T.C.
KAFKAS UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

Escherichia coli’NIN FARKLI SEKERLERi KULLANMA YETENEGI
UZERINE BiR CALISMA

Vet. Hek. Nurhayat SIGIRTMAC

Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN

Doc. Dr. Murat GULMEZ

2008 KARS



T.C.
KAFKAS UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

Escherichia coli’NIN FARKLI SEKERLERi KULLANMA YETENEGI
UZERINE BiR CALISMA

Vet. Hek. Nurhayat SIGIRTMAC

Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN

Doc. Dr. Murat GULMEZ

2008 KARS



T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali yiiksek lisans programi ger¢evesinde
Nurhayat Sigirtmag tarafindan hazirlanmig olan “Escherichia coli’ nin Farkh Sekerleri
Kullanma Yetenegi Uzerine Bir Arastirma” adli bu calisma, yapilan tez savunmasi
sonunda jiiri iyeleri tarafindan Lisansiisti Egitim ve Ogretim Yonetmeligi uyarinca

degerlendirilerek OY BIRLIGI ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 08.04.2008

Adi Soyadi

Baskan : Do¢.Dr.Mitat SAHIN

Uye : Do¢.Dr.Murat GULMEZ

Uye : Yrd.Do¢.Dr.Leyla VATANSEVER

Bu tezin kabulli, Saghk Bilimleri Enstitiisi Yonetim Kurulu’nun IQOQZ&DR Gilin ve

03/ .@5..—8@1y111 karariyla onaylanmigtir.




1.1.
1.2
1.2.1.
1.2.1.1.
1.2.1.2.
1.2.2.
1.2.3.
1.3.
1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.
1.3.4.
1.3.5
1.3.6.
1.4.
1.4.1.
1.4.1.1.
1.4.1.2
1.4.1.3.
1.4.1.4
1.4.1.5.
1.4.1.6.
1.4.1.7.
1.4.1.8.

ICINDEKILER

Onsoz

Simgeler ve kisaltmalar dizini

Sekiller dizini

Tablolar dizini

GiRiS

Mikroorganizmalar ve Saghkla iliskisi
Mikroorganizmalarin Smiflandirilmasi
Prokaryotik mikroorganizmalar
Bakteriler

Mavi-yesil Algler

Okaryotik mikroorganizmalar
Viriisler

Bakterilerin Simflandirilmasi

Dogal (Filojenik) Stmflandirma
Niimerikal Smiflandirma

Genetik Simiflandirma

Antijenik Simiflandirma

Fajla Tiplendirme

Kemotaksonomi
Enterobacteriaceae’nmin Stmflandirilmasi
Enterobacteriacea’min yaygin cinsleri
Citrobacter tiirleri

Enterobacter tiirleri

Erwinia tiirleri

Escherichia tiirleri

Hafnia alvei

Klebsiella tiirleri

Morganella morganii

Pantoea tiirleri

Sayfa
No

11
I

o e e o R R R XX TN NNt R R R W



1.4.1.9.

1.4.1.10.
1.4.1.11.
1.4.1.12.
1.4.1.13.
1.4.1.14.
1.4.1.15.

1. 5.

1.6.

1.6.1.
1.6.2
1.6.3.
1.6.4.
1.6.5.
1.6.6.
1.6.7.
1.6.8.
1.7.

1.7.1.

1.8.
1.8.1.
1.8.1.1.
1.8.1.2.

Proteus tiirleri

Providencia tiirleri

Rahnella tiirleri

Salmonella tiirleri

Serratia tiirleri

Shigella tiirleri

Yersinia tiirleri

Koliformlarin Simiflandirilmasi
Escherichia coli’nin Siniflandirilmasi
Enteropatojenik Escherichia coli
Enterotoksijenik Escherichia coli
Enteroinvaziv Escherichia coli
Verositotoksinojenik Escherichia coli
Enteroagregative Escherichia coli
Diffuz aderent Escherichia coli
Uropatojenik Escherichia coli

Neonatal Meningitis Escherichia coli

Escherichia coli’nin Rutin izolasyon ve Identifikasyon

Yontemleri

En Muhtemel Say1 Yontemi

Kati Besiyeri Yontemi

Membran Filtrasyon Yontemi

Toplam Enterobacteriacea’nin izolasyonu
Coli-aerogenes bakteriler izolasyonu
Koliform bakteri izolasyonu

Fekal koliform bakterilerin izolasyonu
Escherichia coli izolasyonu

Escherichia coli O157:H7 nin izolasyonu
Escherichia coli’nin hizh identifikasyon teknikleri
Selektif besiyerlerine dayali yontemler
LST-MUG yontemi

Kromojenik-fluorojenik substrat + MUG yontemi

10
10
10
10
10
11
11
11
13
13
13
14
14
16
16
16
16

17
17
18
18
18
19
19
19
19
19
19
19
20



1.8.1.3.

1.8.2.

1.8.2.1.
1.8.2.2.
1.8.2.3.

1.8.3.

1.8.3.1.

1.8.4.

1.8.4.1.
1.8.4.2.

2.1.
2.2,
2.2.1.

2.2.2,
2.2.3.
2.24.
2.2.5.
2.2.6.
2.2.7.
2.2.8.

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.

API20E yontemi

Antikor-Antijen kompleksine dayali yontemler
Immunoblotting ve immunopresipitasyon metotlar
Radyoimmunoassay yontemi
immunofluoresan teknigi

Enzime dayali yontem

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Gene Dayah Analizler

PCR (Polymerase Chain Reaction)
Hibridizasyon yontemi

MATERYAL VE YONTEM

MATERYAL

YONTEM

izolatlarm  safhk  kontrollerinin yapilmasi  ve
stoklanmasi

Gram Boyama

Oksidaz testi

Katalaz testi

Glukozdan Asit ve gaz iiretme yetenegi (37° C)
Indol testi

Sitrat testi

Karbonhidrat kullanim testleri

BULGULAR

indol negatif izolatlar

Sitrat pozitif izolatlar

Katalaz negatif izolatlar

Maltoz negatif izolatlar

Mannitol negatif izolatlar

Trehaloz negatif izolatlar

Salisin pozitif izolatlar

Selobiyoz pozitif izolatlar

Eskiilin pozitif izolatlar

20
21
21
21
22
22
22
22
22
23
25
25
26
26

26
27
27
27
27
28
28
30
38
41
43
44
45
45
47
48
50



3.10.
3. 11.
3. 12.
3.13.
3.14.

® XS

Myoinozitol pozitif izolatlar
Adonitol pozitif izolatlar
Sorbitol negatif izolatlar
Laktoz negatif izolatar
Glukoz negatif izolatlar
TARTISMA ve SONUC
OZET

SUMMARY
KAYNAKLAR
OZGECMIS

51
53
55
57
57
58
81
82
83
96



APHA

B

DAEC
EHEC/VTEC

EIEC
EMB
EMS
EPEC
ETEC
FEEC
GUD
HUS
I1SO
MAR
u
NMEC
SAM
SMAC
TSE
TSA
UPEC
VL
VRB, VG

Simgeler ve Kisaltmalar

Alfa

Amerikan Halk Saghg Kurulusu
Beta

Diffusively adherent Escherichia coli
Enterohemorajik Escherichia coli /
Verositotoksin Escherichia coli
Enteroinvaziv Escherichia coli

Eosin Metilen Blue

En Muhtemel Say1 Yontemi
Enteropatojenik Escherichia coli
Enterotoksijenik Escherichia coli
Fakiiltatif Enteropatojenik Escherichia coli
B-D Glukronidase

Hemolitik Uremik Sendrom
Uluslararas: Standartlar Orgiitii
Multiple antibiyotik resistans
Mikron

Neonatal Meningitis Escherichia coli
Selobiyoz, Adonitol ve Myo-inozitol kombinasyonu
Sorbitol MacConkey Agar

Tiirk standartlar enstitiisii

Triptik Soy Agar

Uropatojenik Escherichia coli

Violet Red Bile Laktoz Agar

Violet Red Bile Glukoz Agar

Savfa
no
16
17
19
16
14

14
19
17
13
13
16
20
15
17
69

16
73
29
17
17
16
25
25



Sekil 1
Sekil2

Sekiller dizini

Yasamin siklusu

Evrensel Filojenik Agac

II

Sayfa



Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.
Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.
Tablo 11.

Tablo 12.
Tablo 13.

Tablo 14.
Tablo 15.

Tablo 16.

Tablo 17.

Tablo 18.

Tablo 19.

I

Tablolar Dizini

Glukoz pozitif izolatlara yapilan temel izolasyon testlerine gore
gruplandirma

Tipik  Escherichia coli izolatlarmin 17 farkli seker
fermantasyonuna ait pozitif test sonuglar

Sorbitol negatif oOzellik gosteren E. coli izolatlarinin
fermantasyon sonuglari

E. coli  izolatlann icerisinde salisin, eskillin ve myo-
inozitolinozitol testlerinde pozitif 6zellik gosteren izolatlarin
fermantasyon yetenekleri

Toplam 126 sus igerisinde tipik E. coli olmamay1 belirlemede
(eliminasyonda) testlerin etkinligi

Indol negatif izolatlarin test sonuglar

Sitrat pozitif izolatlarin test sonuglar

Katalaz negatif izolatlarin test sonuglar

Maltoz negatif izolatlarin test sonuglari

Mannitol negatif izolatlarin test sonuglar

Trehaloz negatif izolatlarin test sonuglari

Salisin pozitif izolatlarin test sonuglari

Selobiyoz pozitif izolatlarin test sonuglari

Eskiilin pozitif izolatlarin test sonuclar

Myoinozitol pozitif izolatlarin test sonuglar
Adonitol pozitif izolatlarin test sonuglar

Sorbitol negatif E. coli haricindeki sorbitol negatif izolatlarin
test sonuclari

Laktoz negatif izolatlarin test sonuglar

Glukoz negatif izolatlarin test sonuglart

Sayfa
no

30

33

34

35

36

39

41
42

43

44
45

46
48

49
51

53

56

57



v

ONSOZ

E. coli, gida kaynakli bakteriyel etkenlerin baslicalarindan bir tanesidir. Ayrica bu
tir, gida ve su kaynaklarimin diski kaynakli kirlenmelerinin tespit edilmesinde
indikator olarak kabul edilen mikroorganizmalarin basinda gelmektedir. Bunun
nedeni, bu tiirlin diski kaynakli bulagmaya iyi bir indikatér olmasi ve kolayca
tiretilmesi, izole ve identifiye edilebilmesidir. Bununla birlikte bu tiiriin farklh
siniflandirmalara tabi tutuldugu goriilmektedir. Biyotipten ziyade serotip ve genotip
analizleri ile yapilan siniflandirma metotlarinin, rutin izolasyon yapan analizler i¢in
yeterince kolay, hizli ve ucuz olmadiklart bildirilmektedir. Oysa biyotip ozellikleri
bu avantajlar1 daha kolay saglar niteliktedir. Baz1 biyotipik 6zellikler etkenin gida
veya klinik materyalden ilk izolasyonunu kolaylastirmada kullanilmaktadir. Bu
biyotipik 6zellikleri ¢iplak gozle goriiniir kilmak icin besi yerlerine sekerler, boyalar,
bazi kromojenik ve florojenik maddeler katilmaktadir. Bu suretle elde edilen ¢ok
sayida besi yeri ve bu besi yerleri ile 6zdes ¢cok sayida metot bildirilmistir.

Giiniimiizde bu metotlar bir taraftan karsilastirmali olarak farkli kaynaklardan elde
edilen suglar da kullanilarak karsilastirilirken diger taraftan da daha iyi besi yeri ve
metot arayisina yonelik gayretler devam etmektedir. Tiim bu gayretlerin degismeyen
kurali daha giivenilir, hizli, kolay ve ucuz yontemler bulmaktir. Varilan noktada
bilinen fenotipik 6zellikler ile veya mevcut besi yerlerinin kullanilmasi durumunda
izole edilemeyen ve atipik olarak degerlendirilebilen suslarin tespit edilmesi,
metotlarin ve besi yerlerinin yeniden gozden gecirilme geregini ortaya ¢ikarmistir.
Ornegin, laktoz negatif, indol negatif, sorbitol pozitif veya negatif patojen E. coli
suglarim bir tek metot kullanarak izole etmenin kosulu arastirildigi zaman, mevcut
otoritelerin onayladig1 izolasyon ve identifikasyon yontemlerinin tekrar godzden
gecirilme geregi ortaya ¢ikmaktadir. Kat1 besi yerinin selektifligi arttik¢a tiim patojen
E. coli suslarinin da tipik 6zellikte iiremesinden feragat edilmis olmaktadir. Mevcut
metotlar ve besi yerleri genel olarak bir susa kars1 iyi calismakla birlikte diger
suslarin yok sayilmasina ve calismayi dar kapsama sokmaya neden olmaktadir.
Ornegin toksin, toksin geni veya diger virulens genlerini belirlemek giivenilir
olmakla birlikte yukarida bildirilen olumsuzluklardan dolayr rutin hale

gelememektedir. Geldigi durumda da ¢alismay1 daraltmaktadir.



Ornegin E. coli O157:H7, gidalarda rutin olarak taranmasi gereken bir E. coli
susudur. Bu sus, sorbitol negatif, sefixim ve tellurit direngli olup besi yerine de bu
ozellikler kazandirilarak izole edilmektedir. Daha sonra sivi Kkiiltiirde iiretilerek
serolojik olarak O157 ve ardindan H7 fenotipi tespit edilmekte ve arastirma
tamamlanmaktadir. Bu metotla bir tek sus, bu susun sadece sorbitol negatif, sefixim
ve tellurit direngli alt suslan izole ve identifiye edilmis olacaktir. Diger varyantlar
gbz ardi edilecek, calisilmis bir konuda en dar kapsamli bilgi birikimi saglanmis
olacaktir. Oysa, ilk izolasyon besi yerinde tim E. coli tipleri tipik iiremeli, daha
sonra ayirma, eliminasyon, dogrulama ve gruplandirma testlerine tabi tutularak, tim
elde edilen E. coli izolatlarinin stoklanmasi, degerlendirilmesi daha derin bilgi
birikimine ve daha ekonomik sonuglar almaya katki saglayacaktir. Belki de bir veya
birden cok bakteri hakkinda biyotip, serotip ve genotip arastirma gruplari ayri ayri
kurulmali ve ortak calismalar yapmalidirlar. Bu calismada farkli kaynaklardan izole
edilen E. coli izolatlarinin 17 farkli sekeri kullanma 6zellikleri test edilmis ve bu
sekerlerin ilk izolasyonda veya bu asamadan hemen sonraki ayirma, elimine etme ve

gruplandirma faaliyetlerinde kullanilabilme olanaklar1 arastirilmaya ¢alisildi.

Calismada emegi gecenlere sirasiyla, Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali
Baskan1 Prof. Dr. Abamiislim Giiven, Danismanim Dog¢. Dr. Murat Giilmez,
Aragtirma Gorevlisi Dr. Berna Duman, Ogretim Uyeleri Yrd. Doc.Dr. Leyla
Vatansever, Yrd. Do¢. Dr. Nebahat Bilge Oral, Arastirma Gorevlisi Dr. Cigdem
Sezer’ e bilimsel katkilarindan; Annem Tamam, babam Peker, ablam Fatma, esim
Engin, oglum Umut ve kardeslerim Ziileyha, Divane, Dogan ve Aysegiil’e manevi

katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1. Mikroorganizmalar ve Saghkla Iliskisi

Mikroorganizmalarin kesfinden 6nce, dogada var olan biitiin canlilarin hayvan ve
bitki kaynakli oldugu disiiniiliirdii. 1600’14 yillarda Antony ven Leeuwenhoek
tarafindan mikroskobun bulunusuyla, hayvan ve bitkilerin yani sira mikroskobik
canlilarin da var oldugu ortaya ¢ikmis, bu canlilarin insanlarda hastalik yaptig1 ortaya
cikinca Onemleri artmis ve giiniimiizde bile hala {izerlerinde arastirma yapilmaya
devam edilmistir (14).

Mikroorganizmalarin ¢ogunun, insan ve hayvan tiirlerinin yasami ve sagligi
izerine etkileri vardir. Bakteriler, canlilarin yasam siklusunun temel elemanlar
arasinda yer almaktadir. Her yerde bulunabilen bakteriler, ¢iiriime olaymda aktif rol
oynamakta ve ciirimeyi gerceklestirerek yasam icin gerekli olan besinleri
ayristirmaktadir. Bu ayristiricilar tarafindan parcalanan besinlerin 151k karsisinda
fotosentezi sonucu yesil bitkiler olugsmakta ve temel olmayan iireticiler tiiketici canh
elemanlar tiiremektedir. Ciiriime olay1 ile meydana gelen kimyasal maddeler topraga
karisir ve bunlan topraktan alan bitkiler gelisir. Bitkileri ot/et oburlar, yani hayvan ve
insanlar kullanarak yasamlarini siirdiiriirler (Sekil 1). Bu siireci baslatan bakterilerdir.
Bakteriler, bitkilerin fotosentez yoluyla havaya verdigi karbondioksiti serbest karbon
haline ¢evirirler. Ayn1 zamanda atmosfere yilda 20 bin ton karbonioksit vererek tabii
karbon siklusunu temin ederler. Bitki ve hayvanlarin 6li viicutlarindaki karbon ve
azotu ¢iirlime olay1 ile serbest hale getirerek diger canlilar tarafindan kullanilmasini
da saglamaktadirlar. Organik maddelerin birbirine doniismelerini, 6rnegin hidrojen
siilfiti okside ederek siilfiire ¢evirir ve yesil bitkilerin kiikiirt kaynagini temin ederler.
Yesil algler diinyanin oksijenini saglayarak yasamin temel ihtiyacina biiyiik katkida

bulunurlar (88).



1s5tk—» — yesil bitkiler —— tiiketiciler

T ot/et oburlar l
fotosentez mantar
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Sekil 1. Yasamin siklusu

Mikroplarin canlilar iizerindeki ikinci etkileri insan ve hayvanlarin sagliklan ile
ilgilidir. Tk bakista mikrop deyince insanlar korkar. Ciinkii mikroplar insan, hayvan
ve bitkilerde bir¢ok salgin hastalik yaparak toplumun ekonomik diizenini bozdugu,
harplere, goclere, uygarliklarin yikilisina, kitlik ve sefaletlere neden olmaktadirlar.
Bulagici hastaliklarin  mubhtelif asirlarda meydana getirdikleri korkung olim
rakamlarina bakilinca, bugiin yeryiiziinde insan ve hayvan nesillerinin nasil olup da
kalmis olduklarina hayret edilebilir. On dordiincii yiizyilda, Cin’de baglayarak
Hindistan, Iran, Kafkasya ve Tiirkiye iizerinden Avrupa’ya yayilmis olan veba
salgininda 23 milyon insan 6lmiis ve agir hastalar 6lmeden 6nce gomiilmiistii. Veba
salginin1  Yahudilerin neden oldugu ve yaydigi samlarak, halk Yahudileri kitle
halinde Oldiirmeye baglamis, nihayet Papa V. Clemens bu katliami zorlukla
onleyebilmistir. Yiizyillar once hastalik, tanrinin insanlara verdigi bir ceza olarak
nitelendirilmis, bazi iilkelerde bulasici hastaliklar1 baz1 sahislarin yaydigi sanilarak
bircok masum insan feci sekilde oldiiriilmiis, sonug olarak din adami-doktor iliskisi
ortaya ¢ikmustir. Dinler, baz1 yiyecek ve icecekleri men ederek insanlar temizlige
itmis, mikroplarla meydana gelen hastaliklardan insanlar1 korumaya calismistir.
Alkol yasaklanmis, siinnet gelenegi konmustur. Erkek ¢ocuklarin siinnet olmasi ile
cinsel bulasan bazi hastaliklardan korunma saglanmistir. Domuz etinin baz1 dinlerce
yasaklanma nedeni, domuz eti yenildigi zaman insanlara gecen °‘trisin’ denilen
hastalik yiiziindendir. Fareden tiksinme, veba hastalifinin korkun¢ olusundandir.
Ciizzaml hastalarin boyunlarina takilan ¢ingirak, hastalarin gelislerini belli ederek,

hastaliksiz insanlarin uzaklagmasiyla hastaliklardan korunma vasitasi olmustur (88).



1.2.Mikroorganizmalarin Simiflandirilmasi

Tarihsel gelisme incelendiginde canhlar prokaryotik ve Okaryotik gruplara
ayrilmistir. Bu aymmmda nukleus esas alinarak ilkel nukleusu olanlar prokaryotik,
gercek  nukleusu  olanlar  ise  Okaryotikler = olarak  adlandirilmistir.

Mikroorganizmalarin siniflandirilmasi Sekil 2°de belirtilmistir (62).

Sekil 2. Evrensel Filojenik Agag (6).



1.2.1. Prokaryotik mikroorganizmalar
Mikroorganizmalarin tiimii prokaryotikler igerisindedir. Bunlarin hiicre yapilarn
basittir ve tek bir kromozomdan olusan c¢ekirdek etrafinda cekirdek zar yoktur.

Ayrica sitoplazmada zarla ¢evrili organel bulunmaz.

1.2.1.1. Bakteriler: Mikroskopla incelendiginde goriilebilen, prokaryotik hiicre

yapisina sahip; yuvarlak (sferik) bicimli, comak (silindirik) bi¢imli, sarmal (spiral)

bicimli ve pleomorfik bakteriler olmak iizere morfolojik yapilarina gore 4 gruba

ayrilan mikroorganizmalardir (14).

Bergey’s Manual’e gore bakteriler 4 boliimde toplanmistir. Bunlardan;

Gracillucutes béliimiinde gram negatif mikroorganizmalara,

Firmicutes boliimiinde gram pozitif mikroorganizmalara,

Tenericutes olarak adlandirilan bu boliimde, degisik yapilardaki mikroorganizmalara,

(fototrofik, fotosentetik, tomurcuklananlar, kilifli, monfotosentetik)

Mendosicutes boliimiinde ise mantarlara yer verilmektedir (16).

Gracillucutes, Firmicutes ve Tenericutes boliimleri eubacteria grubu ve

Mendosicutes boliimii ise archeobacteria grubu olarak tanimlanmaktadir.
Archaeobacteria grubunda bulunan bakterilerin yasam kosullarn diger gruba gore

farklilik gosterir. Soyle ki bu grup bakterileri, tuzlu, asit oram1 ve sicaklik derecesi

yiiksek ortamlar1 daha ¢ok severler. Ornegin sicak su kaplicalari, tuz tabakalari,

bataklik camurlar1 ya da sigir, koyun gibi ruminantlarin sindirim sistemlerinde

yasarlar (105).

1.2.1.2. Mavi-yesil Algler: Prokaryotik hiicre yapis1 gosterdigi i¢in alglerden ayri

olarak siyanobakteriler ad1 altinda bakteriler icerisinde incelenmektedirler (105).



1.2.2. Okaryotik mikroorganizmalar

Biitiin bitki ve hayvanlar, funguslar, algler ve protozoonlar Okaryotik
mikroorganizmalardir. Bunlarin temel ayirici 6zelligi kromozomal yapilarinin bir zar
sistemi ile sitoplazmadan ayri olmasidir (3).

Algler klorofil i¢erdiklerinden dolay1 cogunlukla yesil renklidirler. Havadaki serbest
azotu topraga  baglayarak  verimliligi  arttinrlar.  Bunlar  fotosentetik
mikroorganizmalardir.

Protozoonlar tek hiicreli, fotosentez yapmayan okaryotik mikroorganizmalardir. Bir
kismi bakteri ve diger mikroorganizmalar tiiketerek dogadaki dengenin
korunmasinda rol alirlar (105).

Mantarlar da protozoonlar gibi klorofilli olmadiklarindan fotosentez yapmazlar. Cok
hiicrelidirler, iireme tarzlar1 ve yasama dongiileri, nukleolus igermeleri, hiicre ici

organellerinin olmasi gibi 6zelliklere sahiptirler (14).

1.2.3. Viriisler

Genetik materyalleri (DNA, RNA) esleyememelerinden dolay1 biitiin biyolojik
sistemlerden ayrilarak prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerin bulundugu siniflarin
icerisine girmezler. Bunlar aym1 zamanda bagimsiz bir metabolizma da icermezler.
Enfekte ettikleri hiicreler disinda metabolik faaliyet, hareketlilik ve cogalma gibi
ozellikleri gostermezler. Viriislerde cogalma konak¢i hiicreye tutunma, viral niikleik
asit replikasyonu icin gereken enzimlerin kullanilmasi ile transkripsiyonu, viral

yapilarin tespiti ve de salinim asamalarini icermektedir (3).

1.3. Bakterilerin Siniflandirilmasi

a. Dogal (Filojenik) Simflandirma: Bu simiflandirmada, mikroorganizmalarin
birbirlerine ¢cok benzeyenleri ve ayni kdkenden gelenleri bir araya toplamak, ayri
karakterde olanlar1 ¢ikarmak amaclanmistir. Benzerlik kavrami i¢ine morfolojik,
kiiltiirel, fizyolojik, biyokimyasal, kimyasal, serolojik, patolojik ve benzeri 6zellikler

de bulunmaktadir (14).



b. Niimerik Smiflandirma: Fransiz zoolog M. Adanson tarafindan 1757’de
yapilmis ve kendi adi ile amildig1 i¢in Adansonian siniflandirmasi da denilmistir. Bu
sistemde mikroorganizmalarin benzeyen ve benzemeyen yonleri degerlendirilir.
Boylece taksonomik uzaklik, ortak olan karakterlerin toplam karakterlere oranindan
hesaplanir. Bu yontemde bir¢ok fenotipik 6zelliklere (goriilebilen ya da saptanabilen)
ihtiya¢ vardir. Benzer 6zellik gosterenlere pozitif, benzer 6zellik gostermeyenlere de
negatif puan verilerek degerlendirmeleri yapilir. Benzerlik indeksi hesaplamalart %
olarak yapilir ve S harfi ile simgelenir. Birbirine benzer durumlarda S=100,
benzerligin olmadigi durumlarda da S=0 olur. Bdylece mikroorganizmalarin

siralanmalarinda 100 ile O arasinda benzerlik indeksinden yararlanilir (14).

c¢. Genetik Smiflandirma: Son zamanlarda, mikroorganizmalarin birbirine
benzerlikleri ya da ayrliklarini tespit etmede, alisilagelmis yiizeysel ve degisken
benzerliklerinden daha c¢ok, genetik materyalleri, 6zellikle DNA’lar1, aralarindaki
homojenlik durumlarina dayanan daha tutarli bir siniflandirmaya gidilmektedir. Bu
sekildeki siniflandirma bakterilerin niikleik asit analizlerini gerektirmekte ve bu
islem icin de iki 6nemli yontem kullanilmaktadir. Bunlardan biri, DNA’larin baz
siralarinin % olarak agilimim gosterir, digeri ise mikroorganizmalar arasinda DNAx

DNA ya da DNAx RNA hibridizasyon oranlarin belirler.

d. Antijenik Simiflandirma: Genetik siniflandirma kadar genellenemeyen antijenik
siniflandirmada baz1 bakteri familya veya cinslerini iceren ve bunlarin antijenik
yapilarim esas alan analizlere dayanarak, tiir i¢cindeki siniflandirmaya yardimci olur.
Genetik smiflama kadar genelleme yapilamamasinin nedeni ise, cins veya tiirler
icerisinde cok fazla antijenik degismeler ortaya cikmasindan kaynaklanmaktadir.
Mesela S. pneumoniae, kapsiil yapisina gore 75’ten fazla antijenik tipe, P. multicidae
kapsuler polisakkaridlerine gore 4 antijenik tipe (A, B, C, D) ve L. Monocytogenes
8’den fazla serotipe ayrilmaktadir. Antijenik simiflandirmada baslica iki 6zellik
dikkate alinmaktadir. Bunlardan birincisi yiizey antijenik molekiiller (pilus, flagella,
kapsiil, hiicre duvari, mukoid tabaka), ve ikincisi de piitrifiye proteinlere karsi
hazirlanmis antiserumlarla, cesitli bakterilerden elde edilen homolog proteinler

arasindaki yapisal benzerliklerin incelenmesidir (16).



e. Fajla Tiplendirme: Tiirler ici veya tiirler aras1 iliskiyi tespit etmede yararlanilan
bu siniflandirmada aymi tiire ait suslar, kendilerine 0zgii fajlara gore gruplara
ayrilabilmektedirler. Ancak insan, sigir veya diger hayvanlardan izole edilen
etkenlerin ayn1 faj setleri ile reaksiyon vermedikleri, tiirlere 6zgii baz1 spesifitelerin
bulunmasi nedeniyle fajla smiflandirma ¢ok simirli kalmaktadir. Yeni izole edilen
etkenlerin teshisinde fajlardan da yararlamlmaktadir. Ancak, bazi fajlarin tiir
spesifiteleri ¢ok sinirlidir. Her yonii ile kesin teshisi yapilan bir mikroorganizma,
(Aeromonas hydrophila gibi) kendi tiirline 0zgii fajlarla reaksiyon vermeyebilir.
Bundan dolay1 etkenin teshisinde rolleri az olmakta veya tam yararli olmamaktadir

(14).

f. Kemotaksonomi: Bu siniflandirmada bakterilerin kimyasal ozellikleri esas alinir.
Bakterilerde ¢ok degisken olan yapisal 6zellikler nedeniyle genetik siniflandirma
kadar tutarli degildir ve spesifitesi daha azdir. Bakterilerin kimyasal o6zellikleri
genetik Ozellik gosterse dahi bunlarin yetistigi ve iiredigi besi yerinin kimyasal
yapisi, osmotik basinci, pH, vs. gibi cevresel kosullardan fazlasiyla etkilenmekte ve
degisebilmektedir. Incelenebilen kimyasal ozellikler arasinda, baslica hiicre duvar
bilesenleri, lipit bilesenleri, ¢esitli proteinlerin amino asit siralari ve tiirleri, enzimatik

ozellikleri, pillus ve flagella proteinlerinin bilesimi gibi 6zellikler vardir (14).

