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OZET

Gliniimiizde kaynagi suya bagli birgok hastalik goriilmektedir. Sularin digk ve
lagim yoluyla kirlenmesi halk sagligini tehdit etmektedir. Koliform bakteri analizleri
su kalitesini gostermek icin indikator testler olarak kullanilirlar. Bu nedenle su
kalitesinin belirlenmesinde genellikle sudaki koliform miktarinin analizi yapilirken,
bu analizler 24 saat gibi ¢ok uzun bir siirede gergeklestirilebilmektedir.

Tezin amaci; sudaki koliform miktarint yiiksek maliyetli laboratuvarlarlara
ihtiya¢ duymaksizin, kisa siirede sonu¢ veren ve yiiksek hassasiyete sahip bir
biyosensor sistemi gelistirmektir. Bunun i¢in enzim-substrat yontemine dayali 4 farkli
yontem denenmistir. Bunlar; manyetik nanopartikiil (MNp) yontemi, hidrojel yontemi,
plunger tiip yontemi ve siringa ucu filtre yontemleridir.

Tez kapsaminda manyetik nanopartikiil yontemi ile 3 saat igerisinde belirlenen
en diisiik bakteri miktar1 10° Cfu olmustur. Hidrojel yéneminde 10° ve 10* Cfu ile
yapilan denemede ilk 30 dk i¢inde renk olusmaya baslamis, 1 saat sonunda tam tesbitin
olduguna dair mavi renk net olarak gdzlenmistir. Bununla birlikte, 10° ve 10% Cfu
miktarlarinda 24 saat iginde sonug verirken, 10 ve 1 Cfu degerlerinde herhangi bir
sonug vermedigi gézlenmistir. Plunger tiip yontemiyle yapilan ¢alismalarda 30 dakika
icerisinde en diisiik 10* Cfu konsantrasyonu belirlenebilmistir. Ancak daha diisiik
miktarlarda herhangi bir sonu¢ alinamamastir.

Siringa ucu filtre yontemiyle, inkiibasyon yapilan yontem ile en kisa siirede en
diisiik bakteri miktar1 belirlenmistir. inkiibasyonlu yéntemde 10* ve 10° Cfu ilk 10
dakikada sonug verirken, 102 Cfu 1 saat i¢inde sonu¢ vermeye baslamistir. 20 saat

sonunda 10 Cfu’da da renk gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteri Tayini, Koliform, E.Coli, Analiz, Manyetik
Nanopartikiil, Plunger Tiip, Siringa Ucu Filtre, Hidrojel.



SUMMARY

At the present time, many diseases related to water source are seen. Pollution of
water by faeces and sewage threatens public health. Coliform bacteria analyzes are
used as indicator tests to show water quality. For this reason, while the amount of
coliform in the water is generally analyzed in determining the water quality, these
analyzes can be performed in a very long period of 24 hours.

The aim of the thesis; to develop a highly sensitive biosensor that determines the
amount of coliform in the water without the need for high-cost laboratories, giving
results in a short time. For this purpose, 4 different methods based on enzyme-substrate
method have been tried. These methods; magnetic nanoparticle (MNp) method,
hydrogel method, plunger tube method and syringe filter methods.

A minimum of 10° Cfu bacteria was determined within 3 hours with the
Magnetic Nanoparticle Method. In the experiment performed with 10° and 10* Cfu in
the hydrogel method, the color started to form within the first 30 minutes, and the blue
color was clearly observed after 1 hour. 10° and 102 Cfu gave results within 24 hours,
while 10 and 1 Cfu did not give any results. With the Plunger tube method, the lowest
10* Cfu could be determined within 30 minutes. With lower amounts, no results were
obtained.

With the syringe filter method, the lowest amount of bacteria was determined in
the shortest time with the incubation method. While 10* and 10° Cfu yielded results in
the first 10 minutes in the incubation method, 10? Cfu started to give results within 1

hour. Color was observed at 10 Cfu after 20 hours.

Keywords: Bacteria Determination, Coliform, E.Coli, Analysis, Magnetic

Nanoparticle, Plunger Tube, Syringe Filter, Hydrogel.
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1. GIRIS

Yasam i¢in gerekli ve en onemli vazgegilmez olan su ihtiyaci giin gectikge
onemini daha da arttirmaktadir. Igilebilir su kaynaklarinin hizla tiikketilmesi varolan su
kaynaklarinin dogru ve hijyenik kullanimasi ihtiyacini beraberinde getirmistir. Bugiin
sularla iliskili olarak bir¢ok hastalik goriinmektedir. Suyun iginde bulunan fekal
kirleticiler diski1 ve lagim sulartyla Kirletilmesi toplum saghigina ciddi tehlikeler
olusturmaktadir. Digk1 ve lagim suyu ile kontamine olmus sularda su miktarinin fazla
olmasi sebebiyle patojen mikroplarin izole edilmesini ve teshisini giic hale
getirmektedir. Dolayisiyla diski ve lagim sulariyla kontamine olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in gosterge olarak bilinen bakteriler Enterococcus faecalis, Escherichia
coli ve Clostridium perfingens’tir [1].

Koliform grup olarak adlandirilan bakteriler dogada yaygin bir sekilde
bulunurlar ve buna bagli olarak pek c¢ok cevresel ornek ile islenmemis gidalarin
hammaddelerinde dogal flora olarak goériilmektedirler. Dolayisi ile minimum diizeyde
islem gormiis gidalarin bir kisminda koliform grup bakterilere rastlanmasi kabul edilir
ve pek cok iilkenin kodeksinde bazi gidalarda diisiik sayilarda bulunmalarina izin
verilmektedir [2].

Insan saghg agisindan, patajonik kirlenme bulagmis gida iiriinlerin
tilketilmesinin ciddi olumsuz etkileri bulunmaktadir. Campylobacter jenuni, Listeria
monocytogenes, Salmonella, Escherichia coli O157:H7 ve Bacillus cereus gibi
patojenik bakterileriler besin kaynakli olup, hizli ve hassas olarak tespit edilmesinin
biiyllk 6nemi vardir. Patojen bakterilerin tespitinde kullanilan bazi yontemler;
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), ATP biyoliiminesans, mikroskobik yontemler,
immiinomanyetik ayirma yontemleri, niikleik asit prob yontemi, elektronik giiriilti
teknikleri, matriks destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon ucus zamani Kiitle
spektrometrisi (MALDI-TOF-MS) ve geleneksel sayim yontemleri sayilabilir [3], [4].
Bu yontemlerin birgogunun bakteri tayininde, harcanan siirenin uzunlugu, karisik
islem basamaklarinin olmasi, pahali cihaz ve sarf malzeme kullanilmasi gibi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ozellikle immiinomanyetik ayirmada daha fazla islem
basamag: gerektirmesi ve daha fazla yikama islemi gerektimesinden dolay1, hizli ve

yeni yontemlerin gelistirilmesi 6nem kazanmisitir [3].



Koliform grup bakteriler ve E. coli analizi konusunda numunedeki hedef/
beklenen bakteri sayisina gore dokme plak, yayma plak, membran filtrasyon ve en
muhtemel say1 yontemleri kullanilmaktadir. Bu analizlerde kullanilan besiyerleri
standart yontemlerde belirtilmis olmakla birlikte kullanicilar baska besiyeri ¢esitlerini
de tercih etmektedirler. Bununla birlikte ayn1 besiyeri ¢esidi iizerinde farkli ticari
markalar kii¢iik modifikasyonlar yapmaktadirlar [2].

Tirkiye'de igme ve kullanma suyunda koliform grup bakteri analizinde;
membran filtrasyon yontemi ve ISO 9308-1:2000 numarali standartta gegen ismi ile
"Lactose TTC Agar with sodium heptadecylsulfate” besiyeri kullanilmaktadir [2].

Giiniimiizde en fazla 6nem arzeden E. Coli tirii O157:H7 serotipidir. E. Coli
O157:H7 serotipi ilk defa Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’da 1982 yilinda
meydana gelen salgin neticesinde tanimlanmistir. Bu olaydan sonra bazi iilkelerde de
benzer salginlar ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde O157:H7 serotipinin en 6nemli kaynagi
siit ineklerinin bagirsaklar1 olarak kabul gdrmiistiir. Inek diskis1 sayesinde siitiine,
etine, ayrica topraga ve suya bununla birlikte her yere bulasabilen bu serotip
Japonya’da 1996-1997 yillar1 boyunca tespit edilen ve etkisini giiniimiizde de devam
ettiren ayrica salgin hastalikla oldugu gibi bitkisel iiriinler sayesinde insanlara da
bulasabilmektedir [1].

Bazi caligmalar da asir1 yagan yagmurlar sebebiyle icme suyu sebekesinde
yagmur suyu ve hayvan diskisinin birbirine karigtig1 ve klorlamanin da az ve yetersiz
kalmas1 sonucu bu tip salgillarm ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir. Ulkemizde ise heniiz
O157:H7 serotipine bagl bir salgin ortaya ¢ikmamustir. Fakat bu durum, O157:H7
serotipinin iilkemizde olmadiginin ya da hastaliklara sebep olmayacaginin bir
gostergesi degildir. Igme sularinda bulunan O:157 serotipi basit bir sekilde klorlama
ile baski altina alinabilmektedir [5].

Giliniimiizde geleneksel bakteri analiz yontemlerine alternatif olusturacak,
maliyet olarak daha ucuz, kolaylikla her yere tasinabilir, kolay ve herkes tarafindan
uygulanabilir, islem basamaklarini en aza indirebilecek ve hizli yanit veren metodlar
aragtirtlmaktadir [6], [7]. Kullanilan analiz metodlarina alternatif olusturan, maliyeti

diisiiren, kolay erisilebilir ve yeni tasarimlar calismamiza yol gosterecektir.



1.1. Tezin Amaci, Katkis1 ve Icerigi

Biitiin canlilar i¢in yasamsal bir degeri olan su, dogal dongiisii ¢ercevesinde
atmosfere buhar olarak karismakta ve buhar halindeyken temiz oldugu kabul
edilemektedir. Ancak su buhar halinden yogunlasarak yagmur ya da kara doniiserek
diinya ylizeyine ulasana kadar degisik sebeplerden (havada bulunan gazlar, tozlar,
duman, vb) otiirti kirlenmektedir. Giiniimiizde kimyasal ve biyolojik olarak temiz igme
suyuna ulagsmanin gii¢ olmasi, 6zellikle insanlarin temiz suya zor ulasma endisesiyle
birlikte talebin artmasmi diinya genelinde milyar dolarla ifade edilebilecek bir
sektoriin dogmasina sebebiyet vermistir. Koliform grubu bakterilerin analizleri suyun
kalitesini gosteren belirtegler olarak kullanilirlar. Bundan dolayi su kalitesinin tespiti
icin ¢ogunlukla sudaki koliform miktarinin tayini yapilmaktadir.

Tezin amaci; sudaki koliform miktarin1 yiiksek maliyetli laboratuvarlarlara
ihtiya¢ duymaksizin belirleyen, kisa siirede sonug¢ veren, hassasiyeti yiiksek bir
biyosensor platformu gelistirmektir. Bunu basarabilmek amaciyla tez kapsaminda dort
farkli yaklasimla calismalar yapilmistir. Bakteriler pargalandiktan sonra agiga cikan
enzimin bir substrat ile baglanmasiyla olusan rengin gozlenmesi prensibine dayal
kolorimetrik bir yontem ile bakteri miktar tayini amaglanmustir.

Tez kapsaminda denenen ilk yontemde manyetik ayirma ile zenginlestirme
yapilmistir. Bu amagla manyetik nanopartikiil (Arg-MNp) sentezi yapilmstir.
Sentezlenen bu MNp’ler suyun igine konduktan sonra, bakterilerin baglanmasi igin
yeterince beklenmis ve MNp’ler miknatis yardimiyla tutularak fazla su dokiilmiistiir.
Bu sekilde zenginlestirme isleminden sonra, lizing ¢ozeltisi ile par¢alanma yapilmus,
ardindan substrat emdirilmis strip lizerine damlatilmistir. Test stribi {izerinde olusan
renk degisimine bagli olarak bakteri miktarinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Tez kapsaminda denenen ikinci yontemde ise substrat ve lizing ¢ozeltisini bir
arada igeren jeller hazirlanmis ve tiiplerin i¢ine koyularak kurutulmustur. Kurutulan
jeller lizerine 6rnek su numuneleri konarak, olusan rengin yogunluguna ve olusma
zamanina bakilmuistir.

Ugiincii yontem olarak Plunger tiip kullanilarak zenginlestirme yapilmis ve
lizing ¢ozeltisi ile par¢alanma islemi tamamlandiktan sonra substrat emdirilmis test

stribi ile renk degisiminden yararlanarak bakteri varligi belirlenmesi hedeflenmistir.



Tez kapsaminda denenen son yontem hidrojel yontemi ile benzer prosediire
sahip olup, substrat ve lizing ¢6zeltisi igeren jeller siringa ucu filtre igine emdirilmis
ve kurutulmustur. Ornek su numunesi siringa ucu filtrelerden gegirilerek, renk
olusumu ve siiresi belirlenmistir. BU yontemin hidrojel yonteminden en 6nemli farki,
analiz edilen su numunesi siringa ucu filtreden gecirilerek zenginlestirme yapilmis

olmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Suyun Onemi

Diinyada bulunan suyun %97’si tuzlu su, %2’si buz ve %]1’1 insanlarin
tiiketiminde bulunmaktadir [8]. Su hayat i¢in vazgegilmez bir bilesendir. Canlilar
olusturan hiicrelerin yagamsal faaliyetlerini siirdiirmeleri yalnizca su ile miimkiin
olmaktadir. Su fiziksel, kimyasal ve biyolojik vazifeleriyle canlilarin olmazsa olmaz
gida maddesidir. Su insanlarin %62-67'si, hayvanlarin %60-70’1, bitkilerin %70-901n1
olusturmaktadir. Bir insan hi¢ besin madddesi yemeden yalnizca su igerek 60-80 giin
arasinda hayatta kalabildigi halde, susuz olarak ancak 7-12 giin arasinda
yasayabilmektedir [9]. Yeryiiziinde siirekli dongii seklinde olan su tiiketim noktasina
gelinceye kadar bazi kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik Kirleticilerler ile
Kirletilmektedir [10]. Gelisme asamasinda olan bitki ve hayvanlarin yeteri kadar su
alamadiklarinda iyi gelisemedikleri ayrica gelisimlerinin durdugu tespit edilmistir.
Bununla beraber iyi kalitede ve bol su verilen hayvan ve bitkilerin 1yi gelistikleri ve
verim ylizdelerinin arttig1 belirlenmistir [9].

Su, canli yasami flzerine Onemli etkilerinden otiirii canli viicudunun ve
uygarliklarin esas maddesi olarak bilinir. Yasam su ile varoldugu gibi, uygarliklar da
suya yakin yerlerde dogup ve gelisirler. Ornegin; eski sehirler ve eski uygarliklar hep
su kenarlarinin yakinina kurulmuslardir. Sehirlerin biiyiimesi gelismesi ve suya olan
ithtiyacin artmasina, suyun halka ulastirilmasi zorunlulugunu dogurmustur. Eski Tiirk,
Roma eserlerinde bunlar goriilmektedir. Sehirleri yonetenler tarafindan yapilmis olan
su kanallari, su sarni¢lari, su havuzlari, hamamlar ve c¢esmeler bunun en iyi

orneklerindendir [9].
2.1.1. Suyun Temizliginin Onemi

Suyun temiz olmasinin 6nemli iyi bilinmedigi zamanlarda, suyun temizligine
yeteri kadar 6nem verilmemistir. Bir yerden baska bir yere akan suyun temiz olduguna,
suyun renksiz, kokusuz, ferah ve i¢imi hos olan bir suyun temizligine ve iyiligine
inanilmistir. Bunun sonucunda bir¢ok hastaliga ve salginlarin ¢ikmasina neden

olmustur. Giinlimiizde igme suyu ve kullanma suyu sehirlerin ve endiistrinin artmasi



nedeniyle, bazi kimyasal maddelerleden, radyoaktif maddelerden, c¢esitli
mikroorganizmalardan, parazitlerden ve mantarlardan olusan biyolojik kirleticilerle

giin gegtikce daha da fazla kontamine olma tehdidiyle kars1 karstyadir [9], [11].

2.1.2. Suyun Mikrobiyel Kontaminasyonu

Bir su kaynaginin igilebilirligi veya kullanilabilirliginin belirlenebilmesi i¢in
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri ile birlikte mikrobiyolojik olarak kalitesinin de
belirlenmesi sarttir. Temiz su, mikroorganizmalarin liremesine ve uzun siire yagamsal
faaliyetlerde bulunmasina ¢ok elverisli degildir. Bununla birlikte suyun i¢inde bulunan
besleyici maddeler ve organik maddeleri fazla miktarda igeren sularda
mikroorganizmalar kolayca ¢ogalabilirler. Kentler su ihtiyacini genel olarak gol, dere
irmak ve baraj gibi ylizey kaynak sularindan karsilamaktadir. Bu sularin
mikroorganizmalar ile kirlemesine birgok bulasma kaynag1 neden olmaktadir. Insanlar
ve hayvanlar i¢in olan kullanim sularinda ve 6zellikle diski ve lagim suyundan
kaynakl1 kirlenme biiyiik 6neme sahiptir. Boyle kontamine olan sularin igeriginde ¢ok
fazla mikroorganizma vardir ve bu mikroorganizmalarin 6nemli bir bolimii Vibrio
Cholera, Shigella dysanteriae, Salmonella paratyphi, E. Coli ve Salmonella typhi gibi
hastalik yapici bakterilerdir. Boyle sularda ayn1 zamanda enfeksiyoz hepatit virusu,
norwalk viriis, enteroviruslar, rota viriis, reo virus, ve adeno virus gibi tehlikeli viral
bulasicilarda bulunur [12].

Icme ve kullanim sulartyla alakali varolan en yaygim saglik problemi, sularin
hayvanlarin veya insanlarin artiklariyla kirlenmesidir. Suyun i¢ine bulasan digki,
patojen mikroorganizmalar igeriyorsa hastalik riskine sebep olabilirler. Igme suyu ya
da kullanma suyu olarak veya gidalarin hazirlik asamasinda kullanilan kontamine
olmus sular, yeni hastaliklarin olusmasina sebep olmaktadir. Sularin i¢inde bulunan
patojen viriisler, bakteriler ve protozoonlar bazi zamanlarda hafif, bazi zamanlarda
ciddi, baz1 zamanlarda ise hastanin 6liimiine sebebiyet veren diare, hepatitis dizanteri
veya tifo gibi hastaliklara yol agmaktadirlar. Kontamine sularda bulunan ve toksin
tireten Cyanobacterler kendileri suda bulunmadig: halde tiretmis olduklari toksinler ile
saglik sorunlarina sebep olurlar [12]. Sehirlerin ihtiyaci olan sular, yapay gol ve
barajlardan cesitli aritmalardan gegiriliyorsa da tiiketiciye ulasana kadar cesitli

kimyasal ve mikrobiyolojik kontaminasyonlara ugrarlar. Bu ylizden giinlimiizde i¢me



suyu olarak siseleme islemi yapilmis olan sulara ilginin fazlalagtigini1 sdyleyebiliriz.
Topragin en alt boliimlerinden siiziilerek yerylizene ulasan dogal kaynak sulari
mikrobiyel bakimdan giivenli ve saglikli oldugu kabul edilebilir. Fakat bu sularin elde
edildigi bolgelerin kanalizasyon atiklar ihtiva etmesi veya dolum tesislerinde hijyen
kurallarina yeteri kadar riayet edilmemesi halinde, bu sularda da patojenlerin bulunma
olasilig1 s6z konusu olmaktadir. Siseleme fabrikalarinda en ciddi mikrobiyel bulasma
kaynaklart dolum eckipmanlari, dolum araglari, su depolari, boru hatlar1 ve iyi
temizlenmemis olan doniisiimlii siseler olarak gosterilmektedir [9].

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii’'ne gore igme ve kaynak suyunun 100 ml'sinde
Pseudomonas aeruginosa, fekal koliform, E. coli, koliform, fekal streptokok,
salmonella, hastalik yapan patojen yosunlari, parazitleri, ve diger mikroskobik
canlilar1 ihtiva etmemesi gerekir. Buna ek olarak, drneklerin 50 ml'sinde aerob sporlu

stilfat rediikte eden bakterileri ihtiva etmemesi gerekir [12].
2.1.3. Mikroorganizmalarin Suda Yasamasi

Sulara gesitli yollarla bulagsmis olan patojenenik mikroorganizmalarin, su i¢inde
kisa veya uzun bir siire yasamsal faaliyetlerini siirdiirmeleri, suyun ihtiva ettigi
maddelerin cinslerine ve miktarina bagh olarak degismektedir. Besleyici maddeler ve
organik maddeleri ¢ok fazla ihtiva eden sularda mikroorganizmalar kolaylikla
yasamsal faaliyetlerini yerine getirebilmektedirler. Patojen mikroorganizmalarin
sularda ¢ogalmasi1 ve yayilmasi, salgin hastaliklara sebebiyet vermektedir. Bu agidan
patojen mikroorganizmalarla kontamine sular toplum sagligina degisik tehlikeler
dogurabilirler [9], [11].

2.1.4. Sulardaki Mikrobiyolojik Kirliligin insan Saghg Uzerine
Etkisi

Insan saglig1 acisindan igilebilir kalitede olmayan sularin, igerdigi ve tasidig
canli veya cansiz maddeler ¢ok cesitli hastaliklara neden olabilirler. Suyun iginde
tasidigt  ¢oziinmiis veya ¢Oziinmemis olan inorganik maddeler, canh
mikroorganizmalar ve bitkisel materyallerle bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasinda etkili
olur. Halk sagligi igin tehlike olusturan tifo, dizanteri ve kolera gibi salgin

hastaliklarda, hayvanlari tehdit eden anthraks, sap ve sigir vebasi gibi biyiik



epidemilerde suyun etkisini ve roliiniin ne kadar 6nem olusturdugu artik toplum
tarafindan kabul edilmektedir. Igme, kullanma ve havuz sular1 epidemik hepatit,
polymiyelit ve bruselloz hastaliginin bulagsmasina ve yayilmasina etki ederler [9], [13].

Cesitli yollarla kirlemeler sonucunda, inorganik tuzlari i¢eren igme ve kullanma
sulari, insan ve hayvanlar agisindan 6nemli hastaliklar olusturabilirler. Sulara degisik
yollarla bulagabilen kimyasal kirleticilerden olan kursun, kadmiyum, civa gibi agir
metaller diisik miktarlarda tehlike olustururken, viicutta metabolize olmazlar ve doku
ve organlarda birikebilirler. Sularda bulunan kii¢iik yosunlarin neden oldugu
zehirlenmeler ve ishaller olduk¢a sik goriilen rahatsizliklardandir [9]. Halk saglig
acisindan temiz ve hijyenik igme sularinin hem kalite hem de miktar agisindan giivenli
bir bi¢cimde saglanmasi gerekir. Suyun azligi nedeniyle yeteri kadar hijyenin
yapilamadigi durumlarda, kontamine olmus besinler yolu ile hastaliklar kolayca
kisiden kisiye gecebilmektedir. Tifo, gastroenteritis ve kolera gibi bir¢ok onemli
hastalik, mikrobiyel olarak kontamine olan su yoluyla bulagsmaktadir. Bununla birlikte
kimyasal kirleticilerde halk sagligini ciddi derecede etkilemektedir [14]. Ancak fazla
tespit edilen ve su ile bulasan hastaliklar patojen mikroorganizmalar ve parazitler
temellidir. Bunlardan 6nemlileri dizanteri (Shigella dizanteriae), tifo, kolera, paratifo,
turist ishali (E. coli), polimiyelit, giardiasis (Giardia intestinalis), viral gastroenteritis
(enteroviruslar), hepatit A, ameobiasis ve cryptosporidiosis'dir. UV 1ginina duyarli,
kurutulmaya ve kimyasal dezenfektanlara dayanikli olan Cryptosporidium parvum
tarafindan sebebiyet verilen gastroenteritis hastalarinda son zamanlarda ciddi bir artig
olmustur. Bu bakteri, igme sularinin normal sekilde aritma islemine tabi tutuldugu
sahalarda potansiyel bir tehdit olarak algilanmaktadir [9].

Buna ek olarak; dogadan ve endiistriyel bolgelerden ya da farkli nedenlerle suya
karisan kursun, arsenik, deterjanlar, pestisitler, herbisitler, radyoaktif maddeler, yapay
giibreler gibi kimyasal Kirleticilerin, suda kabul edilebilir degerlerin tizerinde olmasi

durumunda, bu sular igme ve kullanma suyu olarak kullanilamazlar [11], [12].



