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01. Mikroorganizma Sayiminin Temel Ilkeleri

Gida maddelerinde mikroorganizma sayis1 iizerindeki yasal kisitlamalar, basta gida cesidi,
mikroorganizma tiirli ve yasa koyucu tiilkenin gelismislik durumu olmak iizere ¢ok sayida faktor
tarafindan etkilenmektedir. Bu yasal diizenlemelerin disinda dncelikle gida ticaretinde giderek
artan rekabet kosullar1 da gida iireticilerinin daha hijyenik 6zelliklere sahip {irtinleri tiretmelerini
bir anlamda zorlamaktadir. Dolayisi ile gidalarda mikroorganizma sayisinin dogru bir sekilde
belirlenmesi gerekir.

Bir gida 6rneginde mikroorganizma sayisinin belirlenmesi ¢ogu kez uzun bir analiz siiresini
gerektirmektedir. Bu siire, standart kiiltlirel yontemlerde sayilan mikroorganizma tiiriine ve
uygulanan yonteme gore degismek iizere 1-10 giin arasinda olabilmektedir. Bu uzun analiz
sliresine alternatif olarak getirilen hizli yontemler ise yiliksek analiz maliyeti ve/veya hatali
sonug alinabilme olasiliklar1 ve/veya analizin zorlugu gibi dezavantajlar getirebilmektedir.

Standart kiiltiirel analiz yontemlerinin uzun siire almasmin baslica nedeni mikroorganizmanin
kat1 besiyerinde geliserek koloni olusturmasi veya sivi besiyerinde gelismesi igin belirli bir
generasyona gerek duyulmasidir. Mikroorganizmalarda tiirlere, kullanilan besiyeri bilesimine
ve inkiibasyon kosullarina gore degisen generasyon siiresi farkliliklari, sayimin bazi kosullarda
identifikasyon ile desteklenme zorunlugu gibi faktorlerle beraber yukarida da belirtildigi gibi
sayim islemi (veya var/yok testi) 10 giine kadar uzayabilmektedir.
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Mikroorganizmalarin standart kiiltiirel yontemlerle sayiminda genellikle seyreltme islemi
uygulanir ve sayim sonuglar1 bir anlamda istatistik kurallara gore "kabul edilen bir deger"
olarak verilir. Gidanin Ozellikleri, sayilacak mikroorganizma tiirii, gidada bulunan (ya da
bulunmasina izin verilen) sayis1 ve analiz yontemi gibi faktorler gergek sayidan sapmalari
etkileyen onemli faktorler arasindadir. Her ne kadar standart kiiltiirel yontemlerle yapilan
mikrobiyolojik analizlerde birgok olumsuzluk varsa da bugiin i¢in gerek yasal kontrol
kuruluglar1 tarafindan yapilan analizlerde gerek isletmelerdeki otokontrol amagli analizlerde
yaygin olarak kullanilan ve kabul edilen sayim yontemleri standart kiiltlirel analizlerdir.
Bununla beraber hizli olarak tanimlanan yontemler gida endiistrisi isletmelerinde giderek
daha fazla kabul gérmektedir. Ayrica 6nceleri uluslararasi analiz kuruluslar tarafindan tam
olarak benimsenmeyen bazi hizli analiz yontemleri bugiin standart kiiltiirel analiz olarak kabul
edilmektedir.

Genel olarak uluslararasi kontrol kuruluslar1 tarafindan onerilen standart kiiltiirel analizler rutin
gida kontrollerinde uygulanamayacak kadar uzun siire almaktadir. Ornegin bir gida maddesinde
E. coli aranmas1 Uluslararas: Standartlar Organizasyonu (International Standard Organisation ;
ISO)' na gore 10 giin, ABD Gida ve Miistahzar Idaresi (Food and Drug Administration ; FDA)'
ya gore 11 giin siirmektedir ve gida endiistrisinde yapilacak otokontrollerde bu denli uzun analiz
stiresi kabul edilemez. Kamu kontrol kuruluslarinda dahi bu denli uzun siiren analizler
genellikle uygulanmamaktadir. Burada dikkat edilmesi gereken husus, gida isletmelerinin
ozellikle ISO 9000 serisi uygulamalarinda, kendileri i¢in dogrulugu kabul edilmis ve uygun
stirelerde sonuglarin alinabilecedi analiz yontemlerini kendileri i¢in standart analiz yontemi
olarak kullanmalaridir. Bu ger¢evede 6rnegin, E. coli analizinin sadece 24 saat siirdiigii pek ¢cok
analiz yontemi basaril bir sekilde uygulanmaktadir.

02. Amaca Uygun Besiyeri / Analiz Yontemi Secimi

Mikrobiyolojik analizlerin en dnemli asamalarindan birisi uygulanacak analiz yontemine gore
kullanilacak besiyerlerinin secilmesidir. Besiyerleri sivi/kati/yar1 kat1 veya genel amagli/selektif
(tam selektif veya ayirt edici) 6zellikte olabilir. Sadece E. coli analizi i¢in farkli ticari kuruluslar
tarafindan pazarlanan ayni veya cok benzer formiilasyonda onlarca besiyeri vardir. Gida
isletmelerinin gerek marka gerek besiyeri segmeleri bu bakimdan zor olabilmektedir. Asagida
belirtilen noktalara dikkat edilmesi halinde bu zorluk en aza indirilebilir.

-Ayn1 isimli besiyerini {ireten ve pazarlayan ¢ok sayida ticari marka vardir. Bunlar iginde
Tirkiye' de yaygin ve etkin pazarlama ag1 olmayan "yiiksek kaliteli" besiyerleri oldugu gibi
Tiirkiye' de yaygin ve etkin pazarlama ag1 olan "kalitesi siipheli" markalar da vardir. Bu
konuda yapilmasi gereken sadece dikkatli olmaktir.

-Ayn1 mikroorganizmanin sayilmasina / aranmasina yonelik olmak iizere ve siirekli olarak
daha cabuk, daha giivenilir, daha kolay sonu¢ verdigi belirtilen yeni besiyerleri pazara
cikmaktadir. Bu konuda yapilmasi gereken literatiir bilgisi ve katalog bilgileri inandirict ise eski
yontem/besiyeri ile makul bir siire paralel calismak ve uygulamada tatmin olunduktan sonra
besiyerini degistirmektir. ISO 9000 serisi belgeye sahip kuruluglarda talimatname degisikligi
sanildigindan ¢ok daha kolaydir.

-Laboratuvar personelinin aligkanliklar1 O6nemlidir. Yeni bir yontem ve/veya besiyeri
alisilmisin yerine kayda deger bir istlinliik getirmiyor ise eskiyi degistirmek gereksizdir. Ancak,



tersine durumlarda, alisilmis iizerinde 1srar etmek sadece cagin gerisinde kalmak igin
direnmekten bagka bir sey degildir.

-Besiyeri se¢ciminde marka se¢cmek yukarida belirtilen kosullara gore yapilabilir. Ancak
secimde her seyden once kullanilacak besiyeri ve/veya yontemin analiz edilecek materyal,
analiz edilecek mikroorganizma, ihra¢ iriinlerinde miisterinin talebi, isletme kosullar ile
dogrudan iligkili oldugu unutulmamali ve secimde asagidaki teknik ayrintilara da dikkat
edilmelidir.

-Basit bilesimli ve i¢inde inhibitdr olmayan besiyerlerinde ¢ok sayida mikroorganizma gelisir.
Ornegin toplam aerob mezofil bakteri sayrminda kullanilan "Plate Count Agar" besiyerinde 25-
28 °C aerob inkiibasyon kosullarinda 48 saat siire iginde gelisebilen tim mikroorganizmalar
sayilir. Bir bagka deyis ile bu besiyerinde amaca uygun olarak ¢ok sayida bakteri tiirii gelisir.
Ancak analiz edilecek gidalar, klinik 6rnekler, ¢evresel drnekler, sular i¢in kullanilabilecek tek
bir genel besiyeri olmadig1 gibi sadece tiim gidalar i¢in kullanilabilecek bir genel besiyeri de
yoktur. Ornegin siit ve iirlinleri i¢in toplam aerob mezofil bakteri saymmi igin "Plate Count
Agar" besiyerine dogal ortam saglayici olarak siittozu ilave edilir iken ayni amagla deniz
tirlinlerinin analizinde bu besiyerine deniz suyu ilave edilir. Benzer sekilde toplam maya kiif
sayimi analiz edilecek gidalara gore farklilik gosterir.

-Besiyerlerinin selektivitesi arttikga hedef mikroorganizmanin gelismesi de buna paralel
olarak azalir. Bu nedenle mikrobiyoloji laboratuvarinda tercih edilmesi gereken selektif degil
diferansiyel (ayirt edici) besiyerleridir. Diferansiyel besiyerleri hedef mikroorganizmay: ayni
besiyerinde gelisebilen refakatci flora i¢inde basta koloni rengi olmak iizere farkli kilan bir
ozellik ile ayirt edebilme Ozelligi gosterir. Bu tip besiyerlerinde hedef mikroorganizma
rahatlikla gelisebilir iken bu kez de aranacak / sayilacak mikroorganizma ile ayni ortamda
bulunan ve bu besiyerinde gelisebilen refakat¢i floranin hedef mikroorganizmay1 baskilamasi
sorunu ortaya ¢ikar ve bu sorun agarl besiyerlerinde daha fazla 6nemli olur. Bu durumda analiz
edilecek gidada hedef mikroorganizma yaninda ayn1 besiyerinde gelisebilecek refakatci floranin
varligia gore besiyeri se¢imi dnemli olmaktadir ve bu 6zellik 6ncelikle gida ¢esidine ve {irliniin
isleme teknolojisine gore degisir.

