaki cocuklarda ve
bebeklerde bakteriyel diyarenin en dnemli nedenlirEC sglarinin yaygin olarak
bulundgu Hindistan gibi Ulkelerde toplumun 6nemli kismighygktir. Bdlgeye
disaridan gelen egkinlerde diyare olgur ve bu ylzden turist hastalida denir.
Turist diyaresi, gejimekte olan Ulkelere seyahat edesil&rde gorulir (Bilgehan,
1992).
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ETEC enfeksiyonu, kontamine su ve yiyeceklegirzgyoluyla alinmasi sonucu
ortaya cikar. Kotu hijyen, kot su kaynaklar yayal ve bulamada 6nemlidir.
Salikh kisilerde 16 — 10 germ (hastalik etkeni mikroorganizma) hagall
baslatabilir(Ustacelebi, 1999).

ETEC ile meydana gelen kendisini sinirlayan takémsiz sulu diyare, bulanti,
karin grilari-kramplari ve dg§ilk atgle seyreder. Mukozaya penetrasyon (delme) ve
invazyon (etkenin yayilmasi) yoktur (Ustacelebi99p

EPEC sylari; atg, kusma, mukuslu — kansiz — sulu diyare ile seyreille
olarak 1955’ te tanimlanstir. Bebeklerde ve 2 yan altindaki gocuklarda sik
gorulir. Hastanelerde, bebek servislerinde veslérge salginlara yol acar.

Eriskinlerde nadiren gorulir(Ustacelebi, 1999).

EIEC sylan ; direkt olarak kolon mukozasina invazyon yamgpitel hicreleri
icinde c@alir ve epitel hicrelerini tahrip edeBhigelld nin yaptgl dizanteri gibi
ince barsak iltihabl okturur. Ates, kanli-mukuslu tipik dizanteri veya sulu diyare
yapar. Gelimekte olan Ulkelerde de gghis Ulkelerde de gjer E. colidiyarelerine
oranla seyrek gorulur(Ustacelebi, 1999).

EHEC suylari ; kanh diyareye ve hemolitik tremik sendrogw@ acar. Su ve
gida kaynakli enfeksiyonlardir. Yla bakim evleri ve ¢ocuk yuvalarinda salginlara
neden olurlar. EHEC slari lizojen bir bakteriyofaj tarafindan kodlanawero
hiicrelerine toksik etki gosteren, protein sentemhibe eden, Shiga-toksin benzeri
“verotoksin” salgilarlar. Bilinen tek bir EHEC seim vardir: O157:H7. Kuzey
Amerika ve Avrupa’ da sik gorilmekte ve salginlapsnaktadir (Ustacelebi, 1999).

EAQQEC syglari; dinyanin bir cok yoresinde kronik diyarelegtietiimektedir.
Her yata gorulir fakat cocuklarda sulu diyare, kusma,idiaasyon ve nadiren

karin grilari, atg ve kanli dgki yapar (Ustacelebi, 1999).
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2.2.2. Escherichia coli * nin Barsak Disinda Olusturdugu

Hastaliklar

Bunlar Uriner yol enfeksiyonlari, Solunum yolu ekggonlari, Menenjit
(6zellikle yeni dgan bebeklerde) ve Bakteriyemi’ dir (Tast, 1997).

Uriner yol enfeksiyonlarinin en sik rastlanan etkEn coli’ dir. Komplike
olmayan idrar yolu iltihabi, sistit(mesane iltinple bodbrek iltihabina neden olur.
E. coli ile olusana komplike olamayan enfeksiyonlar, kadinlarda gdcular.
Komplike Uriner sistem enfeksiyonlarina katkidauman en 6nemli konak faktoru,
normal Uriner akimin tikanmasi veya sonda gibi pabaisim varlgidir(Tast, 1997).

Solunum yolu enfeksiyonlari hastane kaynakli oiabiHastane kaynakl
zaturreelerde % 12 — 50 oraninda etken colidir. Cogu hastalar 50 yan
uzerindedir ve altta yatan bir kronik hastaliklaardir. E. coli, agiz salgilarinin
disariya atilmasiyla veya bakteriyemi sirasinda satusistemine, akgerlere ulair.

Ampiyem gelgir. Kronik hastalgin varligi nedeniyle tablo@rdir (Tast, 1997).

Yeni dgzgan menenjiti, K1 kapsul antijeni sigan E. coli swlarn tarafindan
olusturulur. Yeni dg@anlar E. coli ve B grubu streptokoklarla alan bakteriyel
menenijitlere yatkinhk gosterirleE. coli nadiren yalilarda menenijit yapabilir. Olim
orani % 40-80 arasindadir (Tast, 1997).

E. coli firsatci bir patojendir. Yara enfeksiyonlarina,ea@iks yirtiimasi
sonucunda karin zari iltihaplarina yol acabilirg®ifirsatci patojenlerde ol@u gibi
ilk enfeksiyon bolgelerinin herhangi birinden kakexisarak, bakteriyemi yapabilir.
Hastane kaynakli gram negatif bakteri sepsislefate ve titreme) en sik yol acan
etkenlerdendir. Endotoksiok gelsmesi ortaya ¢ikabilir (Tast, 1997).
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2.2.3. Tedavi

Barsak enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk yakh, kaybedilen sivi ve
elektrolitlerin yerine konmasidir. Kaybedilen smiktarina gore oral veya damar ici
tedavi uygulanmalidir. Barsak enfeksiyonlarinda ibeyatik tedavisi kesinlik
kazanmangtir. EIEC sglarinin olgturdusu tabloda antibiyotik tedavisinin yararli

olaca distunulmektedir (Ustagelebi, 1999).

Barsak dyi E. coli enfeksiyonlarinda ise antibiyotik tedavisi gerdkli Bu
enfeksiyonlarin bir bolimuanidn hastane enfeksiyommasi ve direncli sglarla
gelismis olma olasilgl nedeniyle, antibiyotik duyarlik testi sonucuna hastanin
klini gine uygun antibiyotik, yeterli stire ve dozda uyguiealidir (Ustacgelebi, 1999).

