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01. Genel Bilgiler

Salmonella, Enterobacteriaceae familyas: iiyesi olup fakiiltatif anaerob, gram negatif, ¢ubuk
seklinde, S. Gallinarum ve S. Pullorum hari¢ olmak {izere hareketli bir bakteridir. Salmonella
cinsi i¢inde yalnmz insanlarda, yalniz hayvanlarda ve hem insanlarda hem de hayvanlarda
hastalik yapan bir¢ok tiir bulunmaktadir. Bunlardan ilk kez Salmonella Choleraesuis 1886
yilinda Salmon tarafindan izole edilmis, sonralar1 bu cinse Salmonella ad1 verilmistir. Bu cins
icinde 2500 kadar serotip tanimlanmustir. Yeni sisteme gore Sa/monella serotipleri yazilirken S.
Gallinarum orneginde oldugu gibi italik harf kullanilmamakta ve serotipin ilk harfi biiyiik
yazilmaktadir.



Salmonella 'ya genellikle koliform grup bakteriler tarafindan yogun diizeyde kontamine olmus
gidalarda rastlanir. Klasik bir gida enfeksiyonu olarak bilinen salmonellosis etmeni Sa/monella
'larin gida mikrobiyolojisindeki 6nemleri biiyliktiir. Salmonella larin neden oldugu gastroenterit
de oliimle sonuglanabilir. Mikrobiyel gida zehirlenmeleri arasinda diinyada en c¢ok goriilen
hastaliklardan biri olan salmonellosisin sadece Amerika Birlesik Devletleri' nde yilda 2-4
milyon kadar vakaya neden oldugu ve hastalik sayisinin giderek arttig1 tahmin edilmektedir.

Gida maddelerinde ¢ok diisiik diizeyde Salmonella bulunsa bile bunlar riskli olarak kabul edilir.
Dolayistyla gida maddeleri, igme ve kullanma sularinda Salmonella bulunmasina izin verilmez.

Salmonella 'nmin en ¢ok bulundugu gida maddelerinin baginda hayvansal {irtinler gelir. Bunlar
arasinda kiimes hayvanlar eti, kiyma, sosisler, yumurta iiriinleri, su {irlinleri, dondurma, siittozu
ve krema Salmonella agisindan 6nemli gidalardir. Bunlarin yaninda ¢esitli soslar ve salatalar,
pudingler, diger siit lrlinleri de Salmonella riski tasiyan gidalardir. Hammadde, isleme
teknolojisi, depolama ve pazarlama kosullar1 Sa/monella riskinin biiylimesine neden olmaktadir.

Salmonella hakkinda daha fazla genel bilgi i¢in buray tiklayin.

02. Aranmasi

Gida maddelerinde Salmonella belirlenmesi genellikle klasik kiiltiirel yontemler ile
yapilmaktadir. Bu yontemlere ilaveten membran filitrasyon ve enzim immunoassay yontemleri
ile de Salmonella varligi arastirilabilmektedir. Bunlarin yaninda "gelistirilmis kiiltiirel-
enzimatik yontemler" olarak tanimlanan "hizli analiz yontemleri" {izerinde de son yillarda
biiyiik ¢alismalar yapilmaktadir. Ancak bugilin i¢in yasal kuruluslarca kabul edilen analiz
yontemleri cogunlukla klasik kiiltiirel yontemlerdir.

Salmonella 'min klasik yontemle tayininde Onzenginlestirme, selektif zenginlestirme, selektif
kat1 besiyerine slirme, biyokimyasal testler ve serolojik dogrulama asamalar1 vardir ve bu tayin
7 gilin siirmektedir. Bu yontemde uygulamada goriilen farkliliklar gesitli kuruluslar tarafindan
farkl1 besiyerleri ve farkli inkiibasyon sicakliklar1 6nerilmesinden kaynaklanmaktadir.

Salmonella aranmasinda geleneksel kiiltiirel metodun ilk adimi selektif olmayan bir sivi
besiyerinde 6nzenginlestirmedir. Onzenginlestirmenin baslica fonksiyonu proses siiresince
dehidre olan hiicrelerin rehidre olmasii ve hasar gormiis olan hiicrelerin onarilmasini
saglamaktadir.

Geleneksel kiiltiir metotlar1 ile Salmonella tespit edilmesinde ikinci asama selektif
zenginlestirmedir. Selektif zenginlestirme besiyerlerinde refakatgi bakteri tiirlerinin ¢ogalmasi
smirlanirken Salmonella hiicrelerinin artisina izin verilir.

Zenginlestirme isleminden sonra Salmonella 'y1 saf olarak izole etmek icin degisik secici, ayirt
edici besiyerleri kullanilmaktadir. Zenginlestirme ortamlarinda oldugu gibi selektif kati
besiyerleri de pek cok modifikasyonlar ile kullanilmaktadir

Selektif kat1 besiyerinden Salmonella siiphesi ile izole edilen bakterinin Salmonella olup
olmadig1 biyokimyasal ve serolojik testler ile dogrulanmalidir. Bu amagla en yaygin uygulanan
biyokimyasal testler Triple Sugar Iron Agar besiyerinde glikozdan asit ve gaz olusumu, laktoz
ve/veya sakkarozun kullanimi, H,S olusumu testleri ile Urea Broth besiyerinde {ire testidir.
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Salmonella analizinde selektif olmayan Onzenginlestirme isleminden sonra selektif
zenginlestirme ve selektif kat1 besiyerine siirme islemlerini kombine ederek analiz siiresini 1
giin kisaltan yar1 kat1 besiyerleri de son yillarda yogun bir sekilde kullanilmaktadar.

