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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
Membran Filtrasyon Teknigi ile Koliform Analizinde Kullanilan Besiyerlerinin Kiyaslanmasi
Sevda TASTEMUR
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN

Bu calismada, ¢esitli gidalardan izole edilen 46 adet koliform grup iiyesi bakteri, kontrol olarak
PCA ile koliform grup igin selektif olan Tergitol TTC NKS, Endo NKS ve mFC NKS olmak
tizere 4 farkli besiyerinde ve 2 farkli inkiibasyon sicakliginda analiz edilmis ve ayrica karigik
kiiltiir olarak denenmigtir. Saf kiiltiirlerde elde edilen sonuglara gore besiyerleri arasinda bir fark
bulunamamistir (P>0,01). Ancak bakteri tiirline gore sicaklik faktoriiniin etkisi agik olarak
goriilmistiir (P<0,01). Fekal koliform 6zelligi gosteren Escherichia coli (30 izolat), 37 ve 44,5
°C'da aymi sayida koloni verirken, Enterobacter aerogenes (8 izolat), Klebsiella pneumoniae (7
izolatin 6 adedi) ve Citrobacter freundii (1 izolat) i¢in inkiibasyon sicakligr etkili olmus ve bu
bakteriler 44,5 °C'da gelisememislerdir. Fekal koliform ozellik gosteren 1 adet Klebsiella
pneumoniae izolati ise 44,5 °C'da kolaylikla gelismistir.

Karisik kiiltiirlerde besiyeri farki yok iken (P>0,01) sicaklik fark: etkili olmustur (P<0,01). 44,5
°C'da gelisebilen tiim kolonilerin E. coli oldugu anlasilmistir.

Denemelerde 2 adet indol negatif E. coli, 1 adet B-GUR negatif E. coli ve sadece 1 adet E. coli
olmayan fekal koliform olarak Klebsiella pneumoniae izole edilmistir.

Bulgulara gore koliform bakteriler igin selektif olan 3 farkli besiyeri ¢esidi arasinda fark
goriilememis olmasi, bu 3 besiyerinin birbiri yerine kullanilabilecegini gostermez. Ciinkii giinliik
kontrollerde kullanilan su numunelerindeki koliform bakterilerin stres altinda olma olasilig
vardir ve stres altindaki bakterilere diisilk ya da zayif selektivitenin ne denli etkili olacagi bu
caligmada arastirilmamustir. Ancak aktif bakteri kiiltiirti kullanildiginda her 3 selektif besiyerinin
de kontrol besiyeri olan PCA ile ayni diizeyde sonu¢ verdigi i¢in birbirlerinin yerine
kullanilabilecegi sdylenilebilir.

Ayni selektif besiyerinde 4 farkli koliform grup tiyesi bakterinin morfolojik goriintiileri arasinda
stibjektif (gozle yapilan) degerlendirmede kayda deger bir farklilik gézlemlenmemistir.

Y1l ve Sayfa Sayis1 (2013, 40 sayfa)

Anahtar kelimeler: Koliform bakteriler, fekal koliformlar, E. coli, membran filtrasyon,
besiyerleri



ABSTRACT

MSc Thesis
Comparison of Culture Media Used in Coliform Analysis via Membrane Filtration Technique
Sevda TASTEMUR
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN

In this study, 46 coliform group bacteria which were isolated from various foods, were analyzed
on 4 different culture media such as Tergitol TTC NKS, Endo NKS and mFC NKS that are
selective for coliform group and at 2 different incubation temperatures such as 37 and 44.5°C
with the control media PCA. Besides, 3 mixed cultures of those isolates were also analyzed.
According to the results obtained from pure cultures, no difference was found between the culture
media (P>0.01) however, the temperature factor was found as effective (P<0.01) depending on
the bacterial species. While fecal coliform Escherichia coli (30 isolates) gave the same number of
colonies at the temperatures of 37 and 44.5 °C, different incubation temperatures were found as
effective for Enterobacter aerogenes (8 isolates) and Klebsiella pneumonia (6 of 7 isolates) and
Citrobacter freundii (1 isolate) and these bacteria could not grow at 44.5 °C. One Klebsiella
pneumonia isolate that showed a fecal coliform characteristic grew easily at 44.5 °C.

While there was no difference between the culture media in mixed culture studies (P> 0.01), the
temperature differences were found as effective (P <0.01). All colonies that grew at 44.5 °C were
found to be E. coli.

In the assays, 2 indole-negative E. coli, 1 B-GUR negative E. coli and only 1 fecal coliform other
than E. coli, that’s Klebsiella pneumoniae were isolated.

According to the findings, no difference found between 3 different selective media do not show
that they can be used interchangeably. Because there is a probability of under stress factor of
coliform bacteria in water samples analyzed during daily routine controls and the effectiveness of
low or poor selectivity was not investigated in this study. However when active bacterial culture
IS used, it can be said that each of these selective media can be used interchangeably since they
gave the same results with the control media PCA.

No significant difference was found between the morphological images of 4 different coliform
group bacteria on the same selective medium during the subjective (visual) evaluation.

Year and Page Number (2013, 40 pages)

Key words: Coliforms, fecal coliforms, E. coli, membrane filtration, culture media
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1. GIRIS

Koliform grup olarak adlandirilan bakteriler dogada yaygin bir sekilde bulunurlar ve buna baglh
olarak pek ¢ok c¢evresel ornek ile islenmemis gidalarin hammaddelerinde dogal flora olarak
goriillirler. Dolayisi ile minimum diizeyde islem gormiis gidalarin bir kisminda koliform grup
bakterilere rastlanmasi kabul edilir ve pek c¢ok iilkenin kodeksinde bazi gidalarda diisiik sayilarda

bulunmalarina izin verilir.

Koliform grup iiyesi olan E. coli ise dogada sadece sicakkanli hayvanlarin (memeliler ve
kanatlilar) bulunur ve bir gida ya da c¢evresel ornekte E. coli goriilmesi fekal bulagmayi

kanitlamaktadir.

Koliform grup bakteriler ve E. coli analizi konusunda numunedeki hedef/ beklenen bakteri
sayisina gore yayma plak, dokme plak, en muhtemel sayr ve membran filtrasyon yontemleri
kullanilir. Bu analizlerde kullanilan besiyerleri standart yontemlerde belirtilmis olmakla birlikte
kullanicilar bagka besiyeri ¢esitlerini de tercih etmektedirler. Devaminda ayni besiyeri g¢esidi

tizerinde farkl: ticari markalar kiigiik modifikasyonlar yapmaktadirlar.

Tiirkiye'de igme ve kullanma suyunda koliform grup bakteri analizinde; membran filtrasyon
yontemi ve ISO 9308-1:2000 numarali standartta gegen ismi ile "Lactose TTC Agar with sodium

heptadecylsulfate” besiyeri kullanilmasi hitkme baglanmustir.

Ginliik uygulamada kullanicilar Endo Agar ve mFC Agar besiyerlerini de tercih ettikleri gibi
besiyeri Ureten firmalarin kendi web sayfalarinda birbirleri ile ¢eligkili bilgiler verdiklerine de
rastlanmaktadir. Ornegin, ayn1 besiyeri ve ayn1 amag igin farkli ticari firmalarin web sayfalarinda

farkli inkiibasyon sicakliklarina rastlanabilmektedir.

Bu caligmada farkli markalarin ayni cesit besiyerini kiyaslamak degil, ayn1 markanin koliform

grup bakteri analizinde siklikla tercih edilen 3 farkli besiyerini kiyaslamak yoluna gidilmistir.



Bu amagla gida Orneklerinden izole edilen toplam 46 adet koliform grup iiyesi bakterinin
tanimlamalar1 yapilmis, bunlarin aktif kiiltiirleri steril damitik suya eklenip gerekli seyreltiler
yapildiktan sonra membran filtreden gegirilmis, filtreler 3 ayr1 besiyerinde 2 farkli inkiibasyon
sicakliginda tutularak kiiltiirlerdeki bakteri sayilar1 hesaplanmis ve istatistik yontemlerle sonuglar

kiyaslanmistir.

Devaminda E. coli ile fekal koliform {iiyesi olmayan 3 ayri koliform bakteri tiirii ayri ayri

kombine edilerek ayni testler uygulanmistir.

Giinliik uygulamada; igme suyu dolumu yapan fabrikalarin ve hatta kamu kontrol kuruluslarinin
laboratuvarlarinda hangi besiyeri kullanilmasi, inkiibasyon sicakligt ve siiresi konusunda
sorgulamalara rastlanabilmektedir. Oysa mevcut standart ve yonetmelikler yoruma gerek
kalmayacak kadar agiktir. Sorgulamanin kaynaginda, yogun refakat¢i flora maskelemesi olan
numunelerde koliform grup bakteri kolonilerinin ayirt edilmesinden kaynaklanmakta,
laboratuvarlar daha selektif olan Endo Agar kullanmak istemektedirler. Beraberinde, fiyat

politikasina bagli olarak bazen mFC besiyeri de tercih edilebilmektedir.

Oysa oncelikle diisiik/ yliksek selektiviteli besiyeri tercihinde analiz edilecek mikroorganizmanin
aktif konumda m1 yoksa stres altinda m1 oldugu 6nemlidir. Aktif kiiltlir, her zaman kolaylikla

gelirken, stres altinda olanin yliksek selektiviteli besiyerinde gelisememe olasilig1 vardir.

