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Ozet

Bu calismada 6nceki ISO standardinda (ISO 9308-1:2000) belirtilen UV destekli indol esaslt hizli E. coli
testi ile Bactident E. coli testi (MUG esasli hizli test) karsilastirilmistir. Bu amacla cesitli gida 6rneklerinden
izole edilen ve tanist yapilmis olan 46 adet E. coli izolat, 4 referans E. coli susu ile koliform grup bakterilerin
gelistirildigi besiyerlerinde tipik koliform kolonisi olusturmasa da; geliserek koloni olusturabilen birer
adet Salmonella Enteritidis ve Klebsiella oxytoca olmak tzere toplam 52 Enterobacteriaceae Uiyesi
bakteri her iki yontemle analiz edilmistir. Arastirma sonuclarina gore MUG esasl hizli test %100 dogru
sonug verirken UV destekli indol esasli testte %94.1 dogru sonug¢ alinmistir. K. oxytoca, bu testte soruna
neden olmustur. Laboratuvar kosularinda Bactident E. coli kitinin kullanilmasi UV destekli indol testine
kiyasla ¢cok daha hizli ve kolay olarak degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, MUG, indol, hizli tanimlama

THE COMPARISON OF RAPID Escherichia coli TESTS BASED ON
MUG AND ULTRAVIOLET SUPPORTED INDOLE

Abstract

In this study, Bactident E. coli (rapid test based on MUG) and indole test supported by UV which was
indicated in previous ISO method (ISO 9308:2000) was compared. Both methods were applied on 46
E. coli strains which were isolated from different food samples, 4 reference E. coli strains, 2 non-coliform
bacteria as Salmonella Enteritidis and Klebsiella oxytoca which can be grown on the coliform media.
46 E. coli isolates, isolated from various foods and identified by MUG and indole tests. According to
results accuracy of indole test supported by UV was determined as 94.1% whereas it was found 100%
for Bactident E. coli. K. oxytoca has caused problem in UV supported indole test. In laboratory conditions,
using Bactident E. coli is more rapid and easy then UV supported indole test.
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GIRIS

Kontamine olmus icme suyu, gelismekte olan
tlkelerin yani sira gelismis tlkelerde de saglik
sorunu olmaya devam etmektedir (1). I¢cme ve
kullanma sularinin hijyenik kalitesini belirlemek
icin kullanilan uluslararasi yontemlerin cogu
membran filtrasyon yontemi ile koliform grup
bakteri ve Escherichia coli analizi Uzerine
kurulmustur (2). Avrupa Birligi'nde icme ve
kullanma sularinin yasal mikrobiyolojik analizinde
de koliform ve E. coli analizi agirlikli olarak
yapilmaktadir (3).

E. coli, diger koliform grup bakterilerden farkli
olarak spesifik olarak fekal kontaminasyon
indikatoradir. E. coli analizine yonelik yontemlerin
bircogunda 6nce koliform bakteriler belirlenir,
bunlarin icinde E. coli olanlar arastirilir. Bu
analizlerin yine bircogunda 44.5 °C'ta 24 sa
inkiibasyon sonunda triptofandan indol olusturma
testi ile P-D-glucuronidase (MUGaz) enzim
varliginin gosterilmesi yaygin olarak kullanidmaktadir
(4). Koliform grup bakteriler icinde indol pozitif
ve MUGaz enzimine sahip tek tir E. coli olmakla
birlikte E. coli suslart icinde nadir de olsa (%1)
indol negatif olanlar oldugu gibi (5) E. coli
0157:H7 serotipinde MUGaz enzimi yoktur (6).
Avrupa Birligi icme Sulart Yonergesi, sularda
koliform ve E. coli analizinin ISO 9308-1'e gore
yapilmast gerektigini belirtmistir (2). TS EN ISO
9308-1 numarali standart 2014 yili sonunda revize
edilmis (7) ve koliform grup ve E. coli analizleri
icin bir besiyeri sunulmustur: Chromogenic
Coliform Agar (CCA). Bu standardin 9308-2
(EMS) ve 9308-3 (mikroplak) bolimlerinde
degisiklik yoktur. Koliform grup bakterilerin
analizinde kullanilan diger selektif agarlardan
farkli olarak CCA'da koliform grup bakteriler ve
E. coli koloni rengine gore net bir sekilde ayrilir.
Bir diger deyis ile diger besiyerlerinden farkli
olarak bu besiyerinde koliform grup oldugu
belirlenmis bakterilerin icinde E. coli analizi
yapilmaz, E. coli farkl koloni rengi (mavi) ile diger
koliform grup bakterilerden (kirmiz1) dogrudan
ayrilir (8).