Gidalarin rutin mikrobiyolojik kontroliinde Salmonella sadece aranir ve yukarida verilen analiz
ile 25 gram (veya 25 ml) gidada "Salmonella var" ya da "Salmonella yok" seklinde sonug
verilir. Ozel galismalar cergevesinde Salmonella sayillmasi gerekiyor ise EMS ydntemi
kullanilarak sayim yapilabilir.

Salmonella analizi hakkinda daha fazla bilgi i¢in buray: tiklayin.

02.01. Onzenginlestirme

25 g ya da 25 ml 6rnek 225 ml dnzenginlestirme besiyerine ilave edilir. Ornek s1v1 ise (su, siit,
peyniralt: suyu, yumurta vb.) ¢alkalanip karistirilarak dogrudan inkiibasyona birakilir. Ornek
suda eriyebilir ise (seker, siittozu, peyniralti1 suyu tozu, krema, yumurta tozu vb.) once eritilir
sonra inkiibasyona birakilir. Gerekirse manyetik karistirict kullanilir. Ornek kati ise (peynir, et
ve et lriinleri vb.) steril blender gdévdesine 25 g oOrnek alimir, iizerine 225 ml steril
onzenginlestirme besiyerinden yaklagik 150-200 ml aktarilir, homojenizasyondan sonra
homojenizat steril 500 ml' lik erlene aktarilir. Kalan 6nzenginlestirme besiyeri (yaklasik 50-
100 ml) ile blender govdesi ¢alkalanir ve bu kisim da aseptik kosullar altinda homojenizat
olan erlene aktarilir.

Onzenginlestirme besiyeri olarak tamponlanmis peptonlu su (Peptone Water, Buffered ;
Merck 1.07228) ve Salmosyst Broth (Merck 1.10153) kullanilmaktadir. Lactose Broth
besiyeri ise yaygin kullanim alani bulmamustir.

Tamponlanmig peptonlu su kullanildiginda inkiibasyon 35-37 °C' da 16-20 saat olarak
yapilmaktadir. Yasal analizlerde 6nzenginlestirme besiyeri olarak tamponlanmis peptonlu su
kullanilmaktadir.

Salmosyst Broth ise daha ziyade gida sanayiinde otokontrol i¢in kullanilan bir
onzenginlestirme besiyeridir. Salmosyst Selective Supplement ile kombine olarak kullanilir.
Salmosyst Broth Onzenginlestirme besiyerinde inkiibasyonun 35 °C' da 6-8 saat olarak
yapilmasi bu besiyerine Onemli bir analiz siiresi kisaligi iistiinliigi saglamaktadir. Bu
besiyerleri ile selektif izolasyon besiyeri olan Rambach Agar genellikle beraber kullanilir.
Salmosyst / Rambach Agar kombinasyonu hakkinda daha fazla bilgi almak i¢in buray:
tiklayin.

02.02. Selektif Zenginlestirme

Onzenginlestirme isleminden sonra uygun bir selektif zenginlestirme besiyerine ekim
yapilarak analize devam edilir. Selektif zenginlestirme amaci ile en yaygin kullanilan
besiyerleri RVS Broth (Merck 1.07700), Selenite Cystine Broth (Merck 1.07709) besiyerleri
ve Salmosyst Selective Supplement (Merck 1.10141)' dir. RVS Broth besiyeri ; Rappaport
Vassiliadis Magnesium Chloride Malachite Green Broth, Rappaport Vassiliadis Soy Broth
isimleri ile de bilinir. RVS Broth ve Selenite Cystine Broth besiyerleri standart analizlerde
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kullanilir. Bu besiyerlerinin disinda Salmonella selektif zenginlestirmesi amaci ile kullanilan
pek ¢ok besiyeri vardir.

Standart analiz yonteminde 10 ml RVS Broth besiyerine 0,1 ml 6nzenginlestirme kiiltiirii ve
100 ml Selenite Cystine Broth besiyerine 10 ml dnzenginlestirme kiiltiirii ilave edilip RVS
Broth 42 °C 'da 24 saat, Selenite Cystine Broth 35-37 °C' da 48 saat inkiibe edilir. Selenite
Cystine Broth besiyeri selektiviteyi artirmak i¢in 42 °C' da da inkiibe edilebilir ancak bu
uygulama analiz raporunda belirtilmelidir. RVS Broth kiiltiiriinden 24 saatlik inkiibasyon
sonunda, Selenite Cystine Broth kiiltiiriinden ise 24 ve 48 saatlerde 6rnek alinarak selektif kati
besiyerlerine slirme yapilir.

Salmosyst Selective Supplement kullaniminda ise yukarida da belirtildigi gibi Salmosyst
Broth ile bir kombinasyon vardir. Salmosyst Broth kiiltiiriinden 10 ml steril bir standart deney
tiipline alinip lizerine 1 tablet Salmosyst Selective Supplement ilave edilir. 30 dakika kendi
halinde oda sicakliginda bekletildikten sonra tiip karistiricida kuvvetli bir sekilde karistirilir
ve 35 °C' da 22 saat inkiibasyona birakilir. Boylece yasal analiz yontemi igin gereken
onzenginlestirme ve selektif zenginlestirme asamalar1 toplami olan 20 + 48 = 68 saat yerine
Salmosyst Broth ve Salmosyst Selective Supplement kombinasyonu ile 8 + 22 = 30 saatlik
bir zenginlestirme islemi yapilmis olur.

