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OZET

Escherichia coli'nin YUKSEK TUZ ORTAMINA ADAPTASYONUNUN
INCELENMESI

UGUZ, Sehriban
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Fikret Nafi COKSOYLER
Ocak 2015, 125 sayfa

Mikroorganizmalar, karsilastiklar1 stresin/streslerin 6nemine goére farkli tepkiler
vermektedirler. Stres yanit sistemi, mikroorganizmanin ¢esidine, uygulanan stresin
siddetine ve mikroorganizmanin bu strese adapte edilip edilmedigine gore
degismektedir. Bu ¢alismanin amaci, ozmotik stres kaynaklarindan NaCl'e kars1 E. coli
ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 suslarinin verecekleri stres yanitini1 (adaptasyon)
belirlemektir. Calisma, suslarin tuza 6nceden adapte edilip edilmedigini ve toleransin
tuz konsantrasyonlar1 ile degisip degismedigini ortaya koymak ic¢in her
kombinasyondan  3'er paralel halinde yiritilmistir. Kiltlirlerin -~ ¢esitli
konsantrasyonlarda tuz igeren (% 0-10) TSB besiyerlerindeki gelisimi hem kiiltiirel
sayim hem de 600 nm'de absorbans dl¢limii yapilarak izlenmistir. Tuz diizeyi arttik¢a
mikroorganizmalarin gelisim hizi azaldigindan maksimum spesifik gelisme hizi ([max)
ve maksimum populasyon yogunlugu (A) azalmakta, lag fazi siiresi (A) ise artmaktadir.
NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis E. coli ATCC 25922 kiiltiirlerinin ortalama max
degerleri, kiltlirlerin gelisme ortamlarinin igerdigi artan tuz konsantrasyonu ile
azalmaktadir. E. coli ATCC 25922'nin tuza adapte edilmis oldugu tiim kiiltiirlerde,
adapte edilmis kiiltlirlerin ortalama pmax degerleri hemen hemen her tuz diizeyinde
adapte edilmemis kiiltiirlerin ortalama pmax degerlerinden daha yiiksek olmustur. E. coli
0O157:H7’nin NaCl'e adapte edilmis kiiltiiriiniin % 0-7 tuz igeren TSB besiyerinde
ortalama umax degerleri, artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak azalmis ve her tuz
konsantrasyonundaki ortalama pmax degerleri birbirinden istatistiki 6nemlilikte (p<0.05)
farkli bulunmustur. E. coli O157:H7’nin NaCl'e adapte edilmemis kiiltiirleri i¢in de ayni
durum s6z konusudur.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, adaptasyon, tuz stresi, ozmotik stres.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF ADAPTATION OF Escherichia coli TO HIGH SALT
ENVIRONMENT

UGUZ, Sehriban
Msc Thesis, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Fikret Nafi COKSOYLER
January 2015, 125 pages

Microorganisms give different responses to stresses according to importance of
stress or stresses. Stress response system varies according to the type of
microorganisms, stress intensity applied to microorganisms and whether they can be
adapted to this stress. The aim of this study was to determine the stress response
tolerance system of E. coli ATCC 25922 and E. coli O157:H7 strains against salt, which
is one of the osmotic stress sources. Study was carried out in 3 parallels for each
combination to determine whether strains have been adapted to salt before and how
tolerance level changed with salt concentration. Growth of culture in TSB medium
containing various salt levels (0-10%) was observed both by cultural counting and
absorbance measuring at 600 nm. When the salt level increase the growth rate of
microorganisms is reduced; while maximum specific growth rate (Lmax) @and maximum
population density (A) decreases the lag phase time (£) increases. The average pmax
values of E. coli ATCC 25922 cultures, which were adapted and not adapted to NaCl,
decrease with the increasing salt concentration of the growth medium of cultures. In all
of the cultures in which E. coli ATCC 25922 was adapted to salt, at almost every salt
level, average pumax Values of adapted cultures were higher than average pmax values of
non-adapted cultures. In its 0-7 % salt-included TSB medium, the average pmax Values of
NaCl-adapted E. coli O157:H7 decreased depending on the increasing salt
concentration. Differences between the average pmax Values in every salt concentration
were found to be statistically significant (p<0.05). The situation was the same for E. coli
0157:H7 cultures that were not adapted to NaCl.

Key words: Escherichia coli, adaptation, salt stress, osmotic stress.






ON SOZ

Mikroorganizmalar ozmotik stres, asit stresi, termal stres vb gibi ¢esitli streslere
maruz kalmaktadirlar. Bu streslere verilen yanitlar mikroorganizmanin c¢esidine,
uygulanan stresin siddetine ve mikroorganizmanin bu strese adapte edilip edilmedigine
gore degismektedir. Mikroorganizmalar, karsilastiklar1 stresin/streslerin 6nemine gore
farkli tepkiler vermektedirler. Calismada, ozmotik stres kaynagi olan NaCl'e karsi
E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 suslarinin verecekleri stres yanitinin

(adaptasyonun) ortaya konulmasi amaglanmustir.
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1.GIRIS

Mikroorganizmalar, canlilarin temel ortak ozellikleri olan gelisme, ¢ogalma,
hareket etme, degisim ve iletisim gibi 6zellikleri aynen gostermektedirler (Madigan ve
ark., 2010). Bu ozelliklerden ¢ogalma ozelligi, degisim ve iletisim 6zellikleriyle ¢ok
yakindan iligkilidir. Mikroorganizmalar, ortamdaki farkli 6zellikleri algilayarak
(mikroorganizma-ortam iletisimi) ve/veya degisik ortam sartlar1 ile karsilasmis
mikroorganizmalar ile iletisim kurarak (mikroorganizma-mikroorganizma iletisimi)
kendilerini ortam sartlarina adapte ederler. Giiniimiizde mikroorganizmalarin genetik ve
genetik olmayan degisim gli¢leri ve bu giiclerin nasil yerine getirildikleri daha net
kavranmaya baslanmistir.

Mikroorganizmalar dogada farkli ¢evresel stres kosullarina maruz
kalmaktadirlar. Giderek farklilasan c¢evre kosullarina uyum saglayabilmek icin
mikroorganizmalarin gosterdikleri kapasiteye adaptasyon denilmektedir. Adaptasyon bir
defa da olmamakla birlikte kiiciik kiiciik degisikliklerin meydana gelmesiyle zaman
icinde olugmaktadir. Mikroorganizmalar strese maruz kaldiklarinda, yasamlarini
yitirebildikleri gibi adaptasyon mekanizmalarini aktif hale getirerek canli kalabilir ve
ayrica basarili bir sekilde cogalabilirler. Bunu ise strese maruz kaldiklarinda ¢esitli
sekillerde yanit olusturarak yaparlar (Dikici, 2009).

Mikroorganizmalarin stres yanit sistemi, farkli stresler tarafindan aktive olarak
bircok strese karsi koruma saglar. Mikroorganizmalar, hiicreleri koruyan, hiicrenin
yikimint 6nleyen ya da stres ajanlarimi elimine eden proteinlerin iretimi, Stres
faktorlerine karsi tolerans ya da direng artisinin saglanmasi, spor gibi dormant
durumdaki hiicre formasyonlarinin olusmasi, konak organizmanin savunmasindan
kagma ya da adaptif mutasyonlarin gergeklestirilmesi gibi strese karsi adaptif ya da
koruyucu yanit olusturmaktadirlar. Bu yanit, mikroorganizmalarin ayni ya da farkli
tipteki streslere kars1 tolerans yanitini arttirmaktadir. Bu ise, adaptif yanit ya da tolerans
olarak tammlanmaktadir (Oztiirk, 2010).

Mikroorganizmalar dogada bulunan 151k, O, sicak, soguk, kimyasal maddeler
vb. streslerin diginda gidalarda bulunan asitlik, pH, su aktivitesi (ay), NaCl, 1si,

oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli (Eh), bakteriosinler ve rekabetgi flora gibi streslere
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de maruz kalabilirler. Gidalardaki streslere karsi adapte olabilen gida patojenleri,
tiriinler igerisinde canliligini yitirmeden kalabilmektedirler. Hatta strese karsi adapte
olan bu bakteriler mide gibi letal ortamlara kars1 da direngli hale gelebilirler. Yapilan
caligmalarda stres adaptasyon mekanizmalari aktif hale gelen bir patojenin, infektif
dozunun azalarak patojenitesinin arttigi bildirilmistir. Gida ortamlarinda bakterilerin
adaptasyon mekanizmalarinin aktif hale gelebilece§i ve daha letal ortamlarda
bakterilerin  yasayip  enfeksiyon olusturabilecekleri  disiliniiliirse  bakteriyel
adaptasyonlarin halk sagligi i¢in 6nemli tehlikeler olusturabilecegi agikga goriilmektedir
(Dikici, 2009).

Gida patojenleri, gidalarin hazirlanmasi ve islenmesi sirasinda farkli stres
kosullarina maruz kalmaktadirlar. Mikroorganizmalarin gelisimi ve yasamasi lizerine
stres kosullarinin zararl etkileri tespit edilmistir. Mikroorganizmalarin stres yanit
sistemi farkli stresler tarafindan aktive olarak bir¢ok strese karsi koruma saglamaktadir.
Gida iretimi sirasinda mikrobiyal popiilasyonun kontrol edilmesi amaciyla yaygin
olarak pH, NaCl ve sicaklik uygulamasi yapilmaktadir (Lou ve Yousef, 1997).

Mikroorganizmalarin bircogu uygulanan koruma yontemine (strese) karst direng
kazanabilmektedir. Bu durumda gidalarda, Escherichia coli (E. coli) ve gida kaynakli
patojenlerin direng kazanabilecegi bir ortam olabilecegi kolaylikla diistiniilebilir. Bu
nedenle non-halofik olarak bildigimiz E. coli’'nin tuz ile muhafaza edilen
gidalarimizdaki sayisinin artmasi veya canliligini ¢ok uzun siire devam ettirerek bir gida
giivenligi riski olusturmasi miimkiindiir. Ancak E. coli’nin tuzlu ortamlara ne kadar
dayanabilecegi ve ne kadar canli kalabilecegi veya sayisinin hangi boyutlara kadar
yiikselebilecegi hakkinda yeterince bilgi bulunmamaktadir.

Calismamizin temel amaci gida sanayinde gidalari muhafaza etmek amaciyla
kullandigimiz tuz konsantrasyonlarinda E. coli susunun (patojen ve patojen olmayan) ne

boyutta  bir risk  olusturabilecegine ait deneysel bilgileri  artirmaktir.



2. GENEL BILGILER

Arastirmacilar, uzun yillar 6nce mikroorganizmalarin sonradan meydana gelen
ve letal (Oldiiriicii) farz edilen stresli ortamlara karsi nasil hayatta kaldiklarimi fark
etmislerdir. Fay (1934), osmotik strese maruz kalan bakterilerin sicakliga karsi
toleranslarmin  arttigim1  bildirmistir.  Hafif  diizeyde strese maruz kalan
mikroorganizmalarin sonradan karsilastiklar1 zararli etkilere karsi gosterdikleri
direngteki artis, genellikle “stres adaptasyonu” olarak adlandirilmaktadir. Gida
kaynakli mikroorganizmalardaki stres adaptasyonu ge¢miste gdzden kagmis olsa da su

an bu olgunun farkina varilmistir (Yousef ve Courtney, 2003).

Stres adaptasyonu
A

Adaptif stres yamit1

thmh siddetli
stres stres .
Saghkh > Stres * Yaralanma ——» Oliim
Iyilesme Iyilesme

Sekil 2.1. Farkli streslere maruz kalan mikrobiyal hiicrelerin fizyolojik durumlari ile
ongoriilen durumu arasindaki iliski (Yousef ve Courtney, 2003).

2.1. Stres

Stres, kullanim igerigine bagli olarak farkli anlamlar1 icermektedir. Fizik
biliminde birim alana uygulanan kuvvet, biyoloji biliminde ise zararli besinsel
durumlarin kullanimi, zehirli kimyasallar ve uygun olmayan fiziksel sartlar stres olarak
adlandirilmaktadir. Stres kisaca, mikroorganizmalarin biiylime ve canli kalmalarini

olumsuz olarak etkileyen herhangi bir zararli faktér veya duruma verilen addir. Bu
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pratik tanima gore birgcok gida isleme uygulamasi stres kaynagi olarak
degerlendirilmektedir (Yousef ve Courtney, 2003).

Mikroorganizmalar, karsilastiklar1 stresin/streslerin 6nemine gore farkli tepkiler
vermektedirler. Subletal stres seviyelerini agiklamak i¢in kullanilan zayif stres "mild"
terimi, mikroorganizmanin yasama yetenegini kaybettirmez fakat biiylime hizini azaltir
veya durdurur. Orta diizeyde (i/imli-moderate) stres, sadece mikrobiyal gelisimi
durdurmak ile kalmayip bazi hiicrelerin ise yasama yeteneginin kaybolmasia neden
olmaktadir. Asir1 stres ise (extreme-severe), hiicreler igin genellikle letal etki gostererek
popiilasyonun biiyiik bir ¢ogunlugunda Sliimiine sebebiyet vermektedir (Aksoz, 1985;
Dikici, 2009).

Gidalarda bulunan bakteriler, ham maddenin elde edilmesi sirasinda kontrol
edilemeyen stres faktorleri (kuruma, radyasyon vb) ve hammaddenin islenmesi
esnasinda bilingli olarak uygulanan koruyucu faktorler ile karsilasabilmektedirler.
Gidanin iretimi ve islenmesi esnasinda mikroorganizmalarin maruz kalabilecekleri
stresler asagidaki gibi siralanabilir (Dikici, 2009).

1. Is1, basing, vurgulu elektrik alan, ultrasonik dalgalar, 1sik/radyasyon ve osmotik
sok gibi fiziksel uygulamalar,
2. Asitler, tuzlar ve oksidanlar gibi kimyasal uygulamalar,

3. Rekabetgi flora, mikrobiyal metabolitler ve antagonism gibi biyolojik stresler.

Gidalardaki mikroorganizmalar, yavas yavas artan veya aniden meydana gelen
streslere maruz kalabilirler. Bu ani durumlar “sok” diye adlandiriimaktadir. Ornegin bir
bakteri, gida ortamindan mide ortamina gectiginde ani bir pH degisikligi veya asit
sokuna maruz kalirken gida fermantasyonu gibi ortamlarda ise fermantasyon islemi
stiresince yavas yavas pH diisiisline (asitlik artigina) maruz kalir (Yousef ve Courtney,
2003).

Bakteriler gidalarin igerisinde yiiksek seker ve tuz (NaCl) gibi veya kurutulmus
rtinlerde oldugu gibi ¢esitli ozmotik streslere maruz birakilirlar. Bu durumlarda
ozellikle turgor basinci (sisme) ve dehidrasyon (su kaybetme) bakteriler i¢in ¢ok
onemlidir. Bu mekanizma bakterilerde ara sira olusan hiper ozmotik durumlarda veya
orta siddetli ozmotik sartlarda ortaya c¢ikmaktadir. Hiper ozmotik sartlar altindaki

bakterilerde en iyi karakterize edilen metabolizma, hiicre i¢i ozmolit olarak adlandirilan
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maddelerin birikimidir. Bir organizma, diisiik su aktivisine sahip bir ortamda
bulunuyorsa ¢evresinden su saglayabilmesi ig¢in tek yol hiicre-i¢i ¢6ziinen madde
konsantrasyonunu arttirmaktir. Hiicre-i¢i ¢oziinen madde konsantrasyonu ya inorganik
iyonlarin (K" gibi) ¢evreden hiicre i¢ine pompalanmasi ya da organik ¢dziinen sentezi
veya bu maddelerin konsantre edilmesiyle arttirilabilmektedir. Bu mekanizmalardan
birini ya da digerini kullanan pek ¢ok organizma vardir (Giilbezer ve Okmen, 2012;
Madigan ve ark., 2010).

Sitoplazmik su aktivitesini ayarlamak i¢in hiicrenin kullandig1 ¢6ziinenin hiicre
icindeki biyokimyasal siiregleri engellememesi gerekir. Bu tiir bilesikler uyumlu
¢ozlinenler olarak adlandirilirlar. Mikroorganizmalarda g¢esitli uyumlu ¢dziinenler
mevcuttur. Bu maddelerin hepsi suda ¢ok iyi ¢ozlinen sekerler, seker alkolleri, diger
alkoller ya da amino asitler ve bunlarin tiirevleridir. Ekstrem halofilik Archaea ve ¢ok
az sayidaki ekstrem halofilik Bacteria'daki uyumlu ¢oziinen madde K* (KCI)'dur
(Madigan ve ark., 2010).

Uyumlu maddelerin birikimi dogrudan dogruya mikroorganizma tarafindan
sentez yoluyla saglanabilecegi gibi, bazi durumlarda hiicre digindan hiicre igine transfer
seklinde de gerceklesebilmektedir. Bu maddeler, cogunlukla nétr fakat polar yapida,
cozinlrligi yiikksek olan ve yiiksek konsantrasyonlarda bile normal hiicre
fonksiyonlarmi etkilemeden ozmotik basincin etkisini gideren bilesiklerdir. Glisin
betain, prolin, ektoin, karnitin, kolin ve trehaloz yaygm uyumlu ¢éziinen maddelerdir.
Bu bilesiklerin birikimi, gen transkripsiyonu diizeyinde veya dogrudan enzim
aktivitesinin degistirilmesi ile ayarlanmaktadir. (Giilbezer ve Okmen, 2012; Yousef ve
Courtney, 2003)

2.2. Mikroorganizmalarin Stres Karsisindaki Yanitlar:

Mikroorganizmalar stres ortami ile ilk karsilastiklarinda, hiicreler bu strese
cesitli sekillerde cevap verirler. Herhangi bir strese maruz birakilmamis bir bakteri ilk
maruz birakildig1 strese karsit duyarlidir. Duyarli oldugu stres karsisinda bakterilerde
membran gegirgenliginde degisimler (soguk sok gibi), hiicre protein yapisinda
degisimler, ribozomal hasarlar (1s1 etkisi gibi) ve niikleik asitlerin olumsuz etkilenmesi

(y radyasyon gibi) gibi hiicresel aktiviteleri olumsuz etkileyen ¢esitli degisiklikler ortaya
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cikabilmektedir. Molekiiler diizeyde incelendiginde ise, bu olumsuz durumlarda
hiicrelerde sok diizenleyici proteinlerin sentezi meydana gelebilmektedir. Boylece
bakteri sentezlenen proteinler ile maruz kaldigi stres ile bas edebilecek diizeye
ulasabilmektedir. Mikroorganizmalarin strese karsi verdikleri mikrobiyal yanitlar ise

asagidaki gibi sonuc¢lanabilmektedir:

1) Stres nedeniyle olusan hasarlar1 onarabilen, hiicrelerin korunmasini
saglayabilen veya stres ajanlarin1 yok edebilen proteinlerin liretimi,

2) Zararl faktorlere karsi direncin ya da toleransin kisa siireli artmast,

3) Hiicrenin transformasyona ugrayarak spor olusturmasi veya kiltiiri
yapilamayan (Viable-But-Not-Culturable/VBNC) duruma ge¢mesi,

4) Konakge1 oldugu organizmanin savunma sisteminden kagmasi,

5) Adaptif mutasyon gegirmesi (Dikici, 2009; Yousef ve Courtney, 2003).

Adaptasyon, mikroorganizmalarin strese maruz kaldiklarinda verdikleri 6nemli
bir yanit bigimidir. Bu durumda, maruz kalinan strese verilen yanit mikroorganizmanin
ayni veya farkl tiirdeki stres cesitlerine karsi olan toleransini arttirmaktadir. Bu uyum
genellikle adaptif yanit, uyarilmis tolerans ve ortama alisma gibi terimler ile de
tanimlanmaktadir (Yousef ve Courtney, 2003). Mikroorganizmalar adaptif veya
koruyucu yanitlar ile kendileri i¢in zararli olan maddelere (tuz, antimikrobiyal maddeler
gibi) ve ortamlara (asit, diisiik su aktivitesi) karst kendilerini korumaya caligmaktadirlar
(Roberts, 2005).

