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01. Genel Bilgiler

Escherichia coli ik kez 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan bir ¢ocugun digkisindan izole
edilmis ve once Bacterium coli commune olarak, daha sonra Escherichia coli olarak
adlandirlmistir. Bugiin iizerinde en ¢ok ¢alisilan ve genetik yapisi en iyi bilinen canli tiirtidiir.

E. coli ‘nin dogada bulundugu tek yer sicak kanli hayvanlar olarak bilinen memeli ve kanath
hayvanlarin bagirsak sistemleri ve dolayisi ile bunlarin digkilaridir. Dolayisi ile bir gida
maddesinde, igme ya da kullanma suyunda E. coli ‘ye rastlanilmasi o 6rnege dogrudan ya da
lagim suyu araciligr diski bulastiginin gostergesidir. E. coli tip 1 olarak tanimlanan standart E.
coli suslar1 ¢ok kolaylikla belirlenebildigi i¢cin bir materyalde fekal kontaminasyon (diski
bulasiklig1) kontroliinde E. coli ¢ok yaygin olarak kullanilan indeks (gosterge) bakteridir. Fekal
kontaminasyon indeksi hakkinda daha fazla bilgi i¢in burayi tiklayin.

Baslangicta, bagirsaklarin dogal florasi olarak kabul edilen ve burada B vitamini sentezine
katilmasi nedeni ile yararli olarak nitelendirilen E. coli ‘nin Ikinci Diinya Savasindan sonra
diyarejenik (diyareye neden olan) suslarinin ortaya konulmasi ile bu bakteriye bakis
degismistir. Bugiin i¢in gida kaynakli en tehlikeli patojen bakteri £. coli ‘nin 6zel bir serotipi
olan O157:H7 “dir.

E. coli hakkinda daha fazla genel bilgi i¢in buray1 tiklayin.
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02. Aranmasi / Sayillmasi

Yukarida da belirtildigi gibi E. coli tip 1, lizerinde en ¢ok ¢alisilan bakteri olmasi nedeni ile
kolaylikla belirlenebilmektedir. Gidalarda E. coli belirlenmesinde standart analiz yontemi En
Muhtemel Sayr (EMS) yontemidir. Kati besiyeri ve membran filitrasyon yodntemlerine
ilaveten gelismis ve hizli analiz yontemleri de kullaniimaktadir.

02.01. Standart Kiiltiirel Analiz Yontemleri

Standart kiiltiirel yontemler ile E. coli tip 1 analizi aslinda toplam fekal koliform bakteri
analizinin devamudir. Bir diger deyis ile E. coli tip 1 analizi yapilabilmesi i¢in dnce toplam
koliform sonra fekal koliform analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Uluslararasi1 Standartlar Organizasyonu (ISO) ve dolayisi ile TSE ‘nin E. coli arama / sayma
yontemi En Muhtemel Say1 (EMS) yontemidir. Lauryl Sulfate Tryptose (LST) Broth (Merck
1.10266) besiyerinde standart toplam koliform aranmasi tamamlandiktan sonra (bakimz ;
Koliform Bakteriler) gaz pozitif tiiplerden EC Broth (Merck 1.10765) besiyerine ekim
yapilir. 45,5 °C ‘da 24 (gerekirse 48) saat yapilan inkiibasyon sonunda tiiplerde gelisme ve
gaz olusumunun goriilmesi pozitif olarak degerlendirilir ve tiiplerde fekal koliform olduguna
karar verilir (bakimiz ; Fekal Koliformlar). Bu tiiplerden Tryptone Water (Merck 1.10859)
besiyerine ekim yapilir. Yine su banyosunda 45,5 °C ‘da 48 saat inkiibasyon sonunda gelisme
olan tiiplere indol testi uygulanir. indol pozitif olan tiipler E. coli tip 1 olarak degerlendirilir
ve standart EMS tablosundan say1 hesaplanir. Fekal koliform analizinde oldugu gibi E. coli
analizinde de inkiibasyon sicakligi konusunda farkli kaynaklar 44,5 °C oOnermektedirler.
Analiz raporuna inkiibasyon sicaklifi yazilmak kaydi ile bu sinirlar arasinda inkiibasyon
sicakligt segilebilir.

ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ‘nin E. coli arama/sayma yontemi bundan daha uzun ve
karmagiktir. LST Broth besiyerinde pozitif sonug veren her tiipten yine EC Broth besiyerine
gecilip, 45,5 °C ‘da 48 saat inkiibasyona birakilirken buna paralel olarak Eosin Methylen Blue
(EMB) Agar (Merck 1.01347) besiyerine siirme yapilir. 37 °C ‘da 24 saat inkiibasyon sonunda
metalik parlak yesil koloniler muhtemel E. coli olarak degerlendirilir. Her petri kutusundan 5
adet koloni izole edilir, bunlara IMViC testleri uygulanir. IMViC testleri i¢in burayi tiklayin.
EC Broth uygulamasi ile IMViC testleri arttk IMVEC olarak adlandirilmaktadir. Her petri
kutusundaki kolonilerden en az bir adedi IMVIiC testlerinde sirasi ile + + — — sonug verirse ve
EC Broth tiipiinde gelisme olursa bu petrinin ekiminin yapildigit LST Broth tiipii E. coli
pozitif olarak degerlendirilir, standart EMS tablosundan say1 hesaplanur.

Gidalarda istenmeyen mikroorganizmalarin analizi ; temel ilkeler i¢in buray: tiklayin.

Kat1 besiyeri olarak Violet Red Bile (VRB) Agar (Merck 1.01406), Eosin Methylen Blue
(EMB) Agar (Merck 1.01347), Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426), Chromult
Tryptone Bile X-glucuronide (TBX) Agar (Merck 1.16122) besiyerleri kullanilabilir. Standart
VRB Agar besiyerinde 1- 2 mm ¢apli kirmizi koyu renkli koloniler tiimiiyle koliform grup
bakteri liyeleri olup, E. coli ‘yi bunlar i¢inden ayirmak i¢in ilave testlere gerek vardir. EMB
Agar besiyerinde E. coli tipik metalik yesil renkli koloniler olusturmakla beraber, olusan
koloniler kiigiik oldugu i¢in sayim zordur ve ayrica kolonilerin ilaveten tanimlanmasina gerek
duyulmaktadir. Chromocult Coliform Agar ise E. coli ‘yi diger tlirlerden belirgin bir renk
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farkliligr ile ayirir. Chromocult TBX Agar besiyeri safra tuzlar1 ve yiiksek inkiibasyon
sicakligi ile (44 °C) refakatg1 floray1 inhibe eder, bu besiyerinde gelisen mavi — yesil koloniler
E. coli olarak sayilir.

E. coli ‘nin analiz yontemleri hakkinda daha fazla bilgi i¢in buray tiklayin.

02.02. MUG Yontemi

Ik kez Feng ve Hartman tarafindan 1982 yilinda ortaya konulan bir teknik ile E. coli
aranmasinda yeni bir yaklasim gelmistir. Bu yontemin esast E. coli 'de yapisal olarak bulunan
B-glucuronidase (B-GUR) enziminin belirlenmesidir ve bu enzim E. coli i¢in karakteristiktir.
E. coli 'nin gelistirilecegi sivi1 ya da kat1 besiyerine 4-methylumbelliferone glucuronide (MUG)
ilave edilir. MUG, B-glucuronidase enzimi ile pargalanir ve pargalanma firiinlerinden olan
methylumbelliferone 366 nm' de (uzun dalga boylu) UV 1s1m1 ile floresan verir.

E. coli suslarmin %95' den fazlasinin B-glucuronidase enzimi igerdigi saptanmustir. E. coli
disinda Shigella sonnei, Ent. aerogenes, Ent. cloacae, Citr. freundii, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus spp. iginde B-GUR pozitif olan suslara nadiren rastlanmaktadir.

MUG, s1v1 ve kat1 besiyerlerinde, bir diger deyis ile EMS yontemi, kati1 besiyeri kullanilan
yontemler ve membran filitrasyon yontemi ile yapilan E. coli analizlerinde kullanilabilmektedir.
MUG, E. coli (daha dogrusu koliform grup) icin selektif besiyerlerinde yaygin olarak
kullanildigr gibi Plate Count Agar gibi bir genel besiyerine ilave edilerek toplam aerob mezofil
bakteri ve E. coli ayni besiyerinde beraberce sayilabilmektedir.

MUG ‘lu besiyerleri hakkinda daha fazla bilgi i¢in buray: tiklayin.