2.2. Bakteriler

Mikroorganizmalar tek hiicreli canlilar olarak kabul edilip genel olarak protista
alemi igerisinde yer almaktadirlar. Bazi mikroorganizmalar farkli hiicresel 6zelliklere
sahip olduklar i¢in birbirlerinden yapisal olarak ayrilmislar ve protista aleminde
Okaryot ve prokaryot canlilar olarak alt gruplara ayrilip incelenmeye baslanmiglardir.
Bakteriler, hiicresel organizasyonlarina bakildiginda ¢ekirdek zar1 icermedikleri i¢in

prokaryotlarin  bir tiiri olarak  gosterilmistir [11]. Mikroorganizmalarin

smiflandirilmasi Sekil 2.1°de gosterilmistir.

~—
[ Bakteriler J ‘Mavi-‘r’esil Alglerl t Mantarlar } Algler [Tek Huaﬂiler}
pu oy

Sekil 2.1: Protista alemine dahil olan mikroorganizmalarin siniflandirilmast.

Protista alemi icerisinde bakteriler tek hiicreli canhilarin biiylik bir kismini
olustururlar ve 151k mikroskobunda go6zlenebilirler. Bakterilerin tanimlanmasinda
kullanilan en 6nemli kriterler bakterilerin sekil ve biiyiikliikleridir. Bliyiikliikleri 1-10
um arasinda degisir ve degisik sekiller gosterebilirler. En yaygin olan bakteri sekilleri
kok ve basildir. Bunlarin disinda ince, uzun iplik seklinde hife olusturan bakterilerle,

spiral veya sarmal sekilli bakteriler de mevcuttur [15].
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Sekil 2.2: En yaygin bakteri sekilleri.

Bakterilerin sekil ve biiyiikliiklerine gore 151k mikroskobu altinda incelenmesi,
boyama yontemleri ve bunun gibi farkli bircok yontem kullanilarak bakteri alemi
icerisinde bircok bilimsel siniflandirma yapilmistir. Bu smiflandirma igerisinde,
deneysel caligmalarda kullanilan koliform bakteriler grubunda yer alan fekal orijinli
Escherichia coli (E. coli); Eubacteria aleminin, Proteobacteria subesine,
Enterobacteriaceae (koliform grup) familyasina aittir. Genel olarak koliform bakteriler
Enterobacteriaceae ailesi i¢inde olan ve laktozdan 35°C’de 48 saat i¢inde gaz ¢ikarma
yetkinligine sahip bakterilerdir. Bunlar gram negatif, sporu olmayan, ¢ubuk seklinde
olup aerobik veya fakiiltatif anaerobik bakterilerdir [15]. E. coli’nin temel habitati
insan ve sicakkanli hayvanlarin bagirsak sistemidir. E. coli’nin gidada ya da su
kaynaklarinda bulunmasi, genel olarak gidaya ve su kaynagina dogrudan ya da dolayli
yolla bir digk1 bulasisinin bulunduguna isaret eder. Buna bagli olarak da E. coli varligi,
gidalarda ve su kaynaklarinda enterik hastaliga sebep olan patojen bakterilerin
bulunabileceginin klasik bir belirteci olarak kabul edilmektedir [15].

2.2.1. Enterobacteriaceae Genel Ozellikleri

"Bergey's Manual of Determinative Bacteriology" adli kitabin 1994 yili
baskisinda Enterobacteriaceae, Grup 5, Fakiiltatif Anaerob Cubuklar boliimiiniin 1. alt
grubunda yer almaktadir. Bu familyanin iiyeleri genellikle 0.3-1.8 um boyunda Gram
negatif, spor olusturmayan diiz cubuklardir. Fakiiltatif anaerob ve kemoorganotorofik
olup hem aerob solunum hem de fermantatif metabolizmaya sahiptirler. Cogu 37°C'da
optimum gelisme gosterirken, Yersinia ve Erwinia tiirleri 25-30 °C'da daha aktif

metabolizmaya sahiptirler. Glukoz ve diger pek ¢ok karbohidrati asit ve ¢ogu tiir gaz
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olusturarak fermente edebilirler. Shigella dysenteriae O Grup 1 disindakiler oksidaz
negatif ve katalaz pozitiftirler. Bu familya iiyelerinin ¢ogu nitrat1 indirger. Toprak, su,
meyve ve sebzeler, tahillar, ¢igekli bitkiler, agaclar ile bocekler de dahil olmak {izere
pek cok hayvan tiirlinde dogal olarak bulunurlar. Ekolojik olarak onemli ol¢iide
heterojenite gosterirler ve insanlarda, hayvanlarda, boceklerde ve bitkilerde potansiyel
patojendirler. Baz tiirleri tifo ve basilli dizanteri de dahil olmak iizere ishale neden
olurlar. Normal olarak ishale neden olmayan pek ¢ok tiir firsat¢1 patojen olarak
davranir. 30 cins altinda 115'ten fazla tiir ve alttiir bulunur [16].

Bu aile i¢inde 6nemli bagirsak patojenleri Salmonella, Shigella ve Yersinia ve
diyarejenik E. coli serotipleridir. Baz1 {iyeleri de gastrointestinal sistemde kolonize
olurlar. Bunlar Escherichia, Enterobacter, Klebsiella gibi bakteriler olup, bunlar
"Enterik bakteri" olarak da adlandirilirlar. Enterobacteriaceae igindeki bakterilerin
¢ogu pepton veya et 6zlii besiyerlerinde, NaCl veya baska madde ilave etmeden tireme
ozelliginde olmalari, MacConkey Agarda iyi gelismeleri, DNA'da G+C oranlar1 %39-
59 arasinda olmalari, Erwinia cinsi disindaki tiim enterik bakteri tiirlerinde ortak
Enterobacteria antijeni bulundurmalari gibi ortak 6zellikleri de paylasirlar [17], [18].

Enterobacteriaceae iiyeleri gida mikrobiyolojisini en ¢ok ilgi duydugu
bakterilerdir. Bu grupta yer alan fekal koliformlar, koliform bakteriler, E. coli Biyotip
1, diyarejenik E. coli serotipleri, Shigella, Salmonella, ve Yersinia enterocolitica
birgok gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda rutin tayinlerle belirlenir ya da sayilir.
Bununla birlikte toplam Enterobacteriaceac sayimi da hijyen indeksi olarak ciddi

onem kazanmistir [15].

2.2.2. Koliform Grubu Bakterilerin Genel Ozellikleri

Enterobacteriaceae i¢inde bulunan, ailenin genel 6zelliklerine sahip olan ve 35-
37 °C'de 48 saat siire igerisinde laktozdan gaz ve asit olusturan bakteriler koliform
grubu bakteriler olarak tanmimlanir. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes ve Citrobacter freundii bu grupta olan
ve gida mikrobiyolojisi agisindan énemli bir yeri olan bakterilerdir [19], [20].

Bu bakteriler, birgok gida maddesinde kalite gdstergesi olarak degerlendirilirler.
Grubun E. coli disindaki tiirleri genellikle bitki ve toprak kaynaklidir. Gidalarda toprak

ve bitki kaynakli olan koliform bakterilere diisiik sayilarda izin verilir ya da hi¢ izin
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verilmez [20], [21]. Ornegin, 2011 tarihli Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyoloji Kriterleri
Tebligi; tahil unlari, soya unu patates unlar1 dahil diger unlarda 104 KOB/g sayida
koliform bakteriye izin verirken, yufka ve kadayifta bu say1 103 KOB/g ve sade
krakerler, sade kek, sade biskiivi, kaplamali, dolgulu veya ¢esnili biskiiviler, krakerler,
kekler ve gofrette ise 102 KOB /g seklindedir [22].

Bazi gidalarda bulunmasina miisaade edilen koliform grubu bakterilere igme-
kullanma sulari, igme sular1 ve kaynak sularinda bulunmasina izin verilmez. Insani
Tiiketim Amacgh Sular Hakkinda Yonetmeligin 2011 yili baskisinda [23] ve 2013
yilinda degistirilen yeni yonetmelikte icme-kullanma sularinin 100 ml'sinde, i¢gme
sular1 ve kaynak sularinin 250 ml'sinde koliform grubu bakteri sayis1 0 olarak ifade
edilmistir [24].

Koliform grup olarak tanimlanan 5 tiir bakteri, ¢ogunlukla insan sagligi
acisindan ciddi bir tehdit olusturmaz. Fakat firsat¢1 patojen seklinde davrandiklari gibi
Ozellikle bazi E. coli serotipleri oliime yol agan enfeksiyonlara sebebiyet
verebilmektedirler [25], [26].

Grubun en 1yi bilinen tiyesi olan E. coli, 1885 yilinda Alman ¢ocuk doktoru olan
Theodor Escherich tarafindan izole edilmis ve Bacterium coli commune olarak
adlandirilmistir. Verilen bu isim, bakterinin bagirsakta normal flora halinde
bulundugunu gosterir. E. coli, bagirsakta vitamin sentezine katildigi ve zararh
bakterileri baskiladigi i¢in yararli bir bakteri olarak da tanimlanabilmekle birlikte
1950'li wyillardan itibaren insanlarda enfeksiyonlara neden olan serotiplerinin
bulunmasi ile birlikte bu bakteriye olan yaklasim degismistir [17], [26].

Bireysel hastalanmalar diginda ilk kez 1982 yilinda ABD'de Oregon ve
Michigan'da 2 salgin ile goriilen E. coli O157:H7 serotipi daha sonraki yillarda da pek
cok kisinin hastalanmasina ve 6lmesine neden olmustur. 2011 yilinda Almanya'dan
baslaylp tiim Avrupa'ya yayilan E. coli O104:H4 serotipi ise toplam 50 kisinin
6liimiine yol agmustir [27].

Koliform grup bakteriler i¢inde sadece E. coli, sicakkanli hayvanlarin
(memeliler ve kanatlilar) bagirsak florasinin dogal {iyesidir. Dolayisi ile gida ya da
cevresel bir 6rnekte bu bakteriye rastlanmasi dogrudan ya da kanalizasyon vb. yollarla
diski bulastigimin kanitidir. Digkinin bulagsmasi ile bagirsak kokenli Salmonella,
Shigella, parazitler vb. gibi primer patojenlerin bulunma potansiyelini gdsterir. Buna
bagli olarak E. coli'nin, fekal bulagsma gostergesi olmasi nedeni ile gida, yem ve ¢evre

orneklerinde bulunmasi istenmez [28], [29]. Ancak koliform grup bakterilerin diger 4
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tiyesi i¢inde de bagirsak kokenli olanlar bulunur. Bir diger deyis ile Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter freundii Enterobacter aerogenes, ve Enterobacter cloacae
bitki-toprak ya da diski kaynakli olabilir ve dolayisi ile diski kaynakli olanlar, E. coli
gibi fekal bulagma gostergesi olarak kabul edilirler. Eijkman tarafindan 1904 agiklanan
yontem ile koliform grup bakterilerin bitki-toprak ya da diski kaynakli olduklar
yiikseltilmis inkiibasyon sicakligi ile ayirt edilebilir. Fekal koliformlar olarak
tanimlanan bu grup, 45.5 °C'da laktozu fermente edebilir. Gida analizlerinde bu
sicaklik derecesi kullanilmasina karsin su, kabuklular ve kabuklularin tiretildigi sularin
analizinde 44.5°C inkiibasyon sicakligi uygulanir. Fekal koliformlar kimi kaynaklarda
termotolerant/ 1siya dayanikli koliformlar olarak da anilir [27,29- 31].

Fekal koliform grup i¢inde asil olarak E. coli yer almakla birlikte 6zellikle
bitkisel gidalarin analizinde E. coli olmayan orneklerde diger fekal koliform
bakterilere rastlanilabilmektedir. Dolayisi ile gida, su ve gevresel 6rneklerin analizinde
E. coli yerine fekal koliformlarin analizi, fekal bulagsmanin daha kesin gostergesi
olacaktir. Ancak, inkiibasyon sicakliginin kritik olmas1 ve buna bagli olarak analizde
sahte negatif ya da sahte pozitif sonu¢ alinma olasiligi, E. coli analizinin ¢ok kolay bir
sekilde yapilabilmesi gibi nedenlerle ¢ogu ulusal ve uluslararasi standartta fekal

bulagma gostergesi olarak E. coli analizi yapilir [15, 27, 29 - 31].

2.2.3. Escherichia Coli

Su ve gidalarda digki kaynakli olas1 bir kontaminasyondan kaynaklanan patojen
tehdidi i¢in indikatoér olarak Onemli gorev istlenen E. coli ilk olarak Theodor
Escherich tarafindan hasta olan bir ¢ocugun digki 6rneginden izole edilerek Once
Bacterium coli commune adiyla, daha sonra ise Escherichia coli seklinde adlandirilip
literatiire gegmistir [32].

E. coli, Enterobacteriaceae familyasinin Escherichia cinsi iginde olan, katalaz
pozitif, oksidaz negatif, fermentatif niteliklere sahip sporu olmayan, kisa, ¢ubuk
bi¢iminde gram-negatif bakterilerdir [33]. E. coli, en uygun 37°C sicaklikta olmak
tizere, 10 - 50°C sicakliklar arasinda yasayip gelisebilen tipik mesofil bir bakteridir.
Gelisimi i¢in pH 7.0’ler uygun olsa da, uygun sartlarda pH 4.4’¢ kadar gelisimi
miimkiindiir. E. Coli’nin gelisimesi i¢in minimum su aktivitesi degeri (aw) 0.95’tir
[34].
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E. coli insanlarda ve sicakkanli hayvanlarin bagirsaginda yasayan fakiiltatif
anaerob bakteridir. Suda canli kalmasi ve digkida bulunmasi genel olarak patojen
olmayan karaktere sahip olmasi sebebiyle E. coli fekal kontaminasyonun belirteci
olarak kabul gérmektedir [28]. Ancak bir takim koliformlarin yalnizca fekal tabanh
olmamasi, gida maddelerinin giivenliginin bir belirteci olarak fekal koliformlarin 6ne
cikmasina sebep olmaktadirlar [29]. Fekal koliformlar 44 - 46°C araliginda
Escherichia coli broth (ECB) besiyerinde laktozu fermente ederek gaz olusturan
koliformlar olarak adlandirilmaktadir. Fekal koliform terimi, fekal tabanli koliform
bakterilerin 46°C’de inkiibasyon sicakliginda glukozdan gaz olusturmalarini, yalnizca
fekal orijinli olmayanlarin ise ayni ortam sartlarinda gelismediklerinin tespit
edilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Bir takim Citrobacter ve Klebsiella suglar1 fekal koliform
bakteri tanimina uymakla beraber fekal koliformlar ¢cok biiyiik oranlarda E. coli‘den
olusmaktadir [35].

Fekal tabanli oldugundan dolay1r bazi arastirmacilar gida maddelerinde ve
sularda fekal kontaminasyon belirteci olarak sadece E. coli’yi baz alirlar [33]. Sularda
daha uzun siire canliligim1 koruyabildiginden dolay1 E.coli, fekal kontaminasyon
belirteci olarak kabul gormektedir. [33]. Bazi patojen bakterilerin suda E. coli’den
daha fazla siire yasamlarmi siirdiirdiigiine dair arastirmalar olmasina karsilik,
cogunlukla E. Coli’nin suda canliligini siirdiirmesi, sularda ¢ok yaygin olan bazi
enterik patojenlerin suda canliligint devam ettirme siiresiyle hemen hemen aynidir.
Fakat baska bir¢ok patojen, E. Coli’nin yasami son bulduktan sonra bile yagsamini
devam ettirmektedir. Ornegin, baz1 viriisler sularda E. coli’ye kiyasla daha uzun siire
yasamsal faaliyetlerini koruyabilmektedirler. [28]. E. coli’nin patojenik suslart,
menenjit, idrar yollar1 enfeksiyonu, ishale sebep olan enfeksiyonlar, septisemi gibi
baz1 hastaliklara sebep olurlar. E. coli’nin ishale sebep olan suslari ilk kez 1940’11
yillarin basinda ¢ocuklarda yaz ishali iizerine arastirma yapan Ingiliz bilim adamlari
tarafindan tesbit edilmistir [33]. Bu suslar sebep olduklar1 hastalik ve serolojik
farkliliklar1 g6z Oniine alinarak dort farklt gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar;
enteropatojenik E. coli (EPEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteroinvasif E. coli
(EIEC) ve enterohemorajik E. coli’dir (EHEC) [33]. Patojenik olan bu gruplarin
biyokimyasal 6zellikleri, genellikle diger E. coli suslarina benzemekle beraber, bazi
ozellikleri degisiklik gostermektedir. Ornegin, EIEC suslar1 hareket etmezler ve birgok
susu glikozdan gaz olusturmamaktadir. EHEC ise atipik olarak B-D-glukronidaz
aktivitesi yoktur ve 48 saat siire iginde 44.5 - 45.5°C’de gelisememektedirler [35].
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2.2.3.1. E. coli’nin Hiicre Yapisi

Genel olarak, ¢ogu canli hiicre oldukga kiigiiktiir ve kat1 ya da esnek hiicre
membranina sahiptir. Hiicrenin i¢ kismi proteinlerin, karbonhidratlarin ve diger
kompleks organizma bilesiklerinin bulundugu sitoplazma olarak adlandirilan koloidal

bir karisimui igerir.

kapsiil
h. duvar

sitoplazma

zan
ribozom

Sekil 2.3: E. coli ve E. coli hiicre bilesenlerinin sematik gdsterimi.
2.2.3.1.1. Mikrobiyolojik Ozellikleri

E.coli insanlarin ve biitiin sicakkanli hayvanlarin bagirsaklarinda dogasi geregi
olan, ayrica bagirsagin haricinde bazi hastaliklara sebep olusturan bir bakteridir.
E.coli, saglik agisindan 6nemli bir bakteri ¢esidi olmakla birlikte, bunun haricinde
gidalarda, suda, dogada, fekal bulasmanin belirteci olarak arastirilan ve genetik
calismalarda en ¢ok kullanilan bakteridir. Bakteri genetiginin birgok sonucu E.coli ile

yapilan arastirmalar sayesinde olmustur [34].

2.2.3.1.2. Morfolojik Ozellikleri
Bakteri morfolojisi; mikroskobik ve makroskobik morfoloji olarak iki bolim
seklindedir. Makroskobik morfoloji daha ¢ok bakterilerin koloni morfolojisi olarak

bilinmektedir. Fakat makroskobik morfolojide, bakterilerin kati ve sivi
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besiyerlerindeki c¢ogalma sekilleri, olusturduklar1 sekiller ve ortaya ¢ikardiklar
degisiklikler de incelenebilmektedir.

2.2.3.1.3. Makroskobik Morfoloji

Koloni; bakteri hiicresinin kati bir besiyerinde degdigi herhangi bir noktada
boliinerek ve dogrudan gozle goriilen hiicre toplulugu seklinde bir yapi olarak
adlandirilabilir. Bu durumda bir kolonide yalnizca besiyerine ekilen bakteri tiiriine ait
hiicreler bulunur. Koloni sayimlarinda da bu tanimdan hareketle, bir koloninin bir
hiicreye esdeger oldugu varsayilmaktadir. Her bakteri belli bir besiyerinde, sartlar
degistirilmedigi takdirde kendine 6zgii karakterde koloniler olusturmaktadir. Ayni
bakteri degisik bir besiyerine ekildiginde ise farkli bir koloni morfolojisi gosterirler
[37].

FORM (Ustten)
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YUKSEKLIK (Yandan)
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Sekil 2.4. Bakterilerin koloni morfolojileri.

2.2.3.1.4. Mikroskobik Morfoloji

Bakteriler genellikle seffaftir ve bu sebeple mikroskop altinda direkt olarak
incelenebilmeleri zordur. Bakterileri tanimlama yollarindan biri olan boyama yontemi
yapilarak incelenebilirler. Bakteriler boyanarak, mikroskobik morfolojileri
(buytkliikleri, dizilis sekilleri, sekilleri, belli hiicre organellerinin varlig1 ve yapisi) ve
cesitli boyalara kars1 gosterdikleri davramiglar hakkinda bilgi edinilebilmektedir.
Cesitli boya ve bu boyalara olan davranislarina gore bakteriler Gram pozitif, Gram

negatif bakteriler olarak ayrilabilirler.

16



Hem makroskobik hem de mikroskobik morfoloji 6zelliklerine bakildiginda E.
coli, yaklasik 2-6 pm uzunlugunda ve 1.0-1.5 um eninde diiz, uglar1 yuvarlak ¢omak
bi¢iminde bir bakteridir. Baz1 besiyerlerinde kisa, bazilarinda da normalden uzun Y
harfi seklinde olabilir. Peritrik Kirpikleri sayesinde hareket yetisi kazanmislardir. Fakat
bu hareketleri oldukca yavastir.

Hareketli suslarinin yani1 sira hareketsiz suslar1 da saptanmistir. Baz1 suslar ise

kapstlliidiir. Bakteriyolojik boyalarla iyi boyanan koliform grubu E. coli gram

negatiftir [36], [38].
2.2.3.2. Antijenik Yapisi

E.coli’nin somatik (O), kirpik (H) ve kapsiil (K) antijenleri vardir. Somatik (O)
antijenleri bakteri duvar ile ilgilidir. Alkole ve 1siya dayaniklidir, formole ise
duyarhdir. 150°den fazla varyasyon gdsterebilir ve bazen bir bakteride birden fazla (O)
antijeni bulunabilir. Olusan antikorlar (Immune Globuline M) IgM yapisindadirlar.

Kirpik (H) antijeni flagele yerlesmistir. Alkole ve 1siya duyarli, formole
direnclidir. 50’den fazla tiirii vardir. Buna karsi organizmada olusan antikorlar
(Immune Globuline G) IgG yapisindadir. Flagellin adli proteinden olugmaktadir.
Bakteriler (H) antijenini kaybedip, uygun sartlarda yeniden olusturabilirler.

Kapsiil (K) antijeni kapsiillii bakterilerde bulunur. Klebsiella, E. coli ve diger
bazi enterik bakteriler bu antijeni igerirler. 100 civarinda tipi vardir. Polisakkarit
yapisinda, 1siya dayanikli ve bakteri yiizeyinde yer alan bir antijendir. 100-120 °C’de

1-2 saatte kaybolmaktadir. (K) antijeni bakterinin virulansini saglar.
2.2.3.3. Biyolojik Ozellikleri

E. coli gram negatif, fakiiltatif anaerobik ve spor olusturmayan bir bakteridir. E.
coli, tipik olarak ¢ubuk seklinde olup yaklasik 2 um uzunlugunda, 0.5 pm capinda,
0.6-0.7 um® hiicre hacmine sahip bir canlidir.

Genis alana yayilmis gesitli substratlarin {izerinde yasayabilirler. Bu substratlar
da anaerobik kosullar altinda asit fermantasyonu sonucu laktat, siiksinat, etanol, asetat
ve karbondioksit {iretir. E. coli i¢in optimum gelisme 37 °C’de gerceklesir. Fakat bazi

tirleri en 1iyi gelisimi 49 °C’de gosterirler. Biiyiime, trimetilamin N-oksit, oksijen,
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nitrat, dimetil stilfoksit gibi substratlarin indirgenmesi ve piirivik asit, formik asit,
hidrojen ve aminoasitlerin yiikseltgenmesini igeren redoks ciftlerinin aerobik veya
anaerobik solunumda kullanilmasi ile gergeklesir [39].

Flagella’ya sahip olan tiirleri bulunduklari ortam itibari ile ylizebilir ve
kendiliginden hareket edebilirler [40]. Hareketlerini saglayan flagella tiylii bir
diizenlemeye sahiptir.

E. coli ve E. coli’ye benzer bakteriler, bakteriyel konjiigasyon, transdiiksiyon
veya transformasyon ile DNA transferi yaparak genetik materyallerini kendilerinden
sonraki popiilasyona aktarabilirler. Bu proses ile shiga toksinlerini bakteriyofajlarin

tagimasi sonucu, gen kodlarini Shigella’dan E. coli O157:H7’ye aktarmislardir [41].
2.2.3.4. Kimyasal Yapisi

Canli hiicrelerin yapisindaki gibi E. coli hiicresinde de organik maddeler,
inorganik maddeler ve su bulunmaktadir. E. coli’nin %70-90’lik kismi sudan
olusurken, bakteri sporlarinin %40-50’si sudur.

Bakterilerin agirhiginin %50-90°1 organik kuru maddeler olusturur. Bunlar
lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitlerdir.

