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Gida mikrobiyolojisinde Enterobacteriaceae iiyeleri icin kromojenik
ve florojenik besiyerleri

Emrah TORLAK'
OZET ABSTRACT
Gida endiistrisinde kalite giivencenin saglanmasinda Fast detection of microbiological risks is
ve halk sagligimin  korunmasinda mikrobiyolojik  important for quality assurance in the food
risklerin izl tespiti Onemlidir. Bu nedenle gida industry and public health. For this reason, several
mikrobiyolojisinde analiz surelerini kisaltmak  alternative methods have been developed to reduce
amaciyla bircok alternatif metot gelistirilmistir.  the analysis period in food microbiology. Most of these

Bu metotlarin bircogu mikroorganizmalarin spesifik
enzim aktivitelerini tespit etmeye yonelik kromojenik
ve florojenik substratlarin kullamm esasina dayalidir.
Gida mikrobiyolojisi laboratuvarlarinda is giicu ve
zamandan tasarruf sagladiklarindan dolayr kromojenik
ve florojenik  substratlar

iceren  besiyerlerinin

kullanimi artarak devam etmektedir. Bu derlemede,
gida mikrobiyolojisi bakimindan en onemli familya

olan Enterobacteriaceae familyas1 Uyesi bakterilerin
tespit edilmesi ve sayilmasina yonelik kromojenik ve
florojenik besiyerleri

son gelismeler dogrultusunda

kapsamli olarak ele alinmstir.

Anahtar Sozciikler: Kromojenik besiyeri, florojenik

besiyeri, Enterobacteriaceae, gida mikrobiyolojisi

methods are based on the utilization of chromogenic

or fluorogenic substrates for the detection of
specific enzyme activities of microorganisms. In food
microbiology laboratories, use of media with
chromogenic and fluorogenic substrates has continually
increased due to cost, labor, and time savings features.
This review discusses chromogenic and fluorogenic media
for analysing members of Enterobacteriaceae, the most
important family in food microbiology, in respect of
recent devolopments. According to results of the latest
studies, performance, advantage and disadvantage of

chromogenic and fluorogenic media were evaluated.
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GIRIS
Gida mikrobiyolojisinde kromojenik ve florojenik
substrat iceren besiyerlerinin kullanimi analizlerin

identifikasyon asamalarinda sagladiklan kolayliklar
nedeni ile hizla artmaktadir.

Florojenik substratlar mikroorganizmalar
tarafindan Uuretilen spesifik enzimlerin aktiviteleri
sonucu UV 15181 floresan 1s18a ceviren alt birimlere
parcalanirlar. Kromojenik substratlar ise spesifik
enzim aktiviteleri sonucunda renk degistiren kimyasal
bilesiklerdir (1).

Mikrobiyolojide kullanilan kromojenik ve florojenik
reaksiyonlar

uc farkli yolla gerceklesmektedir.

Birincisi, ya sentetik substratlarin enzimatik
aktivite ile hidrolizleri sonucu floresans meydana
gelmesi veya hidroliz uriinlerinin bakteri hiicresine
absorbsiyonu ile olur. ikincisi, substratin floresan
ozelliginde, spesifik enzim aktivitesine bagli olarak
degisen pH ile birlikte meydana gelen artis ile olur.
Uciinciisii ise floresan ozellikteki boyanin bakteri
hiicresinin bazi komponentlerine baglanmasi ile
olur. Bu tip reaksiyonlara acridine orange boyasinin
DNA’ya

sulfanic

baglanmasini  ve 8-anilino-1-naphthlane

asit’in  proteinlere baglanmas1 ornek
verilebilir. Bu reaksiyonlar bakteri hiicresinin bir
besiyerinde cogaltilmasina gerek kalmadan, dogrudan
epifluoresence gibi mikroskobik metotlar yardimi ile

incelenmesine imkan saglar (2).

Gida mikrobiyolojisinde besiyerlerine ilave edilen
kromojenik ve florojenik substratlar ile genel olarak
birinci tip reaksiyonlar amaclanmaktadir. Kromojenik
ve florojenik substratlarin besiyerlerine ilavesinde
iki onemli husus vardir. Bunlardan birincisi enzim
aktivitesi sonucu yeterli ayrimi saglayacak olciide
renk ve florasans vermelidirler. ikincisi ise reaksiyon
sonucunun kalic1 olmasidir. Bu nedenle kalici renk
degisimi ve floresan olusturan substratlar her zaman
tercih edilirler (1,2).

Bu derlemede, Enterobacteriaceae familyasi uiyesi
bakterilerin tespit edilmesi ve sayilmasina yonelik
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kromojenik ve florojenik besiyerleri son gelismeler
dogrultusunda ele alinmistir.