Buna bagli olarak bu caligmanin kurgusunda 3 farkli ¢esit selektif besiyerinin birbiri yerine
kullanilip kullanilamayacaginin arastirilmast yoktur ¢linkii denemelerde tiim bakterilerin aktif

kilttirleri kullanilmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Enterobacteriaceae Genel Ozellikleri

"Bergey's Manual of Determinative Bacteriology” adli kitabin 1994 yili baskisinda
Enterobacteriaceae, Grup 5, Fakiiltatif Anaerob Cubuklar boliimiiniin 1. alt grubunda yer
almaktadir. Bu familyanin iyeleri genellikle 0,3-1,8 um boyunda Gram negatif, spor
olusturmayan diiz ¢ubuklardir. Biiyiik ¢cogunlugu peritrik flagellumlar ile hareketlidir. Fakiiltatif
anaerob ve kemoorganotorofik olup hem aerob solunum hem de fermantatif metabolizmaya
sahiptirler. Cogu 37 °C'da optimum gelisme gosterirken, Yersinia ve Erwinia tiirleri 25-30 °C'da
daha aktif metabolizmaya sahiptirler. Glukoz ve diger pek ¢ok karbohidrati asit ve ¢ogu tiir gaz
olusturarak fermente edebilirler. Shigella dysenteriae O Grup 1 disindakiler oksidaz negatif ve
katalaz pozitiftirler. Bu familya iiyelerinin ¢ogu nitrat1 indirger. Toprak, su, meyve ve sebzeler,
tahillar, cicekli bitkiler, agaglar ile bocekler de dahil olmak iizere pek ¢ok hayvan tiiriinde dogal
olarak bulunurlar. Ekolojik olarak oOnemli Ol¢lide heterojenite gdsterirler ve insanlarda,
hayvanlarda, boceklerde ve bitkilerde potansiyel patojendirler. Bazi tiirleri tifo ve basilli dizanteri
de dahil olmak {iizere ishale neden olurlar. Normal olarak ishale neden olmayan pek ¢ok tiir

firsatg1 patojen olarak davranir. 30 cins altinda 115'ten fazla tiir ve alttiir bulunur (1).

Bu aile i¢inde 6nemli bagirsak patojenleri Salmonella, Shigella ve Yersinia ve diyarejenik E. coli
serotipleridir. Baz1 iiyeleri de gastrointestinal sistemde kolonize olurlar. Bunlar Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella gibi bakteriler olup, bunlar "Enterik bakteri" olarak da adlandirilirlar.
Enterobacteriaceae i¢indeki bakterilerin ¢ogu pepton veya et 6zli besiyerlerinde, NaCl veya
baska madde ilave etmeden iireme 6zelliginde olmalari, MacConkey Agarda iyi gelismeleri,
DNA'da G+C oranlar1 %39-59 arasinda olmalar1, Erwinia cinsi disindaki tim enterik bakteri

tiirlerinde ortak Enterobacteria antijeni bulundurmalar: gibi ortak 6zellikleri de paylasirlar (2-4).

Enterobacteriaceae tiyeleri gida mikrobiyolojisini en fazla ilgilendiren bakterilerdir. Bu grupta
bulunan koliform bakteriler, fekal koliformlar, E. coli Biyotip 1, diyarejenik E. coli serotipleri,

Salmonella, Shigella ve Yersinia enterocolitica pek ¢ok gida mikrobiyolojisi laboratuvarindaki



rutin analizlerde aranir ya da sayilir. Bunlarin disinda toplam Enterobacteriaceae sayimi da

hijyen indeksi olarak 6nem kazanmistir (5-7).

2.2. Koliform Grubu Bakterilerin Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae i¢inde yer alarak ailenin genel Ozelliklerini tasiyan ve 35-37 °C'de 48 saat
icinde laktozdan gaz ve asit olusturan bakteriler koliform grup olarak tanimlanir. Citrobacter
freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Escherichia coli ve Klebsiella

pneumoniae bu grupta yer alan ve gida mikrobiyolojisi agisindan onemli bir yere sahip olan
bakterilerdir (3, 8).

Bu grubu olusturan bakteriler, pek ¢ok gida maddesinde kalite gostergesi olarak aranir/ sayilarlar.
Grubun E. coli disindaki tiirleri genellikle bitki ve toprak kaynaklidir. Gidalarda bitki ve toprak
kaynakli olan koliform bakterilere diisiikk sayilarda izin verilebilir ya da izin verilmez (7, 8).
Ornegin, 2011 tarihli Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi; tahil unlari, soya unu
patates unlar1 dahil diger unlarda 10* KOB/g sayida koliform bakteriye izin verirken, yufka ve
kadayifta bu say1 10°KOB/ g ve sade kek, sade biskiivi, sade krakerler vb., kaplamali, dolgulu ve/
veya ¢esnili biskiiviler, kekler ve krakerler ve gofrette (sade, kremali, dolgulu, kaplamali vb.) ise
10? KOB /g seklindedir (9).

Baz1 gidalarda bulunmasina izin verilen koliform grup bakterilere igme-kullanma, igme sular1 ve
kaynak sularinda bulunmasma izin verilmez. Insani Tiiketim Amaglh Sular Hakkinda
Yonetmeligin 2011 yili baskisinda (10) ve 2013 yilinda degistirilen yeni yonetmelikte (11) igme-
kullanma sularmin 100 mL'sinde, i¢gme sulari1 ve kaynak sulariin 250 mL'sinde da koliform grup

bakteri sayis1 0 olarak verilmistir.

Koliform grup olarak tanimlanan adi gegen 5 tiir bakteri, genellikle insan sagligi agisindan
onemli bir tehlike olusturmaz. Ancak, firsatci patojen olarak davranabildikleri gibi 6zellikle bazi

E. coli serotipleri 6liime kadar giden enfeksiyonlara neden olabilmektedir (3, 12, 13).



Grubun en iyi bilinen iiyesi olan E. coli, 1885 yilinda Alman ¢ocuk doktoru olan Theodor
Escherich tarafindan izole edilmis ve Bacterium coli commune olarak adlandirilmistir. Verilen bu
isim, bakterinin bagirsakta normal flora halinde bulundugunu gosterir. E. coli, bagirsakta vitamin
sentezine katildig1 ve zararli bakterileri baskiladigi igin yararli bir bakteri olarak da
tanimlanabilmekle birlikte 1950'li yillardan itibaren insanlarda enfeksiyonlara neden olan

serotiplerinin bulunmasi ile birlikte bu bakteriye olan yaklasim degismistir (13, 14).

Bireysel hastalanmalar disinda ilk kez 1982 yilinda ABD'de Oregon ve Michigan'da 2 salgin ile
goriilen E. coli O157:H7 serotipi daha sonraki yillarda da pek c¢ok kisinin hastalanmasina ve
Olmesine neden olmustur. 2011 yilinda Almanya'dan baslayip tiim Avrupa'ya yayilan E. coli

0104:H4 serotipi ise toplam 50 kisinin 6liimiine yol agmistir (13-15).

Koliform grup bakteriler iginde sadece E. coli, sicakkanli hayvanlarin (memeliler ve kanatlilar)
bagirsak florasinin dogal iiyesidir. Dolayist ile gida ya da cevresel bir 6rnekte bu bakteriye
rastlanmas1 dogrudan ya da kanalizasyon vb. yollarla diski bulastiginin kanitidir. Diskinin
bulagsmasi ile bagirsak kokenli Salmonella, Shigella, parazitler vb. gibi primer patojenlerin
bulunma potansiyelini gosterir. Buna bagli olarak E. coli'nin, fekal bulagsma gostergesi olmasi
nedeni ile gida, yem ve c¢evre Orneklerinde bulunmasi istenmez (2, 3). Ancak koliform grup
bakterilerin diger 4 iyesi icinde de bagirsak kokenli olanlar bulunur. Bir diger deyis ile
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae ve Klebsiella pneumoniae
bitki-toprak ya da diski kaynakli olabilir ve dolayisi ile diski kaynakli olanlar, E. coli gibi fekal
bulasma gostergesi olarak kabul edilirler. Eijkman tarafindan 1904 agiklanan yontem ile koliform
grup bakterilerin bitki-toprak ya da disk1 kaynakli olduklar1 yiikseltilmis inkiibasyon sicakligi ile
ayirt edilebilir. Fekal koliformlar olarak tanimlanan bu grup, 45,5 °C'da laktozu fermente
edebilir. Gida analizlerinde bu sicaklik derecesi kullanilmasina karsin su, kabuklular ve
kabuklularin iretildigi sularin analizinde 44,5 °C inkiibasyon sicakligi uygulanir. Fekal
koliformlar kimi kaynaklarda termotolerant/ 1siya dayanikli koliformlar olarak da anilir (3, 5, 7,

13).



Fekal koliform grup iginde asil olarak E. coli yer almakla birlikte 6zellikle bitkisel gidalarin
analizinde E. coli olmayan 6rneklerde diger fekal koliform bakterilere rastlanilabilmektedir (16).
Dolayisi ile gida, su ve ¢evresel 6rneklerin analizinde E. coli yerine fekal koliformlarin analizi,
fekal bulagsmanin daha kesin bir gostergesi olacaktir. Ancak, inkiibasyon sicakliginin kritik
olmasi ve buna bagl olarak analizde sahte negatif ya da sahte pozitif sonu¢ alinma olasiligi, E.
coli analizinin ¢ok kolay bir sekilde yapilabilmesi gibi nedenlerle ¢ogu ulusal ve uluslararasi

standartta fekal bulasma gostergesi olarak E. coli analizi yapilir (3, 6, 7, 17, 18).

2.3. Sularin Mikrobiyolojik Analizleri

Gida, yem, su ve gevresel orneklerde var/ yok ya da sayim seklinde yapilan mikrobiyolojik
analizlerde dogru sonuglarin alinmasi i¢in ¢esitli kurallar vardir. Bunlarin basinda analiz edilen
numuneye disaridan  bir bulasma olmamasinin  saglanmasi1  gelir. Materyaldeki
mikroorganizmalarin ¢alisanlara ve ¢evreye bulagmamasi da Onemlidir. Genel laboratuvar

kurallarima uyulmasi konusunda ¢esitli ulusal ve uluslararasi standartlar bulunmaktadir. (8, 19,
20).

Var/ yok testleri genellikle patojenler i¢in uygulanirken, sayim testleri genellikle ¢iirtikg¢iiller i¢in
kullanilir. Sayim, hedef alinan mikroorganizmanin numunedeki muhtemel sayis1 ya da
hedeflenen sayisi dikkate alinarak yayma plak kiiltiirel sayim, dokme plak kiiltiirel sayim, En
Muhtemel Say1 yontemi ile sayim ve membran filtrasyon yontemi ile yapilir. Bunlarin disinda
mikroskobik sayim, metabolizmaya dayali sayim vb. baska sayim yontemleri de vardir. Sularin
mikrobiyolojik analizinde 1 mL numunede 22 °C'da koloni sayimi ile 37 °C'da koloni sayiminin
dokme kiiltiirel sayim yontemi ile ancak, 250 mL numunenin E. coli, enterokoklar, koliform
bakteri, Pseudomonas aeruginosa, anaerob sporlu siilfit indirgeyen bakteriler ve patojen

stafilokoklarin membran filtrasyon yontemi ile analizi hitkme baglanmistir (8, 11).