Mikroorganizmalarin oksijen, sicaklik, tuz, pH, basin¢ gibi ekstrem kosullarda
yasamalar1 ve yasamlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in bu ortamlara yapisal ve fizyolojik
olarak uyum goOstermeleri gerekmektedir (Vossenberg ve ark., 2000). Her
mikroorganizmanin bu tarz stres durumlarina karsi yapisinda var olan bir tolerans
seviyesi vardir. Ancak bu tolerans, herhangi bir stres durumu nedeni ile indiiklenmis
gecici bir tolerans olabilecegi gibi adaptif bir toleransta olabilmektedir. Ornegin, laktik
asit bakterilerinin asit toleransi, dogasi geregi diger bakterilerden daha fazladir. Ayrica
aside adapte edilen bakterilerin asit toleransi daha da artmaktadir. Bu kavramlarin
anlatiminda kullanilan rezistans/direng ve tolerans kelimeleri ayni anlamlarda

kullanilmaktadir (Yousef ve Courtney, 2003).
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Uygulanan strese karsilik olusan yanit, benzer veya farkli streslere karsilik ¢esitli
seviyelerde adaptasyona (gapraz direng) neden olabilmektedir. Capraz direng,
bakterilerin karsilastig1 strese adapte olurken ayni zamanda diger streslere de adapte
olup diren¢ kazanmalaridir (Tosun ve Goniil, 2003). Mikroorganizmalarin bu streslere
verdikleri cevaplar farkli olabilmektedir. Ayni anda uygulanan stresler
mikroorganizmalar {izerine daha etkili olabilirken (arttiric1 etki) streslerden biri
digerinin etkisini arttirabilir (sinerjist etki) veya birbirinin etkilerini nétiirleyebilirler
(antagonistik etki) (Lee ve Kang, 2008).

Mikroorganizmalar bir veya birden fazla zararli faktére karsi duyarlilik
gosterebilmekte ve bu durumda hiicresel yapilar zarar gorebilmektedir. Bu
degisikliklere yaygin olarak yaralanma adi verilmektedir. Yaralanma daha cok strese
maruz birakilmis hiicrelerde 6zel bir ajana karsi duyarlilik seklinde olusabilmektedir.
Yani strese ugramis hiicrelerin maruz birakildig: ajan, saglikli hiicrelere uygulandiginda
kolaylikla canliligimi siirdiiriirken, strese ugramis hiicrelerde bu ajan yaralanmalara
sebep olabilmektedir. Hiicrelerdeki yaralanma ve strese adaptasyon kavramlari tam
olarak karakterize edilememistir. Fakat yaralanma, bakterinin maruz birakildig: strese
karsilik olusan stres yanitindaki yetersizlik, yanittaki bir gecikme veya adaptasyon
yanitindaki yetersizlikten kaynaklanabilir. Yaralanmis olan hiicrelerin sonu ya 6liim ya

da iyilesme ile sonuglanmaktadir (Dikici, 2009).

2.3. Stres, Adaptasyon ve Gida Giivenligi

Bakteriler, iiretimden sindirime kadar olan gida zincirinin tiim hatt1 boyunca
strese maruz kalirlar. Gida iiretiminde cevre, ultraviyole radrasyon igeren giin 15181
bakterilerde stres, yaralanma ve olim etkisi yapabilmektedir. Giines 15181 tarafindan
iiretilen 1s1, mikrobiyal strese neden olabilmektedir. Deniz suyunun tuzlulugu, ¢orak
iklimlerin kurulugu bakterilerin ¢evrede karsilasabilecegi diger stres Ornekleridir.
Ayrica bakteriler kendi metabolitlerini tasiyan ortamda da yasarlar. Bu metabolitlerin
bazilar1 bakteriler lizerinde 6zgiin stresler olusturmaktadir. Biiylime veya canli kalma
icin gerekli besinlerin eksikligi (yani aglik/besin kitlig1), acligin siddeti ve siiresine bagli

olarak bakterilerde strese neden olmaktadir. Ozetle, ortamdaki bakteriler fiziksel,
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kimyasal ve siddeti degisen besinsel streslere siklikla maruz kalmaktadirlar. Gidalardaki
bakteriler, 1s1 dahil olmak tizere asit, dondurma, ozmotik soklar, kuruma, oksidasyon ve
aclik gibi streslere de maruz kalirlar (Yousef ve Courtney, 2003).

Stres faktorleri stresin tiiriine, biiyiikliigline ve uygulanma yontemine gore
degisen hiicresel yanitlara neden olurlar. Bircok sonuca ragmen mikroorganizmalarin
strese kars1t olan adaptif yanitlari, gida gilivenligi agisindan en biiyiilk O6nemi
tasimaktadir. Strese adapte olan bakteriler, benzer (homolog) ya da farkli (heterolog)
streslere direng gostermeye yeteneklidirler ve genellikle bircok durumda, zararli veya
olimciill  kosullarda  yasayabilirler. Ornegin, bakteriler 151 sokuna maruz
birakildiklarinda hiicreler Oldiiriicii 1s1 islemlerine karst direnglilik gosterebilirler.
Listeria monocytogenes'e 45°C'de 60 dakikalik hafif bir 1s1 stresi uygulandiginda,
L. monocytogenes etanol, hidrojen peroksit ve sodyum kloriiriin letal dozuna karsi
onemli Olglide direngli olmaktadir (Lou ve Yousef, 1997). Strese adapte olmus
bakteriyel patojenler, hastaliklara neden olma yeteneklerini artirarak enfeksiyonlara yol
acabilirler. Strese adapte olmus hiicrelerin artan viriilanslariyla ilgili bilgiler hala
sinirlidir fakat bu iligki gida uygulamalarinda dogrulanirsa bu sonuglardan ¢ok kapsamli
¢ikarimlara ulasilabilecektir (Yousef ve Courtney, 2003).

Gida islemleri (pastorizasyon, sterilizasyon gibi) siiresince bakteriyel hiicreler
biiyliik bir olasilikla zarar gérmekten ya da strese maruz kalmaktan ¢ok bu islem
sirasinda 0lmektedirler. Bununla birlikte hafif stres olusturan iiretim kosullar1 da vardir.
Bu sayede bakterideki adaptif yanit sistemi tetiklenmektedir.

Asit adaptasyonu, yogurt, portakal suyu ve salata sosu gibi asitli gidalarda
L. monocytogenes’in varligini siirdiirebilmesini arttirmistir. Benzer bir hipotezde bazi
isleme sartlarinin, pek ¢ok gidanin giivenligini etkileyen stres adaptasyonuna neden
oldugudur. Ornegin, sucuk fermentasyonu siiresince gelisen asitlik ve bu iiriiniin
formiilasyonundaki tuzun varligin1 patojenik bakterilerde adaptif asit ve ozmotik sok
yanitin1 tetikleyebilir. Sucuk fermentasyonu sirasinda asit ve ozmotik strese adapte olan
patojenler, 1sitma ve tiitsilleme adimlarina direng kazanabilir veya iiriiniin depolanmasi
sirasinda yasamaya devam edebilirler. Benzer sekilde, pastdrizasyon derecesinin altinda
1sitilan siitteki (6rnegin, ¢esitli peynir tiirlerinin yapimi igin) bakteriler, sadece hafif bir
1s1 soku (1s1 stresi) yasayabilirler. Bu bakteriler daha sonra meydana gelen pek c¢ok

siddetli isleme (islenmis peynirde iirliniin pisirilmesi gibi) karsi direngli olabilirler.
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Hafif islemler kullanilarak iiretilen minimal islenmis gidalar, patojenleri de kapsayan
mikrobiyal kontaminasyonlarda stres adaptasyon yanitina neden olabilirler. Alternatif
isleme teknolojilerinin (ayni zamanda 1si1l islem olmayan, yeni ¢ikmis ya da yeni
gelistirilen teknolojiler olarak adlandirilan) kullaniminin artmasi, gida kaynakli
patojenlerin potansiyel stres adaptasyonu hakkinda merak uyandirmaktadir (Yousef ve
Courtney, 2003). Bununla birlikte strese adapte olmus gida kaynakli bakterilerin bazi
olumlu yonleri de vardir. Probiyotik bakteriler (6rnegin, Bifidobacterium spp. ve
Lactobacillus acidophilus) yogurt gibi bazi fermente tirlinlerde arzu edilen katkilardir.
Oysaki bu bakterilerin yasama kabiliyeti, bu tarz asidik bir gidanin depolanmasi
sirasinda hizla azalabilmektedir. Bu nedenle, fermantasyon starter kiiltiirleri, gida
islemlerinde Kkullanilmadan 6nce dondurma ya da dondurarak kurutma yontemi ile
strese kars1 dayanikli hale getirilmelidir (Shah, 2000).

Sonug olarak, mikroorganizmalar gida ve ¢evre ortaminda ¢esitli subletal stresler
ile karsilasmaktadirlar. Bu stresler, letal koruyucu faktorlerinden sonra diren¢ kazanan
gida kaynakli patojenlerin adaptif stres yanitlarini arttirabilmektedir. Dolayisiyla
patojenlerin bu streslere adaptasyonu, tiiketiciler i¢in potansiyel saglik tehlikeleri

olusturmaktadir (Yousef ve Courtney, 2003).

2.4. Gidalarin Muhafazasinda Tuzun Etkisi

Gidalarin muhafazasi temel bir ihtiyagtir. Muhafazadaki en 6nemli kriter, raf
omrii siiresi i¢inde patojen mikroorganizma gelisimi olmamasi ve gidanin mikrobiyal
bozulmaya maruz kalmamasidir. Gidalar1 muhafaza etmek i¢in kullanilan koruyucu
katki maddeleri, tek basina kullanilabilecegi gibi diger koruyucu metotlarla birarada da
kullanilabilmektedir. Bu koruyucular, bakteri ve funguslarin gelisimini durduran anti-
mikrobiyal koruyucular olabilecegi gibi gida bilesenlerindeki oksidasyonu durduran
antioksidanlarda olabilirler. Yaygin olarak kullanilan anti-mikrobiyaller; kalsiyum
propiyonat, sodyum nitrat, sodyum nitrit, siilfiir dioksit, sodyum bisiilfit, potasyum
hidrojen siilfit ve disodyum EDTA gibi maddeleri icermektedir. NaCl (tuz), seker ve
sirke gibi dogal maddeler ise geleneksel koruyucular olarak kullanilmaktadirlar (Gould,
1996).
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Tuzun koruyucu olarak kullanilmasi ¢ok eski zamanlara kadar gitmektedir.
Bircok gida ya tuzlanarak ya da tuzlu salamura igerisinde muhafaza edilerek
korunmustur. Geleneksel teknolojilerimizde tuzlama fermantasyonla birlikte daha etkili
olarak kullanilmaktadir. Peynir salamurasinda tuz orani % 14-20 arasinda iken tursu
salamurasinda bu oran % 4-6’dir. Olgunlastirilmis beyaz peynirdeki tuz oran1 % 3,
kasar peynirinde % 3.5, tulum peynirinde % 4, pastirmadaki tuz oran1 kuru maddede
kiitlece en fazla % 7, kavurmada en ¢ok % 5, jambonda en ¢ok % 3, kavurmada en ¢ok
% 5, ayranda en fazla % 1, zeytinde 151l islemsizde en az % 7, hermetikli kapta ise en az
% 4°tiir (Anonim, 2014 (a)).

Tuz temel tatlardan biridir ve en ¢ok tercih edilen gida lezzetlendiricisidir. Ayni
zamanda Onemli bir gida koruyucusudur. Tuz, birgok gida maddesinde bakteri
gelisimini 6onemli 6lgiide smirlandirdigr igin anti-bakteriyel olarak nitelendirilmektedir
(Shee ve ark., 2010).

Tuzun koruyucu etkisi ise esas olarak tuzun su aktivitesini diisiirmesi ile ilgilidir.
Ikincil olarak da, tuzun iyonik etkisinin anti-mikrobiyal bir &zellik gostermesidir
(Gould, 1996). Baska bir deyisle, gidadaki su aktivitesini ayni orana diisiirecek sekilde
tirlinlin tuz ve seker konsantrasyonlari ayarlansa dahi anti-mikrobiyal etki nedeniyle tuz
ortamindaki mikroorganizma gelisimi daha yavas olmaktadir. Cizelge 2.1 ve Cizelge

2.2'de belirli oranlarda seker ve tuz igeren ¢ozeltilerin su aktivesi degerleri verilmistir.

Cizelge 2.1. Belirli oranlarda seker igeren bir ¢dzeltinin su aktivitesi degerleri
(Anonim, 2014 (b))

Seker (g) Su (9) % Seker Ay
0 100 0.0 1.000
20 100 16.7 0.998
40 100 28.6 0.969
60 100 37.5 0.955
80 100 44.4 0.941

100 100 50.0 0.927
120 100 54.5 0.913
140 100 58.3 0.900
160 100 61.5 0.888
180 100 64.3 0.876

200 100 66.7 0.860
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Cizelge 2.2. Belirli oranlarda NaCl (tuz) i¢eren bir ¢ozeltinin su aktivitesi degerleri
(Anonim, 2014 (b))

NacCl (g) Su(g) % NaCl Ay
0.9 99.1 0.9 0.995
1.7 98.3 1.7 0.990
3.5 96.5 35 0.980
7.0 93.0 7.0 0.960
10.0 90.0 10.0 0.940
13.0 87.0 13.0 0.920
16.0 84.0 16.0 0.900
22.0 78.0 22.0 0.860

2.5. Halofilik Mikroorganizmalar

Tuza dayanikli mikroorganizmalar halofilik mikroorganizmalar, yiiksek seker
konsantrasyonuna dayanikli mikroorganizmalar ise ozmofilik mikroorganizmalar olarak
adlandirilmaktadir (Ray ve Bhunia, 2008). Tuz, tiim yasam sekilleri i¢in gerekli olmakla
birlikte halofilikler mikroorganizmalar, biliylimeleri i¢in yiiksek tuzluluk kosullarina
olan gereksinimleri ile ayirt edilirler. Halofiliklik yoniinden mikroorganizmalar 4 gruba

ayrilmaktadir (Aksoz, 1985).

1. Halofilik olmayan mikroorganizmalar (Non-halophiles)

2. Az halofilik mikroorganizmalar (Slightly halophiles)

3. Orta diizeyde (1liml1) halofilik mikroorganizmalar (Moderate halophiles)
4

. Asir1 (ekstrem) halofilik mikroorganizmalar (Extreme halophiles)

Halofilik olmayan mikroorganizmalar 0.2 M’dan (% 1’den) daha az tuz (NaCl)
iceren ortamlarda iyi lireyebilen mikroorganizmalardir. Ortamda tuz konsantrasyonunun
artmasi ile bu mikroorganizmalarin gelisimi yavaslamaya baglar ve maksimum tuz
konsantrasyonu 0.3-1.0 M’a (% 1.5-6.0) ulasildiginda ise mikroorganizmalarin
gelisimleri tamamen durur. Az halofilik mikroorganizmalarin optimum gelisebilmeleri
i¢in ortamda 0.2-0.85 M (% 1-5) tuz bulunmalidir. Bu mikroorganizmalar i¢in ortama
% 1 civarinda bir tuz ilavesi gelisim hizin1 az miktarda arttirmaktadir. Bazi Vibrio
tirleri bu gruba ornek olarak verilebilmektedir. Bunlarin optimum gelismeleri igin

% 2-3 oraninda tuza ihtiyaglar1 vardir. Ilimli halofilik mikroorganizmalar 0.85-3.4 M
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(% 5-20) tuz konsantrasyonunda optimum olarak tirerken asir1 (ekstrem) halofiller ise
3451 M (% 20-30) tuz konsantrasyonunda da iireyebilmektedirler. Ekstrem
halofilikler genellikle Arkebakterlerin tiyeleri olup gida ile ilgili ortamlarda bunlara
rastlanmamaktadir. Ayrica ekstrem halofilik mikroorganizmalarin hiicre duvari ve hiicre
membranlarinin stabilizasyonu i¢in ortamda mutlaka belirli miktarda tuza ihtiyag¢ vardir.
Halotolerant mikroorganizmalar ise gelisimleri i¢in tuza gereksinim duymayan fakat
tuzu tolere edebilen mikroorganizmalardir (Akséz, 1985; Shivanand ve Mugeraya
2011).

Mikroorganizmalarin tuz konsantrasyonlarina bagli olarak gelisimleri Sekil 2.2
de verilmistir. E. coli, non-halofilik bir mikroorganizma olarak kabul edilmektedir
(Madigan ve ark.,, 2010; How ve ark., 2013). Bir prediktif mikrobiyoloji sitesi olan
Combase'de (http://www.combase.cc) % O0'dan itibaren artan tuz degerlerine bagh
gelisim kurveleri iiretildiginde gelisim hizinin Sekil 2.3'deki gibi tuz konsantrasyonuna

paralel olarak azaldig: goriilecektir.

Halotolerant Halophile
Example: Example:
Staphylococcus Vibrio fischeri Example

aureus Halobacterium
; X/&hnamm

Example:
Escherichia / /
coli X

L

Growth rate

0
NacCl

Sekil 2.2. Mikroorganizmalarin tuz konsantrasyonlarina gére gelisimi (Madigan ve ark., 2010).

Sekil 2.3.'deki gelisim kurveleri incelendiginde tuz konsantrasyonu arttik¢a
E. coli’nin maksimum spesifik gelisme hizinin (pmax) Ve maksimum populasyon

yogunlugunun (A) azaldigi, lag fazi siiresinin () ise arttig1 gézlemlenmektedir.
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Sekil 2.3. Combase programinda E. coli nin farkli tuz konsantrasyonlarindaki gelisim kurveleri
(T:37°C, pH:7, initial level:3 log CFU/g, tuz orani sirasiyla %0, %1, %2 ve %4).

2.6. E. coli ve E.coli O157:H7

Escherichia coli, pediyatrist ve bakteriyolog olan Theodor Escherich tarafindan
bebek diskilarinda kesfedilmistir. E. coli insan sindirim sisteminde bulunan fakiiltatif
anaerob bir bakteridir ve Enterobacteriaceae familyasinda yer almaktadir. Biyolojik
siiflandirmada da bagirsaklarda yasayan bakterilerden olusan enterik bakteriler
ailesinde yer almaktadir. E. coli, genel olarak bakteri biyolojisinin anlagilmasi amaciyla
tizerinde sikca ¢alisilmis bir model organizma olmustur. Canlilar arasinda hakkinda en
fazla bilgiye sahip olunan bir organizma oldugu sdylenebilir (Tutak, 2010).

E. coli gram negatif, 1.1-1.5 x 2.0-6.0 um boyutlarinda, gubuk seklinde, sporsuz,
hareketli, fakiiltatif anaerobik bir bakteridir. Hareketsiz suslar1 da vardir. Nutrient agar,
kanli agar ve enterobakterilerin diferensiyel ve selektif besiyerlerinde (MacConkey,
EMB agar, vs) 37°C’de 24 saatte gozle goriilebilir S tipli koloniler olustururlar.
MacConkey agarda pembe, EMB agarda metalik renkler veren koloniler olustururlar.
Nutrient Broth'ta ise 37°C de 24 saatte bulaniklik meydana getirerek tirerler. E. coli
gram-negatif bir bakteri oldugundan endospor olusturmaz ve pastérizasyon veya

kaynatma ile 6liir. Memeli hayvanlarin bagirsaklarinda biiylimeye adapte olduklari igin


http://tr.wikipedia.org/wiki/Theodor_Escherich
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enterik_bakteriler
http://tr.wikipedia.org/wiki/Gram-negatif
http://tr.wikipedia.org/wiki/Endospor
http://tr.wikipedia.org/wiki/Past%C3%B6rizasyon
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en iyi viicut sicakliginda cogalmaktadirlar. E. coli bir¢ok karbonhidrati (laktoz,
mannitol, glukoz) asit ve gaz olusturarak fermente eder. Indol ve metil red (MR) testleri
pozitiftir. Sitrat ve oksidaz testleri negatiftir. Nitratlar1 nitrite indirger. E. coli’lerin
somatik O, flagellar H, kapsiiler K ve fimbria (Pilus) antijenleri bulunur (Halkman ve
ark., 2001).

E. coli bagirsak kokenli bir bakteri oldugu igin ¢evresel sularda bulunmasi fekal
kirlenmenin bir belirtisidir. Insanin bir giinde disk1 yoluyla viicudundan attig1 E. coli
sayist 100 milyar ile 10 trilyon arasinda degismektedir. Baska hayvanlarda etkisiz olan
bazi E. coli tipleri insana bulastiklarinda hastalik yapabilirler. Bunlarin en baslicas1 olan
E. coli O157:H7 adli serotip, kanli ishale ve 6liime yol agabilmektedir (Halkman ve
ark., 2001).

E. coli O157:H7, son yillarda farkina varilan en 6nemli bagirsak kokenli patojen
mikroorganizmalardan birisidir. Ilk kez 1975°de agir kanamali diyare gegiren
Kaliforniyali bir kadin hastadan izole edildigi bildirilmistir. Bakterinin 6nemli bir
patojen olarak tanimlanmasi ise 1982 yilinin baslarinda olmustur (Ayhan ve Cosansu,
2000).