1.4.Enterobacteriaceae’nin Siiflandirilmasi

Gram negatif, ¢ubuk seklinde 0,3-1x1-6 um boyutunda peritrik flagellasindan
dolay1  bazilar1  hareketli, endospor ya da mikrokist olusturmayan
mikroorganizmalardir. Hem oksijenli hem oksijensiz ortamda iireyebilirler. Peptonda
iyi gelisirler, halofilik degildirler, D-glukoz ve diger karbonhidratlarin
fermentasyonu esnasinda gaz ve asit olustururlar. Bazi tiirleri 25-30°C” de daha iyi
geligse de cogu tiirleri 37°C” de daha iyi gelisme gosterirler. Shigella dysenteria tip 1
hari¢, oksidaz negatif ve katalaz pozitiftirler. Diinya capinda yaygindirlar, toprakta,

suda, bitkide ve hayvanda bulunabilirler.



1.4.1.Enterobacteriacea’min yaygin cinsleri

1.4.1.1.Citrobacter tiirleri

Suda ve gidada ¢evresel kontaminasyonla yer alir. insan ve hayvanlarin digkisinin
normal florasinda firsatci bir patojen olarak bulunur ve normal ortamlarda hizli
gelisirler (104). On bir tiirii olan Citrobacter’in 9 tiirii klinik materyallerden izole
edilmistir. Koloniler genellikle diizgiin ve suludur fakat mukoid ve kaba suslar1 da
mevcuttur. Citrobacter’in bazi suslar1 Salmonella polivalent antiserumunu aglutine
ettiginden biyokimyasal olarak Salmonella tiirlerine benzer ve bu da yanlis
identifikasyona yol acar. Verositoksijenik Citrobacter freundii’nin gida kaynakli

gastroenteritislere ve hemorajik tiremik sendroma neden oldugu bildirilmistir (16).

1.4.1.2.Enterobacter tiirleri

Genis capta suda, toprakta ve bitki yiizeylerinde izole edilir. Barsak ve digkida
bulunan firsat¢1 patojen bir mikroorganizmadir (104). Sadece 8’i klinik
materyallerden izole edilebilen 11 tiirii mevcuttur. Uygun agarda hizli iirerler,
glukozu gaz ve asit olusturarak fermente ederler. Peritrik flagellalarindan dolay1

hareketlidirler, bazi suslar1 kapsiillerinde K antijeni tagirlar.

1.4.1.3.Erwinia tiirleri

Bitki patojeni olugu icin cogunlukla fitomikrobiyolojistler ve fitopatolojistler
tarafindan calisilmistir. Bu sinifla ilgili calisma ¢ok azdir. Insanlardan ve
hayvanlardan izolasyonu nadir bildirilmistir (16). Erwinia, misir, patates, elma ve

diger tahil tiriinlerinde yumusak siinmeye neden olur (104).

1.4.1.4.Escherichia tiirleri

Sicakkanli hayvanlarda barsak kommensalidir. Onemli bir barsak patojenidir.
Viicudun diger bolgelerinde firsat¢1 patojendir. Dordii insanlarda hastalik meydana
getiren 6 tiirli vardir. En yaygin izole edileni Escherichia coli’dir. Escherichia coli
spesifik hastaliklarla iliskisi olan bir ¢ok serotipe sahiptir(16). Bir¢ok Escherichia
coli susu enterotoksin ya da diger virulens faktorleri icerebilir. Bazi suglar1 K antijeni

ile kapsiillenmistir (104).



1.4.1.5.Hafnia alvei

Toprak, su, hayvan diskist1 ve siit {riinlerinde bulunur. Firsat¢i patojen bir
mikroorganizmadir. Hafnia tek bir tiir icerir o da Hafnia alvei’dir. Uygun ortamda
hizli bir sekilde gelisir ve genellikle hareketlidir. Hareketliliginin 30°C’de 37°C’ ye

nazaran daha fazla oldugu soylenebilir (104).

1.4.1.6.Klebsiella tiirleri

Klebsiella cinsi adin1 19. Asirin sonlarinda yasamis olan mikrobiyolog Edwin
Klebs’ten almistir. Toprak, su ve insan digkisinda bulunur. Meyve ve sebzelerde de
bulunan bu mikroorganizmanin baz tiirleri onemli firsat¢1 patojendir (16). Klebsiella
5 tiir ve 4 alt tiir icerir. Ozellikle Klebsiella pneumonia, Klebsiella ozaenea,
Klebsiella rhinosikleromatis ve Klebsiella aerogenes olarak adlandirilan 4 tiir
giiniimiizde Klebsiella pneumonia’nin alt tirii olarak smiflandirilir. Klebsiella
pneumonia supspecies aerogenes en ¢ok izole edilen tiirdiir. Hepsi uygun ortamda
hizh gelisir, hareketli degildir ve kapsiilliidiirler. Fakiiltatif anaeropturlar ve en uygun
tireme 1silann 37°C’dir. Ancak K. pneumoniae disindaki suslar 4-44°C’de iirerler.
55°C’de 3045 dakikada yikimlanirlar. K. pneumoniae suslarinin nisastay1 en geg 4
giin igerisinde gaz olusturarak parcalamalar diger enterik bakterilerden kolaylikla

ayirt edilmesini saglar (21).

1.4.1.7.Morganella morganii
Bu cins tek bir tiir icerir, o da Morganella morganii’dir. Peritrik flagella ile

hareketlidirler, fakat baz1 suglar 30°C’de flagella sekillendiremezler.

1.4.1.8.Pantoea tiirleri: Bitki patojenidir.

1.4.1.9.Proteus tiirleri

Toprakta, kirli sularda ve hayvan barsaginda bulunan firsatci bir patojendir.
Ucii hastaliga neden olan 4 tiirii vardir. Biitiin suslan iireaz pozitif ve hareketlidir.
Kanl agar iizerinde zon veya film iireterek kiimelenirler. Polimiksin B ve kolostine

direnclidir (16).
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1.4.1.10.Providencia tiirleri
Providencia orijinal olarak proteus tiirlerine benzer. Fakat bunlar iireaz negatiftirler.
Iclerinden 3’ii hastalik yapan 5 tiirii vardir. Hepsi hareketlidir, fakat kiimelenmezler.

Polimiksin B ve kolostine direnclidirler (16).

1.4.1.11.Rahnella tiirleri

Akuatik bir mikroorganizmadir fakat siit {iretim tesislerinde de izole edilmistir (16).

1.4.1.12.Salmonella tiirleri

Insan, sicakkanli hayvanlar ve viicut 1s1s1 ortama gore degisen hayvanlarin 6nemli
bir patojenidir. Salmonella ve Arizona’nin serotipleri giinlimiizde 2 tiir ad1 altinda
diistiniilmektedir. Birincisi Salmonella bongori ikincisi Salmonella enterica’ dir.
Bunlar alti alt tiire ayrilir. 1-Salmonella enterica, 2-Salmonella salammae, 3a-
Salmonella arizonae, 3b-Salmonella diarizonae, 4-Salmonella houteane, 6-
Salmonella indica. Cogu serotip hareketlidir. Salmonella paratyphi A hari¢ cogu H,S
olusturur (16).

1.4.1.13.Serratia tiirleri

Toprak, su ve bitki yiizeylerinde bulunur. Insanlarin ve hayvanlarin firsatc
patojenleridir. Ozellikle sigirlarda mastitise neden olur. Serratia 10 tiir (fakat sadece
ikisi yaygin olarak klinik materyallerden izole edilmektedir) ve 2 alt tiir igerir. En
cok izole edilen 2 tiir Serretia liquaficience ve Serratia marcacescence’tir. Serretia
marcacescence 20°C’de kirmizi bir pigment {iireterek gelisir. Tiirlerin ¢ogu
hareketlidir. Bu sinifin iiyeleri karakteristik olarak lipaz, DNase ve jelatinase

tiretirler. Polimiksin B ve kolostin’e direnglidirler.

1.4.1.14.Shigella tiirleri
Insan ve diger primatlarin barsak patojenleridir. Shigella dysenteria, Shigella
flexineri, Shigella boidy, Shigella sonnei olarak 4 tiirii vardir. Ozellikle Shigella

dysenteria olmak iizere biitiin Shigella tiirleri yiiksek oranda infektiftir.
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1.4.1.15.Yersinia tiirleri

Genis capta toprak, su, hayvan ve gidalarda bulunur. Degisken olarak patojendir.
Yersinia 11 tiir icerir. Biitiin tiirler uygun ortamda hizl bir sekilde gelisirler. Yersinia
pestis, Yersinia enterocolitica ve Yersinia pseudotuberculosis insan ve hayvan
patojenleri olarak bilinen tiirleridir. Yersinia enterocolitica insanlarda enteritise, Y.
pestis vebaya, Y. ruckeri baliklarda hastaliklara neden olur (16). Yersinia pestis hizl
tiremez fakat kanli agarda 24 saat inkiibasyondan sonra diger Enterobacteriaceae
iyelerinden daha kiigiik koloniler olusturur. Yersinia pestis her zaman hareketsizdir.

Diger tiirler 37°C’de hareketsiz 30°C’de hareketlidirler (104).

1.5. Koliformlarmn Smiflandirilmasi
Enterobacteriaceae familyasinda yer alan fakiiltatif anaerob, gram negatif, sporsuz,
laktozdan asit ve gaz olusturan ¢ubuk seklindeki mikroorganizmalardir. Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia ve Klebsiella bu grupta yer almaktadir.
Dogada koliform grubu mikroorganizmalara sikca rastlamak miimkiindiir. Koliform
grubu mikroorganizmalarin hepsi diski kokenli degildir. insan ve sicakkanli
hayvanlarin alt sindirim sistemlerinde gelisen grup, fekal koliform olarak
tanimlanmakta ve bunlarin varligi kesinlikle fekal kontaminasyonun bir gostergesi
olarak gosterilmektedir. Bu grubun en yaygin iiyesi E. coli’dir. Grubun diger tiyeleri
toprak ve bitki kokenli saprofit koliformlardir.

[k olarak Eijkman (36)’1n calismasinda belirlenen fekal koliformlar toplam
koliformlarin yiiksek 1sida gelisen ve laktozu fermente eden ayrica termotolerant
olarak bilinen alt grubu olarak belirtildi. Fekal koliformlarin analizi su, kabuklu ve
kabuklularin elde edildigi suyun analizi hari¢ 45,5°C’de yapilir. Su, kabuklu ve
kabuklu suyunun analizi ise 44,5°C’de yapilir (38). Fekal koliform grubunun
cogunlugu E. coli’den ibarettir. Fakat bu 1s1da laktozu fermente edebilen Klebsiella
gibi diger enterikler de fekal koliform olarak belirtilmektedir (43).

1892 yilinda Shardinger E. coli’nin fekal bir kontaminasyonun, bir indikatorii
oldugunu ileri siirmiistiir. Bunun nedeni, E. coli’nin yaygin bir sekilde insan ve
hayvan diskisinda bulunmasi ve diger yerlerde bulunmamasidir. Ustelik E. coli
glukozu fermente etme yeteneginden dolay1 kolay bir sekilde izole edilir, bundan

dolayi bilinen diger gastrointestinal patojenlerden daha kolay izole edilir. E. coli’nin
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gida ve suda bulunmasi fekal kontaminasyonun bir gostergesi olmasinin yani sira
bilinen diger patojenlerin varligini ortaya koyma ihtimalinin de gostergesidir. Saglik
risklerinin indirekt bir indikatorii olarak E. coli’nin kullanim konsepti giivenilir olsa
da uygulama komplikedir. Ciinkii ortamda laktozu fermente edebilen Enterobacter,
Klebsiella ve Citrobacter gibi diger enterik bakteriler fenotipik olarak E. coli’ye
benzemektedir. Bu yiizden bunlar kolay bir sekilde belirlenemez. Bunun sonucunda
koliform terimi bu grup enterik bakterileri icine alan bir terim olarak
tanimlanmaktadir. Koliformlar taksonomik bir siniflandirmaya sahip degildir fakat
laktozu 35°C’de 48 saatte fermente ederek asit ve gaz olusturan gram negatif,
fakiiltatif anaerob, cubuk seklindeki bakteriler grubunda yer alirlar (44).
Koliformlarin izolasyonlan diisiik maliyetli ve kisa siireli oldugu i¢in Salmonella ve
Shigella gibi spesifik patojen mikroorganizmalarin varligini tespit etmede indikator
olarak kullanilmaktadirlar. Bu nedenle hi¢cbir gida maddesinde, igme ve kullanma
sularinda, deniz ve gollerde E. coli ve fekal koliform bulunmasina izin verilmez.
Fekal koliformlar 44,5 °C’ de laktozu fermente ederek gaz olustururlar (33).
Koliformlarin bulunmasi su ya da gida iiretim yerlerinde sanitasyon kalitesinin bir
indikatorii olarak kullanilir. Fekal koliformlar kabuklu ve kabuklunun elde edildigi
su icin standart indikatordiir. E. coli ise fekal kontaminasyonun ya da hijyenik
olmayan tiretimin bir indikatoriidiir(8).

Escherichia coli fekal bir kontaminasyonun gostergesi olmasi yaninda
genetik yapisi en iyi bilinen canli olma 6zelligine de sahiptir. Suslarinin bir ¢cogu
zararsiz olan bu bakterinin bazi suslari insanlarda arteriosklerozis, hemolitik {iremik
sendrom ve cesitli immiinolojik hastaliklar, menenjit, septisemi ve siddetli ishaller
gibi insan ve hayvanlarda 6liime sebebiyet veren enfeksiyonlara neden olmaktadir

(33).

1.6.Escherichia coli’nin Simiflandirilmasi

Escherichia coli, Alman pediatrist Theodor Escherich tarafindan 1885 yilinda
identifiye edildi ve Bacterium coli commune olarak adlandirildi (41). Barsak dist
enfeksiyonlarda patojenligi anlasilmigs ve 1919 yilinda Castellani ve Chalmer

tarafindan Escherichia cins adi1 onerilinceye kadar Bacterium coli ad1 kullanilmigtir
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(21). Escherichia coli, normal barsak florasinda zorunlu anaerob bakterilerden 100
kat daha az bulunmasima ragmen, rutin digki kiiltiirlerinde siklikla izole edilen bir
bakteridir. Barsak dis1 viicut bolgelerinde onemli bir firsatci patojendir. 1960’11
yillardan beri baz1 E. coli kokenlerinin barsakta patojen olduklarina iliskin bilgiler
artmaya baglamistir (40). E. coli’nin barsaklarda olusturduklari infektifite
mekanizmalarina ¢esitli isimler verilmistir. Bunlar;

Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC): Bu suslar bir ya da daha c¢ok
verositotoksin iiretirler. Ishaller sulu ve kanlidir. Gelismis iilkelerde infantil diyarelerin
sebebidir. Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC) salgim1 kontamine bazi et
tirlinlerinin yan1 sira kontamine igme suyunun tiiketimi ile ilgilidir. Yetiskin insanlarda
EPEC’in infektif dozu 10° organizmadir. EPEC’ in patojenitesi baglayic1 ve yok edici
lezyonlara neden olan intimin proteinini icerir (57). Fakat bakterinin barsak hiicrelerine
yapisip lokalize olmasimi saglayan EPEC adherens faktor olarak bilinen plazmid-
encoded proteinini de icerir. Hastalik sirasinda ates yiiksektir, Shiga benzeri toksinleri
yiikksek seviyelerde iiretmezler (44). Serovarlar1 O55, 086, Ol111, 0119, 0125,
0126, 0127, O128ab, 0142, O158’dir (16).

Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC): Genellikle diisik bir atese neden
olabilirler ya da ates goriilmez. Sulu bir ishale neden olurlar ve tipik gastroenteritis
etmenidirler. Turist ishali olarak tanimlanan hastaliklara ve 6zellikle sicak mevsimlerde
bebek ishallerine neden olurlar. Enfektif dozlan yiiksektir. Yetiskin insanlarda doz en
azindan 10® hiicre olarak belirlenmistir. Fakat gencler, yaghilar ve hastalar daha diisiik
hiicre seviyesinde hastahga duyarli olabilirler. Infektif dozu yiiksek oldugundan dolay:
Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC) nin analizi gidalarda yiiksek seviyelerde E.
coli bulunmadik¢a yapilamaz. ETEC belirlenirse kontamine gidalarin potansiyel
tehlikesinin de g6z Oniinde bulundurulmasi gerekir (33). Kolonizasyon faktorii ajanlara
sahiptir. Hem 1siya duyarhi (LT, 86 kDa) hem de 1siya direngli ve 30 dakika
kaynatmaya direngli toksin (ST, 4kDa) iiretirler. Ayrica kolera toksini (CT) de
tiretirler (44).

Serovarlari, 06, 08, OIl5, 020, 025, 027, 063, 073, 078, 080, 085,
0114, O115, O128ac, 0139, 0148, 0149, 0153, 0159, 0166, 0167, O169’dur (16).
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Enteroinvaziv Escherichia coli (EIEC): Enteroinvaziv E. coli suslan genellikle
laktoz negatif ya da laktozu gec fermente eden, lizini dekarboksilize etmeyen,
anaerojenik, hareketsiz olma gibi atipik 6zellikler tagiyan mikroorganizmalardir. Diger
enterovirulent tiplerden farkli olarak, invaziv ozellik tasirlar ve fekal lokositlere
rastlamr. Mukoid ve kanli bir digki goriiliir. Ates yliksektir, enterotoksin yapmazlar. Bu
gruba giren bakterilerde enfektif doz diisiiktiir (32). Enteroinvaziv Escherichia coli ve
Shigella genetik olarak neredeyse aymdir ve yaygin olarak bir¢ok antijene sahiptir.
Shigella, 10 ile birkag¢ yiiz hiicre oraninda infektif doza sahip iken Enteroinvaziv
Escherichia coli (EIEC) nin saglikli yetiskinlerde enfeksiyon meydana getirmesi i¢in
enaz 10° organizmaya ihtiyaci vardir. Tipik E. coli’nin aksine EIEC hareketsiz, lizini
dekarboksilize etmeyen, anaerojenik, laktozu fermente etmeyen
mikroorganizmalardir. EIEC’in patojenitesi temel olarak kolonik dokulara invaze
olmas1 ve onlar1 tahrip etmesine dayanir (44). Bergey’s Manuel’de E. coli’nin ve
Shigella’nin 4 tiirtinin DNA tabaninda incelendiginde tek tiirii olusturdugu
belirtilmistir. Shigella metabolik olarak E. coli’nin inaktif biogrubudur.
Enteroinvaziv E. coli’nin patojenitesi temel olarak kolonik dokulara invaze olmasi ve
onlar1 tahrip etmesine dayanir (16).

Enteroinvaziv E. coli’nin serovarlari, O28ac, 029, 0112, 0124 (Shigella
dysenteria 3 ile ayn1), 0136, 0143 (Shigella boydii 8 ile ayn1), 0144, O152 (Shigella
dysenteria 12 ile ayn1), 0164 ve 0167 dir (16).

Verositotoksinojenik Escherichia coli (VTEC): Verositotoksin Escherichia coli ya
da Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC) vero hiicrelerine karsi (vero hiicreleri:
Afrika yesil maymun bobrek hiicre kiiltiirii) sitotoksin lireten E. coli suglaridir. EHEC
suglant cesitli toksinler olustururlar ve bunlardan sadece bir kag¢i tanimlanabilmistir.
EHEC, hemorajik kolitis ya da potansiyel olarak oliimciil olan hemolitik tiremik
sendrom (HUS)’a yol agabilen kanli diyareye neden olur. Ik kez 1955 yilinda
tanimlanmis olan hemolitik tiremik sendrom (HUS), en fazla Oliime neden olan
hastaliktir. Sulu ve ¢ok kanli bir diski goriiliir ancak ates yoktur. EHEC verotoksin ya
da Shiga toksin {iiretimi ile belirgindir. 1982 yilinda O’Brien ve arkadaslarinin bu
verotoksin ile Shigella dysenteriae tip 1’in sigatoksini arasindaki yakin iliskiyi

gostermesiyle, bu mikroorganizma literatiirde Shigella benzeri toksin iireten E. coli
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(STEC) olarak adlandirilmistir (84). Enterohemorajik E. coli (EHEC) suslart kanh
ishal ve hemolitik tiremik sendroma yol agmaktadirlar. EHEC suslar lizojen bir
bakteriyofaj tarafindan kodlanan, vero hiicrelerine toksik etki gosteren, protein
sentezini inhibe eden Shiga-toksin benzeri verotoksin salgilamaktadirlar. Birgok
Sigatoksin iireten E. coli serotipi vardir. Bilinen tek bir EHEC serotipi vardir O157:H7
(63, 39).

EHEC, abdominal kramplarla birlikte, hafif sulu ishalden agir seyreden kanli ishale
kadar degisebilen cesitli kinik tablolara neden olabilir. Digkida inflamatuar hiicre
genellikle yoktur ama ¢ok siddetli olgularda antibiyotige bagli kolit ile karistirilabilir.
Hemorajik kolitin en énemli 6zelligi hemolitik tiremik sendrom gibi morbidite ve
mortalitesinin yiiksek olmasidir. EHEC daha ¢ok yash bakimevlerinde ve ¢ocuk
yuvalarinda salginlara neden olur. EHEC serotip O157:H7 susu ise Kuzey Amerika
ve Avrupa’da sik goriilen salginlara neden olmaktadir. Amerika Birlesik
Devletlerinde tiim ishal olgularinin %0,8-3’tinden, kanl ishallerin %15-36’sindan bu
bakteri sorumludur. Ulkemizde yapilan calismalar E. coli O157:H7 susunun ¢ok sik
rastlanilan bir etken olmadigim diisiindiirmektedir (40).

Hemolitik kolitise neden olan EHEC prototipi O157:H7 diinya capinda en sik
karsilasilan hastalik sebebidir (44). Escherichia coli O157:H7’ nin infektif dozu 10-100
hiicredir. EHEC infeksiyonu ¢ogunlukla gida ve su kaynaklidir(10). Ayrica pismemis
sigir eti (50), ¢ig siit (98), soguk sandvigler (64), pastorize edilmemis elma suyu (11), ve
sebzeler (29) infeksiyona kaynak teskil eder. E. coli O157:H7 nin fenotipik olarak E.
coli’den ayrimu sorbitolu ¢ok az ya da hi¢ fermente etmemesi, glukronidase aktivitesine
sahip olmamasi ile yapilir (81). Kesin tam antiserumla konur (40). Bu uygulamalar

siklikla bu patojeni gidalardan izole etmede kullanilir (51).

Enteroagregatif Escherichia coli (EaggEC: EAEC): Bu suslar hayvanlarda
epidemiyolojik c¢alismalardan sonra ortaya c¢ikmmstir. Tropik {iilkelerde, c¢ocuklarda
stireklilik gosteren ishale ve ayrica her yasta akut diyareye neden olan bir virotiptir (54).
Enteroagregatif E. coli mikroskop altinda tugla yigim1 goriintiisii veren,
otoaglutinasyona yol acan birbirine yapisik bakterilerdir (22). Bu organizmanin
serolojik karakterleri ve neden oldugu klinik hastaliklar heniiz tam olarak tespit

edilememistir (16).
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Difuz Aderent Escherichia coli (DAEC): Enteroagregatif E. coli’den daha az
karakterize edilmistir (16). Daha 6nceden EPEC grubunda yer alan ve Hep-2 hiicre
modeline gore diffuz adezyon ile karakterize edilen bu grup Diffusively adherent
Escherichia coli (DAEC) olarak adlandirilmistir. Cocuklarda siireklilik gosteren
diyareye neden olduklan bildirilmistir (54).

Barsak disinda olusturduklar enfeksiyonlar ise;

Uropatojenik Escherichia coli (UPEC): Sistitis ve pyelonefritise sebebiyet veren bu
suglar siklikla hastalardan izole edilmistir (12). Bircok virulens faktor tasidigir ve bu
virulens faktorlerden en 6nemlisinin P fimbria oldugu, bunun P grubu kan antijenlerine
baglandigi ve bu antijenin iiroepitelyanin %99’unda bulundugu, aerobaktin ile o-

hemolizin salgiladig bildirilmistir (21).

Neonatal Meningitis Escherichia coli (NMEC): Escherichia coli’lerin %801 yeni
doganlarda meningitis yapmaktadir. Meningitise neden olan ve %80 kadan da Niesseria
meningitidis antijenine benzer K1 kapsiil antijeni iceren bu etkenlere daha cok anne
diskisinda rastlanilmaktadir (12). Ayrica azda olsa yashlarda da menenjite sebep olurlar
ve mortalitesi yiiksektir (40).

Bu gruplarin disinda fakiiltatif enteropatojenik Escherichia coli (FEEC), onceleri
shiga benzeri toksin olusturanlar (shiga like toxin; SLTEC) olarak adlandirilmis
olmakla beraber, son zamanlarda dogrudan shiga toksin (Stx; ¢ogul formda Stxs)
olusturanlar (STEC) seklinde tanimlanmis olmasi (90), diyare olusturanlar (DEC) (78)
gibi gruplarin bagka gruplar ile de tarif edilebilmesi (109), kana yayilip sepsis nedeni
olmalar1, travma ve apandisit sonrasi peritonit yapmalari, septik artrit, endoftalmit,
karaciger apsesi, osteomiyelit, prostat ile ilgili enfeksiyonlar, siniizit ve diger
enfeksiyonlar ile diyareye neden olan E. coli’ lerin enfeksiyon veya intoksikasyon

etmeni olarak gruplandirilmasi (37) bu konudaki terminolojiyi zorlamaktadir (54).

1.7. Escherichia coli’nin Rutin izolasyon ve Identifikasyon Yontemleri
Herhangi bir gida maddesinde Escherichia coli, total koliform ya da fekal

koliformlarin izolasyonu ve sayilmasi i¢in kullanilan metotlar, koliform grup
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aranmasin1  kapsamakta (33) ve hemen hepsi laktozun fermentasyonuna

dayanmaktadir (8).

1.7.1.En Muhtemel Say1 (EMS) Yontemi: Koliform grup bakteriler, fekal koliform
grup bakteriler ve E. coli sayllmasinda kullanilan bu yontem varsayma, dogrulama,
tamamlama fazindan ibaret multibasamakli istatistiksel bir metottur (8).

Tiirk Standartlar Enstitiisii (TSE), Uluslararas1 Standartlar Orgiitii (ISO) ve
American Public Health Association (APHA) nin belirledigi uygun besiyerlerine
numunelerin ekimleri yapilarak E. coli, koliform ve fekal koliform varlig

belirlenebilir (33).

1.7.2. Kat1 besiyeri yontemi: Bu yontemden izolasyon amagh sayim calismalarinda
yararlanilir. Daha cok kati besiyeri olarak Violet Red Bile (VRB) Agar kullanilir(33).
Koliformlarin kati besiyerinde izolasyonu icin kullanilan VRB Agar neutral red
icermektedir. Buda laktozu fermente eden kolonilerin pembe renkte iiremesini
saglamaktadir (43).

VRB Agar disinda, Petrifilm VRB yontemi de kullanilabilmektedir. VRB Laktoz
Agar besiyeri kullanim1 tavsiye edilen bu yontemde besiyeri katilastiricis1 olarak
agar yerine soguk suda ¢oziilebilen bir madde kullanilir ve kurutulduktan sonra iizeri
plastik film ile kaplanmig halde kullanima hazir olarak sunulmaktadir.

E. coli sayiminda Triptik Soy Agar (TSA) besiyeri de kullanilmakta ve dokme plak
yontemi ile hazirlanan petriler 35°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra, besiyeri tizeri
ikinci katman olarak VRB Agar ile kaplanip 44.5°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmaktadir.

Koliform grup bakteri aranmasinda kullanilan diger kat1 besiyerleri ise; Enrichment
Lauryl Sulphate Aniline Blue Agar, Fecal Coliform Agar, Brillant Gren Agar Endo
Agar ve benzerleridir (33).

1.7.3. Membran filtrasyon yontemi: Su ve diger sivi gidalarin analizinde
kullanilan bir yontemdir (43). Koliform ve fekal koliformlarin laktozun
fermentasyonuna bagh olarak olusturduklari aldehitin 6l¢timiine dayanmaktadir (33).

Ornek, membran filtreden gecirilerek bakterilerin filtre iizerinde tutulmasi
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amaclanmistir. Bu filtreler daha sonra uygun bir besiyeri iizerine arada hava
kalmayacak sekilde yerlestirilerek olusan koloni sayisina bakarak materyaldeki
mikroorganizma sayis1 belirlenir. Ornekte az sayida mikroorganizmanin bulunmasi
halinde bu yontemle belirlenmesi ve inkiibasyondan sonra filtrelerin tekrar
kullanilabilmesi, filtrasyon tekniginin Onemini ve avantajin1 vurgulamaktadir. Bu
yonteme gore, fekal koliform sayiminda filtre TSA besiyerine yerlestirildikten sonra
kat1 gidalar i¢in 25°C’de 4-5 saat, diger gidalar i¢in 35°C’de 4-5 saat inkiibe edilerek
dejenere olmus, stres altindaki bakterilerin tekrar aktivite kazanmalarim1 saglayarak
On inkiibasyon uygulanmaktadir. Daha sonra filtreler buradan m-FC Agar besiyerine
alinir ve 44.5°C’de 24 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda bir ya da daha fazla
mavi renkli koloni gelisimi goriilen alanlar isaretlenerek sonug¢ degerlendirilir.