02.03. Selektif Kat1 Besiyerine Siirme

Standart analizlerde selektif zenginlestirme kiiltlirlerinden biri mutlaka Brilliant Green Phenol
Red Agar (Edel ve Kampelmacher' a gore ; Merck 1.10747) olmak {lizere 2 farkl selektif
besiyeri kullanilmasi gerekmektedir. Diger selektif zenginlestirme besiyeri analiz yapan
laboratuvarin se¢imine birakilir. Bununla beraber Bismuth Sulfite Agar (Merck 1.05418)
genellikle ikinci selektif besiyeri olarak kullanilir. Bunun disinda Rambach Agar (Merck
1.07500), Hektoen Enteric Agar (Merck 1.11681), Salmonella-Shigella (SS) Agar (Merck
1.07667), Xylose Lysine Deoxycholate Agar (Merck 1.05287) besiyerleri de yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Son zamanlarda XLT4 Agar (Merck 1. 13919) besiyeri yaygin bir
kullanim alani bulmustur.

Selektif kat1 besiyerine siirme isleminden sonra 35 - 37 ° C' da 24 saat, tipik koloni gelismesi
olmaz ise aym sicaklikta 24 saat daha inkiibasyon yapilir. Inkiibasyon sonunda selektif kati
besiyerine gore degisen morfolojilerdeki tipik Salmonella kolonileri izole edilip dogrulama
icin Once biyokimyasal test besiyerlerine ekilir. Prensip olarak her besiyerinden en az 5 adet
tipik koloni biyokimyasal testler i¢in izole edilir. Kat1 besiyerinde tipik koloni yoksa diger
kolonilerden 5 adet izole edilip yine biyokimyasal testler ile calismaya devam edilir. Bu
testler izolat(lar)in Salmonella oldugunu gosterirse serolojik dogrulama testleri yapilarak
analiz tamamlanir. Hangi Onzenginlestirme veya selektif zenginlestirme veya selektif kati
besiyerinden izole edilmis olursa olsun 1 koloni dahi Salmonella olarak dogrulanirsa "analiz
edilen ornekte Sal/monella bulundu" seklinde rapor verilir.

02.04. Kombine Besiyerleri
Selektif zenginlestirme asamasi atlanilarak tamponlanmis peptonlu su Onzenginlestirme

kiiltiirii dogrudan MSRV (Modified Semi-solid Rappaport Vassiliadis) Medium (Merck
1.09878) besiyeri yiizeyine ii¢ farkli noktaya birer damla olarak ekilir. Petri kutusu ters



cevrilmeden 42 °C' da 24 saat inkiibe edilir. Bu siire sonunda opak hale olusturan koloniler
hareketli Salmonella tiirleri olarak tanimlanir. Bu besiyerinde dogal olarak hareketsiz olan S.
Gallinarum ve S. Pullorum belirlenemez. Bununla beraber MSRV besiyeri tim diinyada
yaygin bir bigimde kullanilmaktadir. Onzenginlestirme kiiltiiriinden dogrudan ekim yapilan
bazi diger hizl1 Salmonella analiz sistemlerine gore en biiylik iistiinliigii dogrulama i¢in koloni
izolasyonuna izin vermesidir.

Diasalm (Diagnostic Salmonella Semi-Solid Rappaport Vassiliadis) Medium (Merck 1.09803)
da benzer sekilde kullanilmaktadir. Tamponlanmig Peptonlu Su besiyerinde 6nzenginlestirme
isleminden sonra besiyerinin 3 noktasina 0,03 ‘er ml damlatilmakta, 42 °C ‘da 18 — 24 saat
inkiibasyondan sonra hareketli Sa/monella ‘larin gelisimi saglanmaktadir.

03. Dogrulanmasi

03.01. Biyokimyasal Testler

Salmonella aranmasinda en yaygin kullanilan testler iire testi ile Triple Sugar Iron Agar
besiyerinde yapilan testlerdir. Gerekirse lisin dekarboksilaz, Voges-Proskauer, indol ve B-
galaktozidaz testleri de yapilabilir.

Salmonella analizi hakkinda daha fazla bilgi i¢in buray: tiklayin.

03.01.01. Ure Testi

Bir 6ze dolusu koloni alinip Urea Broth (Merck 1.08483) besiyerine inokiile edilir ve 35 °C'
da 48 saate kadar inkiibe edilir. Bu islem sirasinda bir baska Urea Broth besiyerine pozitif
kontrol olarak Proteus, bir baska besiyerine negatif kontrol olarak E. coli inokiile edilir,
ayrica bir tiip Urea Broth besiyeri sahit olarak kullanilir. inkiibasyon sonunda 4 tiipiin rengi
kontrol edilir. Sahit tiip sarims1 kirmiz1 renkte, pozitif kontrol kirmizi renkte, negatif kontrol
sar1 renkte olmalidir. Asil test tiipii kirmizi ise alinan koloni Sal/monella degildir, analize son
verilir. Salmonella iire negatif bir bakteridir. Besiyeri sar1 renkli ise Triple Sugar Iron Agar
Testi ile devam edilir. Zamandan kazanmak agisindan ¢ogu kere {lire testi sonucu
beklenmeden ayni anda Urea Broth ve Triple Sugar Iron Agar besiyerlerine beraberce ekim
yapilir. Ancak bu kosulda da degerlendirme yine Urea Broth ile baglamalidir.

