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KIA ve Triptofanhi Buyyon Besiyerindeki Biyokimyasal
Ozelliklerine Gore Enterik Bakterilerin Tanimlanmasinda
Klasik Yontemlerin Modifikasyonu

Halil YAZGI(*)

OZET

Enterebacteriaceae ailesi i¢inde 30’dan fazla cins ve
130’dan fazla tiir bulunmaktadir. Bu 130 tiir bakteriden
klinik 6rneklerde en sik izole edilenler Escherichia coli,
Shigella serogrup A,B,C,D, Salmonellalar, Citrobacter fre-
undii, Citrobacter diversus, Edwardsiella tarda, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter clo-
acae, Hafnia alvei, Serratia marcescens, Proteus mirabi-
lis, Proteus vulgaris, Providencia rettgeri, Providencia
stuartii, Providencia alcalifaciens, Morganella morganii,
Yersinia entero-colitica, Yersinia pestis ve Yersinia pse-
udotu-berculosis’dir.

Enterik bakterilerin tanimlanmas1 biyokimyasal testlerle
olur. Bu amagcla en sik kullanilan besiyerleri Kligler’s iron
agar (KIA) ve triptofanli buyyon’dur.

Enterik bakterilerin biyokimyasal 6zelliklerinin degerlen-
dirilmesinde klasik degerlendirme tablolarinin kullanimi
pratik uygulamalarda pek uygun degildir. Ozellikle mikro-
biyoloji uzmanlik egitimine yeni baglamig aragtirma gorev-
lileri i¢in bu tablolar1 degerlendirmek daha da zaman ali-
c1 olmaktadir. Tanimlama tablosunun bu degerlendirme
zorlugunu gidermek amaciyla enterik bakterinin KIA da
olusturdugu o6zellikleri ve indol deneyini birlikte degerlen-
dirmek suretiyle bir tanimlama tablosu tasarlanmistir. Ta-
sarlanan bu tablo yardimiyla sik izole edilen enterik bak-
terilerin tanimlanmas1 daha kolay ve kisa siirede gergek-
lestirilmektedir.

Anahtar kelimeler: Enterik bakteriler, tanimlama tablosu

SUMMARY

Modification of the Classical Methods in Identification
of Enterobacteriaceae by Their Biochemical Properties
on KIA and Tryptone Broth Media

There are more than 30 genera and more than 130 species
in Enterobacteriaceae . The most commonly isolated bac-
teria are Escherichia coli, Shigella serogrup A,B,C,D, so-
me Salmonella serotypes, Citrobacter freundii, Citrobacter
diversus, Edwardsiella tarda, Klebsiella pneumoniae, En-
terobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Hafnia alvei,
Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Providencia rettgeri, Providencia stuartii, Providencia al-
califaciens, Morganella morganii, Yersinia enterocolitica,
Yersinia pestis and Yersinia pseudotuberculosis.

The identification of Enterobacteriaceae could be done by
biochemical tests. For this purpose, the most commonly
used media are KIA and tryptone broth.

The use of classical evaluation tables is not practical in the
evaluation of biochemical features of Enterobacteriaceae.
Moreover evaluation of these tables could be time-consu-
ming, especially for those who are at the beginning of mic-
robiology residency programme. For this purpose, we
composed an identification table evaluating features of
Enterobacteriaceae both in KIA and tryptone broth media.
With the aid of this table the identification of commonly
isolated Enterobacteriaceae could be easier and not time-
consuming.

Key words: Enterobacteriaceae, identification table

GIRIS
Enterebacteriaceae ailesinin yada kisaca enterik
bakterilerin genel ozellikleri sunlardir: 0,3-0,5 mm

en ve 1-6mm boyunda ¢cogu hareketli, bazist hareket-
siz, diiz, Gram negatif , sporsuz, comak bi¢iminde
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bakterilerdir. Fakiiltatif anaeropturlar. Genel kulla-
nim besiyerlerinde kolaylikla irerler. Fermentatif
metabolizmalar1 var olup tiimii glikozu pargalayarak
asit ve bircogu da gaz olustururlar. Katalaz olumlu,
oksidaz olumsuzdur. Nitratlar1 nitritlere cevirirler

(1).