E. coli diginda B-GUR pozitif suslarin E. coli analizlerinde sahte pozitif reaksiyon vermesi
indol testi ile onlenir. B-GUR pozitif bakteriler i¢inde indol pozitif olan tek bakteri E. coli 'dir.
MUG igeren Fluorocult Lauryl Sulfate (LST) Broth (Merck 1.12588), Fluorocult LMX Broth
(Merck 1.10620) gibi baz1 besiyerleri triptofan igerirler. Inkiibasyondan sonra UV 1sm ile
floresan veren tiiplere Kovacs indol ayiract (Merck 1.09293) damlatilarak indol testi yapilir,
floresan pozitif ve indol pozitif tiipler E. coli olarak degerlendirilir. Bu yontemde toplam analiz
stiresi 37 °C' da 24 (gerekirse 48) saat inkiibasyon siiresi ile floresan ve indol testleri i¢in
gereken birkag dakikalik siire toplamidir. Sivi besiyerlerinde genel olarak 18 — 24 saat sonunda
gelisme oldugu dikkate alinirsa analiz siiresi oldukea kisadir.

Floresan kontrolii icin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bulunan uzun dalga boylu UV lambalar1
ile her zaman tatmin edici sonu¢ alinamamaktadir. Bu nedenle MUG reaksiyonunun
belirlenmesi i¢in gelistirilmis 6zel 366 nm dalga boyundaki UV el lambasi kullanilmasi
onerilmektedir (Merck 1.13203).

Baz1 E. coli suslar1 yogun iiremeye bagl olarak asir1 miktarda asit olusturabilirler ve bu asitlik
floresan 151may1 maskeler. Bu gibi durumlarda besiyerine 1 ml 1 N NaOH (Merck 101564)
ilavesi ile floresan reaksiyon kesinlestirilir.

MUG sisteminin  kullanildig1 besiyerlerinde dogal olarak koliform grup analizi de
yapilmaktadir. Fluorocult Lauryl Sulfate Broth besiyerindeki durham tiiplerinde gaz olusumu
koliform grup pozitif olarak degerlendirilir. Koliform grubun standart olarak kanitlanmasi igin
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pozitif tiiplerden yukarida belirtildigi gibi Brilliant Green Bile %2 Broth (Merck 1.05454)
besiyerlerine ekim yapilmalidir. Fluorocult Lauryl Sulfate besiyeri kullanildiginda, bir anlamda
E. coli sonuglari, koliform grup sonuglarindan daha ¢abuk olarak alinmaktadir. Bu yontemde
gaz olusan tiiplerde floresan pozitif ve indol pozitif sonug¢ alinirsa, o tiip icin koliform grup
dogrulamasina gerek kalmaz. Aslinda yapilan arastirmalar MUG igeren ve igermeyen Lauryl
Sulfate Broth besiyerlerinde koliform bakteri sayisinin dogrulanmasina gerek olmadigini, bu
besiyerlerinde alinan sonuglarin "yeterince dogru" oldugu istatistik analizlerle gosterilmistir.
Ayrmtili bilgi i¢in buray: tiklayin.

MUG igeren besiyeri kullanilarak yapilan analizlerde siklikla kullanilan bir bagka besiyeri de
LMZX Broth' dur. Bu besiyerinde ekim ve 37 °C' da 24 saat (gelisme olmayan tiipler i¢in ilave 24
saat) inkiibasyondan sonra gelisme olan tiiplerin renkleri kontrol edilir. Koliform grup bakteriler
besiyeri rengini mavi-yesile donistiiriitken E. coli tayini yine floresan ve indol testi ile
tamamlanir. Fluorocult LMX Broth besiyeri 6zellikle su analizleri icin gelistirilmis olup,
fermente siit iiriinlerinde (yogurt, ayran, peynir) ve tursu gibi asitli gidalarin analizlerinde sahte
pozitif sonuglara neden olmaktadir.