03.01.02. Triple Sugar Iron Agar Testi

Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.08483) yatik besiyerine yiizeye siirme ve dibe daldirma
yapilir. Bu amagla as1 0zesi ile besiyerinin ylizeyine slirme yapilir, as1 ignesi ile dibe daldirma
yapilir. Daldirma islemi bir defada tiipiin merkezinden gececek bir hat boyunca dibe kadar
ignenin sokulmasi ile yapilir. Besiyeri 35 °C' da 48 saate kadar inkiibe edilir. Ancak reaksiyon
sonuglar1 24 saat inkiibasyon sonunda da izlenmelidir. Bu siirenin sonunda dip kismin sar1
(glikozun kullanimi1) ve siyah olmasi (hidrojen siilfiir olusumu), yiizeyin kirmizi olmasi
(laktoz ve sakkarozun kullanilmamasi), besiyerinde gaz delikleri ve/veya yariklart olusmasi
ve/veya besiyerinin dip kismindan yukar1 dogru itilmesi (glikozdan gaz olusmasi) Salmonella
'vi dogrular. Bazi hallerde siyah renk dipteki sariligi ortecek kadar baskin olabilir. Bu
durumda da kiiltiir Sa/monella pozitif olarak degerlendirilir. Sa/monella genel olarak glikoz
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pozitif, glikozdan gaz olusturma pozitif, laktoz negatif, sakkaroz negatif ve hidrojen siilfiir
pozitif bir bakteridir. Bununla beraber S. Gallinarum ve S. Typhosa glikozdan gaz
olusturmazlar. S. Paratyphi A ve S. Choleraesuis hidrojen siilfiir olusturmayan tiplere
ornektir. Benzer sekilde laktoz pozitif Sa/monella tipleri de vardir.

03.02. Serolojik Dogrulama

Biyokimyasal test sonucglarina gore Salmonella oldugundan kusku duyulan kiiltiirler serolojik
olarak dogrulanmalidir. Serolojik dogrulama testleri mono veya poli O, Vi, H antiserumlari
kullanilarak yapilir. Serolojik testler ancak deneyimli laboratuvarlarda yapilmalidir.

Salmonella 'larda tip tayini Kauffman-White semasmna gore yapilir. Biyokimyasal
karakterlerine gore Salmonella oldugu saptanan suslar, kullanim kilavuzuna uygun olarak
hazirlanmis Salmonella polivalan O antiserumlariyla ayr1 ayr1 olarak lamda agliitinasyona tabi
tutulur. Hangi polivalan O antiserumu ile agliitinasyon verirse, o polivalan serumun igerdigi O
grup serumlariyla ayr1 ayr1 lamda agliitinasyon testi yapilir. Bakteri hangi grup serumuyla
agliitinasyon verirse serolojik grubu tespit edilmis olur. Serolojik olarak grubu tespit edilen
susun serotipini belirlemek i¢in flagella antijen testi uygulanir. Bakteri kiiltiirii yumusak agarl
besiyerinde gelistirilir. Yumusak agarda flagellas: aktiflestirilen bakteri kiiltiiriinden bir 6ze
aliip kullanim kilavuzuna gore hazirlanmig H antiserumu (monofazik) veya (difazik) ile test
edilir, agliitinasyona gore serotip tespit edilmis olur.

Lam Agliitinasyon testi i¢in temiz bir lam alinir. Bir ucuna tuzlu su, diger ucuna antiserum
damlatilir. Bakterilerin kati besiyerlerindeki kiiltiirli tuzlu su igerisinde siispanse edilir ve bu
slispansiyon antiserum ile karigtirilir. Lam bir elle tutulup iki tarafa dogru hafifge birkag defa
egilerek 1 dakika gibi kisa bir zaman beklenir. Agliitinasyon ¢iplak gézle ya da mikroskobun
kiigiik biiyilitmesi ile gdzlenebilir.

Salmonella lateks testi (Oxoid FT 203) pratik uygulamada yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir.

04. Kullanilan Besiyerleri
04.01. Tamponlanmis Peptonlu Su (Merck 1.07228)

Dehidre besiyeri 25,5 g/l olacak sekilde su i¢cinde gerekirse hafifce isitilarak eritilir, 500 ml
erlenlere 225' er ml olacak sekilde dagitilir ve otoklavda 121 °C' da 15 dakika sterilize edilir.
Hazirlanmig besiyeri berrak ve sar1 renklidir. Besiyeri bilesiminde bulunan fosfat tampon pH
diismesine karsi Ozellikle hasar gérmiis olan bakterileri korur. Hazirlanmis besiyeri oda
sicakliginda 2 ay depolanabilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 87 adet 225 ml besiyeri
hazirlanir.

04.02. Salmosyst Broth (Merck 1.10153)

Dehidre besiyeri 25 g/l olacak sekilde distile su icinde gerekirse 1sitilarak iyice eritilir ve
manyetik karigtiricida karistirilarak 500 ml erlenlere 225' er ml halinde boliiniip otoklavda



121 °C' da 20 dakika siire ile sterilize edilir. Besiyeri dibinde kalsiyum karbonattan gelen
beyaz renkli bir ¢cokelme olur. Kalsiyum karbonat pH diismesine kars1 6zellikle hasar gérmiis
olan bakterileri korur. Hazirlanmis besiyeri oda sicakliginda 1 ay depolanabilir. Uzun siireli
depolamalarda kalsiyum karbonatin erimesine bagli olarak pH' da 6nemsiz bir yilikselme
goriilebilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 88 adet 225 ml besiyeri hazirlanir.
Salmosyst Broth hakkinda daha fazla bilgi almak i¢in buray: tiklayin.

