MERCK

GIDA MIKROBIYOLOJISI
UYGULAMALARI

Editor: Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN

Ankara, 2005



ISBN : 975-00373-0-8

Bu kitabin tiim yayin haklar1 www.mikrobiyoloji.org adina; ana sponsor olan Orlab
Laboratuvar Market'e aittir.

Ticari degeri yoktur, satilamaz. Isteyene kargo iicretini iistlenmek kaydi ile basili
kitap ve/veya pdf formatinda CD olarak gonderilmektedir.

Fotokopi ile cogaltilabilir, www.mikrobiyoloji.org sitesinden {icretsiz olarak
indirilebilir.

Kaynak gosterilerek kullanilabilir.

Anonymous, 2005. Merck Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalar1. Ed: A. K. Halkman.
Basak Matbaacilik Ltd. Sti., Ankara, 358 sayfa.

Isteme adresi: kitap@mikrobiyoloji.org

1. Baski1: 5.500 adet
Ekim, 2005
Basak Matbaacilik ve Tanitim Hizmetleri Ltd. Sti., Ankara



0nsi)'z

Merck Gida Mikrobiyolojisi adli dosyanin www.mikrobiyoloji.org sitesinde
elektronik ortamda yayimlanmasindan kisa bir siire sonra meslektaslarimizdan
yogun bir sekilde basili kitap olarak yayinlanmasi talepleri gelmeye basladi.
Elektronik ortamdaki dosyanin aynisinin basilmasi s6z konusu degildir. Bununla
birlikte, ad1 gecen dosyadaki bilgi birikimi de kiiciimsenemez. Sonuc¢ta konunun
sahibi olan gida mikrobiyologlar1 tarafindan s6z konusu dosyanin yeni bastan
diizenlenerek basili kitap haline dontistliriilmesine karar verildi, biz de buna uyduk.
Bu arada elektronik ortamdaki dosyaya pek ¢ok yeni bolim de eklendi.
Meslektaslarimiza gida mikrobiyolojisinin tiimii lizerindeki son gelismeler ve
giincellemeler i¢in www.mikrobiyoloji.org sitesini izlemeleri gerektigini burada da
hatirlatmak isteriz.

Bu kitabin yazarlarindan bir kismi, yiiksek lisans 6grencisinden profesére uzanan
dagilimda {iniversite personeli iken, asla kiiclimsenmeyecek bir kismi ise gida
sanayisinde calisan teknisyenden Ar—Ge sorumlusuna kadar degisen laboratuvar
personelidir. Boylece, kitaba akademik ve sanayi diizeyinde katki saglanmistir.

Oncelikle; bu asamada 24 farkli yazardan gelen bilgilerin derlenmesi ve kitaba
dogrudan katkilar1 nedeniyle Prof. Dr. A. Kadir Halkman'a ve kendisinin sahsinda
tiim yazarlar ile kitabin bu sekilde basilip dagitilmasini saglayan ana sponsorumuz
Orlab Laboratuvar Market'e igtenlikle tesekkiir ediyoruz

Bu caligmada belirli bélimlerde tekrarlar vardir. Bunlar, gbzden kacirilmis degil,
kasten yapilmis tekrarlamalardir. Bunun nedeni, 6zellikle sanayiden gelen istek
dogrultusunda boliimlerin bagimsiz olarak da ele alinmasidir. Benzer sekilde,
yasayan dil kullanilmas1 amaciyla kimi yerde daha yeni kelimeler, baz1 yerlerde ise
daha eski kelimeler secilmistir. Besiyeri ve kimyasal madde adlarmin ingilizce
sekli ile birakilmasi ¢ogu yerde benimsenmistir.

Kitap ile ilgili her tiirli elestiri ve katkilarimiz1 kitap@mikrobiyoloji.org adresine
bildirmeniz halinde, bunlar gerek kitabin daha sonraki baskilarinda gerek
elektronik ortam dosyasinda dikkate alinacaktir.

Yararli olmasim diliyor ve bu kitabi, gida mikrobiyolojisi i¢in bir 151k yakmus,
yakan ve yakacak olan tiim gida mikrobiyologlarina atfediyoruz.

Sevgiyle, bilgiyle

www.mikrobiyoloji.org

Ekim 2005, Ankara
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01. Neden MERCK Besiyerleri?

ISO 11133'e Yegane Uyum

MERCK besiyerlerinin en énemli 6zellikleri arasinda ISO 11133 sayili standarda
uyum gelmektedir. Bu standarda goére iiretim yapan yegane besiyeri markasi
MERCK'tir. Buna gore her parti besiyeri performans testinden gecirilmektedir. Bu
kitabin baskiya hazirlandigi 2005 Eyliil tarihinde, baska hi¢ bir besiyeri markasi
ISO 11133'e uyum gosterdigini hentiz belgeleyememistir.

ISO 11133 sayili standart basit olarak, her parti iirliniin kontroliinii ve genel olarak
irtintin standart kalitesini saglamaktadir. Testlerde kullanilan mikroorganizmalarin
stok, ana ve kullanma kiiltiirii olarak korunmasi, geri alma testlerinin "iy1" ve "¢ok
iyi" gibi goreceli belirtmelerle degil, dogrudan sayisal degerlerle gosterilmesi gibi
g0z ard1 edilemez pek ¢ok ayrint1 vardir. Bu standartta; her parti besiyerinin kabul
edilebilir kalitesi, besiyerinin amaca uygunlugu ve besiyerinin uyumlu sonuglar
saglamasi lizerinde durulmakta ve bu tii¢ kriterin kalite kontrol islemlerinin 6nemli
bir boliimii olduguna isaret edilmektedir.

BSE Sertifikasi

MERCK besiyerleri sadece BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy; Deli Dana
hastaligi etmeni) degil, bu gibi diger tim olumsuzluklardan armdirilmistir.
MERCK besiyerlerinin bilesimine giren hayvansal peptonlarda ve ekstraktlarda
BSE bulunmadig1 Avrupa Farmakopisi ¢ercevesinde belgelendirilmektedir.

Deneyim

MERCK'te deneyim, evrensel kalite anlayisi ve arastirma—gelistirme kavramlari
her zaman i¢ ige olmustur. MERCK 1885 yilinda kazein peptonu iiretimi i¢in
patent almis, 1895 yilinda mikrobiyoloji boliimiinii kurmus, 1910 yilinda Nutrient
Agar ve Nutrient Broth ile ticari tiretime gegmis, 1950 yilinda graniil besiyerlerini
liretmeye baslamistir.

Yegane Graniil Yapi
MERCK dehidre besiyerleri graniil yapisindadir. Graniil yapida besiyeri lireten

yegane marka MERCK'tir. Bu yapinin, kullanici agisindan hi¢ bir sekilde ihmal
edilemez ¢ok onemli tisttinliikleri vardir.



Calisanlarin saghk giivencesi vardir:

Tartim sirasinda toz bulutu olusumu "toz besiyerleri" ile karsilastirildiginda yok
denecek kadar azdir. Bu durum, deneysel olarak da gosterilmistir. Boylece tartim
sirasinda calisanlar dehidre besiyeri solumamis olur. Biitiin markalara ait dehidre
besiyerleri i¢inde insan sagligina kayda deger oOl¢lide zararli olan bilesenler
bulunabildigi gibi, en azindan asir1 higroskopik (nem ¢ekici) olmasina bagh olarak
besiyerinden ¢ikan toz bulutu soluma ile cigerlere zarar verebilir.

Graniil yapisinda olmasi nedeni ile MERCK besiyerlerinde kullanici zarar gormez.
Bir diger deyis ile graniil besiyeri kullanmak oncelikle kullanicinin sagligi
acisindan 6nemlidir.

Zararlh bilesikler icinde safra tuzlar (bile salts), brilliant green, fuchsin, malachite
green, selenite, tetrathionate, tergitol, lithium chloride, acriflavine, cycloheximide,
sodium azide, thiocyanate, kanamycine, chloramphenicol, rose bengal ve dichloran
en sik rastlanilanlar arasindadir. Bunlar, farkli sekillerde ve farkli siirelerde insan
sagligina zarar veren bilesiklerdir. Bu konuda 03.11. Boliimde ayrintili bir sekilde
bilgi verilmistir.

Asagida farkli markalara ait 4 toz ve 1 graniil (MERCK markali) 3 farkli
besiyerinin (A: MacConkey Broth, B: Baird—Parker Agar, C: VRB Agar) tartim
sirasindaki toz dagilimi goriilmektedir.

Sekil 01. Tartim sirasinda havada toz dagilimi =~ Tartim sirasinda olusan toz
bulutu ile bir miktar soluma
olur. Kuskusuz, bu soluma ile
olusan zararlarin biiyiikk bir
bolimii -6rnegin bazi alerjik
reaksiyonlar- uzun zaman icinde
gorlliir, bir diger deyisle sagliga
yonelik bazi olumsuz etkiler
ileride ortaya ¢ikar.

Toz 4
Toz 3 |

Toz 2 v

Yapilan  calismalar  besiyeri
cesidine bagli olarak degismek
lizere, tartim sonrasinda olusan
tozun graniil besiyerinde sadece
10-18 birim iken, digerlerinde
33-75 birim arasinda oldugunu
gostermistir.  Ancak asil fark
graniil ve toz besiyerleri arasinda
goriilmektedir.

Toz 1

Grandl




Bu durumda graniil yapidaki besiyerinin asagida aciklanan diger tiim {istiinliikleri
onemsenmese bile, sadece laboratuvar personelinin sagligi agisindan 6nemi agiktir.

Graniil yapis1 besiyerine daha kolay erime 6zelligi verir:

Deneysel olarak da gosterilen bu tstiinliik ile, sterilizasyon 6ncesi besiyerinin tam
olarak eritilme kurali daha kolay olarak saglanmaktadir. Bu o6zellik sayesinde
sularin mikrobiyolojik analizinde kullanilan ReadyCult Coliforms ve ReadyCult
Enterococci sistemleri gelistirilmistir.

Depolamada nem cekme 6zelligi digerlerine gore daha azdir:

Tiim dehidre besiyerleri higroskopik karakter gosterir. Ozellikle nemli bolgelerde
ve/veya laboratuvarlarda graniil yapida olmayan besiyerleri normal raf 6mrii i¢cinde
bile kullanilamaz hale gelirken, graniil besiyeri standart raf dmriinii nemli ortamin
her tiirlii olumsuzluguna kars1 giivenle tamamlar.

Depolama sirasinda bilesim degisikligi soz konusu degildir:

Graniil olmayan besiyerlerinde zaman i¢inde bilesenlerin besiyeri kutusu i¢indeki
dagilimi degisir. Baz1 bilesenler kutunun daha alt tabakalarina dogru yer degistirir.
Bu hareket tiimiiyle basit fizik yasalar1 cercevesinde gerceklesir. Diger bir deyis
ile, zaman i¢inde besiyeri kutusunun alt ve {ist tabakalarinda bilesim farki meydana
gelir. Sonugta bu besiyerlerinde zayif/asir1 jellesme, yetersiz/asir1 selektivite gibi
sorunlar ile karsilasilir. Bu gibi bilesim farki gostermis olan besiyeri kutularinda
katmanlar arasinda renk farki agik bir sekilde goriiliir.

Boyle sorunlarin analiz sonucuna yansimasi ise sahte (false) negatif ve sahte pozitif
degerlendirmelerdir. Graniil besiyerlerinde zaman i¢inde kutunun alt ve fist
tabakalar1 arasinda bilesenlerin hareketi, yine basit fiziksel kurallar ¢ercevesinde
miimkiin degildir.

Hazirlanmip depolanmis besiyerlerinde stabilite yiiksektir:

Yapilan denemeler taze hazirlanmis ve hazirlandiktan sonra 6 ay depolanmis
novobiosin katkili mEC Broth ve mTSB besiyerlerinde Escherichia coli O157
serotipinin gelisme performansinda ve E. coli ile Citrobacter youngae suslarinin
baskilanmasinda kay1p olmadigini agik¢a gostermistir.



Analiz ekonomisi saglanir:

Granilil besiyerinde bazi katkilar bazal besiyeri bilesimine dogrudan ilave
edilebilmektedir. E. coli O157:H7 analizinde kullanilan m-TSB ve m-EC Broth,
Salmonella analizinde kullanilan Selenite Medium ile maya-kiif analizinde
kullanilan DRBC Agar, RBC Agar, DG 18 Agar ve YGC Agar bu tip besiyerlerine
ornek olarak verilebilir. Bu besiyerlerinde katkiya bagli olmaksizin istenildigi
kadar hazirlanma o6zelligi kullanicilara kayda deger ol¢iide ekonomik avantaj
saglamaktadir. Hazirlanmis RBC ve DRBC Agar besiyerlerinin karanlikta
depolanmas1 gerektigi 03.07.04. Boliimde verilmistir. Toz besiyerlerinde katki, 500
mL bazal besiyerine ilave edildigi i¢in 40 Petri kutusunun bir defada hazirlanmasi
gerekir. Oysa, graniil formdaki ayni besiyerlerinden istenildigi kadar hazirlanabilir.
Bu gibi katkilarin bazal besiyerine ilave edilebilmesinin, sadece graniil yapidaki
MERCK besiyerlerinde olan bir 6zellik oldugu gézden uzak tutulmamalidir.

Sonuc¢

Besiyerlerinin kullanilmasindaki amag¢ son derece belirgindir. Gida sanayisinde
gerek kontrol kuruluslarinin gerek isletme i¢cindeki laboratuvarin gorevi, test edilen
mikroorganizmanin varligi ya da yoklugu ile sayisimin dogru bir sekilde
belirlenmesidir. Bu analizlerde sahte negatif (aranan mikroorganizma oldugu halde
sonucun "yok" olarak alinmasi) ve sahte pozitif (aranan mikroorganizma olmadigi
halde sonucun "var" olarak alinmasi) yaninda, gercekte oldugundan daha az ya da
daha ¢ok sayim sonuglarinin alinmasi gibi hatali sonuglarin pek ¢cok nedeni vardir.
Bunlardan sahte negatif ve oldugundan daha az sayida mikroorganizma sayim
sonucu alinmasinda besiyeri kalitesi olduk¢a 6nemli bir faktordiir.

Satis fiyat1 daha diisiik olan besiyerleri tercih edilebilir. Ancak bunlarin kalitesi de
diisiik ise yanlis sonug alinma riski yiiksektir ve isletmeye bunun maliyetinin ¢ok
daha ytiiksek olacagi agiktir.

Diger bir deyis ile besiyeri fiyatinin yiiksek ya da diisiik olmasi ile maliyetin pahali
ya da ucuz olmasi birbirine karistirilmamalidir.

Kiiciik siddetli depremlerde bile ilk yikilanlar diisiik fiyatla yapilmis ve "ucuz"
oldugu sanilan binalardir. Aslinda bunlar "¢ok pahalidir". Insan saglig1 ve yasamini
ilgilendiren konularda kalite asla ihmal edilemez ve kiigclimsenemez. Buna gore
MERCK besiyerleri -diger tim MERCK iriinlerinde oldugu gibi- kalite/fiyat
iligkisi i¢inde gercek tanim ile ¢ok ucuzdur.




02. Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvari; Genel Kurallar

-Gida mikrobiyolojisi laboratuvarina yetkili kisiler disinda hi¢ kimse giremez.

-Calisilan materyalin "mikrop" oldugu asla unutulmamalidir. Tim laboratuvar
personeli bu konuda egitim gérmiis olmalidir.

-Laboratuvarda hicbir sey yenilmez, i¢ilmez.
-Laboratuvarda ¢anta, palto vb. kisisel esyalar acikta birakilmaz.

-Laboratuvardaki hava akimi ekimlerde kontaminasyona neden olur. Bu nedenle
ozellikle ekim sirasinda laboratuvarda hava akimi olmamalidir.

-Laboratuvarda klima kullaniliyorsa ekimden 15 dakika once kapatilmalidir.
Klima 6zellikle 28 °C'da ¢alisan inkiibatorler i¢in gereklidir.

-Laboratuvarda giyilen onliik ve kullaniyor ise bone ve galos ile hi¢gbir kosulda
laboratuvar disina ¢ikilmaz.

-Sabah ise baslamadan ve aksam is bitiminde tezgahlar dezenfekte edilmelidir.
Personel her giris ve ¢ikista ellerini dezenfekte etmelidir.

-Laboratuvar ¢6p sepetleri i¢inde otoklavlanabilir poset bulunmali, ¢opler
otoklavlandiktan sonra atilmalidir.

-Mikroorganizma {iremis materyalin kirilmasi ya da yere dokiilmesi halinde
gereken karantina ve dezenfeksiyon uygulanmalidir.

-Mikrobiyolojik analiz laboratuvarinda starter kiiltiir tiretimi yapilmaz.

-Laboratuvar buzdolaplarinda, c¢ekmecelerde ve diger laboratuvar alanlarinda
titketim amagli gida maddesi bulundurulmaz.

-Laboratuvarda acil durumda kullanilmak iizere yeterli sayida ve steril olmak
lizere bos erlen, bos tiip, bos Petri kutusu gibi cam malzeme ile giinliik kullanilan
besiyerlerinden depolanabilenler hazir halde ve yedek olarak bulundurulmali, her
15 giinde bir bu malzeme yeniden hazirlanmalidir.

-Pipetler hi¢cbir sekilde agizla ¢ekilmemeli, personel puar, pipetoér vb. yardimci
malzeme kullanmalidir.

-Laboratuvardaki cihazlarin kalibrasyonu diizenli olarak yapilmalidir.
-Analiz raporlarinda gerekli ise inkiibasyon sicakligi ve siiresi yazilmalidir.

-Kirli malzemenin nasil temizlenecegi ve atilacagi talimatlarla belirtilmelidir
(bakiniz; 08. Boliim).

-Laboratuvarda otokontrol uygulanmali, belirli araliklarla analizin dogru yapildigi
denetlenmelidir (bakiniz; 09. Bolim).



-Analiz raporlarinin yaziminda silinebilir kalemler (kursun kalem vb.)
kullanilmaz. Raporlar mutlaka dolma kalem, tiikenmez kalem gibi silinemez
kalemlerle yazilmali, hatali kayit asla silinmemeli, {tizeri ¢izilerek dogrusu
yazilmahidir. Elektronik ortamda tutulan kayitlarda da benzeri uygulama
yapilmalidir. Elektronik ortamda giivenlik yeterince saglanmalidir. Laboratuvar
kayitlarinin en az 2 y1l boyunca korunmasi gereklidir.

-26 Haziran 2002 tarih ve 24796 sayili Resmi Gazete'de yayimlanarak ytiriirliige
girmis olan "lyi Laboratuvar Uygulamalar1 Prensipleri ve Test Laboratuvarlarinin
Belgelendirilmesine Dair Yonetmelik" laboratuvarda bulundurulmali, personelin
bu yonetmeligi okumasi saglanmalidir.

-ISO 7218 sayih "TS 7894 ISO 7218; Gida ve Hayvan Yemlerinin
Mikrobiyolojisi-Mikrobiyolojik Muayeneler icin Genel Kurallar" adli standart
Tiirk Standartlar1 Enstitiisii'nden saglanmali, laboratuvar personelinin bu standardi
okumasi saglanmalidir.

Standart bir gida mikrobiyolojisi laboratuvari i¢in, 20 m* uygun bir alan olarak
nitelendirilir. Daha biiylik alana sahip laboratuvarlarda temizlik daha zor
yapilmakta, buna bagli olarak kontaminasyon riski artmaktadir. Laboratuvar
dogrudan giines 15181 almamali, yeterli aydinlatma ve iyt bir havalandirma
saglanmali ve sicakligin 25 °C'dan fazla olmasi halinde klima kullanilmalidir.

Laboratuvar ¢alisma havasinda mikroorganizma yiikii olabildigince az olmalidir.
15 dakika stire ile kapagi acik birakilan bir Plate Count Agarda 15 koloni olmasi
kabul edilebilir bir degerdir.

Asagida laboratuvarda kullanilan bazi temel aletler ile ekipmana iliskin kisa
bilgiler verilmistir:

-Sogutucu: Ornekleri 04,4 °C'da tutmali, amaca uygun biiyiikliikkte olmal,
sicaklik kayitlari diizenli olarak tutulmalidir.

-Dondurucu: Ornekleri —15 °C ya da daha diisiik sicakliklarda tutabilmeli, amaca
uygun biiytikliikte olmalidir.

-Kuru hava sterilizasyon firmi (etiiv): Yeterli biiyiikliikte olmali, sterilizasyon
sirasinda sicakligin diizgiin dagilimina izin verecek sekilde doldurulmali, asla asir
ylikleme yapilmamalidir. Etiiviin dogru c¢alistig1 kontrol edilmelidir.

-Inkiibatér ve/veya inkiibasyon odasi: Petri kutularinin aralarinda 2,5 ¢cm bosluk
olacak ve cam Petri kutularinda en ¢ok 6, plastik kutularda ise en ¢ok 8 adedinin
iist iiste konulacag: sekilde doldurulmaya izin verecek boyutta olmalidir. inkiibator
maya—kiif sayimi i¢in kullaniliyorsa, Petri kutularinin inkiibatérde 5 giin siire ile
kalacag: hesaba katilarak boyut se¢ilmelidir. inkiibasyonda sicaklik ve nem kaybi
izlenmelidir (bakiniz; 06.02. B6liim).

6



-Otoklav: Ideal olarak besiyeri ile ¢ozeltileri sterilize etmek ve yikama dncesi kirli
malzemeyi sterilize etmek i¢in 2 ayr1 otoklav bulundurulmalidir. Sterilize edilecek
malzeme otoklav i¢ ¢eperlerine degmeyecek ve hava akimina izin verecek sekilde
doldurulmalidir. Otoklavin dogru ¢alistig1 kontrol edilmelidir.

-pH metre: Sadece elektronik ve 0,1 pH birimi araliginda okunabilir olmali, her
giin pH 4,0 ve 7,0 olan ¢ozeltilerle kontrol ve gerekirse kalibrasyon yapilmali,
sapma kayitlar1 tutulmalidir. Bu ¢6zeltiler higbir sekilde tekrar kullanilmamalidir.
Elektrotlarin kullanilmaya baslandig1 tarih kayda alinmalidir.

-Terazi: Sadece elektronik modeller ve genel laboratuvar amaglari i¢in en az 0,1 g
duyarliliginda olanlar kullanilmalidir. Teraziler, ayda bir kez balon joje
kullanilarak hacmi tam bilinen su ile, yilda bir kez de sertifiye agirlik ile kontrol
edilmelidir. Terazinin yer degistirmemesine 6zen gosterilmelidir.

-Su banyolari: Ayarlanan sicakliklar termostatik olarak kontrol edilebilmelidir. Su
banyolar1 tercihen su sirkiilasyonlu olmalidir. Bunlar agarli besiyeri eritmek i¢in
kullanilamaz. Mikroislemcili modeller tercih edilmelidir.

-Mikrodalga firin: Besiyeri eritmek amaciyla kullanilir. Besiyeri ¢ok kisa bir siire
icinde kaynama noktasina gelebilir. Laboratuvar personeli bu konuda uyarilmali ve
cok dikkatli olmalar1 gerektigi konusunda bilgilendirilmelidir.

-Pipetler: Otomatik pipet kullanildiginda her 3 ayda bir yapilacak kontrollerde,
her birinde ayr1 u¢ kullanilmak tizere 10 ardisik Ol¢iimiin agirlik¢a ortalamasi,
belirlenmis dagitim hacminin £%5 sinir1 i¢inde olmalidir. Agz1 kirik, ¢izilmis ya da
diger hatalar1 olan cam pipetler kullanilmamalidir.

-Petri kutular1 (cam ya da plastik): Kutunun i¢ ¢ap1 en az 80 mm, sayim i¢in 12
mm yiikseklik olmalidir. Isletmeye sadece plastik Petri kutusunun sokulabilecegi
unutulmamali ve buna gore acil durumda kullanilmak {izere her zaman bir miktar
yedek steril plastik Petri kutusu bulundurulmalidir.

Dehidre besiyerleri higroskopik (nem c¢ekici) 6zelliktedir. Dolayisi ile agzinin siki
bir sekilde kapatilmis olarak kuru yerlerde depolanmasi gerekir. Besiyeri kutusu ilk
acildiginda iizerine a¢im tarihi yazilmali ve higbir kosulda ayn1 besiyeri ¢esidinden
ayni anda birden fazla kutu acilmamalidir. Bu konuda 03.07.01. Boliimde ayrintili
bilgi verilmistir. Besiyeri kutularinin agilmasinda "ilk giren ilk ¢ikar" kuralina
titizlikle uyulmaly, ilgili kayitlar diizenli tutulmalidir.

Mikrobiyoloji laboratuvarinda yonetmelik ve talimatlara her zaman uyulmalidir.
Tehlikeli ve hastalik yapici test suslari ve bunlar1 bulundurabilecek ornekler ile
calisilan her tiirlii mikrobiyoloji laboratuvarinda uygulanan tiim islemlerin siipheli
mikroorganizmalarin biyogiivenlik diizeylerine gore yapilmalidir. Biyogiivenlik
acisindan 4 diizey vardir:



-Biyogiivenlik Diizeyi 1: Yetiskin insanlarda her zaman hastalik yaptigi
bilinmeyen mikroorganizmalar ile ¢alismak. Ornek: Serratia marcescens.

-Biyogiivenlik Diizeyi 2: Insan hastaliklariyla genis ¢apta iliskili, ancak sigrama
veya havaya karsarak solunum yolu ile enfeksiyon yaptifi bilinmeyen
mikroorganizmalar ile agik tezgah {izerinde ¢calismak. Ornek: Salmonella spp.

-Biyogiivenlik Diizeyi 3: Solunumla bulagsma potansiyeli olan ve potansiyel
olarak 6ltimciil enfeksiyonlara neden oldugu agikga bilinen mikroorganizmalar ile
calismak. Bu gibi mikroorganizmalarla yapilan calismalarda biyolojik giivenlik
kabini kullanilmalidir. Ornek: Mycobacterium tuberculosis.

-Biyogiivenlik Diizeyi 4: Hava ile bulasabilecek ¢ok tehlikeli ve as1 ya da tedavisi
olmayan ajanlarla ¢alismak. Ozel ekipman ve diizenler gerekir. Ornek: Congo—
Criman hemorrhagic fever.

Buna gore "gida mikrobiyolojisi laboratuvar1" biyogiivenlik diizeyi "2" olarak ele
alinmali, ancak tehlikenin boyutu asla kiigimsenmemelidir. Analiz edilecek gidada
havadan bulasan bir mikroorganizma bulunmadigi kesin degildir.
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03.01. Genel Bilgiler

Besiyerleri (besi ortami, ortam, vasat, kiiltiir ortami, kiiltiir vasati, kiiltiir besiyeri)
mikroorganizmalarin gelistirilmesi i¢in formiilize edilmis ortamlardir. Bunlar,
mikroorganizmalarin gelistirilmesi, izolasyon, identifikasyon, sayim, duyarlilik
testleri, sterilite testleri, klinik ©Orneklerin incelenmesi, gida, su ve c¢evre
kontrolleri, biyolojik iirlinlerin elde edilmesi, antibiyotik ve vitamin analizleri,
endiistriyel analizler vb. gibi ¢ok farkli amaglara yonelik olabilir.

Besiyerleri ¢cok farkli sekillerde hazirlanabilir ve kullanilabilir. Ornegin, siit bir
"genel besiyeri" olup, mikroorganizmalarin gelismeleri i¢in gerekli biitiin besin
maddelerini ve bunlarin kullanilabilmesi i¢in yeterli suyu igerir. Uziim suyunda da
gelisme i¢in gereken besin maddeleri ve su bulunmasina karsin, yiiksek asitligi
nedeni ile sadece bu asitlikte gelisebilecek olan mikroorganizmalarin (bazi
bakteriler ve 6zellikle mayalarin) gelisimine uygundur.

Besiyerleri hakkinda TS EN 12322; "Viicut Dis1 Kullanilan Tibbi Tan1 Cihazlari-
Mikrobiyoloji Kiiltiir Besiyerleri- Kiiltiir Besiyerlerinin Performans Kriterleri,
Direktif: 93/42/EEC, 98/79/EC" adhi yayin Tirk Standartlar1 Enstitiisii'nden
saglanabilir.

03.02. Kisa Tarihge

Mikrobiyolojinin tarih¢esinde kilometre tasi olarak anilan iki gelisme; 1674 yilinda
Antoni van Leeuwenhoek'un mikroskobu icat etmesi ve bundan yaklasik 2 yiizyil
sonra 1881 yilinda Robert Koch'un jelatin kullanarak elde ettigi kat1 besiyerinden
Bacillus anthracis '1 izole etmesidir. Boylece, hastalik etmeni olan pek ¢ok bakteri
izole edilebilmis ve "Hasta bireyden muhtemel hastalik etmenini saf halde izole et.
Bu etmeni saglikli bireye asila. Hastalik semptomlarinin aynmi oldugunu izle.
Hastalandirilmis bireyden saf halde izole edecegin etmenin, ilk hasta bireyden izole
ettigin ile aynm1 oldugunu goster." seklindeki Koch postulati, giderek sistematik
analiz yontemi haline dontismiistiir. Louis Pasteur tarafindan 1882'de asilamanin
bulunmasi, 1928'de Alexander Fleming'in penisilini kesfetmesi de mikrobiyoloji
tarithinin 6nemli kilometre taslar1 arasindadir. Bu boliimdeki amag, tiim
mikrobiyoloji tarihini vermek degildir ve bu konu, kitabin kapsami disinda kalir.
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Asagida besiyerlerinin gelistirilmesi tizerine kisa bir kronoloji verilmistir.

1817: Bartholomeo Bizio, ekmek iizerindeki kan gibi kirmizi renklenmelerin
gercekte ne oldugunu arastirmig, bunlart mikroskop altinda incelemis ve
mikroorganizmalar1 gérmiistiir. Kirmizi renkli siitlii ekmegi taze siitlii ekmege
degdirerek, Serratia marcescens olarak adlandirdigi bu mikroorganizmanin
gelismesini saglamis ve renklenmenin insan eliyle yapildigini1 kanitlamistir.

1861: Louis Pasteur, mayalarin oksijenli ve oksijensiz ortamda gelisimini
inceleyip, bunlarin gelistirilmesi i¢in sivi besiyeri formiilini agiklayan ilk bilim
adami olarak tarihe ge¢mistir.

1869: Ferdinand Cohn, besiyeri bilesiminde mineral maddelerin 6nemini
gostermistir. Boylece farkli grup mikroorganizmalar ile ¢alisma olanagi dogmustur.

1872: Alman botanik¢i Oscar Brefeld, sivi besiyerine jelatin ekleyerek elde ettigi
kat1 besiyerinde tek spordan kiif kolonilerini tirettigini bildirmistir.

1873: Edwin Klebs, "fraksiyon yontemi" olarak adlandirdigi bir seyreltme teknigi
kullanarak ayr kiiltiirler elde eden ilk bakteriyologlardan biridir. Bu yontem basit
olarak, sivi ortamdan az miktarda 6rnegin baska bir besiyerine inokiilasyonudur.
Bu yoOntemin dezavantajlar1 karigik kiiltiirlerden sadece baskin tiiriin 1zole
edilebilmesi ile ¢ok fazla isgiicli ve malzeme gerektirmesidir.

1877: John Tyndall, bugiin Tindelizasyon olarak anilan ardigik 1sil islem ile
sterilizasyonu aciklamistir.

1878: Ilk saf kiiltiir, "seyreltme teknigi" ile Joseph Lister tarafindan elde
edilmistir. Lister, Pasteur'iin laktik fermentinden, siitte eksimeye yol agan
Bacterium lactis adi verdigi bakteriyi izole etmistir. Bir 6ze ucu dolusu kesilmis
stiti steril kaynamis suya aktarmis, gerekli seyreltmeyi mikroskop kullanarak
belirlemis ve tek bakterinin oldugu seyreltiyi inokiilasyon amaciyla kullanmstir.

1880: Isvigreli bir botanik¢i olan Karl Wilhelm von Nigeli, besiyeri hazirlamada
pepton kullanimini 6neren ilk bilim adamidir.

1881: Robert Koch, aseptik olarak kesilmis patates dilimlerinin, kati besiyeri
olarak kullanimindaki yetersizligi {izerine, %10 jelatin eklenmis sivi besiyeri
kullanarak Bacillus anthracis 'in saf kiltiiriinii elde etmistir.

1882: Koch'un c¢alisma arkadaslar1 olan Walter Hesse ile esi Fanny Eilshemius
Hesse tarafindan katilastirici olarak agar Onerilmesi ile birlikte sivi besiyerinin
katilastirilmasinda yeni bir donem baslamustir.

1883: Gayon ve Gabriel Dupetit, sekerler ve alkoller gibi basit organik
bilesiklerin kompleks organiklerin yerini alabilecegini gostermislerdir.

1889: Limbourg, inhibitor olarak safra tuzlari kullanmistir. Safra tuzlar1 (Ox Bile)
gilinlimiizde de koliform bakteriler i¢in olan besiyerlerinin ¢cogunda bulunmaktadir.
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1891: Coprrado, safranin B. mallei gelismesini tesvik ederken, B. anthracis igin
bakterisit oldugunu ve B. typhosus ile B. pneumoniae tizerinde etkisi olmadigini
gozlemistir. Bu sekilde inhibitér kullanimi tizerinde yogunlagilmistir.

1900: MacConkey ve Hill, Safra Tuzu Glikoz Brothu fekal kontaminasyon i¢in
basit bir test olarak 6nermislerdir. Hemen arkasindan MacConkey bu besiyerinde
B. enteritidis '1 gelistirmek icin glikoz yerine laktoz kullanmistir.

1902: Wilhelm von Drigalski ve Heinrich Conradi, Salmonella typhi ile E. coli'yi
ayirt etmek i¢in bu iki bakterinin seker metabolizmasindaki farkini kullanmay1
onermislerdir. Boylece, selektif izolasyon kavrami daha da belirginlesmistir.

1908: Christiaan Eijkman, sicak kanli hayvanlarin bagirsagindan izole edilmis
koliform bakterilerin Glikoz Broth besiyerinde, 46 °C'da inkiibe edildiginde gaz
irettigini gostermistir. Bu test glinlimiizde de benzer bir sekilde kullanilmaktadir.

1908: Prof. R. Doerr, laboratuvarlar i¢in Petri kutusuna Nutrient Agar dokerek
hazirlanan besiyeri 6nermistir.

1909: Prof. E.L. Marx, laboratuvar dl¢eginde dehidre Nutrient Broth, Nutrient
Agar ve Endo Agar formiillerine onciiliik etmistir.

1910: Amerikan Bakteriyologlar Dernegi toplantisinda W.D. Frost tarafindan
hazir besiyeri i¢in benzer bir proses aciklanmistir.

1910: i1k ticari besiyeri tiretimi Nutrient Agar ve Nutrient Broth ile baslamistir.

1916: Holt-Harris ve Teague, patojenik enterobakteri tanimlama ve izolasyonu
i¢in kullanilmak tizere Eosin Methylene Blue Lactose Sucrose (EMB) Agar
besiyerini gelistirmislerdir. EMB Agar, giiniimiizde de kullanilan bir besiyeridir.

1950: Graniil besiyeri {iretimine baglandi.

03.03. Besiyeri Hazirlama Sekilleri

Standart bir gida mikrobiyolojisi laboratuvari tipik bir ev mutfagina benzer.
Besiyeri hazirlamak ise, evde yemek yapmaktan ¢ok farkli degildir. Mikrobiyolojik
amagcla kullanilacak bir besiyerinin hazirlanmasi ¢ok basit olarak mutfakta corba
yapmaya benzetilebilir. Ornegin, domates ¢orbasi1 yapmak icin yemek kitaplarinda
miktarlar1 verilerek tarif edildigi sekli ile; 6nce un yagda kavrulur, iizerine domates
suyu, siit ve tuz ilave edilir, pisirilerek "¢orba" hazirlanir. Ya da daha basit olarak,
hazir toz haldeki domates ¢orbasi belirli miktarda su ile pisirilir.

Benzer sekilde, besiyeri bilesimine giren maddeler ayr1 ayn tartilarak, ya da hazir

dehidre besiyeri dogrudan tartilarak su i¢inde ¢oziiliir. En basit olarak; Nutrient
Broth'un bilesimi litrede 5 gram pepton ve 3 gram et ekstrakti seklindedir.
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Laboratuvarda pepton ve et ekstrakti varsa, bunlar dogrudan tartilip, 1 litre damitik
su i¢inde ¢oziliir ve gerekli biiytikliikteki cam kaplara dagitilarak sterilize edilir.
Laboratuvarda hazir dehidre Nutrient Broth varsa, bundan 8 gram tartilarak, 1 litre
damitik su i¢inde ¢6ziiliir ve yukaridaki isleme devam edilir.

Nutrient Broth gibi basit bir besiyerine giren maddeler, cogu mikrobiyoloji
laboratuvarinda her zaman "el altinda" bulunur. Dolayisi ile, Nutrient Broth'u
bilesimden hazirlamak genellikle sorun degildir.

Ancak, yabani maya izolasyonu ve sayiminda kullanilan Lysine Medium
besiyerinde 25 madde oldugu, bunlar arasinda 0,000001 g/L folik asit gibi tartimin
da bulundugu dikkate alindiginda, bu tip besiyerlerini standart bir mikrobiyoloji
laboratuvarinda bilesimden hazirlamanin kolay ve giinlilk uygulamada higbir
sekilde pratik olmadig1 ortaya cikar.

Alicyclobacillus spp. aranmasinda kullanilan BAT Agar ile ozellikle Listeria
monocytogenes aranmasinda kullanilan ALOA Agar besiyerlerinin de standart bir
laboratuvarda bilesimden hazirlanmasi oldukg¢a giigtiir.

Kuskusuz, bilesimine 2 madde giren Nutrient Broth ile bilesimine 25 madde giren
Lysine Medium besiyerleri u¢ noktalarda 6rneklendirilen besiyerleridir.

Besiyerinin bilesimi ister basit, ister kompleks olsun, bilesimden hazirlamak
yerine dehidre hazir besiyeri kullanmanin 3 énemli tistiinliigii vardir:

-Her maddeyi ayr1 ayr1 tartmak yerine hazir besiyerinden 1 kez tartim yapmak ¢ok
daha kolay ve giivenilir bir uygulamadir.

-Ozellikle miligram diizeyinde tartim yapilacak besiyeri bilesenlerinde hata
yapma olasilig1 vardir. Oysa bu maddeler hazir dehidre besiyerleri i¢inde homojen
dagitildiklarindan tartimlar ¢ok daha giivenilir olur.

-Hazir besiyeri kullanmanin en onemli istinliigli -hatta bir diger deyis ile
zorunlulugu- bilesenlerin performansi ile ilgilidir. Ayr1 ayri tartilan bilesenlerden
birisinin dahi 6zelligini yitirmis olmasi, o madde ile hazirlanan besiyerinin
performansinda kayda deger olgiide kayba, hatta o besiyerinin tiimiiyle
kullanilamaz hale gelmesine yol agar.

Besiyerlerinin bilesimine ¢ok genel bir ortalama olarak 5-7 madde girer.
Laboratuvarda bulunabilen bu bilesenlerin tiimiiniin yeterli performans gostermesi
beklenmemelidir. Ozellikle organik bilesenlerin depolanma &miirleri anorganik
maddelere gore ¢ok daha kisadir. Buna gore bilesenlerin bir ya da bir kisminin
performansinda kayda deger diisme olmus ise, bu diisiis dogrudan besiyeri
performansina yansiyacaktir.
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03.03.01. Formiilden Hazirlama

Yukarida ¢esitli 6rnekleri verildigi gibi besiyeri bilesenlerinin ayr1 ayri tartilarak
besiyerinin hazirlanma seklidir. Genel olarak Onerilen bir yontem olmamakla
birlikte, asagida verilen 2 kosulda besiyerinin bilesim {izerinden hazirlanmasi bir
anlamda zorunludur:

-Her besiyerinin ticari olarak pazarlanan dehidre hazir besiyeri formu yoktur.
Ozellikle yeni gelistirilen besiyerleri -giivenilirliklerini kanitlayana ve/veya yeterli
pazarlama potansiyeline ulasincaya kadar- besiyeri iireticisi firmalar tarafindan
dehidre halde hazirlanmamaktadir.

-Ozellikle gesitli bilimsel arastirmalarda yeni ve modifiye besiyeri ¢alismalar1 icin
bilesenlerin ayr1 ayri kullanilmasi gerekmektedir.

Besiyerinin  bilesimden hazirlanmas1 gerektiginde, bazen bilesime giren
malzemelerin tiimii formiilde verildigi sekli ile laboratuvarda bulunmaz.

Ornegin, laktik asit bakterileri icin kullanilan MRS Agar besiyerinin formiiliinde
MgSO, 0,2 g/L olarak verilmektedir. Laboratuvarin kimyasal madde deposunda
MgSO, yok, ama bunun yerine MgSO,4.6H,0 varsa molekiil agirligi tizerinden
hesaplanarak kullanilabilir.

MgSO,'1n molekiil agirhigi Mg: 24; S: 32; O: 16 (4 atom oksijen olduguna gore 4 X
16= 64) olmak tizere 120 mol gramdir. MgS0O,.6H,0'da ise, ilave 6 su olduguna
gore molekiil agirligi 120 + 108= 228 mol gram olarak hesaplanir.

Ikinci asamada basit orant1 kurulur:

Mol agirlig1 120 olan maddeden 0,20 gram gerekiyorsa

Mol agirligi 228 olan maddeden 0,38 gram gerekir.

Buna gore, 0,2 g/ MgSO, yerine 0,38 g/L MgS0O,.6H,0 kullanilmas1 ayn1 anlama
gelmektedir. Aradaki fark MgSO,.6H,0O'da bulunan sudan kaynaklanmaktadir.
03.03.02. Dehidre Besiyerlerinden Hazirlama

Besiyeri ireticisi firmalar tarafindan iiretilmis dehidre besiyerleri kullaniminin
tartisilmaz bir Gistiinliigii vardir.

Burada dikkat edilmesi gereken konu kalitedir. Pazarda diisiik fiyatla satilan, bu

nedenle cazip gosterilen, ancak kayda deger diizeyde performans eksikligi olan
markalarin bulundugu da dikkate alinmalidir.
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03.03.03. Kullanima Hazir Besiyerleri

1950'li yillardan bu yana, bazi besiyeri tireticisi firmalar tarafindan kullanima hazir
halde besiyerleri iiretilmekte ve pazarlanmaktadir. Bunlar, vida kapaklh tiip ve
siselerde siv1 ve kat1 besiyerleri ile olduk¢a yaygin olarak Petri kutularinda agarl
besiyerleridir. Genellikle, plastik Petri kutularinda hazirlanan agarli besiyerleri
sadece tek cesit besiyerini igerebilecegi gibi, iki ya da tige boliinmiis kutularda
farkli besiyerleri de bulunabilmektedir. Bunlar i¢inde en yaygin kullanilanlardan
biri Kanli (Blood) Agardir. Bu besiyerinin neden hazir halde saglanmasi gerektigi
ve bu uygulamanin neden daha ucuz oldugu 10. Boéliimde anlatilmistir.

Yiizey kontaminasyonlarinin belirlenmesi ve/veya kiiltiirlerin taginmasinda
kullanilan hazir agar slaytlar1 da bulunmaktadir. Bu hazir besiyerlerinin 2 farkli
yliziinde 2 farkli besiyeri bulunan tipleri ayni érnekte hem toplam bakteri hem de
koliform grup bakteri analizine olanak saglamaktadir. Bunlarin bir yiizii maya—kiif,
diger yiizii toplam bakteri vb. cesitleri de vardir. Bu tip besiyerlerini kullanmak
isletme laboratuvarinda biiyiik kolaylik saglamaktadir.

Mikrobiyolojide, basta sayim ve var/yok testlerinde kullanilmak {izere c¢esitli
amaclarla membran filtreler kullanilmaktadir. Ornegin, igme ve kullanma sularinda
E. coli aranmas1 ya da sayilmasi i¢in en yaygin uygulamalardan biri, su 6rneginin
membran filtreden geg¢irilip, bu filtrenin uygun bir kati besiyerine yerlestirilerek
inkiibasyona birakilmasidir. Burada, amaca uygun bir sekilde hazirlanmis ve Petri
kutusuna dokiilmiis bir kat1 besiyeri kullanilabilecegi gibi, bu amagla hazirlanmis
ozel besiyerleri de kullanilabilir. Bu tip besiyerleri uygun bir pede emdirilmis,
kurutulmus ve plastik bir kutu i¢ine konularak sterilize edilmis bir sekilde
pazarlanmaktadir Kullanici icin yapilacak tek islem pedi steril su ile 1slatmak ve
filtreyi bu pede yerlestirerek inkiibasyona birakmaktadir.

Kullanima hazir besiyerleri i¢inde bir diger yaklasim gama radyasyonu ile sterilize
edilmis dehidre besiyerleridir. Bunlardan 1sinlanmis Tryptic Soy Broth, genellikle
serum gibi steril olmasi gereken tibbi malzemede sterilite testi yapmak igin
kullanilir. Serum igine steril kosullarda ilave edilen besiyeri kolaylikla erir ve
inkiibasyon sonunda bulaniklik olusursa serumun steril olmadig1 anlasilir. Bu testin
manti81, steril dehidre besiyerini, steril kap icinde, steril olmasi gereken sivi ile
cozerek bir ¢esit besiyeri hazirlamaktir. Membran filtrasyon sisteminde bazi sporlar
ile Hydrogenophaga pseudoflava (Syn. Pseudomonas pseudoflava) gibi kiigiik
bakteriler ve Acholeplasma laidlawii gibi mikoplazmalar 0,1p porlu membran
filtrelerden gecebilir ve bu nedenle membran filtre teknigi ile bu gibi bakterilerin
varligr fark edilemez. Isinlanmis Tryptic Soy Broth yonteminde ise boyle bir
olumsuzluk yoktur. Ayn1 yaklasim ile, sularda koliform grup bakteri ve E. coli ile
enterokok analizinde kullanilan ReadyCult sistemi sirast ile 12.03. ve 22.01.
Boliimlerde verilmistir.
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03.03.04. Ozel Uygulamalar

Standart bir gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda kullanilan besiyerlerinin
tamamina yakini tiipte ya da erlende (balon, diliisyon sisesi, vb.) broth formunda ve
Petri kutularinda agar formunda hazirlanir. Bunlara ilaveten, asagida verilen
kullanim amaglarina yonelik olarak 6zel hazirlama sekilleri de bulunmaktadir.

Tiipte yatik agar: Tanimlama, kiltir Sekil 02. Yatik Agar Hazirlanmasi
koleksiyonu vb. pek ¢ok amaglarla

kullanilan agarl besiyeridir. Amag, tiipte

genis bir yiizey elde etmektir. Standart B el

deney tiiplerine 7 mL olacak sekilde tam

olarak eritilmis agarli besiyeri dagitilir ve
otoklavlanir. Otoklav sonrasinda besiyeri |
hentiiz s1v1 iken tiipler bir ¢ubuk iizerine
yatirilarak  katilasmasi1  saglanir. Bu
asamada dikkat edilmesi gereken husus,
tiiplerin dip kisimlarinin yaklasik 2,5 cm
derinliginde olmasidir. Salmonella spp.
analizinde kullanilan Triple Sugar Iron
Agar en tipik 6rnektir.

T -
(AN

Cift kuvvetli broth: EMS ile yapilan sayimda (bakiniz; 07.02.01. B6liim) 10 mL
besiyerine 10 mL o6rnek aktarildiginda, besiyerinin konsantrasyonu yari yariya
azalir ve burada saglikli bir mikrobiyel gelisme olmaz. Bunun 6niine ge¢mek i¢in,
10 mL gida 6rnegi (homojenizat) ilave edilecek tiiplerde, baslangicta bu besiyerleri
¢ift kuvvette (2 misli konsantrasyonda) hazirlanir. Ornegin, koliform grup bakteri
analizinde kullanilan LST Broth besiyeri normal olarak 35,5 g/L. konsantrasyonda
hazirlandiginda, 10 mL tiip i¢cinde 0,355 g madde vardir. Cift kuvvetle hazirlanmasi
gerektiginde, baslangigta 71 g/L (0,71 g/10 mL) olarak hazirlanir, bunun tizerine 10
mL 6rnek konuldugunda LST konsantrasyonu 0,71 g/10 mL'den 0,355 g/10 mL
standart degere iner. Bu tip ekimler i¢in yeteri biiytikliikte tiip kullanilmalidir.

Roux Sisesi: Genel olarak, ¢ok miktarda Sekil 03. Roux Sisesi
mikroorganizma kiltlirii elde etmek amaci ile p -
kullamlir. Yiizey alani 250 c¢m® kadardir. Buna \._
gore 100 mL kadar agarli besiyeri ile birlikte

sterilize edilir. Otoklav sonrasinda diizgiin bir f
yere yatirilarak agarin donmasi saglanir. Genis Ustten goriiniis
agzindan siirtme (svap) cubugu yardimi ile yogun

bir inokiilasyon yapilabilir. Inkiibasyon sonrasi ( ]

yikama ile kiiltiir elde edilir. Bu islem, hasat

(harvesting) olarak da adlandirilir. Kargidan griintis
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Durham tiipii olan besiyerleri: Koliform grup  Sekil 04. Durham Tiipii
bakterilerin analizinde laktozdan gaz olusumu

tipik bir reaksiyondur. Besiyerinde gaz c¢ikisi,

standart tiipiin icine ters olarak yerlestirilen ve

Durham tiipti olarak adlandirilan kiigiik tiiplerde B
gaz birikimiyle anlasilir. Besiyeri hazirlanirken, |
standart tiipin i¢ine Once Durham tlipiiniin |"|| Ll H
atilmasi, lizerine besiyeri ilavesi ile sterilizasyon il !
oncesinde daha az hava kalmasi saglanir.

Standart otoklavlamada tiipte kalan hava ¢ikar. " )

Cift Kat Ekim: Koliform grup bakteri ekiminde yaygin olarak uygulanir. Yayma
ya da dokme yontemiyle standart ekimde; dokme yonteminde besiyerinin tam
jellesmesinden sonra, yayma yonteminde ise besiyerinin yayilan kiltirli tam
emmesi i¢in 10 dakika beklendikten sonra tizerine 4-5 mL kadar ikinci kat besiyeri
dokiliir. Bu uygulamada genellikle aym1 besiyeri kullanilmakla beraber, 6zel
calismalar amaciyla farkli bir besiyeri de kullanilabilir. Temel amag, kismi bir
mikroaerofil ortam yaratmaktir. Bu amagla toplam bakteri sayiminda da ¢ift kat
ekim yapilabilir. Basta basiller olmak tizere aerobik bakteriler bu ortamda yine
gelisir, ancak yayilici koloni olusturamazlar. Eger toplam bakteri analizinde ¢ift kat
ekim yapildi ise analiz raporunda bu durum belirtilmelidir.

03.04. Besiyeri Bilesimine Giren Maddeler

Besiyerleri hazirlanirken amag, hedef organizmanin gelismesini optimize edecek
konsantrasyonlarda gerekli besin maddelerinin dengelenmis karisimini saglamaktir.
Biitiin besin ogelerini oldukca fazla miktarda saglayarak, olabildigince zengin bir
besiyeri yapma yaklasimi ile optimal besiyeri elde edilemez.

Ornegin, aminoasitlerin dengelenmemesi ve bir amino asidin fazla olmasi, iliskili
bir amino asidin gelisme i¢in kullanimini baskilayabilir. Glikoz dahil olmak {izere
tiim besin 6geleri, konsantrasyonlar1 arttik¢a baskilayici etki yaparlar.

Besiyeri bilesimine giren maddeler gelisme ag¢isindan; a) Gelisme i¢in gerekli
olanlar, b) Inhibitorler, ¢) Digerleri olmak iizere 3 gruba ayrilabilir. Gelisme igin
gerekli olan maddeler dogrudan mikroorganizmalarin beslenme sekilleri ile
ilgilidir ve besiyeri i¢inde bir anlamda zorunlu olarak bulunur.

Inhibitorler ise gelismesi istenmeyen mikroorganizmalar i¢in gerektiginde selektif

besiyerlerine ilave edilir. Bunlarin disinda yine gerektiginde indikatorler,
jellestiriciler vb. pek ¢ok madde de besiyeri bilesimine girer.
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03.04.01. Su

Besiyeri hazirlamada kullanilan suyun damitma veya deiyonizasyon ile taze
hazirlanmis olmasi, basta bakir olmak tizere toksik metalleri icermemesi gerekir.
Iyon degistirici regineden gegirilerek elde edilen deiyonize (demineralize) su
kullanildiginda bunun i¢inde yiiksek sayida mikroorganizma bulunabilecegi
dikkate alinmalidir. Damitik (distile) su i¢in en ideali, cam sistemlerden elde edilen
suyun kullanilmasidir.

Gerek deiyonize gerek damitik su elde edilmesinde saf su sisteminin ve benzer
sekilde saf suyun depolandigi kaplarin belirli araliklarla temizlenmesi gerekir. Bu
kaplarda zamanla alg gelisimi olabilir ve alg metabolitleri baz1 duyarl
mikroorganizmalarin gelisimini baskilayabilir.

Taze hazirlanmis saf suyun pH's1 6,5-7,5 arasinda olmalidir. Depolanmig saf su
atmosferik karbondioksitin absorbe edilmesi sonucu asit pH gosterir. Eger saf
suyun pH's1 5,5'in altinda ise, bu su isitilarak CO, uzaklastirilir ve pH yeniden
kontrol edilir. Eger pH hala diisiik ise, NaOH ile notral pH'ya getirilir ve saf su
sistemi kontrol edilir. Besiyeri hazirlamada kullanilan su asidik 6zellik gosteriyorsa
ve besiyeri bilesimde bikarbonat tamponlar varsa, bunlari1 etkileyerek hazirlanan
besiyerinde bir takim olumsuzluklara yol agabilir.

Ozellikle klinik ve veteriner mikrobiyolojiyi ilgilendiren bazi bakteriler, besiyeri
hazirlamada kullanilan suyun i¢indeki safsizliklara karsi ¢ok duyarlidir. Bu gibi
bakterilerle ¢alisildiginda suyun ¢ok 6zenle hazirlanmasi gerekir. Tersine olarak,
gida mikrobiyolojisini ilgilendiren ve giinliik (rutin) olarak analizleri yapilan
mikroorganizmalar bu tip maddelere genellikle duyarli degildir. Dolayisiyla bu
analizler i¢in, dogal kaynak sular1 besiyeri hazirlanmasi1 amaciyla kullanilabilir.

Suyun cok kiregli oldugu bolgelerde damitik su elde edilmesi bazen sorun
olmaktadir. Bu gibi yerlerde besiyeri hazirlamada dogal kaynak sularinin
kullanilmast miimkiindiir. Ancak, dogal kaynak sulari bu amagla kullaniliyor ise
belirli araliklarla (6rnegin ti¢ ayda bir) kullanilan suyun -ya da bu su kullanilarak
hazirlanmis besiyeri 6rneklerinin- bir dis laboratuvara gonderilerek standart sekilde
hazirlanmis besiyerine karsi performans denemesi yapilmalidir. Bu deneme basit
olarak, aym gida orneginden iki farkli besiyerine ekim ve sayim sonuglarinin
karsilastirilmasi seklindedir. Akii suyu, iitii suyu gibi adlarla satilan sularin kaynagi
ve elde edilis sekli bilinmedik¢e kullanilmalarindan olabildigince kaginilmalidir.

Kaynag1 ne olursa olsun, besiyeri hazirlamada kullanilan suyun besin maddelerini
ya da inhibe edici maddeleri igermemesi, en az 300.000 Wem direng ve en fazla 10
mS (microSiemens) kondiiktivite (iletkenlik) gostermesi, 25 °C'da rezistans 0,5
megohm/cm ya da kondiiktans 2,0 umhos/cm'den daha az olmasi gerekir.
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Burada deginilen fiziksel degerler farkli kaynaklardan elde edilmistir. Buna gore,
kullanilacak su, bu kriterlerden en az birisini saglamalidir. Birden fazla kriter test
edildiginde bunlardan birini sagliyor, ancak diger(ler)ini saglamiyorsa bunun
nedeni arastirilmalidir.

Besiyeri hazirlamada kullanilan suda ayda bir olarak yapilacak 6l¢limlerde toplam
bakteri sayis1 1.000 kob/mL'den, eger su depolanmis ise 10.000 kob/mL'den az
olmalidir. Benzer sekilde toplam klor kalintis1 negatif ya da kullanilan testin
belirleme sinirindan daha az olmalidir. Yilda bir kere toplam metaller (Pb, Cd, Cr,
Cu, Ni ve Zn) i¢in yapilan analizde, her bir metal 0,05 mg/L'yi ve metaller toplami
0,1 mg/L'yi gegmemelidir. Bu kriterler saglanamiyor ise, diizeltici ve tekrarim
onleyici faaliyet (eylem) yapilmali ve kayda gecilmelidir.

03.04.02. Peptonlar

Pepton terimi, proteinlerin hidrolizi ile elde edilen iiriinlere verilen genel isimdir.
Bu terim ilk kez R. Koch'un c¢alisma arkadaslarindan Néageli tarafindan 1880
yilinda kullanilmistir. Nigeli, kemoorganotrof mikroorganizmalarin kismen
parcalanmis (hazmedilmis, sindirilmis) protein igeren besiyerinde i1yi gelistiklerini
aciklayan ilk bilim adamdir.

Yasayan tiim hiicrelerde oldugu gibi mikroorganizmalar da azot, karbon, tuzlar ve
diger besin maddelerine gereksinim duyarlar. Istisnalar disinda, mikroorganizma
gruplarinin oldukea biiyiik bir bolimii, proteinleri azot kaynag: olarak kolaylikla
kullanamaz. Bu nedenle azotlu bilesikleri, ¢cok daha kolay kullanabildikleri protein
hidrolizatlarindan saglar.

Peptonlar sadece azot degil, karbon kaynagi olarak da mikroorganizmalar
tarafindan kullanilir. Bunun yaninda, peptonlarin bilesiminde bulunan bazi
aminoasitler ve vitaminler de bazi mikroorganizmalar i¢in gelisme faktorii olarak
oldukca 6nemli islev gortir.

Proteinler; kuvvetli asitler ve kuvvetli alkaliler ile ya da enzimatik olarak temel
bilesenleri olan peptit ve aminoasitlere ayrisir. Bu amacgla en ¢ok kullanilan
proteolitik enzimler papain, pepsin ve pankreatindir.

Peptonlar, bir¢ok ticari firma tarafindan ¢esitli hayvansal dokulardan, siitten ve
soyadan farkli yontemlerle elde edilir ve farkli ticari isimlerle pazarlanir ve/veya
dehidre besiyerleri i¢ine katilir.

Ham madde ve tiretim yontemi farklilig1 dogal olarak peptonlarin bilesimlerinde de
farkliliklar olusturur. Dolayis1 ile degisik amaglar icin farkli peptonlar kullanilir.
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Proteinler, aminoasit zincirlerinden olusmus makro molekiillerdir. Aminoasitler
birbirlerine peptit baglar1 ile baglanirken 1 molekiil su agiga ¢ikar. Peptit baglarinin
kuvvetli asitler kullanilarak, yiiksek basing ve yiiksek sicaklik altinda tam olarak
kirilmasi, bodylece proteinin tiimiiyle kendisini olusturan aminoasitlere
dontistiiriilmesi miimkiin degildir. Bu islem sirasinda bazi aminoasitler (6rnegin
triptofan) tiimiiyle kaybolur, sistin, serin ve treonin zarar goriirken, asparagin ve
glutamin etkilenmez. Benzer sekilde, pepton biinyesindeki vitaminler ciddi 6l¢iide
zarar goriir. Bu islem sirasinda karbohidratlar ile aminoasitler arasinda meydana
gelen bir seri reaksiyon sonunda olusan bazi kimyasallar, mikroorganizma gelisimi
icin toksik olur. Bu nedenle, kuvvetli asitler ile peptonlarin elde edilmesinde peptit
baglarmin timden degil, mikroorganizma i¢in yeterli azot kaynagi saglayacak
diizeyde -sadece bir kisminin- kirilmasi hedef alinir.

Proteinlerin enzimatik olarak par¢alanmasi -asit hidrolizine gére- pepton bilesimine
daha az zarar verir. Kullanilan enzimler peptit baglarmma 6zel olup, sadece bu
baglarda parcalanmaya neden olur. Dolayisiyla, elde edilen peptonda kullanilan
enzimin ¢esidine gore protein par¢alanma {irtinii olan polipeptitler bulunur. Teorik
olarak farkli enzimler kullanilarak, proteini olusturan tiim aminoasitlere kadar
par¢alanma miimkiin ise de bunun pratik bir 6nemi yoktur ve besiyeri bilesiminde
kullanilacak proteinler sadece -amaca uygun sekilde- belirli diizeyde parcalanarak
peptonlar elde edilir.

Glintimiizde ticari olarak iiretilen ve pazarlanan peptonlarin hemen hemen tiimii
enzimatik olarak elde edilmektedir. Sadece kazein, asidik reaksiyon ile hidrolize
edilir. Bazik olarak elde edilen peptonun ticari tiretimi yoktur. Son zamanlarda
BSE tehlikesine karsi bazi ticari firmalar hayvansal dokulardan elde edilen
peptonlarin BSE icermedigine iliskin sertifika vermektedir.

Mikrobiyolojinin degisik alanlarinda farkli peptonlar kullanilir. Besiyerlerinin
bilesiminde farklt peptonlar kullanilabilirken, as1 tretimi i¢in bitki kokenli
peptonlar uygun degildir. Buna karsin, bitkisel peptonlar enzim iretiminde
basaril1 bir sekilde kullanilabilir.

Besiyeri formiilden hazirlanmak zorunda ise, formiilde verilen peptonun
kullanilmasi gereklidir.

Peptonlar mikrobiyolojide tek baslarina besiyeri olarak kullanilabilen ender
maddeler arasindadir. Pek ¢ok bakteri, bilesimi sadece %1 pepton olan besiyerinde
kolaylikla gelistirilebilir.

Aksine bir belirtme yoksa, mikrobiyolojide "pepton" denildiginde, pankreatin
enzimi ile hidrolize edilmis et peptonu (Peptone from meat, pancreatic) anlasilir.
Bu pepton ticari firmalar tarafindan farkli isimlerle anilir.
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03.04.03. Maya Ekstrakti

Maya ekstrakti (maya o0ziitii, yeast extract), proteolitik olarak otolize edilmis
(parcalanmis) bira mayasimnin (Saccharomyces cerevisiae) sulu ekstraksiyonu ile
elde edilir. Ozellikle, yiiksek B kompleks vitamini konsantrasyonu sayesinde ¢cogu
mikroorganizmanin iyi bir sekilde gelismesini saglar.

Bilesimindeki aminoasitler, peptitler, vitaminler, karbohidratlar ve mineraller
nedeniyle pek cok mikrobiyolojik calismada besiyeri katkisi olarak kullanilir.
Karbohidrat igcermesi nedeniyle karbohidratlardan asit olusturma testlerinde
kullanilmaz.

Maya ekstrakt1 tiretiminde otoliz diizeyi siirekli olarak kontrol edilir ve otolitik
aktivite 1sitma ile durdurulur. Béylelikle B kompleks vitaminleri korunmus olur.

03.04.04. Et Ekstrakt:

Et ekstrakti (et Oziitli, meat extract), genellikle yagi ve tendonlari ayrilmas,
ekstraksiyon oncesi hafifce hidrolize edilmis etten elde edilir. Karbohidrat i¢ermez.
Bu nedenle karbohidratlardan asit olusturma testlerinde kullanilabilir. Cesitli
besiyerlerinde et peptonlarinin yerini alabilir.

03.04.05. Malt Ekstrakti

Malt ekstrakti (malt o6zltii, malt extract), biralik arpanin ¢imlendirilmesi ve
kavrulmasi ile elde edilen malttan iiretilir. Basta maltoz olmak {iizere, ¢esitli
karbohidratlarin yiiksek konsantrasyonuna bagli olarak maya ve kiiflerin
gelistirilmesi i¢in kullanilir. %1,7 konsantrasyondaki ¢ozeltisi maya ve kiiflerin
gelistirilmesi i¢in uygun bir besiyeridir. Gerekirse bu ¢ozelti ¢esitli peptonlar ile
desteklenebilir ve/veya asitlendirilebilir ve/veya agar ve pepton eklenerek Malt
Extract Agar seklinde kat1 besiyeri olarak kullanilabilir.

03.04.06. Beyin ve Kalp Ekstrakti

Beyin ekstrakti (brain extract) ve kalp ekstrakti (heart extract) streptokoklar,
pneumokoklar, meningokoklar, gonokoklar vb. gibi zor gelisen (fastidious) patojen
bakterilerin gelistirilmesi i¢in Brain Heart Broth ve Brain Heart Infusion gibi
isimlerle anilan besiyerlerinin bilesimine katilir. Ayrica, ¢esitli toksin testleri i¢in
patojenlerin bu besiyerinde gelistirilmesi onerilmektedir.
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03.04.07. Agar

Besiyerlerinin kat1 hale getirilmesi i¢in en ¢ok kullanilan jellestiricidir. Cogu kez
diger agarh besiyerleri ile karistirilmamasi i¢in "agar agar" olarak anilir. Agar bir
poligalaktozid olup, "Agarophytes" olarak adlandirilan bazi kirmizi deniz
yosunlarindan (Gelidium, Eucheuma, Gracilaria, Acanthopeltis, Ahnfeltia,
Pterocladia tirleri) elde edilir. Bazi hidroksil gruplart siilfiirik asit ile
esterlestirilmistir. Mikrobiyolojik kullaniom amaciyla en iyi kalitedeki agar
Gelidium tiriinden elde edilir. Gida sanayisinde de jellestirici olarak kullanilan
agar, yeteri kadar saf olmadig1 i¢in mikrobiyolojik analizlerde kullanilamaz.

Agarin katilagtirma (jellestirme) o6zelligini bilesimindeki D-galakton saglar.
Bilesiminde ayrica inorganik tuzlar, ¢cok az miktarda protein benzeri maddeler ve
eser miktarda yag vardir. Mikrobiyolojide kullanilan agarlar 6zel olarak
saflagtirilarak antimikrobiyel maddeler ve pigmentlerden arindirilir. Bilesiminde
bulunan agaroz ve agaropektin adli iki polisakkarit, agarin etkisini belirler. Agaroz,
agarin yiiksek jellestirme ozelliginden sorumlu iken, agaropektin viskoz o6zellik
verir. Agardaki agaroz/agaropektin oran1 ham maddeye gore degisir. Agardaki
agaroz orani en ¢ok %75'e kadar ¢ikabilir. Ozel calismalarda saf agaroz kullanilir.

Agar, besiyeri bilesimine sadece jellestirici olarak katilir. Uzun ve dallanmis zincir
yapisit nedeniyle -bir kag¢ istisna disinda- mikroorganizmalar tarafindan besin
maddesi olarak kullanilamaz.

Yaklasik olarak 85-90 °C'da erir, 40-45 °C'da jellesir. Gerek erime gerek jellesme
sicakligia besiyeri pH's1 etkilidir. Besiyeri pH'sin1 etkilemez, ancak diistik pH'dan
olumsuz sekilde etkilenir. 6'dan daha diisiik pH'ya sahip besiyerlerinde genel olarak
daha fazla agar kullanilir. pH's1 5 ve daha altinda olacak ise, bu besiyeri nétral
pH'da otoklavlanir ve 45 °C'a sogutulup, gerekli miktar asit ilave edilir. Bu sekilde
hazirlanmis besiyerleri tekrar eritilirse agar jellesme 6zelligini tiimiiyle yitirir.

Agarin jellesme sicakligi literatiirde 32-39 °C olarak verilmektedir. Dokiim
sirasinda Petri kutularinin oda sicakliginda (20 °C) oldugu ve dolayisiyla Petri
kutusu ile besiyeri arasinda 1s1 degisimi olacagr dikkate almarak dokiim
sicakliginin 40—45 °C kadar olmas1 gerekir.

Besiyerine amaca gore %0,05-2 gibi genis bir sinirda ilave edilebilir. Diisiik agar
konsantrasyonlar1 (%0,05-0,3) genellikle hareketliligin belirlenmesi, mikroaerofil
karakterdeki bakterilerin gelistirilmesi gibi 6zel amaclarla kullanilir. Standart
kullanim konsantrasyonu %1-1,5'tir. Yiiksek konsantrasyonlar ise yiiksek asitli
besiyerlerinde agarin jellesme 6zelligini korumasi amaciyla kullanilir. Yukarida da
belirtildigi gibi agar yiiksek sicaklikta yiiksek asitlikten olumsuz etkilenir. Daha
yliksek agar konsantrasyonu bu olumsuzlugu gidermek icindir.

22



03.04.08. Karbohidratlar

Bazi1 besiyerlerinin bilesimine bakteriler i¢in enerji ve karbon kaynagi olarak
katilan karbohidratlarin bir baska kullanim sekli karbohidratlardan asit olusturmaya
dayali identifikasyon testleridir (bakiniz; 37.07. B6liim).

Besiyeri bilesiminde karbon kaynagi olarak en ¢ok kullanilan karbohidratlar glikoz,
laktoz ve sakkarozdur. Bunlardan glikoz pek ¢ok bakteri tarafindan kullanilabildigi
icin, daha ¢ok genel besiyeri bilesimlerinde yer alir.

Adonitol, arabinoz, dekstroz (glikoz), dulsitol, galaktoz, inositol, inulin, laktoz,
levuloz (frikktoz), maltoz, mannitol, mannoz, melezitoz, melibiyoz, nisasta, rafinoz,
ramnoz, sakkaroz (sukroz), salisin, sellobiyoz, seliiloz, sorbitol, trehaloz ve ksiloz
cesitli karbohidrat testlerinde kullanilmak itizere ¢ogunlukla sivi ya da kati
besiyerlerine katilabilmektedir.

Glikoz, laktoz sakkaroz, mannitol gibi baz1 karbohidratlar ¢esitli kat1 besiyerlerine
yine karbohidratlardan asit olusumunun izlenmesi ve buna gore koloninin 6n
identifikasyonu amaci ile katilir.

Koliform grubu bakterilerin gelistirilecegi besiyerlerinin hemen hepsinde karbon
kaynag1 olarak laktoz kullanilir. Koliformlarin analizi i¢in hazirlanmis sivi
besiyerlerinde laktozdan gaz olusumu bu grup icin belirleyicidir. Gaz ¢ikisi basit
olarak Durham tiipii ile belirlenir (bakiniz; 03.03.04. B6liim).

Nisasta kullanimi (hidrolizi) bazi bakteriler icin tipik oldugundan cesitli 6zel
besiyerlerinin bilesimine katilir.

Genel olarak karbohidratlarin ¢6zelti halinde filtrasyon ile sterilize edilmesi
onerilir. Cesitli besiyerlerinin bilesimine katilan glikoz, laktoz, sakkaroz gibi
sekerler besiyeri ile birlikte otoklavda da sterilize edilebilir.

03.04.09. Tuz

Aksine bir belirtme yoksa "tuz" denilince sodyum kloriir anlasilir. Cogu besiyerinin
bilesimine izotonik bir ortam olusturmak i¢in katilir. %0,85 NaCl, serum fizyolojik
ad1 ile seyreltme ¢ozeltisi olarak yaygin olarak kullanilir. Klinik birimlerde bu ad
ile bilinen ¢ozelti de budur ve insan viicudu i¢in de ayni sekilde izotonik denge
olusturur.

Tuza dayanikli (halotolerant) ve tuz seven (halofil) bakterilerin selektif izolasyonu
i¢in yiiksek konsantrasyonlarda 6zel besiyerlerinin bilesimine katilir.

23



03.04.10. Tampon Maddeler

Mikroorganizmalar genel olarak notr ve nétre yakin pH'larda iyi gelisir. Bazi
mikroorganizmalar alkali pH'lar1 yeglerken (6rnegin Rhizobium bakterileri),
bazilar1 (6rnegin mayalar, kiifler, asidofilik bakteriler) asidik ortamlar1 severler.

Bir besiyerinde elden geldigince ¢ok sayida mikroorganizma gelistirilmesi
isteniyorsa pH nétre yakin degerde olmalidir. Tersine olarak gelistirilmesi istenen
mikroorganizma yiiksek asitlige veya yiiksek alkalilige direngli ise, besiyeri pH's1
bu mikroorganizmanin gelisebilecegi pH'ya ayarlanmalidir.

Asitlik/alkalilik, besiyerlerine selektivite kazandirmak amaciyla, ¢cok kolay ve
dolayistyla ¢ok yaygin olarak kullanilan bir faktordiir. Ornegin maya ve kiiflerin,
asidofilik bakterilerin gelistirilecegi ortamlarda pH diisiiriilerek pek ¢ok bakterinin
gelismesi kayda deger 6l¢iide baskilanir.

Metabolizmaya bagli olarak besiyeri pH'sinda degismeler meydana gelir. Sadece
pepton olan ortamda gelistirilen bakteriler pH'y1 yiikseltir. Buna karsin bilesiminde
pepton yaninda karbohidrat da olan besiyerinde karbohidrat titkkenmedigi siirece pH
diiser. Baz1 caligmalarda inkiibasyon sirasinda pH'min degismesi, gelistirilmesi
istenen mikroorganizmaya zarar verecegli ic¢in istenmez. pH degisiminin
minimumda tutulmas1 amactyla besiyerine ¢esitli tampon maddeler ilave edilir.

Biiytik 6lgekli endiistriyel tiretimlerde pH stabilitesi tampon eklenerek degil, belirli
pH araliginda tutmak tizere "pH-stat" denilen sistemlerle disaridan asit ya da baz
ilavesi ile yapilir.

Tampon (buffer) olarak en ¢ok kullanilan maddeler, fosfatlar (K,HPO,, KH,PO,,
Na,HPO,, B gliserofosfat), karbonatlar, asetatlar ve sitratlardir. Basit olarak, Skim
Milk besiyerine 1 g/10 mL kalsiyum karbonat ilavesi ile laktik asit bakterilerinin
olusturdugu asitlik kayda deger 6l¢iide tamponlanir.

Cizelge 01'de 4,8-8,0 arasinda tampon ¢6zelti hazirlamak i¢in kullanilan tamponlar
gosterilmistir. Buna gore;

Cozelti "A": 0,067 M KH,PO, (9,073 g/L KH,PO,)
Cozelti "B": 0,067 M Na,HPO, (11,866 g/L Na,HPO,).

Ornek: pH's1 5,90 olan tampon ¢6zelti hazirlanmak isteniyorsa, ¢izelgeden 5,90'm
karsilig1 olarak 9,80 mL bulunur. Bu miktar "B" ¢6zeltisinin (Na,HPO,) {izerine
100 mL'ye tamamlayacak sekilde 90,20 mL "A" c¢ozeltisi (KH,PO,) eklenir.
Besiyeri bilesimine giren maddeler tartilir, su yerine bu ¢ozelti kullanildiginda
besiyeri pH's1 5,90'a tamponlanmis olur.
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Hazirlanan tampon ¢6zeltisinin giivenilir olmast icin, "B" ¢ozeltisi {izerine "A"
cozeltisi ekleme isleminin pH metre kontrolii ile yapilmasi1 6nerilir.

Cizelge 01. Tampon ¢ozelti hazirlamak i¢in "B" ¢ozeltisinden alinacak miktar (mL)

pH "B" pH HBH pH "B" pH HB” pH "B" pH HBH

4,80 0,35 |5,40 3,00 |6,00 12,1 |6,60 37,1 |7,20 72,6 |7,80 93,6
4,90 0,60 550 390 |6,10 15,0 |6,70 43,0 |7,30 77,7 | 7,90 95,5
5,00 0,95 5,60 4,90 [6,20 184 6,80 49,2 [7,40 81,8 | 8,00 96,9
5,10 1,35 |5,70 6,20 |6,30 22,1 [6,90 55,2 [7,50 85,2
5,20 1,80 |5,80 7,90 [6,40 264 |[7,00 61,2 |7,60 88,5
5,30 2,30 [5,90 9,80 [6,50 31,3 |7,10 67,0 |7,70 91,2

": Kaynak: www.kimyaevi.org. Bu ¢izelge, 2. desimali de gdsteren sekilde bu sitede vardir.

03.04.11. pH Indikatorleri

Mikrobiyel metabolizma sonunda bazi besiyeri bilesenlerinden cesitli asit veya
alkali tirtinler meydana gelir. pH'daki degisme en kolay olarak pH indikatorleri ile
belirlenir ve bunlarin renk degisimine bagli reaksiyonlar o besiyerinde gelisen
mikroorganizmalar i¢in 6nemli gostergeler olur.

Asagida, besiyeri bilesimlerinde yaygin olarak kullanilan pH indikatorleri ve pH'ya
bagli renkler verilmistir.

Cizelge 02. pH Indikatorleri ve Renk Degisim Sinirlari

Indikator Asit pH / renk Alkali pH / renk
Fenol blue 3,0/ san 4.9 / mavi
Fenol red 6,8 / sar1 8,4 / kirmizi
Bromocresol green 3,8 / sar1 5,4 / mavi
Bromocresol purple 5,2 / sar1 6,3 / menekse
Bromothymol blue 6,0 / sar1 7,6 / mavi
Cresol red 7,2 / san 8,8 / kirmizi
Litmus 5,6 / kirmizi 8,3 / mavi
Metil red 4.4 / kirmizi 6,2 / sar1
Neutral red 6,8 / kirmizi 8,0 / sar1
Rosalic acid 6,8 / sar1 8,2 / kirmizi

Bunlara ek olarak kimyasal analizlerde kullanilan pek ¢ok pH indikatorii
bulunmakla birlikte, besiyeri bilesimine girenler smrhdir. Indikatér, ncelikle
gelistirilmesi istenen mikroorganizmaya zarar vermemelidir. Ayrica besiyerinde
stabilite, hedef pH'larda kesin renk dontisimii vb. 6zellikleri de olmalidir.
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03.04.12. Redoks Indikatorleri

En yaygin olarak kullanilan redoks indikatérii TTC (2,3,5 Triphenyl-tetrazolium
chloride)'dir. Enterokoklarin selektif gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilir ve
buna bagli olarak besiyeri bilesimlerinde yer alir.

Enterokoklar TTC'yi indirgeyerek kirmizi renkli bir bilesige (formazon)
dontstiiriir. Bu sekilde besiyerinde olusan kirmizi renkli kolonilerin enterokok
oldugu anlasilir.

Resazurin, yaygin olarak kullanilan bir diger redoks indikatoriidiir. Cig siitlerde
metabolizmaya dayali bir sayim yonteminde kullanilmasina karsin, siitte
antibiyotik ya da gelismeyi engelleyici bir madde bulunmasi halinde dogru sonug
alinamaz. Bu konuda 07.05. Boliimde ayrintil1 bilgi verilmistir.

03.04.13. Diger indikatorler

Mikrobiyel metabolizmaya bagli olarak bazi kimyasallarin cesitli reaksiyonlar
sonucu olusturduklar1 belirli {irtinlerin saptanmasi, bu besiyerlerinde gelisen
mikroorganizmalarin 6n identifikasyonunda kullanilir. Bu tip reaksiyonlarda
kullanilan indikator 6rnekleri asagida verilmistir.

-MUG (4-Methylumbelliferyl-B-Glucuronide): E. coli taniminda son yillarda en
yaygin olarak kullanilan bir bilesiktir. E. coli 'deki B-D-Glucuronidase (MUGase)
enzimi MUG'u uzun dalga boylu (366 nm) UV ile floresan 1s1ma veren bir bilesige
(methylumbelliferone) parcalar. MUG hakkinda 14. Boliimde ayrintili bilgi
verilmistir. Floresan 1s1ma, los bir ortamda belirgin bir sekilde goriiliir.

-MUP (methylumbelliferyl-phosphate): CI. perfringens i¢in karakteristik olan asit
fosfataz enzimi MUP'u yine uzun dalga boylu UV ile floresan 1s1ma veren bir
bilesige (methylumbelliferone) parcalar.

-Kan: Aksine bir uyar1 yoksa besiyeri bilesimine giren "defibrine koyun kani"dir.
Hemoliz reaksiyonunun belirlenmesi i¢in kullanilir. Hemoliz reaksiyonlar1 37.13.
ve kan hakkinda bilgi 40.06. Boliimde verilmistir. Gida mikrobiyolojisinde
Listeria tamimlanmasinda yaygin olarak kullanilir.

-Jelatin ve kazein: Bunlar, proteolitik bakterilerin belirlenmesi amaciyla besiyeri
blinyesine katilir. Jelatin kullanilan yontemde inkiibasyon sonrasi sogutulan
besiyerinin katilagsmamasi jelatinin hidrolize edildigini gosterir. Kazein kullanilan
yontemde ise proteolitik bakteri kolonileri etrafinda proteolize bagh olarak berrak
zonlar meydana gelir.
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-Lesitin: Yumurta sarist ve soya fasulyesinde bulunan lesitin, c¢esitli
bakterilerdeki lesitinaz enzim aktivitesi sonunda pargalanir ve lesitin katilmis kati
besiyerinde koloni etrafinda berrak zonlar goriilir. Gida mikrobiyolojisinde
Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus besiyerlerinin bilesiminde yer alir.

-Kromojenik substratlar: Kati besiyerinde seker ve pH indikatoriine bagli selektif
1zolasyon sistemi yerine, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl, 5-bromo-6-chloro-3-indolyl
ya da 6-chloro-3-indolyl gibi indolil tiirevleri olan kromojenik substratlarin
kullanimi1 giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Bu sistemin prensibi,
kromojenik substratin hedef bakteri ya da bakteri grubu i¢in 6zgiin olan enzim ile
seker ve kromojene pargalanmasi, oksijen varliginda sivi besiyerinin ya da kati
besiyerindeki koloninin renk degistirmesidir. Klasik pH indikatoriinden farkli
olarak bu sistemde koloni etrafinda zon olusmaz, dogrudan koloni rengi degisir ve
bu degisim pH'dan etkilenmez.

-Tributirin: Lipolitik aktivitenin belirlenmesi i¢in kullanilir. Lipolitik bakteri
kolonileri etrafinda lipoliz sonunda berrak zonlar olusur.

03.04.14. inhibitorler

Selektif besiyeri bilesimlerinde, istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini
baskilayan ¢esitli inhibitér maddeler kullanilir. Inhibitér maddelerin etki sekilleri
cok farklidir ve giicleri konsantrasyonlarina baglhdir.

Bir yaklagima gore her maddenin yiiksek konsantrasyonlarda inhibisyon etkisi
vardir. Ornegin, pek cok besiyerine ozmotik basing saglamak icin katilan NaCl,
yliksek konsantrasyonlarda pek cok mikroorganizmanin gelisimini engeller.
Mikroorganizma i¢in C kaynagi olarak kullanilan glikoz, %50 konsantrasyonda
ozmofilik/ozmotolerant mayalarin gelisimine 1zin verirken, diger tiim bakteri, maya
ve kiiflerin gelisimini inhibe eden bir etki gosterir.

Besiyerlerinde inhibitoér olarak kullanilan maddeler genel ve selektif inhibitorler
olarak kabaca ikiye ayrilabilir. Genel inhibitérler daha genis bir spektrumda
istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini engellerken, selektif inhibitorler belirli
mikroorganizmalarin gelisimini etkiler.

Inhibitor etki, yukarida belirtildigi gibi éncelikle konsantrasyona baglidir. Bunun
disinda mikroorganizma cinsi ve hatta tiirii ile serotipi inhibisyonda 6nemlidir.
Ornegin, E. coli O157:H7 serotipi diger E. coli 'ler ve refakatci floraya oranla
sefiksim—tellurit kombinasyonuna kayda deger ol¢iide direng gosterir. Belirli bir
madde (6rnegin tellurit), baz1 bakteriler i¢in inhibitor etki yaparken, bazi bakteriler
telluriti metalik tellura indirger, sonugta gri—siyah renkli koloni olusumu stafilokok
ve mikrokoklar i¢in tipik bir morfolojik gostergedir.
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Inhibitér olarak kullanilan maddenin gorevi, istenmeyen mikroorganizmalarin
gelismesini 6nlemek iken, gelismesi istenen mikroorganizma ig¢in inhibitor etki
yapmamas1 gerekir. Sadece belirli bir tiirtin disindaki tiim mikroorganizmalarin
gelisimini etkileyen inhibitor madde kullanimi olduk¢a enderdir. Ornegin,
Cetrimide (cetyltrimethylammonium bromide) Pseudomonas aeruginosa disinda
pek cok refakatei floray1 inhibe ettigi icin Pseudomonas besiyerlerinin bilesiminde
yer alir. Besiyerinde tek inhibitor yerine, birden fazla inhibitor de kullanilabilir.

Inhibitér olarak kullanilan tiim maddelerin hangi mikroorganizmalar i¢in hangi
konsantrasyonda ve hangi mekanizma ile inhibisyon etki sagladigini listelemek ¢ok
giictiir ve bu kitabin konu kapsami disindadir. Bununla beraber, en ¢ok kullanilan
inhibitorler hakkinda asagida kisaca bilgi verilmistir:

-Boyalar: Metakrom saris1 (metachrome yellow) Proteus kolonilerinin
yayilmasini, eosin Y ve metilen mavisi (methylen blue) Gram pozitif bakterilerin
gelisimini, malahit yesili Pseudomonas aeruginosa disindaki pek ¢ok refakatci
floranin gelisimini baskilar.

-Sodyum azid: Gram negatif bakterilerin gelisimini engeller.
-Safra tuzlar1 (Bile salts, Ox bile): Gram pozitif bakterilerin gelisimini engeller.

-Antibiyotikler: Genellikle bakterileri engellemek ic¢in genis spektrumlu olarak
kiif gelistirme besiyerlerinde ya da refakatci bakteriyel florayr inhibe etmek ic¢in
dar spektrumlu olarak kullanilirlar. Ornegin, Bacillus cereus refakatci floraya gére
Polimiksin B siilfattan daha az etkilendigi i¢in, bu bakteri ile ilgili ¢alismalarda
besiyeri bilesimine katilir. Benzer sekilde E. coli O157:H7 serotipi ile ilgili
caligmalarda sefiksim yaygin olarak kullanilir.

