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05.01. Ornek Alma

Gidalardan mikrobiyolojik analiz i¢in 6rnek almak ve bunu "Ornek alindigi1 andaki
mikrobiyolojik kriterleri tiimiiyle koruyarak" laboratuvara getirmek olduk¢a zordur.
Numunenin hangi miktarda ve ka¢ adet alinacagi, laboratuvara getirilmesi, agilmas: ve ekim
i¢cin hazirlik gibi konular lizerinde titizlikle durulmalidir.

05.01.01. Ornek Miktar:

Pek ¢ok ulusal ve uluslararas1 standart, analiz edilecek gida miktarin1 10 g (mL) olarak verir.
Bu deger sadece sayim yapilacak analizler i¢in gegerlidir. Patojenler genellikle 25 gram
gidada var/yok testi ile analiz edilir.

Analize alimacak 6rnek miktar1 dogrudan gidanin ¢esidi ile de ilgilidir. Pastorize siitte 10 mL
ornek alinip, bunun 1 mL'si koliform analizi icin VRB Agar'a ekilebilir. Sucukta ise mutlaka
homojenizasyon yapilmak zorundadir. Laboratuvar tipi standart bir blender kullaniliyor ise 10
gram sucuk + 90 mL homojenizasyon ¢ozeltisi yeterli degildir, blender bu diisiik miktar1
homojenize edemez. Dolayis1 ile yaygin kullanilan sekli ile 25 gram sucuk + 225 mL
homojenizasyon ¢ozeltisidir.

Standart bir analizde 10 g ornek yeterli olmakla birlikte, yukarida belirtildigi gibi 6zel
homojenizasyon gereksinmeleri uyarinca, ilave her patojen testi i¢in genellikle 25 g gida
maddesi gerekir. Buna gore toplam bakteri, koliform grup bakteriler, maya ve kiif ile
stafilokok i¢in 10 g, Salmonella ve Listeria analizi i¢in her birinden 25 g olmak iizere en az
60 g numunenin laboratuvara getirilmesi gerekir.

Bir ornekten kag¢ adet alinmasi gerektigi ¢ogu kez kavram karigikligina neden olmaktadir.
Gida endiistrisinde yapilan giinliik kontrollerde sadece 1 numune genellikle yeterlidir.

Isletme isterse her partiden 2, 3, 6 gibi diledigi sayida drnek ile calisabilir. Bununla beraber,
kamu tarafindan yapilan denetlemelerde 5 6rnek ile calisilma zorunlulugu vardir. Bunun
nedeni, kamunun, analiz ettigi gidayi, gida yasalarina uyup uymadifi agisindan

' www.mikrobiyoloji.org ana sayfasinda goriilen Merck Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalari; "Anonymous,
2005. Merck Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalari. Ed: A. K. Halkman. Bagak Matbaacilik Ltd. Sti., Ankara,
358 sayfa." adli kitabin 05. boliimiidiir.



denetlemesidir. Ulusal ve uluslararasi pek ¢cok gida yasasinda bu kosul agikga belirtilir. Ulusal
ya da uluslararasi ticarette bu say1 farkli olarak alinabilir.

Alman 6rnek sayisinin ilgili partiyi temsil etmesi ayr1 bir sorundur ve genellikle partinin ne
kadar homojen oldugu ile de yakindan iligkilidir. Bir siit tankerinin altindan ya da iistiinden
alinan 6rneklerde farkli mikroorganizma sayilari ¢ikmasi beklenebilir.

Tankerden oOrnek alimi oOncesinde mutlak bir homojenizasyon beklenemez. Karkas
orneklerinde toplam bakteri sayilmasi i¢in 6rnek miktar1 10 gram olarak tanimlaniyorsa,
karkasin yiizeyinden dogru ince bir serit halinde alinan 6rnek ile dar bir et sondasi ile
gdvdenin igine dogru girilip, alinan 6rnek arasinda farkli sonuglar bulunmasi dogaldir. Bu gibi
homojen olmayan kiitlelerden 6rnek alim yontemi, ilgili talimatlarda agik bir sekilde
belirtilmelidir.

Biiyiik ambalajlara (250 kg, 1 ton vb.) aseptik dolum yapilan salga, meyve suyu konsantresi
gibi orneklerde, ticari deger acisindan 6rnek alimi farkli bir sekilde yapilir. Bu uygulamada
ayni dolum bashigindan 6rnek torbasi olarak tanimlanan 2-3 kg ambalajlara 6rnek alinir ve
analiz bu ambalajda yapilir.

Bu gibi ayrintilar nedeni ile, 6zellikle gida isletmelerinde yapilacak analizlerde alinacak
numunenin partiyi ne Olciide temsil ettigi incelenmelidir ve olabildigince rasgele Grnek
alinmasi saglanmalidir.

Ornek saysi ile ilgili genel kurallar asagida dzetlenmistir:

-Cocuklar, yashlar, hamileler ve hastalar i¢in hazirlanan gidalardan daha fazla Ornek
alimmalidir.