04.03. Salmosyst Selective Supplement (Merck 1.10141)

Hazir ticari tablet seklinde kullanilir. Selektif katki bilesiminde bulunan potasyum
tetratiyonat, safra tuzlar1 ve brilliant green refakatci floranin gelisimini engeller. 1 kutuda
bulunan 250 adet tablet ayn1 sayida 6rnegin analizi i¢in kullanilabilir. Salmosyst selektif katki
hakkinda daha fazla bilgi almak i¢in buray tiklayin.

04.04. RVS Broth (Merck 1.07700)

Dehidre besiyeri 43 g/l olacak sekilde distile su i¢cinde gerekirse hafifce 1sitilarak ¢oziiliir,
standart deney tiiplerine 10" ar ml olacak sekilde dagitilir ve otoklavda 115 °C' da 15 dakika
sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve koyu mavi renklidir. Buzdolabinda en az 7 ay
stire ile korunabilir. Besiyeri bilesiminde bulunan malasit yesili ve magnezyum kloriir
konsantrasyonlar1 benzeri diger besiyerlerine goére daha azdir. Bu konsantrasyonlar
Salmonella 'nin 43 °C' daki inkiibasyon sirasinda gelismesini artiracak diizeyde tutulmustur.
Ayn1 amagla besiyeri bilesiminde soya peptonu bulunmaktadir. pH' nin 5,2 olmasi bu
besiyerinin selektivitesini ylikseltir. Besiyerine 40 mg/litre olacak sekilde novobiosin (Merck
1.06255) katilmasinin selektiviteyi artiracagi belirtilmektedir. Novobiosin filitre ile sterilize
edilip 50 °C' a sogutulmus besiyerine ilave edilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1162
adet 10 ml besiyeri hazirlanir ve dolayisi ile bu sayida 6rnek analiz edilebilir. 1 g novobiosin
(Merck 1.06255) yaklasik 2 kutu 500 g dehidre besiyeri i¢in yeterlidir.

04.05. Selenite Cystine Broth (Merck 1.07709)

100 ml distile su i¢inde 2,3 g dehidre besiyeri gerekirse en ¢ok 60 °C' a kadar 1sitilarak
¢oziiliir. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Asir1 1sitmadan kaginilmalidir. Eger besiyeri hemen
kullanilmayip depolanacak ise filitre ile sterilize edilmeli veya tercihen gereken miktarlarda
hazirlanmalidir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve acik sari renklidir. Besiyeri bilesimindeki
selenit inkiibasyonun ilk 12 saatine kadar koliform bakterilerin ve enterokoklarin gelisimini
baskilar, daha sonra inhibisyon etkisi giderek azalir. Dehidre besiyeri 15 °C altinda
depolanmalidir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 217 adet 100 ml besiyeri hazirlanir ve
dolayist ile bu sayida Ornek analiz edilebilir. Bu besiyeri hakkinda daha fazla bilgi igin
buray: tiklayin.

04.06. Brilliant Green Fenol Red Agar (Merck 1.10747)

Dehidre besiyeri 51,5 g/l olacak sekilde distile su i¢inde tiimiiyle ¢6ziiliinceye kadar kaynar su
banyosunda karistirilarak eritilir ve steril petri kutularina 12,5' er ml dokiiliir. Bu besiyeri
otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. Asir
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1sitmadan kagimilmalidir. Hazirlanmis besiyeri parlak ve kirmizi renklidir. Refakatgi floranin
gelisimi yiikseltilmis brilliant green konsantrasyonu ile baskilanir. Bu besiyerinde Sa/monella
kolonileri etrafi parlak kirmizi bir zon ile g¢evrili pembe - kirmizi renklidir. Bu goriintii
koloninin laktoz ve sakkarozu kullanamadigini gosterir. Proteus (yayilmayan koloni),
Pseudomonas (kii¢iik ve kenari tirtilli koloni) tiirleri de bu morfolojiyi gosterir. Etrafi sar1 bir
zon ile cevrelenmis sari1 koloniler ise laktoz ve/veya sakkarozu kullanabilen E. coli,
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella tiirlerine ait olabilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri
ile 776 adet petri kutusu hazirlanabilir.

04.07. Bismuth Sulfite Agar (Merck 1.05418)

Dehidre besiyeri 47,5 g/l olacak sekilde distile su i¢inde tiimiiyle ¢dziiliinceye kadar kaynar su
banyosunda karistirilarak eritilir ve steril petri kutularina yaklasik 25' er ml olacak sekilde
kalin bir tabaka halinde dokiiliir. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su
banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. Asir1 1sitmadan ka¢milmalidir. Hazirlanmis
besiyeri bulanik ve yesilimsi sar1 ile soluk yesil renklidir. Eger besiyeri kahverengi ise
kullanilmaz. Bismuth Sulfite Agar besiyerinde siyah merkezli, etrafinda metalik bir parlaklik
olan siyah ¢okiintiilii (presipitat) zon bulunan koloniler tipik Salmonella kolonileridir. Kiigiik,
yesil-kahverengi, bazen mukoid olanlar ise koliform grup bakteriler ve Serratia ile Proteus
kolonileridir. Bununla beraber Proteus kolonileri siklikla Salmonella ile karigtirilmaktadir.
Bilesimde bulunan brilliant green ve bismuth refakatgi floranin gelisimini baskilarken
bismuth iyonlarmin metalik bismuth' a indirgenmesi koloni etrafinda metalik bir parlaklik
olusturur. Taze hazirlanmis besiyeri refakatci flora tizerinde yogun inhibisyon etki gosterirken
Salmonella kolonileri etrafinda metalik parlaklik ancak 48 saat inkiibasyon sonunda olusur.
Besiyerinin 4 °C' da 4 giin depolanmasi sonunda inhibisyon etkisi zayiflar ancak metalik
parlaklik daha kisa siirede olusur. Proteus tiirlerinin koloni rengi Salmonella kolonilerine
benzer, fark koloni etrafindaki metalik parlak zondur. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile
421 adet petri kutusu (25 ml/petri kutusu) hazirlanabilir. Bu besiyeri hakkinda daha fazla bilgi
icin buray1 tiklayin.