Enterebacteriaceae ailesi i¢inde 30’dan fazla cins ve
130’dan fazla tiir bulunmaktadir (2). Ancak bu 130
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tiir bakteriden klinik 6rneklerde en sik izole edilenler
E. coli, Shigella serogrup A,B,C,D, Salmonellalar,
C.freundii, C. diversus , E. tarda, K. pneumoniae, E.
aerogenes, E. cloacae, H. alvei, S. marcescens, P.
mirabilis, P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii, P. alca-
lifaciens, M. morganii, Y. enterocolitica, Y. pestis ve
Y. pseudotuberculosis’dir(3). Ulkemizde yapilmig
caligmalarda da klinik 6rneklerden yaklagik olarak
benzer bakteriler izole edilmektedir (4-11). Enterik
bakterilerin etken olabilecegi hastalik materyallerin-
den ilk ekimler en az bir adet zengin besiyerine, Or-
negin kanl agar, bir de EMB, Endo, Mac Conkey gi-
bi ayirtedici bir besiyerine yapilmalidir (1). EMB,
Endo, Mac Conkey besiyerlerinde Gram pozitif bak-
teriler ve miigkiilpesent Gram negatif bakteriler iire-
yemez iken enterik bakteriler iyi irer (1,12).EMB,
Endo, Mac Concey gibi besiyerinde iireyen bakteri-
lerin kesin tanist biyokimyasal yontemlerle yapilir.
Bu amagcla kullanilan kirktan fazla test vardir (2).
Ozellikle rutin mikrobiyolojik ¢alismalarda her ente-
rik bakterinin tanisinda bu testlerin hepsinin yapil-
masina gerek yoktur. Ayrica zaman ve ekonomik ba-
kimdan uygun da degildir.

Enterik bakterilerin tanisinda uygulanan biyokimya-
sal deneylerde en sik kullanilan besiyerleri Triple
Sugar Iron (TSI= Ug sekerli demir) besiyeri ve trip-
tofanl buyyon’dur (13). TSI besiyerinin yerine ayn
amagla Kligler’s Iron Agar (KIA) da kullanilabi-
lir(12). Bu iki besiyerinin igerigindeki temel fark TSI
de ii¢ ¢esit (glukoz, laktoz ve sukroz) seker bulunma-
s1 oysa KIA da iki cesit (glukoz ve laktoz) seker bu-
lunmasidir. Sukrozu fermente eden bakteriler TSI
besiyerinin yatik kisminda asit reaksiyon olugsumu-
na neden olmaktadir. Klinik 6rneklerden sik olarak
izole edilen bakterilerin laktoz fermente etme ozel-
likleri sukroz fermente etme ozellikleriyle genellikle
paralellik gostermektedir. Ancak bu paralellik duru-
mu her bakteride bulunmamaktadir. Ornegin Y. ente-
rocolitica, P. vulgaris ve S. marcescens’te laktoz ne-
gatif olmasina karsin sukroz pozitiftir (2).

Laktoz negatif ve sukroz pozitif 6zellikteki bir bak-
teriyi TSI besiyerine ektigimizde sukrozun fermen-
tasyonu TSI besiyerinin yatik kismini sar1 renge do-
niistiirmesinden dolay1 sanki bakteri laktoz pozitifmis
gibi degerlendirme hatalar1 ortaya ¢ikabilir. Bu yanil-

giya meydan vermemesinden dolayi, ozellikle digki
orneklerinde Salmonella Shigella ve Yersinia cinsleri-
nin izole edilme olasilig1 varsa, KIA besiyeri TSI be-
siyerine tercih edilebilir (12).