Escherichia coli

kalite
driiniinde  E.

Escherichia coli, gidalarda onemli

indikatorlerindendir.  Bir gida
coli’nin varligi dogrudan veya dolayli bir fekal
kontaminasyonun ve gidanin uretim ve depolama
asamalarindaki yetersiz hijyen uygulamalarinin bir

gostergesidir (3).

Gidalarda E. coli varliginin saptanmasi ve sayilmasi
amaciyla gunumizde en cok kullanmlan kromojenik
ve florojenik substratlar B-D-glucoronidase (GUD)
aktivitesine yonelik olanlardir. Yapilan bircok
calismada E. coli suslarimin % 96 ile % 97 oraninda
B-D-glucoronidase aktivitesine sahip  olduklan
bildirilmistir (4). Bununla birlikte baz1 Salmonella,
Shigella ve Yersinia turlerinin de B-D-glucoronidase
aktivitesine sahip olduklar bildirilmektedir (5). E. coli
disinda diger Escherichia tiirleri B-D-glucoronidase
aktivitesine sahip degildir (6).

E. coli O157:H7 gibi bazi patojenik serotipleri de B-D-

Ayrica E. coli’nin

glucoronidase aktivitesi gostermezler (7).

B-D-glucoronidase aktivitesini saptamak icin en
yaygin olarak kullanilan substratlar, p-nitrephenol-
B-D-glucorinide (PNPG), 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-D-glucorinide (XGLUC) ve 4-methlylumbelliferly-B-
D-glucorinide (MUG)’dir (1). Bugin ticari Urlinlerde
R-D-
glucoronidase enzimi MUG’ u hidrolizasyoniile parcalar.

en yaygin kullanilan substrat ise MUG’tur.

Parcalanma urunlerinden olan 4-methlylumbelliferly
(4-MU) 366 nm dalga boyunda UV 1s18a maruz kalirsa
mavi floresans verir (8). MUG, bircok sivi (Laurly
sulfate broth, m-Endo broth, EC broth, Brilla-broth,
DEV-lactose peptone broth, LMX broth) ve kat1 (Violet
red bile agar, E. coli direct agar, MacConkey agar, m-FC
agar) besiyeri bilesimine eklenerek kullamlabilir (1).

Florojenik bir substrat olarak MUG’un en

onemli avantajlan; diger besiyeri bilesenleri ile
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beraber aktivitesinde bir azalma olmadan steril
edilebilmesi ve E. coli’nin gelismesi uzerine inhibe
10). MUG ilaveli
besiyerlerinde floresan 1simanin verimli bir sekilde

edici etkisinin olmamasidir (9,

gozlenebilmesi icin besiyeri pH’st onemlidir. MUG
ilaveli besiyerlerinin pH’s1 hafif alkali olmalidir. Bunun
saglanamadigi durumlarda floresan 1simay1 gérmek
icin besiyerine alkali cozeltisi ilave edilmelidir
(2). Bununla beraber bazi E. coli suslarinin MUG
reaksiyonu inkiibasyon sicakligi ile yakindan ilgilidir.
37°C’de inkubasyon sonunda zayif pozitiflik gosteren
bazi suslar 44°C’de inkiibasyon sonunda guiclu pozitif

sonug verebilmektedir (10).

Dogan ve ark (2002) 500 ornek ile yaptiklan
calismada LST+MUG ve klasik EMS metodu arasinda
yiiksek korelasyon oldugunu saptamislardir. Peterson
ve ark (11) LST+MUG’un recovery oranini klasik EMS
metoduna gore daha yiiksek olarak bildirmislerdir.
Yapilan calismalar ile MUG ilaveli besiyerlerinin

glvenilir, hizli, pratik ve ekonomik olduklan
bildirilmistir (9,12-14). Gunumizde kat1 veya svi
bircok MUG ilaveli besiyeri ISO ve DIN gibi bircok
ulusal ve uluslararasi organizasyon tarafindan kabul
gormus ve gida mikrobiyolojisi metotlarinin kapsamina

alinmistir (1).

