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OZET

Bu arastirmada istanbul’'un degisik semtlerinde satiimakta olan 44 adet
sokak sutiinde toplam mikroorganizma koliform grubu bakterilerin varligi ve bu

grup icinde yer alan turler belirlenmeye caligiimigtir.

Orneklerden 164 adet koliform susu izole edilmistir. Koliform grubu
bakterilerin tamimlanmasinda IMVIC olarak belirtilen testler kullaniimigtir.
Yapilan testler sonunda 6rneklerde Enterobacter aerogenes’in en fazla sayida
oldugu belirlenmigtir. Bunu sirasiyla E.coli tip I, E.cloacea, E. coli tip II,E. freundii
izlemis ve 15 sug da tanimlanamayarak diger koliform grubu bakteriler olarak

gruplandiriimisgtir.

Orneklere ait toplam mikroorganizma sayisi ortalama 2.36x10" adet/ ml,

koliform grubu bakteri sayisi ise 2.66x10° adet /ml seklinde bulunmustur.



SUMMARY

In this research, the total bacteria and the coliform bacteria contents of 44
milk samples which were sold in different parts of istanbul were determined. At

the same time, coliform bacteria were isolated from the samples and identified.

The IMVIC tests were used to identify the coliform bacteria.164 coliform

strains were isolated from 44 samples.

According to the results Enterobacter aerogenes was in the largest
number. E. coli type I, E. cloacea, E.coli type Il and, E. freundii followed
E.aerogenes respectively. Fifteen strains could not be identified and stated as

the other coliform groups.

In the samples it was found that the number of total bacteria is average

2.36x10" /ml and the coliform bacteria is average 2.66x10° /ml.
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1.GIRIS

Canhlarin en 6nemli besinlerinden biri olan sut; sut veren hayvanlarin
memelerindeki st bezlerinin dogal bir salgisidir. Satler alindigi hayvana gore
isimlendirilir (Koyun satd, keci sttt vb.) (Gecgil, 1987, Ergiin,1989 ).

Siut yasayan her canlinin ihtiyaci olan butiin besin maddeleri, protein,
karbonhidrat, sut sekeri, yag, eser elementler, vitaminler, mineraller ve enzimleri
blinyesinde dengeli ve vyeterli miktarda icermektedir. Ayrica sut, kalsiyum

bakimindan da zengin bir triinddr (Demirci ve Simgek, 1996,Gecgil, 1987 ).

Sut ihtiva ettigi birgok besin maddelerinin sayesinde insanlar icin ne kadar
gerekli bir madde ise hayvanlarin beslenme ve Uremeleri i¢cin de o nispette
elverigli bir gidadir (Sakiz, 1973).

Fizyolojik yonden yiksek besin degerine sahip olan sutin kusursuzca
icilebilmesi icin onun, saglikli, iyi beslenmig hayvanlardan elde edilmis ve
tuketiciye kadar giden yolda zararl etkilerden mumkin oldugunca korunmusg
olmasi gereklidir. Mastitis proflaksisi ile kimyasal ve mikrobiyolojik
kontaminasyon kaynaklarinin erken tesghis edilerek, ortadan kaldirilmasi st

hijyeninde en 6énemli asamadir (Ergin, 1989).

Satteki mikroorganizmalarin sayisi ve turd hayvanin bakimina, sagimin
Ozelligine, ahir sartlarina, elde edilen site yapilan ilk muamele ve muhafaza

sekline gore ¢cok degisir (Sakiz, 1973).

Sutler normal sartlar altinda ve hijyenik kurallara uyularak hazirlansa bile,
belli sayida mikroorganizma bulundurabilmektedir. Yani hijyenik sartlara ne
kadar uyulursa uyulursun mililitrede 20000 lere varan mikroorganizma sayilari
normal kabul edilmektedir. Fakat bu saylyr asan degerler sutin cesitli

kaynaklardan kontamine oldugunu géstermektedir (Robinson, 1990).



Bu calismada Istanbul piyasasinda satilmakta olan ¢i§ sutlerde toplam
mikroorganizma yaninda, koliform grubu bakterilerin miktarini ve bu grup
icerisinde yer alan turleri belirlemek ve bu sutlerin hijyenik kalitesini ortaya

koymak amaclanmigtir.

1.1.Genel Bilgiler

Sut hafif sari, beyaz renkli, su icinde yag emdulsiyonu yapisindadir. Yag
tanelerinin cap! 2-4 p kadar oldugundan sindirimi kolaydir. PH=6,3-6,6 * dir.
Yogunlugu 1,03-1,033'ddr. Bir litre sttin olusabilmesi icin 300-400 litre kanin st
bezlerinden gecmesi gerekir. Hayvan dogumdan sonra sit vermeye baglar ;

ancak dogumdan sonraki sut besin olarak kullaniimaz.

Sut ; protein, yag, karbonhidrat, eser elementler, vitaminler, mineral
maddeleri icerir. Siit yaginin partikiil biyukligu 50°A'dur (1°A=10® cm.). Yag
parcaciklarinin Usti fosfatid yapisinda lesitin adli madde ile sariimigtir. Hayvan,
aldigi besinlerdeki karbon ve hidrojenden sit yagini Gretme yetenegine sahiptir.
Sut i¢in protein / yag orani 6nemli bir sabitedir ve 0.82 oranina sahip olan sutin

kalitesi iyidir. Eger blyukse situn yag alinmistir.

inek siitiiniin ortalama yapisi tablo1.1.’de gosterilmigtir.

Tablol1.1. inek Siitiiniin Ortalama Yapisi

MADDELER MIKTARI (%)
Su 87,5
Protein 3,5
Yagd 3,7
Laktoz 4,8
Mineral 0,75




Sdutlin yapisi, hayvanin cinsi, yasi, beslenme ve bakim sartlarina gore
degisiklikler gosterir. Sitte asit karakterli bakteriler dreyip sutin asit

konsantrasyonu %0,4’e yikselince st kesilir. Bu nedenle sit kaynatilir.

Sut yagi ve proteinleri tad ve koku absorblama 6zelligine sahiptir. Hayvanin
yedigi, ictigi maddelerden ve sitin saklandigi kaplardan gelen koku, tad
maddelerini tagir. Uygun olmayan besin maddelerinden ve ayrica zamanla

bulundugu kabin metalsi tadi ile koku (vb.) maddeler bulasabilir.

Cig sutlerin bilesiminde bulunan herhangi bir maddenin alinmasi veya bu

sutlere disaridan herhangi bir maddenin katilmasi kesinlikle yasaktir.

Nitelikleri a sagida belirtilen sutler insan gidasi olarak asla

kullanilamaz ve satilamaz:

1. Sat aracih@iyla insanlara bulasan veya sitlerin niteliklerini bozan bir

hastalik tagiyan hayvanlarin sitleri veya hastalik etkeni bulunan stitler;

2. Hayvanlarin dogurmasindan 15 gin ©Oncesinden 15 gin sonrasina

kadar verdikleri sutler ve icinde agiz (kollostrom) bulunan sutler;

3. Siutle gecebilecek arsenik, antimon, civa, terebentin ruhu, sari sabir
(aloes), iyot, striknin ve diger alkaloitler, antibiyotikler vb. ilaclarla son 6 gin

icinde tedavi edilen hayvanlarin sitleri;

4. Her turld bozulmay! 6nleyici maddelerle, insan sagligina zarar verecek

ve suttin dogal niteliklerini bozacak veya degistirecek maddeleri tasiyan sutler;

5. Fena kokulu, rengi degismis veya boyanmig, icinde gozle
gorilebilecek derecede ve cok miktarda yabanci madde bulunan bir yerde
birakildigi zaman yarim saat icinde kabin dibinde belirli miktarda tortu birakan

sitler;



6. Icinde kan, cerahat veya hayvanin diger salgi ve digki maddeleri

bulunan sutler;

7. Atesli bir ishale yahut herhangi bir meme hastaligina tutulmus

hayvanlarin sutleri;

8. Herhangi bir safhasinda igine patojen mikroorganizma karismig veya

insan igin zararh bakteri toksinleri meydana gelmis sutler (Gecgil, 1987).

Saglikli bir memeden sagilan sit protein, yag, mineral maddeler ve
vitaminler gibi kiymetli bilesenlerce zengindir ve butin teknolojik olarak arzu
edilen Ozelliklere sahiptir. Bunun icin sitin hayvandan sagildiktan sonraki

kalitesini islenmesine kadar gecen zamana kadar muhafaza etmek énemlidir.