-Hedef mikroorganizmanin aranacak veya sayilacak olmasi, eger sayilacak ise beklenen veya
kabul edilen sayis1 yontem ve/veya besiyeri seciminde dogrudan baglayicidir.

-Rutin gida kontrolii ile belirli bir aragtirmaya yonelik c¢aligmalarda kullanilacak analiz
yontemi ve/veya besiyeri farklilik gdsterir.

-Prensip olarak ayn1 materyal kullanilmak kaydi ile aranacak / sayilacak mikroorganizmay1 en

yiiksek sayida gosteren analiz yontemi ve/veya besiyerinin daha dogru sonug¢ verdigi kabul
edilir.

03. Kiiltiirel Sayim Yontemleri

03.01. Koloni Sayim

Bu yontemlerin prensibi mikroorganizmanin kati besiyerinde koloni olusturmasi, bu kolonilerin
sayilarak ornekteki mikroorganizma sayisinin hesaplanmasidir. Dokme, yayma ve damlatma
olarak 3 sekilde uygulanir.



03.01.01. Dokme Yontemi

Dokme yonteminde 1 ml ornek steril Petri kutusuna pipetlenir, lizerine 45 °C 'a kadar
sogutulmus agarli besiyerinden yaklasik 15 ml dokiiliir, besiyeri ile 6rnek karistirilir, besiyeri
katilastiktan sonra petri kutulari inkiibasyona birakilir. Bu yontemin avantaji ekim yapilacak
tiipten 1 ml pipetlendigi i¢cin yayma yontemine gore 10 misli daha az mikroorganizma iceren
orneklerde sayim yapilabilmesidir. Dezavantajlart ise sicak dokiilen Dbesiyerinin
mikroorganizmaya zarar verme olasiligimin yiiksek olmasi, besiyerinin petrilere ekim
yapilincaya kadar erimis halde (50 °C su banyosunda) tutulmasi ve bunun besiyeri iizerine
olumsuz etkisi, herhangi bir ekim hatasinda yedek besiyeri kullanimindaki sikintilar,
mikroorganizmalarm petri kutusunun tabanina veya besiyeri yiizeyine yakin olmalarina bagh
olarak oksijenden farkli diizeyde faydalanmalar1 ve dolayzst ile farkli diizeyde gelismeleridir.

03.01.02. Yayma Yontemi

Yayma yonteminin esasi, onceden petri kutularina dokiiliip katilastirilmig (hatta bu sekilde
stoklanmis) ve belirli bir diizeyde kurutulmus besiyerleri lizerine 0,1 ml 6rnek aktarilarak
drigalski spatiilii denilen kivrik bir cam baget ile bu miktarin besiyeri ylizeyine yayilmasidir.
Yukarida dokme yontemi i¢in verilen tiim dezavantajlar bu yontemde avantaj, avantaj olarak
verilen ise dezavantajdir. Bu yOntemin uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken hususlar
drigalski spatiiliiniin sterilize edildigi alkol ¢ozeltisinin (%70 v/v) siirekli olarak yenilenme ve
kontrol gerekliligi, alkol ile drigalski spatiiliiniin temas siiresinin 5-10 dakikadan az olmamasi
gerektigi ve buna gore yeterli sayida spatiil bulundurulmasi, alkolden ¢ikarilan spatiiliin bunzen
beki alevinden gegcirilme nedeninin 1s1 ile sterilizasyon degil sadece alkolii uzaklastirmak
oldugunun unutulmamasi, beherdeki alkoliin alev almasinin 6nlenmesidir. Gida mikrobiyolojisi
laboratuvarinda en yaygin olarak kullanilan ve kullanimi 6nerilen yontem budur.

03.01.03. Damlatma Yontemi

Damlatma yonteminde ise 0,01 (ya da 0,05 ; besiyeri uygun ise 0,1) ml 6rnek Petri kutusunda
onceden dokiilmiis, katilastirilmis ve belirli bir diizeyde kurutulmus besiyeri lizerine damlatilir,
yayma yapilmadan besiyerinin damlay1 emmesi beklenir. Dolayisi ile koloniler sadece yaklagik
2-3 cm kadar ¢ap1 olan bir alanda yogun ve bu nedenle kiigiik olarak gelisir. Bu yontemin rutin
gida kontroliinde kullanimi yaygin degildir. Bir petri kutusunun tabaninin 2; 3; 4; hatta 6' ya
boliinerek her bolmede farkli O6rnek ve/veya seyreltiden ekim yapilmasi, buna gore
laboratuvarda besiyeri ve petri kutusundan tasarruf saglanmasi bu yontemin en biiylik
avantajidir. Bu yontem sayimdan ziyade titre belirleme (yart kantitatif sayim) amaciyla
kullanilabilir. Ornegin bir gida maddesinde toplam aerobik mezofilik bakteri sayismin 100.000
adet/g olmasna ilgili tiiziikk ve/veya standarda gore izin veriliyor ise ve isletme icin sadece bu
degerinin altinda kalmak énemli ise 107,107 ve 10™ seyreltilerden 0,01 ml damlatma ySntemi
ekim yapilir. inkiibasyondan sonra 107 seyreltide bir ka¢ koloni var, ancak 107 seyreltide
gelisme yok ise sayim sonucu 10000 adet/g 'dan fazla ancak 100.000 adet/g 'dan daha az olarak
verilebilir. Ancak istatistik yaklasim altinda bu sonucun sadece bir 6n bilgi oldugu, eger 107
seyreltide de koloni gelisimi olmaz ise ilgili tiiziik ve/veya standarda uyuldugu sdylenebilir.
Olusan kolonilerin biiyiiteg ile sayilarak daha dogru sayim sonucu alinmast miimkiindiir.



03.01.04. Petri film

Besiyeri bir film tabakasi halinde plastik bir destek tabakasina bir film tabakasi halinde
dokiilmiis, kurutulmus ve bu sekilde kullanima hazir steril preparat haline getirilmistir. Analiz
asamasinda ustteki korutucu tabaka kaldirilarak 1 ml 6rnek 5 cm capl bu alana aktarilir,
koruyucu tabaka kapatilir ve 6zel bir aparatla bu hacmin tiim alana yeknesak olarak dagilmasi
saglanir. Standart inkiibasyon sonunda koloniler sayilarak iglem bitirilir. Petri film yonteminin
en biiylik istiinliikleri laboratuvarda besiyeri hazirlamaya gerek kalmamasi, cam petrilerde
oldugu gibi yikama zorunlugunun olmamasi, 1 ml 6rnek aktarildigi i¢in analiz duyarliginin
standart yayma yonteminden 10 misli fazla olmasi, inkiibatdrde standart petri kutulari ile
kiyaslanmayacak kadar az yer kaplamast ve gerektiginde bunlarin kurutularak
saklanabilmesidir. Farkli mikroorganizma gruplar icin (toplam aerobik mezofilik bakteri,
koliform grup, maya - kiif vb.) farkli besiyerleri saglanabilmektedir.

03.02. Koloni Sayisinin Hesaplanmasi

Hangi yontem kullanilirsa kullanilsin inkiibasyon bitiminde petri kutularinda sayim vakit
gecirmeden yapilmahdir. Onceleri 30-300 arasindaki koloni iceren seyreltilerdeki ekimler
dikkate alinir iken, son zamanlarda ardisik iki seyreltiden yapilan ekim sonuglarindan hareketle
ve agirlikli aritmetik ortalama ile 6rnekteki say1 hesaplanmaktadir. Bu hesaplamada kullanilan
formiil; N= C / [V(n; + 0,1 X n;) X d] seklindedir ve 15-300 arasindaki koloni sayimlari
dikkate alinmaktadir.

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

C = Sayim1 yapilan tiim petri kutularindaki koloni say1st toplami

V = Sayimu yapilan petri kutularia aktarilan hacim (ml)

n;= Ik seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusu adedi

n,= Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusu adedi

d = Sayimin yapildig: ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oranidir.

Yeni terminolojide sayim sonucunda elde edilen sayir "adet/g" olarak degil kob/g olarak
verilmektedir. Kullanilan besiyerinde canli oldugu halde gelisip koloni olusturamayan
mikroorganizmalar bulunabilir. Bunlarin sayilmadigini ve sadece koloni olusturanlarin
sayildigini belirtmek icin "Koloni Olusturan Birim ; kob) deyiminin (Colony Forming Unit ;
cfu) kullanim1 daha dogrudur.

Ornek 1: Dékme kiiltiirel sayim yontemi uygulanmus ve her seyreltiden 2 petri kutusuna ekim
yapilmustir. 107 seyreltide 190 ve 163, 10~ seyreltide 25 ve 16 adet koloni elde edilmistir.
C=190+163+25+16=394
V =1 (dokme kiiltiirel sayim i¢in petri kutularina 1' er ml pipetlenmistir)
n;=2 (107 seyreltiden ekim yapilan 2 petri degerlendirmeye almmustir)
ny=2 (107 seyreltiden ekim yapilan 2 petri degerlendirmeye almmustir)
d =107 (ardisik 2 seyreltinin daha konsantre olanin seyreltme oramdur)

N=C/[V(n+0,1 Xny)Xd=3%/[2+0,1 X2)X 10%]=39% /(2,2 X 0,01)= 17909. Bu
deger virgiilden sonra 1 desimal ile gosterilmeli ve sonu¢ 1,8X10* kob/g (sv1 ise ml) olarak
verilmelidir.