Gida mikrobiyolojisinde E. coli sayiminda ilave bir
identifikasyon asamasi gerektirmedigi icin kullanim
hizla yayginlasan diger bir substrat ise 5-bromo-
3-chloro-3-indoly-B-D-glucorinide’dir. 5-bromo-3-
chloro-3-indoly-B-D-glucorinide’in X-GLUC ile beraber
yaygin olarak kullanilan diger kisaltilmis ismi ise BCIG
(5-bromo-3-chloro-3-indoly-B-D-glucorinide)’dir.  Bu
substrat Tryptone bile agara ilave edilerek modifiye
bir besiyeri olan Tryptone bile X-glucorinide (TBX)
agar elde edilir (1). TBX agar bilesimindeki BCIG, B-D-
glucorinidase aktivitesi sonucu parcalanir. Serbest
kalan kromoforun bakteri hiicresi icinde birikmesi
sonucu E. coli kolonileri mavi-yesil renkli gortiniirken
B-D-glucorinidase negatif bakteriler besiyeri tizerinde

renksiz koloniler olustururlar (15). 1SO’nun 2001
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yiinda TBX agar gida mikrobiyolojisi metot kapsami
icine almasi ile birlikte besiyeri uluslararasi dizeyde
kabul gormustdur.

E. coli analizlerinde B-D-glucorinidase aktivitesini
saptamak Uizere kullanilan diger bir kromojenik
substrat  ise
(HQG)’dir.
kullanlabilir.

8-hydroxyquinoline-B-D-glucuronide
HQG cesitli kat1 besiyerlerine eklenerek
HQG,
parcalanarak B-D-glucorinidase pozitif olan kolonilerin

enzim  aktivitesi  sonucu
siyah renkli goéruinmesine neden olur (Manafi, 2000).
HQG’nin,
nazaran maliyetinin dusiuk olmasi ve florojenik bir

kromojenik bir substrat olan BCIG’ye

substrat olan MUG’a gore kat1 besiyerinde daha az
difuze olmasi gibi avantajlar vardir (16).

Escherichia coli 0157:H7

Escherichia coli 0157:H7, insanlarda yiiksek olim
oran ile seyreden kanli diyare, hemorajik kolit ve
hemolitik Uremik sendroma neden olabilen gida
kaynakli onemli bir patojen bakteridir (17).

E. coli 0157:H7 serotipi diger E. coli serotiplerinin
cogunlugundan farkli olarak 24 saat icinde sorbitoli
fermente edemez ve B-D-glucorinidase negatiftir
(18). 0157:H7
izolasyonunda kullanilan referans besiyeri, bilesimine

Gunuimuzde gidalardan E. coli
eklenen cefixime ve potasyum tellurit ile selektifligi
arttinlan Sorbitol MacConkey agar (SMAC)’dir (19).
E. coli 0157:H7 disinda baz1 E. coli serotipleri ve

Proteus tlrlerinin de sorbitoli fermente etme

yetenegine sahip olmadiklarindan dolay1 SMAC
agar uzerinde E. coli O157:H7 ile benzer renksiz
koloniler olusturabilmektedirler. Ancak E. coli

0157:H7 serotipi, bu bakterilerden farkli olarak
ramnozu fermente etme yetenegine sahip degildir. Bu
nedenle seciciligini arttirmak icin cefixime-potasyum
tellurit (CT)’e alternatif olarak cefixime-ramnoz
(CR) besiyerine ilave edilebilir. Ayrica SMAC agara
MUG veya BCIG ilavesi ile de besiyerinin seciciligi

arttinlabilir. Boylece, besiyerinde koloni olusturan
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B-D-glucorinidase  pozitif = bakterilerin  ayrim
kromojenik veya florojenik reaksiyon ile kolaylikla

saglanmir (1).

Onemli bir gida kaynakli patojen olmasi nedeniyle

gidalarda E. coli 0157:H7 aranmasina yonelik,
referans metotlara alternatif olarak cesitli ticari
kromojenik ve florojenik besiyerleri gelistirilmistir.
Bu besiyerleri; Rainbow agar 0157 (Biolog, Hayward,
ABD), BCM 0157:H7 (Biosynth AG, Staad, Isvicre),
CHROMagar 0157 (Chromagar, Paris, Fransa) ve
Fluorocult 0157:H7 (Merck, Darmstat, Almanya)’dir

(1, 20).

Rainbow agar 0157 lzerinde E. coli’nin farkl
serotipleri pembeden siyaha kadar farkli renklerde
koloniler olustururlar. Besiyerinde glucorinidase
pozitif serotiplerden farkli olarak E. coli O157:H7
kolonileri
E. coli

renklerinin

siyah renkli koloniler olusturlar (18).

serotiplerinin  gosterdigi cesitli koloni

nedeni besiyerine galactosidase ve
glucorinidase aktivitesine yonelik iki ayr1 kromojenik
substratin ilave edilmesidir. Besiyerinde glucorinidase
aktivitesi kirmizi renge neden olurken, galactosidase
aktivitesi siyah renge neden olmaktadir. Boylece
yalmzca galactosidase pozitif olan E. coli O157:H7
kolonileri siyah renkli koloniler olusturuken, diger
E. coli serotipleri iki enzimin Uiretim oranlarina bagl
olarak farkli bircok renkte koloni olusturabilmektedir.
E. coli disindaki bircok tiir besiyeri bilesiminde
bulunan potasyum telliirit ve novobiocin nedeniyle
inhibe olmaktadir. inhibe olmayanlar ise renksiz
koloniler olusturmaktadirlar (21).

