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Ekim yontemi ile gida maddesindeki olas1 mikroorganizma sayisi ya da kalite standartlarina
gore hangi seyreltilerden ekim yapilacagina karar verilir.

Cogu gidada Staphylococcus aureus sayisinin 1 g (mL)'da 10'dan daha az olmasi istenir. Bu
durumda siv1 gida dogrudan, kat1 gida 107" seyreltiden 3 adet Baird Parker besiyerine 1 mL
olarak yayma ydntemi ile ekilir. Inkiibasyon sonunda toplam olarak sivi gidada 10'dan daha
az sayida (6rnegin 6 koloni) bulunmasi standarda uyuldugunu gosterir.

Kat1 gida 107" seyreltiden ekildigine gore 3 Petri kutusu toplaminda 1 koloni bile olmamalidir.
Gergekte kat1 gidada 6 kob/g diizeyinde S. aureus oldugu var sayilirsa, toplam 1 mL ekim
ile %60 olasilikla 3 Petri toplaminda 1 koloni olusacak ve sonug 10 kob/g olarak verilecek, bir
diger deyis ile gergekte standart iginde kalinmakla birlikte, {iriin standart kalite disinda olarak
degerlendirilecektir.

Bu gibi nedenlerle diisiik sayilarda bulunan ya da bulunmasma izin verilen
mikroorganizmalarin  analizinde En Muhtemel Sayr (EMS) yontemi kullaniimasi
gerekmektedir.

Bir gida maddesinde toplam bakteri sayiminda izin verilen degerin 10° kob/g oldugu kabul
edilir ise; PCA besiyerine 10~ seyreltiden 0,1 mL aktarilip, inkiibasyon sonunda 100 koloni
sayilirsa bu deger 10° kob/g olacaktir. Buna gore sadece 107 seyreltiden yayma yontemi ile
ekim yapilsa ve inkiibasyon sonunda koloni sayisinin 100'den az ya da ¢ok olmas1 dikkate
alinsa yeterlidir. Petri kutusunda 100 koloni sayimi ¢ok kolaylikla yapilabilir ve sayimda bu
deger istatistik olarak da benimsenir.

Izin verilen ya da isletme kalite standardina gore belirlenen say1 10.000 kob/g ise, yukaridaki
6rnege gore sadece 107" seyreltiden yayma yontemi ile ekim yapilmasi yeterli olur.

Hedef say1 1.000 ise sivi gidadan dogrudan, kati gidanin 10" seyreltisinden yayma ydntemi
ile ekim yeterlidir. Bu uygulamada inkiibasyon sonrasinda Petri kutusunda siv1 gidada 100,
kat1 gidada 10 koloni olacagi, 10 koloni sayiminda ise 07.01.04. Boliimde verildigi gibi %95
giivenlik sinirlar1 ¢ergevesinde gercek degerin bundan daha az ya da daha fazla olabilecegi
dikkate almmalidir. Bu nedenle, hedef say1 10.000 kob/g oldugunda, 102 seyreltiden ekim ve
Petri kutusunda 10 koloni sayilmas1 benimsenmez.

' 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 06. boliimiidiir.



Basit bir yikama dahil olmak iizere minimal islem gdrmiis gida maddelerinde 10° ya da 10°
kob/g genelde izin verilen st sinirdir. Asagida sivi ve kat1 gidalara gore hedef sayi ile ekim
yontemi ve seyreltme se¢imi kurallar1 verilmistir.

-Hedef say1 100.000 kob/g (mL) ise, siv1 ve kat1 gidanin 10* seyreltisinden yayma yontemi
ile ekim yapilir.

-Hedef say1 10.000 kob/g (mL) ise, stv1 ve kati gidanin 10" seyreltisinden yayma yontemi
ile ekim yapilir.

-Hedef say1 1.000 kob/g (mL) ise, sivi gidadan dogrudan (10°) yayma yontemi ile, kati
gidanin 107" seyreltisinden dokme yontemi ile ekim yapilir. Kati gidada yayma yontemi ile
ekimde olusacak 10 koloni sayis1 giivenilir degildir.

-Hedef say1 100 kob/mL ise, sivi gidadan dogrudan (10°) yayma yontemi ile ekim
yapildiginda Petri kutusundaki 10 koloni sayis1 giivenli degildir. Dékme yontemi tercih
edilmelidir. Kat1 gidada 10" seyreltme zorunludur. Hedef say1 100 kob/g ise, 10~ seyreltiden
dokme ekim yapildiginda Petri kutusundaki 10 koloni sayis1 giivenli degildir. EMS yontemi
tercih edilmelidir.