E. coli O157:H7’nin baslica kaynagi sigirlar olmakla birlikte koyun, geyik,
domuz, kedi, kopek ve kuslar gibi diger sicak kanli hayvanlarda da bulunabilmektedir.
Insanlara, tastyic1 veya hasta hayvanla temas sonucu, kisiden kisiye bulasma veya
kontamine gidamin tiiketilmesi sonucu bulagmaktadir. Suyun veya topragin fekal
yollarla kirlenmesi ise ekili alanlarda bu bakterinin diriinlere kontaminasyonuna neden
olur (Halkman ve ark., 1998).

E. coli O157: H7 gram negatif basil, fakiiltatif anaerob, 37 °C’de pH 7,2’de
optimum iireyen, hareketli, % 6,5 NaCl igceren ortamda gelisebilen, donma sicakligina
direngli, 1s1nlamaya ve 1sisal uygulamalara direngsiz bir bakteridir. Sorbitolii 24 saatte
fermente edememesi, B-glukuronidaz enzim aktivitesine sahip olmamasi ve 44-45 °C’de
gelisememesi veya ¢ok zor gelisebilmesi 6zellikleri ile diger E. coli suglarindan ayrilir
(Tosun ve Goniil, 2003).

E. coli O157:H7, E. coli nin 6zel bir serotipi olup, bugiin i¢in en tehlikeli gida
kaynakl1 patojen olarak kabul edilmektedir. Enfeksiyon dozu 1 hiicre / 1 porsiyon kadar
diisiik olabilmektedir. Ozellikle ¢ocuklarda ve yaslilarda oliime kadar giden gesitli
hastaliklara yol agmaktadir. E. coli O157:H7 serotipi E. coli O26:H11 serotipi ile


http://tr.wikipedia.org/wiki/O157:H7
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birlikte patolojik E. coli suslarinin en tehlikelisi olan Enterehemorajik E. coli (EHEC)
grubu i¢inde yer almaktadir. Her iki bakteri de aymi hastaliklar1 yapmakla beraber
E. coli O26:H11 serotipine gidalarda rastlanmistir (Halkman ve ark., 2001).

Diinya capindaki enfeksiyonlarin ¢ok biiyiik bir boliimii basta yetersiz pisirilmis
et ve pastorize edilmemis siit olmak iizere sigir kaynakli gidalar ile olmustur. Minimal
islenmis gida tiikketimi de enfeksiyon riskini arttirmistir. E. coli O157:H7’nin insan
patojeni olarak ortaya ¢ikmasinda son 15-20 yildir insanlarin yasam sekli ve
davraniglarindaki degisikliklerin etkili oldugu disiintilmektedir (Chapman ve ark.,
1993).

Ulkemizde de fast-food beslenme aliskanlifi yaygin olup onceki yillara gore
onemli bir artis oldugu gézlenmektedir. Fast-food tiiketiminin yayginlagmasi ile birlikte
giiniimiize kadar sik karsilagsmadigimiz ve sorun olusturmayan bu enfeksiyonlar {ilkemiz
i¢in de potansiyel olarak risk olusturmaktadir (Yeniiz, 2005).

E. coli O157:H7 tehlikesi hem iilkemizde hem de diinyada giderek artmaktadir.
Bu nedenle de gelismis ve gelismekte olan devletlerin gida mevzuatlarinda 6nemli bir
yer edinmeye baslamistir. Mevzuatimizda ise Salmonella da oldugu gibi 25 g/ml
orneklerin 5 adetinin birinde dahi pozitif bulgu olmamalidir (Anonim, 2013).

Enterohemorajik E. coli grubu (EHEC) igerisinde yer alan E. coli O157:H7,
hemolitik tiremik sendrom (HUS), hemorajik kolitis (HC), trombotik trombositopenik
purpura (TTP) olmak iizere ii¢ farkli klinik tabloya neden olmaktadir (Sarimehmetoglu
ve ark., 1998). ik kez 1955 yilinda tamimlanmus olan hemolitik iiremik sendrom (HUS) en
fazla oliime neden olan hastaliktir. Sulu ve ¢ok kanli bir digki goriiliirken ates yoktur.
Enfektif doz ise kayda deger 6lglide diisiiktiir (Halkman ve ark., 2001). Hemorajik kolit
ise aniden ortaya c¢ikan krampli karin agrilart ile baglamakta ve 24 saat i¢inde sulu
diyare ile devam etmektedir. Diyare sirasinda goriilen kan artar ve digki zamanla
timiiyle kan olur. Hastaligin ortaya ¢ikmasi genellikle 3-9 giin, hastalik siiresi ise 2-9
giindiir (Halkman ve ark., 1998). Enfeksiyonun yayilmasinda, gidalar 6énemli bir arag
olmakla birlikte, kisiden kisiye bulasmanin da s6z konusu oldugu bildirilmektedir. Bu
durum, ozellikle basta gida isletmelerinde c¢alisan personel olmak {izere aile igi

enfeksiyonlar a¢isindan da ayr1 bir 6nem tasimaktadir (Sarimehmetoglu ve ark., 1998).



3. KAYNAK BILDIiRISLERI

Farber ve Brown (1990), yaptiklart bir ¢alismada, et trliniinde Listeria
monocytogenes'in termal direnci {izerine 1s1l sokun etkisini arastirmislardir. Bunun igin
sosis hamuruna yaklasik 10" kob/g olacak sekilde énceden 48 °C'de 1s1l soka ugratilmis
(adapte edilmig) Listeria monocytogenes'i inokiile etmislerdir. Yapilan ¢alisma
sonucunda 48 “C'de 30 veya 60 dk 1s1l soka maruz kalan hiicrelerin 1s1 toleransi, soka
maruz kalmayan hiicrelerin 1s1 toleransindan 6nemli bir fark gdstermemistir. Fakat
48 °C’de 120 dakika 1s1 sokuna maruz kalan hiicrelerin, Dgs-c degerinde ortalama 2.4 kat
artis gézlenmis yani hiicrelerin 1s1 toleransi ylikselmistir.

Bunning ve ark. (1990), Listeria monocytogenes ve Salmonella typhimurium
suglarin1 subletal olarak 35, 42, 48 ve 52°C'de gelistirmis ve 52 ile 57.8 “C'de
inaktivasyonlarmi incelemislerdir. Is1 soku ile termal toleransin artmasi, Listeria
monocytogenes i¢in énemli olmamisken Salmonella typhimurium i¢in 6nemli olmustur.
Uygulanan 1s1 soku siiresinin, Listeria monocytogenes i¢in daha uzun olmasi gerektigi
bildirilmistir.

Kim ve Dunn (1997), yaptiklar1 bir arastirmada laktik asit bakteri kiiltiirlerini
-20 *C'de 24 saat siire ile dondurduklarinda kiiltiirlerin yagama yeteneginde siddetli bir
azalma oldugunu belirlemislerdir. Fakat ayni kiiltiirler, 10 °C'de 2 saat soguk sokuna
maruz birakildiktan sonra ayni sartlarda tekrar donduruldugunda Lactococcus lactis
subsp. suslarimin canliliginda % 25-37 arasinda bir artis gézlenmistir. Bu sonuca gore
bakterilerin 6nemli dlgiide kriyotolerans (soguk toleransi) gelistirdigi bildirilmistir.

Leyer ve Johnson (1992), Salmonella typhimurium asit stresine karsi (pH=5.8,
hidroklorik asit ile) adaptasyonu, peynirde yaygin olarak bulunan ve inaktivasyon etkisi
olan laktik asit, propiyonik asit ve asetik asit gibi organik asitlerin varliinda bu
patojenin canli kalma sansini artirmistir. Siitiin fermantasyonu sirasinda aside adapte
edilmis Salmonella typhimurium hiicreleri adapte olmamis hiicrelere gére daha uzun
siire yasamislardir.

Tosun ve Goniil (2003), yaptiklart bir ¢alismada, adaptasyon siiresi ve pH
diizeylerinin tolerans tizerindeki etkisini belirleyebilmek i¢in E. coli O157:H7'yi 2 saat
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boyunca pH 4.5'e maruz birakmis ve bu susun pH 3.0'daki asit toleransinda maksimum
diizeyde artis sagladigini bildirmislerdir.

Lou ve Yousef (1997), Listeria monocytogenes kiiltiiriinii subletal diizeyde etil
alkol (% 5°1ik), asit (HCI ile pH 4.5-5 arasi), H,O, (500 ppm), NaCl (% 7°1ik) ve 1s1
sokuna (45°C’de 1 saat) maruz birakmiglardir. Yapilan calismada etil alkol ve pH
adaptasyonunun Listeria monocytogenes'in pH, H,O; ve etanole olan direnci, 1s1l sokun
ise sadece tuza ve etanole olan direnci artirdigr goriilmistiir.

Cheng ve ark. (2002), galismalarinda E. coli O157:H7'nin ii¢ susunu (ATCC
43889, ATCC 43895 ve 933 dahil olmak lizere) 4 saat siire ile pH 5.0'te aside adapte
etmislerdir. E. coli O157:H7'nin adapte edilmis kiiltiirlerinin yan1 sira adapte edilmemis
kiiltirlerinin de % 10 sodyum kloriir, % 0.85 safra tuzu ve % 15 etanol varligindaki
canliliklart arastirilmigtir. Sicaklik olarak 52 °C kullanilmistir. Asit adaptasyonunun
canli kalan E. coli O157:H7 iizerine etkisi, sus farkliig@i ve stres gesitine gore
degismektedir. Asit adaptasyonu, E. coli O157:H7 ATCC 43889 ve ATCC 43895'nin
termal toleransini artirmis fakat E. coli O157:H7 933'in adapte edilmis ve edilmemis
kiiltirlerinde anlamli bir fark yaratmamustir. Asit adaptasyonu genel olarak E. coli
O157:H7'nin tuza olan toleransinda bir artisa neden olmustur ve bu artis ¢alismada
kullanilan suslara gore degismektedir. Safra tuzu kullanildiginda ise tiim suslarin aside
adapte edilmis hiicrelerinin duyarliliklari, aside adapte edilmemislerinkinden énemli bir
farklilik gostermemistir. E. coli O157:H7 ATCC 43889 ve ATCC 43895 suslarinin
aside adapte edilmis kiiltiirlerinin, adapte edilmemis kiiltiirlerine gore ethanole karsi
daha az tolerans gostermesine ragmen E. coli O157:H7 933 susunun adapte edilmis ve
edilmemis kiiltiirlerinin ethonale toleransinda 6nemli bir farklilik g6zlenmemistir.

Lee ve Kang (2008), E. coli O157:H7 tizerine 1s1 (55 °C), asetik asit (% 0.25 v/v)
ve tuzun (% 3) kombine etkisini laboratuvar ortaminda incelemislerdir. Calismada bu ii¢
faktoriin tiim kombinasyonlarinin etkileri ile faktorlerin tek baslarina kullanimlarinin
etkileri karsilagtirilmistir. Tuz 1s1 ile kombine edildiginde (30 dk kadar 55°C 1s1
uygulanmig) E. coli O157:H7 miktarindaki azalmada onemli bir fark goriilmemistir
(arttiric1 etki). Fakat asit 1s1 ile kombine edildiginde E. coli O157:H7'nin azalis1 sadece
asit etkisine gore daha fazla olmustur (sinerjist etki). Tuz asit ile kombine edildiginde
ise tuz asit uygulamasina kars1 koruyucu etki gostermis yani sadece asit uygulamasina

gore E. coli O157:H7'nin azalmasinda daha az bir etki géstermistir (antagonistik etki).
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Glass ve ark. (1992), E. coli O157:H7'nin canli kalma orani {izerinde, asit ve
NaCl'nin etkisi arastinnlmistir. E. coli O157:H7nin % 6.5 gibi yiiksek NaCl
konsantrasyonunda gelisebildigi gorilmistiir. Fakat % 6.5 NaCl varliginda lag fazin
normalden daha uzun oldugu, bunun ise tuz tolerant popiilasyonunun se¢imi i¢in onemli
olabilecegini belirtilmislerdir.

Reitsma ve Henning (1996), standart cheddar peynirin {retim siiresi ve
sonrasindaki tuzlama isleminde enterohemorajik E. coli O157:H7'nin (EHEC) canli
kalma yetenegini belirlemeye calismislardir. iki uygulama ile eklenen E. coli O157:H7,
peynir yapilacak siitteki hedef seviyeleri 1x10° kob/ml ve 1 kob/ml olacak sekilde
planlamistir. Peynir 6rneklerine, liretim siiresince 14., 28., 42., 60. ve 74. giinlerde
E. coli O157:H7 analizi yapilmis ve sonrasinda 28 giinliik araliklarla yayma plak veya
zenginlestirme yoOntemi kullanilarak ard arda iki ornekte gelisim olmayincaya kadar
analize devam edilmistir. 3M Petrifilm® E. coli Count Plates'deki tipik koloniler,
muhtemel E. coli O157:H7'ler olarak sayilmig ve enterohemorajik E. coli O157:H7 igin
olan 3M Petrifilm® Test Kit—HEC'te de de teyitleri yapilmistir. Alinan 25 g peynir
orneginde canli E. coli O157:H7'yi belirleyebilmek i¢in Modifiye Novobiosinli EC
Broth'da zenginlestirme yapilmis ve petrifilm tabakasinda hi¢bir E. coli O157:H7
belirlenememistir. 10° kob/ml E. coli O157:H7 igeren siitle yapilan peynir, 60 giinliik
olgunlagsmadan sonra 2 logaritmik birim azalma gostermistir. 158 giin sonra alinan 25 g
peynir 6rneginde ise hala canli E. coli O157:H7 tespit edilmistir. 1 kob/ml E. coli
O157:H7 igeren siitle yapilan peynir, 60 gilinliik olgunlasmadan sonra 1 veya <I kob/ml
azalma gostermis ve 158 giin sonra alinan 25 g peynir 6rneginde ise E. coli O157:H7
tespit edilememistir. Bununla birlikte, her iki uygulama iretim siiresince E. coli
O157:H7'nin canli kalmas1 ile sonuglanmistir. Yapilan peynir ise 60 giinden daha fazla
bir siirede % 2.75-3.76 tuz iceren sivi fazda olgunlastirilmistir. Benzer inaktivasyon
calismalar1 Arican ve Andi¢ (2008) ve Ozhan ve Coksdyler (2005) tarafindan da
yapilmis fakat bu ¢calismalarda diren¢ kazanma incelenmemistir.

Casey ve Condon (2002), tarafindan fermente et modelinde pH 4,2'nin E. coli
O157:H7'ye bakterisidal etkisi tizerine NaCl'in (% 4) etkisi arastirilmistir. Hiicrelerin
NaCl ve asit varliginda, yalnizca asit olan ortama gore daha iyi yasama oranina sahip
oldugu belirlenmistir. Bu kombine etki, ortamin su aktivitesinin azalmasindan

kaynaklanmustir.
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Faleiro ve ark. (2003), farkli kaynaklardan izole edilen L. monocytogenes
suslarni, % 3.5 NaCl igeren besiyerinde 2 saat boyunca inkiibe etmis ve suslarin tuza
tolerans kazanmasini saglamislardir. Tolerans kazanan suslarin, % 20 NaCl igeren
ortamdaki yasama diizeyleri belirlenmistir. Tuz toleransi, suslar arasinda farklilik
gostermis olup, 9 sustan ikisinin tuz direncinde artig saglanamamastir.

Lee ve ark. (2009), ¢alismalarinda salatalik tursusu piiresindeki E. coli O157:H7
lizerine asetik asitin tek basma ve asidin tuz ile birlikte kullaniminin etkisini
aragtirmiglardir. Artan asetik asit miktar1 E. coli O157:H7 miktarinda azalmaya neden
olurken asidin % 3 tuz ile birlikte kullaniminda ise asetik asidin tek bagina gosterdigi
etkiden daha az etki gosterdigi goriilmiistiir. Bunun durumun, tuzun eklenmesi ile
ortamdaki iyonik giiclin degismesine bagli olabilecegi belirtilmistir.

Abdulkarim ve ark. (2009), 1s1l strese ugratilmig ve ugratilmamis E. coli’nin
gelisimi {izerine tuz konsantrasyonunun etkisini arastirmiglardir. Bunun i¢in 37 °C ve
44 °C’de kiiltiire edilmis E. coli hiicrelerinin gelisimi {izerine sodyum kloriir (NaCl) ve
potasyum klortiriin (KCl) etkisini incelemislerdir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise
E. coli gelisimi tiirbidimetrik yontem (600 nm) ile 6l¢iilmiistiir. Bunun igin iki tuzunda
% 0, % 0.5 % 1, % 1.5’luk konsantrasyon setleri hazirlanmistir. Ortamdaki NaCl
eksikligi (% 0 NaCl), 37°C’deki E. coli gelisimini biraz diisiirmiistiir. I¢erisinde % 0.5
NaCl bulunan besiyerinde ise optimum gelisme saglanmistir. Buna ilaveten % 0.5
KCl’nin, % 0.5 NaCl’deki hiicre gelisimine gore daha az yararli etki gosterdigi
sonucuna ulasilmistir. Her iki tuz konsantrasyonu % 0.5’in {izerine ¢ikarildiginda ise
37°C’deki gelisim azalmistir. Gelisim, tuz konsantrasyonlarina bagli olarak dogrudan
baskilanmistir. 44 °C’de, % 0 tuz igeren her iki besiyerinde de gelisim ¢ok az olmustur.
Bu sicaklikta her iki tuz konsantrasyonunun % 0.5’ten % 1.5’¢ yiikseltilmesi ise
gelisimin artmasi ile sonuglanmastir.

Oztiirk (2010), E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes'in asit ve tuz
adaptasyonlarin1 saglayarak, asit ve tuza olan direnglerini incelemistir. Ayrica asit ve
tuz adaptasyonunun E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes'in Tiirk sucuklarinda yasama
diizeyleri tizerindeki etkileri de belirlenmistir. E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes
pH 4.5, 5.0 ve 5.5'te 1, 2, 3 ve 4 saat siireyle aside adapte edilmistir. Aside adapte edilen
E. coli O157:H7'nin pH 3.0 ve 3.5'ta, L. monocytogenes'in pH 2.5, 3.0 ve 3.5'daki

yasama diizeyleri saptanmistir. Asit adaptasyonu iizerinde organik (asetik, laktik ve
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sitrik asit) ve inorganik (hidroklorik asit-HCI) asitlerin etkisi de tespit edilmistir. Tuz
adaptasyon denemelerinde, % 3.5 NaCl'de 1 saat siireyle tuza adapte edilen kiiltiirler
% 8 NaCl igeren ¢ozeltide 4°C ve 25°C'da 25 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Bu denemeler sonunda L. monocytogenes'in tuza direng kazanmadigi goriilmiis, E. coli
O157:H7'nin ise 25°C'da muhafaza edilen kiiltiirde tuz direnci artmis (p<0.01), 4°C'da
muhafaza edilen kiiltirde ise diren¢ artist olmamustir. Asit adaptasyonu, E. coli
O157:H7'nin Tirk sucugunda yasama diizeyinde artisa neden olurken (p<0.01),
L. monocytogenes'in yasama diizeyi {lizerinde énemli bir fark olusturmamigtir. Ayrica
tuz adaptasyonu E. coli O157:H7'nin Tiirk sucugunda yasama diizeyini arttirmamistir.

Arense ve ark. (2010), yaptiklari bir arastirmada merkezi karbon
mekanizmasinin, E. coli'nin tuz stresi adaptasyonundaki iligkisini anlamaya
amaclamiglardir. Hiicreler, anaerobik ortamda bir yigin halinde ve farkli tuz
konsantrasyonlarindaki kemostat reaktorlerde gelistirilmistir. Karbon kaynagi olarak ise
gliserol kullanilmistir. Calismada yabani E. coli O44K74 susunun farkli i¢ tuz
konsantrasyonundaki (0.085 M (% 0.5) (kontrol), 0.5 M (% 2.9) ve 0.8 M (% 4.7)
NaCl) gelisimi ve dis metabolitleri belirlenmis ve ¢esitli degisiklikler gozlenmistir.
Spesifik fiimarat tiiketim hizi ortamdaki tuz konsantrasyonu ile artmistir. Siiksinat,
flimarat tiiketimine paralel olarak salgilanmis ve tuz konsantrasyonu ile spesifik tiretimi
azalmigtir (Fumarat hiicrelerin gidalardan gelen enerjiyi, adenozin trifosfat (ATP)
formunda depolamak i¢in kullandig: sitrik asit dongiisiiniin ara {riinlerinde birisidir.
Burada siiksinatin siiksinat dehidrogenaz enzimi yardimiyla oksidasyonu sonucu
olusur).