-Deoksi¢olat (Deoxycholate): Gram pozitif bakterileri, kismen koliformlar1 ve
zay1f olarak Shigella 'y1 engeller. Salmonella besiyerlerinin ¢ogunda bulunur.

Ayrica, selenit, tetratiyonat, bizmut, lauryl siilfat, yiiksek konsantrasyonda asetat
vb. maddeler ¢esitli besiyerlerinde inhibitor madde olarak kullanilir.

03.04.15. Diger Maddeler

Besiyerlerine cesitli amaglarla katilan ve yukaridaki gruplara girmeyen daha pek
cok madde vardir. Bunlardan bazilar1 asagida kisaca 6zetlenmistir:

-Inaktivatérler: Lesitin, sistein, Tween 20, Tween 80 gibi maddeler basta ilag ve

kozmetik endiistrisinde ham madde, ara {iirlin ve son irlinlerindeki c¢esitli
antimikrobiyel maddeleri inaktive ederek bu gibi iriinlerde bulunmasi olasi
mikroorganizmalarin belirlenmesini saglarlar.
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-Stimiilatorler (Gelismeyi tesvik ediciler): Analiz edilen Ornekte gelismesi
istenen mikroorganizmay1 tesvik etmek amaciyla besiyeri bilesimine c¢esitli
maddeler katilabilir. Bunlar arasinda vitaminler, glisin, piruvat, Tween 80 ve
cesitli elementler ilk akla gelenlerdir.

-Ozel besin maddeleri: Besiyerleri icinde gelismesi istenen mikroorganizmanin
kullanabilecegi, digerleri i¢in besin maddesi olarak yararlanilamayacak cesitli
maddeler yer alabilir. Bunlara en tipik 6rnek azot kaynagi olarak nitrat (NOs)
kullanilmasidir. Ozel besin maddeleri olarak nisasta ve glutamat da kullanabilir.

-Indirgeyiciler: Anaerobik ortam olusturmak icin ¢esitli maddeler kullanilir.
Bunlar arasinda ilk akla gelen thioglycollate'tir.

-Dogal ortam olusturanlar: Baz1 bakterilerin gelismesini tesvik etmek i¢in onlarin
dogal olarak bulunduklari ortamlar besiyerine katilir. Ornegin, siitte bulunan
bakteriler i¢in siit tozu, deniz baliklarindaki bakteriler i¢in deniz suyu besiyeri
bilesiminde yer alir.

-Identifikasyon amaciyla kullanilan bilesikler: Yukarida ilgili boliimlerde
identifikasyon amaciyla cesitli kimyasallarin besiyerleri biinyesinde yer aldigina
deginilmistir. Bunlarin disinda pek cok kimyasal madde c¢esitli fizyolojik ve
biyokimyasal testlerde kullanilmak tizere besiyerlerinin biinyesinde yer almaktadir.
Ure, KCN, cesitli aminoasitler (lisin, arjinin, ornithin vb.) identifikasyon amaci ile
besiyeri bilesimine giren maddelerin tipik drnekleridir.

-Anorganikler: Mikroorganizmalar beslenme i¢in ¢esitli anorganik maddelere de
gerek duyar. Cesitli makro ve iz (mikro) elementler -basta peptonlar ve ekstraktlar
olmak tizere- ¢esitli besin maddelerinin bilesiminde yeterli miktarlarda bulunmakla
birlikte, bu maddeler baz1 besiyerlerine mikrobiyel gelismenin saglanmasi i¢in
katilmaktadir.

03.05. Besiyeri Cesitleri

Besiyerleri, birbirinden farkli mantiklar altinda gruplandirilabilir. Ornegin
besiyerleri, fiziksel 6zelliklerine gore sivi ve kati olmak tizere iki gruba ayrilirken,
bir baska bakis agis1 ile kaynagina gore bitkisel, hayvansal, sentetik, tiirev, karisik
vb. sekillerde de siniflandirilabilirler.

Besiyerlerinin kullanim amacina gore siniflandirilmasi ise bir anlamda besiyeri
bilesimleri ile dogrudan ilgilidir ve smiflandirmada en yaygin olarak kullanilan
uygulamadir. Kullanim amacina gore siniflandirilmalarinda da farkli yaklasimlar
vardir. Kimi arastirict ve kullaniciya gore belirli bir grupta yer alan bir besiyeri, bir
digerlerine goére baska bir grupta simiflandirilmaktadir. Asagida, "Kanli Agar"
besiyeri bu konuda tipik bir 6rnek verilmistir.
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Bu kitapta besiyerleri, kullanim amacina goére en cok kabul goren simiflandirma
sekline gore gruplandirilmistir. Bu smiflama seklinde besiyerleri oncelikle "genel
besiyerleri" ve "6zel besiyerleri" olarak iki ana gruba ayrilmaktadir. Ozel
besiyerleri ise kendi i¢inde farkli alt gruplar altinda degerlendirilir.

Bir yaklagima gore genel besiyerleri disinda kalan tiim besiyerleri "6zel
besiyerleri" grubuna girer.

03.05.01. Genel Besiyerleri

Herhangi bir inhibitér madde icermeyen, besin maddelerince yeterli veya zengin,
herhangi bir mikroorganizma grubunun gelismesini 6zel olarak desteklemeyen,
bazi zor gelisenlerin de dahil oldugu cok sayida mikroorganizmanin gelismesini
saglayan besiyerleridir.

Bu grupta degerlendirilen besiyerleri genel olarak bakteriler i¢in kullanilir.
Bununla beraber, bu besiyerlerinde maya ve kiifler de gelisebilir. Benzer sekilde E.
coli fajlar ile 1lgili bir ¢alismada genel nitelikli bir besiyeri kullanilabilir.

Genel besiyerleri baslica toplam mezofil aerob bakteri sayimi, toplam psikrofil
aerob bakteri sayimi, bozulma ya da hastalik etmeninin 6n izolasyonu gibi amaglar
icin kullanilir. Buna gore;

-Basta gida maddeleri olmak iizere pek ¢ok drnekte "toplam mezofil aerob bakteri
sayis1" 1ile "toplam psikrofil aerob bakteri sayisi" tayinleri 6nemli kalite
kriterleridir. Toplam mezofil aerob bakteri sayisindan kasit 28-30 °C'da (kimi
kaynaklara ve amaca gére 35-37 °C'da) gelisebilen aerob bakterilerin sayisidir.

-Giinliik kullanimdaki bakterilerin aktiflestirilmesi, basit olarak korunmasi vb.
amaglarla da genel besiyerleri yaygin olarak kullanilir.

-Nedeni hakkinda bir 6n fikir edinilemeyen bozulma ya da hastalik etmeninin
izolasyonu icin de genel besiyeri kullanilir. Burada amag, etmenin her ne olursa
olsun oncelikle izole edilmesidir ve genel bir besiyeri kullanmak bir anlamda
zorunludur. Etmenin, zor gelisen bir mikroorganizma olabilecegi varsayimi ile bu
tip izolasyonlarda bunlarin gelisebilecegi zenginlestirilmis besiyerleri kullanmak
daha dogru olur.

Ttim bakterilerin gelistirilebilecegi nitelikte bir besiyeri yoktur. Genel besiyerleri
zor gelisen bakterilerin sadece bir boliimiiniin gelismesini saglayabilir. Klinik
mikrobiyolojide farkli gruplardaki zor gelisen bakteriler i¢in genel besiyerlerine
basta kan olmak iizere katkilar ilave edilerek zenginlestirmeler yapilmaktadir. Gida
mikrobiyolojisinde bu tip uygulamalara genellikle gerek duyulmaz.
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Genel besiyerleri, inkiibasyon kosullarmmin degistirilmesi 1ile psikrofillerin,
termofillerin, mikroaerofillerin, aerotolerantlarin ve 6zel inkiibasyon kosullarinin
saglanmasi ile kismen anaeroblarin gelistirilmesinde de kullanilir.

Gida mikrobiyolojisi agisindan ele alindiginda, Plate Count Agar, Nutrient Agar ve
Nutrient Broth, CASO (Tryptic Soy) Agar ve CASO (Tryptic Soy) Broth en sik
kullanilan genel besiyerleri icinde yer alirlar.

Ayrica, Brain—Heart (Infusion) Broth ve Brain—Heart Agar ile Tamponlanmis
Peptonlu Su da genel besiyeri olarak degerlendirilir. Kanli Agar ise, basit bilesimli
bir genel besiyerine kan ilavesi ile hazirlanir.

Kanli agar iizerinde bir diger yaklasim, besiyerlerinin kullanim amacina gore farkli
gruplarda degerlendirebilecegini gosterir. Kanli agar, klinik mikrobiyolojide
standart genel besiyerlerinde gelisemeyen "zor gelisen" bakterilerin izolasyonu i¢in
kullanildiginda "zenginlestirilmis genel besiyeri" olarak degerlendirilir. Gida
mikrobiyolojisinde elde edilen bir izolatin hemoliz reaksiyonunun belirlenmesi
amaci ile kullanildiginda ise identifikasyon besiyeridir. Bir klinik 6rnekten sadece
3 hemoliz yapan bakterilerin izolasyonu i¢in kullaniliyorsa bu kez diferansiyel
besiyeri olarak degerlendirilir.

03.05.02. Selektif Besiyerleri

Selektif besiyerleri, karisik bir mikrobiyel floradan gelismesi istenmeyenleri
olabildigince fazla baskilamak, ancak gelismesi istenenler icin -tersine olarak-
minimum diizeyde olumsuz etki yapmak tizere formiilize edilir. Bu amagla
genellikle ¢esitli inhibitér maddeler kullanilir.

Inhibitérlerin konsantrasyonu ile baskilanmasi hedeflenen mikroorganizmalarin
cins ve tiirlerine gore degismek tizere, selektif besiyerleri bunlar i¢in zayif, orta
veya yiiksek selektivite gosterir.

Yiiksek selektivite gosteren besiyerleri, tek cins ya da tiirde mikroorganizma
gelismesine izin vereceginden bu besiyerleri selektif izolasyon, selektif sayim ve
hatta 6n identifikasyon amaglari ile kullanilabilir.

Bununla birlikte, sadece bir tiir mikroorganizmanin gelisebilecegi selektivitede
besiyeri 6rnegi cok azdir. Bu gibi 6rnekler, gelismesi istenen mikroorganizmanin
belirli bir inhibitore asir1 direng gostermesi ile ilgilidir.

Ozmofil mayalar ve halofil bakterilerin analizi i¢in gelistirilen besiyerleri bunlarin
tipik 6rnekleridir. Cetrimide Agar ise olduk¢a ender 6rneklerden birisidir.
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Bir besiyerine selektivite kazandirilmasi sadece inhibitér madde ilavesi ile
yapilmaz. Gelistirilmesi istenilen mikroorganizmanin kullanabilecegi, ancak
refakatci mikroflora tarafindan kullanilamayan besin maddeleri besiyerine karbon
ve azot kayna@i olarak verilerek de selektivite saglanabilir. Ornegin, gida
sanayisinde Pseudomonas aranmasi i¢in kullanilan GSP Agar besiyerinde glutamat
ve nisastadan baska besin maddesi yoktur.

Nisasta ve glutamat Pseudomonas ve Aeromonas tiirleri tarafindan besin maddesi
olarak kullanilirken, gida maddeleri, atik sular ve gida endiistrisi ekipmaninda bu
bakteriler ile birlikte bulunan refakat¢i mikroflora bu maddeleri metabolize
edemedigi i¢cin gelisemez. Bu maddeleri ¢ok kisithi olarak kullanabilenler ithmal
edilebilecek kadar kii¢iik koloni olustururlar.

Selektif besiyeri hazirlamak ve kullanmak; inhibitoérlerin gelismesi istenen
mikroorganizmaya az da olsa bir miktar zarar verebilmesi, inhibitor kullanimi ile
refakatci flora inhibisyonun her zaman miimkiin olmamasi, bazi inhibitorlerin insan
sagligina zararli olmasi vb. nedenlerle her zaman istenilen sonucu vermemektedir.

Mikrobiyolojide besiyeri olarak selektif ortamlar yerine diferansiyel besiyerlerinin
hazirlanmasi ve kullanilmasi ile cogu kez tatmin edici sonuglar alinmaktadir.

03.05.03. Diferansiyel (Ayirt Edici, Fark Ettirici) Besiyerleri

Diferansiyel besiyerlerinde gelismesi istenen mikroorganizma yaninda diger
mikroorganizmalar da gelisebilir. Ancak basta koloni morfolojisi olmak {izere
cesitli farkliliklar ile hedef mikroorganizma digerlerinden ayrilir. Bu tanimlamaya
gore diferansiyel besiyerleri, zayif ve orta giicte selektivite gosteren selektif
besiyerlerinin modifikasyonu olarak nitelendirilebilir.

Ayirt edici koloni 6zelligi, ¢esitli pH indikatorleri, boya maddeleri, indirgeyiciler,
diger indikatorler vb. maddelerin besiyerine ilavesi ile yapilir. Pek ¢ok
mikroorganizma belirli bir karbohidrati kullanirken asit olusturur ve bu asitlik pH
indikatorii ile kolayca belirlenebilir. Ayrica mikroorganizmanin jelatinaz, lipaz,
lesitinaz vb. enzim aktiviteleri besiyerinde olusan berrak zonlar ile belirlenebilir.

Bu besiyerleri sivi ya da kat1 olabilir. Katilardan koloni izolasyonu miimkiindiir,
ancak.s1v1 besiyerinde sadece hedef mikroorganizmanin var/yok oldugu anlasilir.

Ornegin, koliform grup bakteriler i¢in laktozdan gaz olusturulmasi tipik bir ayirt
edici ozelliktir ve gaz olusumu Durham tiipleri kullanilarak belirlenir. Gaz goriilen
tiipte koliform grup bakteri oldugu kesindir. Ancak, diger bazi bakteriler
besiyerinde gaz olusturmadan gelisebilir (bakiniz 03.03.04. B6lim).
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Diferansiyel besiyerinde gelisen mikroorganizmalarin ayrimi koloni morfolojisi,
enzimatik aktivitelerin belirlenmesi, gaz olusumunun izlenmesi vb. ¢iplak gozle
yapilabilecegi gibi, floresansa dayali olarak kolayca yapilabilmektedir.

Diferansiyel besiyerleri sadece selektif besiyerlerinin bir modifikasyonu degildir.
Cesitli genel besiyerlerine ilave edilen 6zel bazi katkilar bu besiyerlerine
diferansiyel bir nitelik kazandirabilir.

Hemoliz reaksiyonlar1 i¢in kullanilan kanli agar besiyeri bunun en tipik 6rnegidir.
EC Broth'a MUG ilave edilerek hazirlanan bir besiyerinde, fekal koliform
bakteriler yaninda E. coli analizi de floresan testi ile yapilabilir.

Diferansiyel besiyerleri, amaca gore selektif izolasyon, selektif sayim ve on
identifikasyon amaglari ile kullanilmaktadir.

03.05.04. Zenginlestirme Besiyerleri

Karisik bir mikroflora i¢cinde hedeflenen bir mikroorganizmayi gelistirmek, sayisini
artirmak, hiicrede olas1 hasarlarin giderilmesini saglamak vb. amaglarla kullanilan
zenginlestirme besiyerleri, 6n zenginlestirme besiyerleri ve selektif zenginlestirme
besiyerleri olarak 2 alt gruba ayrilir.

On zenginlestirme besiyerleri genel olarak hasar gérmiis (yaralanmus, stres altinda)
mikroorganizmalarin aktivitelerini kazanmalar1 i¢in kullanilan, bilesiminde
inhibitér icermeyen, dolayisi ile aktivite kazanmasi istenen mikroorganizma
yaninda refakat¢i mikrofloranin da gelismesini saglayan sivi besiyerleridir. Buna
gore "0zel amagla kullanilan genel besiyerleri" olarak da nitelendirilebilirler.

Bu besiyerlerine en tipik oOrnek, gidalarda Salmonella aranmasina yonelik
caligmalarin ilk asamasi olan 6n zenginlestirmede kullanilan "Tamponlanmis
Peptonlu Su" besiyeridir. Bilesimi 10 g/L et peptonu, 5 g/L NaCl ve 10 g/L fosfat
tampon olan bu besiyerinde Salmonella yaninda ortamdaki diger bakteriler de
kolaylikla ve 1y1 bir sekilde gelisebilir.

Selektif zenginlestirme besiyerleri ise ©0zel amagla kullanilan selektif sivi
besiyerleridir. Bunlara en tipik Ornekler Listeria ve Salmonella aranmasinda
kullanilan besiyerleridir.

Selektif zenginlestirme asamasinda karigik kiiltiir olarak bulunan bakterilerden

gelismesi istenmeyenler, ¢esitli selektif inhibitorlerin kullanimi ile kismen ya da
tiimiiyle engellenir.
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Selektif zenginlestirme asamasini genellikle selektif bir kati besiyerine siirme
yapilarak aranan bakterinin selektif izolasyonu asamasi izler. Buna gore selektif
zenginlestirmenin amaci, selektif izolasyonda basar1 sansini artirmak i¢in aranan
bakterinin karisik kiiltiir icindeki sayisin1 artirmaktir.

Selektif zenginlestirme asamasi, her zaman 6n zenginlestirme asamasini izlemez.
Hedef bakteri ve analiz edilecek ornege gore dogrudan selektif zenginlestirme ile
de analize baslanabilir. Ornegin, E. coli O157:H7 analizi dogrudan selektif
zenginlestirme ile baslarken, Listeria analizinde ise yar1 selektif zenginlestirme ve
selektif zenginlestirme seklinde bir uygulama vardir.

Klinik mikrobiyolojide ise Salmonella kuskusu duyulan diski 6rnegi selektif
zenginlestirme asamasina alinmakta, hatta gerekirse bu asama bile gecilip, selektif
kat1 besiyerine slirme yapilmaktadir. Bu uygulamanin nedeni, tiim zenginlestirme
asamalarinin bagirsakta bitmis olmasidir. Diger bir deyisle, diskida aktif ve yiiksek
sayida Salmonella varsa bunu zenginlestirmeye gerek yoktur.

03.05.05. identifikasyon Besiyerleri

Selektif ve diferansiyel besiyerlerinin 6n identifikasyonda kullanilabilecegine
yukarida deginilmistir.

Tam selektif bir besiyerinde gelisen bir mikroorganizmanin identifikasyonu cins ve
hatta tiir bazinda tamamlanabilir. Diferansiyel besiyerlerinde de ayni durum
gecerlidir. MUG igeren bir selektif kat1 besiyerinde floresan veren koloni E. coli
olarak degerlendirilir.

Bir mikroorganizma izolatinin tanimlanmasi i¢in halen en ¢ok kullanilan testler
biyokimyasal nitelikli olanlardir. Identifikasyon besiyerleri, mikroorganizmanin
belirli bir besin maddesini (6rnegin, laktoz) kullanip kullanmadiginin saptanmasi,
belirli bir besin maddesinden metabolizma sonunda tayin edilebilecek metabolitleri
(6rnegin, triptofandan indol) olusturup olusturmadiginin belirlenmesi vb. amaclar
ile kullanilir. Bakterinin hareketli olup olmadiginin saptanmasi amaciyla kullanilan
yari1 kat1 besiyerleri de bu gruba dahil edilmektedir. Yar1 kat1 olarak Nutrient Agar
gibi genel besiyeri ya da SIM Medium gibi kombine bir besiyeri kullanilabilir.

Bir besiyerinde birden ¢cok mikrobiyolojik tanimlama testi ayni anda beraberce
yapilabilir. Bunun en tipik 6rnegi Salmonella analizinde yaygin olarak Triple Sugar
Iron Agardir. Yatik agar olarak tiiplerde hazirlanan bu besiyerinde tek ekim ile
glikoz, laktoz ve sakkarozdan asit olusturma, glikozdan gaz olusturma ve H,S
olusturma testleri yapilmaktadir. Bu gibi identifikasyon amacli ve birden ¢ok test
uygulananlar "kombine besiyeri" olarak adlandirilir.
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03.05.06. Digerleri

Agar disk difiizyonu ile yapilan antimikrobiyel duyarlilik ve minimal inhibisyon
konsantrasyonu testleri, vitamin ve aminoasitlerin mikrobiyel yolla belirlenmesi,
saf kiltiirlerin korunmasi (koleksiyonu), tasinmasi gibi 6zel amaglara yonelik
olarak kullanilan ¢esitli besiyerleri de vardir.

Endiistriyel tiretimde kullanilan besiyerleri ise olduke¢a farkli bir gruptur. Bunlarin
disinda istenilen formiilde "siparis {izerine" iiretilen besiyerleri de vardir. Bunlar
talebe gore dehidre, sivi, sisede ya da Petri kutusuna dokiilmiis sekilde
hazirlanabilmektedir.

03.06. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Laboratuvarlarda kullanilan pek ¢ok besiyeri, dehidre formdan hazirlanir. Bu
amagcla, gereken miktar dehidre besiyeri tartilip, lizerine damitik su eklenir ve
gerekli ise baska kaplara (6rnegin tiiplere) dagitilip, sterilize edilir. Bazi
besiyerlerinin formiilden hazirlanmasi gerektigi gibi, selektif besiyerlerinin bir
kismina sterilizasyon sonrasinda ¢esitli katkilar ilave edilir. Besiyerlerinin bir kismi
otoklavda, bir kismi1 sadece kaynatilarak sterilize edilir.

Bir diger deyis ile, kullanilan besiyerlerine gore degismek iizere bunlarin
hazirlanma sekillerinde kayda deger oOlgiide farklar vardir. Hatta bazen aym
besiyerinin 2 farkli ticari markasi arasinda bile hazirlanma farki goriilebilmektedir.
ISO gibi uluslararast bir kurulusta yapilan talimat degisikligi, besiyeri formiiliine
ve dolayisi ile hazirlanis sekline de yansimaktadir. Bu gibi nedenlerle ayni1 marka
kullaniliyor olsa da, besiyeri ambalaji tizerindeki bilgiler her zaman ¢ok dikkatlice
okunmalidir.

Her besiyeri kutusunda, katalogunda ya da prospektiisiinde, o besiyerinin nasil
hazirlanmas1 gerektigi son derece basit ve 40-50 sozciikle Ingilizce olarak
yazmaktadir. Cogunda Ingilizce'ye ek olarak Almanca, Fransizca, Italyanca vb.
dillerde de agiklamalar bulunur.

Asagida besiyeri kutularinda ve kataloglarinda gegen bazi Ingilizce sézciik ve
terimlerin Tirkge karsiliklar1 gosterilmistir. Bu kitabin 4. ana boliimiinde gida
mikrobiyolojisini ilgilendiren besiyerlerinin biiyiik c¢ogunlugunun hazirlama
sekilleri ayrintili olarak verilmistir.

Gerek kutu {iizerinde yabanci dilde yazan hazirlama bilgileri gerek 1ilgili
talimatlarda kuskuya diisiiliir ise derhal bir iist yetkiliye danisilmalidir.
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Cizelge 03. Besiyeri hazirlamada yaygm olarak kullanilan Ingilizce sozciik ve

terimlerin Turkge karsiliklar

INGILIZCE TURKCE

About Yaklasik

Add Ilave edin

Autoclave Otoklav, otoklavlayin

Autoclave under mild conditions Diisiik sicaklik ve siirede otoklavlayin
Avoid Sakinin, yapmayin

Below Altinda, daha diisiik

Blue Mavi

Boil Kaynatin

Briefly Yavasca, hafifce

Brown Kahverengi

Caution Uyari, dikkat

Clear Berrak

Completely Komple, tiimiiyle

Cool Sogutun

Dark Koyu

Demin. water Deiyonize (damitik, saf) su

Dispense Dagitin

Dissolve Eritin

Distilled water Damitik su

DO NOT ... ... Yapmayin

DO NOT AUTOCLAVE (Besiyerini) otoklavda sterilize etmeyin
DO NOT OVER HEAT (Besiyerini) fazla 1sitmayin

DO NOT REHEAT (Besiyerini) tekrar 1sitmayin, eritmeyin

Filter—sterilize

Filtre ile sterilize edin

Filter—sterilized

Filtre ile sterilize edilmis

Flask Erlen

Frequent stirring Stirekli ¢alkalayarak
Freshly Taze, yeni hazirlanmis
Gently Yavasca, hafifce

Green Yesil

Greenish Yesilimsi

Heat Isitin, 1s1itmak

If Eger

Immediately Derhal, hemen

Just before use Kullanimdan hemen 6nce
Liquefy Sivilastirma, eritme, eritin
Medium Besiyeri
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INGILIZCE TURKCE

Melt Eritmek, eritin

Min(ute) Dakika

Mix Karistirin

Necessary Gerekli

Over Uzerinde, fazla

Pale Soluk, mat

Plate(s) Petri kutusu (kutular)
Pour (Petri kutularia) Dokiin
Prepared Hazirlanmis

Prior Oncesinde

Red Kirmizi

Reddish Kirmizimsi

Refrigerator Buzdolab1

Reheat Yeniden 1sitmak, yeniden 1sitin
Reliquefy Yeniden eritmek, yeniden eritin
Room temperature Oda sicakligi

Selective supplement Selektif katk1

Semi solid Yari kati

Shake Sallamak, karistirmak, sallayin, karistirin
Slant (agar) Yatik (agar)

Steam Buhar

Store Saklayin (depolayin)
Suitable Uygun

Supplement Katki

Suspend (Coziin, eritin

Swarming Yayilici

Swirl Calkalayin

Thick layer Kalin tabaka

Thin layer Ince tabaka

Thoroughly Diizgiin (tam) bir sekilde
Tube(s) Tiip(ler)

Vial Kiigiik sise

Vigorously Sertce, kuvvetlice

Water Su

Well lyice

White Beyaz

Yellow Sar1

Yellowish Sarimsi

*Kaynak: www.mikrobiyoloji.org

37



03.06.01. Cam Malzeme

Besiyeri hazirlamada kullanilacak cam malzemenin ¢ok iyi bir sekilde yikanmis ve
durulanmis, besiyeri hazirlamada kullanilan kalitede sudan gecirilmis ve yeterince
kurutulmus olmasi gerekmektedir. Kirik ve ¢atlak cam malzeme kullanilmamalidir.
Besiyerinin hazirlanacagi cam malzemenin yeterli buyiiklilkte olmasi ¢ogu kere
thmal edilen, ancak ¢cok dnemli bir ayrintidir. Cam kaplarin hacmi mutlaka yeterli
bir karistirma saglanacak o6l¢tide olmalidir.

Ideal olarak, hazirlanacak besiyeri hacminin yaklasik 2 kati hacimde cam kap
kullanilmalidir. S1v1 besiyerleri i¢in, besiyeri hacmi cam kap hacminin en fazla
3/4'1 olabilir.

Cam kabin biliyiik tutulmasinin nedeni otoklavlama sirasinda 1s1 gegisinin daha
saglikli olmasi, otoklav sonrasinda da rahat ve giivenilir ¢alisma saglamasidir. 1
litrelik bir erlende 1 litre besiyeri hazirlanirsa soguk noktanin yeri nedeni ile ya
soguk nokta yeterince sterilize edilemeyecektir ya da cepere yakin yerler
gereginden fazla 1siya maruz kalmis olacaktir. Biiyiik miktarlardaki besiyerlerinin
balonda hazirlanmasi ayni nedenle benimsenmez.

Besiyerleri hazirlamak amaciyla kullanilan her tiirlii cam malzemenin yiiksek
kalitede ve diisiik alkaliborosilikat o6zellikte, otoklavda ve etiivde (kuru hava
sterilizatorii) sterilizasyona dayanikli olmasi gereklidir.

03.06.02. Tartim ve Eritme

Tartimin yapilacag terazinin duyarlilifi, besiyerinin hazirlanis sekli ile dogrudan
ilgilidir. Genel olarak giinliik kullanimda 0,1 gram duyarliliktaki terazi kullanimi
yeterlidir. Bilesimden giderek az miktarda hazirlanan besiyerlerinde bu duyarlilik
yeterli olmaz ise seyreltme teknigi uygulanabilir ya da daha duyarli bir terazi
kullanilabilir. Ogzellikle bilesimden hazirlanarak cok diisiik miktarda tartim
yapilacak ise, terazinin kalibrasyonuna 6zellikle 6nem verilmelidir.

Tartim i¢in 6zel tartim kayike¢iklar ya da kiigiik beherler kullanilmali, dogrudan
erlen ya da balona tartimdan olabildigince kagmilmalidir. Ozellikle bilesimden
hazirlamalarda tartim sirasinda her madde i¢in temiz spatiil (kasik) kullanilmasi,
besiyeri ve/veya besiyeri bilesenlerinin kapaklar1 acildiktan sonra hata yapmamaya
ozen gosterilerek tartimin elden geldigince ¢abuk bitirilmesi ve besiyeri kapaginin
sikica kapatilmasi gerekir. Tartim sirasinda besiyeri ve/veya bilesenlerinin ¢ok az
da olsa toz bulutu olusturmamasina 6zen gosterilmeli, eger toz bulutu olustu ise
kesinlikle solunulmamalidir.
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Tartim sirasinda besiyeri ve/veya bilesenlerinin ¢iplak deriye ve Ozelikle goze
temas etmemesi saglanmalidir. Eger bu temas varsa bol su ile ivedilikle yikanmasi
gerekir. Bu tip ayrintilara NaCl, sakkaroz gibi giinliik hayatta siirekli i¢ ice olunan
maddelerin de dahil edilmesi, laboratuvar disiplini agisindan son derece 6nemlidir.
Bunun disinda, dehidre besiyerlerinin hepsinin higroskopik oldugu, solunulmasi
halinde solunum sisteminde zamanla hastaliklara neden olabilecegi, baz1 besiyeri
bilesenlerinin toksik oldugu goz ardi edilmemelidir.

Tartim sonrasinda olusabilen toz bulutu terazinin i¢ parcalarina girerek, terazide
fark edilemeyecek arizalara neden olur ve bunun sonucunda hatali tartimlar yapilir.
Bu nedenle tartim sonrasinda terazi {izerinde toz olusmus ise yumusak firca ile
temizlenmeli ve damitik su ya da %70 etil alkol ile silinmelidir.

Besiyerine ilave edilecek su ayri bir 6lcii silindirinde bulundurulmalidir. Prensip
olarak suyun hacmi ile silindirin hacmi birbirine yakin olmalidir. Bir diger deyis ile
100 mL su 6l¢gmek icin 1 litrelik silindir kullanilmamalidir.

Suyun yaklasik 1/3'ii uygun bir kaba aktarilir, bunun tizerine tartilmis dehidre
besiyeri ilave edilir. Bu uygulama ile cam kabin tabanina dehidre besiyerinin
yapisarak erimemesine bagl sterilizasyon yetersizliginin 6niine gecilir.

Daha sonra suyun geri kalan kismi cam kap bogazinda ve i¢ ceperlerde kalmis
olabilen besiyeri parcaciklarini yikayarak kaba ilave edilir.

Bazi besiyerleri soguk suda kendi halinde 5-10 dakika birakilip elle hafifce bir
calkalama sonunda tiimiiyle eriyebilir. Baz1 besiyerleri ise "Broth" formunda
olsalar bile eritilmeleri i¢in mutlaka 1sitilmalarina gerek vardir. Agarli besiyerleri
hazirlandig1 kapta otoklavlanacak olsa bile, 6nce agarin erimesini saglayacak
sekilde 1sitilmals, iyice karistirilip sonra otoklavlanmalidir.

Eger besiyeri s1vi ise, dehidre besiyeri ya da besiyeri bilesenleri tiimiiyle eridikten
sonra daha kiiciik cam kaplara dagitilir ya da dogrudan sterilize edilebilir.

Besiyeri bilesiminde agar varsa ve daha kiiciik hacimli kaplara dagitilmasi gerekli
ise besiyeri 1sitilip, agar tam olarak eritildikten sonra siirekli karistirilarak 50-55
°C'da su banyosunda tutulurken dagitilmasi gereklidir. 60 °C {izerindeki agarli
besiyerinin 25 mL'lik pipetle tiiplere dagitilmas1 sirasinda, eger pipet agizla
cekilirse agizda 6nemli yanmalara neden olabilecegi unutulmamalidir.

Ozellikle agarli besiyerlerinin otoklav &ncesinde agarn mutlaka tam olarak

eritilmesi i¢in farkli uygulamalar s6z konusudur. Bunlar arasinda mikrodalga firin,
kaynar su banyosu, 1sitic1 tabla yaygin olarak kullanilir.
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-Mikrodalga firin ani 1sinmalara ve kaynamalara neden olacagi i¢cin dikkatli
kullanilmas1 gerekir. Besiyerinin kaynadigimin goriilmesi, agarin eridigi anlamina
gelmez, 1smin tim besiyeri kiitlesine esit olarak dagitilmis olmasi gerekir. Bu
nedenle mikrodalga firin kullanilarak eritme yapildiginda, kaynamadan sonra erlen
tercihen manyetik karistiric1 kullanilarak karistirilmali, erlen i¢ ¢eperinde agar ya
da diger besiyeri partikiillerinin kalmadigindan emin olunmali, endise edilirse
tekrar mikrodalga firina konulmali ve yeniden karistirllmalidir. Manyetik
karistiricida kullanilan manyetin (balik) mikrodalga uygulamasi sirasinda erlenden
cikartilmasi 6nerilmektedir.

-Laboratuvarlarda genel olarak "sicak su banyosu" bulunur. Cogunun ulasacagi en
yiiksek sicaklik 80 °C'dir ve buna bagli olarak agarli besiyeri eritilmesinde
kullanilamazlar. Erleni rahatca i¢ine alacak ve su kaynatmaya uygun herhangi bir
kap bu amagla kullanilabilir. Bu amag i¢in tercihen "benmari" seklindeki kaynar su
banyolar1 kullanilmalidir.

-Isitic1 tabla kullaniliyorsa manyetik karistiricili olanlar tercih edilmelidir. Aksi
halde stirekli olarak elle karistirilip, erlen dibinde kalabilecek erimemis pargalarin
yapismasina ve yanmasina neden olunmamalidir. Eritme amaciyla kullanilan 1sitici
tablanin is bitiminde kolaylikla sogumadig: ve cesitli laboratuvar kazalarina neden
oldugu da unutulmamali ve laboratuvar personeli bu konuda uyarilmalidir.

-Erlen acik alevde 1sitilarak besiyeri eritme yoluna gidilmemelidir.

Eritme sirasinda erlenin agzi aliiminyum folyo ile hafifce kapatilarak buharlasma
ve buharin laboratuvara dagilmasi onlenmelidir. Eritme isleminin -basta agar
olmak iizere- bilesenlerin tam olarak eritilmesi amaciyla yapildigi, giinlik
kullanilan besiyerlerinde en zor eriyen bilesenin agar oldugu ve 90 °C'da eridigi,
bunlara dayanarak besiyerinin kaynatilmamasi gerektigi unutulmamali, ancak
bilesenlerin tam olarak eritilmis oldugundan da emin olunmalidir.

Otoklavlama oncesi 1sitarak eritme dikkatli yapilmasi gereken bir istir. Siirekli
karistirilarak yapilmalidir. Aksi halde tam erimemis partikiillerin yanmasina neden
olunabilir. Ozellikle diisiik miktarda agar iceren besiyerleri eritme sirasinda aniden
kaynayarak kaptan tasabilir. Besiyeri hafifce calkalandiginda erlen i¢ ¢eperinde
partikiil kalmamasi erimenin tam olarak gerceklestigini gosterir.

Besiyerine ilave edilecek su miktar1 ¢cogu kez hatali olgiiliir. Ornegin, besiyeri
hazirlamada "dehidre hazir besiyerinden 23 gram, 1 litre suda ¢6ziiliir" seklindeki
bildirisin anlami1 23 gram dehidre besiyeri tizerine toplam 1 litre su ilave edilmesi
demek degildir. Erlen ya da balona 6nce 1 litre su doldurulur, cam yazar kalemle su
diizey1 hassas bir sekilde isaretlenir, suyun yarisindan fazlasi bir bagka temiz kaba
alinir, tartim yapilir, besiyeri ya da besiyeri bilesenleri bu kapta -agar hari¢ olmak
lizere- eritilir, isaretli yere kadar damitik su ilave edilir. Sonra tam eritme saglanir.
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Burada ilave edilecek toplam su hacmi 1 litreden daha az olacaktir. Az olan kisim
dehidre besiyerinin hacmi kadardir. Pek ¢ok ulusal ve uluslararasi standart bu
nedenle besiyeri hazirlanmasinda "1 litre su ilave edilir." yerine "1 litreye su ile
tamamlanir." seklinde bir agiklama getirmistir. Bu uygulama standart besiyerlerinin
hazirlanmasinda thmal edilebilecek bir ayrinti iken, 6zellikle %50 Glikoz Broth
gibi besiyerlerinin hazirlanmasinda ¢ok énemlidir.

03.06.03. pH Ayarlama

Ister ticari olarak hazirlanmis dehidre besiyeri hazirlama kataloglar1 ve
prospektiislerinde ister bilimsel c¢alismalara yonelik literatiir bilgisinde olsun,
besiyeri pH'sindan kasit, sterilizasyon sonu ve oda sicakhigindaki (25 °C) pH'dir.
Usultine uygun olarak depolanmis ve raf Omrii bitmemis ticari dehidre
besiyerlerinde notral su ve temiz cam malzeme kullanilmasi, besiyerinin dogru
hazirlanmas1 ve sterilizasyonun sulandirmadan sonra vakit ge¢irmeden yapilmasi
ile besiyeri pH'sinda bir sorun ¢ikmaz.

Besiyeri pH'sinin sterilizasyon 6ncesi ayarlanmasi yanlis olur. Ciinkii sterilizasyon
sonrasinda pH az da olsa degisir. Dolayisi ile besiyeri pH'sinin sterilizasyon
oncesinde ayarlanmasi, sterilizasyon sonrasinda yanlis pH elde edilmesine yol acar.

Sterilizasyon sonrasinda pH ayarlanmasi gerekli ise, aseptik kosullarda alinacak
belirli bir hacimdeki besiyerinde titrasyon ile pH ayarlamasi yapilir, basit oranti ile
asil kaptaki besiyerine ilave edilecek asit ya da alkali miktar1 hesaplanir.

Aksine bir belirtme yoksa, pH ayarlamasinda filtre kullanilarak sterilize edilmis
olan 1 N NaOH ve 1 N HCI kullanilir. Sivi besiyerinde pH ayarlamasi, kati
besiyerine goére ¢ok daha kolaydir. Kati besiyerinde pH 06l¢lim ve ayarlama
isleminin agarin jellesme sicakliginin iizerinde yapilmasi, pH metre kullaniliyor ise
sicaklik diizeltmesine dikkat edilmesi gereklidir.

Tiipte hazirlanacak sivi besiyerinde pH ayarlamasi gerekli ise, besiyeri erlende
otoklavlanmali, otoklav ¢ikisinda pH ayarlanmali ve sonra steril tiiplere dagitim
yapilmalidir. Bu amagla besiyerinden 10 mL gibi kii¢iik bir 6rnek alnir, pH'st
kontrol edilir, 0,01 N NaOH ya da 0,01 N HCI kullanilarak pH'nin istenilen degere
gelmesi i¢in gereken miktar belirlenir, sonra oranti ile asil besiyerine daha derisik
(1 N) asit ya da baz ilave edilir.

pH ayarlamasi i¢in pH kagidi da kullanilabilir. Bunun i¢in 6l¢iim ve ayar yapilacak

sinirlart agikca gosteren pH kagidi kullanilmalidir. pH kagidi ile yapilan 6lgiimiin
cok duyarli olmadigi, sadece "fikir verecegi" goz ontinde tutulmalidir.
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Potato Dextrose Agar, BAT Agar orneklerinde oldugu gibi besiyeri ¢ok asitli ise,
sterilizasyon sonrasinda asit ilave edilir.

Ornegin, Potato Dextrose Agar otoklavlanip, 45 °C'a sogutuldugunda {izerine filtre
ile sterilize edilmis %10 tartarik asit ¢ozeltisinden 14 mL/L olacak sekilde ilave
edilir, kanstirtlir ve Petri kutularina dokilir. Bu islem ile pH 5,6'dan 3,5'e
distirtilmiis olur. Guinliik uygulamada talimatta gosterildigi sekilde asit ilavesinden
sonra pH kontroliine gerek yoktur. Ancak, ilgili talimata goére asit ilavesinden sonra
pH kontrolii isteniyor ise buna tiimilyle uyulmalidir.

Cesitli bakterilerin tanimlama testleri i¢inde yer alan "belirli bir pH'da gelisebilme"
gibi analizlerde besiyeri pH's1 tam olarak ayarlanmalidir. Bu gibi analizlerde pH
metre kalibrasyonunun son derece dnemli oldugu agiktir.

Her ne kadar, "Dogru depolanmis taze besiyeri ile taze hazirlanmis damitik su
kullaniliyor, tarttm dogru yapiliyor ve kurallarina uygun olarak sterilizasyon
yapiliyor ise besiyeri pH'sinin her defasinda kontroliine gerek yoktur." seklindeki
goriis gecerli olmakla beraber;

-En azindan ayda bir kez s1v1 besiyerlerinde otoklav sonrasi kalibrasyonu yapilmis
pH metre ile besiyerinde pH kontrolii yapilmalidir.

-Gida isletmelerinin i¢ standardinda her otoklav sonrasinda pH kontrolii varsa
buna mutlaka uyulmalidir.

03.06.04. Katkilarin flavesi

Cesitli antibiyotikler, vitaminler, kan ve yumurta saris1 basta olmak tizere besiyeri
bilesimine giren bazi maddeler otoklavlama sirasinda tahrip olur ya da yiiksek
sicaklikta bilesimdeki maddeler birbirleri ile reaksiyona girer. Bunun en tipik
ornegi asit—agar etkilesimidir. Bu gibi maddeler otoklav sonrasinda bazal
besiyerine ilave edilir.

S1v1 besiyeri i¢in katkilarin ilavesinde herhangi bir sorun yoktur. Besiyeri ve katki
maddeleri oda sicaklifinda aseptik olarak karistirilir.

Agarli besiyerlerinde ise katki maddeleri agarin heniiz sivi formda kalabildigi
yeterince diisiik bir sicaklikta ilave edilir. Bu ilavede asagidaki konulara dikkat
edilmesi gerekir:

-Katk1 maddesi asla soguk olmamali, oda sicakliginda hatta 30-35 °C'da, agarh
besiyeri ise 45-50 °C'da tutulmalidir. Boylelikle bazal (agarli) besiyerlerinde
katkinin ilavesi ile ani sogumalar ve yerel jellesmeler 6nlenmis olur.
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-Katki ilave edilecek agarli (bazal) besiyeri ig¢ine sterilizasyon oncesi manyet
atilarak beraberce sterilize edilmesi, katki ilavesinden sonra manyetik karistiricida
hafifce karistirarak katkinin besiyeri icinde yeknesak olarak dagilmasi saglanabilir.
Bu islemde, anafor olusturacak kadar hizli yapilan karistirma ani sogumalara
ve/veya besiyeri i¢inde hava kabarcig1r olusumuna neden olur. Anafor olusturacak
kadar hizli karistirma, Petri kutularina dokiim ve jellesme sonrasinda hava
kabarciklar1 goriilmiiyor ise karistirma isleminin, dolayisiyla katki ilavesinin agarli
besiyeri ¢ok sicak iken yapildigi anlasilir.

-S1v1 besiyerine de sterilizasyon Oncesi manyet atilmasi yararli olur. Ancak bu
manyet -eger kullanilacak ise- blender gévdesine ya da stomacher torbasina zarar
verir. Bu nedenle manyet, karistirma islemi bittikten sonra erlenden ¢ikartilmalidir.

-Katki ilave edilmis agarli besiyeri hizla Petri kutularina dokiilmelidir. Aksi halde
katki yliksek sicakliktan olumsuz etkilenir ve sahte negatif sonuclar alinabilir. Asit
ilave edilmis ise agarin jellesme giicli zayiflar.

Basta antibiyotikler olmak {izere katki maddelerinin biiyiik bir kismi steril olarak
pazarlanir. Yumurta sarisi iceren ¢ozeltiler pastorize edilmistir ve bunlarin steril
oldugu kabul edilir. Asitler ve vitaminler ile baz1 sekerlerin filtre ile sterilize
edilmesi gerekir. Kan, -saglikli hayvandan aseptik kosullar altinda alindigi i¢in-
steril oldugu kabul edilir.

Katkilardan; yumurta saris1 igerenler gibi bir kismi s1vi halde, antibiyotikler gibi bir
kismi ise kiiclik siselerde (vial) liyofilize formdadir. Bunlarin iizerine gereken
miktarda steril damitik su (bazen su ve alkol) ilavesinden sonra sterilize edilmis
besiyerine eklenirler.

Kiictik siseler iginde bulunan ve genellikle antibiyotik iceren selektif katkilar sise
icinde tablet gibi durur. Bunlar kirilmig gibi goriiliiyorsa sulandirilmalar1 sirasinda
toz olusturmayacak sekilde dikkatlice su ilave edilmelidir. Bu katkilar, kendi
halinde birakildiginda genellikle birka¢ dakika iginde c¢oziiliir. Dairesel yavas
hareketlerle ¢alkalama erimeyi kolaylastirir. Coziindiirme sirasinda kauguk kapaga
stvinin bulagsmamasina 6zen gosterilmeli ve sise igeriginin tam olarak ¢6ziilmis
oldugu kontrol edilmelidir.

Kiiciik siselerde pazarlanan katkilar genellikle 500 ya da 1000 mL besiyeri i¢in
hazirlanmistir. Buna gore bazal besiyeri hazirlanir, otoklavlanir, sogutulduktan
sonra tizerine katki ilave edilir.

Katkilar, genel olarak belirli bir miktar besiyerinde 1 kerede kullanilmak iizere
hazirlanmustir. Ornegin, 50 mL yumurta sarisi tellurit emiilsiyonu 1 L Baird—Parker
Agar hazirlanmasi i¢indir ve bu miktardan standart ¢apli 80 Petri kutusu hazirlanir.
Pratik uygulamada, 1 sise katkinin tlimiiniin 1 defada kullanilmas1 beklenmez.
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Bu durumda katkidan steril kosullara uyularak gereken miktarin alinmasindan
sonra yine steril kosullara uyularak agzinin kapanmasina 6zen gosterilmelidir.

Benzer sekilde sadece antibiyotik igeren katkilarin da depolanmasi miimkiindiir. Bu
konuda 03.07.03. Boliimde bilgi verilmistir.

03.06.05. Petri Kutularina Dokiim

Otoklav veya daha genis tarifi ile 1s1l islem ile sterilizasyon sonrasi agarh
besiyerleri cogunlukla Petri kutularina dokiilerek kullanilir. Besiyeri dokiilmeden
once, homojenliginden emin olmak i¢in c¢alkalanmalidir. Agarli besiyerlerinin
diger kullanilis sekilleri arasinda tiiplerde yatik veya dik agar ile Roux siselerinde
kullanim sayilabilir. Bu diger kullanim sekillerinde agarli besiyeri genellikle
anilan kaplarda sterilize edilir. Ancak, agarli besiyerlerinin Petri kutularinda
sterilize edilmesi uygulanan bir yontem degildir. Agarli besiyerleri, her zaman
erlen gibi biiylik kaplarda sterilize edilir ve sterilizasyon sonrasi steril Petri
kutularina aseptik kosularda dokiiliir. Bazi isletmelerde "el altinda" bulundurma
amaci ile eritilmis agar tiiplere dagitilir, sterilize edilir ve bu sekilde korunur.
Gerektiginde eritilip Petri kutusuna aktarilir.

Petri kutularina dokiilecek agarli besiyeri miktar1 farkli kaynaklarda farkli
degerler ile verilmektedir. Bu miktar, oncelikle Petri kutusu ¢api ile ilgili oldugu
icin agarl besiyeri dokiildiikten sonra kalinligin "en az 2-3 mm" olmasi yaygin
bir sekilde onerilmektedir. Bu kitapta onerilen standart dokme miktar1 12,5 mL'dir
(100 mL agarli besiyerinin 8 Petri kutusuna dagitilmasi; standart 9 cm ¢apli Petri
kutusunda 2 mm kalinlik). VRB Agar besiyerinde dokme yontemi ile kiiltiirel
sayimda 10 mL besiyeri dokiilmesi, jellestikten sonra iizerine 4-5 mL besiyeri
ilavesi pek ¢ok uluslararasi standart tarafindan 6nerilmektedir.

Agarl1 besiyerinin otoklavlama sonrasi Petri kutusuna hangi sicaklikta dokiilecegi
konusunda pek ¢ok yanlis uygulamaya rastlanmaktadir. Agarli besiyeri i¢in dogru
uygulama sekli, otoklav sonrasi besiyerinin yaklasik 45 °C'a sogutulmasi ve bu
sicaklikta Petri kutularma dokiilmesidir. Yiiksek sicakliklarda dokme, Petri
kutusunun kapagi icinde asir1 su yogunlagsmasina yol agar. Ayrica ylizey kurutmasi
daha uzun zaman alir.

Eger Petri kutusunda "dokme yontemi ile kiiltiirel sayim" amaciyla 6nceden ilave
edilmis 6rnek varsa dékme sicakligi 40 °C't gegmemelidir. Bu uygulamada dikkat
edilmesi gereken bir diger 6zellik, Petri kutusunda bulunan mikroorganizmalari
olast termal sok zararlarindan korumak i¢in Petri kutularmin oda sicakliginda
tutulmasi gerekliligidir.
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Herhangi bir nedenle otoklavlandiktan sonra 50 °C su banyosunda uzun siireli
beklemeler agarin jellesme 6zelliginde kayiplara neden olur. 48 °C'da 4 saat
beklemek izin verilebilecek en yiiksek sicaklik/siire kombinasyonudur.

Besiyeri dokiildiikten sonra Petri kutular1 yatay bir zeminde sogumaya ve
katilasmaya birakilir. Yayma yontemi ile c¢alisilacak ise dokme sirasinda
besiyerinde olusabilecek hava kabarciklar1 bunzen beki alevi ile uzaklastirilabilir.

Agarli besiyerleri dokiimden sonra bir siire depolanacaksa Petri kutularinin
tabanina dokiim tarihi yazilmalidir.

03.06.06. Kurutma

Petri kutularina dokiilmiis agarli besiyerlerinde yiizeyin 1slak olmasi istenmez.
Islak yiizeylerde hareketli bakteriler yayilici tip koloni olustururken, hareketsizler
olduklarindan daha biiylik koloni meydana getirir ve yanlis degerlendirmelere
neden olur.

Tersine olarak, asir1 kurumalar da olumsuz sonug verir. Koloniler asir1 kurumus bir
besiyerinde normalinden daha kiiciik boyut olusturacaklari i¢in yine hatali
degerlendirmelere neden olur.

Kurallara uygun olarak Petri kutularina dokiimde yiizey hafif nemli olur. Oze ile
siirme gibi bir ¢alisma yapilacaksa, kurutma 6zellikle yapilmalidir. Besiyerinin
kurutma gerektirip gerektirmedigi basit olarak ylizeyde su damlaciklarinin
goriilmesi ile anlagilir.

Dokiimden sonra besiyeri ylizeyinin kurutulmasit gerektiginde Sekil 05'te
gosterildigi gibi 2 farkli yontem uygulanabilir.

Sekil 05. Petri Kutularinin Kurutulmasi

FL//WJ L(J’///—J\

a) Cabuk kurutma b) Giivenli kurutma

Petri kutularinda agarli besiyeri ylizeyinin ¢abuk kurutma yonteminde (a), kuruma
hizli olur, ancak kontaminasyon riski yiiksektir. Diger uygulama (b), tersine olarak
gec kuruma ancak diisiik kontaminasyon riski saglar. Prensip olarak benimsenen
sekil giivenli kurutmadir. Cabuk kurutma sadece acil durumlarda uygulanmalidir.
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Kurutma, mutlaka temiz ve serbest hava akimi olmayan yerlerde yapilmalidir.
Steril hava akimi ile ¢alisan asilama kabini (Laminar air flow), sterilizasyon
amaciyla kullanilan ve kurutma sirasinda c¢alistirnlmayan etiivler (kuru hava
sterilizasyon firin1) ve UV lamba ile sterilize edilen kabinler kurutma igin
kontaminasyon olmamasi agisindan en giivenilir yerler arasindadir. Kuru hava
sterilizatorlerinde kurutma sirasinda sicakligin 50 °C'da tutulmasi hizli bir kuruma
saglar. Ancak bu uygulamada besiyerinin asir1 kuruma riski de vardir.

03.06.07. Yeniden Eritme

Sterilize edildikten sonra sogutulmus ve jellesmis agarli besiyerlerinin ¢esitli
nedenlerle yeniden eritilmesi gerekebilir. Burada ilk akla gelen iki neden, istem
dis1 olarak agarli besiyerinin jellesmesi ile besiyerinin her an kullanilabilecek
sekilde elde hazir tutulmasidir. Bazi ticari besiyerleri vida kapakli sise i¢inde
pazarlanir. Bunlarin eritilmesi zaten zorunludur.

Hangi nedenle olursa olsun, jellesmis bir agarli besiyerinin yeniden eritilmesi i¢in
90 °C'da 1-2 dakika tutulma zorunlulugu vardir. Bu uygulama ise toplam 1s1 girisi
acisindan Onerilmez. Bununla birlikte, pek ¢ok laboratuvarda cesitli besiyerleri
arasinda agarli besiyerleri de sterilize edildikten sonra steril sekilde belirli bir siire
depolanir. Bu uygulama daha ¢ok giinliik kontrol yapan laboratuvarlarda, 6rnegin,
1 hafta boyunca kullanilacak besiyerlerini bir kerede hazirlamak amaciyla yapilir.

Katk:1 ilave edilmis agarli besiyerinin yeniden eritilmesi séz konusu degildir.
Benzer sekilde yiiksek sicakliga duyarli olan besiyerlerinde yeniden eritme
onerilmez. Hatta baz1 agarli besiyerlerinin prospektiislerinde yeniden eritilmemesi
gerektigine ozellikle dikkat ¢ekilir.

Prensip olarak, katki ilave edilmis ve/veya otoklavda sterilize edilmeyen agarli
besiyerleri yeniden eritilmez. Diisiik pH'lh besiyerlerini tekrar eritmekten
kag¢inilmalidir, burada sinir olarak pH 6,0 verilmektedir.

Agarli besiyerinin eritilmesi gerektiginde elden geldigi Olgiide az 1s1 girisinin
saglanmasi, bu amagla kaynar su banyosunda yaklasik 90 °C'da tutularak erimenin
gergeklestirilmesi yeterlidir.

Eritme amaciyla otoklav da kullanilabilir. Baz1 otoklavlarin 90 °C'a ayarlanmasi
miimkiin degildir. Bazilarinda "eritme" segenegi vardir. Otoklav bu amagla
kullanilacak ise asla sterilizasyon normunda degil, 105 °C'da 5 dakika siire ile 1sil
islem uygulanmalidir. Burada, eritilecek besiyeri hacminin énemli oldugu agiktir.
Biiyiik hacimlerde besiyerlerinin eritilebilmesi i¢in dogal olarak daha yiiksek
sicaklik ve/veya siireye gerek vardir.
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Eritme amaciyla asirt 1sitmadan kacinilmalidir. Basit bir sekilde dairesel
hareketlerle yapilan ¢alkalamada hava kabarciklari merkeze toplaniyorsa
besiyerinin tiimiiyle erimis oldugu anlasilir. Agarli besiyerlerinin yeniden
eritilmesinde mikrodalga firinlar da basariyla kullanilmaktadir.

Agarl1 besiyerlerinin otoklav sonrasi tekrar eritilmesinde performans azalmasi olur.
Bu azalma, besiyerinin bilesimi ile dogrudan ilgilidir. Yeniden yapilacak eritmeler
ile performans azalmasi kabul edilemeyecek diizeye ¢ikar. Bu nedenle agarli
besiyerinin sadece bir kez eritilmesine izin verilir.

Genel olarak Plate Count Agar gibi basit bilesimli besiyerleri daha az zarar goriir.
Otoklavlanmadan ve sadece 1sitilarak sterilize edilen besiyerleri (6rnegin Rambach
Agar) yeniden eritilmez.

Yeniden eritilmis agarli besiyerinin 3 saat i¢inde Petri kutularina dokiilmiis olmasi
gerekir. Laboratuvardaki is akis1 buna gore planlanmalidir.

03.07. Depolama

Her dehidre besiyeri ve katki kutusu iizerinde depolama kosullar1 belirtilir. Genel
olarak dehidre besiyerleri oda sicakliginda nem almayacak sekilde, katkilar
buzdolab1 sicakliginda depolanir. Bununla beraber, kutu iizerindeki uyarilara dikkat
etmek ve bunlara tiimiiyle uymak gereklidir. Hazirlanmis besiyerlerinin depolanma
kurallar1 daha farklidir.

03.07.01. Dehidre Besiyerlerinin Depolanmasi

Kapag1 acilmis besiyerleri ve besiyeri bilesenleri kuru, karanlik ve serin bir yerde
saklanmalidir. Toz haldeki besiyeri ve bilesenleri i¢in en biiyiik tehlike bunlarin
nem almasidir. Orijinal ambalaj kapaginin ag¢ilmasindan sonraki raf 6mrii, saklama
kosullarina dogrudan baghdir.

Kutu ilk agildig1 giin envanter kayit defterine ve kutu iizerine acilis tarihi
kaydedilmeli, ilk acildiginda renk, topaklanma ve kaliplasma belirtileri i¢in gorsel
olarak kontrol edilmelidir.

Dehidre besiyerinin kalitesindeki kayip; toz akisinda degisim, homojen yapi
gostermeme, kaliplasma, renk degisimi vb. ile anlasilir. Nem almis ya da agikca
fiziksel degisim gosteren dehidre besiyerleri hi¢bir kosulda mikrobiyolojik
analizlerde kullanilamaz.
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Salmonella—Shigella Agar besiyerinde sahit Salmonella kullanilarak yapilan bir
caligsmada, kontrol drnegine kiyasla geri alma oranlar1 %1,1 nem almis besiyerinde
%47; %5,5 nem almis olanda ise %22 olarak bulunmustur.

Nemden korumanin en emin yolu, kullanimdan sonra dehidre besiyeri kapaklarinin
sikica kapatilmasi ve bunlarin kuru bir yerde depolanmasidir. Kutu agildiktan sonra
dehidre besiyerinin vida kapakli renkli siselere dagitilarak ve agizlar1 sikica
kapandiktan sonra kuru ve serin bir yerde tutulmalari raf omriinii kayda deger
Olciide uzatir. Bu sekilde kullanim sirasinda tiim besiyeri yerine sadece daha kii¢iik
bir ambalaj acilmis olur. Daha kiiciik kaplara dagitimda dehidre besiyeri asir1 toz
bulutu olusturabilir ve bunun solunmasi1 zararlidir. Bu islemin ¢eker ocak
sisteminde yapilmas1 gerekir.

Kapagi acilmamis bir dehidre besiyerinin raf émrii genellikle 3—5 yil kadardir.
Ticari firmalar tarafindan {retilen besiyeri ambalajlarinda son kullanim tarihi
yazmaktadir. Ancak bu tarihin, serin bir yerde depolanan ve kapagi acilmamis
ambalaj ya da agildiktan sonra dogru (serin ve kuru yerde, kutu agzi sikica
kapatilmis olarak) depolama yapilmasi kosulunda gegerli oldugu unutulmamalidir.

Aksine ve net bir uyar1 yoksa dehidre besiyerlerinin oda sicakliginda (15-25 °C)
depolanmasi yeterlidir. Baz1 besiyerleri ambalajlarinda 15 °C altinda saklanmasi
onerisine uyulmasi gerekir.

Dehidre besiyerlerinin buzdolabinda saklanmasi Onerilmez. Bunun nedeni
buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra kutu iizerindeki kondensasyon riskidir.

Bu bilgiler 1s181nda, dehidre besiyerlerinin otoklav, yikama odasi, su banyosu ve
kaynar su banyosu yakini gibi nemin yiiksek oldugu yerlerde ve dogrudan giines
15181 alan dolaplarda depolanmamasi geregi ortaya cikar.

Burada verilen tiim bilgiler dehidre haldeki besiyeri bilesenleri i¢in de gegerlidir.
Genel olarak, anorganik bilesenler organiklere kiyasla ¢ok daha uzun siire ile
depolanabilir.

03.07.02. Cozeltilerin Depolanmasi

Laboratuvarda hazirlanmis ¢o6zeltilerin pek c¢ogu 1s18a duyarsizdir ve sogukta
saklanmas1 gerekmez. Buna goére tercihen cam ¢ozelti siselerinde ve oda
sicakliginda depolanabilirler.

Isiga duyarli olan ¢ozeltilerin amber renkli siselerde depolanmasi gerekir. Benzer
sekilde bazi ¢ozeltiler buz dolabinda korunmalidir.
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(Cozeltilerde nem kayb1 olmasi, konsantrasyon degisikligine neden olacagi i¢in,
bunlarin agzi iyi kapatilan kaplarda depolanmasi gerekir. Alkol ugucu oldugu i¢in,
agz1 acik kaplarda uzun siire beklerse konsantrasyonu diiser ve buna bagh olarak
dezenfeksiyon etkisi azalir.

03.07.03. Katkilarin Depolanmasi

Aksine bir uyar1 yoksa besiyeri katkilar1 2—-8 °C'da depolanir. Cogu katki i¢in agzi
acilmamis (ya da agildiktan sonra sikica kapatilmis halde, soguk ve kuru bir yerde)
olmak kaydi ile depolama siiresi 3—5 yildir. Yumurta saris1 igeren katkilarda bu
stire daha azdir.

Bazi katkilar, tizerlerine steril damitik su ve/veya alkol eklenerek kullanima hazir
hale getirilir. Bunlardan bazilarinin hazirlandiklar1 giin kullanilma zorunlulugu
varken, bazilar1 bir siire depolanabilir.

Sadece antibiyotik igeren katkilar sulandirildiktan sonra uygun kiigciik miktarlar
halinde (6rnegin steril Eppendorf tiiplerinde) dondurularak saklanabilir. Bu sekilde
depolanmis olan ¢ozeltiler eritildikten sonra tekrar dondurulmamalidir.

Katkida dondurma kaynakli potansiyel aktivite kaybi olup olmadigi kullanici
tarafindan kontrol edilmeli ve bu sekilde bir katkinin bazal besiyerine ilave edildigi
laboratuvar kayitlarinda belirtilmelidir.

03.07.04. Hazirlanms Besiyerlerinin Depolanmasi

(Cogu laboratuvarda, besiyerleri hazirlandiktan sonra sterilize edilir ve daha sonra
kullanmak iizere depolanir. Bu uygulamaya cesitli besiyeri katkilar1 da girer.
Benzer sekilde kullanima hazir halde Petri kutularinda, vida kapakl siselerde vb.
sekillerde kullanima hazir halde besiyerleri saglanabilmektedir.

Hazirlanmis besiyerlerinin stabilitesi smirlidir. Bunlarin depolanabilme siiresi
oncelikle bilesimine ve saklama kosullarina baghdir. Her laboratuvar, kendi
hazirlama, paketleme ve saklama kosullarina goére hazirlanmis her besiyeri i¢in
depolama siiresini belirlemeli, bu sekilde talimatlara ge¢gmelidir.

ISO 11133'e gore besiyerleri katki ilave edilmemis olmak kaydi ile buzdolabinda
en ¢ok 3 ay, oda sicakliginda en cok 1 ay siire ile depolanabilir. Bununla birlikte,
bazi besiyerlerinin hazirlandig1 giin kullanilma zorunlulugu vardir. Laboratuvar
personeli bu konuda ¢ok dikkatli olmalidir.
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Hazirlanmis besiyerlerinin ne kadar siire ile depolanacagi oOncelikle besiyeri
bilesimine, hangi ambalajda (tiip, vida kapakl sise, plastik Petri kutusu, cam Petri
kutusu vb.) olduguna, depolama kosullarina baghdir. Genel olarak, basit bilesime
sahip ve i¢inde katki igermeyen besiyerleri, digerlerine gére daha stabildir ve buna
bagli olarak daha kolay depolanabilirler.

Hazirlanmis besiyerlerinde raf omriinii belirleyen en onemli faktorler asagida
kisaca agiklanmustir.

Isik

Hazirlanmis besiyerleri, peroksitler gibi bakterisit ve bakteriostatik bilesiklerin
olugsmasini onlemek i¢in renkli siselerde ya da dogrudan 1s1ik almayacak sekilde
depolanmalidir. Standart depolamada ilave bir 6nleme gerek yoktur. Rose Bengal
gibi bazi1 bilesenler 1518a asir1 duyarlidir. Dolayist ile bu bileseni i¢eren hazirlanmis
bir besiyerinin bulundugu Petri kutularimin (bakiniz; 47.01. ve 47.08. Boliim)
mutfak tipi aliiminyum folyo ile sarilarak depolanmasi (hatta inkiibasyonu) onerilir.

Nem

Dehidre besiyerinin nem almasi ne denli istenmiyor ise hazirlanmig besiyerlerinde
nem kaybindan da o denli kaginmak gerekir. Tiiplerde, erlen ve balonlarda
hazirlanmis besiyerlerinde nem kaybinin oOnlenmesi kolaydir. Bu tip cam
malzemede kap agzinin parafilm veya mutfak tipi strech film ile sarilmasi nem
kaybini1 6nemli 6lciide onler.

Petri kutularinda nem kaybini1 6nlemek daha giictiir. Standart laboratuvar tiipiinde
hazirlanmis Nutrient Agar besiyeri ile sterilizasyondan sonra Petri kutularina
dokiilmiis Nutrient Agar arasinda yiizey/hacim orani farkliligindan kaynaklanan bir
nem kayb1 farkliligr vardir. Kuskusuz, Petri kutusundaki besiyerinde nem kaybi1
tiiptekinden ¢ok daha fazla olacaktir.

Basit bir 6rnek olarak, depolama baslangicinda 5 mm olan agarli besiyeri kalinligi
depolama silirecinde 4 mm'ye inerse, bu durum ¢ok yaklasik olarak %20 nem
kaybinin gostergesidir. Besiyerinde ozmotik degismeler olmasi yaninda, 6zellikle
selektif besiyerlerinde selektivite veren bilesenlerin %20 konsantrasyon artis1 pek
cok sahte negatif sonuca yol acar. Ayrica kuruma yiizey ve yiizeye yakin yerlerde
cok daha fazla olur. Agarli besiyerinde depolama sirasinda (dara hari¢ olmak
tizere) %15 agirlik kaybi izin verilen sinirdir (bakiniz; 06.02. Boliim). Gram negatif
bakteriler besiyerindeki kurumaya bagli olumsuzluklardan daha fazla etkilenir.

Petri kutularina dokiilerek depolanacak agarli besiyerlerinde nem kaybinin 6niine
gecilmesi i¢in, Petri kutularim1 vakum altinda depolamak 6nerilebilir.
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Bu konuda da yine ev mutfaklarinda ¢esitli gidalarin vakum altinda tutulmasi i¢in
tiretilmis basit makinelerden ve bunlarin 6zel torbalarindan yararlanilabilir. Bu
olanak yoksa, Petri kutularinin mutfak tipi strech film ile sarilarak depolanmasi
basit, ancak raf dmriinii kayda deger 6lciide uzatan bir uygulamadir.

Genel olarak plastik Petri kutularinda, kapaklarin tam olarak kapanmasina bagh
olarak cam olanlara gére daha az nem kaybi olur.

Depolanacak Petri kutularinda yiizey kurutmasi yapilmamalidir. Eger kullanim
oncesinde yiizeyde bir 1slaklik goriiliirse, kurutma bu asamada yapilmalidir.

Sicaklik

Hazirlanmis besiyerleri elden geldigi l¢iide serin ortamlarda tutulmalidir. Ancak,
ozellikle agarli besiyerlerinin dondurulmasindan kesinlikle kag¢inilmasi gerekir.
Dondurma, agarin jellesme 6zelligine 6nemli 6l¢iide zarar verir.

Bilesimi bagli olmak tizere hazirlanmig besiyerleri i¢in degisik depolama
sicakliklar1 6nerilmektedir. Hazirlanmis besiyerlerinin standart buzdolaplarinin ¢ok
soguk olmayan orta ve alt bolmelerinde depolanmasi yaygin ve dogru bir
uygulamadir. Aksine bir uyar1 yoksa genel olarak hazirlanmis besiyerleri 4—12
°C'da karanlik ve nem kaybetmeyecek sekilde depolanmalidir. Kan, yumurta sarist,
yumurta sarisi—tellurit emiilsiyonu ve antibiyotik ilave edilmis besiyerleri ise 2—8
°C'da depolanmalidir. Rambach Agar gibi bazi besiyerleri i¢in en diisiik depolama
sicakligi 6 °C'dir. Fraser Broth gibi bazi besiyerlerinde katki ilave edildigi giin
kullanilmas1 gerektigi unutulmamalidir.

03.08. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Mikrobiyoloji laboratuvarinda en ¢ok kullanilan c¢ozeltiler seyreltme amacl
olanlardir. Bunlar genel olarak, 90 ve 9 mL hacimde hazirlanir. Cig siit
orneklerinde dogrudan 100 misli seyreltme icin bu ¢ozeltiler 99 mL olarak da
hazirlanabilir. 99 mL olarak hazirlanan ¢oézeltiler istenirse 1 mL ilavesi ile 1:100,
istenirse 11 mL ilavesi ile 1:10 seyreltme i¢in kullanilabilir.

90 (ya da 99) mL olarak hazirlanan diliisyon sisesindeki (erlendeki) sivi hacmi
sterilizasyondan sonra oda sicakliginda kontrol edilir. Bu amagla her 25 siseden
biri "A smif" dereceli silindir ya da esdegeri ile kontrol edilir.

Izin verilen sapma hacmi £%?2'dir. Daha fazla sapma olursa, nedeni arastirilip,
diizeltici uygulama yapilmali ve kayda gecilmelidir. Hacim degisliklerinin temel
nedenleri arasinda otoklavin yanlis kullanilmasi da vardir.
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Laboratuvarda hazirlanarak kullanilan diger ¢ozeltiler arasinda alkol, asitler ve
bazlar ile boyalar vardir. Alkol, dezenfektan olarak %76 (v/v) konsantrasyonda
kullanilir. Genellikle %96 konsantrasyonda pazarlanir. Buna gore, 4 hacim alkol
tizerine 1 hacim damitik su eklendiginde ¢ok yaklasik olarak bu deger elde edilir.

Derisik ¢ozeltilerden daha seyreltik olanlarin hazirlanmasinda, Pearson karesi ile
hesaplama yapilir. Pearson karesi; % (dolayist ile ppm gibi) ifade edilen ¢ozeltiler
icin kullanilir. Asagida basit bir ornekle derisik olandan daha seyreltigin
hazirlanmasi verilmistir:

-%96'lik alkolden damitik su ile %76'lik alkol hazirlanmasi i¢in sol iist koseye 96,
sol alt koseye 0 (sudaki alkol konsantrasyonu) karenin merkezine 76 (hedeflenen
konsantrasyon) yazilir. Kosegenler boyunca fark alinarak elde edilen deger diger
koselere yazilir. Buna gore 96 — 76= 20 sag alt koseye, 76 — 0= 76 sag iist koseye
yazilarak kare tamamlanir. Sonra karenin alt ve iist kenarlart boyunca okuma
yapilir: %96 konsantrasyondaki alkolden 76 kisim ve %0 konsantrasyonlu alkolden
(damitik su) 20 kisim karistirildiginda %76'lik alkol elde edilir.

96\ ‘76 = %96'lik alkolden 76 hacim

76
0% 0 = %0k alkolden 20 hacim

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda pH ayarlamak amaciyla genellikle 1 N NaOH ve
1 N HCI kullanilir. "Normal" ¢ozeltilerin hazirlanmasinda 6nce molekiil agirligi
hesaplanir. Molekiil agirligi, bilesikteki atom agirliklar: toplamidir.

NaOH i¢in molekiil (mol) agirligi; Na: 23; O: 16; H: 1 olmak {izere 40'tir.

1 litre damitik su i¢inde 40 g NaOH ¢o6ziilmesi ile elde edilen ¢ozelti 1 Molar (M)
olarak tanimlanir. Molekiil agirliginin tesir degerine boliinmesi ve ¢ikan degerin 1
litre suda ¢oziilmesi ile 1 Normal (N) ¢ozelti elde edilir. NaOH i¢in tesir (etki)
degeri: 1 olduguna gore 40 g/L ¢ozelti ayn1 zamanda 1 Normaldir.

Yukarida besiyerlerinin formiilden hazirlanmasi boliimiinde 6rnegi verilmis olan
MgSO,'1n mol agirligr 108 gram ve tesir degerligi 2'dir. Buna gore 108 g/L ¢ozelti
I M, 54 g/L ¢ozelti 1 N'dir.

Asitlerden yapilan hesaplamalarda derisim de dikkate almir. Ornegin, 1 N (1 M)
HCI hazirlamak i¢in son konsantrasyon 36,5 g/L olacak sekilde damitik su tizerine
asit ilave edilir (hicbir kosulda asit lizerine su ilave edilmez). Burada dikkat
edilecek konu HCl'in, NaOH gibi kati ve saf olmadigidir.
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Buna gore, standart derisik (%38) HCI asitten 80,1 mL alinip, en az 0,5 litre
damitik suya ilave edilir ve sonra damitik su ile litreye tamamlanir. Bu sekilde
hazirlanmis ¢ozeltide 36,5 g/L saf HCI bulunur.

(Cozeltinin hazirlandig: tarih, bilesimi ve gerekli goriilen diger bilgiler sise tizerinde
acikca belirtilmeli, etiket tizerindeki yazilarin silinmemesi saglanmalidir.

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

Cozeltiler konusunda ayrintili bilgi www.kimyaevi.org sitesinden saglanabilir.

03.09. Besiyeri Kalite Kontrolii

Besiyeri iireten firmalar, {irettikleri ve pazarladiklari dehidre besiyerleri, hazir
besiyerleri ve katkilarini sistematik olarak kalite kontrolden ge¢irmektedirler. ISO
11133 sayili standart iiretici firmanin yiikiimliiliiklerini belirlemektedir.

Dehidre besiyerleri, bilesenleri ve katkilarin1 kullananlar i¢in ilave kontrol
uygulamalarina genellikle gerek duyulmaz. Buna karsin, -6zellikle kusku
duyulmay1 gerektirecek bir durumla karsilasildiginda- asagidaki kontrollerin
kullanicilar tarafindan yapilmasi yararl olacaktir:

-Once, orijinal ambalajm fiziksel olarak zarar gérmemis oldugu kontrol edilir.
Kapak a¢ildiktan sonra renkte anormallik, topaklasma gibi kontroller yapilir.

-Laboratuvarda sik kullanilan dehidre besiyerleri i¢in, halen kullanilmakta olan
kutudan son parti besiyeri hazirlanirken yeni kutunun ag¢ilmasi, bu kutudan da
yeteri miktarda besiyeri hazirlanmasi, ekimlerin her iki grup besiyerinde
beraberce (paralel) yapilmasi ile bir anlamda yeni kutu i¢in kalite kontrol yapilmis
olur. Her iki grupta, istatistik olarak analiz yapilmak iizere birbirlerinden farksiz
sonug alinmasi gerekir.

-Ayn1 uygulama besiyeri katkilar1 i¢in de yapilmalidir.

-Besiyeri tireten firmalar tarafindan hazirlanan kataloglarda hangi besiyerinde
hangi mikroorganizmalarin nasil gelisecegi "kalite kontrol mikroorganizmalar"
ad1 altinda gosterilir. Bu mikroorganizmalar: besiyeri iireten ve/veya pazarlayan
firmalardan saglamanin maliyeti cok yliksek olabilir. Laboratuvarda siirekli
analizi yapilan mikroorganizmalarin basit bir koleksiyonu ve otokontrol igerikli
calismalar 09. Bolimde ayrintili olarak anlatilmistir.

-Besiyerinde kullanici tarafindan ¢oziilemeyen bir hata kaynagi varsa, oncelikle
besiyerini pazarlayan firmayla temas kurulmalidir.
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03.10. Besiyeri Hatalar1

Besiyerlerinde, dogrudan analiz sonucuna yansiyabilecek ¢esitli hatalar ile bunlarin
olas1 nedenleri asagida listelenmistir. Goriilecegi gibi; nem almis, yanlis tartilmus,
asir1 1s1tilmis, hazirlamasinda damitik su kullanilmamis besiyerlerinde pek ¢ok hata
goriilmektedir. Bu gibi hatalar gosteren ya da hatali oldugundan yana kusku
duyulan besiyerleri mikrobiyolojik analizlerde kullanilamaz.

-Dehidre besiyerinde topaklasma: Depolamada asir1 nem, dehidre besiyeri kutu
kapaginin nemli bir ortamda uzun siire agik kalmasi ve/veya gevsek kapatilmis
olmasi, besiyerinin ¢ok eski olmasi.

-Yanlis pH: Notral olmayan su kullanimi, asir1 1sitma, dehidre besiyerinin ¢ok
eski olmasi, yanlis tartim, pH'nin yanlis sicaklikta ol¢iilmesi, pH metre kalibrasyon
hatasi, sulandirmadan sonra sterilizasyonun zamaninda yapilmamasi, yetersiz
yikanmis cam malzeme kullanilmasi, dehidre besiyerinin nem almast.

-Anormal renk: Saf olmayan su kullanimi, kirli cam malzeme, yanlis pH, asir1
1sitma, hatal1 tartim, dehidre besiyerinin ¢ok eski olmasi.

-Besiyerinde kararma: Asir1 1sitma, dehidre besiyerinin ¢ok eski olmasi.

-Bulaniklik ve presipitasyon: Saf olmayan suyun kullanilmasi, temiz olmayan
cam malzemenin kullanilmasi, hatali pH, asir1 1sitma, bilesimden hazirlanmis
besiyerlerinde temel bilesen(ler)'in yeterli saflikta olmamasi, hazirlanmis
besiyerinde depolama sirasinda nem kaybi, dehidre besiyerinin ¢ok eski olmasi.

-Yiiksek jellesme sicakligi: Hatali tartim, uygun olmayan agar kullanilmasi.

-Zayif jellesme stabilitesi: Hatali tartim, dehidre besiyerinin tam ¢oziilmeden
dagitilmis olmasi, diisiik pH, asidin besiyeri ¢ok sicakken ilave edilmesi, asiri
1sitma, erimis halde uzun siire ile su banyosunda bekletme.

-Zayif gelisme: Yetersiz yikanmig ve/veya durulanmamis cam malzemeden
inhibitér madde kontaminasyonu, hatali pH, besiyeri ve katkilarinin hatali tartimi
ve/veya hatali ilavesi, asir1 1sitma, dehidre besiyerinin ¢ok eski olmasi.

-Asint gelisme: Selektif inhibitorlerin bozulacagi kadar asir1 1sitma veya selektif
katkilarin yliksek sicaklikta bazal besiyerine ilavesi, selektif inhibitorlerin eksik
tartimi/ilavesi, inhibitor iceren besiyerlerinde standart dist uzun siire depolama.

-Kolonilerin yayilmasi: Besiyeri yiizeyinin ¢ok 1slak olmasi, selektif inhibitorlerin
bozulacagi kadar yiiksek sicaklikta katk ilavesi.

-Atipik gelisme: Besiyerinin hatali hazirlanmasi, dehidre besiyerinin ¢ok eski
olmasi, hazirlanmis besiyerinin uygun olmayan kosullarda ve/veya uzun siireli
depolanmasi, cam malzeme ve/veya sudan c¢esitli inhibitérler ve/veya yabanci
maddelerin kontaminasyonu.
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03.11. Tehlikeli Maddeler

Dehidre besiyerleri safra tuzlari, asit, selenit, boyalar vb. zehirli maddeler ile toz
gibi zararli maddeler igerir. Toz besiyerleri kullanildiginda tartim sirasinda yayilan
tozu solumamak i¢in 6nlem alinmasi 6nerilir. Tehlikeli maddeler baslica; soluma,
deri ile temas, goz ile temas ve yutma yolu ile ¢alisanlar i¢in potansiyel hastaliklar
olusturur. Bunlarin bir kismi viicuda kontamine oldugu anda etkisini gosterir, bir
kisminin etkisi ¢ok uzun siire sonra goriliir.

Ayrica, bazi besiyeri bilesenlerinin ¢evre agisindan kirlilik olusturdugu da dikkate
alimmali, buna gore besiyeri ve bilesenlerinin ¢ope atilmasinda gereken 6zen
gosterilmelidir.

Bazi besiyerlerinin bilesiminde insan sagligi agisindan tehlikeli maddeler bulunur.
Bu maddelerden bir kismi sadece bu maddelere duyarl kisiler i¢in 6nemli iken,
talyum gibi bazi kimyasallar ile ¢alisilirken 6zel onlem alinmasi gerekir. Asagida
insan saghigi icin tehlikeli olan kimyasallara 6rnekler verilmistir:

-Barbitone: "Narkotik" grupta degerlendirilir. Bilesimden hazirlanan bazi
besiyerlerinde kullanilir.

-Bile salts (safra tuzlar1): Mukoz membranlar1 tahris eder. Koliform grup
bakteriler i¢in kullanilan baz1 besiyerlerinde bulunur.

-Brilliant green: Solunum sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Koliform grup
bakteriler i¢in kullanilan bazi besiyerlerinde bulunur.

-Cetrimide: Yutulmas1 zararhdir, g6z ve deride tahris yapar. Basta Cetrimide Agar
olmak tizere Gram pozitif bakterilerin inhibisyonu ig¢in baz1 Pseudomonas
besiyerlerinde bulunur.

-Chloramphenicol: Solunum sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Genel bakteri
inhibitorii olarak DRBC ve RBC gibi bazi maya—kiif besiyerleri bilesimindedir.

-Crystal violet: Solunum sistemi, deri ve gézde tahris yapar. Gram pozitiflerin
inhibisyonu icin basta VRB Agar olmak tizere baz1 koliform grup bakteri
besiyerleri bilesiminde bulunur.

-Cycloheximide: Selektif katki olarak bulundugu konsantrasyonu tehlikelidir.
Ancak besiyerine ilave edildiginde konsantrasyon, tehlikeli olabilecek diizeyin
altina iner. Solunum sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Listeria besiyerlerinin
bazilarinda bulunur. Bu selektif katki ile ¢alisilirken dikkatli olunmasi gerekir.

-Deoxycholate: Solunum sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Salmonella ve
koliform grup bakteriler i¢cin hazirlanmis baz1 besiyerlerinin biinyesinde bulunur.
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-Kanamycin: Solunum sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Fekal streptokoklar ve
Cl. perfringens i¢in hazirlanmis baz1 besiyerlerinin biinyesinde bulunur.

-Lithium choride: Yutulmasi zararlidir, kusma ve ishale neden olur. Solunum
sisteminde mukoza irritasyonu ile 6ksiiriige, deride tahrise, goze bulagsmasi halinde
irritasyona yol acar. Toksik doz, gorme bozuklugu ve kalp ritim bozukluguna
neden olur. Baird—Parker Agar ve Fraser Broth gibi bazi besiyerlerinin bilesiminde
yer alir.

-Malachite green: Solunum sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Gram pozitifleri
inhibe eder. Ozellikle Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella i¢in hazirlanmis
RVS Broth gibi baz1 besiyerlerinin bilesiminde bulunur.

-Nalidixic acid: Solunum sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Pseudomonas
aeruginosa ve Fraser Broth gibi baz1 Listeria besiyerlerinin bilesiminde bulunur.

-Potassium tellurite: Solunum sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Staphylococcus
icin hazirlanan besiyerlerinin ¢ogunda, E. coli O157:H7 i¢in kullanilan CT-
SMAC Agar besiyeri katkisinda bulunur. Nutrient Broth'a %0,05 oraninda
katilarak Listeria monocytogenes zenginlestirmesinde kullanilabilir.

-Sodium azide: Dehidre besiyerlerinde az miktarda bulunmakla beraber, bazi
kisilerde asir1 duyarlilik goriilebilir. Sodium azide, basta bakir olmak {izere
metaller ile temas ettiginde patlayici metal azitleri olusturur. Bu nedenle sodium
azide igeren besiyerleri yikama sirasinda 6nce bol su ile muamele edilmelidir.
Bunlarin disinda, sodium azide asitlerle temas ettiginde toksik gaz olusturur.
Enterokoklar i¢in hazirlanan besiyerlerinin bazilarinda bulunur. %]1'den yiiksek
konsantrasyonlar ile ¢alisilirken gereken dnlem alinmalidir (6rnegin, ¢eker ocak).

-Sodium selenite: Solunmasi ile bronsiyal spazmlara, bogulma ve zatiirre
semptomlarina yol agar. Sindirilmesiyle bulanti, solgunluk ve mide sikayetleri
olusur. Karaciger, bobrekler ve merkezi sinir sistemine zarar verir, alerjik
reaksiyonlara neden olabilir. Cozeltisi deri ve gozde tahris yapar. Kimiilatif etki
riski vardir. Teratojenik potansiyeli oldugundan dogurgan yasta kadinlar bu madde
ile calismalar1 sirasinda ¢ok dikkatli olmalidir. Selenite Cystine Broth gibi bazi
Salmonella besiyerlerinde yer alir.

-Sodium metabisulphite: Asit ile temasinda toksik bir gaz olan sodium dioxide
olusur; bu gaz solunum sistemi ve deriyi tahris eder. Campylobacter analizinde
kullanilan Bolton Selective Enrichment Broth (Base) bilesiminde bulunur.

-Sodium thioglycollate: Solunmas1 ve yutulmasi toksik etki yapar, deriyi tahris
eder. Anaeroblar i¢in kullanilan bazi besiyerlerinin bilesiminde yer alir.

-Thallium salts (talyum tuzlari): Solunmas1 veya sindirilmesi toksik etki yapar.
Kiimiilatif etki riski vardir. Bilesimden hazirlanan bazi besiyerlerinde bulunur.
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04.01. Genel Bilgiler

Gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda elde edilen sonuclarin giivenilir olmasi i¢in
belirli ¢alisma kurallarina eksiksiz uyulmasi gerekir. Bunlarin en 6nemlilerinden
birisi de, kullanilan malzemenin steril olmasidir.