Kusursuz bir ¢i g siOtte arzu edilen 06zellikler a sagidaki gibi
siralanabilir:

1. Cig sut saglkl bir memeden elde edilmelidir. Memesi hasta inegin
sutl dusuk degerlidir. Patojen mikroorganizmalar, beyaz kan cisimcikleri icerir
ve bilesiminin degdismesi ortaya cikar. Bunlar da st iglemede kayiplar ve

zararlara sebep olur.

2. Cig sut diusuk mikroorganizma ihtiva etmelidir. Butin sit Grdnlerinin
tadi ve dayanikhligi ¢ig sutin hijyenik kalitesine baglidir. Yani onun temizlik
derecesiyle ilgilidir. Temizlik sartina dikkat edildigi takdirde elde edilecek stt en

disuk miktarda mikroorganizma ihtiva edecektir.

3. Ci§g sut tad ve koku hatalari gostermemelidir. Cig sutteki arzu
edilmeyen tad ve koku maddeleri cogunlukla yemleme ile ilgilidir veya yetersiz
ahir hijyeninden kaynaklanmaktadir. Sagimdan sonra yemleme, silaj gibi
yemlerin ahirin diginda depolanmasi, pis, dondurulmus veya kiflenmig yemlerin
yediriimemesi, taze sagilmis sutin hizla ahirdan uzaklastiriimasi gibi tedbirler

arzu edilmeyen etkileri buylk 6lgtide azaltmaktadir.



4. Cig sut hicbir yabanci madde ihtiva etmemelidir. Antibiyotik temizlik ve
dezenfektan maddeler, tarim ilaglari usuliine uygun kullaniimamalari sonucu
sute gegcmekte ve igleme sirasinda guglikler ortaya ¢ikmaktadir. Bundan bagka

bu maddeler saglik yéninden de zararli olmaktadir.

lyi bir cig sit kalitesi, islemede rizikoyu en aza indirir ve Uriin kalitesini

yukseltir (Tarim ve hayvancilik dergisi,Hayvancilik serisi I ).

1.2. Sut ve Siutten Yapilan Yiyeceklerin Besin

Degerleri

Sut ve sutten yapilan yogurt, ayran, ¢okelek, peynirler, st tozu, tarhana,
sutld tathilar gibi yiyecekler kalsiyumun en zengin kaynagidirlar. Ayrica iyi kaliteli
hayvansal proteinlerle, riboflavin, Bi,, niasin gibi B grubu vitaminleri de bol
miktarda icerirler. Sutlerin ortalama 100 grami 60-70 kalori, 3,3-4 gram protein,

peynirlerin ortalama 100 grami 250-300 kalori, 15-25 gram protein saglar.

Sut ve sitten yapilan yiyeceklerin herhangi birinden veya birkacgindan
glindel-3 porsiyon yenmelidir. Bir su bardagi st veya yogurt, 1-2 kibrit kutusu
buyuklikte peynir, bir kiigik kase muhallebi veya sttlag bir porsiyon olarak
kabul edilir. Bu gruptaki yiyecekler dzellikle biyimekte olan ¢ocuklar, gebe ve
emzikli kadinlar ile yagllar icin dnemlidir. Yetiskin ve normal durumda olan
kisilere guinde 1-2 porsiyon st grubu yiyecekler yeterli gorilmekte, buna karsilik
cocuklar, gebe ve emzikli kadinlar icin yeterli miktar 2-3 porsiyon olarak kabul
edilmektedir (Bertan ve Giler, 1995).

Tablo1.2.’de st ve sutten yapilan bazi Grtnlerin 100 gramlarinin sagladigi

enerji ve besin 6geleri miktarlari gésterilmektedir.



Tablo 1.2. St ve Sitten Yapilan Bazi Urunlerin 100 Gramlarinin Sagladig

Enerji ve Besin Ogeleri Miktarlar (Turkiye Diyetisyenler Dernegi, 1988)

Yiyecekler Ortalama Enerji Karbonhidrat |Protein |Yag Kalsiyum |Demir |Vi
Olgii (100 |(Kal)
- ram ram ram m m l.
gram icin) (gram) (gram)  |(gram) |(mg) (mg) | (
inek siitii (Orta | Bir cay bardag! 64 55 3,5 3 120 0,1 15
Yagl)
Yogurt (Orta | Bir cay bardagi 59 54 3,2 2,6 120 0,1 12
Yagl)
Cokelek (Taze) |Bir kicik su|100 3,2 35 5,6 150 0,3 15
bardagi
Beyaz  Peynir|Uc kibrit kutusu |289 0 22,5 21,6 162 0,5 72

(Yagl)

biyuklukte




1.3. Sit ve Mamilleri ile insana Gecen

Enfeksiyonlar

Mikroorganizmalar gidalara hava, toprak, su, bdcekler, kemirgenler
veya Uretim asamasinda hammadde, Kkatkilar, alet ve ekipmanlardan
bulagsabilmektedir. Uygun ortam kosullarinda gelisen bu mikroorganizmalar
gerek gida bozulmalari gerekse tiketici sagligi agisindan énemli olmaktadir.
Bu konuda vyapilan degerlendirmelerde gida kaynakli riskler arasinda

mikroorganizmalarin ilk siray! aldiklari belirlenmistir (Kalafaaatoglu, 1999).

Gida kokenli hastaliklar enfeksiyonlar veya intoksikasyonlar seklinde
ortaya cikabilirler. Enfeksiyonlarda hastalik etkeni veya toksin dreten
mikroorganizma vicuda alindiktan sonra gelismesine devam etmekte veya
vicut  icerisinde  toksin  olusturmaktadir.  intoksikasyonlarda  ise
mikroorganizma gida tzerinde geliserek toksik bilesikler Gretmektedir. Ancak
intoksikasyona neden olan mikroorganizma her zaman gidadan izole
edilmeyebilir. intoksikasyonlarda gidanin viicuda alinmasiyla zehirlenme
belirtilerinin ortaya ¢ikmasi icin gecen sire daha kisa olmakla birlikte bazi kif
toksinlerinin neden oldugu intoksikasyonlar kronik olarak seyredebilir (Aran,
1993).

Zoonoslar (Latince’de zoo=canli hiicre, noss=hastallk ) omurgali
hayvanlarla insanlar arasinda karsilikli olarak bulasabilen enfeksiyon
etkenleridir (Ergiin, 1989).

Sutun saglik kontroliinden yoksun kosullarda elde edilmesi ve bunlari
isleyen isciler ile bu alanda eksper olanlarin; saglik kurallarina uymadan
urettikleri kaymak, tereyag, dondurma ile peynir gibi st Urdnleri, kendileri ile
birlikte bunlari besin olarak tiketenlerin de zoonotik karakterdeki birgok

enfeksiyonu almalarina neden olmaktadir (Omurtag ve Akin, 1981).



Sutle insana gegen en 6nemli zoonoslar sunlardir;
a) Brusellozis,
b)Sap,
c)Antraks,
d)Leptosiprozis,
e)Listerioz,
f)Q-Fieber,
g)Toksoplazmozis,
h)Salmonellozis etkenleri,
[)Campylobacter fetus,
H)Coxiella burneti,
J)Pseudomonas aeruginosa,
k)Staphylococcus aureus,
[)Streptococcus agalactiae,
m)Yersinia enterocolitica,
n)Viruslar (Herpes Virusu, Hetatitis-A Virusu)

Hayvan ve insanlarda patojen olan viruslar sutte Ureyemezler, ancak

araci olarak isi gorurler (Ergtn, 1989).

Sut ve mamdlleri ile insanlara gecen enfeksiyon etkenleri ile bunlarin

sebep oldugu invazyon ve enfeksiyonlar tablo.1.3.’de gosterilmigtir.



Tablo 1.3. Siit ve Mamdilleri ile insanlara Gecen Enfeksiyon Etkenleri ile

Bunlarin Sebep Oldugu invazyon ve Enfeksiyonlar (Omurtag,

1975)

HASTALIKLAR

ENFEKS IYON KAYNAKLARI

Viral Enfeksiyonlar

insan [Sit Cevre

Adenovirus enfeksiyonlari(*)

X

Enterovirus enfeksiyonlari(*)

X

Afta epizootika

Enfeksiydz hepatitler *

Kene menseili ensefalitis

Riketsiyal Enfeksiyonlar

Q Hummasi

Bakteriyel Enfeksiyonlar

Antraks *

Brusellozis

Kolera

Koli enfeksiyonlari

Clostridium perfringens (welchii) enfeksiyonu

Difteria

Enteritis (*) (non-spesifik, cok miktarda ol veya

Canl Coli, Proteus, Pseudomonas, Welchii (v.s.)