-Analizi sirasinda homojenizasyon sorunu olan gidalardan (6rnegin findik ezmesi) daha fazla
sayida numune alinmalidir.

-Ambalaj boyutu kiiciildiik¢e daha ¢ok sayida 6rnek alinmalidir.

-Biiyiik ambalajlar ile dokme ve y1gin iirlinlerden kompozit 6rnekler hazirlanmalidir.
-Cabuk bozulabilen gidalardan daha ¢ok 6rnek alinmalidir.

-Salmonella, Listeria vb. patojen riski yiiksek olan gidalardan daha ¢ok 6rnek alinmalidir.

-Alimacak Ornek sayist uygulanan teknolojiye baghdir. Basit teknoloji uygulayan
isletmelerde modern olanlara gére daha ¢ok numune alinmasi gerekir.

-Uriiniin pazar payi ile dogru orantili olarak érnek alinmalidir.

05.01.02. 2 ve 3 Siniflh Planlar

Genel olarak n, ¢, m ve M olarak tanimlanan degerler ile yapilan 6rnekleme planlarindan 2
sinifl1 olanda sadece n, ¢ ve m degerleri dikkate alinir.

2 smifli planlama genellikle patojenlere yonelik olarak var/yok testlerinde kullanilir ve
cogunlukla 20, 30 gibi "n" degerleri ile ifade edilir.

3 smufli planlar, sayima yonelik testlerde ve var/yok analizlerinde kullanilir. Giinliik
uygulamada 6zellikle kamu tarafindan yapilan kontrollerde yaygin kullanilan plan budur.



Pek cok yerde analizi yapilan gidada yasal olarak bulunmasina izin verilen mikroorganizma
siiri n, ¢, m, M ile gosterilir. Burada;

n: Analize alinacak 6rnek sayisi,

c: M degeri tasiyabilecek en fazla 6rnek sayist,

m: (n — c) sayidaki 6rnekte bulunabilecek en fazla deger,

M: ¢ sayidaki 6rnekte bulunabilecek en fazla deger olarak tanimlanir.
Asagida, bu konuda 6rnekler verilmistir:

n=5; ¢=2; m= 5.000; M= 50.000 ise;

-5 (n) adet 6rnekten 2 adedinde (¢) mikroorganizma sayisi en fazla 50.000 (M) olabilir.

-5 ornekten (n) geriye kalan 3 adedinde (n-c) mikroorganizma sayisi en fazla 5.000 (m)
olabilir.

-5 ornekten (n) biri 50.000 degerini (M) gecerse parti reddedilir.

-5 ornekten 3 ya da daha fazlasinda 5.000 (m) degeri gegilirse yine parti reddedilir. Ciinkii,
c= 2 olmas1 gerekirken bu durumda 3 ya da daha fazla sonug elde edilmis olacaktir. Bu 6rnek
genellikle toplam bakteri gibi genel kalite kriteri olan analizler i¢gin verilmistir.

n=5;c=1; m=0; M=9 ise;
5 (n) adet 6rnekten sadece 1 (c) adedinde en fazla 9 (M) mikroorganizmaya izin verilir ancak
diger sayimlar 0 olmalidir. Bu sayimin herhangi bir ya da daha fazla 6rnekte 9'dan fazla olmasi
ve/veya 2 ya da daha ¢ok Ornekte 1-9 arasinda olmasi halinde parti reddedilir. Bu 6rnek
genellikle koliformlar gibi hijyen indikatorii analizleri i¢in verilmistir.

n=5;c=0; m=0; M= 0 ise;
5 adet (n) 6rnegin higbirinde aranan mikroorganizma bulunmamalidir. Say1 6nemli degildir,
bir ya da daha fazla 6rnek pozitif olarak degerlendirilirse parti reddedilir. Bu 6rnek genellikle
Salmonella, Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7 serotipi gibi patojenlerin analizi i¢in
verilmigtir.

05.01.03. Ornegin Laboratuvara Getirilmesi ve Kabulii

Isletmeden alinan 6rnek, miimkiin olan en kisa siire icinde ve ornekteki mikroorganizma
sayisin1 artiracak ya da azaltacak kosullardan tiimiiyle arindirilmis olarak laboratuvara
getirilmeli ve analize alinmalidir.

Steril, kuru ve nem gecirmeyen ambalajlardakiler gibi mikrobiyel yonden stabil iiriinlerde,
tagima sirasinda sogutmaya gerek yoktur. Buna karsin islem gérmemis, sogutulmus, pastorize
edilmis, bozulmus vb. gidalar 0 °C ile +4 °C arasinda, dondurulmus iiriinler ise —18 °C'da
tasinmali, bombaj yapmis (veya bombaj tehlikesi olanlar) olasi patlamalara ve sizintilara karsi
ayrica ambalajlanarak laboratuvara getirilmelidir.

Isletme iginde prosesin cesitli asamalarinda alinacak orneklerin aseptik kosullar altinda ve
steril ambalajlara alinmas1 deneyim gerektirir.