Besiyerleri, besiyeri katkilari, ¢ozeltiler, cam malzeme, blender govdesi vb.
malzeme steril olmazsa; bunlardan gelebilecek mikroorganizmalar, gidadan gelmis
gibi degerlendirilir. Ornegin, analiz edilen gidada E. coli yok, fakat bir 6nceki
analizde kullanilan pipette E. coli kalmigsa, analiz sonunda "E. coli var." seklinde
sahte pozitif sonug igeren bir rapor verilecektir.

Standart gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda, besiyerleri cok biiyiik ¢cogunlukla
farkli normlarda olmak iizere otoklavda ya da basitge kaynatarak, bazen de
membran filtrasyonla, cam malzeme ise etiivde kuru sicak uygulamasiyla sterilize
edilir.

Sterilizasyon bir kavram olarak "belirli bir ortami tiim mikroorganizmalarindan
arindirmak" olarak tanimlanir. Buna gore; mikroorganizmalar1 6ldiirmek sart
degildir, membran filtrasyon sadece fiziksel bir ayirimdir.

Dezenfeksiyon ise, ¢ok basit bir tanimlama ve cogunlukla kimyasal madde
kullanimi ile 6zdes olmak tizere, "ylizeylerin her tiirlii hastalik yapici etkenlerden
yani mikroorganizmalardan arindirilmas: (6ldiirmek veya giivenilir seviyelere
indirmek) i¢in uygulanan kimyasal islemler" olarak nitelenmektedir.

" Bu béliim, Prof. Dr. A. Kadir Halkman tarafindan yazilmistir.
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Bununla birlikte; gida mikrobiyolojisinde sadece hastalik yapici etmenler degil,
saprofitler de ele alinir. Buna gore, analiz edilecek 6rnek ambalajinin dis yiiziiniin
alkol ya da amaca uygun bagka bir kimyasal ile silinerek her tiirlii mikroorganizma
varligindan arindirmak sterilizasyon olsa da, uygulama olarak dezenfeksiyondur.

Benzer kavram karmasalar1 pastorizasyon ve ticari sterilizasyonda da vardir.

Pastorizasyon, 100 °C altindaki 1s1l islemi tanimlar. Buna gore, otoklav (basing)
kullanilmadan yapilan nemli sicak uygulamasi pastorizasyondur. Igme siitii ve
meyve suyu i¢in yaklasik olarak ayni 1sil islem uygulanmakla birlikte; pastorize
icme siitlinlin raf 6mrii, sogukta depolamak kaydi ile sadece 1 hafta kadar iken,
meyve suyu steril kabul edilir ve oda sicakliginda aylarca depolanabilir. Bu 2 gida
arasindaki temel fark asitliktir. Bu kavram, asagida ayrintili olarak ag¢iklanacaktir.

Bu asamada ticari sterilizasyon tanimi {izerinde de durulmalidir.

UHT siitiin ya da bezelye konservesinin birim ambalajinda yetersiz 1sil islem
nedeni ile sadece bir tek canli bakteri sporu bile bulunursa, hizla vejetatif hale
gecer ve sonra ¢ogalarak {iriinii bozar.

Oysa, meyve suyu ve konsantresi ile salca gibi asitli iirtinlerde, yetersiz 1s1l islem
sonucunda canli kalan bakteri sporlari, ortamdaki yiiksek asitlik nedeni ile
kolaylikla vejetatif hale gecip, cogalamaz ya da bu islem siit, sebze konservesi gibi
nétral iirtinlere oranla ¢ok daha uzun siirede gergeklesir. Buna karsin, standart
mikrobiyolojik analizlerde besiyerine gecen bu sporlar, asitlik gibi olumsuz
kosullardan kurtulduklar1 i¢in hizla germine olup, koloni olusturur.

Buna gore, standart mikrobiyolojik analizlerde saptanan bu mikroorganizmalarin
tirtinde de geliserek mutlaka bozulma yapacagi anlami ¢ikarilmamalidir.

Asidik tirtinlere uygulanan 1s1l islem, bu nedenle "ticari sterilizasyon" adin1 alir. Bir
baska deyis ile, bu gibi iirtinler UHT i¢me siitiinde oldugu gibi mutlak steril olmak
zorunda degildir, ancak ticari anlamda steril kabul edilir. Bu iirlinlerde canli kalmis
olan bakteri sporlar1 genellikle sorun ¢ikarmaz. Uygulanan 1s1l islem "geliserek
bozulma yapma potansiyeline sahip mikroorganizmalarin tahribi i¢in yeterlidir".
Bu islem sirasinda patojenlerin tiimii 6ldiirtliir.

Mikrobiyolojide kullanilan besiyerlerinin sterilizasyonunda da benzer ilkelerden
yararlanilir. VRB Agar besiyeri sadece kaynatilarak "sterilize" edilir. Burada amag
sadece besiyeri, su, kullanilan cam malzeme, tartim kayik¢igi, spatiil vb.
materyalden gelebilecek Enterobacteriaceae familyasi tiyelerinin o6ldiiriilmesine
yoneliktir. Sporsuz tiim bakteriler, sporlu ya da vejetatif haldeki maya ve kiifler
uygulanan bu 1s1l islem ile 6liir.
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Besiyerinde canli olarak kalmis olan sporlu bakterilerin besiyeri bilesimindeki
cesitli inhibitorler nedeni ile vejetatif hale gecip, koliform bakterilere benzer ya da
benzemez koloni olusturma olasilig1 standart analiz siiresi olan 48 saat icinde
miimkiin degildir.

Tersine, Plate Count Agar, CASO Broth, yar1 kati Nutrient Agar gibi genel
besiyerlerinin mutlak steril olmasi gereklidir.

VRB Agar 6rneginde, uygulanan 1s1l islem normu Enterobacteriaceae familyasi
tiyesi bakterilerin o6ldiiriilmesine degil, agarin eritilmesine gore ayarlanmistir. Bu
ama¢ i¢in uygulanan 1sil islemde, Enterobacteriaceae familyasi {iyesi bakteriler
zaten Oldurilir. VRB Agar yaninda, Rambach Agar vb. pek ¢ok besiyerinde
selektiviteye bagl olarak, sadece agarin eritilmesi i¢in uygulanan 1s1l islem, bu
besiyerinde standart inkiibasyon siiresi i¢inde olmak kaydi ile gelisebilecek tiim
mikroorganizmalarin tahribi i¢in yeterlidir.

Salmonella analizinde kullanilan Selenite Cystine Broth hazirlanmasinda
uygulanan 1s1l islem normu "sadece 60 °C'a kadar 1sitmak" seklindedir ve bu norm
dogrudan bu besiyerinde gelisebilecek olan Enterobacteriaceae familyasi iiyelerini
oldiirmek i¢indir.

Genel olarak mikrobiyolojide sterilizasyon denildiginde, 1s1l islem (nemli ve kuru
sicak), membran filtrasyon, kimyasal madde ile sterilizasyon ve 1sinlama ile
sterilizasyon yontemleri anlasilmaktadir. Bunlardan kimyasal madde uygulamasi
ve kuru hava sterilizasyonu, besiyerlerine ve c¢ozeltilere uygun degildir. Isinlama
ise pratik olarak uygulanacak bir yontem degildir, sadece 6zel amacli dehidre
besiyeri tiretiminde kullanilir.

Asagida, besiyerleri ve ¢ozeltilerin sterilizasyonunda en yogun kullanilan nemli
sicak uygulamasi hakkinda ayrintili bilgi verilmis, diger sterilizasyon yontemlerine
kisaca deginilmistir.

04.02. Nemli Sicak Uygulamasi

Nemli sicak uygulamasinin kuru sicak uygulamasina gore daha etkili oldugu,
mikrobiyolojinin ilk gelisme donemi olan R. Koch zamanindan beri bilinmektedir.
Yiiksek sicakliktaki 1sil islemin mikroorganizmalar1 6ldiirdigli agiktir. Burada
nemli ve kuru sicak uygulamasi arasindaki fark, sadece 1s1 enerjisinin iletilmesidir.
Su buhari, 1s1 enerjisini kuru havaya gore ¢ok daha iyi bir sekilde ilettigi i¢in
sterilizasyonda ¢ok daha etkilidir. Buna gore sterilizasyon etkisi, nemli sicak
uygulamasinda 121 °C'da 15 dakikada, kuru hava sterilizasyonunda ise ancak 170
°C'da 2 saat i¢inde saglanmaktadir.
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04.02.01. Otoklavda Sterilizasyon

Isil islem, 6zel olarak aksine bir uyar1 yoksa, otoklavda ve 121 °C'da yapilr.
Uygulama siiresi ¢ogunlukla 15-20 dakika olarak verilir. Baz1 kaynaklarda, 1s1l
1slem normu sicaklik ile degil, basingla gosterilir. Asagida basit bir sicaklik—basing
doniistim ¢izelgesi verilmistir.

Cizelge 04. Sicaklik—Basing Dontistimii

Sicaklik | Basing Sicaklik | Basing
°C °F kg/cm® psi’ °C °F kg/cm® psi’
100 212 0,00 0,0 121 250 1,02 15,0
105 221 0,19 2,8 125 257 1,29 19,0
110 230 0,41 6,0 130 266 1,67 24,5
115 239 0,67 9,8 134 273 2,00 29,4

“psi: pound per square inch; in¢ kareye pound (libre) olarak basing.

Sterilizasyonun amaci, dehidre besiyeri, besiyeri katkilari, cam malzeme, tartim
ekipmani, su, pamuk vb. materyalden gelebilecek mikroorganizmalarin timiinii
oldirmektir. Boylece besiyerinde gelisen mikroorganizma, calisma 6zelligine gore
ornekten/ana kiiltiirden gelmis olacaktir. Bu mantik altinda besiyerinin sterilize
edilmesi i¢in elden geldigi ol¢iide yiiksek sicaklik ve uzun siire uygulanmasi
gerekir. Ancak, 50 °C iizerindeki sicakliklarda besin maddeleri ve agarin jellesme
ozelligi olumsuz etkilenir. Bu olumsuzluk, cesitli kontrol g¢alismalarinda sahte
negatif sonuglarin alinmasina yol agabilir.

Bu agidan bakildiginda da elden geldigi olgiide diistik sicaklik ve kisa siire
uygulamasi1 bir anlamda zorunluluktur. Kuskusuz, bu kosulda sterilizasyon
saglanamaz ve kontrol amacgli calismalarda sahte pozitif sonug¢lar alimir. Bu
cercevede, besiyerinin i¢inde bulunabilecek tiim mikroorganizmalar1 6ldiirmek,
ancak besiyerine en az zarar verecek bir 1s1l islem normunun se¢ilmesi gerekir. Bu
norm, 121 °C'da 15-20 dakika olarak ortaya ¢ikar.

Is1l islem normunu 6ncelikle sterilize edilecek besiyerinin hacmi, besiyerinde agar
olup olmamasi ve cam malzemenin cinsi etkiler.

Genel bir yaklasim ile, 15 dakikalik 1s1l islem siiresi standart test tiiplerinden, 250
mL hacme kadar gecgerlidir. 500 mL hacim i¢in 20 dakika, 1 litre hacim i¢in 25
dakika stire kullanilmalidir.

Prensip olarak, aksine ve 6zel olarak belirtilmemis ise, 1 litre hacim otoklavda
sterilizasyon i¢in {ist sinirdir. Giinliik uygulama icin 6nerilen sekil 500 mL erlende
250 mL besiyeridir.
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Yapilan bir arastirmada ayni et kalinligina sahip cam kaplar kullanilmis ve besiyeri
sicakliginin otoklavda 121 °C'a ¢ikma siiresi 500 mL i¢in 18 dakika, 1 litre i¢in 22
dakika, 2 litre i¢in 27 dakika ve 5 litre i¢in 37 dakika olarak bulunmustur. Bu
durumda, 5 litrelik bir kapta sterilizasyon yapilirken otoklav sicakligi 121 °C'a
ciktiginda sadece 15 dakika beklenirse, besiyeri sicakligi soguk noktada hentiz 121
°C'a ulasmamis olacaktir.

Bir diger deyis ile otoklav i¢i sicaklik ile otoklavdaki besiyeri sicakligi ayni
degildir ve otoklav sicakligr olarak ol¢iilen deger otoklavdaki atmosferin
sicakligini gostermektedir.

Besiyeri bilesiminde agar varsa, 1s1 iletimi agarsiz olanlara gore daha yavas
olacaktir. Agar 1s1y1 zayif ileten bir bilesiktir. Dolayis1 ile agarli besiyeri, hacimle
iliskili olarak agarsizlara gore 2-5-10 dakika gibi daha uzun siire ile sterilize
edilmelidir. Yapilan bir arastirmada, ince ceperli bir kapta 500 mL agarh
besiyerinin, ayni hacimde normal ¢eperli bir kaptaki saf suya gére 121 °C'a 6
dakika daha gec ulastig1 belirlenmistir.

Besiyerinin sterilize edilecegi cam kabin et kalinligi 1s1 iletiminde 6nemli bir
faktordiir. Dogal olarak ince et kalinligina sahip standart erlen ve balonlar 1s1y1
normal bir sekilde iletirken, kalin et duvarli 6zel siselerde ilave sterilizasyon
stirelerine gerek duyulur.

Otoklavda sterilizasyonda dikkate alinmasi gereken en 6nemli ayrinti, "toplam 1s1
girisi" kavramidir. Bu kavram, 50 °C iizerindeki sicaklik/siire alamidir. Sekil
06'daki 4 farkli otoklavlama 6rneginde toplam 1s1 girisi gosterilmistir.

Sekil 06. Toplam Is1 Girisi.

100

IIIII oo
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Sekil (a) normal bir otoklavda, sekil (b) arizali oldugu i¢in geg¢ 1sinan bir otoklavda,
sekil (c) -O6rnegin 6gle saatine geldigi i¢in- sterilizasyon sonrasi kapali birakilan
normal ¢alisan bir otoklavda ve sekil (d) ise hem arizali oldugu i¢in ge¢ 1sinan hem
de sterilizasyon sonrasi kapali birakilan bir otoklavda 50 °C iizerindeki toplam 1s1
girisini belirten alanlar1 goéstermektedir.

121 °C'da 15 dakika olarak verilen 1s1l islem normu, normal olarak ¢alisan ve ¢abuk
1s1tilip ¢cabuk soguyan bir otoklav i¢in verilen toplam 1s1 girisini belirtmektedir.

Sekilden goriildiigii gibi, 121 °C'da tutma siiresi her 4 kosulda da 15 dakika
olmakla birlikte, toplam 1s1 girisi olarak gosterilen tarali alanlar, standart "a"
otoklavi disindakilerde daha fazladir ve diger 3 kosulda besiyeri gereginden fazla

olarak otoklavda tutulmustur.

Dogru ¢alisan bir otoklav, hava ¢ikist tamamlanip, basing uygulamaya
baslanmasindan 15 dakika (tercihen 5 dakika) icinde 120+1 °C'a erigmelidir.
Sterilizasyon tamamlandiktan sonra buhar c¢ikisinin ¢ok az agilarak basincin
kademeli olarak azaltilmasi zorunludur.

Basing ¢ok hizli olarak diiserse otoklav i¢indeki besiyeri ve ¢ozeltiler kaynar ve
kap disina tasar. Agarli besiyerinin otoklav i¢ine dokiilmesi ciddi arizalara neden
olabilir. Baz1 modellerde sogutma otomatik olarak yapilir. ideal olarak, otoklavda
kalma siiresi toplam 1 saattir.

Burada 121 °C'a gelinceye kadar ve 15 dakika bekleme siiresinden sonraki soguma
siirecindeki 1s1 girisi hesaba katilmamaktadir. Oysa, bunlar dikkate alindiginda
sterilizasyon etkisinin ¢ok daha yiiksek olacagi goriiliir. Ornegin, 118 °C'da 1
dakika ile 121 °C'da 0,35 dakika tutmanin 6ldiiriicii 1s1l islem etkisi esdegerdir.

Besiyerlerinin sterilizasyonunda kullanilacak otoklavlar farkli sekillerde olabilir.
En basit otoklavlar ev tipi diidiiklii tencere benzeri olup, bunlara sicaklik ve basing
gostergeleri eklenmistir. Standart otoklavlar yatik ve dik tiplerde olabilir.

Otoklavda sterilizasyonun esasi, havanin su buhar ile yer degistirmesi ve boylece
buhar araciligi ile 1s1 aktariminin daha kolay yapilmasidir. Buna gore, otoklavda
once havanin tam olarak ¢ikmasi saglanmali, sonra basing artirilmalidar.

Hava tam c¢ikmadan basing uygulanmaya baslanirsa, yer yer kalacak hava
paketlerinde sicaklik istenilen diizeye c¢ikamaz. Otoklavin asir1 doldurulmasi,
tiiplerin cam beher icinde otoklava konulmasi, vida kapakli siselerin agzinin
sikilarak ve tiip ile erlenlerin pamuk ya da tikaglarimin siki olarak otoklava
yerlestirilmesi, hava paketlerine neden olur ve sterilizasyon saglanamaz.
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Koliform grup bakteri analizinde kullanilan besiyerlerindeki standart boy Durham
tiiplerinde, otoklav sonrasi hava kalmasi bir anlamda sterilizasyon yetersizliginin
gostergesidir. Standart bir sterilizasyonda Durham tiiplerindeki hava kendiliginden
cikar. Bu durum, biiylik cogunlukla tiiplerin beher ya da benzeri kaplar i¢inde
otoklavlanmas1 sonucunda goriiliir.

Vida kapakli siseler ayn1 nedenle gevsek olarak kapatilip otoklavlanir ve islem
sonunda otoklav acildiginda kapaklar sikilir. Eger besiyeri ¢ok sicak iken kapaklar
sikilirsa vakum olusur ve sise agilirken disaridan hava emmeye bagli olarak
kontaminasyon olusabilir. Bu nedenle vidali kapaklar, besiyerinin sicakligi
yaklasik 50 °C'a sogudugu zaman sikistirilir.

Otoklavlama sirasinda basing artirilmaya baslanincaya kadar, buharlasmaya bagh
olarak besiyerinde hacim azalmasi olur. Otoklav cinsi, uygulanan islem gibi
nedenlere bagli olarak hacim azalmasi %5'ten fazla ise, kaybolan hacim kadar steril
saf su eklenir. Seyreltme c¢ozeltilerinde tolerans %2 hacim azalmasidir.

Tim bu bilgiler ¢ercevesinde otoklavda sterilizasyon i¢in dikkat edilmesi gereken
noktalar asagida 6zetlenmistir:

-Otoklav etkinligi kontrol edilmelidir. 04.07. Boliimde bu konuda bilgi vardir.

-Farkl1 hacimler beraberce otoklavlanmamalidir. Otoklavda 10 mL hacimde sivi
besiyeri ile kalin et duvarli bir kaptaki 1 litre hacimde agarli besiyerinin beraberce
sterilize edilecegi ortalama bir 1s1l islem uygulama siiresi aramak tiimiiyle yanlis
olacaktir. Bununla birlikte, giinlilk uygulamada farkli hacim ve bilesenlerdeki
besiyerlerini ayr1 ayr1 otoklavlamak her zaman miimkiin olmayabilir. Agarli
besiyerlerinin eritilmek i¢cin 6nceden 1sitilmis olmasi, toplam 1s1 girisi ¢cercevesinde
degerlendirilerek, bunlarin sivi besiyerlerinde olan normlarda sterilize edilmesine
olanak tanir. Ancak agarli besiyerleri, olmasi gerekenden daha kisa siire ile
(6rnegin 20 dakika yerine 15 dakika) otoklavlaniyorsa, sahit olarak bu besiyerinden
dokiilmiis birkag Petri kutusunun da inkiibatore konulmasi gerekir.

-Otoklavlama siiresi besiyerinin hacmi, kullanilan cam kaplarin et kalinligi,
besiyerinin agarli olup olmamasina gore belirlenmelidir.

-Besiyeri hazirlandiktan sonra ivedilikle sterilize edilmelidir. Dehidre besiyeri
ve/veya besiyeri bilesenleri ile cam kaplar, su, tartim ekipmani vb. materyalde
mikroorganizma bulunmasit dogaldir. Bunlar hazirlanmis besiyerinde hizla
geliserek, besiyerinde basta pH degismesi olmak iizere bir seri olumsuzluklar
meydana getirir. Buna bagli olarak hazirlanmis besiyerleri en ge¢ 1 saat iginde
sterilize edilmelidir. I¢inde pepton olan Maximum Recovery Diluent, %0,1 pepton
cozeltisi gibi seyreltme cozeltileri de besiyeri gibi distiniilmelidir. %0,85 NaCl
bilesimindeki serum fizyolojik ise, hazirlandig1 giin i¢inde sterilize edilmelidir.
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-Tum besiyerleri 1siya duyarlt olan pepton ya da ekstraktlari igerir. Bu nedenle
asir1 1s1 girigsinden kaciilmalidir. Pepton ve sekerleri iceren besiyeri asir1 1s1l islem
goriirse, Maillard reaksiyonu (karamellesme) olusur. Bu sekilde kararmis
besiyerleri, yanlis hazirlandig1 gerekcesi ile analizlerde kullanilmaz.

-Agar igeren besiyerleri 1sitilmadan once birka¢ dakika kendi halinde birakilarak
tam 1slanmasi1 saglanmalidir.

-Her sterilizasyon i¢in tarih, baglama sicakligi, sterilizasyon sicakligina ulagsma ve
bu sicaklikta tutulma siiresini gosteren kayitlar tutulmalidir.

-Kullanilacak besiyerleri ile onceden kullanilmis ve yikama Oncesi sterilize
edilecek besiyerleri ayni anda otoklavlanmamalidir.

Bazi besiyerleri, otoklavda 121 °C'da 15 dakikadan daha diisiik sicaklik ve/veya
stirelerde tutularak sterilize edilir. Enterobacter Enrichment Broth ve Litmus Milk
(121 °C'da 5 dakika) sterilize edilir. MRS Agar ve MRS Broth daha farkli bir 6rnek
olup, Bifidobacter spp. analizinde kullanilacak ise 118 °C'da 15 dakika, diger laktik
asit bakterileri i¢in kullanilacak ise 121 °C'da 15 dakika olarak sterilize edilmesi
onerilir.

Tim besiyerlerinin {iretici firma tarafindan gosterilen sekilde otoklavlanmasi
gerekir. Ayni besiyerine ait farkli marka tirtinlerde de farkli sterilizasyon normlari
verilebilir.

04.02.02. Kaynatarak-Isitarak Sterilizasyon

Bazi besiyerleri otoklavda sterilize edilmez. Ornegin VRB Agar besiyeri sadece
kaynar su banyosunda 30 dakika tutulur. Burada, kaynar su banyosuna konulan
VRB Agar besiyeri sicakliginin kaynar su banyosunda 30 dakika tutulmasi
kastedilmektedir. Bu siire, besiyeri merkez sicakliginin 95-98 °C'a ¢ikmasi ve bu
sicaklikta birka¢ dakika kalmasi i¢in yeterlidir.

Kaynatilarak hazirlanmasi gereken besiyerleri ideal olarak 100 °C'a ayarlanmis
otoklavda tutularak sterilize edilir. Baz1 elektronik modellerde oldugu gibi otoklav
sicaklig1 100 °C'a ayarlanamiyorsa, bu amagla kullanilmaz.

Mikrodalga firin varsa, kaynatmak amaci ile kullanilabilir. Bu islemde besiyerinin
tasmast Onlenmeli, firin ara sira calistirilarak sicaklik hep kaynama sicakligina
yakin tutulmalidir. VRB Agar i¢in kaynama sicakligina ¢ok yakin sicaklikta birkag
dakika tutmak sterilizasyon i¢in yeterlidir. Asir1 1sitmanin VRB Agar gibi
kaynatilarak sterilize edilen besiyeri performansini olumsuz yonde etkileyecegi de
gozde uzak tutulmamalidir.
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Rambach Agar gibi baz1 besiyerlerinin sterilizasyonunda sadece agarin eriyecegi
kadar 1sil islem uygulanir. Bu amagla kaynar su banyosunda tutulan ya da
mikrodalga firinda 1sitilan besiyeri ara sira karigtirilarak, agarin tam olarak eriyip
erimedigi kontrol edilir. Agarin eridiginin kontrolii ise yavasca c¢alkalanan erlenin
ceperlerinde erimemis partikiil kalip kalmadiginin gézlenmesi ile yapilir.

Selenite Cystine Broth gibi bazi besiyerleri ise 60 °C'da tutularak sterilize edilir. Bu
amagcla sicak su banyosu kullanilir ve erlen i¢inde de termometre bulunmalidir.
Sicaklik istenilen degere ulastiginda birka¢ dakika tutulur. Isil isleme son derece
duyarl1 bu tip s1v1 besiyerlerinin filtrasyon ile sterilize edilmesi 6nerilir.

Kaynatilarak ya da 1sitilarak sterilize edilen besiyerlerinde kullanilan pamuklarin
arasina kiiciik sineklerin saklanabildigi, bunlarin kaynatma siirecinde canliliklarini
koruyabildigi ve sonra besiyerine diiserek kontaminasyona neden olabildigi
goriilmiistiir. Laboratuvarda bulunan pamuklarin belirli siirelerde etiivde ya da
otoklavda sterilize edilmesi bu sorunu ortadan kaldirir.

04.02.03. Tindelizasyon

Otoklav anizali ya da dogru c¢alistigindan endise ediliyor ise Tindelizasyon
uygulanabilir. Bu amagla besiyeri ya da ¢ozelti kaynar su banyosunda 80 °C'da 1
dakika tutulup oda sicakliginda 1 saat beklenir. Sonra kaynar su banyosunda
kaynama sicakliginda (95-98 °C) 30 dakika tutulur ve hizla sogutulup oda
sicakliginda 8 saat birakilir. Bu islem 2 kez daha (toplam 3 kez) uygulanir.
Tindelizasyon isleminde 80 °C'da 1 dakikalik 1sitma ve hizla sogutma uygulamasi
sporlarin germinasyonu (vejetatif hale gegmesi) i¢in gereklidir. 80 °C kritiktir ve bu
amacla mikrodalga firin kullanilmaz.

Besiyeri ya da ¢ozeltinin 30 dakika kaynatilmasi ile bakterilerin spor formu
disindaki tiim mikroorganizmalar o6ldiirtiliir. Bekleme siireleri ve termal sok ile
bakteri sporlarinin vejetatif hale gecer. Ardindan tekrar kaynatma ile bunlar da
oldiirtilir. Son bekleme ve kaynatma, sterilizasyon giivenligi i¢in uygulanir.

04.03. Kuru Sicak Uygulamasi

Besiyerleri ve c¢ozeltiler gibi sivilarin kuru sicakta sterilize edilmesi s6z konusu
degildir. Kuru sicak uygulamasinda etiivde sadece Petri kutulari, pipetler vb. gibi
cam malzeme sterilize edilir. Siirtme (swab) 6rnegi almak amaciyla ucuna pamuk
sartlmis tahta ya da tel materyal ve homojenizasyon amag¢h kum da etiivde kuru
sicaklik uygulamasi ile sterilize edilir.
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Etiivde wuygulanacak 1s1l islem normu farkli kaynaklarda farkli sekilde
verilmektedir. Bu kitapta benimsenen norm, FDA tarafindan bildirilen sekli ile 170
°C'da 2 saattir.

Her sterilizasyon i¢in tarih, baglama sicakligi, sterilizasyon sicakliima ulagsma
stiresi ve bu sterilizasyon siiresinin uzunlugunu gosteren kayitlar tutulmalidir.

04.04. Membran Filtrasyon

Sadece bazi vitaminler, aminoasitler, sekerler gibi 1s1l islem ile sterilize edilemeyen
besiyeri bilesenleri, ayrica buharlar1 otoklava zarar verecegi gerekgesi ile asitler de
membran filtrasyon ile sterilize edilir.

Rehidre (sulandirilmis) besiyerlerinin membran filtrasyon ile sterilize edilmesi
alisilmis bir yontem degildir. Sadece uzun siire depolanacak Selenite Cystine Broth
besiyerinin membran filtre ile sterilize edilmesi gibi ender kosullarda membran
filtre Onerilir.

Besiyeri ve c¢ozeltilerin sterilizasyonunda genellikle 0,45 ya da daha kesin
sterilizasyon saglamak {izere 0,20 pm por ¢apli membran filtreler kullanilir. Yaygin
olarak kullanilan filtreler tek kullanimlik (disposal) olup, steril bir siringa ucuna
vidalanir. Sterilize edilecek sivi siringaya cekilir, filtre siringaya vidalanir ve bu
sekilde sterilize edilmis s1vi1 steril bir kaba aktarilir.

Filtre ile sterilizasyonda dikkat edilmesi gereken hususlar asagida 6zetlenmistir:
-Filtre edilecek ¢ozeltinin tam ¢6ziilmiis olmasi1 gerekir.

-Filtre edilmis ¢6zelti (filtrat) mutlaka steril bir kaba aktarilmalidir.

-Filtrede sadece standart boydaki mikroorganizmalar tutulur, ancak viriis ve ¢ok
kiiciik boylu bazi mikroorganizmalar filtre altina geger. Buna goére, membran
filtrasyon uygulamasimnin mutlak bir sterilizasyon olmadigi g6z Oniinden uzak
tutulmamalidir.

04.05. Kimyasal Madde ile Sterilizasyon

Kimyasal maddelerin mikroorganizmalar {izerine farkli etkileri vardir. Gida
mikrobiyolojisi laboratuvarinda en yogun kullanilan dezenfektan, alkoldiir. Aksine
bir belirtme olmadig1 zaman, alkol denildiginde "etil alkol" anlasilir. Gerek yayma
ekimde kullanilan Drigalski spatiillerinin, gerek ambalajin gerekse ¢alisma
tezgahlariin dezenfeksiyonunda yaygin olarak alkol kullanilir.
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Genel olarak kimyasal maddelerin konsantrasyonu arttik¢a dezenfeksiyon etkileri
de artar. Ancak, bir istisna olarak alkoliin en etkili oldugu konsantrasyon %76
(v/v)'dir. Buna gore %76'lik alkol, saf alkolden daha fazla etkilidir. %76 (v/v) alkol
hazirlanmasi i¢in basit olarak saf (%96-99) alkolden 4 hacim alinip, {izerine 1
hacim saf su ilave edilir (bakiniz; 03.08. Bolim).

Alkol ile sterilizasyonda asagidakilere dikkat edilmelidir.

-Alkol ile temas siiresi en az 2 dakika olmalidir. Yogun olarak c¢alisilan
denemelerde yeteri kadar cam Drigalski spatiilii bulundurulmalidir. Sporlu
bakteriler alkol ile dezenfeksiyona daha direnglidir ve standart toplam bakteri
sayimlari sirasinda, oldugundan daha fazla sayim sonucuna neden olabilirler.

-Alkoliin etkinligi her ¢alisma periyodunda kontrol edilmelidir. Bu amacla ekim
islemi bittikten sonra kullanilmis alkolden bir Plate Count Agar besiyerine 0,1 mL
aktarilip, standart sekilde yayma yapilir ve Petri kutusu 28 °C'da 48 saat inkiibe
edilir. Inkiibasyondan sonra bu Petri kutusunda higbir mikroorganizma gelismesi
goriilmemelidir.

-Alkol agikta birakilirsa suya gore daha fazla buharlasir, konsantrasyonu diiger ve
etkisi azalir. Bu nedenle isi biten alkol agz1 sikica kapanan bir kapta korunmalidir.

Gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda i¢inde patojen olan bir kabin diisiip kirilmasi
gibi karantina uygulanmasi durumunda, alkol yeterli olmaz. Buna bagh olarak,
laboratuvarda gerek bu tip kazalara karsi gerek ise baslamadan ve gerek is
bitiminde calisma masalar ile ellerin dezenfeksiyonunda kullanilmak tizere ticari
olarak hazirlanmis dezenfektanlar bulundurulmalidir.

Bazi hallerde pipet ya da pipet ucu gibi kullanilmis malzemenin dogrudan
dezenfektan iceren bir siviya birakilmasi gerekir. Bu gibi uygulamalarda
kullanilacak dezenfektan konsantrasyonu ve uygulama siiresi, iretici firma
talimatina gore yapilmalidir. Bu sekilde dezenfekte edilecek materyalin tiimiiyle
1slanmasi, kap i¢inde hava kabarciklar1 kalmamasi saglanmalidir.

Mikroorganizma kiiltiirlerinin yikama 6ncesi sterilizasyonu ¢ogunlukla otoklavda
yapilmakla birlikte, bazen kimyasal dezenfeksiyon uygulanir. Standart boyda Petri
kutusundaki kiiltiir icin en az 10—-15 mL dezenfektan gece boyunca uygulanmalidir.
Indol testinden sonra tiiplerin kendi halinde bir gece birakilmasi ile Kovacs'
ayiracindaki kimyasallar yeterli dezenfeksiyon saglar.

Dezenfektanlarin ¢ogunun toksik etkisi oldugu unutulmamalidir. Dezenfektan
uygulamasindan sonra malzeme iyice calkalanmali, sonra yikanmalidir. Ellerin
dezenfeksiyonu i¢in kullanilan bazi dezenfektanlarda uygulamadan sonra ellerin
calkalanmamasi gerekir.
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04.06. Isinlama ile Sterilizasyon

Isinlama uygulamasi, iyonlastirici radyasyon ve iyonlastirict olmayan radyasyon
olarak iki ana gruba ayrilir. Iyonlastirici radyasyonun yaydig: enerji 30-34 eV'dan
daha yiiksektir; X ve gama ismlar1 bu grupta yer alir. Iyonlastirici olmayan
radyasyon ise bu degerden daha diisiik enerji yayar; UV 1s1n1 bu grupta yer alir.

Dalga boyu 10 nm'den (100 A°) daha kisa olan X 1sinlar1 ve dalga boyu 0,1 nm'den
daha kisa olan gama isinlarinin penetrasyon yetenegi vardir ve buna bagl olarak
ambalajlanmis materyalin sterilizasyonunda kullanilir. Penetrasyon yeteneginde
olmayan UV 1sinlarinin dalga boyu ¢ok daha yiiksektir. Endiistriyel uygulamalarda
Co® ve Cs"’ kaynagindan elde edilen gama 1sinlari ile X 1sinlart kullanilir.

UV 1sminin kisitht bir endistriyel kullanimi vardir. Ancak, UV 1sinlarinin basit
olarak saglanan lambalardan elde edilmesi ve kullanim kolaylig1 nedeni hava, su,
diizgiin ylizeyler gibi 6rneklerde mikroorganizma yiikiiniin indirilmesi i¢in yaygin
kullanim alan1 vardir.

UV spektrumunda farkli dalga boylarinda UV 1sinlar1 vardir. MUG reaksiyonunun
belirlenmesinde 366 nm uzun dalga boylu UV 1sm1 kullanilirken, 210-300 nm
dalga boyundaki 1sinlar yiiksek absorbsiyonlarina bagl olarak kuvvetli 6ldiiriicti
etki yapar. UV spektrumu i¢inde mikroorganizmalar iizerine en fazla etkili olani
253,7 nm dalga boyundaki 1sindir.

Basit fizik yasalar1 uyarinca UV 1sinin etkisi aydinlatma gibidir. UV 1s1in etkisi;
kullanilan lambanin giicii ile dogru, lamba ile sterilize edilecek materyal arasindaki
uzakligin karesi ile ters orantilidir.

Buna gore; tavana asilmig bir UV lambast kullanildiginda, tavana yakin olan
yerlerdeki mikroorganizmalar, tabana yakin olanlardan daha fazla etkilenir.

UV lambalari, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda havanin ve calisma tezgahlarinin
sterilizasyonu i¢in kullanilir. Pratik uygulamada UV lambalar1 gece boyunca agik
birakilir. Bu 151na uzun siire ve yakindan bakilmasi halinde gézde 6nemli hasarlar
meydana gelebilir. Bu nedenle UV lamba diigmesinin laboratuvar kapisinin disinda
olmasi onerilir. Kapali bir kabin i¢ine yerlestirilmis UV lambalar1 etrafindan hava
gecirilerek, bunlar ¢alisma siiresi icinde de kullanilabilmektedir.

UV lambalarinin kullaniminda belirli bir "lamba 6mrii" oldugu dikkate alinmalidir.
Bu siire sonunda da, lambadan ayni1 agik mavi 1s1k goriiliir, ancak bunun i¢inde
etkili dalga boyunda UV 1sm1 kalmamistir. UV lamba kullanilacak ise satici
firmadan standart kullanim 6mrii 6grenilmelidir. Farkli markalarda farkli kullanim
omri olabilir. Kullanim 6émrii genel olarak 9.000 saattir.
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Gida mikrobiyolojisi laboratuvari agisindan X ve gama ismmlamasinin pratik
uygulamasi yoktur. Sadece i1sinlanmis Tryptic Soy Broth ve ReadyCult gibi
uygulamalar i¢in kullanilmaktadir.

04.07. Sterilizasyon Kontrolii

Sterilizasyon isleminin etkinligi, kimyasal ya da biyolojik indikatorler ile kontrol
edilir. Kimyasal indikatorlerin en yaygin kullanilani otoklav seritleridir. Otoklava
konulan malzemeye bu seritlerden yapistirilir. Standart otoklavlama siiresinde (121
°C; 15 dakika) serit renk degistirir. Ayni uygulama kuru hava sterilizasyonu i¢in de
yapilmaktadir. Kuru hava ve otoklav sterilizasyonu i¢in farkli seritler kullanilir.

Otoklavda sterilizasyon kontrolii i¢in biyolojik sterilizasyon indikatorii (Sterikon)
kullanilmas1 da onerilir. Bu kullanim pek ¢ok uluslararasi standartta, 6rnegin FDA
Form 2400 (3/01)'de yer almaktadir. Bu amagla en yaygin kullanilan bakteri
Geobacillus stearothermophilus (Syn. Bacillus stearothermophilus) sporlaridir. Bu
sporlar, i¢cinde 2 mL Nutrient Broth ve bir pH indikatérii olan ampul i¢inde
yaklasik 10" sayida bulunur. Sporlarm 121 °C'daki D degeri 2 dakikadir. Buna gore
121 °C'da 15 dakikalik 1s1l islemde tiimiiyle 6liirler.

Standart bir otoklavlama isleminde 250 litre hacme kadar olan otoklavlar igin 2
ampul, daha biiyiik olanlar i¢in 6 ampul farkli yerlere yerlestirilir. Otoklavlama
sonunda ampuller otoklavlanmamis olan sahit 1 ampul ile birlikte 60 °C'da 48 saat
inkiibe edilir. Otoklav dogru ¢alisiyorsa (121 °C'a erisip, bu sicaklikta 15 dakika
kaliyorsa), ampul i¢indeki tiim sporlar 6lmiis olacagi i¢in inkiibasyon sonunda
ampullerde bir degisiklik olmaz ve menekse renk korunur. Aksi halde ampulde
sterilizasyon yetersizligi nedeni ile tek bakteri sporu bile canli kalirsa, bu spor 6nce
germine olur, sonra hizla ¢ogalir ve pH indikatorii araciligi ile ampul rengi sartya
doner. Bu biyolojik indikatér hakkinda 40.08. Boliimde ayrintili bilgi vardir. Bu tip
indikatorlerin  kullanilamamasi halinde, alisilagelmis bir sterilizasyon kontrol
yontemi "sahit besiyeri" kullanmaktir. Inokiile edilmemis bir besiyerinin inokiile
edilmigler ile birlikte inkiibe edilmesi, sterilizasyonun ne denli saglandigim
gosterebilir. Bu konuda yapilabilecek biiyiik bir hata, agarli besiyeri olan Petri
kutularinin tiimiiniin 48 saat inkiibatérde birakilarak sterilite testi yapilmasidir.
Boyle bir uygulamada steril olduguna karar verilen besiyerlerinde gereginden fazla
kuruma olacak ve ekim sonrasi istenilen performans alinamayacaktir.

Kuru sicak uygulamasinda sterilizasyon etkinligi, Bacillus atrophaeus (Syn.
Bacillus subtilis var. niger) ile kontrol edilir. Standart kuru hava sterilizasyonu
sirasinda etiivde farkli yerlere konulacak Petri kutulart icine 10° diizeyinde spor
emdirilmis olan seritler yerlestirilir. islem bitince bu seritler Tryptic Soy Broth
besiyeri i¢ine atilip, 28-30 °C'da 48 saate kadar inkiibe edilir.
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Sterilizasyon yeterli bir sekilde yapildi ise besiyerinde bir gelisme olmaz. Aksi
halde besiyeri renginde bir bulaniklik ile sporlarin 6ldiiriilmesinin yetersiz kalmis
oldugu anlasilir.

Membran filtrasyon ile yapilan sterilizasyonun kontrolii i¢in, 10" Pseudomonas
diminuta iceren 100 mL seyreltme ¢ozeltisi filtre edilir ve 10 mL filtrat, 10 mL ¢ift
kuvvetli Tryptic Soy Broth'a ilave edilerek, 28-30 °C'da 48 saat inkiibe edilir. Bu
stire sonunda besiyerinde gelisme (bulaniklik) goriilmemelidir.

04.08. Sterilize Edilmeyen Cozeltiler

Besiyerlerinin bilesimine giren antibiyotikler gibi bazi katkilarin sterilizasyonuna
gerek yoktur. Ilgili talimatlarda yazildig1 sekilde iizerlerine sadece steril su (ya da
steril su + alkol) ilave edilir. C6zelti halinde ise dogrudan kullanilir.

Yumurta sarisi ile yumurta sarisi tellurit emiilsiyonu gibi bazi katkilar tiretici firma
tarafindan onceden sterilize edildikleri i¢in, ayr bir sterilizasyon islemine gerek
yoktur. Bununla birlikte, ¢ogu {tiretici firma tarafindan yumurta ve iirtinlerinin
sterilizasyon kontrolii yapilmasi 6nerilir.

Yumurta sarisi emiilsiyonunun laboratuvarda hazirlanmasi gerekli ise, %76 (v/v)
etil alkol ¢ozeltisinde en az 5 dakika tutulur. Sonra saris1 ve beyazi ayrilip, sarisi
steril bir kaba alinir. Bu amacla dis kabugu kirli olan ya da kirli oldugundan endise
edilen yumurtalar kesinlikle kullanilmamali, asla kirli kabugun firgalanarak
temizlenmesi yoluna gidilmemelidir.

Basta Kanli Agar olmak {izere ¢esitli besiyerlerinin bilesimine katilan kanin "steril
oldugu" kabul edilir. Bunun i¢in saglikli bir hayvandan aseptik kosullara uyarak
kan alinmalidir. Kanl1 agar tercihen dis laboratuvardan saglanmalidir (bakiniz; 10.
ve 40.06. Bolim).

04.09. D ve Z Degerleri

Oldiiriicii diizeyde herhangi bir islemin (is1l islem, kimyasal madde uygulamast,
1sinlama) canlilar tizerindeki etkisi, zamana bagl bir fonksiyon olarak verilir. Tam
olarak tanimlanmis bir uygulamada, belirli bir canh tiirli i¢in saymin %90'min (1
log birimi) azalmasi i¢in gereken siire D degeri (desimal indirgeme siiresi) olarak
tanimlanir ve dakika ile ifade edilir. D degeri, 6ldiiriicti bir islemin etki siiresi ile
ilgilidir ve bu nedenle sadece fiziksel bir ayirma islemi olan membran filtrasyon
icin s6z konusu degildir.
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Buna gore;

-Uygulamanin yapildigi ortam tam olarak tanimlanmahidir (yagsiz i¢me siitii,
yarim yagli dana kiymasi vb.).

-Hedef mikroorganizma tiir hatta serotip diizeyinde tanimlanmalidir (Bacillus
cereus sporu, E. coli O157:H7 serotipi vb.).

-Uygulanan islem tam olarak tanimlanmalidir (108 °C'da buharli sterilizasyon,
1sinlama, %73 alkol vb.).

Geobacillus stearothermophilus sporlarmin Nutrient Broth ortaminda 121 °C'daki
D degerinin 2 dakika olmasi, her 2 dakika sonra spor sayisinda 10 misli (1 log
birimi) azalma olacagini (sporlarin %90'inin 6liip, %10'unun canli kalacagini) ifade
eder. Bir diger deyis ile, 121 °C'da baslangicta (0 an1) 107 olan spor sayis1, 2 dakika
sonra 10°, 4 dakika sonra 10°, .... 14. dakika sonra 10°=1 bakteriye diisecek ve 1
dakika sonra bu bakteri de 6lecegi i¢in Sterikon sterilize edilmis olacaktir.

Aynmi mikroorganizma, ayni Oldiiricii islem olsa bile ortamdaki pH, seker
konsantrasyonu gibi faktorler D degeri lizerine dnemli etki yapar. pH ne kadar
disiik ise 1s1l islemin etkisi o denli artar. Ancak, yiiksek seker konsantrasyonu
bazen mikroorganizma {izerinde koruyucu etki olusturur. Bu nedenle D degeri
ifade edilirken, ortam belirgin bir sekilde tanimlanmalidir.

Isil islemde D degeri, uygulanan sicaklik ile birlikte verilir. Dygo= 0,3 dakika; 109
°C'da her 0,3 dakikada (18 saniyede) canlilikta 1 log azalma olacagini gosterir.

Endistriyel 1sinlamada D degeri kavrami biraz farkhidir. Isil islemde farkli
sicakliklar, kimyasal uygulamada farkli konsantrasyonlar uygulanmakla beraber,
1sinlamada konsantrasyon farki yoktur. Isin kaynaginin belirli bir giicti vardir. Bu
gii¢ ilave uniteler ile artirilsa bile 6ldiirtici etki canlinin absorbe ettigi enerji ile
iliskilidir. Ismn kaynaginin Co® ya da Cs"’ olmasi da 6énemli degildir. E. coli i¢in
gama 1s1lamada yagsiz kiyma ic¢in Dyo= 0,30 kGy ifadesi, giicii ne olursa olsun bir
1s1n kaynagindan elde edilen gama 1sinlarinin her 0,30 kGy uygulanmas1 halinde
canlilikta 1 log azalma olacagini gosterir. Bazi 1sin kaynaklari, bu dozu 30
dakikada, bazis1 5 dakikada verebilirse de, bu 6nemli degildir ve D degeri
yaklasimi ile uyumsuz olmaz. Onemli olan, ka¢ kGy 1s1n verildigidir.

Isil islemde "D" altinda genel olarak uygulanan sicaklik derecesi verilirken,
isinlamada genel olarak "D alt1 10" yazilir. Bunun nedeni, 1sinlama ile 1s1l islem
arasinda yukarida agiklanan farkliliktir ve logaritmik bir islem oldugunu belirtmek
tizere Do olarak belirtilir. Isil islemde de D, belirtmelerine rastlanir. Bu belirtme,
logyo ifadesi gibidir. Bununla beraber, bazi kaynaklarda 1sil igslem ve kimyasal
madde uygulamasi i¢in de Dy, seklinde belirtmeler vardir.
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Asagida D degeri hesaplamasi i¢in bir 6rnek verilmistir.

Cizelge 05. D Degeri Sekil 07. D Degeri grafigi
Stire  log kob/mL

0 8,963 10 -
4 8,380 g B
) 7204 . y = -0,3042x + 9,2455
12 5,410
16 4,342 4
20 2,690 24
24 1,653 0 : : : : : : ‘
28 1,255 0 4 8 12 16 20 24 28

Elde edilen verilerin bilgisayar ortaminda MS Excel ya da benzeri bir program
kullanilarak grafigi ¢izilir. Egim ¢izgisinin formiiliinii bu program verir. Bu 6rnekte
Y= -0,3042X — 9,2455 olarak elde edilen denklemde, Y icin ardisik 2 sayi
(6rnegin, 5 ve 6) verilerek bunlara kars1 gelen X degerleri hesaplanir. Fark, D
degeridir. Yine bu 6rnekte Y= 5 icin X= 13,97 ve Y=6 i¢cin X= 10,63 olarak
bulunur ve bu 2 X degeri farki olan 3,34 dakika= 200 saniye, D degeri olarak
hesaplanir.

Genel bir yaklasim ile, 6ldiiriicii etkiye sahip uygulamalarda konsantrasyon arttik¢a
oldiiriicii etki de artar (alkol bu genellemenin disindadir). Buna gore 96 °C'da
yapilan uygulamada D¢s= 3 dakika olarak bulunuyorsa, ayni kosullarda ve ayni
mikroorganizma i¢in sicaklik artirildiginda daha kisa ve tersine olarak sicaklik
azaltildiginda daha uzun siireli D degerleri elde edilecegi agiktir. Benzer sekilde,
bir kimyasalin %1 derisimde D degeri 4 dakika ise, %2 derisimde daha kisa ve
%0,2 derisimde daha uzun D degerleri elde edilecektir.

Z degeri, genellikle 1s1l islem i¢in kullanilan bir kavramdir ve °C olarak ifade edilir.
D degerinde 1 log birimi degisiklik i¢in gereken sicaklik degisimi olarak
tanimlanir. Ornegin, Dog= 3 dakika ise D degerinde 1 log birimi degisiklik, yani D
degerinin 0,3 dakika olmasi i¢in sicakligin ne olmasi gerektigidir. Buradaki 6rnekte
7=6,7 °C olarak bulunursa sicaklik 96 + 6,7= 102,7 °C 1s1l islemde D degeri 0,3
dakika ve tersine olarak 96 — 6,7= 89,3 °C'da D degeri 30 dakika olacaktur.

D ve Z degerleri laboratuvardan ¢ok endiistriyel uygulamalar i¢in gegerlidir. Bu

kitapta kisaca yer almasinin nedeni, bu kitabin isletmede calisan teknik elemanlara
da yararl olmasi dilegidir.
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05.01. Ornek Alma

Gidalardan mikrobiyolojik analiz i¢in 6rnek almak ve bunu "6rnek alindigi andaki
mikrobiyolojik kriterleri tiimiiyle koruyarak" laboratuvara getirmek oldukea
zordur. Numunenin hangi miktarda ve kag¢ adet alinacagi, laboratuvara getirilmesi,
acilmasi ve ekim i¢in hazirlik gibi konular tizerinde titizlikle durulmalidir.

05.01.01. Ornek Miktar:

Pek ¢ok ulusal ve uluslararasi 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 alinacak ornek 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
cozeltisi yeterli degildir, blender bu diisiik miktar1 homojenize edemez. Dolayisi ile
yaygin kullanilan sekli ile 25 gram sucuk + 225 mL homojenizasyon ¢6zeltisidir.

Standart bir analizde 10 g 6rnek yeterli olmakla birlikte, yukarida belirtildigi gibi
ozel homojenizasyon gereksinmeleri uyarinca, ilave her patojen testi i¢cin 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 ka¢ adet alinmasi gerektigi ¢ogu kez kavram karisikligina neden

olmaktadir. Gida endiistrisinde yapilan giinlilk kontrollerde sadece 1 numune
genellikle yeterlidir.
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Isletme isterse her partiden 2, 3, 6 gibi diledigi sayida ornek ile ¢alisabilir. Bununla
beraber, kamu tarafindan yapilan denetlemelerde 5 6rnek ile ¢alisilma zorunlulugu
vardir. Bunun nedeni, kamunun, analiz ettigi gidayi, gida yasalarina uyup uymadigi
acisindan denetlemesidir. Ulusal ve uluslararas1 pek ¢ok gida yasasinda bu kosul
acikca belirtilir. Ulusal ya da uluslararasi ticarette bu say1 farkli olarak alinabilir.

Alinan 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 sayilar1 ¢ikmasi
beklenebilir. Tankerden o6rnek alimi Oncesinde mutlak bir homojenizasyon
beklenemez. Karkas orneklerinde toplam bakteri sayilmasi i¢in 6rnek miktar: 10
gram olarak tanimlaniyorsa, karkasin ytizeyinden dogru ince bir serit halinde alinan
ornek ile dar bir et sondas1 ile govdenin i¢ine dogru girilip, alinan 6rnek arasinda
farkli sonug¢lar bulunmasi1 dogaldir. Bu gibi homojen olmayan kiitlelerden 6rnek
alim yontemi, ilgili talimatlarda acik bir sekilde belirtilmelidir.

Biiylik ambalajlara (250 kg, 1 ton vb.) aseptik dolum yapilan sal¢ca, meyve suyu
konsantresi gibi orneklerde, ticari deger agisindan 6rnek alimi farkli bir sekilde
yapilir. Bu uygulamada ayni1 dolum basligindan 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 6l¢iide temsil ettigi incelenmelidir ve olabildigince
rastgele 6rnek alinmasi saglanmalidir.

Ornek sayist ile ilgili genel kurallar asagida 6zetlenmistir:

-Cocuklar, yashlar, hamileler ve hastalar i¢in hazirlanan gidalardan daha fazla
ornek alinmalidir.

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

-Ambalaj boyutu kiigiildiikge daha ¢ok sayida 6rnek alinmalidir.

-Biiyiik ambalajlar ile dokme ve yigin {riinlerden kompozit 6rnekler
hazirlanmalidir.

-Cabuk bozulabilen gidalardan daha ¢ok 6rnek alinmalidir.

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

-Almacak 6rnek sayis1 uygulanan teknolojiye baglidir. Basit teknoloji uygulayan
isletmelerde modern olanlara gére daha ¢cok numune alinmasi gerekir.

-Uriiniin pazar pay1 ile dogru orantili olarak 6rnek alinmalidir.
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05.01.02. 2 ve 3 Sinifli Planlar

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

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

3 smfli planlar, sayima yonelik testlerde ve var/yok analizlerinde kullanilir.
Glinlik uygulamada 6zellikle kamu tarafindan yapilan kontrollerde yaygin
kullanilan plan budur. Pek c¢ok yerde analizi yapilan gidada yasal olarak
bulunmasina izin verilen mikroorganizma sinir1 n, ¢, m, M ile gosterilir. Burada;

n: Analize alinacak 6rnek sayisi,

c: M degeri tasiyabilecek en fazla 6rnek sayist,

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

M: ¢ sayidaki drnekte bulunabilecek en fazla deger olarak tanimlanir.

Asagida, bu konuda 6rnekler verilmistir:

n=5; ¢c=2; m= 5.000; M= 50.000 ise;

-5 (n) adet 6rnekten 2 adedinde (c¢) 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 6rnekten (n) biri 50.000 degerini (M) gecerse parti reddedilir.

-5 ornekten 3 ya da daha fazlasinda 5.000 (m) degeri gecilirse yine parti
reddedilir. Ciinkii, c= 2 olmast gerekirken bu durumda 3 ya da daha fazla sonug
elde edilmis olacaktir. Bu 6rnek genellikle toplam bakteri gibi genel kalite kriteri
olan analizler i¢in 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 saymin herhangi bir ya da daha fazla
ornekte 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=15; ¢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 ornek genellikle Salmonella, Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7 serotipi
gibi patojenlerin analizi i¢in verilmistir.
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05.01.03. Ornegin Laboratuvara Getirilmesi ve Kabulii

Isletmeden alinan o6rnek, miimkiin olan en kisa siire icinde ve ornekteki
mikroorganizma sayisini artiracak ya da azaltacak kosullardan tiimiiyle arindirilmis
olarak laboratuvara getirilmeli ve analize alinmalidir.

Steril, kuru ve nem ge¢irmeyen ambalajlardakiler gibi mikrobiyel yonden stabil
tirtinlerde, tasima sirasinda sogutmaya gerek yoktur. Buna karsin iglem gérmemis,
sogutulmus, pastérize edilmis, bozulmus vb. gidalar 0 °C ile +4 °C arasinda,
dondurulmus iiriinler ise —18 °C'da tasmmmali, bombaj yapmis (veya bombaj
tehlikesi olanlar) olas1 patlamalara ve sizintilara karsi ayrica ambalajlanarak
laboratuvara getirilmelidir.

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

Oncelikle, laboratuvar tarafindan analize alinmak {izere numune kabul edilmelidir.
Bu kabul i¢in 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 kuruluslarinin gerek gida endiistrisindeki bir otokontrol
laboratuvarinin gerek ©6zel bir gida analiz laboratuvarinin analiz i¢in getirilen
numuneyi kabul etmeme hakk: vardir.

Laboratuvara gelen ve kabul edilen 6rnek i¢in, laboratuvarin 6zelligine gore kabul
tarihi, kabul saati, iiriin ile ilgili tiim bilgiler ({iretim tarihi, ambalaj 6zellikleri, parti
numarasi, vardiya numarasi, numunenin alindigi saat, gerekli ise 6rnek alim
sicaklig, laboratuvara giris sicaklig1 vb.) kayda alinmalidir.

Bombaj yapmis ambalajlar acilirken laboratuvar kazasina karsi dikkatli olunmali,
acim sirasinda personel zarar gérmemelidir. Kalin bir torba i¢ine konulan bombajli
ornek, torbaya el sokularak acilir. Bu sekilde, eger patlama olursa laboratuvarin
kontaminasyonu 6nlenmis olur. Laboratuvarin bombaj nedeni ile 6nceden patlamis,
sizint1 olmus 6rnegi kabul etmeme hakki vardir ya da bu durum raporda belirtilir.

Sicaklik Ol¢timii yapilacak ise onceden sogutulmus termometre kullanilmalidir.
Onceden sogutma, elektronik ve dijital termometreler i¢in gerekli degildir.

Dondurulmus sivi {iriinler mikrobiyolojik veya somatik hiicre analizi i¢in kabul
edilmez. Eger kimyasal testler de yapilacak ise, oncelikle mikrobiyolojik analiz
i¢in alt 6rnekler ayrilmalidir.
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05.01.04. Ornegin Acilmasi

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

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

-Taze ve sogutulmus iiriinler kabulden sonra 24 saat i¢cinde analize alinmalidir.
Daha uzun bir depolama siiresi kag¢inilmaz ise, iiriin derhal dondurulmali ve —18
°C'm altinda depolanmalidir. Dondurma islemi iiriindeki mikrobiyel floray1
etkileyecegi i¢in, bu durum analiz raporunda acikca belirtilmelidir. CI. perfringens
gibi bazi mikroorganizmalar dondurma isleminden ¢ok fazla etkilenir. Buna gore,
analiz oncesinde dondurulmus taze triinlerde CI. perfringens analizi yapmanin
geregi yoktur.

-Dondurulmus iiriinler +4 °C buzdolab1 sicakliginda ¢oziindiiriilmelidir. Bu
islemde biiyiik porsiyonlar halindeki {iriinlerin ¢oziilmesinin kiigiik porsiyonlu
olanlara gore daha uzun siire alacagi, ¢oziindiirme siiresi i¢inde psikrofil
bakterilerin gelisebilecegi gdzden uzak tutulmamali, dolayisiyla gida olanaklar
Olctistinde 50 gramdan fazla olmayacak porsiyonlar halinde dondurulmalidir. Eger
ornek onceden tartilarak dondurulduysa, dogrudan homojenizasyon c¢ozeltisine
aktarilarak ¢oziindiirilebilir.

-Pastérize ve benzeri iiriinler son kullanma tarihinden 6nce ve elden geldigi kadar
cabuk analize alinmalidir.

-Dondurulmus iiriin analiz amaciyla ¢6ziindiiriildii ise analiz ertelenemez.

Laboratuvara gelen ve kabul edilen numunenin paraleli analiz bitinceye kadar iiriin
ozellikleri degismeyecek sekilde sahit olarak korunmalidir.

Kapali ambalaj (tiiketici ambalaj1 veya laboratuvar analiz ambalaji) ile laboratuvara
getirilen Ornekler mikrobiyolojik analize alindiginda, numunenin c¢evreden,
cevrenin de numuneden kontamine olmasi Onlenmelidir. Bu konuda standart
laboratuvar kurallarina uyulmalidir.

Kapali ambalaj agilmadan oOnce, agilacak yer ve g¢evresi %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 hi¢bir sekilde gida 6rnegine karismamalidir. Aksi halde sahte negatif
sonu¢ alinabilir. A¢imda kullanilacak makas, konserve acgacagi, sise acgacagi,
bistiirii vb. materyal 6nceden uygun bir ambalaja (kagit, mutfak tipi aliiminyum
folyo) sarilarak etiivde ya da otoklavda sterilize ya da dezenfekte edilmis olmalidir.
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Analiz amaci ile ambalaj agildiktan sonra analiz, elektrik kesintisi gibi zorunlu
haller disinda ertelenmemelidir. Boyle bir zorunluluk halinde analizin ertelenmesi
gerekiyorsa ambalaj tekrar kapatilmamali, analize alinacak gida, laboratuvarda her
an bulunmasi gereken steril bir kaba aktarilarak korunmalidir.

Siv1 6rnekler dogrudan analize alinabilir. Kat1 gidalar ise tartim, homojenizasyon
vb. gibi 6n islemlerden ge¢gmek zorundadir.

Kat1 6rneklerde belirli bir agirligin (10 g, 25 g vb.) tartilmas1 aseptik kosullar
altinda yapilmahidir. Dikey tip ekim kabini icinde tartim yapilmasi en saglikli
yontemdir. Tarttmin yapilacagi kap onceden sterilize edilmis, seyreltme veya
Salmonella 'da oldugu gibi 6n zenginlestirme besiyerini rahatlikla alabilecek
boyutta olmalidir.

Kati gida maddesi tartim sirasinda sorun ¢ikaracak biyiiklikte ve nitelikte
parcalardan olusuyor ise, tartimdan 6nce uygun boyutlara parcalanmalidir.

Terazi lizerine gereksiz agirlik konulmasinin sakincali olmasi ve eger istenilen
agirliktan daha fazla parga aktarildi ise bunun geri alinmasindaki zorluk nedenleri
ile, prensip olarak tartimlar erlen, beher gibi kaplara degil, steril saat camui, steril
Petri kutusu, steril aliiminyum folyo gibi materyalde yapilip, tartilmis 6rnek daha
sonra i¢inde 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 parga et) 6nceden kiictiltiilmiis
olsa da tam olarak 10,0 gram tartilmasi hayli zordur. Boyle durumlarda tartim
hatas1 seyreltme sivisi miktarinin degistirilmesi ile ortadan kaldirilir. Standart
calismada 10 gram gida iizerine 90 mL seyreltme sivisi konulmalidir. Tartim
sonucunda gida 10,5 gram olarak tartildi ise, seyreltme sivis1 90 mL yerine 94,5
mL olarak alinir ve yine standart 1:10 oram elde edilir. 90 mL olarak hazirlanmis
seyreltme sivisinin iizerine pipet ile 4,5 mL steril (yedek) seyreltme sivisi eklemek,
giday1 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 icin gegerli 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 6n 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 icin 9 mL
besiyeri kullanilmasidir. Bu konuda +%35 tolerans her zaman kabul edilir. Bu
ornekteki sapma sadece %4'tiir.

78



Burada verilen genel kurallar ile bir sonraki boliimde verilen agiklamalar, basta
ISO 7218, ISO 6887 ve FDA olmak iizere uluslararasi1 kontrol kuruluslarindan
derlenmistir. Bunlardan, "ISO 7218 TS 7894 sayili Gida ve Hayvan Yemlerinin
Mikrobiyolojisi- Mikrobiyolojik Muayeneler I¢cin Genel Kurallar" ve "ISO 6887
TS 6235 sayili Gida ve Hayvan Yemleri Mikrobiyolojisi- Deney Numunelerinin
Baslangi¢ Siispansiyonunun ve Ondalik Seyreltilerinin Hazirlanmas1 I¢in Genel
Kurallar" adli yaymlar, Tirk Standartlar1 Enstitiisii'nden saglanmali ve Tiirkge
kaynak olarak laboratuvarda bulundurulmalidir.

05.02. Homojenizasyon

Genellikle kat1 ve yar1 kat1 gidalarin bir homojenizasyon ¢6zeltisi igcinde homojen
hale getirilme islemidir. Sivi gidalar zaten homojen bir dagilim gosterir. Burada
homojenlikten kasit, gidadaki mikroorganizmalarin analiz yapilacak tim 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 kistm gida 9 kisim besiyeri ile
homojenizasyon iglemine alinir. Sayim yapilacak ise 1:9 oraninda homojenizasyon,
ayni zamanda 10" seyreltme olarak da kullanilir. Bu nedenle homojenizasyonda
gida ve homojenizasyon ¢ozeltisinin miktarina 6zen gosterilmelidir.

Seyreltme islemi ise genellikle kat1 besiyerinde koloni sayimi ve EMS yontemi ile
sayim gibi analizlerde uygulanmaktadir (bakiniz; 06. ve 07. Bo6liim). Basit bir
ornek ile, analiz edilecek kat1 gidada 10° kob/g diizeyinde toplam bakteri tahmin
ediliyorsa (ya da standart bu say1ya 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 sayilmasi miimkiin degildir. Yayma yontemi ile sayimda ise,
Petri kutusuna 0,1 mL homojenizat (10" seyrelti) aktarildiginda olusacak koloni
sayist 1.000 adettir ve bu, halen sayilamayacak kadar yiiksek bir degerdir.

Ideal olarak Petri kutusunda 100 koloni gelismesi istenir. Bu durumda dokme
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 6rnekten yapilan analizde 85 koloni varsa, orijinal gidada
bulunan say1 basit oranti ile 85.000 kob/g olarak hesaplanir.
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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 6zetlenmistir.

Sekil 08. Seyreltme Teknigi ile Ekim

10 g gida maddesi 90 mL seyreltme ¢ozeltisi icinde

—— homojenize edilir. Gidanin her graminda "A" sayida

bakteri oldugu kabul edilirse 10 g gida ile erlene

Y "10A" sayida bakteri gelmistir. 90 g (mL) seyreltme

cozeltisi ile birlikte toplam miktar 100 g (mL) olur,

ancak seyreltme sivisi steril oldugu icin, buradan

bakteri gelmez. Sonugta, toplam 100 g ¢6zeltide yine

———= "10A" sayida bakteri vardir. Dolayis1 ile bunun 1

ooo =55 mL'sinde bulunan bakteri sayis1 10A / 100= 0,1A

— = olacaktir. Erlendeki ¢6zelti orijinal 6rnege gore 10
kez seyreltilmistir ve 10" olarak ifade edilir.

Islem, bu ¢ozeltiden 1 mL almip, icinde 9 mL
I mL seyreltme ¢ozeltisi olan tiipe aktarim ile devam eder.
Ayni sekilde tiipteki bakteri sayisi erlene gore 10,
orijinal gidaya gore 100 kez seyrelmis olur ve her
mL'sinde 0,01 A bakteri vardir. 10 > olarak gosterilir.

Erlendeki ve tlipteki seyreltilerden ayr1 ayr1 olmak
tizere Petri kutularina 1'er mL aktarilir. Petri
kutularina gecen bakteri sayis1 siras1 ile 0,1A ve
0,01A seklindedir. Diger bir deyis ile, Petri

/ \ / \ kutularina sirast ile 0,1 g ve 0,01 g gida maddesi
aktarilmis olur. Standart uygulamada her seyreltiden

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

Inkiibasyon sonunda erlenden yapilan ekimde, Petri

Q kutularindaki koloni sayisi, tiiptekinin 10 misli

-/ fazladir. Koloniler sayilarak gida érnegindeki bakteri

sayis1 hesaplanir (bakiniz; 07.01.04. B6liim)

S1v1 gidadan Petri kutularinda sayilabilecek kadar koloni gelismesi bekleniyor ise
homojenizasyon yapilmadan dogrudan ekim yapilir. Cig siit gibi yiiksek sayida
bakteri olan {iriinlerde seyreltme zorunludur (bakiniz; 06.01.01. B6liim).
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05.02.01. Homojenizatorler

Analiz edilecek gidaya ve laboratuvar olanaklarina gore blender ya da stomacher
kullanilmalidir. Blender, mutfak tiplerinde oldugu gibi dénen bicaklar1 ile kati
giday1 kullanilan ¢6zelti icinde homojen hale getirir.

Stomacher ise 6zel torbalar iginde pedallar1 sayesinde bir anlamda giday1 ezerek
homojenizasyon saglar.

Ketcap ve yogurt gibi yari kat1 gidalarin analizinde homojenizator olarak manyetik
karistirict da kullanilabilir.

05.02.02. Homojenizasyon ve Seyreltme Cozeltileri

Genel amacli seyreltme cozeltisi olarak "Serum Fizyolojik" (%0,85 NaCl; Merck
1.06404) yaygin kullanim alan1 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 amaci ile kullanilmaktadir.

Basta peynirler olmak {iizere siit iiriinlerinin mikrobiyolojik analizinde, seyreltme
sivist olarak Y4 kuvvetinde Ringer ¢ozeltisi (Merck 1.15525) kullanilmalidir. Siit
tirtinleri disinda Ringer ¢o6zeltisi kullanmak gerekli degildir. Peynirlerde %2
sodyum sitrat ¢ozeltisi, [ISO 6887'de seyreltme ¢ozeltisi olarak verilmektedir.

Recel, meyve suyu konsantresi gibi yiiksek sekerli gidalardaki ozmofilik—
ozmotolerant mayalarin sayiminda %20 glikoz ¢6zeltisi ilk ve daha sonraki
seyreltmelerde kullanilir. Anaeroblarin analizinde oksijeni baglayan 6zel seyreltme
cozeltisi kullanilmasi gerekmektedir. Halofil bakteriler ve Vibrio tiirleri vb. gibi
0zel gruplarin analizinde de 6zel seyreltme ¢ozeltiler kullanilmaktadir.

Yag oram yiiksek Orneklerin homojenizasyonu i¢in Tween 80 (Merck 8.22187)
kullanilabilir. Bu amagla seyreltme sivisi igine (sterilizasyon oncesinde) %1
oraninda Tween 80 katilmasi, 6zellikle krema gibi ¢ok yagh siit tiriinleri i¢in
onerilmektedir.

Benzer sekilde, mayonez i¢in Triton X 100'tWin (Merck 1.08603) 9%1'lik
cozeltisinden 90 mL'ye 1 mL ilavesi ile daha 1iyi bir homojenizasyon
saglanmaktadir. Bu c¢ozeltilerin disinda daha pek ¢ok ¢ozelti de 6zel amaclarla
kullanilabilmektedir.
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Seyreltme c¢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 siit 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. Siv1 ya da yogurt, seker, dondurma, tuz, siit tozu gibi suda
kolaylikla eriyen gidalar i¢cin herhangi bir 6n hazirlia gerek yoktur. Bu gidalar
seyreltme s1visi i¢ginde basit bir mekanik karistirma ile homojenize edilebilir.

Tereyagi homojenizasyonunda kullanilan ¢6zeltiler 30-32 °C'da  olmalidir.
Pipetleme sirasinda pipetin i¢cinde tereyaginin katilasmasini 6nlemek igin pipet
birkag¢ kez alevden gecirilerek 1sitilir.

Baharat 6rnekleri icin ilave steril tiipe ihtiya¢ vardir. Biskiivi, makarna gibi kuru
gidalar ile peynirler blender kullanilarak, et {iriinleri ise tercihen stomacher
kullanilarak homojenize edilir.

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

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

Seyreltmenin 1:9 oraninda yapilmasinin nedeni hesap kolayligi ic¢indir. Petri
kutusunda sayilan koloni basit olarak seyreltme faktorii ile carpilir. Bu faktor, 1:9
orant 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 ¢orba pihtilagir, kuru maydanoz mevcut
suyu tutar. Bu nedenle ilk seyreltme 1:19 oraninda yapilir.
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Ornek: Unda toplam mezofil aerob bakteri sayimi i¢in ilk seyreltme 1:19 oraninda
yapilmis, bu kisim sanki ayr1 bir sivi gida 6rnegi gibi diisiiniiliip, buradan standart
1:9 oraninda seyreltme yapilmis, yayma yontemi ile ekim ve inkiibasyon sonunda
102 seyreltide 219 ve 185, 10 seyreltide 28 ve 18 koloni sayilmustir. Yukaridaki
ornege gore "ayr1 bir ornek olarak distiniilen" un ¢ozeltisinde bulunan bakteri
say1s1 2,1X10° kob/mL'dir. Bu deger 20 ile carpilarak un érneginde 4,2X10° kob/g
bakteri oldugu hesaplanir. Hesaplama yontemi 07.01.04. Boliimde verilmistir.
EMS yonteminde de ayni yaklagim s6z konusudur (bakiniz; 07.02.04. B6lim).

Kuru gidalarda erimeyi kolaylastirmak icin ilk seyreltmenin yapilacagi erlene
(sterilizasyon 6ncesinde) yaklasik 6 mm ¢apli cam boncuk atilmasi 6nerilmektedir.
Cam boncuk kullanilmasi, hardal, findik ezmesi triinleri, krema vb. gibi kolay
erimeyen gidalar i¢in de Onerilir.

Yine kuru gidalarin homojenizasyonunda -ozellikle Gram negatif bakterileri
ozmotik soktan korumak i¢in- kademeli homojenizasyon oOnerilmektedir. Bu
amagla, steril bir erlene 10 gram o6rnek alinip, lizerine 10 mL kadar seyreltme
cozeltisi ilave edilir ve elle karistirilarak yeterli 1slanma saglanir. Sonra seyreltme
¢cOzeltisinin kalan kismui ilave edilir.

Sayim1 yapilacak bakteri sayisi cok az olarak bekleniyor ve seker, yogurt, siit tozu
gibi suda kolaylikla eriyen bir kat1 ya da yar1 kati gida kullaniliyor ise, ilk
seyreltme 1:4 oraninda da yapilabilir.

Ornek: Siit tozunda Staphylococcus aureus saymmi ig¢in 10 gram ornek 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 siras1 ile 3, 1, 2 adet S. aureus sayilmistir. Buna gore siit tozu
cozeltisinde 6 kob/mL sayida S. aureus vardir. Bu deger 5 ile carpilarak siit tozu
orneginde 30 kob/g S. aureus olarak sonug verilir.

Standart analizlerde manyet ile birlikte sterilize edilmis 90 mL seyreltme sivisina
aseptik kosullarda tartilmig 10 gram gida maddesi ilave edilir ve manyetik
karistiricida orta devirde yaklasik 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 sivisina 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
calkalanmali ve erlene ilave edilmelidir.
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flk seyrelti (10™") yapildiktan sonra 10 ve 10~ seyreltilere yine ayni seyreltme
cozeltisi 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 almip, 9 mL seyreltme sivisina aktarilir ve tiip
karistiricida karistirilir. Bu sekilde 1072 seyrelti elde edilir. Buradan bir baska 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°") yapildig1 erlen kendi halinde oda sicakliginda 5 dakika birakilir.
Sonra steril bir 10 mL pipet ile sivinin iist tarafindan 10 mL c¢ekilip, steril bir tiipe
aktarilir. Boylece daha sonraki pipetlemelerde pipetin gida partikiilleri ile
tikanmas1 6nlenmis olur.

Eger Clostridium perfringens ve/veya siilfit indirgeyen anaerob bakteri sayimi da
yapilacak ise; ozellikle homojenizasyon sirasinda gidanin asir1 miktarda hava
(oksijen) ile temasi, sahte negatif ya da gergekte oldugundan daha az sayida sonug
alinmasina neden olur. Bu kosulda eger analiz edilecek gida seyreltme sivisinda
basit bir karistirma ile homojenize edilemiyorsa, ilk seyreltinin blenderde yapilmast
onerilmez, stomacher kullanilmalidir.

Bu tip analizlerde bir bagka homojenizasyon yontemi, gidayr kum ile ezmektir.
Icinde steril kum ve seyreltme ¢o6zeltisi bulunan laboratuvar tipi porselen
havanlarda gida ezilerek ilk seyrelti yapilir. Sonra havan kendi halinde 5-10 dakika
tutularak, kum ve kat1 parcaciklarin ¢okmesi beklenir ve yukarida agiklandigi
sekilde steril bir pipet ile 10 mL alinip, steril bir bos tiipe aktarilir. Peynir gibi
gidalar icin kullanilabilen bu uygulamada seyreltme ¢ozeltisinin tamami havana
konulursa iyi bir ezme yapilmayabilir. Bu nedenle, once seyreltme ¢ozeltisinden
yeteri kadar kisim havana ilave edilir, homojenizasyon bittikten sonra ¢dzeltinin
kalan kismi1 da eklenir ve karistirilir.

Gida mikrobiyolojisinde gerekli olmamakla beraber, zorunlu anaerob bakterilerin
analizinde 6zel 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 ¢ok
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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06.01. EKim

06.01.01. Ekim Icin Seyrelti Secimi

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

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

Kat1 gida 10" 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 sonu¢ 10 kob/g olarak verilecek, bir diger deyis ile gercekte standart icinde
kalinmakla birlikte, {iriin standart kalite disinda olarak degerlendirilecektir.

Bu gibi nedenlerle diisiik sayilarda bulunan ya da bulunmasma izin verilen
mikroorganizmalarin analizinde En Muhtemel Say1 (EMS) yontemi kullanilmasi
gerekmektedir.

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

Izin verilen ya da isletme kalite standardina gére belirlenen say1 10.000 kob/g ise,

yukaridaki drnege gore sadece 107" seyreltiden yayma yontemi ile ekim yapilmasi
yeterli olur.
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Hedef say1 1.000 ise sivi gidadan dogrudan, kat gidanin 10" seyreltisinden yayma
yontemi ile ekim yeterlidir. Bu uygulamada inkiibasyon sonrasinda Petri kutusunda
stvi gidada 100, kat1 gidada 10 koloni olacagi, 10 koloni sayiminda ise 07.01.04.
Boliimde verildigi gibi %95 giivenlik sinirlart ¢ergevesinde gergek degerin bundan
daha az ya da daha fazla olabilecegi dikkate alinmalidir. Bu nedenle, hedef say1
10.000 kob/g oldugunda, 10 seyreltiden ekim ve Petri kutusunda 10 koloni
say1lmasi benimsenmez.

Basit bir yikama dahil olmak iizere minimal islem gormiis gida maddelerinde 10°
ya da 10° kob/g genelde izin verilen iist smirdir. Asagida sivi ve kat1 gidalara gore
hedef say1 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, siv1 ve kat1 gidanin 10" seyreltisinden yayma
yontemi ile ekim yapilir.

-Hedef say1 1.000 kob/g (mL) ise, sivi gidadan dogrudan (10°) yayma yéntemi ile,
kat1 gidanm 10" seyreltisinden dskme yéntemi ile ekim yapilir. Kati gidada yayma
yontemi ile ekimde olusacak 10 koloni sayis1 giivenilir degildir.

-Hedef say1 100 kob/mL ise, siv1 gidadan dogrudan (10°) yayma yontemi ile ekim
yapildiginda Petri kutusundaki 10 koloni sayisi giivenli degildir. D6kme yontemi
tercih edilmelidir. Kat1 gidada 10~ seyreltme zorunludur. Hedef say1 100 kob/g ise,
10" seyreltiden dokme ekim yapildiginda Petri kutusundaki 10 koloni sayisi
giivenli degildir. EMS yontemi tercih edilmelidir.

-Hedef say1 10 kob/mL ise, siv1 gidadan dogrudan (10°) dskme ekim yapildiginda
Petri kutusundaki 10 koloni sayis1i giivenli degildir. EMS yo6ntemi tercih
edilmelidir. Kat1 gidada 10" seyreltme zorunludur. Hedef say1 10 kob/g ise 10
seyreltiden 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 (bakiniz; 07.02. Boliim).

-Hedef say1 1 kob/mL ise, dokme ya da 3 Petri kutusuna 1 mL yayma yontemi ile
sadece 1 koloninin olup olmadig: incelenebilir. ilk seyreltiden 10'ar mL seklinde
EMS yontemi uygulanmalidir. Membran filtrasyon yontemi de onerilebilir. Hedef
say1 1 kob/g ise, kat1 gidada pratik olarak sayim yapilamaz. Suda tam ¢6ziinebilen
gidalarda membran filtrasyon ile sayim yapilabilir.

Bu orneklerden goriildiigi gibi, diisik sayilarda beklenen mikroorganizma
varliginda ekim yonteminde farkli secenekler ortaya ¢ikmaktadir. Prensip olarak,
oncelikle kat1 besiyeri kullanilmali, daha disiik sayilarda EMS yontemi tercih
edilmeli ve EMS ile saglikli sekilde sonu¢ alinamayacak durumlarda membran
filtrasyon yontemi tercih edilmelidir.
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06.01.02. Ekim Islemi

Ekimlerde dikkate alinacak hususlar asagida verilmistir:

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

-Petri kutularinin homojenizasyona baslamadan once yazilmig olmasi islem
sirasinda gereksiz beklemelerin 6niine gecer.

-Her seyreltiden 2 Petri kutusuna paralel ekim yapilmasi gereklidir.

-Ekim sirasinda numunenin kontaminasyonu kesinlikle dnlenmeli, benzer sekilde
Salmonella, E. coli O157:H7 serotipi ve Listeria monocytogenes gibi patojenler ile
calisilirken zenginlestirme Orneklerinden yapilan ekimlerde, bu kiiltiirlerin
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 ug¢lu kalemler tercih edilmelidir. Yazimlar en az diizeyde, ancak ekim
yapilmis Petri kutusundaki 6rnek hakkinda hicbir karisikliga yol agmayacak kadar
fazla olmalidir. Ozellikle yogun ekim yapilan laboratuvarlarda Petri kutularinin
yaziminda standardizasyon, ¢ok daha fazla 6nemlidir.

-Homojenizasyona baslanirken, tezgah iizerinde Plate Count Agar dokiilmiis bir
adet Petri kutusunun kapagi tam agik olarak tutulmali, bu Petri kutusu da tarih ve
acik kaldig: siire kaydedilerek inkiibasyona birakilmalidir. Calisma 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 goriiliirse, diizeltici faaliyet uygulanmalidir.
Gida analizinde maya—kiif sayimi yapiliyor ise, kullanilan besiyerinden bir adedi
ayni sekilde agik birakilmalidir. Bunun degerlendirmesi PCA gibidir.

-Her ekimde her besiyeri i¢in bir adet Petri kutusu kontrol olarak birakilmalidir.
Analizin durumuna gore eger homojenizasyon ve seyreltme uygulaniyorsa, bu
cozeltilerin de sterilite testi PCA besiyerinde yapilmalidir. Tersine olarak,
seyreltme ¢ozeltilerinin toksik 6zellik gostermedigi de kontrol edilmelidir (bakiniz;
05.02.02. Boliim).

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

Inkiibasyonda dikkat edilecek noktalar asagida aciklanmustir.

-Belirtilen inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi ile anaeroblar i¢in 6zel gaz atmosferine
uyulmalidir.

-Inkiibator sicaklign minimum-—maksimum termometre ile kontrol edilmelidir.

-Ozellikle 37 °C ve daha yukaridaki sicakliklarda yapilan
inkiibasyonlarda, Petri kutular1 tabanlar1 tstte, kapaklar1 altta I J
olacak sekilde (ters gevrilerek) inkiibatére konulmas: gerekir. ~ Tabani {izerine
Yine bu sicaklik derecelerindeki inkiibasyonlarda, eger siire 24
saatten fazla olacak ise, basit olarak i¢inde su olan bir beher [[ ]J
inkiibatore konulur. Boylece, Petri kutularinda yiizey kurumast  Kapag iizerine
onlenmis olur.

Petri kutularinin mutfak tipi strech filme sarilarak ya da basitge naylon torba icinde
inkiibasyonu kurumay1 kayda deger 6lgiide 6nler. 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. Boliim)
dokme yontemi ile ¢alisiliyorsa Petri kutusundaki 6rnek tizerine 15 mL kadar VRB
Agar dokiilmesi, 2. kat olarak 7-8 mL kadar besiyeri dokiilmesi ile kuruma 6nemli
ol¢tide engellenir.

-Membran filtrasyon uygulamalarinda ise, Petri kutularinin kapaklar1 {istte,
tabanlar altta olacak sekilde (diiz sekilde) inkiibatére 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
disiildiikten sonra inkiibasyon 6ncesine gore %15 agirlik kaybu, izin verilen en tist
agirlik kaybr oranidir. Daha fazla agirlik kaybi varsa diizeltici islem uygulamasi
yapilmalidir. izin verilen bu oran VRB gibi selektif besiyerlerinde daha azdur.
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.

-Inkiibatérde 6'dan daha fazla cam Petri kutusunun iist iiste konulmamasina dzen
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 i¢in kapagin gereksiz yere
acilmamasina 6zen gosterilmelidir.

-Hem Petri kutular1 arasinda hem inkiibatoriin duvarlar arasinda 2,5 cm bosluk
birakilmas1 gerekmektedir. Bu sekilde inkiibator i¢inde 1s1 dagilimi diizenli olur.
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07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler
07.01.01. Genel Bilgiler

Kat1 besiyeri kullanilarak yapilan sayimin prensibi "her canli hiicrenin belirli bir
inkiibasyon sonunda 1 adet koloni olusturmasi"dir. Bununla birlikte, canli oldugu
halde hasar gormiis ve gelisip koloni olusturamayacak canli hiicreler de gida
maddesinde bulunabilir. Bu nedenle sayim sonuglar1 "sadece koloni
olusturabilenlerin" sayildigini gostermek {izere "koloni olusturan birim; kob
(colony forming unit; cfu)" olarak verilmektedir. Kat1 besiyeri kullanilan standart
yontemler dokme, yayma ve damlatma olarak {i¢ ana grupta ele alinir.

" Bu béliim, Prof. Dr. A. Kadir Halkman tarafindan yazilmistir.
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Bunlardan dékme yonteminin uygulanisinda, steril Petri kutusuna analizi yapilacak
s1vi gida maddesinden dogrudan ya da uygun seyreltisinden 1 mL aktarilip, tizerine
donma sicaklifinin biraz iizerinde (yaklasik 45 °C) agarli besiyeri dokiiliir ve
karistirilir. Agar donunca Petri kutusu inkiibasyona birakilir.

Yayma yonteminde ise, Petri kutusuna once agarli besiyeri Sekil 09.
dokilir, katilastiktan sonra sivi  gida maddesinden Drigalski Spatiilii
dogrudan ya da uygun seyreltisinden 0,1 mL aktarilip,

"Drigalski spatiilii" olarak adlandirilan cam c¢ubuk ile

yayilir. Drigalski spatiiliiniin metal ya da tek kullanimlik

olanlar1 da vardir. Gidadaki mikroorganizma sayist bu

yontemin kullanilabilecegi kadar yiiksek ise, dokme

yontemine tercih edilmelidir. Bu konuda, analiz edilecek

gidadaki mikroorganizma sayis1 baglayici olmakla beraber,

laboratuvarin tercihleri de 6nemlidir.