Tamponlanmis Tripton Bile Agar, m-ENDO Agar, besiyeri emdirilmis steril
pedler, membran Tergitol-7 kullanilan diger besiyerleridir.

Tiirk Standartlar Enstitiisii(TSE), Amerikan Halk Saghigi Kurulusu(APHA) ve
Uluslararas1 Standartlar Orgiitii (ISO) koliform ve E. coli i¢in kullanilan standart
analiz yontemlerini belirlemislerdir.

Tiirk Standartlar Enstitiisii (TSE) ve Uluslararas1 Standartlar Orgiitii (ISO)’niin
koliform grup mikroorganizma aramak i¢in kullanilan standart analiz yontemlerine
gore, ornek hazirlanip dilusyonlar1 yapildiktan sonra 5 dilusyondan 3’er adet Lauryl
Sulfat Triptoz Broth besiyerine 1’er ml ekim yapilir ve 37° C’de 24-48 saat inkiibe
edildikten sonra pozitif sonug veren tiipler muhtemel koliform olarak degerlendirilir.

TS 6063/ISO 7251’e gore E. coli aranmasinda analize koliform grupta oldugu gibi
ornek hazirlanarak dilusyonlarindan sonra 5 dilusyondan 3’ er adet LST besiyerine 1
ml ekim yapilir ve 37° C’de 24-48 saat inkiibasyon isleminden sonra pozitif sonug
veren tiipler su banyosunda 44.5°C’de tutulan E. coli (EC) Broth besiyerine ekim
yapilmakta ve gaz olusumu icin yine 44.5°C’ de 24-48 saat inkiibe edilmektedir. Gaz
olusumu gozlenen tiipler fekal koliform olarak degerlendirilmektedir.

Amerikan Halk Saghigi Kurulusu tarafindan ozellikle sularin mikrobiyolojik
analizinde kullanilmak {izere 6nerilen Amerikan Standartlar1 metoduna gore koliform
grup/fekal koliform/E. coli aranmasinda %0,5 Laktoz Broth kullanilmaktadir. Bu
yonteme gore; her biri 20 ml Laktoz Broth besiyeri iceren 15 adet tiipe 5x10 ml, 5x1

ml ve 5x0.1 ml olacak sekilde ekim yapilmakta ve tiipler 35°C” de 2448 saat
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inkiibasyona birakilmaktadir. inkiibasyon sonunda gaz olusturan bu tiiplerden EMB
agara siirme yapilmakta ve 35°C de 24 saat inkiibasyona birakilmaktadir. Eger bu
besiyerinde tipik E. coli kolonileri olusmus ise tamamlama testi yapilmakta,
olusmamus ise teste burada son verilmektedir (33).

Rutin izolasyon ve identifikasyon yontemleri dzetlenecek olursa;

a) Toplam Enterobacteriacea’mmn izolasyonu: Safra varliginda bu grup bakteriler
glukozdan asit olusturarak gelisir. Violet Bile Glucose Agar bu amagla kullanilan bir
besiyeridir.

b) Coli-aerogenes bakteriler izolasyonu: Safra ya da benzer selektif ajanlarin
varliginda 30° C’de laktozdan asit ve gaz olustururlar.

¢) Koliform bakteri izolasyonu: Safra ya da diger benzer selektif ajanlar varliginda
35-37°C’ de laktozdan asit ve gaz iireterek gelisirler.

d) Fekal koliform bakterilerin izolasyonu: Safra ya da diger benzer selektif
ajanlarin varliginda 44-45.5°C’ de laktozdan asit ve gaz iireterek gelisirler. Burada
1s1 kritik nokta olarak belirlendiginden bu test daima 1s1 banyosunda yapilmalidir.

e) Escherichia coli izolasyonu: 44-455°C’ de laktozdan asit ve gaz olusturan
koloniler Indol pozitif, Metil red pozitif, Voges proskauer negatif, Sitrat negatif
(IMVIC) testleri uygulandiktan sonra E. coli tipl olarak degerlendirilir. Fakat sunu
belirtmek gerekir ki verositotoksijenik E. coli O157:H7, 44°C’ de ¢ok zayif bir
sekilde gelisir. Buna ilaveten cogu taksonomist Shigella’nin (Enteroinvaziv F.
coli’nin bazi serovarlan ile benzer 6zelliklerinden dolay1), Escherichia sinifindan
ayirt edilmesinin imkénsiz oldugunu diisiiniirler (56).

f)  Escherichia coli 0157:H7 (VTEC)’ nin izolasyonu: izolasyon
%1 sorbitol igeren MacConkey (SMAC) Agarda yapilir. Bu besiyeri sefiksim ve
potasyum tellurit eklenerek elde edilen besi yeri olan CT-SMAC agar daha fazla
selektif edilebilir. Plaklar 37°C’ de inkiibe edilir. Renksiz koloniler analiz edilir (56).
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1.8. Escherichia coli’nin hizh Identifikasyon teknikleri

1.8.1. Selektif besiyerlerine dayal yontemler

1.8.1.1. LST-MUG yoéntemi: Son yillarda E. coli belirlenmesinde kullanilan 4-
methyleumbelliferyl (MUG), Lauryl Sulfate Tryptose (LST) besiyerine katilarak E.
coli’nin  yapisinda bulunan f-D  glucurinidase enzimi sayesinde 4-
methyleumbelliferon’a doniisiir. 4-methyleumbelliferon 365 nm uzunlugundaki UV
151g¢1na maruz kaldiginda besiyerinde ya da koloni etrafinda mavimsi floresan vererek
koloninin tantmlanmasini kolaylastirir. MUG baglica LST ve VRB agar olmak iizere
E. coli’nin izole edilebilecegi biitiin besiyerlerine rahatlikla eklenebilir. Fakat E.
coli’nin, Eosin Metilen Blue (EMB) agarda olusturdugu yesil floresan MUG’un
olusturdugu mavimsi floresan1 baskilayabileceginden, EMB agara MUG ilave
edilmesi sahte negatif sonuglara yol acabilir (35). E. coli, gaz iiretmeyenleri dahil
%95’1 PB-D glucurinidase enzimini iretir. E. coli O157:H7 B-D glucurinidase
enzimini iiretmez (42).

B-D glucurinidase Enterobactereacea familyasinin diger iiyeleri tarafindan nadir
tiretilir. Shigella %44-59, Salmonella %20-29 arasinda B-D glucurinidase (GUD)
tiretir.(90). B-D glucurinidase iireten diger Enterobactereacea familyasi iiyelerine
indol testi uygulanarak elimine edilebilir. Cakir ve arkadaslar yaptig1 bir ¢calismada
MUG’ la izole edilen E. coli’lerin indol testi ile dogrulanmasina gerek olmadigini
belirtmistir (32).

IMVIC testi ile yaklasik 4-5 giin siiren E. coli analizi besiyerine MUG ilavesi ile 24—
48 saate diisiiriilebilmektedir. LST MUG metodunun AOAC tarafindan E. coli’nin

sogutulmus ve dondurulmus gidalardaki analizi i¢cin uygun oldugu belirtilmistir.

1.8.1.2. Kromojenik-fluorojenik substrat + MUG: E. coli aranmasi amaciyla en
yaygin kullanilan besiyeri olan Lauryl siilfat MUGX-GAL (LMX) brotudur. Bu
besiyerinin igeriginde bulunan Kromojenik substrat (5-Bromo—4-kloro—3-indol-B-D
galaktopiranozid), koliformlar tarafindan parcalanmakta ve yesil renk olusmaktadir.
Yine bu besiyeri icerisinde bulunan MUG, E. coli varhiginda par¢alanmakta ve mavi

floresan vermekte ve bu analizin sonucu 18 saat icerisinde elde edilmektedir (93).
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1.8.1.3. API20 E: API20 E test cubugu, gram negatif enterik bakterilerin
identifikasyonunda  kullanilan 20  seckin  test kompartimanimi  igerir.
Kompartimanlarin igerisinde bulunan maddeler dehidredir. Her bir kompartimanin
icerigi bakteriyel siispansiyonla rehidre edilebilir. Bazi kompartimanlar pH
degisimine bagli olarak farkli renklere sahiptir. Diger kompartimanlar iiretilen son

tiriine bagl olarak reaktiflerle identifiye edilmek zorundadir (13).

1.8.2.Antikor-Antijen kompleksine dayal yontemler

1.8.2.1. immunoblotting ve immunopresipitasyon metotlar

Bu metotlarin bilinen belirli antijen ya da antikorlarin seviyesini 6lgmek igin
yararll olduklar1 bildirilmektedir. Ozellikle kompleks bir miks tiirden bilinmeyen
antijenleri identifiye ve karakterize etmek icin immunoblotting yararli bir sekilde
kullanilir.
Immunoblotting’de  kompleks karisim  analitik separasyon jeli icerisinde
¢Oziindiiriilir, daha sonra molekiiller spesifik antiserumlar vasitasi ile bireysel
antijenlerin identifikasyonu icin membranlara (blot) tasinir. Bazi durumlarda
antijenler, jel separasyon ya da blotting prosediirii ile denatiire olurlar. Boylece
epitoplan yikilir ve 6zel antijenlere baglanamayabilirler. Bu durumlarda antijen ve
antikor baglanarak identifikasyonun yerine immunopresipitasyon gerekebilir. Bu
teknikte, bilinen antikora karst homolog antijenin varligim belirlemek icin, bir
tipteki antijenin {izerine antikor konularak iki sivinin temas ylizeyinde
presipitasyonun  olusmasidir.  Antijen-antikor testi birka¢ dakika iginde
sekillenmesine ragmen presipitat ¢ok yavas meydana gelir ve ¢ogunlukla 1-2 giin

icerisinde tamamlanir (99).

1.8.2.2. Radyoimmunoassay
Solid faz iizerindeki antijen-antikor kompleksine radyoizotop isaretli (genel olarak
isaretleme iyot gibi gamma yazici izotoplarla yapilir) antijen baglanmasi ile olur.
Isaretli ajanlar, baglanma bolgesinde antijenlerle ve doymus antikorlarla bir
konsantrasyonda kanstirllir(66). Daha sonra bilinmeyen konsantrasyonlarda

isaretlenmemis antijen artan miktarlarda eklenir. Antikor, isaretlenmis antijenleri
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isaretlenmemis antijenlerden ayirt edemez ve iki tiir, antijen-antikorun baglanma
bolgesine ulasabilmek icin yarisir. Isaretlenmemis antijenlerin konsantrasyonlar
artigi zaman c¢ogu isaretlenmis antijen baglanma bolgesinde isaretlenmemis
antijenlerle yer degistirir. Soliisyon icerisinden serbest kalmis antijenlerin miktarlar
gamma-counter cihazi ile Olgiilerek isaretlenmemis antijenlerin konsantrasyonlari

belirlenebilir (66).

1.8.2.3. immunofluoresan teknigi
Hiicre, doku boliimiinde bagli olan antikorlar floresan bir boya ile isaretlenerek
antikor molekiilleri goriilebilir. Immunofloresan olarak bilinen bu teknikte en yaygin
kullanilan floresan boyalar, fluorescein ve rhodamine’dir. Her iki boya antikorun
spesifitesini etkilemeksizin antikorun Fc bolgesi ile birlestirilebilir. Her iki boya bir
dalga boyundaki 15181 absorbe eder ve daha uzun dalga boyunda 151k yayar. Yayilan
151k genellikle UV 15181 kaynagi ile desteklenen floresan mikroskobu ile goriiliir (66).

1.8.3. Enzime dayal1 yontem

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

1970’1 yillardan beri immunoassay performansa karsi standart olan Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), olciimde kullanilir. Belki de en yaygin
kullanilan, en iyi anlagilan immunoassay yontemidir. ELISA bir¢cok formatta
gelistirilmistir. Konakg¢i antikor iiretimine cevabi ya da infeksiyon ajanindaki
antijenleri belirleyebilir. Solid faz iizerinde antijenin bazi determinantlarina spesifik
antikorlarin, diger determinant gruplarina da enzim isaretli antikorlarin baglanmasi
ve substrat araciligr ile enzim aktivite diizeyinin foto kolorimetre ile Ol¢iilmesi

prensibine dayanir (6).
1.8.4. Gene Dayali Analizler
1.8.4.1. PCR (Polymerase Chain Reaction): Son yillarda E. coli’nin

belirlenmesinde sik¢a karsilasilan dogrulama analizleri gibi problemler gene dayali

belirleme metotlart ile elimine edilmektedir (59). Gen prob teknolojisi sadece



23

belirlemeyi hizlandirmakla kalmaz aym zamanda ek dogrulama testlerini de elimine
eder. Hizli gene dayali metotlar arasinda en iyi bilineni polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)’dur. PCR yiiksek derecede duyarlilik ve spesifite saglar, ayrica birkag¢ saat
icerisinde sonug¢ verir. Son yillarda E. coli’nin belirlenmesinde direkt DNA tabani
metotlarinin kullanimi dikkat ¢cekmistir.

B-D glukronidase (GUD) ile kodlanmis art arda dizili wuidA geni ve
glutamatdekarboksilaz (GAD) ile kodlanmis gadA-B geni en sik kullanilan probdur
(73). uidA ve gad A-B genleri, cogu E. coli’de belirlenmistir (74). Cesitli ¢aligmalar
Shigella tiirleri E.vulneris ve E.fergusoni gibi en azindan ¢ok sayida bakterinin uidA
genotip analizinde sahte pozitif sonug¢ verdigini géstermistir (97). Buna ilaveten PCR
hedef organizmada bulunan biitiin DNA’lar1 tespit eder ve canli hiicreler ile canl
olmayan hiicreler arasindaki farki belirleyemez (70). Buda igilebilir suda su
giivenligi ve suyun islenmesi ile ilgili canli ve 6li organizmalar arasindaki farki
belirtmede 6nemlidir (61).

Bazi arastirmacilar ribozomal RNA’nin canli organizmanin belirlenmesi icin
kullanilabilirligini gostermistir (111). Fakat rRNA’nin canl organizmalarda iyi bir
indikator olup olmadigi mechuldiir, ciinkii uzun siire boyunca 6lii hiicrelerde takil
kalir (110). Bunun aksine yar1 dmiirleri sadece birkac¢ dakika olan cogu mRNA tiirii
hizli bir sekilde canli bakteri hiicrelerini dolasir (106). Bu kismi olarak farkli
ortamlarda cok stabil olan degradatif enzimin (RNase) etkisine baglidir. mRNA’nin
belirlenmesi bu yiizden canli hiicrelerin ya da 6rnek hazirlanirken 6len hiicrelerin iyi

bir indikatorii olabilir (104).

1.8.4.2. Hibridizasyon yontemi: Hiicre kiiltiiriine ait genetik materyallerdeki
spesifik genlerin, isaretli problarla (bilinen pargasi) ortaya konmasi ve sayisal olarak
cogaltilmasi esasina dayanir (66).

Bu calismadan Once yapilan kaynak taramasinda farkli biyotiplere ait E. coli
izolatlarinin bilinen rutin izolasyon ve identifikasyon metotlarinda kullanilan
testlerde ortaya cikardiklari, tipik reaksiyon yerine atipik reaksiyon goOstermesine
ragmen enfeksiyonlardan sorumlu tutuldugu ve bu konuda giin gectikce daha ¢ok
kaynak ortaya kondugu goriildii. Bu nedenle mevcut durumda kullamilan rutin

izolasyon testlerinin giderek daha detayli olarak irdelenecegi ve bu metotlarin
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zamanla belki de koklii bir sekilde degisecegi tarafimizdan ongoriildii. Bu durumda
farkli kaynaktan E. coli izolasyonu igin farkli besiyerleri ile farkli metotlarin
kullanilmasinin ardindan belki de her bir kaynaga gore farkli dogrulama ve
tamamlama testleri Onerilecektir. Bu bilgiler 15181nda 4 farkli kaynaga ait E. coli ve
Violet Red Bile Glucose Agar (VG, Oxoid, CM485) besiyerinde iireyen tipik glukoz
pozitif ve atipik renksiz kolonilerin temel dogrulama testleri ile birlikte, 17 farkli
sekeri kullamip kullanamadiklar1 arastirilmaya calisildi. Boylece, Ornekler ve
kullanilan sekerler bakimindan ortaya cikan farklar ortaya konmaya, E. coli
izolasyonunda ve identifikasyonunda kullanilabilecek seker testlerinin veya

kombinasyonlarinin tespit edilmesi amacina ulasilmaya calisildi.
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2.MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada farkli gidalar ve gida kontaminasyonuna neden olabilecek bir
kaynak olan diski ornekleri materyal olarak secilerek bu materyallerin igerdigi
koliformlarin fenotipik testlerle ka¢ gruba ayrilabilecegi, drnekler arasinda koliform
profili bakimindan benzerliklerin olup olmadigi, rutin fenotipik testlerle bu
orneklerden fekal koliform ve Escherichia coli izolasyonu ve ©on identifikasyonu
yapilirken, kullanilan seker testlerinin mevcut rutin islemleri ne oranda

kolaylastirdig: arastirilmaya calisildi.

2.1. MATERYAL

Arastirmada, Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi
Anabilim Dali laboratuarinda yiiriitiilmekte olan c¢alismalarda bildircin diskisi,
musluk suyu ve ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen siipheli koliformlardan rast gele
secilen 200 adet izolat, analizler icin kullamildi. Aym1 zamanda Kars ili satig
yerlerinden steril posetler icerisine alinarak laboratuara getirilen, her biri 100-120 g
agirligindaki tavuk kanat 6rneklerinden, steril svap ile Violet Red Bile Glucose Agar
(VG, Oxoid CM485) yiizeyine yapilan ekim ve 37 °C’de 24 saat, aerobik kosullarda
inkiibasyon sonucunda her bir 6rnege ait besiyeri tizerinde tireyen kirmizi renkli tipik
kolonilerden 5’er adet ve atipik (glukoz negatif) gri kolonilerden 5’er adet olmak
lizere, toplam 82 adet tipik ve 47 adet atipik koloni arastirmada kullanildi.

Arastirmada toplam olarak 282 siipheli koliform (tavuk kanadindan izole edilen 82,
sudan izole edilen 20, bildircin digkisindan izole edilen 50 ve ¢ig siitten izole edilen
130 izolat) ve 47 adet koliform besiyerinde iireyen atipik koloni olmak iizere 329
adet izolat kullamldi. Analizler icin Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin
Hijyeni Teknolojisi Ana Bilim Dali igerisindeki laboratuvarlarda bulunan alet ve
ekipmanlardan yararlanildi.

Besi yeri olarak Violet Red Bile Glucose Agar ve Violet Red Bile Lactose Agar
(Oxo0id CM107) besiyerleri hem izolatlarin saflik kontrollerinde hem de glukoz ve
laktozu kullanip kullanmama testlerinde kullanildi. Zenginlestirme ortami olarak

Nutrient broth (Oxoid CM1) ve stok ortami olarak yatik Nutrient Agar (Oxoid, CM3)
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kullanildi. Karbonhidrat kullamimini belirlemede fenol red ve kristal viyole ilave

edilmis Nutrient Agar kullanildi.

2.2.YONTEM

2.2.1. izolatlarin saflik kontrollerinin yapilmasi ve stoklanmasi

Tiim koloniler Nutrient Broth icerisinde zenginlestirildi ve VG kati besiyerleri
lizerine 6ze ile ekimleri yapilarak saflik kontrolii yapmak amaciyla, petriler 37 °C’de
18 saat siire ile inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra tipik kirmizi kolonilerin birinden
oze ile VL kat1 besiyeri tizerine tek koloni diisecek sekilde ekim yapildi. Bu besiyeri
de aym kosullarda inkiibe edildikten sonra her petriden segilen bir kirmizi koloniden
iki yatik Nutrient agar iizerine ekim yapildi. Tiipler 37 °C’de 24 saat inkiibe
edildikten sonra, tiiplerden bir tanesi dogrudan +4 °C’de stok sus olarak
kullanilirken, digerleri ile diger testler yapildi. Toplam olarak kullanilan 329 adet

izolatin her birine asagidaki testlerin her biri uygulandi.

2.2.2.Gram Boyama

Bir 6ze yardimi ile alinan siipheli koloniler lam iizerine aktarildi ve lamin iizerine
ince bir film tabakasi seklinde yayildi. Havada iyice kuruduktan sonra bakterilerin
lam {izerine tespiti (fiksasyon iglemi) icin lamin alt yiizii iic kez Bunzen beki
alevinden gecirildi. Gram boyamaya hazir hale gelen preparat iizerine kristal viyole
boyasindan damlatildi ve 1 dakika bekledikten sonra iyot-lugol c¢ozeltisi ile
yikanarak kristal viyole uzaklastirildi. Daha sonra preparata iyot-lugol cozeltisi
damlatilarak 2 dakika daha bekledikten sonra distile su ile yikayarak iyot-lugol
cozeltisinden arindirmaya c¢alisildi. Preparat iizerine %96’lik etil alkol damlatild1 ve
10-15 saniye beklendi. Distile su ile tekrar yikandi, safranin damlatilarak 20-30
saniye beklendi. Distile su ile yikanan preparatlar havada kurumaya birakildi ve
immersiyon yagi damlatilarak 100’lilk objektifte incelendi. Mikroskopta pembe-
kirmiz1 renkli bakteriler Gram negatif, mor renkli bakteriler ise Gram pozitif olarak

degerlendirildi (10).



27

2.2.3.0ksidaz
Stipheli koloniler NA igerisine ekildi ve 35 °C’ de 24-48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra iireyen koloniler kullanilarak oksidaz testi yapildi.
1,4-tetrametil parafineldiamin dihidriklorit’in distile su igerisinde hazirlanmis %1’lik
soliisyonunun emdirildigi 1slak kurutma kagitlart kullamildi. Kagitlar {izerine
kolonilerin birinden steril platin 6ze ile alinan bir miktar mikroorganizma nokta
tarzinda bulastirildi.30 sn icerisinde olusan mavi renk oksidaz pozitif reaksiyon

olarak kabul edildi.

2.2.4. Katalaz
Saf ve taze kiiltiirlerden igne uclu 6ze ile bir koloni alindi, temiz bir lam iizerinde
belirlenen alana yayildi. Hidrojen peroksitin (H,O,, Merck 8597 ) %30’luk
soliisyonundan bir damla lam iizerine konuldu ve yine 6ze ile soliisyon ve kiiltiiriin
karigsmasi saglandi. Gaz kabarciklarinin goriillmesi reaksiyon agisindan pozitif olarak

degerlendirildi.

2.2.5. Glukozdan Asit ve gaz iiretme yetenegi (37° C)
Her bir izolat, icerisinde Lauryl sulphate Tryptose (LST, Merck, 1,10266) ve
Durham tiipleri bulunan deney tiiplerine ekildi. Tiipler 37°C’ de 48 saat inkiibe
edildi. Asit ve gaz olusumu gozlenen ve gozlenmeyen tiiplerin test sonuglari

kaydedildi.

2.2.6. indol testi
Triptofanlt bir besiyeri olan Tryptone water (Oxoid, CM87 ) alinarak 121°C’de 15
dakika steril edildi. Sonra siipheli kolonilerden igne uclu 6ze ile alinarak ekim
yapildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 0,3 ml Kovacks
Ayiract (Merck, 2-216) damlatildi. Tiip ¢alkalanarak yaklasik 10 dakika bekledikten
sonra tiip yiizeyindeki koyu kirmiz1 renkte halka olusumu pozitif, renk olugmamasi
ise negatif olarak degerlendirildi. Boylece bakterilerin triptofan1 enzimatik hidrolize

ugratip indol olusturup olusturmadiklar1 belirlenmis oldu.
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2.2.7. Sitrat testi
Bu testte, bakterinin tek karbon kaynagi olan sitrati kullanmip kullanmadigi
arastirildi. Siipheli kolonilerden yatik Simons’Sitrat Agar’a (Oxoid, CM155) oze ile
yiizeye siirme seklinde ekim yapildi ve 37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. Cok
fazla miktarda inokulum alinmamasina 6zen gostererek organik madde alinimi
engellenmis oldu. Yesil renkli besiyerinde besiyerinin maviye doniigmesi iiremenin
pozitif oldugunu gosterdi. Besiyeri renginin degismemesi ve iireme olmamasi negatif

olarak kabul edildi.

2.2.8. Karbonhidrat kullamim testleri

Bir erlen igerisine 250 ml distile su ve toz madde olan Nutrient Agar’dan (NA,
Oxoid CM67) 7 gram alindi. Nutrient Agar igerisine renk indikatorleri ilave edilerek
karbonhidrat fermentasyon besiyeri hazirlandi ve bu besiyeri tiim sekerlerin test
edilmesi amaci ile kullanildi. Bu besiyerini hazirlamak i¢in; Nutrient agar hazirlandi,
otoklavdan once fenol red ve kristal viyole boyalariin %?2’lik soliisyonlarindan
besiyeri igerisinde her birinden %0,1 oraninda olacak sekilde ilave edildi. Besi yeri
otoklavlandiktan ve sogutulduktan sonra sekerlerden bir tanesi ilave edildi. Bu
amagla filtre ile sterilize edilen sekerlerin her birinin %10’luk soliisyonlarindan
besiyerinin otoklav isleminden sonra 60 °C’de her bir seker ayr1 ayr1 olmak lizere %1
oraninda ilave edildi. Besiyeri igerisine katilan seker karistirildiktan sonra besiyeri
petrilere boliindii ve katilastiktan sonra seker testlerinde kullanmildi.  Boylece
icerisinde bir seker buluncak sekilde hazirlanan kati besi yerine tiim suslar Giilmez
ve Ark. (115)’nin Camguilhem ve Milon (60) tarafindan bildirilen metodu modifiye
ederek kullandiklar1 sekilde kullanildi. Besiyeri petrisi alttan 20 esit kare olacak
sekilde cizildi. Her bir karenin ortasina halka uglu 6ze ile VG besi yeri iizerinde
iretilen izolattan alimip orijinal koloni biiyiikliigiinde olacak sekilde 1-2 mm
genisliginde, yuvarlak bir alana koloniden alinan kisim gozle goriilecek sekilde bolca
ekim yapildi. Petrilerin iizerindeki ekim yerlerinde 37 °C’de en geg 6 saat igerisinde
goriillen pembe veya kirmizi renk, test edilen izolatin besiyeri icerisindeki sekeri
kullanabildigini gosterdi.

Arastirmada yukarida saflik kontrolleri esnasinda kullanilan glukoz ve laktoz besi

yerleri haricinde tiim testlerde seker kullanma besiyeri olarak renk maddeleri iceren
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Nutrient Agar kullanildi. Bu besi yeri igerisine asagidaki sekerlerin her biri ayr1 ayr
katildi:

1. Sakaroz (saccharose, Merck, 1.07651)

. Galaktoz (galactose, Merck, 1.04062)

. Dulsitol (dulcitol, Fluka, 44590)

. Ksiloz (ksiloz, Merck,1.08689.0100)

. Ramnoz (rhamnose, Merck, 1.04736)

. Glukoz (VG besi yeri igerisinde)

. Laktoz (VL besi yeri igerisinde)

. Maltoz (maltose, Merck,1.05912.0025)
. Mannnitol (mannitol, Merck,5982)

. Trehaloz (trehalose, Sigma,T9531-5G)
. Salisin (salicin, Fluka,84150)

. Selobiyoz (cellobiose, Fluka,22150)

. Eskiilin (esculin, Fluka,02350)
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. Myo-inozitol (myo-inositol, Fluka 57570)

. Adonitol (adonitol, Fluka 02240)

. Sorbitol (sorbitol MacConkey Agar, SMAC Oxoid CM813B icerisinde)
. Sorboz (sorbose, Fluka 85541)
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3.BULGULAR

Yapilan bu ¢alismada, 4 farkli kaynaktan VG besi yeri iizerinde iireyen ve glukozu
fermente ederek pembe-kirmizi renk olusturan kolonilerden, her ornekten 5 koloni
olmak {iizere secilerek stoklanan toplam olarak 282 adet koloni kullamildi. Kati
besiyerinde 17 adet sekeri kullanip kullanmadig1 yani sira, Gram boyama, oksidaz,
katalaz, indol ve sitrat testlerine tabi tutuldu. Ayrica sadece kanat Orneklerine ait
olmak iizere her ornekten 5 adet, laktoz negatif olan gri renkli kolonilerden 47 adet
secildi ve yukarida bildirilen testlere tabi tutuldu. Boylece toplam olarak 329 adet
koloni izolat incelenmis oldu. Bu iki gruba ait bulgular ayr1 ayn verildi. Glukoz
negatif olan 47 adet izolata ait bulgular Tablo 19°da verildi.

Test edilen 329 adet izolatin hepsi Gram negatif ve oksidaz negatif 6zellik
gostererek tipik E. coli olduklar1 yoniinde bulgu verdi. Katalaz testi sonucuna gore
kanat 6rneklerine ait olan 6 adet izolatin katalaz negatif 6zelligi gosterdigi, diger 323
adet izolatin katalaz pozitif Ozellikte koliformlara dahil olabilecekleri anlasildi

(Tablo 1).