MUG veya MUG + X-GAL kullanilan bu yontemlerde eger mutlaka fekal koliform aranmasina
da gerek varsa koliform grubun pozitif olarak degerlendirildigi tliplerden yukarida anlatildig:
gibi EC Broth besiyerine ekim yapilabilir. Kuskusuz ekim, indol testinden ve floresan 1simanin
kesinlestirilmesi i¢in NaOH ilavesinden once yapilmalidir. Fekal koliform olarak tanimlanan
bakterinin %90' dan fazla olasilikla E. coli oldugu goz oniine alinirsa fekal koliform icin analiz
yapmaya ancak 6zel durumlarda gerek oldugu agiktir. Bu sekilde standart yontemde belirtilen 6
giinliik inkiibasyon yerine 4 giinliik bir inkiibasyon uygulanmaktadir ve standart yontemin
tersine olarak bu gruptaki bakterilerin belirlenme siras1 koliform grup ve E. coli (48 saat), fekal
koliform (96 saat) seklindedir.

MUG yontemi ile standart analiz yontemi yerine MUG yoOnteminin kullanilmasinda bir takim
gereksiz tartismalar olmaktadir. E. coli suslarinin %95' inin MUG pozitif oldugu dikkate
alindiginda MUG sisteminin kullanildig1 yontemlerde gercek sayiya gore %5 daha az E. coli
sayist alinacagi agiktir. Bununla beraber analiz siiresi standart yontemde 6 giin siirer iken,
ozellikle gida endiistrisi i¢in Onerilen ve MUG kullanilan otokontrol yonteminde analiz
sliresinin 2 giin siirmesi tartigmasiz bir iistlinliik saglamaktadir. Fekal koliform analizi ise MUG
kullanilan sistemlerde zorunlu olarak 4 giin siirmektedir. Rutin gida analizinde Fluorocult LST
Broth besiyerinde floresan reaksiyonu ¢ogunlukla 18 saatte aliabilmektedir.

Bunlarin disinda standart yontem ile E. coli belirlenme yonteminde kayda deger endiseler
vardir. Bu analiz mikroprosesor kontrollii su banyosunda 44,5 + 0,1 °C sicaklikta yapilmasi
gereken ¢ok duyarli bir analizdir. Su banyosu sicakligi 45 °C {izerine ¢ikarsa fekal koliformlar
ile E. coli gelisemez ve gercekte bu bakteriler oldugu halde sonugta bu bakterilerin bulunmadigi
seklinde rapor yazilir. Bu sahte negatif (false negative) bir sonugtur. Tersine olarak su banyosu
sicaklig1 43 °C' 1 gegmezse bu kez de fekal olmayan koliformlar geliserek sahte pozitif (false
positive) sonug verirler.

Bu gibi dezavantajlar dikkate alindiginda tiim olumsuzluklarina karsin MUG yonteminin
kullanilmasi standart yonteme gore tartismasiz daha avantajhidir.

MUG yo6nteminin bir dezavantaj1 piyasada bulunan bazi tiiplerin kullanilan camin 6zelliginden
dolay1 kendiliginden floresan vermesidir. Bu tiipler MUG' lu besiyerleri ile kullanildiginda
analiz sonucunda o tiipte gercekte negatif sonug¢ olsa dahi tiipiin kendisinden gelen floresan
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1stma nedeni ile sahte pozitif sonu¢ alinmaktadir. Bu sakincadan korunmak i¢in tiiplere MUG'
lu besiyeri doldurulmadan once tiipiin kendiliginden floresan verip vermedigi kontrol edilmeli,
tip almirken "366 nm UV el lambasi ile kendiliginden floresan vermeyen" tiipler siparis
verilmelidir. Benzer sekilde erlen, sise, kavanoz konusunda da bu materyalin kendiliginden
floresan verip vermedigi kontrol edilmelidir. Kati besiyeri i¢in kullanilan petri kutularinda
bugiine kadar bu sorun ile karsilasiimamistir. Ancak bu konuda da dikkatli olmak gerekir.

Membran filitrasyon yonteminde de MUG katkis1 basarili bir sekilde kullanilmaktadir. MUG
ilave edilen kat1 besiyerleri 18 saatten fazla inkiibe edilmemelidir. Aksi halde floresan 1g1ma
tim petriye yayilmakta ve hangi koloninin floresan pozitif, hangisinin negatif oldugu
ayrilamamaktadir.

MUG ilave edilmis kat1 besiyerlerinin en iyi kullanildig1 alanlardan birisi var / yok testi ile titre
belirleme testleridir. Ornegin isletmede ¢alisanlarin el hijyeni i¢in MUG katkil1 Fluorocult VRB
Agar yaygin ve etkin bir sekilde kullanilmaktadir.