Damlatma yonteminde, daha énceden dokiiliip katilasmis besiyerine 10 pL (0,01
mL) damlatilir ve kendi halinde kurumaya birakilir. Potato Dextrose Agar gibi
besiyerleri damlay1 ¢ok 1y1 emdigi i¢in, 50 pL damlatma yapilabilir. Kuruma
sirasinda yaklasik 2 cm ¢apli bir daire iginde olusan koloniler genellikle biiytiteg
altinda sayilir. Bu yontemin en biiylik avantaji tek Petri kutusu tizerine 4—-6 damla
aktarilmasi, diger bir deyis ile, besiyerinden 4—6 misli tasarruftur. Ancak,
kolonilerin saglikli bir sekilde sayilamamasi nedeni ile hi¢bir kosulda giinliik
analizde kullanilmaz. Zorunlu hallerde titre belirlenmesi i¢in kullanilabilir.

Dokme ve yayma yonteminin kiyaslanmasinda her iki yontemin de birbirlerine
gore tstlinliikleri oldugu goriiliir:

-Petri kutusuna dokme yonteminde 1 mL, yayma yonteminde 0,1 mL 6rnek
aktarildigi i¢in, dokme yontemi yayma yonteminden 10 misli daha duyarlidir.
Ornegin, kat1 bir gidada 10 kob/g diizeyinde S. aureus bulunmasina izin veriliyorsa
ve o gidada 30 kob/g S. aureus varsa, 10~ seyreltinin 1 mL'sinde 3 adet S. aureus
olacaktir. Dokme yonteminde 1 mL kullanildigina gore Petri kutusunda 3 koloni
olusacak ve seyreltme faktorii ile carpilarak 1 gramda 30 sayisina ulasilacaktir.
Ayn1 6rnek yayma yontemi ile ekildiginde 0,1 mL i¢inde 1 adet S. aureus olma
sans1 sadece %30'dur. Buna gore inkiibasyon sonunda %30 olasilikla 1, %70
olasilikla 0 koloni olacaktir. 1 koloni olusur ise sonug (1 X 10 / 0,1) hesab1 ile 100
kob/g, hi¢ koloni olusmazsa 1 gramda 100'den daha az olarak verilecektir. Bu
ornege gore kat1 gidalarda 100 adet/g, s1v1 gidalarda 10 adet/mL'den daha az sayida
mikroorganizma varsa, yayma yontemi uygun degildir.

-Bununla beraber, 1 mL sivinin standart 3 Petri kutusuna yayilmasi ve 14 cm
genisliginde bliyiik Petri kutusuna dogrudan 1 mL aktarilip yayilmasi gibi
cOztimler tiretilmistir.
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-Dokme yonteminde mikroorganizmalar tiim besiyeri kiitlesine dagilir ve buna
baglh olarak tabana yakin ve yiizeye yakin olan mikroorganizmalar oksijenden
yararlanma farki nedeni ile farkli biiytikliikte ve morfolojide koloni olusturur. Oysa
yayma yonteminde tiim mikroorganizmalar yiizeyde oldugu i¢in ayni sekilde
oksijenden yararlanarak ayni biiyiikliikte ve morfolojide koloni olustururlar. Bu
acidan degerlendirildiginde yayma yontemi avantajlidir.

-Yaygin kullanim alani olmamakla beraber, 10™' seyreltiden 4 adet bos steril Petri
kutusuna toplam 10 mL'nin dagitilmasi ve {iizerlerine 15'er mL kadar besiyeri
dokiilmesi ile fiilen 1 gram kat1 gida analiz edilmis olur.

-Dokme yonteminde agarli besiyeri ¢ok sicak olursa, termal sok nedeni ile
mikroorganizmaya zarar verebilir. Cok soguk olursa, dokme sirasinda besiyeri
katilasir ve 1yi bir karistirma saglanamayabilir. Besiyeri sicakligi optimum olsa bile
besiyeri ile ¢ozeltinin homojen karigsmasini saglamak el deneyimi gerektirir. Buna
bagl olarak da dokme yonteminde kullanilacak agarli besiyerleri en fazla 250 mL
olarak hazirlanmalidir. Yayma yonteminde bu gibi sorunlar yoktur, cam ¢ubuk ile
daha homojen bir dagilim saglanur.

-Yayma yonteminde, besiyeri Petri kutusuna dokiildiikten sonra bir siire yiizeyin
kurumasi beklenmelidir. Oysa dokme yonteminde bodyle bir sorun yoktur.
Dolayisiyla acil ekimlerde stokta onceden dokiilmiis hazir besiyeri yoksa ve bu
nedenle yeterince kurumamis besiyeri kullanilirsa kolonilerde yayilma olusabilir.
Yayma yonteminde, stok Petri kutularinin organizasyonu kolaylikla saglanabilir.
Dokme yonteminde ise, besiyeri sterilize edildikten sonra erlende katilastirilip
stoklanir ise yeniden eritmek gerekir. Bu islem, besiyerine zarar verebilir. Ayrica
her besiyeri bu sekilde yeniden eritilemez.

-Yayma yonteminde kullanilan cam (bazen metal) ¢ubugun sterilizasyonu alkol
ile yapilmaktadir. Alkol, konsantrasyon diismesi sonucu sterilizasyon etkisini
gostermez ve kontaminasyona neden olabilir. Dokme yonteminde alkolden ya da
Drigalski spatiiliinden gelebilecek bir kontaminasyon riski yoktur. Buna karsi,
disposal steril plastik Drigalski spatiilii kullanilabilir.

Bu aciklamalardan gorildiigii gibi, her iki yontemin de birbirlerine gore iistiin
taraflar1 vardir. Genel olarak gida mikrobiyolojisi laboratuvari giinliik analizlerinde
yayma yontemi ile calisilir. Yukarida da belirtildigi gibi, sivi gidada az sayida
mikroorganizma oldugu tahmin ediliyorsa, herhangi bir seyreltme yapilmadan
dogrudan analiz i¢in kullanilir. Kat1 gida mutlaka uygun bir seyreltme ¢ozeltisinde
homojenize edilmis olmalidir.

Yayma yonteminde 0,1 mL pipetlenmesinin nedeni, besiyerinin daha fazla hacmi
emmemesi degil, sadece hesap kolayligidir. Boylece 0,1 mL aktarilma sonunda
koloni sayis1 basit olarak 10 ile ¢arpilarak seyreltme ¢ozeltisinin 1 mL'sindeki say1
bulunup, seyreltme faktorii ile ¢arpilarak orijinal 6rnekteki say1 hesaplanir.
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Sekil 10. Dokme Y ontemi Uygulanist
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Steril Petri kutusuna 6nce 1 mL o6rnek
(s1v1 gida, homojenizat1 ya da uygun bir
seyreltisi) -kontaminasyon olmamasina
0zen gosterilerek- aktarilir. Petri kutusu
tabanlarina 6nceden gerekli tiim bilgiler
yazilmis olmalidir. Sayim i¢in ardigik 2
seyreltiden paralel ekim yapilir.

Uzerine 45-50 °C'da tutulan steril
besiyerinden, en az 2 mm kalinlik
olusturacak sekilde dokiiliir. Standart
Petri kutular1 i¢in bu miktar 12—15 mL
kadardir. Besiyeri dokme sicakligi ¢ok
kritiktir. Daha sicak ya da daha soguk
olmamalidir.

Besiyeri dokiildiikten hemen sonra
diizgiin bir zeminde ve dikkatli bir
sekilde 888 cizilerek Petri kutusuna
aktarilmis Ornek ile besiyerinin tam
olarak karigmasi saglanir. Petri kutular
diizgiin bir zeminde kendi halinde
jellesmeye birakilir.

Gerekirse, 45-50 °C'da tutulan 2. kat
besiyerinden 5 mL kadar dokiiliir ve
kendi halinde jellesmeye birakilir. 2. kat
dokiim standart uygulamada yoktur,
koliform grup analizi gibi baz1 06zel
analizlerde yapilir. 2. katin da tam
olarak jellesmesi beklenir.

Inkiibasyondan sonra Petri kutular
sayim, var/yok analizlerine uygun bir
sekilde degerlendirilir. Analizden sonra,
ekim yapilmis tiim malzeme otoklavda
sterilize edilir ya da uygun bir kimyasal
madde ile dezenfekte edilir. Daha sonra
bu malzeme yikanir ya da atilir.



Sekil 11. Yayma Yontemi Uygulanisi

Pl

O

50°C
45°C

- a0 | =

0,1 mL

Steril Petri kutularina once steril besiyeri
en az 2 mm kalinlikta olacak sekilde
dokiiliir (standart Petri kutulart i¢in 12—
15 mL). Besiyeri dokme sicakligi 45-50
°C olmalidir. Ekim oncesi yiizey, yeterli
bir sekilde kurutulmalidir. Yiizey asiri
nemli ya da ¢ok kuru olmamalidir.

Bunun iizerine 0,1 (0,33; 1,0) mL 6rnek
(stvi gida, homojenizati veya uygun
seyreltisi) -kontaminasyon olmamasina
ozen gosterilerek- aktarilir. Onceden
dokiiliip, depolanmis olan besiyerleri
kullanilabilir. Petri kutusunun tabanina
daha onceden gerekli tiim bilgilerin
yazilmis olas1 gerekir.

Ornek aktarimindan hemen sonra alkolde
en az 2 dakika bekletilerek sterilize
edilmis Drigalski spatiilii ile besiyeri
ylizeyine homojen bir sekilde yayilir.
Drigalski spatiilii, bunzen beki alevinden
hafifce gecirilerek alkolii uzaklastirilmis
olmalidir. Disposal spatiil kullanilabilir.

Gerekirse, 45-50 °C'da tutulan 2. kat
besiyerinden 5 mL kadar dokiiliir ve
dizgin bir zeminde kendi halinde
jellesmeye birakilir. 2. kat dokiim
standart uygulamada yoktur, koliform
grup analizi gibi bazi 6zel analizlerde
yapilan bir uygulamadir.

Inkiibasyondan sonra Petri kutular
sayim, var/yok analizlerine uygun bir
sekilde degerlendirilir. Analizden sonra,
ekim yapilmis tiim malzeme otoklavda
sterilize ya da uygun bir kimyasal madde
ile dezenfekte edilir. Daha sonra bu
malzeme yikanir ya da atilir.
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Koliform bakterilerin VRB Agar besiyerindeki analizinde oldugu gibi hafif bir
anaerob ortam saglamak, PCA besiyerinde kolonilerin yayilmasini 6nlemek vb.
nedenlerle bazi standartlarda ekimden sonra besiyeri lizerine ikinci kat besiyeri
dokiiliir. Bu uygulama gerek yayma gerek dokme yontemlerinde goriilmektedir.
Yayma yonteminde, ¢ozelti besiyerine aktarildiktan yaklasik 10 dakika sonra
(besiyeri ¢ozeltiyi yeteri kadar emdikten sonra), dokme yonteminde ise agarl
besiyeri tam olarak katilastiktan sonra, su banyosunda 45-50 °C'da tutulan
besiyerinden 4-5 mL kadar ikinci kat olarak dokiiliir. Ilave edilen bu kisim da tam
olarak katilastiktan sonra Petri kutular1 inkiibatore kaldirilir.

Genel uygulamada ikinci kat olarak ayni besiyeri dokiilmekle beraber, bazi 6zel
standartlarda farkli besiyeri dokiilmesi de goriilmektedir. Bu uygulamada dikkat
edilmesi gereken bir diger konu, ikinci kat besiyerinin 4-5 mL olarak dokiilmesi ve
bunun tiim Petri kutusu yiizeyini kaplamasidir. Bu islem, el aliskanhigi ile
kolaylikla saglanabilir.

Standart analizde yayma ve dokme yontemi i¢in yaklagik 12,5 mL besiyeri
kullanilmas: yeterlidir. Baz1 standartlarda, ikinci kat besiyeri dokiilecek ise bu
degerler 10 mL + 4-5 mL olarak verilmektedir.

07.01.02. Dokme Yontemi

Analiz edilecek gida maddesi, gerekirse seyreltilerek ve/veya homojenize edilerek
steril Petri kutusuna 1 mL olarak aktarilir; {izerine sterilize edilmis ve 45-47 °C'da
tutulan agarli besiyerinden 12,5-15 mL kadar dokiiliir. Petri kutusunun masa
tizerinde iken 888 c¢izilmesiyle ornek ile besiyeri karnstirilir. Besiyerinin
katilasmasindan sonra Petri kutulari inkiibatore kaldirilir. Besiyeri ile Ornegin
karnigtirilmasi el aliskanligi gerektiren bir uygulamadir. Laboratuvara yeni gelmis
personel, ancak bu konuda yeterli deneyim kazandiktan sonra dokme yontemi ile
calismalidir.

07.01.03. Yayma Yontemi

Bu yontemde sterilize edilmis besiyeri, steril Petri kutusuna yaklasik 12,5 mL
hesab1 ile dokiiliir. Bir diger deyis ile 100 mL besiyeri 8 Petri kutusuna esit olarak
dagitilir. Besiyerinin katilagsmasi beklenir, yiizey kurumasi saglandiktan sonra 0,1
mL s1v1 gida 6rnegi ya da homojenizatindan 0,1 mL aktarilir. %76'lik (v/v) alkolde
tutularak sterilize edilmis olan cam ya da c¢elik Drigalski spatiili alevden
gecirilerek alkol uzaklastirilir. Tek kullanimlik steril plastik spatiiller de vardir.
Spatiil kullanilarak besiyerine aktarilmis sivi, tim yilizeye homojen bir dagilim
gosterecek sekilde yayilir.
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Yayma yontemi kullanildiginda dikkat edilecek en O©nemli nokta, spatiiliin
sterilizasyonudur. Zamanla alkoliin buharlasmasina bagli olarak konsantrasyon
azalmasi olur ve kimyasal sterilizasyon saglanamaz. Alkolde onceki ekimlerden
kontamine olmus ve canliliklarini siirdiiren mikroorganizmalar da ekimi yapilan
besiyerine gecerek koloni olusturur. Bu olasilik, 6zellikle toplam bakteri sayiminda
onemlidir. Alkoldeki spatiiliin alevden ge¢irilmesi sadece alkoliin uzaklastirilmasi
icindir ve alkol yanarak uzaklasirken ortaya ¢ikan 1s1, spatiil {izerindeki
mikroorganizmalari tahrip etmeyebilir.

Spatiiliin sterilizasyonunda dikkat edilecek ikinci husus, alkolde kalma siiresidir.
Seri bir ekim sirasinda spatiiliin alkolde 2 dakikadan daha az kalmasi yeterli bir
sterilizasyon saglamayabilir. Bu nedenle ekim yogunluguna gore ¢ok sayida spatiil
kullanilmasi, bunlarin sira ile alkolden ¢ikarilarak kullanilmasi gerekmektedir. Son
olarak, bunzen beki yaninda duran alkoliin alev almasi ve yaralanmaya neden olma
tehlikesinin hayli yiiksek oldugu g6z 6niinde tutulmalidir.

Tim bu sorunlar, bir kez kullanilip atilan (disposal) spatiil kullanilmasi ile
giderilebilir. Her ne kadar laboratuvar analizlerinde disposal spatiil kullanilmas1 bir
masraf unsuru olarak diisiiniilse de, cam spatiillerin kirilgan olmasi, alkol giderleri,
kontaminasyon tehlikesi gibi faktorler dikkate alindiginda kayda deger olciide
avantajli oldugu gortiliir.

07.01.04. Koloni Sayisinin Hesaplanmasi

Inkiibasyon sonunda Petri kutularinda sayim hizla yapilmalidir. Herhangi bir
nedenle inkiibasyon sonrasinda sayim yapilamayacak ise, Petri kutular1 +4 °C'da en
fazla 24 saat depolanabilir. Daha uzun siire ile depolanmis Petri kutularinda sayim
yapilma zorunlulugu varsa, elde edilecek sonuclar giivenilir degildir ve analiz
raporlarinda bu durum agik¢a belirtilmelidir.

Daha once 30-300 arasinda koloni iceren seyreltilerdeki ekimler dikkate alinir
iken, artik ardisik iki seyreltiden yapilan ekim sonuglarinin agirlikli aritmetik
ortalamasi alinarak 6rnekteki say1 hesaplanir. Bu hesaplamada kullanilan formidil;

N=C/[V x(n;+0,1 Xxny) x d] seklindedir. Burada;

N = Gida 6rneginin 1 gram ya da 1 mL'sinde mikroorganizma say1si

C = Sayim yapilan tiim Petri kutularindaki koloni sayis1 toplami

V = Sayimu yapilan Petri kutularina aktarilan hacim (mL)

n,= ilk seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi

n,= ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi

d= Saymmin yapildig1 ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme
oranidir.
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Bu formiilde, 15-300 arasindaki koloni sayimlar1 dikkate alinmaktadir. Farkli
kaynaklarda 15-250, 25-250 vb. gibi farkli sinirlara da rastlanmaktadir. Ayrica
sayimi yapilacak mikroorganizmaya gore bu deger degisebilmektedir.

Ornegin FDA, siit ve diiriinleri igin PCA saymmlarinda 25-250, VRB Agar
sayimlarinda 1-154 siirlarim1 esas almaktadir. Maya—kiif sayimlarinda ise 15-150
olan Petri kutular1 dikkate alinir.

Asagida bir sayim sonucunun degerlendirme 6rnegi vardir.

Ornek: Yayma kiiltiirel sayim yéntemi uygulanmis ve her seyreltiden 2 Petri
kutusuna ekim yapilmis ve 102 seyreltide 219 ve 185, 10~ seyreltide 28 ve 21 adet
koloni elde edilmistir. Formiile gore;
C=219+185+28+21 =453
V =0,1 (yayma kiiltiirel sayim i¢in Petri kutularina 0,1'er mL pipetlenmistir)
n,=2 (10 * seyreltiden ekim yapilan 2 Petri degerlendirmeye alinmistir)
n,=2 (107 seyreltiden ekim yapilan 2 Petri degerlendirmeye alinmustir)
d=107=0,01 (ardisik 2 seyreltinin daha konsantre olanin seyreltme oranidir)

N=C/[VX(n;+0,1 xny)xd]

N=453/[0,1 x(2+0,1 x2)x 107]

N=453/10,1 (2,2 x0,01)]

N=205.909,09

Bu deger, virgiilden sonra 1 desimal ile gosterilmeli ve sonug 2,1X10° kob/g (s1v1
ise kob/mL) olarak verilmelidir.

Yukaridaki 6rnekte 15-250 koloni/Petri kutusu simirinda degerlendirilmistir. Eger
25-250 koloni sinirinda degerlendirilirse, sonug asagidaki gibi olacaktir:

C=219+185+28=432
V =0,1 (yayma kiiltiirel sayim i¢in Petri kutularina 0,1'er mL pipetlenmistir)
n,=2 (10 ? seyreltiden ekim yapilan 2 Petri degerlendirmeye alinmistir)
n,=1 (10’ seyreltiden ekim yapilan 1 Petri degerlendirmeye alinmistir)
d=107=0,01 (ardisik 2 seyreltinin daha konsantre olanin seyreltme oranidir)

N=C/[V X (n;+0,1 Xxny) xd]

N=432/[0,1 x(2+0,1 x1)x 107]

N=432/10,1 (2,1 x0,01)]

N=205.714,29; 2,1X10°

Goriildigii gibi daha seyreltik olan ekimlerdeki Petri kutularinin degerlendirilmeye
alinmas1 ya da alinmamasi sayim sonucunu pek etkilememektedir. Benzer sekilde
siras1 ile 240, 260; 34, 41 koloni elde edilen sayim sonucu 25-250 sinirinda
degerlendirildiginde 2,6X10° sonucu almacak, 30-300 sinirinda yine 2,6X10°
degeri elde edilecektir.
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Desimalin yuvarlatilmasi konusunda da farkli yaklasimlar olabilmektedir. Standart
olarak 205 sayis1 210 olarak yuvarlatilmakla beraber, yuvarlatilacak say1 5 ise,
bunun Oniindeki sayinin tek ya da cift olmasina goére yuvarlatma, siras ile yukari
ya da asag1 dogru yapilabilmektedir. Bu 6rnekte 205 sayisindaki "0" ¢ift sayildigi
icin yuvarlatma asagi dogru yapilip, 200 olarak verilmektedir. Kuskusuz, bu
yonteme gore 195 sayist da yuvarlatildigi zaman 200 degeri elde edilmektedir. Bu
uygulama, FDA tarafindan benimsenmektedir.

Her ne kadar mikrobiyolojik analiz sonucu olarak yukaridaki o6rneklerde
hesaplanan deger kullanilsa da, gercek saymin bu oldugu beklenmemelidir. Petri
kutusundaki koloni sayis1 azaldikca istatistik agidan hata olasilig1 artmakta, tersine
olarak Petri kutularindaki koloni sayisi arttik¢a bu tip hata olasilig1 azalmaktadir.
Ancak, bu kez sayim yapilirken hata olusmasi ve bazi kolonilerin sayilmamasi
nedeni ile, iist sinir olarak mikroorganizmaya gore degisen degerler alinmaktadir.

Sayim sonucu ile bulunan degerin %95 giivenlik sinirlari ile alabilecegi degerlerin
hesaplanmasinda kullanilan formidil;

8= {[(C/B)+(1,92/B)]+[(1,96 x VC / B)]} / d seklindedir.

Bu formiilde B olarak gosterilen deger B= V(n; + 0,1 X n,) ile hesaplanir. 1,92 ve
1,96 degerleri istatistik sabitlerdir. Diger birimler yukaridaki formiilde
aciklanmistir.

Yine yukarida 6rnekteki 2,1X10° kob/g degeri (yayma kiiltiirel sayim; 1072
seyreltide 219 ve 185, 107 seyreltide 28 ve 21 koloni) bu formiile gére;

B=0,1 x(2+0,1 x2)=0,22 ve

C=219+ 185+ 28 +21 =453 olmak tizere;

o = {[(453/0,22) + (1,92/0,22)] £ [(1,96 x \453 / 0,22)]} /0,01
o = {[2059,09 + 8,73] £[1,96 x (21,28 / 0,22)]} / 0,01

o = {[2059,09 + 8,73] £ [1,96 x 96,73]} / 0,01

d = {[2067,82] +[189,59]} / 0,01

81 =2257,41/0,01 =225.741 =2,3X10°
5, =187825/0,01 = 187.823 = 1,9X10°

olarak hesaplanir.

Bir diger deyis ile ilk formiil ile elde edilen 2,1X10° degeri %95 giivenlik sinirlar
icinde 2,3X10° ile 1,9X10° arasindaki bir degerdir ve yuvarlatma yapilmadan
alman N= 205.909; &= 225.741; 6,= 187.823 degerleri kullanildiginda hata
olasiligy;

[(225.741 /205.909) —1] x 100=+%9,63 ve
[(187.823/205.909) —1] x 100=-%8,78 olarak bulunur.
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15'ten 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¢ 18.182 olarak alinacak, ,= 24.689 ve 6,= 13.420
olarak hesaplanacak, hata sinir1 ise "+ %35,8" ile "— %26.2" olarak bulunacaktir.

Sayimda 250, 300 gibi belirlenen iist sinirin {izerinde koloni varsa ve sayim
yapilmas1 zorunlu ise tercihen koloni sayact ve mutlaka bityiite¢ kullanilarak 1 cm®
alan i¢inde kag koloni olduguna bakilir.

Ortalama olarak 1 cm® alanda 5—10 arasinda koloni varsa koloni sayaci kullanilarak
yatay ve diisey olarak 1 cm?olan 6'sar hatta sayim yapilip, ortalamasi alinir ve Petri
kutusu alani ile oranti kurularak sayim sonucu hesaplanir. 1 cm® alanda 10'dan
fazla koloni varsa herhangi 4 alanda sayim yapilip, ortalama alinir ve yine Petri
kutusu alani ile oranlanarak sonug¢ bulunur. Her iki kosulda da sonug¢ "tahmin"
olarak verilir.

Koloni sayisinin hesaplanmasinda siklikla karsilasilan bir soru, ayni seyreltiden 2
paralel ekim yapildiginda sayim sonuglar1 arasindaki farktir. Genel olarak; %0-10
farklilik "cok 1yi", %10-15 farklilik "iyi" ve %15-20 farklilik "kabul edilebilir"
olarak degerlendirilmektedir. Daha yiiksek koloni sayist farkliliklar1 goriilityor ise
bunun nedenleri sistematik olarak arastirilmali ve farkin asagiya ¢ekilmesi i¢in
diizeltici uygulama yapilmalidir.

Burada dikkati ¢ceken bir ayrint1 vardir. 2 paralel ekimde 80 ve 100 koloni sayimi
elde edildi ise, tolerans hesabinda hangi sayinin dikkate alinacagi tartisilmalidir. 80
koloni dikkate alinirsa, bunun %20 fazlast 96 olup, kabul edilebilir sinirin
disindadir. Oysa 100 koloni esas alinirsa, bunun %20 eksigi 80 olup, bu kez kabul
edilebilir smir i¢indedir. Analiz yapan kisinin lehine olarak biiyiik deger esas
aliabilecegi gibi, analiz sonucunun daha duyarli olmasi agisindan kii¢iik deger de
dikkate alinabilir. Bu konu, ilgili talimatta belirtilmelidir.

Sayimda dikkat edilmesi gereken bir diger 6zellik, performans testidir ve ayda en
az bir kez yapilmasi Onerilir. Buna gore sayim yapan personelin aymi Petri
kutusunda bir kez daha sayim yapmasi saglanir. 2 sonu¢ arasinda kabul
edilebilecek en yiiksek fark %8'dir. Aynmi Petri kutusunda 2 ayr1 personelin sayim
sonuclar1 arasinda ise, en ¢ok %10 fark kabul edilebilir. Bu sekilde personelde
performans diisiikliigii fark edilirse, diizeltici 6nlem alinmalidir.

07.01.05. identifikasyon Esash Sayim ve Dogrulama

Bir 6rnekte sayim i¢in yar1 selektif bir besiyeri kullanildi ise hedef mikroorganizma
sayis1 belirli bir identifikasyon isleminden sonra yapilabilir.
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Ornegin, koliformlarin sayimi igin yaygin olarak kullanilan VRB Agar besiyerinde
gelisen tipik koloniler koliform grup olarak sayildiktan sonra bunlarin i¢inde kag
adet E. coli oldugu da belirlenebilir.

Bu amacla koliform grup bakteri kolonileri i¢inden koloni sayisina gore 5-20
arasinda olmak {izere rasgele se¢im yapilip, bunlar izole edilir ve her biri ayr1 ayri
tanimlanir. Sonra bunlarin i¢indeki E. coli sayisi, toplam koliform grup bakteri
sayisina oranlanir ve seyreltme faktorii de hesaba katilarak analiz edilen 6rnekteki
E. coli say1s1 hesaplanir.

Ornek: Petri kutusunda toplam 110 koloni i¢inde 60 adet tipik koliform bakteri
kolonisi vardir. Bunlardan 15 adedi izole edilmis, yapilan identifikasyon sonunda
15 koloni i¢inde 9 adedinin E. coli oldugu belirlenmistir. Buna gore 15 koloninin 9
adedi E. coli ise, 60 koloninin 36 adedi E. coli 'dir. Burada dikkat edilmesi gereken
ayrintt; E. coli sayisimin tiim koloniler i¢inden degil, tipik koloniler i¢inden
belirlenmis oldugudur. Plate Count Agar gibi bir besiyerinde 70 koloni sayildi,
bunlardan rasgele secilen 10 adedinden 4 adedi E. coli olarak dogrulandi ise, bu
kez Petri kutusunda 28 E. coli oldugu anlasilir.

Benzer sekilde, baz1 sayimlarda tipik de olsa kolonilerin dogrulanmasi istenebilir.
Ornegin, toplam Enterobacteriaceae sayiminda standart olarak VRBD Agar
besiyeri kullanilir. Bu besiyerinde gelisen siyaha yakin koyu kirmizi renkli
koloniler toplam Enterobacteriaceae olarak sayilir. Bazi standartlarda bu
kolonilerden en az 5 adedinin oksidaz testi ve Glikoz Agar besiyerinde glikoz testi
ile dogrulanmasi da istenebilmektedir.

07.01.06. Sonuclarin Verilmesi

Kat1 besiyerinde yapilan sayim sonuclarmin verilmesinde koloni olusturan birim
esas alinir. Koloni sayist hesaplandiktan sonra sonug, kati gidalarda (6rnegin
7,3X10%) kob/g, sivi gidalarda (Srnegin 3,2X10'") kob/mL olarak verilir. Bu
degerler, yukaridaki orneklerde oldugu gibi ya da sirasiyla 730 kob/g ve 32
kob/mL olarak da verilebilir.

Ekim yapilan en derisik seyreltide bile koloni gelismesi goriilmezse saymin 0
olarak verilmesi hatali olur. Bu gibi sonuglar ancak 1 mL ya da 1 gram numunenin
dogrudan var/yok testi sonucunda ve asagidaki 6rnekte oldugu gibi, sivi gidadan 1
mL ekim yapilmas1 halinde verilebilir.

Petri kutularinda koloni gelismesi olmazsa, asagidaki formiile gére hesaplanan
deger analiz sonucu olarak verilir:

Say1: < {1/ [(seyreltme faktorii) X (Petri kutusuna pipetlenen hacim)]}
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Ornek: Kati gidanin 107 seyreltisinden yayma yontemi ile analiz yapilmis ve
koloni gelismesi olmamistir. Formiile gore say1:
< {1/[(107" x (0,1)]} =1/0,1x 0,1 =100; sonu¢ "100 kob/gramdan daha az"

olarak verilir.

Ornek: Kati gidanin 107" seyreltisinden yayma yontemi ile 3 Petri kutusuna
toplam 1 mL dagitilmis ve koloni gelismesi olmamistir. Formiile gore sayi:
<{1/[10 " x(1)]}=1/0,1 x 1 =10; sonuc "10 kob/gramdan daha az" olarak
verilir.

Ornek: Sivi gidanin kendisinden (10° seyrelti) yayma yontemi 3 Petri kutusuna
toplam 1 mL dagitilmis ve koloni gelismesi olmamistir. Formiile gore say1:
<{1/[10°% x (1)]} =1/1 x 1=1; sonug "1 kob/mL'den daha az" olarak verilir.
Bu 6rnekte fiilen 1 mL numune analize alindig1 i¢in sonug¢ "1 mL'de yok" seklinde
verilebilir.

Sayim sonuglarmin verilmesinde farkli kurallar da uygulanabilmektedir. Ornegin
FDA, siit ve trilinleri analizinde PCA besiyerinde toplam bakteri sayimi i¢in 0-24
arasinda koloni bulunan Petri kutularim1 "<25 x seyreltme faktorii" olarak
verilmesini isterken, koliform analizinde Petri kutularinda 1-154 arasi koloni
olmasimi kabul ettigi i¢in Petri kutusunda 6 ya da 153 gibi bir koloni sayisin
dogrudan kullanmakta, tersine olarak 154'ten fazla olan sayilar1 ise ">150 X
seyreltme faktorii" olarak degerlendirmektedir.

07.02. En Muhtemel Say1 Yontemi

07.02.01 Genel Bilgiler

Siv1 besiyeri kullanilan sayim yontemi denildiginde, "En Muhtemel Sayi; EMS
(Most Probable Number; MPN)" yontemi anlasilir. Bu yontem, eski kaynaklarda
"Kuvvetle Muhtemel Sayi; KMS" olarak da anilir. Yontemin esasi, ardisik 3
seyreltiden 3'er adet sivi besiyerine 1'er mL ekim, inkiibasyon sonunda tiiplerin
pozitif ya da negatif olarak degerlendirilmesi ile elde edilecek kodun, istatistik
yontemlerle elde edilmis ¢izelgeden okunmasidir.

Yontemin "En Muhtemel Say1" olarak adlandirilma nedeni; yukarida da belirtildigi
gibi, ornekteki mikroorganizma sayisinin istatistiksel olasilik hesaplari ile elde
edilmis ¢izelgelerden yararlanilarak hesaplanmasidir. Ekimi yapilan tiipe en az 1
adet canli hiicre geger ise bu tiip inkiibasyon sonunda pozitif sonug, aksine olarak
tiipe 1 adet bile canli hiicre gegmez ise inkiibasyon sonunda bu tiip negatif sonug
verir. Bu yontemin uygulanis1 basit olarak ardisik 3 seyreltiden 3'er adet 10 mL
besiyerine 1'er mL ekim yapilmasi olarak tanimlanabilir.

100



EMS yontemi, tiip seyreltme yontemi ile yar1 kantitatif sayimin modifiye edilmis
seklidir. Tip seyreltme yontemi "titre belirlemek" i¢in halen giinliik uygulamada
kullanilmakta olup, 07.04. Bolimde verilmistir. Basit olarak, standart sekilde
seyreltmeler yapilir, her seyreltmeden uygun bir siv1 besiyerine 1'er mL aktarilir.
Seyreltmede, giderek azalan say1 nedeniyle ardisik seyreltilerden artik birisinden ve
bundan daha seyreltik olan seyreltilerden besiyeri tiiplerine 1 adet dahi canli hiicre
gecmeyecektir. Inkiibasyon sonunda tiipler (+) ya da (—) olarak degerlendirilir.

Icinde 1.000/mL canli hiicre olan bir ¢ozeltiden yapilan standart seyreltmeler ve
ardindan sivi besiyeri olan tiiplere 1'er mL ekim ve inkiibasyon sonunda, tiipler
asagidaki gibi degerlendirilir.

Sekil 12. Tiip Seyreltme Y ontemi

0° 107" 1072 10° 107 107
1.000/mL 100/mL 10/mL 1/mL 0,1/mL 0,01/mL
U Uy U U U U
U U U U U U
(&) (H) (H) (H) @) )

Bu 6rnekte 107 seyreltiden alinan 1 mL ile besiyerine 1 canli hiicre gegtigi i¢in bu
tiip pozitif sonu¢ vermistir. Oysa 10 seyreltinin 1 mL'sinde 0,1 canlt hiicre vardir.
Bunun anlami; 1 mL'de 1 canl hiicre olma olasilig1 %10'dur ve dolayisiyla %90
olasilikla bu tiipten yapilan ekim (-) sonug verecektir. 10~ seyreltiden yapilan
ekimde ise %99 olasilikla (—) ve ancak %1 olasilikla (+) sonug alinir.

Yar kantitatif degerlendirme kurallar ¢er¢evesinde boyle bir sonug alinirsa sonug
"6rnekte 10°/mL ile 10%/mL arasinda mikroorganizma var" seklinde verilir ve bu
ornek i¢in bu sonug¢ dogrudur.

Aslinda, 6rnegin 1 mL'sinde 800 canli hiicre oldugu varsayilir ise 10" seyreltide
mL'de 80; 107 seyreltide mL'de 8 ve 10 seyreltide mL'de 0,8 adet bakteri
olacaktir. mL'de 0,8 adet bakteri olmasinin anlami 1 mL'de 1 adet bakteri bulunma
olasiliginin %80 olmasidir. Buna gore bu tiipten yapilan ekim %80 olasilikla (+) ve
%20 olasilikla (-) sonug verecektir. Benzer sekilde 10~ seyreltiden yapilan ekimde
%38 olasilikla (+) ve %92 olasilikla (—) sonug alinir. Daha siklikla beklenildigi gibi
107 seyrelti pozitif ve 107 seyrelti negatif sonug verirse, analiz edilen 6rnekte
1.000 ile 10.000/mL arasinda bakteri olduguna karar verilir, oysa sadece 800
adet/mL bakteri vardir. Bu nedenle sonuglar, yar1 kantitatif yaklasimla verilmez.

Ayn1 oOrnekte her seyreltiden 10'ar besiyerine ekim yapilirsa; basit olasilik
hesaplarina gore 10~ seyreltiden yapilan ekimde 8 (+) ve 2 (—) sonug almacaktir.
10~ seyreltiden ise muhtemelen 1 (+) ve 9 () sonug elde edilir.
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EMS yonteminin esast da budur. Her seyreltiden birden fazla tiipe ekim yapilir ve
inkiibasyon sonunda tiipler ayr1 ayr1 degerlendirilip, elde edilen kod aracilig ile
ornekteki say1 "tahmin edilerek" verilir.

Her seyreltiden 3, 5 ya da 10'ar tiipe ekim yapilarak elde edilecek (+) ve (-)
sonuglara gore gelistirilmis istatistik esashi ¢izelgeler bulunmakla birlikte, en
yaygin olarak kullanilan 3'er tiipe ekimdir ve bu kitapta verilen de bu uygulama
seklidir. Kuskusuz, her seyreltiden 5'er tiipe ekim yapiliyorsa, degerlendirmede bu
ekim sekline 6zgii ¢izelge kullanilmalidir.

Yukarida verilen 6rnek bu kez EMS ekim yontemine gore asagida yinelenmistir.

Sekil 13. EMS Yonteminde Kod Kavrami

0° 107" 107 10° 107 10°
800/mL 80/mL 8/mL 0,8/mL 0,08/mL 0,008/mL
L | L L O | | O |
u uuyvu Uuvuuyuy Uuuyvuuv”vu UUU UUU UUU
+ + + 4+ + + 4+ 4+ + 4+ -+ - - - - - _
3'te 3 (+) 3te3 (+)  3te3 ()  3'te2(+) 3'te0(+)  3'te0(+)
3 3 3 2 0 0

Her seyreltiden 3'er tiipe ekim yapildigina gore bu 3 tiiplin ka¢ adedinde (+) sonug
alindig1 sayilir ve bu sekilde kod elde edilir. Kod, ardisik 3 seyreltinin (+)
degerleridir. Diger bir deyis ile eger 10° ; 10" ve 10> serisi almirsa kod 3 3 3 ve
eger 10 ; 10 ve 10 serisi almirsa bu kez kod 2 0 0 olmaktadir.

Yontemde ardisik 3 seyreltiden elde edilen kod kullanilacagina gore, hangi ardisik
3 seyreltiden ekim yapilacag kararlastiriimalidir. Ornekteki mikroorganizma yiikii
hakkinda bir bilgi yoksa ya da daha giivenli bir sonug¢ elde etmek istenirse, ardisik
4 seyreltiden ekim yapilir, sonuclar alindiktan sonra hangi ardisik 3 seyreltinin
EMS ¢izelgesinde kullanilacagi belirli bir kural cercevesinde secilir. Bu konu
07.02.02. EMS yonteminin uygulanmasi boliimiinde agiklanmaistir.

EMS yonteminde sivi besiyeri olan tiiplerin mutlaka 10 mL olmasi kural degil,
genel bir benimseyistir. Staph. aureus 'un EMS yontemi ile sayiminda kullanilan
Giolitti—-Cantoni Broth 19 mL olarak hazirlanir (bakiniz 18.03. Boliim). Tersine,
standart analizde pek ¢ok laboratuvarda besiyerleri 9 mL olarak hazirlanmaktadir.
9 mL kabul edilebilir bir degerdir, ancak daha az miktarda besiyeri kullanilmasi
halinde sahte negatif sonug¢lar alinabilir.

En yaygin kullanilan EMS ¢izelgesi asagida verilmistir (Cizelge 06). Bundan baska
EMS c¢izelgeleri oldugu da unutulmamalidir.
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Cizelge 06. EMS Cizelgesi; EMS/g (mL). Partiden 1 6rnek alinmasi i¢indir.

Pozitif tipler Say1 ve kategori | %95 giivenlik sinir1 | %99 giivenlik sinir1

ImL|01mL|[001mL| 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 0,20 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

Cizelge 06'da normal olarak 4°= 64 adet olasilik verilmesi gerekirken, bazi sayim
sonuglar1 verilmemistir. Normal olarak en az konsantre olan seyreltiden (6rnegin
107 3 tiipten 3 pozitif sonug elde edildi ise, bundan 10 kez daha fazla 6rnek ve
dolayis1 ile 10 kez daha fazla sayida mikroorganizma igeren 10 seyreltiden
yapilan 3 tipiin 3'tinde de pozitif sonu¢ alinmasi beklenir. Benzer sekilde 107
seyreltiden 3 tiipe yapilan ekimde de 3 pozitif sonu¢ alinmalidir.

Dolayistyla, 0-0-3 ya da 1-0-3 gibi bir sonu¢ alinir ise bdyle bir durumun
istatistik olarak ¢ok kii¢iik bir olasilikla gergeklesebilecegi ve deney sirasinda ¢ok
biiyiik bir olasilikla hata yapilmis oldugu agiktir.
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Ornegin, 2-0-2 ve 3-1-2 gibi sonuglarm laboratuvar analizleri sirasinda hata
yapilmadan elde edilme olasilig1 9%0,1 kadardir. Boyle bir sonu¢ dogru olarak elde
edilse bile ayn1 6rnekten ayni1 sonucun tekrar elde edilmesi, diger bir deyis ile bu
sonucun "yeniden elde edilebilirligi (tekrarlanabilirligi)" ¢ok diisiik bir olasiliktir.
0-0-2 ve 1-1-3 gibi sonuglarin hatasiz elde edilme olasilig1 ise hemen hemen hig
yoktur. Bu nedenle, bu gibi sonuglar1 gosteren kodlar standart cizelgelerde
verilmemektedir. Bununla birlikte, ayni partiden yapilan 10 ekim sonucunda da 2—
2-2 gibi bir sonu¢ alinirsa, ancak bu kosulda kategorinin 3 olarak kabul
edilebilecegi seklinde EMS c¢izelgeleri de bulunmaktadir. Burada partiden sadece 1
ornek alinmasi halindeki sonuclarin yer aldig: ¢izelge verilmistir.

Cizelgedeki kategoriler asagidaki sekilde agiklanabilir.

-Kategori 1: Uriindeki mikroorganizma sayis1 hesaplanan sayiya esit oldugunda,
bu kombinasyon ile elde edilen sonug, elde edilebilecek kombinasyonlar i¢inde 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'tir. Bu kategori ile elde edilen kodlar giivenli
olup, laboratuvar tarafindan dogrudan degerlendirilir.

-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 olasiligi en fazla %1'dir. Bu kategoride elde
edilen kodlar daha az giivenilirdir. Tercihen, bu sekilde elde edilen kodlar {ist
yetkiliye damisilarak degerlendirilmelidir.

-Kategori 3: Uriindeki mikroorganizma sayis1 hesaplanan sayiya esit oldugunda,
bu kombinasyon ile elde edilen sonug, elde edilebilecek kombinasyonlar icinde
kategori 2'den daha az bir olasilikla elde edilebilir. Ancak, bu kategoride en az
olasilikla (giivenlik smir1 degerleri) elde edilebilecek bir sayim sonucundan daha
diisiik bir olasilikla sonug elde etme olasilig1 en fazla %0,1'dir. Bu kategorideki
kodlar ise kayda deger 6l¢iide giivenilmez oldugu i¢in tercihen deney tekrarlanmali
ya da mutlaka tist yetkilinin onay1 ile degerlendirilmelidir.

Cizelgede 1; 0,1; 0,01 olarak verilen ekimler sirasiyla 10°;107"; 1072 seyreltilerden
I'er mL ekim yapilmasi anlamindadir. Kat1 gidanin 107" seyreltisinden 10 mL
ekim, 10° seyreltiden 1 gram ekim anlamindadir.

Bu sekilde yapilan ekim sonucu, 2—1-0 degeri elde edildi ise gidada 1,50 adet/g
(mL) canli ve aktif mikroorganizma oldugu, bu sayinin %95 giivenlik sinirlarinda
0,40 ile 3,80 arasinda olabilecegi, glivenlik sinir1 olarak %99 secilirse gidadaki
saymin 0,20 ile 5,20 arasinda olabilecegi anlasilir.
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S1v1 bir gidada sirasiyla 10-1-0,1 mL ekim yapildi ve 2—1-0 sonucu elde edildi ise,
yukaridaki 6rnekte verilen tiim degerler 10 mL i¢in gegerlidir. Diger bir deyisle
gidanin 1 mL'sinde 1,50/ 10 = 0,15 adet mikroorganizma bulunmaktadir. Tersine
olarak, sirastyla 1072, 10 ve 10 seyreltilerden yapilan ekimlerde yine 2—1-0
sonucu alindi ise 1 g (mL) 6rnekte 1,50 / 0,01 = 150 adet mikroorganizma
bulunmaktadir. Giivenlik sinirlart da bu &rneklere paralel olarak degisir. Ikinci
ornekte %95 sinirdaki degerler 40 ve 380 EMS olarak alinir. Buradaki 1,50 degeri,
orijinale gore 10° kez seyreltilmis olan 10 seyreltideki tiipiin 1 mL'sindeki say1dir.

Kat1 gidada ise en diisiik olarak 10" ;107%; 10° seyreltilerden 1'er mL ekim
yapilabilir. Bununla beraber, gerekirse kati gida standart 10 g + 90 mL seklinde
homojenize edilir, 10" seyreltiden 10 mL hacim alindiginda, orijinal &rnekten 1
gram alinmis gibi olur. Bu uygulamada, 10 mL homojenizat (ya da sivi 6rnegin
kendisi) eklenecek besiyerinin ¢ift kuvvette hazirlanmis olmasi gerektigi de asla
unutulmamalidir (bakiniz; 03.03.04. Boliim).

Farkli literatirde, EMS konusunda yine her seyreltiden 3'er besiyerine ekim
yapilmasi halinde farkli EMS degerlerine rastlanabilir. Yaygin olarak rastlanan bir
diger EMS c¢izelgesinde 1; 0,1; 0,01 mL ekim yerine 0,1; 0,01; 0,001 mL ekim
yapilmasi1 kosulundaki sonuclar verilir. Buna gore 6rnegin, 3 1 0 kodu karsiliginda
4,30 degeri yerine 43,0 degeri verilir.

Yukaridaki (sekil 13) 6rnege gore 3 2 0 kodu elde edilmistir ve ¢izelge 06'da bu
degerin karsisinda 9,30 EMS vardir. Ardisik 3 seyreltinin en derisigi 10 > olduguna
gore bu seyreltinin mL'sinde en muhtemel (olas1) olarak 9,30 canli hiicre oldugu
anlasilir. Bu ise, orijinal rnekte 930 hiicre/mL anlamina gelir. 10~ seyreltideki 3
tiiptin 2 adedi degil de 1 adedi pozitif sonu¢ vermis olsa idi bu kez 3 1 0 kodu
karsilig1 olarak 4,30 ve buradan 430 hiicre/mL sonug elde edilecekti.

Bu durumda, yukaridaki 6rnekte 800 hiicre/mL olan say1 i¢in; ¢ok muhtemel olarak
ya 930 ya da 430 sonucu elde edilecektir. Uygulanan yontemin "En Muhtemel
Say1" olarak adlandirilmasinin nedeni de zaten budur.

07.02.02. EMS Yonteminin Uygulanisi

Yontemin uygulanist asagida 6zet olarak verilmistir. Ayrica sekil 14'te yontemin
uygulanis1 sematik olarak gosterilmistir.

-Giinliik gida kontroliinde ardisik 3 seyreltiden ekim yeterlidir. Bu amagla kati
gidalarda 107", 107 ve 107 seyreltiler, siv1 gidalarda ise beklenen sayiya gore ya
107", 102 ve 107 ya da 10°, 10" ve 10 % seyreltiler kullanilir. Daha fazla seyreltme
gerekiyorsa, bunun yerine yayma ya da dokme yontemi tercih edilmelidir.
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-Durham tiipii olan besiyerlerinde ekim oncesi gaz kontrolii yapilmali, gaz olan
tiiplere ekim yapilmamalidir. Durham tiipii olan besiyerleri herhangi bir asamada
tiip karistirict kullanilarak karistirilmaz.

-Her seyreltiden 3 besiyeri tiipline ekim yapilir. Tiiplerde standart olarak 10 mL
stvi besiyeri bulunurken, amaca uygun olarak 19 mL olarak da hazirlanabilir.
Standart ekimde seyreltilerden 1'er mL ekim yapilmakla beraber, 06zel
uygulamalarda ilk seyreltiden 10'ar mL ekim yapilabilir. Baz1 uygulamalarda her
seyreltiden 5'er tiipe ekim yapilir. Bunlarin degerlendirme ¢izelgeleri farklidir.

-10:90 mL seklinde yapilan ilk seyreltme Tamponlanmis Peptonlu Su gibi bir
besiyerinde yapilmis ve diger tiiplerde de besiyeri olarak yine Tamponlanmis
Peptonlu Su kullaniliyor ise ilk seyreltiden steril 3 bos tiipe 10'ar mL aktarilabilir.
Bu kosulda kat1 6rnekten ilk ti¢ tiipe dogrudan 1 gram aktarilmis gibi olur.

-Baz1 c¢alismalarda canlandirma islemi uygulanir. Bu amagla 6rnegin, toplam
Enterobacteriaceae sayiminda Tamponlanmig Peptonlu Su besiyerine ekim yapilir,
buradan EE Broth besiyerine ekim yapilir ve en son olarak da bu besiyerindeki
pozitif tiiplerden VRBD Agar besiyerine stirme yapilir.

-Gerekirse tiiplerin tizerine siv1 parafin, agar vb. maddeler ilave edilebilir.

-Inkiibasyon sonunda tiipler degerlendirilir (bakiniz; 07.02.03. Béliim). Elde
edilen kod ile standart EMS c¢izelgesinden yararlanilarak 6rnekteki say1 hesaplanir.
Sayim sonunda kullanilan tiim malzeme sterilize edilerek yikanir ya da atilir.

Sekil 14. EMS Yonteminin Uygulanisi

-y I T ] Gida ornegi 1:9 oraninda homojenize
edilip (10™"), bundan standart yéntemle
devam edilerek 107 ve 107 seyreltiler
elde edilir. Seyreltmede siit {irtinleri i¢in
“a Ringer c¢ozeltisi, diger gidalarda
Maximum Recovery Diluent kullanilir.

<
ayrt ayrt l'er mL aktarilir. Gidada

H L] ' Her seyreltiden 3'er adet s1v1 besiyerine

Qo V beklenen ya da hedef alinan sayiya gore
/| \ll . ilk seyreltiden ¢ift kuvvette hazirlanmis

| ; 1 mL | ™, 1'mL
| U U Tu U i
U L Jud L U U besiyerlerine 10'ar mL ekim yapilabilir.

Inkiibasyondan sonra biitiin tiipler (+)
ya da (—) olarak degerlendirilir. Bu,
SN A1 1 A1 - basitge bulaniklik ve/veya gaz olusumu
” 1| (I | | | ile yapilabilecegi gibi, muhtemel pozitif
+) () (4) (+) () (+) () () () 32c tuplerden sivi ya da kati besiyerlerine
ekim yapilabilir.
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Daha giivenli sonuclar elde etmek isteniyorsa 10°, 10", 10, 107 olmak iizere
ardisik 4 seyreltiden ekim yapilip, sonuglara gére EMS c¢izelgesinde kullanilacak
ardigik 3 seyrelti secilir. Burada 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 gidada 10°,
107", 102, 107 olmak iizere ardisik 4 seyreltiden 3'er tiipe yapilan ekimlerde sirast
ile 3—3-2—1 seklinde sonug alind1 ise 3—2—1 serisi dikkate alinmalidir.

-Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 1 adet 3 pozitif sonu¢ varsa, 3 pozitif
alinan seri ile baslanilmalidir. Ornegin sirasiyla 3-2-1-0 seklindeki bir seride
degerlendirilecek olan 3—2—1'dir.

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

07.02.03. Tiiplerin Degerlendirme Kurallar:

EMS yonteminde her tiiplin pozitif ya da negatif olarak degerlendirilmesi esastir.
Buna gore tiiplerin degerlendirilmesi, kullanilan besiyeri ve analiz yontemine gore
birbirinden ¢ok farkli sekillerde yapilir. Bu amagla ilgili talimatlar ayrintili olarak
hazirlanmali ve bunlara tam olarak uyulmalidir. Asagida degerlendirme kurallari
tizerinde baz1 6rnekler verilmistir:

-Nutrient Broth'ta toplam bakteri analizinde tiipte bulaniklik pozitif sonugtur.

-Koliform grubu bakteri analizinde Durham tiiplerinde bulaniklik ve gaz olusmasi
pozitif sonugtur (bakiniz; 03.03.04. B6liim).

-E. coli analizinde MUG'lu besiyerindeki Durham tiiplerinde bulaniklik ve gaz
olusmasi ile uzun dalga boylu UV lambasi ile floresan 1s1ma pozitif sonuctur.

-S. aureus analizinde siyahlasma olan tiiplerden Baird—Parker Agar besiyerine
ekim yapilir, tipik kolonilerin goriildiigii Petri kutularinin ekim yapilmis oldugu
tiipler pozitif olarak degerlendirilir.

-Ozmofilik—ozmotolerant maya analizinde agar tabakasinin yukari itilmesi gaz
olusumunun gostergesidir. Bu sekildeki tiipler pozitif olarak degerlendirilir.

Asagida tiiplerin degerlendirilmesi i¢in bir 6rnek verilmistir. Bu ornekten
1zlenecegi gibi ardisik 4 seyreltiden ekim yapilmis, koliform grup i¢in 3 3 2 1
seklinde muhtemel pozitif sonug¢ elde edilmis, sadece pozitif sonug¢ veren tiiplere
dogrulama testi yapilmis ve bu kez 3 3 1 1 seklinde sonug¢ elde edilmistir.
Dogrulanmis koliform tiiplerinde ise E. coli varlig1 arastirilmistir.
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Sekil 15. Siv1 bir gidada E. coli 'nin IMVIC testleri ile belirlenmesi

0° 10" 10 10”7 Seyreltmeler
UuuUu UUU UUU UUU Herseyreltmeden 3'er tiipe ekim.
+++ 4+ ++ -+ + + — —  Koliform grup bakteriler i¢in

muhtemel pozitif sonuglar 3 3 2 1.
Uuu UUU *UU U * * Sadece pozitif sonuglar dogrulanir.
+ + + + + + + + * *  Koliform grup bakteriler i¢in
dogrulanmis sonuglar 3 3 1 1.
OO0 OO0 * O=* 0O * * EMBAgarveIMViC Testleri.
-+ + + - - * % & x [ coliicgin pozitif sonuglar 2 1 0 0.

*: Bir onceki basamakta negatif sonug¢ oldugu i¢in ekime gerek yoktur.

Dogrulanmis koliform sayis1 dikkate alindiginda 10° serisinden baglanirsa 3 3 1
kodu karsilig1 sonu¢ 46 EMS/mL iken, 10~ seyreltiden elde edilecek sonug 3 1 1
kodu karsilig1 75 EMS/mL'dir. Cizelge 06'ya gore gerek 3 3 1 gerek 3 1 1 kodu "1"
kategorisi ile degerlendirilse de ardisik seride se¢im kuralina gére 3 3 1 degil, 3 1 1
serisi esas alinir ve sonu¢ 75 EMS/mL olarak verilir. Benzer durum E. coli i¢in de
gecerlidir ve 2 1 0 kodu karsilig1 olarak sonug 1,50 EMS/mL olarak verilir.

07.02.04. EMS Yo6nteminde Sonuclarin Verilmesi

Standart EMS c¢izelgesinden sonug¢ hesaplandiktan sonra sivi gidalarda (6rnegin
0,36) EMS/mL, kat1 gidalarda (6rnegin 23,0) EMS/g olarak verilir. Ekim yapilan
seyreltilere gére EMS cizelgesinin kullanilis1 yukarida agiklanmistir. Ekimi yapilan
tiiplerdeki pozitif sayilara gore elde edilen kodlarin karsiligi asagidaki orneklerde
verilmistir. Hesaplamalarda standart 1-0,1-0,01 mL EMS c¢izelgesi kullanilmistir.

EMS yonteminde standart olarak 1:9 seyrelti kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
unda rop sporu sayimminda oldugu gibi ilk seyreltme 1:19 oraninda yapilabilir,
ancak digerleri mutlaka standart 1:9 oraninda yapilmalidir. Bu sekilde yapilan bir
seyreltme ve ekimden sonra 3 1 0 kodu elde edilirse bunun ¢izelgedeki karsiligi
4,30'dur ve 1-0,1-0,01 mL ekim i¢in bu deger verilmistir. Buna goére 1:19 olarak
hazirlanan ilk seyreltide 4,30 EMS/mL sayim sonucu elde edilir, bu deger 20 ile
carpilarak 6rnekteki say1 86,0 EMS/g olarak verilir. Diger bir deyis ile burada 1:19
olarak yapilan ilk seyreltme sanki orijinal (10°) 6rnek gibi diisiiniilmektedir.
Bundan 1:9 standart seyreltmeler yapildiktan sonra standart yontemle seyreltilerden
(10° ; 107" ve 107 1'er mL ekim yapilmis ve 4,30 EMS/mL sayim sonucu elde
edilmistir. Burada orijinal olarak kabul edilen tiip (bir anlamda un homojenizati),
gercekte orijinal 6rnegin 20 kez seyreltilmis sekli oldugu i¢in, 4,30 degeri 20 ile
carpilarak ger¢ek sonu¢ bulunmaktadir.
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Asagida (gizelge 07) EMS yonteminde sonuglarin verilmesine iliskin 6rnekler
verilmistir.

Cizelge 07. EMS Sonug¢ Ornekleri

Ilk seyrelti ve ekim Kod Sonug

10°; standart 000 <0,3 EMS/mL
10°; standart 200 0,92 EMS/mL
10°; standart 333 >110 EMS/mL
10°; ilk seyreltiden 10'ar mL 200 0,092 EMS/mL
10" standart 000 <3,0 EMS/g
10" standart 200 9,20 EMS/g
10" ; standart 333  >1100 EMS/g
10" ; ilk seyreltiden 10'ar mL 200 0,92 EMS/g

07.03. Membran Filtrasyon
07.03.01. Genel Bilgiler

Membran filtrasyon sistemi o6zellikle igme suyu ve berrak meyve sular1 gibi
filtrasyonda sorun ¢ikarmayan ve ¢ok az sayida mikroorganizma bulunabilen
ornekler icin idealdir. Benzer sekilde suda tam olarak eriyebilen seker, tuz gibi
gidalarin analizinde de kolaylikla kullanilmaktadir.

Bir sterilizasyon teknigi olarak membran filtrasyon konusu 04.04. Boliimde
verilmistir. Membran filtrasyon yontemi ile sayimin ilkesi de sterilizasyona benzer;
analiz edilecek materyaldeki mikroorganizma filtre {izerinde kalir.

Her ne kadar mikrobiyolojik kurallar uyarinca membran filtrasyon yontemi, 1
kob/g (mL)'dan daha az sayida mikroorganizma igeren gidalarin analizi i¢in uygun
bir yontem ise de (bakiniz; 06.01.01. Bolim), pratik kullanimi nedeni ile gida
mikrobiyolojisi laboratuvarinda bundan ¢ok daha fazla sayida mikroorganizma
igeren gidalarin analizinde de yaygin kullanim alan1 bulmustur.

Bu yontemde seyreltme kavrami ile yikama amaciyla kullanilan steril sivinin
hesaplamalarda karistirilmamasina 6zen gosterilmelidir. Ornegin, toz sekerin 1
graminda 60 adet canli (koloni olusturabilen) bakteri oldugu varsayilir ise 1 gram
sekerin 9 mL ya da 43 mL seyreltme sivisinda eritilmesinin "seyreltinin timiiniin
filtreden gecirilmesi kosulu ile" hi¢ farki yoktur. Her kosulda 1 gramdaki 60 adet
bakteri filtre ylizeyinde kalacak ve inkiibasyon sonunda 60 koloni olusacaktir.
Oysa, 1 gram sekerin 9 mL seyreltme ¢ozeltisinde eritilmesi ve buradan (107
seyrelti) 1 mL aktarilmas1 durumunda sadece 6 bakteri filtre {izerinde kalacaktir.
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Bu uygulamada, filtrasyonun kolaylastirilmas1 amaciyla sisteme onceden ilave
edilen ya da filtrasyon bitiminde haznede kalmis olabilecek bakterilerin de filtreye
aktarilmasi i¢in kullanilan steril saf suyun miktar1 6nemli degildir. Ciinkii bu su
sterildir, 6Gnemli olan filtre edilecek 6rnek miktaridir.

Igme suyu analizinde genellikle 100 mL su 6rnegi filtre edilir. Yukaridaki érnekte
oldugu gibi, filtreyi 1slatmak amaciyla 6nceden ilave edilen steril su miktar1 6nemli
degildir, burada sadece 100 mL analiz 6rneginin ge¢irildigi dikkate alinmalidir. Bu
igme suyu yiiksek miktarda klorlanmis ise klor da filtre iizerinde kalacak ve
mikroorganizma gelismesini baskilayacaktir.

Bunun 6niine ge¢mek icin analiz edilecek ornek filtreden gecirildikten sonra, bol
miktarda steril su ya da 6zel olarak bu amagla hazirlanmis Membrane Filter Rinse
Fluid (Merck 1.05286) gegirilerek filtre bir anlamda yikanir.

Filtrasyon sonunda membran filtre, {iretici firma tarafindan saglanan ve 6zel olarak
tiretilmis besiyerine konulabilecegi gibi, laboratuvarda standart olarak hazirlanan
kat1 besiyeri tizerine de yerlestirilebilir.

Membran filtre sivi besiyerine de ilave edilebilir. 100 mL dere suyunda Sa/monella
olup olmadiginin arastirilmasinda en pratik yol 100 mL dere suyunu filtre edip,
filtreyi oldugu gibi standart yontemle hazirlanmis zenginlestirme besiyerine
atmaktir. Standart analizlerden farkli olarak bu uygulamada 225 mL besiyerine
gerek yoktur, 40-50 mL besiyeri yeterlidir.

FDA ve diger bazi kuruluslar tarafindan "Hidrofobik Grid Membran Filter"
(HGMF; hidrofobik 1zgara sistemli membran filtre) teknigi uygulanmaktadir. Bu
sistemde filtre lizerinde ¢ok ince hidrofobik seritler vardir. Bu seritler hidrofobik
olduklar1 icin {izerlerinde su ve dolayisiyla mikroorganizma tutulmaz, boylece
koloni gelismesi bu seritlerin olusturdugu karelerin i¢inde meydana gelir.

Bu sistemde kare i¢indeki koloni sayisina bakilmaz. Kareler, pozitif (koloni
gelismis) ya da negatif (koloni yok) olarak degerlendirilir ve formiil ile hesaplanan
sonu¢ EMS olarak verilir. Daha ¢ok ABD'de -ve 6zellikle akademik ¢alismalarda-
benimsenen bir yodntem olup, Avrupa iilkelerinde yaygin kullanim alani
bulmamustir.

S6z konusu formiil; "Gelisme Goriillen Bolmelerdeki En Muhtemel Say1" (Most
Probable Number of Growth Unit; MPNGU) olarak ifade edilmektedir:
EMS= {N XxIn[N /(N - A)]} seklindedir.

Bu formiilde N= membran filtre {izerindeki toplam kare sayis1 ve A= pozitif olarak
sayilan kare sayisidir.
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Formiile gore toplam kare sayisinin, toplam negatif kareye (N — A) boliinmesi ile
elde edilen saymin "e" tabanina gore logaritmasi (In) toplam kare sayisi ile
carpilmaktadir.

HGMF sisteminde koloni degil alan sayildigi i¢in filtre iizerinde ideal olarak 20—
1520 pozitif saha sayilmasi gerekir. Bu smirlarin disindaki sayimlarda ekimin
tekrarlanmasi 6nerilmektedir. Prensip olarak, gozle yapilan sayimlarda pozitif alan
sayist 200'ti gecmiyor ise pozitif alanlarin timiiniin sayilmasi gerekmektedir. Bu
degeri asan sayimlar icin, her biri 40 alan olmak iizere yatay ve diisey boyutta 4'er
hat boyunca sayim yapilip, sonucun 5 ile ¢arpilmasi dnerilmektedir.

Kayis1 suyu gibi partikiillii 6rneklerde membran filtrasyon uygulamasinda filtre
tikanir. On filtre ve enzim uygulamasi gibi énlemler s6z konusu ise de ozellikle
enzim uygulamasi pratik uygulamada yeterli degildir.

On filtre uygulamasinda homojenizat ya da sivi gida, asil filtrenin {izerine
yerlestirilen 8 um porlu filtreden gegcirilir, kaba parcalar burada tutulur. Bu filtrenin
de besiyerine yerlestirilmesi ve inkiibasyon sonunda her iki filtreden elde edilen
sonucun toplanmasi gerekir. Tripsin, seliilaz, amilaz, proteaz vb. enzimler ile
Tween 80 gibi emiilgatorler tek basina ya da kombine olarak kullanilir.

07.03.02. Membran Filtrasyon Yonteminin Uygulanisi

Membran filtrasyon yonteminin uygulanisi asagida 6zetlenmis, ayrica "Membran
Filtrasyon Yontemiyle Sularda Koliform Bakteri Aranmasi" sematik olarak Ek A
05'te verilmistir.

-Membran filtrasyon sistemi sterilize edilir. Sterilizasyon islemi, ekipmanin
ozelligine gore otoklavda yapilabildigi gibi, pratik olarak alkol ya da uygun bir
kimyasal kullanilarak da yapilabilir. Otoklavlama parametresi 121 °C'da 20 dakika
iken, kimyasal dezenfeksiyon uygulanirsa dezenfektanin kolaylikla sistemden
uzaklastirilmasi gerekir. Aksi halde; sistemde kalan dezenfektan, analizi yapilacak
mikroorganizma {izerinde olumsuz etki olusturur.

-Bu nedenle, alkol uzaklastirildiktan sonra kalan kisminin yakilarak giderilmesine
ek olarak, analiz oncesinde 50 mL kadar steril damitik suyun filtre edilmesi,
sistemde kalabilen dezenfektanin yikanmasi i¢in etkili bir uygulamadir.

-Aseptik kosullara uyularak filtrenin yerlestirilecegi taban steril su ile 1slatilir ve
filtre buraya yerlestirilir. Koruyucu plastik tabaka kendiliginden kalkar, bu kisim
filtreden ayrilir. Sonra siizme haznesi yerine takilir.

-Beklenen ya da hedef sayiya uygun miktarda sivi hazneye konulur, pompa
calistirilir ve s1vi 6rnek membran filtreden gegcirilir.
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-Stizme islemi tamamlandiktan sonra c¢eperlerde kalmis olmast muhtemel
mikroorganizmalarin da alinmasi i¢in 10-20 mL kadar steril su ile ¢alkalanir. ilave
steril su gecirme islemi, klor gibi inhibitér maddelerin varliginda daha da
onemlidir.

-Filtrenin mikroorganizmalarin tutulmus oldugu yiizeyi Ustte kalacak sekilde Petri
kutusundaki besiyerine yerlestirilir. Petri kutulari, tabanlar alta gelecek sekilde
inkiibasyona birakilir.

-Besiyeri olarak ped {izerine emdirilmis hazir besiyeri kullaniliyor ise iiretici
firmanin talimati dogrultusunda steril su ilave edilerek besiyeri aktiflestirilir.

07.03.03. Membran Filtrasyon Yonteminde Sonug¢larin Verilisi

Membran filtreden fiilen gegirilen miktar esas alinarak sonuglar kob/mL ya da
kob/g olarak verilir. Asagida ¢esitli 6rnekler verilmistir:

-100 mL su 6rnegi filtre edilmis ve sonugta 24 koloni sayilmis ise sonu¢ 24
kob/100 mL olarak verilir.

-5 gram seker 45 mL steril seyreltme ¢ozeltisinde eritilmis, buradan alinan 5 mL
filtreden gegirilmis ve 17 koloni sayilmis ise; filtrasyon 6ncesinde 10 seyreltme
yapilmis demektir. Bu ¢6zeltinin her mL'sinde 0,1 gram ve 5 mL'sinde ise 0,5 gram
seker vardir. 17 koloni 0,5 gramdan elde edildigine gore, sonu¢ 34 kob/g olarak
verilir.

-100 mL su 6rnegi filtre edilmis ve koloni gelismesi goriilmemis ise sonu¢ <1
kob/100 mL olarak verilir. Yaygin uygulamada bu sonu¢ "yok/100 mL" olarak da
verilmektedir.

-100 mL dere suyunda Salmonella aranmasi amaciyla yapilan filtrasyondan sonra
filtre 50 mL kadar 6n zenginlestirme besiyerine atilip, buradan standart Salmonella
analizi ile selektif zenginlestirme, selektif kat1 besiyeri, tipik kolonilerin tanimlama
asamalar1 ile 6rnekte Salmonella var/yok testi yapilmis olur. Goriildiigii gibi burada
membran filtrasyon teknigi bir anlamda var/yok testinin bir boliimii olarak
kullanilmaktadir. 100 mL su analizinde filtre dogrudan besiyeri {izerine konularak
sayim yapilir. Ancak buradaki uygulamada sivi besiyeri kullanildig1 i¢in analiz
prensibi degismektedir.

07.04. Titre Belirlenmesi

Ornekteki mikroorganizma diizeyini "pozitif sonucun alindig1 en seyreltik seyrelti"
ile belirleyen bir yontemdir. Rutin test diliisyonu adi ile de bilinir.

112



Yontemin uygulanmasinda materyalden, oOnce standart seyreltiler hazirlanir.
Seyreltmenin hangi basamaga kadar gidecegi amaca ya da beklenen/kabul edilen
saylya gore degisir.

Seyreltmeler yapildiktan sonra her tiipten ayr1 ayri1 olmak {iizere, i¢lerinde uygun
besiyeri bulunan tiiplere 1'er mL 6rnek aktarilir. Uygun sicaklik, siire ve atmosfer
ortaminda inkiibasyondan sonra tiiplerin pozitif ya da negatif olduklar1 kontrol
edilir. Degerlendirme kurallar1t EMS yontemindeki gibidir.

Asagida LST+MUG besiyerinde koliform bakteriler ve E. coli ig¢in titre
belirlenmesi tizerine bir 6rnek verilmistir. Bu besiyerinde koliform bakteriler ve E.

coli 'nin beraberce belirlenmesi teknigi 14.03. Boliimde verilmistir:

Cizelge 08. Titre Belirlenmesi i¢in Ornek

Seyreltiler

Bakteri 10" 102 10°  10°
Koliform Grup + + + —
E. coli + _ _ _

Bu ornekte koliform grup bakteriler 10 seyreltiye kadar (+) sonra (-) sonug
vermis, E. coli ise sadece 107" seyreltide (+) ve diger seyreltilerde (-) sonug
vermistir. Bu sonuca gére analiz edilen 6rnekte koliform grubun titresi 10° ve E.
coli titresi 10" olarak verilir.

Seyreltme standart 1:9 seklinde yapilabilecegi gibi, amaca gore 1/2; 1/4; 1/8; 1/16
.... seklinde de yapilabilir. Bu kosulda sonug, 1/8 (seyreltme orani) ya da 8 (8 defa
seyreltildiginde hala pozitif sonug alintyor) seklinde verilir.

Titre belirlenmesi, faj diizeyi (faj titresi), antikor diizeyi (titresi) belirleme vb. gibi

calismalarda da kullanilir. Ozellikle antikor titresi belirleme c¢alismalarinda
seyreltme, siklikla 1/2; 1/4; 1/8; 1/16 .... seklinde yapilmaktadir.

07.05. Metabolizmaya Dayah Hizhi Analizler

Genellikle hizli analiz amaciyla kullanilan testlerdir. Empedans ya da kondiiktans
Olctimii, CO, olusumunun belirlenmesi, resazurin indirgenmesi, metilen mavisi
indirgenmesi, besiyerinin renk degistirmesi vb. sekillerde yapilabilir.

Bunlar arasinda; ¢ig siitiin mikrobiyolojik analizinde ¢ok uzun siire kullanilmis ve
halen koruyucu madde katilmamis siitlerde bu amagla kullanilan metilen mavisi

indirgenme testi burada 6rnek olarak verilmektedir.
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Analizi yapilacak siitiin 10 mL'si steril bir tiipe alinir, tizerine filtre ile sterilize
edilmis 50 ppm metilen mavisi ¢ozeltisinden 1 mL ilave edilir ve tercihen su
banyosunda 37 °C'da inkiibasyona birakilir. Siitte bulunan bakterilerin gelismesi
sonunda mavi renkli boya indirgenip, renksiz olur ve siit, beyaz rengine doner.
Dogal olarak ¢ig siitte bulunan bakteri sayis1 baslangicta ne kadar fazla ise metilen
mavisinin tiimilyle indirgenmesi icin gereken siire o denli kisa olacaktir. Bir diger
deyis ile bakteri sayis1 ile sonucun alindigi siire ters orantilidir.

Bu iligki, bir seri deneme ile standart sayim amaci ile de kullanilabilir. Farkli
mikrobiyolojik kalitelerde olan ¢ig siitlere metilen mavisi indirgeme testi uygulanir
ve indirgeme siiresi belirlenip, buna paralel olarak ayni ¢ig siit 6rneklerinde toplam
mezofil bakteri sayimi yapilir. Sayim sonuclarinin logaritmasi, metilen mavisi
indirgeme siiresine gore grafik haline getirilir. Grafigi, giivenilir bir sekilde elde
etmek i¢in Onerilen en diisiik say1 25'tir.

Grafik basit olarak bilgisayarlarda bulunan MS Excel ya da benzeri bir program ile
kolaylikla ¢izilebilir. Grafik elde edildikten sonra yapilacak is sadece, metilen
mavisi indirgeme siiresine karsi ka¢ adet bakteri bulundugunu grafikten
hesaplamaktir. Ayrica grafige gerek olmadan basit istatistiksel regresyon formiilleri
ile de stireye kars1 gelen bakteri sayis1 hesaplanabilir.

Metilen mavisi indirgeme vb. metabolizmaya dayali tiim hizli testler iizerinde
temel sakinca, popiilasyondaki bakterilerin metabolik aktivite farkidir. Analizi
yapilan iriinde metabolik aktivitesi yiiksek olan az sayida bakteri varsa, analiz
sonucu yiiksek sayida bakteri olarak elde edilecektir. Buna kars1 goriis ise "asil
onemli olan, ¢ig slitteki bakteri sayisinin degil, mevcut bakterilerin metabolik
aktivitesine bagli olarak siitiin bozulma potansiyelinin belirlenmesidir" seklindedir
ve bu kars1 goriis de gegerlidir. Ayrica, siitte antibiyotik benzeri maddeler varsa,
bakteri sayisi1 yiiksek olmasina karsin indirgeme siiresi uzar ve yaniltict sonuglar
alinir. Resazurin indirgemeye bagli bakteri sayimi da bu sekilde yapilir.

Bir baska 6rnek, sularda enterokok analizi i¢in kullanilan Chromocult Enterococci
Broth besiyerinin renginin degismesidir. Eger enterokok varsa besiyeri rengi
sartidan mavi—yesile doner. Sudaki enterokok varligi ne kadar fazla ise bu renk
dontisiimii o denli hizli olur. Bir seri 6n deneme ile baslangi¢ bakteri sayisina gore
renk doniisiim stiresi belirlenerek, basit bir grafik ¢izilir ve asil testlerde renk
doniisiim siiresine gore ornekteki baslangi¢ bakteri yiikii cok kaba sinirlar i¢inde
tahmin edilebilir. G6zle yapilan bu degerlendirmeye pek giivenmemek gerekir.

Metabolizmaya dayal1 hizli analiz yontemlerinin ticari steril iirlinlerde sayim yerine
var/yok testi amaci ile kullanilmasi ¢ogu kez daha anlamlidir. Her ne kadar bu
tirlinlerde biyolojik stabilite testi ¢ok daha ©Onemli ise de, beklenmedik bir
kontaminasyonun hizla belirlenmesi amaci ile bu testler de uygulanmaktadir.
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07.06. Mikroskobik Sayimlar

Mikroskobik sayimlarin 4-5 dakika i¢inde sonug¢ alinabilmesi ve kiiltiirel
yontemlerle kiyaslandiginda maliyetinin yok denilecek kadar diisiik olmasi gibi
cok Onemli 2 ustlinliigi olmakla birlikte, canli ve O6lii mikroorganizmalarin
beraberce sayilmasi gibi bir dezavantaji olmasi nedeni ile yaygin olarak
kullanilmamaktadir. Her ne kadar, Thoma lami ile maya sayiminda metilen mavisi
cozeltisi uygulanarak yapilan basit preparatta canli (renksiz) ve 6lii (mavi renkli)
hiicreler ayr1 ayr sayilabilmekte ise de, bu uygulama sadece sarap ve bira yapimi
ile ekmek mayas1 liretiminde kullanilmaktadir. Siitte Breed yontemi ile yapilan
direk mikroskobik sayim siitiin genel kalitesi hakkinda bilgi verir.

Asagida temel mikroskobik sayimlar verilmistir.

07.06.01. Breed Yontemi

Cig siitte bakteri sayisini belirlemek i¢in kullanilir. Yontem uyarinca canli ve 6li
bakteriler beraberce sayilir. Her ne kadar gida sanayisini ilgilendiren canli bakteri
sayisi ise de Breed yontemi ile elde edilen degerin yiiksek ya da diisiik olarak elde
edilmesi siitiin kalitesi hakkinda oldukea 1y1 bir fikir verir.

Yontemin esasi, 0,01 mL siitiin bir sablon yardimi ile belirlenmis 1 cm® alana
yayilmasi, kurutulmasi ve boyandiktan sonra mikroskopta incelenmesidir. Goriis
sahas1 capt objektif mikrometre yardimi ile oOl¢iiliir ve goriis alan1 hesaplanir.
Sonra, 1 cm” alanda kag adet mikroskop goriis alan1 oldugu basitce hesaplanir ve
bu deger "mikroskop faktorii" olarak kaydedilir.

Bu faktor, mikroskobun objektifi, okiileri ve bazi mikroskoplarda oldugu gibi tiip
boyu degistirilmezse sabit kalir.

Herhangi bir nedenden o&tiirli mikroskop faktorii bilinmiyorsa 4.000 olarak kabul
edilir, ancak bu durumda analiz sonucu "tahmin" olarak verilir. 10X okiiler, 100X
objektif ve standart olarak 160 mm tiip uzunlugu kullanildiginda mikroskop faktorii
2.500-5.500 (cogunlukla 3.500—4.500) arasinda bir deger olarak hesaplanmalidir.
Bu simirlarin disinda bir deger elde edilirse nedeni arastirilmali ve diizeltici faaliyet
olarak kayitlara ge¢ilmelidir.

Sayim, farkli alanlarda yapilir ve prensip olarak ne kadar az bakteri goriiliiyorsa o
kadar fazla alanda sayim yapilir. Mikroskop faktorii 4.000 olan mikroskopta goriis
sahasi1 ortalamasinda 1 ve daha az bakteri varsa 40 saha, 1-10 bakteri varsa 20 saha
ve 10'dan daha fazla bakteri varsa 10 saha sayilmal1 ve ortalamasi alinmalidir.
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Breed yonteminde zincir formundaki bakterilerin sayilmasinda bir 6zellik vardir.
Bunlar ikili ya da daha uzun zincirli de olsa 1 adet olarak sayilir. Bunun nedeni ise
"eger bu zincirdeki bakteriler canli olsa idi, kat1 besiyerinde bunlardan sadece 1
adet koloni olusurdu" seklindeki yaklasimdir.

Sayim sonucu A X MF x 100 formiila ile elde edilir. Burada; A: ortalama bakteri
say1st, MF: mikroskop faktorii ve 100: 0,01 mL'yi 1 mL'ye ¢evirmek i¢indir.

07.06.02. Howard Lami

Basta domates tiriinleri olmak tizere ham madde kalitesi hakkinda bilgi veren ve
ozellikle ticarette halen ¢ok gecerli olan bir yontemdir. Analiz, 25 goriis sahas1 olan
ozel bir lamda yapilir. Amag, incelenen goriis sahasinin kiif miselleri agisindan (+)
ya da (-) olarak degerlendirilmesi ve buna gore analiz edilen 6rnekte kiiflii saha
oraninin belirlenmesidir. Sonuglar "% kiiflii" saha olarak verilir. Son zamanlarda
seftali ve kayis1 konsantreleri ile nektarlarinda kiif acisindan ham madde kalitesinin
degerlendirilmesi i¢in de kullanilmaktadir.

Howard kiiflii saha sayiminda en biiyiik zorluk, incelenen sahanin (+) ya da (-)
olarak degerlendirilmesidir. Ham maddelerden gelen dokular kiif hifi olarak
degerlendirilebilecegi gibi, bunun tersi de gegerlidir. Bu nedenle olduk¢a deneyim
isteyen bir yontemdir. iki veya daha fazla preparatta 25'er saha sayilip, pozitif saha
sayisi belirlenir. Sekil 16'da domates ve kiif doku 6rnek verilmistir.

Sekil 16. Howard Lami i¢in Tipik Domates ve Kiif Gorlintiileri

Esit koyulukta paralel duvarlar, iki o 7 4 2,
ucu kapali ya da bir ucu yuvarlak son, VA '/ 2., <7
dallanma, graniillii ve septali yapilar ’
kiif dokularidir:

Buna karsin, tireme hifleri, sivri ug, . _ _ ~c)
esit koyulukta olmayan duvarlar, A ) 3
yumrulu duvar, egri ve keskin egri )
yapilar domatesten gelen dokulardir:

- ",f L N = W k:-, / 'J) ] _\\:\f\""\"f.'
i = g % N ¥ J 4
N /

Tipik kiif yapilar Tipik domates yapilari

Eger saha icinde 3'ten daha fazla kiif flamenti varsa ya da 3'ten daha az sayidaki
flamentlerin uzunlugu goriis sahasi ¢apmin 1/6'sindan daha fazla ise bu goriis
sahasi pozitif olarak degerlendirilir.
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07.06.03. Thoma Lam

Hemositometre ad1 ile de bilinen 6zel bir lam araciligi ile gida mikrobiyolojisinde
maya, klinik birimlerde sperm ve kan sayimlarinda kullanilan bir yontemdir. Lam
tizerinde 6nceden agilmis bélmeye s1vi konulup, lam kapatildigr zaman bu bolmede
tam olarak 0,1 mm’ hacim kalir. Sayim 20X ya da 40X objektif kullanilarak bu
bolmede yapilir.

Thoma lamindaki 0,1 mm® hacim; kenarlart 0,05 x 0,05 mm ve derinligi 0,1 mm
olan ve 20 x 20 seklinde yerlestirilmis 400 kiiclik kare prizmadan olusur. Bu kare
prizmalar, ¢cok genel olarak "kare" adiyla anilir. Sayim kolaylig1 agisindan 400
kiictik kare 16 biiylik kareye boliinmiistiir.

Saymm sonucu A X SF x 10.000 formiilii ile elde edilir. Burada A: 0,1 mm’ hacimde
sayilan maya, SF: yapildi ise seyreltme faktérii ve 10.000: 0,1 mm® hacimde elde
edilen degeri 1 mL'ye ¢evirmek i¢in kullanilan sabittir.

Thoma lamu ile sayim genellikle maya hiicreleri i¢in yapilir. Bunun nedeni 20X ya
da 40X objektif kullanildiginda mikroskop goriis derinliginde ancak mayalarin
goriilebilmesidir. Bakteriler, 20X ya da 40X objektiflerle goriillemez. 100X objektif
kullanilirsa 0,1 mm olan goriis derinliginde incelenmeleri oldukga giictiir ve her
goriis sahasinda farkli gériis derinliklerinin incelenmesi gerekir.

Bakterilerin sayimi i¢in derinligi Thoma lamindan 5 kez daha az (0,02 mm) olan
Petroff-Hausser lam1 kullanilir. Bu lamda maya sayimi daha kolay olarak yapilir.

Thoma laminda sayim sirasinda maya hiicreleri boyanmaz. Basit preparat teknigi
ile sayim yapilir. Hiicre kiiltiirine 1 damla metilen mavisi ¢ozeltisi (50 ppm)
damlatilmasi ile canli ve 6lii maya hiicrelerini ayirt etmek miimkiindiir.

Canli hiicreler metilen mavisini indirgeyerek renksiz goriiliirken 61l hiicrelerde bu
enzim aktivitesi olmadig1 i¢in maviye boyanmis olarak kalirlar. Pratikte yaygin
kullanilmasina ragmen, giivenilir bir yontem degildir ve Thoma laminin canli ve
oli hiicre sayim sonucunu beraberce verecegi unutulmamalidir.

Sayim kolayligi olmasi agisindan 400 kiictik karenin 16 biiylik kare ig¢inde
toplanma yontemi cogu kez yanilgiya neden olmaktadir.

Thoma laminda biiyiik kareler ara ¢izgi ile belirtilmektedir. Ara ¢izginin sagi, solu,
alt1 ve lstii olarak tanimlanan biiyiik kare alanlar1 yerine, ara ¢izgi goriilen bolgeler
16 kiiciik kareden olusan alanlar olarak degerlendirilebilir. Sonugta 16 X 25= 400
kiictik kare yerine 16 x 16 = 256 kiigiik karede sayim yapilmis olacagina gore,
sayim sonucu 400 / 256=1,5625 ile ¢arpilarak 400 kiiciik kareye ¢evrilmis olur.
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07.06.04. Direk Epifloresan Filtre Teknigi (DEFT)

1980'i yillardan beri uygulanan DEFT yonteminde gida 6rnekleri analiz i¢in bir
seri 1slemle analize hazirlanir, membran filtreden gecirilip, fluorokrom boyalar ile
boyanir ve epifloresan mikroskop ile incelenir. Filtrenin uygun bir kat1 besiyerinde
3—6 saat inkiibasyonu ve sonra boyanip incelenmesi ise mikrokoloni DEFT olarak
tanimlanir ve bu yontemde sadece mikrokoloniler sayilacag: i¢in ornekteki canli
hiicre sayis1 belirlenebilir. Antikorlarin floresan boyalar ile entegrasyonu sayesinde
tiir bazinda sayim da s6z konusudur. Mikrokolonilerin antikor igeren floresan
boyalar ile boyanip incelenmesi hizli bir analiz yontemi olarak degerlendirilir.

DEFT'in en biiyiikk avantajlarindan birisi filtreden gecirilmeye bagl olarak az
sayida mikroorganizma igeren dreklerde de sayimin giivenilir olmasidir.

07.07. Canlandirma

Mikrobiyolojik analizlerde -ozellikle islem gormiis gidalar- dogrudan analize
alinirsa "var/yok testlerinde sahte negatif" ya da "gercekte oldugundan daha az"
sayim sonucu alinabilir. Bunun temel nedeni, basit bir kurutma ya da sogutma
islemi sirasinda mikroorganizmalarin  6lmemesi, ancak ciddi sekilde "agir"
yaralanmasi, stres altina girmesidir.