Ornek 2: Yukaridaki 6rnek yayma kiiltiirel sayim ydntemi ile yapilmis, ve petri kutularinda ayni
sayilarda koloni elde edilmis olsa idi sadece V=0,1 ml olur ve sayim sonucu 1,8X10° kob/g
olarak hesaplanir.

Ornek 3: Bir sivi gidada yayma ydntemi kullanilmis ve orijinal drnekten (10° seyrelti) 280, 310,
10" seyreltiden ise 12 ve 16 adet koloni elde edilmistir.

C =280+16=296 (300' den fazla ve 15' den az koloniler dikkate alinmamaktadir)

V=0,1

n=1 (2 petriden 1 adedi sayim i¢in degerlendirilmistir)

np=1 (2 petriden 1 adedi sayim i¢in degerlendirilmistir)

d=10°= 1 (orijinal 6rnek kullanilmugtir).

N =296/[0,1(1 +0,1 X 1) X 1]=296/0,11 = 2690 = 2,7X10° kob/ml

Ornek 4: Bir kati gidadan dokme yontemiyle yapilan sayimda 10" seyreltiden 5 ve 8, 107
seyreltiden 0 ve 0 sonu¢ alindi ise 5 ve 8 degerleri 15' den az oldugu i¢in degerlendirme
yapilmamalidir. Ancak sayimin yapilabilecegi baska bir deger de yoktur. Bu nedenle sonu¢ N=
(5+8)/[1(2+ 0,1 X 0) X 0,1]=13/0,2 = 65 kob/g olarak degerlendirilir ve siipheli sonug olarak
belirtilir.

Ornek 5: Bir kati gidadan 10" ve 107 seyreltilerden dékme yontem ile analiz yapilmis ve 4
petride de koloni sayilamanustir. ilk diliisyondan (10") petri kutularinda 1 ml ekim yapilip 0
sonu¢ alindigina gore "O6rnekte 10 kob/g 'dan daha az mikroorganizma" vardir seklinde sonug
verilir. Buradaki mantik eger 10" seyreltiden yapilan ekimlerde 1 petri kutusunda 1 koloni olsa
idi 4. 6rnege gore sonu¢ V=1 /[1(1 + 0,1 X 0) X 0,1]= 10 kob/g olarak verilecek idi. Ancak
burada sonu¢ bu degerden daha azdir. Dolayisiyla sonug¢ >10 kob/g olarak verilir. Bu gosterim,
"analiz yapilan yontemin duyarligt 1 gramda 10 'dan daha az olan mikroorganizmalari
belirlemeye yetmemektedir. Burada da 1 gram gidada 10 'dan daha az sayida koloni olusturan
mikroorganizma vardir" anlamina gelir.

Damlatma yontemi ile yapilan sayim sonuglarinda sayma gerekiyor ise yukarida verilen formiil
ve orneklere uygun olarak 5-50 adet arasindaki koloniler dikkate alinir. Damlatma yonteminde
0,01 ml yerine 0,05 ml, hatta 0,1 ml hacimlar kullanilabilir. Bu durumda formiilde V olarak
strast ile 0,01 ; 0,05 ve 0,1 kullanilmalidir.

Sayim sonuglar1 O6rnekteki ger¢ek sayiyr vermeyebilir. Petri kutularinda elde edilen koloni
sayilar1 azaldik¢a hata olasilig1 artmakta tersine olarak petri kutularindaki say1 arttikga hata
olasilig1 da azalmaktadir. Ancak petri kutularinda 300" den fazla sayida koloni olustugunda
matematiksel olarak daha dogru sonug¢ alinmakla beraber bu kez sayim yapilirken hata olugsmasi
ve bazi kolonilerin sayllmamas nedeni ile {ist siir olarak 300 degeri alinmaktadir. Ornegin bir
stvi gidadan 2 petriye 1 'er ml ekim yapilsa ve sonuglar 0 ve 1 olarak elde edilse sonug 1 adet/ml
olarak verilir. Oysa Ornegin 1 ml' sinde gercekte olan sayr %95 giivenlik smir1 dikkate
alindiginda 0 ile 3 arasinda iken bdyle bir sonu¢ alinabilir. Bir diger deyis ile gercek sayidan
%97 daha az ile %457 daha ¢ok sonug alnabilir. 2 petri kutusunda toplam 30, ortalama 15 adet
koloni sayildi ise yine %95 giivenlik smirt ile bu degerler gercekte 10-21 adet arasinda olabilir
ve hata pay1 %32 daha az ve %43 daha ¢ok seklinde gosterilir.

Sayim sonucu ile bulunan degerin %95 giivenlik smirlart ile alabilecegi degerlerin
hesaplanmasinda kullamlan formiil; & = [(C/B) + (1,92/B) + (1,96 X VC /B)] /d 'dir.



Bu formiilde B olarak gosterilen deger B = V(n; + 0,1 X np) 'dir. 1,92 ve 1,96 degerleri istatistik
sabitlerdir. Diger birimler yukaridaki formiilde agiklanmustir.

Yine yukarida 6rnek 1' deki 1,8X10* adet/g degeri (d6kme kiiltiirel sayim; 107 seyreltide 190 ve
163; 10 seyreltide 25 ve 16 koloni) bu formiile gore;

B=1X2+0,1 X2)=2,2veC=190+163+25+16 = 394 olmak iizere;

& =1[(394/2,2) +(1,92/2,2) + (1,96 X N394 / 2,2)]/0,01 = (180 + 18)/0,01 ve buradan

81 = 19800 =2,0X10*; &, = 16200 = 1,6X10" olarak bulunur.

Bir diger deyis ile ilk formiil ile elde edilen 1,8X10" degeri %95 giivenlik simirlari i¢inde
2,0X10* ile 1,6X10* arasindaki bir degerdir ve yuvarlatma yapilmadan alinan N= 17909; &=
19764 ve 8,= 16228 degerleri kullanildiginda hata olasilig: ; [(19864/17909)-11X100= + %10,4
ve [(16228/17909)-1]1X100= —%9,4 olarak bulunur.

Petri kutularindan elde edilen koloni sayis1 azaldik¢a hata olasiligimin arttig1 yukarida belirtilmis
idi. 15' den az kolonilerin sayilmama kurali dikkate alinmadan ve yukaridaki 6rnege yakin
olarak; dokme kiiltiirel sayimda 107 seyreltiden 19 ve 16, 10™ seyreltiden 3 ve 2 koloni elde
edildi ise sonug 18182 olarak alinacak, &,= 24690 ve d,= 13420 olarak hesaplanacak, hata sinir1
ise +%35,8 ile —%26 olarak bulunacaktir.

Bir 6rnekte sayim i¢in yar1 selektif bir besiyeri kullanildi ise aranan mikroorganizma sayisi
belirli bir identifikasyon isleminden sonra yapilabilir. Ornegin koliformlarin sayimi igin yaygin
olarak kullanilan VRB Agar besiyerinde gelisen tipik koloniler koliform grup olarak sayildiktan
sonra bunlarm i¢inde kag adet E. coli oldugu da belirlenebilir. Bu amagla koliform grup bakteri
kolonileri iginden koloni sayisina gore 5-20 arasinda olmak tizere rast gele se¢cim yapilip bunlar
izole edilip her biri ayrt ayr1 tanimlanir. Bunlar igindeki E. coli sayisi toplam koliform grup
bakteri sayisi ile oranlanir, seyreltme faktorii dikkate alinarak analiz edilen 6rnekteki E. coli
say1st hesaplanir.

Ornek: Petri kutusunda toplam 60 adet tipik koliform bakteri kolonisi vardir. Bunlardan 15
adedi izole edilmis, yapilan identifikasyon sonunda 15 koloninin 9 'unun E. coli oldugu
belirlenmistir. Buna gore 15 koloninin 9 'u E. coli ise 60 koloninin 36 adedi E. coli 'dir.

Ornek: PALCAM Agar besiyerinde 30 adet tipik Listeria kolonisi goriilmiis, bunlarm 15 adedi
izole edilmis, identifikasyon sonunda bunlarin 3 'iiniin Listeria olmadigi anlasilmig, daha ileri
calismalar yapilarak kalan 12 izolatin 4 adedi L. monocytogenes olarak tanimlanmistir. Buna
gore 15 koloniden 12 'si Listeria olduguna gore 30 koloninin 24 adedi Listeria olarak
degerlendirilir. Sonu¢ bu sekilde verilebilecegi gibi ileri calismalar ile bunlarin 4 adedi L.
monocytogenes olarak saptandigina gore sonug, 12 koloninin 4' i L. monocytogenes ise 24
koloninin 8§ adedi L. monocytogenes 'dir seklinde verilir. Burada dikkat edilmesi gereken husus
ikinci kismin 30 degil dogrulanmis 24 koloni {izerinden hesaplanmasi gerektigidir.