Oncelikle, laboratuvar tarafindan analize alinmak iizere numune kabul edilmelidir. Bu kabul
icin laboratuvar personeli, numunenin laboratuvara gereken kosullarda getirilip
getirilmedigini kontrol etmeli, eger standart kosullarda getirildigine emin olursa numuneyi
analiz i¢in kabul etmeli, aksi halde ya kabul etmemeli ya da kabul formuna bununla ilgili tiim
olumsuzluklar1 yazmalidir.



Gerek kamu kontrol kuruluglarinin gerek gida endiistrisindeki bir otokontrol laboratuvarinin
gerek O6zel bir gida analiz laboratuvariin analiz i¢in getirilen numuneyi kabul etmeme hakki
vardir.

Laboratuvara gelen ve kabul edilen 6rnek i¢in, laboratuvarin 6zelligine gore kabul tarihi,
kabul saati, tirlin ile ilgili tiim bilgiler (liretim tarihi, ambalaj 6zellikleri, parti numarasi,
vardiya numarasi, numunenin alindig1 saat, gerekli ise 6rnek alim sicakligi, laboratuvara giris
sicakligi vb.) kayda alinmalidir.

Bombaj yapmis ambalajlar agilirken laboratuvar kazasina karsi dikkatli olunmali, agim
sirasinda personel zarar gormemelidir. Kalin bir torba igine konulan bombajli 6rnek, torbaya
el sokularak acilir. Bu sekilde, eger patlama olursa laboratuvarin kontaminasyonu énlenmis
olur. Laboratuvarin bombaj nedeni ile 6nceden patlamis, sizint1 olmus 6rnegi kabul etmeme
hakki vardir ya da bu durum raporda belirtilir.

Sicaklik 6lgiimii yapilacak ise onceden sogutulmus termometre kullamlmalidir. Onceden
sogutma, elektronik ve dijital termometreler i¢in gerekli degildir.

Dondurulmus s1vi {irtinler mikrobiyolojik veya somatik hiicre analizi i¢in kabul edilmez. Eger
kimyasal testler de yapilacak ise, dncelikle mikrobiyolojik analiz i¢in alt 6rnekler ayrilmalidir.

05.01.04. Ornegin Acilmasi

Analiz i¢in gelen 6rnek miimkiin olan en kisa siire i¢inde analize alinmalidir. Analiz i¢in bir
stire beklemek zorunlulugu varsa;

-Mikrobiyolojik olarak stabil olan iiriinler son kullanma tarihinden 6nce ve elden geldigi
kadar ¢abuk olarak analize alinmalidir.

-Taze ve sogutulmus tirlinler kabulden sonra 24 saat i¢inde analize alinmalidir. Daha uzun
bir depolama siiresi kaginilmaz ise, turiin derhal dondurulmali ve —18 °C'in altinda
depolanmalidir. Dondurma islemi iiriindeki mikrobiyel floray:1 etkileyecegi i¢in, bu durum
analiz raporunda agik¢a belirtilmelidir. CIl. perfringens gibi bazi mikroorganizmalar
dondurma isleminden ¢ok fazla etkilenir. Buna gore, analiz oncesinde dondurulmus taze
tirtinlerde Cl. perfringens analizi yapmanin geregi yoktur.

-Dondurulmus {iriinler +4 °C buzdolabi sicakliginda ¢oziindiiriilmelidir. Bu islemde biiyiik
porsiyonlar halindeki iirlinlerin ¢oziilmesinin kiigiik porsiyonlu olanlara gore daha uzun siire
alacagi, c¢oziindliirme siiresi i¢inde psikrofil bakterilerin gelisebilecegi gozden uzak
tutulmamali, dolayisiyla gida olanaklar dlgiisiinde 50 gramdan fazla olmayacak porsiyonlar
halinde dondurulmahidir. Eger 06rnek oOnceden tartilarak dondurulduysa, dogrudan
homojenizasyon ¢ozeltisine aktarilarak ¢ozlindiiriilebilir.

-Pastorize ve benzeri iirlinler son kullanma tarihinden 6nce ve elden geldigi kadar ¢abuk
analize alinmalidir.

-Dondurulmus iiriin analiz amaciyla ¢oziindiiriildii ise analiz ertelenemez.

Laboratuvara gelen ve kabul edilen numunenin paraleli analiz bitinceye kadar {iriin 6zellikleri
degismeyecek sekilde sahit olarak korunmalidir.



Kapal1 ambalaj (tiiketici ambalaji veya laboratuvar analiz ambalaji1) ile laboratuvara getirilen
ornekler mikrobiyolojik analize alindiginda, numunenin ¢evreden, ¢evrenin de numuneden
kontamine olmas1 dnlenmelidir. Bu konuda standart laboratuvar kurallarina uyulmalidir.

Kapali ambalaj acilmadan 6nce, agilacak yer ve gevresi %76 (v/v) alkol ya da uygun bir diger
kimyasal ile dezenfekte edilmeli ve ambalaj uygun ise ayrica alevden gecirilmelidir.