Bu gibi islemler sonucunda mikroorganizmalarin bir kismi normal aktivite ile
yasamlarma devam eder, bir kismi1 temel yasam fonksiyonlarini az bir hasar ile
stirdiiriir, bir kism1 bu yasam fonksiyonlarin1 kayda deger ol¢iide "agir yaralanmis
olarak" yitirir. Ancak bunlar halen "canlidir" ve bir kismi1 sonra 6liir.

Standart mikrobiyolojik analizler sirasinda yasamlarini normal olarak siirdiiren ve
"az hasarli" olanlar kolaylikla belirlenir iken, "6lmiis" olanlar zaten analiz ile
belirlenemez. Asil sorun "agir yarali" olanlarin belirlenmesidir.

Toplam mezofil aerob bakteri sayimi gibi bir analizde bu tip bakteriler
belirlenebilir. Buradaki tek olumsuzluk kat1 besiyerinde kisitli serbest su nedeni ile
agir yarali bakterilerin gelisiminde bir zorlanma olmasidir.

Ancak, Listeria var/yok testinde oldugu gibi, dogrudan selektif besiyerine ekim
sonunda bu bakterilerin gelisip analiz sonucunu "var" olarak gostermeleri
beklenemez. Selektif besiyerleri bu tip "agir yarali" bakterilerin gelismesine izin
vermez. Hatta bu gibi mikroorganizmalarin 6lmesine neden olur. Her ne kadar,
selektif besiyerlerinde asil amag refakat¢i floranin baskilanmasi ise de, ¢ogunlukla
hedef bakteri tizerinde de minimum diizeyde olumsuz etkisi olmaktadir.
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Hedef bakteri ne denli stres altinda ise, bu olumsuz etki o denli yiiksek olur ve
hatta analizde negatif sonu¢ alinir. Oysa, bu bakteriler depolama siireclerinde
"kendilerini tedavi ederek" eski aktivitelerini kazanir ve hastalik yapabilir. Bu
durumda 6nemli olan bu bakterilerin standart analiz ile belirlenmesidir.

Canlandirma adi verilen bu islem o0zellikle var/yok testi ile analizi yapilan
patojenlerin selektif besiyerinde belirlenmesi i¢in uygulanmaktadir. Ayrica,
standart "toplam mezofilik aerobik bakteri" ve "toplam Enterobacteriaceae" gibi
sayimlarda da uygulanabilir. Enterobacteriaceae familyasi tiyelerinin canlandirma
yontemi ile sayimi1 16.03. Boliimde verilmistir. Cok tipik bir 6rnek olmasina bagl
olarak bu uygulama asagida sematik olarak da agiklanmistir.

Sekil 17. Canlandirma Y 6ntemi ile Enterobacteriaceae Sayimi (EMS)

10" 10 10° Seyreltmeler
UUU UUU UUU Herseyreltmeden 3'er TPS tiipiine ekim.
+ ++ — + 4+ + — —  Bulaniklik olan tiiplerden EE Broth'a ekim.
Uuu * UU U * * Bulaniklik olan tiiplerden VRBD Agar'a siirme.
OO0 * OO O * * Tipik kolonilerin belirlenmesi.
+ + + * — + — * *  Enpterobacteriaceae i¢in pozitif sonuclar; 3 1 0

Salmonella analizinde "selektif olmayan besiyerinde 6n zenginlestirme" islemi
aslinda basit bir canlandirma islemidir. Buna gore canlandirma islemi selektif
olmayan ortamlarda (besiyeri, inkiibasyon sicakligi vb.) yapilir.

Canlandirma isleminde dikkat edilmesi gereken en Onemli ayrintilardan birisi,
diger mikroorganizmalarin (refakat¢i flora) geliserek hedef mikroorganizmanin
gelisimini engellemesidir. Bu nedenle canlandirma islemi gereginden uzun siireli
yapilmamalidir. Salmonella 'da oldugu gibi 6n zenginlestirme isleminde bu agidan
tartismalar ve yontem gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir. Sal/monella analizi
sirasinda uygulanan "selektif olmayan 6n zenginlestirme" asamasinda refakatci
flora yiiksek miktarda asit olusturursa stres altindaki bakteri bundan kayda deger
olctide olumsuz sekilde etkilenir. Sa/monella aside duyarl bir bakteridir.

Uzun stireli canlandirma islemi kati besiyerinde sayim oncesinde yapilacak ise
sayim sonucunu etkilemeyecek kadar kisa tutulmalidir. Bu amagla 30 dakikalik
canlandirma islemi ¢ogunlukla yeterlidir.

Listeria analizinde canlandirma islemi i¢in selektif zenginlestirme besiyerine
selektif katki maddeleri ilave edilmeden 4 saat inkiibasyon kayda deger bir
canlandirma saglamaktadir. Benzer uygulama E. coli O157:H7 analizi i¢in de
onerilmektedir. Canlandirma islemi 6zellikle patojenlerin analizinde 6nemlidir.
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07.08. Var/Yok Testleri

"Analiz edilen Ornekte hedef mikroorganizma sayist 0 olmalidir" seklindeki
standartlara uyulup uyulmadiginin kontroliinde uygulanir. Bu analizlerde say1 "0"
degilse ne oldugu onemli degildir. Ornegin, gidalarda Salmonella analizi var/yok
testi ile yapilir. 25 g (mL) gidada Salmonella olmamalidir. Varsa, sayist 6nemli
degildir, ancak baska mikroorganizmalara belirli sayilarda izin verilebilir.

Yukarida membran filtrasyon uygulamasinda verilen son dérnekte oldugu gibi amag
100 mL su orneginde bakteri olmamasi ise, basit olarak o6rnek filtreden gegcirilir,
inkiibasyon sonunda filtre tizerinde hi¢ koloni olmamas1 beklenir.

Bu analiz sonucunda filtre iizerinde koloni gelismesi goriiliirse isletmeye gelen
suyun mikrobiyolojik kalitesinin ne denli bozuk oldugu hakkinda fikir vermesi
acisindan 6nemli olabilir, ama o asamada standart dis1 olarak nitelendirilir.

Yine 100 mL su 6rnegi ¢ift kuvvette hazirlanmis uygun bir sivi besiyerine ekilir;
inkiibasyon sonunda besiyerinde mikroorganizma gelismemesi hedeflenir. Eger
mikroorganizma gelisimi olmazsa, sonu¢ "yok/100 mL" olarak verilir. Tersine,
besiyerinde gelisme olursa, sadece standardin disinda kaldigi anlasilir. Sayim
yapilmadigi i¢in, standardin ne kadar disinda oldugu anlagilamaz. Bir diger deyisle,
100 mL suda 1 adet ya da 1.000 adet bakteri olmas1 arasindaki fark bu sekilde
anlasilamaz. Bu farkin 6nemli olmadig1 gruplar bu test ile analiz edilebilir.

Bazi mikroorganizmalarin var/yok analizi birden fazla asamada yapilir. Ornegin 10
gram gidada koliform bakteri olmasi istenmiyor ise, 10 gram gida 100 mL Brilliant
Green Bile Broth besiyerinde inkiibe edilir, buradan alinan 1 mL 6rnek ddkme
yontemi ile VRB Agar besiyerine aktarilir. Bu yontemin ayrintis1 12.04. Boliimde
verilmektedir. Sekil 18'de var/yok testleri sematik olarak gosterilmistir.

Sekil 18. Var/yok Testleri

Amaca gore 1; 10; 25 g (mL) gida

maddesi amaca gore genel ya da

1 selektif mL besiyeri icinde homojenize
edilir. Bu besiyeri analize alinan

T gidanin 9 misli hacminde olmalidir.

@ HEJ - Erlen, uygun sicaklikta inkiibe edilir.

{J /j\ ﬁ\ o

(+) (7

Inkiibasyon sonunda basit bir bulaniklik

ya da renk doniimii ile erlen (+) ya da

—’ (—) olarak degerlendirilebilir. Gerekirse

V muhtemel pozitif erlenden sivi ve/veya

kat1 besiyerlerine ekim yapilir. Patojen
analizinde ardisik birka¢ asama vardir.
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Patojen bakterilerin analizinde de bu yontem uygulanir. Salmonella, Listeria
monocytogenes ve E. coli O157:H7 serotipinin 25 g (mL) gidada bulunmasina izin
verilmez. Patojenlerin analizinde ¢esitli asamalarda zenginlestirme uygulamalar1 ve
kat1 besiyeri ekimleri ya da daha pratik ve giivenli olan hizli test kitleri
(Singlepath®) vardir. Sonug olarak kati besiyerinde yapilan ekim sonunda 1 adet
bile hedef mikroorganizma kolonisi olmamasi gerekir. Singlepath® sisteminde ise
zenginlestirme kiiltiiriinde analiz yapilir.

Ilgili boliimlerde bu analizler ayrintili olarak ve membran filtrasyon boliimiinde
basit olarak ac¢iklanmaistir.

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

07.09. Biyolojik Stabilite Testi

Ozelikle ticari steril olarak tanimlanan gidalarda 6nemli bir testtir. Salca, meyve
sular1 ve konsantreleri, regeller vb. yiiksek kuru madde ve/veya yiiksek asitlik
iceren gida maddelerinin biyolojik olarak dayanikliliklari, UHT yontemi ile
1slenmis igme siitiinden farklidir. Burada 6rnegi verilen tiim gida maddeleri oda
sicakliginda depolanan ve pazarlanan gidalardir.

UHT i¢me siitii, pH'si, kuru maddesi ve besin igerigi ozellikleri nedeni ile
mikroorganizma gelismesine son derece agik bir tirlindiir. Isil islemde yetersizlik
ve/veya daha sonraki kontaminasyon sonucu bu siitte mikroorganizma bulunursa
tirtin ¢ok kisa bir siire i¢inde bozulur. Ciinkii, mikroorganizma gelismesini
baskilayan hemen hemen hi¢bir engel yoktur.

Oysa salca, meyve sular1 ve konsantreleri, regeller vb. iirlinlerde herhangi bir
sekilde mikroorganizma kalir ise mikroorganizmanin cinsi ve tiiri, {riiniin
bozulmasi tizerinde etkilidir.

Ornegin, salcada bulunan laktik asit bakterisi salcayr bozmakla birlikte, meyve
suyu konsantresine bulasacak laktik asit bakterisi salgadaki kadar 6nemli degildir.
Tersine olarak, salgaya bulasacak ozmofil maya sal¢a icin Oncelikli tehdit degil
iken, meyve suyu konsantresi i¢in en 6nemli bozulma etmenleri arasindadir. Sporlu
bakterilerin cins ve tiirii, gida ¢esidi i¢cin 6nemli olabilir.

Salgaya herhangi bir sekilde bulasan ozmotolerant maya, standart maya kiif analizi

sirasinda belirlenebilir. Benzer sekilde, laktik asit bakterilerinin ¢ogu meyve suyu
konsantresinin toplam bakteri analizi sirasinda koloni olusturabilir.

121



Ancak, salcada ozmofilik mayanin geliserek salgayr bozmasi ve benzer sekilde
meyve suyu konsantresinde laktik asit bakterisinin geliserek meyve suyunda
bozulma yapma olasilig1 ¢ok disiiktiir. Ancak, bu mikroorganizmalar standart
analizler sirasinda geliserek koloni olustururlar, bir diger deyis ile varliklarmi
gosterirler.

Dolayisiyla ile yiiksek asitlik ve/veya kuru madde ile korunan bu gibi gidalarda
biyolojik stabilite testi -lirtinlin giivenligi agisindan- standart analizlere gore daha
onemlidir. Kuskusuz, standart analizlerle iiriiniin toplam kalitesi hakkinda bilgi
edinilirse de bu sekilde iiriiniin giivenligi hakkinda yeterince bilgi sahibi olunamaz.
Biyolojik stabilite testi basit olarak iirliniin normal depolama kosullarinda yeterli
bir siire incelenmesidir. lave olarak, ekstrem depolama kosullarinda da analiz
yapilarak bu kosullar altinda da iiriiniin giivenli olup olmadig1 belirlenir. Ornegin,
salcada oda sicakliginda, 28-30 °C'da ve 55 °C'da yapilan 2 haftalik depolama
sonunda mikrobiyolojik ag¢idan bir degisiklik olmamas1 gerekir.

Bu test isletme sartlarinda yapildiginda, tirliniin giivenilir olup olmadigini saptamak
icin pratik uygulamada her zaman yararli degildir. Ornegin, yine sal¢ada bu test
uygulandiginda ve iirlin "giivenilmez" olarak tanimlandiginda o analizin yapildigi
parti zaten biiylik olasilikla bozulmus olacaktir. Bununla birlikte, inkiibasyon
stirecinde O6rnek alinarak sayim yapilmasi ile bozulma egilimi saptanabilir.

07.10. Yiizey ve Hava Kontrolii

Calisma tezgahlari, ambalaj materyali ve calisanlarin elleri basta olmak {iizere
cesitli ylizeylerde hedef mikroorganizmanin (6rnegin E. coli) bulunmamasi ya da
belirli bir smirin altinda olmasi (6rnegin toplam bakteri >100 kob/cm®) istenebilir.
Bu degerler gida isletme cesidine gore dnemli 6l¢iide degisir ve bu kitabin baskiya
hazirlandig1 Eyliil 2005 tarihinde bu konuda ulusal ya da uluslararas1 diizeyde
kabul edilmis sinir degerler yoktur. Kuskusuz, ¢ig kiymada ¢ok az dahi olsa E. coli
've izin verilirken, kiyma olan tezgahta, kasabin elinde ya da bicaginda da E. coli
cikmas1 dogal karsilanmalidir. Ancak, peynirhanede ¢alisan bir kisinin elinde,
tezgahlarda ve peynir teknesi ylizeyinde E. coli kesinlikle bulunmamalidir.

Bu durumda isletmeler kendi i¢ standartlarin1 yapmak durumundadir.

Calisanlarin ellerinden ornek almak denildiginde oncelikle akla gelen E. coli
aranmasidir. Bu amacla c¢ok genel olarak, uygun bir E. coli kat1 besiyerine
(Fluorocult VRB Agar; Merck 1.04030, Chromocult Coliform Agar ES; Merck
1.00850 vb.) calisanin sol el parmaklari "parmak izi kalacak, ancak besiyeri
yirtilmayacak sekilde" degdirilir. Inkiibasyon sonunda tipik koloni gelismesine
bagli olarak degerlendirme yapilir.
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Yiizey kontrolleri icin yaygin olan uygulama seklinde islatilmig steril swab
(stirtme) ¢ubuklart belirli bir yiizeye siiriiliir, sonra bu swab ya kati besiyerine
striiliir ya da sivt (Fluorocult LST Broth; Merck 1.12588) besiyerine aktarilip,
inkiibasyon sonunda degerlendirme yapilir. Bu yontem ¢ok kaba olarak fikir verir.

Yiizeylerde sayim yapilmasi ya da belirli bir alanda var/yok testi i¢in en uygunu bu
amacla hazirlanmis hafif bombeli kontak Petri kutular1 (Envirocheck® Contact
Plates) ya da kontak slaytlar (Envirocheck® Contact Slides) kullanilmasidir.

Envirocheck® Contact Plates 25 cm’® yiizeyde analiz yapmak icin dizayn
edilmistir. Bulunan sonuglar 4 ile carpilarak 100 cm? alanda say1 belirlenir. Kontak
slaytlar ise biikiilebilir 6zelligi ve 2 tarafi farkli besiyeri icermesi nedeniyle yaygin
kullanim alan1 bulmustur.

Havadan 6rnek alinmasi da tartisma konusudur ve bunun da belirli bir standardi
yoktur. Sadece 06.01.02. Boliimde verildigi gibi laboratuvarda analiz sirasinda agik
birakilan Petri kutusuna 1 kob/dakika mikroorganizma diismesine izin verilir.

Isletmelerde agik birakilan Petri kutusu ile havadaki mikroorganizma sayisinin
belirlenmesi olduk¢a yaygin bir yontem olmakla beraber, sadece kabaca bilgi verir.
Bu yontemde mikroorganizma yogunluguna gére 1, 5, 10, 30 vb. dakika acik
birakilan Petri kutusunda inkiibasyon sonrasi sayim yapilir ve sonu¢ —6rnegin 28
kob/9 ¢cm?/10 dakika toplam bakteri seklinde- verilir. Amaca gore Petri kutusunda
bulunan besiyeri toplam bakteri ya da maya kiif i¢in hazirlanir.

Mikroorganizmalar havada spor formunda bulunur. Buna gore standart
uygulamada koliformlar vb. bakteriler i¢in havadan 6rnek almaya gerek yoktur.

Bu amagla; "belirli bir miktar" ya da "belirli bir siirede" 6rnek alma cihazlar1 da
vardir. Basit olarak hava vakum pompasi ile ¢ekilirken, agik birakilmis besiyerine
carpar. Bu cihazlar isletmede standart veri saglamak i¢in kullanilir.

07.11. Sonuc¢larin Yorumlanmasi

Mikrobiyolojik analizlerde sonuglarin yorumlanmasinda belirli kurallar vardir.
Asagida gesitli 6rnekler verilmistir.

-EMS ile yapilan sayimlarda biitiin tiiplerin negatif sonu¢ vermesi ya da kiiltiirel
sayimlarda Petri kutusunda koloni goriilmemesi durumunda analiz edilen gidada
analizi yapilan mikroorganizmanin olmadigi seklinde karar verilmez. Bu bulgu
sadece analiz edilen miktarda mikroorganizmanin olmadigini gosterir.
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-Buna bagli olarak bu gibi sonuglar <3 EMS/mL, <100 kob/g seklinde
verilmelidir. Yukarida ilgili boliimlerde bu konu ayrintili olarak verilmistir.

-Sporlu bakteri sayimi, analiz sonuglarinin yorumlanmasi olduk¢a zor olanlardan
biridir. Toplam sporlu aerob, toplam sporlu anaerob, Bacillus cereus vb. sporlu
bakteri analizinde 6nce materyal pastorize edilerek vejetatif hiicreler oldiiriiliir,
sonra ekim yapilir. Sayim (ya da var/yok analizinde) elde edilen bulgu her ne
olursa olsun, bu bakterilerin gercek sayisi ya da varligimi/yoklugunu gostermez.
Sadece analiz yapildigi anda spor formunda olan bakterilerin sayist ya da
varligi/yoklugu konusunda bilgi verir.

-Ornegin, peynirlerde gec sisme etmeni olan CIL tyrobutyricum igin ¢ig siitteki
analiz sonucu <3 EMS/g olarak elde edilirse, bu siitten yapilan peynirde ge¢ sisme
olmayacagi seklinde bir yorum yanlis olacaktir. Ciinkii analizin yapildigi anda s6z
konusu bakteriler vejetatif formda ve dolayisi ile uygulanan pastérizasyon sirasinda
Olmiis olabilirler.

-Benzer sekilde genel bir besiyerinden aerobik inkiibasyon sonunda elde edilmis
Gram pozitif, gubuk bakterinin Bacillus olup olmadigini belirlemek i¢in koloni 1-2
mL su i¢inde ¢oziiliir, pastorize edilir ve yine genel bir besiyerine siiriiliir. Burada
gelisme olursa koloninin sporlu bakteri ve dolayisi ile Bacillus olduguna karar
verilir. Ancak gelisme olmazsa bu izolatin sporlu bakteri olmadigina karar vermek
yanlis olacaktir. Zayif bir olasilik olmakla birlikte Bacillus tiiriine ait bakteriler
analiz yapildig1 anda tiimiiyle vejetatif formda olabilir.

MERCK Havadan Ornek
Alma Cihazi MAS 100
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08. Yikama

Giinlik gida analizinde kullanmilan ilk seyreltme (homojenizasyon) ve diger
seyreltmelerde kullanilan cam malzeme, seyreltme ¢ozeltileri ve pipetler ekimden
hemen sonra dogrudan yikanabilir. Bu islemde 6nemli olan nokta, ekim Oncesi
islemlerde kullanilan bu malzemenin ne zaman yikandigidir. Eger ekim isleri
bitirilip, bu malzeme 2 saat i¢inde yikanirsa sorun yoktur. Daha uzun siirede
ozellikle seyreltme ¢ozeltileri icinde mikroorganizma gelismesi olacagi i¢in, artik
bunlar "mikroorganizma gelismis malzeme" olarak degerlendirilir ve otoklavda
sterilize edildikten sonra yikanir.

Patojen bakteri oldugundan endise edilen ve patojen tehlikesi olmasa bile bozulmus
gidalarin analizinde kullanilan istisnasiz tiim malzeme sterilize edilip, daha sonra
yikanmalidir.

Icinde mikroorganizma gelismesi olmus tiim kiiltiirler mikroorganizmanin patojen,
saprofit, yararli olduguna bakilmaksizin otoklavlandiktan sonra yikanir.

Yikama Oncesi sterilizasyon, mikrobiyolojik analizlerde en 6nemli hususlardan
birisidir. Bu asamada uygulanan otoklavlama islemi standart besiyeri
sterilizasyonundan daha yiiksektir. Sicaklik yine 121 °C iken, siire 30 dakika olarak
uygulanir. Bunun nedeni, ¢ok yogun sayida mikroorganizma olmasidir.

Otoklav normundaki yiikseklik ve daha Onemli olarak laboratuvar kurallar
cercevesinde yikama oncesi sterilize edilecek malzeme ile hazirlanan besiyerlerinin
sterilizasyonu aym1 otoklavlama igleminde yapilmaz. Ideal olarak bu amagcla 2 ayr
otoklav kullanilmalidir.

Ancak burada dikkate alinmas1 gereken konu, otoklav eskidigi i¢in yeni bir otoklav
alindiginda eski otoklavin yikama oncesi sterilizasyon i¢in ayrilmasidir. Eski
otoklavin bu amacgla kullanildigi uygulamanin yikamadan sorumlu personelin
sagligini ciddi bir sekilde riske sokacagi unutulmamalidir.

Biyokimyasal test uygulanmis tiiplerin yikama oncesi otoklavlanmasi, kimyasal
buharlar1 agisindan miimkiin olmayabilir. Ornegin, indol testi uygulamasindan
sonra amil alkol ve HCI buharlar1 sagliga ve otoklava zarar verir. Bu durumda
kimyasal maddeler ile dezenfeksiyon yoluna gidilmelidir. Dezenfektan se¢imi ve
basta siire olmak {izere uygulama kosullari, kimyasal madde dezenfeksiyonunda
dikkate alinmalidir. indol testinde kullanilan Kovacs' ayiracinin igindeki amil alkol
ve HCI zaten dezenfektan gibi davranip, mevcut mikroorganizmalar1 6ldiiriir. Bu
testin yapilisindan sonra tiiplerin oda sicakliginda 1 gece beklemesi yeterlidir.
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Yikamadan sonra iyi bir durulama son derece onemlidir. Son durulama mutlaka
damitik ya da deiyonize su ile yapilmalidir. Cam malzemede kalabilecek deterjan
kalintilar1 mikroorganizma gelismesini engelleyebilir. Pipetler heniiz 1slak iken
tizerlerine %0,04 bromtimol mavisi (bromothymol blue; Merck 1.03026)
damlatilarak test edilir. Eger koyu yesilden a¢ik maviye renk olusmaz ise deterjan
kalmis demektir; tekrar calkalanip, test edilmesi gerekir.

Plastik (tek kullanimlik; disposal) malzeme 6zel otoklav posetleri i¢inde sterilize
edildikten sonra atilir.

Cam malzemelerde kalan, ¢oziinmesi zor kalintilar1 temizlemek icin gerekirse
yikama ¢ozeltisi hazirlanabilir. Bu ¢ozelti i¢in 5 g K,Cr,O; (Merck 1.04952) 5 mL
saf suda ¢ozilir, tizerine yavas¢a 100 mL teknik siilfiirik asit katilir. Sicaklik bu
sirada 70—80 °C'a ulagir. Karisim, oda sicakligina sogudugunda cam kapakli bir
siseye almarak saklanir. Bu ¢6zelti ilk hazirlandiginda turuncu renktedir. Rengi
yesile dondiigiinde artik kullanilamaz, yenisi hazirlanir.
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09. Kiiltiir Koleksiyonu ve Otokontrol

Her laboratuvarda giinliik analizlerde kullanilan bakterilerin diizenli bir kiiltiir
koleksiyonu bulunmali, bu koleksiyon giinliik analizlerde pozitif sahit olarak
kullanilmak {izere korunmalidir. Biyokimyasal testler uygulaniyorsa test sonucunu
pozitif ve negatif olarak veren kiiltiirlerin de koleksiyonda bulunmasi gereklidir.
"37. Basit Biyokimyasal Testler" boliimiinde testler i¢in pozitif ve negatif sahit
bakteri 6rnekleri verilmistir.

Ornegin, bir gida isletmesi laboratuvarinda E. coli analizi giinliik olarak yapiliyorsa
bu laboratuvarda E. coli kiiltiir koleksiyonuna alinmalidir.

Koleksiyonun en 6nemli islevi, belirli araliklarla bakterinin analiz yapilan gidaya
ilave edilmesi ve gerek var/yok testlerinde, gerek sayim testlerinde geri alinmasi ya
da ilave edilen miktarin sayim ile dogrulanmasidir. Bu sekilde laboratuvarda
uygulanan yontemin kontrolii yapilmis olmaktadir.

Geri alma testleri ile sayim testlerinde kullanilacak bakteri sayilarinin farkli olacagi
aciktir. Ornegin, bir laboratuvarin Salmonella analizi agisindan yetkinliginin
onaylanmast icin Salmonella / E. coli orant 1:10° olan karisim icinden Salmonella
geri alinmalidir. Salmonella analizi yapan standart bir gida mikrobiyolojisi
laboratuvari i¢in Salmonella | E. coli oranmin 1:10* olmast yeterlidir.

Buna gore basit olarak, CASO (Tryptic Soy) Broth (Merck 1.05459) gibi standart
bir s1v1 besiyerinde 10 kob/mL gelisme olacag: varsayim ile; icinde Salmonella
olmadig bilinen 25 g (mL) gida 6rnegine E. coli min CASO Broth kiiltiiriinden
dogrudan 0,1 mL ve Salmonella 'nin CASO Broth kiiltiiriiniin 10 seyreltisinden
0,1 mL ilavesi ve bu gida 6rneginin Sa/monella agisindan analizi ile Salmonella
pozitif sonu¢ alinmas1 gerekmektedir.

Bu sekilde yapilan bir analizde Salmonella pozitif bulgu, bu analizi yapan
laboratuvarin rutinde kullanilan Salmonella analizi i¢in gerek yontem gerek
personel yetkinligi konusunda tatmin edici oldugunu gosterecektir.

Yukarida verilen 6rnege gore Salmonella kiiltiiriiniin 10~ seyreltisinden 0,1 mL
ilavesi ve Salmonella 'nin pozitif olarak alinmasi bir 6ncekine kiyasla 10 misli daha
yetkin ve daha duyarli analiz yapabilen bir laboratuvari gosterir.

Burada, CASO Broth kiiltiirlerinin 10° kob/mL oldugu varsayilmaktadir. Bu tip
calismalarda CASO Agar (Merck 1.05458) ya da Plate Count Agar (Merck
1.05463) gibi genel bir besiyerinde c¢alisilan kiiltiirtin mL'sinde kag¢ adet bakteri
oldugu ayrica belirlenmelidir.
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Goriildiigii gibi, bu analizi yapacak laboratuvarin elinde analiz yapilan tim
besiyerleri ve diger analiz kitleri yaninda Salmonella ve E. coli kiltirleri de
koleksiyonda bulunmalidir.

Her ne kadar, kiltiir koleksiyonu konusunda basta liyofilizasyon (dondurarak
kurutma) olmak tizere ¢ok farkli yontemler bulunmakta ise de, standart analiz
yapan bir gida laboratuvari i¢in kiiltiir koleksiyonu cok basit kiiltir koruma
yontemleri ile diizenlenmek durumundadir. Asagida cok kiigiik bir kiltiir
koleksiyonu olusturmak i¢in yontem agiklanmaktadir:

-CASO Broth gibi sivi bir besiyerinde haftalik pasajlarla kiiltiirtin canlilig1 ve
aktivitesi korunsa da, bu yontem Onerilmez. Zaman i¢inde genetik deformasyon
olabilir. Amag, koleksiyondaki kiiltiirtin en az sayida aktiflestirilmesidir. Her
aktiflestirmede kiiltiirtin kendi 6zelliklerini yitirme sansi artar.

-Buna gore, kiiltiiriin kat1 besiyeri ortaminda korunmasi zorunludur.

-Genel olarak, yatik CASO Agar besiyerine daldirma ve yiizeye slirme yontemi
gida mikrobiyolojisini ilgilendiren pek ¢ok bakteri icin gegerli bir yontemdir. Yatik
agar hazirlanmas1 03.03.04. Boliimde verilmistir.

-Yatik agar katilastiktan sonra sivi kiiltirden as1 6zesi ile ylizeye siirme ve asi
ignesi ile dibe daldirma yapilir.

-Ideal olarak bu inokiilasyonlar en az 2 tiipe yapilir. Inokiile edilen tiipler 24 saat
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda tiiplerin {izerinde gerekli bilgiler (bakteri adi,
koleksiyona alindig: tarih, kullanilan besiyeri vb.) yazili olmak kaydi ile standart
buzdolab1 sicakliginda korumaya almir. Tiiplerde kurumanin onlenmesi ig¢in
parafilm ile sarilmasi gereklidir. Daha islevsel olmak tizere bu besiyeri vida kapakli
tiiplerde hazirlanir. Bu amacla mutfak tipi strech film de basarili ve tatmin edici
sekilde kullanilmaktadir.

-Koleksiyona alinan bakteri cinsi ile dogrudan iliskili olmak tizere kullanilan
besiyeri ¢esidi 6nemlidir. Gida mikrobiyolojisini ilgilendiren bakterilerin biyiik
cogunlugu basit olarak CASO Broth ve CASO Agar besiyerinde gelismekle
birlikte, Vibrio i¢in CASO Broth (agar) + NaCl ve Clostridium i¢in anaerob ortam
gerektigi goz ardi edilmemelidir.

-Ornek alinmas: gerektiginde, koleksiyondaki tiipten bir éze kiiltiir aliip, CASO
Broth, Nutrient Broth (Merck 1.05443) gibi uygun bir siv1 besiyerine aktarilir ve
uygun sicaklikta 24 saat inkiibe edilir.

-Tuplerden birisi 6rnek alinmasi i¢in kullanilir, digeri ana stok olarak saklanir.
Ana stok, ancak gerekirse kullanilir.

-6 ay sonunda ana stoktan alinacak bir 6ze kiiltiir uygun bir besiyerinde inkiibe
edilir, tekrar ayn1 sekilde koleksiyona alinir.
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-Ana stoktaki bakterinin gelismemesi kosulunda CASO Broth gibi uygun bir steril
siv1 besiyerinden 5 mL alinip, stok yatik agar tizerine ilave edilir, tiip karistiricida
kuvvetlice kanstirilir ve tiip uygun sicaklikta inkiibasyona birakilir. 24 saat
sonunda buradan yine uygun bir s1v1 besiyerine inokiilasyon yapilir.

Gida isletmeleri i¢in kiiltiir koleksiyonunda, patojen bakterinin laboratuvardaki
varhigina ¢ok dikkat edilmelidir. Buna bagl olarak koleksiyonun ancak yetkili ve
deneyimli personel tarafindan diizenlenmesi gereklidir. Salmonella kiiltiir
koleksiyonuna alinacak ise patojenik olmayan serotipleri ile ¢alisilmasi onerilir. E.
coli O157:H7 serotipi ve diger primer patojenler gida isletmelerinde koleksiyona
alimmamali, gerekirse personelin konu iizerindeki egitimi ve rutin geri alma
kontrolleri akademik kurumlarda yapilmalidir. Pek ¢cok gida isletme laboratuvari
patojen olmayan bir serotip de olsa hi¢bir Sa/monella ya da diger herhangi bir
patojenti isletme laboratuvarinda bulundurmak istemez.

ISO 11133 sayili standartta kiiltiir koleksiyonu i¢in 3 kiiltiir olmas1 gerektigi
belirtilmektedir:

-Referans Sus: Bir referans kiiltiir koleksiyonundan liyofilize halde ve vakum
altinda saglanmis olarak ya da bilinen bir kaynaktan en azindan cins ve tiir
diizeyinde tanimlanmus kiiltiirdiir. Referans suslar referans kiiltiir koleksiyonundan
ya da onaylanmis ticari saticilardan saglanmis ve orijinal ambalajlarinda korunuyor
ise, gelistirilmeleri ve kullanimlar1 dretici kurulusun talimatlar1 dogrultusunda
yapilmalidir.

-Referans Stok: Referans sustan tek alt kiiltiir yapilarak elde edilmis s1v1 besiyeri
kiltiirtidiir. Kalite kontrol ve performans testlerinde kullanilmak tizere hazirlanan
referans suslarin referans stoklar1 ¢apraz kontaminasyon, mutasyon ya da tipik
karakteristiklerinde degisim olasiliklarin1 en aza indirecek sekilde hazirlanmali ve
korunmalidir. Referans stoklarin birden fazla sayida sivi kiiltlirii hazirlanmali ve
bunlar derin dondurucuda (-70°C) ya da liyofilize edilerek korunmalidir. Test
organizmast olarak kullanilacak olanlarin gelisme karakteristikleri kaplarin
tizerinde tam olarak belirtilmelidir.

-Caligsma Kiiltiirii: Referans stoktan elde edilen s1v1 besiyeri kiiltiiriidiir. Liyofilize
ya da derin dondurulmus referans stoklardan hazirlanmalidir. Sivilar, referans
stoklar arasinda capraz kontaminasyon ya da kiiltiiriin nitelik kayb1 olmasina izin
verilmeyecek sekilde hazirlanmalidir. Calisma kiiltiirleri referans stoktan selektif
olmayan bir sivi besiyerine inokiile edilmeli ve durma fazina kadar inkiibe
edilmelidir. Calisma kiiltiirlerinden alt kiltiir yapilmamalidir. Bununla beraber,
calisma kiiltiirleri uygun depolama kosullarinda bir haftadan daha uzun olmamak
kaydi ile saklanmak ve capraz kontaminasyonlara ve nitelik kaybina neden
olmayacak sekilde kullanilmasmma 6zen gosterilmek kaydi ile bir kereden fazla
olarak da kullanilabilir.
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Laboratuvar calismalarinda otokontrol i¢in c¢apraz denetlemeler yapilir. Bu
denetlemeler giinliik analizlerin disinda yapilmalidir. Temel olarak 3 grup capraz
denetleme vardir:

-Analizlerden sorumlu (A) adli teknik eleman (X) adli kendi laboratuvarinda ayni
partiye ait en az 3 6rnekte analiz yapmalidir.

-Analizlerden sorumlu (A) adli teknik eleman (Y) adli baska bir laboratuvarda
ayni partiye ait en az 3 ornekte analiz yapmalidir.

-Bagka bir laboratuvarin analizlerinden sorumlu (B) adli teknik eleman (X) adli
laboratuvarda ayni partiye ait en az 3 6rnekte analiz yapmalidir.

Bu sekilde yapilan capraz denetleme sonuglar1 bir arada degerlendirilmeli, kisiler
ve/veya laboratuvarlar arasinda onemli fark goriilityorsa nedenleri arastirilip,
diizeltici faaliyet uygulanmalidir.
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10. Stok Takibi ve Analiz Ekonomisi

Tiim laboratuvar analizlerinde oldugu gibi gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda da
analiz maliyetleri 6nemlidir. Toplam analiz giderini azaltmak i¢in analiz sayisinda
azaltma yapmak, ucuz malzeme kullanmak vb. gibi gereksiz ve kimi zaman ¢ok
daha pahaliya gelebilecek 6nlemler alma yoluna gidilmemelidir. Fiyat1 distik ile
ucuz olanin arasindaki karsilagtirma 01. Bolimiin sonunda (sayfa 10)
gosterilmistir.

Asagida laboratuvar analiz maliyetini azaltmak i¢in basit baz1 6rnekler verilmistir:

-Ekimlerde gereksiz yiiksek ya da diisiik seyreltmelerden kaginilmasi gerekir. Bu
konu 06.01.01. Boliimde aciklanmastir.

-Besiyeri kutusu fiyat1 kadar, o kutudan kag litre besiyeri elde edildigi, dolayisiyla
kag analiz yapildig1 da 6nemlidir. Ornegin, her ikisi de E. coli analizinde kullanilan
Fluorocult LST Broth ile Fluorocult LMX Broth besiyerlerinin maliyet
karsilastirmas:1 asagida verilmistir. Bu iki besiyeri, kutu fiyati {izerinden
kiyaslandiginda 2,69 olan oran, litre fiyatlar1 kiyaslandiginda sadece 1,25
olmaktadir. LMX Broth ile yapilan analizin maliyeti LST Broth ile yapilana gore
daha yiiksektir ancak, kiyaslama dogrudan 1 litre besiyerinin maliyeti izerinden
yapilmalidir; kutu fiyat1 6nemli degildir. Benzer durum farkli markalardaki besiyeri
katkilar1 i¢in de gecerlidir.

Cizelge 09. Ekonomik Kiyas

LMX Broth Fluorocult LST Broth LMX/LST
500 g kutu fiyati’ 292,13 € 108,67 € 2,69
Hazirlanma sekli 17 g/Litre 36,5 g/Litre 0,46
1 Litre maliyeti 9,93 €/Litre 7,93 €/Litre 1,25

" Kaynak: Orkim Ltd, 2005 fiyat listesi.

-Besiyeri katkilari ¢ogu zaman belirli bir hacim bazal besiyerine ilave edilmek
tizere hazirlanmistir. Bu katkilar oldukc¢a ekonomik bir sekilde kullanilabilir.
Ornegin, Listeria analizinde kullanilan Fraser Broth besiyeri 1/2 ve 1/1
konsantrasyonda kullanilir. 4 6rnegin beraberce analizi yapilmasi halinde 1 kutu
katki tiimiiyle kullanilir. Bu konuda Listeria analizi boliimiinde (20.01.) agiklama
vardir.

Gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda kullanilan cogu besiyeri siparisten kisa bir
siire saglanabilmekle beraber, laboratuvar stoklarinin diizenli tutulmasi zorunludur.

Stok takibinde besiyerinin hazirlanma sekli ve giinlik kullanim miktar1 dikkate
almir. Asagida bu konuda c¢esitli 6rnekler verilmistir.
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-Ornek 1: Haftada bir kez olmak tizere 2 farkl1 iiriinden ve sadece 10" seyreltiden
Plate Count Agar besiyerine 2 paralel ekim yapilmaktadir. PCA besiyeri 22,5 g/L
konsantrasyonda hazirlandigina gére 1 kutu besiyeri ile 1777 adet Petri kutusu
hazirlanir. Haftada 4 Petri kutusu kullanildigina gére 500 gram olan 1 kutu besiyeri
444 hafta (yaklasik 8,5 yil) yeterlidir. Laboratuvarda herhangi bir besiyerinin bu
kadar uzun siire depolanamayacagi aciktir. Bu ornekte, isletmenin besiyerini satin
almamasi, bunun yerine bir bagka laboratuvardan kiiclik partiler halinde saglamasi
cok daha ekonomik olacaktir.

-Ornek 2: Kanli agar besiyeri hazirlanmasi i¢in kuralina uygun olarak alinmis
defibrine kan gereklidir. Bunun saglanmasi kolay degildir ve kan alinmasi
uzmanlik gerektirir. Bu nedenle kanli agar besiyerinin dis laboratuvarlardan satin
alinmasi, laboratuvarda hazirlamaktan ¢ok daha kolay ve ucuzdur.

-Ornek 3: Her giin 5 adet 100 mL MRS Broth kullaniliyorsa durum yukaridaki
ornekten ¢ok farklidir. MRS Broth 52,2 g/L konsantrasyonda hazirlandigina gore 1
kutu dehidre besiyeri ile 9,57 litre MRS Broth hazirlanir. Bu durumda 500 gram
olan 1 kutu MRS Broth sadece 19 giin i¢in yeterlidir. Genel olarak 45 giin ithalat
stiresi de dikkate alinirsa igletme laboratuvarinda 3 kutu besiyeri her zaman stokta
bulunmali, kullanimda olan tigiincii kutu bittigi anda yenisi siparis verilmelidir.

Kullanilacak besiyerinin ve analiz yonteminin se¢ciminde de analiz ekonomisine
dikkat edilmelidir. Bunun en tipik 6rnegi koliform grup bakterilerin analizidir.

Ornegin, bir su analizinde hedef sadece 100 mL'de koliform grup bakteri olmamasi
ise, bu kontrol farkl sekillerde yapilabilir:

-100 mL su 6rnegi membran filtreden gecirilip, filtre VRB Agar besiyerinde
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda filtre iizerinde tipik koliform grup bakteri
kolonisi olmamalidir. Olursa, bunun sayist ve hangi tiir(ler)e ait oldugu 6nemli
degildir, analiz bitmistir.

- I¢inde Durham tiipii olan biiyiik tiiplere (70-80 mL'lik), cift kuvvette, 4 adet 25
mL LST Broth hazirlanir, bunlara 100 mL su 6rnegi 25'er mL olarak dagitilir (daha
bliyilk ya da daha kigiik tiiplerde de ayni yaklasim ile analiz yapilabilir).
Inkiibasyon sonrasinda bu tiiplerin birisinde bile gaz goriiliirse analiz edilen
ornekte koliform olduguna karar verilir. Yine, bakteri sayis1 ve tiirii 6nemsizdir.

-Bu ¢alisma Durham tiipti kullanmamak tizere LM X Broth ile de yapilabilir.

-Su 6rnegine ReadyCult Coliforms ilave edilir, inkiibasyon sonunda renk mavi—
yesil olursa "suda koliform grup bakteri vardir" seklinde karar verilir (bakiniz;
12.03. Boliim).

Bu 4 yontemin analiz maliyetlerinde besiyeri payi sirasi ile; 0,0653 €; 0,4846 €;
1,9865 € ve 2,1705 € olmaktadir.
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Ik yontemde (membran filtrasyon) seti olmalidir, bunun sterilizasyonu gerekir.
Sterilizasyon alkol ile yapiliyorsa maliyet olusturur. Ancak burada asil baglayici
olan, membran filtrasyon setinin varligidir. Diger maliyetler ihmal edilebilir.

Ikinci yontem (LST Broth), membran filtrasyon sisteminin olmamasi halinde,
analiz maliyeti acisindan makul olarak degerlendirilebilir.

Uciincii ve dérdiincii analizlerde kullanilan besiyerlerinde, E. coli tanimlamaya
yonelik MUG katkis1 vardir. Eger, analiz sadece koliform grup bakterinin
olmamasi hedeflenerek yapiliyor ve 1 adet bile koliform grup bakteri varsa o iiriin
reddediliyor ise, MUG katkis1 i¢in gereksiz yere iicret 6denmis olacaktir. Tersine
olarak, koliform grup varsa ve bunun E. coli olup olmadigmin belirlenmesi de
isletme icin bir deger ifade ediyorsa, bu besiyerlerini kullanmak anlamli olacaktir.

Uciincii yontemde Durham tiipii kullanmaya gerek yoktur. Son yoéntemde ise,
besiyeri hazirlama asamasi bile yoktur, steril bir erlene alinan su 6rnegi tizerine 1
poset hazir besiyeri ilave edilir.

Goriildiigii gibi, analiz maliyeti sadece besiyeri gideri izerinden yapilirsa membran
filtrasyon + VRB Agar yontemi en diisiik maliyeti olustururken, kosullara gore
ReadyCult Coliforms yontemi de segilebilir.

Bir baska ornek, membran filtrasyon sisteminde kullanilmak tizere besiyeri
hazirlamaktir. Standart boydaki membran filtreler i¢in 6 cm ¢apinda Petri kutular
kullanilirsa daha az besiyeri harcanmis olur. Ancak, bu uygulama c¢ok sik
kullanilmiyor ise 6 cm capli Petri kutusu almak, gereksiz laboratuvar gideri olarak
ele alinmalidir.

Ozellikle Staph. aureus analizlerinde yayma yoéntemi ile yapilan sayimda, 14 cm
capli Petri kutularina 1 mL yayma ya da standart boyda 3 Petri kutusuna 1 mL
dagitma yaygin bir uygulamadir. Standart boy Petri kutularina 12,5 mL besiyeri
dokiiliirken, 14 cm Petri kutusu i¢in bu miktar 50 mL'dir. Konuya sadece besiyeri
gideri agisindan bakildiginda, 3 adet standart Petri kutusu kullanmak ¢ok daha
mantiklidir. Ancak, 3 Petri kutusunun ayr1 ayri1 yazilmasi, bunlarin tek Petri kutusu
gibi degerlendirilmesi gibi islemler dikkate alindiginda, kullanim kolayligi
acisindan 14 cm ¢apli Petri kutusu ¢ok daha elverislidir.

Buna gore sadece besiyeri gideri degil, kosullar ve ama¢ da dikkate alinarak
besiyeri ve yontem se¢ime karar verilmelidir.
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MERCK Singlepath; Hizli, Glivenli, Duyarli

Singlepath® Salmonella

Singlepath® Salmonella .............ccooo e
Peptone Water; Buffered (TPS) ..o
Salmonella Enrichment Broth acc. to Rappaport-Vassiliadis
(RVS BIrOth) ...

Singlepath® Listeria

Singlepath® Listeria ...........cccooviiiiiieiece e
FRASER Listeria Selective Enrichment Broth (base) ....................
FRASER Listeria Supplement ............cooo i
Listeria Enrichment Broth, Buffered (base) acc. to FDA/BAM
1995 (DLEB) ..o s
Listeria Selective Enrichment Supplement acc. to FDA/BAM
(LS 1 TR
UVM-Listeria Selective Enrichment Broth Modified ......................
UVM-I Supplement ...

Singlepath® Campylobacter

Singlepath® Campylobacter ............cccccceiiiiiiiiiieceee e
BoItON Broth ...
Bolton Broth Selective Supplement ...
ANGEIOCUIL C ..o

Singlepath® E. coli 0157

Singlepath® E. Coli O157 .......ccooooeieeeee e
MEC BrOth ..o
MTSB Broth ..o

Duopath® Verotoxins

Duopath® VerotoXins ..........cccoueiiiiiiicieeeee e
mEC Selective Enrichment Broth w/Novobiocin ..............c...cc.........
mTSB Selective Enrichment Broth w/Novobiocin ...........................
CAYE Broth mod. acc. tO EVans ...........ccccoooeiieiieiice e
CAYE Broth Supplement (CarbadoX) ..........cccceveieiriiiieee e
Bacillus cereus Selective Supplement (Polymycin B-sulfate) .......
SMAC QAN ...
CT-SUpplement ...........ccoooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e

1.04140
1.07228

1.07700

1.04140
1.10398
1.10399

1.09628

1.11781
1.10824
1.04039

1.04143
1.00068
1.00069
1.16275

1.04141
1.14582
1.09205

1.04144
1.14582
1.09205
1.00060
1.00051
1.09875
1.09207
1.09202

25 test
500 g

500 g

25 test
500 g
16 vial

500 g

16 vial
500 g
1 vial

25 test
500 g
16 vial
1x25

25 test
500 g
500 g

25 test
500 g
500 g
500 g

16 vial

16 vial
500 g

16 vial
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11. Toplam Bakteri Sayimi

11.01. Kati Besiyerinde Toplam Mezofil Aerob Bakteri Sayimi .................................... 135
11.02. Toplam Psikrofil Bakteri Sayimi ...............c.c.cocooiiiiiieeea 136
11.03. Toplam Termofil Bakteri SAyImi ..............ccoooooiiiiiiiiiiceees 137
11.04. Toplam Sporlu BaKteri SAYIMI ...............ccocooviiiiiiiiiiccee 138
11.05. Toplam Anaerob Bakteri Sayimi ...............c.cocooooiiiiiiieeee 139
11.06. Toplam Halofil Bakteri Saymml ...............cccoooiiiiiiiniiie e 140
11.07. inkiibasyon Sonrasi Psikrofil Bakteri Sayimi ..., 140
11.08. Membran Filtrasyon Yontemi ile Analiz ........................cocooooiiiiiii 140

Toplam bakteri (jerm) sayimi -genel olarak- hijyen kontrolii amaciyla yapilir.
Toplam bakteri ile "toplam mezofil aerob bakteri" kastedilir. Toplam psikrofiller,
toplam termofiller ve diger gruplarda da sayim ayni esas ile yapilir.

11.01. Kati1 Besiyerinde Toplam Mezofil Aerob Bakteri Sayimi

Cogu kez Plate Count Agar olmak iizere genel bir besiyerinde standart yayma ya
da dokme yontemiyle ekim ve inkiibasyondan sonra bu besiyerinde olusan
koloniler sayilarak bakteri sayis1 belirlenir. Plate Count Agar besiyeri, ISO 4833 ve
FDA Form 2400a 3/01 ve daha pek ¢ok uluslararasi standarda uygun olarak toplam
bakteri analizinde kullanilmaktadir. Yontem sematik olarak, Ek A 01'de verilmistir.

Not 1: Giinliikk ve standart uygulamada inkiibasyon sicakligi 28 °C ve siire 48
saattir. Bu sekilde genel hijyen ya da isletme sanitasyonu kontrol edilir. Avrupa
tilkelerinde yaygim olarak 30-32 °C benimsenir. Inkiibasyon sicakligt ABD'nde 35—
37 °C ve inkiibasyon siiresi 24-48 saat olarak benimsenmektedir ve bu sekilde
gidanin potansiyel tehlikesi belirlenir. Bu nedenle inkiibasyon parametreleri rapora
yazilmalidir. Benzer uygulama koliform grup bakteri analizinde de vardir.

Not 2: Siit lriinlerinde toplam bakteri analizinde Plate Count Skim Milk Agar
besiyeri kullanilmasi IDF (Uluslararas: Siit¢iiliik Federasyonu; International Dairy
Federation) tarafindan onerilmektedir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
7a Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Plate Count Agar (Merck 1.05463)

Plate Count Skim Milk Agar (Merck 1.15338)
Su Agar
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Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yéntemler" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {irlinlerinde tercihen
7a Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Eger analiz edilen 6rnekte Petri kutusunun yiizeyini kaplayacak sekilde yayilma
yapan bakteriler oldugundan kuskulaniliyor ise ekimden sonra Plate Count Agar
tizerine 45 °C'da tutulan 4-5 mL Su Agar besiyeri dokiiliir ve bu uygulama analiz
raporunda belirtilir.

-Secilen inkiibasyon sicakliginda 48+2 saat inkiibasyon sonunda PCA besiyerinde
gelisen biitiin koloniler "toplam bakteri" olarak sayilir ve standart sekilde
hesaplanarak, sonu¢ kob/g (mL) olarak verilir. Su analizlerinde inkiibasyon 22
°C'da 72 saat ve ayrica 37 °C'da 48 saat olarak yapilmaktadir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

11.02. Toplam Psikrofil Bakteri Sayimi

Diistik sicaklik derecelerinde gelisen psikrofil ve psikrotrof bakterilerin sayimi ISO
17410'a gore yapilir. Giinliik ve standart uygulamada inkiibasyon sicakligi 6,5 °C
ve siire 10 giindiir. 4,5 °C'da 14 giinliikk inkiibasyon da uygulanmaktadir. Bu
nedenle inkiibasyon parametreleri ilgili talimatlara ve analiz raporuna yazilmalidir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
7a Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Plate Count Agar (Merck 1.05463)

Plate Count Skim Milk Agar (Merck 1.15338)

Not: Siit iirlinlerinde toplam bakteri analizinde Plate Count Skim Milk Agar
besiyeri kullanilmasi IDF ve ISO (17410) tarafindan Onerilmektedir. Ayrica;
inkiibasyon sicakligi kritiktir. Maksimum—minimum termometre ile kontrol
edilmelidir.
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Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yéntemler" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {irlinlerinde tercihen
74 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Inkiibasyon sonunda (6,5 °C'da 10 giin) Plate Count Agar besiyerinde gelisen
tim koloniler toplam psikrofil bakteri olarak sayilir ve standart sekilde
hesaplanarak, sonu¢ kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

11.03. Toplam Termofil Bakteri Sayimi

Termofil ve termotrof (termodurik) bakterilerin sayimi i¢in giinlik ve standart
uygulamada inkiibasyon sicaklig1 45 °C ve siire 48—72 saattir. Inkiibasyon sicaklig
55 °C ve inkiibasyon siiresi 48—72 saat olarak secilebilir. Inkiibasyon parametreleri
ilgili talimata ve analiz raporuna yazilmalidir.

Not 1: Yiiksek sicaklikta inkiibasyonda besiyeri kuruyabilir. Bunun 6niine gecmek
icin Petri kutular1 mutfak tipi strech film ile sarilarak inkiibe edilmelidir.

Not 2: IDF'ye gore siit tirlinlerinde toplam bakteri analizinde Plate Count Skim
Milk Agar besiyeri kullanilmalidir

Not 3: Inkiibasyon sicaklig1 kritiktir. Maksimum—minimum termometre ile kontrol
edilmelidir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Plate Count Agar (Merck 1.05463)

Plate Count Skim Milk Agar (Merck 1.15338)
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Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yéntemler" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {irlinlerinde tercihen
7a Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Inkiibasyon sonunda (45 °C'da 48-72 saat) Plate Count Agar besiyerinde gelisen
tim koloniler toplam termofil bakteri olarak sayilir ve standart sekilde
hesaplanarak, sonu¢ kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

11.04. Toplam Sporlu Bakteri Sayim

Gida orneginde sporlu bakterilerin sayisim1 belirlemek i¢in, gida 6rnegi once
pastorize edilerek vejetatif hiicreler oldiiriiliir, sonra analize standart yontemle
devam edilir. Ekimden sonra uygun gelisme kosullar1 ile karsilasilan sporlar,
vejetatif hiicre haline doner ve geliserek koloni yapar. Toplam sporlu bakteri ile
kasit toplam mezofilik aerobik sporlu bakterilerdir ve Bacillus tiirleri ifade edilir.

Her ne kadar bu uygulamanin adi "toplam sporlu bakteri sayim1" ise de, gercekte
sayilan tiim spor olusturabilen bakteriler degil, analiz aninda spor formunda
olanlardir. Ortam kosullar1 uygun ise bakteri spor olusturmaz, vejetatif formda
kalarak ¢ogalma egilimi gosterir. Dolayist ile, elde edilen sonug, spor olusturma
yetenegindeki bakteri sayisinin ¢ok altinda olabilir (bakiniz; 07.11. Bolim).

Not 1: Sporlu bakteri sayiminda genel olarak 80 °C'da 5 dakikalik pastérizasyon
uygulanir. Bu 1s1l islem i¢in literatiirde 70 °C'da 20 dakika, 80-85 °C'da 1-5
dakika, 80+1 °C'da 12 dakika gibi farkli 6nerilere rastlanilmaktadir. Taze peynirde
hasar gormiis CL tyrobutyricum analizinde 62,5 °C'da 30 dakikalik uygulamalara
da rastlanilmaktadir.

Not 2: Test ve kontrol tiiplerinin et kalinliklari, ¢aplari, boylar1 ayni olmali,
iclerinde ayn1 miktarda 6rnek bulunmalidir.

Not 3: IDF'ye gore siit iirlinlerinde toplam bakteri analizinde Plate Count Skim
Milk Agar besiyeri kullanilmalidir.
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Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
s Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Plate Count Agar (Merck 1.05463)

Plate Count Skim Milk Agar (Merck 1.15338)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" béliimiine bakiniz.

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {iriinlerinde tercihen
Ya Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Tiip icindeki 6rnek, kaynar su banyosuna daldirilir, ayni ¢eper kalinligindaki
tiipte bulunan bir diger 6rnege termometre yerlestirilir.

-Kontrol tiipiindeki sicaklik 80 °C'a eristiginde her iki tiip su banyosundan
¢ikarilir, kontrol tiipiiniin sicakligi kontrol edilerek sicaklik 79 °C'a diistiigiinde
tekrar kaynar su banyosuna beraberce daldirilirlar. Bu sekilde 5 dakika tutulduktan
sonra test tiipli oda sicakliindaki su banyosuna alinir ve sogutulur. Pek cok
uluslararas1 standartta sogutmanin buz banyosu i¢inde ve hizla yapilmasi
gerektigine dikkat ¢ekilir. Sogutma sekli ilgili talimatta yazilmalidir.

-Gerekli ise seyreltmeler bu asamada (pastorizasyondan sonra) yapilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi ornekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Inkiibasyon sonunda (28 °C'da 48 saat) Plate Count Agar besiyerinde gelisen tiim
koloniler toplam sporlu bakteri olarak sayilir ve standart sekilde hesaplanarak,
sonug kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

11.05. Toplam Anaerob Bakteri Sayimi

Toplam anaerob bakteri ile "anaerob mezofil bakteri" kastedilir. 21. Clostridium
perfringens ve 30. Anaeroblar boliimlerinde konu ile ilgili ayrintili bilgi verilmistir.
Oksijensiz ortamda yapilan inkiibasyon sonunda kati bir besiyerinde gelisen
koloniler sayilir ya da EMS yonteminde tiipler degerlendirilir.
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11.06. Toplam Halofil Bakteri Sayim

Halofil karakterli olan ve gelismeleri i¢in mutlak olarak tuza gereksinim duyan
bakteriler ile halotolerantlarin sayiminda Plate Count Agar (Merck 1.05463)
besiyerine amaca uygun olarak %2-8 NaCl (Merck 1.06404) eklenir ve standart
yontemle sayim yapilir.

11.07. Inkiibasyon Sonras: Psikrofil Bakteri Sayimi

Standart mikrobiyolojik sayimlarda inkiibasyon sonrasi sayim yoktur. Inkiibasyon
sonras1 ekim sadece var/yok testlerinin bir boliimiidiir. Bununla beraber, 1s1l islem
gormiis siitlerde psikrofil/psikrotrof bakteri sayimi bu yontemle yapilir. Bir
anlamda amag, pastorize siitiin normal raf 6mrii i¢inde psikrofil bakteri sayisindaki
artis1 belirlemektir. Bunun i¢in siit 6rnegi 6nce 6 °C'da 5 giin siire ile inkiibe edilir,
sonra standart yontemle Plate Count Skim Milk Agar (Merck 1.15338) besiyerine
ekim yapilir. Petri kutular1 21 °C'da 24 saat inkiibe edilir. Plate Count Skim Milk
Agar besiyerinde 1-2 mm c¢aplh tiim koloniler toplam psikrofil bakteri olarak
sayilir, bakteri sayist hesaplanir ve standart kurallara gére sonug verilir.

11.08. Membran Filtrasyon Yontemi ile Analiz

Gidalarda ve ozellikle su 6rneklerinde toplam bakteri sayist membran filtrasyon
yontemiyle belirlenebilir. "07.03. Membran Filtrasyon" ve "12.05. Koliform
Bakterilerin Membran Filtrasyon Yontemiyle Sayilmasi" bdliimlerinde, yontem
ana hatlar1 ile a¢iklanmastir.

Kullanilan besiyeri Plate Count Agar (Merck 1.05463)'dir. Inkiibasyon sicaklif
amaca gore secilir ve analiz raporunda belirtilir.

Not: Membran filtrasyon {ireticisi firmalar tarafindan ped iizerine emdirilerek
hazirlanmis besiyerleri tiretici firmanin talimati dogrultusunda kullanilir.

140



12. Koliform Grup Bakteriler

12.01. Kati Besiyerinde SQYIM ...............ccocooiiiiiiiiiiiieeeeee e 142
12.02. EMS Yontemiile SAYIM ... 144
12.03. Sularda Var/yoK Testi ...........ccccooiiiiiiic s 145
12.04. Gidalarda Var/yoK Testi .............ccocoiiiiiiiii e 146
12.05. Membran Filtrasyon Yontemi ile Analiz ..., 147
12.06. Yizey KONtrolil .............ccooooioiiiiiiiiiee et e 149

Koliform grup bakteriler denildiginde; 37 °C'da 48 saat iginde laktozdan asit ve gaz
olusturan, Gram negatif, sporsuz, ¢ubuk seklinde olan bakteriler anlasilir. Bu tarife
gore; Enterobacteriaceae familyasi1 tiyeleri olan Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Ent. cloacae, Citrobacter freundii ve Klebsiella pneumoniae koliform
grup bakteriler olarak tanimlanmis olur. Fekal koliformlar ayr1 bir gruptur.

Koliform grup bakteriler gidalarda hijyen indikatérii olarak degerlendirilir. Grup
tiyeleri icinde primer patojen E. coli O157:H7 serotipi ile firsatg1 patojenler de
bulunmaktadir. Bu nedenle gidalarda koliform grup bakteri sayisinin yiiksek olmasi
istenmez. Bazi gidalarda belirli bir miktar 6rnekte "yok" olmasi hedef alinirken,
pastorize icme siitii dahil pek ¢ok gidada bitki ve toprak kokenli koliformlarin
belirli sayilarda bulunmasina izin verilmektedir. Buna goére analizinde sayim ya da
var/yok testleri uygulanir.

Gida sanayisinde yogun tartismalara neden olan konu; "Klebsiella pneumoniae gibi
firsat¢1 patojenlere gida drneginde rastlandiginda saglik agisindan nasil bir yargiya
varilacagidir". Bir bakis agisina gore bu bakterinin rastlandig1 gida -bakteri sayisina
bakilmaksizin- insan sagligi acisindan tehlikeli olarak yorumlanir. Tersine olarak,
uluslararas1 standartlarda gidalarda koliform bakterilerin EMS yontemi ile analizi
gosterilir ve ¢ogu gida icin 9 EMS/g (mL) sayiya kadar izin verilir. Bu durumda bir
kat1 besiyerinde ya da EMS yontemiyle yapilan sayimda tiir tanimlamasina gitmek
gerekli degildir. Bu bakis agisina gore patojen olarak degerlendirilse bile Kleb.
pneumoniae varligina 9 kob/g (mL) diizeyde 1zin verilmektedir.

Bu grup tyeleri arasinda bitki ve toprak kokenli olanlar bulundugu gibi, fekal
koliformlar olarak tanimlanan ve dogada sadece sicak kanli hayvanlarin (memeliler
ve kanathilar) bagirsak sistemlerinde bulunanlar da vardir. Fekal koliformlar
(bakiniz; 13. Boliim) ve bunlarin en tipik {iyesi E. coli analizi (bakiniz; 14. Boliim)
standart koliform analizinden farklhidir. Yine koliform grup tiiyesi olan E. coli
O157:H7 serotipi analizi (bakiniz; 15. Boliim) ise ¢ok daha farklidir. Bu bolimde
sadece genel hijyen indeksi olarak aranan/sayilan koliform grup bakterilerin analiz
yontemleri verilmistir. Fekal koliformlar, E. coli ve E. coli O157:H7 serotipi bu
analizlerin bir kisminda "standart koliform grup bakteri" olarak sonug verir.
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Not 1: Koliform grup bakterilerin analizinde inkiibasyon sicaklig1 olarak yaygin bir
sekilde 35-37 °C kullanilmakla beraber, uluslararas1 kuruluslar tarafindan 30 °C
(ISO 4831) ve 32 °C (FDA Form 2400a 3/01) inkiibasyon sicaklig1 dénerilmektedir.
Bunlardan 30-32 °C genel olarak proses kontrolii, 35-37 °C ise iiriiniin potansiyel
saglik riski tasiyip tasimadigiin belirlenmesi amaciyla seg¢ilir. Benzer uygulama
toplam mezofil aerob bakteri saymminda da vardir (bakmiz; 11.01. Boliim). Ilgili
talimatta ve analiz raporunda inkiibasyon sicakliginin belirtilmesi kaydi ile bu
sicaklik derecelerinden herhangi birisi uygulanabilir.

Not 2: Koliform grup bakteriler ve fekal koliformlarin analizinde kullanilan Violet
Red Bile (VRB) Agar, son zamanlarda VRBL (Violet Red Bile Lactose) Agar
olarak anilmaktadir. Bu uygulamadaki amacg, Enterobacteriaceae sayiminda
kullanilan Violet Red Bile Dextrose (VRBD) Agar ile karisiklik olmamasi igindir.

Not 3: Koliform grup bakteri analizlerinin bazilarinda bu grubun laktozdan asit
olusturma o6zelligi esas alinir. Ornegin, koliform bakterilerin laktozdan asit
olusturmasi sonucunda VRB Agar bilesimindeki pH indikatorii, kolonilerin koyu
kirmizi renk olusturmasina neden olur. Baz1 gidalarda -basta glikoz olmak {izere-
laktozdan baska sekerler de vardir. Ozellikle sivi ve 1 mL ekim yapilan bu
gidalarda koliform grup olmayan bazi bakteriler laktoz disindaki sekerlerden asit
olusturarak sahte pozitif sonuglara neden olabilir. Bu nedenle atipik goriiniimde
olan koloniler ayr1 ayr1 Brilliant Green Bile (BGB) Broth'a ekilerek, burada 30-32
°C'da 24 saat i¢inde gaz olusumu kontrol edilmelidir. Bu kontrol, yoéntemin
dogrulugunu onaylamak i¢in 3'er ay araliklarla tipik kolonilere de uygulanmalidir.

Not 4: Koliform grup bakteri analizlerinin bazilarinda bu grubun laktozdan gaz
olusturma o6zelligi esas alinir. Buna gore, Lauryl Sulfate (LST) Broth ve BGB
Broth besiyeri tiiplerindeki Durham tiiplerinde biriken gaz, koliform grup bakteriler
icin tipik reaksiyon olarak degerlendirilir. Bu besiyerlerinde, Enterobacteriaceae
familyas1 iiyeleri basta olmak tizere, koliform grup disinda bazi bakteriler de gaz
olusturmadan geligebilir. Bu nedenle koliformlar i¢in tipik reaksiyon; gelismeye
bagli bulaniklik ve Durham tiipiinde gaz goriilmesidir.

12.01. Kat1 Besiyerinde Sayim

Koliform grup bakterilerin kati besiyerinde sayimi i¢in pek ¢ok agarli besiyeri
bulunmakla birlikte, giinliikk uygulamada yaygin olarak VRB Agar (ISO 4832, FDA
Form 2400a; 3/01), Chromocult Coliform Agar ve Chromocult Coliform Agar ES
besiyerleri kullanilmaktadir.

ISO 4832 sayili standart Tirk Standartlar1 Enstitiisii'nden "TS 7569 ISO 4832,
Mikrobiyoloji- Koliform Grubu Bakteri Saymmi i¢in Genel Kurallar- Koloni Sayim
Teknigi" adi ile Tiirk¢e kaynak olarak saglanabilir.
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Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

s Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

VRB Agar (Merck 1.01406)

Brilliant Green Bile (BGB) Broth (Merck 1.05454)

Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)

Chromocult Coliform Agar (Enhanced Selectivity) ES (Merck 1.00850)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" béliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve iirlinlerinde tercihen
74 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi ornekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Dokme yonteminde tam jellesmeden sonra, yayma yonteminde ise besiyerinin
stviyr emmesinden sonra 45-50 °C'da tutulan 4-5 mL kadar erimis VRB Agar
besiyeri ikinci kat olarak dokiiliir. Tkinci katin da tam olarak jellesmesinden sonra
Petri kutular1 kapaklar1 {izerine cevrilerek, inkiibatore yerlestirilir. Inkiibasyon
sicakligy, ilgili talimatta ve analiz raporunda belirtilmelidir.

-Secilen inkiibasyon sicakliginda 24+2 saat inkiibasyon sonunda VRB Agar
besiyerinde 1-2 mm c¢apli koyu kirmizi renkli koloniler koliform grup bakteri
olarak sayilir (bakiniz; Ek A 02 ve Ek B 01).

-VRB Agar'da atipik koloni gelisimi olursa bunlar BGB Broth besiyerine asilanir
ve 30-32 °C'da 24 saat sonra gaz olusumu izlenir (bakiniz; Ek B 02).

-E. coli disindaki koliformlar; Chromocult Coliform Agar besiyerinde 1-2 mm
capli pembe—kirmizi renkli koloni (bakiniz; Ek B 03), Chromocult Coliform Agar
ES besiyerinde ise 1-2 mm ¢apli somon—kirmizi1 renkli koloni olusturur (bakiniz;
Ek B 04). Bu uygulamada, her iki besiyerinde de koyu mavi—menekse renkli E. coli
kolonilerinin sayisinin da koliform grup bakteri sayisina eklenmesi gerekir. E. coli
varlig1 saptanirsa ayri olarak rapora gecilmesi onerilir.

-Koliform grup sayis1 standart sekilde hesaplanir ve kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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12.02. EMS Yontemi ile Sayim

Koliform grup bakteriler i¢in selektif olan Lauryl Sulfate (LST) Broth besiyerinde
inkiibasyondan sonra gelismeye bagli bulaniklik ve gaz olusumu goriilen tiipler
"muhtemel koliform pozitif' olarak degerlendirilir ve bunlardan "dogrulama
amaciyla" BGB Broth besiyerine ekim yapilir. BGB Broth'ta inkiibasyondan sonra
gelismeye baglh bulamiklik ve gaz olusumu goriilen tiipler ise "dogrulanmis
koliform pozitif" olarak degerlendirilip, EMS c¢izelgesinden koliform sayis1t EMS
olarak hesaplanir. Giinliikk uygulamada LST Broth'ta bulaniklik ve gaz goriilmesi
"koliform pozitif" olarak kabul edilir, BGB Broth dogrulamasina gerek duyulmaz.

Koliform grup bakterilerin EMS yontemiyle sayimmi i¢in pek cok sivi besiyeri
bulunmakla beraber, giinliilk uygulamada yaygin olarak LST Broth ve BGB Broth
(ISO 4831) besiyerleri kullanilmaktadir.

ISO 4831 sayili standart, Tiirk Standartlar1 Enstitisi'nden "TS 7725 ISO 4831;
Mikrobiyoloji- Koliform Grubu Bakterilerinin Sayimi I¢in Genel Kurallar- En
Muhtemel Say1 Teknigi" ad1 ile Tiirk¢e kaynak olarak saglanabilir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

7a Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

LST Broth (Merck 1.10266)

Brilliant Green Bile (BGB) Broth (Merck 1.05454)

Analiz
-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1" béliimiine bakiniz. Yéntem sematik olarak
Ek A 03'te verilmistir.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1v1 gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve tirlinlerinde tercihen
Y4 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak LST Broth tiiplerine
ekim yapilir. Gerekiyorsa LST Broth besiyeri baslangicta cift kuvvet olarak
hazirlanir (bakiniz; 03.03.04. Boliim).

-Secilmis inkiibasyon sicakliginda 24+2 saat inkiibe edilir. Bazi standartlarda
tireme (gaz) goriilmemesi halinde ilave 24+2 saat daha inkiibasyon 6nerilmektedir.
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-Inkiibasyon sonunda bakteri gelismesine bagl olarak bulaniklik ve gaz goriilen
tipler, "koliform grup pozitif' olarak degerlendirilir. EMS ¢izelgesinden
yararlanilarak koliform grup sayis1 hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Bazi standartlarda LST pozitif tiiplerden, BGB Broth'a inokiilasyon ve burada da
30 °C'da 24 saat sonunda gaz olusumunun incelenmesi 6nerilir (bakiniz; Ek B 02).

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

12.03. Sularda Var/yok Testi

Gilinliikk uygulamada i¢gme, kullanma ya da isletme suyu gibi koliform grup bakteri
"olmamas1" gereken ornekler i¢in kullanilir. Bu bolimde, 100 mL su 6rneginde
koliform grup bakteri olup olmadiginin kontrolii verilmistir.

Kullanilan Malzeme

ReadyCult Coliforms (Merck 1.01298)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Su 6rnegi mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir, steril
uygun bir kaba (erlen, sise vb.) 100 mL olarak aktarilir.

-Onceden 1smlanarak sterilize edilmis besiyerinin ambalaji aseptik kosullara
uyularak acgilir, dehidre besiyerinin tiimii su 6rnegine aktarilir, tiim partikiiller
eriyinceye kadar elle ve yavase¢a karigtirilir.

-Inkiibasyon sonrasinda (37 °C'da 2442 saat) besiyeri renginin mavi-yesile
dontismesi, analiz edilen suda koliform bakteri varligini gosterir ve "100 mL suda
koliform bakteri var" seklinde sonug verilir. Besiyeri rengi degismezse "100 mL
suda koliform grup bakteri olmadig1" anlasilir. Inkiibasyon sonunda orijinal sar1
renk korunuyor -ancak bulaniklik varsa (bakimiz; Ek A 04)- koliform grup
bakteriler disinda bakteriyel gelismeye karar verilir ve analiz sonucu yine "100 mL
suda koliform grup bakteri yok" seklinde diizenlenir.

-Koliform pozitif ¢ikan 6rnekte E. coli analizi yapilabilir (bakiniz; 14.04. Boliim).

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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12.04. Gidalarda Var/yok Testi

Pek cok gidanin belirli bir miktarinda koliform grup bakteri bulunmamasi hedef
alinir. Bu amagla var/yok testi yapilir.

Bu béliimde 10 g (mL) gida 6rneginde koliform grubu bakterilerin var/yok testi ile
analizi verilmistir. 1, 5, 25 g (mL) vb. gibi miktarlarin analizinde sadece miktar ile
orantili olarak kullanilan besiyeri hacmi degisir. Genel olarak, analiz edilen gidanin
9 misli siv1 besiyeri kullanilir. Bu miktarlar pek ¢ok ulusal ve uluslararasi
standartta X g (mL) ve 9X mL olarak gosterilir.

Kullanilan Malzeme

Brilliant Green Bile (BGB) Broth (Merck 1.05454)
VRB Agar (Merck 1.01406)
Fluorocult LMX Broth (Merck 1.10620)

Not: Fluorocult LMX Broth besiyeri yogurt, ayran, peynir, tereyagi, tursu ve
istiridye analizleri i¢in uygun degildir. Bu orneklerde sahte pozitif sonuglara
siklikla rastlanmaktadir.

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve dogrudan BGB Broth ya da Fluorocult LMX Broth i¢inde
homojenize edilir. S1vi gida dogrudan bu besiyerlerine eklenir. Homojenizasyonda
blender ya da stomacher kullanildiginda minimum s1vi hacmi uyarinca -6rnegin, 25
g gida + 225 mL broth kullanilma zorunlulugu varsa- homojenizasyon sonrasi 10
gram gida karsilig1 olarak 100 mL homojenizat steril erlene alinir.

-Erlen, se¢ilmis inkiibasyon sicakliginda 2442 saat siire ile inkiibasyona birakilir.

-BGB Broth erleninde tipik ya da atipik mikrobiyel gelisme goriiliirse veya
gelisme olup olmadigr belirgin degilse, 9 cm ¢aph standart boy Petri kutusuna 1
mL aktarilir, tizerine 10-12 mL kadar VRB Agar dokiiliir. Besiyeri katilastiktan
sonra iizerine 45-50 °C'da tutulan 4-5 mL kadar erimis VRB Agar besiyeri ikinci
kat olarak dokiiliir. Tkinci katin jellesmesinden sonra Petri kutusu kapag: {izerinde
olmak {iizere se¢ilmis inkiibasyon sicaklifinda 24+2 saat inkiibe edilir. Istenirse
VRB Agar'a 0,1 mL yayma da yapilabilir. Bu kosulda da ikinci kat dokiilmelidir.
Bu analizde BGB Broth sadece selektif zenginlestirme besiyeri olarak kullanilir.
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-BGB Broth'ta mikrobiyel gelisme yoksa, analiz bitirilir ve analiz edilen 10 g
(mL) gidada koliform grup bakteri olmadigina karar verilir. Baz1 standartlara gore
BGB Broth'ta gozle gorilir bir mikrobiyel gelisme olmasa da VRB Agar'a
inokiilasyon yapilmalidir.

-Inkiibasyon sicakliklari ilgili talimatta ve analiz raporunda belirtilmelidir.

-VRB Agar besiyerinde 1-2 mm ¢apli koyu kirmizi renkli koloniler koliform grup
bakteri olarak degerlendirilir (bakiniz; Ek B 01) ve "analiz edilen 10 g (mL) gidada
koliform grup bakteri vardir" seklinde rapor verilir. VRB Agar besiyerinde tipik
koloni goériilmez ise analiz edilen 10 g (mL) gidada koliform grup bakteri
olmadigmma karar verilir. Atipik koloni gelismesi olursa bunlar ayr1 ayri BGB
Broth'a asilanip, 30-32 °C'da 24 saat sonra gaz olusumu izlenir (bakiniz; Ek B 02).

-Fluorocult LMX Broth besiyerinde homojenize edilen gida Ornegi, secilmis
inkiibasyon sicakliginda 24+2 saat inkiibe edilir. Bu siire sonunda besiyeri renginin
mavi-yesile dontismesi koliform grup bakteri varligin1 gosterir (bakiniz; Ek B 05).

-Koliform pozitif ¢ikan 6rnekte E. coli analizi yapilabilir (bakiniz; 14.05. Boliim).

-Gerekirse Fluorocult LMX Broth'tan da yukarida gosterildigi sekilde VRB
Agar'a ekim yapilabilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

12.05. Membran Filtrasyon Yontemi ile Analiz

Su, berrak meyve sular1 ve suda tam eriyen seker vb. gidalarda diisiik sayidaki
(bakiniz; 06.01.01. Bolim) koliform grup bakterilerin analizi membran filtrasyon
yontemi ile yapilir.

Gidalarin membran filtrasyonla koliform bakteri analizinde siklikla VRB Agar,
Chromocult Coliform Agar ya da Chromocult Coliform Agar ES kullanilir.
"Lactose TTC Agar with Tergitol 7" besiyeri, ISO 9308'e gore sularin membran
filtrasyon yontemi ile analizinde kullanilir. ISO 9308-1 sayili standart, Tiirk
Standartlar1 Enstitiisii'nden "TS EN ISO 9308-1; Su kalitesi - Escherichia coli ve
Koliform Bakterilerin Tespiti ve Sayimmi - B6liim 1: Membranla Siizme Y 6ntemi"
ad1 ile Tiirkce kaynak olarak saglanabilir.

Not 1: Membran filtrasyon uygulamasinda secilen inkiibasyon sicakligi ne olursa
olsun, Petri kutusu inkiibatoére tabami {izerine yerlestirilir. Inkiibasyon siiresince
filtre tizerine su damlas1 diigmemesi i¢in agar yiizeyi yeteri kadar kuru olmalidir.

Not 2: Bu uygulama, yagl siit iiriinleri i¢in "genellikle" uygun degildir.
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Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

s Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

VRB Agar (Merck 1.01406)

Lactose TTC Agar with Tergitol 7 (Merck 1.07680)
Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)
Chromocult Coliform Agar ES (Merck 1.00850)

Not: Membran filtrasyon {iireticisi firmalar tarafindan ped iizerine emdirilerek
hazirlanmis besiyerleri, tiretici firmanin talimati dogrultusunda kullanilir.

Analiz

-Oncelikle "07.03. Membran Filtrasyon" boliimiine bakiniz. Yéntem sematik
olarak Ek A 05'te gosterilmistir.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kati1 gida tartilir ve homojenize edilir. Stvi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon gerekli ise Maximum Recovery Diluent kullanilir. Yagsiz siit
tirtinleri -6n filtrasyon kosuluyla- % Ringer ¢6zeltisi ile homojenize edilir.

-Ornek, membran filtrasyondan gegirilir ve filtre Petri kutusunda hazirlanmis
besiyeri tizerine yerlestirilir. Bu amagla standart 9 cm ya da filtreye uygun olmak
tizere 6 cm capli Petri kutular1 kullanilir.

-Petri kutusu -kapag iiste gelecek sekilde (tabani iizerine)- se¢ilmis inkiibasyon
sicakliginda 18—24 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sicaklig, ilgili talimatta
ve analiz raporunda belirtilmelidir.

-VRB Agar besiyerinde 1-2 mm ¢apli koyu kirmizi renkli koloniler koliform grup
bakteri olarak sayilir (bakiniz; Ek B 01). E. coli disindaki koliformlar; Chromocult
Coliform Agar besiyerinde 1-2 mm ¢apli pembe—kirmizi renkli koloni (bakiniz; Ek
B 03), Chromocult Coliform Agar ES besiyerinde ise 1-2 mm ¢apli somon—kirmizi
renkli koloni olusturur (bakiniz; Ek B 04). Bu uygulamada, her iki besiyerinde de
koyu mavi—menekse renkli E. coli kolonilerinin sayisinin da koliform grup bakteri
sayisina eklenmesi gerekir. E. coli varlig1 saptanirsa ayr1 olarak rapora gegilir.

-Lactose TTC Agar with Tergitol 7 besiyerinde sari—portakal renkli koloniler
(bakiiz; Ek B 06) koliform grup bakteri olarak degerlendirilir.

-Sayim ya da var/yok analiz sonuglar1 standart sekilde verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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12.06. Yiizey Kontrolii

Isletme tezgahi, calisanlarin elleri vb. yiizeylerde koliform grup bakteri yiikiiniin
belirlenmesi ya da var/yok testi ile analiz edilmesi pek ¢ok isletme i¢in 6nemlidir.

Kullanilan Malzeme

VRB Agar (Merck 1.01406)

Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)
Chromocult Coliform Agar ES (Merck 1.00850)
Envirocheck Contact C (Merck 1.02136)

Analiz

-Oncelikle bakiniz; 07.10. "Yiizey ve Hava Kontrolii" boliimii.

-VRB Agar, Chromocult Coliform Agar ya da Chromocult Coliform Agar ES
kullaniminda steril svap steril su ile 1slatilir, ylizeye siiriiliir, sonra svap besiyerine
stiriiliir. Secilen inkiibasyon sicakliginda 24+2 saat inkiibasyona birakilir.

-VRB Agar besiyerinde 1-2 mm ¢apli koyu kirmizi renkli koloniler koliform grup
bakteri olarak degerlendirilir (bakiniz; Ek B 01). E. coli disindaki koliformlar;
Chromocult Coliform Agar besiyerinde 1-2 mm ¢apli pembe—kirmizi renkli koloni
(bakiniz; Ek B 03), Chromocult Coliform Agar ES besiyerinde ise 1-2 mm capli
somon—kirmizi renkli koloni olusturur (bakiniz; Ek B 04). Her iki besiyerinde de
koyu mavi—-menekse renkli koloniler E. coli olarak degerlendirilir. E. coli varligi
saptanirsa, ayri olarak rapora gecilmelidir.

-Calisanlarin parmaklari, dogrudan VRB Agar, Chromocult Coliform Agar ya da
Chromocult Coliform Agar ES besiyerine degdirilerek ayn1 analiz yapilabilir.

-Bu yontemde sonuglar; "temiz", "az kirli", "orta kirli", "¢ok kirli" seklinde
goreceli olarak verildiginden, kontrol edilen yiizey hakkinda kabaca bilgi saglanir.

-Envirocheck Contact C, bir yiizii Chromocult Coliform Agar diger yiizii toplam
bakteri analizi i¢in Plate Count Agar olan esnek bir sistemdir. Plastik kutunun
kapagi1 acilir, esnek baglanti ile besiyerinin yiizeye tam olarak degmesi saglanir.
Aym kutuya yerlestirilip, secilmis inkiibasyon sicakliginda 2442 saat inkiibasyon
sonunda olusan 1-2 mm ¢apli pembe—kirmiz1 koloniler koliform grup olarak, koyu
mavi—menekse koloniler ise E. coli olarak sayilir. Standart alan kullanildig: i¢in
sayim sonuglari kiyaslanabilir 6zellik tasir. E. coli 'ye rastlanirsa rapor edilmelidir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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MERCK Koliform, Fekal Koliform, E. coli,
E. coli 0157 ve Enterobacteriaceae Besiyerleri

AT MEAIUM .o 1.00415
Brilliant-green 2 %-Bile Broth ..., 1.05454
BROLAC Agar (Bromothymol-blue Lactose Agar) .........ccccceeeeneee. 1.01639
CAYE Broth Supplement ..o 1.00051
China-blue Lactose AQar ...t 1.02348
Chromocult® Coliform Agar .........cccooeiviieieeeccceee e 1.10426
CT-SUpPPIEMENT ... 1.09202
Deoxycholate Lactose AQar ... 1.02894
DEV ENDO AQAr ..ot 1.10684
EC Broth ... e 1.10765
ENDO AQAC ..ot 1.04044
Enterobacteriaceae Enrichment Broth acc. to MOSSEL ................ 1.05394
Fluorocult® Brilliant Green 2 %-Bile (BRILA) Broth ........................ 1.12587
Fluorocult® DEV Lactose Peptone Broth ... 1.04037
Fluorocult® E. coli O157:H7 Agar ..........ccoeeoeeieeieeceeeeeeeee e 1.04036
FIUOrOCUIR® ECD AQar ......ccooiiiiee e 1.04038
Fluorocult® LMX Broth modified ...........cccoooiiiiiii 1.10620
FIUOrOCUIR® VRB AQAr ....ccoeiiiie e 1.04030
GN Enrichment Broth acc. to HAINA ... 1.10756
Lactose TTC Agar with Tergitol® 7 ...........ccoooeiiiiieeeeeeee, 1.07680
Lauryl Sulfate Broth ... 1.10266
LEVINE EMB AQAr .....ooiiiieeeee e 1.01342
MaCCONKEY AQAr ......ooouiieee et 1.05465
MaCCONKEY Broth ..., 1.05396
MEC Broth with NOVObIOCIN ..........ccooiiiiice e, 1.14582
Membrane-filter ENDO Broth ............coooiiiiiiieee, 1.10750
M-ENdOo AQar LES ... 1.11277
M=FC AQA ..o 1.11278
MTSB Broth with Novobiocin ... 1.09205
Readycult® Coliforms 100 ... 1.01298
Sorbitol-MacConkey Agar (SMAC Agar) ......cccccvveiienieeieeeee e 1.09207
VRB Agar (Violet Red Bile AQar) .......ccccccvveiieiieieee e 1.01406
VRBD AQAT ... 1.10275

500 g
500 g
500¢
16 vial
500¢
100 g
16 vial
500¢
500¢
500 g
500¢
500¢
500 g
500¢
500¢
500¢
500 ¢
500 g
500¢
500¢
500 g
500¢
500¢
500 g
500¢
500¢
500 g
500¢
500 ¢
20 test
500 ¢
500 g
500 g
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13. Fekal Koliform Bakteriler

13.01. Fekal Koliformlarin EMS Yontemi ile Sayimi; Standart Yontem ................... 151
13.02. Sularda Fekal Koliform Bakterilerin EMS Yontemi ile Hizhh Sayimu ............. 152
13.03. Fekal Koliform Bakterilerin Kat1 Besiyerinde Saymmu...................cccooee. 153

Fekal koliformlar, koliform bakteriler grubunun i¢inde yer alirlar ve dogrudan
fekal kontaminasyon indeksi olarak aranirlar ya da sayilirlar. Fekal koliform
bakteriler ile saptanan {iyelerin hemen tamami E. coli oldugu i¢in, giinliik
uygulamada sadece E. coli aranmasi1 genellikle yeterlidir. Bununla beraber,
ozellikle bitkisel {irtinlerde E. coli bulunmayan, ancak fekal koliform olan
orneklere daha siklikla rastlanildigi géz ardi edilmemelidir. Bunlar "1s1ya dayanikli
koliformlar" ya da "termotolerant koliformlar" olarak da anilirlar.