03.03. En Muhtemel Say1 (EMS) Yontemi

Yontemin prensibi ardisik 3 seyreltiden sivi besiyerlerine ekim yapip inkiibasyon sonunda
gelisme olanlar pozitif olarak degerlendirmek ve istatistik yontemlerle elde edilmis tablolardan
yararlanilarak Ornekteki sayiy1 hesaplamaktir. Yontemin "En Muhtemel Say1 (Most Probable
Number; MPN) olarak adlandirilma nedeni yukarida da belirtildigi gibi  6rnekteki



mikroorganizma sayisinin istatistik  sekilde elde edilmis tablolardan yararlanilarak
hesaplanmasidir.

EMS yontemi tiip diliisyon ydnteminin bir modifikasyonudur. Ozellikle az sayida (1 gramda 10'
dan daha az) mikroorganizma iceren gidalarin mikrobiyel analizinde kullanilir. Yiiksek sayida
mikroorganizma igeren gidalarda EMS yontemi ile sayim (eger zorunluk yoksa)
onerilmemektedir. Simetrik ve asimetrik olarak tanimlanan 2 ekim yoOnteminden genellikle
kullanilan1 simetrik ekimdir. Simetrik ekimde ardisik seyreltilerden ayni sayida besiyerine
(cogunlukla 3 'er tiip) ekim yapilirken, asimetrik olanda farkli seyreltilerden farkli sayida
tiiplere ekim yapilir. Asimetrik ekim ¢ok 6zel ¢alismalarda ve nadiren kullanildigindan EMS
yontemi denildiginde dogrudan simetrik ekim anlagilir.

EMS yonteminde ardisik 3 seyreltiden 3 'er tiipe ekim yapilmasi gida mikrobiyolojisinde en
yaygin uygulamadir. Seyreltilerden 5 'er ya da 10 'ar tiipe ekim yapilmas1 da s6z konusudur. Her
seyreltiden ekim yapilan besiyeri sayisi arttikca daha dogru sonug alinacagi agik olmakla ve
giivenlik sinirlart daralmakla beraber 3 tiip yontemi ile yeterince tatminkar sonuclar
alinmaktadir. Ardisik 3 seyrelti yerine 4 hatta 5 seyreltiden ekim yapilmasi sayimda esas
alinacak seyrelti serisinin secilmesi acisindan 6nemlidir ve bu konuda asagida ayrintili bilgi
verilmektedir. Ardisik 4 ya da 5 seyreltiden ekim aym tiiplerin hem koliform grup
mikroorganizma hem de E. coli sayiminda kullanilmasinda eger koliform grup bakteri sayisi E.
coli 'den ¢ok fazla ise bir anlamda zorunluluktur.

Y Ontemin uygulanisi basit olarak ardigik 3 seyreltiden 3 'er adet 10 ml besiyerine 1 'er ml ekim
yapilmasi olarak tanimlanabilir. Gida Ornedi sivi ise orijinal Ornekten (10° seyrelti) ekime
baslanilabilir, boylelikle yontemin duyarligi 10 kez artirilmig olur. Kat1 gidada ise en diisiik
olarak 10" , 10? , 107 seyreltilerden 1 'er ml ekim yapilabilir. Kati gidada aranacak bakteri
sayist 107" den yapilan ekimde dahi negatif sonug alinacak kadar az ise ve sayim yapilmast
mutlak gerekli ise ;

- Eger gida toz veya graniiler yapida ise veya zarar vermeden basit bir sekilde toz veya
graniiler hale getirebiliyor ise (6rnegin baharatlar, sade biskiivi, galeta vb.) aseptik olarak
tartilan 1 'er g 6rnek dogrudan 10 'ar ml besiyerlerine aktarilir. Bir diger deyis ile siv1 gidalarda
oldugu gibi 10° seyreltiden ekime baglanir, 10” ve 107 seyreltilerden de ekim yapilir.

- Eger gida yukaridaki sekilde rahatlikla 1 g olarak tartilamiyor ise standart 10 g + 90 ml
seklinde homojenize edilir, 10" seyreltiden 10 ml hacim alindiginda orijinal 6rekten 1 g
alinmig gibi olur. Burada dikkat edilmesi gereken husus 10 ml besiyerine 10 ml &rnek
aktarildiginda besiyerinin konsantrasyonunun yari yariya azalacagi, bunun 6niine gegmek i¢in
baslangicta bu besiyerlerinin ¢ift kuvvette (2 misli konsantrasyonda) hazirlanmasidir. Ornegin,
koliform grup analizinde kullanilan LST Broth besiyeri normal olarak 35,5 g/l konsantrasyonda
hazirlanir, 10 ml tiip icinde 0,355 g madde vardir. Cift kuvvetle hazirlanmasi gerektiginde
baslangigta 71 g/l (0,71 g/10 ml) olarak hazirlanir, bunun tlizerine 10 ml 6rnek konuldugunda
LST konsantrasyonu 0,71 g/10 ml 'den = 0,355 g/10 ml standart degere iner. Kuskusuz bu tip
ekimler i¢in yeteri biiyiikliikte tiip kullanilmalidir. Bu islem i¢in daha dogru olarak 10 'ar ml
hacimlar, i¢lerinde 100 ' er ml standart besiyeri olan erlenlere aktarilmalidir.

EMS yonteminde ardisik seyreltilerden 3 'er besiyeri tiipline ekim yapildiktan sonra tiipler
aranacak mikroorganizma i¢in optimum sicaklikta ve gereken siirede inkiibe edilir, bu siirenin
sonunda her seyreltide kag tilipte pozitif sonu¢ alindig1 kaydedilir. Ornegin sirastyla 3,2, 0



pozitif sonug¢ alind1 ise EMS tablosundan bu degerin karsiligi olan 93 sayisi elde edilir ve
seyreltme dikkate alinarak EMS hesaplanir. Asagida bu konuda ayrintili 6rnekler verilmistir.

Tiiplerin pozitif ya da negatif oldugunun degerlendirilmesi aranan mikroorganizma ve buna
bagli olarak kullanilan besiyerine gore ¢cok degisir. Bu degerlendirme basit olarak besiyerinde
bulaniklik olmasi, durham tliplinde gaz birikmesi, besiyerinde renk degisimi, pihtilasma,
floresan olusumu, tiipe inkiibasyon oncesi ilave edilen kati parafin tabakasinin yukari itilmesi
gibi ¢ok basit olarak yapilabilir. Buna kargin klasik yontemle E. coli aranmasinda oldugu gibi
gaz goriilen tliplerden bir bagka besiyerine ekim ve tekrar inkiibasyon, bunlarda gelisen
kiiltiirlerin kat1 besiyerine siiriilmesi, tipik kolonilere biyokimyasal testler uygulanmasi gibi
uzun bir degerlendirme serisi ile de yapilabilir. Ornegin baslangigta gaz olusumu 3 ; 2 ; 0 olarak
degerlendirilip, daha sonra pozitif olan toplam 5 tiipten tekrar yapilan ekimlerde sirasi ile 2, 1, 0
sonu¢ alindi ise, bu kez pozitif veren toplam 3 tiipten kati besiyerine yapilan ekimler ve
biyokimyasal testler sonucu 1, 0, 0 gibi bir sonu¢ alindi ise EMS tablosundan 1, 0, 0 karsilig
olarak 4 sayis1 alinir.

EMS yontemi uygun besiyeri kullanmak kosulu ile her mikroorganizmanin sayimi igin
kullanilabilir. Ornegin nutrient broth kullanilarak EMS yontemi ile toplam mezofil aerob
bakteri sayilabilir. Bu yontem ile salmonella da sayilabilir. Standart olarak hazirlanan
seyreltilerden klasik E. coli sayimi mantigi ile ancak Salmonella aranmasi i¢in kullanilan
besiyerleri kullanilarak Salmonella sayist belirlenebilir. Burada dikkat edilmesi gereken husus
25 g gida 6rnegi ile yapilan testin sadece var/yok testi oldugu, oysa bu yontemde standart olarak
hazirlanan seyreltilerden ekimlerin yapilacagi seklindedir.

EMS yonteminde degerlendirme amaci ile ¢ok sayida ve farkli yaklagimlar ile tablolar
hazirlanmistir. Bunlardan en yaygin kullanilan1 ¢izelge 1' de verilmistir. Cizelgede normal
olarak 3* = 72 adet olasilik verilmesi gerekirken bazi sayim sonuglari verilmemistir. Normal
olarak en az konsantre olan seyreltiden (6rnegin 10™) 3 tiipten 3 pozitif sonug elde edildi ise
bundan 10 kez daha fazla 6rnek ve dolayist ile 10 kez daha fazla sayida mikroorganizma
icermesi beklenen 107 seyreltiden yapilan 3 tiipiin 3 'iinde de pozitif sonu¢ alimas: beklenir.
Benzer sekilde 10" seyreltiden 3 tiipe yapilan ekimde de 3 pozitif sonug alimmalidir. Ancak 0-
0-3 ya da 1-0-3 gibi bir sonug¢ alinir ise boyle bir durumun istatistik olarak ¢ok kiiciik bir
olasilikla gerceklesebilecegi ve deney sirasinda ¢ok biiyiik bir olasilikla hata yapilmis oldugu
aciktir. Ornegin 2-0-2 ; 3-2-1 gibi sonuglarin laboratuvar analizleri sirasinda hata yapilmadan
elde edilme olasilig1 %0,1 kadardir. 0-0-2 ; 1-1-3 gibi sonuclarin hatasiz elde edilme olasilig1 ise
yoktur. Cizelgede pozitif tipler ; 1-0,1-0,01 olarak verilen ekimler sirasiyla 10° ;107 ;107
seyreltilerden sirastyla 1 'er ml ekim yapilmasi anlamimdadir. Yukarida da belirtildigi gibi kati
gidanmn 107 seyreltisinden 10 ml ekim, 10° seyreltiden 1 ml ekim anlamindadir. Bu sekilde
yapilan ekim sonucunda 6rnegin 2-1-0 sonucu elde edildi ise gidanin 1 ml' sinde (ya da 1
graminda) 1,50 adet mikroorganizma oldugu, bu saymin %95 giivenlik siirlarinda 0,40 ile 3,80
arasinda olabilecegi, giivenlik sinir1 olarak %99 segilirse gidadaki saymin 0,20 ile 5,20 arasinda
olabilecegi anlagilir.