2.3.1. Membran filtrasyon

Membran filtre, Gottingen Universitesi'nden Prof. Richard Zsigmondy tarafindan icat edilmis, 20.
ylizyilin en 6nemli buluslarindan biridir. Prof. Zsigmondy, “inorganik ve kolloid kimya” {izerinde
yaptig1 calismalar nedeniyle 1925 yilinda Nobel &diilii kazanmustir. Oliimiinden 2 y1l 6nce 1927
yilinda Sartorius destegi ile kurdugu Membranfiltergesellschaft m.b.H. firmast membran filtreye
teknik gelisim yam sira, ticari anlamda firsatlar dogurmustur. Ikinci Diinya Savasi sonrasi,
yikilan alt yapinin yaratti§i igme suyunda kontaminasyon ve 6zellikle kolera riski nedeni ile
membran filtrenin mikrobiyolojik analizlerde kullanilma olanagi dogmus, bu olanak membran
filtreyi gliniimiizde de halen islev goren ilk amacina ulagtirmistir (21). Bugiin su dolumu yapan
isletmelerin ¢ok biiyiik bir bolimi, kaynak sularini mikroorganizmalardan arindirmak igin

membran filtrasyon sistemi kullanmaktadirlar.

Prensip olarak bir siizge¢ gibi islev goriir. Standart olarak kullanilan 0,45 pm porlu (gézenekli)
membran filtreden bakteriler gecemez ve filtre {izerinde kalir. Maya ve kiif analizlerinde daha
biiyiik porlu (0,65; 0,8; 1,2 wm) membran filtreler kullanilir. Membran filtrasyon sisteminden
gecirilen siv1 ve gazlardaki mikroorganizmalar filtre tizerinde tutulur. Daha sonra bu filtre, uygun
bir besiyeri lizerine yerlestirilir ve hedef mikroorganizma i¢in uygun sicaklik, siire ve gaz

atmosferinde inkiibasyona birakilir. Besiyeri olarak;

-Besiyeri emdirilmis ve kurutulmus pedin 1slatilarak aktive edilmesi ile hazirlanan hazir ticari
preparat,

-Bos pede s1v1 besiyeri ilavesi ile hazirlanan ticari olan ya da olmayan preparat,

-Laboratuvarda hazirlanan besiyeri
olmak iizere farkli besiyerleri kullanilabilir.
Yerli ve yabanci ticari kuruluslar hazir pedlere ilgili besiyerini emdirip, kurutmakta ve bu pedleri
steril plastik Petri kutular1 i¢ine yerlestirerek kullanicilara sunmaktadirlar. Bu kitler kullanim

asamasinda steril saf su ile 1slatilarak aktive edilmektedir.



Yine yerli ve yabanci ticari kuruluslar tarafindan hazirlanip piyasaya sunulan diger besiyeri
seceneginde bos steril pedler, steril Petri kutusuna yerlestirilerek sunulmaktadir. Yaygin
pazarlama sekli ile bu kitlerin yaninda siv1 besiyeri de verilmekte, kullanici steril pede steril sivi
besiyerini ilave ederek besiyerini hazirlamaktadir. S1vi1 besiyeri, kit ile birlikte pazarlanabildigi

gibi kullanici tarafindan laboratuvarda da hazirlanabilir.

Dogrudan agarli besiyerleri de bu amagcla kullanilabilir. Bu amagla kullanici, besiyerini
laboratuvarda hazirlayabilecegi gibi hazir olarak pazarlanan agarli besiyeri de kullanabilir. Her 3

secenegin de bilimsel olarak bir fark:1 yoktur (21-23).

Membran filtreler seliiloz nitrat, seliiloz ester, karigik ester vb. bilesimlerde olabilmektedir. Sekil

2.1'de seliiloz asetat filtre gozenek yapisi, Sekil 2.2'de membran filtre kesiti goriilmektedir.

Sekil 2.1. Seliiloz asetat filtre gozenek yapist (21 nolu kaynaktan izin alinarak kullanilmistir).



Sekil 2.2. Membran filtre kesiti (21 nolu kaynaktan izin alinarak kullanilmistir)

Sularin membran filtrasyonunda hedef hacimde (100; 250 mL) su, vakum destegi ile filtreden
gecirilir ve mikroorganizmalarin tutunmus oldugu yiizey istte kalacak sekilde uygun bir

besiyerine yerlestirilir (Sekil 2.3)

|

100 mL Su

‘\-/AKUM I |

Sekil 2.3. Membran filtrasyon (8 nolu kaynaktan izin alinarak kullanilmistir)

2.3.2. Sularda koliform grubu bakterilerin analizinde kullanilan besiyerleri

Cesitli ulusal ve uluslararas: standartlarda gerek genel olarak gidalarda gerek igcme ve kullanma
sulariin toplam koliformlar, fekal koliformlar ve E. coli analizi i¢in Onerilen farkli besiyerleri
oldugu gibi, besiyeri {ireticisi ticari kuruluslar tarafindan pazarlanan baska bilesimli ¢ok sayida

besiyeri de vardir. Bunlar i¢inde Violet Red Bile (VRB) Agar, Lauryl Sulfate (LST) Broth ve



Lactose TTC Agar with sodium heptadecylsulfate, uluslararasi standartlarda en ¢ok deginilen
besiyerleridir. Bu besiyerleri bilesimleri ayni olmakla birlikte farkli ticari kuruluslar tarafindan
farkli isimlerle de pazarlanabilmektedir. Asagida bu amagla en yaygin kullanilan besiyerleri
hakkinda kisa bilgiler verilmistir (8, 21) Bu bdliimde kullanilan biitiin fotograflar, adi gegen

kaynaklarin izni ile kullanilmistir.

-VRB Agar: Bilesimi, Peptone from meat 7,0 g/L; Yeast Extract 3,0 g/L; Lactose 10,0 g/L;
NaCl 5 g/L; Ox Bile (Bile Salt Mixture) 1,5 g/L; Neutral Red 0,03 g/L; Crystal Violet 0,002 g/L;
Agar 13 g/L seklindedir. ISO 4832 ve FDA Form 2400a 3/01 ve pek ¢ok uluslararasi standarda
uygun olarak koliform grup analizinde kullanilir. VRBL (Violet Red Bile Lactose) Agar adi ile
de anilir. Besiyeri bilesiminde bulunan safra tuzlar1 ve kristal viyole basta Gram pozitifler olmak
tizere refakatci floranin gelisimini inhibe ederken laktoz pozitif bakterilerin varligi pH indikatorii

ile koloni renginin kirmiziya doniismesi ve safra asitlerinin koloni etrafinda ¢okelti olusturmasi

ile belirlenir.

Sekil 2.4. VRB Agar ‘da koliform bakteriler

-LST Broth: ISO 4831 ve pek ¢ok uluslararasi standartta koliform grup bakterilerin EMS yolu
ile sayilmasi i¢in onerilen besiyeridir. Lauryl Sulfate Broth, Lauryl Sulfate Tryptose adlar ile de
bilinir. Bilesimi, Tryptose 20,0 g/L; Lactose 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Sodium Lauryl Sulfate 0,1
g/L; KoHPO,4 2,75 g/L; KH,PO,4 2,75 g/L seklindedir. Besiyeri bilesiminde bulunan lauryl sulfate

refakatgi floranin gelisimini baskilarken yiiksek diizeyde bulunan besin maddeleri ve fosfat
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tampon "laktozu yavas kullanan" koliform bakterilerin dahi hizli gelisimini ve fazla miktarda gaz

¢ikisini saglar.

-Brilliant Green Bile (BGB) Broth: Bilesimi, Peptone 10,0 g/L; Lactose 10,0 g/L; Ox Bile
20,0 g/L; Brilliant Green 0,0133 g/L seklindedir. Pek ¢ok uluslararasi standartta koliform
dogrulama besiyeri olarak kullanildigi gibi, bazi standartlarda koliform bakterilerin var/yok
testinde zenginlestirme besiyeri olarak da kullanilmaktadir. Bu besiyeri Brilliant Green Bile
Lactose Broth, Brilliant Green Bile Lactose Broth %2 ve BRILA Broth isimleri ile de bilinir.
Besiyeri bilesiminde bulunan brilliant green ve safra tuzlar refakat¢i floranin gelisimini

baskilarken, koliform grup bakteriler laktozdan gaz olusturarak gelisirler.

-Lactose TTC Agar with sodium heptadecylsulfate: ISO 9308-1:2004 numarali standarttaki
bu olmakla birlikte farkl: ticari markalar tarafindan Lactose TTC Agar with Tergitol® 7, Tergitol
TTC, Tergitol-7 Agar gibi isimlerle de bilinir. Bilesimi, Lactose 20,0 g/L; Peptone 10,0 g/L;
Yeast extract 6,0 g/L; Meat extract 5,0 g/L; Bromothymol Blue 0,05 g/L; Tergitol 7 0,1 g/L; agar
12,7 g/ seklindedir. TTC, otoklavlanmis besiyerine sonradan eklenir. ISO 9308-1 sayili
standarda uygun olarak oOzellikle su analizlerinde koliform bakterilerin membran filtrasyon
yontemi ile sayilmasinda kullamlir. insani Tiiketim Amaglh Sular Hakkindaki Yonetmelik,
sularda koliform grup bakteri analizinin membran filtrasyon yontemiyle yapilmasi gerektigini ve
bu amagla Tergitol TTC kullanilmasini hitkkme baglamistir (ISO 9308-1). Tergitol TTC, koliform
grup bakteriler i¢in kullanilanlar arasinda zayif selektiviteye sahip bir besiyeridir. Buna bagl
olarak yakin akraba tiirler, bu besiyerinde yeterince baskilanmaz. Ancak besiyerinin zayif
selektiviteye sahip olmasi, stres altindaki koliformlarin da gelismesine izin verir. Koliform grup
bakteriler laktozdan asit olusturur. Bu asitlik filtre altindaki sar1 benek ile belirlenir. Filtrenin
tizerindeki kolonilerde goriilen sar1/ turuncu renk, olusan asitlikten degil, TTC'nin zayif olarak
indirgenmesinden kaynaklanir. Koliform grup bakteriler TTC'yi zayif bir sekilde indirgerler ve
buna bagli olarak sari/ turuncu renkli koloni yaparlar. Koliform grup bakterilerin disinda da bu
besiyerinde gelisebilen ve zayif bir sekilde TTC'yi indirgeyerek sari/ turuncu renkli koloni
yapabilen bakteriler bulunabilir. Dolayist ile koliform grup bakteriler icin tipik reaksiyon olan
laktozdan asit olusumu, filtre tizerindeki sar1/ turuncu renkli kolonilerin, filtre altinda sar1 benek

vermesi ile kontrol edilir. Sar1 benek kontrolii, emdirilmis besiyeri olan pedin altindan degil,
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filtrenin altindan yapilmalidir. Sar1 benek kontrolii, emdirilmis besiyeri olan pedin altindan degil,

filtrenin altindan yapilmalidir.

