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OZET: Bu galismada enterobakter identifikasyonunda kullanifan sorbitol, hareket ve indol testlerinin tek besiyerinde
vapiimast amaglanmigtir. Bu amagla farkli cins ve tiirlerden 285 enterobakter sugunda sorbitol, hareket ve indol testleri ayrt
ayr ve kombine besiyerinde yapilmigtir. 3 testin (+) ve (-) olmak lizere toplam 8 kombinasyonunda sadece sorbitol (+),
hareket (-) , indol (+) olaninda sahte (-) indol sonuglar alinmig dier 7 kombinasyonda bafimsiz testler ile kombine
besiyeri sonuglan aymi olarak elde edilmigtir. Konu lzerindeki caligmalar devam etmektedir.

SUMMARY: This rescarch’s aim is to make sorbitol, motility and indol tests in one media for enterobacter identification.
These tests were made individually and in combined media for 285 enterobacter strains. For the 8 combinations according
to (+) and () results of these 3 tests, only the combination of sorbitol {+) , motility (-}, indol (+) gave false (-) results
for indol test, but alt other 7 combinations same with individually tests. Researchs are continiving on this subject.

GIRIS ve LITERATUR OZETI

Bir bakteri izolatinin identitikasyonu dncelikle ¢esitli morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testler ve
gerekirse genetik, serolojik, enzimatik testler ve faj tiplendirmesi ile yapilir. Bu testler sonucunda bakteri
cins ve tiir bazinda tammlanir, Bazi ¢aligmalarda izolatin sadece cinsinin bulunmas: yeterlidir, Ornegin
gidalarm rutin mikrobiyolojik kontrolunda bakterinin salmonella cinsine girip girmediginin belirlenmesi
yeterlidir. Buna kargin aragtirma esash ¢aligmalarda ise salmonella cinsinin hangi tiirii oldugu ¢ogu kere
yeterli olmaz, serolojik testler ile tiplendirme yapilir (ANDREWS, 1985; ANONYMOUS, 1984a).

Identifikasyonda karbohidratlarin fermentasyonn, indol, metil red ve Voges-Proskauer testleri,
sitratin kullamim, H,S olusumu, aminoasit testleri basta olmak iizere izolata pek ¢ok test uygulanmaktadir.
Bakteri identifikasyonunda temel kitap olan Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology adh kitabmn 9.
baskisinda (ANONYMOUS, 1994b) enterobakterlerin identifikasyonu igin 50 test verilmektedir.

Biyokimyasal test sonuglar: cogunlukla (+) ya da (-) , bazende zayif (w) olarak alnir. Bakterinin
yasl, sugu, testlerde kullanilan besiyerleri ve kimyasallarin hazirlantg gekilleri test sonucunu etkiler. Yanlig
hazirlannmg bir test ¢ozeltisi ile dogru analiz sonucu elde etmek milmkiin degildir. Identifikasyonda sahte
(=false) sonuglarin alinmas: ile kugkusuz sahte tanimlamalar yapilir. Bu nedenle testlerin dogru sonug
verdiginden emin olunmalidir (ANONYMOUS, 1984a ; HALKMAN, 1995),

Mikroorganizmalarin tanimlanmas i¢in kullanilan geleneksel yontemler, bunlarin kiiltiire alinmas:
esasina dayanir. Bu yéntemlerin dezavantajlar arasinda ayri ayn tiiplerde veya petrilerde besiveri hazirlama,
inokiilasyon, inkiibasyon gibi zaman kaybettirici, emek yopun ¢ahgmalar vardir. Bunlarin yaninda gogu kere
laboratuvar inkiibatorlerinde yer bulmak, bu tiiplerin ve/veya petrilerin yikanmasi gibi iglemler de kayda
deger sikintilar olugturmaktadir. Bu gibi sakincalarin giderilmesi amaciyla 1’den fazla testin tek tiip veya
petride yapilmas: konusunda ¢esitli ¢aligmalar yapilmig ve tatmin edici sonuglar alinmug, biitinlestirilmig
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testlere yomnelik olarak pek ¢ok besiyeri ticari firmalar tarafindan iretilerck piyasaya sunulmugtur
(HALKMAN, 1995; HALKMAN ve ark., 1994; LASSEN, 1975).

