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OZET

CESITLI KANATLI URUNLERINDE TOPLAM AEROBIK MEZOFILIiK
BAKTERI VE ENTEROBACTERIACEAE SAYILARININ
BELIRLENMESINDE KLASIK ISO VE TEMPO HIZLI TEST
YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

Ertugrul, Cetin
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Danismani: Dog. Dr. Ibrahim Cakir

Eyliil 2012, 66 sayfa

Bu caligmada, biitiin karkas ve mekanik olarak ayrilmis 123 adet kanatl eti
tiriinlerinde, toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi ve Enterobacteriaceae sayisinin
belirlenmesinde klasik ve hizli test yontemleri karsilastirilmistir. Buna gore toplam
aerobik mezofilik bakteri sayisinin belirlenmesinde ISO 4833:2003 klasik yontemi
ve TEMPO TVC hizl test yontemi, Enterobacteriaceae sayisinin belirlenmesinde ise
ISO 21528-2:2004 klasik yontemi ve TEMPO EB hizli test yontemi es zamanl
olarak calisilmistir. Calisma sonuglarina gore toplam aerobik mezofilik bakteri
sayiminda 100, Enterobacteriaceae sayiminda ise 85 Ornege ait sonuglar istatistiki
olarak degerlendirilmistir.

Klasik ve hizli test yontemlerinin istatistiki olarak karsilastirilmasinda Office
Excel 2007 (Microsoft, Redmond, ABD) programi kullanilarak, tanimlayicu istatistik
testleri, F-testi ve t-testi yapilmustir. Lineer regresyon ve Pearson korelasyon
analizleri ise MINITAB 16 programi (Minitab Inc., State College, TX, ABD)
kullanilarak yapilmustir.

Degerlendirme sonuglarina gore toplam aerobik mezofilik bakteri sayim
sonuclarinin dogrulugu agisindan klasik ISO 4833:2003 ve TEMPO TVC yo6ntemleri
arasinda istatistiki olarak bir farkin bulunmadigi belirlenmistir. Benzer sekilde
Enterobacteriaceae sayim sonuglarinin dogrulugu agisindan klasik ISO 21528-2:2004
ve TEMPO EB yontemleri arasinda da istatistiki olarak bir farkin bulunmadig: tespit
edilmistir.

Ancak TEMPO hizli test sistemi ile yapilan analizlerin gerek toplam aerobik
mezofilik bakteri, gerekse de Enterobacteriaceae sayimlarinda klasik ISO
yontemlerine gore analiz siiresi, analiz maliyeti, ¢aligma kolaylig1 ve kontaminasyon
riskininin 6nemli oranda diisiik olmasi nedeniyle daha avantajli oldugu sonucuna
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varilmgtir.

Anahtar Kelimeler: Kanath eti, klasik yontem, hizli yontem, toplam aerobik
mezofilik bakteri sayisi, Enterobacteriaceae sayisi
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ABSTRACT

COMPARISON OF ISO METHODS AND TEMPO RAPID TEST SYSTEM
FOR THE DETERMINATION OF TOTAL AEROBIC MESOPHILIC
MICROORGANISMS AND ENTEROBACTERIACEAE COUNTS IN

VARIOUS POULTRY PRODUCTS

Ertugrul, Cetin
M.Sc., Department of Food Engineering
Supervisor : Assoc. Prof. Ibrahim Cakir

September 2012, 66 pages

In this study, at the 123 pieces of whole carcass and mechanically separated
poultry meat products, the number of total aerobic bacteria and Enterobacteriaceae
were compared to determine the number of classical and rapid test methods.
According to this comparison, to determine the number of aerobic mesophilic
bacteria ISO 4833:2003 classical method and TEMPO TVC rapid test methods and
also to determine the number of Enterobacteriaceae ISO 21528-2:2004 classical
method and TEMPO EB rapid test methods are tried at the same time. According to
results of the study, the results of totaly 100 examples of counting the aerobic
mesophilic bacteria and also 85 examples of counting the Enterobacteriaceae were
evaluated statistically.

When the classical and rapid testing methods to compare statistically, Office
Excel 2007 (Microsoft, Redmond, ABD) is used and descriptive statistical tests, f-
tests and t-tests are performed. Linear regression and Pearson correlation analysis
was also performed by using the Minitab 16 software (Minitab Inc., State College,
TX, USA)

According to results of evaluation, it was designated that there are no
statiscally differences between classic ISO 4833:2003 method and TEMPO TVC
method for the accuracy of the results of the counting totaly aerobic mesophilik
bacteria. Similarly, it was also designated that there are no statiscally differences
between classic ISO 21528-2:2004 method and TEMPO EB method for the accuracy
of the results of the counting Enterobacteriaceae.

However, it was made inferences that at the analysis of total aerobic
mesophilic bacteria and also Enterobacteriaceae counting with using the TEMPO
rapid test system according to classic ISO methods, analyze costs, ease of operation
and the risk of contamination was found to be significantly more advantageous



because of the low.

Key words: Poultry meat, classical method, rapid method, total aerobic bacteria
counts, Enterobacteriaceae counts.
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1. GIRIS

Kanatli sektorii son yillarda hizli bir gelisme kaydetmis, daha saglikli ve ucuz
bir iirlin olan beyaz eti tiikketicilerin kullanimia sunmustur. Kanath etleri yag oranin
diisiik olusu, protein oranin yiiksekligi, demir, fosfor ve B grubu vitaminlerce zengin
olmasi, etin kisa lifli olmasi, hazmimin kolay olmasi gibi avantajlarinin yaninda,
ekonomik olmasi dolayisiyla da tiiketicilerden ciddi talep gormektedir (Guerrero-
Legarreta, 2010; Anonim 1, 2012).

Beyaz et iiretim ve tiiketiminin artmasi, beyaz etin toplumun ¢ok 6nemli bir
kismi tarafindan tiiketiliyor olmasi, bu irliniin hijyenik kosullarda iiretilmesi ve
tiikketilmesini  gerektirmektedir. Uretim siirecinde meydana gelen mikrobiyal
kontaminasyonlar ve buna bagli olarak hizli bir bozulma gostermesi dolayisiyla,
beyaz et gida zehirlenmelerinin baglica kaynagini olusturmaktadir. Bu da kanath
etlerinin tiretimi esnasinda, hijyen gostergeleri ve hijyen kriterlerine uyulmasinin ne
kadar 6nemli oldugunu gostermektedir (Mead, 1990; Yiicel Baydur, 2006).

Kanatlilarda hijyen sorunu yetistiricilikle baslamakta hammadde ve canl
hayvan kaynakli olarak siirmekte ve kesim sonrast hammaddenin islenmesi
asamasinda artis gostermektedir. Kanatli etlerinde tespit edilen indikator
mikroorganizmalar, kanatl eti liretimindeki hijyenik hatalar1 gosterir (Yiicel Baydur,
2006).

Indikatér mikroorganizma varliginin {iriinde belirlenmesi veya bu indikator

mikroorganizmanin gidada belirli bir degerin iizerinde saptanmasi durumu; {riiniin



patojen ve toksijenik mikroorganizmalarla kontamine olabilecek sartlarda tiretildigini
gostermektedir (Efe ve Giimiigsoy, 2005; Montville ve Matthews, 2008).

Aerobik mezofilik bakteriler, oksijenli ortam ve oda sicaklifinda gelisme
gosterebilen bakterilerden olusan gruptur. Aerobik mezofilik bakteri sayisi, gida
maddelerinde hijyen diizeyinin gdstergesi olarak degerlendirilir. Enterobacteriaceae
familyas1 ise Proteus, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Salmonella, Shigella,
Yersinia, Escherichia, Morganella, Hafnia, Providencia cinslerinden olusan, bazi
patojen bakterileri de kapsayan, insan ve hayvan bagirsak florasinda bulunan, gida ve
su hijyen diizeyinin gostergesi sayilan bakteri grubudur. Bu bakteriler tek baslarina
patojen Ozellikleri gosterdikleri gibi, bulunduklar1 ortamda diger patojen
mikroorganizmalarin varligini da gosteren indikatoér mikroorganizma olarak da kabul
edilmektedir (Anonim 2, 2012).

Gida sektoriinde gida giivenligi ve kalitesinin korunmasinda mikrobiyolojik
risklerin hizli belirlenmesi 6nemli bir yer tutmaktadir. Klasik mikrobiyolojik
analizlerin uzun zaman almasi, fazla is giicii gerektirmesi, asir1t malzeme sarfiyati vb.
gibi dezavantajlarindan dolayi, bu yontemlere alternatif olarak, hizli mikrobiyolojik
analiz yontemleri gelistirilmistir. Piyasada cok sayida alternatif hizli mikrobiyolojik
analiz yontemi bulunmakla beraber, bu yontemlerin klasik yontemlerle paralel
sonuclar verip vermedikleri tartisilmaktadir. Bu calismada farkli firmalarin cesitli
kanath {iriinlerinden olusan, dogal kontamine kanathi etlerinde; toplam aerobik
mezofilik bakteri sayist (TAMB) ve Enterobacteriacea sayisinin tespiti ig¢in
gelistirilmis hizli bir test yontemi olan TEMPO (Biomerieux, Fransa) sistemi ile
klasik ISO mikrobiyolojik analiz yontemleri karsilagtirilarak zaman ve ekonomik

acidan aralarindaki farklar ortaya konulmaya calisilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kanath Eti

2.1.1. Kanath Etinin Besin Degeri ve Onemi

Diinyadaki hizli niifus artisina paralel olarak, aglik ve yetersiz beslenme
sorunlar1 ortaya ¢ikmaya baslamistir. Yeterli ve dengeli beslenebilmek icin insan
bedeninin protein, yag, karbonhidrat, vitamin ve mineral maddelerden ihtiyaci kadar
almas1 gerekmektedir. Diinya niifusunun c¢ok Onemli bir bolimii hayvansal
proteinden yoksun olarak beslenmektedir. Kanatli eti hayvansal protein ihtiyacinin
karsilanmasinda hem kolay elde edilebilir olmasi, hem de ucuz bir protein kaynagi
olmasi dolayisiyla gittikge Onem kazanmaktadir (Sireli ve Karagdz, 2011).

Kanath etleri kirmiz1 etlerle kiyaslandiginda; daha yiiksek oranda protein,
buna karsilik daha az yag igermektedir. Bu nedenle ozellikle tavuk etleri, 6zel
beslenme rejimlerinde tercih edilen gida maddeleridir. Kirmizi etlerdeki protein orani
yaklagik %18 olmasina karsilik, bu oran kanath etlerinde %22,5 olmaktadir. Kanath
etleri, ozellikle B grubu vitaminleri bakimindan oldukg¢a zengindir. Kanatli etlerinin
esansiyel aminoasitlerin tamamini yeterli oranda igerdigi (Sagun ve ark. 1996) ve
kisa lifli yapist ile hazminin kolay oldugu (Anonim 3, 2012) bilinmektedir.

Kanatl et sektorii, Tiirkiye’de tarim kesiminin en gii¢lii sektorlerinden biridir.



Sektoriin yillik cirosu 3 milyar ABD Dolari civarindadir. Uretim kosullari, gelismis
tilkelerle hemen hemen ayni ozelliklere sahip bulunmaktadir. Kisi bagina yilda
tiiketilen kanatl eti miktarlar1 ABD'de 47 kg; Kanada’da 35 kg; Ingiltere’de 28 kg;
Fransa’da 26 kg; Ispanya’da 25 kg; Ulkemizde ise 17.5 kg’dir. Ulkemizdeki kanatl
eti liretimi ve tiiketiminin senelere gore degisimi Cizelge 2.1°de verilmistir (Anonim
4,2012).