Tablo 1. Glukoz pozitif izolatlara yapilan temel izolasyon testlerine gore

gruplandirma.
Ornek |Say1|Gram |Oksidaz|Katalaz|Glukoz-|Koliform|indol |Sitrat |Laktoz|E. | E. [Diger*
negatif|negatif |pozitif [gaz pozitif|negatif|pozitif |coli| coli
(%)
Diski |50 (50 50 50 50 50 45 50 50 38176 |12
Su 20 |20 20 20 20 20 16 20 20 16 | 80 |4
Stit 130|130 |130 130 130 130 91 87 130 |49 | 38 |81
Kanat (82 |82 82 76 82 76 78 81 78 53165 |29
Toplam|282 (282 (282 274 282 276 230 (238 (278 [156] - 126
% 100 |100  |100 97 100 97 82 84 99 55|55 |45

* 1 E.coli’den diger testlerle ayrilabilen sus say1si

E. coli olarak identifiye edilen 156 adet izolatin her biri 17 adet sekeri fermente
edip etmeme Ozelliklerine gore degerlendirildi. Bu degerlendirmelerin sonucu
tablolar halinde verildi. Amag, tipik E. coli 6zelligi gosteren izolatlarin sekerleri
fermente etme Ozelliklerine gore dagimik veya homojen gruplar olusturma

ozelliklerini ortaya cikarmak, atipik veya E. coli olmayan floranmin da tipik E. coli
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ozelliginden farkli seker fermentasyonu 6zelliklerine sahip olup olmadiklarini tespit
etmek ve tipik E. coli izolatlarinin ilk izolasyon besiyerinde isabetli olarak secilmesi
ve hizli identifikasyonunda kullanilabilecek sekerlerin tespit edilmesi amaciyla
kullanilabilir nitelikte bulgulara ulagmak idi.

Izole edilen 156 adet tipik E. coli izolatimn 17 adet sekerin fermentasyonu
bulgularina bakilarak 4 grupta toplanabilecegi gozlendi. Ilk grupta yer alan sakaroz,
galaktoz, dulsitol ve ramnozdan olusan 5 sekeri, izolatlarin farkli oranlarda fermente
ettikleri gozlendi (Tablo 2). Bu sekerlere “degisken sekerler”, bunlarin olusturdugu
gruba ise “degisken seker grubu” ad1 verildi. Izolatlarm bu sekerlerin her birini en az
%30 ve en fazla %76 oraninda fermente ettigi goriildii. Ikinci grup sekerleri (glukoz,
laktoz, mannitol, maltoz ve trehaloz), test edilen tipik E. coli izolatlar1 en az %94
oraninda fermente etti (Tablo 2). Bu grup sekerlere “pozitif sekerler”, bunlarin
olusturdugu gruba ise “pozitif sekerler grubu” adi verildi. Uciincii grup sekerler ise
tipik E. coli ’nin fermente edemedigi sekerler olan salisin, sellobiyoz, eskiilin,
myoinozitol ve adonitolden ibaret olup, 156 izolatin sadece 11 tanesi bu sekerlerden
her hangi birini fermente etti. Bu sekerlere “negatif sekerler”, bunlarin olusturdugu
gruba ise ‘“negatif seker grubu” adi verildi. Dordiincii grup icerisinde sorbitol ve
sorboz yer almakta idi ve bu sekerler de degisken olmakla beraber baz1 6rneklere ait
izolatlarda mutlak pozitif veya mutlak negatif 6zellik gosterdikleri goriildi. Bu
sekerlere de “ilave sekerler”, bunlarin olusturdugu gruba ise “ilave seker grubu” adi
verildi. Degisken sekerlerin yer aldigi 1. Grup sekerlerin fermantasyon sonuglari
dikkate almarak izolatlarin biyotiplendirilmesinin, 2. Grup sekerlerin fermantasyon
sonucuna bakarak her hangi bir kat1 besiyerinde tipik E. coli 6zelligi gosterebilecek
kolonilerin se¢iminde isabetli davranmanin, 3. Grup sekerlerin ise, selektif izolasyon
veya ayiricl besiyerlerinin bilesimine katilarak E. coli izolasyonunda islemlerin

kolaylastirilabilmesinin miimkiin oldugu sonucuna varildi.

Tablo 2’de bildirilen 2. ve 3. Grup sekerlere ait net pozitiflik ve negatiflik
ozellikleri dikkate alinarak E. coli ’nin izolasyonu ve kesin identifikasyonunda bu
ozelliklerden faydalanma olanagi miimkiin goziikmektedir. Ikinci grup sekerleri
fermente edebilen ve 3. Grup sekerleri fermente etmeyen izolatlarin tipik E. coli

ozellikleri gosterdigi tespit edildi. Birinci grup sekerlerde ise net pozitif veya negatif



32

fermantasyon tablosu ortaya ¢ikmadigi icin bu sekerleri kullanarak E. coli izolasyonu
veya hizli identifikasyonu yapmanin miimkiin olmadigi, ancak E. coli’ nin
biyotiplendirilmesinde =~ veya  biyotip-serotip-genotip  arasindaki iliskinin
arastirilmasinda kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Birinci grupta yer alan 5 sekere ilave olarak, sorboz da benzer sonuglar verdigi i¢in
benzer amaglarla kullanilabilecek bir seker olarak tespit edildi (Tablo 2). Diski ve su
orneklerinde sorboz pozitif izolat elde edilemedi. Oysa siit 6rneklerinden izole edilen
49 izolatin 14 (%29)’ii ve kanat drneklerinden izole edilen 53 izolatin 13 (%25)’iinde
sorboz fermantasyon testi pozitif bulunmustur. Bu farkin gercekten var olup
olmadiginin daha genis kapsamli aragtirmalar ile ortaya konmas1 gerektigi sonucuna
varildi. ikinci grup sekerlerin katildig1 bir besiyerinde fermantasyon 6zelliginin tespit
edilmesi ve 3. Grup sekerlerin katildigi bir besiyerinde fermentasyonun
gozlenmemesi, identifiye edilen izolatin tipik E. coli oldugunu dogrulayabilir
nitelikte bir bulgu olarak degerlendirildi. Ozellikle inkiibasyonun 44.5-45.5 °C’de
yapilmas identifikasyonu daha da giiclendirecektir. Ozellikle sellobiyoz ve adonitol
sekerlerinin mutlak negatif sonu¢ vermeleri bu sekerlerin kullanilma olanaklarinin
daha isabetli olacagin1 gosteren bir bulgu olabilir (Tablo 2).

Sorbitol en az %91 oraninda pozitif reaksiyon verdi ve toplam 156 izolat igerisinde
sorbitol negatif izolat oraninin %9 oldugu tespit edildi (Tablo 2). Sayet, E. coli
O157:H7 gibi izolatlarin arastirllmasi s6z konusu ise bu sekerin fermantasyonundan
yararlanilabilir. Aksi takdirde E. coli izolasyonunda sorbitol testinin pozitiflik
oranmin 2. grup sekerlerden daha diisiik oldugu ve pozitif reaksiyona dayali tarama

testlerinde 2. Grup sekerlerden sonra dikkate alinabilecegi sonucuna varildi.
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Tablo 2. Tipik Escherichia coli izolatlarmin 17 farkli seker fermantasyonuna ait

pozitif test sonuglari.

Ornek [zolat 1. Grup sekerler®*  |2. Grup sekerler®* (3. Grup sekerler***|4. Grup sekerler]

Say1s1 Dok
Sak|Gal[DullKsi[Ram||Glu[Lak[Mal[Man(Tre [Sal|Sel[EskiMyolAdof[Sor Srz
Diski 38 2 28 28 29 22 |38 38 B8 38 B8 (- [ (I F [ |38 -
Su 16 14119 118 |16 16 16 16 {16 [+ F [ |13 -
Stit 49 32 33 28 35 |10 |49 49 M9 49 “HOI2 F | 5 F |49 14
Kanat (53 28 43 (19 U5 7 |53 53 50 |51 53 | + B | | |50 13
Toplam|156 76 |115(84 112047 ||158[156|153|154 {14712 - @# [5 | |150 27
izolatlarn fermantasyon yetenekleri (%).

Ornek [zolat Sak|Gal|Dul[Ksi [Ram||GlulLak[Mal[Man[Tre[SallSelEskiMyo|Ado|[Sor Srz

sayisl
Diski 38 5,374 [74 [76 |58 |100/100|100|100 |{LOO- | 2.6} | |100 -
Su 16 88 169 |56 [69 |50 ([100]100|{100{100 (100} F+ F f F |81 -
Siit 49 65 |67 [57 [71 [20 ||100J100|100|100 |82 |4,1} [ [1O |- ||100 29
Kanat [53 53 181 [36 185 (13 10010094 196 (100 | (5,7} [ |95 25
Toplam|156 48 [73 [53 [76 [30 |100[L00P8 199 194 (1,3} [2.5[3.2 | |94 17

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;
Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.

Izole edilen 156 adet E. coli izolatindan 6 tanesi (%3) sorbitol negatif ozellik
gosterdi (Tablo 3). Bu izolatlarin 2. Grup sekerleri fermente ettigi, 3. Grup sekerleri
fermente edemedigi tespit edildi. Bu izolatlarin sadece 1 tanesinin ramnoz pozitif,
I’er tanesinin ise sakkaroz ve ksiloz negatif ozellik gosterdigi goriildii. Sorboz
testinde tiim izolatlar negatif 6zellik gosterdi. Sorbitol negatif izolatlarin secilmesi ve
bunlarin tipik E. coli olup olmadiklarinin tespitinde 3. Grup sekerler ile birlikte
ramnoz ve sorbozun kullanilabilecegi iizerinde durulabilir. Ayrica 1. Grup diger
sekerler sorbitol negatif izolatlarin biyotiplendirilmesinde kullanilabilir nitelikte

olabilir.
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Tablo 3. Sorbitol negatif ozellik gosteren E. coli izolatlarmin fermantasyon

sonuglari.
No|Kod|1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler®* 3. Grup sekerler*** | [4. Grup sekerler ****
Sak|Gal|Dul|Ksi|Ram| |Glu[Lak{Mal|Man|Tre||Sal|Sel|Esk|Myo|Ado||Sor Srz

1 91 [+ [+ |+ [+ |- + |+ |+ [+ |+ |- - |- | - - -

2 1107 |+ [+ |+ |+ |- + |+ |+ |+ |+ (- |- |- [ - - _

3 (118(- |- [+ |- |- + |+ |+ [+ + (- |- |- |- - - _

4 1301+ |- [+ |+ | + |+ |+ [+ |+ |- - |- I - - -

5 (131+ |- |+ |+ |- + |+ |+ [+ |+ |- |- |- |- - - _

6 132+ |- |+ |+ [+ + |+ |+ |+ |+ (- |- |- [ - - _
Toplam|5 |2 [6 |5 |1 6 |6 |6 |6 |6 ([0 |0 |0 |0 [0 0 0

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;
Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.

Toplam olarak 156 adet tipik E. coli izolat arasindan 10 tanesi 3. Grup sekerleri
fermente etme yetenegi gostererek onlardan farkli 6zellik sergiledi (Tablo 4). Bu
izolatlara ait fermantasyon sonuglar1 Tablo 4’te verilmistir. Bu tablo incelendiginde,
selobiyoz ve adonitol sonuglarinin mutlak negatif oldugu, sadece 1 izolatin salisini
fermente ettigi, 4 izolatin eskiilini ve 5 izolatin ise myoinozitolii fermente ettigi
goriilmektedir. Ayrica bu izolatlarin 9 tanesi sorbitol pozitif ve 1 tanesi sorbitol
negatif ozellik gostermistir. Bu izolatlarin 1 tanesi hari¢, tamami1 ramnoz negatif
ozellik gostermistir. Tipik E. coli seciminde ve ileri identifikasyonlarda kullanilacak
sekerler salisin, selobiyoz ve adonitol olduklar1 takdirde bir sorun olmayacak ve bu
izolatlar da degerlendirme igerisine alinacaktir, oysa eskiilin ve myoinozitolun
negatif Ozellikleri iizerinde duruldugunda bu izolatlarin ihmal edilecegi ortaya
cikmigtir. Negatif sekerleri iceren bir besiyeri kullanilmasi ve burada renksiz
kolonilerin secilmesi durumunda ramnoz ile birlikte salisin, selobiyoz ve adonitol
sekerlerinden yararlanilmasi bu grup izolatlarin elde edilmesini saglayacaktir. Bu
izolatlarin 2. grup sekerlerde mutlak pozitif olduklari, 1. grup sekerlerin ise diger
tipik E. coli izolatlarinda oldugu gibi degisken oldugu gozlenmistir. Sorbitol
negatiflik sadece 1 susta goriilmiistiir. Bu bulgular 15181nda, sorbitol negatif 6zellikli

tipik E. coli izolatlarinin 3. Grup sekerlerde neredeyse mutlak negatif 6zellik ortaya
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cikarken (Tablo 3), 3. Grup sekerleri fermente eden tipik E. coli izolatlarinda sorbitol

pozitif 6zellik ortaya konmustur (Tablo 4).

Tablo 4. E. coli izolatlan igerisinde salisin, eskiilin ve myo-inozitol testlerinde

pozitif 6zellik gdsteren izolatlarin fermantasyon yetenekleri.

No|Kod|1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler** 3. Grup sekerler*** [ [4. Grup sekerler®***
Sak|Gal|Dul|Ksi{Ram||Glu|Lak(Mal{Man|Tre||Sal|Sel|[Esk[Myo[Ado| |Sor Srz
1173 |+ |+ |+ [+ |- + |+ [+ |+ [+ (|- |- [+ |- - + -
2192 |- |+ [+ [+ |- + |+ [+ |+ [+ (|- |- [+ |- - -
3 (111|+ |- - |+ | + + |+ [+ |+ (- -+ - - -
4 [162- |+ [+ |- |- + + |+ [+ |+ (- -+ - + -
5 218+ |+ |- [ |- + + [+ |+ [+ (- |- [ [+ | + +
6 256+ |+ |+ |+ |- + [+ |+ |+ |+ |- |- + |- + -
7 1257 |+ |+ [+ |- + [+ [+ [+ [+ - |- - [+ | + +
8 1265+ |- |+ |- |+ + [+ |+ [+ [+ - - - [+ | + +
9 281+ |+ |+ |+ |- + |+ |+ [+ |+ (+ - - - + -
1003191+ |- |- [+ |- + + |+ + + (- - - 1+ | + +
Toplam|7 |7 |7 |7 |9 10 |10 |10 |10 |10 |1 |0 |4 |5 |O 9 4

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;
Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.

Toplam olarak test edilen 282 adet sustan 156 tanesi E. coli olarak tespit edildikten
sonra geriye kalan 126 adet susun E. coli olmadigi tespit edildi. Bu izolatlarin 17
farkli sekeri kullanmasi, indol, sitrat ve katalaz testlerinde E. coli 6zeligine zit 6zellik
sergilemesi bakimindan elde edilen sayisal degerler ve her bir test igerisinde bu
degerlerin % oranlar1 Tablo 5’te verilmistir. Daha sonra her bir testin elimine ettigi
suslarin diger testlerin her birindeki reaksiyonunu ortaya koyan tablolar Tablo 5’teki

test dizilimine gore siralanmigtir.
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Tablo 5. Toplam 126 sus igerisinde tipik E. coli olmamayi1 belirlemede

(eliminasyonda) testlerin etkinligi.

1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler** 3. Grup sekerler*** |{4.Grup [Indol
sekerler|Sitrat
wH%k |Katalaz

Atipik|Say1|Sak|Gal|Dul|Ksi |Ram||Glu|Lak|{Mal|Man|Tre | |Sal|Sel|Esk{Myo|Ado||Sor |Srz|I- |Si+|K-
Ind- | 51 (2938 8 [42] 20 [|51[51(50(49 [40(|2(22] 3|21 [12][50(22|1]|14]|0
% 40 [57 [75]16| 82| 39 ||100/100{ 98 | 96 |78 || 4 |43| 6 | 41 | 24 {[9843|1]|27|0
Sit+ |43 [37(35]17|37| 16 ||43|43 43|42 [26(|2 (24| 4 |25 |14 ||43|24(15/S |0
% 34 186 (81(40|86 | 37 ||100{100|100| 98 | 60 [[ 5 [56] 9 | 58 | 33 [|100|56|35[ S | O
Kat- [ 7 ({24 ]1]7] 0 71777 17/0]0[{0f 0|1 313(0]0]|K
% 6 [29|57]14(100] O ||100{100{100|100(100|/| 0| O O | O | 14|[43(43(0]| 0 (K
Mal- |23 (9 |12|12|16| 12 ||23(23 |Mal[ 22 {22||O0O 2| O | 1 | 0 ||19]3 (0|0 |0
% 18 139 (525270 52 [[{100]100|Mal| 96 |96 ([ 0|9 | 0 | 4 83113|10(0 |0
Man-| 6 (0|50 |5]| 1 654 Manf 6 ||0O|1[O0]| 1 114]0(0]0
% 510830 |83| 17 |{100f 83| 67 |Man|100{| O [17) O | 17 | O || 17]|67{0[ 0 |0
Trel- | 36 (2432|1129 10 ||36(36|36 | 36 [Tre|| 1 (21| O | 14 | 15]|35|12]|0|17|0
% 29 1678931 (81| 28 [|100{100{100{ 100 |Tre|| 3 |58 O | 39 | 42 {97 |33|0]47|0
Sal+ | 9 [6 |84 |7 2 91899 |7 ||Salj6 (1|21 814(012]0
% 7 |67(89]|44|78| 22 |({100( 89 |100|100| 78 ||Sal{67| 11| 22 | 11 || 89]44(0(22|0
Sel+ [ 64 [45(49122(49| 21 ||64]|63 |61 | 63 [43|]| 6 (Sel| 11|25 |22 |]|62|33(23|24|0
% 51|70 (7734|7733 ||100{ 98 |95| 98 | 67 || 9 [Sel| 17| 39 |34 [|97|52|36(38|0
Esk+| 17 | 7 |11 5|16 10 ((17 (17|17 | 17 |17|| 1 (11|Esk| 3 | 3 ||14|5 (3|4 |0
% 13 141 [65(29]|94| 59 [({100]100|100|100|100{| 6 |65|Esk| 18 | 18 || 8229|1824 |0
Myo+| 41 (37|30 15|30 19 ||41(41|40(| 39 (27 || 2 [25| 3 (Myo| 21 || 41|35|21|25|0
% 33190 (73|37|73| 46 ||100{100| 98 | 95 |66 || 5 |61| 7 [Myo| 51 [|100|85|51(61|0
Ado+| 41 (3036|1633 | 14 ||41 (41|41 |40 [26(|2 (22| 3 | 21 |Ado||37|23|12|14]|1
% 33173 188(39 (80| 34 ||100]100{100| 98 |63 || 5 |54| 7 | 51 |Ado|| 90 |56]29]|34]|2
Sorb-| 17 | 3 |12|12(15]| 3 ||17|16|13 |12 |16|| 1|22 O | 4 |[Sor[6 (1] 0 (4
% 11 (187171 (88| 18 ||100]94 (76| 71 |94 ([ 6 |12 12| O |24 [{Sor|35|6] 0 |24
Lak-| 4 |2]1]2]|3]0 4 |Lak| 3| 3 [4([1]1]0]0]0(3]0|0]0]0
% 3 (50(25]{50|75| O ||100|Lak| 75| 75 {100{[25|25] 0| O | O [[75 0[0]0
Glu-" 47| 6 |28 6 24| 15 ||Glu[28 |31 |12 |45(( 1|11 | 4 | O ||1L]|15|1]0]2
% 1001316013 (51| 32 ||Glu|60 (66|26 (96(|2|2|2] 9 | 0 |[23(32(2]0 (4

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz; Mal, maltoz; Man, mannitol;
Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.

*Glukoz negatif suslar 126 adet sustan ayri olarak kanat 6rneklerinden segilerek testlere tabi tutulmustur.

Tablo 5 incelendiginde tipik E. coli suslarinin negatif oldugu salisin ve eskiilin

sekerlerinin eliminasyonda sirayla %7 ve % 13 oraninda etkili oldugu ve diisiik
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seviyede eliminasyon sagladiklar1 goriilmektedir. Oysa selobiyoz %51, myo-inozitol
ve adonitol ise %33 oraninda eliminasyon saglayarak eliminasyonda daha basarili
olmuslardir. Bu bulgular Tablo 11’in bulgulan ile de teyit edilmistir.

Glukoz pozitif olan suslardan sadece 4 (%3) tanesi laktoz negatif bulunmus olup bu
iki testin test edilen suslarda paralel seyrettigi gozlenmistir. Bagka bir deyisle laktoz
testi ve glukoz testi zit etkili olmadiklan icin eliminasyonda etkili olmamislardir. Bu
yonden incelendiginde tipik E. coli’nin pozitif reaksiyon verdigi laktoz, mannitol ve
maltoz testlerinden daha ziyade 126 susun 36 (%29) tanesini elimine eden trehaloz
testi eliminasyonda daha basarili goriilmiistiir.

Temel testlerden olan ve rutin olarak kullanilan indol, sitrat ve katalaz testlerinden
sadece indol testi anlamli diizeyde eliminasyon saglamis ve 126 susun 51 (%40)
tanesini elimine etmistir. Bu diizeyde eliminasyon bile, selobiyoz eliminasyon
diizeyinin altinda kalmistir. Selobiyoz testinin indol testinden daha basaril
eliminasyon sagladigi ortaya ¢ikmistir.

Tablo 5’te E. coli olmayan 126 adet izolat icerisinden her bir test tarafindan
elimine edilen sus sayisi ve bu say1 igerisinden diger testlerin sonucuna gore tipik E.
coli ozelligi gosteren say1 ve % oranlar verildi. Bu tablonun ilk siitunundaki dizilime
bagh kalinarak her bir testin elimine ettigi sayidaki suslarin her birinin diger testlerde

verdikleri sonuclar tablolar halinde asagida verilmistir

3.1. indol negatif izolatlar

Tespit edilen toplam 51 adet indol negatif izolatin tamami katalaz pozitif olarak
tespit edildigi i¢in katalaz testinin gerekli olmadig1 sonucu bir kez daha ortaya
cikmaktadir. Toplam 51 adet izolat arasindan 14 izolat, sitrat pozitif ozelligi
gostererek E. coli olmadigini gostermistir. Uciincii Grup sekerlerden E. coli ’nin
mutlak negatif oldugu selobiyoz, myo-inozitol ve adonitol testlerinde sirasiyla 22, 21
ve 12 izolatin pozitif oldugu ve E. coli’ den ayrildign goriilmektedir. ikinci Grup
sekerlerden sadece trehaloz onemli sayida olmak iizere 11 adet izolatin negatif
fermantasyon sonucuyla ayrilabildigi goriilmiistiir. S6z konusu 11 izolatin yukarida
bildirilen 3. Grup sekerler icerisindeki ii¢ sekerden en az bir tanesi ile de elimine
edildigi goriilmiistiir. Bu nedenle trehaloz testi ile 3. Grup sekerlerden veya

bunlardan birinin birlikte kullanilmasinin eliminasyonda etkili olmadigi tespit
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edilmistir. Buna benzer olarak 2. Grup sekerlerden maltozun da kullanilmasi sadece
2 adet izolatin daha eliminasyonunu saglayacagi ve bu nedenle de kullanilmasinin
ekonomik olmayacag ortaya ¢cikmaktadir. Indol negatif 51 izolat arasinda 21 izolatin
indol negatiflik haric, tipik E. coli 6zelligi gosterdigi ortaya konmustur. ikinci Grup
sekerlerde pozitif ve 3. Grup sekerlerde negatif 6zellik sonucuna gore bu izolatlar
tipik E. coli 6zelligi gostermistir. Myo-inozitol pozitif 6zellik kullanildiginda sitrat
testine gerek kalmadigi ortaya cikmaktadir. Indol testi yapilacak ise, 3. Grup seker
testlerinden sonra yapilmasi1 daha ekonomik olabilecegi bulgusu ortaya ¢ikmistir
(Tablo 6).
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Tablo 6. Indol negatif izolatlarin test sonuglari.

No|Kod

1. Grup sekerler*

2. Grup sekerler®*

3. Grup sekerler***

4.Grup

sekerler

Indol
Sitrat

Gal

Dul

Ksi

Glu

Lak

Mal

Man

Tre

Sal

Sel

Esk

Ado Srz

761
e

hq
[
L
A~

103

108

110

119

[ E

139

140

141

142

ol

\O |00 [N |ON [ [ |2 [ |—

163

10 |171

11185

12 1189

13 [199

Cl

14 1200

15 1201

16 1202

17 [204

Cl ]

T e o e e N e e S R A e o

18 205

19 1206

20 207

211210

22 214

o T e e F e I

23 |216

24 217

251219

26 (248

N IR

e L AR P

27 250

28 |252

29 |255

301258

311259

Cl ]

32 (270

331292

34 293

351294

36 1295

371296

38 297

39 1298

40 1299

Cl

41 1300

42 305

43 306

44 307

ol

N T e e L

45 (308

46 (309

47 1310

48 [311

49 312

N e e A A R e e e

501313

e o A e N e e R R e A E

N O el ol ol o o o o e e e B e e e = ol ol o o B e e B N e ol Rl ol o o o e o e By e e R e s e

o e e ol o e B O e B e e o o e N o ol w )l N e e e e e n E Sl e S o Fa PRy S

e O o e e o e e e E e B o B o e K o o o oy e e e s e e

e ol o e B e e e e o o O e O e m e el el o K o o o o Ny o o e P oy o P Py S

+ [+ [+ |

+ |

1
N e e e ol ol o o o o o E e B o e e e e N e R A I s e s e

N e e e ol ol o o o o o E e B o e e e e N e R e E e e =

511314

+

-+

+

-+

+

-+

+

-+

+

-+
-+

]
-+
-+

Toplam

29

38

42

20

51

51

50

49

40

22

12 50 | 22

0[14] 51

%

57

75

16

82

20

100

100

98

96

78

43

g (g o O B A Y A

24 || 98 | 43

0[271100

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz;

Lak, laktoz; Mal, maltoz; Man,

mannitol;Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz,

sorboz.
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3.2. Sitrat pozitif izolatlar

Toplam olarak 43 adet izolatin sitrat pozitif o6zelligi ile E. coli 6zelligi
gostermedigi, bu izolatlarin tamaminin toplami 130 adet olan siit kaynakli izolatlarin
arasinda yer aldigi, diger Orneklere ait izolatlar arasinda sitrat pozitif izolata
rastlanmadig goriildii. Bu bulgu sitrat testinin sadece siit 6rneklerinde E. coli izole
etmede etkili olacagim ortaya koymaktadir. Ugiincii Grup sekerler, sitrat pozitif
izolatlarin eliminasyonunda ©nemli derecede etkili oldu. Myo-inozitol ile 25,
selobiyoz ile 24 ve adonitol ile 14 izolat elimine edilebildi. Myo-inozitol, adonitol ve
selobiyoz kombinasyonu toplam olarak 33 izolati elimine etmektedir. Bu 3 sekerin
kombine eliminasyonundan sonra sitrat pozitif olarak atipik reaksiyon gosteren 43
sustan geriye 10 adet izolat kalmaktadir. Ikinci Grup sekerlerden mannitol 1 izolati,
trehaloz ise 17 izolati elimine etmektedir. Glukoz, laktoz ve maltoz, pozitiflik
bakimindan tiim izolatlarnin E. coli ozelligi gosterdigi goriildii. Trehaloz pozitif
ozellik ile myo-inozitol negatif 6zellik birlestiginde 25 art1 6 olmak iizere toplam 31
izolatin elimine edildigi goriildii (Tablo 7). Bu bulgular siit 6rneklerinde E. coli
arastirihirken besi yerine laktoz yerine trehaloz ilave edilmesinin daha yararh
olacagia isaret etmektedir. Ayn1 zamanda sitrat testinin siit 6rneklerinden E. coli
izolasyonunda o©nemli oldugu, tavuk eti, su ve kanatlh diskisinda Onemli
olmayabilecegi bulgusu ortaya c¢ikmaktadir. Selektif besi yerine veya ayirict besi
yerine selobiyoz, myo-inozitol veya trehalozdan birinin katilmasi tercihi, ekonomik

acidan dnemli bir konu olarak ortaya ¢ikmistir.



Tablo 7. Sitrat pozitif izolatlarin test sonuglari.
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No

Kod

1. Grup sekerler*

2. Grup sekerler®*

3. Grup

sekerler™**

4.Grup sekerler

ok 3k 3k sk

Indol

Sitrat
[Katalaz

Sak

Gal

Dul

KsiRam

Glu

Lak

Mal

Man
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Sal
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Srz
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43
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+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
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+

+

Toplam

37

35

17

37

16

43

43

43

42

26

24

25

14

43

24

28

43

43

%

86

81

40

86

37

100

100

100

98

60

56

e+ |+

58

33

100

56

65

100

100

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;

Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.
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3.3. Katalaz negatif izolatlar

Toplam olarak 7 adet katalaz negatif izolat tespit edildi (Tablo 8). Bunlarin tamami
salisin, selobiyoz, eskiilin, ramnoz ve sitrat negatif 6zellikleri ile birlikte trehaloz ve
indol pozitif 6zellikleri ile tipik E. coli 6zelligi gostermistir. Bir tanesi tipik E. coli
ozellikten sadece adonitol pozitif reaksiyonla ayrilmistir. Bu izolatlarin hepsi kanat
orneklerine aittir. Izolatlarin 4 tanesi sorbitol negatif ozellik gostererek E. coli
icerisindeki sorbitol negatiflik oranindan yiiksek bir deger olarak tespit edilmistir.
Kat1 besiyeri olan VL besiyerinden laktoz pozitif veya VG besiyerinden glukoz
pozitif izolatlarin seciminden sonra dogrulama deneylerinde katalaz testinin 282
izolattan sadece 7 tanesini elimine edecegi icin diger testler kadar yararli olmayacagi
bulgusu ortaya ¢ikmaktadir. Lakin kanat 6rnegi haricinde diger ii¢ grup ornekten elde
edilen koloniler arasinda katalaz negatif izolat tespit edilememistir. Bu bulgu ayni
zamanda secilecek dogrulama testlerinin incelenen Ornegin tipine ve, veya ilk
izolasyon besiyerine ve hatta metoda bagli olarak secilmesinin gerekliliginin

tartisilmasini giilndeme getirmeye neden olabilir nitelikte bulunmustur.