Sekil 2.5. Tergitol TTC besiyeri sart benek kontrolii

-Chromocult Coliform Agar: Bilesimi, Peptone 3,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; NaH,PO4 2,2 g/L;
Na,HPO, 2,7 g/L; Sodium pyruvate 1,0 g/L; Tryptophane 1,0 g/L; Agar 10,0 g/L; Sorbitol 1,0 g/L;
Tergitol 7 0,15 g/L; Chromogenic mixture 0,4 g/L seklindedir. Besiyeri bilesiminde bulunan
secilmis peptonlar, piruvat ve fosfat tampon agir hasar gérmiis koliform bakterilerin kendilerini
onarmalarini saglarken tergitol—7, Gram pozitiflerin ve bazi Gram negatiflerin gelisimini baskilar.
Koliform grup bakteriler igin karakteristik olan B-D-galactosidase enzimi Salmon-GAL
kromojenik substratini parcalayarak koliform bakterilerin pembemsi kirmizi koloni olusturmasini
saglar. Bilesimdeki X—Glucuronide substrati ise E. coli igin karakteristik olan 3-D-Glucuronidase
enzimi tarafindan pargalanir. Boylece E. coli koliform bakteri olarak Salmon—-GAL'i pargalamasi
yaninda X-Glucuronide substratini da pargalayarak diger koliform bakterilerden koyu mavi—

menekse renkli koloni olusturmasi ile ayrilir.

12



Sekil 2.6. Chromocult Coliform Agar' da koliform bakteriler

-m-FC Agar: AOAC, APHA ve EPA yonergelerine uygun olarak membran filtrasyon yontemi
ile sularda fekal koliformlarin aranmasi i¢in ve sayimi i¢in selektif kati besiyeri olarak kullanilir.
m-FC NKS olarak bilinen ticari marka olarak da pazarlanmaktadir. Bilesimi Proteose peptone 5,0
g/L; Tryptose 10,0 g/L; Yeast extract 3,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Bile salts 1,5 g/L; Lactose 12,5 g/L;
Methyl blue 0,1 g/L; Agar-agar 15,0 g/L. Bilesimde, daha dnceden kullanilan Aniline blue yerine
artik Methyl blue kullanilmaktadir. Pepton ve maya ekstrakti besin kaynag: iken, safra tuzlar
Gram negatif refakat¢i florayr baskilar. Laktoz, yiiksek sicaklikta fekal koliformlar tarafindan
fermente edilir ve mavi renkli koloni olusturur. Besiyerinde gelisebilen diger koloniler gri renkli
koloni yapar. Yiiksek inkiibasyon sicakligi, diski kokenli olmayan (non-fecal) koliformlar
baskilar. Inkiibasyon 36 °C'da yapilirsa, fekal olan ve olmayan tiim koliformlar ayni renk ve
bliytikliikte koloni olustururlar. Bu nedenle, fekal koliform analizinde 44,5+0,5 °C inkiibasyon

sicakligi kullanilmalidir.

Sekil 2.7. m-FC Agar’da koliform bakteriler
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-ENDO Agar: SMWW yonergelerine uygundur. ENDO NKS adi ile ticari marka olarak da
pazarlanmaktadir. Bilesimi Peptones 10,0 g/L; K,HPO, 2,5 g/L; Lactose 10,0 g/L; Na,SOg3
(anhydrous) 3,3 g/L; Pararosanilin (Fuchsin) 0,3 g/L; Agar-agar 12,5 g/L seklindedir. Besiyeri
bilesimindeki sodyum siilfit ve fuksin Gram pozitif bakterilerin gelisimini baskilar. E. coli ve
koliform bakteriler laktozu asit ve aldehit olusturarak metabolize eder. Olusan aldehit, fuksin-
stilfit bilesigindeki fuksini serbest birakir ve bdylece koloni rengi kirmizi olur. E. coli'de bu
reaksiyon ¢ok kuvvetli olarak gerceklesir ve kolonideki fuksin kristalleri koloni renginin metalik

parlak yesil (fuksin parlakligi) olmasini saglar.

Sekil 2.8. Endo Agar’da koliform bakteriler
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GEREKCE ve AMAC

Icme ve kullanma sularinin yasal mikrobiyolojik analizinde farkli parametreler incelenmektedir.
Bunlardan en Onde gelen kontrollerden birisi koliform grup bakteri analizidir. Membran
filtrasyon teknigi ile yapilan bu analizde uluslararasi standartlara gore; Lactose TTC Agar with
sodium heptadecylsulfate besiyeri kullanilmaktadir. Zayif bir selektiviteye sahip olan bu
besiyerinde koliform grup bakteriler yaninda yakin akraba tiirler de kolaylikla gelisebilmektedir.
Ancak bu besiyerinin zayif selektivitesinin avantaji hasar gérmiis olan koliformlarin gelismesini

saglamaktadir.

Gilinlik uygulamalarda ENDO besiyerinin siklikla tercih edildigi bilinmektedir. Koliform grup
bakteriler i¢cinde 6zellikle E. coli analizi gerekli ise bu besiyerinde metalik parlak renk ile E. coli
kolaylikla diger koliform bakterilerden ayirt edilebilmektedir. ENDO, selektivitesi yliksek olan

bir besiyeridir.

mFC ise, fekal koliformlarin yiiksek inkiibasyon sicakliginda mavi renkli koloni olusturmasi ile
ayirt edilmesini saglayan yine zayif selektiviteli bir besiyeridir. Bu besiyerinde selektiviteyi asil
olarak saglayan yiiksek inkiibasyon sicakligidir. Giinliik kullammda bu besiyerinin 37 °C'da

inkiibe edildigine rastlanilmaktadir.

Ozellikle igme suyu iiretim tesislerindeki giinliik uygulamalarda yaygin olarak kullanilan bu 3
besiyerinde koliform grup ve E. coli analizlerinde hatali besiyeri ve/ veya inkiibasyon sicakligi
kullanimina bagli olarak sahte negatif ya da sahte pozitif sonuglar alinabilmektedir. Sahte negatif
sonuglar halk sagligini tehdit ederken, sahte pozitif sonuglar ise gereksiz ekonomik kayba yol
acmaktadir. Bu gibi hatali sonuglar aliniyor ise bunun Oniine geg¢ilmesi gerekmektedir. Bu
amagla, kullanilan 3 besiyeri ile 37 °C ve 44,5 °C'da yapilan inkiibasyonlarda elde edilen

koliform grup/ E. coli sayim sonuglar karsilagtirtlmistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Materyal

Bu tez, Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Bakterileri elde etmek i¢in Ankara semt pazarindan alinan marul, tere,
maydanoz, roka, ¢ilek numuneleri, lokantadan temin edilen salata numuneleri, Atatiirk Orman

Ciftligi Stt Fabrikasindan (Ankara) alinan ¢ig siit numuneleri kullanilmistir.

Denemelerde kullanilan Tergitol TTC NKS (14056), ENDO NKS (14053) ve m-FC NKS
(14068) ile bu besiyerlerine iliskin membran filtreler, Sartonet Seperasyon Teknolojileri Ltd. Sti.

Istanbul tarafindan bu calisma icin bagis yolu saglanmistir.

4.2. Yontem

4.2.1 Bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasi

Pazardan alinan marul, tere, maydanoz, roka, cilek ile lokantadan temin edilen salata
numunelerinden 10 g tartilip tizerine 90 mL steril Maximum Recovert Diluent (MRD; Merck)
konularak karigtirllmistir. MRD eklenen numunelerden ve ¢ig siitlerden 0,1 mL alinarak VRB
Agar (Merck) besiyerine yayma metodu ile ekim yapilmis, 37 °C'da 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Saf kiiltiir elde etmek icin 1-2 mm ¢apinda presipitat zonu ile g¢evrili kirmizi
koloniler belirlenmis, igne 6ze ile bu koloniler alinarak CASO Broth (Merck) besiyerine ekilmis,
37 °C'da 24 saat inkiibasyona brrakilmustir. Inkiibasyon sonrasi gelisme olan besiyerlerinden 6ze
yardim ile saflastirma amaciyla tekrar VRB Agar'a ¢izgi ekim yapilarak 37 °C'da 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu sekilde izole edilen 1-2 mm ¢apinda presipitat zonu ile gevrili
kirmizi tek koloniler vida kapakli yatik CASO Agar (Merck) besiyerine siiriilerek 37 °C'da 24

saat inkiibasyona birakilmis ve bu sekilde caligma kiiltiirii koleksiyonu olusturulmustur.
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Tanimlama testleri 6ncesinde belirlenmis tiim bakteriler aktif hale gelmesi icin CASO Broth

besiyerine 6ze ile ekilerek 37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilmistir (8).

Tanimlama testleri i¢in ilk asamada bakteriler Fluorocult LST Broth (Merck) besiyerine
asilanmis, 37 °C'da 24 saat inkiibasyon sonunda uzun dalga boylu (366 nm) UV lamba ile
floresan olusturan biitiin kiiltiirlere indol testi (bknz. EK 1) uygulanmistir. Floresan 1s1ma veren ve

indol pozitif sonug¢ veren biitiin kiiltiirler E. coli olarak tanimlanmuistir (8).

Bu test sonuglarina gore E. coli olmadigina karar verilen kiiltiirlerin tanimlanmasi i¢in; Metil Red
(MR), Voges Proskauer (VP), H,S olusturma, hareket, mannitol fermantasyonu, sorbitol
fermantasyonu, sakkaroz fermantasyonu ile 6zellikle E. coli olmayan fekal koliform bakterilerin
belirlenmesi i¢in Eijkman (44,5 °C'da gelisme) testi (bknz. Ek 1) uygulanmustir (8, 24, 25).