Fluorocult 0157:H7,
yoluyla kullanimi ve glucoronidase aktivitesine yonelik

sorbitoliin  fermentasyon

aynm saglayan selektif bir besiyeridir. Besiyerinde,
sodyum deoxycholate gram pozitif rekabetci floranin
Sorbitolu

fermente etme yetenegine sahip bakteriler asit

onemli Olciide inhibe olmasini saglar.

olusumunu nedeniyle sar1 koloniler olustururken,
sorbitol negatif olanlar renksiz koloniler olustururlar.
Besiyeri bilesiminde bulunan sodyum tiyosulfat ve
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amonyum demir (lll) sitrat Proteus mirabilis gibi
hidrojen sulfur olusturan tirlerin kahverengi koloniler
olusturmalarina neden olur. E. coli 0157:H7’nin
Shigella sonnei gibi renksiz koloni olusturan turlerden
ayrimi ise glucorinidase aktivitesi ile saglanir. Besiyeri
bilesiminde bulunan MUG, glucorinidase aktivitesinin
florojenik olarak gozlenmesini saglar (22).

E. coli O157:H7 serotipi BCM (Biosynth Culture
Medium) agar 0157:H7 Ulzerinde mavi-siyah, 1,5-2
mm capinda, konveks ve cevresinde siyah presipitat
olan koloniler, CHROMAgar 0157 besiyerinde ise
pembe renkli koloniler olusturular (1).

Manafi ve Kreamsmaier (18) sigir eti ve ¢ig siit
ornekleri ile yaptiklan calismada E. coli O157:H7
izolasyonu icin kullanilan besiyerleri icin yanlis pozitif
oranlarini; Rainbow agar 0157 (% 2,1), BCM 0157:H7
(% 3,3) ve SMAC (% 57,3) olarak bulmuslardir. Restaino
ve ark (23) sigir eti orneklerinden izole ettikleri
BCM 0157:H7
besiyerinin hassasiyet ve spesifiklik degerlerini

kilturler ile yaptiklan calismada,

SMAC-BCIG besiyerine nazaran oldukca yliksek olarak
saptamislardir.

Koliform Bakteriler

Koliform grubu bakteriler Enterobacteriacea
familyas1 icinde yer alan, fakiiltatif anaerob, gram
negatif, sporsuz ve laktozdan asit ve gaz olusturan
bakterilerdir. Bu grupta yer alan ve gida mikrobiyolojisi
acisindan onemli olan mikroorganizmalar; Escherichia
coli, Citrobacter freundii, Enterobaccter aerogenes,
Enterobacter cloacae ve Klebsiella pneumoniae’dir.
Gidalarda koliform bakteri varligi yetersiz ve yanlis
pastorizasyon ve pisirme uygulamalarinin veya
yetersiz sanitasyon uygulamalarinin bir gostergesidir

(24).

Glnumuzde gidalarda koliform bakteri sayim
icin kullanilan kromojenik ve florojenik besiyerleri
genellikle ayn1 besiyerinde birden fazla substrat
yardimiyla ayn1 zamanda E. coli varliginin ve sayisinin
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belirlenmesine de olanak saglamaktadir. Boylece bir
besiyeri ile iki farkli analiz gereklestirilirken zaman,
is gucl ve paradan tasarruf edilmektedir.

Koliform varliginin tespiti ve sayimi icin B -
D - galactosidase aktivitesine yonelik substratlar
kullanilmaktadir. B - D - galactosidase, diger ismiyle
laktaz, laktozu glukoz ve galaktoza parcalar.
Gunumizde mikrobiyolojide B - D - galactosidase
aktivitesine yonelik o - nitro - phenyl - B - D -
galactopyranoside (ONPG), p - nitro-phenyl - B - D
- galactopyranoside (PNPG), 6 - bromo - 3 - indolyl
- B - galactopyranoside (SalmonGal), 5 - bromo - 4 -
chloro - 3 - indolyl - B - D - galactopyranoside (XGAL),
6 - bromo - 2 - naphthyl - B - D - galactopyranoside
(BNGAL),
(CRPG) ve 8 - hydroxychinoline - B - D - galactoside

chlorophenol red b-galactopyranoside
ve cyclohexenoesculetin - B - D - galactoside gibi
kromojenik substratlar ve florojenik substrat olarak
4 - methylumbelliferyl - B - D - galactopyranoside
(MUGAL) (1,10).

kullanilmaktadir Nitrofenolik
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bilesikler olan ONPG ve PNPG, kat1 besiyerinde yiiksek
difuze olma ozelliklerinden dolay1 agarli besiyerleri
ile kullanilmalan tercih edilmemektedir (10,25).

