36. Izolasyon ve Tamimlama Esaslan

Gida mikrobiyolojisinde izole edilen bir bakterinin tanimlanmasi ¢ogu kez onemlidir. Bir gida
maddesinden izole edilen bakterinin ger¢ekten Sa/monella olup olmadiginin belirlenmesi gereklidir. Buna
gore lirlin imha edilebilir ya da giivenli bir sekilde pazarlanabilir.

Ne oldugu hi¢ bilinmeyen bir izolatin tanimlanmasi ile belirli bir cins ya da tiir olup olmadiginin
belirlenmesindeki ydntemler ve yaklasimlar oldukca farklidir. Ornegin, izolatin Salmonella olup

olmadigimin incelenmesindeki uygulamalar ile izolatin ne oldugunun arastirilmasindaki uygulamalar
farklidir.

Tanimlamada basit ve yaygin olarak morfolojik analizler ve biyokimyasal testler uygulanmaktadir. Faj
tiplendirmesi ve genetik esasli testler, ancak gelismis laboratuvarlarda ve genellikle bilimsel arastirma
amactyla kullanilmaktadir. Bu kitabin kapsaminda sadece basit morfolojik ve biyokimyasal testler
verilmistir.

Morfolojik analizler temel olarak, koloni morfolojisi ve mikroskobik morfoloji olarak 2 sekilde yapilir.
Koloni sekli ve biiyiikliigii ile basit boyanmis ve Gram boyanmus kiiltiirlerin mikroskobik morfolojisi bazi
analizlerde ok 6nemli olabilmektedir. izolata dogrudan Gram boyama uygulanarak hem morfolojisi hem
de Gram reaksiyonu belirlenebilirse de, prensip olarak morfolojinin belirlenmesi amaciyla basit boyama
testi uygulanmalidir. Bunun nedeni Gram boyamada morfolojilerin yeterince ayrintili olarak
goriilemeyebilmesidir. Burada kastedilen ¢ubuk ve kok farki degil, pleomorfizm ve kokobasil gibi 6zel
morfolojilerdir. Flagella boyama ile bakterinin hareketli olup olmadigi belirlenebilirse de, yar1 kati
besiyerinde (yumusak agar) ya da ¢ukur lamda hareket tespiti daha kolaydir.

Basit biyokimyasal testler genel olarak 3 sekilde yapilir;

-Indol testi 6rneginde oldugu gibi sonucu pozitif ve negatif olarak degerlendirilen testler: Tanimlamada
en yaygin kullanilan testler bunlardir.

-Belirli bir maddenin hangi derisimine kadar gelisme oldugunun saptanmasi: Burada deginilen "madde",
mutlaka inhibitdr olmak zorunda degildir, %50 Glikoz Broth ortaminda sadece ozmofilik/ozmotolerant
mayalar gelisebilir.

-Koloni rengi, koloni zon rengi, siv1 besiyerinde renk degisimi, floresan 151ma gibi gozle yapilan
degerlendirmeler: Bunlar koloni morfolojisi gibi degil, dogrudan temel biyokimyasal testler olarak
degerlendirilir.

Sonucu pozitif ya da negatif olarak alinan testlerdeki degerlendirmeler test edilen bakteri tiiriiniin daha
once denenen ylizlerce susu i¢inde yiizde kaginin bu reaksiyonu pozitif olarak verdigi ile iligkilidir.
Ornegin, E. coli suslarmin %100 VP testinde pozitif sonug verirken, Citr. Freundii igin laktoz testi
sonucunda suslarin %50'si pozitif; %50'si negatif sonu¢ vermektedir. Buna gore VP testi pozitif olarak
elde edilen bir izolatin E. coli olma olasilig1 varken, laktoz testi i¢in sonug ne olursa olsun Citr. freundii
olup olmadig1 konusunda tahminde bulunmak miimkiin degildir.

Basit biyokimyasal testlere yonelik degerlendirmeler spektrofotometrik okuma ve bilgisayar destekli
programlar ile ya da ¢ogu uygulamada oldugu gibi gézle yapilir. Niimerik taksonomik yaklagimlar da
tanimlamada her zaman gegerlidir.

Basit biyokimyasal testlerde giinliik uygulanan test i¢in pozitif ve negatif sonug veren 2 bakterinin sahit
olarak teste dahil edilmesi, ayrica agitlanmamis bir Besiyeri tiipiiniin ya da Petri kutusunun da sahit olarak
denemeye dahil edilmesi gereklidir. Bunun en tipik drnegi iire testi i¢in verilmektedir. Ure testi
yapilirken, 4 adet Urea Broth besiyeri hazirlanir. Bunlardan birincisine bakteri agilanmaz ve inkiibasyon



sonunda orijinal portakal kirmizis1 renk izlenir (sahit). Ikincisine test edilen kiiltiir (test), ii¢iinciisiine
negatif sonug i¢in E. coli ve dordiinciisiine pozitif sonug i¢in Proteus spp. inokiile edilir. Bu 4 tiipiin
beraberce inkiibasyonu ve renk degerlendirilmesi sonucunda test kiiltiiriiniin iire reaksiyonu belirlenir.

Saf Kiiltiir Teknigi

Tanimlanacak kiiltiiriin saf olarak elde edilmesi tanimlama testlerine gegmeden dnceki en dnemli
asamadir. Bir diger deyis ile saf kiiltiir elde edilmesi tiim tanimlama testleri dncesinde yapilmig olmalidir.