4.2.2. Membran filtrasyon

Aktiflestirilen kiiltiirlerde 10%-10° KOB/mL bakteri oldugu kabul edilerek standart yontemle ve
MRD kullanilarak 10 "'ye kadar seyreltileri yapilmuis, bu seyreltiden 100'er mL steril saf suya ayr1
ayr1 olacak sekilde 1 ve 0,1 mL kiiltir eklenmis, bu sekilde saf kiiltiir ile bulastirilan su
orneklerine membran filtrasyon uygulanmistir. Membran filtrasyonda Sartorius marka 3 hunili
sistem kullanilmistir. Her bakteri i¢in 2 seyrelti, 3 farkli besiyeri ve 2 inkiibasyon sicakligi
(37+0,5 ve 44,5+0,2) i¢in 12 kez membran filtrasyon yapilmis, ayrica kiyaslama amac ile 10> ve
10°° seyreltilerden Plate Count Agar (PCA; Merck) besiyerine 2 paralel olarak yayma kiiltiirel
sayim ile ekim yapilmis, her seyreltme serisinden 1 takim 37+0,5 °C, digeri 44,5+0,2 °C'da 24

saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda PCA besiyerinde 30-300 arasinda membran filtrelerde ise ~20-30 koloni
olan seyreltiler dikkate alinarak standart formiil ile kiiltiirdeki say1 belirlenmis ve log KOB/mL

olarak ¢izelgelere islenmistir.
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Orijinal kiiltiiriin 107 seyreltisinden 0,1 mL/ 100 mL danutik su ile 44,5 °C'da inkiibasyon ile
yapilan analizde koloni gelismesi olmayan tiim sonuglar cizelgelerde <6 log KOB/mL olarak
cizelgelere islenmistir. Devaminda, bu kiiltiirler 4 besiyerine dze ile siiriilerek 44,5 °C'da 24 saat

inkiibasyona birakilmis ve koloni gelismesi izlenmistir.

Son olarak 1 adedi E. coli, digeri fekal olmayan koliform bakteri olmak tizere 3 adet karigik
kiiltiirden yukarida agiklandigi sekilde 100 mL damitik suya eklenmis ve filtrasyon yapilarak

besiyeri ve 0zellikle inkiibasyon sicakliginin etkisi arastirilmistir.

Kullanilmis tiim malzeme 121 °C'da 15 dakika sterilize edildikten sonra atilmis/ yikanmustir.

4.2.3. istatistik analizler

Minitab 15.0 programinda 2 faktorlii varyans analizi ile yapilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Tamimlama Sonug¢lar

Denemelerde kullanilan farkli gida numunelerinden izole edilen bakteriler; 1 adet Citr. freundii, 8

adet Ent. aerogenes, 7 adet Kleb. pneumoniae ve 30 adet E. coli olarak tanimlanmustir.

5.2. Sayim Sonuc¢larn

Denemelerde izole edilen 46 bakterinin 37 ve 44,5 °C inkiibasyon sonunda PCA, Tergitol TTC
NKS, Endo NKS ve mFC NKS besiyerlerindeki sayim sonuglar1 Cizelge 5.1'de toplu olarak

verilmistir.

Cizelge 5.1. Membran filtrasyon sayim sonuglari; tek bakteri (log KOB/mL)

< o| o | 8 O
Bakteri é)cpoog)é)cpcpé)
Citr. freundii 01 8,78 | <6 [8,82| <6 [8,92] <6 [8,81] <6
E. coli 01 8,86 [8,79(8,90/8,94|8,85(8,94(8,73(8,97
E. coli 02 9,02 [8,97(9,16[9,08[9,08/9,099,13|9,13
E. coli 03" 8,69 [8,60(8,48/8,598,73(8,68(8,54]8,63
E. coli 04 8,67 |8,65(8,72/8,30(8,73/8,32|8,778,70
E. coli 05 9,39 (9,45(9,37]9,33(9,33(9,34|9,37]9,40
E. coli 06 9,15 [9,23]9,2819,16 9,24 (8,79(9,29]9,30
E. coli 07 8,90 [8,91/9,10/8,93/9,05/8,04(9,08]8,91
E. coli 08 9,13[9,15(9,15[9,09(9,12/9,099,18 8,12
E. coli 09 8,83/8,84/8,92(8,84[8,90|7,78(8,94 8,77
E. coli 10 9,08 |8,85(9,14(8,83/9,23/8,539,218,91
E. coli 11 9,58 [9,61/9,60(9,539,59(9,29(9,599,60
E. coli 12 9,46 (9,48(9,51[9,429,41(9,20(9,46]9,45
E. coli 13 9,30 [9,269,31]9,34|9,59]9,08(9,33/9,03
E. coli 14 9,10 [9,10[9,008,86|9,00(8,529,06 | 8,98
E. coli 15 8,85(8,90(8,91(7,90(8,97]7,90|8,91|8,81
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< 2| o | 3 O

S|S|8| |28 |2|¢

Bakteri é_)g)cpyé)cpoocp
E.colile 9,14 [9,15]9,16/8,87]9,10|7,60|9,05|8,96
E. coli 17 9,28 19,22|9,25(9,23|9,35|9,24|9,24 9,27
E. coli 18 9,319,32|9,25(9,28|9,17|9,02|9,20|9,33
E. coli 19 9,14 19,01|9,10(8,98|9,08 | 8,04 9,03 |9,06
E. coli 20 9,31]9,32|9,25|9,28 /9,17 9,02|9,20|9,33
E. coli 21 8,96 |9,11|8,948,03|9,07(8,18|8,99|8,01
E. coli 22 9,19 19,11|9,28(8,63|9,23|8,36|9,27 9,78
E. coli 23 9,26 18,86|9,23(8,70|9,24|8,04|9,13|9,10
E. coli 24 9,2519,18|9,18(9,16|9,18|9,169,12|9,22
E. coli 25 9,07 {9,04|9,098,18 /9,10 (8,54 9,14 |9,06
E. coli 26 9,29 19,26|9,26|9,29|9,27 (9,08 |9,29|9,28
E. coli 27 9,03 /8,99|9,01(9,06|9,00|8,97|8,98|9,02
E. coli 28 9,1319,23|9,22(9,25|9,26 |9,18|9,23|9,28
E.coli29™ 9,06 [8,85[9,05/8,57[9,08|8,51/9,05]8,79
E. coli 30 9,26 19,11|9,18(8,91|9,23|8,88|9,17|9,10
Ent. aerogenes 01 9,42 | <6 |9,37| <6 |9,45| <6 [9,49| <6
Ent. aerogenes 02 9,21 | <6 [9,11| <6 [9,17| <6 |9,21| <6
Ent. aerogenes 03 8,76 | <6 |8,91| <6 |8,76| <6 [8,88| <6
Ent. aerogenes 04 9,28 | <6 [9,10| <6 |9,27| <6 |9,21| <6
Ent. aerogenes 05 9,21 | <6 [9,36| <6 |9,28| <6 |9,22| <6
Ent. aerogenes 06 8,80 | <6 [8,79| <6 |8,78| <6 |8,83| <6
Ent. aerogenes 07 9,39 | <6 [9,36| <6 [9,42| <6 [9,41| <6
Ent. aerogenes 08 9,19 | <6 |9,19| <6 |9,25| <6 [9,09| <6
Kleb. pneumoniae 01~ | 9,18 |9,05[9,12(8,32(9,38(7,95|9,20|8,34
Kleb. pneumoniae 02 8,61 | <6 |8,71| <6 [8,72| <6 [8,76| <6
Kleb. pneumoniae 03 8,56 | <6 [8,49| <6 [8,63| <6 [8,63| <6
Kleb. pneumoniae 04 8,52 | <6 |8,56| <6 [8,63| <6 [8,57| <6
Kleb. pneumoniae 05 9,06 | <6 [8,95| <6 |8,91| <6 |9,02| <6
Kleb. pneumoniae 06 8,53 | <6 |8,30| <6 |8,58| <6 |8,58| <6
Kleb. pneumoniae 07 8,41 | <6 |8,18| <6 |8,60| <6 |7,95| <6

“ Orijinal kiltiriin 107 seyreltisinden 0,1 mL/ 100 mL damitik su ile yapilan analizde koloni gelismesi
olmamustir. Devaminda, bu kiiltiirler 4 besiyerine oze ile siiriilerek 44,5 °C'da 24 saat inkiibasyona
birakilmis ve koloni gelismesi izlenmistir ancak hicbir koloni gelismesi olmamasina ragmen, fiilen sayim
yapilmadigi gerekgesi ile bu sonuglar bu gizelgede 0 degil <6 log KOB/mL olarak gdsterilmistir.

" floresan (B-GUR) negatif E. coli

" Indol negatif E. coli.

*hkK

Fekal koliform Kleb. pneumoniae
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E. coli ve fekal koliform olmayan birer adet Citr. freundii, Ent. aerogenes ve Kleb. pneumoniae

karigik kiiltiiri ile yapilan ekim ve inkiibasyon sonuclar1 Cizelge 5.2'de verilmistir.

Cizelge 5.2. Membran filtrasyon sayim sonuglari; karisik kiiltiir (log KOB/mL)

< o 2 o '8 (@) O
|39 |B 2| |5 |g |k
Karisik Bakteri Kultiirti Ol o P 6 le |6 |@
° o |2 o |° ° o
53 (% 3|5 |5 |5 |9
E. coli+Citr. freundii 9,91|8,62|8,92|8,34|8,94|8,36 8,93 |8,53

E. coli+Ent. aerogenes 9,3018,99|9,34|8,95|9,35|8,99|9,29 8,99
E. coli+Kleb. pneumoniae | 8,88 | 8,48 | 8,97 | 8,58 | 8,91 | 8,59 | 8,82 | 8,57
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1. izolatlarin Tamimlanmasi

Denemelerde kullanilan farkli gida numunelerinden izole edilen 46 koliform bakterinin; 1 adedi
Citr. freundii, 8 adedi Ent. aerogenes, 7 adedi Kleb. pneumoniae ve 30 adedi E. coli olarak

tanimlanmastir.

Bunlardan 1 adet Kleb. pneumoniae, fekal koliform 6zelligi gosterirken 2 adet E. coli izolati

indol negatif sonug¢ vermistir.