E. coli ve koliformlarin aym1 zamanda analizi icin
kullanlan besiyerlerinde farkli kromojenik/florojenik
substratlarin yaninda rekabetci floranin baskilanmasi
ve seciciligi arttirmak icin safra tuzu, propiyonat,
tergitol, sodyum laurly sulfat (SDS) gibi bircok farkl
besiyeri bileseni kullamlmaktadir (22).

Chromocult coliform agar (CCA) SalmonGal
ve XGLU substratlarn ile beraber pepton, piruvat,
sorbit ve fosfat buffer icerigi ile zarar gormis
bakteri

olmas1 nedeniyle kullanimi yaygin bir besiyeridir.

hiicrelerinin geri kazammim icin ideal

Besiyeri bilesimindeki Tergitol rekabetci floramin

baskilanmasin1  saglar (1). Suwansonthichai ve
Rengpipat (26) lic farkli diizeyde kontamine edilen
174 gida ornegi ile yaptiklar calismada LMX broth ve
CCA besiyerlerini klasik tcli tip en muhtemel say1

(EMS) metodu ile karsilastirmislardir. LMX broth ve

Tablo 1. Gida ve su mikrobiyolojisinde E. coli/koliform tespiti/sayilmasina yonelik ticari besiyerleri, kullanilan substratlar

ve Uretici firmalar (1).

Substrat/renk

Uretici firma

Besiyeri Koliform

E. coli

Siv1 besiyerleri
Fluorocult LMX broth

Readycult Coliforms

XGAL/mavi-yesil
XGAL/mavi-yesil

MUG/mavi floresans Merck (Almanya)

MUG/mavi floresans Merck (Almanya)

Colilert ONPG/San MUG/mavi floresans IDEXX (ABD)
Coliquick ONPG/San MUG/mavi floresans Hach (ABD)
Colisure CPRG/Kirmizi MUG/mavi floresans IDEXX (ABD)

Kat1 Besiyerleri
EMX agar XGAL/mavi MUG/mavi floresans Biotest (Almanya)
C-EC-MF agar XGAL/mavi MUG/mavi floresans Biolife (italya)
Chromocult Coliform SalmonGal/Kirmizi XGLUC/mavi-menekse Merck (Almanya)
Coli ID XGAL/mavi SalmonGlu/kirmizi-menekse BioMérieux (Fransa)
CHROMagar ECC SalmonGal/Kirmizi XGLUC/mor Chromagar (Fransa)
Rapid' E. coli 2 XGAL/mavi SalmonGlu/mor Sanofi (Fransa)
E. coli/Coliform SalmonGal/Kirmizi XGLUC/mor Oxoid (ingiltere)
ColiScan SalmonGal/Kirmizi XGLUC/mor MicrologyLab (ABD)
HiCrome ECC SalmonGal/Kirmizi XGLUC/mor Union Carbide (ABD)
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CCA besiyerlerleri ile EMS metodu arasindaki uyumu
sirastyla; Koliform icin % 108, % 91 ve E. coli icin
% 101, % 96,3 olarak bulmuslardir. Gonzales ve ark (3)
CCA ile Violet red bile laktoz agar’1 karsilastirdiklar
calismalarinda CCA’min E. coli ve koliform sayiminda
verimliliginin yeterli olarak saptamislardir.

Glnimizde gidalarda E. coli ve koliform

sayimlarina  yonelik kromojenik ve florojenik
substratlarin kullanmldigi modifiye kiiltiirel metotlar
Gida

metotlar arasinda yer alan bu metotlar uygulama

mevcuttur. mikrobiyolojisinde  alternatif

kolayligi saglamak, laboratuvarlarin is yikini
azaltmak ve kisith laboratuvar imkanlarinda kullanim
icin tasarlanms ticari urtnlerdir. Bu ticari uriinlere
Petrifilm (3M, St. Paul, ABD), Compact Dry (TCS

Buckingham, ingiltere), SimPlate
Systems, Bellevue, ABD) ve TEMPO

(bioMérieux) ornek verilebilir (27,28).