Cizelge 2.1. Yillara gore iilkemizdeki kanatli eti iretim ve tiiketim miktarlar

Yillar Toplam Kanath Eti Uretimi (ton) Kisi Basmna Tiiketim (kg/y1l)
1990 216.759 3,83
1991 238.764 4,15
1992 288.285 4,90
1993 368.668 6,12
1994 311.347 4,89
1995 417.539 6,62
1996 553.540 8,04
1997 616.589 9,47
1998 622.150 9,37
1999 656.078 9,77
2000 752.382 11,05
2001 673.371 9,60
2002 705.206 9,98
2003 853.345 10,12
2004 1.045.432 12,16
2005 1.084.780 15,03
2006 1.031.779 14,42
2007 1.100.000 15,23
2008 1.262.000 16,94
2009 1.345.000 17,40

Bolu ili, tlkemiz kanatli eti {dretiminin yaklagitk %25’lik  kismim
saglamaktadir. Sektor ilimizde hizla gelismekte ve siirekli kapasite artirimina
gitmektedir (Anonim 5, 2012).

Kanath eti liretiminin ve tiiketiminin artmasi, paralel olarak bu sektordeki
gida giivenligi dnlemlerinin de artmasina neden olmustur. Kanatli eti ve iirtinlerinde
hijyenik kalitenin iyi olmasi ve tiiketici saghigin1 olumsuz etkileyecek patojen

mikroorganizmalarin bulunmamasi, halk sagligi acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir



(Yiicel Baydur, 2006). Ciinkii diinyadaki gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarinin
onemli bir kismi, kanath eti kaynakli olarak meydana gelmektedir (iseri ve Erol,

2009).

2.1.2. Kanath Etlerinde Hijyen

Kanath etinin lezzetli ve besleyici olusu, bunun yaninda kirmizi ete gore ucuz
olmasi1 dolayisiyla da tiiketicilerden ciddi oranda talep goérmektedir. Bu nedenle
kanatl etinin hijyenik ortamlarda {iretilmesi ve tiiketiciye kadar bu 6zelliginin devam
ettirilmesi gerekmektedir (Sagun ve ark. 1996).

Taze ve islenmis gidalardan insanlara 200’den fazla hastaligin bulastigi
bilinmektedir. Hastalik Koruma ve Onleme Merkezi (Centers for Disease Control
and Prevention, CDC) gida kaynakli hastaliklarin, ABD’de her yil yaklasik 76
milyon hastaliga, 325 bin hastane vakasina ve 5 bin Oliime sebep oldugunu
bildirmistir. Burada da gorildiigii gibi, gida kaynakli hastaliklarin daha fazla
hastaliga, ancak diisiik oranda 6liimlere neden oldugu goriilmektedir. Gida kaynakl
hastaliklara neden olan mikroorganizmalarin bulagsmasinda; tiretim teknikleri, tagima,
tilketici bilinci gibi faktorlerin etken oldugu diisliniilebilir. Yine FAO/WHO’nun
yayinlamis oldugu 2002 yili raporunda, gida kaynakli salgin hastaliklarin %26’sinin
kanatli eti ve iirlinlerinden meydana geldigini bildirmistir (Sezen, 2007).

Taze veya dondurulduktan sonra piyasa siiriilen kanatli etlerinin kalitesine
bir¢ok sebep etki etmektedir. Bunlari; kesim dncesi ve kesim sonrasi faktorler olarak
iki kisma ayirabiliriz. Kesim oOncesi faktorler; barmaklarin temizlik kosullari,
hayvanlarin beslendikleri yemin ve ictikleri suyun kontaminasyon durumu,

kesimhaneye nakil kosullar1 ve hayvanlarin genel saglik durumlart olarak



siralayabiliriz. Kesim sonras1 faktorler ise; hayvanin kesimi ile baglayip, tliketiciye
varincaya kadar ki tiim asamalardaki islemleri kapsamaktadir. Hayvanin kesimi,
tilylerinin yolunmasi, i¢ organlarimin c¢ikarilmasi, paketlenmesi, dondurulmasi,
isletmede calisan personel, kullanilan alet ve ekipmanlar, tiiketiciye ulasincaya
kadarki muhafaza kosullar1 gibi bir¢ok faktor {iriiniin kalitesini etkilemektedir. Bu
asamalarda gerekli tedbirler alinmaz ve hijyen kosullarina uyulmaz ise, etlerin kisa
stirede bozulmasi, acilasmasi ve kokusmasi ile neticelenmektedir (Efe, 2005).

Kanatli etlerinde hijyen gostergesi olarak, bircok bakteri indikator
mikroorganizma olarak kullanilabilmektedir. Toplam bakteri sayisi, koliform bakteri
sayis1 ve maya-kiif sayis1 bunlardan birkag tanesini olusturmaktadir. Ozellikle toplam
bakteri sayisi, gerek cok sayida mikroorganizmay: kapsamasi, gerekse de {iriin
hakkinda genel bir hijyen fikri vermesi dolayisiyla ayr1 bir dnem tasimaktadir

(Temiz, 2003).

Toplam Bakteri Sayisi: Gida hijyeni yaklasiminda, gidalarda patojen
mikroorganizmalarin bulunmamasi1 gerekmektedir. Bu baglamda, gidalardaki
hijyenik gostergenin belirlenmesinde, indikator olarak, toplam aerobik mezofilik
bakteri sayist kullanilmaktadir. Ciinkii, gidalarda bulunan bircok mikroorganizma,
mezofilik ve aerobik kosullarda gelisme gostermektedir. Bu nedenle, bu
mikroorganizmalarin toplam sayisi, hijyen gostergesi olarak biiyilk Onem
tagimaktadir. TAMB sayis1, hammadde, yardimci madde, ambalaj materyali, isletme
kosullart hakkindaki hijyenik kosullara ait bilgi sahibi olunmasina yardimci
olmaktadir. Ancak toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi i¢inde, hangi tiir ve sayida
mikroorganizmanin oldugunu tespit i¢in, iirlinde patojen mikroorganizma analizi de

yapilmalidir (Tunail, 1999).



TAMB sayist ile, gidanin {iretim tarihindeki hijyenik durumu goriilerek,
irtinde tahmini olarak bozulmanin baglayabilecegi tarih olan, son kullanma tarihi
belirlenerek, raf 6mrii tahmin edilebilir (Efe, 2005).

Uriiniin koku, tat ve yap1 degisikligi seklinde kendini gosteren mikrobiyolojik
bozulmalarda, iirinde TAMB sayis1 genelde, 10° kob/g’dan daha yiiksek diizeyde
olmaktadir. Uriinlerde tespit edilen yiiksek TAMB sayisi, iiriiniin bozulmakta
oldugunu ya da ¢ok kisa siirede bozulmaya baslayacaginin bir gostergesidir. TAMB
sayisi, gidanin tretim sartlarindaki hijyenik kalitesini gosterdigi gibi, {irlinlin
taginmasi, depolanmasi ve tiiketiciye ulagincaya kadarki tiim asamalarda uygun
sekilde muhafaza edilip edilmediginin de bir gostergesi olarak kullanilmaktadir
(Temiz, 2003; Efe, 2005).

Elli adet biitiin tavuk etinin; but, deri ve gogiis eti lizerinde yapilan
kontaminasyon diizeyinin belirlenmesi c¢aligmasinda; toplam aerobik mezofilik
baktesi sayisi, Orneklerin %100’tinde tespit edilmistir. Toplam bakteri sayisi
ortalama; but 6érneklerinde 3,3x10° kob/g, deri orneklerinde; 3,1x10° kob/g, gogiis
orneklerinde ise 6,3x10° kob/g olarak tespit edilmistir (Efe ve Giimiissoy, 2005).

Istanbul piyasasinda satisa sunulan, cesitli firmalara ait 30 adet kanat, 30 adet
but ve 30 adet gogiis eti olmak iizere, toplam 90 adet tavuk numunesinin analizi
sonucunda, toplam aerobik mezofilik bakteri sayilari, kanat eti numunelerinin; 1
adedinde (%3,3) 10*10° kob/g arasinda, 24 adedinde (%80) 10°-10° kob/ g arasinda,
5 adedinde (%16,7) 10°-10’ kob/g arasinda, but numunelerinin; 1 adedinde (%3,3)
10*-10* kob/g arasinda, 8 adedinde (%26,7) 10*-10° kob/g arasinda, 18 adedinde
(%60) 10°-10° kob/g arasinda, 3 adedinde (%10) 10°-10" kob/g arasinda, gogiis
numunelerinin; 3 adedinde (%10) 10°-10* kob/g arasinda, 6 adedinde (%20) 10%-

10°kob/g arasinda, 20 adedinde (%66,7) 10°-10° kob/g arasinda, 1 adedinde (%3,3)



10°-107 kob/g arasinda saptanmustir (Yiicel Baydur, 2006).

Son kullanma tarihinde analize alinan, ¢esitli kanath etlerinden 50 adet pili¢
but eti numunesinde, toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi 2,1x10°-5,4x10® kob/ g
arasinda degismekte olup ortalama 6,0x10” kob/g’dur. incelenen 50 adet pili¢ kanat
eti numunesinde, toplam aerobik mezofilik bakteri sayilari 1,0x10°-7,6x10® kob/g
arasinda olup ortalama 1,3x10° kob/g’dir. Incelenen 50 adet hindi kusbasi eti
numunesinde, toplam aerobik mezofilik bakteri sayilari 4,5x10%-5,0x10° kob/g
arasinda olup ortalama 6,0x10” kob/g olarak belirlenmistir. incelenen 25 adet
bildircin eti numunesinde ise, toplam aerobik mezofilik bakteri sayilar1 3,8x10°-
4,2x10" kob/g arasinda olup ortalama 3,4x10° kob/g olarak belirlenmistir (Sezen,
2007).

Yiiz adet mekanik ayrilmis kanatli eti analize alinarak yapilan ¢aligmada,
toplam aerobik mezofilik bakteri sayist 3,2x10°-6,3x10” kob/g arasinda degisirken,
ortalama 4,4x10° kob/g olarak belirlenmistir (Sireli ve Karagoz, 2011).

Yirmi pili¢ but ve yirmi pili¢ gogiis olmak {izere toplam kirk numunenin
analize alindig1 bir ¢alismada; Orneklerin tamaminda TAMB belirlenmistir. But
orneklerinin TAMB sayilari 1,0)(104—1,1)(107 kob/g arasinda olup, ortalama 1,4X106
kob/g olarak saptanmustir. Gogiis eti orneklerinin TAMB sayilar 1,0x10°-9,0x10’

kob/g arasinda olup, ortalama 1,0x10” olarak saptanmistir (Sagun ve ark. 1996).

Enterobacteriaceae Sayis1: Enterobacteriaceae grubu, gram-negatif ¢omak
seklinde ve ¢ogu fakiiltatif anaerob olup, glikozu fermente eden ve oksidaz negatif
reaksiyon veren bakterilerdir. Koliform bakteriler (fekal koliformlar, E. coli,
Klebsiella, Enterobacter ve Serratia, Hafnia, Citrobacter, Yersinia), Morganella,

Proteus, Salmonella, Vibrio, Aeromonas gibi pek cok bakteriyi bilinyesinde



barindirmaktadir. Bu nedenle toplam Enterobacteriaceae sayist ile fekal
kontaminasyon arasinda yakin  bir  korelasyon oldugu  saptanmustir.
Enterobacteriaceae ve koliform grubu bakteri analizleri ile, gidalarin hijyenik
kosullarda islenip islenmedigi konusunda degerlendirme yapilabilmektedir (Giil ve
Onal, 2008; Owen ve ark., 2010).

Bu familyanin indikatdr olarak secilmesi asagidaki nedenlerden dolay1
onemlidir:

1. Gidada yapilan koliform sayimlarinda, besiyeri ve inkiibasyon sicakligina
bagli olarak elde edilen koliform sayimlari, klasik koliform tanimina girmeyen bazi
bakterileri de igerebilir.