E. coli olmayan fekal koliformlar iizerinde yapilmis bir ¢alismada, ¢esitli gidalarin EMS yontemi
ile yapilan standart fekal koliform analizinde fekal koliform pozitif olarak isaretlenen tiiplerden
VRB+MUG Agar besiyerine asilama yapilmig, burada gelisen kolonilerden floresan (B-GUR)
negatif 308 koloni izole edilmis, bunlarin 267'sinin Enterobacter aerogenes (%86,7), 25'inin
Klebsiella pneumoniae (%8,1) ve 16 adedinin B-GUR negatif E. coli (%5,2) oldugu saptanmigtir
(16).

E. coli disinda fekal koliformlara gidalarda rastlanildigi bilinmektedir (13, 26, 27). Cesitli
gidalarda E. coli olmayan fekal koliformlar iizerine yapilan arasgtirmalarda materyale gore
degismek iizere farkli sonuglar alindigi goriilmektedir. Ornegin, su &rneklerindeki fekal
koliformlarin arastirildigi bir caligmada (28) izolatlar E. coli (%96,69), Ent. cloacae (%2,32),
Kleb. pneumoniae (%0,66) ve Citr. freundii (%0,33) olarak saptanmistir. Bir bagka kaynaga gore
ise (29) istiridye ve deniztaragindan izole edilen E. coli olmayan fekal koliformlar yaygin olarak
Klebsiella tiirleri olarak tanimlanmis, bunlarin %80 kadarmin Kleb. pneumoniae oldugu

belirlenmistir.

Bu ¢aligmada elde edilen 30 E. coli izolatinin 2 adedi (E. coli 29 ve E. coli 30) indol negatif

sonug vermistir. Indol negatif E. coli suslar1 E. coli Biyotip 2 olarak adlandirilir ve bu suslarin
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tim E. coli izolatlar1 iginde bulunma olasilig1 sadece %1 olarak bildirilmektedir (30). Oysa her
ikisi de laboratuvara yeterince farkli tarihlerde gelen ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen 30 adet E.
coli izolatindan 2 adedinin (2/30; %6,7) indol negatif sonu¢ vermesi, en azindan izolatin elde
edildigi hammaddeye gore E. coli Biyotip 2 bulunma olasiliginin bir kez daha gozden gegirilmesi
gerektigini gostermektedir. Bu sonuca gore standart analizde, basit olarak LST Broth besiyerinde
gelisme ve gaz olusumu = EC Broth besiyerinde gelisme ve gaz olusumu = Triptofan Broth
besiyerinde indol olusumu ile tanimlanan TS 6063 ISO 7251 (31) standardina gére analiz edilen
gidada E. coli oldugu halde E. coli olmadig1 seklinde sahte negatif sonug¢larin elde edilmesi
beklenildiginden daha yiiksektir. Devaminda, fekal bulasma gostergesi olarak E. coli yerine fekal
koliform analizinin daha gergek¢i sonuglar verecegi (16) ancak, analiz siiresi agisindan
degerlendirildiginde hala E. coli analizinin gegerligi oldugunun ciddi bir sekilde tartisiimasi

gerektigi acik olarak goriilmektedir.

Izole edilen 30 adet E. coli izolat:1 iginde 1 adet floresan (B-GUR) negatif sonug elde edilmistir.
Bu izolatin EHEC serotipi oldugu (E. coli O157:H7) konusunda endise edilmektedir. Buna bagli
olarak bu ¢aligma kapsamini ilgilendirmemekle beraber, bu izolat CT-SMAC (Merck) besiyerine
siiriilmiis ve 37 °C'da 24 saat inkiibasyon sonunda tipik renksiz (mannitol negatif) koloni elde
edilmistir. Bu bulguya gore bu izolat E. coli O157:H7 olarak degerlendirilebilirse de daha ileri

testler ile kesinlestirme 6nerilmektedir (8).

Kisaca EHEC olarak tanimlanan Enterohemorajik Escherichia coli serotiplerine basta ¢ig et ve
¢ig siit olmak tizere gesitli gidalarda rastlanabilmektedir. Bunlardan en yaygin goriilen E. coli
O157:H7 serotipi ilk kez 1982 yilinda ABD'de birbirini izleyen 2 salgin ile goriilmiistiir. Karin
kramplari, siddetli ishal ve Hemolitik Uremik Sendrom (HUS)'a neden olur. HUS, akut bébrek
yetmezligi, hemolitik anemi, trombositopeni ile karakterize edilir (32). 2011 Mayis ayinda
Almanya'dan baslayip tiim Avrupa'ya yayilan E. coli O104:H4 serotipinin neden oldugu salginda
908 HUS vakasi ve 34 6liim, 3167 EHEC vakasi ve 16 6liim goriilmiistiir (33).
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6.2. Sayim Sonuclar

Cizelge 5.1'den gorildigi gibi E. coli izolatlar1 arasinda besiyeri ve sicaklik agisindan fark
yoktur (P>0,01). 30 E. coli izolatmin hepsi 4 farkli besiyerinde ve 2 farkli sicaklikta istatistik
acidan benzer sayim sonuglarmi vermislerdir (P>0,01). Bu sonuglara indol negatif olan 2 adet
izolat ile floresan (B-GUR) negatif olan 1 adet izolat da dahildir. Bir diger deyis ile indol negatif
2 izolat ile B-GUR negatif olan 1 adet izolat, E. coli Biyotip 1 izolatlarindan farkli sonug
vermemistir. Istatistik analiz sonuglar1 Ek 2'de verilmistir. Enterobacter aerogenes izolatlari igin
ise besiyerleri arasinda farklilik goriilmemis (P>0,01) ancak sicaklik faktorii etkili olmustur
(P<0,01). Buna gore tiim Enterobacter aerogenes izolatlar1 44,5 °C'da gelisemedikleri igin fekal
koliform ozelligi tasimamaktadirlar. Klebsiella pneumoniae izolatlarinin timi i¢in besiyerleri
arasinda fark goriilmemektedir (P>0,01). Ancak 01 numarali izolat, 44,5 °C'da geliserek
digerlerinden farkli bir o6zellik gostermistir (P<0,01). Bulgular bu izolatin fekal koliform

olduguna isaret etmektedir.

Istatistik analizi yapilan 45 bakterinin tiimii kontrol besiyeri olan PCA ile 37 °C inkiibasyon
sonunda ayni sonucu vermistir. PCA, genel besiyeri 6zelliginde olup inhibitér maddeler icermez.
Ancak, Tergitol TTC NKS, Endo NKS ve mFC NKS besiyerleri koliform bakteriler igin selektif
besiyerleridir ve Enterobacteriaceae disindaki bakterilerin gelismelerini baskilamaya yonelik
kimyasal bilesenler icerirler. Koliform bakteriler basta laktozdan asit olusturabilmeleri nedeni ile
Enterobacteriaceae iiyelerinden farkli renkte koloni verirler ayrica bu besiyerlerinde kullanilan
inhibitorlere direnclidirler. Bunlardan Endo, diger 2 besiyerine kiyasla daha fazla selektif
inhibitdr igerir. Su analizlerinde kullanilan standart besiyeri ise Tergitol TTC olup, zayif
selektivitesi ile hasar gormiis olma ihtimali olan koliform grubu bakterilerin de gelismesine izin

verir. mFC besiyeri de zayif selektiviteli bir besiyeridir (8, 21).

Bu arastirma sonuglaria gore 3 besiyerinin birbiri yerine kullanilacagi sdylenemez. Bunun temel
nedeni denemelerde kullanilan bakterilerin tiimiiniin aktif halde iken kullanilmis olmasidir.
Dolayist1 ile besiyerleri arasinda selektivite farki goriillmemistir. Bu, zaten beklenen bir durumdur.

Ancak giincel kontrol amacli ekimlerde bakterilerin zayif/ stres altinda olmas1 durumunda Endo
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besiyerinde koloni gelismesi goriillmeme olasiligi vardir. Dolayisi ile bu uygulamalarda standartta
yazilan Tergitol TTC kullanilmas:1 gereklidir. Bununla beraber, ABD Food and Drug
Administration (FDA) Bacteriological Analytical Manual (BAM-AOAC), i¢gme sularinin
koliform bakteriler agisindan analizinde membran filtrelerin M-Endo medium ya da LES Endo
Agar besiyeri lizerine yerlestirilerek analizini gostermektedir. Asagida Cizelge 6.1.'de bilesenler

acisindan bu 3 besiyerinin igerikleri verilmistir (8, 34)

Cizelge 6.1. M-Endo, LES Endo ve Endo Agar bilesimleri (g/L)

Bilesen M-Endo medium | LES Endo Agar | Endo Agar (Merck)
Tryptose/ polypeptone 10,0 75

Thiopeptone/ thiotone 5,0 3,7

Casitone or trypticase 5,0 3,7 Pepones 10,0
Yeast Extract 1,5 1,2

Lactose 12,5 9,4 10,0
NaCl 5,0 3,7

K2HPO, 4,375 3,3 2,5
KH,PO, 1,375 1,0

Sodium lauryl sulfate 0,05 0,05

Sodium desoxycholate 0,10 0,1

Na,SO3 2,10 1,6 3,3
Basic fuchsin 1,05 0,8 0,3
Agar 15,0 15,0 12,5

Bu cizelgeden goriildiigii gibi her 3 besiyeri arasinda ozellikle standart Endo Agar (Merck
formiilii) bilesim agisindan farklar goriildiigii icin birbirlerinin yerine kullanilip kullanilmamasi

gerektigi konusunda yorum yapilmamastir.

Kimi uygulamalarda mFC besiyerinin, membran Faecal Coliform olan ismi nedeni ile membran

filtrasyon uygulamasinda sadece fekal koliformlar1 gelistirebilecegi seklinde hatali bir bilgi
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vardir. Fekal koliform bakteriler i¢in gelistirilmis bir besiyeri yoktur. Nitekim bu ¢alismada elde
edilen bulgular, fekal olmayan izolatlarin da 37 °C'da kolaylikla gelisebildigini gdstermistir.
flging olarak, Sartorius-Stedim Biotech web sayfasinda mFC NKS icin 36+2 °C'da 18-24 saat
inkiibasyon oOnerilmektedir ve "E. coli ve koliform bakteriler mavi zonlu mavi koloniler
olustururlar. Bu renk, fekal koliformlarda kuvvetli laktoz fermantasyonu nedeni ile koyu mavi
iken, fekal olmayan koliformlarda zayif laktoz fermantasyonuna bagli olarak daha acik mavidir"
seklinde ifade vardir ve devaminda yiiksek inkiibasyon sicakliginin fekal olmayan koliformlari

baskilayacagi belirtilmistir (http://www.sartorius.com, 2013).

mFC besiyerinin laktoz yerine inositol kullanilmasi ve Carbenicillin ilavesi ile o6zellikle

Klebsiella analizinde kullanilan formiilii de vardir (http://himedialabs.com/TD/M1124.pdf 2013).