Bunlarin disinda MUG dogrudan E. coli identifikasyonunda da kullanilmaktadir. MUG
emdirilmis plastik seritler ve basit bir inkiibasyon kiiveti kullanilarak (Bactident E. coli ; Merck
1.13303) E. coli tanimlamasi 30 — 120 dakika i¢inde yapilabilmektedir.

E. coli analizinde daha fazla bilgi i¢in buray: tiklayn.

03. Kullanilan Besiyerleri

03.01. LST Broth (Merck 1.10266)

Koliform analizlerinin baglangi¢ besiyeri olan LST Broth ile ilgili ayrintili bilgi i¢in burayi
tiklayin.

03.02. EC Broth (Merck 1.10765)

Fekal koliform analizinde kullanilan EC Broth besiyeri ile ilgili ayrintili bilgi i¢in burayi
tiklayin.
03.03. Tryptone Water (Merck 1.10859)

Indol testi i¢in kullanilan dehidre besiyeri 15 g/l konsantrasyonda hazirlanir. Tiiplere 10 ‘ar
ml dagitilip otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve
sarims1 olup oda sicakliginda 2 aya kadar depolanabilir. inokiilasyondan sonra 35 —37 °C ‘da
24 saat inkiibasyondan sonra 1 ml Kovacs’ indol ayiract (Merck 1.09293) damlatilarak indol
testi yapilir. E. coli indol pozitif bakteridir. Standart E. coli analizinde inkiibasyon sicakligi
45,5 °C “dir. Indol testi i¢in buray tiklaym. 500 g dehidre besiyeri ile 3333 adet 10 ml
besiyeri hazirlanabilir.

03.04. EMB Agar (Merck 1.01347)

Koliform bakteri ve E. coli analizinde kullanilan EMB Agar ile ilgili ayrintili bilgi i¢in burayi
tiklayin.
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03.05. VRB Agar (Merck 1.01406)

Koliform bakteri analizlerinde kullanilan VRB Agar ile ilgili ayrintili bilgi i¢in burayi
tiklayin.

03.06. Chromocult Coliform Agar (Merck 1.16122)

Dehidre besiyeri 26,5 g/l olacak sekilde distile su i¢inde karigtirilarak yaklasik yarim saat siire
ile kanistirilarak kaynatilir ve soguyunca steril petri kutularina 12,5' er ml dokiiliir.
Besiyerinde olusabilecek bulaniklik besiyeri performansini etkilemez. Bu besiyeri
otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. Asirt
1sitmadan kaginilmalidir. Hazirlanmis besiyeri opalesent ve sarimsi renktedir. Buzdolabinda,
151k almayacak sekilde ve kurumay1 6nlemek iizere strech film ile sarilarak 6 ay depolanabilir.
Besiyeri bilesiminde bulunan secilmis peptonlar, piruvat ve fosfat tampon agir hasar gérmiis
koliform bakterilerin kendilerini onarmalarin1 saglarken tergitol-7, gram pozitiflerin ve bazi
gram negatiflerin gelisimini baskilar. Koliform grup bakteriler i¢in karakteristik olan B-D-
galactosidase enzimi Salmon-GAL kromojenik substratini parcalayarak koliform bakterilerin
pembemsi kirmizi koloni olusturmasini saglar. Bilesimdeki X-Glucuronide substrati ise F.
coli igin karakteristik olan B-D-Glucuronidase enzimi tarafindan pargalanir. Boylece E. coli
koliform bakteri olarak Salmon-GAL' i parcalamasi yaninda X-Glucuronide substratini da
parcalayarak diger koliform bakterilerden koyu mavi-menekse renkli koloni olusturmasi ile
ayrilir. Besiyeri bilesimindeki triptofan varligir ile dogrudan koloni iizerinde indol testi
yapilmasina izin verir. Chromocult Coliform Agar besiyerinde diger gram negatifler renksiz
koloni olustururlar. Bunlardan bir kismi B-D-Glucuronidase aktivitesi nedeni ile agik mavi-
turkuvaz renkli koloniler meydana getirirler. Gida analizlerinde 6zellikle Pseudomonas ve
Aeromonas tirleri basta olmak iizere yogun bir refakat¢i flora kontaminasyonu var ise
kaynatarak yapilan sterilizasyon sonrasinda besiyeri 45-50 °C' a sogutulup cefsulodin
ilavesinin besiyerinin selektivitesini artiracagi belirtilmektedir. Ilave edilecek cefsulodin
miktar1 1 litre besiyeri i¢in yayma ve dokme yontemleri ile ekim yapildiginda 5 mg ;
membran filitre ekimlerinde 10 mg olmalidir. Cefsulodinin 5 mg' 1 1 ml distile su icinde
coziilerek besiyerine ilave edilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1509 adet petri kutusu
hazirlanabilir. Bu besiyeri hakkinda daha fazla bilgi i¢in buray tiklayin.