2. Yalnizca laktoz pozitif enterik bakterilerin belirlenmesine doniik testler,
ornekte laktoz negatif enteriklerin de bulunmasi durumunda, hatali sonuglar
alimmasina neden olabilecektir. Bu durum, o6zellikle laktoz negatif Salmonella,
Shigella ve Yersinia gibi enterik patojenlerin iiriinde bulunmadigina dair yanlis
yorumlamalara neden olabilir.

3. Salmonella tirleri olumsuz kosullara, E. coli veya diger koliform
bakterilerden daha direngli olabilmektedir. Bu durumlarda E. coli veya koliform
bakteri varliginin saptanamamasi gidanin giivenirligini garanti altina almaz. Genel
olarak, gidalarda yliksek enterobakter sayisi, gidanin sanitasyona uygun olarak iglem
gérmedigine veya uygun olmayan kosullarda depolandigina isaret eder (Efe, 2005).

Elli adet biitiin tavuk etinin; but, deri ve gogilis eti lizerinde yapilan
kontaminasyon diizeyinin belirlenmesi c¢alismasinda; Enterobacteriaceae sayisi
butlarin %62’sinde, derilerin %98’inde ve gogiis etlerinin %58’inde tespit edilmistir.
Enterobacteriaceae sayist ise ortalama; but Orneklerinde 1,3)(102 kob/g, deri

orneklerinde; 4,3x10 kob/g, ve gogiis eti orneklerinde ise 8,1x10% kob/g olarak tespit



edilmistir (Efe ve Giimiigsoy, 2005).

Yiiz adet mekanik olarak ayrilmig kanathh eti analize aliarak yapilan
calismada ise, enterobakterlerin genel kontaminasyon diizeyi %68 olarak
saptamirken, enterobakterlerin sayisi 3,5x10%-7,2x10* kob/g arasinda degismis ve

ortalama deger 8,9x10° kob/ g olarak saptanmistir (Sireli ve Karagoz, 2011).

2.2. Hizl Analiz Yontemleri

Gida iretiminde kullanilan her tiirli girdinin analizi ile {iretimi dogru
yonlendirmek ve iiretilmis gida iirlinlerinin yasalarca belirlenmis kriterleri saglayip
saglamadiginin belirlenmesi amaciyla, iiriin piyasaya sunulmadan once, bir seri
analize tabi tutulmaktadir. Bu analizlerden, o6zellikle mikrobiyolojik analizlerin
onemli bir kisminin uzun zaman almasi (1-7 giin) ve bu analiz esnasinda {iriiniin
piyasaya sunulamamasi gibi nedenlerden dolayi, uzun zaman alan ve fazla isgiicii
gerektiren klasik mikrobiyolojik analizlerin yerine, hizli mikrobiyolojik analiz
yontemlerinin gelistirilmesine gidilmistir.

Gida endiistrisinde kalite giivencesinin saglanmasinda ve halk sagliginin
korunmasinda, mikrobiyolojik risklerin hizli tespiti 6nemlidir. Bu nedenle, gida
mikrobiyolojisinde analiz siirelerini kisaltmak amaciyla bir¢ok alternatif metot
gelistirilmistir.  Bu metotlarin  bircogu, mikroorganizmalarin spesifik enzim
aktivitelerini tespit etmeye yonelik kromojenik ve florojenik substratlarin kullanimi
esasina dayalidir (Torlak, 2011).

Mikrobiyolojinin gelisime acik ve kendini siirekli yenileyen Onemli
alanlarindan biri de mikroorganizma ve bunlarin metabolizma iiriinlerinin analizinde

yontem gelistirme ¢alismalari, izolasyon ve sayim siireglerinin hizlandirilmasi ve
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hizli tani-karakterizasyon ¢alismalaridir. Bu ¢alismalar sonucunda klasik yontemlere
alternatif olarak, yeni hizli alternatif yontemler gelistirilmistir. Hizli yontemlerin

gelistirilmesini en 6nemli nedenleri olarak;

— Gidalarn kiiresel boyutta ticaretinin yayginlagmasi

— Ulusal/uluslararasi boyutta izlenebilirlik gereksinimi

— Gida kaynakli zehirlenmelerle, enfeksiyonlarin yayiliminin kontrolii
— Potansiyel gida bozulmalarini 6nceden belirleme

— Iyi iiretim, hijyen ve sanitasyon uygulamalarimmn aninda takibi

— (Gida giivenligi bilinci ve konuya artan ilgi

— Klasik yontemlerin emek yogun ve uzun zaman gereksinimi

olarak siralayabiliriz (Cakir, 2008).

Mikrobiyolojik analiz yontemleri arasinda, klasik (geleneksel) ve hizh
yontemler olarak ayrim yapmak miimkiindiir. Giiniimiizde klasik yontemler, halen
daha gecerliligini siirdiirmekte ve referans olarak bu yontemler esas alinmaktadir.
Hizli yontemler mikrobiyolojide; patojen mikroorganizmalarin erken tespiti,
izolasyonu, identifikasyonu ve sayimi i¢in genis Ol¢iide kullanim alan1 bulmaktadir.
Bu yontemler, yliksek duyarliliga sahip olma, ucuz ve kisa siirede sonug¢ verme gibi
Ozelliklere sahiptir. Gliniimiiz hizli yontemlerinin ¢ogu, bu 0Ozelliklerin biri veya
birgogunu karsilamaktadir (Aras, 2011).

Cok sayida otomatik analiz sisteminin gelistirilmesi sayesinde, kisa bir siire
igerisinde bir¢ok Ornegin incelenmesi miimkiin olmustur. Bu yontemlerden biri de

BioM¢érieux (Marcy I'Etoile, Fransa) firmasi tarafindan gelistirilmis olan TEMPO
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sistemidir (Lakiéevi¢ ve ark., 2011).

2.2.1. TEMPO Hizh Test Sistemi

TEMPO sistemi, kalite indikatorii mikroorganizmalarin tespiti amaciyla
gelistirilmis, en muhtemel say1 (EMS) metoduna dayali, otomatize bir sistemdir. Bu
sisteme Ozgii, her bakteri grubu i¢in ayr1 besiyeri igeren bir sise ve her biri 16
kuyucuktan olusan, ii¢ farkli diliisyon seviyesini temsil eden toplam 48 kuyucuklu
kart kullanilarak, analiz islemi gergeklestirilir. Kart, her set kuyucuk i¢in, hacim
olarak 1 log farkinda 16 kuyucuklu 3 set igerir (diistik-2,25 ul., orta-22,5 ul ve
ylksek-225 ul derinlikte). Kart, sonraki islemlerde herhangi bir kontaminasyonu
engellemek i¢in, hava gecirmez sekilde kart doldurucu tarafindan kesilerek
miihiirlenir. Bu kartlar inkiibasyona kaldirilir. Inkiibasyon sonunda, kartlar kart
okuyucuya konularak okuma iglemi yapilir. Kartta olusan reaksiyonlar neticesinde,
kuyucuklarda agiga ¢ikan sinyaller, okuyucu tarafindan pozitif olarak algilanir. Kart
okuyucu, pozitif kuyucuklarin sayisina ve tipine gore, orjinal numunedeki bakteri
sayisini, EMS yontemi esasina dayanan bir mantikla hesaplayarak sonuglari verir
(Anonim 6, 2012). TEMPO sistemi (bioMérieux, SYS101) birbirine, kablosuz WiFi
hattiyla veya kablolu iletisim baglantist ile bagl olan iki istasyondan olusmaktadir

(Anonim 7, 2012). Bunlar:

1. TEMPO hazirlik istasyonu

2. TEMPO okuma istasyonu
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2.2.1.1. TEMPO Hazrhk istasyonu

Hazirlik istasyonunda, besiyeri sisesinin, seyreltilmis gida numunesi ile
inokiile edilmesi, besiyeri sisesi ve deney kartinin barkod okuyucu sistem ile
okutulup, test hazirlama yazilimi kullanilarak eslestirilmesi ve deney kartlarinin, kart
doldurucu ile doldurulmasi ve kapatilmasi islemleri yapilmaktadir. Hazirlik

istasyonunun ana bilesenleri Sekil 2.1°de verilmistir.

—Bilgisayar (1) (merkezi islem birimi, monitoér ve mini klavye),
—Barkod okuyucu (2),

—Besiyeri standi (3),

—Dispenserler (4),

—Kart doldurucu (5),

—Doldurma standi (6),

—Vorteks tipi karistirici (7),

—Pipetor (8)
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Sekil 2.1. TEMPO hazirlik istasyonu bilesenleri

Bilgisayar ve Barkod Okuyucu: Test numunesi belirleyicisinin, besiyeri sigesi ve

deney kart1 ile test hazirlama yaziliminin eslestirilmesi amaciyla kullanilir.

Kart Doldurucu: Deney sisesindeki besiyerinde bulunan 6rnegin, deney kartina

doldurulmasi ve kesilerek miihiirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir.

Doldurma Standi: En fazla 6 deney sisesi ve karti tastyabilen, siseleri ve kartlarini
konumlandirmak, onlar1 kart doldurma cihazina tasimak ve yerlestirmek ig¢in

kullanilmaktadir.

Hazirhk istasyonu ile kullanilan sarf malzemeler:
—Homojenizasyon torbalar1 (bioMérieux, 80015) (numunelerin hazirlanmasi,

seyreltilmesi ve homojenize edilmesi i¢in)
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—Besiyeri siseleri,

—Deney kartlari.

Homojenizasyon Torbalari: Gida numunesini, seyreltme ¢ozeltisi ile karigtirmak
(karistirmadan sonra torba 1/10 oraninda seyreltilmis homojenize bir numune igerir)
ve numuneyi filtreden gecirmek amaciyla kullanilir. Sisteme 6zgli homojenizasyon
torbalart diginda, farkl filtreli torbalarin kullanilmasi, deney kartlarinin tikanmasina

neden olabilmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Homojenizasyon torbalari

Besiyeri Siseleri: Her besiyeri sisesi, spesifik mikroorganizmalarin sayilmasi i¢in
gerekli toz besiyerini igerir. Her sise, tek bir kart1 doldurmak i¢in kullanilir. Her sise,

test tipi ve diger cesitli bilgilerin bulundugu bir barkod igerir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Besiyeri sigesi

Deney Kartlari: Deney karti; plastik bir cihaz, plastik bir zar ve bir transfer
tiiptinden olusur. Kart, seri diliisyon olmadan, EMS yOntemine dayanan sayima
olanak veren, farkli boyutlarda kuyucuklar igerir. Bu kuyucuklar, mikrobiyal
gelismenin gergeklestigi reaksiyon alanlaridir. Her kart, esi olmayan bir kimlik

numarasi, test tipi ve diger ¢esitli bilgilerin bulundugu bir barkod icerir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Deney kart1

Besiyeri sisesi ve deney kartlar1 iizerinde; test tipinin tanimi, sise/kart iliskisi
ve inkiibasyon tipinin se¢ilmesini kolaylastiran, renk kodu bulunmaktadir (Anonim

8,2012).
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2.2.1.2. Kart Okuma istasyonu

Kart okuma istasyonunda; deney kartlarinin, kart okuyucu kullanilarak
okunmasi, her deney karti i¢in mikrobiyal biliylimenin yorumlanmasi ve kart okuma
yazilimi kullanilarak sayim sonucunun hesaplanmasi, sonu¢ yoOnetimi (inceleme,
diizenleme ve verinin disa aktarimi vb.) ve bir numune veya kart ile ilgili verilerin
incelenmesi islemleri yapilmaktadir. Okuma istasyonunun ana bilesenleri Sekil 2.5°te
verilmistir.