Koliform grup bakteriler 3 farkli besiyerinde tipik morfolojide koloni olusturmuslardir. Sadece
Klebsiella pneumoniae, tipik mukoit yapida koloni olusturmasi ile diger koliform grup

bakterilerden morfolojik olarak farklilik géstermistir.

Sekil 6.1'de E. coli, Ent. aerogenes, Kleb. pneumoniae ve Citr. freundii izolatlarnin Tergitol
TTC NKS, Endo NKS ve mFC NKS besiyerlerinde 37 °C ve 24 saat inkiibasyon sonundaki

gorlntiileri verilmistir.
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Endo NKS; mFC NKS:
E. coli E. coli

E. coli

Tergitol TTC NKS; Endo NKS; MFC NKS;
Ent aerogenes Ent aerogenes Ent aerogenes

-

Tergitol TTC NKS; Endo NKS: mFC NKS;
Kleb. pneumoniae Kleb. pneumoniae Kleb. pneumoniae

NS e _ B S ;//
Tergitol TTC NKS; ' Endo NKS; MFC NKS;
Citr. freundii Citr. freundii Citr. freundii

Sekil 6.1. E. coli, Ent. aerogenes, Kleb. pneumoniae ve Citr. freundii izolatlarinin Tergitol TTC
NKS, Endo NKS ve mFC besiyerlerinde 37 °C ve 24 saat inkiibasyon sonundaki goriintiileri
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Sekil 6.1'den goriilecegi gibi koliform grup iiyesi bakteriler ayn1 besiyerinde birbirlerine ¢ok
yakin koloni morfolojileri vermislerdir. Dolayis1 ile koloni morfolojisi lizerinden tiir ayrimina
gidilmesi konusundaki goriislerin  bir gecerligi olmadigr goriilmektedir. Ancak, sus
farkliliklarmin 6nemi de agiktir. Bir diger deyis ile ayn1 bakteriye ait farkli suslar daha fazla asit
olusturma, TTC'yi daha zayif ya da daha kuvvetli indirgenmeye vb. fizyoloik 6zelliklerine bagl
olarak farkli morfolojiler olusturabilirler. Bu durumda ¢ok daha fazla izolat ile bu testlerin
yapilmasi gerekliligi ve hatta olusan renk farkliliklarinin siibjektif degil, objektif degerler ile

karsilastirilmasi gerektigi sdylenebilir.

mFC besiyerinde ayni1 bakterinin 37 °C ve 44,5 °C'da farkli morfolojide koloni olusturdugu
goriilmiistiir. Sekil 6.2'de E. coli i¢in bu fark verilmistir.

mFC; E. coli; 37 °C mFC; E. coli: 44,5 °C

Sekil 6.2. mFC besiyerinde E. coli izolatinin 35 ve 44,5 °C'da 24 saat inkiibasyon sonundaki

koloni morfolojisi

Her ne kadar aym izolata ait bu goriintiilerde (sekil 6.2), 37 °C'daki inkiibasyonda daha yogun
koloni geligsmesi goriildiigii acik ise de bu farkliligin sadece yogun koloni gelismesi ile

aciklanmasindan ¢ekinilmektedir.
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E. coli, gida ve gevresel orneklerde fekal bulasmanin kaniti olarak degerlendirilirken, E. coli
olmayan koliform bakterilere bitki ve toprak basta olmak {iizere pek c¢ok kaynakta
rastlanilmaktadir. Buna bagli olarak ¢esitli gidalarda belirli sayilarda koliform grup bakteriye izin
verilirken, E. coli bulunmas: istenmez. Bununla beraber, ¢esitli standartlarda fekal bulasma
gostergesi olarak E. coli yerine fekal koliform grup bakteri aranmasi s6z konusudur. Ciinkii E.
coli olmayan g¢evre ve gida Orneklerinde nadiren de olsa E. coli olmayan fekal koliform
bakterilere rastlanilmaktadir (16, 34). Ancak fekal koliform analizinde hassas bir inkiibasyon
sicaklig1 olmasi nedeniyle siklikla sahte negatif ve sahte pozitif sonu¢ alinma olasilig1 nedeniyle
halen tim diinyada fekal bulagma gostergesi olarak E. coli analizi yapilmaktadir. E. coli'de
yapisal olarak bulunan B-GUR enzimi (MUG) testi ile yapilan E. coli analizi, Uluslararasi
Standartlar Organizasyonu (1ISO) ve FDA BAM-AOAC tarafindan (34, 35) kabul gormistiir.

Cizelge 5.2'de verilen karigik kiiltlir ekim sonuclar1 degerlendirildiginde besiyerleri arasinda bir
sayim sonuglar arasinda fark goriilmemisken (P>0,01), sicaklik etkili olmustur (P<0,01). 37
°C'da yapilan ekimlerde her iki bakteri tiiriine rastlanirken, 44,5 °C'da yapilan inkiibasyonda
beklenildigi gibi sadece E. coli gelisimi olmustur ve sicakliklar arasinda goriilen fark, fekal

olmayan koliformlarin gelisememesinden kaynaklanmaktadir.

Bu ¢alisma sonunda elde edilen somut bulgular su sekilde siralanabilir.

-Koliform bakteri izolasyonu amaciyla materyal olarak kullanilan gidalardan yapilan ekimlerde
agirlikli olarak E. coli izole edilmistir (30/46; %65,2). Enterobacter aerogenes (8/46; %17,4) ve
Klebsiella pneumoniae (7/46; %15,2) rastlanan izolatlar iken, Citrobacter freundii (1/46; %2,2)
az rastlanan tiirdiir ancak diger koliform bakteri iiyesi olan Enterobacter cloacae tiiriine hig

rastlanmamuistir.

-Aktif bakteriler, biitlin besiyerlerinde kontrol olarak kullanilan PCA ile aym sayiyr
vermiglerdir. Bu sonuglardan, aktif bakteri ile ¢alisildiginda Tergitol TTC NKS, Endo NKS ve
MFC NKS besiyerlerinin  birbirleri yerine kullanilabilecegi sdylenebilir. Bu bulgu,

denenmedikleri i¢in diger ticari markalar i¢in gegerli degildir.
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-Giinliik analizlerde, numunedeki koliform bakterilerin ne denli stres altinda bulundugu
bilinemedigi ve bu besiyerlerinin selektivitesinin bu konuda ne denli etkili olacagi da
bilinmemektedir. Buna bagh olarak giinliik analizlerde selektivitesi diisiik olan ve standart olarak

Onerilen besiyerinin (Lactose TTC Agar with sodium heptadecylsulfate) kullanilmasi gereklidir.

-Kaynaklarda sadece %1 oldugu bildirilen indol negatif 2 adet (2/30; %6,7) E. coli izole edilmis
olmasi, indol testi agirlikli tanimlamalarda daha dikkatli olunmasi gerektigini ortaya

koymaktadir.

-E. coli, mFC NKS besiyerinde 44,5 °C'da tipik koyu mavi renkli koloni olustururken 37
°C'daki inkiibasyonda merkezde pembe, disarida koyu mavi renkli koloni olusturdugunun nedeni

anlagilamamustir.

-Ayn1 besiyerinde farkl tiirlere ait bakteriler, koloni morfolojisi agisindan gozle (siibjektif
olarak) incelendiginde dikkate deger bir morfolojik fark gézlemlenmemistir. Buna bagli olarak;
cesitli kaynaklarda belirtilen morfolojik farkliliklarin daha fazla izolat ile c¢alisilmast ve

degerlendirmelerin buna gore yeniden gézden gegirilmesi gerektigini gostermektedir.

-B-GUR negatif E. coli izolatinin CT-SMAC Agar besiyerinde tipik renksiz koloni yapmis
olmasi bu izolatin E. coli O157:H7 serotipi olma olasiligiin yiiksek oldugunu gostermektedir.
Her ne kadar bu tez ile dogrudan ilgili bir bulgu olmamakla birlikte; bu izolatin elde edilmis
oldugu materyalin ¢ig siit olmasi, ¢ig siit tilketimini savunanlarin ¢ok dikkatli olmas1 gerektigini

ortaya koymaktadir.
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EKLER

EK 1:

Bu caligmada uygulanan identifikasyon testleri, kisaca uygulanisi ve kullanilan kimyasallar

asagidaki gibidir:

Indol Testi: Triptofanaz enzimine sahip bakteriler triptofan1 ayristirarak indol meydana getirirler.
Olusan indol, Kovacs' ayiraci ile belirlenir. Triptofan igeren bir besiyerine ekim ve 37 °C'da 24
saat inkiibasyondan sonra besiyerine Kovacs' ayiract damlatilir. 0,5-1 dakika iginde tiiplin
tizerinde goriilen visneciiriigii halka indol olusumunu gosterir (indol pozitif sonug). Bu ¢aligmada
indol testi LST+MUG Broth (Merck) besiyerinde yapilmustir. Inkiibasyondan sonra Durham
tiipiinde gaz pozitif tliple, floresan agisindan degerlendirilmis, sonra gaz pozitif tiim tiiplere indol
testi uygulanmistir. indol testi bir anlamda B-GUR (MUG, floresan) pozitif tiiplere uygulanmasi
gereken ve E. coli tanimlanmasini kesinlestiren bir test iken, gaz pozitif f-GUR negatif tiiplere de
indol testi uygulanis ve boylece rastlantisal olarak E. coli O157:H7 oldugu sanilan tanimlama

yapilmugtir.

B-GUR Testi: E. coli yapisal enzimi olan B-glucuronidase (B-GUR), 4-methylumbelliferyl-beta-
D-glucuronide (MUG) substratini  glucuronic acid ve floresan bir madde olan 4-
methylumbelliferyl'e pargalar. Reaksiyon, los bir ortamda uzun dalga boylu (366 nm) UV lamba
ile kontrol edilir. Floresan 1s1ma goriilmesi B-GUR olarak degerlendirilir. Bazen, olusan asiri
asitlik floresan 151may1 maskeleyebilir. Standart 10 mL olan besiyerine 1 N NaOH ¢ozeltisinden 1
ml eklenmesi ile asitlik notralize olur ve floresan 1s1ma belirginlesir. NaOH ilavesi daha sonra
yapilacak olan indol testini etkilemez. Bu ¢alismada B-GUR testi icin LST+MUG Broth (Merck)

kullanilmistir.