Tablo 8. Katalaz negatif izolatlarin test sonuclari.

No[Kod [1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler**  |3. Grup sekerler*** [4.Grup sekerler [Indol
Rk Sitrat
Katalaz
Sak (Gal [Dul [Ksi|Ram ||(Glu|Lak [Mal Man [Tre |[Sal Sel [Esk [Myo |Ado ||Sor Srz ISi K
1 |15 S N R I T S I S I B R - + S o I
2 W6 |+ |- |- +]| - [+ +|+|+]|+|-]-1-] - - + + |+ - -
3 B2 | -4+ -|+| -+ FFH]FF- - -+ + + |+ - |-
4 53 S T R S I | I O S I o I S A | T IR I - - + |+ - |-
S P4 |-+ +] - [+ + |+ F |- - - - S o I
6 S |+ |+ |-+ - |[+[+]|+ |+ | +|-|-|-]"-]- - + - |-
7 N21 ) - |+ - |+ - ||+ |+ |+ F|F|--]-] - - - +| - |-
Toplam | 2 (4 | 1 |7 |0 {77 |7 |7 |7|]0]0]0] 0|1 3 3 (7/01]0

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;
Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.
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3.4. Maltoz negatif izolatlar

Maltoz negatif izolatlarin 15 tanesi kanat ve 8 tanesi diski orneklerinden izole
edilmistir (Tablo 9). Bu izolatlarin 3. Grup seker testleri ile elimine edilemeyecegi,
sadece 2 izolatin selobiyoz ve 1 izolatin myo-inozitol pozitif oldugu goriilmiistiir.
Tiim izolatlar mutlak sitrat negatif ve 1 izolat hari¢ diger izolatlarmn hepsi indol
pozitif olmasi nedeni ile bu iki testin de ayirimda yararli olmadig1 goriilmektedir.
Sorbitol ve mannitol pozitiflik paralel seyrettigi icin aymrimda mannitol testinin
kullanilmast sorbitol negatif E. coli izolatlarinin da elde tutularak degerlendirmeye
katilmasini saglayacagi icin dogru kabul edilebilir nitelikte bir bulgudur. Mannitol ile
laktoz test sonuglari da paralellik gostermistir.

Tablo 9. Maltoz negatif izolatlarin test sonuglari.

No|Kod|1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler®* 3. Grup sekerler*** ||4.Grup Indol
sekerler Sitrat
Sak|Gal|Dul|Ksi|Ram||Glu|Lak|Mal|Man|Tre| |Sal|Sel|Esk|Myo|Ado|[Sor [Srz |I |Si|K
1 1 + -1 -1+ + + 1+ -+ 1+ -1-1-1-1"+ + - |+ -+
2 2 + |+ - |+ + + |+ -+ +l-1-1-1- - + - |-+
3 4 + [+ [+ [+ ] + + 1+ -+ [+ -]+]-1-1-+ + - |+ -+
4 |5 -+ -+ ]+ + |+ -+ [+ -1-1-1- - + + |+]-| +
S 10 | - |+ -+ - + |+ - -+ - - - - |+ +
6 |57 | - |- - - + 1+ -+ 1 -1-1-1-1-1"* - +|-] +
70162 | -1 -|-|+ + - - -+ - - - - |+ +
8 165 | - |+ -|+]- + |+ -+ |+ -1 - - + - |+ +
9 197 |+ |+ |+ |- - + |+ -+ |+ -[-1-1- - + + |+|-| +
10101 | + | - |+ |+ ]| - + |+ -+ 1+ -1-1-1-1"* + + |[+]-] +
1113 | + |+ |+ |+ - + |+ -+ |+ -[-1-1- - + - |-+
12114+ |+ - |+ - + |+ -+ [+ -1 - - + - |+ +
13115 + [+ |+ | + + |+ -+ [+ - - - + +|-| +
14120 - | - | - |+ | - + |+ -+ |+ -[-1-1- - + - |-+
15(123 | - |+ |+ |+ ]| - + |+ -+ |+ -[-1-1- - + - |-+
16165 - [+ |+ |+ ]| + + |+ -+ [+ -1 - - + - |+ +
17173 - | - |+ |- | + + |+ -+ [+ -1-1-]- - + - |+ +
18176 - [ - |+ |+ | + + 1+ -+ 1+ -1-1-1-1-*+ + - |+ -+
191177 - | - |+ -] + + |+ -+ [+ -1-1-1- - + - |+ +
201178 | - | - |+ | - | + + |+ -+ |+ -[-1-1- - + - |-+
21185 - | - | - |- | + + |+ -+ [+ -1 - - - - |-+
221193 | - |+ |+ [+ ] + + |+ -+ |+ -[-1-1- - + - |-+
231196 | + | - | - | - | + + 1+ -+ [+ -|+]-1+]- + - |+ -+
Toplam| 9 |12 12|16 12 |[[23[23]| 0 |22 [22][|0 2|0 | 1 | O 19 | 3 122]0]23
% 39152]52]70] 52 ||100]100] O | 96 [96]| 0910 4 | O 83 | 13 196/ 0[100

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;
Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.
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3.5. Mannitol negatif izolatlar
Toplam olarak 5 adet izolat kanat 6rneklerinden ve 1 adet izolat siit 6rneklerinden,
izole edilen izolatlar arasindan mannitol negatif 6zellik gostermistir (Tablo 10). Alt1
adet izolatin tamam glukoz ve trehaloz pozitif bulunurken 1 izolat laktoz negatif ve
2 izolat maltoz negatif bulunmustur. Ugiincii Grup sekerlerden sadece selobiyoz ve
myo-inozitol birer adet izolat1 elimine etmistir. Sorbitol negatif 5 izolat ile mannitol

negatif olan bu Gruptaki izolatlar arasinda paralellik goriilmiistiir.

Tablo 10. Mannitol negatif izolatlarin test sonuglari.

1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler®* 3. Grup sekerler*** | |4.Grup Indol

sekerler Sitrat
ol Katalaz
No|Kod|Sak|Gal|Dul|Ksi|Ram| [Glu|Lak|Mal|Man|Tre| |Sal|Sel|Esk|Myo|Ado||Sor  |Srz |I |Si|K
18 |- |+ |- |+ |+ + |+ |+ |- + |- |- |- |- - - + +|- |+
2 110 |- |+ |- |+ | + |+ |- |- + |- |- |- |- - - - +|- |+
3 117 |- |+ |- |+ |- + |+ |+ |- + |- |- |- |- - - + +|- |+
4 41 |- |+ |- |+ |- + |+ |+ |- + |- |- |- |- - - + +|- |+
5162 |- |- |- |+ |- + |- |- |- + |- |- |- |- - - - +|- |+
6 [201|- |+ |- |- | + |+ |+ |- + |- |+ |- |+ |+ + + - -+
Toplam |0 |5 [0 [5 |1 6 |5 4 |0 |6 (0|1 |0 |1 |0 1 4 510 |6

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;
Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.

3.6. Trehaloz negatif izolatlar

Trehaloz negatif 36 izolattan 1’1 kanat, 1’1 diski ve 34’1 siit 6rneklerine ait idi
(Tablo 11). Siit 6rneklerine ait 34 izolatin tamaminin glukoz ve laktoz pozitif olmasi
ve trehaloz negatif olmasi 6nemli bir bulgu olup trehalozun ayirici 6zelligine isaret
etmektedir. Trehaloz negatif 34 adet izolatin 21 tanesi selobiyoz testi, 15 tanesi
adonitol testi ve 14 tanesi myo-inozitol testi ile elimine edilebilir nitelikte bulundu.
Indol testi, 12 adet izolat1 ve sitrat testi ise 17 adet izolat: elimine edebildi. Selobiyoz
testi en 6nemli ayirict test olarak bulunurken 2. Grup sekerlerin hi¢ birinin trehaloz

negatif izolatlarin eliminasyonunu saglayamadig: goriildii.
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Tablo 11. Trehaloz negatif izolatlarin test sonuglari.
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*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;

Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.
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3.7. Salisin pozitif izolatlar
Salisin porzitif olan 9 izolatin 5 tanesi kanat ve 4 tanesi siit orneklerine ait idi
(Tablo 12). Kanat izolatlarinin hepsi, siit orneklerine ait izolatlarin 1 tanesi olmak
izere toplam 6 izolat selobiyoz testinde pozitif sonu¢ vermistir. Eskiilin 1 adet
izolati, myo-inozitol 2 adet izolat1 ve adonitol 2 adet izolat1 elimine ederken, indol ve
sitrat testleri 2 adet izolat1 elimine edebildi.

Tablo 12. Salisin pozitif izolatlarin test sonuglari.

No|Kod|1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler®* 3. Grup sekerler*** ||4.Grup Indol
sekerler Sitrat
ok Katalaz

Sak|Gal|Dul|Ksi|Ram| |Glu|Lak|Mal|Man|Tre| |Sal|Sel|Esk|Myo|Ado||Sor  [Srz |I |Si|K

1123 |- |+ |- |+ |- + |+ |+ |+ |+ |+ -] - - + +|- |+

2193 |- |+ |- |+ |- + |+ |+ |+ |+ |+ + + + +|- |+

3 (116}- |+ |- |+ |- + |+ [+ |+ |+ |+ - + - +- |+

4 1221+ |+ |+ |- |- + |+ |+ |+ |+ -] - + - +|- |+

S 1271+ |+ |+ |- | + - [+ 1+ |+ |+ - + - +- |+

6 228 |+ |+ [+ |+ | + |+ |+ [+ |- |+ - - I - + - +|- |+

7 1281+ |+ [+ |+ | + |+ [+ |+ |+ |+ - - - + - +- |+

8 297 |+ |+ |- |+ |+ + |+ |+ |+ |+ (- -+ + + -+ |+

9 310+ |- |- |+ |+ + + |+ |+ -+ P+ -+ + + -+ |+

Toplam|6 |8 (4 |7 |2 9 I8 19 9 |7 [|9 |6 |1 |2 1 8 4 712 19

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;
Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.

3.8. Selobiyoz pozitif izolatlar

Toplam olarak 64 adet selobiyoz pozitif izolatin 8 tanesi kanat, 2 tanesi digki ve 54
tanesi siit orneklerine ait idi (Tablo 13). Siit 6rneklerine ait izolatlarin 24 tanesi sitrat,
23 tanesi indol, 25 tanesi myo-inozitol, 22 tanesi adonitol ve 11 tanesi eskiilin testleri
ile elimine edilebildi. Myo-inozitol ve adonitol birlikte 29 izolati1 elimine edebildi.
Myo-inozitol, 25 adet izolat1 elimine etmesi nedeniyle adonitol ile birlikte
kullanilmasi ekonomik olmayabilir. Bu 29 izolata ilave olarak 5 izolat daha indol
testiyle ve 6 izolat daha sitrat testiyle elimine edilerek, siit orneklerine ait 54 izolatin
40 tanesinin elimine edilme olasilig1 yoniinde bulgu elde edilmistir. Trehaloz testi

her ne kadar 21 izolat1 elimine etmis ise de, myo-inozitol ve adonitol testlerine ilave
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olarak kullanilmasi durumunda 5 adet ilave izolatin eliminasyonunu sagladigi ve
etkisi indol ve sitrat ile esit oldugu i¢in bu ii¢ testten birinin secilmesinin ekonomik

acidan 6nemli olacag1 bulgusuna varildi.
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Tablo 13. Selobiyoz pozitif izolatlarin test sonuglari.

No [Kod|l. Grup sekerler* 2. Grup sekerler** 3. Grup sekerler*** 4.Grup [[ndol
sekerlerSitrat
SakiGalDul[KsiRam|  [GluLakMalMan[Tre] [Sal[Sel EskMyo|Ado| [Sor[Srz[l [Si K

1 4 4+ |4+ |+ |+ | 4 4+ |+ | - | 4+ |4 -+ | - - - S IS I S S 'S
2 23 PR S S IS (S + |+ |+ | 4+ |4 + |+ | - - - -+ ] - |4+
3 50 |+ 4| - 4| - I I IR BT N R I S R - I I N I I R
43 51 JE S IS I T 4+ |4+ |+ | 4+ |+ R I S R - PR O IR R S
5 93 I I IS + |+ o4 4 [ I R + 4+ |+ [+ ] - [+
6 116 | - | 4| - | 4+ | - + |+ |+ | 4+ |4 + |+ | - - - + | - |+ |- |4
7 122 | 4 |+ |+ | - - + |+ |+ |+ |4 + |+ - - - I IS R R S
8 127 | 4 |+ [ 4 | - | - 4+l -4+ |4 I I N - [ I I R
9 196 | 4 | - | - | + + | 4+ | - + |+ N I + - + | - - |4
10 19 | 4+ |+ | 4+ |+ | - + |+ |+ | 4 | - -+ | - - + T S S I S
11 200 | 4+ | 4+ | - |+ | - 4+l |- S R R R S I IO R R S
12 201 | - | 4 S + 4+l - 1y P IS O I S + |4 -] -1
13 202 | 4+ | 4+ + |+ + |+ |+ | 4 |- -+ | - - + + | - |- |- |4
14 204 | 4+ | - | - | - - 4+ |+ |4+ | 4+ |4 P IS S T S 4+ |4+ |- +
15 205 [ 4 | - | - | - - R R R TR R R R - + 4+ |+ [ -] - |4
16 206 | 4+ | - [ - | - | - + 4+ 4|+ |4 PR I O IR S + |+ - |+
17 207 | 4 | - | - | - | - 4+ 4| R IO O R S + |+ -] -4
18 208 | + | 4+ | - | - | 4 4+ |+ |4+ | 4+ |4 P IS S T S S I S I S R 'S
19 209 | + |+ | 4+ |+ | 4 + |+ |+ |- PR I R IR S + |+ [+ [+ [+
20 210 | + | 4+ | 4+ | 4+ [ 4 4+ |4+ |+ | 4 |- PR I S O R S 4+ |+ [ -] - |4
21 211 | & | 4 | 4+ [ 4 | - S S I I S P IS S T S 4+ |4+ |y
22 212 | 4+ | - | 4+ | - | 4 4+ |+ |4+ | 4+ |4 P IS S T S + |4+l
23 213 | + |+ [ 4+ | 4+ | - + |+ |+ |- P I O IR + |+ [+ [+ [+
24 215 | + | 4+ | - [ 4| - 4+ |4+ |+ | 4+ |+ R I S I IS 4+ |+ [+ 4+ |4
25 216 | + | 4+ | - | - - 4+ |+ |+ |4 |- P IS R ' - 4+ | - |-l
26 217 | + | 4 | - |4 | - O I I T PR IS O IR + |+ |- 4|4
27 220 | - |4 | - |4 | - I I R I F I S O R S I I N I I R
28 221 | 4+ | 4+ | 4+ | 4 | - 4+ |4+ |+ | 4+ |+ R I - - 4+ |+ [+ 4+ |4
29 220 | 4+ | - | 4+ |+ | - + |+ |+ 4+ |+ I R - - 4+ | - [+ - [+
30 231 | - |+ | - |+ | - + |+ |+ | 4+ |4 -+ | - - - + | - |+ |- |4
31 238 | + | 4+ | - | 4+ + |+ |+ |4+ |- R I - - 4+ | - |+ 4|4
32 239 | 4 | 4| - [ 4| - I S I IR P IO O I S + | - 444
33 240 | 4 | 4 | - | 4 - + |4+ |4+ |+ |- N I - - + | - -4
34 241 | 4+ | 4 | - | - | - O I I T P I - - 4+ | - |+l 4|4
35 242 | &+ | 4+ | - | - | 4 + |+ |+ |4+ |- R I - - 4+ | - |+ 4|4
36 243 | 4+ | 4+ | - |4+ | 4 N I I IR P I O I 'S [ I I R
37 255 | + | + | + | - - + |+ |+ | 4+ |4 -+ | - - - + |+ |- |- |4
38 266 | + | - | 4+ | 4 | - 4+ |+ |4+ | 4+ |4 -+ | - - - B I S +
39 275 | + |+ | 4+ | - - R R R TR R R R - - 4+ | - 4] - |4
40 278 | - | 4+ | 4+ [+ | - + |+ |+ | + |4+ S I I - + | - |+ +
231 282 | 4+ | 4+ | 4+ | + | - + |+ |+ | 4+ |4 -+ | - - - + + +
U2 298 | _ |+ | - |+ | - + |+ |+ 4+ |+ I R - - I IS S I S
43 299 | + |+ [ - | 4| - + |+ |+ |- R I + + |+ |-
44 300 | - |+ | - |+ | - + |+ |+ | 4+ |- R R - + | - |- |- |+
U5 301 | + | 4 | 4+ [ 4| - I S I I I P IS S T S 4+ |4+ |y
U6 302 | + | 4+ | 4+ | 4 | - 4+ |+ |+ |4 |- P IS S T S + |4+l
U7 B03 | + | + [ 4+ | + + |+ |+ |- PR I R IR S + |+ [+ [+ [+
48 304 | - |+ | - |+ | - + |+ |+ | + |4+ R R - + + | - |+ |- |+
K9 305 | - |4+ | - |4+ | - + |+ |+ 4+ |+ I R - - I IS S I S
50 307 | - |+ | - |+ | - + |+ |+ | 4+ |4 -+ | - - - + | - |- |- |4
51 B10 | &+ | - | - |4 | 4 I I R I I I R SIS I N I IR R
52 B11 | + [ 4| - | 4 [ 4 4+ |4+ |+ | 4+ |+ R I S I IS 4+ |+ |- |4+ |4
53 B12 | 4+ | - | - | 4+ | 4 4+ |+ |4+ | 4+ |4 P IS R ' - S I S S I S 'S
54 B13 | + | - | - |4 | 4 4+ 4| R IS I R + |+ |- 4|4
55 B14 | 4+ | - | - |+ | + + |+ |+ |+ |4 N I NI - + |+ ||+
56 B15 [ 4+ | 4+ [ 4 [ 4| - + 4+ 4|+ |4 R I N - [ I I R
57 316 | - | - | - | + - + | 4+ |+ | 4+ |+ N I - - + | - - |4
58 B17 | + |+ | - |+ | - + |+ |+ | 4+ |4 -+ | - - - + | - |+ |- |4
59 324 | 4+ |+ | - |+ | + + |+ |+ |+ |4 N I I - 4+ | - |+ +
60 325 | - | - | - 4| 4 + |+ |+ | + |4+ R I I - + | - |+ - |4
61 326 | - |4+ | - | 4| 4 + |+ |+ | 4+ |4 -+ |+ - - + | - |+ |- |4
62 327 | - |+ |+ |+ | + + |4+ |4+ | 4+ |+ - 4|+ - - + | - -4
63 328 I I I S R R R TR R U D I - 4+ | - 4] - |4
64 329 | - | - | - 4| 4 + l+ |+ + |+ N I I - + | - |+ |- |4
[Toplam| 45 49 P2 49 121 64 163 161 63 143 6 64 |11 P25 22 62 33 41 P4 164
% 70 [77 134 77 133 10098 95 198 167 9 (100117 39 34 97 152 164 37 100

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz; Mal, maltoz; Man, mannitol;

Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.



3.9. Eskiilin pozitif izolatlar

49

Toplami 17 adet olan eskiilin pozitif izolatin, 11 tanesi selobiyoz testinde pozitif

reaksiyon verip elimine edilme 6zelligi gosterdi (Tablo 14). Salisin, myo-inozitol ve

adonitol testlerinin etkili olmadig1 ortaya ciktr. ikinci Grup sekerlerin hi¢ biri

eliminasyonda etkili olmadi. Toplam 17 izolattan sadece 1 tanesi ksiloz testinde

negatif, digerleri pozitif 6zellikte homojen oOzellik gosterdi. Siit Orneklerine ait

izolatlarin tamami ramnoz porzitif iken, kanat ve digski Orneklerine ait izolatlar

ramnoz negatif 6zellik gosterdi. Bu bulgu eskiilin pozitif izolatlar arasinda 6rnekler

ile ramnoz testi arasinda bir baglantinin olabilecegine igaret etmektedir.

Tablo 14. Eskiilin pozitif izolatlarin test sonuglari.

1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler®* 3. Grup sekerler*** | |4.Grup Indol
No|Kod|Sak|Gal|Dul|Ksi|Ram||Glu|Lak|{Mal|Man|Tre||Sal|Sel[Esk|Myo|Ado|[Sor |Srz |I |Si|K
150 |+ |+ |- |+ | + |+ [+ |+ |+ |-+ - + + |- |+
2 051 |- |+ |- |+ |- + |+ |+ [+ |+ |-+ |+ - + + |- |+
384 |+ |+ |+ |+ |- + |+ |+ |+ |+ |- - ] + - - + |- |+
4192 |- |+ |+ |+ |- + |+ [+ + |+ |- -+ - + - + |- |+
593 |- |+ |- |+ | + |+ [+ |+ |+ |+ + + + + |- |+
6 111+ |- |- |+ | + |+ |+ [+ |+ |- |- |F - + |- |+
7 11621|- |+ |+ |- |- + |+ |+ [+ |+ |- |- |* - + + |- |+
8 (163 |- |- |- |+ |+ + |+ |+ [+ |+ |- -+ - + - - |-+
9 313 |+ -+ + + |+ |+ |+ -+ + + -+
10314 |+ |- |- |+ |+ + |+ |+ |+ |+ |-+ - + + -+
11323 |+ |+ |+ |+ |+ + |+ |+ |+ |+ (- -+ | + - + |+ |+
121324 |+ |+ |- |+ |+ + |+ [+ |+ |+ |-+ - + + |+ |+
13325|- |- |- |+ |+ + |+ |+ [+ |+ |- |+ |+ - + - + |- |+
141326 |- |+ |- |+ |+ + |+ |+ |+ |+ |-+ - + - + |- |+
15327 |- |+ |+ |+ |+ + |+ [+ |+ |+ |-+ - + - + |- |+
16 (328 |- |+ |- |+ |+ + |+ |+ |+ |+ |-+ - + - + |- |+
17329 |- |- |- |+ |+ + |+ |+ |+ |+ |-+ - + - + |- |+
Toplam|7 |11 |5 (16 (10 [{17 |17 |17 (17 |17 ||1 |11 (17 (3 |3 14 5 1414 (17

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz.

**Glu, glukoz; Lak, laktoz;

Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.
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3.10. Myoinozitol pozitif izolatlar:

Toplam olarak 41 adet myo-inozitol pozitif izolatin 40 tanesi siit 6rneklerine ait idi
(Tablo 15). Bu izolatlarin 25 tanesi sitrat, 20 tanesi indol testi ile elimine edilebildi.
Uciincii Grup sekerlerden selobiyoz 24 adet izolati, adonitol ise 21 adet izolati
elimine etti. Indol ve sitrat test kombinasyonu 32 izolat: elimine ederek sitratin 7
izolat1 daha fazla eliminasyon sagladi. Selobiyoz ve adonitol kombinasyonu 30 adet
izolat1 elimine ederek selobiyoz 6 izolat daha fazla sayida eliminasyon sagladi. Siit
orneklerine ait toplam 40 adet izolatin indol ve sitrat testinden sonra tipik E. coli
ozelligi ile ortaya cikan 7 adet izolatin 3 tanesini adonitol elimine etti. Sitrat ve
adonitol test kombinasyonu 40 izolattan 35 tanesini elimine etti. Trehaloz, 2. Grup,
diger sekerlerden farkli olarak daha yiiksek sayida negatif sonu¢ verdi. Toplam 41

sustan 14 tanesi trehaloz negatif sonug verdi.
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Tablo 15. Myoinozitol pozitif izolatlarin test sonuglari.

No|Kod|1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler®* 3. Grup sekerler*** | |4.Grup Indol

sekerler Sitrat

sheskskok Watalas

A

Sak|Gal|Dul|Ksi|Ram||Glu|Lak|{Mal|Man|Tre||Sal|Sel|Esk

=
s

Ado|[Sor |Srz |I |[Si

196

+
1

+ |+
'
+ |1
'
+ |+

200

201

+ [+ |+
1
1
1

203

+
+
+

204

206

207

+ [+ |+ [+ |+ |+ |
1

208

O |0 N[N | [W|N|—

+ |

209

10 1210

+ [+ |+ |+ |
+ [+ |+

11211

12 212

|

1
ol B o S o o o B O P B S
1

+ [+ [+ |

131213

14 1214

o e B B e e o o ol o o o e

+ [+ |+ [+

1
+ [+ |+
1

15215

16 216

'
+ |1
'
1
I
+ [+ [+ ]
I

17 217

1
+ [+ |+ [+ |

18 1218

S ol B S U o o Vo Vo o P P P S B I

+ [+ |
1
1
1

19 1219

o e e o B B ol B o e o B B o e o o A I

20 220

+ [+ [+ [+ |+

+ |1

21252

+ [+ |

22 |256

o B B o e o e e e o P

[+ |+ [+ |+
+

23 |257

+ [+ |+ ]
=+ |1

24 |265

25 1296

+ |+ ]
1
1
1

26 297

271299

28 |301

29 1302

o o o S o A P
1

1
1

+ [+ [+ [+ ]
1

301303

31308

]

321309

33310

341311

+
]

351312

36313

1
1
e e N e

+ [+ [+ [+ ]+ ]
1
+ [+ [+ [+ ]+ ]

371314

38 1319

o ol o o o o o Vol I o o P I B I
1
o o o S o R A o o o o o e R

391321 +

Bl o B B I B B ol o o P e B e B e B e o B o B o o B e e B o B o e B e R E A S
N E A e e o B B e I B I B o o I o e e B e o o o P o U g o o S
[ | [ [ | | | | |
Bl o B B I B F ol o o o B B B B e I B o P e o B e B B B e o P e o o o g S
Bl o B B I B F ol o o o B B B B e I B o P e o B e B B B e o P e o o o g S

R o o B o B e o U P o Vo R P Y P o o A I
1
1
1

+ [+ |
+
+ [+ |
S E o e R
1
+ [+ |
|+ ]
1

40 [322

1
R e o B o B e ol B o Fr o o B B e B e ol B o P o e B I e I B B o B o o B O e o T o

+
+
+
+
+
]
+
+
+

+
+
+
41323 |+ |+ |+ |+ ]| + - + - [+ ][+
Toplam |37 |30 [15 (30 {19 [[41 |41 |40 |39 |27 ||2 [25|3 |41 |21 35 |20[25/41

=~
—_—

% 90 |73 |37 |73 |46 [[100]100{100]195 |66 ||5 |61 |7 {100 |52 ||100 |85 |49|61|100

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;
Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.
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3.11. Adonitol pozitif izolatlar

Toplam olarak 41 adet adonitol pozitif izolatin 9 tanesi kanat, 1 tanesi diski ve 31
tanesi siit orneklerine ait idi (Tablo 16). Bu izolatlarin 11 tanesi indol testiyle ve 14
tanesi sitrat testiyle elimine edildi. Indol ve sitrat testleri birlikte 31 izolatin 22
tanesini elimine etti. Bu 31 izolatin 21 tanesi myo-inozitol testiyle ve 20 tanesi de
selobiyoz testiyle elimine edildi. Salisin ve eskiilin testi ise eliminasyonda etkili
olmadi. Selobiyoz ve myo-inozitol testleri birlikte 26 izolat1 elimine etti. Indol ve
sitrat kombinasyonu ile selobiyoz ve adonitol kombinasyonunun birlikte sadece 2
izolat1 daha elimine edebildigi icin bu 4 testin hepsinin birlikte identifikasyonda
kullanilmast ekonomik goriinmemektedir. Selobiyoz ve myo-inozitol test
kombinasyonunu kullanmanin yeterli oldugu sonucuna varildi. Her ne kadar trehaloz
testi siit orneklerine ait olan 31 adet izolattan 14 tanesini elimine ettiyse de selobiyoz
ve myo-inozitol test kombinasyonuna ilave edildiginde sadece 3 izolat daha elimine
etmesi nedeniyle kullanilmasinin ekonomik yoniiniin dikkate alinmasi gerektigi
sonucuna varildi. Ikinci Gruptaki diger sekerlerin eliminasyonda etkili olmadig1

tespit edildi.
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Tablo 16. Adonitol pozitif izolatlarin test sonuglari.