Leptospirozis (*)

Listeriozis (*)

Paratifoid fiyevr

Fare Isirgl hummasi
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Tablo 1.3. Siit ve Mamdilleri ile insanlara Gecen Enfeksiyon Etkenleri ile

Bunlarin Sebep Oldugu invazyon ve Enfeksiyonlar (Omurtag,

1975) (Devami)

HASTALIKLAR

ENFEKS IYON KAYNAKLARI

insan

Sat

Cevre

Salmonellozis

X

X

Sigellozis

Streptokokkal enfeksiyonlar

Tuberkulozis

Tifoid fiyevr

X | X | X | X

Bakteriyel Entoksikasyonlar

Botulizm

Enterotoksigenik olan Stafilokokkuslere

gastroenteritis

ait

Protozoa invazyonlari

Amoebidzis(*)

Balantidiazis(*)

Giardiasis (*)

Tokzoplasmozis (*)

X | X | X | X

Helmintler

Enterobiazis (*)

X

Teniasis (Taenia solium invasiyonu) *

Digerleri

Antibiyotiklere duyarlilik

reaksiyonlari,

insektisitlerin sebep oldugu Toksikozlar, bitkisel

toksitler, radyoaktif ve diger agir
prezervatifler ve diger yabanci maddeler

metaller,

*Siit  kaynakli
bulunmuslardir.

oldugu ispat edilememis,

fakat

epidemiyolojik olarak stpheli
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Bu tablonun incelenmesinden anlagilacagi gibi bir kisim hastaliklar
dogrudan dogruya sut hayvanlarinin kendisi, bir kisim hastaliklar hasta veya
portdr insanlar, bir kisim hastaliklar da temizlik amaciyla kullanilan su,
hasere veya benzeri diger hastalik tasiyici canlilarin sttt kontamine etmesi

gibi dig cevreye ait kosullar veya araclar tarafindan suitlere ulagirlar.
1.4. Sutte Bulunan Mikroorganizmalar

Siatte bulunan mikroorganizmalar yagsama, c¢ogalma, beslenme
faaliyetleri neticesinde meydana getirdikleri maddelerin 6zeliklerine gore 3

gruba ayrilabilir.
1.4.1. Kif Mantarlari

Sut ve mamulleri bakimindan en ¢ok faydali ve zararli olanlari sunlardir:

a-)Oidyumlar:Sit ve mamulleri Gzerinde beyaz kadife gibi goriinen kufler
bunlardir.Ozellikle tereyadi ve beyaz peynirler iizerinden hi¢ eksik olmazlar

ve bu gida maddelerinin tadini, lezzetini bozarlar.

b-)Penicillium’lar :Siat ve mamulleri icin en tehlikeli kifler bu gruptan

olmakla birlikte cok faydali olanlari da vardir.

c-)Mucor: Bunlar adi siyah kifler olup zararh turlerdir. Daha ¢ok st ve
sut mamdlleri imalathanelerinde kullanilan agag tahta alet ve malzemelerin
Uzerinde gorulurler. Bu gibi aletler iyi yikanip dezenfekte edilmeden
kullanilirsa tzerindeki kiflerin sporlari dagilarak sitli yiyeceklere gecerler ve
boylece o yiyecek maddesine bulasan kifler kisa zamanda hem bilesimini
hem de tad ve lezzetini bozarak kullanilmaz hale getirirler.

1.4.2. Mayalar

Gida teknolojisinde ¢ok 6nemli olan bu mikroorganizma grubunun
sutculukte 6nemli rolleri vardir. Mayalarin bazilari faydali, bazilarn da zararh
faaliyette bulunurlar. Mayalar genel olarak kif mantarlarindan daha kicuk
,bakterilerden de daha buyutk olup uygun sartlarda tomurcuklanma yoluyla,

uygun olmayan sartlarda ise sporlanma yoluyla ¢ogalirlar.
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Sutculukte faaliyet gosteren mayalar 3 sinifa ayrilabilir
1-)Saccharomyces
2-)Torula
3-)Mycoderma

1.4.3. Bakteriler

Sutte bulunan bakteriler yaptiklari ise ve ayristirdiklari madde gruplarina

gore soyle siniflandirilabilir :
-Sut sekerini parcalayan bakteriler
-Sut proteinini parcalayan bakteriler
-Sat yagini parcalayan bakteriler
-insan ve hayvanlarda hastalik yapan bakteriler
-Aerob, anaerob ve fakiltatif bakteriler
-Koli bakterileri
1.4.3.1. Sut Sekerini Pargalayan Bakteriler

Bunlara sit asidi bakterileri de denir. Onemli bir grup olup hem
faydalilari hem de zararllari vardir. Bunlar sut sekerini parcalayarak sit asidi
haline gevirirler. Bu degisme neticesinde sutiin kendine mahsus tadi azalarak
eksilik yani asit lezzeti hakim olur. Bu halin neticesinde sit eksir ve kesilir. Bu

olaya sebep olan bakterilerin en dnemlileri sunlardir;
1-Streptococcus
2-Thermobacterium

3-Streptobacterium
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1.4.3.2. Sitteki Proteinleri Parcalayan Bakteriler

Sut ve mamulleri icin genellikle zararli olan bu grup bakteriler
salgiladiklarl enzimler sayesinde sutteki proteinleri parcalayarak peptonlara
ve aminoasitlere cevirirler. BoOylece o maddenin goéranisund, tadini,

kokusunu, kimyasal bilesimini degistirirler.

Bu gruptaki bakteriler spor verenler ve vermeyenler olmak Uzere ikiye
ayrilabilirler (Adam, 1968).

Spor vermeyenler en ¢ok temizlik sulari, ot ve saman gibi maddelerle

site karisip sutlerin kokmasina sebep olurlar.

Spor verenler ise, spor verdikleri icin 1sitmakla ve kaynatmakla dlmezler.
Havay! seven ve yiksek isiya direncli olan bu bakteriler sitctlik icin ¢ok

onemli olup ot, saman, patates, toprak vasitasi ile site gecerler.
1.4.3.3. Sut Yagini Parcalayan Bakteriler

Sut ve mamullerinin bilesimindeki yag maddesinin pargalanmasi sonucu
yagin gorunist bozulur, lezzeti acilagir, kokusu keskinlegir. Sut yaginin
parcalanmasi her zaman bakteriler tarafindan olmayip bazi halde mayalarin

ve kuflerin de ayni olaya sebep olduklari gorilmektedir.
1.4.3.4. insan ve Hayvanlarda Hastalik Yapan Bakteriler

Sut vasitasiyla ile hayvanlardan insanlara, insanlardan insanlara,
insanlardan hayvanlara gecen en 6nemli hastaliklar; verem, bang, sap, cicek,
meme iltihabi, paratifo’dur . Bunlardan baska daha az tehlikeli olan kolera,
difteri, kizil, dizanteri gibi hastaliklar da mevcuttur.

Cig sdt insanlar icin patojenik  olan  mikroorganizmalari

icerebilmektedir.Tablo.1.3.’de bu konu ile ilgili ayrintili bilgi verilmigtir.
1.4.3.5. Aerobik —Anaerobik — Fakultatif Bakterile r

Aerobik bakteriler havay! ve oksijeni seven oksidasyon bakterileri olup

bu grup sut ve mamulleri igin gok 6nemli degildir.
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Anaerobik bakteriler ise havayr sevmeyen ve dolayisi ile havasiz
sartlarda yasayabilen bakteriler oldugu icin sit ve mamulleri yoninden
onemlidirler. Bunlarin bir kismi spor vermeleri nedeniyle daha da 6nem
kazanirlar. Anaerobik bakteriler bazen cesitli maddeleri parcalayarak hosa

gitmeyen gazlari ve kokulari meydana getirirler.

Fakultatif bakteriler ise hem havali hem de havasiz sartlarda faaliyet
gosterebilirler. Bu iki yonlu faaliyetleri bazen faydali, bazen de zararli

sonugclar dogurabilir (Sakiz, 1973).
1.4.3.6. Koli Bakterileri

Enterobacteriaceae familyasinin icerisinde yer alan koliform grubu
bakteriler; aerobik veya fakultatif anaerobik,gram negatif, sporsuz,cubuk
sekilli, glikoz ve diger karbonhidratlardan gaz olusturan bakterilerdir (Fishbein
et al, 1976, Parker and Collier, 1990).