EMB yada Mac Conkey gibi bir besiyerinde iiremis
ve oksidaz negatif olan bir bakteri kolonisinden KIA
besiyerinin dip kismina batirilip sonra yatik yiizeyi-
ne zikzak cizilerek ekim yapilir. 35 °C’ de 18-24 sa-
at inkiibe edilir. Bu siire sonunda KIA besiyerinde
olusan 6zelliklerin degerlendirilmesi su sekildedir:

Dipte sar1 (asit ), yatik kisminda kirmiz1 (alkali) re-
aksiyon gosteren bakteriler, yalniz glukozu fermente
etmis laktozu edememislerdir.

Dip ve yatik kisimda sar1 (asit) reaksiyon verenler,
hem glukozu hem de laktozu fermente etmislerdir.

Besiyerinde hava kabarciklarinin yada ¢atlamalarin
varli§1 bakterinin gaz, siyah rengin olusumu H,S
olusturdugunu gosterir (1).

Klinik 6rneklerden siklikla izole edilen enterik bak-
terilerin KIA ve triptofanli buyyon besiyerinde olus-
turdugu ozellikler klasik sekliyle Tablo 1’ de goste-
rilmigtir ( 1-3 ). Enterik bakterilerin biyokimyasal
ozelliklerinin degerlendirilmesinde klasik degerlen-
dirme tablolarmin kullanimi pratik uygulamalarda
pek uygun degildir. Ozellikle mikrobiyoloji uzman-
lik egitimine yeni baglamig arastirma gorevlileri i¢in
bu tablolar1 degerlendirmek daha da zaman alici ol-
maktadir. Ornegin “glukoz pozitif, glukozdan gaz
olusumu negatif, H,S pozitif, laktoz negatif, indol
pozitif ” 6zellikte olan bir bakteri susunu tanimlaya-
bilmek i¢in Tablo 1’ de teorik olarak yaklasik 50 ka-
reyi isaretlememiz gerekmektedir.

Tanimlama tablosunun bu degerlendirme zorlugunu
gidermek amaciyla bakterinin KIA da olusturdugu
ozellikleri ve indol deneyini birlikte degerlendirmek
suretiyle Tablo 2’ de goriilen tanimlama tablosu ta-
sarlandi. Tablonun tasariminda bakterilerin laktoz
fermentasyonu 6zelligi 6zel onem tagimaktadir. En-
terik bakterilerin bu 6zelligi onlarin ayrimlar1 baki-
mindan 6nemlidir (1). Ozellikle enterik patojenlerin
biiyiik bir boliimiiniin laktoz negatif olmasi, tablo-
nun bu sekilde tasarlamasinda etkili olmustur.

Incelendiginde goriilecegi iizere Tablo 2’nin birinci
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Tablo 1. Enterik bakterilerin KIA ve Indol besiyerinde olusturdugu ozellikler (Klasik tablo)*

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 32:260-264

Bakteri

Glukoz
fermentasyonu

Glukozdan
gaz olusumu

Laktoz fermentasyonu

H,S olusumu

Indol iiretimi

E. coli

+

+

+

Shigella serogrup B,C

+/-(%50+)

S. dysenteriae

+/-(%45+)

S. sonnei

Salmonella most serotypes

+

S. typhi

+

S. paratyphi A

C. freundii

+/- (%50 +)

+/-(%80+)

C. diversus

+/- (%35 +)

E. tarda

+

K. pneumonia

K. oxitoca

E. aerogenes

E. cloacae

B o I I N N N B

+ |+ |+ |+

H. alvei

+

S. marcescens

+/- (% 55 +)

P. mirabilis

+

P. vulgaris

+/-(%85 +)

P. rettgeri

P. stuarti

P. alcalifaciens +/- (%85 +)

.
+ |+ |+ [+

M. morganii +

- +

Y. enterocolitica

- +/-(%50 +)