Genel olarak bakterilerde en ¢ok karbon, azot, kiikiirt, hidrojen, oksijen, fosfor
gibi elementler bulunmaktadir. Bunlarla birlikte sodyum, potasyum, demir, Klor,
magnezyum, bakir ve ¢inko az oranda bulunmaktadir. E. coli’nin yapisinda bulunan
karbonhidratlar, polisakkarit olarak ve/veya glikoprotein seklinde olabilir. Tiir ya da
sekle ait Ozellikleri sebebiyle bu karbonhidratlar serolojik tanilarda
kullanilmaktadirlar. Bakterilerin bazi ¢esitlerinde ¢ok miktarda lipidler bulunur.
Bunlar proteinlerle birlesmis sekiller olusturabilirler. Organik olmayan maddeler,
bakteri kuru agirliginin %2-30'unu teskil eder. Bunlar, en sik tuz yapisinda goriiliirler
[42].

2.2.3.5. Biyokimyasal Ozellikleri

E.coli kendisine 6zgli her tiirlii besiyerinde rahatlikla ¢ogalabilir. Fakiiltatif
anaerop olup en iyi ¢ogalma sicakligi 37°C olurken, 15-45 °C sicaklik araliginda da

cogalabilirler. Ozellikle 44°C sicaklikta gogalabilmeleri bazi benzer bakterilerden
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(Serratia ve Enterobacter) ayirt edici dzelliktir. En iyi bakteri ¢ogalmasi pH: 7.2°de
goriiliir. Sivi besiyerinde homojen olarak bulaniklik olustururlar. Kati besiyerinde
hafif kabarik, yuvarlak 1.2 mm ¢apinda, parlak, S tipinde koloni olustururlar. Bazi
E.Coli tiirleri kanli besiyerinde hemoliz olusturabilirler. Koliform bakterileri, sekerleri
asit ve gaz olusturarak pargalarlar. Bu 0&zellikleri sayesinde farkli bagirsak
bakterilerinden, 6zellikle Salmonella ve Shigella’dan ayrilabilirler. Bundan dolayz,
E.coli ile diskida birlikte yer alan laktoz ile reaksiyona girmeyen bakterilerden ayirt
edilmesinde icinde laktoz ve bir ayirag bulunan bakteri kiiltiirleri kullanilir. Bu
bakteriye yapilan IMVC ( indol — Metil Kirmizis1 - Voges-Proskauer — Sitrat) testleri
sirasiyla +,+,-- ‘dir. Ureyi pargalayamazlar ve KCN besiyerinde iireyemezler [43],

[44].
2.2.3.6. Patojenik Ozellikleri

E.coli memelilerin ve kuslarin bagirsak floralarinda dogal olarak bulunup, farkli
flora bakterileri ve organizmalar ile diizenli bir sekilde bulunduklar siirece herhangi
bir hastaliga sebep olmazlar. Ancak bazi kosullarda E.coli insanlar ve hayvanlar igin
patojen olup, kanli ve kansiz diyare seklinde ortaya ¢ikan bagirsak hastaliklarina yol
acar [45].

Bagirsak yolu disindaki diger dokulara ge¢meleri durumunda baska tiirli
hastaliklara da sebep olduklar1 gézlenmistir. Bilhassa idrar yolu, safra kesesi ve safra
yolu, akciger, periton ve meninkslere ulasan E.coli bakterileri nemli hastaliklara yol
acarlar [46].

Bagirsak bakterisi E.coli; patogenez, klinik ve epidemiyolojik 6zellikleri farkl

6 farkli gruba ayrilir:

o Enterotoksijenik E.coli (ETEC): Birgok iilkede, yenidogan Ve turist diarelerinin
ana sebepleri arasindadir. Bakteri, bakteri bulasmis su ve gidalarla insana bulagir.
Bakteri once viicutta cogalmaya baslar ve daha sonra viicuda zararli toksinlerini
salgilar. Viicuda bulastigindaki bulgulari; hafif halsizlik biciminde olabilecegi gibi,
bol sulu, kolera benzeri diyare ile de seyredebilir [47].

e Enteropatojenik E.coli (EPEC): Siklikla kiigiik bebeklerde goriiliir ve salgina

neden olur. Birgok antibiyotige karsi birden fazla direng gosteren tiirleri vardir [36].
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e Enteroinvazif E.coli (EIEC): Bagirsakta distal ileum ve kolonda epitel
hiicrelerine niifuz ederek Shigella’ya benzer hastalik bulgularma neden olur.
Hastalik etkeni olarak organizmaya girerek dokulara yayilma yetenegi plazmid
kontroliindedir.

e Enterohemorajik E.coli (EHEC): E.coli O157:H7 tiirii Shigella ve EIEC’e benzer
diareye sebep olmaktadir. En belirgin 6zelligi bobreklere yapmis oldugu toksik etki
sayesinde hemolitik iiremik sendromlara yol agmasidir. Hastalik faktorii olarak
organizmaya girerek dokulara yayilma yetenegi ve toksinleri yoktur. Sitotoksinleri
bulunur ve bunlara vero hiicrelerine olan sitotoksik etki sebebiyle verotoksin 1 ve
2 ismi verilmistir. Bu toksinlerin olusturdugu klinik tabloda hemolitik tiremik
sendrom ve trombotik trombositopenik purpura bulunmaktadir [47].

e EnteroAggregatif E.coli (EAEC): Bagirsak florasina tutunup tugla seklinde
dizilmis bakteriler olarak goriiniirler. EAEC bakteri grubuna 6zgii bakterilerin agiga
cikardigi toksinler mukozaya zarar verip kronik diareye sebep olurlar.

e Diffuz Agregatif Escherichia Coli (DAEC): Siit ¢ocuklarinda diyareye sebep
olur. Ozellesmis fimbiralar ile epitele baglamirlar ve hiicre i¢i isaret mekanizmasini

etkinlestirirler. Bu grup ile ilgili ¢ok fazla bilgi yoktur [48].

2.2.3.7. Ureme Ozellikleri

Iki gesit iireme gozlenebilir: Aerob veya fakiiltatif anaerob iireme. Ureme igin
en iyi sicaklik 37°C” dir. Logaritmik ¢ogalma asamasinda E.coli bakterisi 20 dakika
icinde yariya ayrilabilir. Farkli kosullarda, 6rnegin 20-44° C sicaklikta, pH 5-8
arasinda iken normalden yavas da olsa ¢ogalma gergeklesir. Kendi grubundaki diger
bakterilerden ayirt edilmesi i¢in en dnemli 6zelligi; 44° C’de laktozu fermente etmesi
ve indol olusturmasidir. Uremenin hizlanmas i¢in besiyerine bakterinin kullanabildigi
karbonhidrat ilave edilir. Kanli agarli besiyerinde beta hemolitik bakteri kolonileri
olustururlar. E.coli bakterisi dis sartlara, bilhassa soguk havaya karsi oldukca
dayaniklidir. 60°C* de 30 dakika bekletildiginde canli kalabilir. Diger bagirsak
bakterileri Salmonella ve Shigella tiirii bakterilere gore Malasit yesili, brillant yesili,
bazik fuksin gibi boyalarla boyandiginda daha iyi sonug verir. Béylece bu boyalarin
belli miktarlarda ilave edildigi besiyerine ekilmis olan diski numunelerinde

Salmonella ve Shigella tiirii bakterilerin ayrilmasi olduk¢a kolaydir. Sivi
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besiyerlerinde homojen bulaniklik olustururlarken, kat1 besiyerlerinde 18 saat siirede
diizgiin kenarli, 3-4 mm ¢apli, ortasi kalkik koloni olusturabilirler [49], [50].

E.coli bakterisinin iiremesi i¢in en iyi besiyeri Mac Conkey ve Eozin Metilen
Mavisi (EMB) agardir. Mac Conkey agarda laktoz fermente oldugundan kirmizimsi-
pembe renkli ve safra ¢okelti olusturdugundan etrafinda kisim kisim koloniler olusur.
Mac Conkey agarda laktoz ile sonu¢ vermeyen koloniler seffaf olarak goriinmektedir.
EMB agar iizerinde E.coli suslar1 siklikla 6zgiin olarak floresanli goriintii veren yesil
siyah koloni olusturur [51].

Serolojik siniflara ayirmada kapsiiler (K), somatik (O) ve flagellar (H)
antijenlerine bakilir. E. coli DNA sekliyle Shigella DNA’s1 birbirine ¢okga benzerlik
gostermektedir. E. Coli bulagmasi yetigkinlerde ve g¢ocuklarda Shigella bakterisinin
Klinik tablosuna benzeyen enfeksiyonlara yol agmaktadir. Bununla birlikte, E. coli’nin
Salmonella bakterisinden ayrilmasi igin en temel 6zelliklerden bir tanesi, laktoz ve
sakkaroz’u fermente ederek asit ve gaz meydana getirmesidir [52], [53]. E. coli’nin

tireme kosullarina Tablo 2.1°de yer verilmistir [52].

Tablo 2.1: E. coli’nin iireme kosullari.

En Diisiik — En Yiiksek En Uygun
Sicaklik (°C) 7.0-45.0 37
pH 4.4-9.0 6.0-7.0
aw 0.95 0.99

2.2.3.8. Escherichia Coli Tiirleri

E.coli bakterisinin enterovirulent tiplerinin tayin edilmesi igin biyolojik,
immiinolojik ve molekiiler yontemler vardir. Ancak bu yontemlerin geleneksel tani
laboratuvarinda uygulanmasi olduk¢a zahmetli oldugundan kullanimi azdir. E.coli
suslari, antimikrobik etkisi olan kolisini meydana getirir. Tip belirlenmeleri, belirli
kolisinler ve iirtine 6zel bakteriyofajlar ile yapilmaktadir. E.coli suslari, meydana
getirdikleri hastalik ve serolojik o6zelliklerinde ki farkliliklar g6z Oniinde

bulundurularak bes grupta incelenmektedir [49].
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Tablo 2.2: Bazi1 patojenik E. coli alt gruplarinin virulens faktoérleri, klinik tablo ve

diare tipleri.
E. coli Virulens Faktorleri Klinik Tablo Diare Tipi
ETEC | Enterotoksinler: LT1a, Sulu diare (kolera Piring suyu
LT1b, LT2a, benzeri), goriinlimiinde
LT2b, ST1a, ST2b, yolcu diaresi
ST2, Spesifik adhezyon
fimbria
EIEC Bagirsak epitelyum Shigellosis benzeri Kanli, mukuslu
hiicreleri {izerine niifuz diare
EPEC Bagirsak epitel 1 yasin altindaki Piring suyu
hiicrelerine cocuklarda goriinlimiinde, mukuslu
lokalize bazi suslarinda akut ya da kronik
SLTI velveya SLTII sulu diare
EHEC | Shiga-benzeri toksinler: Hemorajik kolitis | Agrili diare, HUS (kanl
SLTI velveya SLT lI (HC), hemolitik diare veya yalnizca kan
(VTI velveya VT II) iremik sendrom seklinde)
Kolonizasyon faktorleri (HUS)
DAEC Yaygin aderenz Sulu diare Piring suyu
goriinlimiinde

2.2.3.9. Escherichia Coli'nin Neden Oldugu Enfeksiyonlar

E.coli, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda hem en fazla izole edilmis olan hem
de doku ve organlarda enfeksiyon olugmasini saglayan bir patojen bakteridir [54].

E.coli, insanlarin ve hayvanlarin bagirsak florasinda yagamakla beraber, bircok
hastaligin olusmasinda primer veya sekonder etken biciminde izole edilmektedir.
E.coli’de varolan fimbria, flagella, hiicre duvari, kapsiil, antijenleri, sentezlemis
oldugu kolisinler, sitotoksinler, enterotoksinler, hemolizinler ve aerobaktin gibi
virulans etkileriyle hastaliklarin olusmasina sebebiyet vermektedirler [16], [55].

E.coli’nin belirli patojen tiirleri insanlar ve hayvanlarda 6liime kadar ulasan
diareye, artheriosklerosis, yara enfeksiyonlarina, septisemi, solunum yollar
enfeksiyonlaria, menenjit, hemolitik tiremik sendrom, safra yolu enfeksiyonlari, idrar
yolu enfeksiyonlari, ¢esitli immiinolojik rahatsizliklar ve karaciger apsesi gibi
hastaliklara sebebiyet verir [56], [57].

En fazla goriilen bagirsak dis1 E.coli enfeksiyonu idrar yollar1 enfeksiyonudur.

E.coli hastane ve halk tabanli idrar yolu enfeksiyonlarindan en fazla izole edilen
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patojenik bakteri olup bulgularin hemen hemen %80-95’inin etkeni oldugu
gozlenmistir [58], [59].

Idrar yolu enfeksiyonlar1 biitiin diinya da ciddi bir morbidite sebebidir.
Enfeksiyonun etkisini artirmasinda, iiropatojen bakterinin viriilans1 ile birlikte
cinsiyet, sonda kullanmak, diyabet hastaligi, gebelik ve yaslilik gibi konaga ait olan
etmenlerde etki eder [60].

Cocuklarda idrar yolu enfeksiyonlar1 solunum sistemi enfeksiyonlarindan sonra
en fazla rastlanan enfeksiyonlardir [61]. E.coli’nin 6zellikle O:4, O:6, O:75 gibi
serotipleri, ¢ok fazla idrar yollar1 enfeksiyonlarina sebebiyet vermektedir [62], [63].

20 ile 40 yas arasinda olan kadinlarin hemen hemen %25-35’1 idrar yolu
enfeksiyonuna maruz kaldig: tespit edilmistir. Ulkemizde her sene ortalama 5 milyon
sistit atagi tespit edilmis ve bu enfeksiyonun etkeninin de %50-90 E.coli oldugu
gozlenmistir [64], [65].

E.coli, prematiirelerde ve neonatal (dogum yaptiktan sonra ki ilk dort hafta)
evredeki bebeklerde menenjit hastaligina sebep olur. Etken E.coli suslar1 genellikle K1
antijeni ihtiva eder ve serumun bakterisidal etkiye oldukc¢a dayaniklidir. Enfeksiyon
olmus kisilerde bas agrisi, yiiksek ates, ensenin sertlesmesi, siirekli uyku hali ve BOS
bulgulari ile rahatsizliklara neden olur. Yiiksek oranda 6liime neden olur [66].

E.coli’den kaynaklanan bakteriyemi daha sik hastane enfeksiyonlarinda olur.
E.coli’nin kana kadar ulagsmasi; solunum yollarinda kolonize olmasi, idrar yolu
enfeksiyonlari ya da bagirsaktan kaynaklanabilmektedir. Nozokomiyal tabanli
oldugundan kana karismis olan suglar bircok antibiyotige direnglidir ve tedavisi
zordur. Bu yiizden 6liim riski ciddi oranda mevcuttur [66].

E.coli’nin sebep oldugu solunum yolu enfeksiyonlari da ¢ogunlukla hastane yolu
ile bulagsmaktadir. Ancak kroniklesmis akcigerlerinden rahatsiz olanlarda, yaslilarda
ve diyabet hastalig1 olanlarda toplum tabanli olarak da goriilebilir. Ciinkii bu tip
hastalarin viicut direngleri ¢ok zayiftir [66].

Enteropatojenik E.coli (EPEC), en fazla ¢ocuklarda enfeksiyona sebep olur.
1940 ile 1960 yillarinda ishal salginlarina neden olmus, 1970’lerden sonra gelismis
olan iilkelerde daha az rastlanmis olsa da heniiz gelismekte olan iilkelerde ise ciddi
oranlarda cocuk ishali etkenidir. Erkek c¢ocuklarda, kiz ¢ocuklarina gére daha fazla
goriilmektedir. Heniiz 6 aylik olmamis ayn1 zamanda anne siitii alamayan ¢ocuklarda

bu enfeksiyon daha etkindir. Cogunlukla 1 hafta i¢inde kendi kendine iyilesilebilir.
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Nadir olarak kanli bigime doniisiir. O111 serotipi yeni doganlarda 6liime neden olurlar
[66].

Enterotoksijenik E.coli (ETEC), gelismemis olan iilkelerde yasayan ¢ocuklarda
ve ayrica turistlerde (%11-72) ishal nedenidir. Gelismis olan tilkelerde bazen salgin
yapabilmektedirler. Bu tip enfeksiyonlar ¢ogunlukla 4-5 giin arasinda siirebilir ve
giinde 8—12 defa digkilama gozlemlenebilir. Hafif olarak gegirilen kolera hastaligina
benzer bir enfeksiyon olarak bilinmektedir [66], [56].

Enteroinvazif E.coli (EIEC), dizanterik bigimde ishal nedenidir. Kanl
diskilama, karm agris1, mukuslu diskilama ve yiiksek atese neden olmaktadir. Oliim
orani oldukga azdir. Sporadik belirtiler ve bazen de salgin seklinde olabilir [66], [56].

Enterohemorojik E.coli (EHEC) susu ile olan enfeksiyonlar cogunlukla kansiz
ishal ve siddetli karin agrilar1 biciminde baglar ve 2-3 giin siirede diski asir1 kanh
duruma gelmektedir. Bundan dolay1 bu hastalik hemorojik kolit seklinde adlandirilir.
Yiiksek ates yoktur veya hafif sekildedir. Ozellikle E. coli 0157:H7 her sene diinyada
20.000 gidadan kaynaklanan enfeksiyona ve 250 kisinin Oliimiine sebebiyet
vermektedir. E. coli 0157:H7 hemorojik ishale ve bobrek yetmezligine neden
olusturan kuvvetli ekzotoksin iiretmektedir [66], [56].

Etken, viicut i¢ine girdikten sonra inkiibasyon siiresi 3—8 giin olarak degisir ve
cogunlukla krampla beraber mide bulantisi, karin agrisi, kusma, ishal, kanl ishal ve
hemorojik kolit benzeri klinik semptomlara sebep olur [66].

Bu tip enfeksiyonlarda hemorajik kolit, yaklasitk 5-10 giin siire sonunda
ilerleyerek hemorajik iiremik sendroma doniisebilir, bunun sonucunda ¢ok siddetli

anemi ve bobrek yetmezligi ile birlesebilir [66].

2.3. Mikroorganizma Tayininde Kullanilan Yontemler

Gida, yem, su ve g¢evresel orneklerde var/ yok ya da sayim seklinde yapilan
mikrobiyolojik analizlerde dogru sonuglarin alinmasi i¢in ¢esitli kurallar vardir.
Bunlarin basinda analiz edilen numuneye disaridan bir bulasma olmamasinin
saglanmast gelir. Materyaldeki mikroorganizmalarin c¢alisanlara ve g¢evreye
bulasmamasi da 6nemlidir. Genel laboratuvar kurallarina uyulmasi konusunda gesitli

ulusal ve uluslararasi standartlar bulunmaktadir [67], [68], [69].

24



Koliformlar fakiiltatif anaerob bakterilerdir; yani oksijenli ortamda
cogalabilmeleriyle beraber farkli olarak solunum mekanizmasiyla oksijen olmayan
ortamlarda c¢ogalabilmektedirler. Hem fermentatif hem de nonfermentatif
metabolizmas1 mevcuttur. Laktoz ve mannitolii fermente edip asit ve gaz meydana
¢ikarmakta, triptofandan indol sentezleyebilmektedir. Ayrica bu bakteriler spor
olusturmayan, gram-negatif ve c¢ubuk bi¢imindedir. Koliform bakterilerin
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae
ve Citrobacter freundii tiyelerindendir. Cocuk diskisindan 1885 yilinda izole edilmis
olan Esherichia coli; giinlimiizde yapis1 en fazla bilinen ve ¢ok ¢alisilan bir koliform
grubu bakteridir. 37°C sicaklikta gelisebilen E.coli i¢in optimum pH degeri 7.2 iken,
minimum deger pH 5°tir. E.coli’nin patojenik olmayan suslari insanlarin ve
hayvanlarin bagirsak florasinda mevcuttur. Hayvanlarin bagirsaginda ve diskisinda
yagamini siirdiiren E.coli'nin i¢gme sularinda veya gida maddelerinde belirlenmesi
durumunda o maddeye dogrudan veya lagim suyu ile diski bulastiginin kanitidir.
Bununla beraber toprak ve bitki yoluyla da insan viicuduna giren koliform grubu
bakteriler 6nemli saglik sorunlarina neden olurlar. Koliform bakteri sayiminda
kullanilan geleneksel yontemler; membran filtrasyon yontemi, EMS yontemi, kati
besiyerinde kullanilan yontemler ve hizli sayim yontemleri seklinde dort gruba
ayrilirlar.

Var/ yok testleri genellikle patojenler i¢in uygulanirken, sayim testleri genellikle
curiikciiller i¢in kullanilir. Sayim, hedef alinan mikroorganizmanin numunedeki
muhtemel sayisi ya da hedeflenen sayis1 dikkate alinarak yayma plak kiiltiir sayim,
dokme plak kiiltiirel sayim, en muhtemel say1 yontemi ile sayim ve membran filtrasyon
yontemi ile yapilir. Bunlarin disinda mikroskobik sayim, metabolizmaya dayali sayim
vb. bagka sayim yontemleri de vardir. Sularin mikrobiyolojik tayininde 1 mL 6rnekte
22°C sicaklikta koloni sayimi ile 37°C sicaklikta koloni sayiminin dokme kiiltiir sayim
yontemi ile ancak, 250 mL oOrnegin E. coli, enterokoklar, koliform bakteri,
Pseudomonas aeruginosa, oksijensiz sporlu siilfat indirgeyebilen bakteriler ve patojen

stafilokoklarin membran filtrasyon yontemi tayini ile hiikme baglanmigtir [24], [67].
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2.3.1. Klasik Yontemler

2.3.1.1. Kuru Madde Tayinine Dayah Yontem

Kuru madde miktar1 biyokiitlenin tahmini i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu amagla, belirli bir hacme sahip belirli bir mikroorganizma kiiltiiriindeki (saf kiiltiir)
hiicreler damitik su ile yikandiktan sonra kuru madde tayinleri yapilmaktadir. Bu
prosediir substrat olarak c¢oziinmeyen katilar kullanildiginda, gergek biyokiitleyi

vermeyecegi gibi diisiik mikroorganizma miktarlarinda da tayini zorlastirmaktadir.

2.3.1.2. Mikroskobik Sayim Yontemi

Bu yontem dahilinde hiicreler, 6zel iiretilen lamlarin (Thomalami, Howard lam1
vb.), kullanim i¢in belli bir hazirlik gerektiren normal lamlarin (Breed yontemi) veya
membran filtrelerin {izerine yayilarak ya dogrudan ya da boyama islemi sonrasinda
mikroskopta sayilmaktadir [70]. Sayim sonucu mikroskobik sayi/mLveya
mikroskobik sayi/gram olarak verilmektedir [29]. Cogu gelencksel yonteme gore
oldukc¢a hizli olsa da, bu yontemde canli ve 6lii hiicreler ayirt edilemediginden ve

hiicreler ile 6rnek igerisindeki partikiiller karistirilabilmektedir.

2.3.1.3. En Muhtemel Say1 Yontemi

Bu yontem bakteri sayiminda siklikla tercih edilmekte ve {i¢ basamakta
uygulanmaktadir.

Bu basamaklar sirasiyla:

e Koliformlarin muhtemel sayisini tespit etmek,
e Koliform bakterilerin kesin sayisini belirlemek, bununla birlikte ayn1 olmayan
bir besiyerinde fekal koliform bakterilerinin sayisini tespit etmek,

e  Bakteri sayisini tespit etmek.

Koliform grubu bakterilerin numune igerisinde aranmasina yonelik ¢alismalar

Uluslararas1 Standartlar Orgiitii (ISO) ve Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) tarafindan
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yapilmistir. Bu caligmalar; standart analiz yontemlerine gore hazirlanan ornegin,
dilisyonlar1 i¢erisinden ardisik bes diliisyondan tiger adet Lauril Siilfat Triptoz Broth
(LST) her bir kiltiire 1 mL ekim yapilmasi ve 37°C'de 24 - 48 saat inkiibe edilmesi
sonucu pozitif olan tiipler olas1 koliform olarak degerlendirilmesine dayanir. Bu
yontemde, olast koliform bakterilerin sayisini belirlemek i¢in Brilliant Green Bile
Broth (BGBB) kiiltiiriine ekim yapilir ve 37 °C sicaklikta 24 - 48 saat arasinda inkiibe
edildikten sonra pozitif sonu¢ veren tiiplerin koliform grubu bakteriler icerdigi
sOylenebilmektedir [71].

TS 6063/ISO 7251 yonteminde E. coli aranmasi, ardisik bes diliisyondan tiger
adet LST besiyerine 1’er mLekim yapilir, 37°C'de 24 (gerekirse 48) saat siire boyunca
inkiibasyona birakilarak baslatilir. Bu noktada pozitif olan tiiplerden su banyosu i¢inde
44,5°C'de yakalanan E. coli (EC) Broth besiyerlerine ekim yapilir ve gaz olusmasi i¢in
yine 44,5°C'de 24 (gerekirse 48) saat inkiibasyon yapilir. Bu siire sonucunda gaz
gozlenen tiiplerin fekal koliform igerdigi varsayilmaktadir. Deneyin bir sonraki
asamasinda EC Broth besiyerinde pozitif olan 6rneklerden 44,5°C'deki Tripton Water
(TW) besiyerine ekim yapilarak yine ayni sicaklikta 48 saat boyunca inkiibe edilir ve
bu siire sonunda indol testi gergeklestirilir. Eger indol testi pozitif sonuglanirsa pozitif
sonuclar iceren tiiplerde E. coli, pozitif sonu¢ vermeyen diger tiiplerde ise E. coli
disindaki diger fekal koliformlarin oldugu sonucu ¢ikarilir.