Siv1 bir gidada sirasiyla 10 - 1 - 0,1 ml ekim yapildi ve yine 2-1-0 sonucu elde edildi ise
yukaridaki ornekte verilen tiim degerler 10 ml i¢in gecerlidir, bir diger deyisle gidanin 1 ml'
sinde 1,50/10 = 0,15 adet mikroorganizma bulunmaktadir. Tersine olarak sirasiyla 10"2, 107 ve
10" seyreltilerden yapilan ekimlerde yine 2-1-0 sonucu alindi ise 1 g (ya da 1 ml) 6rnekte
1,50/0,01 = 150 adet mikroorganizma bulunmaktadir. Glivenlik sinirlar1 da bu 6rneklere paralel
olarak alinmalidur.



Cizelge 1. EMS Cizelgesi Adet/g ; Adet/ml (Partiden 1 6rnek alinmasi)

Pozitif Tiipler Say1 ve Kategori % 95 Giivenlik Smirt %99 Giivenlik Sinirt

Iml 0,1ml 0,0l ml EMS Kategori Alt Ust Alt Ust
0 0 0 <0,30 - 0,00 0,94 0,00 1,40
0 1 0 0,30 2 0,01 1,00 0,00 1,60
0 2 0 0,62 3 0,12 1,70 0,05 2,50
1 0 0 0,36 1 0,02 1,70 0,01 2,50
1 1 0 0,74 1 0,13 2,00 0,06 2,70
1 1 1 1,10 3 0,40 3,50 0,20 4,60
1 2 0 1,10 2 0,40 3,50 0,20 4,60
1 2 1 1,50 3 0,50 3,80 0,20 5,20
1 3 0 1,60 3 0,50 3,80 0,2 5,20
2 0 0 0,92 1 0,15 3,50 0,07 4,60
2 0 1 1,40 2 0,40 3,50 0,20 4,60
2 1 0 1,50 1 0,40 3,80 0,20 5,20
2 1 1 2,00 2 0,50 3,80 0,20 5,20
2 2 0 2,10 1 0,50 4,00 0,20 5,60
2 2 1 2,80 3 0,90 9,40 0,50 14,20
2 3 0 2,90 3 0,90 9,40 0,50 14,20
3 0 0 2,30 1 0,50 9,40 0,30 14,20
3 0 1 3,80 2 0,90 10,40 0,50 15,70
3 0 2 6,40 3 1,60 18,10 1,00 25,00
3 1 0 4,30 1 0,90 18,10 0,50 25,00
3 1 1 7,50 1 1,70 19,90 1,10 27,00
3 1 2 12,00 3 3,00 36,00 2,00 44,00
3 2 0 9,30 1 1,80 36,00 1,20 43,00
3 2 1 15,00 1 3,00 38,00 2,00 52,00
3 2 2 21,00 2 3,00 40,00 2,00 56,00
3 2 3 29,00 3 9,00 99,00 5,00 152,00
3 3 0 24,00 1 4,00 99,00 3,00 152,00
3 3 1 46,00 1 9,00 198,00 5,00 283,00
3 3 2 110,00 1 20,00 400,00 10,00 570,00
3 3 3 >110,00

Farkl: literatiirde EMS konusunda yine her seyreltiden 3 'er besiyerine ekilmesi halinde farkli
EMS degerleri, farkli kategoriler ve farkli giivenlik sinir1 degerlerine rastlanabilir.

Cizelge 1'deki kategoriler asagidaki sekilde aciklanabilir.

-Kategori 1: Uriindeki mikroorganizma sayist hesaplanan sayirya esit oldugunda bu
kombinasyon ile elde edilen sonug elde edilebilecek kombinasyonlar iginde en yiiksek olasiliga
sahip olanlardan birisidir. Bu kategoride en az olasilikla (giivenlik sinir1 degerleri) elde
edilebilecek bir sayim sonucundan daha diisiik bir olasilikla sonug elde etme olasiligi en fazla
%5 'dir.
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-Kategori 2: Uriindeki mikroorganizma sayis1 hesaplanan sayiya esit oldugunda bu
kombinasyon ile elde edilen sonug elde edilebilecek kombinasyonlar i¢inde kategori 1'den daha
az bir olasilikla elde edilebilir. Ancak bu kategoride en az olasilikla (giivenlik sinir1 degerleri)
elde edilebilecek bir sayim sonucundan daha diisiik bir olasilikla sonug elde etme olasilig1 en
fazla %1 'dir.

-Kategori 3: Uriindeki mikroorganizma sayis1 hesaplanan sayiya esit oldugunda bu
kombinasyon ile elde edilen sonug elde edilebilecek kombinasyonlar i¢inde kategori 2'den daha
az bir olasilikla elde edilebilir. Ancak bu kategoride en az olasilikla (giivenlik sinir1 degerleri)
elde edilebilecek bir sayim sonucundan daha diisiik bir olasilikla sonug elde etme olasilig1 en
fazla %0,1 'dir.

EMS yontemi ile analize baglamlmadan 6nce kabul edilebilir kategori segilmelidir. Ornegin
kategori 2 baslangigta kabul edildi ise sonucun 1 ve 2 nolu kategoriye girmesi halinde sonug
degerlendirmeye alinmali, ancak Ornegin 3-2-3 gibi 3. kategoriye giren bir sonu¢ alindi ise
degerlendirme yapilmamalidir. Kuskusuz hedeflenen kategori 1 olmalidir.

Gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda rutin analizlerde sivi ya da kati 6rnek olsun 107 | 107 ve
107 seyreltilerden ekim yapilmas: yeterlidir. Rutin analizde istenmeyen mikroorganizmalarin
saymmu i¢in (koliform grup, E. coli, Staphylococcus, Listeria vb.) bu ekim sonucunun duyarhigi
yeterlidir. Isletme daha duyarli sonuglar elde etmek istiyorsa 10°, 10", 107, 10™ olmak iizere
ardisik 4 seyreltiden ekim yapip sonuglara gére EMS tablosunda kullanilacak 3 ardisik
seyreltiyi secebilir. Bu se¢cimde izlenmesi gereken kural asagida verilmistir.

-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°, 107", 107, 10~ olmak
lizere ardigik 4 seyreltiden 3' er tiipe yapilan ekimlerde sirasi ile 3-3-2-1 seklinde sonug alindi
ise 3-2-1 serisi dikkate alinmalidir.

-Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 1 adet 3 pozitif sonug varsa 3 pozitif alinan seri ile
baslamlmalidir. 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 kullamlmalidir. Ancak birden ¢ok 3 negatif
sonug varsa (0rnegin 2-1-0-0) bu kez 2-1-0 serisi kullanilmalidir.

EMS yontemi ile tiim bakteri ve maya sayimlar1 yapilabilir. Kiifler ise siv1 besiyerlerinde rahat
gelisemedikleri igin EMS yontemi ile sayilamazlar. Asagida farkli 6rnekler ile EMS yonteminin

kullanilmas1 anlatilmistir.

Ormek 1: MUG vyontemi ile E. coli sayimi

10 10" 10~ 10 10° Seyreltmeler

uuu UUU UUU UUU UU U Herseyreltmeden 3' er tiipe
ekim

+ ++ ++ 4+ -+ 4+ + - - - - - Koliform grup bakteriler
icin pozitif sonuglar

-+ + + - - - - - - - = - - E. coli igin pozitif sonuglar
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MUG, E. coli i¢in spesifik bir enzim olup bu bakterinin belirlenmesinde kullanilir ve koliform
grup bakteriler icin kullanilan selektif besiyerlerine ilave edilerek bu besiyerlerine diferansiyel
bir o6zellik kazandirir. Dolayist ile bu katkinin kullanildigi tiim besiyerlerinde koliform
bakteriler de E. coli yaninda gelisirler. Bir diger deyis ile E. coli sayimi1 amaglanirken E. coli
disindaki koliform grup bakteriler de sayilmis olur. Yukarida agiklanan seyreltme se¢imine gore
koliform grup bakteriler igin 3-3-2-1-0 serisinden 3-2-1 olan 3 adedi (10" ; 107 ; 107
seyreltilerden yapilan ekimler) dikkate alinir. Bu degerin karsiligi cizelge 1' e gore 15 'tir.
Ancak, degerlendirmeye 10° degil, 10™ seyrelti ile baslandigina gére analiz edilen Grnekte 10
misli daha fazla sayida koliform grup bakteri vardir, sonu¢ buna gore 150 olarak verilir. Bu
yontemde koliform grup bakteriler sadece durham tiiplerindeki gaz olusumuna gore
belirlenmektedir. Koliform grup bakteri sayisi pozitif tiiplerden basgka besiyerine ekim yapilarak
da dogrulanabilir (bknz. 6rnek 3). MUG reaksiyonu ise basit olarak koliform grup bakterilerin
pozitif olarak degerlendirildigi tiiplerde floresan 1s1ma ile belirlenir. Yukaridaki 6rnege gore 2-
1-0-0-0 seklindeki pozitif sonuglardan 2-1-0 seklinde olan seri (100 2107 ;107 seyreltilerden
yapilan ekimler) dikkate alinir ve ¢izelge 1 'den sonug 1,5 olarak bulunur.

