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1.Bolim

Genel Bilgi

Gidalarin bliyiik ¢cogunlugu ¢ok cesitli mikroorganizma gruplarinin ¢ogalmasi ig¢in
uygun ortamlardir. Bu mikroorganizmalardan biiyiik kismi1 gidalarda tat, koku ve renk gibi
duyusal niteliklerde bozulmaya neden olarak onlari tiiketici tarafindan istenilmeyecek duruma
getirirken; patojenler ise gida zehirlenmeleri ve infeksiyonlarina neden olarak halk saglig
acisindan 6nemli riskler olusturabilmektedir. Gidalarda gerceklestirilen mikrobiyal analizlerin
temel iki esasi; bozulma ve saglik riskleri agisindan gidanin potansiyel durumunu ortaya
cikarmak ilee starter kiiltiir tiretimi ve aktivitesinin belirlenmesidir.

Gida mikrobiyolojisi laboratuvar;; gidamin  kendisi, Uretimi, taginmasi ve
depolanmasinda kullanilan alet-ekipmanlar, iretildigi veya depolandig: tesislerin atmosferi,
calisgan personel ile analizlerin yapilacagr laboratuarin atmosferi ve ekipmanlarinda
bulunabilecek mikroorganizmalarin arandig1 veya sayildigi bir laboratuvardir.

Gida maddelerinin ¢ok biiylk kismi ¢ok farkli sayida ve tiirde mikroorganizmalar
icermektedir. Bu mikroorganizmalardan bir kismi bulundugu gidanin iiretiminde mutlak
gerekli olmaktadir. Bu tip gida maddeleri fermente gidalar olarak isimlendirilmektedir.
Diger gida maddelerinde ise mikroorganizmalarin bulunmasi gerekli degildir, hatta istenmez.
Ancak, steril gida tiretmek pek c¢ok gida maddesinin iiretim teknolojisi yoniinden miimkiin
degildir. Bu nedenle gida maddelerinde dogal olarak bulunabilen, patojen olmayan ve iiretim
teknigi ile elemine edilemeyen bir grup mikroorganizmanin belirli sayida bulunmasina izin
verilmektedir. Bunula birlikte hi¢bir gida maddesinde patojen mikroorganizma bulunmasina
miisaade edilmez. Bu nedenle gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda yapilan ¢aligmalarin temel
amact: ¢ok farkli cins ve tiirlere ait olan mikroorganizma gruplarinin varligini veya sayisini
belirleyerek, yiiriirliikkteki tliziik ve standartlara veya ticarette alict kurulusun belirledigi
standartlara uygun olup olmadigini belirlemektir.

1.1. Gida Mikrobiyolojisi Laboratuar Kurallar

Bir mikrobiyoloji laboratuarinda ¢aligsan personelin uymasi gerekli kurallar sunlardir:

e Mikrobiyoloji laboratuarinda mutlaka mikrobiyoloji egitimi almis personel ¢alismalidir.

e Laboratuvarda calisirken temiz bir Onliik giyilmeli, aboratuvarda kullanilan onliik ile
laboratuvar disina c¢ikilmamalidir. Kullanilan 6nliiglin diz kapagini ortecek uzunlukta
olmasina dikkat edilmelidir.

e Personel kisisel temizligine dikkat etmelidir. Tirnaklar kisa kesilmeli, saglar bone ile
kapatilmalidir. Grip, nezle benzeri hastaliklara yakalanmis personele izin verilmeli veya
ellerinde kesik/iltihabi yara bulunan personeller gibi 6zel koruma/korunma onlemleri
alarak calismalidir.

¢ Gida mikrobiyolojisi laboratuvarina yetkili kisiler disinda hi¢ kimse girmemelidir.

e Laboratuvarda higbir sey yenilmemeli, igilmemeli ve analiz 6rnekleri disinda gida maddesi
bulundurulmamalidir.



e Canta, palto vs. kisisel esyalar laboratuvar diginda birakilmalidir. Laboratuar hijyeni
acisindan gereksiz hi¢cbir maddenin laboratuvarda bulunmasina izin verilmemelidir.

e Laboratuvarda hava cereyani olmasi ekimlerde kontaminasyona neden olur. Bu nedenle
Ozellikle ekim asamasinda laboratuvarda hava akimi olmamasina dikkat edilmelidir.

e Camurlu ayakkabilarla laboratuvara girilmemelidir. Ciinkii toz kontaminasyonda en énemli
kaynaklardan birisidir.

e Sabah ise baslamadan ve aksam is bitiminde tezgahlar dezenfekte edilmelidir. Personel her
giris ve cikista ellerini dezenfekte etmelidir.

e Laboratuvar ¢op sepetleri i¢inde otoklavlanabilir poset bulunmali, ¢opler otoklavlandiktan
sonra atilmalidir.

e Mikroorganizma liremis materyalin kirilmasi, yere dokiilmesi halinde gereken karantina ve
dezenfeksiyon uygulanmalidir.

1.2. Laboratuar Dizaym

Gida mikrobiyolojisi laboratuart dizayn edilirken en az 3 temel bolim halinde
yapilmasina dikkat edilmelidir. Bunlar; otoklav ve yikama odasi, numune 6n hazirlik ve
inkiibasyon odasi ile ekim odasi olmalidir.

Ikinci dikkat edilecek nokta ise starter kiiltiir hazirlama ile mikrobiyolojik analizlerin
kesinlikle ayn1 laboratuarda gerceklestirilmemesidir. Starter tiretim boliimii fiziki olarak ve
personel olarak ayri1 bir birim olmalidir.

Bina insa edilirken dikkat edilmesi gerekli noktolar ise s6yle 6zetlenebilir:

e Zemin duvar ve ¢alisma tezgahlari diizgiin yiizeyli, kullanilacak temizlik ve dezenfeksiyon
maddelerinden etkilenmeyecek nitelikte olmalidir. Mikroorganizma barindirmayan
malzeme se¢imine dikkatr edilmelidir.

e Laboratuar dizayn: temizlik yapilmasina imkan verecek sekilde olmalidir. laboratuarda
bulunan dolaplar {izerinde toz birikmemesi i¢in tavana kadar devam etmelidir. Dolap ve
tezgahlarin alt kisimlar1 ise ya zemin ile bitisik olmal1 altina kirlilik etmenleri girmemeli,
veya en az 20 cm yiiksekten itibaren baglamali boylece temizlige uygun olmalidir.

e Laboratuarda yeteri kadar elektrik prizi, su muslugu, evye, havagazi muslugu olmalidir.
Giivenlik acisindan gerektigi zaman bunlar1 kolayca kapatilabilecek sekilde emniyet
onlemleri alinmis olmalidir.

e Laboratuvara direk giines 1s18inin ve girmesinden kagimilmali, havalandirma pencereler
vasitasi ile yapilmamalidir.

1.3. Besiyeri Hazirlanmasi ve Depolanmasi

Mikroorganizmalarin iretilmesi, canliliklarinin devam ettirilmesi, saf kiiltiirlerinin
eldesi, makroskobik morfolojilerinin ve biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi, metabolik
iriinlerinin elde edilmesi v.b. amaglarla ¢ogaltmak i¢in i¢in kullanilan uygun bilesimdeki
besin Ogelerini igeren ortama besiyeri denilmektedir. Besiyerleri kullanim amacina gore
Zenginlestirme, Genel Amacl, Segici, Diferansiyel, Spor ve Depolama Besiyeri olarak
siniflanmaktadir.



Gida mikrobiyolojisi laboratuarinda kullanilacak besiyerleri ticari firmalar tarafindan toz

veya graniiler halde hazirlanarak piyasaya sunulurlar. Tartim sirasinda olusan tozusmadan
kacinmak i¢in graniiler halde olanlarin tercih edilmesi uygun olacaktir. Bazi laboratuarlarda
besiyerleri bilesenleri ayr1 ayri tartilarak hazirlanmaktadir. Hem tartimdaki hatalardan
kaginmak hem de zaman kazanmak ag¢isindan eger zorunluluk yok ise bundan kaginmak hazir
karisim  halindeki  besiyerlerini  kullanmak gerekir. Besiyerlerinin  ve ¢6zeltilerin
hazirlanmasinda dikkat edilecek hususlar, goriilebilecek hatalar ve nedenleri asagidadir:

Besiyeri hazir karisim halinde ise ambalaj iizerinde belirtilen miktar hazirlanacak hacme
gore hesaplanarak tartilir. Tartim dogrudan besiyeri hazirlanacak kaba veya 6zel tartim
kaplarina yapilabilir. Prensip olarak 0,01 g hassasiyette terazi kullanimi yeterlidir.
Tartimda temiz bir spatiil kullanilmali, tozusmadan kaginilmali ve tartim sonrasi besiyeri
kaplar1 ¢ok iyi bir sekilde kapatilmalidir.

Besiyeri hazirlamada kullanilacak kabin (erlen veya balonun) hacmi uygun secilmelidir.
Besiyerinin hacmi, hazirlama kabinin hacminin 2/3’tinden az olmalidir. Tartilan
besiyerinin konuldugu kabin agzina yapismamasi i¢in gerekli onlemler alinmalidir.
Ormnegin kap kuru olmalidir.

Tartim1 yapilmis dehidre besiyeri ilizerine gerekli suyun 6nce az bir kismi1 konulmasi
bulama¢ haline getiridikten sonra geri kalan kismin ilavesi eritme isleminde kolaylik
saglamaktadir. Bu sekilde hazirlanmis besiyerleri eger tiiplere veye balonlara dagitilacak
ise erime tamamen saglanmali dagitim daha sonra gergeklestirilmelidir. Su ilave edilmis
besiyerinin diger islemlere gegmeden dnce homojen karisimin ve erimenin saglanmasi igin
oda sicakliginda 15 dakika bekletilmesi Onerilir.

Agarli besiyerleri mutlaka kaynar su banyosunda ya da mikrodalga firinda eritildikten
sonra otoklavlanmalidir. Ancak, besiyeri hazirlanmasinda otoklav kullanilmiyor ise ilgili
besiyerinin hazirlanmasi ile ilgili talimata uyulmalidir.

Besiyeri pH degeri kontrol edilmeli ve ayarlanmalidir. Ancak otoklavlama sonrasi pH
degerinde 0,1-0,2 arasinda, bazen 0,4 pH degerine kadar diisme olabilir. Bilesiminde fosfat
tamponu olan besiyerlerinde 6nemli degisiklik olmaz. Bu nedenle tampon igermeyen
besiyerlerinin pH ayarlamasi otoklavlamadan sonra uygun yontem ile yapilabilir.

Otoklav sterilizasyon normu olarak iiretici firma tarafindan verilen bilgilere uyulmalidir.
Genel olarak dikkat edilmesi gereken kural besiyerine en az zarari verecek sekilde tiim
mikroorganizmalar1 6ldirmektir. Bunun igin de belirlenmis norm 121°C’de 15 dakika
olarak kabul edilir. Ancak bu siirenin hacime de bagli olacagi ununtulmamalidir. 250 ml’ye
kadar olan hacimler i¢in verilen bu siire, besiyeri miltarinin 1000 ml olmas1 durumunda 20-
25 dakikaya, 2000 ml olmasi durumunda 30-35 dakikaya uzatilmalidir. En iyisi besiyeri
250 ml 'den fazla hacimde hazirlanmamalidir.

Besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ideal olarak cam ekipmanla distile edilmis su
kullanilmalidir. Cesme suyu veya bakir kaplarda elde edilmis distile su uygun degildir.

Sulandirilmis dehidre besiyerleri mikrobiyal gelisim olabilecegi gbz Oniine alinarak vakit
gecirilmeden sterilize edilmelidir.

Otoklav sonrasi katki ilave edilecek ise besiyerinin 45-50°C kadar sogutulmasi gerekir.
Agarli besiyeri ise hizli 6n sogutmadan sonra yaklasik 50°C 'da sogudugunda 45°C 'daki su
banyosuna alinmasi jellesme ve bundan dolay1 karistirma ve dokme hatalarinin meydana
gelmemesi i¢in uygun olacaktir. Yine katki maddesi de katimdan 6nce oda sicakligina
getirilmelidir. Karistirma isleminin anafor olacak diizeyde yiiksek devirde yapilmamasina



0zen gosterilmelidir. Aksi halde olusacak hava kabarciklar1 da Petri kutusuna gecer ve
daha sonra yapilacak ¢alismalar1 zorlastirir.

Erlen veya balonlarda hazirlanmis gerekli ise katki maddesi ilavesi yapilmis besiyerleri
50°C’ye sogutulduktan sonra petri kutularina ~15’er ml olacak sekilde dokiilmelidir.
Dokme kiiltiir yontemi ile sayim yapilacaksa bu durumda 45°C’ye sogutulmalidir. Yiiksek
sicaklikta dokme durumunda kapakta su zerreleri olusumu ve dokme ekimde de termal
soklar meydana gelir.

Besiyerleri hemen o giin kullanilacaksa steril kabinler icerisinde petri kutusunun kapagi
alta gelecek ve ¢ok az agik olacak sekilde kurutulmalidir. 37°C’de 10-15 dakika kurutma
yeterli olabilir. Veya kapali olarak oda sicakliginda 1 gece bekletme ile de kurutma temin
edilebilir.

Otoklavda sterilize edilmis agarli besiyerlerinin jellestikten sonra tekrar eritilmesi ile
besiyeri performansinda azalma olacagi unutulmamalidir. Bu performans kayb1 besiyerinin
bilesimi ile dogru orantilidir. Yine hazirlanmig besiyerinin 50°C’de 3 saatten fazla
bekletilmesi de ayn1 sonuca neden olur. Genel olarak Plate Count Agar gibi basit bilesimli
besiyerleri daha az zarar goriir. Otoklavlanmadan ve sadece 1sitilarak sterilize edilen
besiyerleri (6rnegin Rambach Agar) tekrar eritilmez. Besiyerine katki ilave edildi ise tekrar
eritilmez.

Laboratuvarda hazirlanmig tiim besiyeri ve c¢ozeltilerin kaplar1 iizerinde ne oldugu,
hazirlandigi tarih ve hazirlayan kisi ismi yazilmalidir.

Sterilize edilmis besiyeri ve ¢ozeltilerin kontamine edilmemesine 6zen gosterilmeli, kusku
duyulursa bu ¢ozelti asla kullanilmamalidir.

Hazirlanmis besiyerlerinin  depolanmasi s6zkonusu ise, 151k almayacak ve nem
kaybetmeyecek sekilde depolanmalidir. Petri kutusuna dokiilmiis olan agarli besiyerleri
aksine bir uyar1 yoksa 2-8°C arasinda 2 haftaya kadar (Hazir dokiilmiis besiyerleri 6
haftaya kadar) saklanabilir. Ancak; bazi besiyerlerinin hazirlandigr giin kullanilma
zorunlulugu oldugu unutulmamalidir. Besiyerleri asla dondurulmamali ve yiiksek
sicakliktada saklanmamalidir.

Kontaminasyon, kuruma, renksizlesme, catlama ve diger bozulma isaretleri goriilen plaklar
asla kullanilmamalidir.

Dehidre edilmemis besiyerlerinin saklanmasinda ise kutusu iizerinde belirtilen depolama
kosullarina uyulmalidir. Genel olarak dehidre besiyerleri oda sicakliginda (tercihan <25°C)
kuru ve karanlik yerde, katkilar buzdolab:1 sicakliginda depolanir. Dehidre besiyerlerinin
nem almamast i¢in agildiktan sonra agzi sikica kapatilmalidir. Son kullanma tarihinin kutu
kapagi hi¢ acilmamis olmak kaydi ile gecerli oldugu ve ac¢ilmis kutularin 1 yildan daha
fazla depolanmamasi gerektigi unutulmamalidir.

Besiyerlerinde Goriilebilecek Hatalar ve Baslica Nedenleri

Proplem A|B |C|D|E |F | Diger Nedenler

Anormal Renk * | F

Yanlis pH il IR IR N Yiiksek depolama sicakligi, Ingredientlerin hidrolizi,
Hatal1 sicaklikta pH 6l¢iimii

Atipik Cokelti R el e

Tam * Yetersiz 1sitma, Cok kiiglik erlenlerde yetersiz 1s1

Cozlinmeme yayilimi

Karamelizasyon | * * | *

ve Koyu renk




Toksite * Yanma, kavrulma

Iz Bilesenler * Hava veya ¢evresel kaynaklar

Jellesme yetenegi o * * | pH degistirme nedeni ile agarin hidrolizi, Besiyerinin
kayb1 kaynatilmamasi

Besin ogeleri | * * 1 * |* | * | Yanma-kavrulma, glglii elektrolitlerin varligi, seker
kaybi, secici ve cozeltileri, deterjanlar, antiseptikler, agir metaller,
ayirtedici inokiiliimii inhibe edebilecek protein tabiatinda
ozellikte kayip maddeler ve diger bilesenler

Kontaminasyon *ox Hatali sterilizasyon, hatali katki ilavesi ve plaklara

dokme teknigi, agar iceren besiyerini kaynatmama

A: Bozuk Besiyeri B: Hatali1 Yikanmig Cam Malzeme C: Hatali Tartim
D: Tam Coziinmeme E: Tekrar Eritme F: Yiiksek miktarda inokulasyon ile seyrelme

1.4. Sterilizasyon

Istenilen mikroorganizma ile ekim yapmadan once, mikrobiyolojik ortam ve onunla
temasta bulunan tiim materyaller sterilize edilmelidir. Sterilizasyon, sporlarin da dahil oldugu
tim mikroorganizmalarin tamamiyla oldiiriilmesini saglamaktadir. Sterilizasyon 1sil iglem,
kimyasal maddeler, 1sinlama ve filtrasyon yontemleri kullanilarak gergeklestirilebilir.