Gida mikrobiyolojisinde iizerinde en ¢ok ¢ahigilan bakteriler Enterobacteriaceae familyas: iyeleridir,
Bu familyaya ait koliform grup bakteriler ve ozellikle E.coli ile sadece gida mikrobiyolojisinde degil tibbi
mikrobiyoloji, veteriner mikrobiyolojisi ve ¢evre mikrobiyolojisi alanlarmda da yogun gcalhgmalar
yapumaktadir. Bu galxgmalar arasmda yukanda da belirtildigi gibi identifikasyonda testlerin blrlc§t:rllmesmc
yonelik olanlarin gegmisi 20.Yiizyiin baglarina kadar gitmektedir. {dentifikasyonda bugiin igin dahi yaygmn
olarak kullamlan Kligler Iron Agar besiveri 1917 yilinda gelistirilmigtir, Kligler Iron Agar besiyerinde glukoz
kullanimi, glukozdan gaz olugumu, laktozun kullamimi ve H,S olusumu testleri bir tiipte yapimaktadir.
Triple Sugar Iron Agar besiyeri Kligler Iron Agar’in bir modifikasyonudur. Triple Sugar Iron Agar besiyeri
bugiin pratik uygulamada sadece Sa/monella igin kullanilirken Kligler Iron Agar tiim enterobakter iyeleri
icin kullamlmaktadue (ANONYMOUS, 1984a ; ANONYMOUS, 1984b; ANONYMOUS, 1994a).

Dulsitol fermentasyonu, malonat kullamimi, fenilalanin deaminasyon testlerinin birlestirilmesi
(ESKANAZI ve LITTEL, 1978), sitrat testi, fire testinin birlestirilmesi (KORN, 1980) IMVIC testlerinin
tek petri kutusunda yapilmas: (POWERS ve LATT, 1977), 8-D-glucuronidase, B-D-galaktozidase, B-D-
xylosidase, triptofan deaminaz, hidrojen siilfiir, sitokrom oksidase ve indol testlerinin birlegtirilmesi
(MANAFI ve ROTTER, 1991), konusunda galigmalar yapilmug isc de bunlar ticari preparat olarak
hazirlanmamigtir. LASSEN (1975)'in geligtirdigi Norveg 3'lii tiip yontemi de ticari olarak firetilmemekle
beraber basta salmonella olmak fizere enterik bakterilerin identifikasyonunda bagar ile kullamlmaktadar.
Bu sistemde 1.tiipte glukoz fermentasyonu, laktoz fermentasyonu, H,S olugumu, lisin dekarboksilaz testi,
B-galaktozidaz testi, fenil alanin deaminaz testi ; 2.tiipte mannitol fermentasyonu, hareket ve nitrat
reditksiyon testleri; 3.tipte ise iire kullamm, indol olusumu ve triptofan deaminaz testleri olmak iizere
toplam 12 test yapilmaktadir (BEKAR, 1995).

Ticari iiretimleri olan ve en yaygin olarak kullanilan birlegtirilmig test besiyerleri ise yukanda
belirtildigi gibi Kligler Iron Agar, Triple Sugar Iron Agar, LIM Agar (Lisin dekarboksilasyon, indol, hareket
testleri), OIM Agar (ornitin dekarboksilasyon, indol, hareket testleri,) SIM Agar (siilfiir, indol, harcket
testleri), MR-VP (Metil Red, Voges Proskauer testleri) besiyerleridir. (ANONYMOUS, 1984b;
ANONYMOUS, 1938; BRIDSON, 1990; ANONYMOUS, 1994a}. Kugkusuz, bunlarin diginda birlegtirilmig
testlere yonelik daha pekcok besiyeri bulunmaktadir.