Biosciences,
(BioControl

Modifiye kultirel
olan TEMPO sistemi, gidalarda kalite indikatorlerinin

metotlarin en yenilerinden

sayimina yonelik en muhtemel say1 prensibine dayali
otomatize bir sistemdir (29). Torlak ve ark (29) TEMPO
EC (Escherichia coli) ve TBX agari dogal ve yapay
kontamine peynir orneklerinde karsilastirdiklan
calismalarinda iki metot arasinda % 95’in lzerinde

korelasyon oldugunu ortaya koymuslardir.

Salmonella

Salmonella, Enterobacteriacea familyasi Uyesi,
basildir.
Salmonella gallinarum ve Salmonella pullorum

fakiltatif anaerob, gram negatif bir
serotipleri haric olmak lizere hareketli bir bakteridir.
Salmonella cinsi somatik, flagellar ve kapsiler
antijen tiplendirmesine dayali olarak belirlenen
3000’e yakin serotipden olusmaktadir. Giinumizde
Salmonella’lardan kaynaklanan gida enfeksiyonlari
ABD, Almanya, Fransa ve ingiltere basta olmak iizere
bir cok lilkede tiim gida enfeksiyon ve intoksikasyonlar

arasinda ilk veya ikinci sirada yer almaktadir (30).
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Brillant agar
desoxycholate agar (XLD),

green (BGA),

Bismuth sulfite agar

Xylose lysine
(BSA), Hektoen enteric agar (HEA) ve Salmonella-
Shigella agar (SS) gidalarda Salmonella aranmasi
klasik
Salmonella

metotlar ile  oOnerilen
(31-33).  Gidalarda
aranmasina yonelik klasik besiyerlerinin cogunlugu

icin  referans

besiyerleridir

laktoz fermentasyou ve hidrojen sulfur olusumu
ile aynm saglamaktadirlar. Ancak gidalarda siklikla
rastlanan ve Salmonella ile aym familya uyesi olan
Proteus turleri ve baz1 Citrobacter turleri, laktozu
fermente edememe ve hidrojen sulfir olusturma gibi
Salmonella cinsine benzer biyokimyasal oOzellikler
gostermektedir. Bu nedenle klasik besiyerlerinde
ozellikle bu turlerden kaynaklanan yanlis pozitif
sonuclar ile siklikla karsilasilmaktadir (34). Klasik
besiyerlerinde karsilasilan bu ve benzeri sorunlar
ve ilave identifikasyon asamalarina olan ihtiyaci en
aza indirmek icin gidalarda Salmonella aranmasina
yonelik bircok kromojenik ve florojenik besiyeri
mevcuttur: SM-ID agar (bioMérieux, Marcy U’E " toile,
Fransa), Rambach agar (Merck, Darmstat, Almanya),
Chromogenic ABC medium (Lab M, Bury, ingiltere),
CHROMAgar Salmonella (Chromagar, Paris, Fransa),
Rainbow agar (Biolog, Hayward, ABD), Salmonella
chromogenic medium (Oxoid, Basingstoke, ingiltere),
(Biokar
Beauvais, Fransa), Chromogenic Salmonella esterase

Compass Salmonella agar diagnostics,
agar (PPR diagnostics, Londra, ingiltere) ve AES

Salmonella agar plate (AES, Bruz, Fransa) (1,20,35).

Esteraz, kisa zincirli organik asit esterlerini
hidrolize eder ve tum mikroorganizmalar tarafindan

farkli oranlarda sentezlenir. Ancak organik asidin

zincir uzunluguna bagli olarak spesifiklikleri
mikroorganizmalar arasinda degisiklik gosterir.
Chromogenic Salmonella esterase agarda

besiyerine kromojenik ozellik kazandiran bilesen
4-[2-(4-octanoyloxy-3,5-dimethoxyphenyl)-vinyl]-
quinolinium-1-(propan-3-yl carboxylicacid) bromide
(SLPA-octanoate;

bromide form)’dir. Besiyerinde
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C8 yag asidi esteri ve fenolik kromofordan olusan
SLPA-octanoat
edilir ve fenolden kaynaklanan parlak renk olusur.

Salmonella tarafindan hidrolize
24 saat inklubasyon sonunda Salmonella kolonileri

acik san renkli besiyeri Uzerinde koyu kirmizi

koloniler olustururlar. Salmonella olmayan turler
ise besiyerinde krem, sar1 veya renksiz koloniler
olusturlar. Chromogenik Salmonella esterase agar’da
esteraz aktivitesi sonucu renk olusumu dusik pH ile
inhibe olmaktadir. Bu nedenle besiyeri bilesiminde
bulunan laktozu kullanabilen mikroorganizmalar
besiyeri pH’1n1 dusurdiklerinden dolay1 renksiz veya
acik renkli koloniler olustururlar. Salmonella Indiana
ve Salmonella Arizona laktozu fermentasyon yoluyla
kullanabildikleri i¢in cromogenic Salmonella esterase
agar, SM-ID agar ve Rambach agarda yanlis negatif
sonuca neden olmaktadirlar (36). Bununla beraber
S. Indiana ve S. Arizona’min endustriyel ve klinik
orneklerden izole edilen Salmonella’lar icindeki

oranlan oldukca dusuktur (37).