—Bilgisayar sistemi (1)

—Barkod okuyucu (2),

—Kart okuyucu (3),

—Inkiibasyon/okuma stand (4)

1 2 3

Sekil 2.5. Kart okuma istasyonu bilesenleri

Bilgisayar Sistemi: Bilgisayar sistemi TEMPO Read (Inkiibasyon ve kartlarin
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okunmas: sirasinda kartlarin ve test sonuglarinin yonetimine olanak saglar), TEMPO
Admin (Bilgisayar sisteminin konfigiirasyonu i¢in kullanilir) ve TEMPO Check
(Kart okuyucu cihazini kontrol eder) programlarini igerir. Bilgisayar sistemine bagh
olarak; bir adet barkod okuyucu, sonuclarin ¢iktisin1 almak i¢in bir adet yazici ve
TEMPO hazirlik istasyonu ile TEMPO okuma istasyonunu birbirine baglayan bir

adet ethernet yonlendiricisi bulunmaktadir.

Kart Okuyucu: inkiibasyon sonucunda deney kartlarmin okutuldugu, optik modiil

ve ultraviyole 151k modiilii icermektedir.

Inkiibasyon/Okuma Standi: Uzerinde 20 adet deney kart1 konulabilen, inkiibasyon
sirasinda deney kartlart i¢in stand olarak kullanilan ve ayrica onlari kart okuyucu

cihazina yerlestirmek i¢in de bir stand iglevi géren birimdir (Anonim 9, 2012).

2.2.1.3. Tempo Hizh Test Sistemi ile Yapilmis Cahismalar

Paulsen ve ark. (2008) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, 98 farkli gida
orneginde Enterobacteriaceae sayisinin tespit edilmesi amaciyla, klasik ISO ve
TEMPO hizli test yontemini birlikte kullanmislardir. Bu ¢alismada ydntemlerin
tavsiye etmis oldugu 35°C ve 37°C inkiibasyon sicaklig1 yerine, daha diisiik bir
sicaklik olan 30°C inkiibasyon sicakligi denenmistir. Bunun sonucunda elde edilen
sonuclardan, 30°C derecede elde edilen sonuglarin, sirasiyla 37°C (ISO) ve 35°C
(TEMPO)’de elde edilen sonuglara gore daha yiiksek oldugunu tespit etmiglerdir.

Taze et ve kiyma ile yapilan bir g¢alismada ise toplam aerobik mezofilik

bakteri sayisinin tespiti amaciyla, TEMPO sistemi ve Alman resmi yontemi birlikte
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calisilmig ve sonuglar karsilastirilmistir. Her iki yontem ile elde edilen sonuglar
arasinda 0.975 gibi yiiksek bir korelasyon katsayis1 bulunmustur (Mahler ve Stolle,
2006).

Buchholz ve ark., 2012 yilinda sularda yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, sulara
tic farkli diizeyde (5, 10, 100 kob/mL) Escherichia coli 8739 inokiile etmisler ve
ornekleri klasik ve TEMPO yontemleri ile calisarak, toplam koliform, E. coli,
Enterobacteriaceae, ve toplam aerobik mezofilik bakteri sayilarini tespit etmislerdir.
Klasik ve TEMPO yontemi ile elde edilen sonuglar karsilastirilmis ve TEMPO
sisteminin, isletmelerde  kullanilan sularin  mikrobiyolojik  izlenmesinde
kullanilabilecek, dnemli bir ara¢ oldugu kanisina varmiglardir.

Yapilan bagka bir calismada, ticari tavuk iiretim tesisinde, gida ile temas eden
5 farkli noktadan yiizey swaplar1 alinarak, toplam aerobik mezofilik bakteri sayisinin
belirlenmesi icin TEMPO TVC yontemi ve Petrifilm™ Aerobic Plates Count
yontemi ile analiz edilmistir. Elde edilen sonugclar istatistiki olarak karsilastirilmis ve
her iki yontem arasinda korelasyon katsayis1 0.953 olarak bulunmustur (Dwivedi ve
ark., 2012).

Kunicka-Styczynska (2010) tarafindan yapilan ¢alismada ise, rutin laboratuar
kosullarinda 48 adet sigir kiymasi Ornegi, klasik ISO ve TEMPO yoOntemleri
kullanilarak, toplam aerobik mezofilik bakteri, koliform ve E. coli yoniinden analiz
edilmigtir. Klasik ISO ve TEMPO yontemleri ile yapilan analizler sonucunda, elde
edilen sonugclar, her bakteri grubu i¢in ayr1 ayri istatistiki olarak degerlendirilmis ve
aralarindaki korelasyon katsayilar1 sirasiyla; toplam aerobik mezofilik bakteride
0.9977, koliform bakteride 0.9968 ve E. coli’de de 0.9970 bulunmustur.

Torlak (2008) ise yaptig1 calismada, 92 adet dogal kontamine ve 31 adet

yapay kontamine peynir 6rneginde, E. coli sayisinin belirlenmesi amaciyla TEMPO
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EC ve TBX besiyerine, ayni anda ekimler yapmis ve sonuglar istatistiki olarak
karsilagtirmigtir. Arastirma sonucuna gore, dogal kontamine Orneklerde her iki
yontem arasindaki korelasyon katsayis1 0.954, yapay kontamine 6rnekler arasindaki

korelasyon katsayisini ise 0.978 olarak bulmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢aligmada Ekim 2011 ve Nisan 2012 tarihleri arasinda, iiretim noktalar1 ve
piyasada satisa sunulmus olan, 11 farkli firmaya ait; 38 adet biitiin pili¢, 14 adet pili¢
but, 12 adet pili¢ fileto, 11 adet pili¢ kanat, 10 adet pili¢ baget, 10 adet pili¢ but
pirzola, 7 adet pili¢ kalgali but, 6 adet pili¢ pirzola 5 adet pili¢ bonfile, 5 adet pili¢
derili but pirzola ve 5 adet hindi pirzola kemiksiz olmak iizere toplam 123 adet biitiin
karkas ve mekanik olarak ayrilmis ¢ig kanatli eti analize alinmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kanatli etlerinin sayis1 ve oranlari

Ornek Cinsi Sayis1 (Adet) Yiizdesi (%)
Biitiin Pili¢ 38 31
Pili¢ But 14 11
Pili¢ Fleto 12 10
Pili¢ Kanat 11 9
Pili¢c Baget 10 8
Pili¢ But Pirzola 10 8
Pili¢ Kalgali But 7 6
Pili¢ Pirzola 6 5
Pili¢ Bonfile 5 4
Pili¢ Derili But Pirzola 5 4
Hindi Pirzola Kemiksiz 5 4

TOPLAM 123 100




3.2. Yontem

Laboratuvara soguk zincirde getirilen o6rnekler, mikrobiyoloji laboratuarinda
bekletilmeksizin, her bir numune; TAMB sayisinin belirlenmesi amaciyla, klasik ISO
4833:2003 yontemi ve TEMPO TVC (Total Viable Count; Toplam Canli Sayisi)
hizli test yontemi ile, Enterobacteriaceae sayisinin belirlenmesi amaciyla ise klasik
ISO 21528-2:2004 yontemi ve TEMPO EB (Enterobacteriaceae) hizli test yontemi

ile analiz edildi.

3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Kanath etlerinden, steril kosullarda 10 g ornek, filtreli homojenizasyon
(stomacher) posetine alindi. Icerisine 90 mL Buffered Peptone Water (BPW; Merck,
1.07228.0500) ilave edilerek, 1/10 oraninda seyreltildi. Stomacher (AES Chemunex,
AES Easy Mix) cihazi ile iki dakika silireyle homojenize edilerek, TAMB ve
Enterobacteriaceae sayisinin tespiti amaciyla yapilan analizlerde kullanilmak iizere,
ornek hazir hale getirildi. Homojenize ornekten, igerisinde 9 mL ringer (Merck,

1.15525.0001) bulunan tiipler kullamlarak, seri diliisyonlar (107, 10 ) yapildi.

3.2.2. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayisinin Saptanmasi

Kanatli etlerinde TAMB sayisinin tespiti amaciyla; ISO 4833:2003,
mikroorganizmalarin sayimi i¢in yatay yontem (30°C’de koloni sayim teknigi) ve

TEMPO TVC, gida iiriinlerinde 40-48 saatte aerobik mezofilik floranin sayilmasi test
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yontemi, es zamanli olarak uygulanmustir.

3.2.2.1. Klasik Yontem: ISO 4833:2003 Mikroorganizmalarin Sayimi icin Yatay

Yontem (30°C’de Koloni Sayim Teknigi)

Her diliisyon orani i¢in iki paralel ekim yapildi Bu amagla 1/10, 1/100 ve
1/1000’1ik diliisyonlardan petrilerin her birine 1 mL 6rnek aktarildi. Ekim yapilan bu
petrilerin iizerine, mikrodalga firinda (Vestel, MD 17) eritilen ve su banyosunda
(Memmert, WNB 14) 45-47°C’ye getirilen, Plate Count Agar (PCA; Merck,
1.05463.0500) besiyerinden, her petriye 12-15 mL gelecek sekilde ilave edildi.
Besiyeri ile Ornegin karigmasi amaciyla, petriler ylizeyde sekiz harfi ¢izer gibi
dondiiriilerek karistirild1 ve katilasmaya birakildi. Ornegin hazirlanmasindan, petriye
besiyerinin ilave edilmesine kadar ki siirecte, 45 dakikalik siirenin asilmamasina
azami dikkat gosterildi. Katilasan 6rnekler 30+1°C’ye ayarli inkiibatorde (Niive,
Niive EN 500) 72+3 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon islemi
sonucunda, petrilerde lireyen bakteriler sayildi ve hesaplamalar yapilarak sonuglar
elde edildi (Anonim 10, 2003). Klasik ISO 4833:2003 yoOntemine ait analiz akis

diyagrami Sekil 3.1°de verilmistir.

3.2.2.2.Hizh Test Yontemi-TEMPO TVC, Gida Uriinlerinde 40-48 Saatte

Aerobik Mezofilik Floranin Sayilmasi Test Yontemi

TEMPO TVC besiyeri (bioMérieux, 80007) sisesi alind1 ve oda sicakligina

gelmesi i¢in on dakika beklendi. Liyofilize haldeki besiyerinin ¢odziinmesi igin,
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sisenin igerisine 3 mL steril saf su ilave edildi. Besiyerinin daha iyi ¢éziinmesi igin,
steril su ilave edilen besiyeri sisesi, vorteks (IKA, Genius 3) ile karistirildi. Ekime
hazir hale gelen besiyerinin igerisine, 10" diliisyon oranina sahip, homojenize
edilmis hazir 6rnekten, 1 mL ilave edildi.

1mL (10°1) 1 ml (102)

Ornek Buffered
10g.  Peptone Water
90 mL. l

P

1ml (101 1mL (102 1mL (10%)

Petrilere Eldm

(4247 °C” de
12-15mL.)

l
Q_.