Hangi yontem ile sterilize edilirse edilsin malzemenin sterilize olup olmadiginin veya
bir bagka ifade ile sterilizasyonun kontrolii gereklidir. Sterilizasyon yontemi bakteriyolojik,
kimyasal indikatorlerin kullanildig1 yontemler veya numune i¢ine yerlestirilen termokupullar
ile yapilabilir.

Sterilizasyon Metodu Biyolojik Indikator
Buhar Bacillus stearothermophilus
Kuru Hava Bacillus subtilis var. niger
Etilen Oksit Bacillus subtilis var. globigii
Filtrasyon Pseudomonas diminuta

1.4.1. Isil Islemle Sterilizasyon

Mikroorganizmalarin sicakliga dayanikliklar: birbirinden biiytik farkliliklar gosterir. Bu
mikroorganizma tiirine bagli oldugu gibi, sicakligin kuru veya nemli olusuna,
mikroorganizmanin vejetatif veya spor formunda olusuna, gelisme fazina ve cevresel
faktorlere bagli olarak degismektedir. Uygulanan 1s1l isleme gore farkl kisimlara ayrilir:

Basingh Nemli Sicaklikta Sterilizasyon

Bakteriler kuru sicak yerine daha ¢ok nemli sicaklik (buhar) kullanilarak oldiriliir.
Cinkii nemli sicaklikta hiicre proteini koagiilasyonu daha fazla oldugu i¢in
mikroorganizmalarin 6liimii de daha kolay olmaktadir. Kiiltlir ortamlarinin, sulu ¢ozeltilerin
ve atik Kkiiltiirlerin sterilize edilmesinde kullanilir. Otoklavda kuru havanin ortamdan
atilmasiyla sterilizasyon i¢in gerekli sicakliga ulasilir ve yiiksek basing altinda gerekli siirede
(genellikle 121°C, 15 dak.) sterilizasyon gergeklestirilir.

Besiyerlerinin ve ¢ozeltilerin otoklav ile sterilizasyonunda dikkat edilecek hususlar:

e Besiyeri ve/veya c¢ozelti vida kapakli sisede hazirlaniyor ise kapak cok siki olarak
kapatilmamalidir. Aksi halde iceride kalacak hava 1s1y1 yeterli iletmeyecegi i¢in besiyeri
sterilize olmaz.




e Deney tiiplerinde hazirlanmis besiyeri ve/veya ¢ozeltiler cam behere konularak sterilize
edilmemelidir. Cam beherde tiipler arasinda sikisan hava 1s1y1 iletmez. Tiipler ideal olarak
tel sepette, yoksa tabandan delinmis bos konserve kutularinda sterilize edilmelidir.

e Deney tiipleri ve erlenmayerler en fazla 2/3 “line kadar doldurulmalidir.

e Dogru calismayan, gec 1sinan otoklav kullanilmamalidir. Otoklav etkinligi otoklav seridi
ile kontrol edilmelidir. Bu amagla her otoklavlama sirasinda farkli yerlere yerlestirilen en
az 2 erlen ve/veya tiipe otoklav seridi yapistirilir. Otoklavlama sonrasinda serit rengi
degismis olmalidir.

e Sterilizasyon odasi asir1 doldurulmamalidir. Serbest buhar dolagim1 saglanmalidir.

e Otoklavlama islemi tamamlandiginda basing yavasca diistiriilmeli ve vakit gegirilmeden
otoklav agilarak besiyeri digar1 ¢ikartilmalidir. Otoklavlanmis besiyeri uzun siire otoklavda
tutulursa performans kaybi olabilir.

e Otoklavlama sirasinda besiyeri kutusunda ve/ veya ilgili talimatta yazilan sicaklik—siire
kuralina uyulmalidir. Besiyeri kalin etli vida kapakli cam sisede hazirlaniyorsa
otoklavlama siiresine 5 dakika ilave edilmelidir.

e Kullanilacak besiyerleri ile onceden kullanilmig ve yikama Oncesi sterilize edilecek
besiyerleri ayn1 anda otoklavlanmaz.

Asir1 otoklavlama sonucu asagidaki proplemler olusur:
Yanlis pH,
Agarn jellesme yeteneginde diisiis,
Tipik olmayan ¢okelti olusumu,
Besiyerinde karamelizasyon ve koyu renk olusumu,
Besin degerinde kayip,
Secici veya ayirict 6zelliginde kayip.

Kuru Sicaklikta Sterilizasyon

Buhar tarafindan korozyona ugrayan yada kullanilmadan 6nce kuru kalmasi gereken
yiiksek sicakliktan zarar géormeyen petri kutusu, pipet, steril bos erlen ve tiip gibi cam
malzemeler, metal aletler, pamuklar 180°C 'da 1 saat ya da 160°C 'da 2 saat siire ile kuru hava
sterizatoriinde sterilize edilir. Bu sicakliklarin tercih edilmesinde esas alinan bazi toprak
bakterilerinin sicakliga dayanikli sporlarinin 160°C’de 1.5 saat; 170°C’de ise 1 saatte
oldiiriilebilmesidir.

Bir diger uygulamada 6zenin bunsen alevinde kizarincaya kadar isitilarak sterilize
edilmesidir.

Kaynatarak Sterilizasyon

Otoklavda sterilize edilemeyen bazi besiyerleri su banyosunda 95°C sicaklikta veya su
buharinda 30 dakika tutularak sterilize edilir. Baz1 besiyerlerine ise sadece agarin eriyecegi
kadar 1s1l iglem uygulanir. Diger bazi besiyerleri de 60°C sicaklikta sterilize edilir. Bu amagla
sicak su banyosu kullanilir. Sterilizasyonun gilivenilirligi i¢in besiyeri ile ayn1 miktar su iceren
bir bagka erlen i¢inde termometre bulunmali ve sicaklik kontrol edilmelidir. Sicaklik istenilen
degere ulastiginda birka¢ dakika tutularak islem tamamlanir. Ancak, 1s1l isleme son derece
duyarl bu tip siv1 besiyerlerinin filitrasyon ile sterilize edilmesi daha uygundur.

Kaynatilarak ya da isitilarak sterilize edilen besiyerlerinde kullanilan erlenlerin daha
onceden pamuklanarak kuru hava sterilizatoriinde sterilize edilmesi kontaminasyonun
Onlenmesi i¢in uygun olacaktir.

10



Tindalizasyon

Sterilize edilecek materyal otoklav sicakliklarindan zarar goriiyorsa tindalizasyon islemi
uygulanabilir. Bu amagla besiyeri veya ¢ozelti kaynar su banyosunda 80°C'da 1 dakika
tutulup oda sicakliginda 1 saat beklenir, sonra lethal sicaklik derecesine sahip su banyosunda
(80-98°C) 30 dakika tutulur ve oda sicakliginda 8-24 saat birakilir. Su banyosunda ayni
sicaklikta tekrar 30 dakika tutulup oda sicakliginda 8-24 saat bekletilir. Ayni1 islem 1 kez daha
uygulanarak tindalizasyon tamamlanir.

Bu uygulamada dikkat edilmesi gereken en 6nemli faktorlerden birisi oda sicakliginda
bekletmenin 8 saatten kisa 24 saatten uzun olmamasidir. Ciinkii bu siire sporlarin ¢imlenmesi
fakat vejatatif formlarin tekrar spor olusturmamasi i¢in uygun uzunlukta olmalidir.

1.4.2. Filitrasyon ile Sterilizasyon

Sivi veya gazlar filtrasyon ile sterilize edilebilirler. Filtrasyon ile mikroorganizmalar
oldiirtilmez sadece ortamdan uzaklastirilirlar. Besiyerlerine ilave edilecek vitaminler, bazi
sekerler ve diger bazi katki maddeleri 1s1l islem ile sterilize edilemez. Bunlar filitre ile
sterilize edilir. Bu amagla ticari olarak hazirlanmis steril tek kullanimlik filitreler ya da
laboratuarda 1s1 ile sterilize edilen tek veya ¢ok kullanimlik filitreler kullanilir. Filitre ile
sterilizasyonda dikkat edilmesi gereken husus ¢ozeltinin aseptik sartlara dikkat edilerek
mutlaka steril bir kaba filtre edilmesidir.

Bu islemde kullanilan filtreler ti¢ gruba ayrilir:

Derin Filtreler : Bu filtreler cam yiinii yada pamuklu yiin gibi lifli materyallerle
paketlenmis kolonlardir. Kivrilan ve donen lifler pargaciklar tutarak filtre gibi gorev goriirler.
Sivinin akigina direng gosterirler. Bu nedenle gazlarin sterilizasyonunda kullanilirlar.

Membran Filtreler: Pargaciklari disarda tutarak filtrasyonu saglar. Membranlardaki
porlarin biiyiikliigli ve elektrostatik ¢ekim diizeyi filtrasyonun etki giiciinii belirler.
Mikrobiyolojide yaygin olarak kullanilan filtreler seliiloz asetat yada seliiloz nitrat filtrelerdir.
Eleyicilik i¢in gereken filtredeki gozenek biiytikliigii: maya i¢in 0.45-1.2 um, bakteri i¢in 0.2
pum, virtisler ve mikoplazmalar i¢in de 0.01-0.1 um olarak verilir. Ancak genel laboratuvar
uygulamalarinda 0.45 pum porlu filitrelerin kullanilmasi yeterli kabul edilir.

Niikleopor Filtreler :Bu filtreler niikkleer radyasyon ile muamele edilmis ve asitle
yakilarak dikey bosluklar olusturulmus ince polikarbonat filmlerden olusur.

1.4.3. Kimyasal Maddeler ile Sterilizasyon

Is1 ile tahrip olabilecek hassas ekipmanlarin ve elektrikli aletler ile laboratuar zemini,
tezgahlar1 gibi kisimlarin sterilize edilmesinde kullanilir. Kullanilan kimyasallarin toksik
olmas1 nedeniyle ¢ok yaygin bir metot degildir. Standart laboratuvar uygulamasinda
sterilizasyon amaciyla en yaygin kullanilan kimyasal madde alkoldur. Drigalski spatiilii %70
(v/v) alkolde tutularak sterilize edilir. Ambalajin agilmasi sirasinda ya %70 (v/v) alkol ya da
uygun bir dezenfektan kullanilir. Yine laboratuarda zefiran ve civa kloriir gibi dezenfektanlar
da cesitli amaglarla kullanilirlar. Diger alanlarda ise etilen oksit (gaz), formaldehit, beta-
propilactone ve SO gaz formunda; glutaraldehit, hidrojen peroksit, perasetik asit formaldehit

stvi formda en ¢ok kullanilan kimyasallardir.
The gases include
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En yaygin kullanilan alkol ile sterilizasyonda asagidaki hususlara dikkat edilmelidir.
e Alkol ile temas siiresi en az 2 dakika olmalidir.

e Alkol acikta birakilirsa suya gore daha fazla buharlasir, konsantrasyonu diiser ve etkisi
azalir. Bu nedenle isi biten alkol agz1 kapakli bir kapta korunmalidir.

e Alkoliin etkinligi her ¢alisma periyodunda kontrol edilmelidir. Bu amagla ekim islemi
bittikten sonra bir Plate Count Agar besiyerine 0,1 ml aktarilip standart sekilde yayma
yapilip, Petri kutusu 28°C 'da 48 saat inkiibe edilmelidir. Bu Petri kutusunda
mikroorganizma gelismesi goriilmemelidir.

1.4.4. Isinlama ile Sterilizasyon

Istya duyarlt materyallerin ve 1siyla olusabilecek fiziksel degisikliklerin istenmedigi,
numunelerin sterilizasyonunda kullamilir. iki farkli radyasyon formu kullaniimaktadar:

Iyonize Olmayan Isinlar

UV Ismlar: Kimyasal aktiftir, hiicre i¢inde atomlarin yer degistirmesini tesvik eder,
ozellikle niikleik asitlerde oOliimciill mutasyonlara neden olur. Nufuz yetenegi zayif
oldugundan ancak yiizeylerin sterilize edilmesinde kullanilabilir. Bu nedenle laboratuarda
steril kabinlerde, ekim odalarinda havanin sterilizasyonu amaci ile kullanilmaktadir.
Mikrobisidal dalga boyu spektrumu 240-280 nm’dir. Daha ¢ok 269nm dalga boyu kullanilir.

Mikrodalga Isinlari: Sterilizasyon amagli degil daha ¢ok besiyeri hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. Etkisi ortam sicakliginin yiikselmesine dayanmaktadir.

Iyonize Isinlar

Ultraviyole 1sinlar gibidir, ancak nufuz yetenegi ¢ok daha yiiksektir. Atomlara etki
ederek, elektronlarin iyonizasyonuna neden olur. Iyonize radyasyon DNA’y1 ya dogrudan
veya Urettii aktif iyonlar ve serbest radikallerle dolayli olarak etkiler. Bunlarin da etki
mekanizmasinin esast DNA baglarinin kirilmast ve/veya onarim mekanizmalarina zarar
verilmesine dayanmaktadir. Laboratuvar ¢alismalarindan ziyade ticari islemlerde kullanilir.
Ticari boyutta uygulama bulan1 gamma 1ginlaridir.

1.5. Ekim Oncesi Islemler

1.5.1. Ornek Alma

Tiim kitleden analiz etmek amaciyla alinan ve kitleyi temsil eden kisima 6rnek ve bu
islemede de ornekleme denilir. Bu temel kavram yaninda birka¢ kavrami daha agiklamak
gerekir:

Ana Kiitle: Ayni kosullarda iiretilen gidanin tamamini ifade eder. Kesikli liretim
yapilan isletmelerde bir parti mali ifade eder.

Alan Ornegi: Ornek olarak aliman materyalin tamamidir ve 6rnek iinitelerinden olusur.

Ornek Unitesi: Analizde kullanilan 6rnek miktaridir. Bazi durumlarda alan drnegi ile
ornek tinitesi ayn1 miktarda olabilir. Ancak arzu edilen alan 6rneginin en az iki 6rnek tinitesi
icermesidir.
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Ornekleme Plani: partiyi temsilen segilen belirli bir érnek grubu igerisinde, istenilen

mikrobiyel kriterlere gore tiim partinin kabul veya red edilmesi i¢in ka¢ 6rnekte (+) sonuca
izin verildigini gosteren plandir. Bu planda n=6rnek sayisi, c=06rnek grubu igerisinde izin
verilen bozuk birim sayisi, m=bulunmasina izin verilebilecek mikroorganizma sinir degeri,
M=bulunmasina izin verilebilecek mikroorganizmalarin maksimum sinir degeridir.

Gida 6rneginin saglikli bir sekilde analiz edilebilmesi i¢in asagidaki kurallara uyulmasi

gerekir:

Kalite kontroliiniin temeli 6rnek almaya dayanir. Orneklemede esas: giday temsil edecek
sekilde ve miktarda almak, sonrada mikrobiyolojik niteliklerinde degisme olmaksizin
laboratuvara tasimaktir. Genellikle 6rnek miktar1 %2 olarak alinir.Ancak kiiciik partilerde
%10’a kadar cikarilabilecegi gibi, biiyiik partilerde de %1 in altina da diisiiriilebilir.

Omeklemede basar1 i¢in &rnekler, egitimli ve bu konuda otorite sahibi kisilerce aseptik
sartlarda alinmalidir.

Omek aliminda bir rapor hazirlanmali ve drnegi alanin ismi; alindigs tarih, saat, yer; alma
nedeni; gidanin yapisi; ana kiitlenin numarasi, kodu, igerdigi {inite sayis1 ve biiyiikligi;
ornekleme yontemi; alan 6rnegi sayis1 ve biiyiikliigii; 6rnekleme sirasinda iiriintin sicakligi;
yapilmasi istenilen testler ve diger yararl bilgiler bu rapora yazilmalidir.

Omek hizla laboratuvara getirilip derhal analiz edilmelidir. Dondurulmamis gidalarin
kabulden sonra 1 saat i¢erisinde analizine baslanmalidir.

Sogutulmast gereken (6rnegin pastdrize igme siitil, ¢ig siit, ¢ig et, vb.) gidalarin analizinde
ornek mutlaka sogutulmus bir sekilde (0-5°C) laboratuvara getirilmeli ve hizla analize
alinmalidir. Dondurulmus 6rnek ise analize kadar donmus olarak muhafaza edilmelidir.

Sogutulmus 6rneklerin analizi ayni giin yapilamiyor ise bunlarin dondurularak saklanmasi
halinde gercek sayidan daha diisiik degerlerin alinabilecegi unutulmamalidir.