Standart yontemle fekal koliform analizi EMS yontemi ile yapilir ve koliform grup
bakterilerin analizinin devami olarak uygulanir. Bununla beraber, su 6rneklerinde
EMS yontemi ile dogrudan A-1 Broth besiyerine ekim ve sayim (bakiniz; 13.02.
Boliim) ve yiiksek inkiibasyon sicakliginda olmak kaydiyla dogrudan VRB Agar
besiyerine ekim ve sayim da (bakiniz; 13.03. B6liim) s6z konusudur.

13.01. Fekal Koliformlarin EMS Yontemi ile Sayimi; Standart
Yontem

Fekal koliformlar, ISO 9308'e gére EMS yontemi ile sayilir. ISO 9308, Tiirk
Standartlar1 Enstitiisii'nden "TS ISO 9308-2; Su Kalitesi - Koliform Organizmalar,
Istya Dayanikli Koliform ve Escherichia coli Varsayilan Organizmalarin Tespit
Edilmesi ve Sayimmi - Bolim 2: Coklu Tiip (En Muhtemel Sayi) Metodu" adi ile
saglanabilir.

Not 1: Tiipler mutlaka mikroprosesor kontrollii su banyosunda inkiibe edilmelidir.
Standart inkiibatorler ve hatta basit su banyolar1 bu amagla asla kullanilamaz. Fekal
koliform bakteri analizinde su banyosu sicakligi kritiktir. Diisiik olursa fekal
olmayan koliformlarin da gelisme olasilifi, yliksek olursa fekal koliformlarin
gelisememe olasilig1 vardir. Bu nedenle inkiibasyon siiresince su banyosu sicakligi
maksimum—minimum termometre ile kontrol edilmelidir.

Not 2: Baz1 kaynaklarda inkiibasyon sicakligi 44,5 °C olarak verilmektedir. ISO
7251 4540,5 °C'da, FDA ise 45,5+0,2 °C'da inkiibasyon 6nermekte, ancak kabuklu
deniz hayvanlar1 ve bunlarin yetistirildigi sular i¢in inkiibasyonun 44,5+0,2 °C'da
yapilmasi gerektigini uyarmaktadir. Uygulanan inkiibasyon sicakligi ilgili talimata
ve rapora yazilmalidir.
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Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
s Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Lauryl Sulfate (LST) Broth (Merck 1.10266)
EC Broth (Merck 1.10765)

Analiz

-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1 Yontemi" béliimiine bakiniz.

-Calisma, koliform bakterilerin EMS yo6ntemi ile aranmasi olarak baslar (bakiniz;
12.02. Boliim).

-LST Broth besiyerinde gelisme ve gaz olusumu goriilen her tlipten, icinde
Durham tiipii olan EC Broth besiyerine 1 6ze asilama yapilir. EC Broth tiipleri 45
°C su banyosunda 6nceden 1sitilmis olmalidir.

-Inkiibasyon 45 °C'da su banyosunda yapilir. Cogunlukla ilk 24 saat i¢inde pozitif
sonug alinmakla beraber, standart analiz yonteminde siire 48 saattir.

-Inkiibasyon sonunda bakteri gelismesine bagli olarak bulaniklik ve gaz goriilen
tipler, "fekal koliform grup pozitif" olarak degerlendirilir. EMS c¢izelgesinden
yararlanilarak fekal koliform sayis1 hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak

tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Asagida EMS yontemi ile fekal koliform sayiminda EMS kodu i¢in bir 6rnek
verilmistir.

Besiyeri 10" 102 10° Kod

LST Broth +++ +—+ ——+ 321
EC Broth +—-+ —*_— **_ 200

*: Bir onceki serideki negatif tiipten bu besiyerine ekim yapilmaz.

13.02. Sularda Fekal Koliform Bakterilerin EMS Yontemi ile Hizh
Sayimi

Standart EMS yontemi ile fekal koliform bakteri sayimi 4 giine kadar

uzayabilmektedir. Sularda A-1 Broth besiyeri kullanilarak bu siire 1 giline
dustirtilmektedir.
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A-1 Broth besiyeri US-EPA (United States—Environmental Protection Agency;
ABD Cevre Koruma Ajansi) standart su analiz yontemlerine uygundur. Sularda
fekal koliform bakterilerin EMS yontemi ile tek asamali besiyeri kullanilarak
belirlenmesi, hizli analiz yontemi olarak degerlendirilir.

Kullanilan Malzeme

A-1 Broth (Merck 1.00415)

Analiz

-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1 Yéntemi" béliimiine bakimniz.

-Su o6rnegi mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Seyreltme yapmaya gerek yoktur.

-Biiyiik tliplerde hazirlanmis ¢ift kuvvetli 3 tiipe (bakiniz; 03.03.04. B6liim)10'ar
mL ve standart tliplerde hazirlanmis 3 tiipe 1'er mL ve diger 3 tiipe 0,1'er mL ekilir.

-Tiipler 35+0,5 °C'da 3 saat ve ardindan su banyosunda 44,5 °C da 212 saat siire
ile inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda bakteri gelismesine bagl olarak bulaniklik
ve gaz goriilen tiipler, "fekal koliform grup pozitif" olarak degerlendirilir. EMS
cizelgesinden yararlanilarak say1 hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

13.03. Fekal Koliform Bakterilerin Kati Besiyerinde Sayim

Gidalardaki fekal koliform sayist VRB Agar besiyerinde de belirlenebilir. Bu
yontem, var/yok testi amaciyla da kullanilabilir.

Not 1: 44 °C'da standart inkiibatérde yapilan inkiibasyon oldukg¢a risklidir. Besiyeri
sicakligi 44 °C'a ¢ikana kadar gegen siire i¢inde ve/veya inkiibatoriin kapaginin
stirekli agilip, kapanmasi sirasinda hava sicakliginin degismesine bagli olarak bu
sicaklikta gelisemeyecek olan koliform bakteriler de gelisip, fekal koliform olarak
sayilabilir. Bu nedenle inkiibator sicakligi inkiibatére konulacak beher i¢indeki
suyun sicakligi ile kontrol edilmeli, inkiibasyon sirasinda kapagin acilip kapanmasi
olabildigince onlenmeli ve inkiibasyon siiresince inkiibatérdeki sicaklik degisimi
tercihen kaydedicili bir termometre ile izlenmelidir.
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Not 2: Yiiksek inkiibasyon sicakligina bagli olarak, Petri kutusundaki 6rnek
tizerine 15 mL kadar VRB Agar ve 2. kat olarak 7-8 mL kadar besiyeri dokiilmesi,
Petri kutusunun mutfak tipi strech filme sarilarak inkiibe edilmesi, inkiibatérde su
dolu bir beher bulundurulmasi 6nerilir. Bu sekilde besiyerinde kuruma 6nlenir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
7a Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
VRB Agar (Merck 1.01406)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" bsliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. Stv1 gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve tirlinlerinde tercthen
Ya Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Dokme yonteminde 15 mL besiyeri dokiilmesi onerilir. Tam jellesmeden sonra,
yayma yonteminde ise besiyerinin siviyr emmesinden sonra 45-50 °C'da tutulan 7—
8 mL kadar erimis VRB Agar besiyeri ikinci kat olarak dokiiliir. Ikinci katin da tam
olarak jellesmesinden sonra Petri kutular1 kapaklari iizerine gevrilerek, 44 °C'a
ayarlanmis inkiibatore yerlestirilir.

-Bu inkiibasyon sicakliginda 2442 saat inkiibasyon sonunda VRB Agar
besiyerinde 1-2 mm ¢apli koyu kirmizi renkli koloniler fekal koliform grup bakteri
olarak sayilir (bakiniz; Ek B 01).

-Fekal Koliform grup sayisi standart sekilde hesaplanir ve kob/g (mL) olarak
verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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14. Escherichia coli

14.01. Kati Besiyerinde SQYIM.................ccocooiiiiiiiiiceeee e 156
14.02. EMS Yontemi ile Sayim; Standart Analiz ..., 158
14.03. EMS Yontemi ile Sayim; Hizh MUG TeKnii ............cccooiiniiiice 159
14.04. Sularda Var/yoK Testi .............ccoooiiiiiiiie e 161
14.05. Gidalarda Var/yoK TeSti ...........cccoooiiiiiiiece e 162
14.06. Membran Filtrasyon Yontemi ile Analiz ..., 164
14.07. Yiizey KONErolil ...........ccoooioiiiiiiiiicc et 166

En tipik Gram negatif bakteridir. Sicak kanli hayvanlarin (memeliler ve kanatlilar)
bagirsak sistemlerinde bulunur. Bu nedenle herhangi bir ornekte E. coli 'ye
rastlanilmas1 o 6rnege dogrudan ya da dolayli olarak kanalizasyon suyu ile diski
bulastiginin kesin gostergesidir. Tiiketime hazir gidada E. coli bulunmasi istenmez.
Standart analizlerde bulunan tip 1, primer patojen degildir. Varlifi, bagirsak
kokenli Salmonella vb. patojenlerin potansiyel olarak bulunabilecegini gosterir.

Gidalarda standart yontemle E. coli aranmast EMS yontemi ile yapilmakta ve bu
analiz uluslararas1 kontrol kuruluslar1 tarafindan onerilen standartlara gére 5-10
giin stirmektedir. MUG'lu besiyerlerinin (Fluorocult) kullanilmasi ile bu siire 24—
48 saate diigsmiistiir.

E. coli serotiplerinin %98-99 kadar1 B-D-glucuronidase enzimi igerir. Diger
bakterilerde ¢ok ender olarak goriilen bu enzim 4-methylumbelliferyl-B-D-
glucuronide (MUG) substratini  pargalar ve parcalanma driinlerinden 4-
methylumbelliferone uzun dalga boylu (366 nm) UV lambasi ile floresan 1s1ma
verir. Bu enzimin varlig1 kromojenik besiyerlerinde de belirlenebilir.

MUG, VRB Agar gibi kati besiyerlerine katildigi gibi LST Broth gibi sivi
besiyerlerine de katilmakta, ayrica Bactident E. coli gibi test seritleri ile de
kullanilmaktadir. MUG yoéntemi FDA tarafindan hizli E. coli analizinde 1998
yilindan beri kullanilmaktadir. [ISO'da da bu yontem benimsenmistir.

E. coli suslart i¢inde %I1-2 oraninda MUG negatif olmas1 E. coli sayiminda
standart analiz yontemine gore %1-2 oraninda daha az sayim sonucu alinacagini
gosterir. Bununla beraber, standart EMS yontemi E. coli analizinin 5 giin siirmesi,
su banyosu sicakliginin kritik olmast nedeni ile bu yontemde de hata sansinin
olmasi gibi dezavantajlar dikkate alindiginda MUG yontemi 6zellikle giinlik gida
analizlerinde yaygin kullanim alanmi bulmus ve uluslararasi standartlarda hizli
yontem olarak kabul gormiustiir. Koloni identifikasyon teknigi ile sayimda IMViC
ya da IMVEC testlerinin 3 giin siirmesinin getirdigi olumsuzlugu gidermek amaci
ile kat1 besiyerlerinde de MUG teknigi yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
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Not 1: Baz1 cam tiipler kendiliginden floresan 1s1ma verirler. Analize baslamadan
once bos tiip UV lambasi ile kontrol edilmeli, bunlardan kendiliginden floresan
1stma verenler MUG esasli analizlerde kullanilmamalidir. MUG esasli analizlerde
kullanilacak cam malzeme siparisinde "kendiliginden floresan 1s1ma vermeyen" tiip
istendigi ozellikle belirtilmelidir. Bu giine kadar Petri kutularinda, erlenlerde ve
siselerde kendiliginden floresan verenlere rastlanilmamistir. Bununla beraber,
MUG esasli calismalarda kullanilacak cam malzemelerin 6nceden "kendiliginden
floresan verip vermedigi" kontrol edilmelidir.

Not 2: Farkli standartlarda E. coli i¢in inkiibasyon sicaklig1 35 °C ve 37 °C olarak
verilmektedir. Inkiibasyon sicaklig1, analiz raporuna yazilmalidir.

Not 3: MUG esasli testlerde UV El Lambasi yerine ¢ok daha ucuza saglanabilen ve
"sahte para belirleme makinesi" olarak bilinen cihazin kullanimi da s6z konusudur.
Bu konu iizerinde yapilan c¢aligmalar UV el lambasi yerine bu cihazin
kullanilabilecegini gostermistir. Bununla beraber, uluslararasi diizeyde bu konu
heniiz onaylanmamistir ve sahte para makinelerinin hepsinin bu amagla kullanilip
kullanilamayacagi belirgin degildir. Giinliikk analizlerde "UV El Lambasi" yerine
"Sahte Para Belirleme Makinesi" tercihi kullanicinin tercihine birakilmastir.

14.01. Kat1 Besiyerinde Sayim

Koliform grup bakterilerin analizinde oldugu gibi E. coli sayiminda da pek ¢ok
besiyeri olmakla birlikte, VRB Agar, VRB AgartMUG, Chromocult Coliform
Agar ve Chromocult Coliform Agar ES besiyerleri giinlik gida analizlerinde
yaygin olarak kullanilan besiyerleridir. Chromocult TBX Agar ise ISO 16649'a
gore gida ve yemlerde E. coli sayimi i¢in 6nerilmektedir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
7a Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

VRB Agar (Merck 1.01406)

VRB Agar+MUG (Merck 1.04030)

Bactident E. coli (Merck 1.13303)

UV EI Lambas1 (Merck 1.13203)

Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)
Chromocult Coliform Agar ES (Merck 1.00850)
Chromocult TBX Agar (Merck 1.16122)
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Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yéntemler" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {irlinlerinde tercihen
7a Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Dokme yonteminde tam jellesmeden sonra, yayma yonteminde ise besiyerinin
siviyr emmesinden sonra 45-50 °C'da tutulan 4-5 mL kadar erimis VRB Agar
besiyeri ikinci kat olarak dokiiliir. Ikinci katin da tam olarak jellesmesinden sonra
Petri kutular1 kapaklari iizerine ¢evrilerek, inkiibatore yerlestirilir.

-VRB Agar besiyerinde 37 °C'da 24 saat inkiibasyon sonunda 1-2 mm ¢apli koyu
kirmiz1 koloniler (bakiniz; Ek B 01) koliform grup bakteri olarak sayilir. Bunlardan
rastgele 10 adedi secilir, her koloni 0,2 mL steril suda ¢oziilir ve ayr1 ayri
Bactident E. coli test kitinin kiivetlerine yerlestirilir. Kiivetlere 1 adet test seridi
ilave edilir, 2 saat inkiibasyon sonunda UV el lambas1 (bakiniz; Ek B 08) ile
floresan 1s1ma kontrol edilir. Floresan 1sima gosteren koloniler E. coli olarak
degerlendirilir. identifikasyon esasli sayim teknigi (bakimiz; 07.01.05. Boliim) ile
Petri kutusundaki kolonilerin ne kadarmin E. coli oldugu belirlenir, buradan gida
ornegindeki E. coli sayist hesaplanir ve standart kurallara gore sonug verilir.

-VRB+MUG Agar besiyerinde 37 °C'da 18 saat inkiibasyon sonunda 1-2 mm
capli koyu kirmizi renkli koloniler UV el lambasi ile kontrol edilir. Bunlardan
floresan 1s1ma verenler (bakiniz; Ek B 09) E. coli olarak isaretlenir. VRB+MUG
Agar besiyerinin 18 saatten uzun siire inkiibasyon yapilmasi halinde floresan 1s1ma
yayilmakta ve tiim Petri kutusunu kaplayarak pozitif ve negatif kolonilerin ayirt
edilmesini zorlastirmaktadir. Bu nedenle VRB+MUG Agar besiyeri 18 saat siire ile
inkiibe edilir.

-Chromocult Coliform Agar (bakiniz; Ek B 03) ve Chromocult Coliform Agar ES
(bakiniz; Ek B 04) besiyerinde 37 °C'da 24+2 saat inkiibasyon sonunda 1-2 mm
capli koyu mavi—-menekse renkli koloniler E. coli olarak sayilir.

-Chromocult TBX Agar besiyerinde ISO 16649 dokme yontemi ile calisilmasini
onermektedir. Analiz yapilan 6rnekte dondurma, kurutma, 1sitma, kimyasal madde
uygulamasi gibi nedenlerle hasar gormiis bakteriler oldugundan kusku duyuluyorsa
inkiibasyon once 30-37 °C'da 4 saat, arkasindan 44+1 °C'da 18-20 saat, aksi halde
dogrudan 44+1 °C'da 18-24 saat yapilir. Inkiibasyon sonunda mavi—yesil renkli
tiim koloniler (bakiniz; Ek B 10) E. coli olarak sayilir.
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-Koliform grup bakteri sayisi standart sekilde hesaplanir ve sonu¢ kob/g (mL)
olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
izere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

14.02. EMS Yontemi ile Sayim; Standart Analiz

E. coli analizi standart olarak (ISO 7251) EMS yontemi ile yapilir ve fekal
koliform grup bakterilerin analizinin devami olarak uygulanir. ISO 7251, Tirk
Standartlar1 Enstitiisi'nden "TS 6063, Mikrobiyoloji — Muhtemel Escherichia coli
Sayimi i¢in Genel Kurallar En Muhtemel Say1 Teknigi" adi ile saglanabilir.

Not 1: inkiibasyon mutlaka mikroprosesér kontrollii su banyosunda yapilmalidir.
Standart inkiibatorler ve normal su banyolar1 bu amagla asla kullanilamaz. Fekal
koliform ve E. coli analizinde su banyosu sicakligi kritiktir. Disiik olursa fekal
olmayan koliformlarin da gelisme olasiligi, yiiksek olursa E. coli 'nin gelisememe
olasilig1 vardir. Bu nedenle inkiibasyon siiresince su banyosu sicakligi maksimum—
minimum termometre ile kontrol edilmelidir.

Not 2: Baz1 kaynaklarda inkiibasyon sicakligi, 44,5 °C olarak verilmektedir. ISO
7251 4540,5 °C, FDA ise 45,5+0,2 °C'da inkiibasyon onermekte, ancak kabuklu
deniz hayvanlar1 ve bunlarin yetistirildigi sularin analizi i¢in inkiibasyonun
44,5+0,2 °C'da yapilmasi1 gerektigini uyarmaktadir. Secilen inkiibasyon sicakligi
ilgili talimata ve rapora yazilmalidir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Lauryl Sulfate (LST) Broth (Merck 1.10266)
EC Broth (Merck 1.10765)

Tryptone Water (TW) (Merck 1.10859)
Kovacs' Indol Cozeltisi (Merck 1.09293)

Analiz

-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1" boliimiine bakiiz. Calisma, koliform
bakterilerin EMS yontemi ile sayimi (bakiniz; 12.02. Boliim) olarak baslar, fekal
koliform bakterilerin EMS yontemi ile sayimi (bakinmiz; 13.01. Boliim) seklinde
devam eder.
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-EC Broth besiyerinde gaz olusumu goriilen her tiipten Tryptone Water (TW)
besiyerine 1 6ze asilama yapilir. TW Broth tiipleri 6nceden 45 °C su banyosunda
1s1tilmis olmalidir. Inkiibasyon, 45 °C su banyosunda 24 saat siire ile yapilir.

-Inkiibasyon bitiminde bulaniklik goriilen TW Broth tiiplerine 1'er mL Kovacs'
indol ¢o6zeltisi damlatilir ve tiip elle yavasca karistirilir. En ge¢ 1 dakika i¢inde
(cogu defa 5-10 saniye i¢inde) tiipiin iistiinde visne ¢iirtigii renkli halka olusmasi
indol testinde pozitif sonugtur (bakiniz; Ek B 11). E. coli, indol pozitif bir
bakteridir. Dolayis1 ile bu tilipler, E. coli pozitif olarak degerlendirilir. EMS
cizelgesinden yararlanilarak say1 hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
lizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
Indol testi uygulanmus tiipler otoklavlanmaz, 1 gece kendi halinde birakilarak
kendiliginden (oto) sterilizasyon saglanur.

Asagida EMS yontemi ile E. coli sayiminda EMS kodu i¢in bir 6rnek verilmistir.

Besiyeri 10" 102 10° Kod

LSTBroth +++ +—-+4+ ——+ 321
EC Broth +-+ —*—-  **_ 200
TW _*+ %k %k %k k %k sk 100

*: Bir onceki serideki negatif tiipten bu besiyerine ekim yapilmaz.

14.03. EMS Yontemi ile Sayim; Hizh MUG Teknigi

Bu yontemde koliform grup bakteriler ve E. coli beraberce sayilir. Bir diger deyis
ile ekimi yapilan tiipler once standart yontemle koliform bakteri agisindan
degerlendirilir, koliform grup pozitif olanlar UV el lambasi ile E. coli agisindan
kontrol edilir. FDA'dan sonra ISO da (ISO 11866-2) MUG yo6ntemini, siit
tirtinlerinde E. coli 'nin EMS yontemi ile sayiminda LST Broth katkisi olarak
benimsemistir. Fluorocult LST (MUG) Broth'ta MUG, besiyeri bilesimine
katilmistir, ayrica katki ilavesi s6z konusu degildir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
Y4 Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
Fluorocult LST (MUG) Broth (Merck 1.12588)
UV EI Lambas1 (Merck 1.13203)

Kovacs' Indol Cozeltisi (Merck 1.09293)

1 N NaOH (Merck 1.06462)
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Analiz

-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1" bsliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {irlinlerinde tercihen
7a Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak Fluorocult LST Broth
tiiplerine ekim yapilir. Gerekiyorsa Fluorocult LST Broth besiyeri baslangigta ¢ift
kuvvet olarak hazirlanir (bakiniz; 03.03.04. Bolim).

-Inkiibasyon, 37 °C'da 24+2 saat siire ile yapilir. Baz1 standartlarda {ireme (gaz)
goriilmemesi halinde ilave 24+2 saat daha inkiibasyon onerilmektedir. Giinlik
kontrolde 24 saat inkiibasyon yeterlidir.

-Inkiibasyon sonunda bakteri gelismesine bagli olarak bulaniklik ve gaz goriilen
tiipler, "koliform grup pozitif" olarak isaretlenir. EMS ¢izelgesinden yararlanilarak
koliform grup bakteri sayis1 hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Koliform grup pozitif olan tiipler UV el lambasi (bakiniz; Ek B 08) ile tercihen
los bir yerde kontrol edilir. Bunlardan floresan 1s1ma verenler (bakiniz; Ek B 12) E.
coli pozitif olarak isaretlenir. EMS c¢izelgesinden yararlanilarak E. coli sayisi
hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir. Koliform negatif tiipler UV lamba
ile kontrol edilmez.

-MUG reaksiyonunda sahte pozitif sonug¢lardan kac¢inmak i¢in indol testi
uygulanabilir. Floresan 1sima goriilen tiiplere 1 mL Kovacs' indol ¢ozeltisi
damlatilir, elle yavasca karistirilir, en ge¢ 1 dakika (genellikle 5-10 saniye) i¢inde
besiyeri ylizeyinde visne ¢iirigii renkli halka toplanmasi indol testinin (bakiniz; Ek
B 11) pozitif oldugunu gosterir. £ coli MUG ve indol pozitif tek bakteridir. MUG
negatif tiiplere indol testi uygulanmaz. Fluorocult LST Broth'ta indol testi
yapilabilir, ilave bir asilamaya gerek yoktur. Giinliik gida kontroliinde pozitif MUG
sonuglarinin indol testi ile dogrulanmasi gerekli degildir. Bu test daha ¢ok
arastirma esasli calismalarda uygulanir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
Indol testi uygulanmus tiipler otoklavlanmaz, bunlar bir gece boyunca kendi halinde
birakilarak kendiliginden (oto) sterilizasyon saglanur.

Not: Tiip icinde asir1 asit gelisimi floresan 1s1may1 maskeleyebilir ve sonug kesin
olarak belirlenemeyebilir. Bu durumda tiipe 1 mL 1 N NaOH (4 g/100 mL) ilavesi,
karigtirilmas1 ve tekrar floresan kontrolii gerekir. NaOH ilavesi daha sonra
yapilacak indol testini etkilemez.
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14.04. Sularda Var/yok Testi

100 mL su orneginde E. coli olup olmadiginin kontroliidiir. Giinlik uygulamada
icme ya da kullanma suyu ile proses suyu gibi E. coli olmamasi gereken 6rnekler
i¢in uygulanir.

Kullanilan Malzeme

ReadyCult Coliforms (Merck 1.01298)
UV EI Lambas1 (Merck 1.13203)
Kovacs' Indol Cozeltisi (Merck 1.09293)
1 N NaOH (Merck 1.06462)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Su 6rnegi mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir, steril
uygun bir kaba (erlen, sise vb.) 100 mL olarak aktarilir.

-Onceden 1smlanarak sterilize edilmis besiyerinin ambalaji aseptik kosullara
uyularak acgilir, dehidre besiyerinin tiimii su 6rnegine aktarilir, tiim partikiiller
eriyinceye kadar elle ve yavasca karistirilir.

-Inkiibasyon sonrasinda (37 °C'da 2442 saat) besiyeri renginin mavi-yesile
doniismesi, analiz edilen suda koliform bakteri varligini gosterir ve "100 mL suda
koliform bakteri var" seklinde sonug verilir. Besiyeri rengi degismezse "100 mL
suda koliform grup bakteri ve dolayisi ile E. coli olmadig1" anlasilir. Inkiibasyon
sonunda orijinal sar1 renk korunuyor -ancak bulaniklik varsa (bakiniz; Ek A 04)-
koliform grup disinda bakteriyel gelismeye karar verilir ve analiz sonucu yine "100
mL suda koliform grup bakteri ve dolayis1 ile E. coli yok" seklinde diizenlenir.

-Koliform pozitif bulunan erlen tercihen los bir yerde UV lambasi ile kontrol
edilir. Floresan 1s1ma (bakiniz; Ek B 13) erlende E. coli oldugunu gosterir ve "100
mL suda E. coli var" seklinde, floresan 1s1ma goriilmezse "100 mL suda E. coli
yok" seklinde sonug verilir. Koliform negatif 6rneklerde floresan testi yapilmaz.

-MUG reaksiyonunda sahte pozitif sonuclardan kaginmak icin indol testi
uygulanabilir. Floresan 1sima goriilen erlene 5 mL Kovacs' indol ¢ozeltisi ilave
edilir, elle yavasca karistirilir, en ge¢ 1 dakika i¢inde (genellikle 5-10 saniye) erlen
tizerinde vigne ¢iirigii renkli halka toplanmasi indol testinin pozitif oldugunu
gosterir. E coli MUG ve indol pozitif tek bakteridir. MUG negatif erlenlere indol
testi uygulanmaz. Giinliik testlerde indol testi mutlak gerekli degildir.
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-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
Indol testi uygulanmus erlenler otoklavlanmaz, bunlar bir gece kendi halinde
birakilarak kendiliginden (oto) sterilizasyon saglanur.

Not: Erlen i¢inde asir1 asit gelisimine bagli olarak floresan 1s1ma kesin olarak
belirlenemeyebilir. Bu durumda erlene 10 mL 1 N NaOH (4 g/100 mL) ilavesi,
karigtirilmast ve tekrar floresan kontrolii gerekir. NaOH ilavesi daha sonra
yapilacak indol testini etkilemez.

14.05. Gidalarda Var/yok Testi

Bu metinde 10 g (mL) gida 6rneginde var/yok testi ile E. coli analizi verilmistir. 1,
5, 25 g (mL) vb. gibi miktarlarin analizinde miktar ile orantili olarak besiyeri
hacmi degisir. Genel olarak gidanin 9—10 misli s1v1 besiyeri kullanilir.

Kullanilan Malzeme

Brilliant Green Bile (BGB) Broth (Merck 1.05454)
Fluorocult LMX Broth (Merck 1.10620)
Fluorocult VRB+MUG Agar (Merck 1.04030)

UV El Lambasi (Merck 1.13203)

Kovacs' Indol Cozeltisi (Merck 1.09293)

1 N NaOH (Merck 1.06462)

Not: Fluorocult LMX Broth besiyeri yogurt, ayran, peynir, tereyagi, tursu
analizleri i¢in uygun degildir.

Analiz

-Oncelikle bakiniz; 07.08. "Var/yok Testleri" boliimii.

-Gida o6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve dogrudan BGB Broth ya da Fluorocult LMX Broth icinde
homojenize edilir. S1vi gida dogrudan bu besiyerlerine eklenir. Homojenizasyonda
blender ya da stomacher kullanildiginda minimum s1vi hacmi uyarinca -6rnegin, 25
g gida + 225 mL broth kullanilma zorunlulugu varsa- homojenizasyon sonrasi 10
gram gida karsilig1 olarak 100 mL homojenizat steril erlene alinir.

-Erlen 37 °C'da inkiibasyon sicakliginda 24+2 saat siire ile inkiibasyona birakilir.
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-S1v1 besiyerlerinde mikrobiyel gelisme yoksa, analiz bitirilir ve analiz edilen 10 g
(mL) gidada koliform grup bakteri olmadigina karar verilir. Baz1 standartlara gore
s1v1 besiyerinde gozle goriiliir bir mikrobiyel gelisme olmasa da Fluorocult VRB
Agar'a inokiilasyon yapilmalidir.

-BGB Broth erleninde tipik ya da atipik mikrobiyel gelisme goriiliirse veya
gelisme olup olmadigr belirgin degilse, 9 cm ¢aph standart boy Petri kutusuna 1
mL aktarilir, tizerine 10-12 mL kadar Fluorocult VRB Agar dokiiliir. Besiyeri
katilastiktan sonra iizerine 45-50 °C'da tutulan 4-5 mL kadar erimis Fluorocult
VRB Agar besiyeri ikinci kat olarak dokiiliir. Ikinci katin jellesmesinden sonra
Petri kutusu kapagi tizerinde olmak iizere 37 °C inkiibasyon sicakliginda 24+2 saat
inkiibe edilir. Istenirse VRB Agar'a 0,1 mL yayma da yapilabilir. Bu kosulda da
ikinci kat dokiilmelidir. Bu analizde BGB Broth sadece selektif zenginlestirme
besiyeri olarak kullanilir.

-Fluorocult VRB Agar besiyerinde 1-2 mm c¢apli koyu kirmizi renkli koloniler
koliform grup bakteri olarak degerlendirilir (bakiniz; Ek B 01) ve "analiz edilen 10
g (mL) gidada koliform grup bakteri vardir" seklinde rapor verilir. Fluorocult VRB
Agar besiyerinde tipik koloni goriilmez ise "analiz edilen 10 g (mL) gidada
koliform grup bakteri ve dolayisi ile E. coli olmadigma" karar verilir. Tipik
koliform bakteri kolonileri varsa bunlar tercihen los bir ortamda uzun dalga boylu
UV el lambasi (bakiniz; Ek B 08) ile kontrol edilir. Petri kutusunda floresan 1sima
veren koloniler E. coli 'dir (bakiniz; Ek B 09). Bu kolonilere rastlanirsa "analiz
edilen 10 g (mL) gidada E. coli vardir" seklinde rapor verilir. Tipik koliform grup
kolonileri icinden floresan 1s1ma veren yoksa bu kez "analiz edilen 10 g (mL)
gidada koliform grup bakteri vardir, ancak E. coli yoktur" seklinde rapor verilir.

-Fluorocult LMX Broth besiyerinde homojenize edilen gida 6rnegi, secilmis
inkiibasyon sicakliginda 24+2 saat inkiibe edilir. Bu siire sonunda besiyeri renginin
mavi—yesile doniismesi koliform grup bakteri varligin1 gosterir. Bu renge
dontigmiis erlen tercihen log bir yerde uzun dalga boylu UV el lambasi ile kontrol
edilir. Erlende floresan 1s1ma (bakiniz; Ek B 14) goriiliirse "analiz edilen 10 g (mL)
gidada E. coli vardir" seklinde rapor verilir. Rengi mavi—yesile doniismiis erlende
floresan 1s1ma yoksa bu kez "analiz edilen 10 g (mL) gidada koliform grup bakteri
vardir, ancak E. coli yoktur" seklinde rapor verilir. Erlende orijinal sar1 renk
korunuyor ama mikrobiyel gelismeye bagli bulaniklik varsa ya da hi¢ gelisme
yoksa "analiz edilen 10 g (mL) gidada koliform grup bakteri ve dolayisi ile E. coli
olmadigina" karar verilir.

-MUG reaksiyonunda sahte pozitif sonuglardan kac¢inmak i¢in indol testi
uygulanabilir. Floresan 1sima goriilen erlene 5 mL Kovacs' indol ¢ozeltisi ilave
edilir, elle yavasca karistirilir, en ge¢ 1 dakika i¢inde (genellikle 5-10 saniye) erlen
tizerinde vigne c¢iirigti renkli halka toplanmasi indol testinin pozitif oldugunu
gosterir (bakiniz; Ek B 11). E coli MUG ve indol pozitif tek bakteridir.
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-MUG negatif erlenlere indol testi uygulanmaz. Giinliik testlerde indol testi
mutlak gerekli degildir.

-Gerekirse Fluorocult LMX Broth'tan da yukarida gosterildigi sekilde Fluorocult
VRB Agar'a ekim yapilabilir. LMX kiiltiiriine indol testi ve/veya floresan 1s1manin
belirginlestirilmesi i¢in NaOH ilavesi yapilacaksa, énce 1-2 mL Kkiiltiir steril bir
tiipe alinarak VRB Agar inokiilimii (asis1) olarak korunmalidir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
Indol testi uygulanmis erlenler otoklavlanmaz, bunlar 1 gece kendi halinde
birakilarak kendiliginden (oto) sterilizasyon saglanir.

Not 1: VRB+MUG Agar besiyerinin 18 saatten uzun siire inkiibe edilmesi halinde
floresan 1s1ma yayilmakta ve tiim Petri kutusunu kaplayarak pozitif ve negatif
kolonilerin ayirt edilmesini zorlastirmaktadir. Bu nedenle sayim esasli ¢alismalarda
VRB+MUG Agar besiyeri 18 saat siire ile inkiibe edilmekle beraber, burada oldugu
gibi var/yok testinde floresan 1simanin yayilmasinin bir énemi yoktur, hatta pozitif
sonucun daha belirgin sekilde degerlendirilmesi agisindan 24 saatlik inkiibasyon
onerilir.

Not 2: Fluorocult LMX Broth besiyerinde asir1 asit gelisimine bagl olarak floresan
1s1ma maskelenebilir ve reaksiyon belirgin sekilde alinamayabilir. Bu durumda
erlene 10 mL 1 N NaOH ilave edilir, elle karistirilir ve floresan tekrar kontrol
edilir. Floresan pozitif sonu¢ alindiktan sonra sahte pozitif sonugtan kaginmak
istenirse erlene 5 mL Kovacs' indol ayiract damlatilip elle karistirilir, en geg 1
dakika (genellikle 5-10 saniye) i¢inde besiyerinin iistiinde visne clirigli renkli
halka goriilmesi E. coli varligimi kesinlestirir. NaOH ilave edilmis olmasi1 indol
testini etkilemez.

14.06. Membran Filtrasyon Yontemi ile Analiz

Gidalardaki E. coli sayisint membran filtrasyon yontemi ile belirlenebilir. Var/yok
testi amaciyla da kullanilabilir. Chromocult TBX Agar besiyeri ISO 16649'a gore
gida ve yemlerde E. coli analizi i¢in 6nerilmektedir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
s Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
Fluorocult VRB+MUG Agar (Merck 1.04030)
Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)
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Chromocult Coliform Agar ES (Merck 1.00850)

Chromocult TBX Agar (Merck 1.16122)

UV El Lambas1 (Merck 1.13203)

Not: Membran filtrasyon {ireticisi firmalar tarafindan ped iizerine emdirilerek
hazirlanmis besiyerleri tiretici firmanin talimati dogrultusunda kullanilir.

Analiz

-Oncelikle "07.03. "Membran Filtrasyon" béliimiine bakiniz.

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kati gida tartilir ve homojenize edilir. Stvi gida dogrudan analize aliabilir.

-Homojenizasyon gerekli ise Maximum Recovery Diluent kullanilir. Yagsiz siit
tirtinleri -0n filtrasyon kosuluyla- %4 Ringer ¢ozeltisi ile homojenize edilir.

-Ornek, membran filtrasyondan gegirilir ve filtre Petri kutusunda hazirlanmis
besiyeri tizerine yerlestirilir. Bu amagla standart 9 cm ya da filtreye uygun olmak
tizere 6 cm capli Petri kutular1 kullanilir.

- Fluorocult VRB Agar, Chromocult Coliform Agar ve Chromocult Coliform
Agar ES Petri kutular1 -kapagi iiste gelecek sekilde (tabani iizerine)- 37 °C'da
inkiibasyon sicakliginda 18-24 saat inkiibasyona birakilir. Fluorocult VRB Agar
sayim i¢in 18 saat, var/yok testi i¢cin 24 saat inkiibe edilir. Chromocult TBX
Agar'in inkiibasyon parametresi farklidir.

-Fluorocult VRB Agar besiyerinde 1-2 mm c¢apli koyu kirmizi renkli koloniler
koliform grup bakteri olarak sayilir (bakiniz; Ek B 01). Tipik koliform kolonileri
varsa tercihen los bir yerde uzun dalga boylu UV lambasi ile kontrol edilir.
Floresan 1stma E. coli varhiginin gostergesidir. E. coli, Chromocult Coliform
Agar'da (bakiniz; Ek B 03) ve Chromocult Coliform Agar ES besiyerinde (bakiniz;
Ek B 04) koyu mavi—-menekse renkli koloni olusturur.

-Chromocult TBX Agar besiyeri ISO 16649 tarafindan oOnerilmektedir. Bu
standartta, analiz yapilan 6rnekte dondurma, kurutma, 1sitma, kimyasal madde
uygulamasi gibi nedenlerle hasar gérmiis bakteriler oldugundan kusku duyuluyorsa
inkiibasyonun énce 30 ya da 37 °C'da 4 saat, arkasindan 44+1 °C'da 18-20 saat
yapilmasi, aksi halde dogrudan 4441 °C'da 18-24 saat yapilmasi onerilmektedir.
Inkiibasyon sonunda mavi-yesil renkli tiim koloniler (bakimz; Ek B 10) E. coli
olarak sayilir ve drnekteki say1 standart yontemle hesaplanir.

-Sayim ya da var/yok analiz sonuglar1 standart sekilde verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
izere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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14.07. Yiizey Kontrolii

Isletme tezgahi, ¢alisanlarin elleri vb. yiizeylerde E. coli yiikiinii belirlemek.

Kullanilan Malzeme

Fluorocult VRB+MUG Agar (Merck 1.04030)
Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)
Chromocult Coliform Agar ES (Merck 1.00850)
Envirocheck Contact C (Merck 1.02136)

UV El Lambas1 (Merck 1.13203)

Analiz

-Oncelikle "07.10. Yiizey ve Hava Kontrolii" bsliimiine bakiniz.

-Fluorocult VRB Agar, Chromocult Coliform Agar ya da Chromocult Coliform
Agar ES kullaniminda steril svap steril su ile islatilir, ylizeye siiriiliir, sonra svap
besiyerine siiriiliir. 37 °C'da 24+2 saat inkiibasyona birakilir.

-Fluorocult VRB Agar besiyerinde 1-2 mm c¢apli koyu kirmizi renkli koloniler
koliform grup bakteri olarak sayilir (bakiniz; Ek B 01). Tipik koliform kolonileri
varsa tercihen los bir yerde uzun dalga boylu UV lambasi ile kontrol edilir.
Floresan 1s1ma E. coli varligimin gostergesidir (bakiniz; B 09). E. coli, Chromocult
Coliform Agar'da (bakiniz; Ek B 03) ve Chromocult Coliform Agar ES besiyerinde
(bakiniz; Ek B 04) koyu mavi—-menekse renkli koloni olusturur.

-Calisanlarin parmaklari, dogrudan Fluorocult VRB Agar, Chromocult Coliform
Agar ya da Chromocult Coliform Agar ES besiyerine degdirilerek aymi analiz
yapilabilir.

-Bu yontemde sonuglar; "temiz", "az kirli", "orta kirli", "¢ok kirli" seklinde
goreceli olarak verildiginden, kontrol edilen yiizey hakkinda kabaca bilgi saglanir.

-Envirocheck Contact C, bir yiizii Chromocult Coliform Agar diger yiizii toplam
bakteri analizi i¢in Plate Count Agar olan esnek bir sistemdir (bakiniz; Ek B 07).
Plastik kutunun kapagi ac¢ilir, esnek baglanti ile besiyerinin yiizeye tam olarak
degmesi saglanir. Ayn1 kutuya yerlestirilip, secilmis inkiibasyon sicakliginda 2442
saat inkiibasyon sonunda olusan 1-2 mm ¢apli pembe—kirmizi koloniler koliform
grup olarak, koyu mavi—-menekse koloniler ise E. coli olarak sayilir. Standart alan
kullanildig: i¢in sayim sonuglari kiyaslanabilir 6zellik tagir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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15. Escherichia coli O157:H7 Serotipi

15.01. Var/yok Testiile Standart Analiz .........................coccoooiiiiiiiiie, 167
15.02. Singlepath E. coli O157 Kiti ile Hizli Tayin ...............ccococooiiiiiii 168
15.03. Verotoksin Belirlenmesi ..................ccocooiiiiiiiiiiiiiee e, 169

Enterohemorajik E. coli O157:H7 serotipi bu giin i¢in bilinen en tehlikeli gida
kaynakli patojen bakterilerden birisidir. Hi¢bir gida ve gida ham maddesinde
bulunmasina izin verilmez. Analizi 25 g (mL) gidada var/yok testi seklinde yapilir.
Dogrudan ya da dolayl olarak digki bulasma riski olan gidalarda ve 6zellikle gida
ham maddelerinde giinliik kontrol olarak yapilmalidir.

Not 1: E. coli O157:H7 serotipi, bilinen gida kaynakli patojenler i¢cinde en tehlikeli
olanlardan birisidir. Analizinde gereken dikkat gosterilmeli ve deneyimsiz kisiler
asla bu bakteriyi analiz etmemelidir. Benzer sekilde yeterli fiziksel donanimi
olmayan mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bu bakterinin analizi yapilmamalidir.
Laboratuvar kaynakli enfeksiyonlar oldugu bildirilmektedir.

Not 2: Caligsmalar sirasinda bakterinin agiz yolu ile ya da derideki kesik vb. agik
yerlerden viicuda girdigi fark edilirse asla antibiyotik alinmamali, derhal tibbi
miidahaleye bagvurulmalidir. E. coli O157:H7 enfeksiyonlarinda antibiyotik
kullanim1 olumsuz sonug verebilmektedir.

Not 3: Analizler, E. coli O157 serotipi tizerine kurulmustur. E. coli O157 olarak
elde edilen izolatin E. coli O157:H7 olup olmadigi, ancak H7 antiserumu
kullanilarak veya verotoksin olusturup olusturmadiginin analizi ile belirlenebilir.

15.01. Var/yok Testi ile Standart Analiz

E. coli O157:H7 serotipinin standart yontemle gidalarda varliginin arastirilmasi
standart analizdir. Bu boliimde verilen mTS Broth ve CT-SMAC Agar'daki selektif
izolasyon agamalar1 ISO 16654'e uygundur.

Kullanilan Malzeme

mTS Broth (Merck 1.09205)

mEC Broth (Merck 1.14582)

SMAC Agar (Merck 1.09207)

SMAC Agar CT Katkis1 (Merck 1.09202)
Singlepath E. coli O157 Test Kiti (Merck 1.04141)

167



Not: mEC Broth besiyerinin et iirlinlerinde, mTS Broth besiyerinin siit {irtinlerinde
kullanilmas1 6nerilmektedir.

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve dogrudan modifiye Tryptic Soy (mTS) Broth ya da modifiye
EC (mEC) Broth besiyerinde homojenize edilir. Sivi gida dogrudan bu
besiyerlerine eklenir. Besiyerleri 37 °C'da 24 saat inkiibe edilir. Her iki besiyeri de
novobiosin igermekte olup, otoklav sonrasi ayrica novobiosin ilavesine gerek
yoktur. Bu 6zellik, sadece graniil yapisinda olan besiyerlerinde vardir.

-Cefixime-Tellurite (CT) ilave edilmis Sorbitol MacConkey (SMAC) Agar'a 6ze
ile siirme ve/veya 107, 10 ve 10~ seyreltilerden 0,1'er mL yayma yapilir, sonra
37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

-Bu siire sonunda besiyerinde olusmus renksiz koloniler (bakiniz; Ek B 15)
muhtemel E. coli O157:H7 olarak izole edilir. Bunlara O157 ve H7 antiserumlar1
ile dogrulama yapilir ya da koloni dogrudan 0,2 mL damitik su i¢inde ¢oziiliip,
Singlepath E. coli O157 test kiti ile kontrol edilir.

-Singlepath E. coli O157 test kiti uygulanmasinda; kitin 6rnek aktarma bolgesine
15 dakika kaynar su banyosunda tutulup, oda sicakligina getirilmis olan bu
suspansiyondan 160 puL (Pastor pipeti ile 5 damla) ilave edilir, 20 dakika beklenip
sonug kontrol edilir. Kitin "C" (kontrol) penceresinde kirmizi serit olusmalidir. "T"
(test) penceresinde kirmizi serit meydana gelmis olmasi koloninin E. coli O157
serotipi oldugunu gosterir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak

tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not: Test kiti analizden 2 saat once buzdolabindan c¢ikarilip, oda sicakligina
getirilmeli ve aliiminyum poseti acildiktan sonra 30 dakika i¢inde kullanilmalidir.

15.02. Singlepath E. coli O157 Kiti ile Hizhh Tayin

Singlepath E. coli O157 test kiti kullanarak -kati besiyerinde izolasyon asamasina
gerek kalmadan- 24 saatten kisa bir siire i¢inde ve "hizli analiz yaklagimi ile"
gidada E. coli O157:H7 serotipinin varligimin arastirilmasi ¢ogu laboratuvarda
giinliik analiz i¢inde yer almaktadir.

168



Kullanilan Malzeme

m TS Broth (Merck 1.09205)
m EC Broth (Merck 1.14582)
Singlepath E. coli O157 Test Kiti (Merck 1.04141)

Not: mEC Broth besiyerinin et liriinlerinde, mTS Broth besiyerinin siit tirlinlerinde
kullanilmasi 6nerilmektedir.

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz. Yontem sematik olarak
Ek A 08'de gosterilmistir.

-Gida o6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve dogrudan modifiye Tryptic Soy (mTS) Broth ya da modifiye
EC (mEC) Broth besiyerinde homojenize edilir. Stv1 gida bu besiyerlerine eklenir
ve 37 °C'da 24 saat inkiibe edilir. Her iki besiyeri de novobiosin igermekte olup,
otoklav sonrasi ayrica novobiosin ilavesine gerek yoktur. Bu 6zellik, sadece graniil
yapisinda olan besiyerlerinde vardir.

-Bu siire sonunda besiyerinden cam bir tiipe 1-2 mL kadar alinip kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur ve oda sicakligina sogutulur.

-Kitin 6rnek aktarma bolgesine 160 puL (Pastor pipeti ile 5 damla) ilave edilir, 20
dakika beklenip sonug¢ kontrol edilir. Kitin "C" (kontrol) penceresinde kirmizi serit
olugsmalidir. "T" (test) penceresinde kirmiz1 serit meydana gelmis olmasi test edilen
kiltiirde -dolayisiyla test edilen gidada- E. coli O157 serotipi oldugunu gosterir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not: Test kiti analizden 2 saat 6nce buzdolabindan ¢ikarilip, oda sicakligina
getirilmeli ve aliiminyum poseti acildiktan sonra 30 dakika i¢inde kullanilmalidir.

15.03. Verotoksin Belirlenmesi

E. coli O157 ya da diger patojenik E. coli serotipleri iginde EHEC olarak
gruplandirilanlar en tehlikeli olanlardir. Bunlar VT1 ve VT2 olarak adlandirilan 2
verotoksinden biri ya da her ikisini de iiretirler. Serotipin ne oldugunun (6rnegin
H7 olup olmadiginin) belirlenmesi yerine, dogrudan verotoksin olusturup
olusturmadiginin belirlenmesi halk saglig1 a¢isindan ¢ok daha 6nemlidir.
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Amag, standart sekilde izole edilmis tipik koloninin VT1 ve/veya VT2 olusturup
olusturmadiginin belirlenmesidir. Standart sekilde analiz ile elde edilmis tipik E.
coli O157 kolonilerine uygulanir. Sadece bir koloni i¢in uygulanabilecegi gibi,
tipik 4-5 koloni bir arada da incelenebilir. Bu kosulda analiz daha ekonomik
sekilde yapilmisg olur. Aym1 gida orneginden gelen 4-5 koloni beraberce analiz
yapildiginda sonug pozitif ¢ikarsa, analiz edilen gidada verotoksin pozitif EHEC
susu ya da suslar1 bulunduguna karar verilir. Tipik bir koloninin VT1 ve/veya VT2
olusturup olusturmadigi 7 saatten biraz daha kisa bir siire i¢inde belirlenir.

Kullanilan Malzeme

CAYE Broth Base (Merck 1.00060)

CAYE Supplement (Carbadox; Merck 1.00051)
Duopath Verotoxins (Merck 1.04144)
Polymyxin B Sulfate (Merck 1.09875)

Analiz

-Y ontem sematik olarak Ek A 09'da gosterilmistir.

-Standart yontemle CT-SMAC Agar besiyerinden elde edilen tipik morfolojiye
sahip bir ya da birkag¢ koloni (bakiniz; Ek B 15), I mL CAYE Broth + CAYE
Supplement besiyerinde homojenize edilir ve 37 °C'da 6 saat inkiibasyona birakilir.

-Buradan aliman 180 pL kiiltiir Eppendorf tiipiine aktarilip, tizerine 20 pL
polymyxin ¢ozeltisi ilave edilir (Polymyxin ¢ozeltisi: 5 mg Polymyxin B sulfate 1
mL damutik suda ¢oziiliir). 35-37 °C'da 10 dakika inkiibe edilir ve oda sicakligina
sogutulur. Polimiksin, olusan verotoksinlerin ortama salgilanmasini saglar.

-Eppendorf tiipii tiip karistiricida yavasega karistirilir ve buradan 160 pL (Pastor
pipeti ile 5 damla) alinip, test kitinin 6rnek goéziine aktarilir. 20 dakika i¢inde "C"
kontrol penceresinde kirmizi serit goriilmelidir. VT1 ve VT2 olarak gosterilen test
pencerelerinde kirmizi serit olusmasi test edilen kolonilerden en az birisinde (diger
bir deyis ile 6rnekte) siras1 ile VT1 ve/veya VT2 iireten bakterinin bulundugunu
gosterir. VT1 ve VT2'nin ayr1 pencerelerde izlenmesi bu toksinlerden biri ya da
ikisinin olusturuldugunu gosterir.

-Degerlendirme sonrasi, tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not: Test kiti analizden 2 saat 6nce buzdolabindan ¢ikarilip, oda sicakligina
getirilmeli ve aliiminyum poseti acildiktan sonra 30 dakika i¢inde kullanilmalidir.
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16. Toplam Enterobacteriaceae

16.01. Kati Besiyerinde SQyIm ................c.ocooooiiiiiiiiiiiee s 171
16.02. EMS Yontemiile SayIm ... 172
16.03. Canlandirma Islemi Yapilarak EMS Yéntemi ile Saymm ................................... 173

Gidalarda genel hijyen kontrolii amaciyla toplam Enterobacteriaceae sayimi
giderek onem kazanmaktadir. Bu grup, standart olarak kati besiyerinde ve EMS
yontemi ile sayilmaktadir. Son zamanlarda bu grubun éneminin artmasi nedeni ile,
sayimda canlandirma islemi de uygulanmaktadir.

16.01. Kat1 Besiyerinde Sayim

ISO 5552, ISO 7402 ve ISO 21528'e uygun olarak Violet Red Bile Dextrose
(VRBD) Agar besiyerinde standart yayma ya da dokme yontemiyle ekim ve
inkiibasyondan sonra bu besiyerinde olusan tipik kolonilerin sayilarak, toplam
Enterobacteriaceae sayisi belirlenir. Bu besiyeri Violet Red Bile Glucose (VRBG)
adi ile de bilinir. Yontemin prensibi, koliform grup bakteri analizinde kullanilan ve
laktoz pozitif olan koliform bakterilerin koyu kirmizi koloni olusturmasini
saglayan VRB(L) Agar besiyerinden laktozun c¢ikartilip, bunun yerine glikoz
(dekstroz) koyularak, glikozu kullanan tiim Enterobacteriaceae iiyelerinin koyu
kirmizi koloni vermesini saglamaktir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
7a Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
VRBD Agar (Merck 1.10275)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" béliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve tirtinlerinde tercihen
Y4 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.
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-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi drnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Inkiibasyon 37 °C'da 2442 saat siire ile yapilir. VRBD Agar besiyerinde 0,5-2
mm ¢apli koyu kirmizi renkli koloniler Enterobacteriaceae familyasi tiyeleri olarak
sayilir. Koloniler VRB Agar'da oldugu gibi goriiliir (bakimiz; Ek B 01).

-Aeromonas gibi bazi bakterilerin VRBD Agar besiyerinde Enterobacteriaceae
familyas1 tiyeleri gibi sonug¢ verdigi gézden uzak tutulmamali, buna bagl olarak
rast gele secilen 5 koloniye oksidaz testi (Merck 1.13300) uygulanmalidir.
Enterobacteriaceae familyasi {iyesi bakteriler oksidaz negatiftirler.

-Enterobacteriaceae familyas1 iiyelerinin sayis1 standart sekilde hesaplanir ve
kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not: Giinliik uygulamada koliform sayimi amaciyla kullanilan VRB Agar (Merck
1.01406) besiyerinde 0,5-2 mm capli koyu kirmizi renkli koloniler koliform grup
olarak sayilip, 1-2 mm ¢aph renksiz kolonilerin sayisi koliform grup bakteri
sayisina eklenerek toplam Enterobacteriaceae sayisi hesaplaniyorsa da, bu dogru
bir uygulama degildir. Bu uygulama sadece isletme i¢i hijyen konusunda kabaca
bilgi verebilir. Dogrudan Enterobacteriaceae familyasi iiyesi sayimi gerekli ise
VRBD Agar besiyerine ekim yapilmas1 gereklidir.

16.02. EMS Yontemi ile Sayim

Gidada diisiik sayida bulunan Enterobacteriaceae familyasi iiyelerinin sayisi, ISO
7402'ye gore EMS yontemi ile belirlenir. Bu amagla, 6nce Enterobacteriaceae
Enrichment Broth besiyerine standart ekim yapilir, inkiibasyon sonrasinda gelisme
olan tiiplerden dogrulama amaci ile VRBD Agar besiyerine ekilir. Bu kati
besiyerinde inkiibasyon sonrasinda tipik koloni gelismesi olursa Petri kutularinin
ekilmis oldugu tiipler pozitif olarak isaretlenir ve gidadaki Enterobacteriaceae
say1s1 EMS olarak verilir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

s Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Enterobacteriaceae Enrichment (EE) Broth (Merck 1.05394)
VRBD Agar (Merck 1.10275)
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Analiz

-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {irlinlerinde tercihen
7a Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak EE Broth tiiplerine
ekim yapilir. Gerekiyorsa EE Broth besiyeri baglangicta ¢ift kuvvet olarak
hazirlanir (bakiniz; 03.03.04. Boliim).

-Tiipler, 35-37 °C'da 2442 saat inkiibe edilir. Bazi standartlarda iireme
goriilmemesi halinde ilave 2442 saat daha inkiibasyon onerilmektedir.

-Inkiibasyon sonunda bakteri gelismesine bagl olarak bulaniklik gériilen her
tiipten ayr1 ayr1 olmak tizere VRBD Agar besiyerine siirme yapilir.

-VRBD Agar besiyerinde 37 °C'da 24 saat inkiibasyon sonunda 0,5-2 mm ¢aph
koyu kirmiz1 koloniler Enterobacteriaceae familyasi {iyeleri olarak tanimlanir ve bu
Petri kutularina ekim yapilmais tiipler pozitif olarak isaretlenir.

-Aeromonas gibi baz1 bakterilerin VRBD Agar besiyerinde Enterobacteriaceae
familyas1 tyeleri gibi sonug¢ verdigi gézden uzak tutulmamali, buna bagl olarak
rast gele secilen 5 koloniye oksidaz testi (Merck 1.13300) uygulanmalidir.
Enterobacteriaceae familyasi {iyesi bakteriler oksidaz negatiftirler.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

16.03. Canlandirma Islemi Yapilarak EMS Yoéntemi ile Sayim

Gidada hasar gormiis ve diisiik sayida bulunan Enterobacteriaceae familyasi
iiyelerinin de belirlenmesi i¢in 3 asamal1 bir analiz uygulanir. Once Tamponlanmis
Peptonlu Su besiyerine EMS yontemi ile standart ekim yapilir. Tkinci asamada,
inkiibasyon sonrasinda gelisme olan tiiplerin her birinden ayr1 ayr1 olmak iizere
Enterobacteriaceae Enrichment Broth besiyerine ekilir. Son asamada, EE Broth'ta
inkiibasyon sonrasi gelisme olan tiiplerden dogrulama amaci ile VRBD Agar
besiyerine ekim yapilarak 6rnekteki Enterobacteriaceae sayisi hesaplanir ve sonug
EMS olarak verilir.

Sirasi ile selektif olmayan sivi besiyerine ekim, buradan selektif sivi besiyerine
inokiilasyon ve pozitif tiiplerden kat1 besiyerine ekim olan bu uygulama, oldukca
tipik bir 6rnek olarak bu boliimde verilmistir.
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Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

s Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Tamponlanmis Peptonlu Su (Merck 1.07228)
Enterobacteriaceae Enrichment (EE) Broth (Merck 1.05394)
VRBD Agar (Merck 1.10275)

Analiz

-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1" béliimiine bakiiz. Yontem sematik olarak
Sekil 17'de (sayfa 119) gosterilmistir.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve tirlinlerinde tercthen
4 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak TPS tiiplerine ekim
yapilir. Gerekiyorsa TPS Broth besiyeri baslangicta ¢ift kuvvet olarak hazirlanir
(bakiniz; 03.03.04. Boliim).

-Tipler, 35-37 °C'da 2442 saat inkiibe edilir. Bazi standartlarda iireme
goriilmemesi halinde ilave 2442 saat daha inkiibasyon onerilmektedir.

-Bakteri tiremesine bagli bulaniklik goriilen biitiin tiiplerden ayr1 ayr1 olmak {izere
EE Broth tiiplerine ekim yapilir ve EE Broth tiipleri 35-37 °C'da 2442 saat inkiibe
edilir.

-Inkiibasyon sonunda bakteri gelismesine bagli olarak bulanmiklik goriilen her
tiipten ayr1 ayr1 olmak tizere VRBD Agar besiyerine stirme yapilir.

-VRBD Agar besiyerinde 37 °C'da 24 saat inkiibasyon sonunda 0,5-2 mm ¢apli
koyu kirmiz1 koloniler Enterobacteriaceae familyasi liyeleri olarak tanimlanir ve bu
Petri kutularina ekim yapilmis tiipler pozitif olarak isaretlenir.

-Aeromonas gibi baz1 bakterilerin VRBD Agar besiyerinde Enterobacteriaceae
familyasi1 tiyeleri gibi sonu¢ verdigi gézden uzak tutulmamali, buna bagli olarak
rast gele secilen 5 koloniye oksidaz testi (Merck 1.13300) uygulanmalidir (bakiniz;
37.03. Boliim). Enterobacteriaceae familyasi tiyesi bakteriler oksidaz negatiftirler.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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17. Maya—Kiif

17.01. Kati Besiyerinde SAYIm ................c.ocoooiiiiiiiiiiiicee s 175
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17.06. Isiya Dayanmikli Kiif Sayllmast ... 179

Gida isletmelerinde maya kiif sayim1 genel hijyenik kontrol olarak yapilmaktadir.
Bazi uygulamalarda maya ve kiif sayis1 ayr1 ayr1 degerlendirilirken, cogunda maya
ve kiif sayis1 toplam olarak ele alinir. Koloni morfolojilerine gére mayalar ve
kiifler birbirinden kolaylikla ayrilir. Basit mikroskobik incelemeler gerekebilir.

17.01. Kat1 Besiyerinde Sayim

Gidalardaki maya ve kiif sayist standart analiz yontemi ile belirlenir. Uluslararasi
Siitciiliik Federasyonu (IDF) ve ISO (6611) siit {irtinlerinin maya ve kiif analizinde
sirasi ile Yeast Extract Glucose Chloramphenicol (YGC) Agar ve Oxytetracycline-
Glucose-Yeast Extract (OGYE) Agar kullanilmasini onermektedir. Bu besiyerleri
stit tirtinleri disindaki gida analizlerinde de kullanilir. Diger besiyerlerinden; RBC
Agar maya ve kiif sayimi i¢in, DRBC Agar kiif sayimi i¢in tercih edilmelidir. Cogu
standart analizde Potato Dextrose Agar besiyeri kullanilir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Y4 Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Rose Bengal Chloramphenicol (RBC) Agar (Merck 1.00467)

Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC) Agar (Merck 1.00466)
Yeast Extract Glucose Chloramphenicol (YGC) Agar (Merck 1.16000)
Oxytetracycline-Glucose-Yeast Extract (OGYE) Agar (Merck 1.05978)
Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck 1.10130)

Not 1: Merck YGC, RBC ve DRBC Agar besiyerlerinde katki yoktur. Diger bir
deyis ile antibiyotik ana besiyerine ilave edilmistir. Bu 6zellik sadece graniil
besiyerlerinde vardir.

Not 2: Rose Bengal 1518a asir1 duyarlidir. Dolayist ile bu bileseni igeren Rose
Bengal Chloramphenicol Agar ve Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar
Petri kutularinin mutfak tipi aliiminyum folyo ile sarilarak depolanmasi (hatta
inkiibasyonu) gerekir.
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Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yéntemler" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {irlinlerinde tercihen
7a Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Inkiibasyon sonunda (25-28 °C'da 45 giin) besiyerinde gelisen biitiin koloniler
toplam maya—kiif olarak sayilir ve standart sekilde hesaplanarak, sonug¢ kob/g (mL)
olarak verilir. Gerekirse mayalar ve kiifler ayr1 ayr1 sayilabilir (bakiniz Ek B 16).

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

17.02. Kserofil Kiif Sayim

Makarna, bakliyat, biskiivi, kuruyemis, kuru meyve, siit tozu vb. kuru gida
maddelerinde bulunan kiiflerin biiylik cogunlugu kserofil karakterdedir. Bunlarin
sayim1 i¢in su aktivitesi As 0,95'e diistiriilmiis Dichloran Glycerol Agar (DG—18)
Agar (Merck 1.00465) besiyeri kullanilmalidir. Yukarida 17.01. Boliimde verilen
standart maya-kiif analizinden tek farki budur. Inkiibasyon sonunda DG-18
Agar'da koloniler kserofil kiif olarak sayilir.

17.03. Ozmofilik—Ozmotolerant Maya Sayimi; EMS Yontemi

Basta meyve suyu konsantreleri ve regeller olmak tiizere, yogun seker iceren
orneklerde ozmofilik ve ozmotolerant maya sayis1 EMS yontemi ile belirlenir. Bu
yontemde her iki grup maya i¢in tek besiyeri kullanilir. IFU bu iki grup maya i¢in
farkli besiyerleri 6nermektedir (bakiniz; 17.04. Boliim). Ozmofilik—ozmotolerant
maya sayiminda seyreltme i¢in %20 glikoz ¢ozeltisi kullanilir.

Kullanilan Malzeme

%20 Glikoz Cozeltisi
%50 Glikoz Broth
Su Agar
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Analiz

-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve %20 Glikoz Cozeltisi ile homojenize edilir. Siv1 gida dogrudan
analize alinabilir. Seyreltmelerde de %20 Glikoz Cozeltisi kullanilir.

-En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak %50 Glikoz Broth
tiiplerine ekim yapilir. Tiiplerin {izerlerine otoklavda sterilize edilmis ve 45-50
°C'da tutulan Su Agar ¢6zeltisinden 2'ser mL ilave edilir. Agar ¢6zeltisi besiyeri
ylizeyine kendiliginden ¢ikar ve jellesir.

-Inkiibasyon sonunda (28 °C'da 5 giin) tiiplerin {izerindeki agar tabakasinin yukari
itilmis olmas1 ozmofilik—ozmotolerant mayalarin gaz olusturdugunu gosterir. Bu
tiipler pozitif olarak isaretlenir. EMS c¢izelgesinden yararlanilarak ozmofilik—
ozmotolerant maya sayisi hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not 1: Bu yontemde ozmofilik ve ozmotolerant mayalar beraberce sayilir.

Not 2: Tiiplere agar ilavesinde agarin erimis halde olduguna dikkat edilmelidir.
Agar ilave edildiginde tiiplin iist katmanlarina dagilir ancak, daha sonra yukarida
toplanir. Agar ilavesi sirasinda pipet kullanilirken agarin pipet i¢inde donmasini
onlemek igin, pipet onceden bunzen beki alevinde 1sitilir. Ilave edilen agari hacmi
cok onemli degildir, pipet kullanilmadan yaklasik 1 cm kalinlik yapacak kadar
konulmasi1 da gegerlidir. Standart 16 mm ¢apl tiiplerde 2 mL hacim yaklasik 1 cm
kalinliga esdegerdir.

17.04. Ozmofilik—Ozmotolerant Maya Sayimi; IFU Yontemi

Uluslararast Meyve Suyu Federasyonu (IFU)'ya gore ozmofilik ve ozmotolerant
mayalar ayr1 besiyerlerinde sayilmaktadir. 17.03. Boliimde bu iki grubun tek
besiyerinde EMS yontemi ile sayimi verilmistir.

Kullanilan Malzeme

%35 Glikoz Cozeltisi

%50 Glikoz Cozeltisi
Ozmofil Maya Besiyeri
Ozmotolerant Maya Besiyeri
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Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yéntemler" boliimiine bakiniz.

-Meyve suyu konsantresi mikrobiyolojik analiz genel kurallar1 cerg¢evesinde
laboratuvara getirilir. Homojenizasyon ve/veya seyreltme yapilmasi gerekli ise
ozmofil maya icin %50 Glikoz Cozeltisi, ozmotolerant maya i¢in %35 Glikoz
Cozeltisi kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.
Ozmofil maya saymmi1 ozmofil maya besiyerine, ozmotolerant maya ise
ozmotolerant maya besiyerine ekilir.

-Inkiibasyon sonunda (28-30 °C'da 5 giin) ilgili besiyerlerinde gelisen maya
kolonileri sayilir ve standart sekilde hesaplanarak, sonug¢ kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
izere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not: IFU ozmofil ve ozmotolerant mayalarin ayr1 ayr1 sayilmasini 6nermektedir.

17.05. Maya—Kiif Aranmasi

Pek cok gidanin belirli bir miktarinda maya—kiif bulunmamasi hedef alinir. Bu
amagla var/yok testi yapilir.

Bu bolimde 10 g (mL) gida 6rneginde maya—kiifiin var/yok testi ile analizi
verilmigtir. 1, 5, 25 g (mL) vb. gibi miktarlarin analizinde sadece miktar ile orantil
olarak kullanilan besiyeri hacmi degisir. Genel olarak, analiz edilen gidanin 9 misli
siv1 besiyeri kullanilir. Bu miktarlar pek ¢ok ulusal ve uluslararasi standartta X g
(mL) ve 9X mL olarak gosterilir.

Kullanilan Malzeme

Sabouraud %2 Dextrose Broth (Merck 1.08339)

Yeast Extract Glucose Chloramphenicol (YGC) Agar (Merck 1.16000)
Oxytetracycline-Glucose-Yeast Extract (OGYE) Agar (Merck 1.05978)
Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck 1.10130)

Not: Merck YGC Agar besiyerinde katki yoktur. Bir diger deyis ile antibiyotik ana
besiyerine ilave edilmistir. Bu 6zellik sadece graniil besiyerlerinde vardir.
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Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve dogrudan Sabouraud %2 Dextrose Broth ile homojenize edilir.
Sivi gida dogrudan bu besiyerlerine eklenir. Homojenizasyonda blender ya da
stomacher kullanildiginda minimum s1vi hacmi uyarinca -6rnegin, 25 g gida + 225
mL broth kullanilma zorunlulugu varsa- homojenizasyon sonrasi 10 gram gida
karsilig1 olarak 100 mL homojenizat steril erlene alinir.

-Erlen, sadece maya aranacaksa 28 °C'da 48 saat siire ile inkiibasyona birakilir.
Kiif de aranacaksa inkiibasyon siiresi 45 giin olmalidir. Inkiibasyon sicaklig1 ve
siiresi analiz raporunda belirtilmelidir.

-Sabouraud %?2 Dextrose Broth erleninde tipik ya da atipik mikrobiyel gelisme
goriiliirse veya gelisme olup olmadigr belirgin degilse, 9 cm capli standart boy
Petri kutusuna 1 mL aktarilir, tizerine 10-12 mL kadar agarli besiyeri dokiiliir.
[stenirse agarli besiyerine 0,1 mL yayma da yapilabilir.

-Sadece maya aranacaksa 28 °C'da 2 giin inkiibasyona birakilir. Kiif de aranacaksa
bu siire 4 giindiir.

-Sabouraud %2 Dextrose Broth'ta mikrobiyel gelisme yoksa, analiz bitirilir ve
analiz edilen 10 g (mL) gidada koliform grup bakteri olmadigina karar verilir. Bazi
standartlara gore sivi besiyerinde gozle goriiliir bir mikrobiyel gelisme olmasa da
agarli besiyerine inokiilasyon yapilmalidir.

-Inkiibasyon sicaklik ve siireleri ilgili talimat ve analiz raporunda belirtilmelidir.

-Kat1 besiyerinde maya ve kiif kolonilerine rastlanirsa "analiz edilen 10 g (mL)
gidada maya ve kiif vardir" seklinde rapor verilir. Sadece maya kolonisi goriiliirse
"analiz edilen 10 g (mL) gidada maya vardir", eger sadece kiif kolonisi goriiliir ise
"analiz edilen 10 g (mL) gidada kiif vardir" seklinde rapor verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not: Bu yontem daha ¢ok maya analizi i¢in yapilir.

17.06. Istya Dayanikh Kiif Sayilmasi
Istya dayanikli kiif sporu sayimi ile ayn1 anlamdadir. Materyal 6nce vejetatif kiif

hiicrelerinin 6ldiiriilmesi i¢in pastorize edilir, daha sonra besiyerine ekildiginde
canli kalmis olan sporlar ¢imlenerek koloni olustururlar.
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Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

s Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Rose Bengal Chloramphenicol (RBC) Agar (Merck 1.00467)

Yeast Extract Glucose Chloramphenicol (YGC) Agar (Merck 1.16000)
Oxytetracycline-Glucose-Yeast Extract (OGYE) Agar (Merck 1.05978)
Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck 1.10130)

Not: Merck YGC ve RBC Agar besiyerlerinde katki yoktur. Bir diger deyis ile
antibiyotik ana besiyerine ilave edilmistir. Bu 6zellik sadece graniil besiyerlerinde
vardir.

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. Stv1 gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {iriinlerinde tercihen
Ya Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Tip i¢indeki 6rnek, kaynar su banyosuna daldirilir, ayni ¢eper kalinligindaki
tiipte bulunan bir diger 6rnege termometre yerlestirilir.

-Kontrol tiipiindeki sicaklik 80 °C'a eristiginde her iki tiip su banyosundan
¢ikarilir, kontrol tiipiiniin sicakligi kontrol edilerek sicaklik 79 °C'a diistiigiinde
tekrar kaynar su banyosuna beraberce daldirilirlar. Bu sekilde 30 dakika
tutulduktan sonra test tiipii oda sicakligindaki su banyosuna alinir ve sogutulur.

-Gerekli ise seyreltmeler bu asamada (pastdrizasyondan sonra) yapilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Inkiibasyon sonunda (28 °C'da 45 giin) agarli besiyerinde gelisen tiim koloniler
toplam 1siya dayamikh kiif olarak sayilir ve standart sekilde hesaplanarak, sonug
kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not: Giinliik ve standart uygulamada pastorizasyon sicakligi 80 °C ve siire 30
dakikadir. Literatiirde 77 °C'da 30 dakika, 85 °C'da 1 dakika gibi uygulamalara da
rastlanilmaktadir. Pastorizasyon parametreleri ilgili talimata ve analiz raporuna
yazilmalidir.
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18. Staphylococcus aureus
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S. aureus patojen bir bakteridir ve intoksikasyon tipi gida zehirlenmelerine neden
olur. Islem gormiis gidalarda bulunmasina izin verilmez ancak, ¢ig et gibi gidalarda
az sayida bulunmasina izin verilebilir. Buna gore arama ya da sayma yodntemi
kullanilir. Gidadaki varligi her zaman zehirlenme yapacagi anlamina gelmez.
Toksin olusturmast gidanin asitligi, kuru maddesi vb. faktorlere baglidir.

Not 1: S. aureus analizinde kullanilan Giolitti-Cantoni Broth besiyerine ilave
edilen potasyum tellurit cozeltisi zehirlidir. Hazirlanmasi ¢eker ocak altinda,
tiiplere ve erlenlere ilavesi otomatik pipet ya da puarli pipet ile yapilmalidir.

Not 2: S. aureus analizinde kullanilan Giolitti—-Cantoni Broth besiyerine potasyum
tellurit ¢ozeltisi eklendikten sonra besiyeri ayni giin kullanilmalidir.

18.01. Kat1 Besiyerinde Sayim

ISO 6888'e gore gidalarda S. aureus sayisi kati besiyerinde standart kiiltiirel
yontemle belirlenir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
7a Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
Baird—Parker Agar Base (Merck 1.05406)
Egg—yolk Tellurit (Merck 1.03785)

Bactident Coagulase (Merck 1.13306)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yo6ntemler" béliimiine bakimiz.

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.
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-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve iirlinlerinde tercihen
4 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Baird—Parker Agar bazal besiyerine yumurta sarisi—tellurit emiilsiyonu ilavesi
45-50 °C sicaklikta yapilir. Bu emiilsiyon, énceden oda sicakligina getirilmis
olmalidur.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi drnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.
Yayma yénteminde sivi gida 6rneginden ya da 10" seyreltiden 1 mL alimip standart
boy 3 Petri kutusuna esit olarak dagitilir. 14 cm ¢apli Petri kutusu kullaniliyorsa 1
mL 6rnek ya da homojenizat Petri kutusuna aktarilir. Standart gida analizinde daha
fazla seyreltmeye gerek yoktur. Ekimden sonra Petri kutusu 37 °C'da 24 saat
inkiibasyona birakilir.

-Baird—Parker Agar besiyerinde etrafi saydam zonlu 1-1,5 mm capl1 siyah parlak
koloniler (bakiniz; Ek B 17) S. aureus olarak sayilir ve ornekteki say1 standart
yontemle hesaplanir. Bu besiyerinde zonsuz, 0,5-1,5 mm ¢apindaki siyah ve parlak
koloniler mikrokok olarak degerlendirilir.

-Gerekiyorsa, tipik ya da silipheli kolonilere Bactident Coagulase kullanilarak
koagiilaz testi yapilir (bakiniz; 37.14. Boliim).

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
izere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

18.02. Membran Filtrasyon Yontemi ile Analiz

Kullanilan Malzeme ve Katkilari
Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
7a Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
Baird—Parker Agar Base (Merck 1.05406)
Egg—yolk tellurit (Merck 1.03785)

Bactident Coagulase (Merck 1.13306)

Not: Membran filtrasyon {ireticisi firmalar tarafindan ped tiizerine emdirilerek
hazirlanmis besiyerleri tiretici firmanin talimati dogrultusunda kullanilir.

Analiz

-Oncelikle "07.03. Membran Filtrasyon" boliimiine bakiniz.
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-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarna uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon gerekli ise Maximum Recovery Diluent kullanilir. Yagsiz siit
tirtinleri -0n filtrasyon kosuluyla- %4 Ringer ¢6zeltisi ile homojenize edilir.

-Ornek, membran filtrasyondan gegirilir ve filtre Petri kutusunda hazirlanmis
Baird-Parker Agar iizerine yerlestirilir. Bu amacla standart 9 cm ya da filtreye
uygun olmak tizere 6 cm c¢apli Petri kutular1 kullanilir.

-Petri kutusu -kapag iiste gelecek sekilde (tabani iizerine)- 37 °C'da 24 saat
inkiibasyona birakilir.

-Baird—Parker Agar besiyerinde etrafi saydam zonlu 1-1,5 mm ¢apli siyah parlak
koloniler (bakiniz; Ek B 17) S. aureus olarak sayilir ve 6rnekteki say1 standart
yontemle hesaplanir. Bu besiyerinde zonsuz, 0,5-1,5 mm ¢apindaki siyah ve parlak
koloniler mikrokok olarak degerlendirilir.

-Gerekiyorsa, tipik ya da slipheli kolonilere Bactident Coagulase kullanilarak
koagiilaz testi yapilir (bakiniz; 37.14. Boliim).

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

18.03. EMS Yontemi ile Sayim

S. aureus i¢in selektif olan Giolitti-Cantoni Broth besiyerinde standart EMS
yontemi ile ekim yapilir, inkiibasyondan sonra siyahlasma goriilen tiiplerden
Baird—Parker Agar besiyerine siirme yapilir. Bu besiyerinde tipik koloniler goriiliir
ve bunlar S. aureus olarak dogrulanirsa o Petri kutusuna ekimin yapildigi tiip
pozitif olarak degerlendirilir ve standart EMS ¢izelgesi ile gidadaki S. aureus sayisi
hesaplanir (ISO 6883).

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

7a Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
Giolitti—Cantoni Broth Base (Merck 1.10675)
Potasyum tellurit trihidrat ¢6zeltisi (Merck 1.05164)
S1v1 parafin (Merck 1.07160)

Su Agar

Baird—Parker Agar Base (Merck 1.05406)
Egg—yolk tellurit (Merck 1.03785)

Bactident Coagulase (Merck 1.13306)
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Analiz

-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1" bsliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {irlinlerinde tercihen
7a Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak Giolitti—-Cantoni Broth
tiplerine ekilir. Bu besiyeri 18 X 180 mm boyutlarinda biiyiik tiiplerde 19 mL
olarak hazirlanir. Ekim Oncesi, tliplere filtre ile sterilize edilmis %1 potasyum
tellurit trihidrat ¢ozeltisinden 0,1'er mL ilave edilir. Besiyerinin 19 mL olarak
hazirlanmasi IDF tarafindan gosterilmekte iken, ISO 6883'e gore Giolitti-Cantoni
Broth tiiplere 10'ar mL olarak dagitilmaktadir. Yine ISO ilk 3 tiiplin gerekirse cift
kuvvette hazirlanabilecegini belirtmektedir (bakiniz; 03.03.04. Boliim).

-Ekimden sonra tiiplere steril sivi parafinden 2 mL ilave edilir ve tiipler 37 °C'da
24 saat siire ile inkiibasyona birakilir. ISO 6883'e gore bu tiiplere 1 cm tabaka
olusturacak sekilde steril %2 konsantrasyonlu Su Agar ¢ozeltisi ilave edilir.

-Siyahlagsma goriilen her tiipten (bakiniz; Ek B 18) 9 cm ¢aph standart boy Petri
kutularinda hazirlanmis Baird—Parker Agar besiyerine 6ze ile siirme yapilir. ISO
6883'e goOre agar tabakasi kontaminasyona neden olmayacak sekilde spatiille
cikartilir, tiip bogazinda kalan agar pargalarinin dibe ¢okmesi i¢in tiip karistiricida
karistirilir.

-Baz1 standartlarda sadece siyahlasma olan tiipler muhtemel S. aureus olarak
degerlendirilip bu tiiplerden Baird—Parker Agar'a ekim yapilirken, digerlerinde
siyahlagsma olsun ya da olmasin tiim tiipler agara ekilir.

-Baird—Parker Agar bazal besiyerine yumurta sarisi—tellurit emiilsiyonu ilavesi
45-50 °C sicaklikta yapilir. Bu emiilsiyon, onceden oda sicakligina getirilmis
olmalidir.

-Inkiibasyondan sonra (37 °C'da 24 saat) Baird—Parker Agar besiyerinde etrafi
saydam zonlu 1-1,5 mm caph siyah parlak koloniler (bakiniz; Ek B 17) Staph.
aureus olarak degerlendirilir ve pozitif sonu¢ alman Petri kutularmnin ekilmis
oldugu tiipler pozitif olarak isaretlenir. EMS c¢izelgesinden yararlanilarak Staph.
aureus say1s1 hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Gerekiyorsa, tipik ya da silipheli kolonilere Bactident Coagulase kullanilarak
koagiilaz testi yapilir (bakiniz; 37.14. Boliim).

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
izere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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18.04. Var/yok Testi

Not: Bu metinde 10 g (mL) gidada var/yok testi ile S. aureus aranma yontemi
verilmistir. 1, 5, 25 g (mL) gidada aranmasinda prensip aynidir. Gida miktarinin 9

misli besiyeri kullanilir. Katkinin buna goére degisen miktarlarda kullanilacagina
dikkat edilmelidir.

Kullanilan Malzeme

Giolitti—Cantoni Broth Base (Merck 1.10675)
Potasyum tellurit trihidrat ¢6zeltisi (Merck 1.05164)
S1v1 parafin (Merck 1.07160)

Baird—Parker Agar Base (Merck 1.05406)
Egg—yolk tellurit (Merck 1.03785)

Brain Heart Broth (Merck 1.10493)

Bactident Coagulase (Merck 1.13306)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida o6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. 10
gram kat1 gida tartilir ve 90 mL Giolitti—-Cantoni Broth i¢inde homojenize edilir.
Sivi gida dogrudan bu besiyerine eklenir. Homojenizasyonda blender ya da
stomacher kullanildiginda minimum s1vi hacmi uyarinca -6rnegin, 25 g gida + 225
mL broth kullanilma zorunlulugu varsa- homojenizasyon sonrasi 10 gram gida
karsilig1 olarak 100 mL homojenizat steril erlene alinir. 90 mL Giolitti-Cantoni
Broth besiyerine, gida eklenmeden hemen oOnce filtre ile sterilize edilmis %1
potasyum tellurit trihidrat ¢ozeltisinden 0,5 mL ilave edilir. 225 mL Giolitti—
Cantoni Broth i¢in bu miktar 1,20 mL'dir.

-Ekimden sonra erlene 1,5-2 cm kalinlik olacak sekilde siv1 parafin ilave edilir ve
tiipler 37 °C'da 24 saat siire ile inkiibasyona birakilir.

-Giolitti-Cantoni Broth'ta gelisme ve siyahlagsma yoksa, analiz bitirilir ve analiz
edilen 10 g (mL) gidada S. aureus olmadigina karar verilir. Baz1 standartlara gore
brothta gozle goriiliir bir mikrobiyel gelisme olmasa da Baird—Parker Agar
besiyerine 6ze ile siirme yapilir ve 37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

-Baird—Parker Agar besiyerinde etrafi saydam zonlu 1-1,5 mm capl1 siyah parlak
koloniler (bakiniz; Ek B 17) S. aureus olarak degerlendirilir ve sonu¢ 10 g (mL)
gidada S. aureus var, aksi halde 10 g (mL) gidada S. aureus yok olarak verilir.
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-Gerekiyorsa, tipik ya da silipheli kolonilere Bactident Coagulase kullanilarak
koagiilaz testi yapilir (bakiniz; 36.17. Boliim).