Tablo 2.2. Barsak enfeksiyonlarina neden okncoli virotiplerinin 6zellikleri

Barsak

Virotip Patogenez  Enfeksiyonu Klinigi Yas grubu Risk faktoru

Bol sulu diyare, Endemik ve
ETEC LT ve ST Bebek ve kramplar, bulanti, <2 yag gelismekte  olan
Turist diyaresi dehidratasyon Eriskinler ulkelere seyahat
Barsak Bol sulu diyare,
EPEC epiteline Akut diyare ates,kusma, <2ys Bebek servisleri v
tutunma mukuslu dgki Eriskinler kresler
Barsak Kanli, mukuslu
mukozasina digki, dikida bol Endemik bélgeyd
EIEC yayilma, Dizanteri Iokosit,karin &risi, Erigkinler seyahat
ureme ve kramp, atg
yikim
Shiga Diyare, Lokositsiz  diyare, Az pismis et
benzeri hemorajik karin a&risi, kanli tuketimi,
EHEC toksin kolit digki, ates Cocuklar kontamine su
(verotoksin) hayvansal gidalar
Sulu diyare,
EAggEC  Bilinmiyor  Kronik ve akut kusma, Tum yalar  Bilinmiyor
diyare dehidratasyon
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2.3. Escherichia coli Kokenli Hastaliklarin Tarihsel

Gelisimi

E.coli’ nin neden oldgunun belirlendii salginlar arasinda 1968 yilinda ABD’
de klorlanmg su, 1967 ve 1973’ déngiltere’ de pjmis etin neden oldgu olaylar
sayilabilir. 1971’ deingiltere’deki bir baka salginda kontamine peynirleri tiketen
380 kiide EIEC enfeksiyonu gorulmgtiir. Bu salginda peynirlerin 20~ 10 /g
dizeyinde EIEC sw icerdgi ve peynire bu bakterinin kontamine su ile Bufa
saptanmgtir. Peynirin neden oldiu bir bgka salgin da 1983 te ABD’ de
gorulmistar. Bu salginda ETEC ile kontamine olgniaransiz peyniri tiketen 169ski
enfeksiyon gecirmstir. Bu salginlardan bazilari da 1980’ de ABD’ deoO4kisinin
Meksika restoranindaki yiyeceklerden, yine 2000n dazla kiinin icme suyundan
zehirlenmeleri olarak ortaya cikghr. 1974 yilinda Meksika’ ya giden 73’ G doktor
toplam 121 kiden 59 u salatalara buylmis ETEC nedeniyle enfeksiyon
gecirmglerdir (Buchanan, 1997).

EHEC kaynakli pek ¢ok gida zehirlenmesi vakasiitilihali stir. Bu vakalarin
sikligina neden olarak enfektif dozun oldukcaigkiolmasi gosteriimektedir. Gidi
arggtiricilar 10 — 100 kob/g kadar dik dozlar ile enfeksiyon ofabileceini
belirtmektedirler. EHEC kaynakli 1984 ten 1991 imyd kadar 504 olay
kaydedilmitir. Meydana gelen zehirlenme olaylarinin bakimeestoran, hastane
gibi toplu beslenme yapilan yerlerde gori@ddive 6lim vakalarinigekillenebildigi
belirtiimistir (Buchanan, 1997).
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Tablo 2.3. E. coli’ nin neden oldgu bildirilen gida ve su kaynakh bazi énemli

salginlar (Jay, 1992)

YIL ARACI GIDALAR VAKA/OLUM YER

1982 Hamburger koftesi 26/0 Michigan

1983 Hamburger koftesi 34/4 Nebraska

1985 S@uk sandvig 7317119 Ontario, CANADA

1985 Cg patates 2410 Ingiltere

1986 Cg st 46 /0 Ontario, CANADA

1986 Hamburger koftesi 3712 Washington

1987 Hindi eti 26/0 Ingiltere

1987 SgIr kiymasi 51/4 Utah

1988 Sgir eti 61/0 Wisconsin

1989 Su 243 /4 Missouri

1990 Okul yemgi 10/0 Montana

1990 Sgir eti 70/0 Kuzey Dakota

1991 Elma suyu 23/0 Massachusetts

1993 Hamburger koftesi 73213 Washington, Califayr
Nevada, Idaho

1993 Yail salata 4710 Rodos adasi

1993 Salata 121/0 New Hampshire

1994 Hamburger 46/0 New Jersey

1994 Salam 23/0 Washington, Californja

1994 Kontamine pastorize sut 17/0 Montana

1995 Salata sosu 23/1 Guney Avustralyal

1996 Elma suyu 28 California, Colarodo

Washington

1997 Sgir kiymasi 15 Colorado

1998 Icme suyu 114 Wyoming

1998 Meyve salatasi a7 Wisconsin

1998 Kek 20 California

1998 Lahana salatasi 142 Kuzey Carolina
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2.4.Escherichia coli‘nin Gida Maddelerinde Varli g

Kuntze ve ark. Almanya’ da 245gistt ve 15 @ sutten yapilmy peynir
ornezini incelemsglerdir. Calsma sonucunda hemen her 6rndktecoli’ ye rastlanny,
ancak sadece 2 peynir oprede EHEC’ e rastlanngiir.

Vera ve ark. 100 gisut orngini verotoksin UreterkE. coli 0157 acisindan
arggtirmiglar ve 51 numuned&. coli tip | tespit edilmg ve bunlarin igcinden bir
tanesindée. coliO157 bulunmstur .

Ansay ve Kapsar perakende satilan 19 peynirde laptiargtirmada 11
numuneE. coli acisindan pozitif bulunngtur. Peynir tesislerinde ve mandiralarda
isleme ortamindan alinan 42 gesut 6rngi dahil 1104 oOrnekten EHEC izole

edilememgtir. Fakat numunelerin yarisindangemdaE. colivarligi tespit edilmgtir.