Sekil 3.1. ISO 4833:2003 Mikroorganizmalarin sayimi i¢in yatay yontem (30°C'de koloni

Inkitbasyon Saym
(30°C =1°C “de
72 £ 3 saat)

sayim teknigi) analiz diyagrami

Vorteks ile yaklasik ii¢ saniye karistirilarak, homojenize edildi. Elde edilen, 4

mL’lik ekilmis ortam, numunenin 1/40 oraninda diliisyonuna karsilik gelmektedir.
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Ekim islemi yapilan besiyeri siseleri, doldurma standina yerlestirildi. Dondurma
siteminde yer alan, numune hazirlik yazilimi kullanilarak, ¢alisilacak 6rnegin kod
numarasi, sisteme girildi. Sisteme girilen 6rneklerde, hangi analizler yapilacak ise, o
analiz i¢in kullanilacak besiyeri siselerinin barkodlar1 okutularak, calisilacak
analizlerin sisteme girigleri yapildi. Her ekim yapilan TVC besiyeri sisesi
(bioMérieux, 80007) i¢in, transfer tliplerinin uglarina dokunmadan bir TVC deney
kart1 (bioMérieux, 80007) cikarildi ve transfer tiipliniin u¢ kismi, siseye girecek
sekilde yerlestirildi. Hazirlik yazilimi kullanilarak, sisteme girilen 6rnek ekrandan
secildi. Segilen Ornek kodu, barkod okuyucu vasitasiyla, TVC deney karti ile
eslestirildi. Bu islemden sonra doldurma standi, numune doldurucuya yerlestirildi ve
dolum islemi baslatildi. Besiyeri sisesi igerisinde yer alan, 4 mL’lik 6rnek, karta
dolduruldu. Cihaz doldurma isleminin sonunda, transfer tiiplerini kesti ve
miihiirleyerek kapatti. Tiim bu islemler otomatik olarak yapildi ve ii¢ dakika siirdii.
Doldurma standi doldurucudan ¢ikarildi ve gorsel olarak siselerin bos oldugu kontrol
edildi. Kartlar doldurma standindan alindi ve inkiibasyon/okuma standina
yerlestirildi ve 40-48 saat 30£1°C’de inkiibasyona kaldirildi. Bosalan siseler atik
kutusuna atildi.

Inkiibasyon isleminden sonra okuma istasyonuna giris yapild: ve kart okuma
programt agildi. Okunacak kartlar1 igeren inkiibasyon/okuma tablasi, okuyucuya
yerlestirildi. Okuma islemi baglatildi. Kart okuma istasyonu kullanilarak sayim
islemi gerceklestirildi.

Inkiibasyon sirasinda, karttaki mikroorganizmalar besiyerindeki substrati
azaltir ve kart okuyucusunda tespit edilen florosan bir sinyal goziikmesine sebep
olur. Sistem, pozitif kuyucuklarin sayisina ve boyutuna gore, orjinal numunedeki

mikroorganizma sayisint EMS metoduna dayanan hesaplamalara gore ortaya cikartir.
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Okuyucu her kartin barkodunu tarar ve kuyulardaki florosan isimayi yorumlar.
Otomatik olarak, numunenin adi ile test tipini, diliisyonu ve sonug¢ sayisini
eslestirerek sayim sonucunu ekranda gosterir (Anonim 11, 2009). TEMPO TVC hizl

test yontemine ait analiz akis diyagrami Sekil 3.2°de verilmistir.

e
ST g—
Homojenizasvon

Omek  Buffered

10g. Peptone Water 1mL (101
90 mL. '
1mL. (10%)
1mL.(107)
' + Steril Su
(3mL.)
Doldurma Rakt TEMPO TVC TEMPO TVC
Kartt Besiyeri
}
e
TEMPO Filler
Inkitbasyon Raky
Okuma — Inkiibasyon
Sonug (30 £ 1°C°de
40-48 saat)

TEMPO Olaryucu

Sekil 3.2. TEMPO TVC ile gida iirlinlerinde 40-48 saatte aerobik mezofilik floranin

sayilmasi test yontemi
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3.2.3. Enterobacteriaceae Sayisinin Saptanmasi

Kanath etlerinde enterobakter sayisinin tespiti amaciyla; klasik ISO 21528-
2:2004 Enterobacteriaceae'nin aranmasi ve sayimi i¢in yatay yoOntem-Bolim
2:Koloni sayim yontemi ve TEMPO EB, gida diriinlerinde 22-27 saatte

enterobakterlerin sayilmasi i¢in hizli test yontemi es zamanli olarak uygulanmustir.

3.2.3.1. Klasik ISO 21528-2:2004 Enterobacteriaceae'nin Aranmasi ve Sayimi

I¢in Yatay Yontem-Boliim 2: Koloni Sayim Yontemi

Her numuneden hazirlanan 10™ ve 10lik diliisyonlardan paralel iki petri
kutusuna 1’er mL ekim yapildi. Ekim yapilan bu petrilerin iizerine, mikrodalga
firinda (Vestel, MD 17) eritilerek steril hale getirilen Violet Red Bile Glucose Agar
(VRBGA, Oxoid, CM0485) besiyeri su banyosunda (Memmert, WNB 14) 45-
47°C’ye sogutularak, her petriye 10-12 mL gelecek sekilde ilave edildi. Petriler
ylizeyde sekiz harfi ¢izer gibi dondiiriilerek karistirildi ve katilasmaya birakildi.
Petrilerdeki besiyerleri katilastiktan sonra; kolonilerin yayilip biiylimesini dnlemek
ve yar1 aneorobik kosullar1 saglamak amaciyla, petri yiizeyini kaplayacak sekilde bir
kat daha VRBGA besiyeri (3-5 mL) ilave edilerek katilasmaya birakildi. Ornegin
hazirlanmasindan, petriye besiyerinin ilave edilmesine kadar ki siirecte, 15 dakikalik
stirenin asilmamasina azami dikkat gosterildi. Katilagan ornekler, 37°C’ye ayarli
inkiibatorde (Niive, Niive EN 500), 24+2 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon islemi sonucunda petrilerde pembe, kirmizi ya da mor koloniler

(etrafinda halka seklinde ¢okelti olusmus yada olusmamis dahil) sayildi.
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1mL (101)

@J&—-

Homojenizasyvon

Buffered
ll[}g. Peptone Water
90 mL.

-

Besiverinin
DD]EI]]]]]ES]

102

!

1mL (10°Y) 1mL (10-2)

Petrilere Eldm

- H

Inkitbasyon
Eem}rm]]avem (37°C" de 24 £ 2 saat)

¥ Olksidaz Testi

-— —

Olcsidaz  Olksidaz Alt Kiilfiirleme
Negatif Poxzitif Nutrient Agar

_!"1- i

Glikoz Glikoz
Negatif — Pozitif

1
Sonuc ve
Hesaplama

Sekil 3.3. Klasik ISO 21528-2:2004 Enterobakterlerin aranmasi ve sayimi i¢in yatay yontem-

Boliim 2: Koloni sayim yontemi analiz diyagrami
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Sayim isleminden sonra, biyokimyasal testler yapmak iizere, rastgele
karakteristik bes koloni secilerek Nutrient Agar (NA, Oxoid, CM0003) besiyerinin
ylizeyine 6ze ile ¢izildi. Alt kiiltiirleme yapilan NA’lar 37°C’ye ayarli inkiibatdrde
(Niive, Niive EN 500), 2442 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Gelisen bu
bakterilere, oksidaz (bioMérieux, 55635) ve fermentasyon biyokimyasal tanimlama

testleri yapildi.

Oksidaz Testi: Steril plastik petri kutusunun tabanina filtre kagidi yerlestirildi.
Uzerine oksidaz ayiract damlatildi. Daha sonra, tahta kiirdan yardimiyla, alt kiiltiirii
yapilan koloniden alinarak, filtre kagidina yayildi. 10 saniye igerisinde mavi renk

olusturan koloniler, oksidaz pozitif olarak kabul edildi.

Fermentasyon Testi: Oksidaz negatif olarak tespit edilen kolonilerden, igne uglu
0ze ile almarak, icerisinde Glucose Agar (Conda, 1320) igeren tiiplere batirildi.
Tiipler 37°C’de 24+2 saat siireyle inkiibasyona birakild. Inkiibasyon sonucunda tiip
boyunca sar1 bir rengin gelistigi 6rnekler pozitif olarak belirlendi.

Biyokimyasal testlerin sonucunda oksidaz negatif, glukoz pozitif koloniler
enterobakter olarak tanmimlandi ve sayimlar1 gergeklestrildi (Anonim 12, 2004).
Klasik ISO 21528-2:2004 yontemine ait analiz akig diyagrami Sekil 3.3’te

verilmistir.

3.2.3.2. Hizh Test Yontemi ~-TEMPO EB ile Gida Uriinlerinde 22-27 Saatte

Enterobakterlerin Sayilmasi I¢cin Hizh Test Yontemi

TEMPO EB besiyeri (bioMérieux, 80003) sisesi alindi ve oda sicakligina
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gelmesi icin on dakika beklendi. Liyofilize haldeki besiyerinin ¢dziinmesi igin,
sisenin igerisine 3 mL steril saf su ilave edildi. Besiyerinin daha iyi ¢éziinmesi igin,
steril su ilave edilen besiyeri sisesi, vorteks (IKA, Genius 3) ile karistirildi. Ekime
hazir hale gelen besiyerinin icerisine, 10" diliisyon oranina sahip, homojenize
edilmis hazir 6rnekten, 1 mL ilave edildi. Vorteks ile yaklasik 3 saniye karistirilarak
homojenize edildi. Elde edilen 4 mL’lik ekilmis ortam, numunenin 1/40 oraninda
dilisyonuna karsilik gelmektedir. Ekim iglemi yapilan besiyeri siseleri, doldurma
standina yerlestirildi. Doldurma siteminde yer alan, yazilim programi kullanilarak,
calisilacak 6rnegin kod numarasi, sisteme girildi.

Sisteme girilen Orneklerde, hangi analizler yapilacak ise, o analiz i¢in
kullanilacak besiyeri siselerinin barkodlar1 okutularak, ¢alisilacak analizlerin sisteme
girigleri yapildi. Her ekim yapilan EB besiyeri sisesi i¢in, transfer tiiplerinin uglarina
dokunmadan bir EB deney kart1 (bioMérieux, 80003) ¢ikarildi ve transfer tiipiliniin ug
kismu siseye girecek sekilde yerlestirildi. Sistemin yazilimi kullanilarak, sisteme
girilen 6rnek, ekrandan se¢ildi. Secilen 6rnek kodu, barkod okuyucu vasitasiyla, EB
deney kart1 ile eslestirildi. Bu islemden sonra doldurma standi, doldurucuya
yerlestirildi ve dolum islemi baslatildi. Besiyeri sisesi icerisinde yer alan 4 mL’lik
ornek, karta dolduruldu. Doldurma isleminin sonunda, doldurucu transfer tiiplerini
kesti ve miihiirleyerek kapatti. Tiim bu islemler otomatik olarak yapildi ve 3 dakika
stirdli. Doldurma standi doldurucudan c¢ikarildi ve gorsel olarak siselerin bos oldugu
kontrol edildi. Kartlar doldurma standindan alinip inkiibasyon/okuma standina
yerlestirildi ve 22-27 saat 35+1°C’de inkiibasyona kaldirildi. Bosalan siseler, atik
kutusuna atildi.

Besiyeri nétr oldugu zaman, sistem okuyucusu tarafindan belirlenen sinyal

yayict floresan bir pH indikatorii igerir. Karttaki enterobakterler, besiyerindeki
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bilesenleri, inkiibasyon sirasinda kullanir ve boylece pH’nin diismesine ve floresan
sinyalin kaybolmasina yol acar.

Inkiibasyon isleminden sonra okuma istasyonuna giris yapildi ve kart okuma
programi agildi. Okunacak kartlar1 igeren inkiibasyon/okuma tablasi, okuyucuya
yerlestirildi. Okuma islemi baglatildi. Kart okuma istasyonu kullanilarak sayim

islemi gerceklestirildi.

e
Homojenizasvon

Omek  Buffered
10g. Peptone Water
90 mL.

Doldurma Rala

TEMPO Filler

Okuma — Inkiibasyon
Sonug (35 + 1°C’' de
22-27 saaf)

1mL (101)

TEMPO Olaryucu

Sekil 3.4. TEMPO EB yontemi gida iirlinlerinde 22-27 saatte enterobakterilerin sayilmasi

icin hizli test yontemi analiz diyagrami

31



Sistem, pozitif kuyucuklarin sayisina ve tipine gore, orjinal numunedeki
enterobakterlerin sayisini EMS metoduna dayanan hesaplamalara gore ortaya
cikartir. Okuyucu her kartin barkodunu tarar ve kuyulardaki florosan 1simay1
yorumlar. Otomatik olarak numunenin adi ile test tipini, diliisyonu ve sonug sayisini
eslestirerek sayim sonucunu ekranda gosterir (Anonim 13, 2010). TEMPO EB hizli

test yontemine ait analiz akis diyagrami Sekil 3.4’te verilmistir.