Bu yonteme uygun olarak hazirlanmis olan 6rnek diliisyonlarindan ardisik {i¢
diliisyondan 3’er tane LST besiyerine 1’er mLekim yapilir, 35°C sicaklikta 48 saat
stire boyunca inkiibe edilir, daha sonra pozitif olan tiipler muhtemel koliformlar olarak
degerlendirilir. Bu degerlendirme agamasinda pozitif olan tiiplerden BGBB ve EC
Broth besiyerlerine ekim yapilirak 35°C'de 48 saat inkiibasyon yapildiktan sonra,
BGBB tiiplerinden alinan pozitif sonuglar koliform grubu bakteriler olarak
dogrulanmakta, 44,5°C'de 48 saat siire boyunca inkiibasyon yapilan EC Broth
tiplerinden alinan pozitif sonuglar ise fekal koliform grubu bakteriler olarak kabul
edilir ve sayilirlar. Bu asamanin ardindan ayrica Eosin Metilen Blue Agar (EMB)
besiyeri iizerine pozitif sonuclu tiiplerden alinan 6rnekler ile siirme yapilarak gram
boyama ve IMVEC testlerinin uygulanmasi ile de E. coli’nin varligi dogrulanmaktadir
[72].
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2.3.1.4. Besiyeri Yontemi

Birgok kurulus tarafindan koliform grubu bakteri ve E. Coli belirlenmesinde
standart metod olarak EMS yontemi kullanilirken, bilhassa izolasyon amaciyla sayim
deneylerinde kat1 besiyeri kullanilir. Bu amaca uygun olarak Violet Bile Red (VRB)
Agar besiyeri kullanilmaktadir. Bu besiyerin de ¢ift tabaka dokme plak yontemleri
yayma ve dokme yontemleri sayim yapilirken kullanilmaktadir [19].

Petrifilm VRB yontemi, VRB Agar besiyerine alternatif olarak da
kullanilmaktadir. Besiyerinin igeriginde katilastirict madde olan agarin yerine soguk
suda ¢oziinmesi daha fazla olan baska bir madde kullanilmaktadir. Besiyeri icerigi
kurutulduktan sonra tizeri plastik bir film tabakasi ile kaplanmis olarak kullanima hazir
bir sekilde satilabilmektedir. Bu metoda gére numuneden 1 mLalinip besiyeri iistiine
eklenir. Plastik filmin iizerine basing uygulayarak numune 20cm? bir alana
yayllmasina olanak saglanir. 32+1°C'de 24+2 saat siire boyunca inkiibe edildikten
sonra, ¢evresinde bir ya da birden ¢ok gaz kabarcig1 goriilen koloniler koliform bakteri
olarak sayilabilir [20].

2.3.1.4.1. Besiyeri Cesitleri

Ampil (Sivi) - Kullamma Hazir Besiyeri: Bu besiyeri, laboratuvarlarda

cogunlukla harcanan siire, egitimli personel ve ekipman problemlerini ¢6zmektedir.

e Tek kullanimlik besiyeri 2 mL'lik plastik ampuller bigimindedir ve kullanmak
oldukga kolaydir.

e Besiyerinin stabilitesi ve performansina etki eden biitiin faktorler tiretim asamasi
boyunca 6zenle analiz edilerek, kalite bakimindan test edilmekte ve buna bagh

olarak optimum koloni gelisimi ve en yiiksek raf 6mrii saglanabilmektedir [73].

Petri Kabinda Kullanima Hazir Besiyeri: Kullanima hazir petri kabinda besiyeri,
mikrobiyoloji laboratuvarinda ¢ogunlukla harcanan siire, egitimli personel ve ekipman
problemlerini ¢ozmektedir. 60 ve 90 mm ¢apinda olan c¢esitleri ile kullananlarin

degisik isteklerine ¢oziim sunar.
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e Rahatlikla depolanabilir. Sicaklik segenekleri ile besiyerinin kararliligini ve
performansini degistirmeden ¢ok yerde kolaylikla saklanma saglanr.

e Maksimum raf dmrii ile stok ve tedarik problemlerini ortadan kaldirir [74].

Dehidre Besiyeri: Besiyeri igerigi, formiilasyonunda vurgulanan miktarlarda bir
araya getirilerek kurutulur. Toz ya da graniil bigiminde ambalajlanarak kullanima hazir

karisim seklinde ki besiyerine, dehidre besiyeri denilir.

e Dehidre besiyerlerinde kullanan kisilerin giivenligi 6ne ¢ikarilmistir.
e Diger besiyerlerine gore daha uzun depolamaya olanak verirken, yogun sekilde

analiz yapilan laboratuvarlarda maksimum analiz kazancida saglamaktadir [73].

2.3.1.4.2. Sularda Koliform Grubu Bakterilerin Analizinde
Kullanilan Besiyerleri

Cesitli ulusal ve uluslararasi standartlarda gerek genel olarak gidalarda gerek
igme ve kullanma sulariin toplam koliformlar, fekal koliformlar ve E. coli analizi i¢in
onerilen farkli besiyerleri oldugu gibi, besiyeri iireticisi ticari kuruluslar tarafindan
pazarlanan bagka bilesimli ¢ok sayida besiyeri de vardir. Bunlar i¢inde Violet Red Bile
(VRB) Agar, Lauryl Sulfate (LST) Broth ve Lactose TTC Agar with sodium
heptadecylsulfate, uluslararas1 standartlarda en ¢ok deginilen besiyerleridir. Bu
besiyerleri bilesimleri ayn1 olmakla birlikte farkli ticari kuruluslar tarafindan farklh
isimlerle de pazarlanabilmektedir. Asagida bu amagla en yaygin kullanilan besiyerleri
hakkinda kisa bilgiler verilmistir [75], [78].

- VRB Agar: Bilesimi, Agar, Peptone from meat, Yeast Extract, Lactose, Crystal
Violet, Ox Bile (Bile Salt Mixture), Neutral Red seklindedir. Birgok uluslararasi
standarda (FDA Form 2400a 3/01, ISO 4832 gibi) kabul edilen koliform grup
tayininde kullanilmaktadir. VRBL (Violet Red Bile Lactose) Agar olarakta bilinir.
Besiyeri igeriginde olan safra tuzu ve kristal moru ilk 6nce Gram pozitifler olmak
tizere eslik eden floranin gelisimisini durdurur ve laktoz pozitif bakterilerin var
oldugu pH belirteciyle koloninin kirmizi renge donmesi ve safra asitlerinin koloni

cevresinde ¢okelti seklinde olmasi ile bulunur.
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Sekil 2.5: VRB Agar’da koliform bakteriler.

- LST Broth: ISO 4831 ve bir¢ok uluslararasi standartlarda koliform grubu
bakterilerin EMS yontemi ile sayilmasinda kullanilan bir besiyeridir. Bilesimi,
sodyum lauril siilfat, triptoz, laktoz, potasyum dihidrojen fosfat, sodyum kloriir ve
dipotasyum hidrojen fosfat bicimindedir. Besiyeri igeriginde ihtiva olan lauryl
sulfate eslik eden floranin gelisimesini yavaslatirken ¢ok miktarda bulunan gida
maddeleri ve fosfat tampon koliform grubu bakterilerin de hizli gelismesini ve ¢ok
fazla gaz ¢ikisina sebep olur.

- Brilliant Green Bile (BGB) Broth: Bilesimi, Pepton, Brilliant Yesil, Laktoz, Ox
Bile seklindedir. Birgok uluslararasi standartlarda koliform bakteri dogrulama
besiyeri olarak kullanilir. Ayrica bazi standartlarda koliform bakterilerin var/yok
testinde zenginlestirme besiyeri seklinde kullanilir. Besiyeri iceriginde yer alan
safra tuzu ve brilliant green eslik¢i floranin gelismesini yavaglatirken, laktozdan
gaz cikararak koliform grup bakteriler gelisebilirler.

- Lactose TTC Agar with sodium heptadecylsulfate: 1SO 9308-1:2004 numarali
standarttaki bu olmakla birlikte farkli ticari markalar tarafindan Lactose TTC Agar
with Tergitol® 7, Tergitol TTC, Tergitol-7 Agar gibi isimlerle de bilinir. Bilegimi,
Peptone Yeast extract, Bromotimol Mauvisi, Tergitol, Lactose, Meat extract, Agar
seklindedir. TTC, otoklavlanmis besiyerine sonradan eklenir. ISO 9308-1 sayili
standarda uygun sekilde ozellikle su tayinlerinde koliform grubu bakterilerin
membran filtrasyon ydntemi ile sayilmasinda kullanilir. insani Tiiketim Amagh
Sular Hakkindaki Yonetmelik, sularda koliform grup bakteri analizinin membran
filtrasyon yontemiyle yapilmasi gerektigini ve bu amagla Tergitol TTC

kullanilmasimni hiikkme baglamistir (ISO 9308-1). Tergitol TTC, koliform grup
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bakteriler i¢in kullanilanlar arasinda zayif selektiviteye sahip bir besiyeridir. Buna
bagl olarak yakin akraba tiirler, bu besiyerinde yeterince baskilanmaz. Ancak
besiyerinin zayif selektiviteye sahip olmasi, stres altindaki koliformlarin da
gelismesine izin verir. Koliform grup bakteriler laktozdan asit olusturur. Bu asitlik filtre
altindaki sar1 benek ile belirlenir. Filtrenin {izerindeki kolonilerde goriilen sar1/ turuncu
renk, olusan asitlikten degil, TTC'min zayif olarak indirgenmesinden kaynaklanir.
Koliformlar TTC'yi zayif olarak indirgerler ve buna bagl olarak sar1/ turuncu renkli
koloni yaparlar. Koliform grup bakterilerin disinda da bu besiyerinde gelisebilen ve
zayif bir sekilde TTC'yi indirgeyerek sar1/ turuncu renkli koloni yapabilen bakteriler
bulunabilir. Dolayisi ile koliform grup bakteriler igin tipik reaksiyon olan laktozdan
asit olusumu, filtre tizerindeki sari/turuncu renkli kolonilerin, filtre altinda sar1 benek
vermesi ile kontrol edilir. Sar1 benek kontrolii, emdirilmis besiyeri olan pedin altindan
degil, filtrenin altindan yapilmalidir. Sar1 benek kontrolii, emdirilmis besiyeri olan
pedin altindan degil, filtrenin altindan yapilmalidir.

- Chromocult Coliform Agar: Bilesimi, Agar, Pepton, Sodyum dihidrojen fosfat,
Sodyum Piruvat, Tergitol 7, Triptofan, Sodyum kloriir, Disodyum hidrojen fosfat,
Sorbitol, Kromojenik karisim seklindedir. Ayrica tergitol—7, Gram pozitiflerin ve
bazi Gram negatiflerin gelismesini baski halinde tutar. Koliform bakterilerine 6zgii
olan 3-D-galaktosidaz enzimi kromojenik substrat olan Salmon—-GAL’1 pargalar ve
pembe-kirmizi renkte koloni olugsmasina sebep olur. E. coli bakterisine 6zgii olan
3-D-Glukuronidaz enzimi igerikte yer alan X—Glukuronide substrati ile pargalanir.
Boylelikle Salmon—GAL'in E. coli bakterisi olarak parcalamasi ile birlikte X-
Glucuronide substrati da pargalanarak farkli koyu mavi — mor renkli koloni

olusturarak ayirt edilir.

o

,.. .

Sekil 2.6: Chromocult Coliform Agar' da koliform bakteriler.
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- m-FC Agar: AOAC, APHA ve EPA yonergelerine uygun olarak membran
filtrasyon metodu ile sularda fekal koliformlarin bulunmasi ve sayilmasi igin segici
kat1 besiyeri olarak kullanilmaktadir. igerigi Agar-agar, Proteose peptone, Yeast
extract, Safra tuzu, Sodyum Kloriir, Laktoz, Triptoz, Metilen mavisi seklindedir.
Iceriginde, onceden kullamilan Anilin mavisi yerine simdi metilen mavisi
kullanilmaktadir. Pepton ve maya ekstrakti besin kaynagi iken, safra tuzlar1 Gram
negatif refakat¢i florayr baskilar. Laktoz, yiiksek sicaklikta fekal koliformlar
tarafindan fermente edilir ve mavi renkli koloni olusturur. Besiyerinde gelisebilen
diger koloniler gri renkli koloni yapar. Yiiksek inkiibasyon sicakligi, diski kokenli
olmayan (non-fecal) koliformlar1 baskilar. Inkiibasyon 36 °C'da yapilirsa, fekal olan
ve olmayan tiim koliformlar ayni renk ve biiyiikliikte koloni olustururlar. Bu
nedenle, fekal koliform analizinde 44.5 + 0.5 °C inkiibasyon sicakligi

kullanilmalidir.

Sekil 2.7: m-FC Agar’da koliform bakteriler.

- ENDO Agar: SMWW yonergelerine uygundur. ENDO NKS adi ile ticari marka
olarak da pazarlanmaktadir. Bilesimi Agar-agar, Dipotasyum hidrojen fosfat,
Laktoz, Pararosanilin (Fuksin), Sodyum siilfit (susuz), Pepton seklindedir.
Iceriginde yer alan fuksin ve sodyum siilfit Gram pozitif bakterilerin gelismesini
bask1 halinde tutar. E. coli ve koliform grubu bakteriler laktozdan asit ve aldehit
ortaya ¢ikararak metabolize eder. Olusan aldehit, fuksini serbest hale getirir ve bu
sekilde kirmizi renkli koloni meydana gelir. Bu reaksiyon E. Coli bakterisinde ¢cok
giiclii gergeklesir ve kolonideki fuksin pargaciklari ile koloni rengi metalik parlak

yesil (fuksin parlakligi) olarak goriinir.
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Sekil 2.8: Endo Agar’da koliform bakteriler.

2.3.1.5. Membran Filtrasyon Yontemi

20. ylzyillm en onemli icatlarindan biri olan membran filtre, Gottingen
Universitesi'nden Prof. Richard Zsigmondy tarafindan bulunmustur. Prof. Zsigmondy,
“inorganik ve kolloid kimya” alaninda yapmis oldugu ¢aligmalar sebebiyle 1925°te
Nobel odillinii  almistir. 1927 yilinda  Sartorius  destegi ile kurdugu
Membranfiltergesellschaft m.b.H. sirketi ile membran filtrenin teknik gelisimi ile
birlikte, ticari alanda daha fazla firsatlar olusmasini saglamustir. Ikinci Diinya
Savasindan sonra, kullanilamaz hale gelen alt yapinin olusturdugu igme suyunda
kontaminasyona bagli olarak kolera riski sebebi ile membran filtrenin mikrobiyolojik
tayinlerde kullanilma olanagini dogurmus ve bu olanak membran filtreyi bugiinde
islevini silirdiiren ilk amacia ulastirmistir [79]. Glinlimiizde su dolumu yapan
fabrikalarin bir¢ogu, kaynak sularini mikroorganizmalardan ayristirmak i¢in membran
filtrasyon sistemlerini kullanmaktadirlar.

Membran filtrasyon yontemi, igme ve kullanma sularina veya diger sivilara
mikrobiyolojik analiz uygulanmasi amaciyla yapilmaktadir. Membran filtrasyon
yontemiyle sulardaki veya sivilardaki mikroorganizmalarin belirlenmesi amaciyla
yapilmaktadir. Membran filtrasyon yontemi yiiksek hacimli sivilarla ¢alismaya,
koliform grubu bakterileri ve sayilarini tespit etmeye elverigli bir yontemdir. Ayrica
membran filtrasyon yontemi klasik tayin yontemlerine gore daha hizli ve gilivenilir
sonuglar verdiginden daha fazla kullanildigi goriilmektedir. Membran filtrasyon
yonteminde sivi numune, mikroorganizmalarin ge¢cmesine izin vermeyecek por
biiyiikliigiine sahip membran filtreden vakum vasitasiyla siizilmektedir. Temiz bir

emici ped lizerine emdirilmis mikroorganizmanin tiiriinii belirleyici ayrica segici bir
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besiyeri Ustline ekim yapilmaktadir. Bekleme siiresi sonucunda membran filtre
tizerinde bulunan kareler sayesinde sayim kolaylikla yapilir [15].

Kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik tayin i¢in su numunelerini alirken; cam sise
veya plastik sise, temiz bir kap (Hidroklorik asit ve numune alinan su ile birka¢ kez
calkalanmis) kullanilmaktadir. Mikrobiyolojik tayin i¢in; steril olan koyu renkli cam
sise, kapak veya plastik tipa kullanilmaktadir. Bu ydntem analizi yapilacak
numunelerin i¢erdigi mikroorganizmalardan daha kii¢iik boyutlu por genisligine sahip
olan membran filtre lizerinden numunenin vakumla filtre edilmesi, filtrasyon bittikten
sonra filtreden gecememis mikroorganizmalarin tiiriine 6zgii olan besiyeri lizerinde ve
uygun sicaklikta inkiibasyon yapilmasi sonucunda meydana gelen kolonilerin
say1lmasi prensibine dayanmaktadir [50], [76]. Membran filtre tipleri ve gaplar1 ile
alakali olarak yapilan es gilidiimlii analizlerde 0.45um =+ 0.02 pm por c¢ap1
biiyiikliigiinde filtrelerin mikrobiyolojik tayinlerde ¢ok daha fazla basarili oldugu
gorilmiustir.

Calisma yontemi olarak bir siizgecin gordiigii islevi goriir. Bakteriler 0.45 pm
porlu (gbzenekli) membran filtreden gecemez ve filtre yiizeyinde kalir. Maya ve kiif
analizlerinde daha biiyiik por ¢apli (0.65; 0.8; 1.2 pm) filtreler kullanilmaktadir.
Membran filtrasyon sisteminden gegen s1vi ve gazlardaki mikroorganizmalar filtrenin
ylizeyine tutunur. Daha sonra bu filtre, uygun bir besiyeri iizerine yerlestirilirek hedef
mikroorganizma i¢in uygun sicaklik, siire ve basingta inkiibe edilir.

Besiyeri olarak;

- Besiyeri emdirilmis ve kurutulmus pedin islatilarak aktive edilmesi ile
hazirlanan hazir ticari preparat,
- Bos pede s1v1 besiyeri ilavesi ile hazirlanan ticari olan ya da olmayan preparat,

- Laboratuvarda hazirlanan besiyeri olmak tlizere farkli besiyerleri kullanilabilir.

Yerli ve yabanci ticari kuruluslar hazir pedlere ilgili besiyerini emdirip,
kurutmakta ve bu pedleri steril plastik Petri kutular1 i¢ine yerlestirerek kullanicilara
sunmaktadirlar. Bu kitler kullanim asamasinda steril saf su ile islatilarak aktive
edilmektedir.

Yine yerli ve yabanci ticari kuruluglar tarafindan hazirlanip piyasaya sunulan
diger besiyeri segeneginde bos steril pedler, steril Petri kutusuna yerlestirilerek

sunulmaktadir. Yaygin pazarlama sekli ile bu Kkitlerin yaninda sivi besiyeri de
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verilmekte, kullanic1 steril pede steril sivi besiyerini ilave ederek besiyerini
hazirlamaktadir. Stvi besiyeri, kit ile birlikte pazarlanabildigi gibi kullanici tarafindan
laboratuvarda da hazirlanabilir.

Dogrudan agarli besiyerleri de bu amagla kullanilabilir. Bu amagla kullanici,
besiyerini laboratuvarda hazirlayabilecegi gibi hazir olarak pazarlanan agarli besiyeri
de kullanabilir. Her 3 se¢enegin de bilimsel olarak bir farki yoktur [75], [77].

Membran filtreler seliilloz nitrat, seliiloz ester, karisik ester vb. bilesimlerde
olabilmektedir. Sekil 2.10'da seliilloz asetat filtre gozenek yapisi, Sekil 2.11°de

membran filtre kesiti goriilmektedir [75].

Sekil 2.9: Seliiloz asetat filtre gdzenek yapisi.

Sekil 2.10: Membran filtre kesiti.

Sularin membran filtrasyonunda hedef hacimde (100; 250 mL) su, vakum
destegi ile filtreden gegirilir ve mikroorganizmalarin tutunmus oldugu yiizey iistte

kalacak sekilde uygun bir besiyerine yerlestirilir (Sekil 2.12) [20].
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100 mLSu :

-
VAKUM

Sekil 2.11: Membran filtrasyon.

2.3.1.5.1. Membran Filtrasyon Yonteminin Uygulanisi

Oncelikle isleme baslamadan sistemin tamamen temizlenmesi gerekmektedir.
Temizleme islemi, ekipman oOzelliginden dolayr otoklav ile yapilabildigi gibi,
kimyasallarla da kolaylikla yapilabilmektedir. Kimyasal dezenfektanlar uygulanmasi
sonrasinda bu dezenfaktanlarin kolaylikla uzaklastirilmasi gerekmektedir. Kimyasal
dezenfektanlarin sistemde kalmasi analizi yapilan mikroorganizmanin olumsuz
etkilenmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte, alkol yiizeyden uzaklastirildiktan
sonra kalan kisminin yakilarak yok edilmesine ilaveten, analizden 6nce 50 mLcivari
steril distile suyun filtre edilmesi, sistem igerisinde kalan dezenfektanin yikanarak
uzaklastirilmasi i¢in etkin bir yontemdir [78].

Geleneksel yontemde aseptik sartlara uyularak filtrenin koyulacagi taban steril
edilmis su ile islatilir ve filtre buraya koyulur. Koruyucu plastik katman otomatik
olarak kalkar, bu boliim filtreden ayrilir. Daha sonra siizme haznesi yerine yerlestirilir.
Hedeflenmis miktara uygun miktarda sivi numune huniye koyulur, pompa

calistirilarak ve numune s1ivi membran filtreden gegirilir. Filtre;

- Steril s1v1 besiyeri ile 1slatilmis absorban pet lizerine,

- Steril su ile 1slatilmig besiyeri ihtiva eden absorban pet iizerine,

- Agarli besiyeri iizerine mikroorganizmalarin tutundugu yiizey fstte kalacak
bicimde yerlestirilerek, hedeflenen bakteriye uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilir

[79].
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2.3.1.5.2. Membran Filtrasyon I¢cin Kullanilan Malzemeler

Filtrasyon Manifoltlari: Degisik filtrasyon basliklarina sahip oldugundan hem
paslanmaz gelik ve cam filtre tutucular ile hem de tek kullanimlik Microfil filtrasyon

hunileri ile kullanma imkani mevcutur.

- Tekli, 3'li ve 6'l gesitleri vardir. Tiim pargalar kolaylikla sokiilebilir.

- Kompakt tasarima sahip oldugundan dolay1 asilama kabininde kullanilir.

- Her iki taraftan vakum baglantisina olanak saglar.

- Vana ve kulplar aliiminyum, baglant1 parcalar1 ve vananin govdesi paslanmaz

celiktendir. Otoklavlanarak tekrar kullanilabilir [73].

Analitik Huniler: Membran filtrasyon yonteminde kullanilan analitik huniler

asagidaki basliklar ile gosterilebilir:

e Microfil Tek Kullanimlik Huni: Steril Microfil huniler, polipropilen
hammaddeden iiretilmis olup tek kullanimlik ve hafif yapidadir [80].

e 55-Plus Monitor Tek Kullanimlik Huni: 55-Plus Monitor sistemi, i¢ceceklerin ve
diger sivi numunelerin ¢ok daha ¢abuk ve kolay tayin edilmesine imkan saglar [73].
e Paslanmaz Celik Filtre Tutucu Huni: Mikrobiyolojik veya partikiil
kontaminasyonu tayini i¢in sivilarin vakumla filtrasyonunda kullanilabilir.

e Cam Filtre Tutucu Huni: Mikrobiyolojik, askida kati madde tayini, partikiil

kirliligi tayini ve sitoloji uygulamalarinda kullanilabilir [80].
Membran Filtreler: iki ¢esit membran filtre kullanilir:
e Membran Filtre, Steril, Tek Tek Ambalajli: Bu tip membran filtreler steril ve
ayr1 ayr1 paketlenmis, membran filtrelerdir.
e EZ-Pak Serit Membran Filtre, Steril: Bu membran filtreler steril, serit seklinde

formlu, kareli membran filtrelerdir [81].

Membran Filtre Dispenseri: EZ-Pa Curve membran filtre dispenseri, EZ-Pak

membran filtreler ile kullanilabilmektedirler.
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- Dispenser oldukea hafiftir ve bu sayede kolaylikla taginabilir.