Oncelikle ekonomik nedenlerle mikrobiyolojide
hizlt yontemlere dogru giderek artan bir egilim
vardir. Bu amacla yeni hizli analiz yontemleri
gelistirilmekte ve yeni {Urlnler piyasaya
sunulmaktadir. Buna gore laboratuvarlar farkli
metotlar kullanabilmekte ancak kullandiklar:

yontemin en az referans yontem kadar gecerli
oldugunu kanitlamak zorundadirlar (9).

Onceki uluslararas: standart metot olan 1SO
9308-1:2000'e gore sularda hizli E. coli analizi;
membran filtrasyon sonrast filtrelerin Tryptic Soy
Agar (TSA) besiyerinde 37 °C'ta 4 sa inkiibasyona
birakilmasi, bu stire sonunda TSA ylzeyinden
alman membran filtrenin Tryptone Bile Agar
(TBA) besiyerine aktarilarak 44.5 °C'ta 19-20 sa
streyle inkiibe edilmesi ve ardindan filtrenin
indol ¢ozeltisi ile doyurulmus filtre pedi tizerine
yerlestirilip 254 nm UV lamba altinda 10-30 dk
bekletilmesi ile yapilmaktadir. Bu slire sonunda
kirmizi-pembe renk verilen koloniler E. coli
olarak tanimlanir (10).

Analizde secici besiyeri olarak TBA kullanilma
nedeni, besiyeri bilesiminde fermente edilebilir seker
bulunmamas: ve triptofandan indol olusumunu
destekleyici etki gostermesidir. Membran filtrede
tipik koloni olusturmayan olasi refakatci floranin
sahte pozitif sonu¢ vermesi, besiyeri bilesimindeki
safra tuzlar ve yiksek inktbasyon sicaklig: ile
baskilanir (11-14). 254 nm UV lamba altinda
10-30 dk stre icinde indol ¢ozeltisi icinde bulunan
p-Dimethylaminobenzaldehyde'in indole
dontsmesiyle kirmizi pigment olusumuna yol actig
Porubsky vd. tarafindan gosterilmistir (15). Fakat
Niemi ve ark. (16) bu indol testiyle sahte negatif
sonuglar alinmasmin mimkin oldugunu, bunun da
testin gecerliligini distirdigint belirtmislerdir.
Triptofandan indol olusturma testi, asil olarak
Tryptone Water gibi triptofan iceren bir sivi
besiyerine koloninin asilanmast ve 24 saat
inktibasyon sonunda kdltiire birka¢c damla indol
cozeltisi damlatilmast ile yapilir. E. coli siphesi
varsa inktbasyon sicakligi olarak 44.5 °C secilir
(17). Onceki ISO 9308-1 numarali standartta
yukarida belirtilen yontemin kullanilma nedeni
membran filtre tGizerindeki biitiin kolonilere ayni
anda ve beraberce indol testi uygulanmasidir.
Ozellikle yogun koliform grup bakteri ve refakatci
flora kolonisi olan filtreden kolonilerin tek tek
alinmast miimkiin olmayabilir.

4-methylumbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG)
substrati E. coli Biyotip 1 icin karakteristik olan
MUGaz enzimi ile parcalanir. Parcalanma
trlinlerinden 4-methylumbelliferone, uzun dalga
boylu (366 nm) UV lamba ile floresan 1sima verir.
MUG; VRB Agar, LST Broth gibi cesitli selektif
besiyerlerine dogrudan katillarak hizli E. coli



analizinde kullanilabilir. Ayrica MUG emdirilmis
seritler ile tipik koliform grup bakteri kolonisinin
E. coli olup olmadigi 2-4 saat icinde belirlenebilir.
Bu calismada da kullanilan Bactident E. coli
(Merck) kitinde plastik seritlere MUG ve triptofan
emdirilmistir. Kitin 6zel kiivetine 0.2 mL damitik
su ilave edilir, koloni bu su icinde suspande edilip
2-4 sa sureyle inkiibasyona birakilir. Bu stirenin
sonunda uzun dalga boylu UV lamba altinda
floresan verenler E. coli olarak tanimlanir. Kitte
bulunan Kovacs' indol ¢ozeltisi kullanilarak E.
coli kesinlestirilir (18). Sonuclar genellikle 2 sa
icinde alinir. Bu kadar kisa siire icinde sonug
alinmasinin nedeni 0.2 mL su icinde koloninin
yogun bir sekilde inokiile edilmis olmasidir.
Weber ve Schifer 1989'da yaptiklari ¢calismada
Bactident E. coli testinin, hizli E. coli tanimlamasi
icin uygun bir test oldugunu kanitlamislardir (19).