Ornek 2 : Fekal koliform grup bakteri ve E. coli sayimi

10° 10" 10~ 10 10° Seyreltmeler
uuu UUU UUU UUU UU U Herseyreltmeden 3' er tiipe
ekim
+ ++ + ++ - + + + - - - — —  Koliform grup Dbakteriler
i¢in pozitif sonuglar
- + + + + - e - - = Fekal koliform bakteriler
i¢in pozitif sonuglar
-+ + + - - - - - = = = = = = E. coli i¢in pozitif sonuglar

Fekal koliform grup bakteriler digki kokenli olduklari igin E. coli 'de oldugu gibi gida
maddelerinde istenmeyen bakteriler arasindadir. Fekal koliform olarak tanimlanan bakterilerin
biiyiik gogunlugunu E. coli olusturdugu i¢in ve fekal koliform grup bakterilerin analizinde sahte
negatif veya sahte pozitif sonucglar siklikla alinabilirse de bazi laboratuvarlar bu testi
istemektedirler. Yontemin esasi, koliform grup bakteri analizinde pozitif sonug veren tiiplerden
(6rnek 1 deki 3-3-2-1-0 serisinden pozitif sonu¢ veren toplam 9 tiipten) fekal koliform grup
tayini i¢in EC besiyerine ekim yapilmasi ve 45 °C' daki su banyosunda 48 saat inkiibasyona
birakilmasidir. Bu sekilde elde edilen 2-2-1-0-0 serisinden 2-1-0 olanin karsilig1 olarak 15 sayisi
hesaplanir. Analize yine 45 °C' da Tryptone Water besiyerinde E. coli analizi ile devam edilir ve
2-1-0-0-0 sonuglarindan 2-1-0 i¢in sonug 1,5 olarak hesaplanir. Bu analiz yontemi giiniimiizde
ISO/TSE tarafindan gosterilen standart E. coli analiz yontemidir.

Halen FDA tarafindan kullanilmakta olan analiz yontemine gore Once koliform grup
bakterilerin muhtemel sayist hesaplanir, buradan ikinci besiyerine ekim yapilarak koliformlarin
kesin sayis1 bulunur. Bu 6rnege gore koliformlarin muhtemel sayis1 3-2-1 serisi i¢in 150 iken
dogrulanmig say1 3-1-1 karsili1 olarak 75 'dir. Dogrulanmis koliform pozitif olan tiiplerden
once EMB Agar besiyerine siirme yapilir. Burada metalik parlak yesil koloniler muhtemel E.
coli olarak degerlendirilir ve her petriden en az 5 adet tipik E. coli izolat1 alinir ve her izolata
ayr1 ayr1 IMVIC testleri uygulanir. Izolatlardan bir tanesi dahi E. coli olarak dogrulanirsa o
izolatin alindig1 petri kutusun ve dolayisiyla o petri kutusuna stirme yapilan tiip pozitif olarak
degerlendirilir. Buradaki 6rnege gore 2-1-0 kodu i¢in 1,5 olarak bulunur. Burada verilen 6rnek
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ile Salmonella (bknz. 6rnek 5), Listeria vb. identifikasyon gerektiren patojenlerin de EMS
yontemi ile sayimi yapilabilir.

Ornek 3 : E. coli 'nin IMVIC testleri ile belirlenmesi

10° 10" 10~ 10~ 10" Seyreltmeler

Uuu UUU UUU UUU UU U Herseyreltmeden 3' er tiipe
ekim

+ + + + + + - 4+ + + - - - - - Koliform grup bakteriler
icin  muhtemel  pozitif
sonuglar

+ ++ + ++ - + - 4+ - - - — —  Koliform grup bakteriler
icin dogrulanmis sonuglar

OO0 OO0O OO0 O EMB Agar ve IMViC
Testleri

-+ + o+ - - - - - = = = = = = E. coli i¢in pozitif sonuglar

Ornek 4 :Toplam mezofil aerob bakteri sayimi

10" 10 107 10~ Seyreltmeler

uuvuu UUU UUU UUU Her seyreltmeden 3' er tiipe ekim

+ - - - + - - - - - - - Toplam mezofil aerob bakteri
sayimi

Rutin gida kontrollerinde toplam aerob mezofil bakteri Plate Count Agar gibi genel bir
besiyerinde sayilir. Eger asitli alkolsiiz mesrubatlar gibi bir 6rnekte bu grup bakteriler sayilacak
ise en makul yontem asagida belirtildigi gibi membran filtrasyon sistemidir. Bu olanak yoksa
Nutrient Broth, Tryptic Soya Pepton Broth gibi bir genel besiyerine inokiilasyon ve 28-30 °C'
da 48 saat inkiibasyon sonunda gelisme goriilen tiipler pozitif olarak degerlendirilir. Buradaki
ornekte 1-1-0-0 seklinde pozitif sonug veren seriden bir adet 0 sonu¢ olmasi kuralina gére 1-1-0
kodu alinir ve sonug tablodan 0,74 olarak bulunur. Ancak ornekte goriildiigii gibi bu sonug
ekimler 10" ; 10° ; 10" seklinde bir ekimden elde edilmistir. 10" seyreltiden ekim bir seyreltme
degil, tam tersine bir konsantre hale getirmedir ve buradaki 6rnekte 10° seyreltiden 6rnegin
kendisinden c¢ift kuvvette hazirlanmis 10 ml besiyerine 10 ml ekim yapildig1 anlasilmaktadir.
Dolayist ile 0,74 degeri 10 ml 6rnekte bulunan degerdir. Buna gore sonug 7,4 adet/100 ml EMS
olarak verilir. Inokiile edilen tiiplerin inkiibasyon kosullar1 degistirilerek toplam psikrofil aerob
bakteriler, ya da toplam mezofil anaerob bakteriler sayilabilir.

Ornek 3 'de verilen mantik altinda Salmonella sayilabilir. Rutin gida kontrollerinde Salmonella
25 g (ya da ml) gidada sadece aranirken (bknz. boliim 13) 6zel amagl ¢alismalarda bu sayim
EMS yontemi ile yapilabilir. Tamponlanmis peptonlu besiyerinde inkiibasyon sonunda 3-3-3-2-
0 seklinde bakteri gelismesi olmustur. Bunlarin tiimiinden 2 farkli selektif zenginlestirme
besiyerine ekim yapilmis, inkiibasyondan sonra bu 2 selektif besiyerinden 2' ser adet olmak
iizere toplam 11 X 4 = 44 adet selektif kat1 besiyerine ekim yapilmustir. Iki selektif
zenginlestirme besiyerinden ekim yapilan 4 agarli besiyerinin her birinden en az 5 'er tipik
koloni izole edilir ve bunlara ayr1 ayr1 biyokimyasal ve serolojik testler uygulanir. 4 petriden
elde edilen 20 koloniden bir adedi dahi pozitif sonu¢ verirse sonugta o izolatin geldigi
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tamponlanmis peptonlu su tiipii pozitif olarak degerlendirilir. Buradaki 6rnege gore 2-0-0 serisi
icin Salmonella sayis1 0,92 adet/ml EMS olarak bulunur.

Ornek 5. Salmonella sayilmasi

10° 10" 10° 10° 10 Seyreltmeler
Uuuu UUU UUU UUU UUU Herseyreltmeden 3'er tiipe ekim
+ ++ 4+ ++ 4+ + + + + - — — — Tamponlanmis Peptonlu Suda

pozitif sonug (bakteri gelismesi)

uuu UUU UUU UV Selektif besiyerlerine ekim
uuu UUU UUU UVuU

OO0 OO0 OOO OO Biyokimyasal ve serolojik testler
OO0 OOO OOO OO

OO0 OO0OO OOO OO

OO0 OOO OOO OO

-+ + + - - - - - — — — — — — Salmonella i¢in pozitif sonuglar

Eger kullanilan selektif zenginlestirme besiyerlerinde bakteriyel gelisme olup olmadigi
rahatlikla anlasiliyor ise gelisme olmayan tiiplerden selektif kat1 besiyerlerine ekim yapilmasi
gereksiz olur idi. Bununla beraber ayni dnzenginlestirme tiiptinden 2 ayr1 selektif zenginlestirme
besiyerine ekim yapilip bunlardan birinde bakteriyel gelisme olmayip digerinde gelisme var ise
ve bu gelisme olan tiipten selektif kat1 besiyerlerine yapilan ekimlerde olusan kolonilerden birisi
dahi Salmonella olarak tanimlanir ise yine bu izolatin geldigi 6nzenginlestirme tiipii pozitif
olarak degerlendirilir.