- Infrared sensorle el ile temasa ihtiyag olmadan membran filtre kullanima hazir
hale getirilir.

- Kablolu veya kablosuz kullanilabilmesinden dolay1 laboratuvarlarda istenilen
yerde rahatlikla kullanilabilir [79].

EZ-Stream Vakum Pompasi: Deney siiresini kisalmak ve konforu fazlalagtirmak

i¢in tasarlanmustir.

- Biitiin manifolt ¢esitleriyle kullanmak miimkiindiir.

- Atik olarak ¢ikan siviy1 depolamak amaciyla ek bir kaba gerek yoktur. Bu ylizden
calisma alaninda 6nemli bir yer kazandirir.

- EZ-Stream pompasi, laboratuvar analizlerinde sivilarin ve gazlarin filtreden
gecirilmesinde kullanilir.

- Pompanin piiriizsiiz olmasi, ylizeylerin dekontaminasyonun islemleri rahat ve
verimli kilar.

- Sessiz ¢aligma; giiriiltii seviyesi 60 dB'nin altinda olacak bicimde optimize
edilmistir.

- Diyafram, kimyasallara direngli politetrafloroetilenden (PTFE) imal edilmistir ve

bakim istemez [80].

Millivac Vakum Pompasi: Millivac; su ve sulu numunelerin filtre edilmesi ve
diger laboratuvar deneyleri icin devamli vakum saglayan, kompakt ve bakim

istemeyen vakum pompalaridir.

- Patentli diyafram tasarimi ile pompalarin kapladigi hacim azaltilmistir.

- ki ¢esidi bulunmaktadir.

- Millivac Mini Vakum Pompast su ve sulu numunelerin filtrasyonunda; Millivac
Maxi Vakum Pompasi ¢ok daha biiyiik hacimli numunelerin ve viskoz numunelerin
filtrasyonunda kullanilir [74].

Vakum / Basing Pompasi: Yiiksek Verim Pompasi daha fazla kuvvet saglamak

igin piston ile galisan bir tasarima sahiptir ve maksimum akis hiz1 34 L/dk'dir [79].
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2.3.1.6. Hizhh Sayim Yontemleri

2.3.1.6.1. MUG Yontemi

AOAC tarafindan E. coli i¢in hizli tayin yontemi olarak belirtilen bu yontemde,
numuneden diliisyonlar hazirlandiktan sonra ardisik {i¢ diliisyondan ii¢ tane LST Broth
besiyerine ilave edilerek, tliplerin agzi kapatilip su banyosu igerinde 44.0 = 0.2 °C
sicaklikta 24 saat siire boyunca inkiibe edilmekte ve pozitif olan tiipler biiyiik olasilikla
E. coli olarak degerlendirilmektedir. Bundan sonra kiiltiirlerden alinan 6rnek EMB
Agar besiyeri lizerine siiriilerek E. coli' olup olmadig1 dogrulanmaktadir. Bu yontemde
toplam tayin siiresi 48 saattir [74].

Bu yontemin ¢aligma prensibi; direkt olarak besiyerine eklenen ya da secici katki
maddesi olarak eklenen 4-methyleumbelliferyl-p-D-glucuronide (MUG) adli bilesigin
E. coli 'ye 6zgii bir enzim olarak bulunan B-D-glucuronidase (MUGase, B-GUR)
enzimi vasitasiyla 4- methyleumbelliferone adl1 florojenik bir bilesige dondiiriilmesi
ve bu lriiniin 366 nm dalga boylu ultraviyole 151k altinda floresan 1s1ma yapmasi
prensibine dayanir. MUG, her ¢esit kat1 ya da sivi besiyeri bilesimine kolayca
eklenebildiginden dolayr EMS yontemi, kati besiyerleri yontemi ve membran
filtrasyon yontemi ile yapilan E. coli tayinlerinde kullanilabilmektedir [19].

B-D-glucuronidase pozitif olan bakteriler igerisinde indol pozitif sonu¢ veren
yalnizca E. coli 'dir. Bu nedenle E. coli haricinde bazi -D glucuronidase pozitif sonug
veren Enterobacter, Citrobacter, Salmonella, Shigella suslarinin sebep oldugu yanlis
pozitif sonuglar indol testi yspilarak belirlenmektedir. Ayrica bazi E. coli suslar1 yogun
¢ogalma ile birlikte ¢ok miktarda asit ortaya ¢ikarmakta ve bunun sonucunda floresan
1s1may1 maskelemektedir. Bu durumda besiyerine 1 ml, 1 N NaOH eklenerek floresan

1s1ma kesinlestirilebilmektedir [19].

2.3.1.6.2. Dogrudan Epifloresant Filtreleme Teknigi (DEFT)

DEFT teknoloji ile uyumlu pratik bir teknik olarak goriilmektedir. Analizi
gerceklestirilecek drnekler filtrelenir ve floresan 6zellige sahip uygun bir indikator ile
isaretlenir. Bu yontemde kullanilan “akridin oranj” yontem ig¢in orijinal bir indikator

olarak kullanilmasina ragmen son zamanlarda gerceklestirilen uygulamalarda 4',6-
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diamidino-2-phenylindole (DAPI) 6n plana tasinmistir. Epifloresans mikroskopi,
floresans ozellik tasiyan/tagimasi saglanan mikroorganizmalar i¢in kullanilmaktadir.
Teknigin duyarliligi filtrelenen hacime ve mikroskop altinda goriintiilenen alan
sayisina baglidir. Mikrokoloni olusumu, teknigin dogrulugunu ve hiicrenin tayinini
kuvvetlendirir. Bu teknikte filtreleme sirasinda mikroorganizmalarin membran
lizerinde yayilmasi Onem kazandig1r i¢in kullanilmasi olasi c¢ozeltiler bir 6n

filtrelemede kullanilarak uygun ¢ozelti segimi yapilabilir [82], [83].

2.3.1.6.3. Enzim Bagh Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA hiicresel bilesime dayali bir tekniktir. Bu teknikte antijen-anti body
reaksiyonu belirli mikroorganizmalarin veya hiicresel bilesimin tayini i¢in kullanilir.
ELISA ge¢misten bu yana klinik uygulamalarda oldukg¢a tercih edilen bir teknik
olmustur [88]. Analiz siiresi bakteriler i¢in 24-52 saat arasinda degisirken mikrobiyal
toksinler icin bu siire 4-24 saat arasinda degismektedir. Cogu immiinolojik testlerde
104 hiicre/mLkadar bakteri sayisi tayinin gerceklestirilmesi i¢in gereklidir. Bu ylizden

bu durumlarda 6n zenginlestirme yapilabilir [84].
2.3.1.6.4. Akis Sitometrisi

Flow sitometri, akmakta olan numune icindeki hiicre veya partikiillerin
ozelliklerinin tantmlanmasidir. Akis sitometrisi ile siispansiyon seklinde olan hiicreler
veya partikiiller, lazer 15181 sayesinde aydinlatilmakta olan bir kisimdan gegirilir;
hiicrelerin ve partikiillerin 1518 Oniinden gegtiklerinde verdikleri sinyalleri hemen
ardindan toplanarak tayin edilir. Meydana gelen sinyallerin kaynagi, hiicrenin ya da
partikiiliin buyiikliik, graniilarite gibi fiziksel yapisi olabilecegi gibi; hiicreye bagl
olan c¢esitli florofor da olabilir. Bu sekilde hiicrelerin ya da partikillerin
immunfenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli gibi

degisik ozellikleriyle ilgili bilgi sahibi olunabilir [85].
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2.3.1.6.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, niikleik asit tabanli, genotipik teknoloji igeren bir tekniktir. Sistem basit
bir 6rnekle fotokopi makinas1 gibi ¢alisir, niikleik asitfragmentleri kopyalanir. Niikleik
asit fragmentleri hiicre i¢i kullanimi igin polimerizasyon teknikleri kullanilarak
kuvvetlendirilir. Ornegin ayna-imaj kopyalama teknigi bu isi yapabilir. Daha sonra
orijinal hedefin bir sonraki kopyalar1 bu ve buna benzer farkli teknikler kullanilarak
yapilir. Cesitli PCR metotlar1 kullanilabilir: reverse transcripterase PCR (PCR-RT),
nucleic acid sequence based amplification (NASBA), veya transcriptionmediated
amplification (TMA) [83].

PCR, DNA sentez baslangicinda spesifik primeri saglamak i¢cin DNA sentez
gereksinimi lizerinden yiiriitiiliir. Primerin saglanmasit ile teknisyen sentez
baslangicinda bakteriyel kromozomun yerini kontrol eder. Tespit isleminden sonra

bakteriye ait DNA dizilimi elde edilir [83].
2.3.1.6.6. Immunomanyetik Ayirmaya Dayah Yontemler

Immunomanyetik ayrim (IMA) ydnteminin temeli, manyetik alan varliginda
yiizeyi antikorlu kiirelerin ortamda diger tiirlerden miknatislanma ile ayrilmasi ve
ayrilan tiirlerin tayin edilmesine dayanir [86]. IMA, hedeflenen bir maddenin karisik
bir ortam i¢inden spesifik olarak ayrilmasini saglamaktadir. Bu amagla paramanyetik
veya slipermanyetik partikiiller, manyetize olabilme niteliklerini sadece disardan
saglanan manyetik bir alan oldugunda gostermektedirler [87]. Bu alan
uzaklastirildiginda, miknatisa dogru bir araya gelme 6zelliklerini yitiren partikiiller
birbirlerine yapigsmadan homojen bir karigim olusturmaktadirlar [86].

Manyetik partikiiller farkli fiziksel 6zelliklerde olmakla birlikte, immunolojik
sistemler i¢in agliitinasyon ve 6zgiil olmayan baglanmayi da en aza indirebilme
imkanini sundugundan dolayi kiiresel partikiiller olarak (¢ogunlukla 2.8 um ve 4.5 pm
capinda) kullanilmaktadir [86]. Manyetik partikiillerin homojen biiytikliik ve sekilde
olmalar, fiziksel ve kimyasal agidan, kararl1 bir sistemin olusmasini saglamaktadir.

IMA’da kullanilan kiirelerin sentezi ¢ogunlukla demir bir merkez igeren
polistiren kiireler ile gergeklestirilmektedir. Bu kiirelerin igerisinde bulunan demir

merkez, kiireye paramanyetik 6zelligini kazandirmaktadir [83].
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Imiinolojik sistemlerde manyetik kiirelerin ytlizeyleri lizerine kovalent baglanma
ile olusturulan ve hedefe 6zgii monoklonal veya poliklonal antikorlar ile modifiye
edilen kiireler kullanilmaktadirlar. Bunun i¢in son zamanlarda streptavidin-biotin
konjiigasyonu manyetik kiireler ylizeyinde kullanilmaktadir. Suda ¢6ziinen, kiigiik bir
vitamin olan biotinin, yumurta beyazi proteini avidine karsi yiliksek affinitesi
bulunmaktadir [89].

Avidin ve biotin arasindaki baglanmanin hizli ve gii¢lii olmasi, bu sistemin
paramanyetik kiirelerin antikorlarla kaplanmasinda da kullanilmasini saglamstir.
Bakteriyel kaynakli bir protein olan streptavidin, ndtral birizoelektrik noktasi olmasi
ve karbonhidrat igermemesi nedeniyle uygulamalarda avidine tercih edilmektedir [89].
Streptavidin biotin sisteminin en énemli avantaji, baglanma sisteminin hizli ve basit
olmasidir.

IMA yonteminde, antikor kapli kiireler hazirlanan 6rnek ile karistirilmakta ve
uygun bir inkiibasyon siiresi sonucunda manyetik partikiillere baglanmis olan antijen,
manyetik bir ayirici ile bu karisimdan ayrilmaktadir. izole edilen bu manyetik partikiil-
antijen kompleksi 6l¢iim sistemine aktarilmadan 6nce uygun bir tampon ¢ozelti ile

yikanmaktadir.

2.3.1.6.7. Raman Spektroskopisi

Molekiillerin kuvvetli bir monokromatik 1s1mn demeti ile bir araya gelmesi
esnasindameydana gelen sagilmanin dedektor araciligiyla takibi easina dayali bir
yontemdir. Rayleigh sacilmasi olayz; bir ¢esit esnek sacilma olayidir. Bu 151k sacilmasi
esnasinda sagilan 151 biiyiikk bir kisminin enerjisi madde ile etkilesen 1518
enerjisine esit olur. Raman sagilmasi; elastik olmayan sacilma olayidir. Elastik sacilma
olayyla birlikte sa¢ilan 151831n ¢ok az1 molekiil ile etkilesen 15181n enerjisinden degisik
enerjiler ile yayilir. Raman sagilmasi esansinda sagilan 15181n enerjisinde, molekiil ile
tesir eden 1s18inkine gore olusan fazlalik veya azlik, 1s1kla etkilesen molekiiliin titresim
enerji diizeyleri arasindaki enerji farklar1 kadardir. Raman sagilmasinin spektroskopik
tayin edilmesi ile molekiillerin titresim enerji seviyeleri hakkinda fikir alinabilir. Bu
spektroskopik metot Raman spektroskopisi adini alir [90].

Sekil. 2.12 ’de Raman sagilmas1 esasninda meydana gelen molekiiliin titresim

enerji diizeyleri ile baglantis1 gosterilmistir.
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Sekil 2.12: Stokes ve anti-Stokes tipi Raman sagilmasi olaylarinin molekiil enerji
diyagrami ile gosterilmesi.

Enerjisi hvo olan bir foton, molekiil ile karsilastiginda sagilma islemi olmadan
cok az sayida foton, enerjilerinin bir miktarin1 molekiillere gegirir veya molekiillerde
¢ok az sayida fotona bir miktar enerji gegirilir. Enerji aktarma olay1 sonucu molekiiller
fotonla etkilestikten sonra farkli titresim enerji seviyelerinde bulunurlar. Enerjisini
aktaran molekiil, fotonla bir araya gelmeden 6nce 6nce temel titresim enerji diizeyinde
iken, bir araya geldikten sonra sonra uyarilmis bir titresim diizeyine gegiyorsa fotonun
enerjisi azalir ve molekiiliin titresim enerjisi artar. Boylece sagilan 1sinlara Stokes
hatlar1 denir [90].

RAYLEIGH SACILMASI

STOKES ANTI-STOKES
™ HATLARI HATLARI

Siddet

—Zoo —z00 0 200 400
AY (em™)

Sekil 2.13: Stokes ve anti-Stokes hatlari.

Raman tayflar1 bir molekiil i¢in kizilotesi tayflari ile beraber ele alindiginda o

molekiile ait neredeyse biitiin titresimlerin goriilmesini saglayarak, molekiiliin
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kimyasal yapisinin veya 6zelliklerinin belirlenmesinin daha dogru yapilmasini saglar.
Ancak biyolojik ¢aligmalarda, ortamda su olmasi kuvvetli absorplama 6zelligi gosterir.
Bu durumda IR ydntemi i¢in sorun olusturmaktadir. Bu nedenle, biyolojik ¢alismalar
icin IR spektroskopi ¢ok kullanigli olmamis, Raman spektroskopiyi oldukca 6n plana
¢ikarmistir. Su bulununan numunelerde analizin ¢ok daha kolay yapilabilmesi Raman
spektroskopinin en onemli avantajlarindan biridir. Bu yontem ile biyolojik olarak
cesitlilik  gosteren canlilarin  parmak izi bolgeleri ¢alisilarak  belirleme
yapilabislmektedir [83].

2.4. Nanopartikiiller ve Biyolojik Uygulama Alanlar:

Nanopartikiillerin  biiyiiklikkleri 150 nm'nin altindadir. Kiiciik boyutlari
sayesinde yiikksek kuantum mekaniksel Ozellikler gosterirler. Bu nedenle
fizikokimyasal 6zelliklerinin bilinmesi ve gelistirilmesi giiniimiizde birgok endiistriyel
alanda 6nem kazanmistir. Nanopartikiillerin; antiobiyotik direnci, kontrolli ilag salimu,
gen taginimi ¢alismalar1 ve biyosensér uygulamalar gibi alanlarda kullanilabilmesi

icin biyouyumlu olmasi ¢ok énemlidir [91 -93].
2.4.1. Altin Nanopartikiiller

Kolayca sentezlenebilen altin nanopartikiiller, fonksiyonellestirme yetenegi ile
sik sik ¢alisilan nanopartikiillerdir. Bununla beraber kuvvetli plazmonik 6zellikleri,
biyouyumlu olma, toksik olmama ve hiicrenin 6lmesine sebep olma gibi 6zellikleri ile
biyomedikal uygulamalarda; hedefe odakli ila¢ tasiyicilarin gelistirilmesinde
kullanilmaktadirlar. Altin nanopartikiiller 15-45 nm ¢aplarinda sentezlenebilmektedir.
Biiyiikliiklerindeki farkliliklar ile degisen hidrodinamik ve fiziko-kimyasal hareketler
gostermektedir [94], [95].

2.4.2. Manyetik Nanopartikiiller

Manyetik nanopartikiillerin (MNp) manyetik isaretleyici olarak biyolojik
maddelerin taninmasinda kullanilmasinin sebebi boyutlarinin kiiciik olmasi ve biiyiik

yiizey alani/hacim oranina sahip olmalaridir. Bununla beraber immiinomanyetik
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ayrim, ila¢ taginimi, hipertermi gibi biyomedikal uygulamalarda MNp’ler tercih
edilmektedir. Gegis metalleri ve metal oksitlerden olusan MNp’ler 1-100 nm
caplarinda sentezlenmektedir. Ancak gegis metalleri ¢ok kolay oksitlenir ve toksik
ozellik gostermektedir. Bundan dolayi, oksidatif olarak kararli olan ferrimanyetik
demir  oksitler, miknatislanma  ozellikleri  yiiksek olmamasma ragmen
kullanilmaktadirlar. Manyetik ¢ekirdek nanopartikiiller c¢ogunlukla kiimelesme
meyillerinin yiiksek olmasi nedeniyle kullanima uygun degillerdir. Ote yandan
biyolojik molekiiller ortamda metal bulundugunda kararli halde kalamayarak,
bozunma tepkimeleri verebilmektedir. Bundan dolayr manyetik ¢ekirdekler organik
olmayan maddeler ile kaplanarak biyolojik molekiiller ile ¢alismaya uygun hale
dontstiriilmektedirler. Boyutlar1 olduk¢a kiigiik oldugundan siiper paramanyetik
ozellik gosteren nanopartikiiller, kuvvetli manyetik yetenekleri ile birlikte kolloidal
ozellikleri sebebiyle de biyolojik ¢alismalarda tercih edilebilmektedir [96]. Antikor
baglanmis MNp’ler karisimdaki hedeflenen antijene hedefe 06zgli olarak
baglanmaktadir. Mikroorganizmalarin miktarlarinin belirlenmesinde kullanilmasinin
en 6onemli sebebi MNp’lerin hiicrelere baglanmasi antijen sayisiyla orantili olmasidir.
Ornegin, El-Boubbou ve arkadaslarmin yapmis oldugu calismada mannoz kaph
MNp’ler ile denemeler yapilmis ve sonucunda 200 kat monomerik mannozdan daha
yiiksek ¢ekim giicli gosterdigi goriilmiistiir. Bununla birlikte manyetik glikol Np’lerin
E. coli'nin tayininde kullanilip bununla beraber hedef bakterilerin bulunduklar
matrisden tasindigin1 soylenmistir [97]. Kan ornekleri ile ¢alisma yapildiginda analiz

stiresi 2 saat, tespit limiti 10 kob/mLolarak belirlenmistir.

2.4.3. Kuantum Noktalar

Caplart 3-11 nanometre civarinda olan, yari iletken nanokristal yapilardir.
Periyodik cetveldeki 11-VI ve 1lI-V grubu bilesiklerden kuantum nokta elde
edilebilmektedir. Bir¢ok yari iletken bilesik igin, Bohr yaricap1 1-11 nm araliginda
olmaldir.

Elektron-bosluk cifti birlesince ortaya ¢ikan 151 daha fazla enerjiye sahip kisa
dalga boyunda meydana gelmektedir. Bu sebeple, yari iletken nanokristalin boyutu
kiiciildiikge absorbe edilen ve yaymlanan 1smnin renginin maviye donmesi

goriilmektedir. Biiyiikliiklerinin ayarlanmasi ile bant boslugunda degisiklik meydana
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geldigi i¢in kuantum noktalara goriilebilir biitiin dalga boylarinda ve kizil 6tesi dalga
boylarinda 1g1ma yaptirilabilmektedir [45]. Mikrobiyoloji alanindaki kuantum
noktalari ile ilk ¢calismay1 Kloepfer ve arkadaslar1 2003°te yapmustir. Daha sonra Zhu
ve arkadaslari, su kaynakli bakterilerden olan Cryptosporidium ve Giardia igin
immunofloresan antikor prob i¢in denemeler yapmislardir. Zhao ve arkadaslari 2009
yilinda gidalarda bulunan patojenlerin kuantum nokta ve MNp baglanmalari ile
belirlenmesi tizerine ¢alisma yapmuslardir. Kitosan biyouyumlu bilesiklerden biridir.
Qdot yiizeyine kitosan baglanmasiyla kuantum noktalar pek ¢ok viicut i¢i ve viicut dis1
biyolojik goriintiileme ¢alismalarinda kullanilmaktadir [97]. Kitosan; Kkitine
deasetilasyon yapilmasi ile elde edilir. Deasetilasyon yapildiginda kitin {izerinde yer
alan asetilamino yapisi, amino yapisina doniisiir ve bu yapiya Kitosan adi verilir [96].
Kuantum noktalar; ¢cok fonksiyonlu yiizeyleri nedeniyle biyolojik molekiiller ile ¢cok
cesitli kovalent bag olusturabilir, gosterdikleri optik stabilite sebebiyle uzun uygulama
stirelerinde ¢aligsma yapilabilir, sahip olduklar {istiin parlaklik ve uyarlanabilir optik
ozellikleri sayesinde birden fazla iiriiniin ¢oklu analizine firsat sunmaktadir. Biitiin bu
yararlar1 neticesinde biyosensor ¢alismalarinda organik floresans boyalar yerine

kuantum noktalarin kullanilmasina oncelik verilmektedir.

2.4.4. Karbon Nanopartikiiller

Karbon amorf ve kristalin allotroplara sahiptir. Karbon nanopargaciklarin da
farkli atomsal dizilisleri bulunmaktadir. Farkli karbon dizilimleri ve kiigiik boyutlar
sayesinde pargaciklar yiiksek olmayan toksisite, biiylik yiizey alani ve iyi emilim
kapasitesi gibi yiiksek fizikokimyasal 6zellikler gostermektedirler. Bu fizikokimyasal
ozellikler ile karbon nanopargaciklar viicut dis1 ve viicut i¢i ila¢ tasima aygitlarinda
molekiiler tasiyici, emici ve Kkatalizor olarak tercih edilmektedirler. Ayrica
nanopartikiillerin yeni tiirii denilebilecek karbon nanopartikiiller; yiiksek olmayan
maliyeti ve yiiksek biyolojik uyumlulugu sayesinde biyomedikal uygulamalar i¢in alan
saglamaktadir [96].
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2.5. Biyosensorler

Biyolojik tayinler i¢in segici olarak kullanilan sensorler “Biyosensorler” olarak
adlandirilir. Bu sensorler biyolojik kaynakli bir tanima ylizeyi (reseptdr) ve
doniistiiriicii (transistér) sistemden olusan analiz triinleridir. Reseptorler, analiz
edilecek firiin ile etkilestikten sonra analitleri tanirlar. Bu tanima sonrasinda olusan
kimyasal farkliliklar doniistiiriivii tarafindan elektrik sinyaline donisiirler. Biyolojik
molekiillerin (niikleik asitler, antikorlar, hiicre, enzim, organeller, bitki ve hayvan
dokular1 vs.) analitin ile etkilesmesi, tanimalar1 ile g¢evirici sistem tanima iglemini
Olciilebilen bir elektrik sinyaline c¢evirmekte ve elektriksel sinyallerin
goriintiilenmesini saglamaktadir.

Gilintimiizdeki teknoloji gelisimi ile paralel olarak biyosensor tasarimlarini
hizlanarak ilerlemistir [98]. Bir biyosensoriin amaci, analizi yapilan iiriin hakkinda
hizli, dogru ve giivenilir bilgi saglamaktir. Gelisen teknoloji ile birlikte bu amagla
saglik sektoriinde, tarimda, gida gilivenliginde, cevresel ve endiistriyel takip

faaliyetlerinde 6nemli bir goreve sahiptirler [99].