Bu calismada, laboratuvar kosullarinda kullanimi
kolay olan MUG esasli Bactident E. coli ile ISO
9308-1:2000 standardinda belirtilen UV destekli
indol esasli hizli E. coli testi kiyaslanmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal

Toplu tiketim yerleri ve piyasadan toplanan
cesitli gida orneklerinden 46 adet E. coli izole
edilerek tanimlamalart  gerceklestirilmistir.
Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miuhendisligi Bolimt mikrobiyoloji laboratuvari
kultir koleksiyonunda bulunan E. coli ATCC
10536, E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 25927 ve
E. coli NRLL-B-3008 suslari referans suslar olarak
kullanilmistir. Ayrica adi gecen koleksiyondan
saglanan ve koliform grup bakterilerin gelistirildigi
besiyerlerinde tipik koliform kolonisi olusturmasa
da geliserek koloni olusturabilen Sal/monella
Enteritidis (indol negatif, MUGaz negatif) ile
Klebsiella oxytoca (indol pozitif, MUGaz negatif)
da denemelerde kullanilmustir.

izolasyon ve Tanimlama

Piyasadan toplanan gida numunelerine Brilliant
Green Bile 2% (BGB) Broth (Merck 1.05454)
besiyerinde 44.5 °C'ta 24 sa inkibe edilerek
zenginlestirme uygulanmistir (25 g 6rnek + 225
mL BGB). Bu islemin amact numunede E. coli
varsa izolasyon olasiligint artirmaktir. Inkiibasyon
suresi sonunda Fluorocult Violet Red Bile (FVRB)
Agar (Merck 1.04030) besiyerine 6ze ile siirme

yaptlmis ve Petri kutulari 44.5°C'ta 18 sa
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 18 sa
sirme nedeni floresan 1stmanin net bir sekilde
gozlemlenmesi bir diger deyis ile, floresan 1sima
yogunluguna bagli olarak floresan negatif olan
kolonilerin alinmamasidir (17). Bu slire sonunda
UV lamba altinda (366 nm) floresan 1stma veren
ve saf halde izole edilebilecek koloniler izole
edilmistir. Her gida numunesinden farkli sus
olmasi amaciyla Petri kutularindan 1 adet E. coli
kolonisi alinmis ve ayri ayri Fluorocult Lauryl
Sulphate Tryptose (FLST) Broth (Merck 1.12588)
besiyerine ekilmistir. 37 °C'ta 24 sa inkiibasyonun
sonunda floresan testi yapilmis, pozitif sonug¢
veren tliplerden saflik kontrolii amactyla yine
FVRB Agara slirme yapilmis ve hemen ardindan
floresan pozitif sonug¢ veren bu tiplere indol testi
uygulanmustir. indol testi de pozitif olan tiiplerden
ekimi yapilmis FVRB Agar besiyerleri 37 °C'ta 18
sa sire ile inktibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda tim Petri kutusunun floresan kontroli
yapilmis ve pozitif sonu¢ veren koloniler saf E.
coli kultirt olarak tanimlanarak Tryptic Soy
Broth (TSB) besiyerine (Merck 1.05459) asilanmis
ve 37 °C'ta 24 sa stireyle inktibasyona birakilmustir.
Bu stlire sonunda kultiirler standart buzdolabina
alinarak  denemelerde kullanilmak Uzere
stoklanmislardir (17). Denemeler sirasinda
kulttrler ayni besiyeri (TSB) ve inkiibasyon
kosullarinda aktiflestirilmislerdir. Buna gore
denemelerde indol ve MUGaz pozitif oldugu
onceden saptanmus E. coli izolatlart kullanilmuistir.

UV Destekli indol Testi ile Hizli E. coli Analizi

Bu calismanin amaci ISO 9308-1:2000 standardini
sorgulama degildir. Sadece bu standartta belirtilen
hizli indol testi denenmistir. Bu amacla, aktiflestirilen
kultirler TSA (Merck 1.05458) besiyeri tizerine
yerlestirilen membran filtre (Sartorius 13005-50-AJN)
ylizeyine 6ze ile surtilerek 37 °C'ta 4 sa inkiibasyona
birakilmis ve bu stire sonunda TSA ytlizeyinden
alinan membran filtre steril kosullarda E. coli icin
selektivite saglayan TBA (Oxoid CM0595) besiyerine
aktarilarak 44.5 °C'ta 20 sa sireyle inkiibasyona
brrakilmistir. indol ¢ozeltisi ISO 9308-1:2000'de
tanimlandig: sekliyle 100 mL 1 mol/L HCI asit
icinde 0.5 g p-Dimethylaminobenzaldehyde
cozlinmesiyle hazirlanmistir. Bu ¢ozelti ile
doyurulmus filtre pedi tGizerine TBA'dan alinan
membran filtre yerlestirilerek UV lamba altinda
30 dakika bekletilmis ve bu siire sonunda UV
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lamba altinda kirmizi-pembe renk koloni veren
bakteriler indol pozitif olarak degerlendirilmistir.
MUG Esasli Hizl1 Test