Y. pestis

R N R R R R R A R R R

Y. pseudotuberculosisw

*Aciklama:

+ = kokenlerin en az %901 olumlu
+/- =kokenlerin % 11-89°u olumlu
- =kokenlerin 0-10’u olumlu (1-3).

bolgesinde enterik bakterilerin KIA ve indol deney-
lerine ait veriler, ikinci bolgesinde ise enterik bakte-
rilerin tanimlanmasinda sik kullanilan diger biyo-
kimyasal testlere ait veriler bulunmaktadir. Ayrica
tablonun iist tarafinda laktoz negatif bakteriler, alt ta-
rafinda ise laktoz pozitif bakteriler bulunmaktadir.
Yukarida kalin (bold) yazim seklinde biyokimyasal
ozellikleri verilen bakterinin Tablo 2’ye gore deger-
lendirildiginde Proteus vulgaris oldugu kolayca go-
riilmektedir. Tablo 2 incelendiginde bazi bakterilerin
birden fazla bolgede yer aldig1 goriilmektedir. Bunun
nedeni o bakterilerin biyokimyasal 6zelliklerinden
bir yada birkacimin degisken olmasidir. Ornegin
C.freundii’nin KIA ve triptofanli buyyonda izlenen
biyokimyasal 6zellikleri klasik tanimlama tablosun-
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da indol tretimi negatif, H,S degisken, glukozdan
gaz olusumu pozitif ve laktoz fermentasyonu degis-
ken olarak goriilmektedir. C. freundii’nin bu dort bi-
yokimyasal 6zelliginden ikisinin degisken olmasi ta-
sarlanan tabloda bu bakterinin dort farkli bolgede yer
almasina neden olmustur.

SONUC

Tasarlanan tabloda baz1 gruplarda (6rnegin laktoz
pozitif, glukozdan gaz pozitif, H,S pozitif, indol ne-
gatif grupta oldugu gibi) sadece bir bakteri tiirii bu-
lunmakta ve bu bakteri tiiriiniin tanimlanmasinda KI-
A ve triptofanlt buyyon besiyerinden elde ettigimiz
veriler yeterli olmaktadir. Ote yandan diger bazi
gruplarda ( 6rnegin laktoz negatif, glukozdan gaz ne-
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Tablo 2. Enterik bakterilerin KIA ve Indol besiyerinde olusturdugu ézellikler (tasarlanan tablo)**

.l.BiilgF Olas: etken . 2. Bolge
KIA +Indol Ozelligi MR VP  Citrat Ureaz LD oD Mannitol  Hareket
S. sonnei + - - - - + + R
S. dysenteriae + - - - - - - -
Gaz (-) Shigella serogrup B,C + - - - - - + -
H,S (-) S. marcescens D + + D + + + +
indol(-) Y. enterocolitica + - - D N + + B
Y. pestis D - - - - - + -
Y. pseudotuberculosis + - - + - - + -
S. dysenteriae + - - - - - - -
Gaz (-) Shigella serogrup B,C + - - - - - + -
= | HSO P. rettgeri + . + + i - + +
- Indol(+) P. stuartii + - + D - - - D
= P. alcalifaciens + - + - - - - +
< Y. enterocolitica + - - D - + + B
© Gaz (-)
= | HSH) S. thypi + - - . + - + +
Z Indol(-)
N S. paratyphi A + - - - - + + +
o | Gz H. alvei D D - - + + + D
st ) S. marcescens D + + D + + + +
& Indol(-) C. freundii + - D D - - + +
4
<« Gaz (+) P. alcalifaciens + - + - - - - +
= st ) M. morganii + - - + - + _ +
Indol(+) C. diversus + - D - + + +
Gaz (+) Salmonella most serotypes + - + - + + + +
H,S (+) P. mirabilis + D D + - + . +
Indol(-) C. freundii + - D D - - + +
gaé E:g P. vulgaris + - D + - - - +
intlol(+) E. tarda + - - - + + - +
Gaz (-) )
}{zds 1((4.)) P. vulgaris i R D . ) ) ) N
ndol(+
- Gaz (+) K. pneumonia - + + + + - + -
- HS(-) E. aerogenes - + + - + + . +
= indol () E. cloacae - + + D - + + +
N C. freundii + - D D - - + +
o
A Gaz (+) E. coli + - - - + D + +
N H,S () C. diversus + - + D - + + +
) Indol(+) K. oxitoca D + + + + - + -
=
< Gaz (+) y
:ﬁ] H,S (+) C. freundii + _ D D R . + +
Indol(-)
**Aciklama :

