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01. Giris

Koliform grup bakteriler tanim olarak Gram negatif, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan,
cubuk seklinde ve laktozdan 48 saat icinde gaz olusturan bakterilerdir. Bu tanima gore
koliform grup bakteriler oldukca karisik bir grubu olusturmaktadirlar ve Enterobacteriaceae
familyas: i¢inde bu tanima giren c¢ok sayida bakteri bulunur. Bununla beraber gida
mikrobiyolojisi agisindan koliform grup bakteriler denildiginde Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii ve Klebsiella
pneumoniae anlasilmaktadir. Bunlar gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda en sik aranan /
sayilan bakteri gruplar1 iginde yer alirlar.

Bu bakterilerden fekal koliformlar olarak tanimlanan grubun gida maddelerinde bulunmasina
genel olarak izin verilmez. Fekal koliformlarin en bilinen {iyesi E. coli ‘dir.

Koliform grup bakteriler ile ilgili fazla genel bilgi i¢in burayi tiklayin.

02. Sayilmasi /Aranmasi

Gida mikrobiyolojisinde toplam koliform bakteri sayimi genel olarak En Muhtemel Say1 (EMS)
yontemi ile yapilir. Bunun nedeni gidalarda bulunmasina izin verilen koliform grup bakteri
sayisinin kati1 besiyeri kullanilan standart kiiltiirel yontemler ile belirlenemeyecek kadar az
olmasidir. Buna paralel olarak membran filitrasyon yontemi de koliform bakteri analizinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla beraber kat1 besiyeri kullanimi da s6z konusudur.

Gidalarda istenmeyen mikroorganizmalarin analizi ; temel ilkeler i¢in buray: tiklayin.
Koliform grup bakterilerin EMS ydntemi ile sayilmasinda en yaygin kullanilan besiyeri Lauryl

Sulfate Tryptose (LST ; Merck 1.10266) Broth besiyeridir. Ekim ve 35 — 37 °C ‘da 24 saat
inkiibasyon sonrasinda tiiplerde gelisme (bulaniklik) ve Durham tiipiinde gaz goriilen tiipler
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pozitif olarak degerlendirilir. Negatif tiipler i¢in inkiibasyona 24 saat daha devam edilir. ISO (ve
dolayis1 ile TSE) ile FDA gibi uluslararasi kontrol kuruluslart LST besiyerinde alinan pozitif
sonuglarin Brilliant Green Bile (BGB ; Merck 1.05454) Broth %2 besiyerinde dogrulanmasini
onermektedirler. Gida sanayiinde yapilan pratik uygulamada LST Broth besiyerinde negatif
sonuclar i¢in ilave 24 saat inkiibasyon ve BGB Broth besiyerinde dogrulamaya gerek
duyulmamaktadir.

Toplam koliformlarm EMS yontemi ile sayiminda sivi besiyeri olarak Lactose Broth (Merck
1.07661), MacConkey Broth (Merck 1.05396) gibi besiyerleri kullanilabilirse de yukarida
belirtildigi gibi en yaygin olarak kullanilan ve uluslararasi kontrol kuruluslarinin standartlarinda
da yer alan besiyeri LST Broth ‘dur.

Ozellikle igme veya kullanma sularinin toplam koliformlar agisindan analizinde Durham tiipiine
gerek duyulmayan Fluorocult LMX Broth (Merck 1.10620) besiyeri kullanimi giderek
yayginlagmaktadir. Bu besiyerinin 50 ya da 100 ml su 6rneginde koliform bakteri var/yok
seklinde analizinin yapildig1 pratik uygulamali sistemleri de (Readycult Coliforms ; Merck
1.01298) vardir. Sularda koliform bakterilerin var / yok analizinin yapildigi yeni bir besiyeri ise
Presence — Absence Broth (Merck 1.00414) besiyeridir.

Gidalarin mikrobiyolojik analizinde toplam koliform saymm i¢in en yaygimn kullanilan kati
besiyeri ise Violet Red Bile (VRB Merck 1.01406) Agar besiyeridir. Yaygin olmamakla beraber
McConkey Agar (Merck 1.05465), Eosin Methylen Blue (EMB) Agar (Merck 1.01347)
besiyerleri de yine bu amagla kullanilabilmektedir.

Ozellikle hasar gérmiis olan koliform bakterilerin kati besiyerinde sayimi icin analiz edilecek
ornek Triptik Soy Agar (CASO Agar ; Merck 1.05458) besiyerine yayma yontemi ile ekilmekte,
besiyeri ornegi emdikten sonra (yaklasik 5 — 10 dakika) iizerine ikinci kat olarak VRB Agar
besiyeri dokiilmektedir.