Koliform grubu bakterilerin icerisinde yer aldigi Enterobacteriaceae

familyasinin genel 6zellikleri asagida aciklanmistir.

1.5. Enterobacteriaceae Familyasinin  Genel

Ozellikleri

insan ve hayvan gastrointestinal sisteminde normal florada bulunan ya
da disaridan vicuda girerek hastalik olusturan bakterileri iceren genis bir
gruptur. DNA analizlerine, biyokimyasal 6zelliklerine,serolojik reaksiyonlarina,
bakteriyofaj ve antibiyotiklere duyarliliklarina goére degisik siniflamalar
yapiimistir (Kilicturgay ve ark., 1994). Bununla birlikte, ortak bir siniflama
yoktur. En ¢ok kullanilan siniflamaya gore;

Familya Genus
1-Escherichieae Escherichia, Shigella
2-Edwardsielleae Edwardsiella

3-Salmonelleae Samonella
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4-Citrobacteriaceae Citrobacter

5-Klebsielleae Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia
6-Proteeae Proteus, Morganella, Providencia
7-Yersinieae Yersinia

8-Erwinieae Erwinia

Bu bakterilerin hepsi gram (-), sporsuz basillerdir. Klebsiella,
digerlerinden farkl olarak belirgin bir kapsile sahiptir. Degisken biyokimyasal
Ozellikler (sekerlerin fermantasyonu, aminoasitlerin deaminasyonu gibi)
gOsterirler. Ancak hepsi glukozu fermente ederek, asit ve bazen gaz
olustururlar. Nitratlar nitritlere indirgerler. Oksidaz (-) olmalari karakteristiktir
ve diger gram (-) basillerden ayirimda énemlidir (Temel ve Klinik Mikrobiyoloji
Ders Notlari,1995 ).

1.5.1. Ureme Ozellikleri

Aerop ve fakiltatif anaeropturlar. Enterik bakteriler, laboratuvarda
kullanilan bircok besiyerinde Ureyebilirler. Enterobakterileri tanimlamak igin

zenginlestirilmis ve ayirici besiyerleri kullanilir.
1.5.2. Antijenik Ozellikler

Uc tir antijenleri vardir.
1.5.2.1. O-Somatik Antijen

Bakterinin hiicre duvarinda yer alan, i1siya direncli bir yapidir. Hicre
duvarinda yer alan lipopolisakkarit tabakasi 3 bélgeden olusur. Birinci bolge 3
veya 4 monosakkaritin tekrari ile olusan polimer seklindedir. Bu
polimerlerdeki degisiklikler farkh subgruplari olusturur. ikinci bélge kor
polisakkaritidir. Tur spesifikligini saglar. Ugtinci bélge ise; lipid A tabakasidir.
Antijenik 0zelligi yoktur. O antijeni, bakterinin serolojik tanisinda grup

identifikasyonunu saglar.
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1.5.2.2. H-Flagellar Antijen

Flagellada yer alan, istya duyarli bir yapidir. H antijeninin degiskenligi
aminoasit dizilerindeki varyasyonlara baghdir. O serogrubunun serotiplere

ayrimini saglar.
1.5.2.3. K-Kapsil Antijeni

Kapsulli bakterilerde bulunurlar. Isiya duyarhdir. Salmonella typh/nin
kapsul antijeni Vi adini alir, cinkl bakterinin virulansinda rolu vardir

(Kihgturgay ve ark. , 1994).
1.5.3. Patogenez

Tim gram (-) bakterilerde endotoksin bulunur ve hastalandiricilik
Ozelligini saglar. Lipopolisakkarit yapisindadir ve lipid A fraksiyonu tarafindan
etkilerini gosterir. Endotoksin, kan basinci, koagulasyon, vicut isisli, sivisal
ve hucresel bagisiklik Uzerinde etkilidir. Yuksek dozda ise oldurtcudur. Isiya
dayaniklidir ( Temel ve Klinik Mikrobiyoloji Ders Notlari, 1995).

1.6. cCig Sutlerde Koliform Grubu

Mikroorganizmalarin Onemi

Entebrobacteriaceae familyasi icerisinde yer alan ve laktozu gaz
olusturarak fermente eden mikroorganizmalar gida maddelerinde, Ozellikle
sut ve mamulleri teknolojisinde 6nemli rol oynarlar.Sit ve mamullerinin
kalitesini olumsuz yonde etkileyen bu gruptaki bakteriler ayrica gida
maddeleri Uretim ve islenmesinde genellikle temizlik dl¢clst ve indikatori

olarak da belirlenirler (Ergulli,1984).

Bir gida maddesinde bu bakterilere rastlaniimasi o gidanin diski ile
bulasmis olduguna, dolayisiyla patojen mikroorganizmalar tarafindan
kontamine olabilecegine bir isaret sayllmaktadir ( Nickerson et al, 1974,
Frazier et al, 1978).
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1.7. Koliform Grubu Bakterilerin Zararl Etkileri

Koliform grubu bakteriler normal barsak florasinin énemli bir kismini
teskil ederler. Hastalik yapmadiklari gibi, sindirime de yardimci olurlar. Ancak
sindirim sistemi disina ciktiklarinda, patojen etki gostererek cesitli
hastaliklara sebep olabilirler. Patojen olarak bilinen koliform grubu bakteriler
arasinda Klebsiella pneumoniae akcigerde sertlesme bdlgeleri olusturarak
pneumoni denilen hastalia sebep olurlar .Enterobacter aerogenes’in bazi
suglari idrar yolu enfeksiyonlarindan, Escherichia coli ‘nin bazi serolojik tipleri
de yenidodan bebeklerde ishal salginindan sorumludurlar ( Akman ve
Gulmezoglu, 1980).

Koliform grubu bakterilerin en buyldk zararlari peynir teknolojisinde
gorultr. Genellikle oksijenli ortamda gelisen koliform grubu bakteriler,
peynirde yasamalari icin gerekli oksijen azaldiginda sit sekerini parcalarlar.
Kendileri icin gereksinim duyduklari oksijeni st sekerinden saglayan koliform
grubu bakteriler madde degisimi sonucu sut asidi, sirke asidi,

alkol,karbodioksit ve hidrojen olustururlar.

Bu olay sonucu olusan gaz, peynirin i¢ kisimlarinda toplanmakta ve bu
noktalarda gozeneklerin olugsmasina neden olmaktadir. Gb6zenekler peynir
kitlesinin tim ytzeyini kaplayabildigi gibi, belirli yerlerde de ortaya
ctkabilmektedir.

Olusan gazin miktarina g6re bazen peynir Kkitlesi tamamen
parcalanabilmektedir. Bu durum Ozellikle teneke icerisinde olgunlagsmaya
birakilan peynirlerde c¢ok buyidk sorun olmaktadir. Tenekelere konularak
agizlari kapatilan ve soguk hava depolarinda olgunlasmaya birakilan peynir
tenekeleri, olusan gaz nedeniyle kisa sirede sismekte ve meydana gelen
gaz, tenekelerin patlamasina dahi yol acabilmektedir. Bu durumda peynirlerin
satis olanag! ortadan kalktigindan, ekonomik kayiplar ortaya c¢ikmaktadir
(Erguill,1983).
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2. KONU ILE ILGILI YAYINLAR VE
CALISMALAR

Yalgcin ve arkadaslar (1991) vyaptiklari bir arastirmada ¢ig inek
sutlerinden 456 adet koliform gurubu bakteri izole etmiglerdir. Bu
bakterilerden 82 (%18,0) 'sinin E.coli tip I, 37 (%8,1) 'sinin E.coli tip II, 16
(%3,5) 'sinin E.freundii, 167 (%36,6) 'sinin E.aerogenes ve 33 (%7,2)'Unln
de E.cloacea oldugunu saptamislardir. 121 (% 26,6) koliform susu ise,

tanimlanamayarak diger koliform grubu bakteriler olarak gruplandirmislardir.

Ergullii (1984), bir arastirmasinda c¢ig inek sitiinden izole ettigi
942 adet koliform susunun 186’sinin E.aerogenes ve 517'sinin de E.coli

oldugunu belirlemistir.