Aktiflestirilmis kilttrler, VRB Agar besiyerine
oze ile surtlerek 37 °C'ta 24 sa siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Buradan izole edilen koloniler
Bactident E. coli kitindeki (Merck 1.13303) 6zel
kivetlerde 0.2 mL damutik su icinde yogun bir
bulaniklik verecek sekilde ¢ozindirilmis, test
seridi bu stispansiyona daldirilarak ve her 30
dakikada kontrol edilerek en cok 2 sa stire ile 37
°C'ta inktibe edilmistir. Uzun dalga boylu UV
lamba ile yapilan kontrollerde floresan 1sima
gorilmesi MUGaz pozitif olarak degerlendirilmistir
(20). Floresan pozitif sonug¢ alinan kiivetlere ayni
kitin icinde bulunan Kovacs' indol ¢ozeltisinden
1 damla damlatilarak indol testi yapilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Analizde kullanilan bakterilerin indol ve MUGaz
analizlerinde beklenen ve elde edilen sonuclar
cizelge 1'de oOzetlenmistir.

UV destekli indol testinde 46 E. coli izolatinin
kolonilerinden 43 adedi kirmizi renk (indol pozitif)
ve 1 adedi acik pembe renk (zayif indoD
olustururken, 2 adedinde renksiz (indol negatif)
sonug¢ alinmustir. Sahit olarak kullanilan 4 referans
E. coli susunun hepsi indol pozitif sonu¢ vermistir.
S. Enteritidis, 44.5 °C'ta gelisemedigi icin indol
testi uygulanamamustir ancak K. oxytoca TBA
besiyerinde bu sicaklikta gelisebilmis ve indol
pozitif sonu¢ vermistir. Bu durumda S. Enteritidis
disinda 51 bakterinin 49 adedinden indol pozitif
sonu¢ alinmistir. Her ne kadar K. oxytoca
kendisinden beklenen indol pozitif sonucu
vermigse de analizin mantigi acisindan bakildiginda
sahte pozitif olarak degerlendirilmis ve buna
gore bu testin dogrulugu %94.1 (48/51) olarak

hesaplanistir.

MUG esasli hizli tayin yonteminin uygulandigi 46
E. coli izolati ile 4 referans E. coli susunun
tamaminin UV lamba altinda floresan 1sima
(MUGaz pozitif sonug¢) verdigi goralmistir. S.
Enteritidis MUGaz ve indol negatif sonug¢ verirken
K. oxytoca MUGaz negatif ancak indol pozitif
sonug¢ vermistir. Bu sonuglara gore Bactident E.
coli icin dogruluk pay1 %100'dur (52/52). Burada
K. oxytoca i¢in alinan pozitif indol sonucu dogru
sonu¢ olarak degerlendirilmistir c¢unkt kitin
icindeki Kovacs' indol ayiraci genel indol testi
olarak kullanilmaktadir.

Bactident E. coli kiti ile yapilan analizde 46 E. coli
izolatinin timintn MUGaz pozitif sonu¢ vermesi
beklenen bir sonuctur ¢linkli bu izolatlarin timi
pozitif MUGaz reaksiyonuna gore izole edilmislerdir.
Diger 6 referans bakteri de bu kitte beklenen
sonuglar1 vermislerdir. Ozetle, denemelerde
kullanilan 52 bakterinin timi Bactident E. coli
kitinde beklenen sonucu vermistir. Bu kit ile
yapilan ilave indol testinde pozitif sonu¢ veren
K. oxytoca sorun olarak gortilmemektedir ¢tinkt
tim indol pozitif bakteriler bu kit ile ayni sonucu
vereceklerdir. Ancak bu kit, genel bir tanimlama
kiti degil, sadece koliform grup oldugu selektif
besiyerinde tipik koloni morfolojisi ile anlasilan
bakterilerin E. coli olup olmadigina yoneliktir.
Bu besiyerlerinde secicilik, genellikle laktozdan
asit olusturma ve selektif katkilar ile refakatci
floranin baskilanmasi ile saglanir. Laktoz pozitif
olan diger Enterobacteriaceae tyeleri, koliform
grup icin hazirlanmis selektif besiyerlerinde farkli
morfolojide koloniler olusturarak koliform grup
bakterilerden ayrilir. Bu durumda bu bakteriler
zaten Bactident E. coli kiti ile teste alinmayacaklardir
ve zaten indol testi bu kitin asil degil tamamlayict
testidir (21).