2.5.1. Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Biyosensorler kisaca iki temel boliimden meydana gelmektedir. Biyosensoriin
ilk boliimii; biyoreseptor (ligand) olarak adlandirilir. Biyolojik tanima elemani yani
biyoreseptor, belirli hedef analiti taniyabilen, biyosensdre sabitlenmis biyolojik
yapidir [100]. Biyosensoriin ikinci boliimii, baglanarak biyokimyasal /fizikokimyasal
titresimleri  Olgtimle belirlenebilen elektronik sinyallere ¢eviren transistordiir.
Biyoreseptor Ve transistoriin tipi biyosensoriin sinifin1 gostermektedir. Sekil 2.15 ‘de

biyosensoriin ¢aligma mekanizmasi gosterilmistir [101].
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Sekil 2.14: Biyosensor ¢alisma mekanizmasi genel gosterimi.

Niikleik asitler, antikorlar, hiicre ve enzimler biyolojik yapilarin baslicalarini
olusturur. Analiz Giriinii ile biyomolekiil arasinda meydana gelen reaksiyon sonucunda
yeni kimyasal iiriin meydana gelmesi, sicaklik artigi, akim, pH veya toplam agirligin
degigmesi gibi degisimler olusur. Bu degisimler ile olusan biyokimyasal isaret,
doniistiriicii ile bir elektrik sinyali haline getirilir. Meydana gelen elektrik sinyali

yiikseltilip bir veri islemcisine iletilerek dlgiilebilir bir sinyal elde edilir [102].
2.5.2. Ideal Bir Biyosensorde Olmas1 Gereken Ozellikler

Iyi bir biyosensdér tasarrmi igin ©Onemli &zellik tekrarlanabilirliktir.
Tekrarlanabilirlik; ayn1 kosullarda arka arka alinan sonuglarin kesinligdir. Olg¢iim
sonugclari birbirine ¢ok yakin sonuglar olmalidir.

Bir biyosensor icin en dnemli dzellik segiciliktir. Ornekte varhig: belirlenmis
analiti diger maddelerden secip 6lgmesidir.

Ideal bir biyosensdrde en az kalibrasyona gereksinimi beklenir. Ancak bu pek
miimkiin olmamistir. Biyosensorler ¢alistiklar siirece kalibre edilmelidir.

Transistoriin etkinliginin azalmasi bir biyosensoriin kullanim émriinii belirleyen
en Oonemli etkendir. Bu durum biyosensoriin kararliligini, kalibrasyon sikligini,
tekrarlanabilirligini ve bunun gibi diger 6zellikleri de etkiler.

Ideal bir biyosensorde elektrotlar kararli (stabil) olmalidir. Elektrotlarin
stabilitesi biyolojik tirliniin saglamligina, ortamin sicakligi, pH, oksijen derisimi, nem

gibi etkilere baglhdir.
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Biyosensoriin genis aralikta 6l¢iim yapabilmesi istenmektedir. Analiz {irini
belli bir konsantrasyondan az ya da fazla olursa sonug¢ alinmayabilir.

Biyosensor, yiiksek duyarliliga sahip olmalidir ve immobilize edilmis biyolojik
madde sadece belirli maddelere kars1 duyarl olmalidir.

Bir biyosensorde olusturulan akim-zaman egrilerinden elektrodun cevap zamani
ogrenilebilir. Cevap zamanmin hizli olmasi1 beklenmektedir. Ornegin; elde edilen
egride basamaklarin sekli dar ise cevap zamaninin kisa (hizli), genis ise cevap
zamaninin uzun (yavas) oldugu anlasilir.

Ideal bir biyosensdr uygun tayin smirina sahip olmalidir. Elektrodun yiizey alani,
immobilize edilen materyalin miktar1 ve analite duyarlilig1 ile analit miktar1 tayin
siirint etkileyen etkenlerdir. Tayin smirinin belirli bir derisim degerinin altinda
olmasi biyosensor kalitesini yakindan etkiler.

Geriye donme zamani ilk 6l¢limden ne kadar sonra ikinci 6l¢lime gecilecegini
belirtir. Bu siirenin miimkiin oldugunca kisa olmasi istenir. Ilk 6rnek maddenin
eklenmesinden sonra sabit akim degerleri kisa silirede gozlenebiliyorsa eger ikinci
ornek maddenin de ayni siire sonra ilave edilebilecegini gosterir.

Biyosensor tasariminda elektrot boyutlariin kiigiik hale getirilmesi ve sterilize
edilebilmesi ¢ok 6nemlidir.

Bir biyosensor tasariminda en 6nemli dnceliklerden biri hedef kullaniminin basit

ve diisiik maliyetli olmasidir [103].

2.5.3. Biyomolekiiller (Biyoreseptorler)

Biyomolekiiller, biyosensor teknolojilerinin gelistirilmesinde ve ¢esitlerinin
arttirtlmasinda 6nemli gorevleri olan, analiz edilecek analit ile segici olarak
etkilesmede olan yapilardir. Fazlaca hassas olan biyomolekiiller olarak doku kesitleri,
niikleik asitler, organeller, antikorlar, mikroorganizmalar, enzimler ve biyolojik
membranlar igine sabitlenmis kimyasal sensorler kullanilmaktadirlar. Bazi
molekiillerin veya sistemlerin biyomolekiil olabilmesi ig¢in, reaksiyone girecek
molekiile 6zgii ve yiiksek baglanma kapasitesi gibi belirgin 6zellikleri icermelidirler
[101].

Biyoreseptorler belirlenecek hedef iiriinii doniistiiriirler ve bu doniisiimden sonra

olusan degisiklikler transistor ile belirlenir. Hedeflenen molekiile kars1 yiiksek segici
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ozellikleri sayesinde enzimler en sik tercih edilen biyoreseptorlerdir. Ancak enzimin
diistik stabilitesi ve/veya uygun bir enzimin olmamasi ve 2 ve ya daha fazla maddenin

tayini yapildiginda mikroorganizmalar ve hiicre sistemleri tercih edilir [104].

2.5.4. Doniistiiriiciiler (Transistorler)

Ayn1 zamanda transistor de denilen dontstiiriictiler, biyoreseptorlerin meydana
getirdigi reaksiyonu olgiilebilen bir sinyal haline getiren boliimdiir. Meydana gelen
reaksiyona bakilarak transistor belirlenir. Elektrotlar, transistorler ve termistorler

transistor olarak tercih edilmektedir.

2.5.5. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

DNA Kaynakli Biyosensorler: Biyomolekiil olarak tercih edilen DNA problari
20-30 baglik kisa, tek zincirli DNA oligomerlerinin kullanildigr biyosensor
sistemleridir. Elektrokimyasal sinyal bir DNA bagiyla olusur ve elektrokimyasal, optik
ve piezoelektrik bir transistor sayesinde sinyal 6l¢iilebilir.

Doku Kaynakli Biyosensorler: Enzim saflastirma islemlerinin uzun zaman
almas1 ve maliyetli olmasi1 ve hedef iirliniin farkli enzimlerin birlikte kullanilmasi
yerine bu enzimlerin bulundugu dokunun kullanimi veya enzim yoksa doku
parcalarinin biyoreseptor gibi kullanimi bir avantajdir. Dokular kullanildiginda her bir
cesit elektrot icin sonug degisik oldugu i¢in her bir doku i¢in en uygun sekle getirilmesi
gereklidir [104].

Enzim kaynakli biyosensorler: Biyosensorler ile yapilan ilk denemeler enzim
sensorleriyle harekete gegmistir. Enzim kaynakli biyosensorlerin diger biyosensorlerle
arasindaki fark; biyoaktif kisimda enzimlerin olmasidir. [105-107].

Antikor/Antijen Kaynakli Biyosensérler: Immiinosensorler olarak bilinirler.
Antikor; yabanct mikroorganizmalarin viicuda girmis olanlar1 veya bu organizmalara
kars1 bagisiklik sisteminin tiretmis oldugu birimler olarak adlandirilir. Antijen; viicutta
bagisiklik sistemini antikor liretimi i¢in tesvik eden viicut i¢erisindeki yabanci birimler
olarak  isimlendirilirler.  Antijenler ~ve antikorlar  6zgii  baglanmigken
immiinosensorlerle 6zgiil, hassas tayinler olusturulabilmektedir. Antikorlar uygun

transistorler ile uygun hale getirildiginde viriis, hormon, pestisitlerin bakteri, ila¢ ve
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cevresel kirletmeye sebep olan molekiillerin tayini i¢in immiinosensor olarak iiretilip,
yiikseltilebilir.

Mikrobiyal Biyosensorler: Bu biyosensorler bir transistor ile viicut i¢i veya
vicut dist  mikrobiyal hiicrelerin  birlesmeleri ile olusmaktadir. Ayrica
mikroorganizmalar ortam sartlarinin olumsuz etkilerine uyum saglayip ve bu
olumsuzluktan kendilerini ayirip, gelistirip yeni tiir molekdiller olusturabilmektedirler

[111]- [113].

2.6. Hidrojeller

Hidrojeller yani su ihtiva eden jeller, hidrofilik ve suda ¢o6ziinmezlikle
karakterize edilen, hidrofilik homopolimerler veya kopolimerlerden olusan
polimerlerdir. Hidrojeller suda ¢oziinmez ve suyun biiyiik boliimiinii yapilar1 i¢ine
alan, ii¢c boyutlu polimerik aglar olup, hem dogal hem de sentetik polimerlerden
hazirlanabilirler. Hidrojellerin iic boyutlu yapisi kimyasal baglar ya da iyonik
etkilesim, hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik
etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri vasiyasiyla olur [108].

Hidrojellerin ¢apraz baglanmalar1 ve suda ¢éziinmemeyi saglarken, hidrojellere
gerekli mekanik dayanimi ve fiziksel biitiinliigli de saglamaktadir. Bu sekilde
hidrojeller ¢oziinmeden kiitlelerinin %20'sinden ¢ok suyu adsorplayabilmektedirler
[109].

Hidrojeller dis ortama baglh olarak sisme-biiziilme gibi davranislar
gosterebilirler. Dig ortamda meydana gelen pH, sicaklik, iyonik gii¢, ¢oziicii bilesimi
ve elektromanyetik radyasyon degisimlerine karsi sisme oranlarinda biiyiik degisimler
gosteren bu hidrojeller uyari-cevap hidrojelleri olarak adlandirilirlar. Hidrojellerin su
adsorplama hiz1 suyun difiizyonu ile sinirlandigindan, hidrojelin kii¢iik boyutlu olmasi

daha hizli sismesine neden olmaktadir [110].
2.6.1. Hidrojellerin Simiflandirilmasi

Polimerik hidrojeller, baz1 kriterler goz oniine alinarak simiflandirilmislardir.

Hidrojeller asagidaki sekilde siniflandirilabilir [110]:
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Hazirlama yontemine gore siniflandirildiginda;

Homopolimer hidrojeller

Kopolimer hidrojeller

Coklu polimer hidrojeller

IPN (interpenetrating networks, i¢ i¢e gegmis ag yapilar) hidrojeller

Icerdikleri yan gruplara gore siiflandirildiginda;

Notral (iyonik olmayan) hidrojeller

Iyonik hidrojeller

Fiziksel yapilarina gore siniflandirildiginda;

Amorf hidrojeller
Yari-kristalin hidrojeller

Hidrojen bagli hidrojeller

Capraz baglanma durumlarina gére siiflandirildiginda;

Fiziksel ¢apraz bagli hidrojeller
Kimyasal ¢apraz bagli hidrojeller

Kaynaklarina gore siniflandirildiginda;

Dogal hidrojeller
Sentetik hidrojeller

Su igeriklerine gore siniflandirildiginda;

Diisiik sisme dereceli (% 20-50) hidrojeller
Orta sisme dereceli (% 50-90) hidrojeller
Yiiksek sisme dereceli (%90-99.5) hidrojeller
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e Siiper-absorban (>% 99.5) hidrojeller

Kimyasal kararliliklarina gore siniflandirildiginda;

e Biyolojik olarak bozunabilen hidrojeller

e Biyolojik olarak bozunamayan hidrojeller

2.6.2. Hidrojellerin Kullanim Alanlari

Gliniimiizde hidrojeller en ¢ok siiper absorban polimer (SAP) olarak ¢cocuk bezi
ve hijyenik ped yapiminda kullanilmaktadir. Diger yandan tarimda toprakta su tutucu
olarak, oral ve kontrollii salinim sistemlerinde, kontakt lenslerde, yara oOrtiilerinde,
harekete gegiricilerde (actuator), biyosensdrlerde, yapay organlarin yapiminda
kullanilmaktadir. [111].

Ayrica hidrojeller; bulunduklart ortamin iyonik siddet, sicaklik, elektromanyetik
1s1ma ve pH gibi dis ¢evre kosullarindaki degisimlere, hacimlerini yiizlerce kat artirip
azaltarak kontrollii bir bicimde cevap verebilmeleri sayesinde biyomedikal, biyolojik
algilamalarda, ila¢ saliniminda, doku dejenerasyonunda, farmasotik, teknoloji ve

tarimsal uygulamalarda genis kullanim alanlarna sahiptir.

2.7. Enzimler

Enzimler; canliya zarar vermeyecek sekilde, biyolojik sistemlerdeki
reaksiyonlarin uygun sartlarda gerceklesmesini saglayan protein yapisindaki
biyokatalizorlerdir. Katalizor, kimyasal reaksiyona girdikten sonra reaksiyonu
hizlandiran ve reaksiyon sonunda herhangi bir degisime ugramadan ¢ikan maddedir
[112].

Bazi arastirmalarda enzimler, protein yapisinda komplike bilesikler olarak
tanimlanmigslardir. Enzimlerin goérevi, ya biiylik molekiillerin par¢alanmasinda ya da
biiyiilk molekiillerin meydana geldigi biyokimyasal reaksiyon basamaklarinda
substratlardan kimyasal grubu koparma ya da substratlara kimyasal bir grubu

eklemektir. Enzimler spesifik bir yap1 kazanmis ve genellikle biiyiik protein
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molekiilleridir ve protein yapisinda olduklar1 i¢in bu yapiyr amino asitler

olusturmaktadir, yani amino asitlerin birer polimeridir [113].

2.7.1. Enzimlerin Ozellikleri

Enzimlerin etkinlik géstermeleri i¢in hiicre i¢inde bulunmalarina gerek yoktur.

Enzimler canli hiicreler tarafindan biyolojik kosullarda sentezlenmektedir ve oldukca

0zel yap1 kazanmig ve ¢ogunlukla biiyiik protein molekiilleridir. Proteinlerdeki amino

asitlerin primer dizilisi genler tarafindan belirlenen diizende gergeklesmektedir. Enzim

yapisinda bulunan amino asitlerin 6zel dizilisi, enzimin belirli bir 6zellik ve kuarterner

yapt kazanmasinda rolii biliyliktiir. Enzimler bir ya da daha ¢ok substrati etkilerken

aktivite gostermek i¢in bazen koenzime, bazen de kofaktore gereksinim duymaktadir.

Bir enzimin iriini, diger bir enzimin substrati olmakta ve bu karsilikli etkilesimler

hiicre metabolizmasinin diizenlenmesinde etkin rol oynamaktadir [114-116].

Enzimlerin genel 6zellikleri ve ¢alisma mekanizmalari sekiz temel madde iginde

tanimlanabilir:

e Enzimlerin etki ettigi maddelere substrat adi verilmektedir. Enzim-substrat

iliskisi o enzimin spesifitesini olusturur ve E. Fisher tarafindan anahtar-kilit

mekanizmasi1 esas almnarak tanimlanmistir. Yalniz belirli bir anahtarin kilide

uydugu gibi substrat ta sadece belirli bir enzimin aktif merkezine uymaktadir.

Enzim molekiiliinde aktif bolge ad1 verilen 6zel bir boliim yani reaksiyon merkezi

bulunur. Enzim, ilgili substratina gecici olarak bu aktif bolgeden baglanir ve enzim-

substrat (ES) bilesigi meydana gelir. Enzimler substrata dis yiizeyinden etki eder ve

bunun ardindan substrat parcalanarak bir ya da iki iirline doniisiir. Sekil 2.15° de

Substrat-Enzim mekanizmasi gésterilmistir.

Substrat

v \\_//‘
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bolge™4
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| i (
|
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// s
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v N
V'

Taa e v\%M\l foada

Enzim Enzim + Substrat Enzim

Sekil 2.15: Enzim - Substrat Mekanizmasi.
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Bu ¢alismada enzim substrat iliskisinden yararlanarak bakteri tayini yapilmustir. E.
coli bakterisi pargalandiginda agiga ¢ikan B-Glukozidaz enzimi 5- Bromo - 4
Chloro-3- indolyl — B-D- Galactopyranoside (X-GAL) substrati ile birleserek mavi

renkli kompleks olusturmus, boylece E. Coli tayini yapilabilmistir.

e Organizmada yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilmesi i¢in gerceklesen reaksiyon
sayist kadar enzim g¢esidi bulunmakta ve her enzim belirli bir reaksiyon
katalizlemektedir.

e Enzimler genellikle tersinir reaksiyonlara katilir yani reaksiyonlar ¢ift yonlii
calismaktadir. Ancak sindirim enzimleri bu kuralin disinda kalmaktadir. Ciinkii
olusan {iriiniin hemen organizma tarafindan enerji olarak kullanilmak {izere
degerlendirilmesi ve ¢ogunlulukla sindirim enzimlerinin inaktif sekilde
sentezlendikten sonra baska bir tepkime ile aktif hale ge¢mesi bu kurali
bozmaktadir.

e Belirli bir apoenzim ¢esidi belirli bir koenzim ya da kofaktor ile birlikte
calismaktadir. Ancak bir koenzim ve kofaktor, birden fazla enzimle
calisabilmektedir. Bu nedenle var olan enzim sayis1 ve ¢esidi, kofaktor ve koenzim
sayisindan daha fazladir.

e Enzimler diisiik enerji ve 1s1 kullanarak ¢ok hizli calisirlar. Ornegin karbonik
anhidraz C enzimi bir dakika i¢inde 36.000.000, amilaz enzimi 1.100.000 ve
kimotripsin enzimi ise 6.000 molekiilii iiriine ¢evirmektedir.

e Enzimler biyolojik katalizor olduklar1 i¢in girdikleri tepkimelerden
degismeden ¢ikmakta ve ayni reaksiyonu tekrar tekrar katalizlemektedir. Stirekli
kullanima bagli olarak bozulan enzimler par¢alanmakta ve ilgili hiicre tarafindan
yeniden sentezlenmektedir.

e Enzimatik reaksiyonlar belirli bir diizen i¢inde gerceklesmektedir. Herhangi
bir reaksiyon sonucu olusan iiriin, bir sonraki reaksiyonun substrati olabilmektedir.
Ornegin amilaz enzimi ile pargalana nisastadan {iriin olarak maltoz olusmakta ve
maltaz enziminin substratini olusturmaktadir.

e Enzimler aktif ya da inaktif olarak bulunabilirler. Inaktif konumdaki enzim
adlandirilirken katalizledigi reaksiyonun sonuna —jen ekini alir. Tripsinojen,

kimotripsinojen ve pepsinojen Ornek olarak verilebilir. Enzim aktif konumda ise
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katalizledigi reaksiyonun sonuna —az eki alir. Lipaz, amilaz, proteaz, aminopeptidaz

ornek olarak verilebilir [114-116].

2.7.2. p-Glukozidaz Enzimi

Beta glukozidazlar, Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB) tarafindan olusturulan alt1 smiflandirma biriminden Hidrolazlarin
bulundugu smifta yer alirlar [117]. Sistematik adi B-D-glukozid glukohidrolaz (EC
3.2.1.21) olan B-glukozidazlar oligosakkaritlerdeki veya diger glukoz bilesiklerindeki
B-glukozid  baglarmi  hidroliz  edebilen  enzimlerdir.  B-Glukozidazlarin
mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkilerde yaygin olarak bulunduklar1 ve biyolojik
yollarda 6nemli gorevlerinin oldugu bilinmektedir [118].

B-Glukozidazlar tarafindan katalizlenen [-glukozidik baglarmin hidrolizi
sonucu disakkarit, oligosakkarit ya da konjuge olmus glukozidler olusur. Bu yiizden
dogada farkli rollere sahip p-glukozidazlar bulunur. Enzimatik sistemdeki
mevcudiyetleri bitkinin biyokiitlesinin yikimin ve insanlarda Guacher's hastalig1 gibi
molekiiler patolojilerin agiga ¢ikmasini saglar. B-Glukozidazlarin baska bir 6nemli
ozelligi de sekerlerin ve seker tiirevlerinin spesifik enzimatik sentezi i¢in 6nemli olan
transglikozidasyon (glukozidik birimlerin transferi gibi) aktivitesine sahip olmasidir
[119].

Bunlara ek olarak gida, kozmetik, ila¢ ve deterjan endiistrisinde kullanilan ticari
oneme sahip cesitli glikozitlerin sentezinde kullanilabilmektedir. Ayrica (-
glukozidazin antioksidan olma, kan glukoz diizeyini diisiirme, zarlar1 donma-¢6ziilme
hasarlarindan koruma, tirozinazi inhibe etme gibi c¢esitli ve Onemli biyolojik

aktiviteleri bulunmaktadir.
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1: Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Adi Markasi

5- Bromo — 4- Kloro -3- indolil — B-D- | Chem-Impex
Galaktopiranosid (X-GAL)

Agar Agar Sigma -Aldrich
Agaroz GeneOn
Amonyak Merck

Borik Asit Merck

Dimetil Formamid Merck
Dipotasyum Hidrojen Fosfat Merck
Disodyum Hidrojen Fosfat Sigma - Aldrich
EDTA.Na (Titriplex Il1) Merck

Eozin Y Carlo Erba

Escherichia coli — Bakteri Diski

Selectrol - ATCC® 10536

Demir II Kloriir Dort Sulu

Carlo Erba

Demir III Kloriir Alt1 Sulu Carlo Erba
L- Arjinin Merck
Laktoz Biolife
Lauril Triptoz Ortami— LTB Condalab
Liziz Tamponu ChemBio
Metilen Mavisi Merck
Pepton Biolife
Potasyum Dihidrojen Fosfat Sigma — Aldrich
Sodyum Kloriir Merck
Sodyum Lauril Siilfat Merck
Siikroz Merck
Triptoz Biolife
Tris (Hydroxylmethyl Aminomethane) | Fischer Sci
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3.2. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Tablo 3.2: Tez kapsaminda kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad1 Markasi

Etiv Niive

Hassas Terazi Sartorious Analytc

Manyetik Karistiric Velp

Mikropipet Eppendorf

Otoklav Niive

pH Metre Hach Lange HQDA40
Vorteks Karistirict Isolab

Plunger Tiip Whatman Uniprep - UN113EAQU
Siringa Ucu Filtre Filtrosphere — Seliiloz Asetat
Chromogenic UTI agarli petri Spesera

3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. Kullanilan Coézeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1.1.10x TBE (Tris-Borate-EDTA) Tampon Cozeltisi Hazirlanmasi

Hidrojel yonteminde ve siringa ucu filtre yonteminde agaros ¢oziiciisii olarak
10x TBE tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. 10x TBE tampon ¢6zeltisi hazirlanirken; 108
g Tris bazi, 55 g borik asit ve 7.5 g EDTA bir miktar saf su ile ¢oziindiikten sonra,

balon joje igerisinde 1 Litreye saf su ile tamamlanmustir.
3.3.1.2. Serum Fizyolojik Cozeltinin Hazirlanmasi

9 gr Sodyum Kkloriir 500 mL saf su i¢inde ¢6ziindii ve balon joje ile 1 litreye
tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildikten sonra stok bakteri

¢ozeltisinin, seyreltilmesinde kullanildi.
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3.3.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.3.2.1.EMB (Eosin Methylene Blue Lactose Sucrose) Agarh Besiyeri
Hazirlanmasi

In vitro (canli hiicre disinda) yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde,
Enterobacteriaceae familyasinin patojen iiyeleri ve koliform grup bakteriler ig¢in
selektif kat1 besiyeri olarak kullanilir. EMB Agar hazir karisimindan 36.2 g tartilarak
1 litre distile suda ¢6ziinmiistiir. EMB’nin bilesiminde: pepton 10.0 g/l; dipotasyum
hidrojen fosfat 2.0 g/l; laktoz 5.0 g/1; siikkroz 5.0 g/l; eozin y 0.4 g/l; metilen mavisi
0.07 g/lI; agar agar 13.5 g/l bulunmaktadir.

Hazirlanan besiyeri, otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edilir ve 45-50 °C'ye
sogudugunda steril petri kutularina 12.5'er mLdokiiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve

kirmizimsi-kahverenginde olup, 25 °C'da pH's1 7.1+0.2'dir.