Barboro ve arkadaslari (1984) pastorize sit érneklerinden izole ettikleri
325 koliform susunun %213,65’'inin E.coli tip |, %14,4’'Unln E.aerogenes,
%23,8'inin E.cloacea ve %19,8'inin de Klebsiella cinsi icinde yeraldigini tespit

etmislerdir.

Weber ve Hamann (1981) 186 st numunesinden izole ettikleri koliform
suslarinda E.coli ve E.aerogenes sayisinin birbirine yakin oldugunu
saptamiglardir.

Aboul-Khier ve arkadaglari (1989) Misir'da yaptiklari bir arastirmada ise
64 koliform sugunun %48’inin E.coli oldugu ve %31’inin de Enterobacter cinsi

icinde yeraldidi belirlenmisgtir.

Varadaj ve Namburipad (1983) bazi S.aureus suslarinin E.coli ve
E.aerogenes’in bulundugu ortamda gelisip enteretoksin Ureterek saglik

problemi ortaya cikarabilecegini bildirmiglerdir.

Demeter (1956) 49 tereyag numunesinin 19unda E.coli ve
E.aerogenes, 15 drnekte sadece E.aerogenes tespit etmigtir.
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Singh ve Ranganathan (1974)Hindistan’da 825 sit ve sut urintnden
Eosine Methylene Blue Agar ve Violet Red Bile Agar besi yerleri tzerinde,
E.coli olarak tahmin edilen 1200’den fazla koloninin ancak %67’sinin E.coli
oldugu ve bunlardan 147’sinin E.coli tip I, Q'unun tip I, 12’inin tip Il olarak

tanimlandigi bildirilmigtir.

Beyaz peynirlerin olgunlasmasi sirasinda bakteri degisimini inceleyen
Ergulli (1980) ham peynir orneklerinde E.aerogenes ve E.coli'nin yuksek
oranda bulundugunu, olgunlasmanin 20’nci giniinde E.cloaecae’nin, 90’ninci
gunde Klebsiella’'larin, 120’'nci gunde Citrobacter’ lerin tamamen ortadan
kalktigini belirlemistir.

Sert ve arkadaglar (1990) yaptiklart bir arastirmada Erzurum
piyasasinda kahvaltilik olarak satilan tereyaglarindan koliform grubu
bakteriler izole etmiglerdir. 24 o6rnekten elde ettikleri 187 adet koliform
susundan 41 (%21,9) * inin E.coli tip Il, 27 (%14,4) sinin E.coli tip I, 22
(%11,8) 'sinin Enterobacter aerogenes, 18 (%9,6) ’'inin K.pneumoniae, 12
(%6,4) ’sinin E.cloae, 12 (%6,4) 'sinin E.agglomerans, 8 (%44,3) ’inin
Citrobacter freundii ve 6 (%3,2) ’'sinin da C.divercus oldugunu

belirlemislerdir. 9(%4,8) sus ise tanimlanamamistir.

Sert ve arkadaglari (1987) Erzurum piyasasinda satillan taze beyaz
peynirlerden koliform bakteriler izole ederek tanimlamiglardir. 24 adet beyaz
peynir rnedinden 214 adet koliform susu izole edilmis ve E.coli tip I'in en
fazla sayida (86) oldugunu saptamislardir. Bunu sirasiyla E.coli tip 1l (25),
Citrobacter divercus (20), Klepsiella ssp. (18), C.freundii (16), K.pnumoniae
(10), Enterobacter aerogenes (9), E.agglomerans (6) ve E.cloacae (5) takip

etmis ve 19 sus da tanimlanamamistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

istanbul’ un degisik semtlerinden 1999 Aralik ve 2000 Mayis aylar
arasinda sansa bagli olarak secilen saticilardan toplam 44 adet ¢ig sut

numunesi usuline uygun bir sekilde alinmigtir.

Numune alma igleminde aseptik kosullarin saglanmasina dikkat
edilmistir. Numuneler icin 121°C de 20 dakika sureyle otoklavda steril
edismis ve mikroplarindan arindiriilmis 150 ml hacimli, kapakl siseler

kullaniimistir.

Alinan numuneler 4+2 °C de muhafaza edilerek incelenmek tizere

G.Y.T.E. Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilmigtir.

3.2. Metod

3.2.1. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

Ornek alma siselerinde iyice karistirilan érneklerden steril pipetlerle 1 ml
alinarak icerisinde 9 ml steril peptonlu tuz ¢ozeltisi bulunan kapakl siselere
aktarilmis ve 6rnegin 10" lik seyreltmesi yapilmistir. Ayni isleme uygun
seyreltme orani elde edilinceye kadar devam edilmistir.

Sut numunesi ve sulandirmalarin yapildigi agzi burgulu, kapakl cam
siseler her dilisyonun yapilmasindan sonra 25 ila 30 defa duzgin olarak kol
dirsekten hareket edecek sekilde asagi, yukari olmak tzere 30 ila 40 cm
mesafe icinde sikica ¢alkalanmistir (Omurtag, 1982).

3.2.2. Toplam Mikroorganizma Sayisinin Saptanmasi

Sutte total bakteri miktar1 suttiin elde edilisinde hijyenik kurallara uyulup
uyulmadigi, sogukta depolanip depolanmadigi,ve sogutma tertibath araglarla
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sevk edilip edilmediginin, saptanmasi bakimindan buyik deger tasir
(Omurtag, 1982).

Yaygin kullanimiyla kiltirel sayim yontemleri dékme plak, yayma plak
ve en muhtemel sayl (EMS) tekniklerini kapsamaktadir. Bunlardan dékme ve
yayma plak tekniklerinde kati besi ortamlari, EMS tekniginde ise sivi besi

ortamlar kullaniimaktadir.

Dokme ve yayma ekim tekniklerinin temel prensipleri ortak olup,
mikroorganizma hticresi, hicre cifti, zinciri veya kimesinin agar plaklar
Uzerinde birbirinden ayri, gozle gorilebilir koloniler olugturmasina dayanir
(Borcakli ve ark, 1994).

Numunelerdeki toplam mikroorganizma sayisi yayma plak yontemi ile

saptanmistir.
3.2.2.1. Yayma Plak Ydntemi

Bu yontem daha ©Once petrilere dokulerek katilagsmasi saglanmis
ortamlarin ylizeyine numunenin hazirlanan seyreltimlerinden konularak 6zel
cam cubuk (Drigalski spatlli) ile besiyerinin ylzeyine homojen olarak
yayllmasi ve uygun kosullarda inkibasyon sonucu olusan kolonilerin

sayllmasi esasina dayanir (Borcakl ve ark., 1994).
Kullanilan Besiyeri ve Hazirlanmasi

Numunelerdeki toplam mikroorganizma sayisinin belirlenmesi icin

Nutrient Agar kullaniimigtir.

Nutrient Agar
Pepton 5.00 gr
Et ekstrakti 3.00 gr

Agar 12.00 gr
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Besiyeri tartilarak damitik su icine konur. Isiticili manyetik karigtiricida
kaynama sicakliginda kangtinlarak eritilir. PH degeri 7 olacak sekilde

ayarlanir. Erlenlere dagitilarak 121 °C ‘de 15 dakika otoklavda sterilize edilir.

Besiyeri 50 ° C ‘ye kadar sogutulur. Petrilere 15-20 ml dokilerek
gelisecek kolonilerin yayillmasini ve birbirine karigmasini 6nlemek igin

ekimden Once agar yuzeyleri kurutulur

Yukarida anlatildigr sekilde hazirlanan ve petrilere dokilen besi

ortamlarinin katilagsmasini takiben ekim islemine gecilmigtir.

Ekim icin hazirlanan seyreltim tiplerinden 0.1'er ml alinarak cift petri
plaklarina aktarildi. Steril drigalski spatulleri ile besi ortaminin yiizeyine

homojen olarak dagilimlari saglandi.

Cig sutte bakteri sayisi fazla olacagindan petrilere ekim 103, 10° Ik
dilizyonlardan yapilir ( Ozdemir ve Sert, 1996 ).

Ekim yapilan petri kaplari 30 + 1 °C ve 72 + 2 saat siirede inkiibasyona
birakilmislardir.