Ulkemizde yapilan bir caimada ise Goniil, 20 gistit ve 30 peynir orggnde
E. coli O157:H7 varlgini argtirmistir. Cig sit numunelerindeB. coliO157:H7 izole
edilemezken, teneke tulum peynirine ait bir peynumunesinde ise etkenin

mevcudiyetini saptargtir.

Peynir yapiminda gi pastOrize ya da pastdrizasyon sigakin altinda 1sisal
islem gorm@ sutler kullanilmaktadir. Pastdrizasyonda uygulamanimum sicaklik
ve slre 71,7°C’ de 16 saniyedir. Isisglemin artirlmasi daha yurgak pihti
olusmasina neden olur. ABD’ nde peynigienecek sit pastorize edilmek zorundadir.
Eger pastorizasyonslemi uygulanmiyorsa dretilen peynirin 1,7°C’ de @@in
bekletiimesi gerekir. Ulkemizde de Gida Maddeleiiizlg cig sutten peynir
Uretimine izin vermekte ancak ¢a peynirinin en az 60 giin ve beyaz peynirin ise en
az 90 gun sdre ile +4 ile +10°C’ de bekletileregumilastiriimasi zorunlulgunu
getirmektedir. Taze olarak tuketilen peynirlerinpyainda kullanilan sditlerin ise
mutlaka 72°C’ de 2 dakika pastorize edilmesi gerditedir. Cg sltten yapilan
peynirlerin piyasaya surilmeden once belirli biresibekletiimesindeki amac st

kaynakli patojenlerin insanlara ggge engel olmaktir (Ahbar, 1988).
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Pastorizasyon siemi patojenlerle birlikte bozulmaya neden olan Igiok
mikroorganizmayi olddrir ve sitte gad olarak bulunan bazi enzimleri de inaktive
eder. Sutiin dgal enzimleri peynirin olgunkamasinda énemli rol oynar. Bu nedenle
pastérize sutten yapilan peynirlerde, 6zellikle agegeynirlerinde, olgunima, cg
sutten yapilan peynirlere oranla daha yava Diger taraftan ¢ sut, patojen
mikroorganizmalarla birlikte depolama sirasindanuey lezzet ve tekstiriinde arzu
edilmeyen durumlarin ortaya ¢ikmasina neden oldmanrganizmalari da icerebilir.
Peynire g§lenecek sltle pastdrizasyon normlarinin altindaulayta 1sisal siem
genellikle 64 - 70°C’ de 15 — 20 saniyelik biglemdir. Bu glem patojen
mikroorganizmalarin ggunu ve bozulmaya neden olan koliformlari dldurmeia i
yeterlidir. Ancak ABD’ nde isisalsiem gormi sitlerden Uretilen peynirlerin de

1,7°C’ de 60 gun bekletiime zorunlgluvardir (Reitsma, 1996).

Sutte mikrobiyal bozulma sonucu ortaya c¢ikan kwasubbu sitin peynire
islenmesi sonucu Urinde de gorulidr. Olgynig peynirlerin su aktivitesi ve pH
degerleri genellikle kiflerin danda bozulmaya neden olan bir cok
mikroorganizmanin gelmesine engel olabilir. Ancak 30 glgtk peynir 6rnginde
yapilan bir caymada su aktivitesi 6lgimlerinde bir kagi hari¢ katam peynirlerin
su aktivitesi dgerlerinin 0,94’ Un Uzerinde olgu saptanngtir. Bu peynirlerin
cogunun pH degerlerinin de dgik olduzu belirlenmitir. Bu nedenle de bazi
bakteriler bu peynirlerde geé&bilir (Gonul, 1997).

Peynir bir cok gida kokenli hastgin kayna&ini oluturur. Bunlar arasinda
Brucellozis Listeriosis Salmonellosis Shigellosisve PatojenikE. coli’ nin neden
oldugu gastroenteridis ve gida zehirlenmeleri sayilabfliyrica peynirde bulunmasi
muhtemel mikroorganizmalar arasin&almonella, S. aureus, Brucella, Listeria,
Shigella, Clostridium botilinunmaziEnterobactettirleri, Streptococcus, Penicillium,

Aspergillus, Fusariuntirleri sayilabilir (Unlutiirk,1999).
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2.5.Escherichia coli‘nin izolasyon veldentifikasyonu

Tipik E. coli’ nin izolasyonu ve sayiminda genel olarak AOAC ftadan
kabul edilm§ ve Turk Standartlart Enstitisi’'nin TS 6063 I1SO I72tumaral
standardinda belirtilngi 4 farkli basamak iceren “Ucli Tip MPN (Most Proleab
Number — En Muhtemel Sayi) Yéntemi” kullaniimaktad

Numunenin hazirlanmiolan 10", 10% ve 10° lik sulandirmalari, durham
tupll ve icerisinde MacConkey Broth bulunan tupleeamsfer edilir. 37°C’ de 48 saat
inkiibe edilen tlplerde inkiibasyon siresi sonunda @i ve bulaniklik tespit
edilirse tupler pozitif olarak dgerlendirilir. Gaz pozitif tuplerde tahmini koliform
sayisi saptanir. Olasilik testi sonuclarini kam#k amaciyla tim gaz pozitif
tiplerden EMB Agara tek koloni diirme yontemine gore cizim yapilarak 37°C’ de
24 saat inkibe edilir. Bu besiyerinde koliform keaker ortasi koyu renkli metalik
yesil refle veren veya vermeyen tipik koloniler ya daaukoid pembe koloniler
olustururlar. Bu tipik kolonilerin saptangh dilisyonlara gére MPN tablosundan
gidanin gramindaki kanitlangmitoplam koliform sayisi hesaplaniistanbulglu,
1998).