No Kod|1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler** 3. Grup sekerler*** ||4.Grup |Indol
sekerler|Sitrat
Sak|Gal|Dul|Ksi|Ram||Glu|Lak|Mal|Man|Tre||Sal|Sel|Esk|Myo|Ado| |Sor|Srz|l [Si|K
1 4 |+ |+ - |+] + + |+ |+ [+ |+ ||-[-1-1-1+ R
2 52 | - |+ |- |+ - + + |+ + [+ -] -+l ++]+]-1-
3 84 |+ |+ |+ |+ ]| - + |+ [+ [+ [+ {-]-|+] -]+ - -+t
4 8 |+ [+ |+ |+ - +l+ |+ |+ - - -+ -+
5 86 |+ |+ [+ |+ ]| - + 1+ |+ |+ [+ -|-]-1 -+ {+][-[+]-]+
6 87 | - |+ | -[+]| - + |+ |+ |+ [+ - -l -+ - +|- |+
7 8 | - |+ -+ - + |+ |+ [+ [+ {{-]|-]-]-1+ - -+t
8 0 [+ [+ -|+] - + 1+ |+ |+ [+ {[-|-]- + [+ -[+]-|+
9 9 | - |+ |-+ - + |+ |+ [+ [ FHFH[ ]+ -+ [+ -]+
10 199 + | + + + |+ [+ [+ -+ - -+ -]
11 200 + [+ | - |+ ]| - +l+ |+ |+ - -+ -+ + -]
12 200 - [+ | -|-| - +  + [+ -+ -+ |+ ]+ ]+ -+
13 202 + [+ |+ |+ ]| + e s I R A I e R B e e e e I
14 203 + [+ |+ |+ ]| + + |+ |+ [+ [ +{{-[-|-]+ |+ ||+ [+]|+]-]+
15 204 | + [ - | - | -] - +l+ |+ |+ [+ -+ -+ |+ [+ [+][-]-]F
16 205+ | - | - |- + [+ [+ - -] -+ +
17 2060 + [ - | - | -] - +l+ |+ |+ [+ -+ -1+ |+ +]+]- +
18 207+ | - | - | -] - + |+ |+ [+ [+ |-+ -]+ |+ ||+ [+]-]-]+
19 208 + [+ | - | - | + +l+ |+ |+ [+ -+ -+ |+ [+ [+ [+]-]+
20 209 | + [+ |+ |+ | + +l+ |+ |+ - -+ -+ [+
21 210 + [+ |+ |+ | + + |+ [+ [+ -+ -]+ |+ ||+ [+]-]-]F
22 211 [ + [+ [+ |+ | - + |+ [+ [+ [ FH -+ -+ |+ [+ [+ ][+]+]+
23 212 + | - | + | - + |+ |+ [+ |+ -[+]| -]+ |+ + |+ |+ [+
24 220 - [+ | - |+ | - + + [+ + -+ -+ |+ [+ [+ ]+]-|+
25 2221 + [+ |+ |+ ]| - + |+ [+ [+ [+ -] -+ l+]-1+ +
26 232 - [+ | - |+ ]| - +l+ |+ |+ - -l -1-1-1+{+][-[+]-1+
27 234 - [+ | - |+ | - + + |+ [+ -1 -1 -+ 1+ -+
28 235 - |+ | - | + +l+ |+ |+ - - -+ -+
29 237 |+ [+ | - | +]| - + |+ |+ [+ [+ {[-]-]- + || + + |+ |+
30 29|+ [+ | - |+ ]| - +l+ |+ |+ - -+ -] - |+ [+ |- [+]+][+
31 243 | + [+ | - |+ | + + |+ |+ [+ [ -f{-[+]-] -+ ||+]-]|+]-]+
32 296 | + |+ | - |+ | + + |+ |+ [+ [+ -|-| -]+ |+ ||+ [+]-]+]+
33 297 |+ [+ | - |+ | + +l+ |+ |+ [+ [+ - -+ |+ [+ [+ -]+
34 299 | + |+ | - |+ | - +  + [+ + -+ -+ |+ [+ [+ ]-|+]+
35 301 | + [+ |+ [ +] - +l+ |+ |+ - -+ -+ [+
36 32| + [+ |+ |+ ]| - + |+ |+ [+ [ -{{-[+] -]+ |+ ||+ [+ ][+][+]+
37 303| + |+ |+ | +]| + +l+ |+ |+ -+ -+ [+ [+
38 304 - [+ - [+]| - +  + [+ [+ -+ -+ -]
39 21|+ |+ |+ +] + + |+ |+ [+ [+ -[|-|-] + |+ ||+ [+ ]|+]+]+
40 322 - [+ | - |- | + + |+ |+ [+ | +]||-[-]-|+ |+ + |+ | +]|- |+
41 323 |+ |+ |+ |+ ]| + +l+ |+ |+ [+ -+ + |+ [ +]-[+]+]+
Toplam 30 |36 {16 |33 |14 |[[41 |41 |41 |40 126 |[2 |22 |3 |21 |41 ||37 |23 |29|14]40
% 73 188 139 80 |34 [[100/100{100/98 |63 |5 |54 |7 |51 [100[[90 |56 [71{34|98

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;

Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.
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3.12. Sorbitol negatif izolatlar

Tespit edilen toplam 24 adet sorbitol negatif izolatin 20 tanesi kanat 6rneklerine, 3
tanesi su orneklerine ve 1 tanesi digki 6rnegine ait oldugu tespit edildi (Tablo 17). Bu
Grup icerisinde sadece 22 adet mannitol pozitif ve 24 adet glukoz pozitif izolat tespit
edildi. Bu iki testin sorbitol negatif izolatlar arasindan tipik E. coli tespit etmede
yararlanilabilecek nitelikte oldugu ortaya ¢ikti. Kanat 6rneklerinden 82 adet glukoz
pozitif izolata karsilik 47 adet glukoz negatif izolat se¢ilerek analizlere tabi tutulmus
idi. Bu izolatlardan 36 tanesinin sorbitol negatif Grup igerisinde yer aldig1 goriildii.
Bir bagka ifade ile, 60 adet sorbitol negatif izolat icerisinde 36 tanesi glukoz negatif
ve 36 tanesi mannitol negatif olarak, tipik E. coli’den farkli oldugu ortaya c¢ikti. Her
iki sekerin birlikte kullanilmasi durumunda ise sadece 5 adet izolatin daha elimine
edilecegi ve bu nedenle her iki sekerin birlikte eliminasyonda kullanilmasinin
ekonomik olmayacag sonucuna varilmistir. Bu bulgular, 6rnegin sorbitol negatif
ozellikteki patojen E. coli izolatlarinin izole edilmesinde kullanilan selektif izolasyon
ve ayiricl besiyerleri igerisine glukoz veya mannitolun ilave edilmesi, atipik
izolatlarin elimine edilmesine katki saglayacak bir uygulama olarak tespit edilmistir.

Ikinci Grup sekerlerin fermentasyonu sonucuna bakildiginda, sadece 17 adet izolat,
5 adet sekerin hepsini de fermente ederek tipik E. coli 6zelligi gosterdigi ortaya ¢ikti.
S6z konusu 17 izolattan 7 tanesi ise 3. Grup sekerlerden en az bir tanesini fermente
etme yetenegi gostermis ve elimine olmustur. Geriye kalan 11 izolattan 4 tanesi
katalaz pozitif 6zelligi ile elimine olmustur. Bu bulgular 1s181inda sadece 7 adet
sorbitol negatif izolatin tipik E. coli olmasi olasiliginin en yiiksek olasilik oldugu
tespit edilmis oldu. Ancak E. coli ’nin eskiilin pozitif izolatlarinin da oldugu, sadece
selobiyoz, myo-inozitol ve adonitol negatif, 2. Grup sekerlerin 5’ine de pozitif
reaksiyon gostermesi yan sira, katalaz pozitif 6zellik de dikkate alindiginda tipik
izolat sayisi 8’e c¢ikmaktadir. Bu izolatlardan 185 kodlu izolat mannitol negatif
ozelligi ile elimine edilebilecek bir 6zellik gostermistir. Diger 91, 107, 111, 118, 130,
131 ve 132 kodlu izolatlarin sorbitol negatif E. coli olabilecegi sonucuna varildi. Bu
izolatlardan sadece 1 tanesi ramnoz pozitif ozellik gostermistir. Analiz edilen

orneklerden, sorbitol negatif E. coli arastirilacagi durumlarda bu bulgularin 1s181inda
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ortaya cikan tablodan yararlanilarak testlerin dizayn edilmesinin yararli olabilecegi

sonucuna varildi.

Tablo 17. Sorbitol negatif E. coli haricindeki sorbitol negatif izolatlarin test

sonuglari.

1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler®* 3. Grup sekerler*** ||4.Grup Indol
sekerler Sitrat
ok Katalaz

No|Kod|Sak|Gal|Dul|Ksi|Ram||Glu|Lak|Mal|Man|Tre| |Sal|{Sel|Esk|Myo|Ado||Sor [Srz |[I|Si|K
1 (8 S o T B S + |+ |+ - |+ -]-]-]- - - + |+ -+
2 110 | - |+ - |+] - + |+ |- -+ -1-]-]- - - - |-+
317 | -+ |-+ - + |+ [+ - F -] -] - - - - + |+ -]+
4 23 | - |+ |-+ - + |+ |+ |+ |+ +]+]| -] - - - + |+ -+
5141 | - |+ | - |+ - + |+ [+ - F -] -] - - - - + |+ -]+
6 44 |+ |+ |- |+ + + |+ |+ |+ |+ - -] - |+ - - -+
7051 | -+ |-+ - S I S A B R O - - + |+ -]+
8 53 | - | -|-|+] - +l+ |+ |+ F -] - - - - + |+ -] -
9 54 | - |- |+ |+]| - + |+ + |+ -] - - - - - -] -
10055 |+ |+ |- |+]| - + |+ + |+ -] - - - - - -] -
1157 | - | -|-1|-] - + |+ -+ - -] - - - - - -+
12162 | - |- |- |+]| - e T N B I B - - - -+
13184 |+ |+ |+ |+]| - e I I e I I e B B I - - -+
14187 | - |+ | -|+] - + |+ |+ |+ |+ -]-|-|- |+ - - |-+
1518 | - |+ |- |+]| - + |+ |+ |+ |+ - -] - |+ - - -+
16121 - |+ | - | +| - + |+ + |+ -] - - - - - -] -
17185 - |- |- |-| + S I N A S B I I - - N
Toplam| 3 |12 2 |15| 3 1716|1312 |16|| 1|22 | 0 | 4 0 6 |1/0]13

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;

Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.

3.13. Laktoz negatif izolatar

Laktoz negatif izolatlarin tamami kanat orneklerine ait olup 4 izolatin 4’ de

glukoz pozitif bulunmustur (Tablo 18). Bu Grup izolatlarin sayis1 az olup saglikli bir

degerlendirme yapmaya olanak vermemektedir.
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Tablo 18. Laktoz negatif izolatlarin test sonuclari.

1. Grup sekerler* 2. Grup sekerler®* 3. Grup sekerler*** | |4.Grup Indol

sekerler Sitrat
o Katalaz
No|Kod|Sak|Gal|Dul|Ksi|Ram||Glu|Lak|Mal|Man|Tre| |Sal|Sel|Esk|Myo|Ado||Sor |Srz (I |Si|K
162 |- |- |- |+ |- + |- |- | + |- |- |- |- - - - +[- [+
2 {125- |- |- |+ |- S N o e e | e C - + - +|- [+
311261+ |- |+ |+ |- + -+ + |+ - - - + - +- |+
4 127+ |+ |+ |- |- + -+ -] - + - +|- [+
Toplam|2 |1 2 (3 |0 4 10 3 (3 |4 ||I1 |1 (0 [0 |O 3 0 410 |4

*Sak, sakaroz; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz;
Mal, maltoz; Man, mannitol; Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-

inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.

3.14. Glukoz negatif izolatlar

Kanat orneklerinin ekildigi VG besiyerinden 82 adet glukoz pozitif ve 47 adet
glukoz negatif koloni secilerek testlere tabi tutulmustur. Boylece glukoz yerine
kullanilma olasilig1 olan sekerin veya sekerlerin mevcudiyeti arastirllmistir. Toplam
olarak test edilen 47 adet glukoz negatif izolatin eliminasyonunda indol ve sitrat
testleri etkisiz kaldi. Sayet E. coli taramasinda sorbitol negatif izolatlar ihmal
edilecek ise bu durumda sadece 11 adet izolatin sorbitol pozitif oldugu bulgusu 6nem
kazanmaktadir. Uciincii Grup sekerlerin hi¢ birinin eliminasyonda etkili olmadig
goriilmiistiir. ikinci Grup sekerlerden laktoz 19 izolati, maltoz ise 16 izolat1 elimine
ederken en etkili eliminasyonu 35 izolat ile mannitol saglamistir. Kanat 6rneklerinde,
tipik E. coli kolonisi se¢iminde mannitol testinin yararli olabilecegi olasilig1 ortaya
cikmistir. Ancak bu sekeri, diger 82 adet glukoz pozitif izolat arasindan tespit edilen
53 adet tipik E. coli izolatinin (Tablo 1) sadece 2 tanesinin fermente etmedigi
gozlendi (bulgular ayrica verilmedi). Bu sonuca gore mannitol ve glukoz pozitif
ozelligin paralel bulgu verdigi ortaya ¢ikmaktadir. Aynm1 durumun laktoz igin de

gecerli oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 19. Glukoz negatif izolatlarin test sonuglari.

No|Kod

1. Grup sekerler*

2. Grup sekerler®*

3. Grup sekerler***

4.Grup

sekerlel
seskeoskok

T

Indol

Sitrat

Katalaz

Gal

ilRam

Lak

Mal

Tre

Sor

—

Si

6

7

9

+ [+ |+

+ [+ |+

+ [+ |+

+ [+ |+

12

13

14

16

+ [+ |

+ [+ |

+ [+ |

18

O |0 ||\ [N | [W||—

19

10 |20

11|21

4+ |

+ [+ |

o o e o o o e o o o

12 122

13 24

14125

15 |26

16 |27

+ |+ [+

+ |+ [+

o Bl B o o o B e e o o e e o A 1

17 |28

18 |29

=+ |1

=+ |1

19 130

20 |31

21|32

22 |33

23 |34

+ |+ |+ |+ |

24 |35

25 |36

+ [+ |+ [+ |+ |+ |

26 |37

27 |38

28 |39

29 140

30 142

3143

+ |+
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*Sak, sakaroz

Tre, trehaloz. ***Sal, salisin; Sel, selobiyoz; Esk, eskiilin; Myo, myo-inozitol; Ado, adonitol. ****Sor, sorbitol; Srz, sorboz.

; Gal, galaktoz; Dul, dulsitol; Ksi, ksiloz; Ram, ramnoz. **Glu, glukoz; Lak, laktoz; Mal, maltoz; Man, mannitol;
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4. TARTISMA ve SONUC

Arastirma, laktoz iceren kati bir on izolasyon besiyerinden segilen kolonilerden, E.
coli olanlar en hizli, ekonomik ve dogru tespit etmek amaciyla ve tespit edilen E.
coli’nin 17 farkli sekeri kullanabilme yetenekleri dikkate alinarak, hem izolasyon ve
identifikasyon hem de biyotiplendirmek ve elde edilen biyotiplerin literatiir bilgi
1s51g¢inda hangi grup serotip veya patotibe ait oldugu konusunda tartismak amaciyla
yapilmistir.

[k izolasyon besiyerlerinden segilen kirmizi renkli glukoz ve laktoz pozitif
koloniler icerisinde E. coli orani, bu oranin incelenen farkli kaynaklara gore degisip
degismedigi konusu da ayrica arastirllmig ve literatiir bilgi ile karsilastirmali olarak
tartisilmastir.

E. coli izolasyonu ve identifikasyonunun miimkiin oldugu kadar hizli yapilmasi,
antibiyotik direncinin tespit edilmesi ve tipinin belirlenmesi, hem tedavide hem de
epidemiyolojik ¢alismalarda 6nemli konulardir. Her ne kadar genetik yontemlerle de
giiniimiizde mikroorganizmalarin genotipinin ve patojenite faktorii genlerinin tespiti
miimkiin ise de bu analiz sekli ile hizli olmak i¢in 6rnekten dogrudan veya 6rnegin
birkag saatlik 6n zenginlestirmesinden alinan materyalden yararlanilmaktadir. Oysa
bu durumda elde, yani besiyeri {izerinde izole ve identifiye edilen bir
mikroorganizma kalmamaktadir. Bu durum, epidemiyolojik calismalarda kaynak
israfina neden olmaktadir. Hastaliklarin koruma ve kontroliinde epidemiyolojik
calismalarin birinci derecede ©nemli oldugu bilinen bir gercektir. Bu nedenle
laboratuar aglarn kuran ve ulusal diizeyde epidemiyolojik calismalarda bu aglar
kullanan iilkelerde her tiirlii materyalden izole edilen mikroorganizmalarin
identifikasyonu, kodlanmasi ve stoklanmasi ile epidemiyolojik calismalarda basarili
sonuglar elde edilmektedir. Ulkemizde bdyle bir gayret ve alt yapmnin olmayisi, genis
sus stoklarina sahip olmamaya ve bilgi kaynaklarinin israfina neden olmaktadir.
Oysa iilkemizde de bazi hastalik etkenlerini 6ncelikli tutmak kosuluyla laboratuar
aglarn icerisinde epidemiyolojik caligmalarin yapilmasimi sus ve suglara ait bilgi
bankasinin  olusturulmasini, daha sonraki calismalarda bu bankalardan
yararlanilmasin1  kolaylastirmak amaciyla kamu otoritesi harekete gecmek

zorundadir.
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Yogun sus izolasyonu ve identifikasyonu yapan merkezler i¢in 6zellikle zaman ve
ekonomi kazanci saglamak amaciyla basit, ucuz, hizli ve dogru tiplendirme
prosediirlerinin bulunmasi ve uygulanmasi sarttir. Giiniimiizde bdyle prosediirler E.
coli i¢gin de bulunmus ve ticari kit olarak pazarlanmaktadir. Bu kitlerin maliyeti dahi
gelismekte olan iilkeler icin yiiksek olabilir. Keza bu kitler arzulanan diizeyde zaman
tasarrufu da saglamayabilir. Dolayisiyla iilkemiz gibi kaynaklar1 simirli olan
tilkelerde epidemiyolojik calismalar1 kapsam1 ve uygulanacak metodoloji iilkeye has
olabilir. Bu caligmanin sonucunda iilkemizde E. coli ile ilgili yapilacak bir
epidemiyolojik calisma icerisinde ilk izolasyon besiyerinden secilen siipheli
kolonilerden E. coli identifiye etmek, identifiye edilen suslarin hangi biyotiplere ait
oldugunu tespit etmek ve bu bilgilerden yararlanarak E. coli serotip ve patotipleri ile
biyotipleri arasindaki iligkileri ortaya ¢ikarmak, bu bilgiden de yararlanarak daha iyi
izolasyon ve identifikasyon teknikleri olusturmak miimkiin olacaktir.

[k izolasyon besiyerinden siipheli koloni secimi, koloninin besiyeri icerisindeki
maddeleri kullanarak olusturdugu koloni tipi ve rengi dikkate alinarak yapilir.
Burada hatali pozitif sug secimi s6z konusu oldugunda besiyerinin performansi diisiik
olarak kabul edilir. Bu durumda besiyerinin yeterince selektif olmadig1 soylenir.
Hatal1 olarak secilen sus izolasyon ve identifikasyon islemine alindigi zaman oldukca
biiyiik kiilfete ve daha da onemlisi hatali bir karar vermeye, hatta kararsiz kalmaya
neden olacaktir. Ilk izolasyon besiyeri icerisine katilan antibiyotikler ve diger
antimikrobiyel maddeler besiyerinin bir tiir mikroorganizmaya has olmasina yarayan
ilave maddelerdir. Bununla birlikte bu tiir mikroorganizmanin koloni morfolojisinin
tipik hale getirilmesi icin seker, lisin, arginin ve ornitin gibi protein tabiatli maddeler,
yine bazi florojenik ve kromojenik maddeler ilave edilmektedir. Son birka¢ yilda bu
maddeleri iceren daha selektif besiyerleri iiretilmis ve pazarlanmaktadir. Bu
besiyerlerinin bazen bir tek susa spesifik oldugu da gériilmektedir. Ornegin SMAC
besiyeri sorbitol negatif E. coli O157:H7 izolasyonu amaciyla kullanilan bir
besiyeridir. Tiim c¢alismalarda sadece bu besiyeri kullanilmis olsaydi E. coli’lerin
icerisinde sorbitol negatif olan suslarin sadece O157:H7 serotipine ait oldugu
bilgisine korii koriine inanmak devam edecekti. Oysa ilk izolasyon besiyerinde
tireyen negatif ve pozitif Ozellikli suslarin birlikte bazi testlere tabi tutulmasi

sonucunda sorbitol pozitif olup da patojen olan E. coli O157 suslarinin da mevcut
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oldugu ortaya konmustur. Benzer durum E. coli tiirii icerisinde patojenitesi
ispatlanmis bircok susun, farkli metabolik 6zelliklerde oldugunu ortaya koymustur.
Lakin giiniimiizde ayn1 serotipe ve patotipe ait olan farkli izolatlarin bir sekeri
kullanma 6zelliginin farkli oldugu tespit edilmistir. Son yillarda biyotip, fenotip ve
genotip temelli, karsilastirmali izolasyon ve identifikasyon calismalarindan sonra bir
tir mikroorganizmanin ilk izolasyonu hakkindaki yontemlerin tekrar goézden
gecirilmesi geregini ortaya cikaracak nitelikte bulgu vermektedir. Ornegin glukoz
ve/veya laktoz negatif patojen E. coli suslarinin izolasyonu ve hastaliklardan sorumlu
tutulmas1 bu sekerlere dayali ilk izolasyon besiyerlerini her durumda yeterli
olmadigini ortaya cikarmistir. Bu besiyerlerinden hastalik etkeni suglar arastirilirken,
pozitif reaksiyonlu tipik koloniler ile birlikte birka¢ negatif reaksiyonlu atipik
kolonilerin se¢imi ve testlere tabi tutulmasi geregini ortaya koymaktadir. Bu
durumda da ileri izolasyon ve identifikasyon asamalarinda is, zaman ve ekonomi
kaybi ortaya c¢ikacaktir. Bu kayiplar1 6nlemek i¢in elde edilen yeni bulgular 1s181inda
mevcut yontemler tekrar gozden gecirilerek, yeni yontemlere yonelme durumu
ortaya ¢ikmistir. Yapilan calismalar sonucunda, biyotiplendirmenin, serotiplendirme
ve genotiplendirmeden daha ucuz ve elde sus kolonisi biraktig1 icin yararh ve etkili
bir yontem oldugu, biyotip, genotip ve serotip arasinda suslarin patojenitesi iizerinde
etkili bir korelasyonun oldugunu yapilan calismalar ortaya koymustur.
Biyotiplendirme genellikle seker fermentasyonu, ornitin dekarboksilasyonu ve H,S
tiretip iiretmedigi yoniinden yapilmaktadir. Enterobacteriaceae igerisinde E. coli’nin
baz1 sekerleri mutlak fermente ettigi bazilarin1 da mutlak fermente edemedigi dikkate
almarak hizli identifikasyon kitleri ornegin API 20 E kiti ve benzeri kitleri
tiretilmistir. Ancak bu durumda yukarida belirtilen sakincalarin ortaya c¢ikmasi
kacimilmaz olacak ve bilinen tipik Ozellige aykir1 6zellik gOsteren istisna patojen
suslar goz ardi edilmis olacaktir.

Bu c¢alismada toplam 17 adet seker ve renk indikatorii katkili kati bir besiyeri
icerisine ayr1 ayr1 %1 oranlarinda katilarak diferansiyel agarlar elde edildi. Toplam
olarak 282 adet laktoz pozitif, oksidaz pozitif, Gram negatif susun bu sekerlerin her
birine gosterdigi metabolik reaksiyonun pozitif veya negatif oldugu arastirildi.
Arastirma sonucunda bu 6zelliklere ilave olarak glukozdan ve laktozdan asit ve gaz

liretme yetenegi gosteren, sitrat1 kullanamayan, katalaz pozitif ve indol negatif suslar
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tipik E. coli olarak degerlendirildi. Bu siirecin uzun, zahmetli ve masafli oldugu
gercegi karsisinda tipik E. coli suslarinin bir diferansiyel agar iizerinde renkli veya
renksiz koloni olusturma yetenegine bakilarak, daha hizli ve ekonomik olarak
identifiye etmenin miimkiin olup olmadigi arastirildi. Bu arastirma sonucunda
yukarida bildirilen testlerden tipik E. coli olarak 156 adet sus izole edildi. 282 susun
geri kalan 126 adedi ise E. coli olmayan suslar olarak tespit edildi (Tablo 1). Bu
suslar da E. coli suslanyla birlikte seker testlerine tabi tutularak E. coli ile paralellik
ve zithk olusturdugu sekerler tespit edilmeye calisildi. Bu bulgu 1s18inda literatiir
bilgiye ters diismeden yeni selektif diferansiyel agarlarin onerilme olanag: iizerinde
duruldu. Sonugcta tiim suglar icerisinde 9 tanesi salisin, 17 tanesi eskulin, 41 tanesi
myo-inozitol, 41 tanesi adonitol tarafindan elimine edildi (Tablo 5). En fazla
eliminasyon 64 sus ile selobiyoz tarafindan meydana getirildi. Selobiyoz yalniz
basina 126 adet olan E. coli haricindeki suslarin yaklasik yarisini elimine etti.
Selobiyoz dan sonra en etkili olan seker miyo-inozitol ve adonitol oldugu, bu
sekerlerin fenol red indikatorii iceren kati bir besiyerine birlikte ilave edilip hizli spot
test yapildiginda sadece iki sus salisin’e ve 4 sus eskiilin’e eliminasyon i¢in ihtiyag
duyar. Sonugta 126 sustan sadece 6 susu elimine etmek icin salisin ve eskiilin ilave
etmenin gerekli ve ekonomik olmayacagi ortaya c¢ikmaktadir. Bu durumda ilk
izolasyon besiyerinden segilen siipheli kolonilerin salisin, eskiilin, myo-inozitol ve
adonitol kombinasyonu (SEMA) igeren bir kati besiyerine spot test biciminde
ekilmesi ve 3-6 saat sonra kirmizi olanlarin eliminasyonu ve renksiz olanlarin tipik
E. coli olarak kabul edilmesi hizli, kolay, ekonomik ve mantikli bir yontem
olabilecegi gercegi ortaya ¢ikmaktadir. Ancak bu yontemin gercekten dogru calisip
calismadigr cok daha genis caligmalar ile ve serotip- genotip calismalariyla
desteklenerek ortaya konmalidir.

Bu calismada indol testinin elimine ettigi 51 adet susun 31 tanesi sema testi ile
elimine edilebildi. SEMA testi yapildiktan sonra indol testi yapilmasi daima dogru
olacaktir. Lakin SEMA testi icerisindeki selobiyoz 64 adet sus tarafindan fermente
edilmistir. Bu deger bu sekerin yalniz basina indoldan daha fazla susu elimine
ettigini gostermektedir (Tablo 5). Ancak SEMA testinden sonra gerekli ise, bir bagka
deyisle ¢cok sayida susun elde kalmasi durumunda veya ihtiya¢ var ise indol testi

yapildiginda elde ¢ok daha az susun kalacagi ortaya ¢ikmaktadir. Lakin 51 sustan 21
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tanesini sema testinden sonra yapilacak indol testi ile ayirabilmek miimkiin olmustur
(Tablo indol). Sitrat bu suslardan sadece bir tanesini elimine edebilmis ve bu durum
sitrat testine ihtiya¢c olmadigimi ortaya koymustur. Sitrat testinin elimine ettigi 43
adet susun 36’sinin esma testi ile elimine edilmesi bu bulguyu teyit etmektedir. Bu
calismada tipik E. coli’nin 3. Grup sekerleri fermente etmedigi, 2. Grup sekerleri
fermente ettigi kabul edilmistir. Lakin biyotip semalarinda da bu durum net olarak
ortaya konmustur. Ikinci Grup sekerlerden ilk izolasyon besiyerine ilave etmede
glukoz veya laktoza alternatif olarak diisiiniilen ve test edilen diger ii¢ sekerden
mannitol 6 susu, maltoz 23 susu ve trehaloz 36 susu elimine etmistir. Maltoz ve/veya
trehaloz sekerlerinin besiyerine katilmasi sonucunda elde edilecek yarari net olarak
ortaya ¢ikarmak icin daha detayli arastirmalara ihtiyag¢ oldugu tespit edilmistir.

Birinci Grup sekerlerin mutlak pozitif ve mutlak negatif sonu¢ vermedigi, ancak
bazi grup izolatlarda mutlak degere yakin reaksiyon vermeleri bu testlerin alt
biyotiplendirmelerde veya bazi ornek tiplendirmelerinde kullanilma olanaklarinin
daha yiiksek olasilikli olabilecegi iizerinde daha fazla arastirma yapma gercegi ortaya
cikarilmstir.

Katalaz testi sadece 7 susu elimine etmistir. Bu sonuca gore katalaz testinin
gereksizligi veya son planda kullanilabilecegi ortaya ¢ikmistir. Bu 7 susun sadece bir
tanesi adonitol tarafindan elimine edilebilmistir. Bu durum esma testinin katalaz
negatifleri elimine etmede etkili olmadig1 ancak katalaz negatif sus sayisinin ¢ok az
olmasi1 boyle bir eliminasyona ihtiya¢ olmayacagina isaret etmektedir (Tablo 6).