04.08.Rambach Agar® (Merck 1.07500; 4x250 ml)

1 sise selektif katki 500 ml erlende bulunan 250 ml destile suya ilave edilir, iyice eriyinceye
kadar kanstirilir. Uzerine 1 kutu toz besiyeri dokiiliir ve 20 dakika siire ile kaynar su
banyosunda bekletilir, bu sirada her 4-5 dakikada bir calkalanir. Erlen i¢ ¢eperinde gozle
goriiliir parca kalmamalidir. Rambach Agar besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su
banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. Asirt 1sitmadan kaginilmalidir. Soguk su
banyosunda en geg¢ 30 dakikada olacak sekilde besiyeri sicakligi 45-50 °C' a indirilir. Tekrar
calkalanip steril petri kutularina 12,5' er ml dokiiliir. Dokiim sirasinda petri kutulari soguk
olmalidir. Besiyeri dokiilmiis petri kutulari besiyeri katilastiktan sonra strech filim ile
sarilarak buzdolabinin en alt goziinde ve 6 °C' in altinda olmamak tizere saklanir. Besiyeri 2
aydan uzun depolanmaz. Besiyeri kullanilmadan 6nce yiizeyi kontrol edilir, 1slak bir goriintii
varsa kurutulur. Asir1 kurutma yapilmamalidir. Rambach Agar bugilin i¢in kullanilan
Salmonella izolasyon besiyerleri i¢inde basta Proteus olmak lizere refakatci flora ile en iyi
ayrimi saglayan besiyeridir. Bu besiyerinde Salmonella kirmizi renkli koloni olusturur iken
Proteus ve Shigella renksiz sarimsi, koliform bakteriler mavi-yesil veya mavi-mor renkli,
Pseudomonas renksiz kirmizimsi koloni morfolojisi verir. Salmonella, besiyeri bilesimindeki
propylen glyocol' den asit olusturur ve pH indikatorii ile koloni renginin kirmizi olmasi
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saglanir. Koliform grup bakterilerin Salmonella 'dan ayrimi igin bilesimde kromojenik
substrat vardir. Koliformlar icin spesifik olan B-galactosidase enzimi ile bu kromojenik
substrat parcalanir ve boylece koliformlar tipik mavi-yesil renkli koloni olusturur. 4 X 250 ml
olan 1 kutu besiyeri ile 80 petri kutusu hazirlanir. Rambach Agar hakkinda daha fazla bilgi
almak i¢in buray: tiklayin.

04.09. Hektoen Enteric Agar (Merck 1.11681)

Dehidre besiyeri 75 g/l olacak sekilde distile su i¢inde tiimiiyle ¢oziiliinceye kadar kaynar su
banyosunda eritilir ve steril petri kutularia 12,5' er ml dokiiliir. Bu besiyeri otoklavlanmaz.
Sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. Asir1 isitmadan
kaginilmalidir. Hazirlanmig besiyeri parlak ve mavi-yesil renklidir. Besiyeri bilesimindeki
safra tuzlan ¢ogu refakatci floranin gelisimini engeller. Tiyostilfat, hidrojen siilfiir pozitif
kolonilerin siyahlagmasin1 saglar. Bilesimdeki 2 farkli pH indikatorii yardimi ile laktoz
pozitifler negatiflerden rahatlikla ayrilir. Besiyeri bilesimine 50 °C' a sogudugunda 15 mg/litre
konsantrasyonda olacak sekilde filitre ile sterilize edilmis novobiosin (Merck 1.06255)
katilmasinin selektiviteyi artiracagi belirtilmektedir. Bu besiyerinde siyah bir merkezi olan
veya olmayan mavi-yesil renkli koloniler Salmonella, Paracolobactum ve Proteus olarak
tanimlanirken, yesil, nemli, diiz ve saydam koloniler Shigella ve Providencia olarak, yesil-
mavi renkli, diiz ve kenarlar1 diizglin olmayan sekilde olanlar Pseudomonas olarak ve pembe
renkli, etrafinda bir ¢okelti zonu olanlar ise koliform bakteriler olarak tanimlanir. 500 g olan 1
kutu dehidre besiyeri ile 533 adet petri hazirlanabilir.