Saf kiiltiir, standart bir Petri kutusundaki kat1 besiyerinde gelisen koloniden elde edilir. Buna izolat da
denilir. Saf kiiltiir elde etmek i¢in izolasyon sirasinda izole edilecek koloninin yakin ¢evresinde bagka
koloni olmamalidir.

izolasyonda 6ze kullanilacak ise kisa sapli olanlarin tercih edilmesi gerekir. Bunun nedeni el ile daha
rahat kullanilabilmesi ve sadece istenen noktaya dokundurma kolayligidir. Yaklasik 5 cm boyunda bos
kiiciik tiiplere birer birer olmak kaydi ile kiirdan (Japon tipi olarak bilinen) koyulup, pamuklanarak
otoklavlanmasi ile de iyi bir izolasyon gereci elde edilir. Sterilize edilmis kiirdan tiipten ¢ikartilir,
koloniye degdirilir, i¢inde 2 mL kadar besiyeri bulunan kisa tiiplerin igine birakilir.

Kiirdan kullaniminda, elle tutulan ucu asla tiipteki besiyerine temas etmemelidir. ikinci olarak kiirdan,
icinde besiyeri olan tiiple birlikte sterilize edilmemelidir. Bunun nedeni tahta kiirdanin besiyerini
emmesidir. Eger kiirdan ve besiyeri beraberce sterilize edilecekse kiirdanin besiyerine temas
etmemesi saglanmalidir.

Test edilen kiiltiirde beklenmedik sonuglar aliniyorsa oncelikle kiiltiiriin saf olup olmadigi kontrol
edilmelidir. Ornegin, Salmonella kuskusu ile selektif bir besiyerinden izole edilen tipik bir koloniye
izolasyon asamasinda ya da daha sonra E. coli bulasirsa, uygulanan testler sirasinda hem Sa/monella 'ya
hem de E. coli 'ye yonelik olarak pozitif sonuglar alinacaktir.

Bu gibi siipheli durumlarda kiiltiir paralel olarak hedef mikroorganizma icin selektif besiyerine hem de
CASO Agar genel bir besiyerine 6ze ile tek koloni olusturacak gekilde siiriiliir, inkiibasyona birakilir.
Genel besiyerinde morfolojik olarak farkli koloniler varsa kontaminasyon oldugu agiktir. Kolonilerin
hepsi ayn1 morfolojide ise, bu kontaminasyon olmadiginin gostergesi degildir.

Laktoz test sonucunu gosteren selektif besiyerine siirme yapilarak, 6rnegin, laktoz negatif muhtemel
Salmonella kolonisi ile laktoz pozitif herhangi bir bakteri (E. coli) kolaylikla ayrilabilse de laktoz negatif
olan Proteus vulgaris kontaminasyonu bu sekilde ayirt edilemez.

Bu gibi sorunlarla karsilasmamak i¢in Dogru Laboratuvar Teknikleri (Good Laboratory Practice)
uygulamalarma 6zen gosterilmelidir. Bu konuda 02. Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvari; Genel Kurallar
boliimiinde agiklayici bilgi bulunmaktadir.

izolasyonda 1:100 Oram

Standart Petri kutusundan izolasyon i¢in 100 koloni esas alinir. Bu sayida standart 1-2 mm ¢apli koloni
Petri kutusu i¢inde diizgiin olarak dagilmis ise farkli renkteki bir koloni digerleri iginden kolaylikla fark
edilerek kontaminasyon olmaksizin giivenle izole edilebilir. Bu kural, 6zellikle 100 renkli koloni iginde 1
renksiz koloni igin gegerlidir. 150 renkli koloni i¢inde 1 renksiz koloninin fark edilerek bunun izolasyonu
o6nemli dlciide deneyim gerektirir.



Bu durumda, 6rnegin, E. coli O157:H7 analizinde CT-SMAC Agar besiyerinde gelisebilen refakatci
floradan renkli koloni olusturanlar, renksiz koloni olusturan £. coli O157:H7'nin varligin1 maskeleyebilir
ve sonug "E. coli O157 serotipi yoktur" seklinde sahte negatif olarak alinabilir.

Bu sekilde sahte negatif sonuglar gida sanayisinde yapilan analizlerde —6zellikle kat1 besiyeri
selektivitesindeki yetersizlige bagli olarak- siklikla alinmaktadir.

Refakatci flora baskilanmasina yonelik olarak yapilacak uygulamalarin biiyiik ¢ogunlugunun hedef
mikroorganizmay1 da etkileyecegi agiktir. Halofil, ozmofil, termofil vb. gruplarin analizinde sadece hedef
mikroorganizmanin bu 6zelligi ile refakatgi flora baskilanmaktadir. Ornegin, ozmofil maya analizinde
(bakiniz; 17.03. Boliim) %50 glikoz konsantrasyonu zaten bu grubun gelisimi i¢in gerekli iken,

refakatci floranin bu derisimdeki glikozda gelisimi tiimiiyle miimkiin degildir.

Bu 6rnek tiimiiyle sira dis1 olup, ¢ok ender birka¢ mikroorganizma i¢in gecerlidir. Oysa, gida
mikrobiyolojisindeki analizlerin biiyiik ¢cogunda hedef mikroorganizma analizi sirasinda refakatgi flora
baskilamasi1 6nemli 6lgiide goriiliir. Cok tipik bir 6rnek olmak tizere Listeria analizinde laktobasiller gerek
zenginlestirme gerek selektif kat1 besiyerinde gelisebilirler.

Selektif zenginlestirme asamasinda ya da selektif kat1 besiyerinde refakat¢i floranin baskilanmasi,
besiyeri gelistirme ¢aligsmalarinin temellerinden birisidir.

Gidalarin mikrobiyolojik analizinde sahte negatif sonuglardan olabildigince kaginmak igin, dzellikle
yogun refakatci flora varligr olan gidalardaki patojen analizlerinin Singlepath kitleri ile yapilmasi ayr1 bir
Onem tagimaktadir.