03.07. Chromocult TBX Agar (Merck 1.16122)

Ozellikle et ve et iiriinlerinin analizinde kullamlan dehidre besiyeri 36.6 g/l konsantrasyonda
isitilarak eritilir ve otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika sterilize edilir ve petri kutularina dokiiliir.
Buzdolabinda ve karanlikta 1 hafta depolanabilir. Besiyeri bilesimindeki kromojen substrat 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide  (X-B-D-glucuronide) E. coli ‘deki B-D-
glucuronidase enzimi ile 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- ve B-D-glucuronide ‘e parcalar, sonug
olarak E. coli kolonileri mavi — yesil renkli olarak goriiliir. Refakatci flora safra tuzlar ile
baskilanir. Inkiibasyonun 44 °C ‘da yapilmasi da refakatci florayr baskilayan bir baska
etkendir. Islem gérmiis gidalarda E. coli analizi igin 6nce 35 —37 °C ‘da 4 saat canlandirma
isleminden sonra inkiibasyon sicakliginin 44 °C ‘a ¢ikartilmasi 6nerilir. Bu besiyeri membran
filitrasyon tekniginde de basariyla kullanilmaktadir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile
12,5 ml/petri hesabi ile 1092 petri kutusu hazirlanabilir. Bu besiyeri hakkinda daha fazla bilgi
icin buray1 tiklayin.
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03.08. Fluorocult LST Broth (Merck 1.12588)

Dehidre besiyeri 36,5 g/l olacak sekilde distile su iginde eritilir, i¢cinde durham tiipii bulunan
tiiplere 10" ar ml dagitilip otoklavda 121 °C' da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve sarimsi renktedir. Buzdolabinda 2 ay, oda sicakliginda 1 ay depolanabilir. Bilesimde
bulunan lauryl sulfate refakat¢i floranin gelisimini baskilarken yiiksek diizeyde bulunan besin
maddeleri ve fosfat tampon "laktozu yavas kullanan" koliform bakterilerin dahi hizli
gelisimini ve fazla miktarda gaz ¢ikisini saglar. Gaz ¢ikist durham tiiplerinde gaz birikmesi ile
belirlenir. Gaz pozitif olan tiipler koliform grup olarak isaretlenir, bunlar 366 nm uzun dalga
boylu UV el lambasi (Merck 1.13203) ile los bir ortamda kontrol edilir. Floresan 1sinim
goriilen tilipler E. coli olarak isaretlenir. Besiyerinde bulunan triptofan nedeni ile dogrudan
indol testi yapmak miimkiindiir. Indol testi besiyerine 1 ml Kovacs Indol Reagent (Merck
1.09293) ilavesi ile yapilabilir. Kuskusuz indol testi sadece floresan 1ginim veren kiiltiirlere
uygulanir ve bu sekilde sahte MUG pozitif sonuglardan sakinilmis olunur. Floresanin
belirginlestirilmesi i¢in tiipe ilave edilen NaOH indol testini etkilemez. 500 g olan 1 kutu
dehidre besiyerinden 1369 tiip hazirlanir. Bu besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi i¢in burayi
tiklayin.

03.09. Kovacs’ indol Ayiraci (Merck 1.09293)

Indol testi i¢in kullamlan hazir ¢dzeltidir. 100 ml sise icerigi ile standart olarak 100 test
yapilabilir. Indol testi Fluorocult LST Broth be Fluorocult LMX Broth ile ReadyCult
Coliforms besiyerlerinde dogrudan yapilabilir. Indol testi i¢in buray tiklayin.