-Hedef say1 10 kob/mL ise, sivi gidadan dogrudan (10°) dokme ekim yapildiginda Petri
kutusundaki 10 koloni sayis1 glivenli degildir. EMS yontemi tercih edilmelidir. Kati gidada
107" seyreltme zorunludur. Hedef say1 10 kob/g ise 107 seyreltiden dokme ya da 3 Petri
kutusuna 1 mL yayma yontemi ile sadece 1 koloninin olup olmadif: incelenebilir. Ilk
seyreltiden 10'ar mL seklinde EMS yontemi uygulanmalidir (bakiniz; 07.02. Bolim).

-Hedef say1 1 kob/mL ise, dokme ya da 3 Petri kutusuna 1 mL yayma yontemi ile sadece 1
koloninin olup olmadigi incelenebilir. ilk seyreltiden 10'ar mL seklinde EMS yontemi
uygulanmalidir. Membran filtrasyon yontemi de Onerilebilir. Hedef say1 1 kob/g ise, kati
gidada pratik olarak sayim yapilamaz. Suda tam ¢dziinebilen gidalarda membran filtrasyon ile
sayim yapilabilir.

Bu orneklerden goriildiigii gibi, diisiik sayilarda beklenen mikroorganizma varliginda ekim
yonteminde farkli secenekler ortaya ¢ikmaktadir. Prensip olarak, oncelikle kati besiyeri
kullanilmali, daha diisiik sayilarda EMS yontemi tercih edilmeli ve EMS ile saglikli sekilde
sonu¢ alinamayacak durumlarda membran filtrasyon yontemi tercih edilmelidir.

06.01.02. Ekim Islemi

Ekimlerde dikkate alinacak hususlar asagida verilmistir:

-Seyreltme islemi bitirildikten sonra hizla ekim yapilmalidir. Bu amagla bir 6rnegin ekimi
tiimiiyle bitirildikten sonra bir digerinin seyreltme islemine baslanilmalidir.

-Petri kutularinin homojenizasyona baslamadan once yazilmis olmasi iglem sirasinda
gereksiz beklemelerin 6niine geger.

-Her seyreltiden 2 Petri kutusuna paralel ekim yapilmasi gereklidir.

-Ekim sirasinda numunenin kontaminasyonu kesinlikle o©nlenmeli, benzer sekilde
Salmonella, E. coli O157:H7 serotipi ve Listeria monocytogenes gibi patojenler ile
calisilirken zenginlestirme Orneklerinden yapilan ekimlerde, bu Kkiiltiirlerin laboratuvar
personeline bulasmamasina dikkat edilmelidir.

-EMS ekimlerinde 5 mL pipet kullanilarak 3 tiipe 1'er mL aktarilmasi pratik, ancak el
deneyimi gerektiren bir uygulamadir.



-Petri kutusuna yapilacak ekimlerde 6rnek ile ilgili bilgilerin kapaga yazilmasi, kapaklarin
karigmasi olasiligi nedeniyle sakincalidir. Petri kutularinda yazimlar tabana yapilmalidir.
Tabandaki yazilar koloni incelemesini engellememelidir. Bu amagla ince uglu kalemler tercih
edilmelidir. Yazimlar en az diizeyde, ancak ekim yapilmig Petri kutusundaki 6rnek hakkinda
higbir karisikliga yol agmayacak kadar fazla olmalidir. Ozellikle yogun ekim yapilan
laboratuvarlarda Petri kutularinin yaziminda standardizasyon, ¢ok daha fazla 6nemlidir.

-Homojenizasyona baslanirken, tezgah {lizerinde Plate Count Agar dokiilmiis bir adet Petri
kutusunun kapagi tam agik olarak tutulmali, bu Petri kutusu da tarih ve agik kaldig: siire
kaydedilerek inkiibasyona birakilmalidir. Caligma atmosferinden (havadan) gelebilecek
kontaminasyonu belirlemek i¢in yapilan bu ¢alismada, Petri kutusunda 1 koloni/dakika izin
verilebilen en yiiksek kontaminasyon diizeyidir. Bundan daha fazla kontaminasyon gortiliirse,
diizeltici faaliyet uygulanmalidir. Gida analizinde maya—kiif sayimi1 yapiliyor ise, kullanilan
besiyerinden bir adedi ayni sekilde acik birakilmalidir. Bunun degerlendirmesi PCA gibidir.