Dondurulmus meyve—sebze ve et iiriinlerinin analizinde 6rnek buzdolabr kosullarinda (2-
5°C) maksimuml8 saat igerisinde ¢oziindiiriilmeli, ¢6ziinme tamamlandiktan sonra hizla
analize alinmalidir. Eger donmus gida dondurma gibi kolayca karistirilabilecek formda ise
¢oziindiiriilmesine gerek olmayabilir. Kolayca eriyebilen gidalarin 35°C’de etiivde 15
dakikada ¢oziindiiriilmesi de 6nerilebilmektedir.

Ornek s1v1 veya yar1 s1v1 ise 6rnek kabi agilmadan 6nce iyice karistiriimalidir.

Ormnek farkli kisimlardan olusuyor ise (yas pasta gibi) her kistmdan &rnek alimalidir.
Ancak istenirse kisimlar ayr1 ayri da test edilerek her kisimin durumu aydinlatilabilir.

Ister orijinal ambalajinda, ister tiiketici ambalajinda ve ister steril 6rnek kabinda
laboratuvara gelmis gidalarin analizinde digaridan bir kontaminasyon olmamasina 6zen
gosterilmelidir. Bu amacla ambalaj tiiriine gore alkol veya uygun bir alkol bazh
dezenfektan ile ambalaj sterilize edilmeli, makas, konserve agacagi gibi a¢gim ekipmant
onceden alkolde sterilize edilmis olmalidir.

1.5.2. Homojenizasyon ve Seyreltme

Gidanin ¢esidine gore degismek iizere gidada homojenizasyon ve/veya seyreltme

yapilmasi gerekebilir. Homojenizasyon igin blender veya stomacher yaygin sekilde
kullanilmaktadir.

Seyreltme ¢ozeltisi olarak Steril Fizyolojik Su (%0,85 NaCl) yaygin kullanim alam

bulmussa da, bugiin Steril Fizyolojik Su (%0,85) + Pepton (%0,1) olan "Maximum Recovery
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Diluent” yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢ozelti "pepton — tuz" olarak da anilmaktadir.
Yine % 0,1 pepton ¢ozeltisi ile Salmonella analizinde kullanilan "tamponlanmis peptonlu su"
seyreltme amaci ile kullanilmaktadir. Siit {rlinlerinin mikrobiyolojik analizinde seyreltme
stvist olarak % kuvvetinde Ringer c¢ozeltisi kullanilmalidir. Siit iirlinleri disinda Ringer
kullanmak gerekli degildir. Peynirlerde % 2 sodyum sitrat ¢ozeltisi de kullanilmaktadir.
Regel, meyve suyu konsantresi gibi yiiksek sekerli gidalarda ozmofilik — ozmotolerant maya
sayiminda % 20 glikoz ¢ozeltisi ilk ve daha sonraki seyreltmelerde kullanilir. Anaeroblarin
analizinde de oksijeni baglayan 6zel seyreltme ¢ozeltisi kullanilmas1 gerekmektedir.

Uygun yontem ve seyreltme ¢ozeltisi secilmis islemde uyulmast gerekli kurallar asagida

Ozetlenmistir:

Homojenizasyonda blender kullaniminda diisiik hizdan baglanarak hiz artirillir ve
maksimum hizda 2 dakika siire ile parcalanir. Stomacherde orta hizda 1,5 dakika siire
yeterli olmaktadir.

Homojenizasyon (ilk seyreltme) ve sonraki seyreltmeler standart 1:10 oraninda yapilir.
Bunun i¢in baslangicta homojen gidalarda 10 g (ml) gida 6rnegi 90 ml seyreltme ¢ozeltisi
ile heterojen gidalarda ise 25 g (ml) gida 6rnegi 225 ml seyreltme ¢ozeltisi ile homojenize
edilir.

Seyreltmenin 1:10 oraninda yapilmasinin nedeni hesap kolaylig1 igindir. Petri kutusunda
sayilan koloni basit olarak seyreltme faktorii ile carpulir.

Un ve hazir ¢orba gibi gidalar 1:10 oraninda seyreltilmesi durumunda 6zellikle sporlu
bakteri saymmi igin 1sil islem uygulanmasi sonucunda pihtilasir. Bu nedenle
homojenizasyon i¢in baslangi¢ seyreltmesinin 1:20 oraninda yapilmasi onerilir.

Saymmu yapilacak bakteri sayis1 ¢ok az ise ve seker, yogurt, siittozu gibi suda kolaylikla
eriyen bir kat1 gida kullaniliyor ise ilk seyreltme 1:4 oraninda da yapilabilir.

Ik 107Y“lik seyrelti yapildiktan sonra 1072 ve 1072 seyreltilere yine ayni seyreltme ¢ozeltisi
ile devam edilir. Bu seyreltmeler steril 1 ml pipet kullanilarak standart sekilde yapilir. Bu
amagla homojenizattan icerisinde 9 ml seyreltme sivisi bulunan deney tiipiine 1 ml aktartlir
ve tiip karistiricida karistirlir. Bu sekilde 1072lik seyrelti elde edilir. Buradan bir baska
steril pipet ile 1 ml alinip diger tiipe aktarilir ve yine mekanik tiip karigtiricida karistirilir.
Bu tiip ise 1072 seyreltidir. Ayn1 isleme yeterli diliisyon elde edilinceye kadar devam edilir.

Analiz edilecek gida maddesi (baharat gibi) suda tam olarak erimiyor ise ilk seyreltinin
(10Y) yapildig erlen kendi halinde oda sicakliginda 5 dakika birakilir. Sonra steril bir 10
ml pipet ile sivinin {ist tarafindan 10 ml ¢ekilip, steril bir tiipe aktarilir. Boylece daha
sonraki pipetlemelerde pipetin gida partikiilleri ile tikanmas1 6nlenmis olur.

Anaerob bakteri sayimi yapilacak gidalarim homojenizasyonunda blender yerine stomacher
kullanilmalidir. Gida mikrobiyolojisinde gerekli olmamakla beraber, zorunlu anaerob
bakterilerin analizinde 6zel seyreltme ¢ozeltileri kullanilmaktadir.

Sporlu bakteri sayimi yapilacak ise 80°C 'da 1 dakikalik pastorizasyon gereklidir. Ancak
cesitli yontemlerde bu siire kaynar su banyosu veya serbest su buharinda 30 dakikaya
kadar ¢ikabilmektedir. Analiz talimatinda belirtilmek kaydi ile pastdrizasyon i¢in Onerilen
diger normlar da kullanilabilir. Bu amagla 2 adet 10 ml siv1 gida ya da kat: gidanin 102
seyreltisi 2 adet bos steril tiipe alinir. Bunlardan birisinin i¢ine termometre daldirilir ve
tiipler onceden sicakligi pastorizasyon sicakliginin 2-3°C {izerinde olan su banyosuna
daldirilir. Kontrol olarak kullanilan (termometre bulunan) tiipiin sicaklig1 istenen sicakliga
erigince gereken siire kadar tutulur. Bu siire sonunda analiz edilecek tiip oda sicakliginda
birakilarak sogutulur. Bu tiipiin oda sicakliginda bulunan su banyosuna konulmas ile daha
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cabuk bir sogutma saglanir. Ancak pastorize edilmis tlip hicbir sekilde buzlu su
banyosunda ¢abuk sogutulmamalidir. Aksi halde termal sok nedeni ile oldugundan daha az
sayida sayim sonucu elde edilebilir. Gerekli ise 102 ve 10~>liik seyreltiler pastdrize
edilmis bu homojenizattan yapilir. Bu uygulamanin (6nce pastorizasyon, sonra seyreltme)
nedeni tiiplerin farkli et kalinlig1 vb. nedenlerle ayn1 1s1ya maruz kalmamalar1 olasiligidir.
Termometre daldirilan tiip ile analiz edilecek tiipiin ayni et kalinliginda olmasi, ayni
hacimde materyal konulmus olmasina dikkat edilmelidir.

e Seyreltme islemi yapildiktan en geg¢ 15 dakika i¢inde ekim igslemi bitirilmis olmalidir. Aksi
halde bu siire i¢inde koliform bakteriler gibi hizli ¢gogalan bakteriler sayilarimi artirabilir.
Homojenizasyon asamasindan itibaren ekime kadar gecen siirenin 30 dakikayr asmamasina
0zen gosterilmelidir.

Gida maddesinin mikrobiyolojik analizini gerceklestirebilmek igin uUygun diliisyon
oranina gidadaki olas1 mikroorganizma sayisi ya da istenilen kalite standartlarina gore karar
verilebilir. Buna gore Cizelge 1°de bir 6rnek verilmistir.

Cizelge 1. Gidalarda Olas1 Mikroorganizma Sayisina Gore Seyrelti ve EKim Y ontemi

Olasi say1 Sivi gida Kat1 gida

1.000.000 (109 |1072,10°%,10™; yayma 102,103 10%; yayma

100.000 (10% 101,102,103 yayma 101,102,103 yayma

10.000 (10% 10°, 107,102 ; yayma 101,102 ; yayma

1.000 (10°) 10° 10°%; yayma 107 ; yayma (tercihen 3 Petri)

100 (10%) 10° ; yayma (tercihen 3 Petri) 10! ; yayma (3 Petri), dokme ; EMS
10 (10%) 10°;yayma (3 Petri), dskme; EMS |EMS

1 (109 EMS ; MF EMS (10ml ekim)

<1l EMS (10ml ekim) ; MF Sayim yapilmaz (uygun gidada MF)

EMS: En Muhtemel Say1 ; MF: Membran Filitrasyon; 3 Petri kutusuna yayma 1 ml 'nin 3 Petri
kutusuna esit olarak paylastirilmasi olup, 14 cm ¢apl biiyiik Petri kutusuna dogrudan 1 ml aktarma ya
da dokme yonteminde standart boyda Petri kutusuna 1 ml aktarmak ayni anlama gelmektedir

1.6. Ekim ve Inkiibasyon
1.6.1. EKim

Ekimlerde dikkate alinacak hususlar asagida verilmistir:
¢ 9 cm ¢apli standart petri kutusu i¢in yaklasik 15 ml besiyeri hesaplanmalidir.

e Petri kutularina dokiilecek besiyeri fazla miktarda hazirlanacak olursa kolay dokiilemez ve
dokme isleminin sonlarina dogru tatilasmalar nedeni ile iyi karistirllamaz. Bu nedenle
ornegin 1 1 besiyeri lazimsa 4 adet 250 ml olarak hazirlanmasi uygun olur.

e Seyreltme islemi bitirildikten sonra hizla ekim yapilmalidir. Bir 6rnegin ekimi tiimiiyle
bitirildikten sonra diger 6rnegin seyreltme islemine baslanilmasi en uygunudur Yine
stirenin asilmamasi i¢in ekimde gerekli malzemenin tiimiiniin kullanim sirasina gore
hazirlanmas1 ve sonradan olabilecek karisikliklarin 6niine gegmek i¢in ekim bilgilerinin
onceden yazilmasi tavsiye edilir.

e Petri kutusuna ornek 1ile ilgili bilgiler kapaklar karigabilecegi i¢in taban kismina cam yazar
kalem ile yapilmalidir.
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e Sayim sonuglarinin giivenilirliligini artirmak igin her seyreltiden 2 petri kutusuna paralel
ekim yapilmalidir.

e Ekim sirasinda 6rnegin kontamine olmamasi saglanmalidir.

1.6.2. Inkiibasyon

Inkiibasyonda dikkat edilecek hususlar asagida verilmistir:

e Belirtilen inkiibasyon sicakligi ve siiresi ile anaeroblar igin Onerilen gaz atmosferine
uyulmalidir. Bu amagla inkiibator sicakligt minimum—maksimum termometre ile kontrol
edilmelidir. Anaerob inkiibatorler de uygun indikatorlerle kontrol edilmelidir.

o Ozellikle 37°C ve daha yukaridaki sicakliklarda yapilan inkiibasyonlarda Petri kutularmin
ters ¢evrilerek inkiibatore konulmasi gerekir. Yine bu sicaklik derecelerindeki
inkiibasyonlarda eger siire 24 saatten fazla olacak ise inkiibatore en basit olarak icinde su
olan bir beher konularak petri kutularinda yiizey kurumasi 6nlenmelidir.

e Membran filitrasyon uygulamalarinda ise Petri kutular1 kapaklar1 istte, tabanlari altta
olacak sekilde (diiz gevrilerek) inkiibatore konulmalidir.

e inkiibatorde 6 'dan daha fazla cam Petri kutusunun st iiste konulmamasina 6zen
gosterilmelidir. Bu deger plastik Petri kutularinda 8 'dir.

e Inkiibatorde sicaklik degismelerinin en aza indirilmesi igin kapagin gereksiz yere
acillmamasina 6zen gosterilmelidir

e Inkiibasyon siiresi sonunda olusan koloniler hemen sayilmalidir. Bekletmeler yaniltict
sonuclarin alinmasina yol agabilir.

1.6.3. Sayim

Inkiibasyon sonunda Petri kutularinda mikroorganizma koloni sayimi hizla yapilmalidir.
Daha 6nceden 30-300 arasindaki koloni iceren seyreltilerdeki ekimler dikkate alinir iken, artik
ardisik iki seyreltiden yapilan ekim sonuglarinin agirlikli aritmetik ortalamasi alinarak drnekteki
say1 hesaplanmaktadir. Ardisik seyreltilerden sayimda 15-300 arasindaki koloni igeren petriler
dikkate almmmakla birlikte farkli kaynaklarda 15-250, 25-250 vb. gibi farkli sinirlara da
rastlanmaktadir. Koloni sayisi hesaplandiktan sonra sonug bir tam bir ondalik olacak sekilde
kat1 gidalarda cfu/g, siv1 gidalarda cfu/ml olarak verilir. Ekim yapilan en derisik seyreltide
bile koloni gelismesi goriilmezse sayinin 0 olarak verilmesi hatadir. Bu gibi sonuglar ekim
yontemine gore ancak <100 cfu/g, <10 cfu/g olarak verilir. Bu hesaplamada kullanilan formiil
asagida verilmistir;

N=C/[Vx(ni+0,1xn)xd]

N = Gida 6rneginin 1 g ya da 1 ml 'sinde mikroorganizma sayisi

C = Sayimu yapilan tiim Petri kutularindaki koloni sayis1 toplami

V = Saymmu yapilan Petri kutularina aktarilan hacim (ml)

n1 = Ik seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi

n, = Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayrm yapilan Petri kutusu adedi

d = Sayimin yapildig1 ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oranidir.
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Ornek Proplem: Yayma kiiltiirel sayim ydntemi uygulanmis ve her seyreltiden 2 Petri

kutusuna ekim yapilmustir. 102 seyreltide 200 ve 220, 10~ seyreltide 20 ve 28 adet koloni elde
edilmistir. Formiile gore verileri agikca diizenleyecek olursak;

C =200+ 220 +20+28 = 468

V =0,1 (yayma kiiltiirel sayim i¢in Petri kutularina 0,1 'er ml pipetlenmistir)
n =2 (1072 seyreltiden ekim yapilan 2 Petri degerlendirmeye almmustir)
n; =2 (10 3 seyreltiden ekim yapilan 2 Petri degerlendirmeye almmugtir)

d =102 (ardisik 2 seyreltinin daha konsantre olanin seyreltme oranidir)

N=C/[Vx(n+0,1xnz)xd]

N =468/[0,1x (2+0,1x2)x 107
N =468 /[0,1 (2,2 x 0,01)]

N = 212727,2727 cfulg

Bu degeri bir tam bir ondalik sayiya doniistiiriirsek sonug N = 2,1 X 10° cfu/g (siv1 ise

ml) olarak hesaplanmis olur.

Sayim sirasinda karsilasilabilecek 6zel durumlar ve yapilmasi gerekli islemler asagida

Ozetlenmistir.

Sonug tek dilusyondaki sayim sonucglarmin aritmetik ortalamasi seklinde verilecek ise; 1
yada 2 petri kutusundaki degerin ortalamasi, yiiksek diliisyonda elde edilenin yarisindan
daha az ise dogrudan diisiik diliisyondaki deger

Diisiik diliisyondaki deger 300 den fazla, yiliksek diliisyondaki ise 30 dan az ise 30-300’e en
yakin olan diliisyon

Ardisik iki dilisyondaki degerde <30 ise diisiik diliisyondaki deger

Higbir diliisyonda koloni gelisimi yoksa 0 cfu/g olarak degil <en diisiik diliisyonoran1 cfu/g
(<10 cfu/g gibi) verilir.

>300 koloni olan petrinin say1lmasi gerekiyor ise 13 adet 1cm? alanda sayim yapilip sonug 5
ile carpilir.

1 cm? iginde >10 koloni varsa 4 adet lcm? alan sayilir ortalamasi almir ve sonug 65 ile
carpilir.

1 cm? igerisinde >100 koloni varsa sayim yapilmaz >65x100 xdiliisyon faktorii/g (veya ml)
seklinde sonug verilir

Birbiri ile temas eden koloniler 1 koloni olarak sayilirlar.

Yayilmis kolonilerin kapladigi alan petri kutusunun yarisindan fazla degilse ve diger
koloniler besiyerinde diizenli dagilim gostermislerse , yayilma olmayan alanlarda temsili
sayim alanlar1 segilerek sayim sonucu hesaplanir.