Alevden gecirilemeyecek (kagit vb.) ambalajlarda kimyasal dezenfeksiyondan sonra
dezenfektan steril su ile silinerek uzaklastirilmali, dezenfektan higbir sekilde gida 6rnegine
karismamalidir. Aksi halde sahte negatif sonu¢ alinabilir. A¢imda kullanilacak makas,
konserve acacagi, sise agacagi, bisturi vb. materyal onceden uygun bir ambalaja (kagit,
mutfak tipi aliiminyum folyo) sarilarak etiivde ya da otoklavda sterilize ya da dezenfekte
edilmis olmalidir.

Analiz amaci ile ambalaj agildiktan sonra analiz, elektrik kesintisi gibi zorunlu haller diginda
ertelenmemelidir. Boyle bir zorunluluk halinde analizin ertelenmesi gerekiyorsa ambalaj
tekrar kapatilmamali, analize alinacak gida, laboratuvarda her an bulunmasi gereken steril bir
kaba aktarilarak korunmalidir.

Sivi 6rnekler dogrudan analize alinabilir. Kat1 gidalar ise tartim, homojenizasyon vb. gibi 6n
islemlerden ge¢mek zorundadir.

Kat1 orneklerde belirli bir agirhigin (10 g, 25 g vb.) tartilmasi aseptik kosullar altinda
yapilmalidir. Dikey tip ekim kabini i¢inde tartim yapilmasi en saglikli yontemdir. Tartimin
yapilacagi kap oOnceden sterilize edilmis, seyreltme veya Salmonella 'da oldugu gibi 6n
zenginlestirme besiyerini rahatlikla alabilecek boyutta olmalidir.

Kati gida maddesi tartim sirasinda sorun c¢ikaracak biiyiikliikte ve nitelikte parcalardan
olusuyor ise, tarttimdan 6nce uygun boyutlara par¢alanmalidir.

Terazi tizerine gereksiz agirlik konulmasinin sakincali olmasi ve eger istenilen agirliktan daha
fazla parca aktarildi ise bunun geri alinmasindaki zorluk nedenleri ile, prensip olarak tartimlar
erlen, beher gibi kaplara degil, steril saat cami, steril Petri kutusu, steril aliiminyum folyo gibi
materyalde yapilip, tartilmis 6rnek daha sonra iginde besiyeri olan erlene, blendere ya da
stomachere alinmalidir.

Tartim sirasinda numunenin hedeflenen agirliga kesin olarak getirilmesini saglamak amaci ile
kontaminasyon riskini artiracak diizeyde ugrasilmamalidir. Bu konuda deneyim Onemlidir.
Baz1 gidalarin (6rnegin parca et) 6nceden kii¢liltiilmiis olsa da tam olarak 10,0 gram tartilmasi
hayli zordur. Boyle durumlarda tartim hatasi seyreltme sivist miktarmin degistirilmesi ile
ortadan kaldirilir. Standart c¢aligmada 10 gram gida ilizerine 90 mL seyreltme sivisi
konulmalidir. Tartim sonucunda gida 10,5 gram olarak tartildi ise, seyreltme sivist 90 mL
yerine 94,5 mL olarak alinir ve yine standart 1:10 oran1 elde edilir. 90 mL olarak hazirlanmis
seyreltme sivisinin {izerine pipet ile 4,5 mL steril (yedek) seyreltme sivisi eklemek, gidayi
tam olarak 10,0 gram olarak tartmaktan ¢ok daha kolay ve hizlidir. Ayrica tartim sirasinda
kontaminasyon olasilig1 azaltilmis olur.

Bu uygulamanin hedeflenen agirlikta daha fazla tartimlar igcin gecerli oldugu ve elden
geldigince %5'ten daha fazla tartim yapilmamasi gerektigi unutulmamalidir. Salmonella vb.
mikroorganizmalarin var/yok testlerinde 25 g yerine 26 g tartildi ise, 225 mL 0&n
zenginlestirme besiyeri kullanmak yerine 234 (= 225 + 9) mL besiyeri kullanmak zorunlu



kosul degildir. Ciinkii burada yapilan, 25 g gida + 225 mL besiyeri kullanimi bir seyreltme
degil, genel olarak 1 gram gida i¢in 9 mL besiyeri kullanilmasidir. Bu konuda +%35 tolerans
her zaman kabul edilir. Bu 6rnekteki sapma sadece %4'tiir.

Burada verilen genel kurallar ile bir sonraki boliimde verilen agiklamalar, basta ISO 7218,
ISO 6887 ve FDA olmak {izere uluslararasi kontrol kuruluslarindan derlenmistir. Bunlardan,
"ISO 7218 TS 7894 sayili Gida ve Hayvan Yemlerinin Mikrobiyolojisi- Mikrobiyolojik
Muayeneler I¢in Genel Kurallar" ve "ISO 6887 TS 6235 sayili Gida ve Hayvan Yemleri
Mikrobiyolojisi- Deney Numunelerinin  Baglangig  Siispansiyonunun ve  Ondalik
Seyreltilerinin Hazirlanmas1 i¢in  Genel Kurallar" adli yaymlar, Tiirk Standartlar:
Enstitlisii'nden saglanmal1 ve Tiirk¢e kaynak olarak laboratuvarda bulundurulmalidir.