3.3.2.2. LTB (Lauryl Tryptose Broth) Broth Hazirlanmasi

In vitro (canli hiicre diginda) yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde
koliform grup bakterilerin EMS yolu ile sayilmasi i¢in onerilen selektif sivi
besiyeridir. Dehidre besiyeri, 35.6 g/L olacak sekilde destile su iginde ¢oziiniir. LTB
Broth bilesiminde; triptoz 20.0 g/L; laktoz 5.0 g/L; sodyum kloriir 5.0 g/L; sodyum
lauril siilfat 0.1 g/L; dipotasyum hidrojen fosfat 2.75 g/L; potasyum dihidrojen fosfat
2.75 g/L bulunmaktadir.

Besiyeri ¢oziiliip, otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edildilten sonra 25
°C'da pH 6.8+0.2'dir ve hazirlanmis besiyeri berraktir ve sarimsi renktedir.

Bu ¢alismada bakteri siispansiyonu hazirlanmasinda, bakterilerin cogalmasi icin

kullanilmustir.

3.3.3. Bakteri Siispansiyonu Hazirlanmasi

Bek alevi esliginde saglanan steril ortamda kullanilan tiipler, beherler ve diger
biitiin malzemeler steril edildikten sonra kullanildi. 100 mL saf suda 3.56 gr LTB
Broth ¢oziilerek, 1 mL broth i¢ine 1 adet bakteri diski atild1 ve vorteks ile karistirilarak

¢oziilmesi sagland1 ve 37°C’de 24 saat bekletildi. 24 saat sonra seyreltme serisi

59



hazirland1 (Sekil 3.1). Hazirlanan serum fizyolojik sivist bakteri siispansiyonu
hazirlanmasi icin kullanildi. Stok bakteri miktar: olan 10°® Cfu iizerinden 10°, 10%
103,102, 10 ve 1 Cfu’luk siispansiyonlar hazirlandi. Her galisma icin taze siispansiyon
hazirlandi ve diliisyonlarin her biri EMB agarli petriye ekilerek (Sekil 3.2) 24 saat
37°C’de bekletildikten sonra olugan bakteriler fotograflandi.

Sekil 3.1: Bakteri Diliisyon Serisi.

s

Sekil 3.2: Bakteri diliisyonlarinin petriye ekimi.
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Sekil 3.3: 24 saat 37°C’de inkiibe edilen bakteri ekimi yapilmis EMB agarli petriler.

3.4. Yontemler

3.4.1. Manyetik Nanopartikiil (MNp) Yontemi

Bu yontemde demirli bilesikler kullanilarak manyetik nanopartikiiller
sentezlendi. Sentezlenmis manyetik nanopartikiillere Arjinin baglanarak arjinin kapl
manyetik nanopartikiiller (Arg-MNp) sentezlendi. Bakteriler ile nanopartikiillerin
baglanip baglanmadigi kontrol edilip, baglanan bakterilerin kontrolii hazirlanmis

stripler ile yapildu.

3.4.1.1. Manyetik Nanopartikiil (MNp) sentezi

Yinjia Jin ve arkadaglarinin 2013 yilinda yaptiklar1 calismada belirtilen yontem
ile MNp sentezi yapildi [120]. Bu yontemde belirtildigi iizere, 30 mL 0.1 M demir (1)
Kloriir (FeClo — Mw: 198.81 g/mol) ¢6zeltisi ve 60 mL 0.1 M demir (111) Kloriir (FeCls
— Mw: 162.20 g/mol) ¢ozletisi yavasga birbirine karistirildiktan sonra ¢ozeltinin pH’1
10.2 olana kadar damla damla amonyak ilave edildi. Siyah manyetik c¢okeltiler
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olusmaya basladi. Miknatis yardimiyla dekantasyon islemi yapilarak iistte kalan su

uzaklagtirildu.

3.4.1.2. Arjinin Kaph Manyetik Nanopartikiil sentezi (Arg-MNp)

Arjinin kapli manyetik nanopartikiil sentezi i¢in W.Trujillo ve arkadaslarinin
2018 yilinda yapmis oldugu ¢alismadan yararlanildi [121]. Bu yontemde belirtildigi
tizere, 10 mL suda L- Arjinin (1 g) ¢ozindi ve ardindan igine daha Once
sentezledigimiz manyetik nanopartikiil (2 g) koyuldu, karigtiritlmistir. Miknatis

yardimiyla dekantasyon islemi yapilarak iistte kalan su uzaklastirilmistir.

3.4.1.3. Test Striplerinin Hazirlanmasi

Strip formiilasyonu Gunda ve arkadaslarinin 2017 yilinda yapmis olduklar
calisma ile belirlendi [122]. Bu ¢aligmada enzim-substrat iliskisinden yararlanilarak
test stribi lizerinde olusan renk ile bakteri varligi belirlenmistir. E. Coli bakterisi lizing
¢ozeltisi ile pargalandiktan sonra agiga ¢ikan - Glukuronidaz ezimi, stripteki X-Gal
ile reaksiyona girerek mavi renkli kompleks olusturmaktadir. Boylece olusan mavi
renk ile bakteri varligi belirlenmistir. Calismada belirtildigi tizere, toz kimyasallar ayri
bir yerde, sivilar ayr1 bir yerde karistirildiktan sonra bir araya getirildi. Bu yontemde;
once 50 mg X-Gal ve 50 mg LTB karistirtlirken, ayr1 bir yerde Dimetil Formamid :
Lizing Cozeltisi: Su - 1:2:5 oraninda karigtirildi. Sivi ve toz karigimi bir araya
getirildikten sonra, test kagitlar1 bu ¢ozelti ile 1slatilarak, 1 gece oda kosullarinda
kurutuldu. Kuruyan test kagitlar1 yuvarlak kesilerek, pvc strip plastikleri {izerine

yapistirildi.

3.4.1.4. Arg-MNp ile Yapilan Calismalar

flk olarak 10° Cfu, 10* Cfu ve 10° Cfu bakteri iceren standart soliisyondan deney
tiipine 5 mL alind1. Uzerine 40 pul Arg-MNp ilave edildi. Calkalandiktan sonra 15
dakika sabit beklendi. Tiiplin yan kismma miknatis koyularak manyetik

nanopartikiillerin bir araya toplanmasi saglandi. Ustte kalan siv1 ayrildi. Ustte kalan
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stvida bakteri kontrolii yapmak i¢in, EMB agarli petriye ekim yapilip, 24 saat 37 °C’de
bekletildikten sonra sonuglar kontrol edildi.

Altta kalan manyetik nanopartikiillere 40 pl lizing ¢ozeltisi ilave edildikten sonra
15 dk bekletildi. Manyetik nanopartikiiller miknatis ile sabit tutularak, ayrilan sivi strip

tizerine damlatildiktan sonra sonug gozlendi.

3.4.2. Hidrojel Yontemi

Bu yontemde 20 mL su numunesi ile herhangi bir zenginlestirme ydntemi
kullanmadan sonug almak hedeflenmistir. Tiiplere jel ilave edilip, kurutulduktan sonra
20 mL su numunesi ilave edildikten sonra sonuglar 24 saat takip edilmis, sonug veren

konsantrasyonlar ve sonug¢ verme siireleri belirlenmistir.

3.4.2.1. Hidrojel Sentezi

Kumar Gunda ve arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismadan
yararlanilarak hidrojel formiilasyonu belirlendi [122]. Cozeltiler ayr1 yerlerde
hazirlanarak en son belirtilen oranlarda karistirildi. 3 beher alindi; birinci beherde 50
mLsuda 1.78 g LTB Broth, ikinci beherde DMF:su (1:1) karisimi iginde 0,15 g X-Gal
ve liglincli beherde 10 mL10x TBE tampon ¢ozeltisi i¢inde 0,2 g agaros ¢6ziildii. 5 mL
LTB Broth, 1.25 mLlizing Cozeltisi, 2 mL substrat (X-Gal) ¢o6zeltisi, SmL agaros
¢ozeltisi ile karistirildi. Her bir tiipe 0.5 mL jel koyulduktan sonra 24 saat oda

kosullarinda kurutuldu.

3.4.3. Plunger Tiip Yontemi

Bu yontemde bakteri zenginlestirmek amactyla plunger tiipten yararlanildi. Su
numunesi plunger tiipiin i¢ kismimna konuldu. Piston kapatilip, piston ucundaki
filtreden iiste gegen su dokiildii. Piston ucundaki filtreden gecemeyen bakteriler lizing
ile parcalanarak substrat emdirilmis test stribi ile analiz edildi. Kullanilan test stribi

Boliim 3.4.1.3’de anlatildig1 sekilde hazirlandi.
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Sekil 3.4: Plunger Tiip.

Konsantrasyonu bilinen bakteri c¢ozeltilerinden plunger tlip i¢ine 5’er mL
koyuldu. Tiipe ait piston kapatilarak i¢ine gegen fazla su, kapak agilarak dokiildii.
Piston tiipten ayrildiktan sonra, dipte kalan bakteri ¢ozeltisine 40 ul lizing ¢ozeltisi
ilave edilerek 15 dk beklendi. Bekleme siiresi sonunda numune test stribi iizerine
dokiilerek sonug gdzlendi.

Plunger tiipten gegirilen su numunesinin istte kalan kismi EMB agarli petriye
ekilerek, 37°C’de 24 saat bekletildi. Bakterinin tamaminin altta kalip kalmadigi

gbzlenip, fotograflandi.
3.4.4. Swiringa Ucu Filtre Yontemi

Bu yontemde bakterilerin siringa ucu filtreden gegmedigi kabul edilerek, bakteri
varlig1 filtreye emdirilmis substrat iceren jel ile belirlenmistir. Zenginlestirme araci
olarak siringa ucu filtre kullanilmistir. Herhangi bir ek isleme gerek duymadan kisa
siirede bakteri tayini amac¢lanmistir. Siringa ucu filtreden gecirilen bakteri iceren su
numuneleri, gegirildikten sonra Chromogenic UTI agarli petriye ekilmis, bakterinin

filtrede kalip kalmadig1 kontrol edilmistir.
3.4.4.1. Substrat iceren Jelin Hazirlanmasi

Hidrojel yontemi ile aymi c¢alisma referans alinmustir [122]. Cozeltiler ayri
yerlerde hazirlanarak en son belirtilen oranlarda karistirildi. 3 beher alindi; birinci
beherde 50 mL suda 1.78 g LTB Broth, ikinci beherde DMF:su (1:1) karigimi iginde
0.25 g X-Gal ve tigiincii beherde 10 mL 10x TBE tampon ¢ozeltisi iginde 0.4 g agaros
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¢ozildi. 5 mL LTB Broth, 1.25 mLlizing Cozeltisi, 2 mL substrat (X-Gal) ¢ozeltisi,
5mL agaroz ¢ozeltisi ile karistirildi. Her bir siringa ucu filtreye 0.3 mL jel koyulduktan

sonra 24 saat oda kosullarinda kurutuldu.
3.4.4.2. Siringa Ucu Filtre Yontemi ile Yapilan Calismalar

Siringa ile 10 mL su numunesi ¢ekildikten sonra ucuna substrat emdirilmis filtre
yerlestirildi. Su numunesi yavasga filtreden gecirildi. Su numunesindeki bakteri

konsantrasyonuna bagli olan renk olusumu gézlemlendi.
3.4.4.2.1. Inkiibasyonlu Yontem

Boliim 3.3.3’de anlatildig: sekilde bakteri serisi hazirlandi. Her birinden 10’ar
mL alinarak substrat emdirilmis siringa ucu filtreden gegirildi. 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibasyon yapildi. Sonuglar ilk 6 saat 15 dk’da bir, daha sonra saatte 1

olacak sekilde takip edilerek sonug¢ veren konsantrasyonlar belirlendi.
3.4.4.2.2. Inkiibasyon Icermeyen Yontem

Bolim 3.3.3°de anlatildig1 sekilde bakteri serisi hazirlandi. Her birinden 10’ar
mL alinarak substrat emdirilmis siringa ucu filtreden geg¢irildi. Oda kosullarinda 24

saat bekletildi. Sonuglar ilk 6 saat 15 dk’da bir, daha sonra saatte 1 olacak sekilde takip

edilerek sonug veren konsantrasyonlar belirlendi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Arg-MNp ile yapilan calismalar

EMB agarli petriye yapilan ekimlerde Arg-MNp’lerin bakteriyi tamamen
baglamadig1 gozlenmistir. 24 saat 37°C’de bekletilen petrilerde bakterilerin olusumu

gozlendi.

Sekil 4.1: Arg — MNp’e baglanmamis bakterilerin EMB Agarda ¢ogalmasi.

Lizing ile par¢alanan numune strip ilizerine damlatildiktan sonra, strip iizerine
gelen manyetik pargaciklar renk olusumunun net gézlenmesini zorlasti. Dolayistyla bu

yontem bu sartlarda basarili olamadig i¢in iizerinde ¢alisilmasi gerekmektedir.

Sekil 4.2: Strip iizerine damlatildiktan 3 saat sonra sonuglar; A)10° B) 10* C) 10°
CFU.
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4.2. Hidrojel Yontemi ile Yapilan Cahismalar

10° ve 10* Cfu ile yapilan denemede ilk 30 dk i¢inde renk olusmaya baslamus, 1
saat sonunda E.coli varligin1 gésteren mavi renk net olarak gozlenmistir. Yapilan
deneysel calismalar sonucunda 10° ve 102 Cfu 24 saat iginde sonug verirken, 10 ve 1
Cfu herhangi bir sonu¢ vermemistir. Bu yontem 102 Cfu ve daha fazla bakteri igeren
sularda kolayca bakteri tayini icin tercih edilebilecek ve daha diisiik miktarlardaki

tayin i¢in ¢alismalar yapilabilecektir.

Sekil 4.3: 10° Cfu ile 30 dakika i¢inde mavi renk olusmaya baslmasi.

4.3. Plunger Tiip Yontemi ile Yapilan Calismalar

Plunger tiipten gecirilen su numunesinin iistte kalan kismi EMB agarli petriye
ekilerek, 37°C’de 24 saat beklendi. Bekleme siiresi sonunda petrilerde bakteri

olusmadig1 gézlenmis, bakterinin tamaminin alt kisimda kaldig: belirlenmistir.

Sekil 4.4: 10* Cfu bakteri ¢ozletisi plunger tiipten tiipten gegirildikten sonra iistte
kalan kismin EMB agarda kontrolii.
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Serideki her bakteri konsantrasyonu ile deneme yapilmis, strip ile sonug¢ verme
siiresi belirlenmistir. Gorsellerde de goriildiigii gibi 10° Cfu 10.dk’da renk vermeye
baslamis 30. dakika sonra renk tamamen belirgin hale gelmistir. Fakat 10® Cfu’da her
hangi bir renk degisimi gdzlenmemistir. Bu yéntem 10* Cfu ve {izeri miktarlarda sonug

vermektedir.

Sekil 4.7: 1. Saat sonunda striplerdeki renk olusumu.
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4.4, Siringa Ucu Filtre Yontemi ile Yapilan Calismalar

Bakteri icerdigi bilinen su numuneleri, substrat i¢eren jel emdirilmis siringa ucu
filtreden gecirildikten sonra Chromogenic UTI agarli petriye ekim yapildi. 24 saat
37°C’de bekletildikten sonra, petrilerde herhangi bir bakteri tiremesi gézlenmedi.

Bakterinin tamaminin siringa ucu filtre tizerinde kaldig belirlendi (Sekil 4.8, Sekil
4.9).

Sekil 4.8: Bakteri ¢ozeltileri siringa ucu filtreden gegtikten sonra — 1
(102 Cfu, 10 Cfu, 1 Cfu).

Sekil 4.9: Bakteri ¢ozeltileri siringa ucu filtreden gectikten sonra — 2
(10* Cfu, 103 Cfu).
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Bu yontem ile 2 farkli ¢alisma yapilmustir. Ilkinde su numunesi gecirilmis
siringa ucu filtre 37°C’de inkiibe edilerek sonuglar takip edilmistir. Ikinci yontemde
Su numunesi gecirilmis siringa ucu filtre oda sicakliginda bekletilerek sonuglar takip
edilmistir. Inkiibasyon yapilan yontemde digerine gore daha hizli sonug¢ alinmistir.
Ayrica inkiibasyonlu yontemde daha diisiik miktardaki bakteri tayinlerinin miimkiin

oldugu goriilmiistiir.
4.4.1. Iinkiibasyonlu Yéntem

Bu yontemde 10* ve 102 Cfu’da 10. dakikada renk olusmaya baglamistir. 10? Cfu
1 saat sonra renk vermeye baslamistir. 10 Cfu yaklasik 20 saat sonra hafif renk
vermeye baslamisken 1 Cfu’dan herhangi bir sonug¢ alinmamistir. Inkiibasyon
yapilmayan yonteme gore daha hizli sonu¢ vermistir. Ayrica 20 saat sonunda az da
olsa renk veren 10 Cfu, inkiibasyon yapilmayan yontemde herhangi bir renk

vermemistir.

Sekil 4.11: 102 Cfu bakteri igeren standart — 2 saat inkiibasyondan sonra.
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Sekil 4.13: Bakteri iceren standartlar— a) Baslangicta
b) 24 saat inkiibasyondan sonra.
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4.4.2. Inkiibasyon Icermeyen Yéntem

Bu yéntemde 10* ve 10° Cfu’da 15. dakikada renk olusmaya baslamistir. 10? Cfu
90 dakika sonra renk vermeye baslamistir. 10 Cfu ve 1 Cfu’dan herhangi bir sonug
alinmamustir. Inkiibasyonlu yonteme gére renk yogunlasmasi ve olusumu daha yavas

olmustur.

Sekil 4.15: 10° Cfu bakteri iceren standart — 2 saat bekledikten sonra.

Sekil 4.16: 10 Cfu bakteri iceren standart — 2,5 saat bekledikten sonra.
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4.5. Tartisma

Su hayat i¢in vazgecilmez bir bilesendir. Canlilar1 olusturan hiicrelerin yasamsal
faaliyetlerini siirdiirmeleri yalnizca su ile miimkiin olmaktadir. Su fiziksel, kimyasal
ve biyolojik vazifeleriyle canlilarin olmazsa olmaz gida maddesidir [9]. Yeryiiziinde
stirekli dongii seklinde olan su tiiketim noktasina gelinceye kadar bazi kimyasal,
fiziksel ve mikrobiyolojik kirleticilerler ile kirletilmektedir [10].

Eskiden, suyun hijyen ve temizligine yeteri kadar 6nem verilmemistir. Bir
yerden bagka bir yere akan suyun temiz olduguna, suyun renksiz, kokusuz, ferah ve
icimi hos olan bir suyun temizligine ve iyiligine inanilmistir. Bunun sonucunda bir¢ok
hastaliga ve salginlarin ¢ikmasina neden olmustur.

Insani Tiiketim Amagh Sular Hakkinda Y®énetmeligin 2011 yili baskisinda [23]
ve 2013 yilinda degistirilen yeni yonetmelikte igme-kullanma sularinin 100 mL'sinde,
igme sular1 ve kaynak sularinin 250 mL'sinde da koliform grubu bakteri sayis1 0 olarak
verilmistir [24]. E.coli hastane ve halk kokenli idrar yolu enfeksiyonlarindan en fazla
izole edilen patojenik bakteri olup, bulgularin hemen hemen %380-95’inin etkeni
oldugu gozlenmistir [58,59].

Bakteri tayininde; Kuru madde tayinine dayali yontem, mikroskobik sayim
yontemi, en muhtemel say1 yontemi, besiyeri yontemi, membran filtrasyon yontemi ve
cihaz kullanimi gerektiren hizli sayim yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemleri
uygulamak i¢in gii¢lii altypiya sahip laboratuvar ortamina sahip olma zorunlulugu ile
birlikte uzun analiz siiresi ve yiiksek biitcelere ihtiyag vardir.

Tez kapsaminda planlanan ve gergeklestirilen bu ¢alismada herhangi bir pahali
laboratuvar cihazina gerek duymadan, kisa siirede bakteri tayini yapilmasi
amaglanmistir. Bunun ic¢in enzim-substrat yontemine dayali 4 farkli yontem
denenmistir.

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar su sekilde 6zetlenebilir:

1) MNp ydnteminde; nanopartikiillere arjinin baglanarak deneme yapilmis ancak
bakterilerin tamamen baglanmadig1 gozlenmistir. Bakteri icerigi bilinen seri ile
yapilan denemelerde 10° Cfu ve 10* Cfu’da sonug alimustir. Bakterilerin tamami
baglanmadigi i¢in sonug yaklasik 3 saat sonunda ortaya ¢ikmistir. Ayrica siyah
nanopartikiillerin yogunlugundan dolay1 renk gézlenmesi zorlagmistir. Bu yontem

ile tez kapsaminda amaglanan sonuca ulasilmamaistir.
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1) Hidrojel yonteminde; yiiksek konsantrasyonda bakteri iceren numunelerde hizl
ve belirgin sonug vermistir. Bakteri miktar1 azaldik¢a olusan renk miktar1 azalmis,
sonu¢ verme siiresi uzamistir. Siringa ucu filtre ve Plunger Tiip yontemleri ile
kiyaslandiginda daha uzun siirede sonug¢ verdigi gdzlenmistir. 10° ve 10* Cfu
konsantrasyonlarinda net sonug verirken, 10° Cfu’da renk olusumu oldukca az
oldugu gozlenmistir. Ancak 10? ve daha diisiik Cfu’larda sonug alinmamustir.

iii) Plunger Tiip yonteminde; bakterilerin tamamen tutuldugu goriilmistiir. Bu
yontemde strip ile Ol¢lilemeyecek miktarda, enzim agiga ciktifindan yalnizca
yiiksek konsantrasyonlarda kullanimi1 uygundur. Konsatrasyonu bilinen bakteri
serisi ile yapilan denemelerde 10° ve 10* Cfu konsantrasyonlarinda net ve hizli
sonu¢ almmis olmakla birlikte 10° Cfu ve altinda olan miktarlarda sonug
alinmamustir.

iv) Siringa ucu filtre yontemi, 37°°de inkiibasyonlu ve inkiibasyonsuz olarak 2
sekilde deneme yapilmistir. inkiibasyonlu olan ydntem digerine gore daha hizh
sonu¢ vermis ve ayni zamanda daha diislik konstantrasyonlarda sonu¢ alinmistir.
Inkiibasyonlu yontemde 10* ve 10% Cfu ilk 15 dakikada sonug verirken, 10° Cfu 1
saat i¢inde sonu¢ vermeye baslamistir. 20 saat sonunda 10 Cfu’da da renk
gbzlenmistir. Inkiibasyon igermeyen yontemde 10* ve 10° Cfu ilk 20 dakikada
sonug verirken, 102 Cfu; 2 saat icinde sonug vermeye baslamistir. 10 ve 1 Cfu da
24 saat iginde herhangi bir renk gozlenmemistir.

V) Yukarda bahsi gegen 4 yontem kiyaslandiginda, sonug verme siiresi ve diisiik
LOD agisindan siringa ucu filtre yonteminin digerlerine gore daha basarili oldugu
sOylenebilir. Ayrica kullanim kolaylig1 agisindan da siringa ucu filtre yontemini
digerlerinden ayiran en 6nemli olumlu 6zelligidir.

vi) Hali hazirda piyasada varolan test Kitleri kullanim kolaylig1 agisindan
kiyaslandiginda, en kolay yontem olan Swislab markali E.coli test stribi 10 dakika
igerisinde 1370 Cfu bakteri miktarin1 tayin edebilmektedir [124]. Tez ¢alismasi
kapsaminda elde ettigimiz sonuglara gore 10 dakika icerisinde 1000 Cfu tespit
edilirken, 60 dakika igerisinde 100 Cfu bakteri miktari tayin edilebilmektedir. Tez
caligmasinda elde edilen bulgulara gore test kiti iiretilerek piyasaya siiriilebilme

potansiyeline sahiptir.
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Tablo 4.1: Tez kapsaminda denenen yontemlerden elde edilen sonuglarin

karsilastirilmast.
Yontem 1.Saat 3.Saat 24. Saat
Manyetik Nanopartikiil - 10° Cfu -
Hidrojel 10° - 10*Cfu - 10% —10%Cfu
Plunger Tiip 10° - 10*Cfu - -
Siringa Ucu | Inkiibasyonlu | 10%- 10°Cfu 10%Cfu 10 Cfu
Filtre Inkiibasyonsuz | 10*- 10°Cfu 10%Cfu -

75




[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

KAYNAKLAR

Oztelli Y., (2004), “Bayburt ili Merkez Ilgede igme Sularinda Enterohemorajik
Escherichia Coli (O157:H7)’nin Arastirilmas1”, Yiksek Lisans Tezi,
Siileyman Demirel Universitesi.

Tastemur S., (2013), “Membran Filtrasyon Teknigi ile Koliform Analizinde
Kullanilan Besiyerlerinin Kiyaslanmasi1”, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara
Universitesi.