1.7. Mikroorganizma Analiz Yontemleri

1.7.1. Kat1 Besiyerinde Sayim Yontemleri

Kat1 besiyerinde sayimin prensibi "bir canli hiicrenin belirli bir inkiibasyon sonunda 1

adet koloni olusturmasidir". Bununla beraber, canli oldugu halde hasar gormiis ve gelisip
koloni olusturamayacak canli hiicreler de gida maddesinde bulunabilir. Bu nedenle sayim
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sonuglar1 "sadece koloni olusturabilenlerin" sayildigin1 gostermek tizere "koloni olusturan
birim (kob) veya colony forming unit (cfu)" olarak verilmektedir.

Kat1 besiyeri kullanilan standart yontemler dokme, yayma, damlatma, donen tiip, lam
tizerinde sayim, 6ze siirme yontemi ile sayim olarak alti ana grupta ele alinir. Bunlardan
dokme ve yayma yontemleri rutin gida analizlerinde kullanilir.

Dokme yonteminin uygulanigsinda analiz edilecek gida maddesi gerekirse seyreltilerek
ve/veya homojenize edilerek steril petri kutusuna 1 ml olarak aktarilir, {izerine sterilize
edilmis ve erimis halde ancak 44-48°C sicakliga sogutulmus agarli besiyerinden 12-15 ml
kadar dokiiliir, petri kutusunun masa tizerinde iken 8 ¢izilmesiyle veya 3 kez saat yoniinde 3
kez de aksi yonde dondiiriilmesiyle 6rnek ile besiyeri karistirilir ve katilasmasi igin birakilir.
Besiyerinin katilasmasindan sonra Petri kutulari inkiibatére kaldirilir. Dokme ydntemi
kullanildiginda dikkat edilecek en 6nemli husus besiyeri sicakligidir. Besiyeri ¢ok sicak
olarak dokiiliirse mikroorganizmalar zarar goriir, donma sicakligina ¢ok yakin sicaklikta
dokiiliirse petri kutusunda yeterli karisma saglanmaz. Uygun sicakliga indirme igin besiyeri
otoklav sonrasinda bir siire oda sicakliginda bekletilerek veya ¢esme suyu altinda yavasca
calkalanarak yaklagik 50°C 'a sogutulur, sonra 45°C su banyosuna alinarak bu sicakliga
dustiriilir. Otoklav sonrasinda besiyeri dogrudan 45°C su banyosuna alinirsa, su banyosu
sicakligr yiikselir ve soguma gecikir. Besiyerinin uzun siire 45°C su banyosunda tutulmasi
durumunda besiyeri performansint diigiirebilir ve oldugundan daha diisiik sayim sonuglari
almabilir.

Yayma yonteminde ise sterilize edilmis besiyeri Petri kutusuna yaklasik 12,5 ml hesabi1
ile dokilir. Bir diger deyis ile 100 ml besiyeri 8 Petri kutusuna esit olarak dagitilir.
Besiyerinin katilasmasi beklenir, yiizey kurumasi saglandiktan sonra sivi gida 6rnegi ya da
homojenizatindan 0,1 ml aktarilir. % 76 'lik (v/v) alkolde tutularak sterilize edilmis olan cam
ya da c¢elik Drigalski spatiilii alevden gecirilerek alkol uzaklastirilir. Bu spatiil kullanilarak
besiyerine aktarilmis sivi tiim yiizeye yayilir. Yayma tamamlandiktan sonra 15 dakika ters
cevrilmeden beklenir ve sonra inkiibatére kaldirilir. Yayma yontemi kullanildiginda dikkat
edilecek en Oonemli hususlar besiyerinin yiizeyinin yeterince kurumus olmasi ve spatiiliin
sterilizasyonudur. Besiyeri gerek tam kurumamigsa gerekse de asir1 kurumussa ekim hatalari
ile karsilagilabilir. Spatiiliin serilizasyonunda da zamanla alkoliin buharlasmasina bagl olarak
konsantrasyon azalmasi olmasi dolayisiyle yetersizlik olabilir. Bu durumda alkolde 6nceki
ekimlerden kontamine olmus ve canliliklarini siirdiiren mikroorganizmalar da ekimi yapilan
besiyerine gecerek koloni olusturur ve oldugundan daha fazla sayida sayim sonucu alinir. Bu
olasilik ozellikle toplam bakteri sayiminda 6nemlidir. Alkoldeki spatiiliin alevden gegcirilmesi
sadece alkoliin uzaklastirilmasi i¢indir ve alkol yanarak uzaklasirken ortaya ¢ikan 1s1 spatiil
tizerindeki mikroorganizmalari tahrip etmeyebilir. Spatiil ile yaymada ikinci dikkat edilecek
husus alkolde kalma siiresidir. Seri bir ekim sirasinda spatiiliin alkolde 2 dakikadan daha az
kalmas1 yeterli bir sterilizasyon saglamayabilir. Bu nedenle ekim yogunluguna gore g¢ok
saylda spatiil kullanilmasi, bunlarin sira ile alkolden ¢ikarilarak kullanilmasi gerekmektedir.
Son olarak bunzen beki yaninda duran alkoliin alev almas1 tehlikesi olduk¢a yiiksektir. Tiim
bu sorunlar bir kez kullanilip atilan (disposal) spatiil kullanilmast ile giderilebilir. Her ne
kadar laboratuvar analizlerinde disposal spatiil kullanilmasi bir masraf unsuru olarak
diisiiniilse dahi, cam spatiillerin kirilgan olmasi, alkol giderleri, kontaminasyon tehlikesi gibi
faktorler dikkate alindiginda kayda deger dlciide avantajli oldugu goriiliir.

Dokme ve yayma yonteminin kiyaslanmasinda her iki yontemin de birbirlerine gore
tistlinliikleri oldugu goriiliir.

e Dokme yonteminde 1 ml, yayma yonteminde 0,1 ml 6rnek petri kutusuna aktarildigi i¢in
dékme yontemi yayma yontemine gore 10 misli daha duyarlidir. Bu nedenle kat1 gidalarda
100 adet/g, siv1 gidalarda 10 adet/ml 'den daha az sayida mikroorganizma olan gidalarda
dékme yonteminin uygulanmasi gerekir. Bununla beraber, 1 ml sivinin standart 3 Petri
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kutusuna yayilmasi, 14 cm genisliginde biiyiik Petri kutusuna dogrudan 1 ml aktarilmasi
ile yapilacak yayma yontemi de kullanilabilir.

e Dokme yoOnteminde agarli besiyeri c¢ok sicak olursa termal sok nedeni ile
mikroorganizmaya zarar verebilir. Cok soguk olursa dokme sirasinda besiyeri katilasir ve
iyl bir karigtirma saglanamayabilir. Besiyeri sicakligt optimum olsa bile besiyeri ile
¢Ozeltinin homojen karismasini saglamak el deneyimi gerektirir. Oysa yayma yonteminde
cam ¢ubuk ile daha homojen bir dagilim saglanir.

e Yayma yonteminde kullanilan cam ¢ubugun sterilizasyonu alkol ile yapilmaktadir. Alkol,
konsantrasyon diismesi sonucu sterilizasyon etkisini gostermez ve kontaminasyona neden
olabilir.

e Yayma yOnteminde besiyeri Petri kutusuna dokiildiikten sonra bir siire yiizeyin kurumasi
beklenmelidir. Oysa dokme yonteminde boyle bir sorun yoktur. Dolayisi ile acil ekimlerde
stokta dnceden dokiilmiis hazir besiyeri yoksa ve bu nedenle yeterince kurumamis besiyeri
kullanilirsa kolonilerde yayilma olusabilir. Dékme yonteminde ise besiyeri sterilize
edildikten sonra erlende katilastirilip stoklanir ise yeniden eritmek gerekir, bu islem
besiyerine zarar verebilir.

e Dokme yonteminde mikroorganizmalar tiim besiyeri kiitlesine dagilir, buna bagli olarak
tabana yakin ve yilizeye yakin olan mikroorganizmalar oksijenden yararlanma farki nedeni
ile farkli biiyiiklikte ve morfolojide koloni olusturur. Oysa yayma ydnteminde tim
mikroorganizmalar yiizeyde oldugu i¢in ayni sekilde oksijenden yararlanarak buna bagh
farkl biiyiikliikte koloni olusturmazlar.

Yukaridaki agiklamalardan goriildiigii gibi her iki yontemin de birbirlerine gore {iistiin
taraflar1 vardir. Ancak, genel olarak gida mikrobiyolojisi laboratuvari rutin analizlerinde son
yillarda yayma yontemi ile daha yaygin ¢aligilir.

1.7.2. En Muhtemel Say1 Yontemi

Siv1 besiyeri kullanilan sayim yontemi olarak "En Muhtemel Sayr ; EMS (Most
Probable Number ; MPN)" yontemi anlagilir. Bu yontem eski kaynaklarda "Kuvvetle
Muhtemel Say1 ; KMS" olarak da anilir. Yontemin esasi ardisik 3 seyreltiden 3 'er adet sivi
besiyerine 1'er ml ekim, inkiibasyon sonunda tiiplerin pozitif ya da negatif olarak
degerlendirilmesi ile elde edilecek kodun, istatistik yontemlerle elde edilmis tablodan
okunmasidir. Yontemin "En Muhtemel Say1" olarak adlandirilma nedeni yukarida da belirtildigi
gibi drnekteki mikroorganizma sayisinin istatistiki olarak elde edilmis tablolardan yararlanilarak
hesaplanmasidir. Ekimi yapilan tlipe en az 1 adet canli hiicre gecti ise bu tiip inkiibasyon
sonunda pozitif sonug¢ verir. Aksine olarak tiipe 1 adet dahi canli hiicre geg¢medi ise
inkiibasyon sonunda bu tiip negatif sonug¢ verir. Tiiplerin degerlendirilmesinde; bulaniklik,
asit iiretimi ve gaz liretimi en onemli indikatorlerdir.

Gida ornegi sivi ise orijinal ornekten (10° seyrelti) ekime baslanilabilir, boylelikle
yontemin duyarlihgi 10 kez artirilmis olur. Kati gidada ise en diisiik olarak 107 ; 1072 ; 1073
seyreltilerden 1 'er ml ekim yapilabilir. Bununla beraber, gerekirse kat1 gida standart 10 g + 90
ml seklinde homojenize edilir, 107 seyreltiden 10 ml hacim alindiginda orijinal 6rnekten 1 g
alinmig gibi olur. Burada dikkat edilmesi gereken husus 10 ml besiyerine 10 ml 6rnek
aktarildiginda besiyerinin konsantrasyonunun yar1 yariya azalacagi, bunun 6niine ge¢cmek i¢in
baslangicta bu besiyerlerinin ¢ift kuvvette (2 misli konsantrasyonda) hazirlanmasidir.

Yontemin uygulaniginda 6rnekteki mikroorganizma yiikii hakkinda bir bilgi yoksa ya da
daha duyarli sonug elde etmek amaciyla ardisik 4 seyreltiden ekim yapilip, sonuglar alindiktan

19



sonra hangi ardisik 3 seyreltinin EMS tablosunda kullanilacagr belirli bir kural cercevesinde
segilebilir. Bu segimde izlenmesi gereken kurallar asagida verilmistir.

e Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 1 'den fazla 3 pozitif sonug varsa daha az konsantre
olan seyrelti ile baslayan seri dikkate alinmalidir. Ornegin gida da 10° , 10, 102 , 1073
olmak tizere ardigik 4 seyreltiden 3 'er tiipe yapilan ekimlerde sirasi ile 3-3-2-1 seklinde
sonug alindi ise 3-2-1 serisi dikkate alinmalidir.

o Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 1 adet 3 pozitif sonug varsa 3 pozitif alinan seri ile
baslanilmalidir. Ornegin sirastyla 3-2-1-0 seklindeki bir seride degerlendirilecek olan 3-2-1
'dir.

 Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 0 adet 3 pozitif sonu¢ varsa sondaki seri dikkate
alinmalidir. Ornegin 2-1-1-0 serisinde 1-1-0 serisi kullanilmalidir. Ancak birden ¢ok 3
negatif sonug varsa (6rnegin 2-1-0-0) bu kez 2-1-0 serisi kullanilmalidir.

EMS yonteminde degerlendirme amaci ile ¢ok sayida ve farkli yaklasimlar ile tablolar
hazirlanmistir. Bunlardan en yaygin kullanilan1 Cizelge 2 'de verilmistir. Cizelgede 1, 2 ve 3
olarak gosterilen 3 kategori vardir. Bu kategoriler sonuglarin bir anlamda giivenligini
gostermektedir. 1 nolu kategori ile elde edilen kodlar giivenli olup, laboratuvar tarafindan
dogrudan degerlendirilir. 2 nolu kategoride elde edilen kodlar daha az giivenilirdir. Tercihen, bu
sekilde elde edilen kodlar iist yetkiliye danisilarak degerlendirilmelidir. 3 nolu kodlar ise kayda
deger Olciide giivenilmez olup, tercihen deney tekrarlanmali ya da mutlaka st yetkilinin onay1
ile degerlendirilmelidir.

Cizelgede pozitif tiip kodunun belirlenmesinde 1-0,1-0,01 olarak verilen ekimler sirasiyla
10%107 ;102 seyreltilerden sirastyla 1'er ml ekim yapilmasi anlamindadir. Yukarida da
belirtildigi gibi kat1 gidanmn 107 seyreltisinden 10 ml ekim, 10° seyreltiden 1 ml ekim
anlamindadir. Bu sekilde yapilan ekim sonucunda 6rnegin 3-2-1 sonucu elde edildi ise gidanin
1 ml 'sinde (ya da 1 graminda) 15,00 adet mikroorganizma oldugu anlasilir. Sivi bir gidada
sirastyla 10-1-0,1 ml ekim yapild: ve 3-2-1 sonucu elde edildi ise yukaridaki 6rnekte verilen
tim degerler 10 ml igin gecerlidir, bir diger deyisle gidanin 1 ml' sinde 15,00/10 = 1,50 adet
mikroorganizma bulunmaktadir. Tersine olarak sirastyla 1072, 1073 ve 107* seyreltilerden yapilan
ekimlerde yine 3-2-1 sonucu alindi ise 1 g (ya da 1 ml) 6rnekte 15,00/0,01 = 1500 adet
mikroorganizma bulunmaktadir.

EMS yonteminde sonuglar standart EMS tablosundan sonu¢ hesaplandiktan sonra sivi
gidalarda EMS/ml, kat1 gidalarda EMS/g olarak verilir.

Cizelge 2. EMS Cizelgesi (EMS/g ; EMS/ml

Pozi tif t ipler Say1 ve kategori Pozitif tiipler Say1 ve kategori

Iml]01ml|001ml] EMS |Kategorif] 1ml | 0,1ml 0,01 ml| EMS |Kategori
2 2 1 2,80 3
0 0 0 <0,30 - 2 3 0 2,90 3
0 1 0 0,30 2 3 0 0 2,30 1
0 2 0 0,62 3 3 0 1 3,80 2
1 0 0 0,36 1 3 0 2 6,40 3
1 1 0 0,74 1 3 1 0 4,30 1
1 1 1 1,10 3 3 1 1 7,50 1
1 2 0 1,10 2 3 1 2 12,00 3
1 2 1 1,50 3 3 2 0 9,30 1
1 3 0 1,60 3 3 2 1 15,00 1
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2 0 0 0,92 1 3 2 2 21,00 2
2 0 1 1,40 2 3 2 3 29,00 3
2 1 0 1,50 1 3 3 0 24,00 1
2 1 1 2,00 2 3 3 1 46,00 1
2 2 0 2,10 1 3 3 2 110,00 1

1.7.3. Membran Filitrasyon

Membran filitrasyon sistemi Ozellikle igme suyu ve berrak meyve sular1 gibi
filitrasyonda sorun ¢ikarmayan ve ¢ok az sayida mikroorganizma bulunabilen 6rnekler i¢in
kullanilir. Benzer sekilde suda tam olarak eriyebilen seker, tuz gibi gidalarin analizinde de
kolaylikla kullanilmaktadir. Her ne kadar mikrobiyolojik kurallar ¢ergevesinde membran
filitrasyon yontemi 1 gram ya da 1 ml 'sinde 1'den daha az sayida mikroorganizma aranmasi
icin kullanilmali ise de pratik kullanimi nedeni ile daha fazla sayidaki mikroorganizmalarin
belirlenmesinde de gida mikrobiyolojisi laboratuvarlarinda yaygin kullanim alan1 bulmustur.