05.02. Homojenizasyon

Genellikle kati ve yar1 kati gidalarin bir homojenizasyon ¢ozeltisi iginde homojen hale
getirilme islemidir. Siv1 gidalar zaten homojen bir dagilim gosterir. Burada homojenlikten
kasit, gidadaki mikroorganizmalarin analiz yapilacak tiim kiitleye homojen olarak
dagitilmasidir.

Homojenizasyon islemi ister sayim, ister var/yok testleri amaciyla kullanilsin, genel olarak
1:9 oraninda yapilir. Buna gore 1 kisim gida 9 kisim ¢ozelti ile homojenize edilir. Var/yok
testlerinde ise, 1 kisim gida 9 kisim besiyeri ile homojenizasyon islemine alinir. Sayim
yapilacak ise 1:9 oraminda homojenizasyon, ayni zamanda 10" seyreltme olarak da kullamilir.
Bu nedenle homojenizasyonda gida ve homojenizasyon ¢dOzeltisinin miktarina 6zen
gosterilmelidir.

Seyreltme islemi ise genellikle kati besiyerinde koloni sayim1 ve EMS yontemi ile sayim gibi
analizlerde uygulanmaktadir (bakiniz; 06. ve 07. Boliim). Basit bir 6rnek ile, analiz edilecek
kat1 gidada 10> kob/g diizeyinde toplam bakteri tahmin ediliyorsa (ya da standart bu sayiya
izin veriyorsa) homojenizasyon ile 10" seyrelti elde edilir. Buradan bir Petri kutusuna 1 mL
aktarilip, lizerine agarli besiyeri dokiiliirse inkiibasyon sonunda 10.000 koloni olusacaktir ve 9
cm capli Petri kutusunda bunun sayilmasit miimkiin degildir. Yayma yoOntemi ile sayimda ise,
Petri kutusuna 0,1 mL homojenizat (10" seyrelti) aktarildiginda olusacak koloni sayist 1.000
adettir ve bu, halen sayillamayacak kadar yiiksek bir degerdir.

Ideal olarak Petri kutusunda 100 koloni gelismesi istenir. Bu durumda dékme yontemi ile
calisilacaksa seyreltmenin 10~ diizeyine kadar gitmesi gerekir. Bu seyreltiden 1 mL
alindiginda aslinda, orijinal 6rnekten 0,001 g gida maddesi Petri kutusuna homojen bir sekilde
aktarilmis olur. Buna gore 1 g gidada 100.000 bakteri varsa, 0,001 graminda 100 bakteri
olacaktir. Kuskusuz, bu islem tersinden gidilerek uygulanir. Amag, analiz edilen gidadaki
mikroorganizma sayisini 6grenmektir. 1000 kez seyreltilmis Ornekten yapilan analizde 85
koloni varsa, orijinal gidada bulunan say1 basit orant1 ile 85.000 kob/g olarak hesaplanir.

E. coli O157:H7 analizi sirasinda zenginlestirme kiiltiiriinden kat1 besiyerine ekim yapilirken
de seyreltme uygulanir. Burada amag, Petri kutusunda rahatlikla izole edilecek kolonileri elde

etmektir.

Seyreltme teknigi ve gerekliligi asagida sematik olarak dzetlenmistir.



Sivi gidadan Petri kutularinda sayilabilecek kadar koloni gelismesi bekleniyor ise
homojenizasyon yapilmadan dogrudan ekim yapilir. Cig siit gibi yiiksek sayida bakteri olan
tirtinlerde seyreltme zorunludur (bakiniz; 06.01.01. Bolim).

Sekil 08. Seyreltme Teknigi ile Ekim

10 g gida maddesi 90 mL seyreltme c¢ozeltisi iginde
homojenize edilir. Gidanin her graminda "A" sayida bakteri
oldugu kabul edilirse 10 g gida ile erlene "10A" sayida
bakteri gelmistir. 90 g (mL) seyreltme ¢ozeltisi ile birlikte
I toplam miktar 100 g (mL) olur, ancak seyreltme sivis1 steril
oldugu i¢in, buradan bakteri gelmez. Sonugta, toplam 100 g
cozeltide yine "10A" sayida bakteri vardir. Dolayisi ile

e " ,

ooo ooo bunun 1 mL'sinde bulunan bakteri sayis1 10A / 100= 0,1A

— olacaktir. Erlendeki ¢ozelti orijinal Ornege gore 10 kez
seyreltilmistir ve 10" olarak ifade edilir.