Cok farkli serogruba ait patojen E. coli’lerin hizli teshisini saglayabilecek
yontemlerin gelistirilmesi 6ncelikli bir konudur (79). Murphy ve ark. (79) kiymanin
bir gece zenginlestirilmesinden sonra triplex PCR yontemiyle E. coli 026, O11 ve
O157’yi izole edebildiklerini, bu yontemin 24 saat aldigin1 ve gida zincirinde riski
azaltmada etkili olacagin1 bildirmislerdir. Arastirmacilar, gidalardan E. coli O157
izole etmek i¢in kullanilan bir metodun bulundugunu, ancak bu metodun sorbitol
negatif koloni segme prensibi ile ¢alismasi nedeniyle, sorbitol pozitif patojen E. coli
O157 suslarinin izolasyonunu saglamadigini, 026 ve O111 icin ise bir gecerli metot
olmadigini, lakin bu suglarin da sorbitol negatif ve pozitif izolatlarinin oldugunu
bildirmiglerdir. Kat1 besiyerine seker ilave etmek ve seker fermentasyonuna gore

koloni se¢cmenin diger floranin da yogunlugu nedeni ile basar ile kullamlamadig,
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ornegin ramnoz ilave edilmis MacConkey agar O126 susu i¢in selektif kat1 besiyeri
olarak onerilmis ise de diger kromojenik besiyerlerinde oldugu gibi bu besiyerinin de
baz1 suslarin seleksiyonuna olanak vermeyecegi, bu nedenlerden dolay1 spesifik E.
coli serogruplarin identifiye etmek ve daha fazla bilgi olanag verdigi icin PCR
yonteminin gerektigi bildirilmistir (79). Monday ve ark. (75) 200 adet STEC serotipi
icerisinde patojen olarak one c¢ikan O157:H7 ve diger 026 ve Ol11 serotipleri
haricindeki 0103, O121 ve OI145 suslarin patojenitesinin tespit edilmesinde
multiplex PCR metodu kullanilmasini onermistir. Arastirmacilar, biyotiplendirmenin
koloni kullanilarak yapilmasindan dolayr yararli oldugunu, ancak STEC icerisinde
hastalik yapan EHEC tiplerinin ayrimini yapamayacagi, “O” tiplendirmesinin ise
patojenite ile ilgili olmamasi1 nedeniyle ve E. coli ile EHEC suslarinin aym O tipi
icerisinde olduklarini ifade ettikten sonra, patojen tiplerin kesin olarak ayriminda
multiplex PCR kullanilmasini 6nermistir. Bu calismada oldugu gibi her bir patotip
icin bir genetik sifre kullanilmaktadir. Aragtirmacilar bu ¢alismada 9 farkli sus icin 9
cift gen dizisi kullanmiglardir. Bu kadar patojenite belirleyici gen primeri bir
ornekten veya izole edilen bir sustan patojenite tespit etmede kullanilmaktadir. Bu
sekilde bir uygulama sonucunda multiplex PCR teknigi kullanmilmis ve test edilen
organizmanin patojenik tipi tespit edilmistir. Bu metodun sonuclarn kesin olmakla
birlikte rutin uygulamalarda kullanilamayacak kadar zor ve pahalidir.

Ishalli tavsan diskilarindan izole edilen 575 adet izolat1 Camguilhem ve Milon (27)
kendi basitlestirilmis biyotip modeli ile kullandiklar1 5 farkli seker testiyle 72 adet
0103 serotipinin 70 tanesi ramnoz pozitif ve yiiksek patojenitede, ramnoz negatifleri
ise diisiik patojenitede bulmuslardir. Dokuz adet O68 susunun 4 tanesi de ramnoz
pozitif bulunmustur. Fenotipik o©zelliklerin ve hatta ramnozun bile tek basina
patojenite faktorii olabildigi bildirilmistir. Biyotipler sorboz, dulsitol, rafinoz, siikroz
ve ranmoz ile belirlenmis, hicbirinde mutlak veya biiyiilk oranli pozitiflik
bulunamamistir. Okerman ve Devrise (85), kullandiklari biyotiplendirme semasi
icerisine rafinoz, dulsitol, siikroz, sorboz, ramnoz ve selobiyoz olmak iizere 6 seker
dahil etmistir. Crichton ve Old (30) ise biyotiplendirme semas1 icerisinde dulsitol,
rafinoz, sorbitol sekerleri ile ornitin dekarboksilasyonu testlerini kullanmistir. Peeters
ve ark. (91), saglikli ve hasta tavsanlardan izole ettikleri E. coli suglarim Crichton ve

Old (30) semas: igerisinde yer alan 4 sekeri kullanarak 16 biyotipe ayirmistir.
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Biyotipler ve patojenite ile serotip dagilimi arasinda bir iligki oldugu ortaya
konmustur (91). Tespit edilen 18 biyotip arasindan suslarin biiyiikk cogunlugu 3.
Grupta yogunlagmistir. Toplam 568 sustan 13 susun selobiyoz pozitif oldugu,
bunlardan 11 tanesinin Biyotip 12’ye ait oldugu tespit edilmistir. Okerman ve
Devrise (85) biyotip semasina gore 6 seker kullanildigi zaman ise 18 biyotipin ortaya
ciktigr bildirilmistir. Aragtirmacilar biyotip 6zelliklerin patojenite ve klinik bulgular
gibi ozellikleri ile karsilastirmali olarak degerlendirilmesi gerektigini bildirmislerdir.
Penteado ve ark (92) da serotip, biyotip ve patojenite arsinda pozitif iliski oldugunu
ortaya koymus, yaptiklar1 c¢alismada E. coli O132:H2:B30 olarak adlandirdiklari
susun predominant EAEC oldugunu ortaya koymuslardir. Bu susun ramnoz negatif
oldugu bildirilmistir. Bu arastirmada da Camguilhem ve Milon (27) biyotiplendirme
semasi kullanilmistir.

Lecomil ve ark (69) insan, sigir, koyun, domuz ve tavuk orijinli 23 E. coli 026
susunun iki gruba ayrildigini, birinci Grupta ramnoz ve duasitol negatif olan EPEC
ve EHEC suglarin, ikinci Grupta ise ramnoz ve duasitol fermente eden EPEC
suglarinin yer aldigim tespit etmislerdir. Arastirmacilar bir¢ok evcil hayvanin insan
enfeksiyonlarinda 026 EPEC ve EHEC suglarinin rezervuart olabilecegini
bildirmislerdir. Crichton ve Taymor (31) mikrokuyucuk plaklarinda rafinoz, sorbitol,
ornitin, duasitol ve ribozu birinci asamada, ramnoz, lisin dekarboksilaz ve hareket
testlerini ikinci asamada uygulayarak klinik E. coli izolatlarinin basarili ve giivenli
biyotiplendirme yapilabilecegini ve biyotiplerin diger tiplendirme teknikleri ile de
identifiye edilmesi, lokal, epidemiyolojik sorunlar1 ¢ozmede kullanilabilir oldugunu
bildirmiglerdir. Lehmacher ve Bockemiihl (68), sorboz kullanimu ile patojenite ve
evrimsellik arasinda bir iliskinin oldugunu, serotip ve patotip tespitinde sorboz
kullanim 6zelliginin yararli bir test olabilecegini bildirmislerdir. Sorboz igeren
selektif bir kat1 besiyerinin iizerinden sorboz negatif suslarin ETEC izolasyonunda
kullanilmasinin uygun olacagi bildirilmistir. Patojenik gruplardan en diisiikk %9
oraninda ETEC suslarinda ve en fazla %93 oraninda NMEC suslarinda sorboz
pozitiflik tespit edilmistir.

Nicoletti ve ark. (82), Somoli’de laktoz negatif EPEC, ETEC, EIEC ve diger

patojen grup E. coli iiyelerini tespit etmislerdir. Rychert ve ark. (96) sigir diskisindan
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ve sudan laktoz negatif E. coli izole etmisler ve bunlarin antibiyotik direncinin daha
az kolisinojenik 6zelliginin daha fazla oldugunu ortaya koymuslardir.

Kaweck ve Flyermans (65) niikleer reaktdre sogutucu su saglayan goldeki E. coli’ler
laktoz pozitif iken, sogutma isinden sonra suslarin laktoz negatif olduklarini
izlemislerdir. Bu durumu mevcut testlere gére suyun temiz oldugu sonucuna neden
oldugu belirtilmistir. Aguile ve ark. (2), 59 adet ishal etkeni sorboz negatif susu 1s1ya
direncli enterotoksin iireten suslar oldugunu ve bu iliskinin klinik laboratuarlarinda
siipheli identifikasyonda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Saglikli ve ishalli tavsanlardan izole edilen E. coli gruplarinin farkli oldugu, ishalli
hayvanlarda ramnoz negatif suslar, 6zellikle O103:K-:H2 ve biyotip B14’{in daha
fazla oranda enfeksiyondan sorumlu oldugu bildirilmistir (23). Eae tespiti
onerilmekle birlikte serogrup ve biyotiplerinin tespitinin yiiksek patojeniteye sahip
suglarin tespitini dogru olarak tamimlamasinda yardimci olabilir nitelikte
bulunmustur.

Paciorg (89), 427 adet ishalli yeni dogan bebekten 427 izolat ve 52 saglikh
bebekten 150 izolat1 serotip ve genotip analizine tabii tutmuslardir. Ishal vakalarinda
018, 02, 044, 086, 026, 0127 serogruplan tespit edilmistir. Hem saglikli hem de
hasta bireylere ait izolatlarin bir¢ok patojen tip icerdigi ortaya konmustur. Ulkemizde
boyle bir gayret olmamakla birlikte ishal etkenlerinin ulusal diizeyde stogunun
yapilmasi ve kayit altina alinmasinin ¢ok yararli olacagi bir gercektir. Bu durumda
farkl1 serotip, biyotip veya genotipe sahip suslarin secimine olanak veren besiyerleri
ve yoOntemlere ihtiya¢c vardir. Aym1 zamanda gida-enfekte bireyin digkisi-ara
kontaminasyon kaynag iiggenindeki fenotip-serotip-genotip iliskilerinin arastirilmasi
oldukga gerekli, iddial1 ve disiplinli ¢alismalara zemin hazirlayacaktir.

Amstey ve Casian-Colon (5), sezeryandan sonra gelisen septisemi vakasindan
sorumlu olarak ii¢ farkli E. coli biyotipinin tespit edilmesi ve dordiincii biyotipin
tiriner ve genital kanalda izole edildigini, bu nedenle septisemi kaynaginin tespit
edilemedigini, ilk izolasyon besiyerinde koloni se¢iminin dogru yapilmasinin ve bu
gibi vakalarda antibiyotik diren¢ testinin O6nemli oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismada oldugu gibi kontamine gidalarda birden ¢ok serotipi bir arada bulmak
olasilig yiiksektir. Yani bir gida, birden ¢ok serotip ile ayni anda kontamine olabilir.

Bu durumda bir tek besiyerinden izole edilen tipik koloniler arastirmay1 oldukg¢a dar
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bir cerceveden gozleme olumsuzluguna sokacaktir. Oysa belkide VG veya VL
besiyeri iizerinde 10-20 koloni secilip hizli bir biyotiplendirme ardindan serotip
tayini yapilmasi, gerekli goriiliirse genotip ve aderenz testleri yapilabilir.

Bedtelheim ve ark. (18) farkli rasyonlarla beslenen sigirlarin diuskisindan izole
ettikleri 474 adet E. coli susunun 52 serotipe ve 9 VTEC serogrubuna ayrildigini
tespit etmiglerdir. Arastirmacilar melashi yem ile beslenenlerin diskilarindan 30
serotip, yesil ot ile beslenenlerin digkilarindan 17 serotip izole etmislerdir. Bu gibi
calismalar cevresel kontaminasyonun kaynagi olan digkida E. coli popiilasyonunda
degisiklik yapan faktorleri ve popiilasyonda meydana gelen degisikliklerin insan ve
hayvan sagligina olasi1 etkileri iizerinde durmaya yardim etmektedir. Bu ¢alisma ise
farkli kaynaklardan aliman E. coli ve E. coli olmayan suslarin temel kiiltiirel
izolasyonuna temel teskil edecek fermentasyon testleri Onermek amaciyla
yapilmistir.

Sainz ve ark. (101) Meksika’ya 6zgii bir fermente igecekte bulunan E. coli tiplerini
tespit etmek icin VG besiyerine ekmis, oradan sectikleri kolonilerin API 20 kiti ile E.
coli dogrulamasim yapmis, 170 somatik (O), 56 flagellar (H) antiserumu kullanarak
serotiplendirmis, bilinen 7 patojenite gen primeri kullanarak patojenite testi yapmis
ve hiicre kiiltiirii ile adherenz 6zelliklerini tespit etmiglerdir. Arastirmacilar O8, Ol11,
018, 020, 088 ve 0173 olmak iizere 6 serotipe ait cok sayida serotip izole etmisler
ve bu suglarin diarejenik olup insan sagligim1 bozabilecek patojenik 6zelliklere sahip
oldugunu bildirmislerdir.

Hara-Kudo ve ark. (55) E. coli O26 susuna ozgii olarak gelistirilen CT-O26
besiyerini test etmislerdir. Bu besiyerinin CT-RMAC besiyerinden daha etkili oldugu
ortaya konmustur. Bu besiyerinde temel olarak CT-RMAC besiyerinden farki BICIG
adli kromojenik maddeyi icermesidir. Aragtirmacilar, biiyiik mavi koloni olusturan
0119, 0161 ve 026 suslar laktozu fermente ederken, O101, O111, O113, O145 ve
O157 suslart ramnozu fermente etmeyip yesil kii¢iik koloniler olusturduklarimi ve
digerlerinden kolayca ayrilabildiklerini ortaya koymustur.

Lebaron ve ark. (67) tarafindan sulari filtre ettikten sonra filtre {izerinde 10 ml
pepton water ve son MUG konsantrasyonu 167 mg/l olacak sekilde MUG ilave
edilmistir. Bu amacla igerisinde eritilmis MUG ve Triton-X—100 bulunan 50 ml su

kullanilmustir. Erlen 44°C’de inkiibe edilirken igerisinde olusan metil-umbelli-fenol
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miktar1 pikomol diizeyinde 360 nm UV florometre ile ol¢iilmiistiir. Bu yontemin
NPM-mikroplate metodundan daha iyi oldugu ve plaj sularinin analizi i¢in bulunacak
hizli yontemlere kaynak teskil edebilecegi bildirilmistir.

Ware ve ark. (112) 5 yil siireyle elde ettikleri 34 adet E. coli O157:H7 susunun her
birinin farkli bir biyokimyasal oOzellik gosterdigini, bu suslardan 20 tanesinin
hareketsiz veya gec hareketli oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar bu bulgular
151¢inda mevcut bilinen yontemler ve ticari kitler kullanarak E. coli O157:H7
enfeksiyonlarinda hatali teshislerin yapilma olasiliginin  oldugunu ortaya
koymuslardir. Arastirmacilar ramnoz, siikroz, laktoz, glukoz negatif suslar ortaya
koymuslardir.

Buckalew ve ark. (26) sularda fekal koliform ve E. coli izolasyonunda colileft DTS
metodunu MF metotlarindan daha ucuz, basit ve hizli oldugunu tespit etmislerdir.
Besiyerinin poset icerisinden analiz edilecek suya karistirilmasinmin kolayligindan
bahsedilmistir.

Fujisawa ve ark. (48) sefiksim telliirit sorbitol salisin MacConkey medium ile E.
coli O157:H7 izolasyonu yapilirken MUG reaksiyonunun okunmasi kolonilerin
yogun oldugu durumda olduk¢a zordur. Bu sorunun yapilacak ileri aragtirmalarda
¢oziilmesi gerekmektedir. Buradan secilen kolonilerin tekrar bu besiyeri yiizeyine
siiriilmesi gerekmektedir.

Francy ve Darner (34) ylizme sularinda E. coli izolasyonunda kullanilan 3 farkh
yontemi karsilastirmiglardir. Bu yontemlerin farkli oranda hatali pozitif ve negatif
sonuglar verdigini ortaya koymuslardir. Bu nedenle analiz metotlar1 arasindaki
oldukc¢a fazla olan farkliliklarin ortadan kaldirilip dogru calisan standart metotlar
onermenin gerekli oldugunu bildirmislerdir.

Parveen ve ark (102) E. coli kontaminasyon kaynaklarini tespit etmek i¢in uygun
bir yontemin kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir. Multiple antibiyotik resistans
(MAR) gibi hiicre duvar1 yag asitlerine ve jel elektroforegramina bakilarak yapilan
tiplendirmenin heniiz basariyla uygulanabildiginin sdylenemedigi, bunda cevresel ve
susa bagli degiskenlerin 6nemli oldugu bildirilen bu calismada serotiplerin ¢ogunun
da sorunu ¢6zemedigi ortaya konmustur.

Buckwold ve ark. (47), her ne kadar API 12 sistemi var ise de yeterli

olamayacagim ve daha pratik biyotiplendirme yontemleri olmasi gerektigini
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vurgulamistir. Aragtirmacilar idrar yolu enfeksiyonundan izole ettikleri 979 adet E.
coli susunun biyotiplendirmesinde 17 farkli test kullanmig ve 78 biyotip elde
etmislerdir. Seker fermentasyon testlerini kati besiyerinde ¢cok noktayla inokiilasyon
yapma teknigi ile siv1 kiiltiirden ekim yapildiktan sonra ekim noktalarinin arasi steril
scalpel ile kesilmistir. Adonitol, laktoz, rafinoz ve sukrozda koloninin kirmizi
olmasi, lisin dekarboksilaz, melibiyoz ve ramnoz testlerinde ise besiyerinin de renk
degistirmesi dnemsenmistir. Arastirmada sorbitol, maltoz ve ksiloz testleri %92-98
oraninda pozitif sonu¢ verdigi i¢in biyotiplendirmede etkili bulunmamistir. Oysa
dulsitol, arginin hidrolizi ve ornitin dekarboksilasyon testleri %19 — 63 arasinda
degisen oranlarda pozitif sonu¢ vermistir. Arastirmacilar API 12 test sisteminde yer
alan testlerden sadece 4 tanesinin ayrimda etkili oldugu, kendi yontemlerinin ise
inokiilim konsantrasyonunu ayarlamaya gerek olmadigi i¢in API sisteminden {iistiin
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica arastirmacilar agara ekim yonteminin ¢ok sayida
sus test etmeye daha elverisli oldugunu bildirmislerdir. Arastirma sonucunda suglarin
%67’ sinin 11 biyotip icerisinde toplandig1 tespit edilmistir.

AB i¢me suyu yonetmeliginde (98/83/EC) icme sularinda koliform ve E. coli
sayiminda membran filtrasyon yontemiyle TTC agar ve ternitol -7 agar kullanilmasi
onerilmistir (113). Bu yontemde en az 48 saate ihtiya¢ duyulmaktadir. ISO/TIS
standart 16649°da ise TBX agar gibi icerisinde BCIG gibi kromojenik maddeler
iceren kati besiyeri kullanilmasi oOnerilmektedir. Bu besiyerlerinin maliyetleri
yiiksektir. Dianez ve ark. (113) AB standardinda kiigiik bir modifikasyon yaparak
analiz siiresini 24 saate diisiirmiis ve bu sayede kromojenik/florojenik besiyerleri
kadar basarili sonu¢ alinarak bu besiyerlerinin maliyetinden kurtulmanin miimkiin
oldugunu gostermistir. Arastirmacilar 100 ml suyu filtre ettikten sonra filtreyi
Tellitol-7 agarda 37°C’de 24 saat inkiibe edip filtreyi TBX agara transfer etmislerdir.
inkiibasyon 44°C’de 2 saat siirmiistiir. Bu sayede referans metotlar kadar basarili
olan bu yontemi 6nermislerdir. Besiyerinde iireyen tipik renkli kolonilerin sayimiyla
koliform ve E. coli sayiminin yeterli oldugunu ortaya koymuslardir.

Okerman ve Devriesel (85) E. coli biyotiplendirme ve patojenite belirleme
calismasinda tavsan orijinli suslarda selobiyoz, dulsitol, rafinoz, ramnoz, sorboz,

sukroz, ornitin ve hareket testlerinde 4 biyotip ¢ciktigin1 ve tavsanlarda patojenik
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suglarin tespitinde bu yontemin kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu calismada
biyotip ile patotip arasinda bir iligki oldugu ortaya konmustur.

Horman ve Hanninen (58), bir¢cok standart koliform/E. coli sayim yontemini
karsilastirmis ve sularda Colileft 18 ve Adicult gibi metotlarin 24 saat igerisinde
basarili sonuglar verdigini bildirmislerdir. Oysa bazilarinin o kadar basarili olmadigi
ortaya konmustur.

York ve ark. (114) 1064 adet klinik 6nemi olan izolati (indol pozitif, oksidaz
negatif, kanli agarda yaygin iiremeyen, Gram negatif, cubuk, selektif agarlarda
tireyen) API 20 E gibi test kitlerine karsilik hizli ve ucuz test kombinasyonu ile E.
coli identifikasyonunu saglamaya calismiglardir. Sonucta EMB veya MacConkey
gibi kat1 besiyerlerinden segilen kirmizi kolonilere hemoliz, L-PYRRolidonly- beta-
naftilamid (PRY), MUG testleriyle laktoz ve indol pozitif, oksidaz negatif
testlerinden sonra E. coli’ yi %99 dogrulukla identifiye edebileceklerini, bu yontemin
kitlere gore %75 daha ucuz ve daha az zaman harcayarak basarili oldugunu
bildirmiglerdir. Hizli sonu¢ bildirilmesi gereken durumlarda bu yontemin 6nemli
oldugu belirtilmistir. Toplam 1000 adet E. coli susunun 932 tanesi MUG pozitif, 894
tanesi laktoz pozitif, 294 tanesi hemoliz pozitif olarak tespit edilmistir.

Osec (87)’in yaptigi calismada insan ve hayvan kaynakli toplam 90 adet E. coli
O157’nin insana ait 23 adet, sigira ait 29 adet susun tamami ile domuz diskisina ait
38 adet susun 11’inin STEK oldugu ve insanda 14 sus, sigirda 21 susun ise H7
oldugunu tespit etmistir. Domuz suslarinin tamamm sorbitolu fermente etmistir. {lging
olarak bu suslarin hi¢biri indol pozitif bulunmamistir. Benzer sekilde sadece domuz
suslar1 maltoz negatif bulunmustur. Yine domuz suslarindan 23 tanesi MUG pozitif
bulunmustur. 90 susun tamami1 ID 32 E test sistemi ile 10 biyotipe ayrilmis, ancak 14
test tiim suslarda negatif bulunmustur. Bu testler iireaz, L-arabitol, 5-ketoglukonat,
lipaz, beta-glukosidaz, n-asetil-beta glukozaminidaz, D-arabitol, alfa-glukosidaz,
inositol, adonitol, paratinoz, selebiyoz, alfa maltosidaz, malonat, L-aspartik asit
akrilamidaz’dir. 7 test tim suslarda pozitif sonu¢ vermistir. Bu testler alfa
galaktosidaz, beta galaktosidaz, trehaloz, mannitol, fenolred, glukoz, L-arabinoz’dur.
Sigir diskisina ait 9 izolat ile domuz digkisina ait 9 izolat ramnoz negatif, digerleri
ramnoz pozitif bulunmustur. En degisken testler ornitin, arginin, lisin, sakaroz,

ramnoz ve galakturonat testleri olarak ortaya konmustur. Sorbitol pozitif hicbir sug
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indol porzitif bulunmamistir. Arastirmacilar bu calismada ortaya cikan fenotipik
bulgulart domuz E. coli O157 suslan ile sigir ve insan O157 suglar arasinda bir fark
oldugunu ve insan enfeksiyonlarinda domuz suslarinin daha az rol oynayacagini
tespit etmislerdir.

Murinda ve ark. (77) Amerika’da 4 ciftlikte barindirilan hayvanlarin digkilarinda
ve diger kontaminasyon kaynaklarindan Campylobacter, Listeria ve Salmonella gibi
baslica patojenlerle birlikte sorbitol pozitif ve negatif STEK suslarini
aragtirmiglardir. Arastirmalar hem sorbitol negatif olan STEK O157:H7 ve hem de
sorbitol pozitif olan STEK serotiplerinden O157:H7, O26:H11, O111 ve O103 izole
etmislerdir.

Leclercia adecarboxylate’nin fenotipik olarak E. coli’ye benzeyen ve insanda
oportunistik patojen olan bir bakteri oldugu, bu bakterinin lisin dekarboksilazyonu,
malonat asimilasyonu, arabitol ve sellebiyozdan asit olusturmasi, fakat adenitol ve
sorbitolden asit olusturamamasi E. coli’ den ayirimim sagladigi bildirilmistir (107).
Bu ¢alismada biyokimyasal testlerin yeterli olmadigi fosfolisin duyarlilik testinin de
yapilmasi ile bu susun E. coli’den ayrilmasinin kolaylastigi bildirilmistir.

Baston ve ark. (15), STEK 026 insanlar i¢in olduk¢a patojenik bir sus olmasina
ragmen bu susa ait rutin kiiltiirel izolasyon ve identifikasyon yonteminin olmadigini,
bu organizmayi rutin analizlerle tespit edecek ayiric1i selektif besiyerlerinin
gelistirilmesi gerektigini bildirmislerdir. Arastirmacilar susun iiyelerinin %66’sinin
ramnoz negatif oldugunu bildirmistir. Incelenen 41 adet 026, 22 adet O111, 6 adet
O157 ve 4 adet generik E. coli susunun 27 adet sekerin her birini fermente edip
etmedikleri arastirilmis ve tiim suslarda dekstroz, galaktoz, laktoz, trehaloz ve
mannitoliin mutlak pozitif; selebiyoz, melezitoz, inositol (026 ’nin %4,9’u pozitif),
adonitol, eskulin, inulin ve salisin mutlak negatif; ramnoz sirayla %53,7, %864,
%100 ve %100; sorbitol %92,5, %64,7, %7,14, %80 pozitif olarak tespit edilmistir.
Ayn sekilde dulsitol, sukroz, arabinoz, turanoz, rafinoz gibi sekerlerin degisken
oldugu tespit edilmistir.

Bouhaddioui ve ark. (25) 100 adet insan, hayvan ve deniz iiriinii kaynakh E. coli
susunu API 20E testi ile ve spesifik reaktif besiyerleri ile tammmlamaya caligmislardir.

Suslar 4 anabiyotip testi ile 11 biyotipe, 6 ilave test ile 43 biyotipe ayrilmistir.
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Arastirmacilar bu metodun E. coli suslarmi dogrulamada kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Yapilan bu c¢alismada da baz1 sekerlerin izolasyon ve identifikasyonda
kullanilmasinin gereksiz odugu, bazilarinin ise kullanilmasinin yukarida bildirilen
sonuclara benzer sekilde etkili oldugu ortaya ¢ikti. Sadece 7 adet sus katalaz negatif
bulunmus ve bu nedenle bu testin tipik E. coli izolasyonunda gerekli olmadigi
sonucuna varilmistir (Tablo 8). Bu suslarin tamaminin kanat 6rneklerine ait olmasi
ise katalaz negatiflik ile Ornek tipi arasinda bir iliski olup olmadigr konusunda
aragtirma yapilabilecegi izlenimi vermektedir. Benzer sekilde sadece 6 izolatta
mannitol negatiflik ortaya ¢cikmistir. Bu nedenle mannitol testi de katalaz testi gibi
yararl bir ayirict test olma 6zelligi gostermemistir.

Test edilen 282 adet sustan 23 tanesi maltoz negatif bulunmustur (Tablo 9). Bu
suslarin 3. Grup seker ve maltoz haricindeki 2. Grup seker testlerine tabi tutulmasi
sonucunda sadece 5 tanesinin elimine edilebilmesi ile maltoz testinin yerine
konulacak bir testin bu calismada kullanilan testler arasinda ortaya ¢ikmadigini
gostermistir. Maltoz negatif sus oraninin yaklasik %8 kadar olmasi da bu testin tipik
E. coli izolasyonunda 6nemli olmayip, 3. Grup seker testlerinden sonra gerekli ise
uygulanmasi gerektigi iizerinde durulabilir.

Toplam olaral 36 adet sug trehaloz negatif, bunlardan 34 tanesinin siit orijinli
oldugu tespit edildi (Tablo 11). Bu bulgular ile Tablo 7°deki sitrat pozitif izolatlara
ait bulgular karsilastirildiginda, siit ve muhtemelen siit iiriinlerinde tipik E. coli
izolasyonu yapilirken sitrat ve trehaloz testlerinde ihtiya¢ olabilecegi ortaya
cikmaktadir. Bu iki testin incelenen 6rnege gore degiskenlik gosterip gosterilmedigi
daha detayli arastirmalarla ortaya konmalidir. Tablo 11 incelendiginde 36 adet
trehaloz negatif izolatin 27 tanesinin 3. Grup sekerlerden selobiyoz, adonitol ve myo-
inozitol kombinasyonu (SAM) ile elimine edildigi, 17 tanesinin ise sitrat testi ile
elimine edildigi goriilmektedir. SAM testinin ardindan sitrat testi yapilmasi
durumunda sadece 1 adet sus daha elimine edilmis idi. Bu sonug, SAM testinin
ardindan sitrat testinin yapilmasinin gereksiz oldugu sonucuna isaret etmektedir.
Hem Tablo 7 ve hem de Tablo 11’in bulgulan dikkate alindiginda sitrat pozitif ve
trehaloz negatif, yani tipik E. coli arastirmasinda atipik oldugu tespit edilen suslarin

yaklagik olarak %70’ inin SAM testi ile elimine edildigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu
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sonuca gore Ozellikle siit orneklerinde tipik E. coli seciminde SAM testinin 6nemli

gorev yapacagi ortaya ¢cikmaktadir.

Salisin pozitif izolat sayis1 9 olup toplam suslarin yaklasik %3’ii kadardir (Tablo
12). Bu nedenle bu sekerin 3. Grup sekerlerle birlikte kullanilmasina gerek olmadigi,
zira 6 susu selobiyoz ile elimine etme olanagi oldugu Tablo 12’de goriilmektedir.
Eskiilin pozitif 17 susun 11 tanesi selobiyoz ile elimine edilmekte idi (Tablo 14).
Geriye kalan 6 adet sus icin eskiilin testi yapmaya gerek olmayacagi, en azindan
rutin E. coli tarama testlerinde durumun bdyle olacagina kanaat getirilmistir.