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
izere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

MERCK Salmonella Besiyerleri

Bismuth Sulfite Agar acc. to WILSON-BLAIR ..., 1.05418 500¢g
BPL Agar (Brilliant-green Phenol-red Lactose Agar) .................... 1.07236 500¢g
BPLS (Brilliant-green Phenol-red Lactose Sucrose) Agar ............ 1.07237 500¢
BPLS (Brilliant-green Phenol-red Lactose Sucrose) Agar ............ 1.07232 500¢
BPLS Agar, modified ...........c.oooviiiiiieee e 1.10747 500 ¢
BROLAC Agar (Bromothymol-blue Lactose Agar) .........ccccc......... 1.01639 500¢g
BROLACIN Bromothymol-blue Lactose Cystine) Agar ................. 1.01638 500¢g
DCLS (Deoxycholate Citrate Lactose Sucrose) Agar ................... 1.10270 500¢
DHL Agar acc. to SAKAZAKI ..o 1.11435 500¢g
EMB Agar (Eosin Methylene-blue Lactose Sucrose Agar) .......... 1.01347 500¢g
HEKTOEN ENteric AQar ... 1.11681 500¢g
KLIGLER Agar (Double sugar iron agar acc. to KLIGLER) .......... 1.03913 500¢g
LactosSe Broth ... 1.07661 500 g
LEIFSON Agar, modified .........ccoooiiiiii e 1.02896 500g
M-(Mannose) Broth ..o, 1.10658 500¢g
MaCCONKEY AQAr ...ttt 1.05465 500¢g
Malachite-green Broth, Base ............ccccooeiiiiiiccc 1.10329 500¢
MSRYV Medium Base, modified ..........ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 1.09878 500¢g
MSRYV Selective Supplement ...........coooooiiiiieeee e 1.09874 16 vial
Peptone Water (Buffered) ..., 1.07228 500¢g
Phenol-red Broth Base ... 1.10987 500 g
RAMBACH® Agar (4X250 ML) .ooovoieiieeieceeceee e 1.07500 1kutu
RVS Broth ... 1.07700 500¢
Salmosyst® Broth Base ... 1.10153 500¢g
Salmosyst® Selective Supplement (250 tablet) ............cccccooene 1.10141 1kutu
Selenite Cystine Broth ... 1.07709 500¢g
Selenite Enrichment Broth acc. to LEIFSON ... 1.07717 500 g
SS Agar (Salmonella Shigella Agar) ..o 1.07667 500¢g
Tetrathionate Broth Base acc. to MULLER-KAUFFMANN .......... 1.10863 500 g
Tetrathionate Crystal-violet Enrichment Broth (PREUSS) ........... 1.05173 500¢
XLD (Xylose Lysine Deoxycholate) Agar .........cccccooveeveiiieiciccnen, 1.05287 500¢g
XLT4 Agar, Base .........cccovviiiiiiiiiiicceceeeee e 1.13919 500 g

186



19. Salmonella Aranmasi

19.01. Var/yoK TeSti ........ccoooiiiiiiiice ettt 187
19.02. Salmonella TanImIANMASI .................oocooiiiiiiiiieeee e 189
19.03. Klasik Kiiltiirel Yontemlerle Hizli Analizler .........................ccooooiii 190
19.03.01. SalmMOSYSt SISTEIMI .......ouvvieieiieiieiecececeee ettt 190
19.03.02. Yar1 Kat1 Besiyeri Kullanilarak Hizlit Analiz ..., 191
19.04. Singlepath Salmonella ile Hizh Analiz Yontemi ..., 192

Salmonella analizinde var/yok testi esasli olmak iizere besiyeri farkliliklarina
dayal1 pek ¢ok analiz yontemi bulunmaktadir. Hi¢bir gidanin 25 g (mL) 6rneginde
Salmonella bulunmasma izin verilmez. Aslinda, yaklasik 2500 Salmonella
serotipinden insanlarda patojen olan sayisi sadece 50 kadardir. Buna gore 25 gram
gidada Salmonella aranip, pozitif sonug¢ aliniyorsa bunun serotipinin belirlenmesi,
eger patojen ise gidanin reddedilmesi, patojen degilse bu kez EMS yontemi ile
degerlendirilip saymnin fekal kontaminasyon olarak E. coli gibi degerlendirilmesi
gerekir ise de, bu analizler standart bir gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda
gergeklestirilemeyecek kadar karmasik ve pahalidir. Bu nedenle gidalarda serotipe
bakilmaksizin Sa/monella aranir.

Salmonella, yeryliziinde en yaygin patojenlerden biri olma ve oldukca eskiden beri
bilinme gibi nedenlerle iizerinde en ¢ok calisilmis mikroorganizmalardan birisidir.
Listeria monocytogenes ile birlikte -kayitlara ge¢mis- 6liime en fazla neden olan
gida kaynakli patojenlerdir. Buna bagli olarak, izolasyonu i¢in gerek ©n
zenginlestirme gerek selektif zenginlestirme asamalarinda ¢ok sayida besiyeri ile
inkiibasyon sicakligi ve siiresi Onerilmistir. Bu boéliimde bunlardan en yaygin
olarak kullanilanlar verilmistir.

19.01. Var/yok Testi

25 g (mL) gida oOrneginde Salmonella, selektif olmayan besiyerinde o6n
zenginlestirme, selektif zenginlestirme, selektif kati besiyerine siirme ve tipik
kolonilerin biyokimyasal testlerle dogrulanmasi olan standart var/yok yontemiyle
analiz edilir. Salmonella analizinde ISO (6579) selektif olmayan 6n zenginlestirme
i¢in Tamponlanmis Peptonlu Su, selektif zenginlestirme i¢in Rappaport Vassiliadis
Soy Broth ile Selenite Cystine Broth, selektif kat1 besiyeri olarak Brilliant Green
Fenol Red Agar ile analizi yapan laboratuvar tarafindan karar verilecek ikinci bir
selektif agar kullanilmasini &nermektedir. Uriin cesidine gore on zenginlestirme
besiyerinde c¢esitli modifikasyonlar yapilabilmektedir. Ornegin, %20'den fazla
kakao igeren gidalar, Gram pozitif bakteriler ile yogun olarak kirlenmis gidalar,
gum iceren gidalar vb. i¢in 6zel 6n zenginlestirme uygulamasi vardir.
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Bu gibi gidalarda 6n zenginlestirme besiyerine ¢esitli maddeler eklenebilmekte
ve/veya gida maddesi standart 1:9 (25 mL gida + 225 mL 6n zenginlestirme
besiyeri) 1:20, 1:50 hatta 1:100 oranlarinda analize alinmaktadir. Bu konuda ilgili
irlin standardina bas vurulmalidir. Bu béliimde standart gida analizi verilmistir.

Kullanilan Malzeme

Tamponlanmis Peptonlu Su (Merck 1.07228)

Rappaport Vassiliadis Soy Broth (Merck 1.07700)

Selenite Cystine Broth (Merck 1.07709)

Brilliant Green Phenol Red Lactose Sucrose Agar (Merck 1.10747)
Rambach Agar (Merck 1.07500)

XLT4 Agar (Merck 1.13919)

XLT4 Supplement (Merck 1.08981)

Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar (Merck 1.05287)
Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915)

Urea Broth (Merck 1.08483)

Lysine Iron Agar (Merck 1.11640)

Singlepath Salmonella (Merck 1.04140)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz. Yontem sematik olarak
Ek A 10'da gosterilmistir.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Homojenizasyonda blender ya da stomacher kullanilacaksa 25 gram kat1 gida 225
mL Tamponlanmis Peptonlu Su besiyeri i¢inde homojenize edilir. 25 mL sivi gida
dogrudan bu besiyerine eklenir.

-Erlen, 35-37 °C'da 1620 saat siire ile inkiibasyona birakilir.

-Inkiibasyondan sonra Selenit Sistin ve RVS Broth selektif zenginlestirme
besiyerlerine ekim yapilir. Selektif zenginlestirmede 10 mL RVS Broth'a 6n
zenginlestirme kiiltiiriinden 0,1 mL eklenir ve inkiibasyon 42-43 °C'da 24 saat
olarak yapilir. Selenit Sistin kullaniminda ise 100 mL besiyerine 10 mL ©n
zenginlestirme kiiltiirii ilave edilir ve inkiibasyon 37 °C'da 24 saat olarak yapilir.
Selenit Sistin besiyerinde inkiibasyon 42-43 °C'da da yapilabilir, ancak bu sicaklik
secilirse analiz raporuna yazilmaldir. Inkiibasyondan sonra 2 selektif kati
besiyerine siirme yapilir. ISO 6579 selektif kat1 besiyeri olarak Brilliant Green
Fenol Red Agar ile arastirma laboratuvarinin tercihine birakilan baska bir selektif
kat1 besiyeri kullanimin1 6nermektedir.

188



-Rambach Agar, Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar ve ozellikle XLT4
Agar son zamanlarda tercih edilmektedir. 37 °C'da 24 saat inkiibasyondan sonra
tipik koloniler varsa, bunlardan 5 adedi ayr1 ayri olmak tizere Triple Sugar Iron
(TSI) Agar, Urea Broth ve Lysine Iron Agar besiyerinde tanimlanir. Ilave
biyokimyasal testler yapilmasi da onerilmektedir. Calisma serolojik esasl testler ile
bitirilir. Singlepath Salmonella bu amagla kullanilmaktadir.

-Tipik koloni morfolojileri ve yapilmasi gereken temel biyokimyasal testler 19.02.
Boliimde verilmistir.

-Selektif kat1 besiyerlerinden herhangi birisinden izole edilen tipik kolonilerden 1
adedi dahi Salmonella olarak tanimlanirsa "analiz edilen 25 g (mL) gidada
Salmonella" vardir seklinde rapor verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

19.02. Salmonella Tanimlanmasi

Salmonella, Brilliant Green Phenol Red Agar'da etrafi parlak kirmizi bir zon ile
cevrili pembe—kirmizi renkli (bakiniz; Ek B 19), Rambach Agar'da kirmizi
(bakmiz; Ek B 20), XLD Agar'da besiyeri ile ayn1 renkte, yar1 saydam, bazen siyah
merkezli (bakiniz; Ek B 21) ve XLT4 Agar'da siyah renkli (bakimiz; Ek B 22),
MSRYV Medium'da opak haleli ve yayilic1 (bakiniz; Ek B 23), Diasalm Medium'da
menekse renkli bir zon ve yayilici (bakiniz; Ek B 24) koloni olusturur.

Salmonella basit olarak TSI Agar besiyerindeki reaksiyonlar: ile taninir. Stipheli
koloni 0,5-1 mL steril suda ¢6ziiliip, Triple Sugar Iron Agar besiyerinin ylizeyine
as1 Ozesi ile siirme ve dibe as1 ignesi ile daldirma yapilir. 37 °C'da 24 saat
inkiibasyon sonunda besiyerinin dip kisminin sar1 (glikozun kullanimi) ve siyah
olmasi (hidrojen siilfiir olusumu), ylizeyin kirmizi olmasi (laktoz ve sakkarozun
kullanilmamasi), besiyerinde gaz delikleri ve/veya yariklari olusmasi ve/veya
besiyerinin dip kismindan yukari dogru itilmesi (glikozdan gaz olusmasi)
Salmonella 'y1 dogrular. Bazi hallerde siyah renk dipteki sarilig1 ortecek kadar
baskin olabilir. Bu durumda da kiltiir Salmonella pozitif olarak degerlendirilir.
Salmonella genel olarak glikoz pozitif, glikozdan gaz olusturma pozitif, laktoz
negatif, sakkaroz negatif ve hidrojen siilfiir pozitif bir bakteridir.

Salmonella analizinde, Proteus koloni morfolojisinin Salmonella kolonisine
benzemesi, ¢ogu zaman sahte pozitif sonuclara neden olmaktadir. Proteus
koloniler1 TSI Agar besiyerinde de Salmonella gibi reaksiyon vermektedir. Bu iki
bakterinin kesin ayrimi iire testi ile yapilmaktadir. Salmonella iire negatif, Proteus
tire pozitiftir.
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Bu test i¢in tipik Salmonella morfolojisindeki kiiltiir, tercihen filtre ile sterilize
edilmis Urea Broth besiyerine inokiile edilir. 37 °C'da 48 saate kadar siiren
inkiibasyon sonunda, besiyerinin orijinal portakal kirmizisi renginin sariya
doniismesi negatif (Salmonella), kirmiziya donlismesi (Proteus) pozitif reaksiyon
olarak degerlendirilir. Ure testi yapilirken 4 adet Urea Broth besiyeri hazirlanmast,
bunlardan birincisine bakteri asilanmadan orijinal portakal kirmizis1 rengin
izlenmesi (sahit), ikincisine siipheli kiiltlir (test), ti¢linciisiine iire negatif olan E.
coli (negatif sonug) ve dordiinciisiine iire pozitif olan Proteus spp. inokiile edilmesi
(pozitif sonug), bu 4 tiipiin beraber inkiibasyonu ve renk degerlendirilmesi gerekir.

Lisin testi i¢in siipheli koloni 0,5-1 mL steril suda ¢oziiliip, Lysine Iron Agar
besiyerinin ylizeyine as1 6zesi ile siirme ve dibe as1 ignesi ile daldirma yapilir. 37
°C'da 24 saat inkiibasyon sonunda besiyerinin dip kismi1 ve yiizeyin menekse renkli
olmas1 Salmonella i¢in tipik reaksiyonlardir. Dipte siyah renk olmasi hidrojen
stilfiir olusumunu gosterir ve bu da Salmonella i¢in tipik bir reaksiyondur. Bazi
hallerde siyah renk dipteki menekse rengi Ortecek kadar baskin olabilir. Bu
durumda da kiiltiir Salmonella pozitif olarak degerlendirilir. Salmonella lisin ve
hidrojen siilfiir pozitif bir bakteridir.

19.03. Klasik Kiiltiirel Yontemlerle Hizhh Analizler

Standart olarak Salmonella analizinin 4 giin siirmesi nedeni ile hizli analiz
yontemleri gelistirilmektedir. Hizli analizler Salmosyst sisteminde oldugu gibi 6n
zenginlestirme ve selektif zenginlestirme toplam siiresini azaltmak ya da MSRV
Medium ve Diasalm Medium yar1 kati besiyerlerinde oldugu gibi selektif
zenginlestirme ve selektif kati besiyeri ekim agamalarini birlestirmek seklindedir.

19.03.01. Salmosyst Sistemi

Salmosyst besiyerleri ile 6n zenginlestirme ve selektif zenginlestirme siiresi toplam
30 saattir. Boylece analiz 18 saat kisalmis olur.

Kullanilan Malzeme

Salmosyst Broth (Merck 1.10153)

Salmosyst Selective Supplement (Merck 1.10141)
Rambach Agar (Merck 1.07500)

Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915)

Urea Broth (Merck 1.08483)

Lysine Iron Agar (Merck 1.11640)

Singlepath Salmonella (Merck 1.04140)
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Analiz

-Hizlandirilmis analizde gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak
laboratuvara getirilir. 25 gram tartilir ya da sivi gida ise 25 mL alinr.
Homojenizasyonda blender ya da stomacher kullanilacaksa kati gida 225 mL
Salmosyst Broth besiyeri i¢ginde homojenize edilir. 37 °C'da 8 saat inkiibe edilir,
steril bir tiipe 10 mL alinip, {izerine 1 adet Salmosyst Selective Supplement tableti
atilir. 30 dakika kendi halinde birakilir, bu siirenin bitiminde mekanik tiip
karistiricr ile kuvvetlice kanstirilir ve 37 °C'da 22 saat inkiibasyona birakilir.
Selektif zenginlestirme asamasindan sonraki diger islemler yukarida 19.01.
Boliimde verildigi sekilde devam eder. Salmosyst sisteminde selektif besiyeri
olarak Rambach Agar kullanildiginda daha i1yi sonug alindig1 belirtilmektedir.

19.03.02. Yar1 Kat1 Besiyeri Kullanilarak Hizhh Analiz

25 g (mL) gidada Salmonella, selektif olmayan besiyerinde 6n zenginlestirmeden
sonra selektif zenginlestirme asamasi atlanarak, dogrudan yar1 kati selektif kati
besiyerine aktarilmasi ve tipik kolonilerin biyokimyasal testlerle dogrulanmasi olan
standart var/yok yontemiyle analiz edilir. Bu sistemde selektif zenginlestirme ve
selektif kat1 besiyerine stirme islemleri birlestirildigi i¢in analiz sliresinde 24 saatlik
bir azalma saglanir. Hareketsiz serotiplerin bu yontemle belirlenemeyecegi
unutulmamalidir.

Kullanilan Malzeme

Tamponlanmis Peptonlu Su (Merck 1.07228)
MSRV Medium (Merck 1.09878)

MSRYV Supplement (Merck 1.09874)
Diasalm Medium (Merck 1.09803)

Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915)
Urea Broth (Merck 1.08483)

Lysine Iron Agar (Merck 1.11640)
Singlepath Salmonella (Merck 1.04140)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. 25
gram tartilir ya da sivi gida ise 25 mL alinir. Homojenizasyonda blender ya da
stomacher kullanilacaksa kati gida 225 mL Tamponlanmis Peptonlu Su besiyeri
icinde homojenize edilir ve 37 °C'da 18 saat inkiibasyona birakilir.
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-Bu siirenin sonunda Diasalm ve/veya MSRYV besiyerlerine 3 ayr1 noktaya Pastor
pipeti ile 1'er damla 6n zenginlestirme kiiltiiri damlatilir. Her 2 besiyeri de
yumusak agar oldugu i¢in Petri kutular1 tabanlari tizerine 42 °C'da 24 saat siire ile
inkiibe edilir. Bu asamadan sonraki diger islemler yukarida 19.01. Boliimde
verildigi sekilde devam eder.

19.04. Singlepath Salmonella ile Hizli Analiz Yontemi
Kullanilan Malzeme

Tamponlanmis Peptonlu Su (Merck 1.07228)
Rappaport Vassiliadis Soy Broth (Merck 1.07700)
Singlepath Salmonella (Merck 1.04140)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz. Yontem sematik olarak
Ek A 11'de gosterilmistir.

-Gida o6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kati gida tartilir ve dogrudan Tamponlanmis Peptonlu Su besiyerinde homojenize
edilir. Siv1 gida dogrudan bu besiyerine eklenir. 37 °C'da 24 saat inkiibe edilir.

-Bu kiiltiirden 10 mL RVS Broth besiyerine 0,1 mL aktarilip, 41,5 °C'da 24 saat
inkiibasyon yapulir. Inkiibasyon bitiminde bu kiiltiirden cam bir tiipe 1-2 mL alinip,
kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur ve oda sicakligina geldiginde 160 pL
(Pastor pipeti ile 5 damla) Singlepath Salmonella kitine uygulanir. 20 dakika
sonunda kontrol "C" penceresinde kirmizi serit olusmalidir. Test "T" penceresinde
de kirmiz1 serit goriilmesi analiz edilen kiiltiirde, dolayis1 ile gidada Salmonella
oldugunu gosterir. Pozitif sonuc¢ alindiginda dogrulama i¢in standart bir kati
besiyerine siirme yapilip sonucun dogrulanmasi onerilir. Tersine olarak, bu test kiti
ile negatif sonu¢ alinirsa analize devam etmenin geregi yoktur. Bu yontemde
toplam analiz siiresi 42 saat 35 dakikadir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not: Test kiti analizden 2 saat once buzdolabindan ¢ikarilip, oda sicakligina
getirilmeli ve aliminyum poseti agildiktan sonra 30 dakika i¢inde kullanilmalidir.
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20. Listeria monocytogenes

20.01. Var/yok Testi; ISO 11290 YONtemi ..............ccooooooniiiiiiiiieieeeeee e 193
20.02. Listeria monocytogenes Tanimlanmasi ...................ccoocoooiiiiinineininccceee 195
20.03. Var/yok Testi; FDA YONteMI .............cccooooiviiiiiiiieiiiccceeeeee e 196
20.04. Var/yok Testi; IDF YONTEMU .............cocooooiiiiiiiiiieeeeee e 197
20.05. Singlepath Listeria ile H1zl Analiz .....................c.cocoooiiiiiiiieeee 198

Patojen bir bakteri olan Listeria monocytogenes 'in 25 g (mL) gidada bulunmasina
izin verilmez. Temel analiz metodu var/yok testi ile kontroldiir. Cesitli
standartlarda farkli besiyerleri kullanilir. Ancak tlimiiniin ilkesi 1 ya da 2 asamali
selektif zenginlestirme, selektif agara siirme ve tipik kolonilerin tanimlanmasidir.
Listeria monocytogenes hizli yontemlerle de belirlenebilmektedir.

Not: Listeria monocytogenes gebelerde diisiik yapmaya neden olabilir. Bu nedenle
gebe ya da gebelik kuskusu olanlarin L. monocytogenes analizine katilmamasi
gerektigi uluslararasi kontrol kuruluslar1 tarafindan uyarilmaktadir. Salmonella spp.
ile birlikte -kayitlara gecmis- 6liime en fazla neden olan gida kaynakli patojendir.

20.01. Var/yok Testi; ISO 11290 Yontemi

Not: ISO 11290 revize edilmektedir. Buna gore selektif kat1 besiyeri olarak ALOA
Agar ile kullanicinin tercihine birakilan bir bagka kat1 besiyeri kullanimi
giindemdedir. Burada standardin mevcut durumu ile analiz yontemi verilmektedir.

Kullanilan Malzeme ve Katkilari

Fraser Broth Base (Merck 1.10398)

Fraser Broth Supplement (Merck 1.10399)
PALCAM Agar (Merck 1.11755)

PALCAM Agar Selective Supplement (Merck 1.12122)
Oxford Agar (Merck 1.07004)

Oxford Agar Selective Supplement (Merck 1.07006)
Tryptone Soya Yeast Extract (TSYE) Agar

Phenol Red Broth Base (Merck 1.10987)

Rhamnose (Merck 1.04736)

Xylose (Merck 1.08689)

Kanli Agar

Staphylococcus aureus

Rhodococcus equi
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Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakimiz. Yéntem Ek A 12'de
sematik olarak gosterilmistir.

-Gida o6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Homojenizasyonda blender ya da stomacher kullanilacaksa 25 gram kat1 gida 225
mL 1/2 (yarim kuvvette) Fraser Broth besiyeri i¢inde homojenize edilir. 25 mL siv1
gida dogrudan bu besiyerine eklenir. Fraser Broth'un yarim konsantrasyonda ilave
edilecek olan katkilari, amaca gére homojenizasyon oncesinde ya da sonrasinda
ilave edilebilir. Gidada hasar goérmiis Listeria olmasindan kusku duyuluyorsa 30
°C'da 4 saat inkiibasyona birakilmasi ve sonra selektif katki ilave edilmesi 6nerilir.

-30 °C'da toplam 24 saat inkiibasyondan sonra Oxford ve/veya PALCAM Agar
besiyerine siirme yapilir, paralel olarak bu 6n zenginlestirme kiiltiiriinden selektif
katkilar1 tam konsantrasyonda ilave edilmis 10 mL Fraser Broth'a 0,1 mL ilave
edilir. Bu besiyeri 35-37 °C'da 48 saat inkiibe edilir. Inkiibasyonun 24 ve 48.
saatlerinde Oxford ve/veya PALCAM Agar besiyerine siirme yapilir.

-Biitiin Oxford ve/veya PALCAM Agar besiyerleri 30-37 °C'da 24, gerekirse 48
saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sicaklig1 analiz raporuna kaydedilir.

-Siipheli koloniler TSYE Agar besiyerine ayr1 ayri siiriiliir. 30-37 °C'da 24 saat
inkiibasyon sonunda bu besiyerinde olusan koloniler tanimlanir.

-Tipik koloni morfolojileri ve yapilmasi gereken temel biyokimyasal testler 20.02.
Bolumde verilmistir.

-Hangi asamadan gelirse gelsin, Listeria monocytogenes belirlenirse analiz raporu
"25 g (mL) gidada Listeria monocytogenes vardir" seklinde, hangi asamadan
gelirse gelsin, Listeria spp. belirlenir ancak bunun L. monocytogenes olmadigi
saptanirsa analiz raporu "25 g (mL) gidada L. monocytogenes yoktur ancak,
Listeria spp. vardir" seklinde, her 3 asamada da Lisferia tiiriine rastlanmaz ise
analiz raporu "25 g (mL) gidada Listeria yoktur" seklinde yazilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not 1: Listeria analizinde Fraser Broth bazal besiyerine ilave edilen katkilar yarim
ve tam kuvvette olmak tizere 2 farkli konsantrasyonda ilave edilir (bakiniz; 50.01.
Boliim). Fraser Broth katkilarinin en ekonomik kullanimi i¢in 4 gida paralel olarak
analiz edilir. Bu amagcla 4 adet 225 mL ile 4 adet 10 mL Fraser Broth hazirlanir. Bu
konuda 50.02. Boliimde agiklayict bilgi verilmistir.

Not 2: Fraser Broth, katki ilave edildigi giin kullanilmalidir. Buna gére birinci giin
erlenlere katki ilavesinden sonra selektif katki olan sise (vial) dondurulur,
amonyum demir (III) sitrat buzdolabinda saklanir.
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20.02. Listeria monocytogenes Tanimlanmasi

Listeria turleri, PALCAM Agar'da 1,5-2 mm c¢apinda zeytin yesili—gri renkli,
bazen siyah merkezli ancak her zaman siyah zonlu (bakiniz; Ek B 25), Oxford
Agar'da ise 2-3 mm c¢apinda siyahimsi yesil kahverengi, siyah zonlu ¢okiik
merkezli (bakiniz; Ek B 26) koloni olusturur.

Selektif kat1 besiyerlerinden izole edilen ve TSYE Agar besiyerine siiriilen
koloniler biyokimyasal testler ile tanimlanir. Bu amagla uygulanan testler ramnoz
ve ksiloz kullanimi ile hemoliz ve CAMP testleridir. Seker testleri Phenol Red
Broth Base besiyerinde, hemoliz ve CAMP testi ise Kanli Agar'da yapilir.

Sekerler, Phenol Red Broth Base (Merck 1.10987) besiyerine filtre edilerek ilave
edilir. Stipheli koloniden 1 6ze alinarak besiyerine inokiile edilir ve inkiibasyon 37
°C'da 24 saat olarak yapilir. Bu siire sonunda besiyeri renginin pembeden sariya
donmesi pozitif sonug olarak degerlendirilir (bakiniz; 37.07. Boliim).

Kanli Agar besiyerine siirme isleminden sonra inkiibasyon 37 °C'da 24 saat olarak
yapilir. Bu siire sonunda gelisen kolonilerin etrafinda berrak zonlar goriilmesi 3
hemoliz pozitif olarak degerlendirilir (bakiniz; 37.13. B6liim).

Kanli Agar besiyerine 2 uca S. aureus (CAMP testi i¢in zayif hemoliz veren tipi)
ve R. equi siiriiliir. Analiz edilecek bakteriler bunlara dik olarak ancak, S. aureus ve
R. equi 'ye degmeyecek sekilde ve birbirlerine paralel olarak siiriiliir. Inkiibasyon
37 °C'da 24 saat olarak yapilir. Bu siire sonunda S. aureus ve R. equi tarafinda
hemolizin artmas1 pozitif olarak degerlendirilir. Eger amag¢ sadece Listeria
monocytogenes varligini belirlemek ise, R. equi kullanilmayabilir.

Bu durumda ortaya sadece S. aureus ve buna dik olarak L. monocytogenes olup
olmadig1 kontrol edilecek izolatlar siiriiliir. Listeria tiirlerinin biyokimyasal test

sonuglar1 agagida verilmistir.

Cizelge 10. Listeria Tiirlerinin Ayrimi

Tur Ramnoz Ksiloz B hemoliz CAMP S.A. CAMP R.E.
L. monocytogenes + — + - "
L. innocua \% - — — _
L. ivanovii — + + — +
L. seeligeri — + + + —
L. welshimeri \% + — _ _
L. grayi — — — _ _

*

Nadiren pozitif sonu¢ alinmaktadir. V: degisken; S.A. S. aureus; R.E. R. equi
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20.03. Var/yok Testi; FDA Yontemi

Listeria monocytogenes, farkli kuruluslar tarafindan farkli besiyerleri kullanilarak
analiz edilmektedir. FDA yonteminde tek asamali zenginlestirme vardir.

Listeria Enrichment Broth bazal besiyeri FDA ve IDF yontemlerinde farklidir.
Ancak her iki besiyerinde de ayni katki kullanilir. Daha 6nce kullanilmakta olan
Listeria Enrichment Broth acc. to FDA (Merck 1.10549), FDA'nin bilesim degisimi
ile Buffered Listeria Enrichment Broth (Merck 1.09628) olarak kullanilmaktadir.

Kullanilan Malzeme

Buffered Listeria Enrichment Broth (LEB) acc. to FDA (Merck 1.09628)
Listeria Selective Enrichment Supplement acc. to FDA&IDF (Merck 1.11781)
PALCAM Agar (Merck 1.11755)

PALCAM Agar Selective Supplement (Merck 1.12122)

Oxford Agar (Merck 1.07004)

Oxford Agar Selective Supplement (Merck 1.07006)

Tryptone Soya Yeast Extract (TSYE) Agar

Phenol Red Broth Base (Merck 1.10987)

Rhamnose (Merck 1.04736)

Xylose (Merck 1.08689)

Kanli Agar

Staphylococcus aureus

Rhodococcus equi

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Homojenizasyonda blender ya da stomacher kullanilacaksa 25 gram kat1 gida 225
mL Buffered Listeria Enrichment Broth besiyeri icinde homojenize edilir. 25 mL
s1v1 gida dogrudan bu besiyerine eklenir.

-Besiyeri once 30 °C'da 4 saat inkiibe edilir, sonra selektif katki ilave edilip, ayni
sicaklikta 44 saat daha inkiibe edilir. Inkiibasyonun baslangicindan itibaren 24 ve
48. saatlerde Oxford ve/veya PALCAM Agar besiyerine siirme yapilir.

-Analizin diger asamalar1 ISO yonteminde oldugu gibidir (bakiniz 20.01. B6liim).

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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20.04. Var/yok Testi; IDF Yontemi

L. monocytogenes, Uluslararas1 Siit¢iilik Federasyonu (IDF) yontemine gore
Listeria Enrichment Broth besiyerinde tek asamali zenginlestirme ile aranir.

Listeria Enrichment Broth bazal besiyeri FDA ve IDF yontemlerinde farklidir.
Ancak her iki yontemde de ayni1 katki kullanilir.

Kullanilan Malzeme

Listeria Enrichment Broth (LEB) acc. to FDA/IDF (Merck 1.11951)
Listeria Enrichment Broth (LEB) Supplement acc. to FDA/IDF (Merck 1.11781)
PALCAM Agar (Merck 1.11755)

PALCAM Agar Selective Supplement (Merck 1.12122)

Oxford Agar (Merck 1.07004)

Oxford Agar Selective Supplement (Merck 1.07006)

Tryptone Soya Yeast Extract (TSYE) Agar

Phenol Red Broth Base (Merck 1.10987)

Rhamnose (Merck 1.04736)

Xylose (Merck 1.08689)

Kanli Agar

Staphylococcus aureus

Rhodococcus equi

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida o6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Homojenizasyonda blender ya da stomacher kullanilacaksa 25 gram kat1 gida 225
mL Listeria Enrichment Broth besiyeri icinde homojenize edilir. 25 mL siv1 gida
dogrudan bu besiyerine eklenir. Bazal besiyerinin katkis1 gida ile birlikte eklenir.
Bununla birlikte, gidada hasar gérmiis Listeria varligindan kusku duyuluyor ise
katk1 ilave edilmeden 4 saat inkiibasyon Onerilebilir.

-30 °C'da 48 saat inkiibasyondan sonra Oxford ve/veya PALCAM Agar besiyerine
stirme yapilir.

-Analizin diger asamalar1 ISO yonteminde oldugu gibidir (bakiniz 20.01. B6liim).

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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20.05. Singlepath Listeria ile Hizhh Analiz

Kullanilan Malzeme

Fraser Broth Base (Merck 1.10398)

Fraser Broth Supplement (Merck 1.10399)

Buffered Listeria Enrichment Broth (LEB) acc. to FDA (Merck 1.09628)
Listeria Selective Enrichment Supplement acc. to FDA&IDF (Merck 1.11781)
Singlepath Listeria (Merck 1.04142)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz. Yontem sematik olarak
Ek A 13'te gosterilmistir.

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. 25
g kat1 gida tartilir ve 225 mL Fraser Broth besiyeri i¢cinde homojenize edilir. 25 mL
s1v1 gida dogrudan bu besiyerine eklenir. Gidada hasar gérmiis Listeria olmasindan
endise ediliyorsa, Fraser Broth besiyeri 6nce 30 °C'da 4 saat inkiibe edilir, selektif
katki bu inkiibasyondan sonra besiyerine eklenir.

-Toplam 18-24 saat siire ile 30 °C'da yapilan inkiibasyondan sonra 0,1 mL 6n
zenginlestirme kiiltiirli 10 mL Buffered Listeria Enrichment Broth (LEB) acc. to
FDA besiyerine ya da 1/1 Fraser Broth'a aktarilip, 30 °C'da 18-24 saat inkiibe
edilir.

-Inkiibasyon bitiminde bu kiiltirden cam bir tiipe 1-2 mL almip, kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur ve oda sicakligina geldiginde 160 pL (Pastor pipeti
ile 5 damla) Singlepath Listeria kitine uygulanir. 20 dakika sonunda kontrol "C"
penceresinde kirmizi serit olusmalidir. Test "T" penceresinde de kirmizi serit
goriilmesi analiz edilen Kkiiltiirde, dolayis1 ile gidada Listeria spp. oldugunu
gosterir. Pozitif sonu¢ alindiginda dogrulama i¢in standart bir kat1 besiyerine siirme
yapilip sonucun dogrulanmasi ve tiir belirlemesi 6nerilir. Tersine olarak, bu test kiti
ile negatif sonug¢ alinirsa analize devam etmenin geregi yoktur. Gidada "Listeria
spp. olmadigina gore L. monocytogenes de yoktur" seklinde sonug verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
Not 1: Test kiti analizden 2 saat 6nce buzdolabindan c¢ikarilip, oda sicakligina

getirilmeli ve aliminyum poseti agildiktan sonra 30 dakika i¢inde kullanilmalidir.

Not 2: Flagella olusumu i¢in inkiibasyon 30 °C'da yapilir. Listeria, 37 °C'da yeterli
flagella olusturmaz ve buna bagli olarak sahte negatif sonug alinir.
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21. Clostridium spp. ve CL perfringens

21.01. Kat1 Besiyerinde CL perfringens SAYIMI ..................cccccoceeivieeinieieeienieieeeeeenens 199
21.02. Cl. perfringens ATANMIMASI ................cocooeiiieieuiieieieieieeeieteee ettt senees 200
21.03. Siilfit indirgeyen Clostridium Sayimi .........................cc.cccooooomvvoereieeeoeeeeeeeen, 201

Clostridium perfringens, gida zehirlenmelerine yol acan bir bakteridir. Amaca gore
gidalarda aranir ya da sayilir.

Not 1: CI. perfringens sporlu bir bakteri olmakla birlikte, vejetatif hiicreleri diisiik
sicakliklara ¢cok duyarlidir. Bu nedenle CI. perfringens analizinde gida 6rnegi 10—
15 °C arasinda tutularak olanaklar 6l¢iisiinde hizla analize alinmalidir. Gidanin
analizi 8 saatten sonra yapilacak ise steril gliserin—tuz c¢ozeltisinde kuru buz
kullanilarak —60 °C'da korunur.

Not 2: CI. perfringens anaerob bakteri oldugu i¢cin homojenizasyon sirasinda hava
ile fazlaca temas etmemelidir.

Not 3: Cogu standartta deginilen "siilfit indirgeyen anaeroblar" ve "siilfit
indirgeyen Clostridium" ile "Clostridium perfringens" gida mikrobiyolojisi
acisindan pratikte aynmi seydir. Bununla beraber, ISO tarafindan farkli besiyerleri
onerildigi i¢cin burada her 2 grup ayri olarak alinmstir.

21.01. Kat1 Besiyerinde CL perfringens Sayimi

Kullanilan Malzeme ve Katkilar

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Tryptose Sulfite Cyclocerine (TSC) Agar (Merck 1.11972)
TSC Agar Katkis1 (Merck 1.00888)

Gliserin—Tuz Cozeltisi

Anaerobik Inkiibasyon Geregleri

UV El Lambas1 Merck (1.13203)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" boliimiine bakiniz.

-Gida o6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.
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-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {irlinlerinde tercihen
“a Ringer c¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.
Homojenizasyonda blender kullanilacak ise diisiik devir ve siire kullanilir. Gida
analizi 8 saatten daha uzun bir silirede yapilacaksa steril gliserin—tuz ¢ozeltisinde
korunur.

-Tip i¢indeki 6rnek, kaynar su banyosuna daldirilir, ayni ¢eper kalinligindaki
tiipte bulunan bir diger 6rnege termometre yerlestirilir.

-Kontrol tiipiindeki sicaklik 80 °C'a eristiginde her iki tiip su banyosundan
¢ikarilir, kontrol tiipiiniin sicakligi kontrol edilerek sicaklik 79 °C'a diistiigiinde
tekrar kaynar su banyosuna beraberce daldirilirlar. Bu sekilde 5 dakika tutulduktan
sonra test tiipli oda sicakligindaki su banyosuna alinir ve sogutulur. Pek cok
uluslararas1 standartta sogutmanin buz banyosu i¢inde ve hizla yapilmasi
gerektigine dikkat ¢ekilir. Sogutma sekli ilgili talimatta yazilmalidir.

-Gerekli ise seyreltmeler bu asamada (pastorizasyondan sonra) yapilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Inkiibasyon sonunda (37 °C'da 2448 saat) TSC Agar besiyerinde gelisen siyah
renkli koloniler (bakimiz; Ek B 27) siilfit indirgeyen anaeroblar (siilfit indirgeyen
Clostridium spp.) olarak sayilir ve standart sekilde hesaplanarak, sonug¢ kob/g (mL)
olarak wverilir. TSC Agar katkisi ilave edilmis besiyerinde CI. perfringens uzun
dalga boylu UV lambasi altinda floresan 1s1ma ile belirlenir (bakiniz; Ek B 28).

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

21.02. CI. perfringens Aranmasi

Bu metinde 10 g (mL) gida 6rneginde var/yok testi ile CIl. perfringens analizi
verilmigtir. 1, 5, 25 g (mL) vb. gibi miktarlarin analizinde sadece miktar ile orantili
olarak kullanilan besiyeri hacmi degisir. Genel olarak analiz edilen gidanin 9-10
misli s1v1 besiyeri kullanilir. Bu analiz, ¢ok farkli besiyerleri ile yapilabilir.

Kullanilan Malzeme

Differential Reinforced Clostridial Broth (DRCM) (Merck 1.11699)
Tryptose Sulfite Cyclocerine (TSC) Agar (Merck 1.11972)

TSC Agar Katkis1 (Merck 1.00888)

Gliserin—Tuz Cozeltisi

S1v1 Parafin (Merck 1.07160)
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Anaerobik Inkiibasyon Geregleri
UV El Lambasi (Merck 1.3203)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve dogrudan DRCM besiyeri igcinde homojenize edilir. Siv1 gida
dogrudan bu besiyerlerine eklenir. Homojenizasyonda blender ya da stomacher
kullanildiginda minimum s1vi1 hacmi uyarinca -6rnegin, 25 g gida + 225 mL broth
kullanilma zorunlulugu varsa- homojenizasyon sonrast 10 gram gida karsilig
olarak 100 mL homojenizat steril erlene alinir. Blender, diisiik devir ve siirede
kullanilmalidir. Analiz 8 saatten daha uzun bir siirede yapilacaksa, gida steril
gliserin—tuz ¢6zeltisinde -60 °C'da dondurularak korunur.

-Anaerob ortam saglanmasi i¢in besiyeri iizeri ya 1 cm kalinlikta olacak sekilde
steril s1v1 parafin ile kapatilir ya da tercihen anaerob ortamda inkiibe edilir.

- Erlen 37 °C'da 7 giin siire ile inkiibasyona birakilir. Bu siire sonunda erlende
siyah renk olusumu goriiliir ise standart boy Petri kutusuna 1 mL aktarilir, tizerine
katkisi ilave edilmis TSC Agar dokiiliir.

- DRCM besiyerinde mikrobiyel gelisme yoksa, analiz bitirilir ve analiz edilen 10
g (mL) gidada koliform grup bakteri olmadigina karar verilir. Baz1 standartlara
gore DRCM besiyerinde goézle goriiliir bir mikrobiyel gelisme olmasa da TSC
Agar'a inokiilasyon yapilmalidir.

-Inkiibasyon sonunda (37 °C'da 2448 saat) TSC Agar besiyerinde gelisen siyah
renkli koloniler (bakimiz; Ek B 27) siilfit indirgeyen anaeroblar (siilfit indirgeyen
Clostridium spp.) olarak degerlendirilir ve "analiz edilen 10 g (mL) gidada
Clostridium spp. var" seklinde sonug¢ verilir. TSC Agar katkisi1 ilave edilmis
besiyerinde CI. perfringens uzun dalga boylu UV lambasi altinda floresan 1s1ma ile
belirlenir (bakiniz; Ek B 28).

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

21.03. Siilfit indirgeyen Clostridium Sayim

ISO 15213'e gore siilfit indirgeyen bakterilerin anaerobik ortamda sayimidir.
Var/yok testi ile de degerlendirilebilir. Bu yontem siilfit indirgeyen tiim
bakterilerin varligin1 gostermekle beraber, anaerobik ortamda gelisen koloniler
Clostridium perfringens olarak da degerlendirilir.
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Kullanilan Malzeme

Anaerobik Seyreltme Cozeltisi
Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
Sulfite Iron Agar (Merck 1.10864)

Anaerobik Inkiibasyon Geregleri

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" béliimiine bakiniz.

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve {iriinlerinde tercihen
7a Ringer c¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.
Homojenizasyonda blender, diisiik devir ve siirede kullanilmalidir. Analiz 8 saatten
daha uzun bir siirede yapilacaksa, gida steril gliserin—tuz ¢ozeltisinde -60 °C'da
dondurularak korunur.

-Pastorizasyon, 21.01. Boliimde verildigi sekilde yapilir.
-Gerekli ise seyreltmeler bu asamada (pastorizasyondan sonra) yapilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den dokme yontemi ile ekim yapilir. Sulfite Iron Agar
besiyeri katilagtiktan sonra {izerine 10 mL kadar ayn1 besiyerinden dokiiliir ve 37
°C'da 24-48 saat anaerobik olarak inkiibe edilir. Ilk 24 saatte Petri kutular
incelenmelidir.

-Ekimi yapilan bir baska Sulfite Iron Agar Besiyeri tizerine ikinci kat dokiilmeden
aerobik olarak inkiibasyona birakilmasi ve bu Petri kutusunda tipik koloni
goriilmemesi gerekir. Termofilik bakterilerin varligindan siiphe ediliyorsa
inkiibasyon 50 °C'da yapilmalidur.

-Inkiibasyon sonunda siyah ve cogunlukla etrafi siyah zonlu koloniler siilfit
indirgeyen anaerob bakteri (pratik uygulamada C. perfringens) olarak sayilr,
bakteri sayis1 standart sekilde hesaplanarak, sonug¢ kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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22. Enterokoklar

22.01. Sularda Var/yoK Testi .............cccooiiiiiiiieeee e 203
22.02. Membran Filtrasyon Yontemiile Analiz .......................cccooooiiiiie 203
22.03. EMS Yontemiile SAYIm ..o 204

Enterokoklar hijyen indeksi olarak gida maddeleri ve sularda aranir ya da sayilir. E.
coli ve diger fekal koliformlara oranla ¢evresel faktorlere daha direngli olduklari
icin ozellikle su drneklerinde fekal kontaminasyonun belirlenmesinde 6nemlidir.

22.01. Sularda Var/yok Testi
Kullanilan Malzeme

ReadyCult Enterococci (Merck 1.01299)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Su 6rnegi mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir, steril
uygun bir kaba (erlen, sise vb.) 100 mL olarak aktarilir.

-Onceden 1smlanarak sterilize edilmis besiyerinin ambalaji aseptik kosullara
uyularak acgilir, dehidre besiyerinin tiimii su 6rnegine aktarilir, tiim partikiiller
eriyinceye kadar elle ve yavase¢a karigtirilir.

-Inkiibasyon sonrasinda (37 °C'da 2442 saat) besiyeri renginin mavi-yesile
dontismesi (bakiniz; Ek B 29), analiz edilen suda enterokok varligii gosterir ve
"100 mL suda enterokok var" seklinde sonug verilir. Besiyeri rengi degismezse
"100 mL suda enterokok olmadig1" anlasilir. inkiibasyon sonunda orijinal sar1 renk
korunuyor -ancak bulaniklik varsa- enterokok disinda bakteriyel gelismeye karar

verilir ve analiz sonucu yine "100 mL suda enterokok yok" seklinde diizenlenir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

22.02. Membran Filtrasyon Yontemi ile Analiz

Gidalarda ve ozellikle su oOrneklerindeki enterokok sayist membran filtrasyon
yontemi ile belirlenebilir. Sularda var/yok testi amaci ile de uygulanabilir.
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Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
s Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
m- Enterococcus Selective Agar acc. to Slanetz and Bartley (Merck 1.05262)

Not: Membran filtrasyon {ireticisi firmalar tarafindan ped tiizerine emdirilerek
hazirlanmis besiyerleri tiretici firmanin talimati dogrultusunda kullanilir.

Analiz

-Oncelikle "07.03. Membran Filtrasyon" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida (su) dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon gerekli ise Maximum Recovery Diluent kullanilir. Yagsiz siit
tirtinleri -0n filtrasyon kosuluyla- % Ringer ¢ozeltisi ile homojenize edilir.

-Ornek, membran filtrasyondan gecirilir ve filtre Petri kutusunda hazirlanmis
besiyeri lizerine yerlestirilir. Bu amagla standart 9 cm ya da filtreye uygun olmak
tizere 6 cm capl Petri kutular1 kullanilir.

-Petri kutusu, kapagi tiste gelecek sekilde (tabani iizerine) 37 °C'da 24 saat
inkiibasyona birakilir.

-Besiyerindeki (m-Enterococcus Selective Agar acc. to Slanetz and Bartley Agar)
0,5-2 mm c¢apli pembe koloniler (bakiniz; Ek B 30) enterokok olarak sayilir ve
ornekteki say1 standart yontemle hesaplanir.

-Sayim ya da var/yok analiz sonuglari standart sekilde verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

22.03. EMS Yontemi ile Sayim

Chromocult Enterococci Broth (Merck 1.10294) kullanilarak standart sekilde EMS
yontemi uygulanir. Tiipler 37 °C'da 24 saat siire ile inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonunda bakteri gelismesine bagl olarak bulaniklik ve besiyeri renginin mavi—
yesile donmesi (bakiniz; Ek B 29) "enterokok" pozitif olarak degerlendirilir. EMS
cizelgesinden yararlanilarak enterokok sayisi hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL)
olarak verilir.
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23. Bacillus cereus

23.01. Kat1 Besiyerinde SQYIM ..............ccccooiiiiiiiiiiieeee e 205
23.02. Bacillus cereus TanimIANIMASI .................cccoiiioiiiiiiiieeee e 206
23.03. EMS Yontemi ile SAYIM ..o 207
23.04. Var/YOK TeSt ........ocoovoiiiieiiicciec ettt 208

Bacillus cereus, toprak kokenli bakteri olup, gida zehirlenmelerine yol acar.
Baharat gibi gidalarda smirli sayida bulunmasina izin verilebilir. UHT yontemi ile
tiretilen uzun 6miirli siitlerde de bozulmaya neden olur.

Not 1: Gidalarda B. cereus analizinde B. anthracis, B. thuringiensis ve B. mycoides
de B. cereus gibi tipik koloniler verir. Bu kolonilerin standart bir gida
mikrobiyolojisi laboratuvarinda B. cereus olup olmadiklarinin belirlenmesi olduk¢a
zordur. Bununla beraber, B. anthracis, B. thuringiensis ve B. mycoides gidalarin
giinliik analizinde olduk¢a nadir olarak ortaya ¢ikarlar. Bu neden ile tipik koloniler
B. cereus olarak kabul edilir. 23.02. B6liimde tanimlama temel testleri verilmistir.

Not 2: Sadece B. cereus sporlarinin analizi isteniyor ise sporlu bakterilerin analizi
kurallarina uyularak homojenizat (ya da 6rnek sivi ise dogrudan 6rnegin kendisi)
80 °C'da 5 dakika pastorize edilir.

23.01. Kat1 Besiyerinde Sayim

Kullanilan Malzeme ve Katkilar

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

MYP Agar (Cereus Selective Agar acc. to Mossel; Merck 1.05267)
Bacillus cereus Selective Supplement (Merck 1.09875)

Egg—yolk Emulsion (Merck 1.03784)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" béliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve iirlinlerinde tercihen
Y4 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.
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-Tip icindeki Ornek, kaynar su banyosuna daldirilir, ayn1 ¢eper kalinligindaki
tiipte bulunan bir diger 6rnege termometre yerlestirilir.

-Kontrol tiipiindeki sicaklik 80 °C'a eristiginde her iki tiip su banyosundan
¢ikarilir, kontrol tiipiiniin sicakligi kontrol edilerek sicaklik 79 °C'a diistiigiinde
tekrar kaynar su banyosuna beraberce daldirilirlar. Bu sekilde 5 dakika tutulduktan
sonra test tiipli oda sicakligindaki su banyosuna alinir ve sogutulur. Pek cok
uluslararas1 standartta sogutmanin buz banyosu i¢inde ve hizla yapilmasi
gerektigine dikkat ¢ekilir. Sogutma sekli ilgili talimatta yazilmalidir.

-Gerekli ise seyreltmeler bu asamada (pastorizasyondan sonra) yapilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Inkiibasyon sonunda (28 °C'da 48 saat) MYP Agar besiyerinde yaygin, kuru,
pembe—menekse merkezli ve etrafinda yogun bir presipitat olan koloniler (bakiniz
Ek B 31) Bacillus cereus olarak sayilir ve standart sekilde hesaplanarak, sonug
kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

23.02. Bacillus cereus Tanimlanmasi

B. cereus kolonilerinin etrafindaki yogun presipitat zonu tipiktir. Etrafinda sar1 ya
da beyaz bir zon olan koloniler B. cereus degildir.

B. cereus i¢in tipik biyokimyasal test sonuglari; D(+) glikozun anaerobik kullanimi,
Voges—Proskauer (VP), jelatinin hidrolizi ve nitrat indirgeme pozitiftir.

Glikozun anaerobik kullanimi1 Dextrose Caseine Peptone Agar (Merck 1.10860) ya
da basitge Phenol Red Broth Base (Merck 1.10987) besiyerine glikoz (Merck
1.08342) ilavesi ile yapilir ve 28-30 °C'da 24 saat anaerobik inkiibasyon sonunda
asitlik gelismesi, pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir (bakiniz; 37.07. Bolim).
Dextrose Caseine Peptone Agar da tiipte hazirlanir, kullanilmadan &nce
kaynatilarak oksijenin ¢ikmasi saglanir. Hizla sogutulup, asi ignesi ile dibe kadar
daldirma ekim yapilir. Anaerob inkiibasyona gerek yoktur. Inkiibasyon sonunda
ozellikle dipte sar1 renk olusumu pozitif reaksiyondur. Jelatin testi i¢in CASO
Broth (Merck 1.05459) besiyerine %15 Gelatin (Merck 1.04070) ilave edilir ve
tiiplere dagitip, otoklavda 115 °C'da sterilize edilir. Agilanmis besiyeri 28-30 °C'da
en az 48 saat inkiibe edilip, tiip buzdolabinda sogutulur. Sogumus besiyerinin s1vi
halde olmasi jelatinin hidrolize edildigini gosterir. VP testi MR—VP Broth
besiyerinde yapilir (bakiniz; 37.05. Boliim).
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23.03. EMS Yontemi ile Sayim

Bacillus cereus 'un standart analiz yontemi ile belirlenemeyecek kadar az olmasi
halinde, ISO 7932 standart EMS yontemiyle sayilmasini 6nermektedir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

CASO Broth + Polymxin B Sulfate

MYP Agar (Cereus Selective Agar acc. to Mossel; Merck 1.05267)
Bacillus cereus Selective Supplement (Merck 1.09875)

Egg—yolk Emulsion (Merck 1.03784)

Analiz

-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1" bsliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. Stv1 gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve tirlinlerinde tercihen
7a Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Sadece sporlu bakterilerin sayimi isteniyorsa 23.01. Boliimde verildigi sekilde
pastorizasyon uygulanir ve seyreltme bu asamadan sonra yapilir.

-En Muhtemel Sayi yontemi ile analiz kurallarina uyularak CASO Broth +
Polymxin B Sulfate tiiplerine ekim yapilir. CASO Broth + Polymxin B Sulfate
besiyeri baslangigta ¢ift kuvvet olarak hazirlanabilir (bakiniz; 03.03.04. Boliim).

-Tiipler 28-30 °C'da 48 saat siire ile inkiibe edilir.

-Inkiibasyon sonunda gézle goriilebilir sekilde belirgin bir bulaniklik (iireme)
goriilen tiipler muhtemel pozitif olarak isaretlenir ve bunlardan Cereus Selective
Agar besiyerine siirme yapilir.

-Inkiibasyon sonunda (28 °C'da 48 saat) MYP Agar besiyerinde yaygin, kuru,
pembe—menekse merkezli ve etrafinda yogun bir presipitat olan koloniler (bakiniz
Ek B 31) Bacillus cereus olarak degerlendirilir. Gerekirse 23.02. Bolimde verildigi
sekilde koloniler tanimlanir. Bacillus cereus gorillen Petri kutularinin ekim
yapildig1 tiipler "B. cereus pozitif' olarak degerlendirilir. EMS c¢izelgesinden
yararlanilarak B. cereus sayis1 hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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23.04. Var/yok Testi

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

CASO Broth + Polymxin B Sulfate

Cereus Selective Agar acc. to Mossel (Merck 1.05267)
Bacillus cereus Selective Supplement (Merck 1.09875)
Egg—yolk Emulsion (Merck 1.03784)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kati gida tartilir ve dogrudan CASO Broth + Polymxin B Sulfate icinde
homojenize edilir. Sivi gida dogrudan bu besiyerlerine eklenir. Homojenizasyonda
blender ya da stomacher kullanildiginda minimum s1vi hacmi uyarinca -6rnegin, 25
g gida + 225 mL broth kullanilma zorunlulugu varsa- homojenizasyon sonrasi 10
gram gida karsilig1 olarak 100 mL homojenizat steril erlene alinir. Sadece sporlu B.
cereus var/yok testi yapilacaksa erlen, 23.01. Bolimde anlatildigi gibi pastorize
edilir.

-Erlen, 28-30 °C'da 24+2 saat siire ile inkiibasyona birakilir. Bu siire sonunda
MYP Agar besiyerinde yaygin, kuru, pembe-menekse merkezli ve etrafinda yogun
bir presipitat olan koloniler (bakiniz; Ek B 31) B. cereus olarak degerlendirilir.
Standart var/yok test kurallarina gére sonug verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

MERCK Bacillus cereus Besiyerleri

Bacillus cereus Selective Supplement ... 1.09875 16 vial
Cereus Selective Agar Base acc. to MOSSEL ............cccccceeeee. 1.05267 5009
Dextrose Casein-peptone Agar ........ccccceeeeeiee e 1.10860 500 g
Egg-yolk Emulsion (sterile) ... 1.03784 100 ml
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24. Yersinia enterocolitica

24,00, Var/YOK TeStE .......cooiiiiiiiiiieiee ettt senens 209
24.02. Yersinia enterocolitica TanimIaANIMAST ..............oocoveioeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 209
24.01. Var/yok Testi

Kullanilan Malzeme

Yersinia Selective Enrichment Broth acc. to OSSMER (Merck 1.16701)
Yersinia (CIN) Agar Base (Merck 1.16434)

CIN Agar Supplement (Merck 1.16466)

SSDC Agar (Merck 1.16724)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Beklenen kontaminasyon diizeyine gore gida, Yersinia Selective Enrichment Broth
acc. to OSSMER besiyerine 1:10 ya da 1:100 oraninda ilave edilir.

-Erlen 28-30 °C'da 24 saat siire ile inkiibasyona birakilir. Bu siire sonunda fark
edilir bir gelisme goriilmese bile CIN Agar ve/veya SSDC Agar besiyerine siirme
yapilir.

-Petri kutular1 28—30 °C'da 24 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda tipik koloni
gelisimi goriilmez ise inkiibasyon 24 saat daha devam eder.

-Tipik kolonilere rastlanmasi halinde "analiz edilen 6rnekte Y. enterocolitica
vardir" seklinde standart rapor verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

24.02. Yersinia enterocolitica Tanimlanmasi

SSDC Agar besiyerinde diizgiin, renksiz, 1 mm c¢apli, 10 biyiitme giicli
steromikroskop ile incelendiginde merkezde belirgin bir graniillesme goriilen
koloniler Yersinia enterocolitica olarak isaretlenir. Y. enterocolitica CIN Agar
besiyerinde 1-2 mm c¢apli, diizgiin, merkezleri koyu kirmizi, etraflar1 belirgin
berrak zonlu mat koloni olusturur. Koloni morfolojisi serotipe gére 6énemli 6lciide
degisir (bakiniz; Ek B 32 ve Ek B 33).
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MERCK Maya ve Kiif Besiyerleri

Candida Elective Agar acc. to NICKERSON ................................ 1.10456 500¢g
CZAPEK-DOX AQAC ...ttt 1.05460 500g
Dichloran Glycerol (DG18) Agar .........ceeeeeeeeiiiiiccee e, 1.00465 100g
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC) Agar .............. 1.00466 500¢g
Fungi Agar Base acc. to KIMMIG, modified .........ccccccccoiiiiinnnneee. 1.05414 500¢g
Malt EXIract AQar .......eeeeieieeeeeeeee e 1.05398 500¢
Malt EXtract Broth ..o 1.05397 500¢g
OGY Agar (Oxytetracycline Glucose Yeast Agar), Base ............. 1.10877 500g
OGY Selective Supplement ... 1.09877 15 vial
Potato DextroSe AQar .........ccoiiiieiieieeecee e 1.10130 500¢
Rose Bengal Chloramphenicol (RBC) Agar ........cccooeveeivieiiieenennn. 1.00467 500¢g
SABOURAUD-2 % Dextrose Agar .......cccceeiiiiiciiiiiieeeeea e 1.07315 500¢g
SABOURAUD-2 % Dextrose Broth ..........cccccoiiiiiiiiis 1.08339 500¢g
Universal Beer Agar (UBA Medium) ... 1.00445 500¢g
WL NUEHENT AQAT ..ottt eeeeeeee 1.10866 500¢g
LYo o - SR 1.05448 500g
WOrt Broth, BASE ......ooeieiieeeeeeeeeee e 1.05449 500g
Yeast EXIract AQar ... 1.03750 500¢g
D C L O N = PP PPPRPRR 1.16000 500g

MERCK Listeria Besiyerleri

Buffered Listeria Enrich. Broth Base acc. to FDA/BAM 1995 ... 1.09628
FRASER Listeria Selective Enrichment Broth (base) ............... 1.10398
FRASER Listeria Supplement (2 x 8 vial) ......ccccoeeeviieiiiiinnnnnnn. 1.10399
L-PALCAM Listeria Selective Enrichment Broth Base ............. 1.10823
Listeria Enrichment Broth (LEB) acc. to FDA/IDF-FIL .............. 1.10549
Listeria Enrichment Broth (LEB) Base acc. to FDA/IDF-FIL ..... 1.11951
Listeria Selective Enrichment Supplement ............ccccccoeeeeee. 1.11781
Oxford Listeria Selective Agar, Base ..........ccccvvvvvviiiviiiiiinnenneee. 1.07004
Oxford Listeria Selective Supplement ..............ccooooe. 1.07006
PALCAM Listeria Selective Agar Base ........ccccccceeeveiiiiiiieenn... 1.11755
PALCAM Listeria Selective Supplement ...........cccccceeeeeeeiiin, 1.12122
UVM-Il Supplement ... 1.04039
UVM-Listeria Selective Enrichment Broth, modified ................. 1.10824

500 g
500 g
Tkutu
500 g
500 g
500¢
16 vial
500 g
13 vial
500¢
16 vial
1 vial
500 g
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25. Vibrio parahaemolyticus

25.00. Var/YOK TeStE ......ocooioiiiiiieieeeee ettt s e es 211
25.02. Vibrio parahaemolyticus Tanimlamasi ....................ccocoooooiiiiiiiiinceeee 211
25.01. Var/yok Testi

Kullanilan Malzeme

Alkali Pepton Besiyeri
TCBS Agar (Merck 1.10263)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. 25
gram kat1 gida 225 mL Alkali Pepton besiyeri icinde homojenize edilir. Stv1 gida
dogrudan bu besiyerlerine eklenir. Inkiibasyon, 35-37 °C'da 8 saat siire ile yapalir.
Dondurulmus iirtinlerde inkiibasyon siiresinin 18—24 saat olmasi 6nerilmektedir.

-Bu siirenin sonunda TCBS Agar besiyerine 6ze ile siirme yapilir, 35-37 °C'da
18-24 saat inkiibasyona birakilir.

-Tipik V. parahaemolyticus kolonilerine rastlanmasi halinde temel biyokimyasal
testlerle tanimlama yapilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

25.02. Vibrio parahaemolyticus Tanimlamasi

V. parahaemolyticus TCBS Agar besiyerinde yesil, dairesel ve yaklasik 2 mm capli
koloni olusturur (bakiniz; Ek B 34). Tanimlanmas1 i¢in bir seri biyokimyasal test
uygulanmalidir. NaCl (30,0 g/L) ilave edilmis Triple Sugar Iron Agar (yatik)
besiyerine standart sekilde daldirma ve yiizeye stirme seklinde ekim yapilir. 35-37
°C'da 24 saat inkiibasyondan sonra V. parahaemolyticus reaksiyonu yiizey kirmizi
(laktoz ve sakkaroz negatif), dip sar1 (glikoz pozitif, H,S negatif), gaz yariklar1 yok
(glikozdan gaz olusturma negatif) seklindedir. NaCl (25,0 g/L) ilave edilmis
Tryptone Water besiyerine inokiilasyon ve 35-37 °C'da 24 saat inkiibasyon yapilir.
V. parahaemolyticus indol pozitif bir bakteridir.
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MERCK Staphylococcus aureus Besiyerleri

BAIRD-PARKER AQar ......coooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1.05406 500¢g
(O Vo Y N A o - | 1.05469 500¢g
Egg-yolk Tellurite Emulsion 20% (Sterile) ........oovvveviiiiiiiiiiiiiininnnns 1.03785 50 ml
GIOLITTI-CANTONI Broth .......cevueiiiiiiiiiiiiiiiea 1.10675 500¢
Mannitol Salt Phenol-red Agar ... 1.05404 500g
Staphylococcus Enrich.Broth Base acc. to BAIRD ...................... 1.07899 500 g
VOGEL-JOHNSON Agar, Base ............ccuuvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiineennee 1.05405 500 g

MERCK Clostridium Besiyerleri

Clostridium perfringens Supplement ..., 1.00888 16 vial
Differential Clostridial Agar (DCA) acc. to WEENK .................... 1.10259 500g
Differential Reinforced Clostridial Broth (DRCM) ..........ccccoee..... 1.11699 500g
Fluid Thioglycollate Medium G .............oooomiiiiieiee e, 1.16761 500 g
Fluid Thioglycollate Medium ... 1.08191 50049
Reinforced Clostridial Agar ...........ooooiiiiiiieeeeeeeeeeee e 1.05410 500g
SPS Agar (Perfringens Selective Agar; ANGELOTTI) ............... 1.10235 500¢g
Sulfite Iron Agar, Base ..........coooveiiiiii i, 1.10864 500 ¢
Thioglycollate Broth ... 1.08190 500g
TSC Agar (Tryptose Sulfite Cycloserine Agar), Base ................. 1.11972 500g
TSN Agar (Perfringens Selective Agar; MARSHALL) ................. 1.05264 500¢g
Tyrobutyricum Broth Base ..........ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicii 1.11734 500g

MERCK Enterococcus Besiyerleri

Azide Dextrose Broth ... 1.01590 500g
BROLACIN AQar ...coooeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1.01638 500g
Bromocresol-purple Azide Broth ...........cccccoeeiiiiiiiiiciieee 1.03032 500¢g
CATC Agar (Citrate Azide Tween® Carbonate) Base ................ 1.10279 500g
Chromocult® Enterococci Broth ...............evveeieeviiiiiiiiiiiiinns 1.10294 500 g
Esculin Bile AQar .........uuoiiiieeeeeeeeee e 1.11432 500¢g
Kanamycin Esculin Azide AQar ..........cccccoooimiiiiiiinnes 1.05222 500g
KF Streptococcus Agar Base ..........coovvvvevieeiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeee, 1.10707 500 g
KING Agar B, Base ........cccuuiiiiiieieee e 1.10991 50049
Membrane-filter Enterococcus Selective Agar acc. to

SLANETZ and BARTLEY ... 1.05262 5009
Membrane-filter Enterococcus Selective Agar Base acc. to

SLANETZ and BARTLEY ... 1.05289 500¢
ReadyCult® ENteroCOCCH ......cccceiiieiieiiieiiieeiieeeeeeeeeeeeee e 1.01299 20 test
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26. Aeromonas Tiirleri

260.01. Var/yoRK TSt .........ccocooiiiiiiiciieeeee et s sesens 213
26.02. Kati Besiyerinde SayIm ... 213
26.03. Membran Filtrasyonla Sularda Aeromonas Analizi ........................................... 214
26.01. Var/yok Testi

Not: Kullanilan yontem A. hydrophila yaninda diger Aeromonas tiirlerini de pozitif
olarak verdigi i¢in 6zel olarak A. hydrophila aranmasi amaglaniyor ise izole edilen
kolonilerin A. hydrophila olup olmadigi ayrica test edilmelidir.

Kullanilan Malzeme

CASO (Tryptic Soy) Broth + Ampicillin
GSP Agar (Merck 1.10230)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida 25 gram tartilir ve dogrudan 225 mL CASO Broth + Ampicillin besiyeri
i¢inde homojenize edilir. S1vi gida dogrudan bu besiyerlerine eklenir.

-Erlen, 28-30 °C'da 18 saat inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda GSP Agar'a 6ze ile
stirme yapilir, 28-30 °C'da 18 saat inkiibasyona birakilir.

-Aeromonas tiirleri GSP Agar besiyerinde biiyiik, 2—3 mm ¢apli, sar1 ve etrafi sar1
zonlu koloni olusturur.

-Tipik Aeromonas kolonilerine rastlanirsa "6rnegin 25 g (mL)'inda Aeromonas
spp. vardir" seklinde rapor verilir. Tanimlama gerekli ise, basit testler yapilabilir.
Aeromonas tiirleri oksidaz pozitif, trehaloz pozitif ve indol pozitif reaksiyon verir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
izere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
26.02. Kat1 Besiyerinde Sayim

Gidalarda Aeromonas tiirleri GSP Agar besiyerinde standart yontemle sayilir.
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Kullanilan Malzeme

%0,1 Peptonlu Su
GSP Agar (Merck 1.10230)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" béliimiine bakiniz.

-Gida o6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kati gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler icin, %0,1 Peptonlu Su
coOzeltisi kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi ornekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den GSP Agar'a yayma ya da dokme yontemi ile ekim
yapilir. 28-30 °C'da 24 saat inkiibasyondan sonra 2—-3 mm ¢apli sar1 renkli ve etrafi
sart zonlu koloniler 4eromonas olarak sayilir ve standart sekilde hesaplanarak,
sonu¢ kob/g (mL) olarak verilir. Tanimlama gerekli ise, basit testler yapilabilir.
Aeromonas tiirleri oksidaz pozitif, trehaloz pozitif ve indol pozitif reaksiyon verir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
izere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

26.03. Membran Filtrasyonla Sularda Aeromonas Analizi

Kullanilan Malzeme

m-Aeromonas Selective Agar Base (Merck 1.07621)
m-Aeromonas Selective Supplement (Merck 1.07625)

Analiz
Su orneklerinde membran filtrasyon yontemi ile Aeromonas tiirlerinin belirlenmesi
standart yontemle yapilir (bakiniz; 07.03. Boliim). 35 °C'da 24 saat inkiibasyondan

sonra m-Aeromonas Selective Agar'da gelisen sar1 renkli koloniler (bakiniz; Ek B
35) Aeromonas olarak sayilir ve standart sekilde sonug verilir.
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27. Campylobacter

27.00. Var/YOK TSt .......coooiiiiiiiiiee ettt 215
27.02. Singlepath Campylobacterile Hizh Analiz ........................cocooooiiiiniie, 216

Gida mikrobiyolojisinde Salmonella ile birlikte kayda ge¢mis en fazla hastaliga yol
agan gida kaynakli patojenlerdir. ISO 10272'ye gore analizi temel olarak 41,5 °C'da
zenginlestirme, selektif kati besiyerine siirme seklinde yapilan var/yok testidir.
Campylobacter analizi yapilacak gida dondurulmamali, gerekli ise buzdolabi
sicakliginda tutulmali, olanaklar 6l¢iistinde hizla analiz yapilmalidir.

27.01. Var/yok Testi

Kullanilan Malzeme, Katkilar: ve Diger Malzeme

Bolton Selective Enrichment Broth (Merck 1.00068)
Bolton Broth Selective Supplement (Merck 1.00069)
CCDA, modified (mCCDA; Merck 1.00070)

CCDA Selective Supplement (Merck 1.00071)
Campylobacter Selective Agar (Merck 1.02248)
Campylobacter Selective Supplement (Merck 1.02249)
Anaerobik Inkiibasyon Geregleri

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida 6rnegi mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir, 25
g (mL) alinip, 250 mL vida kapakli cam sisede hazirlanmis 225 mL Bolton Broth
besiyerine ilave edilir. Campylobacter mikroaerofilik bir bakteri oldugu i¢in
homojenizasyonu sirasinda asir1 oksijen temasi bakteriye zarar vererek sahte
negatif sonuclara neden olur. Bu nedenle blender kullanilmasindan olabildigince
kaginilmalidir. Eger vida kapakli cam sise yerine erlen kullaniliyor ise inkiibasyon
mikroaerofil kosullarda yapilmalidir.

-Sise 6nce 37 °C'da 4 saat, sonra 41,5 °C'da 42-44 saat siire ile inkiibasyona
birakilir. Bu siire sonunda mCCDA ve Campylobacter Selective Agar besiyerlerine
siirme yapilir ve Petri kutular1 41,5 °C'da 24-48 saat siire yine mikroaerofilik
ortamda inkiibe edilir. Inkiibasyonun ilk 24 saatinde Petri kutular1 incelenir, tipik
koloni goriilmemesi durumunda inkiibasyona 24 saat daha devam edilir.
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-mCCDA besiyerinde grimsi, diiz, 1slak goriiniimlii ve yayilma egiliminde olan
koloniler (bakiniz; Ek B 36) ile Campylobacter Selective Agar besiyerinde gelisen
gri—kahverengi berrak zonlu koloniler C. jejuni ya da C. coli olarak degerlendirilir.

-Tipik Campylobacter kolonilerine rastlanmast halinde "25 g (mL) Ornekte
Campylobacter jejuni ve/veya C. coli vardir" seklinde standart rapor verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

27.02. Singlepath Campylobacter ile Hizh Analiz

Kullanilan Malzeme

Bolton Selective Enrichment Broth (Merck 1.00068)
Bolton Broth Selective Supplement (Merck 1.00069)
Singlepath Campylobacter (Merck 1.04143)
Anaerobik Inkiibasyon Geregleri

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz. Yontem sematik olarak
Ek A 14'te gosterilmistir.

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Tartim ve homojenizasyon 27.01. Boliimdeki gibi yapilir. Gidada hasar gormiis
Campylobacter olmasindan endise ediliyorsa, besiyeri 6nce 37 °C'da 4 saat siire ile
mikroaerofilik ortamda inkiibe edilir, sonra inkiibasyon sicakligi 41,5 °C'a ¢ikarilip
inkiibasyona 44 saat daha devam edilir. Eger vida kapakli cam sise yerine erlen
kullaniliyor ise inkiibasyon mikroaerofil kosullarda yapilmalidir.

-Toplam 48 saat siiren inkiibasyondan sonra bu kiiltiirden cam bir tiipe 1-2 mL
almip, kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur ve oda sicakligina geldiginde 160
uL (Pastor pipeti ile 5 damla) Singlepath Campylobacter kitine uygulanir.

-20 dakika sonunda kontrol "C" penceresinde kirmizi serit olusmalidir. Test "T"
penceresinde de kirmizi serit goriilmesi analiz edilen kiiltiirde Campylobacter
oldugunu gosterir. Pozitif sonugta selektif bir agara siirme yapilip sonucun
dogrulanmasi 6nerilir. Negatif sonugta analize devam etmenin geregi yoktur.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not : Test kiti analizden 2 saat once buzdolabindan c¢ikarilip, oda sicakligina
getirilmeli ve aliminyum poseti ac¢ildiktan sonra 30 dakika i¢inde kullanilmalidir.
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28. Alicyclobacillus

2800 SAYIIN ..ottt ettt ettt b ettt s st n et eaenas 217
2802, VAT Y OK T@STL ..o e et e e e ee et e e e e s e neen 219

[k kez ticari elma sularinda bozulma etmeni olarak izole edilen Alicyclobacillus
tiirleri bugiin basta meyve sular1 ve konsantreleri olmak tizere gida isletme suyu,
salca, soslar vb. pek ¢cok materyalde aranmakta ya da sayilmaktadir. Insan saghigina
olumsuz bir etkisi oldugu bu giine kadar bilinmemektedir. Genel mikrobiyolojik
yaklasim ile yapilan test dogrudan bu bakteriye yonelik degildir. Analizler
"termofilik asidofilik sporlu bakteri" aranmasi ya da sayilmasi iizerine kurulmustur.
Bununla beraber, pozitif sonuglar Alicyclobacillus olarak degerlendirilir. Bu gruba
giren bakteriler genis bir sicaklik ve asidik pH araliginda gelisebilmektedirler.
Alicyc. acidocaldiarus, Alicyc. acidoterrestris ve Alicyc. cycloheptanicus olmak
tizere 3 tiirti vardir. Bunlardan 6zellikle Alicyc. acidoterrestris meyve sularinda
sorun ¢ikarmaktadir ve buna bagh olarak Alicyclobacillus olarak analizi yapilan bu
tirdiir. Diger tlirlerin analizi inkiibasyon sicakligina bagli olarak farkli sekilde
yapilmakla beraber, bu boliimde verilen yontem ile yapilan analiz sonucu Alicyc.
acidoterrestris olarak degil, Alicyclobacillus spp. olarak verilir.

Not 1: Ham materyalde ve meyve suyu konsantrelerinde, suruplarda analiz
oncesinde pastorizasyon uygulanarak vejetatif hiicreler oldiiriilmelidir. Ancak,
pazara sunulmus olan son {iriin olan meyve suyunda ve heniiz iiretilmis meyve
suyu konsantrelerinde 1s1l islem ile sporsuz bakteriler zaten 6ldiiriilmiis oldugu ve
Alicyclobacillus tiirleri, bu triinlerde vejetatif formda bulunabilecegi icin bu
tirtinlerin analizinde pastorizasyon yapilmamalidir.

Not 2: Bu yontemin salgca gibi {iriinlerde kullanilabilirligi uluslararasi kontrol
kuruluglar1 tarafindan onaylanmamis olmakla beraber, gerek miisteri talepleri
dogrultusunda gerek isletme kontrolleri i¢in sal¢a analizlerinde de giinliik olarak
kullanilmaktadir.

Not 3: 45 °C'da 5 giine kadar devam eden inkiibasyon sirasinda besiyerinde
kuruma olur ve buna bagh olarak tipik olmayan koloni morfolojisi nedeni ile sahte
negatif sonuglar alinabilir. Petri kutularinin strech filme sarilarak inkiibasyona
birakilmasi kurumayi 6nler. Inkiibasyon sicakligi kritiktir.

28.01. Sayim

IFU (International Fruit juice Union) Metot 12'ye goére analiz edilecek Ornegin
pH's1 4,0+0,2 olan BAT Agar besiyerinde standart yayma analiz yontemi ile
belirlenir. Membran filtrasyon yontemi de kullanilabilir.
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Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
BAT Agar (Merck 1.07994)
Plate Count Agar (Merck 1.05463)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" bsliimiine bakimiz.

-Gida ve su oOrnekleri mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara
getirilir. Gerekli ise homojenizasyon Maximum Recovery Diluent ile yapilir. Ham
madde, isletme suyu, dnceden iiretilmis ve aseptik olmayan kosullarda depolanmis
meyve suyu konsantresi gibi i¢inde Alicyclobacillus sporlart disinda bakteri olmasi
beklenen materyal 6nce pastorize edilir.

-Tip i¢indeki 6rnek, kaynar su banyosuna daldirilir, ayn1 ¢eper kalinligindaki
tiipte bulunan bir diger 6rnege termometre yerlestirilir.

-Kontrol tiipiindeki sicaklik 80 °C'a eristiginde her iki tiip su banyosundan
¢ikarilir, kontrol tiipiiniin sicakligi kontrol edilerek sicaklik 79 °C'a diistiigiinde
tekrar kaynar su banyosuna beraberce daldirilirlar. Bu sekilde 5 dakika tutulduktan
sonra test tlipii buz banyosuna alinir ve hizla oda sicakligina kadar sogutulur.

-Gerekli ise seyreltmeler bu asamada (pastdrizasyondan sonra) yapilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi ornekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma yontemi ile ekim yapilir. Sayim yapilacak
materyalden 0,1 mL alinip, pH's1 1 N H,SO, ile 4,0+0,2'ye ayarlanmis BAT Agar
besiyerine yayilir. 45 °C'da 3-5 giin siiren inkiibasyon sonunda olusan biitiin
koloniler sayilir. Tipik Alicyclobacillus kolonileri Ek B 37'de verilmistir.

-Isletme suyu ve berrak meyve suyu konsantreleri gibi ornekler membran
filtrasyondan gegirilir, filtre yine BAT Agar besiyerine yerlestirilip, 45+0,1 °C'da
3-5 giin siiren inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayilir.

-Bazi maya tiirleri ve Alicyclobacillus olmayan bazi bakteriler de bu besiyerinde
gelisebilir. Farkli morfolojideki kolonilerden 6rnek alinarak steril 1 mL Maximum
Recovery Medium ortaminda ¢oziiliip, morfolojik olarak mikroskopta incelenir.
Cubuk bakteri goriinlimiinde olan izolat, standart Plate Count Agar besiyerine
siiriiliir ve yine 45 °C'da 3-5 giin inkiibe edilir. Alicyclobacillus tiirleri nétr pH'l1
PCA besiyerinde gelisip, koloni olusturamaz. Identifikasyon esasli sayim teknigi
ile (bakimiz, 07.01.05. Boliim) Petri kutusundaki kolonilerin ne kadarinin
Alicyclobacillus oldugu belirlenir. Buradan analiz edilen 6rnekteki Alicyclobacillus
spp. sayist hesaplanir ve standart kurallara gore sonug¢ kob/g (mL) olarak verilir.
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-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

28.02. Var/Yok Testi

Standart olarak zenginlestirme sonras1 BAT Agar'a ekim yapilabilecegi gibi, uygun
materyal membran filtrasyon ile de analiz edilebilir.

Zenginlestirme i¢cin BAT Medium 6nerilmekle birlikte, bu besiyerinin ticari olarak
hazirlanmis preparati yoktur. BAT Agar besiyerinde agar disindaki bilesenlerden
hazirlanmasi ise olduk¢a zordur. Bu nedenle, 6zellikle meyve suyu konsantreleri ve
salgada zenginlestirme islemi Maximum Recovery Diluent ile yapilir. Bu sekilde
seyreltilmis olan materyaldeki besin maddeleri ve su aktivitesi Alicyclobacillus
tiirlerinin gelisimine elverislidir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
BAT Agar (Merck 1.07994)
Plate Count Agar (Merck 1.05463)

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida ve su ornekleri mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara
getirilir.

-Son iirtin meyve sular1 orijinal ambalaji iginde, aseptik olarak paketlenmis meyve
suyu konsantreleri 1:9 oraninda Maximum Recovery Diluent ile seyreltildikten
sonra 45 °C'da 10 giin inkiibe edilir. Bu siire sonunda 0,1 mL 6rnek BAT Agar
besiyerine yayma yontemiyle ekilir. 45 °C'da 3-5 giin inkiibasyon sonunda koloni
olusumu izlenir. Petri kutularinin mutfak tipi strech film ile sarilmasi gereklidir.

-Ham madde ile aseptik olarak doldurulmamis meyve suyu konsantrelerinde
Maximum Recovery Diluent ile 1:9 oraninda homojenize edilen materyal, sahit
kullanilarak 80 °C'da 10 dakika pastérizasyondan sonra hizla 45 °C'a sogutulur, bu
sicaklikta 10 giin inkiibe edilir. Buradan alinan 0,1 mL 6rnek, BAT Agar'a yayma
yontemi ile ekilir. BAT Agar yine 45 °C'da 3-5 giin inkiibe edilir ve bu siire
sonunda koloni olusumu izlenir.
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-Su ornekleri ile membran filtreden gegirilebilen berrak meyve sulan ile
Maximum Recovery Diluent ile seyreltilip membran filtreden gegirilebilen berrak
meyve suyu konsantreleri, materyal 6zelligine gore gerekirse 80 °C'da 10 dakika
pastorize edilerek membran filtrasyondan gegirilir, filtre BAT Agar'a yerlestirilip,
45 °C'da 3-5 giin siiren inkiibasyon sonunda koloni olusumu izlenir ve sonunda
olusan biitiin koloniler sayilir. Tipik Alicyclobacillus kolonileri Ek B 37'de
verilmistir.

-Bazi maya tiirleri ve Alicyclobacillus olmayan bazi bakteriler de bu besiyerinde
gelisebilir. Farkli morfolojideki kolonilerden 6rnek aliarak steril 1 mL Maximum
Recovery Medium ortaminda ¢6ziiliip, morfolojik olarak mikroskopta incelenir.
Cubuk bakteri goriiniimiinde olan izolat, standart Plate Count Agar besiyerine
siiriiliir ve yine 45 °C'da 3-5 giin inkiibe edilir. Alicyclobacillus tiirleri nétr pH'li
PCA besiyerinde gelisip, koloni olusturamaz. Sonuglar var/yok testi kurallarina
gore verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

MERCK Yersinia Besiyerleri

Salmonella Shigella Agar with Sodium Deoxycholate and

Calcium Chloride (SSDC) ....ccoovvviiiiiiieeeeeeeeeeee 1.16724 500g
Yersinia Selective Agar Base (CIN-Agar) ........ccccoevvviiiieeeeeneenn, 1.16434 500¢g
Yersinia Selective Enrichment Broth ..., 1.16701 500g
Yersinia Selective Supplement (CIN) .......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 1.16466 16 vial

MERCK Campylobacter Besiyerleri

Bolton Broth Base ... 1.00068 500 g
Bolton Supplement ... 1.00069 16 vial
Campylobacter Blood-Free Agar Base (modified CCDA) ............. 1.00070 500g
CCDA Supplement ......ccoooeiiiiieieeeeee 1.00071 16 vial
Campylobacter Selective Agar Base ..........cccccoovvvvviiiiiiiieceieeenn, 1.02248 500 g
SKirrow Supplement ... 1.02249 16 vial

MERCK Aeromonas Besiyerleri

(€] o - | S 1.10230 500g
M-AEIOMONAS AQA .....ceiieieiiiiie e eee e e e e e e et e e e e e e e e eeenanas 1.07621 500¢
m-Aeromonas Supplement ... 1.07625 16 vial
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29. Clostridium tyrobutyricum

29.01. EMS Yontemiile Sayllmasi ...............ccocoooiiiiiiiiiiee e, 221
29.02. Var/YOK TSt ..ot 222

Cig siite cogunlukla silajdan bulasan ve laktat1 fermente ederek biitirik asit, asetik
asit ve gaz (H, ve CO;) olusturan sporlu anaeroblar i¢inde peynirlerde gec sisme
etmeni olarak tanimlanan bakteri Clostridium tyrobutyricum 'dur. Her ne kadar CI.
butyricum ve CI. sporogenes de bu kapsam i¢inde degerlendirilmekle beraber,
analiz yontemleri CL tyrobutyricum belirlenmesi/sayilmasi tizerine kurulmustur.

Not: Bu bakterinin analizinde sporsuz refakatci bakterilerin eliminasyonu ig¢in
pastorizasyon uygulanmaktadir. Bu islem sirasinda vejetatif formdaki CL
tyrobutyricum da Oliir ve sayim sonucu beklenildiginden ¢ok daha az ¢ikabilir.
Hatta, yine bu nedenle sayim sonucu "yok" olarak alinirsa bu sonug¢ sadece analiz
edilen 6rnekte spor formunda CI. tyrobutyricum olmadigini gosterir.

29.01. EMS Yontemi ile Sayilmasi
Kullanilan Malzeme

7a Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Bryant and Burkey Medium (Merck 1.01617)
Tyrobutyricum Base

%50 Sodyum Laktat (Merck 1.06522)

Kat1 Parafin (Merck 1.07158)

Su Agar

Analiz

-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1" béliimiine bakiniz.

-Gida o6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kati gida tartilir ve homojenize edilir. S1v1 gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve tirlinlerinde tercihen
4 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Tup i¢indeki 6rnek, kaynar su banyosuna daldirilir, ayn1 ¢eper kalinligindaki
tiipte bulunan bir diger 6rnege termometre yerlestirilir.
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-Kontrol tiipiindeki sicaklik 80 °C'a eristiginde her iki tiip su banyosundan
¢ikarilir, kontrol tiipiiniin sicakligi kontrol edilerek sicaklik 79 °C'a diistiigiinde
tekrar kaynar su banyosuna beraberce daldirilirlar. Bu sekilde 5 dakika tutulduktan
sonra test tlipii buz banyosuna alinir ve hizla oda sicakligina kadar sogutulur.

Taze peynirde hasar gérmiis CI. tyrobutyricum analizinde 62,5 °C'da 30 dakikalik
uygulamalara da rastlanilmaktadir.

-En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak Tyrobutyricum Broth
ya da Bryant and Burkey Medium tiiplerine ekilir. Tiplerin {izeri 2 cm kalinlikta
olacak sekilde (yaklasik 4 mL) sterilize edilmis ve 50 °C su banyosunda tutulan
kat1 parafin ya da Su Agar ilave edilir. Su Agar ilavesinde agar katmaninin tiip
tizerinde donmasina dikkat edilir. Gerekiyorsa brothlar baslangigta cift kuvvet
olarak hazirlanir (bakiniz; 03.03.04. Boliim).

-Tiipler, 37 °C'da 7 giin inkiibasyona birakilir, 3. giinden itibaren incelenir. Olusan
gaz ile parafin tabakasinin yukar itildigi tiipler pozitif olarak isaretlenir ve bunlar
"CI. tyrobutyricum" olarak degerlendirilir. EMS ¢izelgesi kullanilarak Clostridium
tyrobutyricum sayisi hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not: Daha oOnce ticari olarak iiretilen Tyrobutyricum Broth Base iiretimden
kaldirilmis, yerine Bryant and Burkey Medium (Merck 1.01617) getirilmistir.

29.02. Var/yok Testi

Silaj, peyniralti suyu, ¢ig ya da pastorize siit vb. ornekler materyalin 6zelligine
gore pastorize edilerek ya da dogrudan var/yok testleri ile analize alinabilir.
Kullanilan besiyerleri ve pastorizasyon islemi 29.01. Boliimde verildigi gibidir.