04.10. Salmonella-Shigella (SS) Agar (Merck 1.07667)

Dehidre besiyeri 60 g/l olacak sekilde distile su i¢inde tiimiiyle ¢oziiliinceye kadar kaynar su
banyosunda eritilir ve steril petri kutularina 12,5' er ml dokiiliir. Bu besiyeri otoklavlanmaz.
Sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmig olur. Asiri 1sitmadan
kacinilmalidir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizimsi1 kahve renklidir. Besiyeri
bilesimindeki brilliant green, safra tuzlari, tiyosiilfat ve sitrat ¢ogu refakatci floranin
gelisimini engeller. Hidrojen siilfiir olusumu tiyosiilfat ve demir iyonlar1 ile belirlenir.
Renksiz-yar1 saydam koloniler Shigella ve pek ¢cok Salmonella icin tipiktir. Baz1 Salmonella
tiirleri siyah merkezli yar1 saydam koloni olustururlar. Ayni1 morfoloji Proteus tiirleri i¢in de
gecerlidir. Pembe-kirmiz1 koloniler E. coli olarak tanimlanirken, pembe-beyaz ya da krem
renkli olanlar Enterobacter aerogenes kolonileridir. Bu besiyerinde Salmonella kolonilerinin
Shigella kolonilerinden ayrimi besiyerinde koloni etrafindaki renk degisiminin Sa/monella 'da
sar1, Shigella 'da sarims1 olmasi ile yapilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 666 adet
petri kutusu hazirlanabilir.

04.11. Xylose Lysine Deoxycholate Agar (Merck 1.05287)

Dehidre besiyeri 55 g/l olacak sekilde distile su i¢inde tiimiiyle ¢oziiliinceye kadar kaynar su
banyosunda eritilir ve steril petri kutularina 12,5' er ml dokiiliir. Bu besiyeri otoklavlanmaz.
Sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmig olur. Asiri 1sitmadan
kacinilmalidir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizi renklidir. Besiyeri bilesimindeki
tiyosiilfat ve demir tuzu ile hidrojen siilfiir olusumu, ksiloz ve/veya laktoz ve/veya sakkarozun
kullanim1 bir pH indikatorii olan fenol red ile belirlenir. Lisinin dekarboksilasyonu ile
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kadeverin olusmasi koloni etrafindaki pH yiikselmesine bagli olarak menekse renkli bir zon
ile goriiliir. Bu besiyerinin refakatgi flora iizerinde zayif bir inhibitdr etkisi vardir. Salmonella
kolonileri besiyeri ile ayni renkte, yar1 saydam, bazen siyah merkezli olurlar. Shigella,
Providencia, Pseudomonas kolonileri de besiyeri ile ayni renkte ve yar1 saydamdir ancak
bunlarda siyah merkez olusmaz. Sari ve sar1t zonlu koloniler koliform grup bakteriler,
Aeromonas, Citrobacter, Proteus ve Hafnia kolonileridir. Ksiloz pozitif olan Salmonella
Typhosa bu besiyerinde portakal-hafif opak koloni olusturur. 500 g olan 1 kutu dehidre
besiyeri ile 727 adet petri hazirlanabilir. Bu besiyeri hakkinda daha fazla bilgi icin buray:
tiklayn.

04.12. XL T4 Agar (Merck 1.13919)

Dehidre besiyeri 59 g/l konsantrasyonda destile suya katilir, iizerine XLT4 Agar katkisindan
(Merck 1.08981) 4,6 ml eklenir. Kaynar su banyosunda tutularak eritilir. Eritme isleminin
isiticili manyetik karistiricida yapilmamalidir. Isitya oldukga duyarli olan bu besiyeri 50 °C
tizerinde 45 dakikadan fazla tutulmali, 50 °C ‘a sogutulup petrilere dokiilmelidir. Hazirlanmig
besiyeri berrak ve kirmizidir. Bilesimindeki besin maddeleri Salmonella ‘nin gelisini tesvik
ederken, Tergitol-4 / Sodium tetra-decylsulfate refakatgi floray1 inhibe eder. 35 —37 °C ‘da 18
— 24 saat inkiiasyondan sonra Sa/monella kolonileri hidrojen siilfiir olusumuna bagli olarak
siyah renkli goriiliir. Bu besiyerinde E. coli ve Proteus tirleri zayif, Enterobacter aerogenes
ve Citrobacter freundii iyi gelisir ve tiimii sar1 renkli koloni olusturur. Selektif katki %26 — 28
konsantrasyonda Sodyum tetradesil-siilfat bilesimindedir ve 100 ml ambalaj sisede
pazarlanmaktadir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 ml/petri hesabi ile 678 petri
kutusu hazirlanir. 1 sise selektif katki 2,5 kutu dehidre besiyeri igin yeterlidir. XLT4 Agar
hakkinda daha fazla bilgi almak i¢in buray tiklayin.

04.13. MSRYV Medium (Merck 1.09878)

Diger besiyerlerinden farkli olarak 15,8 g dehidre besiyeri 500 ml distile su iginde timiiyle
coziiliinceye kadar kaynar su banyosunda tutulur. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon
kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. Asiri 1sitmadan kaginilmalidir.
Besiyeri sicakligi 50 °C' a diistiiglinde 1 ml steril distile su ile sulandirilmis olan 1 sise MSRV
Medium selektif katkisi (Merck 1.09874) ilave edilir, karistirilip steril petri kutularina
dokiiliir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve mavi renklidir. Buzdolabinda 2 hafta siire ile
depolanabilir. Diger geleneksel Salmonella izolasyon besiyerlerine kiyasla MSRV Medium
besiyerinin daha iyi sonuglar verdigi belirtilmektedir. Bu besiyerinde Salmonella belirlemenin
prensibi Salmonella 'min yar1 kati besiyerinde hareket ederken opak hale olusturmasidir.
Hareketli diger refakatci floranin hareketini magnezyum kloriir, malasit yesili ve novobiosin
varlig1 ile 43 °C' a yiikseltilmis inkiibasyon sicaklhigi engeller. Besiyeri kullanilmadan once
oda sicakliginda en az 1 saat tutularak yilizeyinin yeterince kurumasi saglanmalidir. 500 g olan
1 kutu dehidre besiyeri ile her petride 12,5 ml olacak sekilde 1265 adet petri hazirlanabilir. Bu
besiyeri ile birlikte kullanilan MSRV Medium selektif katkisinin 1 kutusunda 16 sise vardir.
Her sise 500 ml besiyerine (40 petri kutusu) ilave edilecegine gore 500 g olan 1 kutu dehidre
bazal besiyeri i¢in toplam 32 sise (2 kutu) selektif katki gereklidir. Dehidre besiyeri kullanim
hacmine bagl olarak stok selektif katki miktar1 planlanmalidir. MSRV Medium hakkinda
daha fazla bilgi almak i¢in buray: tiklayin.
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04.14. Diasalm Medium (Merck 1.09803)