E. coli sayimi igin, koliform dg@rulama testi yapildiktan sonra pozitif sonug
veren tuplerden, durham tlpl iceren 10 ml EC Bhmbkiyerine lup 6ze ile ekim
yapilir. TUpler 44,5 9,1 °C * ye ayarlanmgisu banyosunda 24 — 48 saat inkiibasyona
birakilir. Sture sonunda gaz elumu gozlenen tupler fekal koliform pozitif olarak
belirlenmektedir. (Ejikman Testi).

Fekal koliform sayiminda pozitif sonu¢ veren tigkr Eosin Methylene Blue
Agar a (EMBA) cizme yontemiyle ekim vyapilir. Péen 37°C’ de 24 saat
inkiibasyona birakilir. Tipile .coli kolonisi olarak dgerlendirilen ortasi koyu renkli
metalik yail refle veren veya vermeyen koloniler IMVIC tesiten uygulanabilmesi
icin Nutrient Agar’ a ekilir ve 24 saat 37°C’ dekiibe edilir. Bu biyokimyasal test
sonuclarindan elde edilen veriler #e coli sayisi MPN tablolari kullanilarak tespit
edilebilmektedir (Akcelik, 2000).
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2.5.1. Indol Testi

Indol testi icin tripton iceren Tryptone Broth velaptone Water kullanilabilir.
Tripton, triptofanca zengin bir peptondur ve bu ipesnde mikroorganizmanin
triptofandan indol Uretip tUretmedisaptanabilir (Cruale, 1991).

Nutrient Agar’ da gefitirilen 24 saatlik fekal koliform kolonilerinden ¥ptone
Broth veya Peptone Water’ 6ze ile inokulasyon yamé 24 saat 37°C’ de inktbe
edilir. Stire sonunda tipe Kovac’s Ayiract damlatitakirmizi renkli bir halka okup
olusmadgina bakilir. Halka olguyorsa sonu¢ pozitif olarak gerlendirilir (Cruale,
1991).

2.5.2. Metil Red ve Voges-Proskauer Testi

MR-VP testi, glikozun fermantatif olarak yikigeklini indirekt olarak gosteren
bir testtir. Pozitif Metil Kirmizisi testi, mikroganizmanin glikozdan kark asit
fermantasyonuyla yiksek oranda asit (getti gosterir. Ortama ilave edilen Metil
Red indikatort ortamin pH’ si 4,5’ in altinda isenkizi renk verir. Voges-Proskauer
testi ise mikroorganizmanin purivik asitten asetgtil karbinol Gretip tGretmegini

saptamak amaciyla uygulanir ( Entis, 1984).

Glikoz — Piruvik asit— Karmalk asit Fermantasyonu (pH 4.4)

!
MeKirmizisi indikatorii (MR )
l
Kirmizi renk

Nutrient Agar’ da gelitirilen 24 saatlik fekal koliform kolonilerinden iikayri
MR-VP besiyerine inokulasyon yapilir. Taplerdeni BMP testi icin 37°C’ de 48 saat,
digeri ise MR testi icin 37°C’ de 96 saat inkiibe ed{lEntis, 1984).
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Inkiibasyon siiresi sonunda MR testi icin tipe 5 daviddil Red c¢oOzeltisi
damlatilir ve renk dasimi gozlenir. Eer renk kirmiziya donuyorsa sonug¢ pozitif
olarak dgerlendirilir (Unluturk, 2002).

VP testi icin ise slre sonunda tupe spatil ucuytatin ve 5 ml % 40’ hk
NaOH ilave edilerek tup iyice calkalanir. 30 dakilgerisinde pembe bir renk
gozleniyorsa sonug pozitif olarak gerlendirilir. (O’Meara Yontemi)

Diger bir yontemde ise inkiibasyon siresi sonunda ilitrelin VP tlplerine
0,5 ml etil alkol ile hazirlanmg1% 5’ lik alfa — naftol ¢ozeltisi ve 0,5 ml % 16kl
KOH (potasyum hidroksit) c¢ozeltisi ilave edilir wéip iyice calkalanir. 5 dakika
icerisinde kirmizi renk gb6zlenmesi pozitif sonucarak dgerlendirilir. (Barrit

Y 6ntemi)

Glikoz — Piruvik asit —» Asetoin — Butilenglikol

1
Diasetil + KOHalfa-naftol ( VP)

l

Kzl renk

2.5.3. Sitrat (Citrate) Testi

Sitrat testi ile bir mikroorganizmanin sitrati karb kayn& olarak kullanip
kullanmadg! saptanir. Bu amacla karbuon kagnalarak sadece sitrat iceren Koser
Citrate Broth veya Simmon’s Citrate Agar kullan(umlitiirk, 2002).

Nutrient Agar’ da gelitirilen kolonilerin steril fizyolojik tuzlu su (985’ lik)
ya da peptonlu suda hazirlanan suspansiyonlariigaser Citrate Broth sivi
besiyerine gne 6ze ile inokulasyon yapilir. Simmon Citrate Adalanilacaksa |,
suspansiyonlardan,gik agar seklinde hazirlanmgi Simmon Citrate Agar’ h tlplere

ylzey cizme yontemi ile ekim yapilir. 35 — 37 °@ 4+7 gun inktbe edilir.
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Koser Citrate Broth sivi besiyeri iceren tlplerdetbasyon siresi sonunda
bulaniklik gozleniyorsa sonug¢ pozitif olarak geddendirilir. Bu durumda
mikroorganizma sitrati karbon kayhaolarak kullanabildii icin sitratl besiyerinde

gelismis ve bulaniklik olgturmustur (Unliitiirk, 2002).

Simmon Citrate Agar pH indikatorii olarak bromthmiglue (bromtimol
mawvisi) icerdginden mikroorganizmanin sitrati kullanmasi ve besinde gelmesi
sonucu olgan alkali ortamda bromtimol mavisinin besiyerindelgsilimsi rengi
maviye doner. Yani sonu¢ pozitif olarakggelendirilir. Eser mikroorganizma sitrati
karbon kayngi olarak kullanma yete@ee sahip dgilse bu durumda Simmon Citrate

Agar’ da gelgemeyecek ve besiyerinin renginde bigidilik olmayacaktir.