Membran filitrasyon yonteminin uygulanis1 asagida 6zetlenmistir:

e Membran filitrasyon sistemi sterilize edilir. Sterilizasyon islemi ekipmanin 6zelligine gore
otoklavda yapilabilecegi gibi, basit olarak alkol ya da uygun bir kimyasal ile de yapilabilir.
Otoklavlama parametresi 121°C'da 20 dakikadir. Kimyasal dezenfeksiyon uygulanirsa
dezenfektanin kolaylikla sistemden uzaklastirilmasi gerekir. Aksi halde sistemde kalan
dezenfektan analizi yapilacak mikroorganizmaya da =zarar verebilir. Bu nedenle
dezenfektan madde uzaklastirildiktan sonra sistemde kalmasi olasi1 dezenfektanin analiz
oncesi 50 ml kadar steril destile su filitre edilerek yikanmasi pratik ve etkili bir
uygulamadir.

o Aseptik kosullara uyularak filitrenin yerlestirilecegi tabla steril su ile islatilir ve filitre
buraya yerlestirilir. Koruyucu plastik tabaka filitreden ayrilir ve siizme haznesi yerine
takilir.

e Beklenen ya da hedef sayiya (50mm c¢apl filtre i¢cin 6rnek i¢cinde 50-100 hiicreden fazla
hiicre bulunmamali, aksi halde seyreltme uygulanmali) uygun miktarda sivi hazneye
konulur (en az 10-20 ml siv1 filtreden gegirilmelidir), pompa ¢alistirilir ve 6rnek membran
filitreden gecirilir. Stizme islemi tamamlandiktan sonra ¢eperlerde kalmis olmast muhtemel
mikroorganizmalarm da almmasi i¢in 10-20 ml kadar steril su ile ¢alkalanir. flave steril su
gecirme islemi, klor gibi inhibitér maddelerin varliginda daha da 6nemlidir. Bu yontemde
filitrasyonun kolaylastirilmasi amaciyla sisteme onceden ilave edilen ya da filitrasyon
bitiminde haznede kalmis olabilecek mikroorganizmalarin da filitreye aktarilmasi veya
filtre lizerinde kalmis klor gibi mikroorganizma gelismesini baskilayacak maddelerin
yikanmasi i¢in ilave edilen steril saf suyun miktar1 6nemli degildir. Ciinkii bu su steril
oldugu i¢in mikroorganizma bulundurmaz, 6nemli olan filitre edilecek 6rnek miktaridir.

e Filtre, mikroorganizmalarin kaldig1 yiizey iistte kalacak sekilde steril bir pens ile Petri
kutusundaki besiyerine yerlestirilir. Filtre {ireticisi firma tarafindan saglanan ve 6zel olarak
tiretilmis besiyerine koyulabilecegi gibi laboratuvarda standart olarak hazirlanan kati
besiyeri lizerine de yerlestirilebilir.

e Inkiibasyonda Petri kutulari ters cevrilmez.

e Membran filitreden fiilen gecirilen miktar esas alinarak sonuclar cfu/ml ya da cfu/g olarak
verilir.
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Membran filitre sivi besiyerine de ilave edilebilir. 100 ml dere suyunda Salmonella
olup/ olmadigmin arastirllmasinda en pratik yol 100 ml dere suyunu filitre edip, filitreyi
oldugu gibi standart yontemle hazirlanmig zenginlestirme besiyerine atmaktir. Standart
analizlerden farkli olarak bu uygulamada besiyeri miktar1 standart degildir ve pratik
uygulamada 40-50 ml besiyeri kullanilir.

FDA ve diger bazi yurtdisi kuruluslar tarafindan Hidrofobik Grid Membran Filter
(HGMF ; hidrofobik 1zgara sistemli membran filitre) teknigi uygulanmaktadir. Bu sistemde
filitre tizerinde, hidrofobik olduklar1 i¢in iizerlerinde su ve dolayisi ile mikroorganizma
tutulmayan seritlerin olusturdugu kareler vardir. Bu seritlerden dolayr koloni gelismesi bu
kareler igerisinde meydana gelir ve karenin pozitif (koloni gelismis) ya da negatif (koloni
yok) olarak sayilmasi ile elde edilen deger 6zel bir formiil ile sonug¢ EMS olarak verilir. Daha
cok ABD 'de akademik ¢aligmalarda kullanilan bir yontem olup, Avrupa iilkelerinde yaygin
kullanim alan1 bulmamuistir.

1.7.4. Tiip Diliisyon Yontemi (Titre Belirlenmesi)

Ornekteki mikroorganizma diizeyini "pozitif sonucun alindig1 en seyreltik seyrelti" ile
belirleyen bir yontemdir. Rutin test diliisyonu adi ile de bilinir. Yontemin uygulanmasinda
materyalden Once standart seyreltmeler hazirlanir. Seyreltmenin hangi basamaga kadar
gidecegi amaca ya da beklenen/ kabul edilen sayiya gore degisir. Seyreltmeler yapildiktan
sonra her tiipten ayr1 ayr1 olmak {izere uygun besiyeri bulunan tiiplere 1’er ml 6rnek aktarilir.
Inkiibasyondan sonra tiiplerin pozitif ya da negatif olduklar1 kontrol edilir. Asagida Cizelge
3’de farkli 6rneklerde TAMB titresinin belirlenmesi tizerine bir 6rnek verilmistir.

Cizelge 3. Fakli Gidalarda Belirlenmigs TAMB Titre Degerleri

Ornekler Seyreltiler
10%/10%]103|10*|10° | 10° | 107 | 108 | 10°
Yogurt + + + + + + + + -
Peynir + + + + + + + - -
Cig siit + + + + + - - - -
Su + + - - - - - - -

Buradaki &rnege gore TAMB titresi yogurtta 108, peynirde 107, ¢ig siitte 10° ve su’da
102 olarak verilir. Bu yontem bir anlamda En Muhtemel Say1 yonteminin ham seklidir. Peynir
analizinde 10~ seyreltide pozitif sonu¢ alindigina gére bu seyreltiden en az 1 canli hiicre
besiyerine ge¢mistir. Bu say1 1 kabul edilse orijinal érnekte en 1,0x107 /g sayida koliform
bakteri olduguna karar verilir. Benzer sekilde 1078 seyreltiden 1 adet dahi canli bakteri
besiyerine gecmemistir. Gegse idi "drnegin 1 g 'mda 10® sayida koliform grup bakteri
olduguna" karar verilecek idi. Aksi gergeklestigine gore sonug "drnegin g 'inda 107 ile 10®
arasinda TAMB vardir" seklinde verilebilirse de gercekte bu sonug yaniltic1 olabilir. Ciinkii
bu yontem kantitatif veya yar1 kantitatif (analiz sonucunu belirli sinirlar arasinda belirleyen)
bir sayim yontemi degildir. Sonug titre olarak verilmelidir. Eger mikroorganizma sayisi
belirlenmek isteniyorsa EMS yontemi kullanilmalidir.

Titre belirlenmesi 6zel grup mikroorganizmalarin titresinin belirlenmesinde de

kullanilabilecegi gibi, aym1 zamanda faj diizeyi (faj titresi), antikor diizeyi (titresi) belirleme
vb. gibi ¢alismalarda da kullanilmaktadir.

1.7.5. Metabolizmaya Dayalh Hizh Analizler
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Mikroorganizmalar gelismeleri sirasindaortamda bulunan bazi maddeleri kullanarak
yeni irlinler meydana getirirler. Tiiketilen veya firetilen irlinlerin kantitatif Olclilmesi ile
mikrobiyal gelisme hakkinda bilgi edinilebilir. Bu 6l¢limler basit olarak gelismenin olup
olmadigin1  gdsterebilecegi gibi, Olglimlerin Onceden hazirlanmis standartlar ile
karsilagtirilmasi ile mikroorganizma sayist da belirlenebilir. Bu yontemler genellikle hizli
analiz amaciyla kullanilan testlerdir ve empedans (kondiiktans)degisimi, CO2 olusumunun
belirlenmesi, resazurin indirgenmesi, metilen mavisi indirgenmesi, besiyerinin renk
degistirmesi vb. sekillerde yapilabilir. Metilen mavisi indirgenme testini burada 6rnek olarak
vererek yontemi agiklayalim.

Analizi yapilacak siitiin 10 ml 'si steril bir tiipe alinir, lizerine filitre ile sterilize edilmis
50 ppm metilen mavisi (Merck 1.15943) ¢ozeltisinden 1 ml ilave edilir ve tercihen su
banyosunda 37°C 'da inkiibasyona birakilir. Siitte bulunan bakterilerin gelismesi sonucunda
tiretilen rediiktaz enzimi ile mavi renkli metilen mavisi indirgenerek renksiz loko metilene
doniisiir ve siitiin beyazlasir. Dogal olarak c¢ig siitte bulunan bakteri sayisi baslangigta ne
kadar fazla ise metilen mavisinin tiimiiyle indirgenmesi i¢in gereken silire o denli kisa
olacaktir. Bir diger deyis ile bakteri sayisi ile sonucun alindig: siire ters orantilidir. Bu iligki
bir seri deneme ile standart sayim amaci ile de kullanilabilir. Farkli mikrobiyolojik kalitelerde
¢ig siitlere metilen mavisi indirgeme testi uygulanir ve indirgeme siiresi belirlenip, buna
paralel olarak ayni ¢ig siit 6rneklerinde toplam mezofil bakteri sayimi yapilir ve sayim
sonuglarinin logaritmasi metilen mavisi indirgeme siiresine gore grafik haline getirilir. Dogal
olarak bu grafigi ¢izmek i¢in ne kadar fazla 6rnek ile ¢alisilirsa o denli iyi bir grafik elde
edilir ve burada oOnerilen en diisiik sayr 25'dir. Grafigin istatistik yontemlerle c¢izilmesi
onerilir. Grafik basit olarak en basit bilgisayarlarda da bulunan Excel programindan da
kolaylikla ¢izilebilir.

Grafik elde edildikten sonra yapilacak is sadece metilen mavisi indirgeme siiresine kars1
kac¢ adet bakteri bulundugunu grafikten hesaplamaktan ibarettir. Ayrica grafige gerek olmadan
basit istatistiksel regresyon formiilleri ile de siireye karsi gelen bakteri sayis1 hesaplanabilir.
Siitte bunun i¢in hazirlanmis standart tablolar bulunmaktadir (Cizelge 4).

Cizelge 4. Metilen Mavisi Indirgenme Siiresine Gore Siitteki tahmini Bakteri Sayist

Indirgenme Siiresi Bakteri Sayis1 /ml Siitiin Kalitesi
20 dakikadan az 2.0x10"den fazla Cok kotii

20 dakika — 2 saat aras1 4.0x10°%-2.0x10’ Kotii

2-5 saat arasi 5.0x10°-4.0x10° Orta

5-10 saat arasi 5.0x10>’den az Iyi

10 saatten fazla 5x10*’den az Cok iyi

Metilen mavisi indirgeme vb. metabolizmaya dayali tiim hizli testler {izerinde temel
sakinca popiilasyondaki bakterilerin metabolik aktivite farkidir. Analizi yapilan iirlinde
metabolik aktivitesi yiiksek az sayida bakteri varsa analiz sonucu yiiksek sayida bakteri olarak
elde edilecektir. Buna kars1 fikir ise ¢ig siitte bakteri sayisinin degil, asil énemli olanin
mevcut bakterilerin metabolik aktivitesine bagli olarak siitiin bozulma potansiyelinin
belirlenmesidir ve bu kars fikir gecerlidir.

1.7.6. Canlandirma
Mikrobiyolojik analizlerde "6zellikle islem gormiis gidalar" dogrudan analize alinirsa

"var/yok testlerinde sahte negatif" ya da "gerg¢ekte oldugundan daha az" sayim sonucu
alabilir. Bunun temel nedeni kurutma ya da sogutma islemi sirasinda mikroorganizmalarin
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Olmemesi, ancak ciddi sekilde "agir" yaralanmasidir. Bu gibi islemler sonucunda
mikroorganizmalarin bir kismi1 normal aktivite ile yasamlarina devam eder, bir kism1 temel
yasam fonksiyonlarint az bir hasar ile siirdiiriir, bir kism1 bu yasam fonksiyonlarimi kayda
deger Olgiide "agir yaralanmis olarak" yitirir ancak bunlar halen "canhdir" ve bir kismi da
oliir. Standart mikrobiyolojik analizler sirasinda yasamlarini normal olarak siirdiiren ve "az
hasarl1" olanlar kolaylikla belirlenir iken, "6lmiis" olanlar analiz ile belirlenemez. Burada asil
sorun "agir yarall" olanlarin belirlenmesidir.

Toplam mezofil aerob bakteri sayimi gibi bir analizde bu tip bakteriler belirlenebilir.
Burada tek olumsuzluk kat1 besiyerinde kisitli serbest su nedeni ile agir yarali bakterilerin
gelisiminde bir zorlamadir. Ancak Listeria var/ yok testinde oldugu gibi dogrudan selektif
besiyerine ekim sonunda bu bakterilerin gelisip analiz sonucunu "var" olarak gostermeleri
beklenemez. Selektif besiyerleri bu tip "agir yarali" bakterilerin gelismelerine izin vermez.
Her ne kadar selektif besiyerlerinde asil amacg refakat¢i floranin baskilanmasi olmakla
beraber, cogunlukla hedef bakteri iizerinde de minimum diizeyde olumsuz etkisi olmaktadir.
Hedef bakteri ne denli stres altinda ise bu olumsuz etki o denli yiiksek olur ve hatta analizde
negatif sonug alinir.

Oysa, bu bakteriler gidalarin depolama siireglerinde "kendilerini tedavi ederek™ eski
aktivitelerini kazanir ve hastalik yapabilirler. Bu durumda 6nemli olan bu bakterilerin standart
analiz ile belirlenmesidir. Canlandirma (resusciation) adi1 verilen bu islem 6zellikle var/ yok
testi ile analizi yapilan patojenlerin selektif besiyerinde belirlenmesi i¢in uygulanmaktadir.
Listeria analizinde canlandirma islemi igin selektif zenginlestirme besiyerine selektif katki
maddeleri ilave edilmeden 4 saat inkiibasyon kayda deger bir canlandirma saglamaktadir
Salmonella analizinde uygulanan "selektif olmayan besiyerinde 6n zenginlestirme" islemi de
aslinda basit bir canlandirma islemidir. Buna gore canlandirma islemi selektif olmayan
ortamlarda (besiyeri, inkiibasyon sicakligi vb.) yapilir. Ayrica standart "toplam mezofilik
aerobik bakteri" sayiminda da uygulanabilir.

Canlandirmada iizerinde durulmasi gereken en 6nemli husus diger mikroorganizmalarin
da geliserek hedef mikroorganizmanin gelisimini engellemesidir. Bu nedenle canlandirma
islemi uzun siireli olarak yapilmamalidir. Uzun siireli canlandirma islemi sayim 6ncesinde
yapilacak ise sayim sonucunu etkilemeyecek kadar kisa tutulmalidir. Bu amagla 30 dakikalik
canlandirma islemi uygundur.

1.7.7. Var/ Yok Testleri

Sayim yapilamayacak kadar az sayida mikroorganizma igeren orneklerde ya da hedef
mikroorganizmanin belirli bir miktar gidada olmamasi hedef aliniyorsa var/yok testleri
yapilir.

Bunun igin su 6rnegini verirsek; ama¢ 100 ml su 6rneginde bakteri olmamasi ise basit
olarak ornek filitreden gecirilir, inkiibasyon sonunda filitre iizerinde hi¢ koloni olmamasi
beklenir. Bu analiz sonucunda filitre iizerinde koloni gelismesi olur ise isletmeye gelen suyun
mikrobiyolojik kalitesinin bozuk olduguna karar verilir. Yine 100 ml su 6rnegi ¢ift kuvvette
hazirlanmis uygun bir s1v1 besiyerine ekilir, inkiibasyon sonunda besiyerinde mikroorganizma
gelismemesi hedef alinir. Eger mikroorganizma gelisimi olmaz ise sonug "yok/100 ml" olarak
verilir. Tersine olarak besiyerinde gelisme olur ise sadece standardin disinda kalindigi
anlasilir ancak, sayim yapilmadig i¢in suyun standardin ne kadar disinda oldugu anlasilamaz.
Bir diger deyis ile 100 ml suda 1 adet ya da 1000 adet bakteri olmasi arasindaki fark bu
sekilde anlasilamaz.

Bazi mikroorganizmalarin var/ yok analizi 1 'den fazla asamada yapilir. Ornegin 10 g
gidada koliform bakteri olmasi istenmiyor ise 10 g gida 100 ml Brilliant Green Bile Broth
besiyerinde inkiibe edilir, buradan alinan 1 ml 6rnek dokme yontemi ile VRB Agar besiyerine
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aktarilir. Patojen bakterilerin analizinde de bu yontem uygulanir. Salmonella, Listeria
monocytogenes ve E. coli O157:H7 serotipinin 25 g (ya da 25 ml) gidada bulunmasina izin
verilmez. Bu bakterilerin analizinde ¢esitli asamalardaki zenginlestirme uygulamalar1 ve kati
besiyeri ekimleri vardir. Sonug¢ olarak kati besiyerinde yapilan ekim sonunda 1 adet dahi
hedef mikroorganizma kolonisi olmamas1 gerekir

Var/ yok test sonuglarinin verilmesi basit olarak analizi yapilan miktardaki gidada
aranan mikroorganizmanin var ya da yok oldugunun belirtilmesi seklindedir.