Sonuglarin okunmasi:

30-300 adet koloni iceren petri kaplarinda sayim yapilmis ve 0.1 ml
ekim vyapildigi g6z o©Onunde bulundurularak sayilan ortalama degerler
seyreltim faktori ve 10 ile garpilarak 6rnegin mililitresindeki mikroorganizma

sayisi tespit edilmistir.
3.2.3. Koliformlarin Sayimi ve On Ayirimi

Koliformlarin sayimi ve dn ayirimi icin selektif besiyerine ekim ydntemi,

kullaniimistir.

Selektif besi yerinde koli — aerogenes grubu bakterilerin Uremesine
bagll olarak PH degerinin dismesi, yani bakterilerden kaynaklanan asit
olusumu besi yerinin ihtiva ettigi indikatorler yardimiyla belirlenir (inal, 1990).

Koliformlarin sayimi ve 6n ayirimi Violet Red Bile Agar ‘da yapilimistir.
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-Violet Red Bile Agar (VRBA)

-Maya Ekstrakti 349
-Pepton 79
-Sodyum Klordr 59
-Safra Tuzu 15¢g
-Laktoz 10g
-Noétral Red Agar 159
-Saf Su 1l

Bilesenler saf su iginde ¢ozundurilur. PH 7.4’e ayarlanir ve 2 dakika
kaynatilir.

Bu besi ortami taze halde iken sterilize edilmeye gerek kalmaksizin

kullanilir.

Bu besi ortaminda laktozu fermente eden koliform grubu
mikroorganizmalar 1-2 mm c¢apinda ve c¢ogunlukla safra tuzunun
presipitasyonu sonunda olusan kirmizi bir alanla cevrili 0.5 mm veya daha

fazla capta kirmizi veya kirmizi mor koloniler olustururlar.

Ekilecek besiyerleri ekimden o©Once 24 saat siUre ile etlvde

kurutulmustur.

Hazirlanan 10 2,10 ~3ve 10 ~*liik diluisyonlardan cift petri plagina 0,1 ml
‘lik miktarlar yluzeysel ekilmis ve Drigalski bageti ile butliin besi yeri ylizeyine

yaylmigtir.
Ekim yapilan petriler 35 +1 °C’ de 48 + 3 saat inklibe edilmistir.

Bu besi ortamiyla iyi sonu¢ almak icin besi ortami 24 saatten fazla
uremeye terk edilmemisti. Bunun da sebebi besi ortaminin sterilize

edilmeden hazirlanmis olmasidir.
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Koloniler yansiyan isikla muayene edildi . 0.5 mm’ den daha biyuk

gidilmigtir.

kirmizi renkli koloniler sayilmig, dilisyon faktort ve 10 ile ¢arpilarak sonuca

Daha sonra bu kolonilerden 8-10 adet steril 6ze ile alinarak yatik

inkiibe edilmis ve boylece saf kultiler elde edilmistir.

Nutrient Agara aktariimistir. Ekim yapilan tiipler 35 + 1 °C’ de 48 + 3 saat

Saf kilturlerden laktoz (+) kolonilerin taninmasi icin TSI (Three Sugar

iron Agar )besiyerine ekim yapildi.

Besiyerinin Hazirlani gi

TSi Agar
-Polipepton
-Laktoz

-Sukroz

-Glikoz

-Sodyum Klortr
-Demir amonyum silfat
-Sodyum tiyosdulfat
-Fenol kirmizisi
-Agar

-Saf su

-PH

1g

59
0.2g¢
0.2¢g
0.025¢g
13 g

11

7.4

Bilesenler 1 litre saf su icinde kaynatilarak eritilir. TUplere 8-9 ml

dagitilir. Bu tipler 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilir.
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Deneyin yapilisi: igne 6ze supheli bakteri kolonisine dokundurularak
materyal alinir. igne 6ze énce besiyerinin dip kismina batirilr, sonra da yatik
kisminin yiizeyinde zik zak ciziimesiyle ekim yapilir. Ekimler 35 °C’ de 18-24

saat inktbe edilmistir.

Sonuglarin okunmasi ve degerlendirilmesi: TSI Agar Gr (-) bakterilerin
glukoz, laktoz ve siUkroz Uuzerindeki etkilerini ve H,S olusturup
olusturmadiklarini arastirma temeline dayali olarak gésteren, 6n tani degeri
tasiyan bir besiyeridir (Harley and Prescott, 1993 ). Besiyerinde glukozun on
katl kadar laktoz ve sikroz bulunmaktadir. Glukozu fermente eden bakteriler,
olusturduklari asit ile fenol kirmizisi ayiracini etkileyerek sari renge
donustararler.  Ayrica  bakteriler  besiyerindeki  peptonun  oksidatif

dekarboksilasyonundan alkali Grtnler olustururlar.

Bu alkali Grtinler besiyeri yuzeyindeki glukozdan olugsan asitleri nétralize
ettikleri halde dipteki yogun asiti notralize edemezler .Bu nedenle glukozu
fermente edip, laktoz ve sukrozu parcalamayan bakteriler dipte sari, yatik
kisimda ise kirmizi renk olustururlar. Laktoz,sikroz veya her ikisini de
fermente eden bakteriler bol miktarda asit olusturduklarindan olusan alkali
artnler, ne dipteki ne de yatik besiyerindeki asiti nétralize etmeye yetmezler.
Bu nedenle laktozu, sikrozu ya da her ikisini fermente edebilen bakteriler her

iki besiyerinde de sari renk olustururlar.

Fermantasyon esnasinda gaz olugmasli, besiyerinin iginde gaz
kabarciklarinin veya besiyerinin parcalanmasinin gorilmesiyle anlasilir.
Tiyosulfatin Gzerine etki ederek H,S olusturan bakteriler bu maddenin demir
amonyum sulfat Gzerine etkisi ile siyah renkli demir silfit meydana getirirler.
Besiyerinin dip kisminin siyah renk almasi bakterinin H,S olusturdugunu
gosterir. Tiyosulfat tzerine etki ancak asit ortamda meydana gelir. Bu
nedenle besiyerinin sari rengi gorilmese de bakterilerin H,S olusturmus

olmalari glukoz tzerine de etki ettigini gostermisgtir.

Laktoz (+) kdltirlerden gram boyama yapilarak koliform grubu

bakterilerin varligi dogrulanmisgtir.
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3.2.4. Gram Boyama Yontemi

ilk kez 1884'de Christiansen Gram tarafindan onerilmistir. Bu boyama
yontemi mantar ve protozoonlarin boyanmasi i¢in uygun degildir. Bu boyama
yontemi ile bakteriler iki buylik ve temel grup olarak tanimlanirlar: Gram
negatif ve Gram pozitif bakteriler. Gram negatif bakteriler Gram boyama
yonteminde kullanilan iki farkli boyadan ilkini (Jansiyan moru veya kristal
viyole) preparatin alkolle muamelesi sonucunda vererek renksizlesir ve ikinci
boya (fuksin veya safranin) ile boyanarak pembe (veya kirmizi), Gram
pozitifler ise ilk boya olan Jansiyan sorunu (veya kristal viyole) alkolle

muamelede vermeyip bununla boyanarak mor renk alirlar.

Koliform bakteriler Gram (-) 6zelliktedirler.

Boyalarin hazirlanmasi:

Fuksin Boyas! ;

Stok sollisyon

Bazik fuksin 340.
Alkol (%95) 100 ml.

Bazik fuksin havanda alkolle ezilip eritildikten sonra bir sise icerisinde 5
saat calkalanir ve 24 saat bekletildikten sonra filtre kagidindan suzulur
kehribar renkli siselerde saklanir.

Sulu Fuksin Solisyonu
Bazik fuksin (Stok) 10 ml
Distile su 100 ml

Fuksin distile su ile iyice karigtirilir ve filtre kagidindan stzulur.
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Kristal — viyole boyasi ;

Stok solisyon

Kristal — viyole 59

Etil alkol % 95'lik 100 mi
Kristal — viyole Soliisyonu

Kristal — viyole (Stok) 10 ml
Distile su 100 mi

Boya tartilir, icine alkol ilave edilir. Boyanin alkolde iyice ¢Ozinmesi

saglanir.

Lugol’'s solusyonu

B 1lg
Kl 29
Damitik su 300 ml

Potasyum iyodur ve iyot kristalleri bir havan icinde 6gutultr, Gzerine bir
miktar damitik su ilave edilir. Kristaller damitik su icinde tamamiyla
cbzindukten sonra soliisyon elde edilir. Kehribar renkli bir cam sise icine
dokilen solusyon uzerine bir miktar damitik su eklendikten sonra (son

kontrasyonun 300 ml olmasi istenir) calkalanir.
islem:

1. Kullanmadan once ve kullandiktan sonra 6ze kizil dereceye dek
Isitilir. Agmadan 6nce ve kapatirken tupun agzi alevden gecirilerek bir 6ze

dolusu kultar alinip lamin tGzerinde yayilir ve kurumasi beklenir.