Goh ve ark. (2012), E. coli ATTC 8739 susu ile yaptiklar1 ¢aligmada, ardigik 80
pasajlama yaparak (pasaj 1-15 % 3, pasaj 16-31 % 4, pasaj 32-39 % 4.5, pasaj 40-50
% 5, pasaj 51-62 % 6, pasaj 63-74 % 7 ve pasaj 75-80 % 8 tuz (NaCl) konsantrasyonu)
kiltlirii tuza adapte etmislerdir. Pasajlama sirasinda ise en 1yi gelisimin % 4 tuz igeren
besiyerinde (pasaj-19) oldugu goriilmiistiir. Calismanin devaminda ise adapte edilen
kiiltiir, % 0, % 1, % 3, % 5, % 7, % 9 ve % 11 tuz iceren sivi besiyerlerine inokule
edilmis ve spektrofotometrik yontem ile 600 nm’de kiiltiiriin gelisimi izlenmistir. Sonug
olarak, yiiksek tuz konsantrasyonuna adapte edilen susun % 11 tuz ortaminda dahi

geligebildigi goriilmiistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre_(biyoloji)
http://tr.wikipedia.org/wiki/Adenozin_trifosfat
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sitrik_asit_d%C3%B6ng%C3%BCs%C3%BC
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=S%C3%BCksinat&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=S%C3%BCksinat_dehidrogenaz&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Oksidasyon

4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

Bu ¢alismada materyal olarak Escherichia coli tiiriine ait ATCC 25922 susu,
E. coli O157:H7 susu, NaCl, Tryptic Soy Broth (TSB, Merck), Tryptic Soy Agar (TSA,
Merck), Sorbitol Mac Conkey Agar (SMAC, Merck), Sorbitol Mac Conkey Agar
(SMAC) Sefiksim-Telliirit (CT) katkisi, Gliserol (Merck) ve bakteri boyamada
kullanilan ¢esitli boyalar kullanilmistir.

Calismamiz i¢in 1 adet Escherichia coli ATCC 25922 susu ve 1 adette E. coli
O157:H7 susu temin edilmistir. Bunlardan birisi ATCC koleksiyonundan alinmis olup
referans sustur (E. coli ATTC 25922). Microbiologics firmasimna ait KWIK-STIK ™
Escherichia coli ATCC 25922 susu liyofilize olarak temin edilmistir. Kiiltiir, ¢ubuk bir
tiip i¢inde pelet seklinde bulunmaktadir. E. coli O157:H7 susu ise Ankara Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Kadir
HALKMAN’m kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

4.2. Yontem

Bu calismanin uygulanmasi sirasinda kullanilan metotlar, tezin asamalarina gore

asagida verilmistir.

4.2.1. Calismada kullanilan yontemler

4.2.1.1. Standart suslarin saglanmasi ve aktivasyonu

E coli ATCC 25922 susu, ¢ubuk bir tiip i¢inde pelet seklinde bulunmaktadir.
Cubuk tiipte bulunan swap yardimi ile uygun besiyerine (VRB, SMAC vb.) ¢izim
yontemiyle ekim islemi yapilmistir. Petriler 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmis ve

istenilen kolonilerden 6ze yardimi ile 9 ml steril TSB iceren deney tiiplerine gecis
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yapilmistir. TSB'ye aktarilan kiiltiir, 37 “C’de 24-48 saat inkiibe edilmis ve iki kez

pasajlanmustir.

4.2.1.2. Stok kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve muhafazasi

Kiiltiir koruma yontemlerinden olan dondurma yontemi, basit laboratuvarlardan en
gelismis kiiltiir koleksiyonlarina kadar uygulanabilen bir yontemidir. Bu yontemlerden biri olan
basit dondurma islemi, Nutrient Broth gibi basit bir siv1 besiyerinde gelistirilen kiiltiir
tizerine son konsantrasyon % 15-20 (v/v) olacak sekilde steril gliserol ilave edilip
kiiltiirin buzdolab1 buzlugunda dondurulmasi islemidir. Tercihen sterilize edilebilir vida
kapakli cam tiiplerin bu amagcla kullanilmasi gerekir (Halkman ve Dogan, 2000).

Stok kiiltiirleri hazirlamak icin 2. pasaj tliplinden 4 ml kiiltiir alinmis ve
icerisinde 1 ml steril gliserol bulunan (son konsantrasyon % 20 v/v olan) vida kapakli
deney tiiplerine aktarilmigtir. Deney tiipleri, tiip karistiricida 5-10 sn karistirildiktan

sonra tiipler tiip sportuna yerlestirilmis ve -18 °C'de depolanmustir.

4.2.1.3. Kiiltiirlerin tuzlu ortama adaptasyonu

Kiiltiirlerin tuzlu ortama adaptasyonu % 5 NaCl iceren TSB besiyerinde
yapilmistir. Tuza adapte edilecek bakteriler, stok kiiltlirler kullanilarak cogaltilmistir.
Bunun i¢in -18°C'de depolanan stok kiiltiirlerden aseptik kosullar altinda alinan 100 pl
kiiltiir, 9 ml steril TSB iceren deney tiipiine aktarilmis ve 37 ‘C'de 24 saat siire ile
inkiibasyona birakilmigtir. Bu islem igin 2 defa pasajlama yapilmis ve 2. pasajdan alinan
kiiltiirler, % 5 konsantrasyonda tuz iceren TSB besiyerine aktarilmistir. Bu tuz
konsantrasyonu yapilan 6n denemeler sonucu belirlenmistir. Adaptasyon igin her giin
yeni bir pasajlama yapilarak toplamda 10 pasaj yapilmis ve kiiltiirler 10 giin siiresince
tuza adapte edilmislerdir. Her pasajlamada gelisen kiiltiirden gerek gram boyama
yapilarak gerekse de selektif (SMAC) ve genel amagli (TSA) besiyerine ¢izim yapilarak

kiiltiire bulas1 olup olmadig1 kontrol edilmistir.
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Standart suslarin saglanmasi ve aktivasyonu
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Kiiltiirlerin tuzlu ortama adaptasyonu
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kiiltiirlerin degisen tuz konsantrasyonlarinda
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Spektrofotometrik sayim
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Verilerin modellenmesi ve istatistiksel analizler

Sekil 4.1. Calisma plan.
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4.2.1.4. Gram boyama islemi

Bu islem zaman zaman kiiltiirlerin kontamine olup olmadigini, Staphylococcus
aureus gibi halotdlerant bir bakterinin kiiltiire bulasip bulagmadigini kontrol igin
kullanilmistir.

Boyamanin esasi, Kkristal viyole ile boyanan bakterilerin alkolle deklorize
edildiklerinde bu boyay1 birakip birakmadiklarina dayanmaktadir. Boyay1 birakmayan
bakteriler iglerine ikinci boyayr da alamazlar ve kristal viyolenin mor rengi halinde
goriinmeye devam ederler. Bunlar Gram Pozitif (G(+)) bakterilerdir. Boyay1 birakanlar
ise renksiz hale gelir ve ikinci boya olan safranini/sulu fuksini hiicre igine alirlar. Bu
bakteriler ise pembe goriiniirler ve Gram Negatif (G(-)) bakterilerdir (Temiz, 2010).

Pasajlama islemi ve kiiltiirlerin gelisiminin izlenmesi sirasinda kiiltiriimiize
bulasginin olup olmadig1 anlamak i¢in kiiltiirden alinan 1 ml'lik 6rnek steril deney tiipiine
aktarilmistir. Bir 6ze yardimu ile aseptik sartlar altinda yaklasik 5 pl 6rnek alinmis ve
ornek lam iizerine yayilmistir. Hava ortaminda kuruyan lama yontemin gerektirdigi
islemler sirast ile uygulanmig ve preparat mikroskop (Olympus CX22) altinda

incelenmistir.
4.2.1.5. Gelisme denemeleri Kkiiltiirlerinin hazirlanmasi

E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 suslariin gelisim denemeleri, TSB
besiyeri kullanilarak yapilmistir. Besiyeri 30 g/litre olacak sekilde hazirlanmis ve 250
ml’lik erlenmayerlere 100’er ml olarak dagitilmigtir. Hazirlanan erlenmayerler
otoklavda (Uniterm) 121 “C'de 15 dk siire ile steril edilmistir. Steril TSB besiyerine 18
saatlik kiiltirden 1 ml aktarilmis ve 25 °C'de inkiibasyona birakilmistir. Gelisen
kiltiiriin genel diizeyi Kiiltiirel sayim ile belirlenmeye c¢alisgilmistir. Bunun igin 18
saatlik kiiltlirliniin 6nce absorbansi 6l¢iilmiis sonrasinda ise bu drnekten yayma plak
yontemi ile kiiltiirel sayim1 yapilmustir. Petriler 37 C'de 24 saat siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Petrilerde yapilan kiiltiirel sayim sonucunda 108 ile 10° kob/ml diizeyinde

canl1 hiicre olusmustur.
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4.2.1.6. Tuzlu ortama adapte edilmis ve edilmemis Kkiiltiirlerin degisen tuz
konsantrasyonlarinda gelisiminin izlenmesi

Yapilan ¢alismada, 1 adet E. coli ATCC 25922 ve 1 adet E. coli O157:H7
suslarinin adapte edilmemis kiiltlirleri ve % 5 tuzlu ortama adapte edilmis kiiltiirleri
kullanilmistir. Her kiiltiir, 3 paralel seklinde calisilmistir. 100 ml steril TSB iceren
besiyerine 18 saatlik kiiltiirden aseptik sartlar altinda 1 ml kiiltiir aktarilmis ve 25 °C'de
kilttiriin 0., 1., 2., 3., 4., 6., 8., 10., 12. ve 24. saatlerdeki gelisimleri spektrofotometrik
Olglimle kayda alinmigtir. Yapilan ¢alisma ile tuzun E. coli ATCC 25922 ve E. coli

O157:H7'nin gelisimi {izerine etkisi ortaya konmaya c¢aligilmistir.
4.2.1.7. Kiiltiirel sayim

Kiiltlirel sayim i¢in yayma plak yontemi kullanilmistir. Bunun igin TSA besiyeri
tizerindeki agiklamaya uyularak hazirlanmis ve otoklavda steril edilmistir. Yaklasik
45-50°C'ye sogutulmus olan steril besiyeri aseptik sartlar altinda steril petri kaplaria
12-15 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Kiiltiirin seri diliisyonlar1 hazirlanarak kiiltiiriin
baslangic mikrobiyal yiikii seyreltilmistir. Sonrasinda ise belirli diliisyon tliplerinden
aliman 0.1 ml 6rnek steril besiyeri igeren petri kaplarina aktarilmis ve 6rnek drigalski
spatiilii ile besiyerinin yiizeyine yayilmistir. Petriler, inkiibatore (Niive, EN 500) ters
olarak konulmus ve 37°C'de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda

ise 30-300 aras1 koloninin gelistigi petriler degerlendirmeye alinmigtir. Sayim sonucu,

N1+ N2
saymm (kob/ ) (2—) +D.0 % 10

(4.1)

"Esitlik 4.1" kullanilarak hesaplanmistir (Temiz, 2010). Esitlikteki N1 ve N2 petride
gelisen koloni sayilarini, D.O ise diliisyon oranini ifade etmektedir. Yayma plak
yonteminde petriye aktarilan 6rnek 0.1 ml oldugu i¢in bulunan sonug 10 ile ¢arpilarak

kiltiiriin ml'sindeki (kob/ml) say1 hesaplanmistir.
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Kiiltiirel sayim islemi hem kiiltiiriimiiziin genel diizeyi hakkinda bilgi sahibi
olmak i¢in hem de ¢alisma kiiltiiriine kontaminasyon olup olmadigini kontrol etmek igin

zaman zaman tekrarlanmistir.

4.2.1.8. Spektrofotometrik sayim

Tilrbidimetrik metot olarakta adlandirilan  spektrofotometrik  yontem,
incelenecek olan sivi Ornekteki bulamikliligin (tiirbiditesinin) zaman iginde artip
artmamasma dayanmaktadir. Meydana gelen bulaniklilik sayesinde mikrobiyal
{iremenin meydana gelip gelmedigi ve iiremenin derecesi 6grenilebilmektedir. incelenen
kiiltiirde bulaniklik arttikca spektrofotometreden gelen 1sinlar, ortamda daha fazla
tutulacaktir (absorbe edilecektir). Bu yontemle, mikroorganizma iiremesinin derecesi
optik dansite (OD) cinsinden oOlgiilebilmektedir (Temiz, 2010; Arda, 2000). Saf bir
mikroorganizma kiiltiiriindeki mikroorganizma sayisinin belirlenebilmesi i¢in ilk
asamada bu mikroorganizmanin farkli konsantrasyonlarindaki siispansiyonlari
kullanilarak standart bir egri (kalibrasyon kurvesi) hazirlanmaktadir. Daha sonra
mikroorganizma sayisi belirlenecek sivi kiiltiiriin absorbansi belirlenir ve standart egride
bu degere karsiik gelen mikroorganizma konsantrasyonu (sayisi) bulunur.
Spektrofotometrik Sl¢iim i¢in hem steril sivi besiyerinin bulaniklik igermemesi hem de
mikroorganizmanin homojen bulaniklik yapmasi gerekmektedir (Temiz, 2010; Madigan
ve ark., 2010).

Bu c¢alisgmada, bulanikligi 6lgmek igin inkiibasyonun 0. saatinden itibaren
kiiltiirlerden belirlenen zaman araliklarinda (kabaca lag fazda 2-3, logaritmik gelisme
fazinda 3-4 ve sabit fazda 2-3 6rnek olacak sekilde) 3'er ml kiltiir tek kullanimlik
kiivetlere aktarilarak kiiltiirlerin, spektrofotometre cihazinda 600 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri okunmustur. Bulanikligi 6lgmek i¢in tek  kullanimlik
spektrofotometre kiivetlerine 3’er ml’lik kiiltiir aktarilmis ve steril besiyeri koriine karsi
kiiltiiriin absorbans1 dl¢iilmiistiir. Ol¢iim igin 600 nm dalga boyu kullanilmistir (Myers
ve ark., 2013). Kiiltiirde meydana gelen bulaniklilik sayesinde liremenin meydana gelip
gelmedigi ve bulaniklik derecesi 6grenilmistir.

Kalibrasyon egrisi i¢cin McFarland Standardindan faydalanilmigtir. Standardin

hazirlanmas1 sirasinda %1'lik siilfirik asit (H2SO4) ve % 1.175'lik baryum kloriirden
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(BaCly) kullanilmistir. Olusan baryum siilfat’in (BaSO,) miktar1 bulanikligin
yogunlugunu belirlemektedir. Cizelge 4.1'de McFarland Standardinin hazirlanma
oranlari, Cizelge 4.2'de ise McFarland Standartlarina karsilik gelen bakteri yogunlugu
verilmigstir (Halkman ve Giirgilin, 1990; Anonim, 2014 (c)). Her analizden 6nce, analizin
ortasinda ve analizden sonra McFarland Standard: tiiplerinden makro kiivetlere 3'er
ml'lik 6rnek alinmis ve orneklerin saf su koriine karsi absorbansi ol¢iilmiistiir. Sekil
4.2'de tuza adapte edilmemis E. coli ATCC 25992 kiiltiiriiniin analizi 6ncesinde ¢izilen
kalibrasyon egrisi verilmistir. Cizelge 4.3'te ise bu egrinin ¢iziminde kullanilan

absorbans Ol¢timleri verilmistir.

Cizelge 4.1. Mc Farland Standardinin hazirlanma oranlari

Mc Farland
Standart No

%1'lik H,SO, 95 99 98 97 96 95 94 93 92 91 90
%1.175'lik
BaC|2

05 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Cizelge 4.2. McFarland Standartlarina karsilik gelen bakteri yogunlugu

Bulanikhiga karsilik gelen
bakteri sayisi (x 105/ ml)”

300
600
900
1200
1500
1800
2100
2400
2700
3000

Mc Farland Standard No

©O© 0o ~NO Ol b WD P

(BN
o

* Bakteri tiirlerine gore degerler degismekle beraber E. coli i¢in degerler tabloda sunulmustur (Anonim, 2014 (c)).
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Cizelge 4.3. Tuza adapte edilmemis E. coli ATCC 25992 kiiltiiriiniin kalibrasyon egrisi
icin kullanilan veriler

Mc Farland Standard No Absorbans Degeri

0.175
0.321
0.580
0.762
1.039
1.195
1.363
1.538
1.662
1.928
1.960

= o
5 ©®0~NoO oA~ wWN R

2,00 *

1,80 - R*=019878
1,60 -
140 -
1,20 -
1,00 -

0,80 -

Absorbans

0,60 -

0,40 -

0,20 -

0,00

0 2 4 B 8 10 12
Mec Farland Standart No

Sekil 4.2. Tuza adapte edilmemis E. coli ATCC 25992 kiiltiiriiniin analizi 6ncesinde g¢izilen
kalibrasyon egrisi.

4.2.1.9. Verilerin modellenmesi ve istatistiksel analizler

Her iki susun tuza adapte edilmis ve edilmemis kiiltiirlerinin gelisim siiresince

(24 saat) alinan absorbans degerleri Modifiye Gompertz Modeli kullanilarak
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modellenmistir. Model orijinal olarak bir niifus bilimci olan Benjamin Gompertz (1779-

1865) tarafindan gelistirilmistir. Kullanilan model (Modifiye Gompertz Modeli);

(4.2)
seklindedir (Coksoyler, 2013).

K = Lag faz1 siiresini (saat (h))

i = Maksimum gelisme hizimi (saat™ (h™))

A = Asimtot deger (Maksimum populasyon yogunlugu)
Xo = Mikroorganizmanin baslangi¢c yogunlugu (kob/ml)

X =t anindaki mikroorganizma yogunlugu (kob/ml)

Bu modelin ¢ok ¢esitli modifikasyonlar1 tiiretilmistir. Zwietering ve ark. (1991),
modeli dogrudan mikroorganizma gelisim kurvesi parametrelerini verecek sekilde
modifiye etmislerdir. Bu parametreler Sekil 4.3'de goriildiigii gibi maksimum spesifik

gelisme hizt (Wmax; Saat'l) egrinin donme noktasindaki tegetinin egimidir.

In{N/No )

')\ Time

FIG. 1. A growth curve.

Sekil 4.3. Bir mikroorganizmanin gelisme egrisi (Zwietering, 1991).
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Lag faz siiresi (£, saat), donme noktasindaki tegetin X- eksenini kestigi noktanin
orijine olan mesafesidir. Maksimum populasyon yogunlugu (asimtot deger, A),
populasyonun kag kat arttigmin (¢ogaldiginin) "In"i seklindedir. Grafigin X- ekseni

inkiibasyon siiresi (saat) olup y ekseni ise populasyon artig oranina bagka bir ifade ile

In (£-) seklindedir. Bu nedenle elde edilen absorbans degerleri (Ap) kullanilmadan énce

o gelisim egrisi i¢in baglangic absorbansina bdliinmiis (%) ve sonra In'i almarak

transforme edilmistir. Egrinin genel goriintlisii Sekil 4.4'te verilmistir. Sekilde

goriilecegi gibi gelisim egrisinin basglangic an1 i¢in Ap=A, oldugunda y = In (%) =0

olacaktir. Yani gelisim egrisi orijinden baslar, donme noktasi1 tam ortasindadir ve
simetrik bir sekilde asimtot degere ulasir.

Verilerin modellenmesinde En Kiigiikk Kareler prensibine dayanarak calisan
dogrusal olmayan regresyon hesaplama bi¢imi kullanilmistir. Hesaplamada SPSS 11.5
paket programinin dogrusal olmayan regresyon modiiliinden yararlanilmigtir. Bu
modelleme islemi (2 sus) x (2 adaptasyon) x (11 tuz konsantrasyonu) x (3 paralel)
olmak tizere toplam 132 adet gelisme denemesi i¢in yapilmistir. Gelisimi en iyi ifade
eden umax degerileridir. Bu nedenle sadece pmax degerlerinin ¢aligma faktorleri ile nasil

degistigi ortaya konulmaya calisilmistir.

3,00 4

2,50 -

0,50

0,00

a 5 10 15 20 25 30
Zaman (saat)

Sekil 4.4. E. coli'nin gelisim egrisi.
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Sus farklilig1, adaptasyon ve tuz konsantrasyonlarinin pmax degerlerini etkileyip
etkilemedigini ortaya koymada varyans analizinden yararlanilmistir. Varyans anazinde
de SPSS 11.5 paket programi kullanilmistir.

Bunlarin disinda deney faktorlerinin (sus farkliligi, adaptasyon ve tuz
konsantrasyonlarinin) pmax degerini nasil etkiledigini ortaya koymak iizere ikili
karsilagtirmalar yapilmis olup Microsoft Office 2007 Excel Programi'ndan

yararlanilmistir.



5. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢aligma, patojen ve patojen olmayan iki E. coli susunun tuza toleransinin sus
farkliligi, onceden tuza adapte edilip edilmedigi ve tuz konsantrasyonlari ile degisip
degismedigini ortaya koymak i¢in yapilmistir. Calisma, her kombinasyonda 3'er paralel
halinde yiiriitilmiistiir. Sekil 5.1'de Escherichia coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7

susunun SMAC agarda ¢izim yontemi ile gelisen kolonilerinin goriintiisii verilmistir.

Sekil 5.1. Escherichia coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 suslarinin SMAC agarda ¢izim
yontemi ile gelisen kolonilerinin goriintiisii.

Kiiltlirlerin adaptasyonu metot 4.2.1.3'te belirtildigi gibi yapilmig ve kiiltiire
bulasinin olup olmadigi her pasajda kiiltiirel sayim ve gram boyama ile kontrol
edilmistir. Bulas1 gozlenen calismalar tamamen iptal edilerek yeniden baglatilmistir.
Kiiltirlerin ¢esitli konsantrasyonlarda tuz igeren (% 0-10) TSB besiyerlerinde gelisimi
hem kiiltiirel sayim hemde absorbans 6l¢iimii ile izlenmistir. Kiiltiirel sayim esas olarak
kontrol amagli kullanilmis, sliphelenilen her koloniden hem gram boyama yapilarak
hem de selektif agara (SMAC) ve genel amagh agara (TSA) ¢izim yapilarak koloniler
kontrol edilmigtir. Sekil 5.2'de c¢alismada yapilan kiiltiirel sayim petrilerindeki
kolonilerin goriintiisii, Sekil 5.3'te analiz sirasinda absorbansi 6lgililen drneklerin tiimiine
ait kiltiirel sayim petrilerinin goriintiisii, Sekil 5.4'te ise analizi yapilacak orneklerin

absorbans 6l¢iimii oncesindeki goriintiisti verilmistir.
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Sekil 5.2. Kiiltiirel sayim yapilan petrilerdeki kolonilerin goriintiisii

Sekil 5.3. Analiz sirasinda absorbansi dlgiilen 6rneklerin tiimiine ait kiiltiirel sayim petrilerinin
gorintust.
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Sekil 5.4. Analizi yapilacak 6rneklerin absorbans 6l¢iimii oncesindeki goriintiisii.

Gelisimin izlenmesinde kiiltiirden periyodik olarak alinan Orneklerdeki
absorbans degisiminden yararlanilmigtir. Absorbanslarin zamana karst degisimi
Modifiye Gompertz Modeli ile modellenmis olup model parametrelerinin
hesaplanmasinda SPSS 11.5 programi kullanilmistir.

Tim sus, tuz konsantrasyonu ve adaptasyon kombinasyonlarinda bu islem
yapilmis, gelisim paterni (kalibi1) grafik halinde c¢ikartilmis ve hesaplanan model
parametrelerine karsi ¢izilen model egrisi ayni kalip tlizerinde gosterilerek gorsel
olarakta gelisim verilerinin modele uygunlugu incelenmistir. Bu sekilde, adapte edilmis
ve adapte edilmemis olarak iki susun 11'er tuz konsantrasyonundaki gelisim kurveleri
ve gelisim paternlerine ait [(2 sus) X (2 adaptasyon) x (11 tuz konsantrasyonu) X
(3 paralel)] 132 grafik Ek-1'de yer almaktadir.

Model parametrelerinin dogrusal olmayan regresyonla hesaplanmasina ait 2
ornek asagida verilmistir. Bunlardan ilki gelisimin c¢ok gii¢lii oldugu ve metot

parametrelerinin ¢ok iyi hesaplanabildigi bir 6rnege aittir (Cizelge 5.1 ve 5.2). Ornekte;
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tuza adapte edilmemis E. coli ATCC 25922'nin % 0 tuz konsantrasyonundaki
3 paralelden 1'inin gelisimine ait olan nonlineer varyans regresyon tablosu Cizelge

5.1'de verilmistir.

Cizelge 5.1. Tuza adapte edilmemis E. coli ATCC 25922'nin % 0 tuz ortamindaki
1. paralelinin gelisim parametrelerine (A, pn, £) ait varyans analiz

tablosu

Serbestlik Kareler Kareler

Varyans Kaynag )
Derecesi Toplami Ortalamasi

Regrasyon 3 31.5246 10.5082
Hata 9 0.0288 0.0032
Diizeltilmemis toplam 12 31.5534
(Diizeltilmis toplam) 11 10.2356

R? = (1 — hatanin kareler toplam / diizeltilmis kareler toplami) = 0.99718

Cizelgede de goriildiigii iizere bu varyans analizine ait varyasyon katsayisi
0.99718'dir. Baska bir deyisle verilerdeki degisimin % 99.718'1 model ile
agiklanmaktadir.

Ayni gelisim kurvesine ait nonlineer regresyon ile hesaplanan parametrelerin
degerleri, standart sapmalar1 ve giliven araliklar1 Cizelge 5.2'de verilmistir. Bu

parametreler kullanilarak gizilen gelisim kurvesi ise Sekil 5.5'te gosterilmistir.

Cizelge 5.2. Tuza adapte edilmemis E. coli ATCC 25922'nin % 0 tuz ortamindaki
1. paralelinin Modifiye Gompertz Modeli gelisim parametreleri (A, W, ),
bunlarin standart sapmalar1 ve giliven araliklar

Asimtotik 2%095'lik

Giiven arahg

Hesaplanan Asimptotik
Parametreler En Diisiik En Yiiksek
Deger Standart Hata
A 2.2782 0.0315 2.2070 2.3494
n 0.5947 0.0344 0.5169 0.6725

£ 2.3018 0.1146 2.0426 2.5611
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Cizelge 5.2'de A degeri bize kiiltir yogunlugunun en fazla kag "In" birim
anlattigin1 gostermektedir. Ikinci parametre olan pmax ile model egrisinin doniim
noktasindaki egimi olup birim zamanda (saatte) kiiltiiriin gelisme oranini vermektedir.
3. parametre olan lag fazi siiresi (K) gelismenin basladigi an1 vermektedir. Bu {i¢
parametrenin degerleri kullanilarak c¢izilen model egri ve hesaplamada kullanilan

verilere ait grafik sekil 5.5'te goriilmektedir.

3,00 -
2,50 - i=1100 A
2,00
G}
X 150 A=12.27825 _
X veril
Z 0 W= 0.594755 ht
5 A=2.301834 h ——mode!
0,50
0,00 4 . . | |
d 5 10 15 20 25 a0
-0,50 -
Zaman (saat)

Sekil 5.5. Tuza adapte edilmemis E. coli ATCC 25922'nin %0 tuz ortamindaki 1. paralelinin
gelisim kurvesi.

Cizelgenin bir sonraki siitununda her bir parametrenin standart sapmasi ve son
iki slitununda gliven araligi goriilmektedir. Tuz konsantrasyonlar1 arttikca
mikroorganizmanin maksimum spesifik gelisme hizi ve maksimum populasyon
yogunlugu (asimtot degeri) azalmakta ve lag fazi siiresi artmaktadir. Benzer bulgular
Glass ve ark. (1992), tarafindan da elde edilmistir. Bu arastirmacilar yaptiklar1 bir
calismada E. coli O157:H7'nin canli kalma orani lizerinde, asit ve NaCl'nin etkisi
aragtirtlmiglardir. Bu arasgtirmacilar, E. coli O157:H7'nin % 6.5 gibi yiliksek NaCl
konsantrasyonunda gelisebildigini ve bu tuz konsantrasyonunda lag fazi siiresinin
normalden daha uzun siirdiigiinii ortaya koymuslardir.

Son ti¢ siitunda yer alan degerler (standart sapma, en kiigiik ve en biiyiik) ise tuz
konsantrasyonundan degil, devamli sabit kalan absorbans oOl¢iimiiniin standart
hatasindan etkilenmektedir. Bu durum 6zellikle % 5 ve % 10 tuz konsantrasyonlarinda

goriilmektedir. Bu tuz konsantrasyonlarinda ¢ogu kurvede % 0'a yaklagsmis olan A ve
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umax degerlerine ait giiven araliginin igine 0 (sifir) girmektedir. Bu durum aslinda

modelin basarisiz olmasi ile ilgili degil, hatanin kiiglilen parametreler karsisinda daha

onemli hale gelmesi ile ilgilidir. Calismamizda yine de giiven araligi i¢ine O (sifir) giren

parametrelerin degerleri daha sonraki istatistiki hesaplamalarda kullanilmamistir. Boyle

bir gelisim kurvesine ait varyans analiz tablosu, verilerin tablosu ve grafigi Cizelge 5.3

ve Cizelge 5.4 ile Sekil 5.6'da goriilmektedir.

Cizelge 5.3. Tuza adapte edilmis E. coli O157:H7’nin % 6 tuz ortamindaki
2. paralelinin gelisim parametrelerine (A, p, £) ait varyans analiz

tablosu

Serbestlik Kareler Kareler

Varyans Kaynagi .
Derecesi Toplami Ortalamasi

Regrasyon 3 1.8718 0.6239
Hata 7 0.0268 0.0038
Diizeltilmemis toplam 10 1.8986
(Diizeltilmis toplam) 9 1.2947

R? = (1 — hatanin kareler toplam / diizeltilmis kareler toplami) = 0.97932

Cizelge 5.4. Tuza adapte edilmis E. coli O157:H7’nin % 6 tuz ortamindaki
2. paralelinin Modifiye Gompertz Modeli gelisim parametreleri (A, p,
), bunlarin standart sapmalari ve giiven araliklari

Asimtotik % 95'lik Giiven arahg:

Parametreler

A

1)
L

Hesaplanan Asimptotik
En Diisiik En Yiiksek
Deger Standart Hata
3.6783 3.1920 -3.8695 11.2261
0.0849 0.0318 0.0097 0.1601
9.2428 5.3667 -3.4474 21.9331

Sekil 5.6'da kesikli ¢izgi ile gosterilen bagka bir deyisle parametrelerin bir veya

bir kagimin giiven araligimmin igine sifirin girdigi bu gelisim kurveleri, parametreler
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tizerine faktorlerin (sus farki, adaptasyon ve tuz konsantrasyonu) etkilerini gésteren
istatistiki degerlendirmeye alinmamistir. Bu nedenle 132 adet kurvenin sadece 86 adeti,
parametrelerin lizerine faktorlerin etkisini degerlendirmede kullamilmistir. Cizelge

5.5'de % 5 - % 95 giiven araligi igine 0 (sifir) girmeyen gelisim kurvesi parametreleri

verilmistir.
3,00 -
A= 3,678306 < WEri i=2206 B
250
' u=0,08493 ht
— 200 A=9,242831 h = = modelmodel
= %
=
% 1,50 -
c _
— 100 i -
0,50 - -
0,00 < = : . . | |
0 5 10 15 20 . 20
Zaman (saat)

Sekil 5.6. Tuza adapte edilmis E. coli O157:H7’nin % 6 tuz ortamindaki 2. paralelinin gelisim

kurvesi.

5.1. Maksimum Spesifik Gelisme Hizi (uma) Uzerine Sus Farkhliginin,
Adaptasyonun ve Tuz Konsantrasyonlarinin EtkKisi

Cizelgelerde yer alan ii¢ parametre i¢inden gelisimi en iyi ifade eden parametre
Umaxtir. Bu nedenle deney parametrelerinin (sus farkliligi, adaptasyon, tuz
konsantrasyonu) gelisim iizerine etkisi, sadece pmax ile agiklanmaya ¢aligilmistir. Diger
iki parametre ve li¢ parametreyi birlikte yorumlayan (egri altinda kalan alan gibi) farkli
degerlendirme bi¢imlerine ihtiyag duyulmamistir. Ancak daha sonra veriler iizerinden
bu tarz ¢alismalara imkan verilebilmesi icin tiim absorbans degerleri Ek-3 verilmistir.

Deney parametrelerinin spesifik gelisme hizi {izerine etkileri varyans analizi ile
incelenmistir. Bu incelemede parametrelerinin giiven araligi i¢ine 0 (sifir)'in girmedigi
86 adet kurvenin pmax degerleri kullanilmistir. umax'lara ait varyans analiz tablosu

cizelge 5.6 de verilmistir.
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Cizelge 5.5. Giiven aralig1 i¢ine 0 (sifir) girmeyen gelisim kurvesi parametreleri

PARALEL SUS ADAP ;
NO NO TASYON Y42 A n L R
1 1 1 0 22782 05948 23018 09972
2 1 1 0 23158 05467 14748  0.9971
3 1 1 0 23456 05696 14798  0.9977
1 1 1 1 21527 04379 21107 09971
2 1 1 1 21404 04223 14881 09922
3 1 1 1 23515 05519 16874  0.9985
1 1 1 2 20778 03426 34149 09974
2 1 1 2 21308 03866 27107  0.9952
3 1 1 2 23101 04827  2.3429  0.9977
1 1 1 3 21695 03861 43140  0.9986
2 1 1 3 21422 03216  3.9434  0.9983
3 1 1 3 21979 03891 36518  0.9971
1 1 1 4 19154 01601 93994  0.9915
2 1 1 4 20720 01648 63118  0.9996
3 1 1 4 20575 02305 58830  0.9911
2 1 1 5 07376 00391 95683  0.9873
1 1 2 0 26512 05719 18362  0.9972
2 1 2 0 26312 05838 18253  0.9975
3 1 2 0 26529 05690 16077  0.9962
1 1 2 1 25335 04947 19246 09976
2 1 2 1 24785 04889 19596  0.9976
3 1 2 1 25185 04995 18425  0.9983
1 1 2 2 25253 04130 22704  0.9972
2 1 2 2 25532 04368  2.2673  0.9973
3 1 2 2 25462 04269 22512  0.9970
1 1 2 3 24893 03331  2.8340  0.9965
2 1 2 3 24725 03295  2.8374  0.9966
3 1 2 3 25490 03406  2.6814  0.9961
1 1 2 4 23945 02457 36110  0.9975
2 1 2 4 24298 02547 33220  0.9962
3 1 2 4 25550 02956 33193  0.9947
1 1 2 5 25622 01313  3.7332  0.9996
2 1 2 5 25722 01556  3.5408  0.9996
3 1 2 5 24756 01824 40253  0.9987
1 1 2 6 15075 00674 39352  0.9964
2 1 2 6 21523 00854 42610  0.9971
3 1 2 6 18659 00769  3.6097  0.9983
1 1 2 7 03913 00298 29251  0.9985
2 1 2 7 05479 00373  2.6076  0.9981
3 1 2 7 07279 00439 31013  0.9947
1 1 2 8 03836 00234 33319  0.9886
2 1 2 8 02767 00149  2.6003  0.9535
3 1 2 8 01643 00216 15779  0.9686
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Cizelge 5.5. Giiven aralig1 i¢ine 0 (sifir) girmeyen gelisim kurvesi parametreleri

(Devami)
PARALEL SUS ADAP 5
NO NO TASYON 'YZ A n L R

2.2511 0.4585 1.9782 0.9981
2.2876 0.4778 1.8078 0.9982
2.2386 0.4789 1.7547 0.9977
2.3523 0.4452 2.0483 0.9990
2.4011 0.4787 1.9650 0.9987
2.3671 0.4736 1.8969 0.9985
2.3152 0.3765 2.6026 0.9981
2.3109 0.3790 2.5185 0.9985
2.4232 0.3949 2.3448 0.9989
2.3418 0.2984 3.7807 0.9977
2.2945 0.2920 3.4980 0.9964
2.3907 0.3014 3.3433 0.9961
2.3641 0.1804 5.8009 0.9992
2.2341 0.2009 5.4033 0.9987
2.3277 0.2112 4.9498 0.9984
2.8160 0.1414 9.3154 0.9993
3.1207 0.1404 8.1175 1.0000
3.2419 0.1366 8.3511 0.9999
3.3918 0.0876 13.5169 0.9995
2.4152 0.0696 11.2207 0.9994
2.2231 0.0748 11.2553 0.9992
2.5691 0.4855 2.5076 0.9978
2.5272 0.4812 2.4720 0.9970
2.5716 0.4981 2.2825 0.9974
2.6027 0.4364 2.7514 0.9959
2.6117 0.4336 2.5422 0.9950
2.6039 0.4663 2.5438 0.9973
2.5571 0.3755 3.3593 0.9975
2.5748 0.3796 3.1576 0.9959
2.6177 0.3885 2.9410 0.9969
2.4553 0.3115 4.6666 0.9957
2.5385 0.2985 3.8988 0.9964
2.5825 0.3302 3.5950 0.9953
2.6447 0.1895 4.6439 0.9992
2.6134 0.1908 4.6796 0.9994
2.6330 0.1881 4.6051 0.9995
3.5239 0.1321 6.6638 0.9996
4.0979 0.1355 7.2299 0.9998
3.7394 0.1343 7.0788 0.9995
3.0234 0.0744 8.8219 0.9980
1.8879 0.0703 8.4318 0.9988
0.7474 0.0210 2.6091 0.9899
0.4376 0.0202 3.6557 0.9972
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Cizelge 5.6. Maksimum spesifik gelisme hizi (umax) degerlerinin faktorlere gore
degisimine ait varyans analizi

Kareler Serbestlik Kareler

Varyans Kaynag Toplami Derecesi  Ortalamasi F-Degeri  Onemlilik
Diizeltilmis Model 2.525(a) 29 0.087 142.352 0.000
Kesim Noktas1 5.006 1 5.006 8185.208 0.000
Sus No 0.011 1 0.011 17.253 0.000
Adaptasyon 0.005 1 0.005 7.995 0.006
Tuz 2.297 8 0.287 469.413 0.000
Sus No * Adaptasy 0.006 1 0.006 9.113 0.004
Sus No * Tuz 0.024 7 0.003 5.719 0.000
Adaptasyon * Tuz 0.007 6 0.001 1.881 0.100
Sus No * Adaptasyon * Tuz 0.013 5 0.003 4.195 0.003
Hata 0.034 56 0.001

Toplam 10.013 86

Diizeltilmis Toplam 2.559 85

Cizelge 5.6'de goriildiigii lizere esas faktor olarak sus no (p<0.001), adaptasyon
(p=0.006), tuz konsantrasyonu (p<0.001), sus no x adaptasyon interaksiyonu (p=0.004),
sug no x tuz konsantrasyonu interaksiyonu (p<0.001), sus no x adaptasyon x tuz
konsantrasyonu interaksiyonu (3'lii interaksiyon) 6nemli bulunmus ve adaptasyon x tuz
konsantrasyonu  6nemli  bulunmamustir.  Onemli  bulunan  faktdrlerin  ve
kombinasyonlarinin pmax degerlerini nasil degistirdikleri asagida tablolar ve grafikler
seklinde izah edilmistir.

Cizelge 5.6'da goriilecegi lizere en biiyiik varyasyon kaynagi tuz konsantrasyonu
olmustur. Ornegin; susa ait kareler toplam1 0.011, adaptasyona ait kareler toplami 0.005
iken tuz konsantrasyonlarmin etkisine ait kareler toplami 2.297 (F=469.413)'dir. Bu
nedenle ilk olarak tuz konsantrasyonunun spesifik gelisme hizi iizerine etkisi ele

alinmastir.

5.2. NaCl'e Adapte Edilmis ve Adapte Edilmemis E. coli ATCC 25922 Susunun
Ortalama pmax Degerlerinin Karsilastirilmasi

Sus no x adaptasyon x tuz konsantrasyonu interaksiyonu énemli oldugu igin tuz

konsantrasyonlarinin umax lizerine etkisi her sus ve adaptasyon kombinasyonlarinda ayri
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ayr1 degerlendirilmistir. Bu degerlendirme her tuz x adaptasyon x sus no
kombinasyonda yer alan paralellerin ortalamalarinin ve standart sapmalarinin
karsilastirilmasi halinde Cizelge 5.7, 5.8, 5.9 ve 5.10'da yer almaktadir. Karsilastirmada
kullanilan Duncan tablolar1 ise sirasi ile Ek-4, 5, 6 ve 7'de verilmistir.

E. coli ATCC 25922’nin NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis kiiltiirlerinin % 0-8
tuz igeren TSB besiyerindeki ortalama pms'larina ait karsilastirmalarmin Duncan
tablosu Ek-4’te verilmistir. Cizelge 5.7’de ise ortalama pmax degerleri Duncan siniflama
degerleri ile birlikte verilmistir.