03.10. Fluorocult LMX Broth (Merck 1.10620)

Ozellikle su analizlerinde kullanilir. Tek kuvvette 17,0 g/l ; ¢ift kuvvette 34,0 g/l olacak
sekilde dehidre besiyeri distile su i¢inde eritilir, tiiplere 10" ar ml dagitilip otoklavda 121 °C'
da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sar1 renktedir. Oda sicakliginda 6
ay depolanabilir. 15 °C altinda depolanirsa besiyeri performansini etkilemeyen bir ¢okelti
goriilebilir. Bilesimde bulunan lauryl sulfate refakatci floranin gelisimini baskilarken fosfat
tampon koliform bakterilerin hizli1 gelisimini saglar. Bu besiyerinin bilesiminde bulunan 5-
bromo-4-chloro-3-indoxyl-B-D-galactopyranoside ~ (X-GAL), koliform grup tarafindan
parcalanarak besiyerinin mavi-yesil renk almasini saglayan bir kromojenik substrattir. Rengi
mavi-yesil olan tiipler 366 nm uzun dalga boylu UV el lambasi (Merck 1.13203) ile los bir
ortamda kontrol edilir. Floresan 1smim goriilen tiipler E. coli olarak isaretlenir. Tiip iginde
asir1 asit gelisimi olur ise floresan net bir sekilde alinmayabilir. Bu gibi durumlarda tiipe 1 ml
1 N NaOH ilavesi ile floresan belirginlestirilir. Besiyerinde bulunan triptofan nedeni ile
dogrudan indol testi yapmak miimkiindiir. Kuskusuz indol testi sadece floresan 1smnim veren
tiiplere uygulanir ve bu sekilde sahte MUG pozitif sonuglardan sakinilmis olunur. Floresanin
belirginlestirilmesi i¢in tiipe ilave edilen NaOH indol testini etkilemez. Fluorocult LMX
Broth besiyerinde durham tiipii kullanimina gerek olmamasi bu besiyerine biiyiik bir kullanim
kolaylig1 saglar. Gida analizlerinde Ozellikle gram pozitif refakat¢i flora yogun ise
otoklavlama oncesinde 30 mg/l konsantrasyonda novobiosin (Merck 1.06255) ilavesinin
besiyerinin selektivitesini artiracagi belirtilmektedir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyerinden
2941 tiip hazirlanir. Bu besiyeri hakkinda daha fazla bilgi i¢in buray tiklayin.
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03.11. ReadyCult Coliforms (Merck 1.01295 ; 1.01298)

Su analizleri i¢in hazirlanmis ve 1sinlanarak sterilize edilmis dehidre formdaki besiyeridir.
Analiz edilecek suya ilave edilip karistirilir ve dogrudan inkiibasyona birakilir. Besiyeri
bilesimindeki lauryl sulfate refakat¢i floray1 inhibe ederken, kromojenik substrat X-GAL
koliform bakterilerin, MUG ise E. coli ‘nin belirlenmesinde kullanilir. Buna gére 35 —37 °C
‘da 18 —24 saat inkiibe edilir. Bu siire sonunda besiyerinin mavi — yesil olmasi1 koliform
bakterilerin varligini gosterir. Besiyerinin sadece iist kisminda bu renk degisimi olur ise ayni
sekilde koliform grup bakteri pozitif olarak degerlendirilir. Koliform grup pozitif bulunan
orneklere daha sonra UV lambasi ile (Merck 1.13203) floresan testi yapilir. Floresan 1s1ma E.
coli varhgim gosterir. Readycult Coliforms 50 ml (Merck 1.01295) ve 100 ml (Merck
1.01298) su analizinde koliform ve E. coli varhigin1 / yoklugunu gosteren test icin
kullanilmaktadir. Bu nedenle analizin yapilacagi kabin Onceden sterilize edilmis olmasi
gereklidir. Ayni sekilde besiyeri su Ornegine ilave edilirken gerekli hijyenik kurallara
uyulmalidir. Bu besiyeri 20 analizlik paketler halindedir. Bu besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi
icin buray1 tiklayin.