Metil Kirmuzis1 Testi: Bu test, glikozun fermentatif olarak metobolize olmasi sonunda
besiyerinde organik asitlerin meydana geldigini ve pH'nin diistiiglinii ortaya koymak i¢in yapilir.

Metil kirmizist ¢ozeltisi pH 6,0'da sar1 renk ve pH 4,4'den asagida kirmizi renk gosterir. MR/VP
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besiyerine ekimi yapilan tiipler 37 °C'da 2-7 giin inkiibasyona birakilir. Bu siire sonunda metil
kirmizisi ¢ozeltisinden 4-5 damla damlatilir ve iyice karigtirilir. Cozelti besiyerine damlatildiktan
sonra tistte kirmizi renkli bir halkanin meydana gelisi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir. Bu

calismada metil kirmizis1 (Metil Red) testi icin MR-VP Broth (Merck) kullanilmastir.

Voges-Proskauer Testi: Bu test, bazt mikroorganizmalarin glikozu fermente edilerek, nétral bir
iirtin olan acetylmethylcarbinol'u (acetoin) meydana getirme yetenegini tayinde kullanilir. VVoges
Proskauer testi ile metil kirmizis1 testi, ortamlarinin ayni olmasi nedeniyle birlikte
uygulanabilirler. Metil kirmizis1 pozitif olanlarda (organik asit fazla olmasi nedeniyle), VP
reaksiyonu negatif olabilir. Ilk baslangicta MR testi pozitif goriilebilir. inkiibasyon siiresi uzarsa
acetoin olusabilir. Icinde glikoz bulunan MR/VP besiyerine kiiltiirlerden ekilir ve 37 °C'de 2-7
giin inkube edilir. Bu siirenin sonunda kiiltiirlere ve ekilmemis tiiplere ayiragtan (O'Meara) 1 mL
ilave edilerek hafifce calkalanir ve su banyosunda (37 °C'da) 4 saat tutulur. Aralikli olarak
hafifce ¢alkalanir. Besiyerinin iistiinde 2-5 dakika icinde pembe rengin olusu, acetoin varliginm
ortaya koydugundan pozitif reaksiyon olarak kabul edilir. Eger sar1 renk meydana gelirse negatif

olarak dikkate alinir.

Ejikman Testi: Bu test ile fekal koliformlar 44,5 °C'da gelisme yetenegine gore digerlerinden
ayrilmaktadir. EC Broth besiyerine bakteri ekimi yapilir ve 44,5 °C'de 48 saat inkiibasyon sonrast

gaz ¢ikist gdzlemlenen tiipler pozitif sonug olarak kabul edilir.

Sitrat Testi: Bu test, mikroorganizmalarin, besiyerlerine katilan sitrati karbon kaynagi ve
amonyum tuzlarim1 da nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenegini saptamada kullanilir.
Sitrat metabolizmasinda elde edilen iiriinlerin ortamin pH's1 ile sik1 bir iliskisi vardir. Son {iriin ne
olursa olsun, sitrat fermentasyonunda esas basamak, piruvat'n meydana gelisidir. Piriivatin
ayrigsma trlinleri besiyerinin pH'sina bagimlhidir. Bakteriler, yatik agara hazirlanan Simmons
Citrate besiyerine ¢izgi ekim yapilarak ekilir ve tiipler 2-7 giin 37 °C'da inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonrasi higbir {iremenin olmamasi ve ortamin orijinal yesil rengini muhafazasi
negatif reaksiyon ve ekim hatt1 boyunca tireme ile birlikte koyu mavi rengin meydana gelmesi de

pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir.
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Hidrojen Siilfiir Testi

Bu test, mikroorganizmalarin, siilflir igeren bazi aminoasitleri (sistin, sistein, metionin, glutation)
veya bilesikler (siilfatlar1) ayristirarak hidrojen siilfiir (H,S) meydana getirebilme durumlarini
saptamak icin yapilir. Bakteri, SIM besiyerine igne 6ze ile dikine ekilir. Tiipler 37 °C'de 2-7 giin
inkiibasyona birakilarak her giin gozle kontrol edilirler. Pozitif reaksiyon genellikle 24 saat
sonunda aliir. SIM besiyerinde, inokiilasyon hatt1 boyunca siyah rengin (demir siilfiir) meydana
gelmesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir. Hicbir degisiklik yoksa negatif olarak kabul

edilir.

Hareket Testi: Bakterilerin hareketliliklerinin arastirildigi bir testtir. Bakteri, Sulfide Indole
Motility (SIM) besiyerine igne 6ze ile dikine ekilir. Tiipler 37 °C'da 2-7 giin inkiibasyona
birakilarak her giin gézle kontrol edilirler. SIM besiyerinde, inokiilasyon hattindan yanlara dogru

yayilan lireme, hareketi ifade eder.
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Ek 2: istatistik Analiz Sonuclar

General Linear Model: Veri versus Bakteri; Sicaklik

Factor Type
Bakteri fixed

Sicaklik fixed

E. coli; Ent. aerogenes; Kleb. pneumoniae

Levels Values
3
2 37;: 445

Analysis of Variance for Veri, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS AdjSS | AdjMS |F P
Bakteri 2 1469,47 1469,47 | 734,73 949,23 0,000
Sicaklik 1 770,74 1885,18 | 1885,18 | 2435,53 | 0,000
Bakteri*Sicaklik | 2 1359,69 1359,69 | 679,85 878,32 0,000
Error 354 274,01 274,01 0,77

Total 359 3873,90

Descriptive Statistics: Veri

Variable Bakteri | N Mean | SE Mean | StDev | Minimum | Maximum

E. coli 240 | 9,0314 | 0,0223 0,3458 | 7,6000 9,7800

Ent. aerogenes 64 | 4,5810 | 0,5770 4,6200 | 0,0000 9,4900

Kleb. pneumoniae | 56 | 4,946 | 0,5790 4,3300 | 0,0000 9,3800
Descriptive Statistics: Veri

Variable Sicaklik | N Mean | SE Mean | StDev | Minimum | Maximum

37 180 | 9,0679 | 0,0211 0,2837 | 7,9500 9,6000

44 5 180 | 6,1420 | 0,3100 4,1540 | 0,0000 9,7800
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Descriptive Statistics: Veri

Results for Bakteri = E. coli

Variable Sicaklik | N Mean SE Mean | StDev | Minimum | Maximum
37 120 | 9,1310" | 0,0192 0,2106 | 8,4800 9,6000
445 120 | 8,9318" | 0,0383 0,4194 | 7,6000 9,7800
Results for Bakteri = Ent. aerogenes

Variable Sicaklik | N | Mean SE Mean | StDev | Minimum | Maximum
37 32| 9,1616" | 0,0405 0,2289 | 8,7600 9,4900
445 32 | 0,0000° | 0,0000 0,0000 | 0,0000 0,0000
Results for Bakteri = Kleb. pneumoniae

Variable Sicaklik | N | Mean SE Mean | StDev | Minimum | Maximum
37 28 | 8,6907” | 0,0604 0,3197 | 7,9500 9,3800

44 5 28 | 1,2020° | 0,5670 3,003 | 0,0000 9,050
Descriptive Statistics: Veri

Results for Sicaklik = 37

Variable Bakteri | N Mean SE Mean | StDev | Minimum | Maximum
E. coli 120 | 9,1310" | 0,0192 0,2106 | 8,4800 9,6000
Ent. aerogenes 32 |9,1616" | 0,0405 0,2289 | 8,7600 9,4900
Kleb. pneumoniae | 28 8,6907° | 0,0604 0,3197 | 7,9500 9,3800
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Results for Sicaklik = 44,5

Variable Bakteri | N | Mean SE Mean | StDev | Minimum | Maximum
E. coli 120 | 8,9318" [ 0,0383 | 0,4194 | 7,6000 9,7800
Ent. aerogenes 32 | 0,0000° | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 0,0000
Kleb. pneumoniae | 28 | 1,2020° | 0,5670 3,0030 | 0,0000 9,0500

General Linear Model: Veri versus Bakteri; Besiyeri

Analysis of Variance for Veri, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Bakteri 2 1469,47 1469,47 734,73 106,40 0,000
Besiyeri 3 0,91 0,19 0,06 0,01 0,999
Bakteri*Besiyeri | 6 0,48 0,48 0,08 0,01 1,000
Error 348 2403,05 2403,05 6,91

Total 359 3873,90

Descriptive Statistics: Veri

Variable Bakteri | N Mean SE Mean | StDev | Minimum | Maximum

E. coli 240 | 9,0314" [ 0,0223 | 0,3458 | 7,6000 9,7800

Ent. aerogenes 64 |4,5810° [ 0,5770 | 4,6200 | 0,0000 9,4900

Kleb. pneumoniae | 56 | 4,9460° | 0,5790 | 4,3300 | 0,0000 9,3800
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Descriptive Statistics: Veri

Variable Besiyeri | N | Mean | SE Mean | StDev | Minimum | Maximum
PCA 90 | 7,660 | 0,349 3,315 | 0,000 9,610
Terg 90 | 7,593" | 0,347 3,294 | 0,000 9,600
Endo 90 | 7,528" | 0,345 3,274 | 0,000 9,590
mFC 90 | 7,637% | 0,349 3,311 | 0,000 9,780
Two-Sample T-Test and CI: Sicakhk 37; Sicakhk 44,5
Two-sample T for Sicaklik 37 vs Sicaklik 44,5

N Mean StDev SE Mean
Sicaklik 37 12 9,130 0,317 0,092
Sicaklik 44,5 | 12 8,666 0,247 0,071

Difference = mu (Sicaklik 37) - mu (Sicaklik 44,5)
Estimate for difference: 0,464
95% ClI for difference: (0,223; 0,705)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 4,00 P-Value =0,001 DF =22
Both use Pooled StDev = 0,2845

Descriptive Statistics: Sicaklik_37; Sicakhk_44,5

Variable N Mean SE Mean StDev Minimum | Maximum
Sicaklik 37 12 9,1300 0,0916 0,3174 8,8200 9,9100
Sicaklik 44,5 | 12 8,6658 0,0714 0,2474 8,3400 8,9900
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