-Her ekimde her besiyeri icin bir adet Petri kutusu kontrol olarak birakilmalidir. Analizin
durumuna gore eger homojenizasyon ve seyreltme uygulaniyorsa, bu ¢ozeltilerin de sterilite
testi PCA besiyerinde yapilmalidir. Tersine olarak, seyreltme cozeltilerinin toksik ozellik
gostermedigi de kontrol edilmelidir (bakiniz; 05.02.02. B6lim).

-Yayma yontemi kullaniliyor ise Drigalski spatiillerinin sterilize edildigi alkolden de sterilite
testi icin yine PCA besiyerine ekim yapilmalidir. Bu uygulama yontemi 04.05. Boliimde
verilmistir.

06.02. Inkiibasyon

Inkiibasyonda dikkat edilecek noktalar asagida agiklanmuistir.

-Belirtilen inkiibasyon sicaklifi ve siiresi ile anaeroblar i¢in 6zel gaz atmosferine
uyulmalidir.

-Inkiibatdr sicaklig1 minimum—maksimum termometre ile kontrol edilmelidir.

-Ozellikle 37 °C ve daha yukaridaki sicakliklarda yapilan
inkiibasyonlarda, Petri kutular1 tabanlar iistte, kapaklar1 altta olacak
sekilde (ters gevrilerek) inkiibatdre konulmasi gerekir. Yine bu sicaklik
derecelerindeki inkiibasyonlarda, eger siire 24 saatten fazla olacak ise, [~
basit olarak i¢inde su olan bir beher inkiibatore konulur. Boylece, Petri L
kutularinda ytizey kurumasi 6nlenmis olur.
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Tabani lizerine

Kapag tizerine

-Petri kutularimin mutfak tipi strech filme sarilarak ya da basit¢e naylon torba iginde
inkiibasyonu kurumayi kayda deger 6lglide Onler. Bu uygulama, 45 °C'da inkiibe edilen
Alicyclobacillus spp. gibi termofillerin analizinde ¢ok daha fazla gereklilik gosterir. Fekal
koliform bakteri analizinde oldugu gibi (bakiniz; 10.03. Bolim) dokme yontemi ile
calisiliyorsa Petri kutusundaki 6rnek tlizerine 15 mL kadar VRB Agar dokiilmesi, 2. kat olarak
7—8 mL kadar besiyeri dokiilmesi ile kuruma 6nemli 6l¢iide engellenir.

-Membran filtrasyon uygulamalarinda ise, Petri kutulariin kapaklar1 {istte, tabanlar1 altta
olacak sekilde (diiz sekilde) inkiibatore konulmasi uygundur.

-Basit olarak, Petri kutusu tartilir (dara), tizerine 12—-14 mL kadar PCA dokiiliir ve bir kez
daha tartilir. Inkiibasyon sonunda bu Petri kutusu bir kez daha tartilir. Dara diisiildiikten sonra
inkiibasyon oncesine gore %15 agirlik kaybi, izin verilen en iist agirlik kaybi oranidir. Daha
fazla agirlik kayb: varsa diizeltici islem uygulamasi yapilmalidir. Izin verilen bu oran VRB



gibi selektif besiyerlerinde daha azdir. Agirlik kaybi fazla ise, diizeltici islem olarak daha
fazla besiyeri dokiilmesi ve plastik Petri kutusu kullanilmasi da giindeme gelebilir. Bu gibi
diizeltici 6nlemler analiz talimatlarina kayit edilmelidir.

-Inkiibatorde 6'dan daha fazla cam Petri kutusunun ist iiste konulmamasina &zen
gosterilmelidir. Bu deger plastik Petri kutularinda 8'dir. Baz1 kaynaklarda plastik kutular i¢in
de bu deger 6 olarak verilmektedir.

-Inkiibatorde sicaklik degismelerinin en aza indirilmesi icin kapagin gereksiz yere
acilmamasina 6zen gosterilmelidir.

-Hem Petri kutular1 arasinda hem inkiibatoriin duvarlar1 arasinda 2,5 cm bosluk birakilmasi
gerekmektedir. Bu sekilde inkiibator i¢inde 1s1 dagilimi diizenli olur.