CHROMAgar
aktivitesine gore ayrim

Salmonella besiyeri de esteraz

saglamaktadir. Besiyeri
bilesimindeki  5-bromo-6-chloro-3-indolyl-caprylate
esteraz aktivitesi sonucu pembe-mor renkli kolonilerin
olusmasina neden olur. Diger Enterobacteriacea
familyas1 liyeleri B-D-galaktosidase aktivitesine baglh
olarak mavi veya renksiz koloniler olustururlar. Rall ve
ark (34) tavuk karkas ornekleri ile yaptiklar calismada
CHROMAgar Salmonella besiyerinin, Rambach agar,
BGA, SS ve XLD’ye gore Salmonella pozitif ornekleri
tespit etme yeterliliginin daha yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir. Esteraz aktivitesine bagl ayrim saglayan
diger bir besiyeride Compass Salmonella agar’dir.
Bu besiyerinde, 5-bromo-6-chloro-3-indolyl-caprylate
esteraz aktivitesi ile pembe-mor koloni rengine neden

olur (35).

farkli
substrat iceren bir besiyeridir. Bromo-6-Chloro-3-

Chromogenic  Salmonella Medium ki

Indolyl caprylate (Magenta-caprylate) laktoz negatif
Salmonella serotipleri tarafindan hidrolize edilerek

Cilt 68 ® Say1 1 m 2011

pembe-mor kolonilerin olusmasina neden olur.
Diger substrat olan 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranoside (XGAL) ise laktoz pozitif turlerin
mavi koloniler olusturmasini saglar. Chromogenic
Salmonella medium besiyerinde Shigella dysenteriae
gibi bazi
olusturabilmektedir. Besiyerine eklenen novobiocin

Shigella turleri de pembe-mor koloni

Proteus turlerinin gelismelerini inhibe ederken,
cefsulodin Pseudomonas turlerinin gelisimini inhibe
eder (38).

Chromogenic ABC medium (aB-chromogenic
medium), Salmonella izolasyonu icin iki farklh
kromojenik substrat icermektedir. Galaktosidase
aktivitisine  yonelik  kullamlan  substrat  3,4-

cyclohexenoesculetin-RB-D-galactoside (CHEGAL)’dir
ve besiyerindeki demir varliginda siyah koloni renginin
olusmasint saglar. ikinci substrat ise Salmonella
serotipleri tarafindan hidrolize edilebilen 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-a-D-galactopyranoside (X-a-GAL)’dir.
Bu substratin hidrolizi sonucu Salmonella kolonileri
yesil renkli gorulurler (39). Boylece besiyerinde
a-Galactosidaz aktivitesi ile Salmonella serotipleri
diger Enterobacteriaceae tirlerinden ayirdedilir (1).
Peery ve ark. (36) yaptiklan calismada Chromogenic
ABC medium uzerinde 1022 Salmonella susundan
% 99,7’si yesil renk verirken, 300 Salmonella olmayan
gram negatif sustan yalmzca bir tanesi karakteristik

yesil renk olusturmustur.

Rambach agar’da Salmonella serotipleri besiyeri
bilesimindeki propylene glycol’den asit olusturma
yetenekleri sayesinde diger Enterobactericeae
familyas1 uyelerinden aynlirlar. Salmonella serotipleri
besiyeri bilesimindeki notral red nedeniyle kirmizi
koloniler olustururlar. Ayrica besiyeri bilesimindeki
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside
(XGAL), B-D-galaktosidase pozitif Enteobacteriaceae
icin ayrnim saglar. E. coli gibi B-D-galaktosidaz pozitif
tirler besiyerinde mavi koloni olustururken her iki
bilesen icin reaksiyon gostermeyen Proteus turleri
Baz1 Citrobacter

renksiz  koloniler olustururlar.
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turleri her iki bilesene kars1 reaksiyon gosterdikleri
icin menekse renkli koloniler olustururlar (40).
Rambach agarin en onemli dezavantaji S. typhi ve
S. paratyphi’nin diger Salmonella serotiplerinden
farkli

koloniler olusturmasidir (41,42). Baz1 Salmonella alt

olarak besiyerinde kirmizi yerine beyaz
turleri (llla, IlIb ve V) ve ozellikle S. Indiana ve S.
Arizona serotipleri B-D-Galaktosidase pozitiftirler. Bu
nedenle Rambach agarda E. coli gibi laktozu fermente
(36,42).
Kihn ve ark. (42) yaptiklar calismada llla, lllb ve

edebilen turler ile ayirt edilemezler
V alt tirleri icin ONPG pozitif oramm % 100 olarak

bulmuslardir.