2.6.Enterobacter aerogenes

Enterobacteriaceaeailesine ait, insan gastrointesitinal sistemindenralde
bulunan, sporsuz, gram negatif basillerdir. Laktoannitol, glikoz, sukroz ve sitrat
pozitiftir. Hareketlidir. MR(-) ve VP(+) tir.indol ve Ureaz testlerinde negatif

reaksiyon verir (Covert, 1989)

Enterobacter aerogeneslicutta yaralara ve Uriner sistem enfeksiyon&arin
(firsatcl ve hastane enfeksiyonlari) neden oludiiéa de septisemi gorilir. Bylal

degildir ve asisi yoktur (Covert, 1989)

E. coli ve Enterobacter aerogenedirleri bir ¢ok yonden birbirlerine
benzemelerine ganen caitli yonlerden de faklilik gosterirler. Her iki tigte, 37°C’ de
inkiibe edilmg Nutrient Agar’ da birbirlerine ¢cok benzeyen beyaxarlak koloniler
olustururlar. Laktozu fermente ederek asit ve gaz fleetiMacConkey ve EC Broth’
da ayni reaksiyonlari verirleikisi de gram negatiftir ve mikroskopta hemen hemen

aynisekilde gorunurler (Bollenbach, 2001).

Bu iki tard birbirinden ayirt edebilmek icin biyokiyasal testlere tabi tutmak
gerekmektedir.E. coli ve Enterobacter aerogeneEMB Agar yuzeyinde koloni
olustururlar. Bu besiyeri igerisinde her iki bakterinide kullandg glikoz
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bulunmaktadir. Ancak iki bakteri, glikozu kullani&rafarkli yan Grinler
olusturmaktadirlar. Aagidaki sekilde goruldigu gibi, E. coli’ nin meydana getirdi
yan Urun, kolonilerinin besiyeri yuzeyinde yansipapan metalik ygl refleler
olusturmasina neden olmaktadir. Fakahterobacter aerogengbesiyerinde normal,
duzgin, pembe renkli koloniler glurur. EMB Agar testiE. coli ve Enterobacter

aerogenesirasindaki farki net bgekilde ortaya koymaktadir. (Bollenbach, 2001)

Sekil 2.1. EMB Agar Pl&!

(Sol taraft&. coli kolonileri, sg tarafta iseEnterobacter aerogendwlonileri gérulmektedir.)

MR testinde isee. coli, ortamin pH’ sini 5 civarina dirdr. Metil Kirmizisi
indikatori bu pH seviyesinde besiyerinin rengini rnkziya dongtirir
(E. Bollenbach, 2001). Yart. coli MR(+)' tir. Enterobacter aerogendse pH 5,5’
in yukarisindadir, bu nedenle besiyeri rengi kalr. (bkz.Sekil 2.2.)



22

Sekil 2.2. MR Testi
(Sol tarafté. colitipl (MR+), sg tarafta is€Enterobacter aerogenedpi (MR-) gorulmektedir.)

E.coli ve Enterobacter aerogendsakterileri arasindaki farkin gosterilebilmesi
icin yapilabilecek testlerden bir de Sitrat testidinterobacter aerogengdesiyeri
iceriginde bulunan sitrati karbon kayhaolarak kullanabilir. Bu reaksiyon sonucunda
pH desisimleri nedeniyle besiyerinde bulunan bromtimol nsavin ysil rengi,
maviye doner (E. Bollenbach, 200B. coli ise sitrati kullanamagh igin besiyerinin
renginde herhangi bir @aikli ge neden olmaz. ( bk&ekil 3)

Sekil 2.3. Simmon Citrate Agar tupleri

(Sol taraftaEnterobacter aerogendgpu ( C+ ) sgtarafta iseE. colitipu ( C- ), gorulmektedir.)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu calsmada, farkh doénemlerde &i sutten yapilmy peynir 6rnekleri
toplanmstir. Bu drneklerstanbul’ un dgisik semtlerinde kurulan halk pazarlarindan

ve ¢aitli marketlerden alinngtir.

Cesitli pazarlardan ve marketlerden satin alinan nuslem orijinal
ambalajlariyla izole kutular icerisinde mumkin olan kisa sirede laboratuara

tasindi. Gerekli etiketlemeler yapilarak érnekler ame@hazirlandi.
3.1.2. Kullanilan Malzeme ve Ekipman

3.1.2.1. Besiyerleri

MacConkey Broth

EC Broth

EMBA (Eosin Methylene Blue Agar)
Nutrient Agar

Peptonlu Su

MR — VP Broth

Kovac's Ayiraci (Indol testi icin)
Metil red ¢ozeltisi

KOH c¢ozeltisi (% 40’ lik)

|
[
[
|
|
B Simmon’s Citrate Agar
[
|
|
[
B Alpha-naphtol ¢ozeltisi
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3.1.2.2. Laboratuar Malzemeleri ve Ekipman

Kalayci pamgu ve aliminyum folyo

Beher ve pipetler

Petri ve balonlar

Kiguk ve buylk deney tupleri, durham tupleri
Otoklav

Etuv

Blender

Tap karstirici

Hassas terazi

Su banyosu

Sogutucu

Diger malzemeler

3.2. YOntem

3.2.1. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Analiz edilecek peynir ornekleri, steril dlarda 10 g tartilarak 90 ml’ lik
peptonlu su ile 16 lik dilisyon hazirlandi. Steril olarak Blenderilhomojenize

edildi. Bu diliisyodan yine steril kallarda 10? ve 10° liik diltisyonlar hazirlandi.
3.2.2.izolasyon veldentifikasyon

E. coli izolasyonu igin “Ucli tiip MPN Yéntemi” kullanildGida érnginden
hazirlanan dilisyonlarin her birinden icinde durhéipi bulunan ve 10 mililitre
MacConkey Broth iceren 3’ er tiipe aseptik olaraled mililitre transfer edildi. Her
bir orneze ait 9 tlp, 37° C' de 48 saat inkibe edildi. Bues8onunda durham
tuplerinde gaz ciki olup olmadg kontrol edildi. Gaz pozitif tuplerden MPN

tablolara kullanilarak gidanin gramindaki olasildapkoliform sayisi hesaplandi.
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Gaz pozitif tiplerden, durham tiplt 10 mililitre dggrichia coli Broth (ECB)
iceren tuplere bir lup 6ze dolusu inokulasyon yapilTupler 44,5_+0,1 °C * ye
ayarlanmg su banyosunda 24 — 48 saat inkibasyona biralSlihe sonunda gaz

olusumu go6zlenen tipler fekal koliform pozitif olarag&lislendi (Ejikman Testi).