Islem, bu ¢ozeltiden 1 mL almip, icinde 9 mL seyreltme

1 mL cozeltisi olan tiipe aktarim ile devam eder. Aynmi sekilde
tiipteki bakteri sayisi erlene gore 10, orijinal gidaya gore
100 kez seyrelmis olur ve her mL'sinde 0,01A bakteri
vardir. 1072 olarak gosterilir.

Erlendeki ve tiipteki seyreltilerden ayri1 ayr1 olmak iizere

Petri kutularmma 1'er mL aktarilir. Petri kutularina gegen

bakteri sayisi sirasi ile 0,1A ve 0,01A seklindedir. Diger bir

deyis ile, Petri kutularina siras1 ile 0,1 g ve 0,01 g gida

/ \ / \ maddesi aktarilmis olur. Standart uygulamada her

O O O C seyreltiden 2'ser Petri kutusuna ekim yapilir. Petri kutulari
inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon sonunda erlenden yapilan ekimde, Petri
kutularindaki koloni sayisi, tliptekinin 10 misli fazladir.
Koloniler sayilarak gida Ornegindeki bakteri sayisi

hesaplanir (bakiniz; 07.01.04. Bolim)

05.02.01. Homojenizatorler

Analiz edilecek gidaya ve laboratuvar olanaklarina gore blender ya da stomacher
kullanilmalidir. Blender, mutfak tiplerinde oldugu gibi donen bigaklar1 ile kati gidayi
kullanilan ¢6zelti i¢ginde homojen hale getirir.

Stomacher ise 0Ozel torbalar1 icinde pedallar1 sayesinde bir anlamda gidayr ezerek
homojenizasyon saglar.

Ketgap ve yogurt gibi yar1 kat1 gidalarin analizinde homojenizator olarak manyetik karistirici
da kullanilabilir.



05.02.02. Homojenizasyon ve Seyreltme Cozeltileri

Genel amagh seyreltme ¢ozeltisi olarak "Serum Fizyolojik" (%0,85 NaCl; Merck 1.06404)
yaygin kullanim alanit bulmussa da, bugiin ISO 6887'ye gore formiilii Serum Fizyolojik
(%0,85) + Pepton (%0,1) olan "Maximum Recovery Diluent" (Merck 1.12535)
kullanilmaktadir. Bu ¢6zelti "pepton—tuz (saline—peptone)" olarak da anilmaktadir.

Yine ISO 6887'ye gore %0,1 pepton ¢ozeltisi (Merck 1.07214) ile Salmonella analizinde
kullanilan "Tamponlanmis Peptonlu Su" (Merck 1.07228) seyreltme amaci1 ile
kullanilmaktadir.

Basta peynirler olmak iizere siit lirlinlerinin mikrobiyolojik analizinde, seyreltme sivisi olarak
s kuvvetinde Ringer c¢ozeltisi (Merck 1.15525) kullanilmalidir. Siit tirtinleri disinda Ringer
cozeltisi kullanmak gerekli degildir. Peynirlerde %2 sodyum sitrat ¢ozeltisi, ISO 6887'de
seyreltme ¢ozeltisi olarak verilmektedir.

Recel, meyve suyu konsantresi gibi yliksek sekerli gidalardaki ozmofilik—ozmotolerant
mayalarin sayiminda %20 glikoz ¢ozeltisi ilk ve daha sonraki seyreltmelerde kullanilir.
Anaeroblarin analizinde oksijeni baglayan 6zel seyreltme ¢ozeltisi kullanilmas1 gerekmektedir.
Halofil bakteriler ve Vibrio tiirleri vb. gibi 6zel gruplarin analizinde de &zel seyreltme
¢ozeltiler kullanilmaktadir.

Yag oran yiiksek 6rneklerin homojenizasyonu i¢in Tween 80 (Merck 8.22187) kullanilabilir.
Bu amagla seyreltme sivisi igine (sterilizasyon Oncesinde) %1 oraninda Tween 80 katilmasi,
Ozellikle krema gibi ¢ok yagli siit {irtinleri i¢in 6nerilmektedir.

Benzer sekilde, mayonez i¢in Triton X 100'in (Merck 1.08603) %]1'lik ¢ozeltisinden 90
mL'ye 1 mL ilavesi ile daha iyi bir homojenizasyon saglanmaktadir. Bu ¢ozeltilerin disinda
daha pek ¢ok ¢ozelti de 6zel amaglarla kullanilabilmektedir.

Seyreltme ¢ozeltileri her 6 ayda bir toksik maddelerin varligi agisindan kontrol edilmelidir.
Basit olarak, sayim sonucunun saglikli olarak alinacagi (yaklasik 100 kob/Petri) seyreltiden,
seyreltme yapildiktan 0, 15, 30, 45 dakika sonra tercihen PCA'ya ekim yapilir. Bu amagla ¢ig
stit kullanilabilir ve gerekirse birden fazla seyreltiden ekim yapilabilir. Eger, 45. dakika
sayimlar1 0. dakika sayimlarina oranla %20'den daha az ise; bunun nedeni saptanip, diizeltici
islem uygulanir ve tekrar test edilir. Bununla ilgili kayitlar tutulmalidir.