Kati1 besiyerlerinin koliform analizinde kullanilmasinda en biiylik degerlendirme hatasi gelisen
kolonilerin tanimlanarak analiz edilen gidanin “saghiga uygun / uygun degil” seklindeki
yorumudur. Her ne kadar yasalar gidalarda sagliga aykir1 bakteri bulunmamasini emrediyor ise
de ayn1 yasalar EMS yontemi kullanilarak yapilan analizde belirli sayida koliform bulunmasina
izin vermektedirler. Bir diger deyis ile, saglifa aykir1 da olsa Klebsiella pneumoniae gibi bazi
koliform bakterilerin az sayida bulunmasi kabul edilmektedir. Burada yoruma gerek yoktur.
Kuskusuz, bu celiskiyi yaratan ayni yasanin farkli maddeleridir. Gida kodeksi altinda bu
celigkiler ortadan kaldirilmaktadir.

Membran filitrasyon yontemi ile sayimda iiretici firmalarin 6nerdigi besiyerleri kullanilabilecegi
gibi 6zel olarak membran filitrasyonla sayim i¢in gelistirilmis olan Lactose TTC Agar with
Tergitole Agar (Merck 1.07680) ile standart kiiltiirel yontemde kullamilan diger tim kati
besiyerleri kullanilabilir.

Koliform bakterilerin analizinde PetriFilm, empedans yontemi uygulamalar1 da bulunmaktadir.

Koliform grup bakterilerin sayimu ile ilgili daha fazla bilgi i¢in buray tiklayin.

03. Kullanilan Besiyerleri


http://www.mikrobiyoloji.org/dokgoster.asp?dosya=942122022

03.01. LST Broth (Merck 1.10266)

Dehidre besiyeri tek kuvvet icin 35,5 g/litre ; ¢ift kuvvet i¢in 71,0 g/litre olacak sekilde distile
su i¢inde eritilir, iginde durham tiipli bulunan tiiplere 10" ar ml dagitilip otoklavda 121 °C' da
15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi renktedir. Buzdolabinda 2 ay,
oda sicakliginda 1 ay depolanabilir. Besiyeri bilesiminde bulunan lauryl sulfate refakatci
floranin gelisimini baskilarken yliksek diizeyde bulunan besin maddeleri ve fosfat tampon
"laktozu yavas kullanan" koliform bakterilerin dahi hizli gelisimini ve fazla miktarda gaz
¢ikismni saglar. Inkiibasyon sonunda gelisme saptanan tiiplerde gaz ¢ikisi durham tiiplerinde
gaz birikmesi ile belirlenir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyerinden tek kuvvette 1408 tiip
hazirlanir. Bu besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi i¢in buray tiklayin.

03.02. BGB Broth (Merck 1. 05454)

Dehidre besiyeri 40,0 g/l olacak sekilde distile su i¢inde eritilir, icinde durham tiipii bulunan
tiiplere 10" ar ml dagitilip otoklavda 121 °C' da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve yesil renktedir. Buzdolabinda 2 ay, oda sicakliginda 1 ay depolanabilir. Besiyeri
bilesiminde bulunan brilliant green ve safra tuzlar refakatci floranin gelisimini baskilarken,
koliform grup bakterilerin laktozdan gaz olusturmasi gelisme ve durham tiipiinde gaz
birikmesi ile belirlenir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1250 tiip hazirlanir. Bu besiyeri
ile ilgili daha fazla bilgi i¢in buray1 tiklayin. Bu besiyeri Brilliant Green Bile Lactose Broth
ve BRILA Broth isimleri ile de bilinir.

03.03. Lactose Broth (Merck 1.07661)

Tek kuvvette 13,0 g/l, ¢ift kuvvette 26,0 g/l olarak distile su i¢inde hazirlanir, icinde Durham
tipii bulunan tiiplere 10 ‘ar ml dagitilip, otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika sterilize edilir.
Hazirlanmus besiyeri berrak ve sarimsidir. 35-37 °C ‘da 24 (gerekirse 48) saat inkiibasyondan
sonra gelisme ve Durham tiiplerinde gaz birikmesi pozitif sonug olarak degerlendirilir. 500 g
olan dehidre besiyeri ile standart tek kuvvette 3846 tiip hazirlanabilir. Bu besiyeri ile ilgili
daha fazla bilgi i¢cin buray1 tiklayin.

03.04. MacConkey Broth (Merck 1.05396)

Dehidre besiyeri tek kuvvette 35,0 g/l, ¢ift kuvvette 70,0 g/l olacak sekilde distile su iginde
eritilir, iginde Durham tiipii bulunan standart test tiiplerine 10 ‘ar ml dagitilip, otoklavda 121 °C
‘da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve menekse renklidir. 35-37 °C ‘da 24
(gerekirse 48) saat inkiibasyondan sonra gelisme olmasi ve Durham tiiplerinde gaz birikmesi
pozitif sonug olarak degerlendirilir. Gelisme pH indikatdrii nedeni ile besiyeri renginin sartya
doniismesi ile kolaylikla belirlenir. 500 g olan 1 kutu ile standart tek kuvvette olmak iizere
1428 tiip hazirlanir. Bu besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi i¢in buray tiklayin.