MATERYAL, METOT
Materyal

Bu cahsmada kullamlan 285 bakteri 3 ayr1 proje ¢aligmasinda gidalardan izole edilmiglerdir (HALKMAN
ve ark,, 1994; HALKMAN ve NOVEIR, 1996; HALKMAN ve ark., 1996). Bu bakterilerin cins ve tiirleri
ile sorbltol hareket ve indol reaksiyonlan asagda verilmigtir,

Sorbitol (+) , Hareket (+) , Indol (+) : 54 Escherichia coli

Sorbitol (+) , Hareket (+) , Indol (-) : 31 Enterobacter cloaceae, 19 Citrobacter fruendii, 10 Enter.
dissolvens, 5 Enter. aerogenes, 4 Salmonella ssp, 3 Serratia proteamoculans, 3 Serratia ssp, 2 Ser.
marcescens

Sorbitol (+) , Hareket (-) , Indol (+) : 24 Klebsiella oxycata/planticola, 5 E.coli (Hareket -),
3 tamimlanamadi

Sorbitol (+) , Hareket (-) , Indol {-) : 22 Kieb. terrigena, 20 Klebsiella pneumonia, 9 Rahnella aquatica

Sorbitol (-) , Hareket (+) , Indol (+) : 6 Providencia rustigianii, 5 Proteus vulgaris, 2 Prov. retigeri,
1 Escherichia hermannii

Sorbitol (-) , Hareket (+) , Indol (-) : 11 Proteus mirabilis, 9 Pseudomonas ssp, 6 Hafnia alvei

Sorbitol (-) , Hareket (-} , Indol (+) : 7 tammlanamads, 5 Prov. rustigianii, 3 Prov. stuartii

Sorbitol (-) , Hareket (-} , Indol () : 9 Prot. penneri, 4 tammlanamad, 3 Ent. hormaechei
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Bu bakterilerin identifikasyonlart ANONYMOUS 1994b’ye gore yapilmustir. 9 adet Pseudomonas,
- Enterobacteriaceae familyasina dahil olmamakla beraber bu familya iiyelerinin izolasyonuna yonelik
besiyerlerinden izole edildikleri icin bu ¢alisma kapsamina alimmiglardrr. Farkh kombinasyonlarda gérillen
- 14 adet tanumlanamayan bakteri igin de aym durum gegerlidir.

Metot

Enterobakter iiyelerinin identifikasyonunda yogun dlgiide kullanilan sorbitol fermentasyonu, hareket
testi ve triptofandan indol olugumu testleri birlestirilmig besiyerinde ve her biri bagimsiz olarak tek tiipte
yapilmigtir. Bu amagla kullamlan besiyerinin bilegimi tripton 10,0 g/1 ; sorbitol 10,0 g/1; NaCl 5,0 g/1 ;
90,2’lik fenol red ¢ozeltisinden 2,25 ml/1 ; agar 3,0 g/l seklindedir. Son besiyeri pH’s1 7,3 + 0,1 olacak
sekilde tiiplere 10°ar ml dagtildiktan sonra otoklavda 121°C’da 15’ sterilize edilmigtir. Bu besiyeri, herbiri
bagimsiz yapilan sorbitol, hareket ve indol testlerinde kullamlan besiyerlerinin kombinasyonudur.

Bakteri kiiltiirleri Nutrient Broth besiyerinde 37°C’da aktiflestirildikten sonra Sorbitol-Hareket-
indol dik agar besiyerine ag ignesi ile daldirilarak inokiile ve 37°C’da 48 saat inkitbe edilmigtir. Bu siire
sonunda sorbitol kullamimi besiyeri renginin degisimi, hareket testi bakterinin yumugak agar besiyerinde
iireme gekli ile kontrol edilmi, tilplere Kovacs indol ayiraci damlatifarak indol testi yapilmagtir.

ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

285 bakterinin bagimsiz denemelerdeki ve kombine besiyerindeki sorbitol, hareket ve indol test
sonuglan ¢izelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Sorbitol, hareket ve indol test sonuclan

Bagmsiz Testler Kombine bestyeri Hatal:
Adet Sonug
Srb Har Ind Srb Har ind
54 + + + + + + 0
T7 + + - + + - 0
32 + - + + N +/- 24
51 + - - + . - 0
14 - + + - + + 0
26 - + - - + - 0
15 - - + - - + 0
16 - . - - - . 0

Srb: Sorbitol; Har: Hareket; Ind: indol

Cizelge 1’den izlendigi gibi 8 farkl: kombinasyondan sadece sorbitol (+) , hareket (-) , indol (+)
olan kombinasyonda denenen 32 bakterinin 24 adedi indol (+) yerine indol (-) sonug vermigtir. Bu 24
bakterinin tiimii Klebsiella oxycata/planticola olup bu kombinasyona giren 5 adet hareket (-) E.coli ile
tammlamayan 3 adet olmak iizere toplam 8 adet bakteri bagimsiz testlerde oldugu gibi indol (+) sonug
vermiglerdir. Diger 7 kombinasyonda denenen toplam 253 bakteride bagmsiz testler ile kombing
besiyerinde alinan sonuglar aym: olmustur,

Bir bagka yaklagimla, sorbitol ve hareket testleri bagimsiz testlerde ve kombine besiyerinde ahinan
testlerde 285 bakterinin timiinde aym somug verirken, indol testinde 285 bakteri icin toplam %916
diizeyinde aym sonug, %8,4 oraminda farkh sonug alinmustir.

Kombine besiyerinde yapilan indol testinin sahte (-) indol sonucu vermesi kabul edilemez. Bunun
nedeni, bu besiyerinin identifikasyon amagl olarak planlanmasidir. Identifikasyonda indol ya da herhangi
bir testin yanlig sonug vermesi ise sonucu yanhg tammlamaya gotiirecektir.
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Identifikasyonda bazi testlerde sahte (-) sonuglar alinmaktadir. Bunlardan en yaygin olam hareket
testi ve aminoasit testleridir. Pratik uygulamada yumugak agar besiyerinde (+) olan sonuglara giivenitmekte
ancak bu testte alman (-) sonuglar asih damla yéntemi ile kontrol edildiginde baz1 (+) sonuglara

- rastlamlmaktadir (HALKMAN ve ark., 1996). Indol testinin sahte negatif sonuglarina da rastlanildiga, bunun
incelenmesi i¢in standart olarak kullamlan Pepton Water besiyerine oranla Hearth Infusion Broth besiyeri
kullanilmas: Snerilmektedir (ANONYMOUS 1984a). Sorbitol testi ve diger karbohidrat fermentasyon
testlerinde denenen karbohidratin konsantrasyonunun sonucu etkiledigi, yaygin olarak kullamlan %0,5 ve
%1 konsantrasyonlardan %1'de alman sonuglarin daha dogru oldugu, daha ok benimsendigi
bildirilmektedir (ANONYMOUS 1984b). Nitekim bu galisma kapsamindaki dndenemelerde sorbitol
konsantrasyonu %0,2; %0,5 ve %1 olarak denenmig ancak olumsuz sonuglar nedeni ile asil calismada
sadece %1 konsantrasyon ile devam edilmistir.

Bu ¢aliymada elde edilen sonuglar genig kapsamh bir alismanin 6n bulgulan: niteligindedir. Bu
cahgmada indol testindeki sahte (-) sonug identifikasyonu cins degil tiir bazinda etkilemektedir. Bir diger
deyis ile Klebsiella cinsinin belirlenmesi identifikasyonda yeterli ise indol testinin (-) ya da (+) olmas:
sonucu degistirmez, yani indol testine gerek yoktur. Ancak, identifikasyon mantig1 ve prensibi uyarinca indol
testinde sahte (-) sonug almmas: kabul edilemez. Bununla beraber 8 farkli kombinasyonun 7 adedinde
dogru sonuglar ahnmas: da kiigitmsenemez. Dolays: ile konu iizerinde gerek indol testindeki sahte ¢-)
sonuglarin giderilmesi, gerek diger testlerin kombine edilmesi seklinde ¢aligmalar devam etmektedir.
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