05.02.03. Homojenizasyon ve Seyreltme Islemi

Gidanin ¢esidine gore degismek iizere gidada homojenizasyon ve/veya seyreltme yapilmasi
gerekebilir. Sivi ya da yogurt, seker, dondurma, tuz, siit tozu gibi suda kolaylikla eriyen
gidalar i¢in herhangi bir 6n hazirhiga gerek yoktur. Bu gidalar seyreltme sivisi iginde basit bir
mekanik karistirma ile homojenize edilebilir.

Tereyagi homojenizasyonunda kullanilan ¢ozeltiler 30-32 °C'da olmalidir. Pipetleme
sirasinda pipetin icinde tereyaginin katilagmasini onlemek icin pipet birka¢ kez alevden
gecirilerek 1sitilir.



Baharat 6rnekleri i¢in ilave steril tlipe ihtiya¢ vardir. Biskiivi, makarna gibi kuru gidalar ile
peynirler blender kullanilarak, et iirlinleri ise tercihen stomacher kullanilarak homojenize
edilir.

Homojenizasyon (ilk seyreltme) ve sonraki seyreltmeler, standart olarak 1:9 oraninda yapilir.
Bunun i¢in baglangigta 10 g gida 6rnegi 90 mL seyreltme ¢ozeltisi ile homojenize edilir.
Salmonella, E. coli O157:H7 serotipi ve Listeria analizinde ise 25 g gida 225 mL besiyerine
ilave edilir.

Bu uygulamada seyreltme amaci yoktur, sadece gida icin yeterli miktarda besiyeri
kullanilmaktadir. 11 g numunenin 99 mL seyreltme ¢o6zeltisinde homojenize edilmesi de
uygulanan bir yontemdir.

Seyreltmenin 1:9 oraninda yapilmasinin nedeni hesap kolayligi icindir. Petri kutusunda
sayilan koloni basit olarak seyreltme faktorii ile ¢arpilir. Bu faktor, 1:9 orani kullanildiginda
10, 100, 1000 gibi bir degerdir. 1:99 oraninda seyreltme kullanilarak dogrudan 100 kez
seyreltme de yapilabilir. Asagida agiklanacagi gibi kat1 (agarli) besiyeri kullanimlarinda ve En
Muhtemel Say1 yonteminde de ilk seyreltmenin 1:9 oraninda yapilmasi zorunlu degildir.

Un, hazir ¢orba ve kuru maydanoz gibi gidalar 1:9 oraninda homojenize edilemez. Bu oranda
islem yapildiginda un ve hazir ¢corba pihtilagir, kuru maydanoz mevcut suyu tutar. Bu nedenle
ilk seyreltme 1:19 oraninda yapilir.

Ornek: Unda toplam mezofil aerob bakteri sayimu igin ilk seyreltme 1:19 oraninda yapilmus,
bu kisim sanki ayri bir sivi gida 6rnegi gibi diisiliniiliip, buradan standart 1:9 oraninda
seyreltme yapilmis, yayma yontemi ile ekim ve inkiibasyon sonunda 10 seyreltide 219 ve
185, 107 seyreltide 28 ve 18 koloni sayilmistir. Yukaridaki 6rnege gore "ayri bir drnek olarak
diistiniilen" un ¢ozeltisinde bulunan bakteri sayis1 2,1X10° kob/mL'dir. Bu deger 20 ile
carpilarak un 6rneginde 4,2X10° kob/g bakteri oldugu hesaplanir. Hesaplama ydntemi
07.01.04. Bolimde verilmistir. EMS ydnteminde de ayni yaklasim s6z konusudur (bakiniz;
07.02.04. Boliim).

Kuru gidalarda erimeyi kolaylastirmak icin ilk seyreltmenin yapilacag: erlene (sterilizasyon
oncesinde) yaklagtk 6 mm c¢apli cam boncuk atilmasi Onerilmektedir. Cam boncuk
kullanilmasi, hardal, findik ezmesi iirlinleri, krema vb. gibi kolay erimeyen gidalar i¢in de
oOnerilir.

Yine kuru gidalarin homojenizasyonunda -6zellikle Gram negatif bakterileri ozmotik soktan
korumak i¢in- kademeli homojenizasyon onerilmektedir. Bu amacla, steril bir erlene 10 gram
ornek alinip, iizerine 10 mL kadar seyreltme ¢ozeltisi ilave edilir ve elle karistirilarak yeterli
1slanma saglanir. Sonra seyreltme ¢ozeltisinin kalan kismi ilave edilir.

Saymmu yapilacak bakteri sayist ¢ok az olarak bekleniyor ve seker, yogurt, siit tozu gibi suda
kolaylikla eriyen bir kat1 ya da yar1 kat1 gida kullaniliyor ise, ilk seyreltme 1:4 oraninda da
yapilabilir.