03.05. Fluorocult LMX Broth (Merck 1.10765)

Genellikle su orneklerinde koliform grup bakteriler ile E. coli ‘nin beraberce saymmi i¢in
kullanilan bu besiyeri hakkinda ayrintili bilgi i¢in buray: tiklayin.
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03.06. Fluorocult ReadyCult Coliforms (Merck 1.01298)

LMX Broth besiyerinin bir modifikasyonudur. Genellikle su orneklerinde koliform grup
bakteriler ile E. coli ‘nin beraberce sayimi i¢in kullanilan bu besiyeri hakkinda ayrintili bilgi i¢in
buray: tiklayin.

03.07. VRB Agar (Merck 1.01406)

Dehidre besiyeri 39,5 g/l olacak sekilde distile su i¢inde karistirilarak kaynatilir ve kaynama
basladiktan sonra en ¢ok 2 dakika daha kaynama sicakliginda tutulup, soguyunca steril petri
kutularina 12,5' er ml dokiilir. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon, kaynar su
banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. VRB Agar besiyerinin asir1 1sitilmasindan
kacinilmalidir. Asirt 1sitma  selektiviteyi azaltir. Kaynar su banyosundaki 1sil iglem
etkinliginin saglanmasi i¢in besiyerinin 500 ml' den fazla hacimlerde hazirlanmamasi onerilir.
Onceden 1 litre erlen i¢ine 500 ml destile su konulup agzi kapatilarak otoklavda sterilize
edilmesi ve besiyerinin bu erlende hazirlanip eritilmesi onerilir. Hazirlanmis besiyeri parlak
ve kirmizi-kahve renklidir. Besiyeri bilesiminde bulunan safra tuzlar1 ve kristal viyole basta
gram pozitifler olmak iizere refakatci floranin gelisimini inhibe ederken laktoz pozitif
bakterilerin varlig1 pH indikatorii ile koloni renginin kirmiziya doniismesi ve safra asitlerinin
koloni etrafinda ¢okelti olusturmasi ile belirlenir. Dolayisiyla 35 —37 °C ‘da 18 — 24 saat siiren
inkiibasyondan sonra 1-2 mm c¢apinda kirmizimsi bir presipitat zonu ile ¢evrili kirmizi
koloniler laktoz pozitif Enterobacteriaceae familyasi liyeleri olan koliform grup bakteriler
olarak sayilir. Enterokoklar ve koliform grup disindaki Klebsiella tiirleri bu besiyerinde toplu
igne bas1 biyikligiinde kiicik pembe koloniler olustururlarken, laktoz negatif
Enterobacteriaceae iiyeleri renksiz koloniler meydana getirirler. 500 g olan 1 kutu dehidre
VRB Agar besiyeri ile 12,5 ml/petri olacak sekilde 1012 adet petri kutusu hazirlanabilir. Bu
besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi icin burayi tiklayin.

03.08. MacConkey Agar (Merck 1.05465)

Koliform grup bakterilerin izolasyonu i¢in kullanilan besiyerleri iginde selektivitesi en az
olanlardan birisidir. Diski, idrar, attk su ve gida orneklerinden koliform bakteriler yaninda
Salmonella ve Shigella izolasyonu i¢in de kullanilir. 50,0 g/l olacak sekilde distile suya ilave
edilir, kaynatilarak eritilir ve otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika sterilize edilir. Besiyeri bilesiminde
bulunan safra tuzlar ve kristal viyole Gram pozitif refakat¢i floray1 baskilar, pH indikatdrii olan
neutral red laktozun kullanildigini ya da kullamlmadigimi gosterir. 35 —37 °C ‘da 18 —24 saat
inkiibasyon sonunda laktoz negatif bakteriler renksiz koloniler yaparken, laktoz pozitif olanlarin
kolonileri kirmizi olur ve etraflar1 pH diismesine bagli olarak safra asitlerinin presipitasyonu
nedeni ile bulanik bir zon ile ¢evrilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizi kahve renklidir. 500
g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile standart 12,5 ml/petri hesabi ile 800 petri hazirlanir. Bu
besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi icin burayi tiklayin.