SM-ID agar prensip olarak Rambach agar ile
benzerlik gosteren kromojenik bir besiyeridir. Bu
nedenle Rambach agarda S. Indiana ve S. Arizona’nin
B-D-Galaktosidase pozitif olmasindan kaynaklanan
dezevantaj SM-ID agar icin de gecerlidir. SM-ID agarda
besiyeri bilesiminde Rambach agardan farkli olarak
propylene glycol yerine yine notral red varliginda
kirmizi rengin olusmasina neden olan D-glucuronate
vardir (43).

Enterobacter (Cronobacter) sakazakii

Ozellikle kontamine bebek mamalariile prematiire
ve bagisiklik sistemi yetersiz yeni doganlarda ciddi
enfeksiyonlara neden olan Enterobacter sakazakii
yapilan son calismalar sonucunda en az bes tiru olan
Cronobacter spp. olarak yeniden isimlendirilmistir
(44).

Gidalarda
yonelik mevcut FDA metodu E. sakazakii’nin san

Enterobacter sakazakii  tespitine
pigment Uretimine dayalidir. Ancak sar1 pigment
uretimi Enterobacteriaceae familyas icinde yalnizca
E. sakazakii’ye 0©zgl degildir. Bununla birlikte
baz1 E. sakazakii suslarinin beyaz pigment Urettigi

bildirilmistir (44).

Gidalardan  E.
kullanilan kromojenik besiyerleri E. sakazakii’ nin

sakazakii  izolasyonu icin
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sahip oldugu a-glucosidase aktivitesine dayalidir.
Kromojenik bir substrat olan 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-a-D-glucopyranoside (XaGlc)
besiyeri formulasyonlar gelistirilmistir. Bu substrat

iceren farkli

a-glucosidase  tarafindan  hidrolize

aglikon ve bromo-4-chloro-3-indolyl ortaya cikar.

edildiginde

Hidrolizasyon urunlerinden bromo-4-chloro-3-indolyl
oksijen varliginda dimerize olarak bir pigment
olan bromo-chloro-indigo’ya donusur. Bu pigment
sakazakii renkli

sayesinde E. besiyerinde mavi

koloniler olusturur (45).

Guniuimuzde gidalardan E. sakazakii izolasyonu icin
XaGlc iceren besiyerlerinden en yaygin kullanilanlan
agar (DFlI agar) ve
Enterobacter sakazakii isolation agar (ESIA)’dir. ISO

Druggan-Forsythe-Iversen

tarafindan kabul goren ESIA besiyerinin bilesiminde
Gram pozitif rekabetc¢i floranin inhibisyonu icin
sodium deoxycholate ve crystal violet yer almaktadir.
ESIA besiyerine nazaran yiiksek sodium deoxycholate
substrat

konsantrayonu ve dusik kromojenik

konsantrasyonu DFIl agarin hassasiyetini olumsuz
etkilemektedir. DFI agarda ESIA besiyerinden farkl
olarak besiyeri bilesimindeki hidrojen silfit Uretim
tespit sistemi ile zay1f a-glucosidase aktivitesine sahip
olan Proteus tirlerinin ayrimi mimkiin olmaktadir

(46).

Sonug¢

Enterobacteriaceae familyas1 Uyesi bakterilerin
analizleri gida mikrobiyolojisi laboratuarlarinin is
yukinin biyuk bir bolumini olusturmaktadir. Bu
nedenle bu analizlere yonelik zaman ve is giiclinden
tasarruf saglayan alternatif metotlara olan ihtiyac
glin gectikce artmaktadir. Kromojenik ve florojenik
besiyerleri ilave bir cihaz yatinmi gerektirmemeleri
ve diger alternatif metotlara nazaran maliyetlerinin
disuk olmast nedeni ile gida mikrobiyolojisi
laboratuarlar icin ideal alternatif metotlar olarak on
plana ¢cikmaktadir. Bununla birlikte bazi kromojenik
ve florojenik olduklan

besiyerleri  gostermis
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performans nedeni ile referans metotlar icinde yerini

almistir.

Laboratuvarlar

kromojenik  ve  florojenik

besiyerlerinin seciminde zaman, maliyet ve is giicu
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