Ornek: Siit tozunda Staphylococcus aureus saymmi i¢in 10 gram &rnek 40 mL seyreltme
¢ozeltisi ile homojenize edilmis, 3 adet Baird Parker Agar besiyerine buradan alinan 1 mL esit
sekilde aktarilmis ve yayilmis, inkiibasyon sonunda Petri kutularinda sirasi ile 3, 1, 2 adet S.
aureus sayilmistir. Buna gore siit tozu ¢ozeltisinde 6 kob/mL sayida S. aureus vardir. Bu
deger 5 ile carpilarak siit tozu drneginde 30 kob/g S. aureus olarak sonug verilir.



Standart analizlerde manyet ile birlikte sterilize edilmis 90 mL seyreltme sivisina aseptik
kosullarda tartilmis 10 gram gida maddesi ilave edilir ve manyetik karistiricida orta devirde
yaklagik 1 dakika tutulup homojenizasyon saglanir.

Bazi gidalar seyreltme sivisinda bu yontemle kolaylikla homojenize edilemez. Bu durumda ya
stomacher ya da blender kullanilmalidir. Her iki kosulda da ilk seyreltme 225 mL seyreltme
stvisina 25 gram gida ilavesi ile yapilir.

Blender kullaniminda ilave 250 mL bos bir steril erlen bulundurulmali, 25 gram gida ile
seyreltme sivisindan 150 mL kadar kisim blenderde homojenize edilip, bos steril erlene
aktarilmali, seyreltme sivisindan arta kalan kisim ile blender ¢alkalanmali ve erlene ilave
edilmelidir.

ilk seyrelti (10™") yapildiktan sonra 10 ve 10~ seyreltilere yine aym seyreltme ¢ozeltisi ile
devam edilir. Standart gida analizlerinde daha fazla seyreltmeye gerek yoktur. Bu
seyreltmeler steril 1 mL'lik pipet kullanilarak standart sekilde yapilir. Bu amagla erlenden 1
mL alinip, 9 mL seyreltme sivisina aktarilir ve tiip karstiricida karistirihir. Bu sekilde 1072
seyrelti elde edilir. Buradan bir bagka steril pipet ile 1 mL alinip diger tiipe aktarilir ve yine
mekanik tiip karistiricida karistirilir. Bu tiip ise 107 seyreltidir.

Analiz edilecek gida maddesi (6rnegin baharat) suda tam olarak erimiyor ise ilk seyreltinin
(10™") yapildig: erlen kendi halinde oda sicakliginda 5 dakika birakilir. Sonra steril bir 10 mL
pipet ile sivinin st tarafindan 10 mL c¢ekilip, steril bir tiipe aktarilir. Boylece daha sonraki
pipetlemelerde pipetin gida partikiilleri ile tikanmasi 6nlenmis olur.

Eger Clostridium perfringens ve/veya siilfit indirgeyen anaerob bakteri sayimi da yapilacak
ise; 0zellikle homojenizasyon sirasinda gidanin asirt miktarda hava (oksijen) ile temasi, sahte
negatif ya da gercekte oldugundan daha az sayida sonu¢ alinmasina neden olur. Bu kosulda
eger analiz edilecek gida seyreltme sivisinda basit bir karistirma ile homojenize edilemiyorsa,
ilk seyreltinin blenderde yapilmas1 6nerilmez, stomacher kullanilmalidir.

Bu tip analizlerde bir baska homojenizasyon ydntemi, gidayr kum ile ezmektir. iginde steril
kum ve seyreltme ¢ozeltisi bulunan laboratuvar tipi porselen havanlarda gida ezilerek ilk
seyrelti yapilir. Sonra havan kendi halinde 5-10 dakika tutularak, kum ve kat1 pargaciklarin
cokmesi beklenir ve yukarida aciklandig: sekilde steril bir pipet ile 10 mL alinip, steril bir bos
tiipe aktarilir. Peynir gibi gidalar i¢in kullanilabilen bu uygulamada seyreltme c¢ozeltisinin
tamami1 havana konulursa iyi bir ezme yapilmayabilir. Bu nedenle, once seyreltme
cozeltisinden yeteri kadar kisim havana ilave edilir, homojenizasyon bittikten sonra ¢6zeltinin
kalan kismi1 da eklenir ve karistirilir.

Gida mikrobiyolojisinde gerekli olmamakla beraber, zorunlu anaerob bakterilerin analizinde
0zel seyreltme ¢ozeltileri kullanilmaktadir.

Seyreltme islemi yapildiktan sonra tercihen 15 dakika i¢inde ekim islemi bitirilmis olmalidir.
Bu siire uzarsa, koliformlar gibi hizli ¢ogalan bakteriler sayilarini artirabilir. Homojenizasyon

asamasindan itibaren ekime kadar gecen siire en ¢cok 30 dakika olarak verilmektedir.

Eger ekim Oncesinde bir canlandirma islemi yapilacaksa, burada verilen siire gecerli degildir.
Ilgili talimatta canlandirma isleminin ne kadar siire ile yapilacag: belirtilmelidir.
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