03.09. EMB Agar (Merck 1.01347)
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Dehidre besiyeri 36 g/l konsantrasyonda destile su iginde 1sitilarak eritilir, otoklavda 121 °C ‘da
15 dakika sterilize edilip petrilere dokiiliir. Besiyerindeki boyalar refakat¢i floranin gelisimini
baskilar. Bu besiyeri, bilesimindeki laktoz ve sakkaroz nedeni ile asil olarak her iki karbohidrat
bakimindan da negatif olan Salmonella ve Shigella ‘nin ayrimu igin gelistirilmis olmakla beraber,
yaygin olarak koliform grup bakteri sayiminda ve E. coli tanimlanmasinda kullanilmaktadir. 35 —
37 °C ‘da 24 saat inkiibasyon sonunda saydam, amber renkli koloniler Salmonella ve Shigella
gibi laktoz ve sakkaroz negatif bakterileri, menekse renkli ve yansiyan 1gikla yesilimsi metalik
parlak goriilen koloniler E. coli ‘yi, pembe — menekse renkli, mukoid, gri kahverengi merkezli
koloniler Enterobacter, Klebsiella ve diger koliformlart gosterir. 500 g olan 1 kutu besiyeri ile
12,5 ml/petri hesab1 ile 1111 adet petri kutusu hazirlanir. Bu besiyerinin Levine tarafindan
modifiye edilmis formu olan Levine EMB agar (Merck 1.01342) yukaridaki 6zelliklere ilaveten
Candida albicans ‘i hizli tanimlanmasinda kullanilir. Bu besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi i¢in
buray1 tiklayin.

03.10. Lactose TTC Agar with Tergitole (Merck 1.07680)

Ozellikle su analizlerinde koliform bakterilerin membran filitrasyon yontemi ile sayilmasinda
kullanilir. 53,9 g/l konsantrasyonda olacak sekilde destile su i¢inde 1sitilarak eritilir, otoklavda
121 °C “da 15 dakika sterilize edilir. 45 — 50 °C ‘a sogutulup, 0,025 g/l konsantrasyonda olacak
sekilde filitre ile sterilize edilmis 2,3,5, Triphenyl-tetrazoliumchlorid (TTC ; Merck 1.08380)
ilave edilir, kanistirilir ve petrilere en az 5 mm kalinlik olacak sekilde dokdiliir. TTC ilavesinde
pratik olarak 100 ml bazal besiyerine %0,05 konsantrasyondaki c¢ozeltiden 5 ml ilave
edilmektedir. TTC ¢o6zeltisi ve dolayist ile TTC ilave edilmis ve petrilere dokiilmiis besiyeri
buzdolabinda ve karanlikta saklanmak kosulu ile en gok 1 hafta depolanabilir. 35 -37 °C ‘da 18 —
24 saat inkiibasyondan sonra sar1 renkli koloniler koliform bakterileri (laktoz pozitif), kirmizi
koloniler Pseudomonas gibi laktoz negatif kolonileri gosterir. Besiyeri genellikle standart
membran filitrenin yerlestirilecegi gibi 60 mm steril tek kullanimlik plastik petrilerde hazirlanir.
Bu petrilerde 5 mm yiikseklik olacagina gére 15 ml/petri hesabi ile 500 g olan 1 kutu besiyeri ile
618 adet petri hazirlanir. Bu besiyeri ile ilgi ayrintili bilgi i¢in tiklayin.

03.11. Presence — Absence Broth (Merck 1.00414)

Dehidre besiyeri ticlii kuvvette 91,5 g/l konsantrasyonda hazirlanir, 250 ml erlen ya da siselere
50 ml olacak sekilde dagitilir, otoklavda 121 °C 'da 12 dakika sterilize edilir. Uzerine analiz
edilecek su 6rneginden 100 ml ilave edilir, karstirilir ve 35 °C 'da 24 saat inkiibe edilir. Negatif
sonuglar i¢in ilave 24 saat inkiibasyon onerilir. Laktoz pozitif olan koliform bakterilerin laktozu
fermente etmelerine bagli olarak besiyerinin orijinal kirmizi rengi bromocresol purple indikatorii
nedeniyle sartya doner. Gerekirse erlenin hafifce ¢alkalanmasi ile ¢ikan gaz baloncuklarinin
izlenmesi ile gaz olusumu da degerlendirilebilir. Asit ve/ veya gaz pozitif sonuglarin Brilliant
Green Bile Broth (Merck 1.05454) besiyerinde dogrulanmasi Onerilmektedir. Besiyeri
bilesimindeki pepton ve et ekstrakti koliformlar i¢in iyi besin kaynag: iken, fosfat tampon ve tuz
1yi bir ozmotik denge saglar. Lauril siilfat ise refakat¢i flora iizerinde olumsuz etki yapar. 500 g
olan bir kutu dehidre besiyeri ile 100 ml su analizinde kullanilmak {izere 109 adet 50 ml triple
konsantre (ii¢ kuvvette) besiyeri hazirlanabilir. Bu besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi almak igin
buray: tiklayin.
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