1.gaz= glukozdan gaz olusumu, MR= metil kirmizisi, VP=Voges Proskauer, Citrat= citrat utilizasyonu, Ureaz= iire hidrolizi, LD=lizin dekarboksilaz,

OD= ornitin dekarboksilaz

2.Sadece bir tek grupta yer alan bakteri tiirlerinin belirtilen 6zelikleri %90 ve iistiindeki degerlerde ise (+), %10 ve altindaki degerlerde ise (-) olarak

degerlendirildi.

3.Birden fazla grupta yer alan bakteri tiirlerinin belirtilen 6zelliklerinden bir yada birkacinin pozitiflik oranlar1 %11-89 arasindadr.
4.Degerlendirme tablosunda yer alan salmonella, shigella ve E.coli tiirlerinin kesin tanis1 igin biyokimyasal testlerin yanisira serolojik deneylerle antijenik

yapilarinin incelenmesi de uygun olur.
5. + = kokenlerin en az%90’1 olumlu

- =kokenlerin %0-10"u olumlu
D =kokenlerin %11-89’u olumlu (1-3).

gatif, H,S negatif , indol negatif grupta oldugu gibi)
birden fazla bakteri tiirii bulunmaktadir. Bu gibi du-
rumlarda triptofanli buyyon ve KIA besiyerinden el-
de ettigimiz veriler yetersiz kalmakta ve kesin tanim-
lama yapilamamaktadir. Bu nedenle KIA ve indol
deneyine ek olarak bazi biyokimyasal deneyler de

yapilmalidir. Siklikla kullanilan bu deneylerden ba-
zilan tireaz , lizin-ornitin dekarboksilaz etkinlikleri,
hareket, sitrat1 tek karbon kaynagi olarak kullanma
yetenegi, Voges—Proskauer, metil kirmizist ve man-
nitol fermentasyonudur (3). Laboratuvar olanaklari-
na gore KIA ve indol deneylerine ilave olarak bu
testlerden dort yada beg tanesinin uygulanmasi kesin
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tanimlama icin genellikle yeterli olmaktadir.

Biyokimyasal 6zellikleri ile Salmonella, Shigella ya-
da E.coli olarak tanimlanan bakteri tiirlerinin kesin
tanist icin biyokimyasal testlerin yamisira serolojik
deneylerle antijenik yapilarinin incelenmesi de uy-
gun olur (1). Salmonella sadece cins diizeyinde biyo-
kimyasal olarak tanimlanir, serotip tayini ise anti O
ve anti H serumlari ile yapilir. Shigella icin biyokim-
yasal yontemlerle tiir diizeyinde tan1 yapilir, serotip-
leri ise grup ve tipe 6zgii polivalan Shigella antise-
rumlar1 kullanilarak belirlenir. E. coli i¢in gerekirse
polivalan E. coli O antiserumlar1 ile lam aglutinasyo-
nu yapilarak serotiplendirme yapilmalidir (14).

Tablo 2°de KIA besiyerinden elde edilen verilerin
yerine TSI agar besiyerinden elde edilen veriler de
ayn1 amagcla kullanilabilir. Tasarlanan tablonun sik
izole edilen enterik bakterilerin tanimlanmasinda
genc mikrobiyologlara faydali olacagini ummakta-

yiZ.
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