1.7.8. Biyolojik Stabilite Testi

Ozelikle ticari steril olarak tanimlanan gidalarda énemli bir testtir. Salga, meyve sular
ve konsantreleri, regeller vb. yiliksek kuru madde ve/ veya yiiksek asitlik iceren gida
maddelerinin biyolojik olarak dayanikliliklart UHT yontemi ile islenmis igme siitiinden
farklidir. Burada 6rnegi verilen tiim gida maddeleri oda sicakliginda depolanan ve pazarlanan
gidalardir.

feme siitii pH 's1, kuru maddesi, besin icerigi 6zellikleri nedeni ile mikroorganizma
atagina kars1 son derece agik bir iirlindiir. Isil islemde yetersizlik ve/veya daha sonraki
kontaminasyonlarda bu siitte mikroorganizma bulunursa iirlin ¢ok biiylik olasilikla bozulur
ciinkii, mikroorganizma gelismesini engelleyen hemen hemen hicbir engel yoktur. Oysa salga,
meyve sular1 ve konsantreleri, regeller vb. iiriinlerde her hangi bir sekilde mikroorganizma
kalir ise mikroorganizmanin cinsi ve tiirii tiriiniin bozulmasi tizerinde énemlidir.

Ornegin, salgada bulunan laktik asit bakterisi salgayr bozmakla beraber, meyve suyu
konsantresine bulasacak laktik asit bakterisi ¢ok da 6nemli olmaz. Tersine olarak sal¢aya
bulasacak ozmofil maya salca icin Oncelikle tehdit degil iken, meyve suyu konsantresi i¢in
ozmofilik maya en onemli bozulma etmenidir. Bu arada sporlu bakterilerin tiirli salga ve
meyve suyu konsantresi i¢in 6nemli olabilir.

Salcada her hangi bir sekilde bulagan ozmotolerant maya standart maya kif analizi
sirasinda belirlenebilir. Benzer sekilde toplam bakteri analizi sirasinda laktik asit bakterileri
meyve suyu konsantresinin toplam bakteri analizi sirasinda koloni olusturabilir. Bununla
beraber, salgada ozmofilik mayanin geliserek salgay1r bozmasi ve benzer sekilde meyve suyu
konsantresinde laktik asit bakterisinin geliserek meyve suyunda bozulma yapma olasilig1 ¢ok
digiiktiir. Ancak bu mikroorganizmalar standart analizler sirasinda geliserek koloni
olustururlar, bir diger deyis ile varliklarin1 gosterirler.

Dolayisi ile yiiksek asitlik ve/ veya kuru madde ile korunan bu gibi gidalarda biyolojik
stabilite testi lirlinlin giivenligi agisindan standart analizlere gore daha 6nemlidir. Kuskusuz,
standart analizler ile iirliniin toplam kalitesi hakkinda bir bilgi edinilirse de bu sekilde iiriiniin
giivenligi hakkinda fazlaca bilgi edinilemez.

Biyolojik stabilite testi basit olarak {iriiniin normal depolama kosullarinda yeterli bir
siire incelenmesidir. ilave olarak ekstrem depolama kosullarinda da inceleme yapilarak bu
kosullar altinda da iiriiniin giivenilir olup olmadig1 belirlenir. Ornegin salgada oda
sicakliginda, 28-30°C 'da ve 55°C 'da yapilan 2 haftalik depolamasi sonunda mikrobiyolojik
acidan bir degisiklik olmamas1 gerekir.

Bu test, isletme sartlarinda yapildiginda {iirlinlin giivenilip olup olmadigini saptamak
pratik uygulamada her zaman yararl degildir. Ornegin yine salgada bu test uygulandiginda ve
tirtin "glivenilmez" olarak tanimlandiginda o analizin yapildig1 parti zaten biiyiik olasilikla
bozulmus olacaktir. Bir diger deyis ile laboratuvar sonuglari ile depoda bekleyen {iriin benzer
stireler i¢inde bozulmus olacaktir. Bununla beraber, inkiibasyonun belirli bir asamasinda
ornek alinarak sayim yapilmasi ile bozulma egilimi saptanabilir.

1.8. Kullanilmis Malzemenin Yikanmasi
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Rutin gida analizinde kullanilan ilk seyreltme (homojenizasyon) ve diger seyreltmelerde
kullanilan cam malzeme, seyreltme ¢ozeltileri, pipetler ekim isleri bitirildikten sonra 1 saat
icinde yikanirsa otoklavlanmadan dogrudan yikanabilir. Daha uzun siire beklerse 6zellikle
seyreltme ¢ozeltileri iginde mikroorganizma gelismesi olacagi ic¢in arttk bunlar
"mikroorganizma gelismis malzeme" olarak degerlendirilip, otoklavlandiktan sonra yikanirlar.

Patojen bakteri oldugundan endise edilen gidalarin analizinde kullanilan istisnasiz tim
malzemeler ile i¢inde mikroorganizma gelismesi olmus tiim kiiltiirler mikroorganizmanin
patojen, saprofit, yararli olduguna bakilmaksizin otoklavlanip sterilize edildikten sonra
yikanmalidir.

Mikrobiyolojik analizlerde yikama Oncesi gergeklestirilen sterilizasyonun normu
standart besiyeri sterilizasyonundan daha yiiksektir. Sicaklik yine 121°C iken, siire 30 dakika
olarak uygulanmalidir. Bu nedenle yikama oncesi sterilize edilecek malzeme ile yeni
hazirlanan besiyerlerinin sterilizasyonu ayn1 otoklavlama isleminde yapilmaz. Ideal olarak bu
amagla 2 ayri otoklav kullanilmalidir.

Biyokimyasal test uygulanmis tiiplerin yikama 6ncesi otoklavlanmasi kimyasal buharlari
acisindan miimkiin olmayabilir. Ornegin indol testi uygulamasindan sonra amil alkol ve HCI
buharlar1 sagliga ve otoklava zarar verir. Bu durumda kimyasal maddeler ile dezenfeksiyon
yoluna gidilmelidir. Kimyasal madde dezenfeksiyonunda dikkate alinmasi gereken husus
dezenfektan secimi ve basta siire olmak iizere uygulama kosullaridir. indol testinde kullanilan
Kovacs' ayiracinin igindeki amil alkol ve HCI zaten dezenfektan gibi davranip mevcut
mikroorganizmalar1 6ldiirlir. Bu testin yapilisindan sonra tiiplerin oda sicakliginda 1 gece
beklemesi yeterlidir.

Yikamadan sonra iyi bir durulama son derece 6nemlidir. Cam malzemede kalabilecek
deterjan kalintilar1 mikroorganizma geligsmesini engelleyebilir.

Plastik (tek kullamimlik; disposal) malzeme 0zel otoklav posetleri iginde sterilize
edildikten sonra atilir.

2. Boliim

Mikroorganizma Analizleri

2.1. Koliform Grup Bakteri Sayim

Koliform grup bakteriler gidalarda hijyen indikatorii olarak degerlendirilir. Bu nedenle
gidalarda koliform grup bakteri sayisinin yiiksek olmasi istenmez. Koliform grup bakteriler
cok yaygmn sekilde EMS yontemiyle sayilir. Ancak kati besiyerinde sayim da
uygulanabilmektedir.

Koliform grup bakterilerin analizinde inkiibasyon sicaklig1 olarak ¢ok yaygin bir sekilde
35-37°C kullanilmakla beraber, son zamanlarda 30°C 'da inkiibasyon da kullanilmaktadir.
Bunlardan 30°C'in genel olarak proses kontrolii, 35-37°C 'n ise iiriiniin potansiyel saglik
riskini gdstermesi amactyla uygulandigi kabul edilmektedir. Analiz raporunda inkiibasyon
sicakliginin belirtilmesi kaydi ile her 2 sicaklik da uygulanabilir.

2.1.1. EMS Yontemi ile Sayim

EMS yontemi ile koliform grup bakteri sayimi igin selektif olan LST Broth besiyerinde
inkiibasyondan sonra gaz olusumu goriilen tiiplerden BGLB Broth besiyerine dogrulama
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amaciyla ekim yapilir. Bu besiyerinde inkiibasyondan sonra gaz olusumu goriilen tiipler
pozitif olarak degerlendirilir ve EMS tablosundan koliform grup bakteri sayis1t EMS/g veya
EME/mI) olarak hesaplanir. Rutin uygulamada BGLB Broth dogrulamasina gerek yoktur.

Analiz
e (Gida o6rne8i mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 g¢ergevesinde laboratuvara getirilir,
tartilir, homojenize edilir.

e En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak, iginde Durham tiipti ve 10 ml
LST Broth bulunan deney tiiplerine, uygun ardisik diliisyonlarin her birinden 1’er ml ekilir.
Omekten 10 ml ekim yapiliyorsa LST Broth besiyeri baslangicta ¢ift kuvvet olarak
hazirlanir.

e 37°C'da 48 saat inkiibasyon sonrasinda bakteri gelismesine bagl bulaniklik gériilen deney
tiipleri icerisindeki Durham tiiplerinde gaz olusup olugmadigi kontrol edilir. Bulaniklik ve
gaz olusan tlipler muhtemel pozitif olarak isaretlenir. Gaz olusumu esastir.

e Bu pozitif tiipler yine igerisinde Durham tiipii olan BGLB broth besiyerine ayri ayri
inokiile edilir, 37°C 'da 24 saat inkiibasyondan sonra Durham tiiplerinde gaz goriilen tiipler
koliform grup dogrulanmis pozitif olarak degerlendirilir.

e Elde edilen kod standart EMS tablosu ile degerlendirilerek gidadaki koliform grup yiiki
EMS/g (ml) olarak hesaplanir ve sonug Verilir.

e Analiz sonunda mikroorganizma ile temas eden her malzeme sterilize edilerek yikanir ya
da atilir.

2.1.2. Kat1 Besiyerinde Sayim

Koliform grup bakterilerin kati besiyerinde saymmi icin pek cok agarli besiyeri
bulunmakla beraber, rutin uygulamada yaygin olarak VRB Agar kullanilmaktadir.

Analiz
e (ida ornegi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 ¢ergevesinde laboratuvara getirilir, kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir ya da seyreltileri
yapilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
yayma ya da dokme yontem ile VRB Agar besiyerine ekim yapilir.

e 37°C'da 24 saat inkiibasyon sonunda koliform grup bakteriler VRB Agar besiyerinde 1-2
mm ¢apl etrafinda pempe presipat olan koyu kirmizi koloniler olustururlar. Sayimda
>0.5mm c¢apl1 koyu kirmiz1 ve etrafinda pembemsi ¢okelti olusmus tiim koloniler sayilir,
bakteri sayis1 hesaplanir ve cfu/g (cfu/ml)olarak sonug verilir.

(1-2 mm ¢apinda kirmizimsi bir presipitat zonu ile ¢evrili kirmizi koloniler laktoz
pozitif Enterobacteriaceae familyas: iiyeleri olan koliform grup bakteriler olarak sayilir.
Enterokoklar ve koliform grup disindaki Klebsiella tiirleri bu besiyerinde toplu igne basi
biiyiikliigiinde kii¢iik pembe koloniler olustururlarken, laktoz negatif Enterobacteriaceae
iiyeleri renksiz koloniler meydana getirirler)

-Petri kutulari otoklavlandiktan sonra yikanir veya atilir.

2.2. Fekal Koliform Bakteri Sayimi (EMS Yontemi)
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Fekal koliformlar, koliform grubun iginde yer alirlar ve dogrudan fekal kontaminasyon

indeksi olarak aranirlar. Fekal koliform bakteriler ile saptanan iiyelerin hemen tamami E. coli
oldugu i¢in rutin uygulamada sadece E. coli aranmasi yeterlidir. Bununla beraber, E. coli
analizi disinda dogrudan fekal koliform analizi de yapilmaktadir. Standart yontemle fekal
koliform analizi EMS yontemi ile yapilir ve koliform grup bakterilerin analizinin devami
olarak uygulanir.

Analiz
Gida Ornegi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 ¢ercevesinde laboratuvara getirilir,
tartilir, homojenize edilir.

En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak, icinde Durham tiipii ve 10 ml
LST Broth bulunan deney tiiplerine, uygun ardisik diliisyonlarin her birinden 1’er ml ekilir.
Ornekten 10 ml ekim yapiliyorsa LST Broth besiyeri baslangicta ¢ift kuvvet olarak
hazirlanir.

37°C'da 48 saat inkiibasyon sonrasinda bakteri gelismesine bagli bulaniklik goriilen deney
tiipleri icerisindeki Durham tiiplerinde gaz olusup olusmadigi kontrol edilir. Bulaniklik ve
gaz olusan tlipler muhtemel pozitif olarak isaretlenir.

LST Broth besiyerinde gaz olusumu goriilen her tiipten iginde Durham tiipii olan EC Broth
besiyerine 1 6ze asilama yapilir. EC Broth tiipleri dnceden 45°C su banyosunda 1sitilmig
olmalidir.

Inkiibasyon 45°C su banyosunda yapilir. Cogunlukla ilk 24 saat i¢inde pozitif sonug
alinmakla beraber, standart analiz yonteminde siire 48 saattir. Inkiibasyon mutlaka 45°C°de
ve mikroprosesor kontrollii su banyosunda yapilmalidir. Normal inkiibatorler bu amagla
asla kullanilamaz. Hassas kuru inkiibatorlerin kullanilmas: durumunda mutlaka maximum-
minimum termometre ile sicaklik salinimi kontrol edilmelidir. Fekal koliform bakteri
analizinde su banyosu sicakligi kritiktir. Disiik olursa fekal olmayan koliformlarin da
gelisme olasili@i (sahte pozitif sonug), yiiksek olursa fekal koliformlarinin gelisememe
olasilig1 (sahte negatif sonug) vardir. Bu nedenle inkiibasyon siiresince su banyosu
sicakliginin da maksimum-—minimum termometre ile kontrol edilmesi gereklidir. Bazi
kaynaklarda inkiibasyon sicakligi 44,5°C olarak verilmektedir. ISO 45+0,5°C'da, FDA ise
45,5+0.2°C 'da inkiibasyon oOnermekte, ancak kabuklu deniz hayvanlari ve bunlarn
yetistirildigi sular igin inkiibasyonun 44,5+0,2°C' da yapilmasi gerektigini uyarmaktadir.
Uygulanan inkiibasyon sicakligi rapora mutlaka yazilmalidir.

Inkiibasyon bitiminde EC Broth igindeki Durham tiiplerinde gaz birikmesi kontrol edilir,
gaz olan tiipler pozitif olarak degerlendirilir ve standart EMS tablosu kullanilarak sonug
hesaplanir.

Analiz sonunda mikroorganizma ile temas eden her malzeme sterilize edilerek yikanir ya
da atilir.

2.3. E. coli

E. coli sicak kanli hayvanlarin (memeliler ve kanatlilar) bagirsak sistemlerinde bulunur.

Bu nedenle her hangi bir 6rnekte E. coli 'ye rastlanilmasi o 6rnege dogrudan ya da dolayli
olarak diski bulastiginin gostergesidir.
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Gidalarda standart yontemle E. coli aranmasi EMS yontemi ile yapilmakta ve bu analiz
5 giin siirmektedir. MUG 'lu besiyerlerinin (Fluorocult) kullanilmasi ile bu siire 24 saate
diismiistiir.

E. coli 'lerin % 98-99 'u B-D-glucuronidase enzimi igerir. Diger bakterilerde ¢ok ender
olarak goriilen bu enzim 4-methylumbelliferyl-p-D-glucuronide (MUG) substratini pargalar
ve pargalanma {iriinlerinden 4-methylumbelliferone uzun dalga boylu (366 nm) UV lambasi
ile floresan 1s1ma verir.

MUG, VRB Agar gibi kat1 besiyerlerine katildig1 gibi LST Broth gibi siv1 besiyerlerine
de katilmakta, ayrica Bactident E. coli gibi test seritleri ile de kullanilmaktadir. MUG y6ntemi
FDA tarafindan hizli E. coli analizinde 1998 yilindan beri kullanilmaktadir. E. coli suslar
icinde %1-2 oraninda MUG negatif olmas1 E. coli sayiminda standart analiz yontemine gore
%1-2 oraninda daha az sayim sonucu alinacagini gosterir. Bununla beraber, standart EMS
yontemi E. coli analizinin 5 giin siirmesi, su banyosu sicakliginin kritik olmasi nedeni ile bu
yontemde de hata sansinin olmasi gibi dezavantajlar dikkate alindiginda MUG yontemi
ozellikle rutin gida analizlerinde yaygin kullanim alan1 bulmus ve uluslararas: standartlarda
hizl1 yontem olarak kabul gérmiistiir. Kat1 besiyerinde MUG esas1 ile sayimda da yine %1-2
oraninda az sayilma olasilig1 olmakla birlikte, koloni identifikasyon teknigi ile sayimin
IMVIC ya da IMVIC testleri ile 3 giin siirmesi nedeni ile kat1 besiyerlerinde de MUG teknigi
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

2.3.1. Klasik EMS Yontemi ile Sayim
Standart yontemle E. coli sayimi EMS yo6ntemi ile yapilir ve fekal koliform analizinin
devami olarak uygulanir.

e Fekal koliform analizinde pozitif ¢ikan EC brothlardan EMB agara ¢izme ekim yapilir.
37°C’de 24 sat inkiibasyona birakilir.

e EMB agarda ortast koyu merkezli metalik yesil rofle veren yoksa vermeyen tek
kolonilerden yatik Nutrient agar plaklarina 3-4 koloniden ¢izme ekim yapilarak 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakilir.