En diisiik ortalama umax degerleri NaCl'e adapte edilmis E. coli ATCC 25922
kiiltiirlerinin % 6, % 7 ve % 8 tuz iceren TSB besiyerlerindeki gelisiminde goriilmiistiir.
Ancak ayni konsantrasyonlarda tuz igeren besiyerlerinde tuza adapte edilmemis
E. coli ATCC 25922 Kiiltiirleri belirgin bir iireme gostermedigi i¢in bu tuz
konsantrasyonlarinda giivenli birer pmax degeri hesaplanamamistir. NaCl'e adapte
edilmis E. coli ATCC 25922 Kkiiltiiriiniin % 5 tuz igeren TSB besiyerindeki ortalama
Umax degeri, adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 kiiltlirin ortalama pmax degerine
gore 6nemli olglide biytiktiir (p<0.05). Fakat NaCl'e adapte edilmemis E. coli ATCC
25922 Kkiltiriinin % 5 tuz konsantrasyonunda tek bir pumax degeri bulundugundan
istatistiki bir karsilagtirma yapilamamustir.

Tuza adapte edilmis E. coli ATCC 25922 Kkiiltiiriintin % 5 tuz igeren TSB
besiyerindeki ortalama pmax degeri ile adapte edilmemis kiiltirin % 4 tuz igeren
besiyerindeki ortalama pmax degerleri ayn1 Duncan sinifinda yer almaktadir. Bagka bir
deyisle, tuza adapte edilmis E. coli ATCC 25922 kiiltiiriiniin % 5 tuz ortamindaki
ortalama pmax'1, tuza adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 kiiltiiriiniin % 4 tuz
ortamindaki ortalama pmax'1 kadar hizlidir. Tuza adapte edilmis ve edilmemis E. coli
ATCC 25922 kiiltiirlerinin % 4 tuz igeren TSB besiyerindeki ortalama pmax degerleri
karsilastirildiginda, adapte edilmis E. coli ATCC 25922 kiiltiiriine ait ortalama pmax
degeri adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 kiiltiiriiniin ortalama pmax degerinden
istatistiki onemlilikte yiiksektir (p<0.05). Tuza adapte edilmis E. coli ATCC 25922
kiiltliriiniin % 3 tuz ortamindaki ortalama pmax degeri % 4 tuz ortamindaki ortalama pmax
degerinden 6nemli derecede biiyiik (p<0.05) ve % 2 tuz ortamindaki ortalama pmax

degerinden 6nemli derecede kiigiiktiir (p<0.05). Ancak % 3 tuz konsantrasyonunda, tuza
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adapte edilmis E. coli ATCC 25922 ve adapte edilmemis E. coli ATCC 25922

kiiltiirlerinin ortalama pmax degeri arasinda fark 6nemli olmamuistir (p>0.05).

Cizelge 5.7. E. coli ATCC 25922 susunun % 5 NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis
kiltirlerinin % 0-8 tuz igeren TSB besiyerindeki ortalama pmax
degerlerinin karsilastirilmasi

Tuz Kons. (%) Adapte Edilmis Adapte Edilmemis

0 0.5749® + 0.0078 0.57039+ 0.0241
1 0.4944® + 0.0053 0.470779 + 0.0707
2 0.4256®" + 0.0120 0.4040%% + 0.0241
3 0.3344“ £ 0.0057 0.3656“ + 0.0381
4 0.2653% + 0.0266 0.1851?+ 0.0393
5 0.1564? + 0.0256 0.0391*

6 0.0766™ + 0.0090

7 0.0370% + 0.0071

8 0.0200% + 0.0044

* Tek sonug oldugu i¢in Duncan siiflamasina dahil olamamustir.

Benzer durum, tuza adapte edilmis E. coli ATCC 25922 kiiltiirlerinin % 2, % 1
ve % 0 tuz konsantrasyonlar i¢inde gegerlidir. Bu 3 tuz konsantrasyonunda (% 2, % 1
ve % 0), ortalama pmax degerleri birbirinden 6nemli derecede farkli olup azalan tuz
degeri ile artis gostermektedirler. Adapte edilmis E. coli ATCC 25922 kiiltiirlerinin her
ti¢ tuz konsantrasyonundaki (% 2, % 1 ve % 0) ortalama pmax degeri, adapte edilmemis
E. coli ATCC 25922 kiiltiirlerinin ayni tuz konsantrasyonlari ile karsilastirildiginda her

tictinde de fark istatistiki olarak 6nemsizdir (p>0.05).

5.3. NaCl'e Adapte Edilmis ve Adapte Edilmemis E. coli O157:H7 Susunun
Ortalama pmax Degerlerinin Karsilagtirilmasi

E. coli O157:H7 susunun NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis kiiltiirlerinin
% 0-7 tuz iceren TSB besiyerindeki maksimum spesifik gelisme hizlarma ait Duncan®
tablosu Ek-5'te verilmistir. Cizelge 5.8’de ise ortalama pmax degerlerinin Duncan

siiflama degerleri ile birlikte verilmistir.
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Cizelge 5.8. E. coli O157:H7 tiirinin % 5 NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis
kiltirlerinin % 0-7 tuz iceren TSB besiyerindeki ortalama pmax

degerlerinin karsilastirilmasi

Tuz Kons. (%)

Adapte Edilmis

Adapte Edilmemis

0 0.48829 + 0.0088 0.4717%9+0.0115
1 0.44547+ 0.0181 0.4658® + 0.0181
2 0.38129+ 0.0066 0.3835©+0.0100
3 0.3134%+ 0.0159 0.2972® + 0.0048
4 0.1895“+ 0.0013 0.1975“+ 0.0157
5 0.1340%+ 0.0017 0.1395% + 0.0025
6 0.0723®+ 0.0029 0.0773@ + 0.0093
7 0.0206™ + 0.0006

Cizelge 5.8'e gore E. coli O157:H7’nin NaCl'e adapte edilmis kiiltiiriiniin % 0-7
tuz iceren TSB besiyerinde spesifik gelisme hizlarmin ortalama degerleri (ortalama
Wmax), artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak azalmis ve her tuz konsantrasyonundaki
ortalama pmax degerleri birbirinden istatistiki dnemlilikte (p<0.05) farkli bulunmustur.
E. coli O157:H7’nin NaCl'e adapte edilmemis kiiltirleri igin de aymi durum soz
konusudur. Ancak E. coli O157:H7’nin NaCl'e adapte edilmemis kiiltiirlerinden sadece
% 0 ve % 1 tuz igeren besiyerindeki kiiltlirlerinin ortalama pmax degerlerinin birbirinden
farklar1 6nemsizdir (p>0.05).

E. coli O157:H7’nin NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis kiiltiirleri birbirleriyle
karsilagtirildiginda, % 0, % 2, % 3, % 4, % 5 ve % 6 tuz i¢eren TSB besiyerlerindeki
Wmax larin ortalamalari arasindaki farklar istatistiki olarak 6nemsizdir (p>0.05). NaCl'e
adapte edilmis E. coli O157:H7 kiiltiiriiniin % 1 tuz igeren besiyerindeki ortalama
Lmax lar, adapte edilmemis E. coli O157:H7 kiiltiirliniin ortalama pmax'larindan istatistiki
onemlilikte kiigliktiir (p<0.05).

Yaptigimiz ¢aligmada adapte edilen kiiltiirlerin en fazla % 7-8 (E.coli ATCC
25922 i¢in % 8, E. coli O157:H7 i¢in % 7) tuz konsantrasyonlarinda gelisim gosterdigi,
buna karsin adapte edilmemis kiiltiirlerin adapte edilmislere gore % 1-2 tuz

konsantrasyonunda geri kaldiklar1 goriilmiistiir. Ancak adapte edilmis ve edilmemis
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hicbir kiiltiir % 10 tuz konsantrasyonunda kaydedilebilir bir gelisme gostermemistir.
Goh ve ark. (2012), yaptiklari bir ¢calismada % 8 tuza kadar 80 giin siire ile yaptiklari
adaptasyon sonucunda (80 pasajlamada) adapte edilen kiiltiirlerin % 11'lik tuz
konsantrasyonlarinda bile gelisebildiklerini bildirmislerdir. Diisiik diizeyde de olsa bu
farkin nedeni, bizim adaptasyon ¢alismamizda daha diisiik bir tuz konsantrasyonu (% 5)
ve daha kisa siireli (10 gilin) bir adaptasyonun olmasi ile ilgili olabilir. Ancak her iki
calismada Kkiiltiir ortaminda E. coli susunun tuza adaptasyonu ile yiiksek tuz

ortamlarinda gelisebilecegini gdstermeleri yoniinden paralellik gostermistir.

5.4. NaCl'e Adapte Edilmemis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 Susunun
Ortalama pmax Degerlerinin Karsilastirilmasi

NaCl'e adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 kiiltiirlerinin
% 0-6 tuz igeren TSB besiyerindeki maksimum spesifik gelisme hizlarina ait Duncan®
tablosu Ek-6'da verilmistir. Tuza adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 ve E. coli
O157:H7 Kkiiltiirlerinin % 0-6 tuz igeren TSB besiyerindeki ortalama pmax degerlerinin
karsilastirilmast Cizelge 5.9'da verilmistir.

Tuza adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 kiiltiirlerinin
ortalama umax degerleri karsilastirildiginda, % 0 ve % 3 tuz konsantrasyonunda tuza
adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 adapte edilmemis E. coli O157:H7'den istatistik
onemlilikte daha hizli gelismistir (p<0.05). Adapte edilmemis iki susun % 1, % 2 ve %
4 tuz konsantrasyonlarinda ise ortalama pmax degerleri arasindaki farklar Oonemsiz
bulunmugtur (p>0.05). Ancak % 5 ve % 6 tuz konsantrasyonlarinda ise adapte
edilmemis E. coli ATCC 25922 belirgin bir gelisme gosteremezken adapte edilmemis E.
coli O157:H7 gelisme gostermistir. Bu durum, yiiksek tuz konsantrasyonlart igin

patojen E. coli’nin daha dayanikli oldugu seklinde yorumlanmustir.
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Cizelge 5.9. NaCl'e adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7
kiiltiirlerinin % 0-6 tuz igeren TSB besiyerindeki ortalama pmax
degerlerinin karsilastirilmasi

Tizkons 00 As T Ry
0 0.5703®+ 0.0241 0.47179+0.0115
1 0.4707® + 0.0707 0.4658% + 0.0181
2 0.4040“ + 0.0241 0.3835“+ 0.0100
3 0.3656“ + 0.0381 0.29729+ 0.0048
4 0.1851@+0.0393 0.1975@+0.0157
5 0.0391* 0.1395@ + 0.0025
6 0.0773%+ 0.0093

* Tek sonug oldugu i¢in Duncan siniflamasina dahil olamamistir.

5.5. NaCl'e Adapte Edilmis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 Susunun
Ortalama pyax Degerlerinin Karsilastirilmasi

NaCl'e adapte edilmis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 kiiltiirlerinin
% 0-8 tuz igeren TSB besiyerindeki maksimum spesifik gelisme hizlarina ait Duncan®
tablosu Ek-7'de verilmistir. Tuza adapte edilmis E. coli ATCC 25922 ve E. coli
O157:H7 Kkiiltiirlerinin % 0-8 tuz igeren TSB besiyerindeki ortalama pmax degerlerinin
karsilastirilmasi Cizelge 5.10'da verilmistir.

Tuza adapte edilmis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 kiiltiirlerinin
ortalama pmax degerleri karsilastirildiginda, 5 tuz konsantrasyonunda (% 0, % 1, % 2,
% 4 ve % 5 tuz igeren TSB besiyerinde) gelisen kiiltiirlerin hepsinde tuza adapte edilmis
E. coli ATCC 25922, E. coli O157:H7’den istatistiksel dnemlilikte daha hizli geligsmistir
(p<0.05). Tuza adapte edilmis iki susun, % 3 ve % 6 tuz igeren besiyerindeki ortalama
Wmax degerleri arasindaki fark ise 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Her iki susun % 7 tuz
konsantrasyonunda ve E. coli ATCC 25922'nin % 8 tuz konsantrasyonunda ortalama
umax degerleri de istatistiki olarak birbirinden farkli degildir. Tuza adapte edilmis
kiiltirlerden E. coli ATCC 25922, genel olarak daha yiiksek bir maksimum spesifik

geligsme hiz1 gostermistir.
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Cizelge 5.10. NaCl'e adapte edilmis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7
kiiltiirlerinin % 0-8 tuz igeren TSB besiyerindeki spesifik gelisme
hizlarinin karsilagtirilmasi

TuzKoms (96 ¢ 'soiATec 25022 E ool O167:11
0 0.5749™ £ 0.0078 0.48829 + 0.0088
1 0.4944"9 + 0.0053 0.44549 + 0.0181
2 0.4256 + 0.0120 0.3812®+ 0.0066
3 0.33447 £ 0.0057 0.3134M+ 0.0159
4 0.2653© + 0.0266 0.1895® + 0.0013
5 0.1564“ + 0.0256 0.13409 % 0.0017
6 0.0766® + 0.0090 0.0723®+ 0.0029
7 0.0370%+ 0.0071 0.0206% + 0.0006
8 0.0200% + 0.0044

5.6. Suslarin Maksimum Spesifik Gelisme Hizinin Farklh Tuz Konsantrasyonlarina
Gore Ikili Olarak Karsilastirmasi

Modifiye Gompertz Modeli kullanilarak hesaplanan gelisim  kurvesi
parametrelerinden maksimum spesifik gelisim hizinin sus ve adaptasyon iizerine olan
etkileri ikili grafikler seklinde agiklanmustir. Sekil 5.7'te E. coli ATCC 25922 susunun
NaCl'e adapte edilmis ve adapte edilmemis kiltiirlerinin  farkli  tuz
konsantrasyonlarindaki ~ ortalama maksimum spesifik gelisme hizlart  (Umax)
karsilastirilmistir. Tuza adapte edilmis E. coli ATCC 25922'nin pmax't genel olarak
adapte edilmemis E. coli ATCC 25922'nin pma'indan daha biyiiktiir. Tuza adapte
edilmis E. coli ATCC 25922, % 8 tuz konsantrasyonuna kadar gelisme gosterirken
adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 % 5 tuz konsantrasyonuna kadar gelisme
gostermistir.

E. coli O157:H7 susunun NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis kiiltiirlerinin farkli
tuz konsantrasyonlarindaki maksimum spesifik gelisme hizlarinin karsilastiriimasi
Sekil 5.8'te yapilmustir. ki kiiltiiriin pmaylarn farklilik gostermektedir. Tuza adapte

edilmis E. coli O157:H7 susunun % 1 ve % 3 tuz konsantrasyonlarindaki pumax'1 adapte
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edilmemis E. coli 0O157:H7

susununkinden daha yiiksek
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konsantrasyonlarinda adapte edilmemis E. coli O157:H7'nin puma't adapte edilmis

E. coli O157:H7'nin umax'indan daha yiiksek olmustur.
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Sekil 5.7. E. coli ATCC 25922 susunun NaCl'e adapte edilmis ve

tuz konsantrasyonlarindaki ortalama maksimum
kargilastiriimasi.

edilmemis kiiltiirlerinin farkl
spesifik gelisme hizlarinin

0,60
0,50
0,40
0,30
0,20

} max

0,10
0,00

—l-—l—l—'—'_'_I

Yiizde Tuz Konsantrasyonlari

ha,

adapte edilmemis

W sdapte edilmis

-____'?
__I_____f_.-

&

Sekil 5.8. E. coli O157:H7 susunun NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis kiilttirlerinin farkli tuz
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Her iki susun (E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7) NaCl'e adapte edilmis
ve adapte edilmemis kiiltlirlerinin ortalama pmax degerlerinin tuza bagl degisimlerinin
karsilastirilmasi ise Sekil 5.9 ve Sekil 5.10'da verilmistir.

Sekil 5.9'da NaCl'e adapte edilmis suslar karsilastiritlmistir. Tuza adapte edilmis
E. coli ATCC 25922'nin tiim tuz konsantrasyonlarindaki ortalama pmax degeri tuza
adapte edilmis E. coli O157:H7'nin ortalama pumax degerinden daha yiiksek olmustur.
Adapte edilmis E. coli ATCC 25922, % 8 tuz konsantrasyonuna kadar gelisim
gosterebilirken adapte edilmis E. coli O157:H7'min gelisim gosterdigi  tuz
konsantrasyonu % 7'de kalmaistir.

NaCl'e adapte edilmemis suslarin ortalama maksimum spesifik gelisme hizlarinin
karsilastirilmast ise Sekil 5.10'da yapilmistir. Ancak tuza adapte edilmemis kiiltiirlerde
% 3'e kadar olan diisiik tuz konsantrasyonlarinda E. coli ATCC 25922'nin pmax't daha
yiiksek iken % 4 ve tizerindeki tuz konsantrasyonlarinda ise E. coli O157:H7'nin pmax't
daha yiiksektir. Bu durumu patojenin diren¢ mekanizmasi sayesinde adapte edilmemis

kiiltiriinde bile E. coli O157:H7'nin tuza karsi daha direngli oldugu seklinde izah
edilebilir.

E. Coli
0,60 4

| M E.coli0157:H7
0,50

0,40
0,30
0,20 |
010 |
0,00 'lf..:"'l—---r—-—r—' ’ ’
o1, 3"‘”"'""1""”_?
4 s 7

Yiizde Tuz Konsantrasyonlari
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Sekil 5.9. E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7'nin NaCl'e adapte edilmis kiiltiirlerinin

farkli tuz konsantrasyonlarindaki ortalama maksimum spesifik gelisme hizlarinin
karsilastirilmasi.
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Sekil 5.10. E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7'nin NaCl'e adapte edilmemis kiiltiirlerinin

farkli tuz konsantrasyonlarindaki ortalama maksimum spesifik gelisme hizlarmin
karsilastiriimasi.

5.7. Suslarin Kiiltiirel Sayim Sonuglari ile Absorbans Degerleri Arasindaki Tliski

Absorbans degerleri okunan kiiltiirlerin baglangi¢ inokulasyon miktarlart NaCl'e
adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 i¢in 8.90 log kob/ml, adapte edilmis E. coli
ATCC 25922 i¢in 7.61 log kob/ml, adapte edilmemis E. coli O157:H7 igin 8.82 log
kob/ml adapte edilmis E. coli O157:H7 igin ise 7.37 log kob/ml olmustur. Kiiltiirel
sayim sonucunda tiim kiiltiirlerin 103-10° kob/ml arasinda iiredigi goriilmiistiir. Suslarin
kiiltiire] sayim sonuglar1 ile absorbans degerleri arasindaki iliski iki degerinde
logaritmasi alinarak gosterilmistir. A¢iklanmak istenilen iliski grafikler seklinde Sekil
5.11, 5.12, 5.13 ve 5.14'te gosterilmistir.

Tiim grafiklerde Log Absorbans = 0 i¢in (absorbans = 1) log kob/ml degeri 8
civarinda oldugu goriilmekte ve tiim grafiklerde log m.o sayisi/log absorbans iligkisi
ayn1 egimde goriilmektedir. Buna dayanarak 1 absorbansin kabaca 10® kob/ml'ye denk
geldigi ve absorbanslarin kiiltiirel sayimdaki 4 grafiktede (Sekil 5.11, 5.12, 5.13 ve
5.14) benzer oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.11. Tuza adapte edilmemis E. coli ATCC 25922'nin kiiltiirel sayim absorbans iligkisi.
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Sekil 5.12. Tuza adapte edilmis E. coli ATCC 25922'nin kiiltiirel sayim absorbans iliskisi.
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Sekil 5.13. Tuza adapte edilmemis E. coli O157:H7'nin kiiltiirel sayim absorbans iligkisi.
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Sekil 5.14. Tuza adapte edilmis E. coli O157:H7'nin kiiltiirel sayim absorbans iligkisi.

Kiiltiirel sayimlarin esas amaci bastada belirtildigi gibi bulaginin yani
kontaminasyonun olup olmadigimi kontrol etmektir. Teze aktarilan c¢aligmalarda bir

kontaminasyon goriilmemistir.



6. SONUC

Bu ¢alisma, biri patojen biri patojen olmayan E. coli susunun tuza adaptasyonu
ile yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisme kabiliyetinin bagka bir deyisle
toleranslarinin artip artmadiginin anlasilmasi i¢in yapilmistir. Tuza dayanikliligin
incelenmesi, her iki susun tuza adapte edilmis ve adapte edilmemis Kkiiltiirlerinin
11 ardigik tuz konsantrasyonunda (% 0-10) TSB besiyerinde gelisimlerinin izlenmesi ile
yapilmistir. Izlemede metot 4.2.1.8'de belirtildigi gibi spektrofotometrik tayin yontemi
kullanilmistir. Olgiimler, dnceden belirlenen araliklarda her tuz konsantrasyonunda
24 saat boyunca yapilmustir. Veriler Modifiye Gompertz Modeli kullanilarak
modellenmis ve her iki susun tuza adapte edilmis ve adapte edilmemis kiiltiirlerinin
11 tuz konsantrasyonundaki gelisimlerine ait toplam 132 adet gelisim kurvesi
cizilmistir.