Selobiyoz, 64 adet sus ile en azla eliminasyon yapan seker olmustur (Tablo 13). Bu
suglarin icerisinde 28 adet susun eliminasyonunda adonitol ve myo-inozitol
kombinasyonu etkili olmustur. Bu diizeyde eliminasyon yeterli olmayip SAM’a
ihtiya¢ oldugu goriilmektedir. Zira selobiyozdan sonra adonitol 41 adet ve myo-
inozitol 41 adet olmak {izere en etkili eliminasyon sekerleri olduklarini
ispatlamiglardir (Tablo 13). Tablo 15’te myo-inozitol pozitif olan 41 adet susun 40
tanesinin siit orneklerine ait olmasi, Tablo 16’da ise 41 adet adonitol pozitif susun 31
tanesinin de siit orneklerine ait olmasi bu testlerin 6zellikle siit ve muhtemelen siit
rriinlerinde E. coli analizinde onemli oldugunu ifade etmektedir. Bu iki tablo
incelendiginde selobiyoz, myo-inozitol ve adonitol kombinasyonunun siit 6rnekleri
basta olmak {izere yararl olacag, sitrat testinin bu testlerden sonra yapilmasinin
yararli olabilece8i ortaya cikmaktadir. Tipik E. coli tespitinde trehaloz testi
kullanilacak ise ozellikle siit 6rneklerinde glukoz ve laktoz yerine trehaloz sekerinin
ilk izolasyon besi yerine ilave etmenin dogru olabilecegi ortaya c¢ikmaktadir.
Trehaloz hem salisin pozitif (Tablo 13), hem myo-inozitol pozitif (Tablo 15) ve hem
de adonitol pozitif (Tablo 16) suslarin eliminasyonunda etkili olacaktir. Ancak daha
detayl olarak arastirilmas1 gerekir.

Finne ve ark. (46), chromocult coliform agarin MacConkey agardan daha basaril
koloni secimine ve E. coli izolasyonuna olanak verdigini bildirmistir. Bir
materyalden E. coli tiirii igerisinde spesifik bir grubun izolasyonunda kullanilan
besiyerleri daha fazla selektivite kazandirmak icin arastirmalar devam etmektedir.

Sizzkal ve Pal (108), EIEC suslarmin diskidan izolasyonunu kolaylastiran

besiyerlerini arastirmistir. Arastirmacilar bu suslarin  diskidan izolasyonunda
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molekiiler ve immiinolejik identifikasyon testlerinde kullanilmak iizere kati
besiyerinden koloni secerken daha isabetli davranmak i¢in MacConkey veya EMB
besiyerleri ile birlikte XLD besiyerinin de kullanilmasin1 6nermistir. Analiz edilecek
ornegin ozelligine gore besiyeri gelistirmek cabalari giderek artmaktadir. Ornegin
Choromogenic iirinary tract medium (UTI medium) gibi besiyerleri gelistirilmistir.
Bu besiyerleri icerisine konan kromojenik ve florojenik maddeler, besiyerinin
selektivitesini ve ilave edilen sodyum azid ve safra asitleri gibi maddeler ile daha saf
tipik koloni verilmesi saglanmaya c¢alisilmaktadir (45). Buna ragmen mevcut
durumda tek veya ¢oklu ilave teste ihtiyag vardir.

E. coli O157:H7’nin identifikasyonu sorbitol negatiflik {izerine kurulmustur. Ancak
sorbitol pozitif O157 ve diger non-O157 serotiplerin izolasyonu i¢in heniiz bir metot
bulunamamastir. (94). Posse ve ark. (96) klinik STEK izolatlarinin serotip, genotip ve
API 50 test kiti kullanarak fenotip yoniinden karsilastirmiglardir. Arastirmacilar, bu
calismanin sonucunu baslica non—157 STEK klinik izolatlar1 i¢in yeni izolasyon
araglarinin gelistirilmesinde kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Klinik 6rneklerde koliform grubu mikroorganizmalar 6nemsenmemekle birlikte .
coli’nin neden oldugu enfeksiyonlarda ve Re-enfeksiyonlarda izolasyon ve
identifikasyon yapilmaktadir. Gida, digki ve su 6rneklerinde ayn1 zamanda sayim da
yapilmaktadir. Sayim isleminde kati besi yeri veya coklu tiip metotlar
kullanilmaktadir. Bu metotlarin etkinligini artirmak ve siireyi kisaltmak icin E. coli’
ye has ozellikler olan MUG ve ONPG pozitiflik, laktozdan asit ve gaz olusturmak,
indol pozitiflik ve oksidaz negatiflik dikkate alinarak bir¢ok hizli, ekonomik ve
pratik yontem gelistirilmistir. Bu yontemler o6zellikle var-yok testlerinde etkili
olmaktadir (100). Oysa ileri identifikasyonlarda biyotip, serotip ve genotip
onemsenmekte, bu sayede de yeni tipler identifiye edilebilmektedir. Varilan noktada
E. coli O157:H7’de oldugu gibi bircok test sonucuna gore tipik E. coli dzelligi
gostermeyen patojen suslarin tespit edilmesi arastirmacilar1 biyotiplendirme
konusunda yeni ve detayli calismalara sevk etmistir. Biyotiplendirme ileri
identifikasyonlarin bir 6n basamagi olarak baslangigta tiir icerisindeki benzesen
gruplart ayirmak ve sonra yapilacak serotip ve genotip tayininde bu gruplardan
ornekleme yoluyla birkac sus se¢mek ve analize tabi tutmak suretiyle maddi olanak

ve zaman kazanilmaya cahisilmaktadir. Ozellikle tekrarlayan kontaminasyonlar
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ve/veya enfeksiyonlarda orjin tespitinde biyotip calismalari rutin ve ucuz oldugu i¢in
oncelikle basvurulan yontemler olmaktadir. Basit birka¢ seker fermentasyon testi
sonucunda Onceki biyotipler ile benzerliklerin arastirnllmasi diger tiplendirme
yontemleriyle kiyaslanamayacak kadar avantajlidir. Her ne kadar biyotiplendirme
yalniz bagina ileri identifikasyonda yeterli olmasa da ¢ok sayida analiz yapilan, bu
nedenle is hacmi yiiksek olan merkezler icin bu yontemler olduk¢a elzem olarak
kullanilmaktadir. Biyotiplendirmede en yaygin kullanilan sistem API test sistemidir.
Ancak bu sistemin uygulanmasindaki bazi zorluklar ile ekonomik yonii dikkate
alindiginda daha basit ve hizli biyotiplendirme yontemlerine ihtiya¢ oldugu ©One
siiriilebilir. Kat1 bir besiyerine ilk izolasyon besiyerinden bir 6ze ile bolca kiiltiir alip
icerisinde bilinen seker ve renk indikatorii bulunan bagka bir kati besiyeri iizerine
nokta tarzinda ekim yapildig1 takdirde 3-6 saat icerisinde net olarak gozlemlendigi
bildirilmistir. Giilmez ve ark. (53), bu yontemi kullanarak en hizli, en ekonomik ve
giivenilir sekilde biyotiplendirme yapmanin miimkiin oldugunu ortaya koymuslardir.
Arastirmacilar yukarida bildirilen metodu kullanarak Sorbitol MacConkey agara
salisin, ramnoz, sellebiyoz ve MUG ilave etmis ve bu besiyerini diferensiyel agar
olarak E. coli O157:H7 hizli 6n identifikasyonda kullanmislardir. ilk izolasyon
besiyerinden alinan sorbitol negatif koloniler bu besiyerinde %96 oraminda atipik
kirmizi renk olusturmuslardir. Boylece E. coli O157:H7 olamayacaklari ortaya
koymuslardir. Bu ornekten de anlasildign gibi genel olarak bakteri tiirlerinin, bu
calismada ise E. coli’ nin biyotiplendirilmesinde benzer bir yontem kullanilirsa ileri
identifikasyon icin zaman kayiplar, is giicli kayiplart ve ekonomik kayiplarin oniine
gecilmis, gelistirilmek istenen yeni yontemlere kaynak teskil edilmis bakteriyoloji
konular1 daha derinlemesine aragtirilmaya uygun hale getirilmis olacagi kanaatine
varilmistir.

Myerowitz ve ark (80) API 20 E test kiti kullanarak biyotiplendirme ile K1
antijeninin varligr arasinda istatistiksel Onemde bir iligkinin oldugunu ancak
biyotiplendirmenin dogrudan K1 antijen varliginda gostermedigini ortaya
koymuslardir.

Giilhan ve ark. (52), 12 farkh tiir hayvanin her birinin digskisindan 50 adet olmak
izere izole ettikleri 600 adet E. coli izolatinin biyokimyasal, enterotoksijenik ve

verotoksijenik Ozelliklerini incelemistir. Aragtirmacilar sadece sigir, buzagi, koyun
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ve kuzu diskilarindan VTEC izole ederken, bu hayvanlarin yani sira kedi, kopek ve
kanathilarin diskilarindan hem VTEC hem de ETEC izole etmislerdir. Arastirmada
tespit edilen 0157, K99, O1:K1 ve O78:K80 serotiplerinde hayvan tiirlerine gore
yukarida bildirildigi sekilde bir kiimelenme goriilmemistir. Bildirilen serotipler
incelenen her tiir hayvanin diskisindan izole edilmistir. Arastirmada suslarin sadece
%0.5’inin mannitol negatif, %11.2’sinin indol negatif, %63,9’unun dulsitol negatif,
%'70’inin adonitol negatif, %99.7 sinin sitrat negatif oldugu tespit edilmistir.

Bielaszewska ve ark. (20), Non-EHEC O157 grubu icerisinde yer alan EHEC
026:H11 ve atipik EPEC O26:NM suslar1 arasindaki genotipik benzerlikler bu iki
susun ayni evrimsel yoldan gectikleri ve patojenitede genetik determinantlarinin
bulgu verecek nitelikte oldugunu ortaya koymuslardir.

Her ne kadar STEC O157:H7 susu iizerinde rutin taramalar ve detayli aragtirmalar
yapilmis ise de non-O157 STE. coli suslar1 (026, 045, 0103, O111, O121 ve O145)
hakkinda detayli arastirmalar yapilmamistir (7). Bu nedenle bu suslarin insidensi,
gidisat1 ve epidemiyolojisi detayli olarak anlasilmig degildir. Arastirmacilar Stx EIA
metodu kullaniminin Amerika’da yayginlastigini, bunun da kiiltiir yontemindeki
tiplendirme olanaklarini ortadan kaldirdigini ve sonugta yukarida bildirilen tek tarafli
yonelmeye katki sagladigi bildirilmistir. Bu durum karsisinda STEC pozitiflik tespit
edilen Orneklerin daha iist laboratuarlara gonderilerek ileri izolasyon ve
identifikasyonda kullanilmasi1 gerektigi onerilmistir. Bu ¢alismada arastirmacilar Stx
EIA yontemi SMAC besiyerinden renksiz koloni segerek yapilan rutin taramanin
ortaya koyamadigi, non-O157 STEC suglarimi da ortaya koydugu igin avantajl
oldugunu, ancak kiiltiir metodu yerine konamayacagini bildirmislerdir.

Pohl ve ark. E. coli K99 susunun izolasyonunda selektif sitrat-adonitol besi yerini
onermislerdir. Bu besiyeri iizerinde tipik koloniler sar1 ve atipik kolonilerin mavi
tiredikleri bildirilmistir. E. coli olmayan sitrat pozitif izolatlarin tamaminin siit
orneklerine ait olmas1 sitrat testinin siit Orneklerinde yapilmasinin yararl
olabilecegine isaret etmektedir. Ancak sitrat pozitif olan 43 izolatin 33 tanesini SAM
testi ile elimine etme olanagi ortaya ¢ikmistir. Bu durumda sitrat testinden énce SAM
testinin yapilmasinin daha uygun olacagi diisiiniilebilecektir. Trehaloz ve myo-
inozitol testlerinin kombinasyonu da 31 izolati1 elimine etmistir (Tablo 7). Ancak

trehaloz pozitif, myo-inozitol negatif 6zellik gosterdigi i¢in bu iki testin bir tek
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besiyerinde yapilmasi uygun degildir. Fakat trehaloz, siit 6rneklerinde sitrat ve laktoz
pozitif 43 adet izolatin 25 tanesini elimine ettigi icin siit ornekleri ilk izolasyon
besiyerine trehaloz ilave etme yerinde bir karar olabilir gibi goriinmektedir. Bu
konunun detayl olarak arastirilmasi gerekir.

Lu ve ark. (71), Chromogenic Coliform and Escherichia coli Agar (CCEA)’1n
VRBA’dan daha iistiin 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir. Prats ve ark (95),
Chromocult agar gibi glukuronidaz aktivitesine dayali reaksiyon veren besiyerlerinin
kullanilmasimnin temiz su kaynaklarmin hijyenik kalitesini belirlemede yeterli
olabilecegini bildirmiglerdir. Filius ve ark. (45), 3 farkli kromojenik agar ile
MacConkey agar1 karsilastirmis ve Koliform/E. coli izolasyonunda en az hatali
pozitif ve negatif sonucu elde etmek i¢in Chromogenic UTI medium ve CHROM
agar ikilisinin en basarili bulundugu bildirilmistir. Boylece en dogru ve hizli
identifikasyon yapma olanaginin elde edildigi bildirilmistir. Olstadt ve ark (86),
Amerika Cevre Koruma Dairesi (Environmental Protection Agency, EPA) tarafindan
onay verilen ve sularin hijyenik kalitelerinin belirlenmesinde kullanilan 9 farkli
metodu karsilastirmiglardir. Bu metotlarin ortak 6zellikleri, kullanilan besiyerlerinin
enzim varligini tespit etmeye yarayacak maddeler icermesidir. Bu metotlar arasinda
onemli diizeyde farklarin ortaya ¢iktigi ve koliform ve E. coli varligim tespit etmede
ayn1 basariy1 gostermedikleri ortaya konmustur.

Bonadonna ve ark. (24), koliform grup bakterilerin yeniden taksonomisinde ortaya
cikan karigikliklardan sonra sulardan koliform ve E. coli sayiminda Onerilen ISO
standardinda da baz1 yetersizlikler ortaya ¢iktigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, bu
metodun koliform ve E. coli’nin 6nemli bir kismim tayin edemedigini ve grup
disindaki bakterileri hatali olarak koliform ve E. coli olarak kabul ettigini, oysa
DTS/Colilert metodunun ise bu konuda daha iyi oldugunu ortaya koymuslardir.
Bernasconive ark.(17) da ISO metodunun benzer olumsuzluklarindan bahsetmis ve
kromojenik m-ColiBlue24 agar ve Colilert 18/Quanty Tray teknolojisi kullanarak
koliformlarin ve E. coli’nin daha kisa siirede ve ilave dogrulama testine gerek
duyulmadan tespit etme olanaginin oldugunu bildirmislerdir. Morita ve ark. (76),
koliformlarin izolasyonu ve sayiminda standart olarak kullanmilan VRB agarin
aragstirmacilarin  karsilagtirdiklart ve farkli tabakalardan ibaret olan Sanita-kun

Coliforms metodundan daha diisiik performans gosterdigini, 6zellikle dondurulmus
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siit 6rneklerinde VRB besiyerinde koliform sayilarinin énemli diizeyde diisiik tespit
edildigini bildirmislerdir.

Yapilan aragtirmalarda patojenite karakterleri bakimindan mevcut bilgiler 1s18inda
atipik E. coli olarak tanimlanan suglar hem gida hem de klinik materyallerden izole
edilmektedir (28, 4). Bununla birlikte tipik E. coli 6zlelikler bakimindan farkli olan
E. coli suslarimin da enfeksiyonlara neden oldugu yoniinde raporlar artmaktadir.

Nicoletti ve ark. (83), Somali’de cocuklarin ishaline neden olan 64 adet laktoz
negatif E. coli susu izole etmislerdir. Bu suslarin 23 tanesinin O4 serotipine ait
oldugu tespit edilmistir. Calismada, bu serotipin Somali’de aderent-hemolitik E.
coli’nin ishallerdeki rolii tartisilmistir.

Beutin ve ark. (19), Almanya’da hasta insanlardan 3 yil siire ile izole ettikleri 677
adet STEC susunun tiplendirilmesini gergeklestirmislerdir. Bu ¢alismada 41 adet
serotipin daha 6nce insan patojeni veya izolati oldugunun bildirilmedigine dikkat
cekilmistir. Arastirmacilar yeni serotiplerin de enfeksiyonlardan sorumlu oldugunu
tespit etmislerdir. Beutin ve ark. (19), 219 adet gida kaynakli STECsusunun
gruplandirilmasinda ve diisiik veya yiiksek risk olusturan gruplarin belirlenmesinde
serotip tayini ve Stx geninin varliginin tespit edilmesinin yararli oldugunu
bildirmislerdir.

Flores Abuxapqui ve ark. (1), biyolojik ve molekiiler testlerin pahali ve zor
oldugunu bildirdikten sonra yaptiklari aragtirmanin sonucunda kiiciik diagnostik
laboratuarlart i¢in daha ucuz ve kolay olan mukus olusturma, lizin ve ornitin
dekarboksilasyonu ve hareket testlerinden ibaret 4°1ii bir testi enteroinvaziv E. coli’
lerin 6n identifikasyonunda kullanmay1 6nermislerdir.

Nishikawa ve ark (103) Japonya’da yaptiklar1 arastirmada ishalli bireylerden izole
ettikleri E. coli suslarinin sporadik ishallerde salmonelladan yaygin oldugunu, E. coli
%73 oraninda ishal etkeni olarak izole edilirken, salmonellanin %6.8 oraninda ishal
etkeni olarak izole edildigini bildirmislerdir. Arastirmada sadece EHEC degil diger
patotiplerin de yaklagik oranlarda ishal etkeni olduklari, ishale neden olan E. coli’nin
tiplendirilmesinde PCR wuygun iken, serotiplendirmenin uygun olmadig, bu
etkenlerin patojenik gruplarini belirlemede yeni metotlara 6nemle ihtiya¢ duyuldugu

blidirilmisitir. Gordon ve ark. (49), farkli cinsiyet ve farkli yastaki bireylerin



78

arasindaki morfolojik, fizyolojik ve beslenme farkliliklarn tasidiklan E. coli
genotipleri iizerinde etkili oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada sadece 4 adet sus ikinci defa spot test yontemi ile laktoz testine tabi
tutuldugunda laktoz negatif oldugu gozlenmistir (Tablo 18). Bu diizeyde hatal
pozitiflik gozlenmesi, ilk izolasyon besi yerinden tipik kolonilerin 6ze ile alinarak
diferensiyel ozellikli bir kat1 besiyerine spot test yontemi ile ekilmesinin giivenilir
olabilecegini gostermektedir.

Bu calismada glukoz veya laktoz igeren selektif bir ilk izolasyon besiyeri
izerinden yeterli sayida tipik koloni segtikten sonra 17 adet farkli seker testinin tipik
E. coli tespitinde ve biyotiplendirmede hangi olanaklarla kullanilabilecegini tespit
etmek amaciyla 282 koloni ve ayni zamanda sadece kanat Orneklerine ait
kolonilerden atipik olan glukoz negatif 47 adet koloni de ayn1 sayida seker ile test
edildi. Toplam 47 adet sustan sadece 6 tanesi 3. Grup sekerler ile elimine edilebildi.
Bu bulguya gore 3. Grup sekerlerin hatali pozitif koloni se¢ciminin ortaya ¢ikaracagi
olumsuzluklar gideremeyecegi ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte 3. Grup sekerler
glukoz negatif E. coli izolasyonunda da kullanilabilecegini gostermistir. Ancak daha
once de deginildigi gibi siit 6rneklerinde tipik E. coli izole etmede ilk izolasyon
besiyeri igerisine laktoz yerine trehaloz kullanilmasi 6nerilmisti. Tablo 19’daki gibi
laktoz yerine trehaloz kullanilmasi durumunda kanat orneklerine ait ilk izolasyon
kat1 besiyerinde 26 adet laktoz negatif susun trehaloz pozitif olarak iireyecegi, bu
durumda pozitif reaksiyonlu sus sayisinin artacagi ortaya ¢ikmaktadir. Bu tablodan
anlagilacagi gibi laktoz, maltoz ve mannitol sonucu daha 6nceki tablolarda paralellik
gosterirken, trehaloz sonucunun farkli olmasi E. coli tiirii igerisinde trehaloz pozitif
ve negatifligin fenotip, serotip ve genotip belirlemede hangi sonuglar1 vereceginin
detayli olarak arastirilmasi geregini ortaya ¢ikarmaktadir.

Mikroorganizmalarin ~ fenotipik  Ozelliklerinin  tespit  edilmesi  temel
mikrobiyolojinin konularindan biri olarak o©ncelikli mikrobiyolojik tiplendirme
cabalar icerisinde ortaya cikmustir. E. coli, biyotipik 6zellikleri en ¢ok arastirilan
bakterilerden biridir. Bunun nedeni E. coli’nin hijyen indikatorii olarak kabul
edilmesi ve gida ve su Oeneklerinde rutin olarak arastirilmasidir. E. coli’nin
tiplendirilmesi tizerinde aragtirmalar detaylandirildikca, yeni biyotipler, serotipler ve

genotipler ortaya cikarilmaktadir. Biyotip calismalarinda elde edilen bulgularda
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bilinen tipik E. coli ozelliginden farkli ozelliklerde olan suslarin hastalik etkeni
oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Bu bulgularin ardindan biyotip, serotip ve genotip
arasinda iliskilerin olup olmadig1 ve elde edilecek bazi1 benzerliklerin daha hizli, daha
ucuz ve daha kolay bir sekilde izolasyon ve identifikasyon yapmada kullanilabilme
olanaklar1 arastirrlmaya baglamistir. Bu konuda yukarida bildirildigi gibi bazi
benzerlikler ve temsiller tespit edilmistir. Bu konu hakkinda aragtirmalarin daha da
detaylanarak devam ettirilecegi tahmin edilmektedir. Bu ¢alismanin aksine daha
genis kapsamli arastirmalar yapilarak incelenen orneklerde mikroflora igerisindeki
tipik E. coli izolatlarimin benzerlikleri, bunlarin fenotipik, serotipik, genotipik ve
patojen karakterleri arasindaki benzerlikleri, bulasma kaynag ve iklim kosullar ile
iliskilendirilerek daha degerli bulgular elde edilecektir. Bu bulgular 6ncelikle basit,
hizli ve ucuz izolasyon ve identifikasyon tekniklerinin tespitine, belki de her bir
ornek i¢in ayr bir metot dnermeye yol acacaktir. Mevcut durumda temel izolasyon
besi yeri olarak kabul edilen Violet Red Bile lactose agar besiyeri, IMVIC testleri,
API test kitleri hakkinda alternatif oneriler sunulmaktadir. Bir tek sus, 0rnek olarak
E. coli O157:H7 arastirilmasi icin Sorbitol MacConkey Agar kullanilmakta iken,
sorbitol pozitif E. coli O157 suslarinin da hastaliklardan sorumlu oldugu tespit
edilmistir. Ozetle, izolasyon ve identifikasyon yontemleri de bu bulgularla birlikte
degistirilmek zorunda kalmaktadir. Mevcut durumda konu hakkinda bir karmasa
yasanmaktadir. Daha detayli arastirmalar ile bu karmasadan kurtulmak kolay
olabilecektir.

Yapilan bu cok dar kapsamli ¢alisma sonucunda, gida ve digki 6rneklerinden tipik
E. coli izolasyonunda ilk izolasyon kat1 besiyeri icerisine laktoz yerine trehaloz ilave
etmenin avantaj ve dezavantajlarimin detayli olarak arastirillmasi, ilk izolasyon
besiyerinden secilen kolonilere IMVIC testi yerine selobiyoz, adonitol ve myo-
inozitol (SAM) kombinasyonu ile hazirlanmis diferensiyel (ayirici) bir kat1 besiyeri
izerinde spot test yontemi ile ekim yapilmasi, 3—6 saat icerisinde kirmizi renkte
tireyen kolonilerin elimine edilmesi, renksiz kolonilerin ise en muhtemel E. coli
olarak kabul edilmesi, sayet elde cok sayida sus kalmis ise 6nce indol ve gerekli ise
sitrat testlerinin yapilmasi E. coli izolasyonu ve identifikasyonunda hizli, ucuz ve
basit bir yontem olarak degerlendirilmistir. Ayrica, glukoz, laktoz, maltoz, mannitol

ve trehalozdan ibaret 5°li seker grubundan sadece trehalozun farkli bulgular verdigi
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ve bu durumun detayl olarak arastirilmasi gerektigi sonucuna varildi. Sakkaroz,
galaktoz, dulsitol, ksiloz, ramnoz ve sorboz ise yukarida bildirilen identifikasyon
testlerinden sonra biyotiplendirme caligmalarinda  kullanilabilecek nitelik
gostermistir. Bu yontemlerin son yillarda oldukca yaygin olarak kullanilmaya
baslanan kromojenik ve florojenik besiyerleri ile kombine edilmesi durumunda
ortaya cikacak olan tablo merak konusu olabilir niteliktedir. Dar kapsamda yapilan
bu calismanin daha genis kapsamda yapilmasi ve hali hazirda stoklarda bulunan
tanimlanmis binlerce susa uygulanmasi, genis saha calismalarinin yapilmast E. coli

izolasyonu ve identifikasyonuna yeni bir boyut kazandirabilir.
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5.0ZET

E. coli hijyen indikatoriidiir ve gida ve su orneklerinden E. coli izolasyonu ve
identifikasyonu standart bir islemdir. Bu standart islem i¢in gecerli metotlarin son
yillarda detayli epidemiyolojik aragtirmalarda kullanilabilecek kadar E. coli’nin tim
suslarim1 izole etmeyi garanti etmedigi anlagilmistir. Besi yerleri spesifik hale
getirildik¢ce ortaya koydugu bakteriyel etkenler de bir susa ve hatta bir alt susa kadar
diismektedir. Bu durum epidemiyolojik aragtirmalar i¢in uygun degildir. E. coli’nin
epidemiyolojik arastirilmasinda bu tiiriin tiim iiyelerinin izolasyonunu saglayacak bir
kat1 besiyeri ile ilk izolasyona baslamak gerekir. Bunun icin kullanilan besiyerleri
icerisinde laktoz ve fenol red gibi renk indikatorii boyalar yer almaktadir. Bu
besiyerinden koloni se¢iminin ardindan bu kolonilerin E. coli olup olmadigini
dogrulamak i¢in en az 18 saat gerekmektedir. Bu ¢alisma, ilk izolasyon besiyerinden
elde edilen siipheli koloniler arasindan en ekonomik, basit ve hizl bir sekilde tipik E.
coli’nin izolasyonunu ve gruplandirilmasini saglayabilecek sekerlerin tespit edilmesi
amaciyla yapildi. Sonugta, siit 6rneklerinde E. coli izolasyonunda kullanilacak ilk
izolasyon besiyerine laktoz yerine trehaloz katmanin bir secenek; laktoz yerine
selobiyoz, adonitol ve myo-inozitol (SAM) ilave etmenin ve bu besiyeri iizerinde
tireyen renksiz kolonileri se¢menin bagka bir secenek; SAM besiyerinin ayirici agar
olarak kullanilabilecegi de seceneklerden biri olarak tespit edilmistir. Sakaroz,
galaktoz, dulsitol, ksiloz, ramnoz ve sorbozun hepsi veya bir ka¢1 biyotip profilleri
olusturmada kullanilabilir. Bu testlerin kati besiyeri iizerinde yapilmasi her zaman
elde koloni biraktigi icin daha avantajiidir. Kati identifikasyon ve biyotiplendirme
besi yerleri iizerine koloniden spot ekim, 3—6 saat inkiibasyondan sonra renkli veya
renksiz kolonilerin se¢imi gerekmektedir. Bu yontemler epidemiyolojik aragtirmalar
ve yogun is yiikii olan laboratuarlar i¢in kolay, ucuz ve kabul edilebilir diizeyde hizli
olarak degerlendirilmistir. Daha detayli arastirmalar ile tiire ait serotip, biyotip ve
genotipler arasindaki iligki ile incelenen 6rnegin 6zellikleri arasindaki iliskilerin net

olarak ortaya cikarilmasi gerekmektedir.
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6.SUMMARY

E. coli is a hygiene indicator, and isolation and identification of E. coli from foods
and water is a standard procedure. It is understood in last years that the methods used
in these standard procedures do not guarantee isolating alll strains of all strains of E.
coli in detailed epidemiological investigations. When media became more spesific,
then targeted organism became only one strain or substrain. This situation is not
appropriate for epidemiologic invetigations. For epidemiologic invetigations E. coli,
it is necessary to start with a plating medium that enable to isolation of all strains of
this organism. For this reason, the medium contains lactose and color indicator dyes
such as phenol red. A minimum 18 h is necessary for isolation and identification of
strains selected from this plating medium. In this study, it is aimed to determine the
fast, cheap and easy way of isolation and groupping of typical E. coli strains selected
from primary isolation medium by using carbohydrates. Finally, it is determined that
addition of trehalose to primary isolation medium for lactose may be one choise only
for analysis of dairy samples; addition of cellobiose, adonitol and myo-inositol
combination (CAM) for the lactose, then selection of colorless colonies from the
medium may be another choise; and use of CAM medium as diferential medium may
also be one another choise. Saccharose, galactose, dulcitol, xylose, rhamnose and
sorbose may be used in combinations for making biotype profiles. Makimg these test
on plating medium is advantageous since colony of strains remanis in hands after
analysis.  Spot inoculation from one plating medium to other biotyping or
identification plating medium and selection of colored or colorless colonies after
incubation of the medium for a 3 to 6 h is needed. These methods was evaluated as
fast, easy and cheap for epidemiological investigations especially carried out in busy
laboratories. More detailed investigations should be made for the determining
corellations between serotypes, biotypes and genotypes comparisingly with type of

sample analysed.
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