Nicolaou N., Xu Y., Goodacre R., (2012), “Detection and Quantification of
Bacterial Spoilage in Milk and Pork Meat Using MALDI-TOF-MS and
Multivariate Analysis.” Analytical Chemistry, 84 (14), 5951-5958.

Mao X., Yang L., Su X.L., LiY., (2006), “A nanoparticle amplification based
quartz crystal microbalance DNA sensor for detection of Escherichia coli
O157:H7.” Biosens Bioelectron, 21 (7), 1178-1185.

Kankur F., (2016), “Istanbul Anadolu Yakasinda Icme-Kullanma Sularindan
Membran Filtrasyon Yontemi Ile Izole Edilen Escherichia Coli Suslarinda
0157 Varligmin Arastirilmas1”, Yiiksek Lisans Tezi, Harran Universitesi.

Chang H.K., Ishikawa, F.N., Zhang, R., Datar, R., Cote, R.J., Thompson, M.E.,
Zhou, C.,(2011), “Rapid, Label-Free, Electrical Whole Blood Bioassay Based
on Nanobiosensor Systems.” ACS Nano, 5 (12), 9883-9891.

Yokota K., Tsutsui, M., Taniguchi M., (2014), “Electrode-embedded
nanopores for label-free single-molecule sequencing by electric currents.” RSC
Advances, 4 (31), 15886-15899.

Van Rooy T.B., (2003), “Bottling up our natural resources: the fight over
bottled water extraction in the United States.” Journal of Land Use, 18 (2),
267-298.

Demirer M.A., (1988). Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ders Notlari,
Besin Hijyeni Ozel Boliim Kisim I Su Hijyeni.

Glingen U., Anar ., Giindiiz H,. (2000), “Uludag’daki su kaynaklarinin
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik yonden incelenmesi.” Siileyman Demirel
Universitesi, T1p Fakiiltesi Dergisi, 7(2), 21-24.

Golas I., Filipkowska Z., Lewandowska, D., Zmyslowska 1., (2002),
“Potentially pathogenic bacteria from the family Enterobacteriaceae,
Pseudomonas spp and Aeromonas spp. In waters designated for drinking and
household puposes.”, Polish Journal of Environmental Studies, 11 (4), 325-
330.

WHO, (1996), World Health Organization, 1. Guidelines For Drinking-Water
Quality - Second Edition - Volume 2.

76



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

Tekingen O.C., Yal¢in S., (1990), “Su hijyeni ve muayenesi.” Aksaray, Selguk
Universitesi Ders Notlari.

WHO, (2002), World Health Organization, Water and Health in Europe, WHO
Regional Publications European Series, No. 93, World Health Organization.

Unliitirk A., Turantas F., (1988), “Sularda toplam koliform sayiminda
kullanilan membran filtrasyon ve kuvvetle muhtemel say1 yontemlerinin
karsilastirilmas1.” Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miih. Dergisi,
6 (2), 137-145.

Holt G.H., Krieg N.R., Sneath P.H.A., Staley J.T., Williams, S.T., (1994),
“Bergey’s of Manual of Determinative Bacteriology”, Nineth Edition,
Maryland, USA.

Halkman AK, Dogan HB, Noveir M., (1994), “Gida Maddelerinde Salmonella
ile E. coli Arama ve Sayma Yontemlerinin Karsilagtirilmasi.”, Ankara
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisleri Béliimii, Gida Teknolojisi
Dernegi. Yayin No: 21

Tunail N., (2009). Mikrobiyoloji. Ankara: Pelin Ofset; 2009. 434s.

Cakir I, (2000), « Koliform Grup Bakteriler ve E coli. Gida Mikrobiyolojisi ve
Uygulamalari.”’Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Bolimii.

Halkman A.K., (2005), Merck Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalari, Ankara.

Aldsworth T, Dodd CER, Waites W., (2009), “Food Microbiology. In, Food
Science and Technology.”, Ed Geoffrey Campbell-PlattWiley-Blackwell.
Singapure, p 115-173.

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi. 29.12.2011 tarih ve
28157 sayili Resmi Gazete

Insani  Tiiketim  Amachh  Sular Hakkinda  Yonetmelik, 2005.
https://www.tth.org.tr/mevzuat/index.php?option=com_content&view=article
&id=250:santet-amai-sular-hakkinda-yetmel&catid=2:ymelik &ltemid=49
(Erisim Tarihi: 12.03.2016)

Insani Tiiketim Amagl Sular Hakkinda Yo6netmelikte Degisiklik Yapilmasina
Dair Yonetmelik 07.03.2013 tarih ve 28580 sayili Resmi Gazete (Erisim
Tarihi: 12.03.2016)

Davidson P., Roth L., Gambrel-Lenarz L., (2004), “Coliform and Other
Indicator Bacteria”, 17th ed. Eds: Wehr H, Frank J, Standard Methods for the
Examination of Dairy Products. Washington DC: American Public Health
Association; 570 p.

77



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

Feng P, Weagant SD, Grant MA, Burkhardt W., (2002), “Enumeration of
Escherichia coli and the Coliform Bacteria”, Bacteriological Analytical
Manual, Chapter 4. (Erisim tarihi; 10 Ekim 2013).

Efrima S., Zeiri L., (2009), “Understanding SERS of Bacteria”, J. Raman
Spectrosc, 40 (3), 277-288.

Bitton G., (1999), “Waste Water Microbiology”, Wiley-Liss Inc., New York,
578p.

Ray B., (1996), “Fundamental Food Microbiology”, CRC, Boca Raton, 516p.

Prior J.L., Titball R.W., (2002), “Monoclonal antibodies against Yersinia
pestis lipopolysaccharide detect bacteria cultured at 28 °C or 37 °C” Mol. Cell.
Probes, 16 (4), 251-256.

Sapsford K.E, Rasooly A, Taitt C.R, Ligler F.S., (2004), “Detection of
campylobacter and Shigella species in food samples using an array biosensor”,
Anal. Chem, 76 (2), 433-440.

Noveir M.R., (1998), “Gida Kayngkh Escherichia coli O157:H7 Uzerine Bir
Arastirma”, Doktora tezi, Ankara Universitesi.

Adams M.R., Moss M.O., (1999), “Food Microbiology”, The Royal Society of
Chemistry, Cambridge.

Chapelle F.H., (2001), “Ground-Water Microbiology And Geochemistry”,
John Wiley And Sons, New York.

Temiz A., (1999), “Gidalarda Indikatér Mikroorganizmalar”, Gida
Mikrobiyolojis,. Mengi Tan Basimevi, Izmir, 107s.

Bilgehan H., (2000), “Klinik Mikrobiyoloji- Ozel Bakteriyoloji ve Bakteri
Enfeksiyonlar1”, Baris Yayinlari Fakiilteler Kitabevi, Onuncu bask1, izmir.

Toreci K., (2002), Escherichia Tiirleri, Infeksiyon Hastaliklar1 Ve
Mikrobiyolojisi. Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul.

Ustagelebi S., (1999), “Temel ve Klinik Mikrobiyoloji”, Gilines Yaymnlar
Ankara.

Ingledew W.J., Poole R.K., (1984), “The Respiratory Chains of Escherichia
coli.” Microbiol Rev, 48 (3), 222-271.

Darnton N.C, Turner L., Rojevsky S., Berg H.C., (2007), “On Torque and

Tumbling in Swimming Escherichia coli”, Journal of Bacteriology, 189 (5),
1756-1764.

78



[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

Briissow H., Canchaya C., Hardt W.D., (2004), “Phages and The Evolution of
Bacterial Pathogens: From Genomic Rearrangements to Lysogenic
Conversion”, Microbiol. Mol. Biol. Rev, 68 (3), 560-602.

Aksit F., (1996), “Bakterilerin Yap1 ve Fizyolojileri. Serter N. Mikrobiyoloji”,
Eskisehir: T.C. Anadolu Universitesi Yaylar1 No: 490.

Erensoy S., (1990), “Izmir ve Cevresindeki Siirgiin Olgularinda Enteropatojen
Escherichia coli ve Enterohemorajik E.coli Kokenlerinin Arastirilmasi”, Tip
Fakiiltesi, Uzmanlik Tezi, Ege Universitesi.

Baron E.J., Finegold S.M., (1990), “Bailey and Scott’s Diagnostic
Microbiology”, Mosby Company.

Kayser F.H., Bienz K.A., Eckert J., Zinkernagel R.M., (2002), “T1bbi
Mikrobiyoloji. Gozden gecirilmis genisletimis 9. Baski”, Istanbul: Nobel Tip
Kitabevleri Ltd. Sti.

Akca M.O., (1994), “Gastroenteritli Olgularda Etken Olarak E.coli O157:H7
Arastirilmas1”, Tip Fakiiltesi, Uzmanlik Tezi, Gazi Universitesi.

Kiligturgay K., Gokirmak F., Toére O., Gedikoglu S., (1993), “Klinik
mikrobiyoloji”, Bursa, Onur Yayincilik.

Kolter R., (1998), “Genetic analysis of Escherichia coli biofilm formation:
roles of flagella, motility, chemotaxis and type I pili”, Mol Microbiol, 2(30),
85-93.

Bozkaya E., (2005), “Tibbi Mikrobiyoloji 2, Istanbul Universitesi Tip
Fakiiltes1 Temel ve Klinik Bilimler Ders Kitaplar1”, Nobel Tip Kitabevleri,
Istanbul.

Erdem U.C., (1995), “Membran filtrasyon teknigi ve gidalarda kullanim
alanlar1”, Ankara Universitesi, Ankara.

Temiz A., (2000), “Genel Mikrobiyoloji Uygulama Teknikleri”, Hatipoglu
Yayinevi, Ankara.

Erol 1., (2007), “Gida Hijyeni ve Teknolojisi, Ankara iiniversitesi Besin/Gida
Hijyeni ve Teknolojisi Anabilimdali”, Ankara.

Vieria N., Bates S., Solberg D., Ponce K., Howsmon R., Cevallos W., Trueba
G., Riley L., Eisenberg N., (2007), “High prevalence of emteroinvasive
escherichia coli isolated in a remote region of northern coastal ecuadar”,
American Journal Of Tropical Medicine And Hygiene, 76 (3), 528-533.

Koneman E.W., Allen S.D., Janda W.M., Schreckenberger P.C., Winn J.R.,

(1997), “Enterobacteriaceae Color Atlas And Tekxbook Of Diagnostic
Microbiology”, 5, J.B. Lippincott Company, Philadelphia, 2(6), 145- 149.

79



[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

Emery D.A., Nagaraja K.V., Shaw D.P., Newman J.A., Eells, D.G., (1992),
“Virulence Factors Of Escherichia Coli Associated With Colisepticemic
Chickens”, Avian Dis, 36 (3), 504-511.

Giinaydin M., (2004), “Gram Negatif Bakteri Infeksiyonlarinda
Mikrobiyolojik Tani”, Gram Negatif Bakteri Infeksiyonlari, Bilimsel Tip
Yaymevi.

Strohl A.W., Rouse H., Fisher B.D., (2006), “Microbiology”, Ang, O. (Ceviri
Editorii), Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul.

Kaygusuz S., Apan T.Z., ve Kilig D., (2001), “Toplum Kokenli Uriner Sistem
Enfeksiyonu Etkeni Gram Negatif Bakterilerde Cesitli Antibiyotiklere Diren.”,
Aknem Dergisi, 2(15), 101-103

Kaya D., Oksiiz S., ve Kaya E., (2001), “Uriner Sistem Enfeksiyonu Etkeni
Olan Escherichia Coli Suglarimin Bazi Antibiyotiklere Duyarliliklarinin
Arastirlmas1”, A.1.B.U. Diizce Tip Fak. Dergisi, 50(3), 172-7

Hooton T.M., ve Stamm W.E., (1997), “Diagnosis and Treatment of
Uncomplicated Urinary Tract Infection”, Infect Dis Clin Nort, 84 (7), 771-776.

Mc Millan J., De Angelis, C.D., Feigin, R.D. Ve Warshaw, J.B., (1999).
“Oski’s Pediatrics Principle And Practice”, 3, Philadelphia.

Wilson W.R. and Henry N.K., (2001), “Urinary Tract Infections”, Current
Diagnosis & Treatment In Infectious Diseases, New York.

Procop G.N. ve Cockerill, F., (2001), “Enterititis Caused by Escherichia coli
and Shigella and Salmonella Species”, Current Diagnosis & Treatment in
Infectious Diseases , New York.

Eraksoy H., ve Ogzsiit H., (1994), “Hastane Dist Uriner Sistem
Infeksiyonlarinda Empirik Antibiyotik Tedavisi”, Enfeksiyon Hastaliklar:
Yaynlar1 Dernegi.

Stamm W.E., ve Stapleton A.E., (1998), “Approach to the Patient with Urinary
Tract Infection”, Infectious Diseases Philadelphia.

Chapman P.A., (2000), “Sources of E.coli O 157 and Experience Over the
Post 15 Years in Sheffield”, J App. Microbiol. Symp. Suppl., 88 (1), 51-60.

Anonim, (2005), “Merck Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalari”, Ed: Halkman
AK. Ankara: Basak Matbaacilik Ltd.Sti.

Halkman A.K., Dogan H.B., (2000), “Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvari;
Genel Bilgiler. Gida Mikrobiyolojisi ve Uygulamalar1”, Ankara: Ank. Univ.
Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Yayini, Genisletilmis 2. Baski.
Sim Matbaasi.

80



[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

Andrews W.H., Hammack T.S., (2003), “Food Sampling and Preparation of
Sample Homogenate”, Bacteriological Analytical Manual, Chapter 1. [Erisim
tarihi; 10 Ekim 2013].

Sahin I., (1999), “Genel Mikrobiyoloji”, 1. basim. Bursa: Uludag Universitesi
Basimevi.

TSE, (1996), Mikrobiyoloji-Muhtemel Escherichia coli Sayimi i¢in Genel
Kurallar En Muhtemel Say1 Teknigi, TS 6063 1SO 7251.

Andrews W.H., (1995), “Official methods of analysis of AOAC international.
Microbiology methods”, Food and Drug Administration. 16th edition.
Virginia-USA, p.1-111.

Biiyiikerkek-Tor T., (2004), “Sudaki Kromun Membranlar Kullanilarak
Uzaklastirilmas1”, Yiiksek Lisans Tezi, Selcuk Universitesi.

Eykamp W., (1995), “Microfiltration and ultrafiltration, in Membrane
Separations Technology: Principles and Applications”, Eds. Noble, R.D. and
Stern, S.A., Elsevier Science, B.V., USA.

Gida, Igecek ve Ilaglarda Mikrobiyolojik Analizlerin Kolay ve Giivenilir Yolu.
(2012), Istanbul: Membran Filtrasyon. Sartonet Seperasyon Teknolojileri Ltd.

Sti.

Akman M., (1975), “Zar siizge¢ (Membran Filtre) yontemi ile sularda E. coli
sayim1”, Mikrobiyoloji Biilteni, 9 (3), 257-267.

Johnson T, Case C., (2010), “Bacteriologic Water Quality: Membrane—
Filtration”, Laboratory Experiments in Microbiology. San Francisco: 2010
[Erisim tarihi; 10 Ekim 2013].

Web 1, (2012), http://www.smccd.edu/accounts/case/biol675 water/doc/
membr_filtr.pdf [Erisim Tarihi: 07/06/2020].

Crespo G. J., Boddeker W. K., (1994), “Membrane Processes in Separation
and Purification”, 3 (5), 229-262.

Salt Y., ve Dinger S., (2006), “Ozel Ayirma Islemlerinde Bir Secenek:
Membran Prosesleri”, Miihendislik ve Fen Bilimleri Dergisi, Sigma 2006/4,
Istanbul.

Cakir 1., ve Dogan H.B., (2000), “ Membran Filitrasyon Uygulamalari. Gida
Mikrobiyolojisi ve Uygulamalar1®, Ank. Univ. Ziraat Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii Yayini, Ankara, Genisletilmis 2. Baski. Sim Matbaasi.

XU T., (2005), "lon Exchange Membranes: State of Their Development and
Perpective", Journal of Membrane Science, 2 (63), 1-29.

81


http://www.smccd.edu/accounts/case/biol675_water/doc/%20membr_filtr.pdf
http://www.smccd.edu/accounts/case/biol675_water/doc/%20membr_filtr.pdf

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

Pharmeuropa, (2006), "Alternative Methods for Controlling of
Microbiological Quality”, Pharmeuropa, 16 (5), 555-565.

Moldenhauer J., Yvon P., (2005), "Environmental Monitoring Using Scan RDI
Polym’air”, Moldenhauer J. Environmental Monitoring: A Comprehensive
Handbook. River Grove: IL and Bethesda, MD,.

Newby P.J, Johnson B., (2003), "Overview of Alternative Rapid
Microbiological Technologies™, Washington: Interpharm/CRC.

Karaboz I, Kayar E, Akar S., (2008), "Elektronik Mikrobiyoloji Dergisi TR",
2 (1), 1-18.

Cudjoe K.S. Robinson R.K, Batt C.A, Patel P.D., (2000), " Immunomagnetic
Particle-Based Techniques”, Encyclopedia of Food Microbiology, San Diego:
Academic Pres.

Safarik I, Safarikova M, Forsythe S.J., (1995), "A Review: the Application of
Magnetic Separations in Applied Microbiology”, Journal of Applied
Bacteriology, 78 (6), 575-585.

Bange A, Halsal H.B, Heineman W.R., (2005), "Microfluidic Immunosensor
Systems", Biosensors and Bioelectronics, 20 (5), 2488-2503.

Wild D, Davies C. Components. Wild D., (1994), "The Immunoassay
Handbook", New York: Stockton Pres.

Yildiz A, Geng O, Bektas S. (1997), "Enstriimental Analiz Yontemleri”, 2.
Bask1. Ankara: Hacettepe Universitesi Yayinlari.

Joshi V.G., Chindera K., Singh A.K., Sahoo A.P., Dighe V.D., Thakuria D.,
Tiwari, A.K. and Kumar S., (2013), " Rapid label-free visual assay for the
detection and quantification of viral RNA using peptide nucleic acid (PNA)
and gold nanoparticles (AuNPs)", Analytica Chimica Acta, 795: p. 1-7.

Olbrich C., Gessner A., Schroder W., Kayser O. and Muller R.H., (2004),
"Lipid drug conjugate nanoparticles of the hydrophilic drug diminazene-
cytotoxicity testing and mouse serum adsorption”, J Control Release, 96 (3),
425-430.

Rodoplu D., Boyaci I.H., Bozkurt A.G., Eksi H., Zengin A., Tamer U.,
Aydogan, N., Ozcan, S. and Tugcu-Demiroz, F., (2015), "Quantitative
Characterization of Magnetic Mobility of Nanoparticle in Solution-Based
Condition™, Curr Pharm Des, 21 (37), 5389-400.

Sharma V., Park K. and Srinivasarao M., (2009), "Shape separation of

goldnanorods using centrifugation”, Proc Natl Acad Sci U S A, 106 (13), 4981-
5.

82



[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

Mace C.R., Akbulut O., Kumar A.A., Shapiro N.D., Derda R., Patton M.R.,
Whitesides G.M., (2012), "Aqueous multiphase systems of polymers
andsurfactants provide self-assembling step-gradients in density”, Journal of
theAmerican Chemical Society, 134 (22), 9094-7.

Lee J., Deininger R.A., (2004), "Detection of E. coli in beach water within 1
hour using immunomagnetic separation and ATP bioluminescence.”,
Luminescence, 19 (1), 31-36.

Tiiylek Z., (2017), Biyosensorler Ve Nanoteknolojik Etkilesim, Elektronik Ve
Otomasyon Boliimii, Biyomedikal Cihaz Teknolojisi Programi, Journal Of
Science.

Luong J.H.T., Male K.B., Glennon J.D., (2008), "Biosensor Technology:
Technology Push Versus Market Pull." Biotechnol Adv., 26 (5): 492-500.

Zourob M., (2010), Recognition Receptors in Biosensors.

Otlu B., (2011), "Biyosensorler: Biyoreseptor Molekiiller", In: 6th
International Advanced Technologies Symposium (IATS’11).

Malhotra B.D., Turner A.P.F., (2003), Advances in Biosensors: Perspectives
in Biosensor, 1-36.

Karatas B., (2019), "Sefdinir-Dna Etkilesiminin impedimetrik Biyosensor Ile
Incelenmesi" Yiiksek Lisans Tezi, Sivas Universitesi.

Telefoncu A., (1999), "Biyosensorlere genel bakis." Biyokimya Lisans Ustii
Yazokulu, 1-9.

Kokbas U., Kayrin L., Tuli A., (2013)," Biyosensorler ve Tipta Kullanim
Alanlar." Arsiv Kaynak Tarama Dergisi.

Karaboga M. N. S., Sayikli Simsek C., Sezgintiitk M. K., (2016), "AuNPs
Modified, Disposable, ITO Based Biosensor: Early Diagnosis of Heat Shock
Protein 70." Biosensors and Bioelectronics, 84(15), 22-29.

Duan H. Y., Rong K., Lawrence C. C., (2005), "Investigation on The
Mechanism of H2S Removal by Biological Activated Carbon in A Horizontal
Biotrickling Filter." Applied Microbiology and Biotechnology, 69(3), 350-
357.

Banu H., (2013), "Karragenan Katkili yeni polimer/kil kompozit
hidrojellerinin sentezi, karakterizasyonu ve potansiyel sogurum kapasitelerinin
arastirilmas1.", Yiiksel Lisans Tezi, Adnan Menderes Universitesi.

Uziim O.B., Kundakc1 S., Armagan A., Karadag E.. (2005), "Kimyasal Capraz

Baglanmis Aam/AMPS Kopolimerlerinde Sisme Karakterizasyonu.", XIX.
Ulusal Kimya Kongresi, Kusadasi.

83



[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

Sop E. S., (2013), "Doku genisletme amagl hidrojel sentezi, karakterizasyonu
ve sisme kinetigi." Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi.

Cakmak H., (2013), "Fiziksel ve Kimyasal Capraz Bagli DNA Hidrojellerinin
Sentezi ve Karakterizasyonu.", Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Teknik
Universitesi,

Dingkaya E., (1997), "Enzimolojiye genel bakis.", Enzimoloji lisansiistii yaz
okulu (editor azmi telefoncu), s:1-15.

Ozata A., Kutlu M., (2000), "Enzimoloji ders notlar1. "Anadolu Universitesi
Yayinlari, Eskisehir.

Trevor Palmer B.A., (1985), "Understanding Enzymes.", Second Edition. Ellis
Horwood Limited.

Karlson P., (1992), "Biyokimya." Arkada Tip Kitaplari. Seri No: 7, Ceviren:
Prof. Dr.Azmi Telefoncu, Istanbul, 327s.

Goziikara E.M., (1997), "Biyokimya 2", Nobel Tip Kitabevi, Istanbul.

Henrissat B. A., (1991), "Classification Of Glycosyl Hydrolases Based On
Amino Acid Sequence Similarities.”, The Biochemical Journal, 280(2), 309-
16.

Ergocen G., (2013)., "B-Glukozidaz Enziminin Kayis1 (Prunus Armeniaca)
Cekirdeklerinden Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu.", Yiiksek Lisans Tezi,
Cukurova Universitesi.

Celik A., (2015) "B-Glukozidaz Enziminin Farkli Tasiyicilar Uzerine
Immobilizasyonu ve Farkli Cay Ornekleri Uzerine Aroma Artirict
Ogzelliklerinin Incelenmesi.", Yiiksek Lisans Tezi, Manisa Celal Bayar
Universitesi.

YinjiaJ., Fei L., Chao S., Meiping T., (2013)., "Efficient bacterial capture with
amino acid modified magnetic nanoparticles"”, Water Research,VVolume 50 (1),
124-134.

Trujillo W., Zarria J., Pino J., Menacho L., (2018), "Adherence of amino acids
functionalized iron oxide nanoparticles on bacterial models E. Coli and B.
subtilis.”, Journal of Physics, 1-9.

Gunda N.S.K., Chavali R., Mitra S.K., (2016), " DipTest: A litmus test for E.
coli detection in water", Royal Society of Chemistry, PLoS ONE 12(9): 101-3

Gunda N.S.K., Chavali R., Mitra S.K., (2016), "A hydrogel based rapid test
method for detection of Escherichia coli (E. coli) in contaminated water
samples.”, Royal Society of Chemistry, Published on 21 April 2016.
Downloaded by University of Wollongong.

84


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0043135413009950#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0043135413009950#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0043135413009950#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0043135413009950#!

[124] Web 2, (2021),_https://swiss-labs.org/wp/product/swiss-labs-bacteria-e-coli-
test-kit-for-water-2-pack/ [Erisim Tarihi 10/02/2021].

85



	ABDURRAHİM BULUT - TEZ SON (1)
	FR-0116_YL_Juri_Onay_Formu (2) (1)5
	ABDURRAHİM BULUT - TEZ SON (1)