3.3. istatistik Analizler

TAMB ve Enterobacteriaceae sayisinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan 123
Ornege ait mikroorganizma sayim sonuglarinin logaritmalari, istatistiksel olarak
birbirleri ile karsilastirilmustir. Istatistik hesaplamalarda tanimlayici istatistik testleri,
F-testi, t-testi, lineer regresyon analizi ve Pearson korelasyon analizleri
kullanilmistir. Tanimlayicr istatistik testleri, F-testi ve t-testi Office Excel 2007
(Microsoft, Redmond, ABD) programi kullanilarak yapilmistir. Lineer regresyon ve
Pearson korelasyon analizleri MINITAB 16 programi (Minitab Inc., State College,

TX, ABD) kullanilarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. TEMPO TVC ve ISO 4833:2003 Yontemlerinin, Toplam Aerobik Mezofilik

Bakteri Sayis1 Yoniinden Sonug¢larinin Karsilastirilmasi

Aragtirma sonucunda her iki yontem ile test edilen 123 Ornege ait, analiz
sonuglart Cizelge 4.1°de verilmistir. Analiz sonuglarina gore iiriin gruplarindan 9
adet pili¢ kanat, 6 adet pili¢ but pirzola, 3 adet biitiin pili¢, 2 adet pili¢ pirzola, 1 adet
pili¢ but, 1 adet pili¢ kalcali but ve 1 adet pili¢ fileto olmak iizere toplam 23 adet
sonu¢, TEMPO TVC ve klasik ISO 4833:2003 yontemleri ile belirlenebilen aralik
disinda bulunmustur (daha az; Bulunamadi<l0 kob/g ya da daha fazla;
>4,9x10*%kob/g). Belirlenen aralik disinda en fazla sonu¢ veren iiriin grubunun
pilic kanat Ornegi oldugu goriilmektedir. Belirlenen aralik disinda hi¢ sonug
alimmayan iriin gruplan ise; pili¢ bonfile, pili¢ derili but pirzola, kemiksiz hindi
pirzola ve pili¢ bagettir.

Yapilan analizler sonucunda iiriin gruplar1 bazinda elde edilen en diisiik ve en
yiiksek mikroorganizma sayim sonuglart Cizelge 4.2°de verilmistir. Bu kapsamda en
diisiik ve en yiiksek degerler arasinda ISO 4833:2003 yontemine gore en yliksek fark
3,51 log kob/g ile pili¢ fleto grubunda, en diisiik fark ise 0,28 log kob/g ile pili¢ kanat
grubunda goézlenmistir. TEMPO TVC yontemine gore ise en yliksek fark 3,18 log
kob/g ile pili¢ pirzola grubunda, en diisiik fark ise 0,66 log kob/g ile pili¢ kanat

grubunda gozlenmistir.



Cizelge 4.1. TEMPO TVC ve ISO 4833:2003 yontemlerinin, TAMB sayis1 yoniinden

istatistiki olarak karsilastirilmasinda kullanilan 6rnek sayilari

Analiz Kullanilabilen Veri Sayisi*
Ornek Cinsi Edilen
Ornek Sayisi ISO 4833:2003 TEMPO TVC
Biitiin Pili¢ 38 35 35
Pili¢ But 14 13 13
Pili¢ Fleto 12 11 11
Pili¢ Kanat 11 2 2
Pili¢ Baget 10 10 10
Pili¢ But Pirzola 10 4 4
Pili¢ Kalcal1 But 7 6 6
Pili¢ Pirzola 6 4 4
Hindi Pirzola Kemiksiz 5 5 5
Pili¢ Bonfile 5 5 5
Pili¢ Derili But Pirzola 5 5 5
TOPLAM 123 100 100

* Analiz sonucunda elde edilen sayisal verilerden logaritmik olarak doniistiiriilebilenler

Uriin bazinda TAMB sayis1 sonuglarinin ortalama degerleri ve %95’lik
glivenirlik dilizeyine gore ortalama + standart sapma degerleri Cizelge 4.3°te
gosterilmistir. Uriin gruplarinin ortalama degerlerine bakildiginda, ISO 4833:2003
yontemine gore; en ylksek ortalamaya 4,90 log kob/g ile pili¢ kanat grubu, en diisiik
ortalamaya ise 3,14 log kob/g ile pili¢ bonfile grubunun sahip oldugu gézlenmistir.
TEMPO TVC yontemine gore ise; en yiiksek ortalamaya 5,07 log kob/g ile pili¢
kanat grubu, en diisiik ortalamaya ise 3,28 log kob/g ile pili¢ bonfile grubunun sahip
oldugu gozlenmistir. ISO 4833:2003 yontemine gore %95°lik giivenirlik diizeyinde,
ortalamadan en fazla sapma = 1,13 log kob/g ile pili¢ fleto grubunda, en az sapma ise
+ 0,20 log kob/g ile pili¢ kanat grubunda gézlenmistir. TEMPO TVC yontemine gore

ise %95’lik giivenirlik diizeyinde, ortalamadan en fazla sapma + 1,37 log kob/g ile
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pili¢ pirzola grubunda, en az sapma ise + 0,27 log kob/g ile pili¢ kal¢ali but grubunda
gozlenmistir.

Cizelge 4.2. Uriin bazinda TAMB sayi1s1 sonuglarmin en diisiik ve en yiiksek degerleri (log
kob/g)

ISO 4833:2003 TEMPO TVC

Ornek Cinsi En En En En
diisiik  yiiksek disik  yiiksek

Biitiin Pili¢ 2,30 5,51 2,52 5,69
Pili¢ Bonfile 2,78 3,40 2,86 3,70
Pili¢c Baget 3,98 4,70 3,23 5,80
Pili¢ But 3,00 4,39 2,32 4,53
Pili¢ Kalgali But 3,99 4,60 3,81 4,49
Pili¢ But Pirzola 3,20 4,79 3,76 4,72
Pili¢ Derili But Pirzola 3,67 4,23 3,60 4,49
Pili¢ Pirzola 2,30 4,75 2,00 5,18
Hindi Pirzola Kemiksiz 3,36 4,63 3,15 5,04
Pili¢ Kanat 4,76 5,04 4,74 5,40
Pili¢ Fleto 2,00 5,51 3,04 5,48

Her iki yontemle yapilan analizler sonucunda, dort {iriin grubunda (biitiin
pilig, pili¢ baget, pili¢ kalcal1 but ve kemiksiz hindi pirzola) ortalama degerlerin ISO
4833:2003 yonteminde, TEMPO TVC yontemine gore daha yiiksek oldugu; yedi
iirin grubunda ise (pili¢ bonfile, pili¢ but, pili¢ but pirzola, pili¢ derili but pirzola,
pili¢ pirzola, pili¢ kanat, pili¢ fleto) TEMPO TVC yontemine gore elde edilen
degerlerin, ISO 4833:2003 yontemine gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Her
iki yontem ile yapilan analizler sonucunda elde edilen ortalamalar arasindaki farka
bakildiginda en diisiik farkin 0,01 log kob/g ile biitiin pili¢ grubunda, en yiiksek
farkin ise 0,17 log kob/g ile pili¢ baget, pili¢ but pirzola ve pili¢ kanat iiriin
gruplarinda oldugu goézlenmistir. Her iki yontemle yapilan analizler sonucunda elde
edilen degerlerin ortalama ve standart sapmalarina bakildiginda; en yiiksek farkin +
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0,40 log kob/g ile pili¢ baget grubunda, en diisiik farkin ise & 0,01 log kob/g ile pili¢
kalgal1 but grubunda oldugu gézlenmistir.

izelge 4.3. Uriin bazinda sayis1 sonuglariin ortalama degerleri ve %95°1i
Cizelge 4.3. Uriin bazinda TAMB say 1 1 degerl %95°1ik

giivenirlik diizeyine gére ortalama + standart sapma degerleri (log kob/g).

Ortalama Degerler ve Sapmalar

Ornek Cinsi Ornek Sayisi
ISO 4833:2003 TEMPO TVC

Biitiin Pili¢ 35 4,03 +0,86 4,02 +0,33
Pili¢ But 13 3,66 £ 0,56 3,70 £ 0,84
Pili¢ Fleto 11 4,04 £1,13 4,19 +0,81
Pili¢c Baget 10 4,29 +0,29 4,12 + 0,69
Pili¢ Kalcali But 6 428 +0,26 4,18 £0,27
Pili¢ Bonfile 5 3,14 £ 0,28 3,28 £0,30
Pili¢ Derili But Pirzola 5 3,98 +£0,22 4,10 £ 0,39
Hindi Pirzola Kemiksiz 5 3,74 £ 0,51 3,69 £ 0,82
Pili¢ But Pirzola 4 4,10+ 0,67 4,27 +£0,50
Pili¢ Pirzola 4 3,28 1,09 3,30+ 1,37
Pili¢ Kanat 2 4,90+ 0,20 5,07 +£0,46

Cizelge 4.4’te verilen tanimlayici istatistik sonuglarina bakildiginda, her iki
yontem sonucunda elde edilen degerlerin ortalamalar1 karsilagtirildiginda, TEMPO
TVC yo6nteminin ortalamasinin, ISO 4833:2003 yontemine gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ancak her iki yontemin ortalama degerleri birbirine ¢ok yakin olup,
aralarinda 0,02 log kob/g gibi ¢ok diigiik bir farkin oldugu gozlenmistir. Her iki
yontemin standart sapmalarina bakildiginda ise; yine TEMPO TVC yonteminin
standart sapmasinin, ISO 4833:2003 yontemine gore daha yiliksek oldugu
gozlenmigtir. Bu da TEMPO TVC yonteminden elde edilen sonuglarin ISO
4833:2003 yontemine gore biraz daha fazla ortalama etrafinda yayilma egiliminin
oldugunu gostermektedir. Her iki yOntemin standart sapmalarina bakildiginda ise,

yine burada da 0,02 log kob/g gibi diisiik bir farkin oldugu goriilmistir. ISO
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4833:2003 yontemine gore dogru degerin %95 olasilikla 3,95 + 0,15 log kob/g
arasinda yani 3,80 log kob/g ile 4,10 log kob/g degerleri arasinda yer aldigi; TEMPO
TVC yontemine gore ise dogru degerin %95 olasilikla 3,97 = 0,16 log kob/g arasinda
yani 3,81 log kob/g ile 4,13 log kob/g degerleri arasinda yer aldig1 belirlenmistir. Bu
sonuglara bakildiginda her iki yontem ile yapilan analizlerde, elde edilecek sayim
sonucunun yaklasik ayni alanda bulunacag: goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Orneklerin TAMB sayis1 yoniinden tanimlayici istatistik sonuglar (log kob/g)

ISO 4833:2003 TEMPO TVC
Ortalama 3,95 Ortalama 3,97
Ortanca 4,04 Ortanca 3,92
Standart Sapma 0,78 Standart Sapma 0,80
Varyans 0,61 Varyans 0,64
Ornek Sayist 100 Ornek Sayist 100
Glivenirlik Diizeyi (%95) 0,15 Glivenirlik Diizeyi (%95) 0,16

Elde edilen sonuglarin varyanslari arasinda farkin olup olmadiginin tespiti
amaciyla F-testi uygulanmistir. F-testi sonucunda elde edilen sonuclar Cizelge 4.5°te
gosterilmigtir. Test sonucunda elde edilen F kritik iki ug¢lu degeri (1,49), F
degerinden (1,05) daha biiyiik oldugu i¢in her iki yontem ile yapilan analizler
sonucunda elde edilen varyanslar arasinda istatistiksel agidan herhangi bir farkin
olmadig1 tespit edilmistir. Yani 0,64 ile 0,61 degerleri arasinda %95 olasilikla
istatistiksel a¢idan bir farki yoktur.