(35-37°C*da 24 saat inkiibasyon sonunda saydam, amber renkli koloniler Salmonella ve
Shigella gibi laktoz ve sakkaroz negatif bakterileri, menekse renkli ve yansiyan isikla
yesilimsi metalik parlak goriilen koloniler E. coli ‘yi, pembe — menekse renkli, mukoid, gri
kahverengi merkezli koloniler Enterobacter, Klebsiella ve diger koliformlar1 gosterir)

Inkiibasyon sonucu gelisen koloniler gram boyamaya tabi tutulur ve Gram (-) ¢ubuk
seklinde iseler dort ayr1 biyokimyasal test uygulanir.

indol Testi
Bu testte triptofandan indol iiretilip iiretilmedigi belirlenir.

e Kiiltiirden Tryptone Broth veya Peptone water iceren besiyerine ekim 6ze ile yapilir ve 35-
37°C’de 24 saat inkiibe edilir.

e Inkiibasyon siiresi sonunda Kovac ¢dzeltisinden 0.2-0.3 ml ilave edilir, karistirihir. 10
dakika icerisinde besiyerinin yiizeyinde halka seklinde koyu kirmizi halka olusumu pozitif
sonugtur. Kavun i¢i veya sar1 halka negatif kabul edilir.

Metil Red-Voges Proskauer Testi

Bu test glikozun fermantatif olarak yikim seklini dolayli olarak gosterir. Pozitif Metil
Red testi mikroorganizmanin glikozdan karigik asit fermantasyonuyla yiiksek oranda asit
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urettigini gosterir. VVoges Proskauer testi ise mikroorganizmanin pruvik asitten asetil metil
karbinol iiretip liretmedigini saptamak amac1 uygulanir.

e Kiiltiirden 6 ml MR-VP besiyerine ekim yapilir ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilir.

e Iinkiibasyon siiresi sonunda kiiltiiriin 1 ml’si VP testi igin temiz bir tiipe aktarilir. Geride
kalan 5 ml besiyerinde de MR testi yapilir.

e MR testi i¢in tlipte kalan 5 ml kiiltiir lizerine 4-5 damla metil red indikatorii damlatilir.
Renk kirmiziya donerse pozitif, sar1 ise negatif olarak degerlendirilir. MR indikatorii pH
4.5’1n altinda ise kirmiz1 renk verir.

e Yeni tiipe aktarilmis 1 ml besiyerine 6nce 0.6 ml %5’lik a-naftol sonra 0.2ml %40’ lik
KOH c¢ozeltisi eklenir tiip 20 saniye kuvvetlice ¢alkalanir. 5 dakika icerisinde kirmizi renk
gozleniyorsa sonug pozitif olarak degerlendirilir.

Sitrat Testi
Test edilen mikroorganizmanin karbon kaynagi olarak sitrati kullanip kullanmadig
saptanir.

e Nutrient agardaki kiiltiirden alinarak SFS’de siispansiyon hazirlanir ve bundan karbon
kaynag1 olarak sadece sitrat iceren yatik hazirlanmis Simmon Citrate Agar besiyerine ¢izgi
usulu ekim yapilir.

e 35-37°C’de 4-7 giin inkiibasyona birakilir. Siire sonunda besiyerinin yesilimsi rengi
maviye donerse sonug pozitif, renk degisimi olmazsa negatif olarak isaretlenir.

Sonucun Degerlendirilmesi

Tiim biyokimyasal testlerde elde edilen sonuclar asagida verilen veriler dikkate alinarak
degerlendirilir ve E. coli varligi belirlenen tiipler pozitif olarak kabul edilerek EMS
tablosundan say1 EMS/g (EMS/ml) olarak hesaplanir.

I MR VP C

Tipik E. coli + + - -
Atipik E. coli - + - -
Tipik E. aerogenes - - + +

2.3.2. EMS Yontemi ile Hizh Sayim (MUG Teknigi)

Bu yontemde koliform grup bakteriler ve E. coli beraberce sayilir. Bir diger deyis ile
ekimi yapilan tiipler Once standart yontemle koliform bakteri agisindan degerlendirilir,
koliform pozitif olanlar UV el lambasi ile E. coli agisindan kontrol edilir.

Analiz

e (Gida Ornegi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 g¢ergevesinde laboratuvara getirilir,
tartilir, homojenize edilir.

e En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak LST+MUG Broth tiiplerine
ekilir. Gerekiyorsa besiyeri baglangicta ¢ift kuvvet olarak hazirlanir.

e 37°C 'da 24 saat inkiibasyon sonrasinda bakteri gelismesine bagli bulaniklik goriilen
tiiplerde Durham tiiplerinde gaz olusup olusmadig1 kontrol edilir. Bulaniklik ve gaz olusan
tiipler pozitif olarak isaretlenir, standart EMS tablosundan gidadaki koliform grup bakteri
yiikiit EMS/g (ml) olarak hesaplanir ve sonug verilir. Rutin kontrolde 24 saat inkiibasyon
yeterlidir.
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e Koliform grup bakteri pozitif olan tiipler UV el lambasi ile tercihen los bir yerde kontrol
edilir. Bunlardan floresan 1s1ma verenler E. coli pozitif olarak isaretlenir. Tiip iginde asiri
asit gelisimi floresan 1s1may1 maskeleyebilir ve sonug kesin olarak belirlenemeyebilir. Bu
durumda tiipe 1 ml 1 N NaOH (4 g/100 ml) ilavesi, karistirilmast ve tekrar floresan
kontrolii gerekir. NaOH ilavesi daha sonra yapilacak indol testini etkilemez. Bazi cam
tiipler ise kendiliginden floresan 1s1ma verirler. Analize baslamadan 6nce bos tiip UV
lambasi ile kontrol edilmeli, bunlardan kendiliginden floresan 1s1ma verenler MUG esasli
analizlerde kullanilmamalidir. MUG esasli analizlerde kullanilacak cam malzeme
siparisinde "kendiliginden floresan 1s1ma vermeyen" tiip istendigi 6zellikle belirtilmelidir.
Bu giine kadar Petri kutularinda, erlenlerde ve siselerde kendiliginden floresan verenlere
rastlanilmamistir. Bununla beraber, MUG esasli ¢alismalarda kullanilacak tiim cam
malzemenin 6nceden "kendiliginden floresan verip vermedigi" kontrol edilmelidir.

e MUG reaksiyonunda sahte pozitif sonuglardan kaginmak icin indol testi uygulanir.
Floresan 1s1ma goriilen tiiplere 1 ml Kovacs' indol ¢ozeltisi damlatilir, elle yavasca
karistirilir, en geg¢ 1 dakika iginde (genellikle 5—10 saniye) besiyeri yiizeyinde visne renkli
halka toplanmasi indol testinin pozitif oldugunu gosterir. E coli MUG ve indol pozitif tek
bakteridir. Rutin gida kontroliinde pozitif MUG sonuglarinin indol testi ile dogrulanmasi
gerekli degildir. Bu test daha ¢ok arastirma esasli ¢alismalarda uygulanir.

e EMS tablosundan gidadaki E. coli yiikii EMS/g (ml) olarak hesaplanir ve sonug Vverilir.

e Analiz sonunda mikroorganizma ile temas eden her malzeme sterilize edilerek yikanir ya
da atilir. Indol testi uygulanmus tiipler otoklavlanmaz, bunlar 1 gece kendi halinde
birakilarak kendiliginden (oto) sterilizasyon saglanir.

2.3.3. Kat1 Besiyerinde Hizli Sayim

Koliform grup bakterilerin analizinde oldugu gibi E. coli sayiminda da pek ¢ok besiyeri
olmakla birlikte, VRB Agar, VRB Agar+MUG, Chromocult Coliform Agar besiyerleri rutin
gida analizlerinde yaygin olarak kullanilan besiyerleridir.

Analiz

e Gida 6rnegi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 ¢ergevesinde laboratuvara getirilir, kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir ya da seyreltileri
yapilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

e VRB Agar besiyerinde 37°C 'da 24 saat inkiibasyon sonunda 1-2 mm ¢apli (>0.5mm) koyu
kirmiz1 koloniler koliform grup bakteri olarak sayilir. Bunlardan rastgele 10 adedi segilir,
her koloni 0,2 ml steril suda ¢oziiliir ve ayr1 ayr1 Bactident E. coli test kitinin kiivetlerine
yerlestirilir. Kiivetlere 1 adet test seridi ilave edilir, 2 saat inkiibasyon sonunda UV el
lambasi ile floresan 1s1ma kontrol edilir. Floresan 1sima gosteren koloniler E. coli olarak
degerlendirilir. identifikasyon esasli sayim teknigi ile Petri kutusundaki kolonilerin ne
kadarinin E. coli oldugu belirlenir, buradan gida &rnegindeki E. coli sayisi hesaplanir
standart kurallara gore sonug verilir.

e VRB+MUG Agar besiyerinde 37°C ‘da 18 saat inkiibasyon sonunda 1-2 mm ¢apli koyu
kirmizi koloniler UV el lambasi ile kontrol edilir. Bunlardan floresan 1is1ma verenler E. coli
olarak isaretlenir. Bu sekilde E. coli sayisi hesaplanir standart kurallara gore sonug verilir.
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VRB+MUG Agar besiyerinin 18 saatten uzun siire inkiibasyon yapilmasi halinde floresan
1s1ma yayilmakta ve tim Petri kutusunu kaplayarak pozitif ve negatif kolonilerin ayirt
edilmesini zorlagtirmaktadir.

e Chromocult Agar besiyerinde 1-2 mm ¢aphi koyu mavi—-menekse renkli koloniler E. coli
olarak isaretlenir, say1 hesaplanir standart kurallara gore sonug verilir.

e Mikroorganizma ile temas etmis tiim malzeme otoklavlandiktan sonra yikanir ya da atilir

2.4. Toplam Enterobacteriaceae Sayimmm

Genel olarak hijyen kontrolii amaciyla toplam Enterobacteriaceae sayimmi gerekebilir.
Y Ontemin prensibi koliform grup bakteri analizinde kullanilan ve laktoz pozitif olan koliform
bakterilerin koyu kirmizi koloni olusturmasini saglayan VRB Agar besiyerinden laktozun
cikartilip, bunun yerine glikoz (dekstroz) koyularak glikozu kullanan tiim Enterobacteriaceae
iiyelerinin koyu kirmizi koloni vermesini saglamaktir.

Violet Red Bile Dextrose (VRBD) Agar besiyerinde standart yayma ya da dokme
yontemiyle ekim ve inkiibasyondan sonra bu besiyerinde olusan tipik kolonilerin sayilarak
toplam Enterobacteriaceae sayisi belirlenir.

Analiz

e Gida 6rnegi mikrobiyolojik analiz genel kurallari gercevesinde laboratuvara getirilir, kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir ya da seyreltileri
yapilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
yayma ya da dokme yontemi ile VRBD Agar besiyerine ekim yapilir.

e 37°C'da 24 saat inkiibasyon sonunda 1-2 mm ¢apli koyu kirmizi koloniler
Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri olarak sayilir, bakteri sayisi hesaplanir ve sonug
cfu/g (cfu/ml) olarak verilir.

2.5. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayim

Genel olarak hijyen kontrolii amaciyla toplam bakteri sayimi1 yapilir. Toplam bakteri ile
kasit "toplam aerobik mezofilik bakteri" sayimidir. Cogu kez Plate Count Agar olmak iizere
genel bir besiyerinde standart yayma ya da dokme yontemiyle ekim ve inkiibasyondan sonra
olusan kolonilerin sayilarak koloni olusturabilen bakteri sayisinin belirlenmesi seklinde
yapilir.

Analiz

e Gida 6rnegi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 ¢ergevesinde laboratuvara getirilir, kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir ya da seyreltileri
yapilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gére dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
yayma ya da dokme yontemi ile Plate Count Agar besiyerine ekim yapilir.

e Eger analiz edilen 6rnekte Petri kutusunun yilizeyini kaplayacak sekilde yayilma yapan
bakteriler oldugundan kuskulaniliyor ise ekimden sonra Plate Count Agar iizerine 45°C'da
tutulan 4 ml Su-Agar besiyeri ile kapatilir ve bu uygulama analiz raporunda belirtilir.
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e 28-32°C'da 48 saat inkiibasyon sonunda besiyerinde gelisen tiim koloniler toplam bakteri
olarak sayilir, bakteri sayis1 hesaplanir ve sonug cfu/g (cfu/ml) olarak verilir.

Not: Rutin ve standart uygulamada inkiibasyon sicakligi 28°C ve siire 48 saattir. Bu
sekilde genel hijyen ya da isletme sanitasyonu kontrol edilir. Avrupa iilkelerinde yaygin
olarak 30-32 °C benimsenir. Inkiibasyon sicakligit ABD 'de 35 —37°C ve inkiibasyon siiresi
24-48 saat olarak benimsenmektedir ve bu sekilde gidanin potansiyel tehlikesi belirlenir. Bu
nedenle inkiibasyon parametreleri mutlaka rapora yazilmalidir. Benzer uygulama koliform
grup bakteri analizinde de vardir.

2.6. Toplam Psikrofil Bakteri Sayim
Diistik sicaklik derecelerinde gelisen psikrofil ve psikrotrof bakterilerin sayimidir.

Analiz

e (Gida 6rnegi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 ¢ercevesinde laboratuvara getirilir, kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir ya da seyreltileri
yapilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
yayma ya da dékme yontemi ile Plate Count Agar besiyerine ekim yapilir.

e 6,5°C'da 7-10 giin inkiibasyon sonunda gelisen tiim koloniler toplam bakteri olarak sayilir,
bakteri sayist hesaplanir ve sonug cfu/g (cfu/ml) olarak verilir.

Uyar : Rutin ve standart uygulamada inkiibasyon sicakligi 6,5°C ve siire 10 gindiir.
4,5 °C 'da 14 giinliik inkiibasyon da uygulanmaktadir. Bu nedenle inkiibasyon parametreleri
mutlaka rapora yazilmalidir. Siit iirlinlerinde toplam bakteri analizinde Plate Count Skim Milk
Agar besiyeri kullanilmasi IDF ve ISO (17410) tarafindan onerilmektedir. Inkiibasyon
sicakligr kritiktir. Maksimum-minimum termometre ile kontrol edilmelidir.

2.7. Toplam Termofil Bakteri Sayim
Yiiksek sicaklik derecelerinde gelisen termofil bakterilerin sayimidir.

Analiz

e Gida 6rnegi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 ¢ergevesinde laboratuvara getirilir, kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir ya da seyreltileri
yapilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

e 45°C'da 48-72 saat inkiibasyon sonunda Plate Count Agar besiyerinde 1-2 mm ¢apli tiim
koloniler toplam bakteri olarak sayilir, bakteri sayisi hesaplanir ve sonug cfu/g (cfu/ml)
olarak verilir.

_ Not : Rutin ve standart uygulamada inkiibasyon sicakligi 45°C ve siire 48—72 saattir.
Inkiibasyon sicakligi 55°C ve inkiibasyon siiresi 48—72 saat olarak segilebilir. Inkiibasyon
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parametreleri mutlaka rapora yazilmalidir. IDF ve ISO (17410) 'ya gore siit Uriinlerinde
toplam bakteri analizinde Plate Count Skim Milk Agar besiyeri kullanilmalidir. Inkiibasyon
sicakligt kritiktir. Maksimum-minimum termometre ile kontrol edilmelidir.

2.8. Toplam Halofil Bakteri Sayim

Halofil karakterli olan ve gelismeleri i¢in mutlak olarak tuza gereksinim duyan
bakteriler ile halotolerantlarin sayiminda Plate Count Agar besiyerine amaca uygun olarak
%2-8 NaCl eklenir ve standart yontemle sayim yapilir.

Analiz

e (Gida 6rnegi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 ¢ercevesinde laboratuvara getirilir, kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir ya da seyreltileri
yapilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
yayma ya da dokme yontemi ile %2-8 tuz eklenmis Plate Count Agar besiyerine ekim
yapilir.

e 28-32°C'da 48 saat inkiibasyon sonunda gelisen tiim koloniler toplam bakteri olarak sayilir,
bakteri sayist hesaplanir ve sonug cfu/g (cfu/ml) olarak verilir.

2.9. Maya—Kiif Sayimi

Gida Isletmelerinde maya kiif sayrm1 genel hijyenik kontrol olarak yapilmaktadir. Genel
olarak maya-kiifler pH degeri 5.0 ve daha asit ortamlarda ve diisikk aw degerlerinde gelisirler.
Kullanilan besiyerinin asitlestirilmesi bakteri gelismesini engeller, maya-kiif gelisimini tesvik
eder. Son yillarda bakteri gelisimini engellemek icin asit ilavesi yerine antibiyotikli
besiyerlerinin kullanimi tercih edilmektedir. En yaygin kullanilan1 da Oxytetracyline
Gentamicin Yeast Extract Glucose Agardir.

Analiz

e (ida ornegi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 ¢er¢evesinde laboratuvara getirilir, kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir ya da seyreltileri
yapilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
yayma ya da dokme yontemi ile 3.5 pH degerine asitlendirilmis Potato Dextrose Agar veya
Malt Extract Agar besiyerine ekim yapilir.

e 20-25°C'da 3-5 giin inkiibasyon sonunda geligsen tiim koloniler sayilir, maya-kif sayisi
hesaplanir ve sonug cfu/g (cfu/ml) olarak verilir.