03.12. Fluorocult VRB Agar (Merck 1.04030)

Normal VRB Agar besiyerinden farki hazirlanmasmin 39,6 g/l seklinde yapilmasi ve
inkiibasyon sonrasinda koliform grup bakteriler arasindan uzun dalga boylu UV el lambasi ile
(Merck 1.13203) E. coli 'nin ayrilmasidir. Kolonilerin floresan 1simay: dagitmasi nedeni ile
gercekte oldugundan daha fazla E. coli sayilmasindan sakinmak i¢in inkiibasyon 18 saati
geememelidir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1010 adet petri kutusu hazirlanabilir. Bu
besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi i¢in burayr tiklaym. Standart VRB Agar besiyeri i¢in
buray tiklayin.

03.13. Fluorocult MacConkey Agar (Merck 1.04029)

Normal MacConkey Agar besiyerinden farki hazirlanmasimin 50,1 g/l seklinde yapilmasi ve
inkiibasyon sonrasinda koliform grup bakteriler arasindan uzun dalga boylu UV el lambasi ile
(Merck 1.13203) E. coli 'nin ayrilmasidir. Kolonilerin floresan 1gimay1 dagitmasi nedeni ile
gercekte oldugundan daha fazla E. coli sayilmasindan sakinmak i¢in inkiibasyon 18 saati
ge¢memelidir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 798 adet petri kutusu hazirlanabilir. Bu
besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi i¢in burayi tiklayin. Standart MacConkey Agar besiyeri i¢in
buray: tiklayin.

03.14. Fluorocult ECD Agar (Merck 1.04038)

Bu besiyeri E. coli Direct olarak da adlandirilir. Dehidre besiyeri 53,1 g/l konsantrasyonda
wisitilarak eritilir ve otoklavda 121 °C ‘da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri
sarmms1 kahve renklidir. inkiibasyonun 44 °C ‘da yapilmas1 ve safra tuzlar1 refakatci florayi
baskilar. Floresan yayilmanin 6niine ge¢mek i¢in inkiibasyon 18 saat siire ile yapilmalidir. Bu
stire sonunda gelisen koloniler UV el lambasi ile (Merck 1.13203) kontrol edilir ve floresan
1s1ma verenler E. coli olarak isaretlenir. 500 g olan bir kutu dehidre besiyeri ile 12,5 ml/petri
hesabi ile 753 petri kutusu hazirlanabilir. Bu besiyeri ile ilgili daha fazla bilgi i¢in burayi
tiklayin.
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03.15. UV El Lambasi (Merck 1.13203)

MUG reaksiyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan uzun dalga boyu (366 nm) UV 1sin1
saglayan el lambasidir. Diger amaglar i¢in kullanilan UV lambalar1 ve c¢esitli cihazlar ile
kombine halde bulunan UV lambalar1 MUG reaksiyonunun belirlenmesinde siklikla sahte
negatif sonuglar vermektedir. UV el lambasi ile ilgili olarak daha fazla bilgi i¢in burayi
tiklayin.

03.16. Bactident E. coli (Merck 1.13303)

MUG reaksiyonundan yararlanilarak bir kat1 besiyerinden elde edilen izolatin 30-120 dakika
icinde E. coli olup olmadiginin belirlenmesi i¢in gelistirilmis bir test kitidir. Koloninin izole
edildigi besiyerinin karbohidrat icerigi ne kadar az ise sonu¢ o denli hizli alinir. Sistemin
uygulanmasi koloninin 0,2 ml distile su i¢inde yogun bir bulaniklik verecek sekilde
¢Oziilmesi, test seridini bu slispansiyona daldirarak ve her 30 dakikada kontrol ederek en ¢ok
2 saat siire ile 37 °C' da inkiibe edilmesi, uzun dalga boylu UV el lambasi (Merck 1.13203) ile
yapilan kontrollerde floresan 1sinim goériiliirse koloninin E. coli olduguna karar verilmesi
seklindedir. Floresan pozitif sonuglar i¢in inkiibasyonun yapildig1 kiivete 1 damla Kovacs'
indol ¢ozeltisi damlatilarak floresan pozitif bakterinin E. coli olup olmadig1 kesinlestirilir.
Test kiti 50 test seridi, 50 reaksiyon kiiveti, bu kiivetler i¢in 6zel spor tiip ve 50 test igin
yetecek sekilde Kovacs' indol ¢ozeltisi olan sise olarak pazarlanmaktadir. Bactident E. coli
ile ilgili daha fazla bilgi i¢in buray: tiklayin.
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