Varyanslar arasinda istatistiksel agidan farkin olmadigi tespit edilen iki
yontemin, ortalamalarinin karsilagtirilmasi amaciyla t-testi uygulanmistir. t-testi
sonucunda elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’da gosterilmistir. Test sonucunda elde
edilen t kritik iki u¢lu degeri (1,97), t Stat degerinden (0,14) daha biiyiik oldugu i¢in

her iki yontem ile yapilan analizler sonucunda elde edilen ortalamalar arasinda
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istatistiksel agidan herhangi bir farkin olmadig tespit edilmistir. Yani 3,97 log kob/g
ile 3,95 log kob/g degerleri arasinda %95 olasilikla istatistiksel agidan bir fark
yoktur.

Cizelge 4.5. F- test: Varyanslar i¢in iki 6rnek
TEMPO TVC ISO 4833:2003

Ortalama 3,97 3,95
Varyans 0,64 0,61
Gozlem 100,00 100,00
Df 99,00 99,00
F 1,05

P (F<=f) tek-uclu 0,41

F Kritik iki-uclu 1,49

Cizelge 4.6. t- testi: Esit varyanslar varsayarak iki drnek

TEMPO TVC ISO 4833: 2003
Ortalama 3,97 3,95
Varyans 0,64 0,61
Gozlem 100,00 100,00
Birikimli Varyans 0,62
Ongoriilen Ortalama
Fark: 0,00
df 198,00
t Stat 0,14
P (T<=t) tek-uclu 0,45
t Kritik tek-uclu 1,65
P (T<=t) iki-uglu 0,89
t Kritik iki-uglu 1,97

Her iki yontemin uyumluluk diizeylerini 6l¢mek amaciyla, lineer regresyon
ve Pearson korelasyon analizleri yapilmistir. Pearson korelasyon analizi sonucunda

ISO 4833:2003 ve TEMPO TVC yontemleri arasindaki Pearson korelasyon katsayisi;
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0.813 olarak bulunmustur.

Line ve ark. (2011), tarafindan yapilan bir caligmada, iliretim hattindan
dondurma Oncesi ve sonrasi alinan 120 adet taze tavuk karkas orneginde yapilan
calismada; dondurma 6ncesi karkas ornekleri TEMPO TVC ve klasik mikrobiyal
koloni sayim metodu ile analiz edilmis ve aralarinda 0.972 gibi yiiksek bir
korelasyon katsayisi elde edilmistir. Sirasiyla her iki yontemle elde edilen ortalama
degerler; 3,09 log kob/g ile 3,02 log kob/g olarak bulunmustur. Dondurma sonrasi
ornekler ile yapilan ¢alismada ise TEMPO TVC ve klasik mikrobiyal koloni sayim
metodu arasinda 0.710 korelasyon katsayis1 elde edilmistir. Sirasiyla her iki
yontemle elde edilen ortalama degerler; 1,53 log kob/g ile 1,31 log kob/g olarak
bulunmustur.

Paulsen ve ark. (2006) ise yaptiklar1 ¢alismada, 180 adet dogal kontamine
kiyma 6rnegi ve karkas ylizeylerinden alinan orneklerin analizi sonucunda; klasik
koloni sayim yontemi ile TEMPO TVC hizli test yontemi arasinda 0.990 gibi yiiksek
bir korelasyon katsayis1 ve logi,gTEMPO TVC = —-0.25 + 1.05 log;oPlate Count Agar
Koloni Sayis1 regresyon denklemini tespit etmislerdir.

Korelasyon katsayisi; 0.75 ile 1.00 arasinda yer alan Ol¢iim sonuglar
karsilagtirilan iki grup arasindaki korelasyonun yiiksek oldugunu gostermektedir
(Anonim 14, 2012). Buna gore her iki yontemle elde edilen sonuglarin birbirleri ile
uyumlu oldugu goriilmektedir. Lineer regresyon analiz sonuglarinda asagidaki
denklemler bulunmustur;

logio ISO 4833:2003 = 0,8051 + 0,7932 TEMPO TVC log;o (Sekil 4.1)

logio TEMPO TVC = 0,6768 + 0,83261SO 4833:2003 log;o (Sekil 4.2)
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Fitted Line Plot
ISO 4833:2003 = 0,8051 +0,7932 TEMPO TVC
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Sekil 4.1. ISO 4833:2003’¢ karsin TEMPO TVC lineer regresyonu
Fitted Line Plot
TEMPO TVC = 0,6768 + 0,8326 ISO 4833:2003
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Sekil 4.2. TEMPO TVC’ye karsin ISO 4833:2003 lineer regresyonu
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4.2. TEMPO EB ve ISO 21528-2:2004 Yontemlerinin, Enterobacteriaceae Sayisi

Yoniinden Sonu¢larinin Karsilastirilmasi

Her iki yontem ile test edilen 123 6rnege ait mikrobiyal sayim sonuglari, liriin
gruplarina gore Cizelge 4.7’de goriilmektedir. Bu {iriin gruplarindan 12 adet biitiin
pili¢, 7 adet pili¢ but, 6 adet pili¢ but pirzola, 6 adet pili¢ kanat, 3 adet pili¢ pirzola, 2
adet pili¢ baget, 1 adet kemiksiz hindi pirzola ve 1 adet pili¢ fileto olmak iizere
toplam 38 adet sonug, TEMPO EB ve ISO 21528-2:2004 yontemleri ile
belirlenebilen aralik disinda bulunmustur (daha az; Bulunamadi<10 kob/g ya da daha
fazla; >4,9x10*>% kob/g). Belirlenen aralik disinda en fazla sonuc¢ veren iiriin
grubunun biitiin pilic 6rnegi oldugu goriilmektedir. Belirlenen aralik disinda hig
sonu¢ alinmayan iriin gruplan ise pili¢ bonfile, pili¢ kalgali but, pili¢ derili but
pirzoladir.

Cizelge 4.7. TEMPO EB ve ISO 21528-2:2004 yontemlerinin, Enterobacteriaceae sayisi

yoniinden istatistiki olarak karsilastiritlmasinda kullanilan 6rnek sayilar

Kullanilabilen Veri Sayis1*

Ornek Cinsi Ornek Sayisi
ISO 21528-2:2004 TEMPO EB

Biitiin Pili¢ 38 26 26
Pili¢ But 14 7 7
Pili¢ Fleto 12 11 11
Pili¢ Kanat 11 5 5
Pili¢ Baget 10 8 8
Pili¢ But Pirzola 10 4 4
Pili¢ Kalcali But 7 7 7
Pili¢ Pirzola 6 3 3
Pili¢ Bonfile 5 5 5
Pili¢ Derili But Pirzola 5 5 5
Hindi Pirzola Kemiksiz 5 4 4

TOPLAM 123 85 85

* Analiz sonucunda elde edilen sayisal verilerden logaritmik olarak doniistiiriilebilenler
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Yapilan analizler sonucunda {irlin gruplar1 bazinda elde edilen en diisiik ve en
yiiksek degerler Cizelge 4.8’de goriilmektedir. Bu kapsamda en diisiik ve en yliksek
degerler arasinda ISO 21528-2:2004 yontemine gore en yliksek fark 2,35 log kob/g
ile biitlin pili¢ grubunda, en diisiik fark ise 0,56 log kob/g ile pili¢ derili but pirzola
grubunda gozlenmisti. TEMPO EB yontemine gore ise en yiiksek fark 2,36 log
kob/g ile pili¢ fleto grubunda, en diisiik fark ise 0,93 log kob/g ile pili¢ kalcal1 but
grubunda gozlenmistir.

Cizelge 4.8. Uriin bazinda Enterobacteriaceae sayis1 sonuglarinin en diisiik ve en yiiksek

degerleri (log kob/g)

ISO 21528-2:2004 TEMPO EB
Ornek Cinsi

En En En En

diisiik  yiiksek diisiik  yiiksek
Biitiin Pili¢ 1,00 3,35 1,00 3,11
Pili¢ Bonfile 1,30 2,08 1,95 2,97
Pili¢c Baget 1,30 3,23 1,77 3,32
Pili¢ But 1,48 2,66 2,18 3,32
Pili¢ Kalgali But 2,00 3,46 2,15 3,78
Pili¢ But Pirzola 1,00 1,78 1,52 2,45
Pili¢ Derili But Pirzola 1,78 2,34 2,00 3,08
Pili¢ Pirzola 1,00 3,21 1,32 2,86
Hindi Pirzola Kemiksiz 1,00 2,04 1,32 2,56
Pili¢ Kanat 1,95 3,69 2,79 4,23
Pili¢ Fleto 1,00 3,07 1,00 3,36

Uriin bazinda Enterobacteriaceae sayisi sonuglarinin ortalama degerleri ve
%095°1ik giivenirlik diizeyine gore ortalama + standart sapma degerleri Cizelge 4.9°da
verilmistir. Uriin gruplarinin ortalama degerlerine bakildiginda, 1ISO 21528-2:2004
yontemine gore; en yliksek ortalamaya 3,02 log kob/g ile pili¢ kanat grubu, en diisiik
ortalamaya ise 1,34 log kob/g ile kemiksiz hindi pirzola grubunun sahip oldugu
gozlenmistir. TEMPO EB yontemine gore ise en yiiksek ortalamaya 3,65 log kob/g
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ile pilic kanat grubu, en diisiik ortalamaya ise 1,90 log kob/g ile pili¢ pirzola
grubunun sahip oldugu gdzlenmistir. Giivenirlik diizeyi %95’e gore ise, ortalama
etrafinda ISO 21528-2:2004 yontemine gore en fazla sapma + 1,28 log kob/g ile pili¢
pirzola grubunda, en az sapma ise = 0,25 log kob/g ile pili¢ derili but pirzola
grubunda gozlenmistir. %95°lik giivenirlik diizeyine gore ise, ortalama etrafinda
TEMPO EB yontemine gore ise en fazla sapma + 0,84 log kob/g ile pili¢ pirzola
grubunda, en az sapma ise = 0,39 log kob/g ile pili¢ bonfile grubunda gézlenmistir.
Her iki yontemle yapilan analizler sonucunda, tiim {iriin gruplarinda ki ortalama
degerlerin ISO 21528-2:2004 yonteminde, TEMPO EB yontemine gore daha diisiik
seviyede oldugu gozlenmistir. Her iki yontem ile yapilan analizler sonucunda elde
edilen ortalamalar arasindaki farka bakildiginda en diisiik farkin 0,16 log kob/g ile
pili¢ pirzola, en yiiksek farkin ise 0,76 log kob/g ile pili¢ but iirlinlerinde oldugu
gozlenmistir. Her iki yontemle yapilan analizler sonucunda elde edilen degerlerin
ortalama + standart sapmalarina baktigimizda en yiiksek farkin + 0,40 log kob/g ile
pili¢ pirzola grubunda, en diisiik farkin ise = 0,01 log kob/g ile pili¢ fleto grubunda
oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.10°da verilen tanimlayici istatistik sonuglarina bakildiginda, her iki
yontem sonucunda elde edilen degerlerin ortalamalar1 kiyaslandiginda, TEMPO EB
yonteminin ortalamasinin, ISO 21528-2:2004yontemine gore daha yliksek oldugu
gbzlenmistir. Her iki yontemin ortalama degerleri arasinda, 0,45 log kob/g gibi bir
farkin oldugu gozlenmistir. Her iki yontemin standart sapma degerlerine bakildiginda
ise bu degerlerin 0,68 log kob/g ile birbirine esit oldugu gézlenmistir. Bu da TEMPO
EB yonteminden elde edilen sonuglarin ISO 21528-2:2004 yonteminden elde edilen
sonuclar ile ortalama etrafinda aynm diizeyde yayilma egiliminin oldugunu

gostermistir.
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Cizelge 4.9. Uriin bazinda Enterobacteriaceae sayisi sonuglarinin ortalama degerleri ve %