2. Preparat Uste gelmek Uzeri alevden 3 kere gecirilip tespit edilir (
Gungor ve Balci, 1995).
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3. Lam uzerindeki 6rnegin Gzerine gelecek ve 6rnegi ortecek sekilde
Jansiyan moru dokulur, iki dakika beklenir.

4. Bekleme suresi tamamlandiktan sonra boya dokilerek preparat

cesme suyu ile yikanir.,

5. Ornek lzerine lugol eriyigi (iyodin soliisyonu) dokulerek iki dakika
bekletilir.

6. Lugol dokilur ve preparat dnce su, sonra alkolle (%96) mor boya

akmayana kadar yikanir.

7. Renk giderme igleminden sonra preparatin tzerine sulu fuksin

koyarak 30 — 60 saniye kadar bekletilir.

8. Boya dokulerek preparat cesme suyu ile yikanir ve kurutma kagidi

ile kurutulur.

Yukaridaki iglemler tamamlandiktan sonra gram boyama yontemi ile
boyanan preparat, immersiyon objektifine sahip bir mikroskop yardimiyla

incelendi. Gram ( - ) bakteriler tespit edildi.
3.2.5. Kulttrlerin Tanimlanmasi

Sut orneklerinden izole edilen koliform grubuna ait bakterileri tar
diizeyinde belirlemek icin iIMVIC (indole - Methly Red — Voges Proskauer —

Citrate ) testleri uygulanmistir.
3.2.5.1. indol Deneyi

Bakterilerin triptofandan indol olusturup olusturmadigini tespit etmek
icin bu deney yapilir (Ozdemir ve Sert, 1996) .Baz! bakteriler bir amino asit
olan triptofani enzimatik olarak hidrolize ederek piruvik asit, amonyak ve indol
adi verilen nitrojenli bir bilesik meydana getirirler. indol olusumu pek cok
bakterinin tanisi igin dnemli bir olguttar (Erganis, 1994, Cotuk ve Kuguker,
1992).
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Bu deney icin karbonhidratsiz besiyeri kullanilir. Eger besiyerinde
karbonhidrat olursa bakteri karbonhidrati kullanir. Triptofani parcalamaz.

triptofan besiyerlerinde kullanilan preparatlarda bulunan bir aminoasittir.

indol deneyi icin peptonlu su, kovacs ayiraci ve mikroorganizma

kullaniimigtir.

Besiyeri ve ayiracin hazirlanmasi

Peptonlu Su
Pepton 59
Saf su 11

Pepton saf su iginde ¢oOzulur, PH 6.8'e ayarlanir ve tuplere 5’er ml
dagitilir.Otoklavda 121 ° C’ de 15 dakika sterilize edilir.

Kovacks Ayiraci

Para-dimetilamino benzaldehit 59
Amil alkol 75 ml
HCL 25 ml

Madde iyice eriyinceye kadar calkalanir ve sikica kapatilabilen koyu

renkli siseler icinde saklanir.

Mikroorganizma petonlu suya ekilerek 37 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Bu surenin sonunda kdilttrlere 0.5 cc kovacs ayiraci ilave
edilerek ayirac ile besiyeri ylzeyi arasinda kirmizi renkli bir halka olusup
olusmadigr saptanmistir. Kirmizi halkanin olugsmasi pozitif sonug¢ olarak

yorumlanmistir.
3.2.5.2. Metil Kirmizisi Deneyi

Glukoz iceren besiyerlerinde glukoz fermentasyonu sirecinde piruvati
karisik asit fermentasyonu ile yikima ugratan bakteriler genellikle Greme

ortaminin PH degerini buradaki tampon sistemine karsin 4.4’Gn altina
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indirirler. Olusan asit ortam, diger indikator boyalardan farkli olarak ¢ok duguk
PH degerinde indikator iglevi gorebilen metil kirmizisi boyasindan ( PH 6’da
sarl, PH 4.4 ‘de kirmizi ) 5 damlanin 48-72 saatlik klltire damlatildiginda
besiyerinin renginin kirmizilasmasiyla anlasilir (Cotuk ve Kicuker, 1992,
Bailey and Scott, 1994).

Besiyeri ve Solisyonunun Hazirlani i :
MR —VP Broth

Pankreatik kazein 6zeti 350
Pankreatik hayvan dokusu 6zeti 3.5 g
Dekstroz 5009
Potasyum fosfat 500

PH 6.9'a ayarlanir. 17 gram besiortami bir litre saf suda tamamen
eriyinceye kadar karistirilarak isitilir. Test tuplerine dagitilarak otoklavda 121

°C’ de 15 dakika siireyle steril edilir.

Metil Kirmizisi Soliisyonu

Metil kirmizisi 0,19
Etil alkol % 95’ lik 300 ml
Damitik su 200 ml

Boya alkolde eritilir. Damitik su ile 500 ml' ye tamamlanir.

Deneyin Yapihgsi: Kultirler MR — VP buyyonuna steril bir 6ze yardimiyla
inokiile edilir. Bir tiip besiyeri kontrol olarak birakilir. Kultirler 121° C’ de 48
saat inkiibe edilir. inkiilbasyondan sonra kiiltirlere ve kontrol tipine 5 —6

damla metil kirmizisi solusyonu katilarak tupler calkalanir. Besiyerinin
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kirmizilasmasi pozitif, sart renkli olmasi ise negatif sonuc¢ olarak

degerlendirilir.

3.2.5.3. Voges — Proskauer Testi

Bakterilerin karbonhidrat metabolizmalarinin ara 0rinu olan asetil —
metil — karbinol olusturup olusturmadiklarinin saptanmasi tanida énemlidir.
Olusan asetil- metil — karbinol’'lin diasetile dénusimini gostermek bu

deneyin temelidir.

Besiyeri ve Solusyonlarin Hazirlani  s1:

Bu deneyde besiyeri olarak MR —VP buyyonu kullaniimigtir. Besiyeri

metil kirmizisi deneyinde anlatildigi gibi hazirlanmistir.

Solisyonlarin Hazirlanigl

Alfa-naftol soliisyonu

Naftol 59

Etil alkol (%95) 100 ml

a-Naftol 100 ml alkol icinde tamamen c6zininceye kadar calkalanir.
Soliisyon saman renginden daha koyu olmalidir. Gerekirse alfa naftol tekrar

damlatilir.

KOH sollisyonu

Potasyum hidroksit ( KOH ) 40 g

Damitik su 100 ml
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Potasyum hidroksit tamamen ¢dzuntnceye kadar calkalanir.

Deneyin Yapihgi: Kdltarler MR-VP buyyonuna inokule edilir. Bir tip
besiyeri kontrol olarak birakilir. 37 ° C ‘de 48 saatlik inkilbasyondan sonra
test tuplerine 0,6 ml alfa naftol solisyonu katilarak iyice calkalanir. Kilttrlere
0.2 ml KOH soliisyonu eklenir ve tekrar calkalanir.37 °C ‘lik etiivde 2-5 saat
bekletilerek sonu¢ okunur. Yuzeyden baslayarak besiyerinin timtne dagilan
pembe renk pozitif olarak yorumlanir. Deney ¢cogu kez 5-10 dakika icinde de

pozitif sonug verebilir.
3.2.5.4. Sitrat Deneyi

Bazi mikroorganizmalar karbon ve enerji kaynagi olarak yalnizca
sodyum sitratin bulundugu besiyerlerinde Ureme yetenegindedirler. Sitrati
kullanabilme yetenegi karbon kaynagi olarak sodyum sitrat ve azot kaynagi
olarak amonyum fosfat iceren bir besiyerinde alkali yan drtinlerin olusumunun
besiyerindeki indikatdr boya yardimiyla saptanmasiyla anlasilir (A. Cotuk, M.