Listeria sayilmasi da burada gosterilen aymi mantik altinda yapilir. Bu yontemde 6n
zenginlestirmeden sonra tam ve yari konsantre Fraser Broth tiiplerinden 24 ve 48 saat
inkiibasyondan sonra selektif kat1 besiyerlerine ekim yapilir ve Salmonella 'da oldugu gibi izole
edilen koloniler tanimlanir. EMS yonteminin esasma gore ilk ekim yapilan dnzenginlestirme
tlipiiniin pozitif ya da negatif olmasina ve seyreltilere gore Listeria da sayilabilir.

03.04. Spiral Plak Yontemi

Spiral plak yontemi uygun kati besiyeri iceren petri kutularma spiral seklinde (Arsimet
spirali) bir eksen etrafinda donen sistemde sivi inokiiliimiin dagitic1 bir kol ile merkezden
kenarlara dogru seyrelerek ekim yapilmasidir. Cihaza tutturulmus olan 6zel siringa 6rnek
hacmini 10000:1 'e kadar azaltarak dagitmakta olup besiyerinin her bolmesine birakilan sivi
miktar1 bellidir. Uygun sicaklikta inkiibasyon sonucunda koloni gelisiminin merkezde daha
yliksek yogunlukta olmak {lizere kenarlara dogru azalarak meydana geldigi gozlenir.
Yontemde sayim, manuel olarak sisteme ait bir grid (sablon) kullanilarak veya lazerle ¢alisan
elektronik sayicilarla yapilir. Kolonilerin ger¢ek yogunluguna bagli olarak bir veya daha fazla
alanda goriinen koloniler sayilir. Spiral plak sisteminde sadece ornek sisteme verilmekte,
cihaz Ornegi otomatik olarak analize almakta ve sonraki Ornek icin sistemi sterilize
etmektedir. Her ne kadar spiral plak analizinde kullanilan cihaz yiiksek maliyet ile elde
edilmekte ise de, analiz islemleri sirasinda basta besiyeri ve seyrelteme tliplerinden tasarruf
edilmekte, ayrica pipet gibi laboratuvar malzemesi kullanilmamakta, bdylece analiz giderleri
kayda deger Olclide azalmaktadir.
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Spiral plak teknigi siit ve siit tiriinleri bagta olmak iizere ¢esitli gida maddelerinde bakteri,
maya ve kiif analizlerinde AOAC (Association of Analytical Chemists) tarafindan onerilen bir
yontemdir.

Yontem ¢ok sayida arastirici tarafindan kullanilmis olup canli organizmalarin sayildig: diger
yontemlerle de kiyaslanmistir. Yapilan g¢aligmalarda spiral plak yonteminin bu 3 farkl
yontemle (yayma, dokme, damlatma) elde edilen sonuglari kiyaslandiginda yontemler
arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi (p<0,05) saptanmustir. Spiral plak yonteminin
daha az agar ve petri kullanimi, 50-60 plak/saat kadar 6rnegin hazirlanma olasilig1 ve aletin
kullanimi i¢in ¢ok az egitimin gerekli olmasi1 avantajlar1 arasindadir. Ancak gida
partikiillerinin igne ucunu tikayabilmesi nedeniyle sivi gidalar i¢in daha uygun oldugu
sOylenebilir. Cihazin fiyatinin yiiksek olmasina karsin ¢ok fazla sayida analiz yapilan
laboratuvarlarda kuskusuz biiyiik kolaylik sagladigi yadsinamaz.

03.05. Yiizeyden Yapilan Sayimlar

Calisma tezgahlar1 ve govde et gibi ¢cok farkli materyalde yiizeyden alinacak 6rneklerde ¢esitli
mikroorganizmalarin sayimi yapilmaktadir. Daha Onceleri standart bir alan steril bir sekilde
isaretlenerek buradan siirtme (swab) yontemi ile 6rnek alinmakta, bu siirtme ¢ubuklar1 6rnek
olarak kabul edilmekte, buradan standart seyreltme ile ekim yapilmakta iken bugiin "dip slide"
adi verilen ve pek cok ticari firma tarafindan pazarlanan hazir besiyerleri bu amagla
kullanilmaktadir. Bu hazir besiyerleri, alan1 belirli bir plastik levha iizerinde genellikle 6n ve
arkada farkli agarli besiyerlerini hafif disa dogru bombeli bir sekilde bulunduran, boylelikle
ayn1 0rnekte ayni sicaklikta inkiibe edilecek 2 farkli mikroorganizmayi (6rnegin toplam aerobik
mezofilik bakteri ve maya-kiif ya da 35 °C' da inkiibe edilmek kayd:i ile toplam aerobik
mezofilik bakteri ve koliformlar vb.) beraberce kontrol edebilecek sistemlerdir. Bu sistem, daha
onceden kullanilmakta olan agar sucuk yonteminin gelistirilmis bir seklidir. Agar-sucuk
yonteminde istenilen agarli besiyeri salam gibi hazirlanmis olarak sentetik bir kilif i¢inde
sterilize edilmekte, steril kosullar altinda salam gibi kesilen kati besiyerleri kati yiizeye
deydirildikten sonra bunlar steril petri kutularinda inkiibasyona birakilmaktadir. Yontem ¢ok
pratik goriilmekle beraber disaridan gelebilecek kontaminasyonlara kayda deger dlciide agiktir.
Oysa dip slide besiyerlerinde kontaminasyon olanag, asgari diizeyde mikrobiyoloji deneyimine
sahip kisiler i¢in dahi hemen hemen yoktur. Dip slide besiyerlerinin bulundugu plastik levhanin
bir centik ile biikiilebilir olmasi besiyerinin yiizeye daha iyi temas etmesini saglamaktadir.

03.06. Havadan Ornek Alma

Cesitli gida isletmelerinde havada bulunan mikroorganizma sayisinin bilinmesi ve buna bagl
olarak onlem alinmasi gerekmektedir. Havada bulunan mikroorganizma sayisini belirlemede en
pratik gibi goriilen yontem, calisma ortamima amaca uygun besiyeri dokiilmiis bir petri
kutusunun kapagimin belirli bir siire agik birakilmasi ise de, bu uygulamada belirli bir siire
icinde igletme havasindaki sirkiilasyona bagli olarak farkli sayim sonuglari elde edilebilmesi
gibi kayda deger bir dezavantaj1 vardir.

Isletme havasindan 6zel bir vakum cihazina bagl ve ayarlanabilir belirli bir hacimde 6rnek
alarak bunu dogrudan sistemin Oniine yerlestirilmis ve amaca uygun bir besiyeri olan petri
kutusuna temasimi saglayan havadan ornek alma cihazlarmin kullanimi giderek daha
yayginlagsmaktadir.
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04. Membran Filtrasyon Teknigi

Membran filtrasyon yontemi su (icme, isletme, kullanma), mesrubat gibi siv1 gidalarin ve seker,
tuz gibi suda tam olarak c¢oziilen kati gidalarin analizinde ve oOzellikle gidada aranilan
mikroorganizma sayis1 10 ml 'de 1 ve daha az gibi standart EMS yo6ntemi ile belirlenemeyecek
kadar az ise uygulanabilecek hemen hemen tek yontemdir. Her ne kadar EMS yontemi ile teorik
olarak 3 adet 10'ar litre besiyerine 1'er litre, 3 adet 1'er litre besiyerine 100' er ml ve 3 adet 100'
er ml besiyerine 10' ar ml ekim gibi uygulamalar ile EMS ydnteminin duyarlig1 artirilabilirse de
bu tip uygulamalarin rutin gida kontrollerinde yeri yoktur.

05. Metabolizmaya Dayah Sayimlar

Mikrobiyel aktivitenin dl¢iilmesine dayanan pek ¢ok sistem icinde gidalarin rutin kontroliinde
yaygin olarak kullanilan yontem elektriki impedans ol¢timiidiir.

Mikrobiyel gelisimin elektriki impedans ile Ol¢iimii kavrami 1899 yilinda G.N. Stewart
tarafindan gelistirilmis olmakla birlikte 1970'li yillara kadar bu amagla kullanilmamastir.

Impedans; bir elektrik devresinde dogru akima kars1 olusan gercek elektriki dirence benzer
olarak, degisen akima gosterilen saptanabilir direngtir. Mikroorganizmalar besiyerinde
gelistiklerinde, diisiik iletkenlige sahip substratlar1 daha yiiksek iletkenlige sahip {irlinlere
metabolize ederler, bdylece ortamin elektriki impedansimi disiiriirler. Bir diger deyisle
mikrobiyel gelisme sonucu elektriki impedansda meydana gelen degisimin Olgiilebilir
seviyeye ulastig1 noktay1 saptama prensibidir. Elektriksel degisimin 6l¢iilebildigi bu nokta,
mikroorganizmanin saptanabilecek diizeye ulastigi doniim noktasidir. Sivi  kiiltiirlerin
impedans1 6l¢iildiiglinde, tiirler ve suslar i¢in kurveler olusturulabilir ve spesifik gelisme
inhibitorlerinin kullanimi ile karisik kiiltlirler tanimlanabilir. Teknigin, 10-100 hiicre kadar
diisiik diizeydeki mikroorganizma sayismi belirleyebildigi  gosterilmistir.  10°-10%/ml
diizeyindeki hiicre popiilasyonu 3-5 saatte, 10*-10°/ml diizeyindeki hiicre popiilasyonu ise 5-7
saatte belirlenebilir. Verilen siireler 10°-107 hiicre/ml esigine ulasmak i¢in gereklidir.