95’lik giivenirlik diizeyine gore ortalama + standart sapma degerleri (log kob/g)

Ortalama Sayilarn

Ornek Cinsi Ornek Sayisi
ISO 21528-2:2004 TEMPO EB

Biitiin Pili¢ 26 1,74 £0,52 2,12 +0,61
Pili¢ Bonfile 5 1,72 £0,32 2,32 +0,39
Pili¢ Baget 8 2,32 +0,76 2,79+ 043
Pili¢ But 7 2,01 £0,42 2,77 +0,45
Pili¢ Kalcali But 7 2,41+ 0,50 2,66 +£0,58
Pili¢ But Pirzola 4 1,39 £ 0,33 1,99 + 0,40
Pili¢ Derili But Pirzola 5 2,07 £0,25 2,62 £ 0,44
Pilig¢ Pirzola 3 1,74 £ 1,28 1,90 + 0,84
Hindi Pirzola Kemiksiz 4 1,34 £ 0,49 1,95 +0,47
Pili¢ Kanat 5 3,02 +0,70 3,65+0,55
Pili¢ Fleto 11 2,11+0,73 2,41+0,74

Paulsen ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 190 adet dogal
kontamine gida Ornegi, Enterobacteriaceae sayisi bakimindan analiz edilmis ve
klasik ISO 21528-2:2004 yontemine gore, ortalama =+ standart sapma 2,540 + 1,026
log kob/g, TEMPO EB hizli test yontemine gore ise 2,456 + 1,014 log kob/g
bulunmustur. Her iki yontemin ortalamalar1 arasindaki fark ise 0,084 log kob/g
olarak tespit edilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada, ISO 21528-2:2004 yontemine gore dogru degerin %95
olasilikla 1,98 + 0,15 log kob/g arasinda yani 1,83 log kob/g ile 2,13 log kob/g
degerleri arasinda, TEMPO EB yoOntemine gore ise dogru degerin %95 olasilikla
2,43 £ 0,15 log kob/g arasinda yani 2,28 ile 2,58 log kob/g degerleri arasinda yer
aldig1 tespit edilmistir. Bu sonuglara bakildiginda her iki yontem ile yapilan

analizlerde, elde edilecek dogru degerin iki yontem i¢inde farkli alanda bulunacagi
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goriilmektedir.

Cizelge 4.10. Orneklerin Enterobacteriaceae sayis1 yoniinden tanimlayici istatistik sonuglar

(log kob/g)
ISO 21528-2:2004 TEMPO EB

Ortalama 1,98 Ortalama 2,43
Ortanca 1,85 Ortanca 2,45
Standart Sapma 0,68 Standart Sapma 0,68
Varyans 0,46 Varyans 0,46
Ornek Sayisi 85,00 Ornek Sayist 85,00
Giivenirlik Diizeyi (95,0%) 0,15 Glivenirlik Diizeyi (95,0%) 0,15

Elde edilen sonuglarin varyanslari arasinda farkin olup olmadiginin tespiti
amaciyla, F- testi uygulanmistir. F-testi sonucunda elde edilen sonuglar Cizelge
4.11’de gosterilmistir. Test sonucunda elde edilen F kritik iki uclu degeri (1,54), F
degerinden (1,02) daha biiyiik oldugu i¢in her iki yontem ile yapilan analizler
sonucunda elde edilen varyanslar arasinda istatistiksel acidan herhangi bir farkin
olmadig1 tespit edilmistir. Yani 0,46 ila 0,46 degerleri arasinda % 95 olasilikla
istatistiksel acidan bir fark yoktur.

Cizelge 4.11. F- test: Varyanslar i¢in iki 6rnek

TEMPO EB ISO 21528-2:2004

Ortalama 2,43 1,98
Varyans 0,47 0,46
Gozlem 85,00 85,00

df 84,00 84,00

F 1,02

P (F<=f) tek-uclu 0,46

F Kritik iki-uclu 1,54

Varyanslar1 arasinda istatistiksel agidan farkin olmadigi tespit edilen iki
yontemin ortalamalarinin  karsilastirilmas1 amaciyla t-testi uygulanmustir. t-testi

sonucunda elde edilen sonuglar Cizelge 4.12°de gosterilmistir. Test sonucunda elde
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edilen t kritik iki uclu degeri (1,65), t Stat degerinden (4,33) daha kiiciik oldugu i¢in
her iki yontem ile yapilan analizler sonucunda elde edilen ortalamalar arasinda
istatistiksel agidan herhangi bir farkin oldugu tespit edilmistir. Yani 2,43 ila 1,98
degerleri arasinda %95 olasilikla istatistiksel agidan bir fark vardir.

Cizelge 4.12. t- testi: Esit varyanslar varsayarak iki 6rnek

TEMPO EB ISO 21528-2:2004
Ortalama 2,43 1,98
Varyans 0,47 0,46
Gozlem 85,00 85,00
Birikimli Varyans 0,46
Onggoriilen Ortalama
Farki 0,00
df 168,00
t Stat 4,33
P (T<=t) tek-uclu 0,00
t Kritik tek-u¢lu 1,65

Her iki yontemin uyumluluk diizeylerini 6lgmek amaciyla lineer regresyon ve
Pearson korelasyon analizleri yapilmistir. Pearson korelasyon analizi sonucunda, ISO
21528-2:2004 ve TEMPO EB yontemleri arasindaki Pearson korelasyon katsayisi;
0.822 olarak bulunmustur.

Katase ve Tsumura (2011) yaptiklar ¢aligmada; yapay kontamine edilmis 171
adet islenmis soya tirlinlinde, Enterobacteriaceae sayisini tespit etmek i¢in yaptiklar
analizlerin sonucunda, TEMPO EB ve ISO 21528-2:2004 yontemleri arasinda
0.98’den yiiksek bir korelasyon katsayisi tespit etmislerdir.

Owen ve ark. (2010), TEMPO EB ve ISO 21528-2:2004 yontemleri ile analiz
edilen 47 ornegin lineer regresyon analizi sonucunda, her iki yontem arasinda

0.75°1ik bir korelasyon katsayisina ulagmislardir.
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Korelasyon katsayisi; 0.75 ila 1.00 arasinda yer alan Ol¢im sonuglari
karsilagtirilan iki grup arasinda ¢ok iyi bir iligkinin oldugu gostermektedir (Anonim
14, 2012). Buda her iki yontemimiz arasinda ¢ok iyi bir uyumlulugun oldugunu
gostermektedir. Lineer Regresyon analiz sonuglarinda ise asagidaki denklemler
bulunmustur;

log;oISO 21528-2:2004= 0,0024 + 0,8129 TEMPO EB log;, (Sekil 4.3)

logio TEMPO EB = 0,7876 + 0,8303ISO 21528-2:2004log;o (Sekil 4.4)

Fitted Line Plot
ISO 21528-2:2004 = 0,0024 + 0,8129 TEMPO EB

4,04

s 0,388632
R-Sq 67,5%
R-Sq(adj) 67,1%

ISO 21528-2:2004

T T
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5
TEMPO EB

Sekil 4.3. ISO 21528: 2004’¢ karsin TEMPO EB lineer regresyonu
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Fitted Line Plot
TEMPO EB = 0,7876 + 0,8303 ISO 21528-2:2004

s 0,392759
R-Sq 67,5%
R-Sq(adj) 67,1%

TEMPO EB

T T T
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
ISO 21528-2:2004

Sekil 4.4. TEMPO EB’e karsin ISO 21528: 2004 lineer regresyonu
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5. SONUC

Bu ¢alismada ¢esitli kanath iirtinlerindeki hijyen gostergesi mikroorganizma
gruplan ¢alisilmigtir. Yontem karsilastirmasi ¢alismalarinin kanath sektorii ve gida
giivenligi agisindan kritik oneme sahip patojen mikroorganizmalar i¢in de yapilmasi
ve hizli test sistemlerinin gida sektoriinde kullanilabilirliginin yayginlastirilmasi
gerektigi diistiniilmektedir.

Bu arastirma sonucunda elde edilen mikroorganizma sayim sonuglari ve
yapilan istatistiksel degerlendirmeler incelendiginde, kanatli etlerinde TAMB sayist
ve Enterobacteriaceae sayisinin TEMPO hizli test yontemi ve klasik ISO test
yontemi ile tespit edilen sonuglarin dogruluklari arasinda, istatistiksel agidan 6nemli
bir farkin olmadigi goriilmektedir. Diger bir deyisle her iki yontemle de aymi
sonuclara ulagilabilmektedir. Ancak TEMPO hizli test yonteminin klasik ISO
yontemine gore bazi avantajlari mevcuttur. Bunlar:

1. TAMB sayisinin saptanmasinda TEMPO TVC besiyeri 48 saat sonra
sonu¢ verirken, Klasik ISO 4833:2003 yontemi 72 saat sonra sonug
vermektedir. Buda yapilan analiz sonuglarimizin TEMPO sistemi ile 1
giin daha erken belirlenmesi anlamina gelir ki 6zellikle gida iiretimi
yapan isletmeler i¢in ¢ok biiylik bir avantajdir.

2. Enterobacteriaceae sayisinin saptanmasinda ise TEMPO EB besiyeri ve
ISO 21528-2:2004 negatif sonuclarda 24 saat sonra sonug vermelerine

karsin, pozitif ¢ikan sonuglarda ise TEMPO EB sistemi yine 24 saat



sonra sonu¢ vermekte ancak, klasik ISO yoOnteminde yapilan
dogrulamalar nedeniyle 72 saat sonra sonu¢ vermektedir. Bu yoOniiyle
bakildiginda, zaman acisindan TEMPO EB siteminin daha avantajl
oldugu goriilmektedir.

3. TEMPO sistemi sonucunda elde edilen sonuglar hicbir sekilde
dogrulamaya tabii tutulmamakta ve dogrudan elde edilen sonuglar kesin
sonuclar olarak kabul edilmektedir. Ancak Klasik ISO yonteminde
dogrulama islemi yapilmakta buda gerek zaman gerekse sarf malzeme
miktarint arttirdigl i¢in maliyeti arttirmakta ve daha fazla is giicii
kullanimina neden olmaktadir.

4. TEMPO sisteminde Ornek besiyeri sisesine konduktan sonra barkod
sistemi ile takip edilmekte ve sonu¢ alinincaya kadar laboratuvar
personeli tarafindan takip edilmesine gerek kalmamaktadir.

5. TEMPO sisteminde besiyeri 6rnek ile beraber tempo kart igerisine
doldurulup miihiirlenerek kapatildigi i¢in 6rnegin disaridan herhangi bir
kontaminasyona maruz kalmasi1 dnlenmektedir.

6. TEMPO sisteminde siv1 besiyeri kullanildig1 i¢in 6rnek igerisinde zayif,
stres altindaki bakterilerin gelisimi daha iyi olmakta ve dogru sonuca
ulasilmaktadir.

7. TEMPO sistemi ile personel ve laboratuar kosullarindan
kaynaklanabilecek hatalar ortadan kalmaktadir.

Ozellikle giinliik 6rnek sayisinin ¢ok fazla oldugu ve rutin mikrobiyolojik
analizler yapilan laboratuarlarda, TEMPO hizli test sisteminin kurulug maliyetinin
daha yiiksek olmasina ragmen, birim analiz maliyeti, isgiicli gereksinimi ve belki de

en Onemlisi, zamandan kazanmim dikkate alindiginda klasik yontem yerine tercih
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edilmesinin avantajli oldugu goriilmektedir.
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