Gizelge 1. Analizde kullanilan bakterilerin indol ve MUGaz beklenen ve elde edilen sonuglari
Table 1. The expected and the acquired indole and MUGase results of the bacteria used.

Bakteri MUGaz indol Hizli indol Testi @ Bactident E. coli
MUGase Indole Rapid Indole Test @ MUGase @ Indole @
E. coli (46 izolat) + + + + +
E. coli (4 sahit) + + +
S. Enteritidis - * -
K. oxytoca - + + _ "

""Beklenen reaksiyon Expected reaction
®Elde edilen sonug Acquired reaction

* Analiz yapilamamistir; bakteri TBA besiyerinde 44.5 °C'ta gelismemistir Not analyzed, bacterium didn't growth at 44.5 °C



Bununla birlikte kit iceriginde bulunan indol
cozeltisi ile testin tamamlanmasi E. coli O157:H7
serotipinin yakalanmasi acisindan 6onemlidir. Bu
serotip MUGaz negatif oldugu icin floresan isima
vermez ancak indol pozitif olmasi ile kendini
belli eder (21).

indol esasli hizli analizde TBA besiyerinde 44.5 °C'ta
geliserek indol pozitif sonu¢ veren K. oxytoca
aslinda beklenen sonucu vermistir ancak testin
amact acisindan sahte pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilmistir. Bu sonug, E. coli disinda TBA
besiyerinde 44.5 °C'ta geliserek sahte indol pozitif
sonug verebilecek baska bakterilerin de olabilecegi
endisesini getirmektedir. Her ne kadar Niemi vd.
2003'te yaptiklart bir calismada K. oxytoca'nin bu
analizde E. coli gibi davranmasinin ayriminin
44-45 °C'de laktozdan gaz olusturma analizi ile
coziimlenecegini rapor etmislerse de (16) bu
¢OzUmiin pratik bir uygulama olmayacag: aciktir.

Weber ve Schifer (19) yaptiklart calismada Bactident
E. coli kitinde dogruluk paymi 165/175 (%94) E. coli
olarak bulmus, bunun yani sira Enterobacteriaceae
familyasina ait E. coli olmayan 52 izolatin hicbirinin
pozitif sonu¢ vermedigini, dolayistyla bu testin hizlt
E. coli tanimlamasinda giivenle kullanilabilecegini
bildirmistir. Hansen ve Yourassowsky (20) MUGaz
aktivite tayininin gerceklestirildigi Bactident E. coli
yonteminin gecerliligini %94 olarak bulmuslardir.
Bu calismada izolatlarin MUG esasli hizli testte %100
dogru sonug¢ verme nedeni E. coli izolasyonunun
FVRB Agarda MUG porzitif suslarin secilmesi ile
aciklanmakta ve Bactident E. coli kitinin giivenilir
oldugunu gostermektedir.

Bonadonna vd.'nin 2007'de yaptigt calismada
ISO 9308-1:2000'de tanimlanan hizli yontemi iki
farkli yontemle karsilastirilmis, ISO yonteminin
selektivitesinin diger iki yonteme gore disik
oldugu, ozellikle K. oxytoca'nin analizde sorun
olusturdugunu belirtmislerdir. Buna karsin MUG
testinin, indol belirlemesine gore E. coli
tanimlamasinda daha gecerli bir yontem oldugunu
rapor etmislerdir (4).

Sonug olarak E. coliicin iki farkli hizli tanimlama
testinin kiyaslanmasina yonelik yapilan bu
calismada MUG esaslh hizli testin, UV destegi ile
indol esasl: teste oranla daha giivenilir oldugu ve
cok daha hizli sonug verdigi gorilmuistiir. Ayrica
bu kitin uygulanis sekli UV destekli indol testine
kiyasla cok daha kolaydir. UV destekli indol
testinde tek avantaj, filtre Gzerinde gelisen tim

kolonilere bu testin beraberce uygulanmasidir.
Ancak Bactident E. coli kiti icin tek koloni
zorunlulugu yoktur, membran filtre tizerinden
oze ile cok sayida koloni alinarak bu kite
uygulanabilir. Floresan pozitif sonug, en az 1
koloninin E. coli oldugunu gosterir.
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