Tiim kurveler incelendiginde, tuz konsantrasyonlari arttikca mikroorganizmanin
gelisim hiz1 azaldigindan maksimum spesifik gelisme hiz1 ve maksimum populasyon
yogunlugu azalmakta, lag fazi siiresi ise artmaktadir.

Mikroorganizma gelisiminin en dnemli parametresi, maksimum spesifik gelisme
hiz1 (umax)'dir. Bu nedenle tuza adapte edilmis ve edilmemis kiiltlirlerin tuza karsi
dayanikliliklarinin Olciisti olarakta pmax kullanilmistir. Ancak 132 kurvenin her ii¢
parametresininde giivenli oldugu 86 pmax degeri, sus farki ve adaptasyonun tuza
dayaniklilik lizerine etkisinin incelenmesinde kullanilmigtir. Yapilan varyans analizi sus
farkinin, adaptasyonun, tuz konsantrasyonlarinin ve bunlarin kombinasyonlarinin
(sus no x adaptasyon x tuz interaksiyonu) gelisim hizi iizerine etkili oldugunu
gostermistir.

NaCl'e adapte edilmis E.coli ATCC 25922 ile adapte edilmemis E.coli ATCC
25922 karsilastirildiginda, modellenebilir veri elde etme, adapte edilmemis E.coli
ATCC 25922'lerde % 5 tuz konsantrasyonunda kalirken adapte edilmislerde % 8 tuz
konsantrasyonuna kadar ilerlemistir. NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis E. coli ATCC
25922 Kkiiltiirlerinin ortalama pmax degerleri, kiiltiirlerin gelisme ortamlarinin icerdigi
artan tuz konsantrasyonu ile azalmaktadir. Ayrica, ayni tuz konsantrasyonlarinda tuza

adapte edilmis kiiltlirlere ait ortalama pmax degerleri, hemen hemen tim tuz



54

konsantrasyonlarinda adapte edilmemis kiiltlirlerin ortalama pmax degerlerinden biiyiik
olmakla birlikte, % 3 tuz konsantrasyonuna kadar bu fark istatistiki olarak 6énemsizken
(p>0.05) % 4 ve tizerindeki tuz konsantrasyonlarinda ise bu fark énemli bulunmustur
(p<0.05).

E. coli O157:H7’nin NaCl'e adapte edilmis kiiltiiriiniin % 0-7 tuz iceren TSB
besiyerinde spesifik gelisme hizlarinin ortalama degerleri (ortalama pmax), artan tuz
konsantrasyonuna bagli olarak azalmis ve her tuz konsantrasyonundaki ortalama pimax
degerleri Dbirbirinden istatistiki Onemlilikte (p<0.05) farkli bulunmustur. E. coli
0157:H7’nin NaCl'e adapte edilmemis kiiltiirleri i¢in de ayni durum séz konusudur.
Ancak E. coli O157:H7’nin NaCl'e adapte edilmemis kiiltiirlerinden sadece % 0 ve % 1
tuz iceren besiyerindeki kiiltiirlerinin ortalama pmax degerlerinin birbirinden farklari
onemsizdir (p>0.05).

E. coli O157:H7’nin NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis kiiltiirleri birbirleriyle
karsilastirildiginda, % 0, % 2, % 3, % 4, % 5 ve % 6 tuz iceren TSB besiyerlerindeki
Wmax larin ortalamalar1 arasindaki farklar istatistiki olarak onemsizdir (p>0.05). NaCl'e
adapte edilmis E. coli O157:H7 kiiltiiriiniin % 1 tuz igeren besiyerindeki ortalama
umaxlar, adapte edilmemis E. coli O157:H7 kiiltiirliniin ortalama pmax'larindan istatistiki
onemlilikte kiigliktiir (p<0.05).

NaCl'e adapte edilmis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 kiiltiirlerinin
ortalama pmax degerleri karsilastirildiginda, adapte edilmis E.coli ATCC 25922'nin
hemen hemen her tuz konsantrasyonunda E.coli O157:H7'den daha yiiksek bir ortalama
Wmax gOsterdigi belirlenmistir. Bes tuz konsantrasyonunda (% 0, % 1, % 2, % 4 ve % 5
tuz igceren TSB besiyerinde) gelisen kiiltiirlerin hepsinde tuza adapte edilmis E. coli
ATCC 25922, E. coli O157:H7°den istatistiksel Onemlilikte daha hizli gelismistir
(p<0.05). Tuza adapte edilmis iki susun, % 3 ve % 6 tuz iceren besiyerindeki ortalama
Wmax degerleri arasindaki fark ise 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Her iki susun % 7 tuz
konsantrasyonunda ve E. coli ATCC 25922'nin % 8 tuz konsantrasyonunda ortalama
Lmax degerleri de istatistiki olarak birbirinden farkli degildir.

NaCl'e adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 kiiltiirlerinin
ortalama umax degerleri karsilastirildiginda, % 0 ve % 3 tuz konsantrasyonunda tuza
adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 adapte edilmemis E. coli O157:H7'den istatistik
onemlilikte daha hizli gelismistir (p<<0.05). Adapte edilmemis iki susun % 1, % 2 ve
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% 4 tuz konsantrasyonlarinda ise ortalama pmax degerleri arasindaki farklar 6nemsiz
bulunmustur (p>0.05). Ancak % 5 ve % 6 tuz konsantrasyonlarinda ise adapte
edilmemis E. coli ATCC 25922 belirgin bir gelisme gosteremezken adapte edilmemis E.
coli O157:H7 gelisme gostermistir. Bu durum, yiiksek tuz konsantrasyonlari igin
patojen E. coli’nin daha dayanikli oldugu seklinde yorumlanmistir. Bu durumu
patojenin diren¢ mekanizmasi sayesinde adapte edilmemis kiiltiirinde bile E. coli
O157:H7'nin tuza kars1 daha direngli oldugu seklinde izah edilebilir.

Arastirma sonunda, ele alinan iki susunda adaptasyon ile tuza tolerans kazandigi
gorilmiistiir.

Tuza adapte olan patojenler gida giivenligi ve insan saglig1 agisindan birgok risk
tagimaktadir. Bu tiir patojenler tuzlu gidalarda canliligini siirdiirmekte, yiiksek tuzlu
gidalarda cogalabilmekte ve tuzun sandigimiz koruyucu limitini asabilmektelerdir.
Ancak gidalarda koruyucu olarak sadece tuz degil basta asitlik ve pH'da olmak tizere
diger faktorler de s6z konusudur. Bu durumda tursu gibi diisiik pH'li gidalarda % 5-6
olan koruyucu tuz konsantrasyonunun yeterli olup olamayacagini bu ¢alismaya bakarak
sOylemek zordur. Bu nedenle ¢ok faktorlii (asit, pH, tuz, rekabetci flora vb.) bir
adaptasyon calismasi ve dayaniklilik testi yapilmasi yararli olacaktir.

Mikroorgamizmanin inhibe ve inaktive edici faktorlere karsi adaptasyonunun
incelenmesi oldukga yeni ve bir o kadar da énemlidir. Ozellikle gida alaninda bu tarz
calismalar olduk¢a azdir. Bu nedenle ¢alismamiz sinirli diizeyde de olsa literatiire katki

niteligindedir.
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EK-1: Gelisim parametrelerine ait 132 adet gelisim kurvesi

a) Adapte edilmemis E. coli ATCC 25922'nin % 0-10 tuz konsantrasyonundaki gelisim
kurveleri (i=1100 A kodlamasi: 1=E. coli ATCC 25922, 1= Adapte edilmemis, 00= %0 tuz,
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b) Adapte edilmis E. coli ATCC 25922'nin % 0-10 tuz konsantrasyonundaki gelisim kurveleri
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Ek-2: Tim gelisim kurveleri parametreleri (giiven araligi i¢ine 0 (sifir) giren gelisim
kurvesi parametreleri dahil)

PARALEL SUS ADAP
NO NO TASYON

TUZ A m L R®

2.2782 0.5948 2.3018 0.9972
2.3158 0.5467 1.4748 0.9971
2.3456 0.5696 1.4798 0.9977
2.1527 0.4379 2.1107 0.9971
2.1404 0.4223 1.4881 0.9922
2.3515 0.5519 1.6874 0.9985
2.0778 0.3426 3.4149 0.9974
2.1308 0.3866 2.7107 0.9952
2.3101 0.4827 2.3429 0.9977
2.1695 0.3861 4.3140 0.9986
2.1422 0.3216 3.9434 0.9983
2.1979 0.3891 3.6518 0.9971
1.9154 0.1601 9.3994 0.9915
2.0720 0.1648 6.3118 0.9996
2.0575 0.2305 5.8830 0.9911
-0.1124 0.0018 1.6068 -0.0317
0.7376 0.0391 9.5683 0.9873
1.9187 0.1787 10.9567 0.9587
-0.2901 0.0031 0.0031 0.0797
0.0350 0.0512 0.1639 0.4700
-1.6870 0.0144 5.1605 0.2455
0.0000 -0.0608 0.1187 1.0000
-0.1614 0.0003 -0.0018 0.0090
-0.0533 -0.0066  -1.5794 0.6952
0.3136 -0.0116 0.6962 -0.0275
0.1170 -0.0065 0.5932 -0.2382
0.1142 -0.0050 0.5463 -0.1257
-0.3642 -0.0097  -2.0559 0.8318
0.1369 -0.0042 0.5321 -0.0911
0.0872 -0.0019 0.0025 -0.0255
0.0628 -0.0053 0.3088 -0.3222
0.2232 -0.0048 0.5866 -0.0068
-1.2180  -0.0344  18.9268 0.9062
2.6512 0.5719 1.8362 0.9972
2.6312 0.5838 1.8253 0.9975
2.6529 0.5690 1.6077 0.9962
2.5335 0.4947 1.9246 0.9976
2.4785 0.4889 1.9596 0.9976
2.5185 0.4995 1.8425 0.9983
2.5253 0.4130 2.2704 0.9972
2.5532 0.4368 2.2673 0.9973
2.5462 0.4269 2.2512 0.9970

WNNRP WNRPWNRPONRPONRPONRPONRPWONRPONRPONRPONRPONRPRWOWRNDRE WN R
PP R RRPRRPRRPRPRPRPRPRPRPREPRPREPRPREPREPRRPRERRPRERRPREPRPREPRPRPEPRPREPRPREPRPREPRPRREPRERRERRER

PPy MdYSNMSY™SdYSSEERAREARRERRERREERErERRERRERERRERERRERRErERRERRERRERRERERREREREPREREPRERERREPRPRPRRRRRE
MNNMNRPRPRROOOBEEES OO NN o0 UORARAROWWWNNNRRERLROOO
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Ek-2: Tim gelisim kurveleri parametreleri (giiven araligi i¢ine 0 (sifir) giren gelisim
kurvesi parametreleri dahil) (Devami)

PARALEL SUS ADAP
NO NO TASYON

TUZ A m L R®

2.4893 0.3331 2.8340 0.9965
2.4725 0.3295 2.8374 0.9966
2.5490 0.3406 2.6814 0.9961
2.3945 0.2457 3.6110 0.9975
2.4298 0.2547 3.3220 0.9962
2.5550 0.2956 3.3193 0.9947
2.5622 0.1313 3.7332 0.9996
2.5722 0.1556 3.5408 0.9996
2.4756 0.1824 4.0253 0.9987
1.5075 0.0674 3.9352 0.9964
2.1523 0.0854 4.2610 0.9971
1.8659 0.0769 3.6997 0.9983
0.3913 0.0298 2.9251 0.9985
0.5479 0.0373 2.6076 0.9981
0.7279 0.0439 3.1013 0.9947
0.3836 0.0234 3.3319 0.9886
0.2767 0.0149 2.6003 0.9535
0.1643 0.0216 1.5779 0.9686
0.3527 0.0047 5.5803 0.7129
0.1603 0.0062 -1.4442 0.9541
0.0762 0.0057 -0.8020 0.8964

©COWOwoowowoo~N~NNOoOOoOOoO OO AP BPSWWwW

WNNRP WNRPWNRPONRPONRPONRPONRPWONRPONRPONRPONRPONRPRWOWRNDRE WN R
NMNRONNONRNONNMNRNONNMNRNNNMNNNNMNNNNMNNNMNNNNNRRRRPRRPRPRRPRPRRPREPRPREPRPREPREPREPRPRREPRERRERRER
PP R RPRPRPRPRPRPRPRPREPRPREPRPREPREPREPNNNMNNNMNNONNMNNOMNPOPNNRPOPNMNRPODNMNNONNMNNONNONMNNONNDNNDNDNDRN

10 0.3081 0.0039 -2.4947 0.6783
10 0.0230 0.0039 -0.0486 0.7336
10 0.0296 0.0067 -1.1050 0.6349
0 2.2511 0.4585 1.9782 0.9981
0 2.2876 0.4778 1.8078 0.9982
0 2.2386 0.4789 1.7547 0.9977
1 2.3523 0.4452 2.0483 0.9990
1 24011 0.4787 1.9650 0.9987
1 2.3671 0.4736 1.8969 0.9985
2 2.3152 0.3765 2.6026 0.9981
2 2.3109 0.3790 2.5185 0.9985
2 2.4232 0.3949 2.3448 0.9989
3 2.3418 0.2984 3.7807 0.9977
3 2.2945 0.2920 3.4980 0.9964
3 2.3907 0.3014 3.3433 0.9961
4 2.3641 0.1804 5.8009 0.9992
4 2.2341 0.2009 5.4033 0.9987
4 2.3277 0.2112 4.9498 0.9984
5 2.8160 0.1414 9.3154 0.9993
5 3.1207 0.1404 8.1175 1.0000
5 3.2419 0.1366 8.3511 0.9999
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Ek-2: Tim gelisim kurveleri parametreleri (gliven araligi i¢ine 0 (sifir) giren gelisim
kurvesi parametreleri dahil) (Devami)

PARALEL SUS ADAP 3
NO  NO TASYON 194 A n L R
5 33018 00876 135160 00995
6 24152 00696 112207  0.9994
6 22231 00748 112553  0.9992
7 03230 00090 01726  0.7476
7 03423 00096 01667  0.7669
7 03787 00103 01797  0.8303
8 01750 00041 -18780  0.9172
8 105066 01173 618680  0.9645
8 06374 00090 00265  0.1685
9 00560 00113 -0.2505  0.8799
9 00626 00064 -04813  0.8846
9 00523 00046 -16115  0.8604

0.0490 0.0063 -0.3971 0.9545
0.0620 0.0121 -0.4482 0.9379
0.0507 0.0074 -1.0552 0.8989
2.5691 0.4855 2.5076 0.9978
2.5272 0.4812 2.4720 0.9970
2.5716 0.4981 2.2825 0.9974
2.6027 0.4364 2.7514 0.9959
2.6117 0.4336 2.5422 0.9950
2.6039 0.4663 2.5438 0.9973
2.5571 0.3755 3.3593 0.9975
2.5748 0.3796 3.1576 0.9959
2.6177 0.3885 2.9410 0.9969
2.4553 0.3115 4.6666 0.9957
2.5385 0.2985 3.8988 0.9964
2.5825 0.3302 3.5950 0.9953
2.6447 0.1895 4.6439 0.9992
2.6134 0.1908 4.6796 0.9994
2.6330 0.1881 4.6051 0.9995
3.5239 0.1321 6.6638 0.9996
4.0979 0.1355 7.2299 0.9998
3.73%4 0.1343 7.0788 0.9995
3.0234 0.0744 8.8219 0.9980
3.6783 0.0849 9.2428 0.9793
1.8879 0.0703 8.4318 0.9988
0.5323 0.0164 0.5920 0.9401
0.7474 0.0210 2.6091 0.9899
0.4376 0.0202 3.6557 0.9972
-0.0925 0.0051 -0.0045  -0.6413
0.2028 0.0101 1.0087 0.9911
0.1932 0.0058 0.4193 0.9041

WNNRFRP WONRPWNRPWONRPONRPONRPONRPWONRPONRPWONRPONRPRONRPRWONDRE N R
NN RORNNRONNOMNRONNOMNRONNOMNNODRNNRNONRNNONRONNNROONNNMNRNOONNNMNRNOONNNNONNNMNNONNNNONRODNNNNOMNNMNOMNNMNONNMNONDNDNDN
ol el
o oo

NN DNPNPODDNPNPODNDNDNNNDNDPNNDNNNDPNDNNNDNNDNDNMNDMNDNMNDNMNNDNMNNDNNPRPRPRPRPPRPRPRPRPRPRPRPRPRPRRERRE
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Ek-2: Tim gelisim kurveleri parametreleri (giiven araligi i¢ine 0 (sifir) giren gelisim
kurvesi parametreleri dahil) (Devami)

PARALEL SUS ADAP
NO NO TASYON

TUZ A m L R®

9 0.1521 0.0066 0.5977 0.9757
9 0.4192 0.0038 2.5753 0.6400
9 0.2014 0.0041 -4.3509 0.8433
10 0.3469 0.0040 -0.0497 0.7868
10 0.0648 0.0028 -5.0417 0.6262
10 0.0655 0.0040 -1.8194 0.6951

WNERFP,WN B
NDNDNDNDNDDNDDN
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Ek-3 Deney sirasindaki 6l¢giim sonuglari

a) Adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 i¢in 6l¢iim sonuglari

TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C| TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C
0 0 0,168 0,158 0,153 3 6 0,328 0,330 0,376
0 1 0,166 0,170 0,165 3 7 0,467 0,467 0,585
0 2 0,185 0,230 0,226 3 8 0,655 0,631 0,842
0 3 0,272 0,358 0,349 3 10 1,079 1,018 1,195
0 4 0,430 0,572 0,597 3 12 1,320 1,290 1,342
0 5 0,773 0,948 0,986 3 24 1,443 1,450 1,428
0 6 1,171 1,229 1,214 4 0 0,194 0,179 0,174
0 7 1,370 1,395 1,390 4 1 0,182 0,180 0,156
0 8 1,444 1,425 1,448 4 2 0,183 0,178 0,157
0 10 1,516 1,474 1,486 4 3 0,181 0,179 0,159
0 12 1,523 1,492 1,500 4 4 0,181 0,179 0,162
0 24 1,790 1,728 1,716 4 5 0,183 0,188 0,177
1 0 0,198 0,194 0,152 4 6 0,186 0,198 0,195
1 1 0,202 0,200 0,158 4 7 0,194 0,218 0,246
1 2 0,239 0,250 0,210 4 8 0,201 0,252 0,298
1 3 0,308 0,429 0,307 4 10 0,240 0,330 0,439
1 4 0,434 0,487 0,505 4 12 0,293 0,454 0,665
1 5 0,642 0,759 0,860 4 24 1,104 1,266 1,343
1 6 0,965 1,062 1,119 5 0 0,184 0,189 0,167
1 7 1,281 1,375 1,361 5 1 0,186 0,195 0,145
1 8 1,463 1,456 1,462 5 2 0,185 0,188 0,146
1 10 1,577 1,543 1,512 5 3 0,182 0,188 0,148
1 12 1,635 1,570 1,544 5 4 0,181 0,186 0,145
1 24 1,627 1,594 1,573 5 5 0,179 0,188 0,145
2 0 0,202 0,190 0,155 5 6 0,178 0,198 0,195
2 1 0,194 0,191 0,152 5 7 0,181 0,189 0,154
2 2 0,201 0,208 0,178 5 8 0,181 0,193 0,161
2 3 0,235 0,256 0,231 5 10 0,184 0,200 0,181
2 4 0,271 0,313 0,331 5 12 0,192 0,211 0,211
2 5 0,340 0,429 0,544 5 24 0,227 0,320 0,950
2 6 0,474 0,612 0,760 6 0 0,163 0,185 0,168
2 7 0,673 0,943 1,124 6 1 0,163 0,191 0,145
2 8 0,871 1,187 1,316 6 2 0,162 0,191 0,147
2 10 1,310 1,416 1,442 6 3 0,161 0,192 0,147
2 12 1,481 1,484 1,492 6 4 0,159 0,190 0,145
2 24 1,523 1,517 1,502 6 5 0,159 0,189 0,144
3 0 0,169 0,178 0,165 6 6 0,158 0,192 0,145
3 1 0,166 0,178 0,155 6 7 0,158 0,190 0,151
3 2 0,158 0,179 0,161 6 8 0,158 0,193 0,143
3 3 0,162 0,194 0,182 6 10 0,160 0,194 0,146
3 4 0,185 0,216 0,216 6 12 0,162 0,196 0,149
3 5 0,237 0,263 0,287 6 24 0,185 0,189 0,209
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a) Adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 i¢in 6lglim sonuglari (devami)

TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C| TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C
7 0 0,164 0,150 0,150 9 0 0,146 0,143 0,144
7 1 0,164 0,151 0,145 9 1 0,147 0,144 0,144
7 2 0,160 0,149 0,146 9 2 0,135 0,145 0,145
7 3 0,162 0,150 0,147 9 3 0,136 0,146 0,148
7 4 0,159 0,148 0,145 9 4 0,132 0,143 0,143
7 5 0,161 0,148 0,146 9 5 0,133 0,145 0,144
7 6 0,157 0,148 0,142 9 6 0,137 0,143 0,144
7 7 0,160 0,146 0,143 9 7 0,132 0,142 0,144
7 8 0,156 0,148 0,142 9 8 0,132 0,143 0,146
7 10 0,156 0,147 0,142 9 10 0,131 0,139 0,142
7 12 0,153 0,145 0,144 9 12 0,130 0,138 0,143
7 24 0,131 0,153 0,142 9 24 0,114 0,119 0,133
8 0 0,150 0,149 0,143 10 0 0,145 0,144 0,142
8 1 0,152 0,152 0,145 10 1 0,147 0,147 0,150
8 2 0,158 0,149 0,145 10 2 0,145 0,146 0,144
8 3 0,160 0,153 0,144 10 3 0,145 0,147 0,143
8 4 0,148 0,147 0,142 10 4 0,142 0,146 0,142
8 5 0,148 0,147 0,143 10 5 0,143 0,146 0,142
8 6 0,148 0,147 0,143 10 6 0,142 0,145 0,142
8 7 0,146 0,146 0,143 10 7 0,141 0,145 0,144
8 8 0,148 0,146 0,140 10 8 0,141 0,142 0,140
8 10 0,147 0,144 0,140 10 10 0,141 0,144 0,140
8 12 0,148 0,143 0,140 10 12 0,140 0,142 0,141
8 24 0,124 0,127 0,122 10 24 0,119 0,120 0,117
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b) Adapte edilmis E.coli ATCC 25922 i¢in 6lgliim sonuglari

TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C

0 0 0,111 0,113 0,109 4 6 0,224 0,231 0,231
0 1 0,121 0,123 0,127 4 8 0,363 0,368 0,406
0 2 0,147 0,150 0,151 4 10 0,590 0,639 0,708
0 3 0,219 0,224 0,243 4 12 0,880 0,922 1,081
0 4 0,347 0,372 0,383 4 24 1,343 1,305 1,319
0 6 1,004 1,034 1,065 5 0 0,127 0,112 0,114
0 8 1,325 1,345 1,320 5 1 0,134 0,116 0,113
0 10 1,429 1,437 1,406 5 2 0,135 0,121 0,118
0 12 1,462 1,455 1,432 5 3 0,145 0,130 0,129
0 24 1,633 1,644 1,614 5 4 0,156 0,139 0,138
1 0 0,128 0,131 0,129 5 6 0,181 0,172 0,170
1 1 0,138 0,140 0,138 5 8 0,224 0,220 0,228
1 2 0,165 0,164 0,164 5 10 0,291 0,304 0,331
1 3 0,223 0,225 0,240 5 12 0,377 0,425 0,501
1 4 0,325 0,326 0,347 5 24 1,129 1,165 1,195
1 6 0,885 0,862 0,904 6 0 0,124 0,113 0,110
1 8 1,284 1,278 1,315 6 1 0,126 0,115 0,113
1 10 1,436 1,336 1,449 6 2 0,126 0,118 0,116
1 12 1,502 1,484 1,504 6 3 0,132 0,123 0,122
1 24 1,637 1,606 1,612 6 4 0,137 0,130 0,127
2 0 0,127 0,120 0,123 6 6 0,153 0,145 0,142
2 1 0,134 0,127 0,129 6 8 0,171 0,168 0,157
2 2 0,155 0,144 0,148 6 10 0,187 0,185 0,180
2 3 0,190 0,184 0,189 6 12 0,208 0,213 0,205
2 4 0,239 0,236 0,241 6 24 0,410 0,541 0,454
2 6 0,556 0,565 0,555 7 0 0,122 0,112 0,109
2 8 1,068 1,096 1,107 7 1 0,123 0,114 0,108
2 10 1,318 1,316 1,327 7 2 0,124 0,114 0,110
2 12 1,418 1,393 1,419 7 3 0,125 0,117 0,114
2 24 1,538 1,491 1,506 7 4 0,127 0,119 0,117
3 0 0,127 0,128 0,119 7 6 0,135 0,128 0,128
3 1 0,131 0,132 0,125 7 8 0,142 0,139 0,137
3 2 0,144 0,143 0,135 7 10 0,149 0,147 0,145
3 3 0,167 0,166 0,161 7 12 0,159 0,156 0,160
3 4 0,191 0,196 0,191 7 24 0,178 0,189 0,213
3 6 0,335 0,330 0,334 8 0 0,135 0,113 0,108
3 8 0,653 0,648 0,658 8 1 0,137 0,115 0,110
3 10 1,072 1,059 1,080 8 2 0,137 0,114 0,110
3 12 1,253 1,241 1,281 8 3 0,138 0,114 0,112
3 24 1,438 1,426 1,408 8 4 0,139 0,116 0,113
4 0 0,129 0,122 0,111 8 6 0,142 0,118 0,118
4 1 0,131 0,123 0,114 8 8 0,155 0,128 0,122
4 2 0,138 0,130 0,122 8 10 0,156 0,125 0,125
4 3 0,152 0,145 0,138 8 12 0,165 0,128 0,129
4 4 0,164 0,169 0,153 8 24 0,192 0,145 0,125
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b) Adapte edilmis E.coli ATCC 25922 i¢in 6lgiim sonuglar1 (devami)

TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C
9 0 0,119 0,111 0,114 10 0 0,110 0,112 0,112
9 1 0,121 0,114 0,117 10 1 0,117 0,113 0,115
9 2 0,121 0,114 0,116 10 2 0,113 0,113 0,114
9 3 0,121 0,114 0,116 10 3 0,113 0,113 0,114
9 4 0,121 0,115 0,116 10 4 0,113 0,113 0,115
9 6 0,122 0,117 0,119 10 6 0,115 0,115 0,115
9 8 0,127 0,119 0,121 10 8 0,116 0,115 0,116
9 10 0,122 0,118 0,120 10 10 0,117 0,114 0,116
9 12 0,122 0,120 0,121 10 12 0,115 0,115 0,115
9 24 0,130 0,127 0,123 10 24 0,122 0,114 0,115
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¢) Adapte edilmemis E. coli O157:H7 igin 6l¢tim sonuglari

TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C

0 0 0,159 0,146 0,158 4 6 0,178 0,182 0,179
0 1 0,169 0,159 0,170 4 8 0,222 0,232 0,239
0 2 0,198 0,189 0,209 4 10 0,305 0,350 0,371
0 3 0,256 0,251 0,277 4 12 0,463 0,544 0,587
0 4 0,376 0,399 0,442 4 24 1,354 1,237 1,257
0 6 0,909 0,930 1,015 5 0 0,144 0,129 0,133
0 8 1,254 1,210 1,277 5 1 0,141 0,129 0,133
0 10 1,383 1,327 1,366 5 2 0,140 0,130 0,133
0 12 1,439 1,375 1,416 5 3 0,142 0,131 0,135
0 24 1,519 1,463 1,517 5 4 0,144 0,133 0,137
1 0 0,145 0,131 0,142 5 6 0,148 0,142 0,146
1 1 0,153 0,141 0,151 5 8 0,162 0,157 0,162
1 2 0,177 0,164 0,182 5 10 0,185 0,186 0,189
1 3 0,227 0,217 0,238 5 12 0,219 0,229 0,227
1 4 0,328 0,327 0,363 5 24 1,021 1,075 1,053
1 6 0,777 0,811 0,889 6 0 0,137 0,133 0,139
1 8 1,191 1,168 1,229 6 1 0,139 0,133 0,138
1 10 1,362 1,324 1,384 6 2 0,137 0,133 0,138
1 12 1,462 1,390 1,447 6 3 0,139 0,135 0,139
1 24 1,501 1,428 1,520 6 4 0,140 0,135 0,140
2 0 0,147 0,147 0,131 6 6 0,140 0,139 0,143
2 1 0,150 0,150 0,135 6 8 0,146 0,143 0,147
2 2 0,163 0,165 0,152 6 10 0,153 0,152 0,157
2 3 0,195 0,197 0,185 6 12 0,161 0,159 0,164
2 4 0,246 0,253 0,243 6 24 0,346 0,325 0,362
2 6 0,487 0,513 0,525 7 0 0,135 0,131 0,132
2 8 0,968 0,987 0,974 7 1 0,136 0,132 0,136
2 10 1,213 1,210 1,209 7 2 0,135 0,132 0,134
2 12 1,333 1,333 1,325 7 3 0,137 0,133 0,136
2 24 1,451 1,458 1,460 7 4 0,137 0,132 0,135
3 0 0,146 0,144 0,132 7 6 0,136 0,134 0,137
3 1 0,144 0,144 0,132 7 8 0,140 0,135 0,138
3 2 0,149 0,150 0,140 7 10 0,141 0,138 0,140
3 3 0,164 0,165 0,155 7 12 0,144 0,141 0,144
3 4 0,188 0,194 0,186 7 24 0,181 0,178 0,180
3 6 0,269 0,285 0,273 8 0 0,135 0,129 0,127
3 8 0,487 0,488 0,492 8 1 0,138 0,132 0,121
3 10 0,867 0,875 0,891 8 2 0,137 0,130 0,121
3 12 1,099 1,109 1,100 8 3 0,139 0,131 0,122
3 24 1,468 1,353 1,364 8 4 0,140 0,131 0,122
4 0 0,147 0,142 0,131 8 6 0,141 0,133 0,123
4 1 0,145 0,141 0,130 8 8 0,141 0,133 0,124
4 2 0,145 0,141 0,131 8 10 0,141 0,133 0,125
4 3 0,149 0,146 0,138 8 12 0,142 0,134 0,127
4 4 0,159 0,154 0,147 8 24 0,150 0,146 0,150
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¢) Adapte edilmemis E. coli O157:H7 igin 6l¢iim sonuglar1 (devami)

TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C
9 0 0,134 0,125 0,134 10 0 0,132 0,123 0,126
9 1 0,137 0,126 0,136 10 1 0,133 0,126 0,129
9 2 0,137 0,128 0,136 10 2 0,135 0,127 0,129
9 3 0,139 0,128 0,138 10 3 0,135 0,128 0,130
9 4 0,139 0,128 0,137 10 4 0,135 0,128 0,130
9 6 0,143 0,130 0,140 10 6 0,137 0,131 0,131
9 8 0,141 0,133 0,139 10 8 0,138 0,131 0,133
9 10 0,141 0,131 0,139 10 10 0,138 0,130 0,132
9 12 0,141 0,131 0,140 10 12 0,138 0,131 0,132
9 24 0,143 0,134 0,142 10 24 0,139 0,131 0,133




119

d) Adapte edilmis E.coli O157:H7 igin 6l¢iim sonuglari

TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C

0 0 0,159 0,146 0,158 4 6 0,178 0,182 0,179
0 1 0,169 0,159 0,170 4 8 0,222 0,232 0,239
0 2 0,198 0,189 0,209 4 10 0,305 0,350 0,371
0 3 0,256 0,251 0,277 4 12 0,463 0,544 0,587
0 4 0,376 0,399 0,442 4 24 1,354 1,237 1,257
0 6 0,909 0,930 1,015 5 0 0,144 0,129 0,133
0 8 1,254 1,210 1,277 5 1 0,141 0,129 0,133
0 10 1,383 1,327 1,366 5 2 0,140 0,130 0,133
0 12 1,439 1,375 1,416 5 3 0,142 0,131 0,135
0 24 1,519 1,463 1,517 5 4 0,144 0,133 0,137
1 0 0,145 0,131 0,142 5 6 0,148 0,142 0,146
1 1 0,153 0,141 0,151 5 8 0,162 0,157 0,162
1 2 0,177 0,164 0,182 5 10 0,185 0,186 0,189
1 3 0,227 0,217 0,238 5 12 0,219 0,229 0,227
1 4 0,328 0,327 0,363 5 24 1,021 1,075 1,053
1 6 0,777 0,811 0,889 6 0 0,137 0,133 0,139
1 8 1,191 1,168 1,229 6 1 0,139 0,133 0,138
1 10 1,362 1,324 1,384 6 2 0,137 0,133 0,138
1 12 1,462 1,390 1,447 6 3 0,139 0,135 0,139
1 24 1,501 1,428 1,520 6 4 0,140 0,135 0,140
2 0 0,147 0,147 0,131 6 6 0,140 0,139 0,143
2 1 0,150 0,150 0,135 6 8 0,146 0,143 0,147
2 2 0,163 0,165 0,152 6 10 0,153 0,152 0,157
2 3 0,195 0,197 0,185 6 12 0,161 0,159 0,164
2 4 0,246 0,253 0,243 6 24 0,346 0,325 0,362
2 6 0,487 0,513 0,525 7 0 0,135 0,131 0,132
2 8 0,968 0,987 0,974 7 1 0,136 0,132 0,136
2 10 1,213 1,210 1,209 7 2 0,135 0,132 0,134
2 12 1,333 1,333 1,325 7 3 0,137 0,133 0,136
2 24 1,451 1,458 1,460 7 4 0,137 0,132 0,135
3 0 0,146 0,144 0,132 7 6 0,136 0,134 0,137
3 1 0,144 0,144 0,132 7 8 0,140 0,135 0,138
3 2 0,149 0,150 0,140 7 10 0,141 0,138 0,140
3 3 0,164 0,165 0,155 7 12 0,144 0,141 0,144
3 4 0,188 0,194 0,186 7 24 0,181 0,178 0,180
3 6 0,269 0,285 0,273 8 0 0,135 0,129 0,127
3 8 0,487 0,488 0,492 8 1 0,138 0,132 0,121
3 10 0,867 0,875 0,891 8 2 0,137 0,130 0,121
3 12 1,099 1,109 1,100 8 3 0,139 0,131 0,122
3 24 1,468 1,353 1,364 8 4 0,140 0,131 0,122
4 0 0,147 0,142 0,131 8 6 0,141 0,133 0,123
4 1 0,145 0,141 0,130 8 8 0,141 0,133 0,124
4 2 0,145 0,141 0,131 8 10 0,141 0,133 0,125
4 3 0,149 0,146 0,138 8 12 0,142 0,134 0,127
4 4 0,159 0,154 0,147 8 24 0,150 0,146 0,150




120

d) Adapte edilmis E.coli O157:H7 i¢in 6l¢iim sonuglar1 (devami)

TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C TUZ SAAT Ab.A Ab.B Ab.C
9 0 0,134 0,125 0,134 10 0 0,132 0,123 0,126
9 1 0,137 0,126 0,136 10 1 0,133 0,126 0,129
9 2 0,137 0,128 0,136 10 2 0,135 0,127 0,129
9 3 0,139 0,128 0,138 10 3 0,135 0,128 0,130
9 4 0,139 0,128 0,137 10 4 0,135 0,128 0,130
9 6 0,143 0,130 0,140 10 6 0,137 0,131 0,131
9 8 0,141 0,133 0,139 10 8 0,138 0,131 0,133
9 10 0,141 0,131 0,139 10 10 0,138 0,130 0,132
9 12 0,141 0,131 0,140 10 12 0,138 0,131 0,132
9 24 0,143 0,134 0,142 10 24 0,139 0,131 0,133




Ek-4: E. coli ATTC 25922 susunun NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis kiiltiirlerinin % 0-8 tuz igeren TSB besiyerindeki maksimum
spesifik gelisme hizlarma ait Duncan® tablosu

2

P=0.05

1

**=12 tuz kons= % 8
i=12 tuz kons=% 7
i=12 tuz kons= % 6
i=12 tuz kons=%5
*i=11 tuz kons= % 4
i=12 tuz kons= % 4
i=12 tuz kons=% 3
i=11 tuz kons=% 3
i=11 tuz kons=% 2
i=12 tuz kons=% 2
i=11 tuz kons=% 1
i=12 tuz kons=% 1
i=11 tuz kons=%20
i=12 tuz kons=%0
Onemlilik (Sig.)

W W W W W WwWwwwwwwwww

0.01996
0.03696
0.07657

0.057

0.15644
0.18514

0.300

0.2653

1.000

0.3343
0.3655

0.260

0.3655
0.4039

0.169

0.4039
0.4255

0.433

0.4255
0.4706

0.108

0.4706
0.4943

0.391

0.5703
0.5749
0.868

* i=11 Adapte edilmemis E. coli ATTC 25922

**i=12 Adapte edilmis E. coli ATTC 25922

1T



Ek-5: E. coli O157:H7 susunun NaCl'e adapte edilmis ve edilmemis kiiltiirlerinin % 0-7 tuz igeren TSB besiyerindeki maksimum spesifik

gelisme hizlarma ait Duncan® tablosu

2

P =0.05

**[=22 tuz kons= % 7
i=22 tuz kons= % 6
*=21 tuz kons= % 6
i=22 tuz kons=%5
i=21 tuz kons=%5
i=22 tuz kons= % 4
i=21 tuz kons=% 4
i=21 tuz kons= % 3
i=22 tuz kons= % 3
i=22 tuz kons= % 2
i=21 tuz kons= % 2
i=22 tuz kons=% 1
i=21 tuz kons=% 1
i=21 tuz kons=% 0
i=22 tuz kons=% 0
Onemlilik (Sig.)

W W W W W W WwWwWwWwwwwwwiNdDdN

0.0205

1.000

0.0723
0.0773

0.587

0.1339
0.1394

0.550

0.1894
0.1974

0.385

0.2972
0.3133

0.087

0.3811
0.3834

0.803

0.4454

1.000

0.4658
0.4717

0.523

0.4717
0.4882
0.080

*i=21 Adapte edilmemis E. coli O157:H7
** =22 Adapte edilmis E. coli 0157:H7

44"



Ek-6: NaCl'e adapte edilmemis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 kiiltiirlerinin % 0-6 tuz iceren TSB besiyerindeki maksimum
spesifik gelisme hizlarmna ait Duncan® tablosu

P =0.05

2

**=21 tuz kons= % 6
i=21 tuz kons=%5
*i=11 tuz kons= % 4
i=21 tuz kons= % 4
i=21 tuz kons= % 3
i=11 tuz kons=% 3
i=21 tuz kons=% 2
i=11 tuz kons=% 2
i=21 tuz kons=% 1
i=11 tuz kons=%1
i=21 tuz kons=%0
i=11 tuz kons=%20 0.5703
Onemlilik (Sig.) 1.000 0.065 1.000 0.216 0.848 1.000

0.0773
0.1394
0.1851
0.1974
0.2972
0.3655
0.3834
0.4039
0.4658
0.4706
0.4717

W W W W W W W W W w w w

€T

*i=11 Adapte edilmemis E. coli ATCC 25922
**i=21 Adapte edilmemis E. coli O157:H7



Ek-7: NaCl'e adapte edilmis E. coli ATCC 25922 ve E. coli O157:H7 kiiltiirlerinin % 0-8 tuz i¢ceren TSB besiyerindeki maksimum

spesifik gelisme hizlarma ait Duncan® tablosu

P =0.05

2

10

11

0.0199
0.0205
0.0369

*i=12 tuz kons=% 8
**[=22 tuz kons=% 7
i=12 tuz kons=% 7
i=22 tuz kons=% 6
i=12 tuz kons= % 6
i=22 tuz kons=%5
i=12 tuz kons=%5
i=22 tuz kons= % 4
i=12 tuz kons= % 4
i=22 tuz kons=% 3
i=12 tuz kons= % 3
i=22 tuz kons= % 2
i=12 tuz kons= % 2
i=22 tuz kons=% 1
i=22 tuz kons=% 0
i=12 tuz kons=% 1
i=12 tuz kons=% 0
Onemlilik (Sig.) 0.134 | 0.689

0.0723
0.0765

W W W W W W W W WwWWwWwWwWwNwWNW

0.1339

1.000

0.1564

1.000

0.1894

1.000

0.2653

1.000

0.3133
0.3343

0.054

0.3811

1.000

0.4255
0.4454

0.067

0.4882
0.4943

0.564

0.5749
1.000

*i=12 Adapte edilmis E. coli ATCC 25922
** =22 Adapte edilmis E. coli O157:H7
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