Klcuker, 1992, Koneman et al, 1997).
Bu testte besiyeri olarak Simmons’un Sitrat Besiyeri kullaniimistir.
Besiyerinin Hazirlanmasi:
Simmons’un Sitrat Besiyeri:
Magnezyum Siilfat 0.2¢
Amonyum fosfat 1g

Dipotasyum fosfat 1lg
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Sodyum sitrat 29
Bromtimol mauvisi 2.08 ¢
Sodyum klortr 59r
Agar 20 gr
Saf su 1l

Bilesenler saf su icinde ¢ozundurulir ve pH 6.8'e ayarlanir. Tuplere

dagitildiktan sonra 121 °C’de 15 dakika sterilize edilir.

Deneyin yapilisi ve degerlendirme: Koliform grubu bakteriler
Simmons’un Sitrat Besiyerine ekilerek 37 °C’de 1-7 giin inkibe edildi.
inkiibasyon sonunda mavi renk ve ¢izgi seklindeki tireme (+), orijinal yesil

renk ise (-) olarak degerlendirildi.

IMVIC testleri sonunda elde edilen bulgular tablo 3.1.’de verilen teshis

anahtari kullanilarak degerlendirilmistir.

Tablo 3.1.Koliform Grubu BakterilerinMV iC Testi Tghis Anahtari

TANIMLANAN KOL IFORM GRUBU BAKTER ILER

imvic E. coli Tip | |E.coli Tip Il | E. freundii | E. aerogenes| E. cloace
Testleri

Indol + - + - +
Metil Kirmizisi + + + + -
Voges - - - + +
Proskauer

Sitrat - - + + +
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incelenen drneklere ait toplam mikroorganizma ve koliform grubu

mikrroorganizma sayilari tablo 4.1.’de verilmigtir.

Tablo 4.1. Orneklerde Bulunan Toplam Mikroorganizma ve Koliform

Grubu Mikroorganizma Sayilari

NUMUNE |ALINI S TARIHI | TOPLAM KOL IFORM
NO MIKROORGANizZ |GRUBU
MA SAYISI MiKROORGAN iz
MA SAYISI
1 22.12.1999 9.80 x*0 3.60 x10
2 22.12.1999 3.51 x%o 7.40 x106
3 22.12.1999 6.30 x0 7.00 x10
4 22.12.1999 2.17 x10 1.30 x16
5 27.12.1999 2.30 x%o 6.00 x108
6 27.12.1999 1.20 x%o 9.00 x10
7 27.12.1999 1.83 x10 2.90 x16
8 27.12.1999 1.34 x%o 4.20 x106
9 12.01.2000 2.05 x%o 3.73 x10
10 12.01.2000 6.40 x10 4.10 x10
11 12.01.2000 2.10 x10 7.00 x10
12 12.01.2000 4.90 x%0 1.20 x16
13 19.01.2000 8.70 x10 5.00 x10
14 19.01.2000 7.80 x10 3.30 x16
15 19.01.2000 1.50 x10 4.60 x10
16 19.01.2000 2.27 x10 8.10 x10
17 15.02.2000 8.70 x10 1.80 x16
18 15.02.2000 3.40 x10 1.43 x10
19 15.02.2000 4.77 x10 2.20 x16
20 15.02.2000 2.84 x10 2.45 x10
21 23.02.2000 1.61 x10 2.90 x16
22 23.02.2000 1.25 x10 9.60 x10
23 23.02.2000 1.24 x10 3.80 x16
24 23.02.2000 2.40 x10 6.50 x10
25 03.03.2000 1.28 x10 3.80 x10
26 03.03.2000 8.10 x10 4.30 x1d
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27 03.03.2000 5.90 x10 3.70 x14
28 03.03.2000 8.70 x10 6.20 x14
29 07.03.2000 6.85 x10 7.20 x10
30 07.03.2000 7.50 x10 5.60 x10
31 07.03.2000 1.10 x10 2.30 x10
32 07.03.2000 7.20 x%0 8.27 x10
33 03.04.2000 1.60 x10 1.10 x16
34 03.04.2000 2.70 x10 5.80 x10
35 03.04.2000 2.80 x10 1.68 x16
36 03.04.2000 6.70 x10 4.70 x10
37 10.04.2000 4.80 x10 7.50 x16
38 10.04.2000 2.10 x%0 8.00 x10
39 10.04.2000 2.83 x10 7.70 x16
40 10.04.2000 1.76 x10 3.95 x106
41 03.05.2000 4.30 x10 1.30 x10
42 03.05.2000 3.70 x{o 9.30 x16
43 03.05.2000 1.90 x10 6.20 x10
44 03.05.2000 1.30 x10 1.24 x16

Orneklerde bulunan en dusiik toplam mikroorganizma sayisi 590000
adet/ml, en yiiksek 2.84 x10® adet /ml, ve ortalama 2.36x10" adet/ml dir. Ayni
orneklerdeki en dustik, en yuksek ve ortalama koliform grubu
mikroorganizma sayilari sirasiyla 3.60 x10* adet/ml, 3.73 x10’ adet/ml, 2.66
x10° adet/ml| olarak belirlenmistir. TS 1018'de ml’ de 0-500000 adet toplam
mikroorganizma  igeren  sutler ekstra, = 500001-2500000 toplam
mikroorganizma iceren sdtler I. sinif, bu saylyr asan miktarda toplam

mikroorganizma igeren sutler ise Il. sinif st olarak nitelendirilmektedir.

Deneyler sonunda elde edilen veriler incelendiginde 13 0Ornegin
(%29.55) I. sinif sit, 31 drnegdin ise(%70.45) Il. sinif st kalitesinde oldugu

saptanmigtir.
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4.2. Koliform Grubu Baskterilerin Tanimlanmasi

Arastirmada 164 koliform grubu bakteri tanimlanmigstir. Bu bakterilerin
67 (%40.85) 'sinin E.aerogenes, 36 (%21.95) 'sinin  E. coli tipll,24 (14.63)
'Untin  E.cloacea, 17 (%10.37) 'sinin E.coli tip 1,5 (%3.05) 'inin E. freundii
oldugu tespit edilmigtir. 15 (%9.15) koliform susu ise tanimlanamayarak diger

koliform grubu bakteriler olarak gruplandiriimigtir.

50
= 40
@ 30
A 20 I
= N
0 - . . s I
1 2 3 4 5 6
Bakteriler

* 1- E. aerogenes, 2- E. coli tp Il, 3-E.cloacea, 4- E.coli tip I, 5- Diger Koliform Grubu
Bakteriler 6- E. freundii

Grafik 4.1. Orneklerden izole Edilen Koliform Grubu Bakterilerin

Dagilim Oranlari
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5. TARTISMA

Ergullii,(1982) Subat ve Agustos aylari arasinda 3 farkli mandiradan
aldigr 21 ¢ig sut 6rneginde toplam mikroorganizma sayisinin mandiralara
gore c¢ok buyuk farkhlik gosterdigini belirlemis ve tim o6rneklerin toplam
mikroorganizma sayisi ortalamasi olarak 2.99 x10® adet/ml mikroorganizma

sayIs| saptamistir.

Koliform grubu bakteri sayisinin ise genellikle daha disuk oranda
oldugunu belirlemis, ancak tim Orneklerde bu gruptaki bakterilerin
bulundugunu gozlemistir. Ergillii (1982), érneklerde ortalama 3.15 x10’

adet/ml koliform grubu bakteri sayisi elde etmistir.

Bu arastirmada elde edilen toplam mikroorganizma ve koliform grubu
bakteri sayilari Ergulli (1982)' nun arastirma sonugclariyla karsilastirildiginda

dusik bulunmustur.

Akyuz ve ark. (1995) Van ilinde satigsa sunulan sokak sutleri tzerinde
yaptiklari bir arastirmada; ortalama olarak 3.16 x10° adet/ml toplam

mikroorganizmaya 1.01 x10° adet/m| koliform grubu bakteriye rastlamislardir.

Arastirma sonugclart Akyiz ve ark.(1995)'nin buldugu degerler ile
karsilastirildiginda ise toplam mikroorganizma sayisinin benzerlik gosterdigi
ancak koliform bakteri sayisinin bu arastirmada daha yiksek degerde oldugu

tespit edilmigtir.
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Yalcin ve ark.(1991) st 6rneklerinden 456 adet koliform grubu bakteri
izole etmigler ve bu 6rneklerde en yiksek sayida E.aerogenes, en dusuk

sayida ise E. freundii bulundugunu belirlemislerdir.

Bu arastirmada E. aerogenes ‘in en yuksek sayida oldugu ortaya
ctkmigtir. Bu sonug Yalgin ve ark.(1991)'nin arastirma bulgulari ile paralellik

gostermektedir.
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