Inkiibasyon sonunda gaz glmnu gozlenen tiplerden, 6nceden hazirlanmi
15 ml Eosin Methylene Blue Agar (EMBA) iceren camtrgere cizme yontemiyle
ekim yapildi. Petriler 37° C’ de 24 saat inkubamsybirakildi.

EMBA'’ da inkiibasyon slresi sonunda gdan ortasi koyu merkezli metalik
yesil refle veren tipik koloniler yatik nutrient agplaklarina ¢cizme yontemiyle ekildi.
37° C’ de 24 saat inkube edildi.

Nutrient Agar’ da gefien kolonilere tur dizeyinde tanimlama icin dorkhar
biyokimyasal test uygulandi. Kisaca IMVIC testlelarak bilinen bu testler Indol,

Metil Red, Voges-Proskauer ve Sitrat testleridir.

3.2.2.1. Indol Testi

Indol testi icin tripton iceren Peptone Water’ atrisnt agarda gedtirilen fekal
koliform kolonilerinden 6ze ile inokiilasyon yapildnokiile edilen tiipler 35 - 37°C’
de 24 — 48 saat inkibe edildi.

Inkiibasyon siresi sonunda treme olan tuplere 0,3 40 Kovac’s {ndol)
Cozeltisi ilave edildi ve tup kagtirildi. 10 dakika icerisinde tupin ylzeyinde
kirmizi — pembe bir halka ajup olismadgina bakildi. Kirmizi renkli halka ajumu

pozitif sonuc olarak dierlendirildi.
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3.2.2.2. Methyl Red ( Metil Kirmizisi ) Testi

Nutrient Agar’ da gefitirilen kolonilerden, icerisinde 5 ml MR-VP Broth
bulunan tiplere 6ze ile inokilasyon yapildi. Tugér - 37°C’ de 48 saat inkibe
edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda MR testi icin tiiplergebedamla Metil Red
indikatord damlatildi. Kdltirtin birka¢ dakika iciedkirmizi renk almasi pozitif, sari

renk almasi negatif sonuc olarakzddendirildi.

3.2.2.3. Voges - Proskauer Testi

VP testi icin icinde 5 ml MR-VP Broth bulunan tipleazirlandi. Nutrient
agarda getirilen kolonilerden bu tuplere inokilasyon yapikke 35 - 37°C’ de 96
saat inkube edildi.

Bu sirenin sonunda tiplerden 1’ er ml kiltir alkasteril tiplere aktarildi.
Kultar Uzerine 0,5 ml etil alkol ile hazirlangn® 5’ lik alfa — naftol ¢ozeltisi ve
0,5 ml % 16’ Ik KOH (potasyum hidroksit) c¢Ozeititave edildi ve tip iyice
calkalandi (Barrit Yontemi). 5 dakika icerisinderrkizi renk goézlenmesi pozitif

sonug olarak dgerlendirildi.

3.2.2.4. Sitrat Testi

Nutrient agarda gadiirilen kolonilerin steril fizyolojik tuzlu su (985’ lik) ya
da peptonlu suda suspansiyonlari hazirlandi. Bpasissyonlardan, tiptegigk agar
seklinde hazirlanmgi 7 ml Simmon’ s Citrate Agar iceren tlplere ylzdynmge

yontemiyle ekim yapildi. 35 — 37 °C’ de 4-7 guniibk edildi.

Inkiibasyon siiresi sonundasiyeolan besiyerinin renginde bir daiklik
olmadginda sonu¢ negatif, besiyeri rengisyjgen maviye dondgilinde ise sonug

pozitif olarak dgerlendirildi.
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4. BULGULAR

Biyokimyasal testler sonucunda pozitif sonu¢ vetépler MPN tablolar
kullanilarak mikroorganizma sayilari tespit edildioplam koliform sayisi icin,
durham tupli MacConkey besiyerine ekilen pozitip tsayisi belirlendi ve MPN
tablolar kullanilarak bir dger elde edildi. Fekal Koliform sayisi i¢in ise Mamtkey
besiyerinde pozitif sonu¢ veren tiplerin EC Brdibsiyerine ekilmesi sonucu pozitif
tip sayisi belirlendi. Buna gore yine MPN tabloldullanilarak numunenin
gramindakiE. coli sayisi saptandi. NumunedeEi coli sayisi igin pozitif ttpler
EMBAgar’ a ekildi, metalik ygl renkli refle veren veya vermeyen kolonilere IMYi
testleri uygulandi. Indol (+/-), MR (+), VP (-), G) reaksiyonlarini veren tupler
pozitif kabul edildi ve MPN tablolari kullanilarakdanin gramindakt. coli miktari

hesaplandi.

Cig sut bazl 10 beyaz peynir, 10 ¢okelek ve 10 lgmpeolmak tzere toplam
30 adet peynir numunesinde tespit edilen toplanfdeah, fekal koliform veE. coli
sayllari Tablo 4.1.,4.2., 4.3. " de verildi.