2.10. Staphylococcus aureus Sayimm

S. aureus patojen bir bakteridir, intoksikasyon tipi gida zehirlenmelerine neden olur.
Islem gdrmiis gidalarda bulunmasina izin verilmez ancak, ¢ig et gibi gidalarda az sayida
bulunmasina izin verilebilir. Buna gore arama ya da sayma yontemi kullanilabilir.

Gidalarda S. aureus bulunmasi gida hazirlama yerinin temiz olmadigina, cild, agiz ve
burundan bulagma olduguna isaret kabul edilir.
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Analiz

e (Gida Ornegi mikrobiyolojik analiz genel kurallari g¢ercevesinde laboratuvara getirilir,
tartilir, homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir ya da seyreltileri yapilir.

o Baird-Parker Agar bazal besiyerine Egg Yolk—tellurit emiilsiyonu 50ml/l olacak sekilde ve
besiyeri sicakligir 50°C’nin altina sogutulduktan sonra ilave edilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gére dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
seyreltiden 0.1 ml alinip standart boy Petri kutusuna aktarilir. Yayma isleminden sonra
Petri kutusu 15 dakika bekletilir ve ters ¢evrilerek 37°C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

e Baird-Parker Agar besiyerinde etrafi saydam zonlu 1-1,5 mm ¢apli siyah parlak konveks
koloniler S. aureus olarak sayilir ve 6rnekteki say1 standart yontemle hesaplanr.
Koagiilaz Testi

e Koagiilaz pozitif olanlar1 belirlemek i¢in 5-10 tipik koloni Brain Hearth Broth'da 37°C’de
18-24 saat inkiibeedilir.

e Iki adet kiiciik test tiipiine 0.5 ml tavsan veya insan plazmasi konulur ve bunlardan birinin
iizerine 0.5 ml inkiibe edilmis BHI kiiltiirii ilave edilir

e 35-37°C’de 4 saat inkiibe edilir.Koagiilasyon 1-4 saat icinde meydana gelir ancak sonug
negatif ise 24 saat beklenmelidir. Tiipte koagiilim olusmus ve hafif sallantida
par¢alanmiyorsa sonug pozitif olarak kabul edilir.

e Koagiilaz testi i¢in alinan toplam koloni sayisindan koagiilaz pozitif olanlarin sayisindan
hareketle petri kabinda sayilmis tipik S. aureus sayisindan oranti ile Koagiilaz pozitif S.
aureus sayist hesaplanir ve sonug cfu/g (cfu/ml) olarak verilir.

e Analiz sonunda mikroorganizma ile temas eden her malzeme sterilize edilerek yikanir ya
da atilir.

2.11. Lipolitik Bakteri Sayim

Ozellikle siit iiriinlerinde siit yagini parcalayarak istenmeyen tat ve kokulara neden olan
lipolitik bakteriler standart yayma kiiltiirel sayim yontemi ile belirlenir.
Analiz

e Gida 6rnegi mikrobiyolojik analiz genel kurallari1 ¢ercevesinde laboratuvara getirilir, kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir ya da seyreltileri
yapilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
yayma ya da dokme yontemi ile Trybutyrin Agar besiyerine ekim yapilir.

e 28°C'da 48 saat inkiibasyon sonunda besiyerinde etrafi berrak zonlu tiim koloniler lipolitik
bakteri olarak sayilir, lipolitik bakteri sayisi hesaplanir ve sonug cfu/g (cfu/ml) olarak
verilir.

2.12. Proteolitik Bakteri Sayimi

35



Ozellikle siit iiriinlerinde proteini pargalayarak istenmeyen tat ve kokulara neden olan
proteolitik bakteriler standart yayma kiiltiirel sayim yontemi ile belirlenir.

Analiz

e Gida 6rnegi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 ¢er¢evesinde laboratuvara getirilir, kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir ya da seyreltileri
yapilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gére dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
yayma ya da dokme yontemi ile Calcium Caseinate Agara ekim yapilir.

e 28°C'da 48 saat inkiibasyon sonunda besiyerinde etrafi berrak zonlu tiim koloniler
proteolitik bakteri olarak sayilir. Zonlar1 belirginlestirmek i¢in Petri kutusuna 5 ml asetik

asit ilave edilebilir. Benzer sekilde besiyerine sterilizasyon oncesi 5 g/L yagsiz siittozu
(Skim Milk) ilave edilebilir

e Proteolitik bakteri sayis1 hesaplanir ve sonug cfu/g (cfu/ml) olarak verilir.

2.13. Rope Sporu Sayimmi

Rop, toprak kokenli olan Bacillus subtilis suslarinin gelismesi ile ekmeklerde goriilen
bir bozukluktur. Gram pozitif, spor olusturan ¢ubuk seklinde bir bakteri olan B. subtilis 'in
mukoz olusturan suslar1 daha dnce B. mesentericus olarak adlandirilmistir.

Analiz

e (Gida Orne8i mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 g¢ergevesinde laboratuvara getirilir,
tartilir, homojenize edilir. Homojenizasyonun standart 1:10 seyreltme seklinde yapilmasi
miimkiinse de, unlarda bu oranda yapilan seyreltme durumunda 1s1l islemden sonra yogun
bir bulamag elde edilmesi nedeni ile ilk seyreltmenin 1:20 oraninda yapilmasi ve sayim
sonunda bu seyreltinin dikkate alinmas1 gerekmektedir.

e Homojenizat, sahit 6rnek de kullanilarak, 80°C 'da 5 dakika siire ile pastorize edilir,
sogutularak standart sekilde seyreltmeler yapilir.

e En Muhtemel Say1 3’lii tiip yontemi ile Nutrient Broth veya Amos Kent-Jones besiyeri
iceren deney tiipiine analiz kurallarina uyularak belirlenen 3 ardisik dilisyondan ekim
yapilir.

e 28-32°C'da 24-48 saat inkiibasyon sonrasinda bakteri gelismesine bagli bulaniklik ve tistte
zar olusumu pozitif olarak degerlendirilir. Rutin kontrolde 24 saat inkiibasyon yeterlidir.

e Standart EMS tablosundan gidadaki rope sporu yiikii EMS/g (ml) olarak hesaplanir ve
sonug verilir.

2.14. Eksime Yapan Sporlu Bakteri Sayimi

e (Gida Ornegi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 g¢ergevesinde laboratuvara getirilir,
tartilir, homojenize edilir. Homojenizasyonun standart 1:10 seyreltme seklinde yapilmasi
miimkiinse de, unlarda bu oranda yapilan seyreltme durumunda 1s1l islemden sonra yogun
bir bulamag elde edilmesi nedeni ile ilk seyreltmenin 1:20 oraninda yapilmasi ve sayim
sonunda bu seyreltinin dikkate alinmas1 gerekmektedir.
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e Homojenizat, sahit 6rnek de kullanilarak, 80°C 'da 5 dakika siire ile pastorize edilir,
sogutularak standart sekilde seyreltmeler yapilir.

e Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore dogrudan 6rnekten ya da uygun bir seyreltisinden
20 ml alinarak, 100 ml 45-50°C’deki Brom Cresol Purple Dextrose Agar besiyerine ekim
yapilir.

e Erlendeki asilanmis besiyeri 5 Petri plagina esit olarak dagitilir. Katilastiktan sonra iizeri
su agar ¢ozeltisi ile ince bir katman halinde kaplanir

e 55°C’de 48 sat inkiibasyondan sonra 2-3 cm ¢apinda ortas1 koyu renkli, etrafinda sar1 hale
olan koloniler sayilir.

e Eksime yapan bakteri sayist hesaplanir ve sonug cfu/g (cfu/ml) olarak verilir.

2.Bolim

Yaygin Olarak Laboratuarda Hazirlanan Besiyeri ve
Cozeltilerin Bilesimi

3.1. Seyreltme Cozeltileri

3.1.1. Steril Fizyolojik Su

NaCl 8590
Distile Su 101

Konsantrasyonda hazirlanan diliisyon sivisi amaca gore 225 ml, 90 ml, 9 ml olacak
sekilde kaplara dagitilip, otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav sonrasinda
laboratuvar sicakliginda 1 ay depolanabilir.

3.1.2. % 0.1 Peptonlu Su

Pepton 10¢g
Distile Su 1.01

Pepton su i¢inde eritilir ve amaca uygun olarak tiiplere ve/veya erlenlere dagitilip,
otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize edilir.

3.1.3. Maximum Recovery Diluent (Peptonlu Fizyolojik Su)

Sodyum kloriir 85¢g
Pepton 10¢g
Distile su 101

Bilesenler eritilerek hazirlanan diliisyon sivist amaca gore 225 ml, 90 ml, 9 ml olacak
sekilde kaplara dagitilip, otoklavda 121°C 'da 15 dakika sterilize edilir.
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3.1.4. Ringer Cozeltisi (1/4)

Sodyum kloriir 225¢g
Potasyum kloriir 0.105 g
Kalsiyum kloriir 0.12 g
Sodyum bikarbonat 0.05g
Distilesu 11

Bilesenler distile suda eritilip, erlen ve/veya tiiplere uygun hacimlerde dagitilip
otoklavda 121 °C 'da 15 dakika sterilize edilir.

3.1.5. % 20 Glikoz Cozeltisi

Glikoz (dextrose monohidrat) 20.0g

Distile Su ile 100.0ml’tamamlanir
Ozmofilik — ozmotolerant mayalarin analizinde kullanilir.

3.1.6. % 2 Sodyum Sitrat Cozeltisi

Tri Sodyum Sitrat  20.0 g
Distile Su 101

Ozellikle peynirlerin seyreltilmesi amaci ile kullanilir. Tri Sodyum Sitrat distile su
icinde 45-50°C'da 1sitilarak eritilir, pH's1 otoklav sonrasinda 25°C'da 7.5 = 0.2 olacak sekilde

ayarlanir, amaca uygun erlen ve/veya tiiplere dagitilip, otoklavda 121°C 'da 15 dakika sterilize
edilir.

3.1.7. Anaeroblar icin Seyreltme Cozeltisi

Casein pepton 109
Cystein chloride monohydate 05¢g
Sodyum Kloriir 85¢g
Distile Su 1.01

Anaeroblarin homojenizasyonu ya da seyreltmeleri i¢in ortamdaki oksijeni baglayan bu
¢ozelti kullanilmasi uygundur. Bilesenler distile su i¢inde gerekirse isitilarak eritilir ve uygun
kaplara (erlen ve/ veya tiipler) dagitilarak otoklavda 121°C'da 15 dakika sterilize edilir.

3.2. Ayrraclar

3.2.1. Kovacs
p-dimetilaminobenzaldehit 50¢9
Amil alkol 75.0 ml
HCI (Konsantre) 25.0 ml

Koyu renkli sisede buzdolabinda saklanmalidir.
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3.2.2. a-Naftol

a-Naftol 509
Etil alkol  100.0 ml

Kararsiz bir ¢ozeltidir. Bu nedenle taze hazirlanmalidir. Koyu renkli sisede
buzdolabinda 1 haftaya kadar muhafaza edilebilir. Dikkat! Karsinojendir.

3.2.3. Metil Kirmizisi

Metil Kirmizist 0.01g
Etil alkol (%95°lik)  30.0 ml
Distile su 20.0 ml

Metil kirmizis1 6nce etil alkolde ¢oziiniir sonra su ilavesi yapilir.

3.3. Boyalar

3.3.1. Metilen Mavisi (Olii-Canli maya sayim i¢in)

Metilen Mavisi 0.02g

Distile su 50.0 ml

Sodyum bifosfat 0.018 g
Potasyum dihidrojenfosfat 2.79
Distile su 50.0 mi

Iki ¢ozelti hazirlandiktan sonra esit oranda karistirilir ve renkli bir sisede saklanr.

3.3.2. Kristal Viyole

Kristal Viyole 2049
Etil alkol (%95°1ik) ~ 20.0 ml
Amonyum okzalat 08¢
Distile su 80.0 ml

Ayri1 ayr1 hazirlanan iki ¢ozelti karistirilir, 1/10 oraninda sulandirilir ve filtre kagitindan
stiziiliir.

3.3.3. Karbol Fuksin (Asit-Fast Boyama I¢in)

Bazik Fuksin 0.3g
Etil alkol (%75°1ik)  10.0
Fenol 50¢
Distile Su 95.0 ml
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Iki ¢dzelti ayr1 ayri hazirlandirildiktan sonra karistirilir. 2 giin sonra kullanilir. (Fenol
kristalleri once 1sitilir, eriyen fenoliin iizerine su ilave edilir.)

3.3.4. Sulu Fuksin (Gram ve Basit Boyama i¢in)

Karbol Fuksin 1.0 ml
Distile Su 19.0 ml

3.3.5. Gram Iyot Cézeltisi
Iyot 1049

Kl 2049
Distile su 300.0 ml

I ve KI havanda iyice ezilir. KI distile belirtilen miktar distile suda eritilir. Daha sonra |
kristalleri eklenerek tamamen ¢oziiniinceye kadar beklenir.

3.3.6. Laktofenol Pikrik Asit Cozeltisi
Laktik asit 10.0 ml

Fenol 10.0g

Gliserol 20.0 ml

Distile su 10.0 ml

Once fenol 1sitilarak eritilir, su ilave edilir. Daha sonra iizerine laktik asit ve gliserol
ilave edilir.

3.4. Besiyerleri

3.4.1. Bromcresol Purple Dextrose Broth (BCP)

Dextrose 10.0¢g
Et ekstrakt 3.0g
Pepton 50¢9
BCP ¢ozeltisi(%1.6 alkolde) 2.0 ml
Distile su 101

Bilesenler eritilir, pH 7.0’ye ayarlanir,121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

3.4.2. EC Broth

Triptose (veya tripticase) 20.0 ¢
Laktoz 50¢9
Safra tuzu (Oxoid 156 veya esdegeri) 1.5¢
Dipotasyum fosfat 404
Potasyum fosfat 159
Sodyum kloriir 5.09g
Distile su 1.01
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Bilesenler ¢oziiliir, pH 6.8-6.9’a ayarlanir. igerisinde durham tiipii bulunan deney
tiplerine 10’ar ml dagitilir, 121°C’de 15 dakika sterilize edilir. Otoklavin kapagini agmadan
once sicakligin 75°C’nin altina diismesi beklenmelidir. Aksi halde Durham tiipiinde hava
kabarciklar1 kalabilir.

3.4.3. MR-VP Besiyeri

Pepton 7049
Glikoz 5090
Dipotasyum fosfat 509
Distile su 1.01

Bilesenler ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi
pH degeri 6.9 olmalidir.

3.4.4. Glikoz Tripton BCP Broth ve Agar

Tripton 10.0¢
Glukoz 509
Bromcresol Purpur (%1°lik) 4.0 ml
Distile Su 101

Bilesenler ¢oziildiikten sonra, pH 7.0’ye ayarlanir, 121°C 15 dakika sterilizasyon yapilir.
(Bilesime %]1.5 agar ilave edilerek kati1 besiyeri hazirlanir)

3.4.5. Siilfit Agar

Tripton 10.0¢
Sodyum sulfat 109
Susuz Demir Sitrat 059
Agar 2009
Distile Su 1.01

Bilesenler ¢oziildiikten sonra, pH 7.0’ye ayarlanir, 121°C 15 dakika sterilizasyon yapilir.
3.4.6. Skim Milk ; Yagsiz Siit

Yagsiz siittozu 10049
Distile Su 100.0 ml

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan siit tozunun antibiyotik igermeyen siitlerden
yapilmis ve yagi ayrilmis olmasi gerekir. Besiyeri 100 ml distile suda tam olarak eritilir,
uygun kaplara dagitilip, otoklavda 115°C'da 10 dakika sterilize edilir.

3.4.7. Tryptone Water

Tripton 10.0g
Distile Su 1.01
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Bilesenler ¢oziindiikten sonra, pH’s1 6.9’a ayarlanir Tiiplere 5'er ml dagitilip otoklavda
121°C 'da 15 dakika sterilize edilir.

3.4.8. Peptone Water

Pepton 5.09
Distile Su 101

Bilesenler ¢oziindiikten sonra, pH’s1 6.8’e ayarlanir Tiiplere 5'er ml dagitilip otoklavda
121°C 'da 15 dakika sterilize edilir.

3.4.9. Ozmofil Maya Besiyeri

Fruktoz 200.0¢g
Glikoz 200.0g
Maya ekstrakti 10.0g
Agar 10.0¢g
Distile su 580.0 ml

Bilesenler 1sitilarak ¢ozilir, otoklavda 110°C'da 10 dakika sterilize edilir. Otoklav
cikisinda Petri kutularina dokdiliir.

3.4.10. Ozmotolerant Maya Besiyeri

Fruktoz 300.0g
Glikoz 300.09
Maya ekstrakti 10.0¢g
Agar 10.0¢g
Distile su 380.0 ml

Bilesenler 1sitilarak ¢oziiliir, otoklavda 110°C'da 10 dakika sterilize edilir. Otoklav
cikisinda Petri kutularina dokiiliir.
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