Dehidre besiyeri 64 g/l konsantrasyonda olacak sekilde kaynar su banyosunda tlimiiyle
eriyinceye kadar tutulur. Asir1 1sitmadan kaginilmalidir. 45 — 47 oC ‘a sogutulup 1 sise MSRV
katkis1 (Merck 1.09847) ilave edilir. MSRYV katkisi liyofilize formda olup, tizerine 1 ml steril
destile su ilave edilerek eritilir. Hazirlanmis besiyeri koyu yesil renkli ve berraktir, buzdolabi
sicakliginda 1 hafta depolanabilir. Kullanilmadan 6nce oda sicakliginda en az 1 saat tutularak
ylizeyi kurutulur. Tamponlanmis Peptonlu suda 6nzenginlestirme kiiltiiriinden besiyerinin tam
ortasina 0,1 ml ya da 3 noktasia 0,03 ml damlatilir. Petriler diiz sekilde (taban iizerinde) 42
°C ‘da 12 —28 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon 24 saati gegmemelidir. Hareketli Salmonella
damlatma yapilan yerin etrafinda menekse renkli bir zon ile yayilici koloni yapar. Bu zonun
etrafinda acik kahve — siyah renkli ikinci bir zon daha goriiliir. Koloninin yayilma
gostermemesi ve gri — siyahimsi1 merkezli olmasi hareketsiz Salmonella, Citrobacter freundii
ya da Proteus spp. olasilig1 gosterir. Bu besiyeri yar1 kat1 indol hareket (SIM Medium ; Merck
1.05470) ile RVS Broth karistmina benzer. Yiiksek konsantrasyondaki magnezyum kloriir,
novobiosin, malahit yesili Gram negatif ve pozitif pek ¢ok refakatci florayr inhibe eder.
Besiyerinin yart kat1 olmasi hareketli Sa/monella ‘nin yayilici koloni olusturmasini saglar.
Nadiren de olsa Salmonella bazen diger bakteri kolonilerinin {izerinde de gelisir. Bu nedenle
yayilmis koloninin dig tarafindan alinacak bir 6ze kiiltiiriin Rambach, XL T4 gibi selektif bir
besiyerine siiriilmesi onerilmektedir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 ml/petri
hesab1 ile 625 petri hazirlanabilir. 1 kutu MSRV katkisi1 2 kutu Diasalm Medium igin
yeterlidir. Diasalm Medium hakkinda daha fazla bilgi almak i¢in burayi tiklayin.

04.15. Urea Broth (Merck 1.08483)

3,85 g dehidre iire broth besiyeri 100 ml distile su i¢inde gerekirse hafifge 1sitilarak (40 °C)
¢oziiliir ve filitre ile sterilize edilir. Bu amagla 250 ml hacminde steril erlen kullanilir. Daha
sonra steril vida kapakli kiigiik tiiplere steril pipet kullanilarak 3' er ml dagitilir. Kapaklar tam
sik1 olacak sekilde kapatilir ve buzdolabinin alt goziinde saklanir. Filitre olanagi yok ise
tiiplere dagitimdan sonra kaynar su banyosunda 5 dakika tutularak sterilizasyon saglanabilir.
Besiyeri 1 aydan uzun depolanamaz. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 3 ml hacminde
4329 identifikasyon tiipli hazirlanir.

04.16. Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915)

6,5 g dehidre Triple Sugar Iron Agar besiyeri 100 ml destile suya ilave edilir, kaynar su
banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli karistirilarak besiyerinin iyice erimesi saglanir.
Besiyeri sivi halde iken standart 16x160 mm tiiplere 7' ser ml olarak dagitilir, ve tiipler 121
°C' da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav ¢ikiginda besiyeri heniiz siv1 iken tiipler 1-1,5 cm
yliksekliginde bir ¢ubuga yatirilir. Bu sekilde tiipiin dibinde 2-2,5 cm yiiksekliginde bir
besiyeri kalinlig1 olmalidir. Tiipler bu sekilde bekletilir, besiyeri katilastiktan sonra tiipler
strech filim ile sarilarak buzdolabinin alt géziinde 2 aya kadar depolanir. Bu besiyerinin
standart yontemle hazirlanmasinda once sterilizasyon sonra tiiplere dagitma vardir. Ancak
yukarida verilen yonteme gore besiyerinin Once tiiplere dagitilip sonra sterilizasyonu
tartismasiz bir sekilde daha giivenli ve daha kolaydir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile
her tiipte 7 ml olmak iizere 1098 identifikasyon tiipii hazirlanir. Bu besiyeri hakkinda daha
fazla bilgi i¢in burayi tiklayin.
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