Tablo 4.1.Lor peynir numunelerinde toplam koliform, fekallikorm ve

E. colsayilar ( N/g)

Toplam Koliform | Fekal Koliform E. coli
Numune Kodu Sayisi Sayisi Sayisi
L-1 1.4 x 16 2.1x 16 2.1x 16
L-2 9.2x 10 9.2x 10 3.6 x 10
L-3 1.5 x 16 9.3x1d 9.3x1d
L—-4 1.4 x 16 1.4 x 16 1.4 x 16
L-5 1.5 x 16 9.2x 16 9.2x 16
L-6 1.4 x 16 3.5x 16 3.5x 16
L-7 2.1x16 2.1x16 75x16
L-8 1.1x 16 1.1x 16 1.1x 16
L-9 1.2 x 16 75x16 75x16
L-10 1.4 x 16 1.1x 16 2.4x 16

28
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Tablo 4.2. Cokelek peynir numunelerinde toplam koliform, fekaliform ve

E. colisayilar ( N/g)

Toplam Koliform | Fekal Koliform E. coli
Numune Kodu Sayisl Sayisl Sayisl
c-1 1.1x 16 2.1x 16 3.5x 104
C-2 0.3x 10 0.3x 104 0
c-3 1.4 x 16 2.1x16 2.1x16
C-4 1.1 x 16 2.8x 16 28 x 16
C-5 1.5 x 16 7.4x 10 7.4x 106
C-6 1.4 x 16 2.9x 16 9.3x 16
C-7 0 0 0
C-8 3.5x 10 1.5 x 10 7.4x 106
C-9 1.1 x 16 1.1 x 16 1.1x 16
C-10 1.4 x 16 1.4 x 16 1.4 x 16
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Tablo 4.3. Beyaz peynir numunelerinde toplam koliform, fekaliform ve E. coli

sayilari ( N/g)

Toplam Koliform | Fekal Koliform E. coli
Numune Kodu Sayisi Sayisi Sayisi
B-1 3.6 x 10 3.6 x 10 0
B-2 0 0 0
B-3 0 0 0
B-4 2.1x 16 2.1x 16 7.5x 10
B-5 1.4 x 16 1.1x 16 1.1x 16
B—6 0 0 0
B-7 2.1x 16 3.5x 10 2.8x 10
B-8 1.5x 10 9.2x 10 9.2x 10
B-9 0 0 0
B-10 0 0 0
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Tablo 4.4. incelenen numunelerde saptan@n coli pozitif numune sayilari ve

ylzdeleri
Numune Gruplari | Toplam Numune | Pozitif Numune Pozitif Numune
Sayisl Sayisl Orani (%)
Lor 10 10 100
Cokelek 10 8 80
Beyaz Peynir 10 4 40
TOPLAM 30 22 73

Tablo 4.5. incelenen numunelerde koliform, fekal koliform & coli pozitif

numunelerinin kaulastiriimasi

Numune Koliform Fekal E. coli Toplam
Gruplan Pozitif Koliform Pozitif Numune
Numune Pozitif Numune Sayisl
Sayisi Numune Sayisi
Sayisl
Lor 10 10 10 10
Cokelek 9 9 8 10
Beyaz Peynir 5 5 4 10
TOPLAM 24 24 22 30
(%) TOPLAM % 80 % 80 % 73,3 % 100
POATIF

(30 Numunede)




32

Cig sut bazli alinan g farkl gigte peynire ait 30 adet numuneden yalnizca
6 tanesinde, koliform ve fekal koliform bakterilere8 tanesinde iseE. coli’ ye
rastlanmanstir. Ornekler, % 80 oraninda toplam koliform, yi#e80 oraninda fekal
koliform ve % 73,3 oraninda da. coli icermektedirler. Genel olarak numunelerde

fekal koliform sayisi il€e. colisayisinin ayni oldiu goralmigtar.

Toplam numunelerin 12 tanesinden ise ylksek sdyrdarobacter aerogenes

bakterisi izole edilnytir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tark Standartlari Enstitisiiniin TS 591 No’ lu Pegténdardina gore peynirin
graminda toplam koliform sayisi, her 5 numunedeanksinde ancak iGinirinda
olursa uygun Ozellik tamaktadir. Peynire uygulanan mikrobiyolojik anadizle
E. coli varligi kesinlikle kabul edilmemektedir. Ayrica standayrtpeynirlerin halk
sgligl ve ekonomi acisindan mutlaka pastorize suttertilidesi gerekigi de

vurgulanmgtir.

E. coli belirli sinirlar icerisinde gidalarda bulunmasstenmeyen
mikroorganizmalardan biridir. Gidalarda bozulmalaeden oldgu gibi mukuslu —
mukussuz, kanli — kansiz sulu diyareler,sateusma, karin kramplari, hemolitik
uremik sendrom gibi géli hastaliklara da neden olUg. colidiski kbkenli bir bakteri
olmasi nedeniyle ¢ki ile temas riski yliksek gidalarda bulunma ihtinfakzladir.
Hayvansal dranler, 6zellikle et ve sit drunleri agi@dehirlenmelerinde 6neml
kaynaklardir. St Orlnlerinde pastérize edilmemiit kullaniimasi gidadaki fekal
koliform ve E. coli sayisini artirmakta, buna gda olarak da hastalanma riskini
yukseltmektedir. Bu gidalardg. coli bulunmasi gletmelerde hijyen ve sanitasyon
kosullarini gostermekte, gidanin uretgekli ve gidaya uygulanaglemler hakkinda
bilgi vermektedir. Ayrica gida maddelerinde coli varligi hem kendi patojen
sularinin hem de ger patojen mikroorganizmalarin bu gidada bulunabki@in bir

gOstergesidir.

Calismamizda ¢i sut bazli peynir gtlerinde toplam koliform, fekal koliform
ve E. coli Biyotip | ve Biyotip Il sayilari belirlenmgi ve bu sayilarin gidanin
guvenilirligine etkisi belirtiimitir. Daha 6nce bu konu ile ilgili yapilan gahalarda
uygulanan ve guveniligg kanitlanmg olan 3’ [i Tup MPN Yontemi tercih edilgtir.

Bu yontem bir dizi inokllasyonsamalarindan sonra uygulanan IMViC olarak da

bilinen biyokimyasal testleri icermektedir.