06. Mikroskobik Sayimlar

Bu sayim yontemleri mikroorganizma sayimi yapilacak olan materyalin mikroskop altinda
incelenmesi prensibine dayanmaktadir. Bu amacla ¢ok sayida sayim teknigi ve bu tekniklere
uygun ekipmanlar gelistirilmigtir. Direk mikroskobik sayim yontemleri canli ve Ol tim
mikroorganizmalarin sayilmasi gibi Onemli bir dezavantaja sahip olmakla birlikte bu
yontemlerin basta sayim siiresi ve maliyet olmak iizere pek c¢ok iistiin yani da bulunmaktadir.
Bu yontemlerde canli ve 0Oli hiicreler beraberce sayildigindan bunlar ya starter kiiltiir gibi
canli hiicre sayisimin yiiksek oldugu drneklerde ya da ¢ig siit gibi sayilan tiim hiicreler olii
dahi olsa bu saymnin siitiin kalitesi hakkinda fikir vermesi amaciyla kullanilir. En yaygin
kullanilan direk mikroskobik sayim yontemleri asagida verilmistir

06.01. Thoma Lamui ile Sayim

Ozellikle maya, tipta sperm ve kan sayiminda kullanilan ve thoma lami (hemositometre) adi
verilen 6zel bir lam ile yapilan sayimdir. Bu lam ile bakteri sayim1 oldukga giictiir ve ancak
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0zel durumlarda, mikroskop deneyimi olan uzmanlarca gerceklestirilebildigi icin genellikle
6nerilmemektedir. Thoma laminin esas;, 0,] mm® hacimda sayim yapilmasidir. Thoma
laminin tizerinde ¢ukur bir kisim vardir. Kiiltlir buraya aktarilir tizerine lamel kapatildiginda
bu ¢ukurda 0,1 mm yiiksekliginde bir sivi kalir. Sayim yapilacak alan cam yiizeyindeki
cizgilerle belirlenmistir. Thoma laminda 16 biiylik kare, her bir biiyiik karede ise 25 adet
kiiclik kare olmak {iizere toplam 400 adet kiigiik kare bulunmaktadir. Sayim bu karelerde
yapilir. Bir kii¢lik karenin kenarlart 1/20 mm (0,05 mm) olup derinligi 1/10 mm (0,1 mm) dir.
Buna gore; bir kiigiik kare olarak belirtilen kare prizmanin hacmi = 0,05 mm X 0,05 mm X
0,1 mm = 0,00025 mm’ =1/4000 mm’ 'diir. Bir sayim alaninda 16 X 25 = 400 kii¢iik kare
olduguna gore toplam sayim alaninin hacmi = 400 X 0,00025 mm’ = 0,1 mm® olmaktadir.

Thoma laminda sayimm sonucu A x SF x 10000 formiilii ile hesaplanir. Burada A=16 biiyiik
karede sayilan maya adedi, SF ise seyreltme faktdriidiir. 10000 ise 0,1 mm’'deki sayim
sonucunu 1 ml 'deki sayiya doniistirmek ve standart sonu¢ elde etmek icin kullanilan bir
degismezdir (Iml= lcc= lem’= 10000 X 0,1 mm”). Sayimda genellikle biiyiik karelerin tiimii
dikkate alinmaz ve genellikle ¢aprazlama 8 biiyiik kare sayilip sonug 2 ile carpilir. Maya
sayiminda seyreltme %10' luk asetik asit ile yapilir. Boylece asetik asit maya hiicrelerinin
kiimelesmesini 6nlemis ve kolayca sayilmalarina olanak saglamis olur.

Thoma laminda biiyiik kare sinirlar1 ara ¢izgi olarak adlandirilan ve her 5 kiiciik kareyi
ortasindan bolen bir ¢izgi ile belirlenir. Ara ¢izgi ile 25 kiigiik kareden olusan biiyiik kare
alan1 belirlenmesi zor olursa pratik olarak ara ¢izgiler arasinda kalan 16 kii¢lik kare bir biiyiik
kare olarak nitelendirilebilir. Ancak bu sekilde toplam 25 X 16 =400 kiiciik yerine 16 X 16 =
256 kiiciik karede sayim yapildigi i¢in yukaridaki formiil ile bulunan sonug 400/256 = 1,5625
ile ¢arpilarak 1 ml' deki say1 bulunur.

Mikroskopta sayim i¢in 10 veya 20 biiylitme giiglii objektif kullanilir. Direk mikroskobik
sayimlarda canli ve cansiz tiim hiicrelerin sayimi s6z konusu oldugundan bazi1 yontemlerle bu
iki hiicrenin birbirinden ayrilmasi saglanabilir. Bu konuda en iyi 6rnek metilen mavisi boyast
ile maya hiicrelerinin boyanmasidir. Sadece 6lii hiicreler metilen mavisi ile boyanir, boylece
maviye boyanmamis hiicreler sayilarak canli maya sayisi elde edilir.

06.02. Breed Yontemi

Genellikle bakteri sayiminda kullanilan bu yontem belli bir hacimdeki 6rnegin belirli bir alan
lizerine yayilmasi ve sayimin bu alanda yapilmasi esasina dayanir. Standart kullanimda hacim
0,01 ml ve alan 1 ¢cm?® 'dir.

Bu yontem ile daha ¢ok ¢ig siit ve bazi siit iriinlerindeki canli ve Olii bakteri sayist
belirlenmektedir. Temiz bir lam iizerine isaretlenmis 1 cm” alana pipet/ Pastor pipeti veya
mikropipet ile 0,01 ml sivi Ornek aktarilarak yayilir. Pastor pipeti kullanildiginda
hesaplamalarda degisiklik olacagi unutulmamalidir.

Breed yonteminde 6nce mikroskop goriis sahasinin alant bulunur. 1 mikroskop sahasinda
bulunan bakteri sayisimn 1 cm?, dolayisiyla 0.01 ml 'de ne olacag: orant1 yolu ile hesaplanir.

En son olarak sonug 100 ile ¢arpilarak 1 ml 'deki standart sayim sonucu belirlenir.

Objektif mikrometre adi verilen ve 10 um araliklarla ¢izilmis ¢izgileri bulunan 6zel bir lam
yardimi ile mikroskop gorlis sahasimnin alani hesaplanir. Bu amagla 100 biiyiitme giiglii
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objektif kullanilarak mikrometrenin ¢izgileri bulunur. Cizgilerin ortasindan gegirilen hayali
bir eksen goriis sahasinin ¢apina denklestirilir ve cap objektif mikrometre araliklar1 cinsinden
Olgiiliir. Objektif mikrometre ile gorlis sahasi belirlendikten sonra goriis sahasi alani
hesaplanir. Ornegin; ¢ap=187 pm olarak 6lgiildii ise alan = mr” =3,14 X (93,5)> =27465
um>dir. Goriig sahasi alaninin objektif ve/veya mikroskop tip boyu ve/veya okiiler
degistirilmedikge tekrar Sl¢iiliip hesaplanmasina gerek yoktur.

Mikroskop goriis alani ise mikroskop faktoriiniin hesaplanmasinda kullanilir. Mikroskop
faktorii, 1 cm?® 'lik alan icinde kag adet goriis sahasi oldugudur. Yukarida verilen ornekte
mikroskop faktorii 1 cm?” alan icindeki goriis sahasmin alani 27465 um?” olarak hesaplanmustt.
Bugna z%,T(Sre; verilen drnek icin 1 cm?/27465 um® =3641 adet goriis sahasi vardir (1 cm’=
10°um”).

Mikroskop faktori, standart 10 biiyiitmeli okiiler, 100 biiyiitmeli objektif ve 160 mm tiip boyu
kullanildiginda genellikle 2500-5500 arasindadir. Bu sinirlar disinda bir deger bulunduysa
hesaplamalarin tekrar kontrol edilmesi gerekir.

Breed yonteminde 1 ml 'deki bakteri sayis1 = A X MF X 100 formiilii ile bulunur. Burada A,
farkli sahalarda yapilan sayimlarin ortalamasi; MF, mikroskop faktorii; 100 ise 0,01 ml 'deki
saymin 1 ml 'ye ¢evrilmesi i¢in kullanilan degismezdir.

Ornek: 20 farkli sahada ortalama olarak 1,2 bakteri sayildi ve MF yukaridaki drnege gore
3641 olarak hesaplandi ise ;

1 ml 'deki bakteri say1s1 = 1,2 X 3641 X 100 = 436920 = 4,4x10° adet/ml 'dir.

Lam iizerine 6rnek aktarimda Pastor pipeti kullanildiginda Pastor pipeti damla hacmi 6l¢iiliir
ve buna gore formiil degistirilir. Ornegin Pastor pipetinde 1 damla hacmi 0,0023 ml ise 1 ml
icindeki damla sayis1 = 1/0,0023 = 435 adettir ve formiil bu kez A X MF X 435 olarak
kullanilir.

06.03. Howard Lamu ile Kiiflii Saha Sayim

Bu sayim yontemi domates ve diger meyve iirlinlerinde kiif misellerini saymaya yonelik olup
bu gibi tirlinlerin elde edilmesi sirasinda kullanilan hammadde hakkinda bilgi vermektedir.
Yontemin esas1 25 goriis alani i¢inde kiif pozitif olan sahalarin belirlenmesidir. Buna gore
sonug % kiiflii saha olarak verilir.
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