Koliform grubu bakterilerin ge§mesini sglayan ve gram pozitif bakterilerin
dremesini inhibe eden MacConkey besiyeri, icindehdm tlpU bulunduran deney

tuplerine hazirlanir. Durham tipl koliformlarin lyesinde bulunan laktozdan gaz
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olusumunun gozlenmesini gar. MacConkey besiyerinde gaz glmu, bulaniklik
ve kotl koku koliform grubu bakterilerin trggthi gostermektedir. MPN yontemi ile
fekal koliform bakteri sayisini hesaplamak icin MMaokey besiyerinde pozitif sonug
veren tuplerden icerisinde durham tipleri bulurzsctherichia coliBroth’ a ekim
yapildi. Bu besiyerinde gaz glumu go6zlenen tipler fekal koliform pozitif olarak

belirlenmg ve mikroorganizma sayisi hesaplagimi(Ejikman Testi).

Gaz pozitif sonu¢ veren EC Broth tlplerinden Indedti icin Triptofanca
zengin olan Peptone Water’ a ekim yapii.coli besiyerinde bulunan triptofandan
indol Uretebilmektedir. Yine EC Broth tuplerindetMBAgar’ a ¢izim yontemiyle
ekim yapilarak metalik yd refle veren koloniler tespit edildi. Bu besiyeden fekal
koliform olan bir dger bakteriEnterobacter aerogeneda E. coli’ nin yani sira izole
edildi. Bu besiyerindeki tipik koloniler MR ve VRdtlerine tabi tutuldu. MR testi ile
glikozdan asit Uretimi, VP testi ile ise purivilsiien asetil metil karbinol Gretimi
saptanmaktadir. Son olarak Sitrat testi ile de aakgyanizmanin sitrati karbon
kayna olarak kullanip kullanmagi tespit edildi. Tam bu biyokimyasal
reaksiyonlardd. coli Biyotip | ve Biyotip II' nin, ayricaEnterobacter aerogenes

verdigi sonuglar Tablo 5.1.° de verilgtir.

Tablo 5.1. E. coli biyotipleri Enterobacter aerogenes’in biyokimyasal

reaksiyonlarinin sonuglari

Bakteriler EMBA’ da Indol MR VP Sitrat
Gorundm
E. coli Metalik yesil
Biyotip | refle veren + +
koloniler ) )
E. coli Metalik yesil
Biyotip | refle veren +
koloniler ) ) )
Enterobacter| Normal
aerogenes | beyaz veya +
pembe renkli } ) )
koloniler




35

Biyokimyasal glemlerin degerlendiriimesinden sonra ¢ farkl siietoplam
30 peynir numunesinde tespit edilen toplam kolifori@kal koliform ve E. coli
sayllarinin daha 6nce yapignolan bu konu ile ilgili cakmalarla paralel oldiu
saptanmytir. 30 numunenin 22’ sinde tespit edileB. coli varligi, bu peynirlerin
sutin alinmasi, sienmesi, peynirin Uretimi samalarinda fekal bujamaya maruz
kaldigini gostermektedir. Ayrica buslétmelerde gerekli hijyenik ve sanitasyon
kosullari sglanamamy ve gidanin kalitesi ve guveniligh bozulmutur. Patojen
mikroorganizmalarin da bujma esnasinda gidalara gecebiggoenutulmamalidir.
Bu nedenlerle gidanin kalitesinin belirlenmesiletme ve cakanlarin temizigi
konusunda bilgi vermesi, halk @gzini tehdit etmesinin ve gidalarda bozulma
yaparak ekonomik kayiplara neden olmasinin onlennm@s hangi tedbirlerin
alinmasi gerek#i konusunda kilavuzluk yapmasi acgisindan bu tipchlsma 6nem

tasimaktadir.

Pazarlarda saf sunulmg olan bu peynirlerin, hazirlanmasisitamasi ve
satilmasi esnasinda patojeén coli sular ile kagilasma sikliklart bu cajma ile
tespit edilmgtir.  BOylece gida glvencesi stmayan ve hijyenik olmayan,
fiyatlarinin uygun olmasi nedeniyle halkin biyuk gogunlugunun tercih etgi
gidalar icerisinde peynirlerin de, halkgd&@! acisindan nasil bir tehlike glurdusu
kanitlanmaya calildi. Cunkt E. coli, hem gidanin guve@i hem de gletme
temizligi ve calsmasartlari hakkinda bilgi verdi icin 6nemli bir kriter olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle gida ile ilgili yapilanligmalardaE. coli varligl tizerine
yapiims olanlari buyik o6nem gamaktadir.  Saticilarin 0Ozellikle, peynirlerde
bozulmaya da nedert. coli bakterisi ve etkileri hakkinda bilin¢lendiriimesi
sglandgl ve drettikleri gidalarin korunmasi icin alacaklé@nlemler belirlendi
takdirde hem satici hem de halk kazapolacaktir. Ayrica saticilarin gidgleri ile
ugrasmalari sebebiyle Uretimin, sgh her gamasinda hijyen kurallarina uyarak

davranmalarinin 6nemini kavramalarglseamalidir.

Sonug olarak, piyasadan toplanan peynirlerin hijekalitesinin ¢ok dguk
oldugu ve E. coli’ yi yuksek oranlarda icerebilegiebelirlenmsitir. Alinabilecek
onlemlerin bainda gida gleri ile ugrasan kkilerin ve gidanin bulundiu cevrenin

hijyenik kurallara dikkat etmesi ve bunun icin teksjik tedbirler alinmasi
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gerekmektedir. Tum kritik noktalari kapsayan HACCRritik Kontrol Noktalarinda
Tehlike Analizleri ) gibi kompleks sistemler timdg kletmelerinde tam olarak
yerlsstiriimelidir. Bu sayede tuketici $a g1, dolayisiyla da toplum ghgi korunmuy

olacak, gidalarin kalitesi ve guvenilgiiartacaktir.
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