Biiytik tiiplerdeki 45 mL besiyeri {izerine 5 g (mL) 6rnek ilavesi ile yapilir, standart
var/yok analiz kurallarina gére sonug verilir.
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30. Anaeroblar

30.01. Kati Besiyerinde SQYIM ..............ocooooiiiiiiiiiiicceeee e 223
30.02. EMS Yontemi ile SQYIM ............cccoooiiiiiii 224
30.03. Var/yOK TeSEi .......coouiiiiiiiiciiic et 225

Gida mikrobiyolojisini ilgilendiren anaeroblardan kasit Clostridium tirleridir.
Bunun disinda baska anaerob ya da fakiiltatif anaerob bakteriler de gidalarda
bulunmakla birlikte, analizlerde belirlenenler genellikle bu cins {iiyeleridir. Diger
bir deyis ile, analizler Clostridium tiirlerinin saptanmasi tizerine kurulmustur.

Yine gida mikrobiyolojisini ilgilendiren Clostridium tiirleri iginde, 6zel kosullarda
gelistirilmesi gerekenler yoktur. Bu nedenle basit olarak emzikli bir kavanoza
vakum pompasi ile vakum uygulanmasi, normal bir kavanoza yerlestirildikten
sonra kavanozda yanar bir mum birakilarak kapagmin kapatilmast (mum
kavanozu), tiiplerin tizerine kat1 parafin ve Petri kutularinin {izerine ikinci kat agarli
besiyeri dokiilmesi gibi uygulamalar ¢cogu defa yeterli anaerob kosul saglamakla
birlikte, standart analizlerde anaerob ortam saglamak i¢in gelistirilmis ozel
sistemlerden yararlanilmasi gereklidir. Ayrica Campylobacter tiirleri gibi 6zel
atmosfer kosullarinda gelistirilen bakteriler i¢in bu sistemlerin kullanilmasi bir
anlamda zorunludur.

Not 1: Anaerob bakterilerin analizinde S. aureus ve koliform bakteriler de
gelisebilirler. Materyalin onceden pastorize edilmesi ya da 6zellikle Gram negatif
bakterilerin gelisimini baskilamak i¢in antibiyotik kullanilmas1 6nerilir.

Not 2: Amaca uygun olarak inkiibasyon sicakligi se¢ilmelidir. Standart analizlerde
kullanilan inkiibasyon sicaklign 35-37 °C'dir. Inkiibasyonda 28-30 °C ya da
termofil anaeroblar i¢in 55 °C kullanilir. Uygulanan inkiibasyon sicakligi analiz
raporunda belirtilmelidir.

30.01. Kat1 Besiyerinde Sayim

Kullanilan Malzeme

Anaeroblar i¢in Seyreltme Cozeltisi
Anaerobik Inkiibasyon Geregleri

Reinforced Clostridial Agar (Merck 1.05410)
Polymyxin B Sulfate (Merck 1.06994)
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Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yéntemler" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmelerde, "anaeroblar icin seyreltme
cozeltisi" kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Petri kutular1 35-37 °C'da 24-48 saat siire ile anaerob ortamda inkiibasyona
birakilir. Bu siirenin sonunda Reinforced Clostridial Agar'da gelisen biitiin
koloniler "mezofil anaerob bakteri" olarak sayilir ve standart sekilde hesaplanarak,
sonug kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
izere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not: Reinforced Clostridial Agar besiyerinde koliform grup bakteriler ve Staph.
aureus gelisebilir. Identifikasyon esasli sayim teknigi (bakiniz; 07.01.05. Boliim)
uyarinca Gram boyama yapilarak kolonilerin Gram reaksiyonu ve bakteri
morfolojilerinin incelenmesi Onerilir. Gram negatif bakterilerin baskilanmasi i¢in
sterilizasyon sonrasi besiyerine 0,02 g/L olacak sekilde filtre ile sterilize edilmis
Polymyxin B Sulfate ¢6zeltisi ilave edilmelidir.

30.02. EMS Yontemi ile Sayim
Kullanilan Malzeme

Anaeroblar i¢in Seyreltme Cozeltisi

Anaerobik Inkiibasyon Geregleri

Fluid Thioglycollate Medium (Merck 1.08191)
Thioglycollate Broth (Merck 1.08190)
Reinforced Clostridial Medium (Merck 1.05411)
Polymyxin B Sulfate (Merck 1.06994)

S1v1 Parafin (Merck 1.07160)

Su Agar

Analiz
-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1" boliimiine bakiniz.
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-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarna uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmelerde "Anaeroblar i¢cin Seyreltme
Cozeltisi" kullanilir.

-En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak Reinforced Clostridial
Medium, Fluid Thioglycollate Broth ya da Fluid Thioglycollate Medium tiiplerine
ekim yapilir. Gerekiyorsa besiyerleri baslangicta ¢ift kuvvet olarak hazirlanir
(bakiniz; 03.03.04. Boliim).

-Ekim sirasinda pipetin olabildigince tiipiin dibine dogru sokularak materyalin
buraya aktarilmasina dikkat edilir.

-Ekim sonrasinda tiiplerin iizerine yaklasik 1 cm kalinlikta (2 mL) steril kati
parafin ya da su agar ilave edilmelidir. Tiipler 35-37 °C'da 24-48 saat siire ile ve
tercihen anaerob ortamda inkiibe edilir.

-Inkiibasyon sonunda bakteri gelismesi genellikle tiiplerin dip tarafinda olusur.
Bakteri gelismesi goriilen tiipler, "mezofil anaerob bakteri pozitif' olarak
degerlendirilir. EMS cizelgesinden yararlanilarak mezofil anaerob bakteri sayisi
hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not 1: Fluid Thioglycollate Medium taze hazirlanmalidir. Eger tiipteki besiyerinin
tistten 1/3'liikk boliimiinde oksijene bagli olarak pembe renk olusmus ise ve bu renk
kaynatma ile kaybolmuyorsa bu besiyeri analizde kullanilamaz. Besiyeri sadece 1
kez kaynatilabilir.

Not 2: Reinforced Clostridial Medium besiyerinde koliform grup bakteriler ve
Staph. aureus gelisebilir. Gram negatif bakterilerin baskilanmasi i¢in sterilizasyon
sonras1 besiyerine 0,02 g/L olacak sekilde filtre ile sterilize edilmis Polymyxin B
Sulfate ¢ozeltisi ilave edilmelidir.

30.03. Var/Yok Testi

Anaeroblar agisindan da "steril" sayillan UHT siit gibi iriinlerde yaygin olarak
uygulanir. Bu amagla Fluid Thioglycollate Medium (Merck 1.08191),
Thioglycollate Broth (Merck 1.08190) ya da Reinforced Clostridial Medium
(Merck 1.05411) gibi bir selektif ortamda zenginlestirme ve arkasindan Reinforced
Clostridial Agar (Merck 1.05410) besiyerine ekim yapilir. Inkiibasyonlarda
standart olarak anaerob ortam onerilir. Var/yok analiz kurallarina uyularak sonug
verilir.
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MERCK Anaeroblar

Anaerobic Agar acc. to BREWER ..o 1.05452 500 g
ANAErobIC Jar (2,5 L) oo 1.16387 1 adet
ANAEIOCHP® ... 1.14226 25 Klips
ANAEroCUlt® A ... 1.13829 10 test
ANAErOCUR® A MINI ..ovveiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeee e e 1.01611 25 test
ANEIOCUI® C ... 1.16275 25 test
ANAEroCUlt® C MINT ...oeeiiiiiiiiie e 1.13682 25 test
ANaeroCUlt® IS ... 1.16819 25 test
ANAEIOCUIRB P .....eeiiiiiiii s 1.13807 25 test
ANAEIOLESI® ...coevveiii i 1.15112 50 strip
Clostridium perfringens Supplement ............cccooooi. 1.00888 16 vial
Columbia Agar (BaS€) ........ceeeeiieiaiiiiiiiiieeee e 1.10455 500¢g
Differential Clostridial Agar (DCA) acc. to WEENK ..................... 1.10259 500¢g
Differential Reinforced Clostridial Broth (DRCM) ........................ 1.11699 500¢g
Fluid Thioglycollate Medium ... 1.08191 500 g
Fluid Thioglycollate Medium G ............cccoiiiiiiii e 1.16761 500 g
Meat LIVEr AQAr .....ccooo o 1.15045 500 g
Reinforced Clostridial Agar ..o, 1.05410 500¢g
Reinforced Clostridial Medium (RCM) .......ccooiiiiiiiiiii. 1.05411 500 g
SPS Agar (Perfringens Selective Agar; ANGELOTTI) ................ 1.10235 500¢g
Sulfite Iron Agar, Base ...........eeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiivieevieeneennnennnes 1.10864 500¢g
Thioglycollate Broth ... 1.08190 500¢g
TSC Agar (Tryptose Sulfite Cycloserine Agar), Base ................. 1.11972 500¢
TSN Agar (Perfringens Selective Agar; MARSHALL) ................. 1.05264 500¢g
Singlepath® Singlepath® Singlepath®  Duopath®
E.COLI 0157 LISTERIA SALMONELLA

- - - - =

-— — — C - C N

- T -
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31. Lipolitik Bakteriler

31.01. Kati Besiyerinde SAYIM ..............ccooooiiiiiiiiiieiicceeeeee e 227

Ozellikle siit iiriinlerinde siit yagin1 parcalayarak istenmeyen tat ve kokulara neden
olan lipolitik bakteriler standart kiiltiirel sayim yontemi ile belirlenir.

Not: Peynir gibi kat1 gidalarda yapilan analizde, lipolitik bakteri sayisinin 100
kob/g kadar oldugu bekleniyorsa standart boy 3 Petri kutusuna esit miktarda yayma
ya da dogrudan 14 cm capl biiyiik Petri kutusuna 1 mL yayma yontemi onerilir.
Dokme yontemi de uygulanabilir.

31.01. Kati Besiyerinde Sayim
Kullanilan Malzeme

Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
Tributyrin Agar (Merck 1.01957)
Neutral Tributyrin (Glycerol tributyrate; Merck 1.01958)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" béliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. Stv1 gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve tirtinlerinde tercihen
Y4 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Inkiibasyon sonunda (28-30 °C'da 48 saat) Tributyrin Agar besiyerinde etrafi
berrak zonlu tiim koloniler lipolitik bakteri olarak sayilir ve standart sekilde
hesaplanarak, sonu¢ kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

227



MERCK Envirocheck

Envirocheck® Contact C ..........cooovvvvviviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee, 1.02136
Envirocheck® Contact DC ..., 1.02147
Envirocheck® Contact E ...............eevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 1.02137
Envirocheck® Contact TVC (Total Viable Counts) ........... 1.02149
Envirocheck® Contact YM (R) ......ooooiiiiiiieee 1.02139
Envirocheck® Contact YM (S) ......coooviiiiiiieeiiiiee, 1.02138
Envirocheck® Rodac Blister TVC w/ neutralizers

for Total Colony Count ... 1.07042
Envirocheck® Rodac Blister Y + M w/ chloramphenicol

for yeasts and moulds ..........cccoooiiiiiiiiiiiiiiin 1.07044
Envirocheck® Rodac H + S (Yeasts and moulds) ............ 1.07088
Envirocheck® Rodac plates (@ 56 mm) for surface-

EESHING 1oeeeeeiiiiiieiiee e 1.07084

10 slayt
10 slayt
10 slayt
10 slayt
10 slayt
10 slayt

6 x 5 Petri

6 x 5 Petri
2 x 10 Petri

2 x 10 Petri

MERCK Genel Kullanim

Brain Heart Agar ... 1.13825
Brain Heart Broth ..., 1.10493
CASO (Tryptic SOY) Agar .......ccoovvvviiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeee 1.05458
CASO (Tryptic Soy) Broth ... 1.05459
Gram Boyama TaKimi ... 1.11885
IMMErSION Ol ....cvoveeiieeeeie e 1.04699
Maximum Recovery Diluent ... 1.12535
Mini INKODALOT ~.......oveeeeeeeeee e 1.13311
Phenol Red Broth Base ... 1.10987
Ringer COzeltisi (V). 1.15525
Sterikon; Biyolojik Sterilizasyon indikatérii .................... 1.10274
Trypotone (INdol) BESIYeri ...........cccceeveveeeeeeerieeenne, 1.10859
UV ElLambasl ........cccooeeiiiiiiiiiiiiiiiciicceee e, 1.13203

500 g

500 g

500 g

500 g

1 takim

100, 500 mL
500 g

1 adet

500 g

100 tablet
15, 100 ampul
500¢

1 adet

"™ - A
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32. Proteolitik Bakteriler

32 .01. Kati Besiyerinde SAYIM ...............ccooooiiiiiiiiiiieeee e 229

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

Not: Peynir gibi kat1 gidalarda yapilan analizde, proteolitik bakteri sayisinin 100
kob/g kadar oldugu bekleniyorsa standart boy 3 Petri kutusuna yayma ya da
dogrudan 14 cm ¢apl biiyiik Petri kutusuna 1 mL yayma yontemi onerilir.

32.01. Kati Besiyerinde Sayim

Kullanilan Malzeme

7a Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
Calcium Caseinate Agar (Merck 1.05409)
Skim Milk (Merck 1.15363)

Asetik Asit (Merck 1.00062)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yo6ntemler" béliimiine bakimiz.

-Gida o6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1v1 gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve iirlinlerinde tercihen
4 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi ornekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Inkiibasyon sonunda (28-30 °C'da 48 saat) Calcium Caseinate Agar besiyerinde
etrafi berrak zonlu tiim koloniler proteolitik bakteri olarak sayilir ve standart
sekilde hesaplanarak, sonug¢ kob/g (mL) olarak verilir.

-Zonlar belirginlestirmek gerekirse standart boy Petri kutusuna 5 mL asetik asit
ilave edilir. Benzer sekilde besiyerine sterilizasyon oncesi 5 g/L yagsiz siit tozu
(Skim Milk) ilave edilebilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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MERCK Besiyerleri; Digerleri

Vibrio

TCBS AQar oo 1.10263 500 g
Aeromonas

GSP AQA et 1.10230 500g
M-AEromoNas AQar ......coooiiii i 1.07621 500g
m-Aeromonas Supplement ..o 1.07625 16 vial
Alicyclobacillus

BAT MediUm ... 1.07994 5009
Rop Sporu

Dextrose Casein-peptone Agar ..........ccccoueeeieeiieeeeeeiicieieeeeeen 1.10860 500¢g
NUEHENt Broth ... 1.05443 500 g

Proteolitik Bakteriler
Calcium Caseinate Agar ... 1.05409 500¢g
Plate Count SKim Milk Agar ... 1.15338 500g

Lipolitik Bakteriler
Trybuturin Agar Base ..............ccccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiec e 1.01957 500¢

Clostridium tyrobutyricum

Bryant & Burkey Agar ...........cccccceeeeiiiiiiiieeeee 1.01617 500 ¢
Laktobasiller

MRS AQAC . s 1.10660 500 g
MRS Broth ... 1.10661 500g
ROQOSA AQAr ......iiiiiiiiieee e 1.05416 500 g
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33. Rop Sporu

33.01. Kati Besiyerinde SAYIM ...............cocoooiiiiiiiiieceeeee e 231
33.02. EMS Yontemi ile SAyIm ..............ccoooiiiiiiii e 232

Rop, toprak kokenli olan Bacillus subtilis suslarinin gelismesi ile ekmeklerde
goriilen bir bozukluktur. Gram pozitif, spor olusturan ¢ubuk seklinde bir bakteri
olan B. subtilis 'In mukoz olusturan suslari daha 6nce B. mesentericus olarak
adlandirilmistir.

Not 1: Gerek kati gerek sivi besiyerinde sayilan bakteriler "rop" hastaligi
(bozuklugu) etmeni olarak kabul edilir. B. subtilis tanimlanmasi standart gida
mikrobiyolojisi laboratuvarlarinda yapilmaz.

Not 2: ister kat1 besiyeri ister EMS yonteminde olsun, ekmek analizlerinde ilk
seyreltinin standart 1:9 seklinde yapilmasi miimkiinse de, unlarda bu oranda
yapilan seyreltme sonunda yogun bir bulamag¢ elde edilmesi nedeniyle, ilk
seyreltmenin 1:19 oraninda yapilmasi ve sayim sonunda bu seyreltinin dikkate
alinmas1 gerekmektedir.

Not 3: Rop etmeninin kat1 besiyerinde sayim yontemi standart yontemden farklidir.

33.01. Kati Besiyerinde Sayim

Kullanilan Malzeme

%0,1 Peptonlu Su
Dextrose Casein—Peptone Agar (Merck 1.10860)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Un
ornegi 5 gram olarak tartilir ve 95 mL %0,1 peptonlu su i¢inde 1:19 oraninda
olacak sekilde homojenize edilir. Ekmek 6rnegi standart sekilde homojenize edilir.

-Daha onceden 250 mL'lik erlenlerde sterilize edilerek hazirlanmis ve 45 °C'da su
banyosunda tutulan 100'er mL Dextrose Casein—Peptone Agar besiyerlerine
homojenizattan 10 ve 1 mL ekim yapilir.
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-Erlenler kaynar su banyosuna konulur ve siirekli karistirarak, i¢ sicaklik 5
dakikada 94 °C'a getirildikten sonra 15 dakika daha ayni derecede 1sil islem
uygulanir. Pastorizasyon normu ilgili talimatta belirtilmelidir. Bu siire sonunda
erlenler hizla sogutularak S'er adet Petri kutusuna yaklasik esit hacimlerde olacak
sekilde dagitilir.

-Inkiibasyon sonunda (35-37 °C'da 48 saat) Dextrose Casein—Peptone Agar'da
gelisen gri—beyaz renkli, 1§ seklinde (2 ucu sivri) tiim koloniler rop sporu olarak
sayilir. 10 mL 6rnek inokiile edilen erlenden yapilan Petri kutularindaki toplam
koloni sayis1 dogrudan kob/g olarak spor sayisini verirken, 1 mL 6rnek inokiile
edilen erlenden yapilan Petri kutularindaki toplam koloni sayisi ise 10 ile
carpilarak gramdaki spor sayisi tespit edilir. Bu yontemle ekmekte 1-15.000 ve
unda 2-20.000 kob spor/g diizeyinde sayim yapilabilmektedir.

-Analiz unda yapildi ise seyreltme orani dikkate alinarak sonuglar 2 ile ¢arpilir.
-Sonug -standart sekilde hesaplanarak- kob/g olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

33.02. EMS Yontemi ile Sayim
Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
Nutrient Broth (Merck 1.05443)

Analiz

Kat1 besiyerinde sayim 6rneginde oldugu gibi ekmek 1:9 ve un 1:19 oraninda
homojenize edildikten sonra sahit 6rnek kullanilarak, materyal 80 °C'da 5 dakika
siire ile pastorize edilir ve standart sekilde seyreltmeler yapilir. Pastorizasyon
normu ilgili talimatta belirtilmelidir. Homojenizasyon ve seyreltmelerde Maximum
Recovery Diluent kullanilir. En Muhtemel Sayi yontemi ile analiz kurallarina
uyularak (bakiniz; 07.02. Boliim) Nutrient Broth tiiplerine ekim yapilir. 28 °C'da 24
saat inkiibasyondan sonra bakteri gelismesine bagli bulaniklik ve iistte zar olusumu
pozitif olarak degerlendirilir. Rop etmeni belirlenmesinde Nutrient Broth tiiplerinin
tistiinde zar olusmasi kritiktir. Bu nedenle sadece bulaniklik degil zar olusumu da
goriilen tiipler pozitif olarak degerlendirilir. EMS c¢izelgesinden yararlanilarak rop
sporu sayisi hesaplanir ve sonu¢ EMS/g olarak verilir. Unda yapilan analizlerde
1:19 seyreltme uyarinca, bulunan say1 2 ile ¢arpilir.
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34. Laktobasiller

34.01. Kati Besiyerinde SQYIm ................ccocooiiiiiiiiiiieeee s 233
34.02. EMS Yontemiile SAYIM ... 234
34.03. Var/YOK TeSti ..ottt 235

Laktobasiller basta yogurt ve peynir olmak iizere siit iiriinleri endiistrisinde starter
kiiltiir olarak kullanilmakla birlikte, ¢esitli gidalarda bozulma etmeni olarak ortaya
cikmaktadirlar. Bu boliimde "gidalarda istenmeyen mikroorganizmalar" olarak
analizi verilmistir. Laktobasil analizinde pek c¢ok besiyeri bulunmakla beraber,
MRS Broth ve MRS Agar en fazla kullanilan besiyerleridir.

Uyari: MRS Broth ve MRS Agar besiyeri laktobasiller icin selektif olmakla
birlikte, basta E. coli olmak iizere diger bakteriler de bu besiyerlerinde
gelisebilirler. Bu nedenle silipheli durumlarda Gram boyama ve katalaz testi
yapilmas1 onerilir. Laktobasiller Gram pozitif, ¢ubuk seklinde, mikroskopta artarda
ya da yan yana zincir formunda goriilen, sporsuz ve katalaz negatif bakterilerdir.
Her ne kadar Sporolactobacillus inulinus spor olusturan bir bakteri ise de standart
gida analizlerinde dikkate alinmaz.

34.01. Kat1 Besiyerinde Sayim
Kullanilan Malzeme ve Katkilar

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

MRS Agar (Merck 1.10660)

Gram boyama seti (Merck 1.11885)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" bsliimiine bakimiz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kati gida tartilir ve homojenize edilir. S1v1 gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve tirlinlerinde tercihen
Ya Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.
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-Inkiibasyon sonunda (28 °C'da 48 saat) MRS Agar besiyerinde krem renkli, ig
seklinde (2 ucu sivri) tiim koloniler (bakiniz; Ek B 38) laktobasil olarak sayilir ve
standart sekilde hesaplanarak, sonu¢ kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

34.02. EMS Yontemi ile Sayim
Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

MRS Broth (Merck 1.10661)

MRS Agar (Merck 1.10660)

Gram boyama seti (Merck 1.11885)

Analiz

-Oncelikle "07.02. En Muhtemel Say1" béliimiine bakiniz.

-Gida Ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve tirtinlerinde tercihen
Y4 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-En Muhtemel Say1 yontemi ile analiz kurallarina uyularak MRS Broth tiiplerine
ekim yapilir. Gerekiyorsa MRS Broth besiyeri baglangicta ¢ift kuvvet olarak
hazirlanir (bakiniz; 03.03.04. B6liim).

-Inkiibasyon sonunda (28 °C'da 24 saat) bakteri gelismesine bagli bulaniklik
muhtemel laktobasil pozitif olarak isaretlenir.

-Basta E. coli olmak iizere diger bakterilerinde MRS Broth besiyerinde geliserek
gaz olusturabilmeleri nedeni ile muhtemel pozitif tiiplerden MRS Agar besiyerine
ekim yapilir. 28 °C'da 24 saat inkiibasyon sonunda krem renkli ig seklinde (2 ucu
sivri) kolonilerin goriilmesi (bakiniz; Ek B 38) laktobasil varligini gosterir.
Gerekirse tipik kolonilere Gram boyama, katalaz testi ve morfolojik inceleme
yapilir. Lactobacillus oldugu belirgin olan Petri kutularina ekimin yapilmis oldugu
tiipler pozitif olarak degerlendirilir. EMS cizelgesinden yararlanilarak laktobasil
sayi1s1 hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.
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-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

34.03. Var/yok Testi

Bu metinde 10 g (mL) gida 6rneginde laktobasillerin var/yok testi ile analizi
verilmigtir. 1, 5, 25 g (mL) vb. gibi miktarlarin analizinde sadece miktar ile orantili
olarak kullanilan besiyeri hacmi degisir. Genel olarak analiz edilen gidanin 9-10
misli s1v1 besiyeri kullanilir.

Kullanilan Malzeme

MRS Agar (Merck 1.10660)
MRS Broth (Merck 1.10661)
Gram boyama seti (Merck 1.11885)
Katalaz testi i¢in Hidrojen Peroksit

Analiz

-Oncelikle "07.08. Var/yok Testleri" boliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve dogrudan MRS Broth i¢inde homojenize edilir. Sivi gida
dogrudan bu besiyerlerine eklenir. Homojenizasyonda blender ya da stomacher
kullanildiginda minimum sivi hacmi uyarinca -6rnegin, 25 g gida + 225 mL broth
kullanilma zorunlulugu varsa- homojenizasyon sonrast 10 gram gida karsiligi
olarak 100 mL homojenizat steril erlene alinir.

-Erlen, 28 °C'da 24 saat siire ile inkiibasyona birakilir. Bu siire sonunda erlende
bakteri gelismesi goriiliirse ya da gelisme olup olmadigi belirgin degilse 9 cm ¢apli
standart boy Petri kutusuna 1 mL aktarilir, {izerine 15 mL MRS Agar dokiiliir.
Erlende bakteri gelismesi olmadig1 belirgin ise analize son verilir ve "10 g (mL)
ornekte laktobasil yok seklinde rapor verilir.

-Petri kutusu 28 °C'da 24 saat siire ile inkiibasyona birakilir. Bu siire sonunda
MRS Agar besiyerine ekim yapilir. 28 °C'da 24 saat inkiibasyon sonunda krem
renkli 1 seklinde (2 ucu sivri) kolonilerin goriilmesi (bakiniz; Ek B 38) laktobasil
varligin1 gosterir. Gerekirse tipik kolonilere Gram boyama, katalaz testi ve
morfolojik inceleme yapilir. Sonug, standart var/yok testi kurallarina gore verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
izere inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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MERCK Kimyasal Maddeler

AONITOL ... 1.00846
AMIL AlKOI (N) e 1.00975
ArabinoSe; L(F).cceee oo 1.01492
DUICION ... 1.05990
Erythritol; MeSO ....eeeiii e 1.03160
ESCUIIN . 1.00842
Fructose; D(=)..cccoeiieieeeeeee e 1.05323
(CT= 1= Lol (o 1T B T TSRS 1.04062
Glucose monohydrate; D(+)....ccoeeeeeiiiiiiiiiiieeee e 1.08342
GIYCEIOI Y087 ... 1.04091
GIYCOGEN .. e 1.04202
HC e 1.00317
INOSIHOL; MYO e 1.04728
] U] o SRR 1.04733
010 2 TP 1.04952
KoHPO4 (ANNYAIrOUS) ... 1.05101
Katl Parafin .......ccooooe oo 1.07158
KH2P Oy e 1.04873
Kovacs' indol ¢ozeltisi ...........ccooeeeeeiiiiiii 1.09293
Maltose (monohydrate) ...........ooooiiiiiiiiiiiie e 1.05910
Mannitol; D(=) ..oooeeeeeeeeee e 1.07657
NAOH .. 1.06462
Neutral Tributyrin (Glycerol tributyrate) .............ccccccccciiie 1.01958
para-dimethyl-aminobenzaldehyde ...........cccccccooeiiiiiinininnnnnnn. 8.03057
Potasyum tellurit trihidrat .................cccc 1.05164
Raffinose (pentahydrate) ..........ccoovvvviiiiiiiiiiiiieeeeee 1.07549
Rhamnose (monohydrate); L(+).....ccccvmmimmireeeiieiiiieeeeeen 1.04736
SaAlICIN 1 1.07665
SIviparafin ... 1.07160
Lo 1 o] (o] Il I T TR PPPRRRT 1.07758
StArCh e 1.01252
SUCTOSE ...ttt ettt e e e as 1.07651
Trehalose (dihydrate) ..o 1.08353
XYIOSE; D). eeteeieeeeieieiiii et e e e e e s e eeeaaaaaeaans 1.08689

25¢
1L
100 g
50 g
25¢g
59
250 ¢
50¢g

1 kg
25L
19
25L
100 g
1049
250 g
1 kg

1 kg
250 g, 1 kg
100 mL
500 g
1 kg

1 kg
100 mL
100, 200 g
100 g
100 g
259
259
1L

1 kg
100 g
1 kg
59
259
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35. Pseudomonas

35.01. Kati Besiyerinde SQYIM ................cocooiiiiiiiiiiiiceeee e 237

Psikrofil/psikrotrof karakterleri ile sogukta tutulan gidalarda saprofit olarak
bozulmalara neden olan, Gram negatif, cubuk seklinde bakterilerdir. P. aeruginosa
hastane enfeksiyonlarinin baslica etmenidir ve bu nedenle klinik mikrobiyolojide
oldukca onemlidir. Pseudomonas tiirleri 6zellikle et ve siit iirtinlerinde dogrudan
ve/veya kuvvetli proteaz ve lipaz enzimleri ile bozulmalara neden olurlar. UHT
stitlerde tatli pithtilasma etmenlerinden birisidir. Cig siitlin sagimdan UHT'ye
islenmesine kadar gecen siire icinde proteaz enzimlerini salgilar. UHT'ye isleme
sirasinda bakteri tlimiiyle 6lmekle beraber, proteaz enzimi stabilitesini korur ve
zamanla tatl1 pthtilasma denen bozulmaya neden olur.

Not: Pseudomonas cinsine giren 140 tiir dogada cok yaygindir. Bunlardan 25
kadar1 insanlar i¢in 6nemlidir. Klinik mikrobiyolojide, klorlanmis havuz sular1 vb.
orneklerde farkli analiz yontemleri bulunmakla birlikte, bu metinde gidalardaki
analiz yontemi temel gida mikrobiyolojisi analiz yaklagimi ile verilmistir.

35.01. Kati Besiyerinde Sayim

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

GSP Agar (Merck 1.10230)

Pseudomonas Selective Agar Base (Cetrimide Agar, Merck 1.05284)
Glycerol %87 (Merck 1.04091)

Analiz

-Oncelikle "07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler" béliimiine bakiniz.

-Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir.
Kat1 gida tartilir ve homojenize edilir. S1vi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler i¢in, siit ve iirlinlerinde tercihen
74 Ringer ¢ozeltisi, diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi ornekten ya da homojenizattan
ve/veya uygun seyrelti(ler)den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.
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-GSP Agar besiyerinde 28-30 °C'da 2-3 giin inkiibasyon sonunda 2-3 mm
capinda mavi—menekse renkli ve etrafinda kirmizi—-menekse renkli zon olan
koloniler Pseudomonas olarak sayilir. Cetrimide Agar 6zellikle Ps. aeruginosa igin
kullanilir. Bu besiyerinde 35-37 °C'da 48 saat inkiibasyondan sonra sar1 yesil
pigmentli (bakiniz; Ek B 39) ve uzun dalga boylu UV lamba ile floresan 1sima
veren koloniler Ps. aeruginosa olarak sayilir ve standart sekilde hesaplanarak,
sonug kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
tizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.
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36. Izolasyon ve Tanmimlama Esaslar1

Gida mikrobiyolojisinde izole edilen bir bakterinin tanimlanmasi c¢ogu kez
onemlidir. Bir gida maddesinden izole edilen bakterinin ger¢ekten Salmonella olup
olmadiginin belirlenmesi gereklidir. Buna gore {iriin imha edilebilir ya da giivenli
bir sekilde pazarlanabilir.

Ne oldugu hi¢ bilinmeyen bir izolatin tanimlanmasi ile belirli bir cins ya da tiir
olup olmadiginin belirlenmesindeki yontemler ve yaklasimlar oldukca farklidir.
Ornegin, izolatin Salmonella olup olmadigimin incelenmesindeki uygulamalar ile
izolatin ne oldugunun arastirilmasindaki uygulamalar farklidir.

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

Morfolojik analizler temel olarak, koloni morfolojisi ve mikroskobik morfoloji
olarak 2 sekilde yapilir. Koloni sekli ve biiyilikliigii ile basit boyanmis ve Gram
boyanmis kiiltiirlerin mikroskobik morfolojisi bazi analizlerde ¢ok ©Onemli
olabilmektedir. Izolata dogrudan Gram boyama uygulanarak hem morfolojisi hem
de Gram reaksiyonu belirlenebilirse de, prensip olarak morfolojinin belirlenmesi
amaciyla basit boyama testi uygulanmalidir. Bunun nedeni Gram boyamada
morfolojilerin yeterince ayrintili olarak goriilemeyebilmesidir. Burada kastedilen
cubuk ve kok farki degil, pleomorfizm ve kokobasil gibi 6zel morfolojilerdir.
Flagella boyama ile bakterinin hareketli olup olmadig1 belirlenebilirse de, yar1 kat1
besiyerinde (yumusak agar) ya da ¢ukur lamda hareket tespiti daha kolaydir.

Basit biyokimyasal testler genel olarak 3 sekilde yapilir;

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

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

-Koloni rengi, koloni zon rengi, s1vi besiyerinde renk degisimi, floresan 1s1ma gibi
gozle yapilan degerlendirmeler: Bunlar koloni morfolojisi gibi degil, dogrudan
temel biyokimyasal testler olarak degerlendirilir.

Sonucu pozitif ya da negatif olarak alinan testlerdeki degerlendirmeler test edilen
bakteri tiirinlin daha ©once denenen ylizlerce susu i¢inde yiizde kag¢inin bu

reaksiyonu pozitif olarak verdigi ile iliskilidir.
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Ornegin, E. coli suslarinin %100'{i VP testinde pozitif sonug verirken, Citr. freundii
icin laktoz testi sonucunda suslarin %50'si pozitif, %50'si negatif sonug
vermektedir. Buna gore VP testi pozitif olarak elde edilen bir izolatin E. coli olma
olasilig1 varken, laktoz testi i¢cin sonug¢ ne olursa olsun Citr. freundii olup olmadigi
konusunda tahminde bulunmak miimkiin degildir.

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

Basit biyokimyasal testlerde giinliik uygulanan test icin pozitif ve negatif sonug
veren 2 bakterinin sahit olarak teste dahil edilmesi, ayrica asilanmamis bir besiyeri
tliptiniin ya da Petri kutusunun da sahit olarak denemeye dahil edilmesi gereklidir.
Bunun en tipik 6rnegi iire testi icin verilmektedir. Ure testi yapilirken, 4 adet Urea
Broth besiyeri hazirlanir. Bunlardan birincisine bakteri asilanmaz ve inkiibasyon
sonunda orijinal portakal kirmizis1 renk izlenir (sahit). Ikincisine test edilen kiiltiir
(test), uglinciisiine negatif sonug i¢cin E. coli ve dordiinciisiine pozitif sonug i¢in
Proteus spp. inokiile edilir. Bu 4 tiiplin beraberce inkiibasyonu ve renk
degerlendirilmesi sonucunda test kiiltiiriiniin iire reaksiyonu belirlenir.

Bu testlerde gereken kiiltiir koleksiyonu uygulamasi 09. Boliimde verilmistir.

Saf Kiiltiir Teknigi

Tanimlanacak kiiltiirtin saf olarak elde edilmesi tanimlama testlerine ge¢cmeden
onceki en onemli asamadir. Bir diger deyis ile saf kiiltiir elde edilmesi tim
tanimlama testleri 6ncesinde yapilmis olmalidir.

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

Izolasyonda 6ze kullanilacak ise kisa sapli olanlarin tercih edilmesi gerekir. Bunun
nedeni el ile daha rahat kullanilabilmesi ve sadece istenen noktaya dokundurma
kolayligidir. Yaklasik 5 cm boyunda bos kiigiik tiiplere birer birer olmak kayd ile
kiirdan (Japon tipi olarak bilinen) koyulup, pamuklanarak otoklavlanmasi ile de iyi
bir 1zolasyon gereci elde edilir. Sterilize edilmis kiirdan tiipten cikartilir, koloniye
degdirilir, igcinde 2 mL kadar besiyeri bulunan kisa tiiplerin i¢ine birakilir.

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

Test edilen kiiltiirde beklenmedik sonuclar aliniyorsa oncelikle kiiltiirtin saf olup
olmadig1 kontrol edilmelidir. Ornegin, Salmonella kuskusu ile selektif bir
besiyerinden izole edilen tipik bir koloniye izolasyon asamasinda ya da daha sonra
E. coli bulasirsa, uygulanan testler sirasinda hem Salmonella 'ya hem de E. coli 'ye
yonelik olarak pozitif sonuclar alinacaktir.

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

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

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

Izolasyonda 1:100 Oram

Standart Petri kutusundan izolasyon i¢in 100 koloni esas alinir. Bu sayida standart
1-2 mm capl1 koloni Petri kutusu i¢ginde diizglin olarak dagilmis ise farkli renkteki
bir koloni digerleri iginden kolaylikla fark edilerek kontaminasyon olmaksizin
giivenle izole edilebilir. Bu kural, 6zellikle 100 renkli koloni i¢inde 1 renksiz
koloni i¢in gegerlidir. 150 renkli koloni i¢inde 1 renksiz koloninin fark edilerek
bunun izolasyonu énemli 6l¢iide deneyim gerektirir.

Bu durumda, 6rnegin, E. coli O157:H7 analizinde CT-SMAC Agar besiyerinde
gelisebilen refakatci floradan renkli koloni olusturanlar, renksiz koloni olusturan E.
coli O157:H7'nin varligim1 maskeleyebilir ve sonu¢ "E. coli O157 serotipi yoktur"
seklinde sahte negatif olarak alinabilir.

Bu sekilde sahte negatif sonuclar gida sanayisinde yapilan analizlerde -6zellikle
kat1 besiyeri selektivitesindeki yetersizlige bagli olarak- siklikla alinmaktadir.
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Refakatci flora baskilanmasina yonelik olarak yapilacak uygulamalarin biiyiik
cogunlugunun hedef mikroorganizmay1 da etkileyecegi aciktir. Halofil, ozmofil,
termofil vb. gruplarin analizinde sadece hedef mikroorganizmanin bu 6zelligi ile
refakatci flora baskilanmaktadir. Ornegin, ozmofil maya analizinde (bakiniz; 17.03.
Boliim) %50 glikoz konsantrasyonu zaten bu grubun gelisimi i¢in gerekli iken,
refakatei floranin bu derisimdeki glikozda gelisimi tiimiiyle miimkiin degildir.

Bu 6rnek tiimiiyle sira dis1 olup, ¢ok ender birka¢ mikroorganizma i¢in gegerlidir.
Oysa, gida mikrobiyolojisindeki analizlerin biiyiik ¢ogunda hedef mikroorganizma
analizi sirasinda refakatci flora baskilamasi 6nemli 6l¢iide goriiliir. Cok tipik bir
ornek olmak iizere Listeria analizinde laktobasiller gerek zenginlestirme gerek
selektif kat1 besiyerinde gelisebilirler.

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

Gidalarin  mikrobiyolojik analizinde sahte negatif sonuglardan olabildigince
kagcinmak i¢in, Ozellikle yogun refakat¢i flora varligi olan gidalardaki patojen
analizlerinin Singlepath kitleri ile yapilmasi ayr1 bir dnem tagimaktadir.
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37. Basit Biyokimyasal Testler
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37.01. Indol Testi

Biyokimyasal testlerin genel ilkesi ve yaklasimi bu béliimde verilmistir.

Baz1 bakteriler triptofanaz enzim aktivitelerine bagli olarak besiyerinde bulunan
triptofan amino asidinden indol olusturur. Dolayisi ile testin dogru adi, triptofanaz
enzimine bagl olarak "triptofandan indol olusumu" olmakla birlikte, basitce ve
yaygin olarak indol testi seklinde kullanilir. Aslinda burada belirlenen, triptofanaz
enzimin varhigidir.

Daha once yapilmis arastirmalara gére E. coli suslarinin %98'1 triptofanaz enzimi
varligia bagli olarak indol testinde pozitif sonug verirken, Citr. freundii suslarinin
sadece %5'1 bu testte pozitif sonu¢ vermektedir. Buna gore; izolata uygulanan indol
testi sonucunda elde edilen pozitif reaksiyon, ¢cok diisiik bir olasilikla Citr. freundii
ve negatif sonug¢ da ¢ok diistik bir olasilikla E. coli 'ye ait olabilir.

Triptofan amino asidi, belirli bakteriler tarafindan okside edilerek; indol, indol
asetik asit ve skatol (metil indol) olmak iizere indolik metabolitlere doniisiir.
Triptofanin, intraseliiler bir enzim olan triptofanaz ile parcalanmasinda temel ara
tirtin indol piirivik asittir. Bunun deaminasyonu ile indol ve dekarboksilasyonu ile
skatol meydana gelir.

Triptofanaz enzim varligina bagli olarak olusan indol, basit olarak besiyerine
Kovacs' indol ayiract damlatilarak belirlenir. Kovacs' indol ayiracinin bilesimi; 5 g
para-dimethylaminobenzaldehyde, 75 mL n-amil alkol, 25 mL konsantre HCI
seklindedir.
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Bu ayirag, ticari olarak hazirlanmis preparat olarak saglanabilecegi gibi (Merck
1.109293), laboratuvarda formiilden de hazirlanabilir. Bu amacla 5 gram para-
dimethyl-aminobenzaldehyde (Merck 8.03057), 75 mL n-amil alkolde (Merck
1.00975) ertitilip lizerine yavasca 25 mL konsantre HCI (Merck 1.00317) ilave
edilir.

Indol testi genel olarak sivi besiyerinde yapilir. Bu amagla en yaygin olarak ve
uluslararas1 standartlara gore kullanilan Tryptone Water (Merck 1.10859)
besiyeridir. SIM (Sulphure, Indole, Motility Medium; Merck 1.05470) gibi yar1
kat1 besiyerlerinde indol testi yapilmas1 miimkiin ise de, pratik kullanimda fazlaca
deger bulmamistir. Oysa, bu besiyeri bilimsel arastirmalarda yogun sekilde
kullanilmaktadir. Buna karsin, E. coli analizinde kullanilan Fluorocult LST Broth
(Merck 1.12588), ReadyCult Coliforms (Merck 1.01298) gibi besiyerlerinde
bilesimdeki triptofan nedeni ile dogrudan indol testi yapilabilir.

Indol testi uygulanacak olan izolat 5 mL Tryptone Water (Merck 1.10859)
besiyerine inokiile edilir, uygun sicaklikta 24 saat inkiibasyon sonunda kiiltiir
tizerine 0,5 mL kadar Kovacs' indol ¢ozeltisi ilave edilip, tiip elle karistirilir. En
gec 2 dakika i¢inde tiipiin lizerinde visne ¢iirtigii renkli bir halka goriilmesi halinde
indol testi pozitif olarak degerlendirilir. Bu test, ReadyCult Coliforms besiyerinde
yapildiginda besiyeri miktarina bagli olarak kullanilacak Kovacs' indol ¢ozeltisi
miktar1 orantili olarak degisir.

Indol testinde temel yaklasim asagida dzetlenmistir.

-Fluorocult LST Broth (Merck 1.12588) besiyerinde triptofan vardir. Dolayis1 ile
bu besiyerinde indol testi yapilabilir.

-Izolatin E. coli olup olmadig1 kontrol edilmek isteniyor ise icinde Durham tiipii
olan Fluorocult LST Broth besiyerine inokiile edilir. 37 °C (hatta 45 °C) sicaklikta
24 saat inkiibasyon sonunda tiipte gelisme ve Durham tiipiinde gaz varsa izolatin E.
coli olma olasilig1 vardir. Inkiibasyon 45 °C'da yapild1 ise bu olasilik ¢ok yiiksektir.

-Besiyerinde gelisen kiiltiir uzun dalga boylu UV 151k altinda (Merck 1.13203)
floresan 1s1ma acisindan kontrol edilir. Inkiibasyon sicaklifi ne olursa olsun
floresan pozitif sonug pratik olarak E. coli'yi gosterir. Bu kosulda Durham tiiptinde
gaz olusumunun kontrolii gerekli degildir. Inkiibasyon 45 °C'da yapildi ve floresan
pozitif sonug alindi ise izolatin E. coli oldugu kesindir, indol testi gerekli degildir.

-izolat 37 °C'da inkiibe edildi ve floresan testi pozitif ancak gaz testi
degerlendirilemiyor ise sonu¢ ¢ok biiyiik olasilikla E. coli 'dir. Baz1 Salmonella ve
Shigella serotiplerinin de floresan pozitif sonug¢ verdigi bilinmektedir. Bu durumda
indol testi uygulanmasi gerekir. Floresan ve indol pozitif tek bakteri E. coli 'dir.
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-E. coli analizinde gidada baz1 Salmonella ve Shigella serotiplerinin varligina
ragmen, bunlarin indol testi sonucunda "E. coli degil" seklinde degerlendirilmesi
ayr1 bir sorgulama konusudur.

-Izolatin E. coli olup olmadiginin degerlendirilmesi disinda sadece indol testi
yapilacak ise, Fluorocult LST Broth besiyeri kullanmanin ¢ok pahaliya gelecegi
g6z Online alinmalidir. Bununla birlikte, laboratuvarda Tryptone Water besiyeri
yoksa ve indol testi cok yogun olarak kullanilmiyor ise bu kosulda Fluorocult LST
Broth besiyerinin bu amagla kullanilmasi1 daha ekonomik olur.

Indol testi i¢in pozitif sahit olarak E. coli, negatif sahit olarak Enterobacter
aerogenes kullanilir.

Not 1: indol testi uygulanan kiiltiirden reizolasyon yapilamaz. Kovacs' indol
coOzeltisi i¢inde bulunan maddeler tiip i¢cindeki kiiltiire 6nemli 6l¢iide zarar verir.
Kuskulu bir durum varsa, indol testi 6ncesinde kiiltiirden steril bos bir tiipe en az
0,5 mL kadar aktarilmasi 6nerilir.

Not 2: Indol testi uygulanmus tiiplere otoklavda sterilizasyon uygulanmaz. Aksi
halde Kovacs' indol ¢o6zeltisi bilesimindeki maddelerin buhari, gerek insan
saghgina gerek otoklava zarar verir. Indol testi uygulanmus tiiplerin 1 gece kendi
halinde bekletilmesi ile bir anlamda kimyasal sterilizasyon saglanir. Asagidaki
paragrafta belirtildigi sekilde tiiplere NaOH ilave edildiyse tiipleri ¢eker ocak
altinda kaynar su banyosunda 30 dakika tutmak yeterli olur.

Not 3: Kiiltiirde asir1 asit gelisimine bagli olarak Fluorocult besiyerlerinde floresan
testi kesin olarak degerlendirilemeyebilir. Yiiksek asitlik, floresan 1s1may1
maskeler. 10 mL besiyerine 1 N NaOH c¢ozeltisinden 1 mL ilave edilir, tiip iyice
kanigtirilir ve floresan testi yeniden yapilir. NaOH ilave edilmis bu tiiplerde indol
testi uygulanmasinin indol testi agisindan bir yarar1 ya da zarar1 yoktur. Bir diger
deyis ile NaOH ilavesi indol testini etkilemez.

37.02. Katalaz Testi

Katalaz testi olarak adlandirilan bu test, bakterilerde katalaz enziminin varlig1 ya da
yoklugunu gosterir.

Testin yapilisinda Onerilen besiyeri Nutrient Agar (Merck 1.05450) olmakla
birlikte, Plate Count Agar (Merck 1.05463), CASO (Tryptic Soy) Agar (Merck
1.05458) gibi genel besiyerleri de bu amagla kullanilabilir. Tiipte yatik agara ya da
Petri kutusundaki agara 6ze ile siirme yapilir, 18-24 saat inkiibasyondan sonra ya
dogrudan koloni {izerine mikro pipetle %3 konsantrasyonlu hidrojen peroksit
damlatilir ya da yatik agar tiiptindeki yiizey kiiltiiriine ayni1 ¢6zeltiden 1 mL eklenir.
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Gerekirse lam tizerine 1 damla hidrojen peroksit damlatilir, koloni bu damla i¢inde
hizla homojenize edilir. Katalaz testi icin %3 konsantrasyonda hazirlanmis
Bactident Catalase (Merck 1.11351) kullanilabilir.

Tiim uygulamalarda en ge¢ 1 dakika i¢inde gozle goriiliir gaz ¢ikisi olursa katalaz
testi sonucu pozitif olarak degerlendirilir. Lamda yapilan test sonucu kolay
gozlemlenmeyebilir. Bu amagla biiyiite¢ kullanilabilir.

Katalaz testinde pozitif sahit olarak Bacillus spp., negatif sahit olarak Lactobacillus
spp. kullanilabilir.

37.03. Oksidaz Testi

Aerob bakterilerde bulunan oksidaz enziminin (sitokrom C oksidaz) varligini
belirlemek icin yapilir. Anaerobik bakterilerde ve Enterobacteriaceae familyasi
tiyelerinde oksidaz enzimi yoktur. Genellikle Pseudomonas 'lar1 Enterobacteriaceae
tiyelerinden ayirmak i¢in kullanilir.

Metodun uygulanis1 dogrudan Bactident Oxidase (Merck 1.13300) ile yapilabilir.
Bu amacla koloni 1 mL kadar saf suda yogun bir sekilde ¢oziiliir, test seridinin
reaksiyon bolmesine 06ze ile aktarilir. 60 saniye icinde mavi-menekse renk
doniisiimii oksidaz testinin pozitif sonu¢ verdigini gosterir.

Test, laboratuvarda hazirlanan ¢6zelti ile de yapilabilir. Bu amagla 1 g tetrametil-p-
fenilendiamin dihidrokloriir (Merck 8.21101) 100 mL damitik suda c¢ozilir.
Denemelerde taze hazirlanmis ¢ozelti kullanilmahidir. Hazirlanmis ¢ozelti
buzdolabinda 7 giine kadar saklanabilir. Bir par¢a filtre kagidi bu c¢ozelti ile
islatilir. Bu 1slatma sirasinda sahte pozitif sonugtan sakinmak i¢in filtre kagidinin
mavi renk vermiyor olmasina dikkat edilmelidir. Temiz bir platin 6ze yardimiyla
aktif kiiltiirden bir miktar alinarak filtre kagidinin {izerine yayilir. 10 saniye i¢inde
gozlenen mavi renk olusumu oksidaz pozitif sonu¢ olarak degerlendirilir. Yaslh
kiiltiirlerle yapilan test giivenilir sonu¢ vermemektedir.

Oksidaz testi i¢in pozitif sahit olarak Pseudomonas spp., negatif sahit olarak E. coli
kullanilabilir.

37.04. Metil Red Testi

Baz1 bakteriler glikozu kullanarak fazla miktarda asit olustururlar ve ortamin
pH'sin1 4,4'tin altina diisiirtirler.
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Baz1 bakteriler ise daha az asit olustururlar ve pH degerinde biiyiik bir diisme
saglamazlar. Bu farklilik bir pH indikatorii olan metil red indikatorii kullanilarak
gozlenir.

Test genel olarak, MR-VP Broth (Merck 1.05712) besiyerinde yapilir. 5 mL
besiyerine 18 saatlik aktif kiiltiirden 6ze ile agilama yapilir ve uygun sicaklikta 96
saate kadar inkiibe edilir. Inkiibasyonun 48. saatinde bu besiyerinden alinan 1 mL
kiiltirde VP testi yapilir, tiip metil red testi i¢in inkiibasyona devam ettirilir.
Bununla beraber, giinliik uygulamada 48 saatlik inkiibasyon sonunda besiyerinden
almman bir miktar 6rnek tizerinde metil red testi yapilir, pozitif sonug¢ alinirsa test
bitirilir, negatif sonug i¢in inkiibasyona devam edilir.

Metil red indikatorii laboratuvarda hazirlanir. 0,1 g metil red (Merck 1.06076) 300
mL %95'lik etil alkolde ¢oziiliir ve 500 mL'ye damitik su ile tamamlanur.

Inkiibasyon sonunda her 1 mL kiiltiir iizerine Pastor pipeti ile igin 1 damla metil
red indikatorii damlatilir. Rengin kirmiziya doniismesi, bu test sonucunun pozitif
oldugunu gosterir. Metil red indikatorii pH 4,4 altinda kirmizi ve pH 5,1 iizerinde
sart renk verir. Kiltiriin pH'sina bakilarak da asitlik hakkinda bilgi edinmek
miimkiindiir. Ancak bu amag¢la pH metre kullanimindan -olasi kontaminasyon
ve/veya dekontaminasyon sirasinda elektrotun yipranmasi nedeniyle- olabildigince
kagmilmalidir. pH kagidi kullanmak ise, ancak uygun skalada pH kagidi ile
yapilabilir. Bu sekilde pH 4,4 ve altindaki degerler metil red test sonucu pozitif
olarak degerlendirilir.

Metil red testi i¢in pozitif sahit olarak E. coli, negatif sahit olarak Enterobacter
aerogenes kullanilabilir.

37.05. Voges Proskauer (VP) Testi

Test yaygin olarak MR—VP Broth (Merck 1.05712) besiyerinde yapilir. 5 mL
besiyerine 18 saatlik aktif kiiltiirden 6ze ile agilama yapilir ve uygun sicaklikta 96
saate kadar inkiibe edilir. Inkiibasyonun 48. saatinde bu besiyerinden alinan 1 mL
kiiltiirde VP testi yapilir, kalan1 37.04. Metil Red testinde belirtildigi gibi kullanilir.

O'meara (potasyum hidroksit) ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 40 g KOH damitik su ile
100 mL'ye tamamlanir. Bu ¢ozelti buzdolabinda 4 hafta depolanabilir. Barrit (o
naphtol ¢ozeltisi) hazirlamak i¢in 0,5 g o Naphtol 10 mL mutlak (absolute) etil
alkolde ¢oziindiiriiliir. Her testte taze olarak hazirlanmalidir.

48 saatlik MR—VP Kkiiltiirtinden 1 mL 13x100 mm'lik kiigiik test tiipiine aktarilir,
tizerine 0,6 mL o naphtol ¢ozeltisi ilave edilir ve karistirilir.
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Bunun iizerine 0,2 mL %40 KOH ¢o6zeltisinden ilave edilir ve karistirilir. 4 saat
sonra sonuglar degerlendirilir. Visne ¢lirligii renk olusumu pozitif reaksiyondur.

VP testinde pozitif sahit olarak Enterobacter aerogenes, negatif sahit olarak E. coli
kullanilabilir.

37.06. Sitrat Testi

Sitratin tek karbon kaynagi olarak kullanilip, kullanilamadiginin belirlenmesi i¢in
yapilan testtir. Pozitif reaksiyonda besiyerinde olusan alkali reaksiyon sonucu
bromothymol blue indikatoriiniin rengi yesilden koyu maviye dondisiir.

Test tiiplerinde yatik agar olarak hazirlanmis Simmons Citrate Agar besiyerine
aktif kiiltlirden platin as1 ignesi kullanilarak yiizeye inokiilasyon ve 48 saat
sonunda tiiplin renginin incelenmesi ile yapilir. Besiyeri renginin koyu maviye
dontlismesi pozitif, orijinal yesil renkte kalmasi negatif sonug olarak degerlendirilir.

Sitrat testinde pozitif sahit olarak Enterobacter aerogenes, negatif sahit olarak E.
coli kullanilabilir.

37.07. Karbohidrat Testleri

Mikroorganizmalar ¢esitli enzimlerin varligina bagh olarak karbohidratlari karbon
kaynag1 olarak kullanabilir ya da kullanamaz. Bu 6zellikleri nedeniyle karbohidrat
testleri bakterilerin tanimlanmalarinda siklikla kullanilir.

Belirli bir karbohidratin karbon kaynagi olarak kullanilmasi sonunda asidik iirtinler
ortaya ¢ikar. Olusan bu asitlik basit olarak pH indikatoriiniin renk degistirmesi ile
belirlenir. pH indikatorii 37.04. Metil Red testi boliimiinde anlatildigr sekilde
inkiibasyon sonunda kiiltiire ilave edilebilecegi gibi, dogrudan ve yaygin olarak
besiyeri blinyesinde de yer alabilir.

Karbohidratlardan asit olusturma testleri yaygin olarak seker testleri olarak da
anilir. Ancak sorbitol, mannitol gibi seker alkollerin de bu testlerde kullanildig1 géz
oniinde tutulmalidir.

Bu testler basit olarak bilesiminde pepton, test edilecek karbohidrat ve pH
indikatorii olan besiyerlerinde yapilir. Bu amagla en yaygin olarak kullanilan
Phenol Red Broth Base besiyeridir. Yontemin uygulanisi "40.05. Phenol Red Broth
Base" baslig1 altinda verilmistir.
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Dikkat edilmesi gereken konu diisiik karbohidrat konsantrasyonuna bagli sahte
negatif sonuglardir. Baz1 bakterilerin karbohidratlar1 kullanma aktivitelerinin yani
sira, proteolitik aktiviteleri de ¢ok yiiksektir. Bunlar karbohidratlar1 ¢ok kisa bir
siirede kullanarak besiyeri pH'sin1 hizla disiiriirler ve pH indikat6rii olan fenol red
nedeniyle kirmizi olan besiyeri rengi sartya doner. Karbohidratin tiikkenmesinden
sonra, bakteri karbon kaynagi olarak besiyeri bilesimindeki peptonlar1 kullanmaya
baglar ve bu kez alkali tirlinlerin olusumu nedeni ile pH yiikselir ve renk tekrar
kirmiziya doner. Bu sahte negatif sonuglardan sakinmak i¢in karbohidrat
fermantasyon testlerinde reaksiyon sik sik kontrol edilmelidir ya da test edilen
karbohidrat %1 konsantrasyonda tutulmalidir. Testlerde kullanilan karbohidratlarin
Merck kodlar1 ve ambalaj boyutlar1 asagida verilmistir:

Adonitol 1.00846 25 g; L(+)-Arabinose 1.01492 100 g; Dulcitol 1.05990 50 g;
Esculin 1.00842 5 g; D(-)-Fructose 1.05323 250 g; D(+)-Galactose 1.04062 50 g;
D(+)-Glucose monohydrate 1.08342 1 kg; Glycerol (about 87 %) 1.04094 500 mL;
Glycogen 1.04202 1 g; Inulin 1.04733 10 g; D(-)-Mannitol 1.07657 1 kg; Maltose
(monohydrate) 1.05910 500 g; meso-Erythritol 1.03160 25 g; myo-Inositol 1.04728
100 g; Raffinose (pentahydrate) 1.07549 100 g; L(+)-Rhamnose (monohydrate)
1.04736 25 g; Salicin 1.07665 25 g; D(-)-Sorbitol 1.07758 1 kg; Starch 1.01252
100 g, Sucrose 1.07651 1 kg; Trehalose (dihydrate) 1.08353 5 g; D(+)-Xylose
1.08689 25 g.

Karbohidrat testleri bu sekli ile kullanildig1 gibi, VRB Agar, VRBD Agar, Triple
Sugar Iron Agar, Sorbitol MacConkey Agar ve Kligler Iron Agar gibi besiyerleri
de bir anlamda karbohidratlarin kullanimi {izerine tamimlama ya da selektif
izolasyon ve/veya saymm amaciyla gelistirilmislerdir. Ornegin VRB Agar
besiyerinde, laktozu kullanabilen koliform grup bakteriler laktozdan asit
olusturmakta ve olusan bu asitlik pH indikatorii ile koloninin koyu kirmizi renk
almasina neden olmaktadir (bakiniz, 42.01. VRB Agar). Triple Sugar Iron Agar
sadece Salmonella tanimlanmasinda kullanilan bir besiyeri olup, test edilen
bakterinin laktoz ve sakkaroz negatif, glikoz pozitif olup olmadiginin belirlenmesi
icin kullanilir (bakinmiz; 49.10. ve 19.02. Boliim). Sorbitol MacConkey (SMAC)
Agar besiyeri ise E. coli O157: H7 analizinde kullanilir. Sorbitol negatif olan E.
coli O157:H7 serotipi sorbitolii kullanip asit olusturamadig i¢in renksiz koloniler
yapar (bakiniz; 15.01. Boliim).

37.08. Gaz Olusturma Testleri
Koliform grup bakterilerin laktozdan gaz olusturmalar1 tipik bir reaksiyondur.
Buna gore i¢ine Durham tiipti atilmis LST Broth tiiplerinde inkiibasyondan sonra

Durham tiiplerinde gaz birikmesi olursa laktozdan gaz olusumu pozitif olarak
degerlendirilir.
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Triple Sugar Iron Agar besiyerinde Salmonella tipik olarak glikozdan gaz olusturur
ve bu durum besiyerinde gaz yariklari ile belirlenir.

37.09. Lisin Dekarboksilaz Testi

Lisin dekarboksilaz (LDC) enziminin varlig1 ya da yoklugu bakteriler i¢in tipiktir.
Test basit olarak Lysine Iron Agar besiyeri kullanilarak yapilir.

Lisin, LDC pozitif bakteriler (Salmonella) tarafindan kadeverine c¢evrilir. Bu
reaksiyon pH indikatoriiniin menekse renk almasina neden olur. Reaksiyon pH
6'dan daha diisiik asit ortamda gerceklesir. Bu nedenle 6nce glikoz fermantasyonu
sonucu ortam asitlenir. Dolayis1 ile bu besiyeri glikozu fermente edebilen
bakterilerin LDC enzimi varligim1 belirlemek icin kullanilabilir. LDC enzimi
olmayan bakterilerde besiyeri rengi sar1 olarak kalir, ancak inkiibasyonun uzamasi
halinde alkalinizasyon ger¢ekleserek sahte pozitif sonucglar alinabilir. Bu nedenle
inkiibasyon siiresi 24 saati ge¢memelidir. Birka¢ Proteus morganii susu harig
olmak {tizere Proteus ve Providencia ise lisini a-ketocarboxylic asit olusacak
sekilde deamine eder. Bu bilesik ise yilizeyin hemen altinda oksijen etkisi ile
demirle reaksiyona girerek kirmizimsi kahverengi bir bilesik olusturur.

Lisin dekarboksilaz testinde pozitif sahit olarak E. coli veya Salmonella spp.,
negatif sahit olarak Citrobacter freundii kullanilabilir.

37.10. Hidrojen Siilfiir Olusumu

Salmonella analizinde tipik reaksiyonlardan birisidir. Bakterilerin sistin, sistein gibi
kiikiirt iceren aminoasitlerden ya da siilfatlardan H,S olusturup olusturamadiklari
bu test ile belirlenir. Bakterilerin olusturdugu H,S, besiyeri bilesimindeki demir ile
birleserek siyah renkli demir siilfiire doniisiir. Buna goére besiyeri renginin siyaha
dontismesi H,S olusturuldugunu gosterir.

Bu test sadece Salmonella i¢in degil, aym1 zamanda diger pek ¢ok bakterinin
tanimlanmasinda kullanilan basit bir testtir. Triple Sugar Iron Agar besiyeri
(bakiiz; 49.10. Bolim) sadece Salmonella analizi igin gelistirilmis olmakla
beraber, diger reaksiyonlara bakilmaksizin sadece bu test i¢in kullanilabilir. H,S
testi, Kligler Iron Agar ve SIM Medium gibi besiyerlerinde de yapilabilir.

H,S testinde pozitif sahit olarak Salmonella spp., negatif sahit olarak E. coli
kullanilabilir.

250



37.11. Hareket Testi (Besiyerinde)

Bakterilerin hareketli olup, olmadiklarinin belirlenmesi 3 sekilde saptanabilir.
Bunlar, yar1 kat1 besiyerinde hareket testi, mikroskopta asili damla ile hareket testi
ve flagella boyama testidir. Yar1 kati besiyerinde hareket testi bu boliimde,
mikroskopta asili damla testi asagida 38.03. Boliimde agiklanmustir. Flagella
boyama yontemi giinlik uygulamada kullanilmaz. Basit olarak bu testte
bakterilerde flagella boyanir, mikroskobik incelemede flagella goriiliirse hareket
testinin pozitif olduguna karar verilir.

Besiyerinde hareket testi prensip olarak yari kat1 besiyerinde yapilir. Agar miktari,
besiyeri pH's1 ve agarin jellesme yetenegine gore degismek tizere %0,2—0,3 olarak
hazirlanan besiyerleri "yar1 kat1" olarak tanimlanir. S1ivi besiyerinde bakteri ister
hareketli, ister hareketsiz olsun tiim besiyerinde yeknesak bir bulaniklik yapar.
Tersine olarak, standart kat1 besiyerinde koloni; hareketin engellenmesi ile olusur.
Basta Bacillus tiirleri olmak {izere bazi bakteriler asir1 hareket ile tiim yiizeyi
kaplayacak sekilde koloni olustururlar ise de, yayilma gostermeyen bakteri
kolonilerinin hareketsiz oldugu s6ylenemez.

Oysa yar1 kat1 besiyerinde tiipiin as1 ignesi kullanilarak bir defada, besiyerinin tam
ortasindan ve dik olarak inokiile edilmesi ve inkiibasyon sonunda tiipteki
gelismenin incelenmesi ile bakterinin hareketli olup olmadigi test edilebilir. Basit
olarak inkiibasyon sonunda gelisme tiim besiyerinde olursa hareket pozitif, sadece
astlama hatt1 boyunca olursa hareket negatif olarak degerlendirilir.

Hareket testinde pozitif ve negatif sahit kullanimi diger testlerdeki pozitif ve
negatif sahit kullanmaya gore daha onemlidir. Pozitif sahit olarak E. coli, negatif
sahit olarak Klebsiella pneumoniae kullanilabilir.

Bu test esas olarak flagella varliginin belirlenmesi degil, hareketin gosterilmesi
tizerine kurulmustur. Flagella varlig1 her zaman hareketi ortaya koymaz. Ornegin
besiyerinde hareket testi ile yapilan analizde flagellaya sahip Yersinia tiirleri 25
°C'da hareket pozitif, 37 °C'da hareket negatif sonug verir. Benzer durum Listeria
icin de gegerlidir. Bu nedenle Singlepath Listeria kiti ile analiz edilecek kiiltiir 25—
28 °C'da inkiibe edilir.

Test basit olarak CASO Broth, Nutrient Broth gibi genel siv1 besiyerlerine %0,25
oraninda agar ilave edilerek hazirlanan yar1 kat1 besiyerlerinde yapilabilecegi gibi,
SIM Medium gibi dogrudan bu amaca yoénelik olarak gelistirilmis besiyerlerinde de
yapilabilir.
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37.12. Urease Testi

Bakterilerin {ireyi hidrolize eden urease enzimini saptamak amaciyla yapilir. Bu
test esas olarak Salmonella ile selektif besiyerlerinde Salmonella serotiplerine
benzer koloni morfolojisi gosteren Proteus tiirlerinin ayrilmasi i¢in kullanilir.

Yukarida "19.02. Salmonella tanimlanmasi" ve asagida "49.13. Urease Broth"
boliimlerinde bu test ile ilgili aciklama bulunmaktadir.

37.13. Hemoliz Testi

Kandaki hemoglobin, bakterilerdeki farkli hemolizin enzimleri ile farkli sekillerde
parcalanir. Bu enzimlerin varligi standart olarak Kanli Agar (Blood Agar)
besiyerinde belirlenir. Buna gore; a, B ve y olmak tizere 3 tip hemoliz vardir. a-
hemolizde koloni etrafinda tam bir par¢alanma yoktur. Kan kismen pargalanmaistir,
zonun 1/3 kadar1 yesil bir renk alir. Zon tam belirgin degildir. B-hemolizde
hemoglobinin tam par¢alanmasina bagli olarak belirgin saydam bir zon olusur. y-
hemoliz olarak tanimlanan sonug ise hemoliz olmadigini belirtir. Koloni etrafinda
zon meydana gelmez.

Kanli Agar hazirlanmasinda temel olarak defibrine koyun kani kullanilir (bakiniz;
40.06. Boliim).

37.14. Koagiilaz Testi

Ozellikle stafilokoklar igin yapilan bir testtir. Bu bakterilerde bulunan koagiilaz
enzimi kan plazmasini pihtilastirir. Cok genel bir yaklasim ile koagiilaz enzimine
sahip olan stafilokoklarin patojen olduguna karar verilir. Diger bir yaklasim ile,
selektif bir kati besiyerinden izole edilen ve Staph. aureus oldugundan kusku
duyulan, mikroskobik morfolojisi de stafilokok olan izolat, koagiilaz pozitif sonug
verirse bunun Staph. aureus olduguna karar verilir. Bununla birlikte, koagiilaz
negatif Staph. aureus suslart da vardir ve koagiilaz varlig1 ile patojenite arasindaki
iliski tartisma konusudur.

Koagiilaz testi ¢ok yaygin olarak tiipte yapilir. Yontem, 48.03. boliimde ayrintili
olarak verilmistir.

252



38. Mikroskobik Tanimlama

38.01. Basit BOYAIMIA .............cooooiiiiiiii e 253
38.02. Gram BOYama .............ccooiiiiiiii s 254
38.03. Hareket Testi (Astli Damla) ... 254

Mikroskobik tanimlamalar 6zellikle klinik mikrobiyolojide oldukca 6nemli iken,
gida sanayisinde giinliik analiz yapan laboratuvarlarda aym1 éneme sahip degildir.
Bunun baslica nedeni, klinik mikrobiyolojide materyalin genellikle Kanli Agar gibi
zengin bir besiyerine siiriilmesi ve izolatin bu sekilde genel bir besiyerinden elde
edilmesi, buna karsin gida mikrobiyolojisinde izolatin genellikle selektif bir
besiyerinden elde edilmesidir. Ornegin, VRB Agar besiyerinden elde edilen tipik
koloni zaten Gram negatif ¢ubuk seklinde bir bakteri olacaktir. Plate Count Agar'da
gelisen bakterinin tanmimlanmasi ise ancak ¢ok o©zel kosullarda yapilir. Gida
mikrobiyolojisi arastirma laboratuvarlarinda mikroskobik tanimlamanin yeri vardir.

38.01. Basit Boyama

Islem baslica lam {izerine aktarma ve yayma, kurutma, fiksasyon, boyama, yikama,
kurutma ve mikroskopta inceleme asamalarindan olusur. Temel olarak morfolojik
inceleme icin yapilir. Her ne kadar dogrudan Gram boyama ile hem Gram
reaksiyon hem de morfoloji belirlenebilirse de morfolojik inceleme icin basit
boyama onerilmektedir.

Mikroskopta incelenecek materyal agarli besiyeri iizerinde ise 1 mL kadar
fizyolojik tuzlu su iceren kiigiik deney tiipiine aktarilir, tercihen tiip karistiricida
kuvvetlice karistirilip homojen siispansiyon haline getirilir. Sivi besiyerindeki
kiiltiir dogrudan kullanilir. Bu kiiltiirlerden temiz bir lam {izerine 1-2 6ze dolusu
ornek, lam iizerine aktarilir ve lamin iizerine ince bir film tabakasi halinde yayilir.
Kendi halinde (havada) iyice kurumasinin ardindan lam {iizerine fiksasyon (lam
lizerine yapistirma, tespit etme) islemi yapilir. Fiksasyon, hiicrelerin suyunu alarak
lama yapistirma ve boyama sirasinda lam iizerinde yapisik kalmalarini saglama
islemidir. Termal ve kimyasal olarak iki sekilde yapilir. Basit boyama isleminde
termal fiksasyon uygulanir. Termal fiksasyon amaciyla lamin alt yiizii 2-3 kez
Bunzen beki alevinden gegirilir.

Hazirlanan preparat {izerine Pastor pipeti ile ve genellikle Loffler's Methylene Blue
coOzeltisi ile preparat alanim1 kaplayacak sekilde damlatilir, 60 saniye beklenir ve
damutik su ile yavasc¢a yikanir. Lam kendi halinde kurumaya birakilir. Kuruduktan
sonra yayma alanmi tizerine 1 damla sedir (immersiyon) yag1 damlatilarak 100X
biiyiitme giiclii (immersiyon) objektifte incelenir.

253



38.02. Gram Boyama

Christian Gram tarafindan 1884 yilinda gelistirilmis diferansiyel bir boyama
teknigidir. Sadece bakteriler i¢in uygulanir. Bakteriler hiicre ¢eperlerindeki lipit ve
lipit tiirevlerine gore boyama sonunda mavi—-mor (Gram pozitif) ya da kirmizi—
pembe boyanirlar (Gram negatif). Bazit Gram pozitif bakteriler boyama sirasinda
kullanilan dekolorizator (renksizlendirici) ¢ozeltisine duyarli olduklar i¢in bunlar
da kirmizi—pembe renkte goriilebilir, bunlar Gram labil (duyarl) olarak
adlandirilir. Bazi bakterilerin ise ¢ok yaslh kiiltiirleri farkli reaksiyon verir. Bunlar
da Gram variable (degisken) olarak adlandirilir. Gram variable etkiden sakinmak
icin bakterilerin 18-24 saatlik kiiltiirleri kullanilir.

Preparat yukarida basit boyama kisminda anlatildigi sekilde hazirlanir.
Fiksasyondan sonra Crystal Violet ¢ozeltisi damlatilip 1 dakika beklenir, boyanin
fazlas1 uzaklastirilir. Sonra Lugol iyot ¢6zeltisi ile yikanir, tekrar ayni iyot ¢ozeltisi
damlatilip 1 dakika beklenir. Preparat saf su ile yikandiktan sonra lam iizerine
dekolorizator ¢ozeltisi ilave edilip, 25-30 saniye siire ile lam hareket ettirilerek
beklenir ve saf su ile yikanir. Son olarak Safranin ¢ozeltisi ile kaplanir, 30 saniye
beklenir, saf su ile yikanir. Lam kendi halinde kurumaya birakilir. Kuruduktan
sonra yayma alani iizerine 1 damla sedir (immersiyon) yagi damlatilarak 100X
bliyiitme giiclii (immersiyon) objektifte incelenir.

Gram boyamada oOzellikle dekolorizatér olarak kullanilan ¢ozeltinin bilesimi,
boyalarin konsantrasyonu gibi faktorlere gore degismek tizere farkli uygulama
siireleri oldugu g6z 6niinde tutulmalidir.

Gram boyama i¢in hazir ticari boyama kitleri vardir (Merck 1.11885)

38.03. Hareket Testi (Asihh Damla)

Normal bir lamel lizerine 1-2 6ze dolusu bakteri kiiltiiri damla olacak sekilde
aktarilir. Cukur lamin ¢ukur kismimin kenarlarina vazelin siiriiliir ve lamin ¢ukur
kismi damla {izerine gelecek sekilde yerlestirilir. Vazelin lam ile lamelin
yapismasini saglar. Lam dikkatli bir sekilde ters cevrilir, bu pozisyonda damla
lamele asili halde kalir. Damla lamelde asili kalmali, lama diismemelidir. Kiiltiir
fazla aktarilirsa damlanin diisme olasilig1 da artar. Lamel {izerine 1 damla sedir
(immersiyon) yagi damlatilarak 100X biiyiitme gii¢lii (immersiyon) objektifte
mikroskop diyaframi kisik bir sekilde incelenir. Asir1 aydinlik bir mikroskopta hem
bakteriler goriilemez hem de bakteriler giderek hareketsizlesir.
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39.01. Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Bilesimi, Peptone 1,0 g/L; NaCl 8,5 g/L seklindedir. ISO 6887'ye uygun genel
amach bir seyreltme ¢ozeltisidir. Bu standarda gore 9,5 g/L hesabi ile hazirlanir.
Kaplara amaca gore 225 mL, 90 mL, 9 mL olacak sekilde dagitilip, otoklavda 121
°C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav sonrasi 25 °C'da pH’s1 7,0+0,2'dir. Otoklav
sonrasinda laboratuvar sicakliginda 1 ay depolanabilir. Standart gida analizinde 1
adet 90 mL, 2 adet 9 mL olmak iizere 1 analiz i¢in gereken ¢ozelti 108 mL'dir. Bu
miktar i¢in 1,026 g dehidre halde Maximum Recovery Diluent kullanilir. 500 g
olan 1 kutu dehidre Maximum Recovery Diluent ile 487 gida analizi yapilabilir.

39.02. Ringer Cozeltisi; 74 Kuvvetinde (Merck 1.15525)

Bilesimi, NaCl 2,25 g/L; KCI1 0,105 g/L; susuz CaCl, 0,06 g/L; NaHCO; 0,05 g/L
seklindedir. Burada verilen bilesim dogrudan % kuvvetinde olan standart kullanim
icindir ve Ringer ¢6zeltisi her zaman 4 kuvvetinde olarak anilir. ISO 6887 ve IDF
(Uluslararas1 Siit¢iililk Federasyonu)'ye uygun bir seyreltme cozeltisidir. Genel
olarak siit ve driinleri i¢in kullanilmakla beraber, 6zellikle ozmotik basing
degisikligi nedeni 1ile hasar gormiis ve/veya hassas bakteriler i¢in de
onerilmektedir. 74 Ringer ¢ozeltisi hazirlamak icin 1 tablet 500 mL damitik suya
ilave edilip karistirilir, erlen ve/veya tiiplere uygun hacimlerde dagitilip otoklavda
121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi 25 °C'da pH’s1t 6,9
+0,1'dir. Standart gida analizinde 1 adet 90 mL, 2 adet 9 mL olmak {izere 1 analiz
i¢in gereken ¢ozelti 108 mL'dir. 100 adet tablet olan 1 kutu ile 462 analiz yapilir.

39.03. %20 Glikoz Cozeltisi

Hazir ticari besiyeri degildir. Ozmofilik—ozmotolerant mayalarin analizinde
kullanilan bu c¢ozeltinin hazirlanmasi i¢in 6nce erlene 100 mL su konulur, su
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seviyesi isaretlenir, su bosaltilip 20 g glikoz (dextrose monohidrat; Merck 1.08342)
tartilir, tizerine isaretli yere kadar damitik su konulur ve karistirilir. Glikozun
monohidrat formda olmas1 6nemli degildir.

39.04. %3S Glikoz Cozeltisi

Ozmofilik/ozmotolerant mayalarin analizinde kullanilan bu ¢6zeltinin hazirlanmasi
icin 6nce erlene 100 mL su konulur, su seviyesi isaretlenir, su bosaltilip 35 g glikoz
(dextrose monohidrat; Merck 1.08342) tartilir, iizerine isaretli yere kadar damitik
su konulur ve karistirilir. Glikozun monohidrat formda olmasi 6nemli degildir.

39.05. %50 Glikoz Cozeltisi

Ozmofilik/ozmotolerant mayalarin analizinde kullanilan bu ¢6zeltinin hazirlanmasi
icin once erlene 100 mL su konulur, su seviyesi isaretlenir, su bosaltilip 50 g glikoz
(dextrose monohidrat; Merck 1.08342) tartilir, lizerine isaretli yere kadar damitik
su konulur ve karistirilir. Glikozun monohidrat formda olmasi 6nemli degildir.

39.06. %0,1 Peptonlu Su

ISO 6887'ye uygun genel amacli bir seyreltme ¢ozeltisidir. Peptone from Meat
Pancreatic (Merck 1.07214) %0,1 konsantrasyonda olacak sekilde damitik su
icinde eritilir ve amaca uygun olarak tiiplere ve/veya erlenlere dagitilip, otoklavda
121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. 1 kg olan 1 kutu pepton ile 1000 litre Peptonlu
Su c¢ozeltisi hazirlanir. Seyreltme amaci ile kullanilacak ise ve standart gida
analizinde 1 adet 90 mL, 2 adet 9 mL olmak {izere 1 analiz i¢in gereken ¢ozelti 108
mL olduguna gore 1 kutu pepton 9259 analiz i¢in yeterlidir.

39.07. %2 Sodyum Sitrat Cozeltisi

ISO 6887'ye uygun bir seyreltme ¢ozeltisidir. Ozellikle peynirlerin homojenize
edilmesi amaci ile kullanilir. Bu amagla 20 g/L. konsantrasyonda olacak sekilde tri
Sodyum Sitrat (Merck 1.06448) damitik su i¢inde 45-50 °C'da 1sitilarak eritilir,
Otoklav sonrasinda 25 °C'da pH's1 7,5+0,2 olacak sekilde ayarlanir, amaca uygun
erlen ve/veya tiiplere dagitilip, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir.
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39.08. Anaeroblar icin Seyreltme Cozeltisi

Anaeroblarin homojenizasyonu ya da seyreltmeleri i¢in ortamdaki oksijeni
baglayan c¢ozeltiler kullanilmalidir. Bu amagla Pepton from Casein (Merck
1.07213) %0,1; Cystein chloride monohydate (Merck 1.02839) %0,05; NaCl
(Merck 1.06404) %0,85 olacak sekilde bilesenler damitik su i¢inde gerekirse
isitilarak eritilir ve uygun kaplara (erlen ve/veya tiipler) dagitilarak otoklavda 121
°C'da 15 dakika sterilize edilir.

40. Genel Kullanim

40.01. CASO (Tryptic Soy) Broth (Merck 1.05459) ..o 257
40.02. CASO (Tryptic Soy) Agar (Merck 1.05458) ...t 257
40.03. Brain Heart Broth (Merck 1.10493) ..o, 258
40.04. Brain Heart Agar (Merck 1.13825) ..o 258
40.05. Phenol Red Broth Base (Merck 1.10987) ............ccoooioiiiiieieeeeeeee 258
40.06. Kanli Agar (Merck 1.10886) ..............ccooiiioiiiiieeee e 259
40.07. Skim Milk Powder (Yags1z St t0Zu) ................ccccooovvvieiiiieiieeeeee s 259
40.08. Sterikon; Biyolojik Sterilizasyon Indikatorii (Merck 1.10274) ......................... 260
40.09. Alkali Pepton (Tuz; Salt) Besiyeri (Merck 1.01800) ................ccooooiiiiiiinn. 260
GO.10. ST AGAT ..ottt ettt bttt ettt senenens 260
40.11. Trypotone (Indol) Besiyeri (Merck 1.10859) .............coo.ovvviemmeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesenen. 261

40.01. CASO (Tryptic Soy) Broth (Merck 1.05459)

Cok amagli genel besiyeridir. Bilesimi, Peptone from Casein 17,0 g/L; Peptone
from Soymeal 3,0 g/L; D(+) Glucose 2,5 g/L; NaCl 5,0 g/L; K,HPO, 2,5 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 30,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde eritilir.
Amaca uygun sekilde tiiplere ve/veya erlenlere dagitilip, otoklavda 121 °C'da 15
dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak sarimsi renktedir ve
buzdolabinda 2 ay depolanabilir. Otoklav sonrasi 25 °C'da pH's1 7,340,2'dir. 500 g
olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 16,6 litre besiyeri hazirlanir.

40.02. CASO (Tryptic Soy) Agar (Merck 1.05458)

Cok amacl genel besiyeridir. Bilesimi, Peptone from Casein 15,0 g/L; Peptone
from Soymeal 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; agar 15,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri
40,0 g/L olacak sekilde 1sitilarak damitik su i¢inde eritilir. Otoklavda 121 °C'da 15
dakika sterilize edilip steril Petri kutularina 12,5'er mL dokiiliir. Hazirlanmis
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besiyeri berrak sarimsi renktedir ve buzdolabinda 2 ay depolanabilir. Otoklav
sonrasi 25 °C'da pH's1 7,3+0,2'dir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1000 Petri
kutusu hazirlanabilir.

40.03. Brain Heart Broth (Merck 1.10493)

Bilesimi, Nutrient Substrate (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27,5 g/L;
D(+) Glucose 2,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Na,HPO, 2,5 g/ seklindedir. Dehidre
besiyeri 37 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde gerekirse 1sitilarak eritilip tiiplere
10'ar mL dagitilir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon
sonrasi 25 °C'da pH's1 7,4+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kahverengidir.
Buzdolabinda 2 ay depolanabilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1351 adet
tiip hazirlanabilir.

40.04. Brain Heart Agar (Merck 1.13825)

Bilesimi, Nutrient Substrate (beyin ekstrakti, kalp ekstrakti ve peptonlar) 27,5 g/L;
D(+) Glucose 2,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Na,HPO,4 2,5 g/L; agar 15,0 g/L seklindedir.
Dehidre besiyeri 52 g/L olacak sekilde damitik su ig¢inde 1sitilarak eritilir ve
otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir ve steril Petri kutularma 12,5'er mL
dokiiliir. Sterilizasyon sonrast 25 °C'da pH'st 7,4+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve bazen hafif opalesent (menevis, yanar doner) ve kahverengidir.
Buzdolabinda 2 ay depolanabilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 769 Petri
kutusu hazirlanabilir. Brain Heart Infusion (Merck 1.10493) besiyerine 15 g/L
olacak sekilde agar (Merck 1.01613) ilavesi ile de Brain Heart Agar besiyeri
hazirlanabilir.

40.05. Phenol Red Broth Base (Merck 1.10987)

Bilesimi, Peptone from Casein 5,0 g/L; Peptone from Meat 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L;
Phenol red 0,018 g/L seklindedir. Bakteri tanimlamasi ¢alismalarinda kullanilan bu
besiyerinin hazirlanmasi standart besiyeri hazirlamasindan farklidir. Dehidre
besiyeri 1,5 g/80 mL olarak damitik su i¢inde eritilir, tiiplere 4'er mL dagitilip
otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Denenecek seker 0,5 g/ 10 mL olarak
hazirlanip, filtre ile sterilize edilir ve tiiplerdeki besiyeri tizerine 1 mL eklenir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve Phenol red indikatoriine bagli olarak kirmizi
renktedir, 25 °C'da pH’s1 7,4+0,2'dir. Oda sicakliginda 1 ay depolanabilir. Tiiplere
bakteri ilavesinden sonra uygun sicaklik ve siirede inkiibasyona birakilir. Bu
siirenin sonunda rengin sartya doniismesi bakterinin denenen sekerden asit
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olusturdugunu (sekeri fermente ettigini) gosterir. Burada verilen seker
konsantrasyonu %]1'dir ve bu konsantrasyon literatiirde yaygin olarak %0,5-1
olarak belirtilmektedir. Bununla birlikte, seker konsantrasyonun %1'den az olmasi
halinde sahte negatif sonuglar alinabilmektedir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri
ile 33,3 L besiyeri (seker ilavesinden sonra 5 mL olan tiiplerden 6666 adet)
hazirlanabilir.

40.06. Kanh Agar (Merck 1.10886)

Bazal besiyerinin bilesimi, Nutrient substrat (kalp ekstrakti ve peptonlar) 20,0 g/L;
NacCl 5,0 g/L; agar 15,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 40 g/L. konsantrasyonda
olacak sekilde 1sitilarak damitik su i¢inde eritilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika
sterilize edilip, otoklav ¢ikisinda 50 °C'a sogutulur ve %5 oraninda defibrine koyun
kan1 ilave edilir, karistirilir ve Petri kutularina dokiiliir. Bazal besiyeri berrak ve
sarimsi1 kahve rengindedir ve 25 °C'da pH’s1 6,8+0,2'dir. Kan ilave edilmis besiyeri
buzdolabinda en ¢ok 3 ay depolanabilir. Standart ekimden ve inkiibasyondan sonra
kanli agar Petri kutular1 hemoliz agisindan degerlendirilir. S. aureus tipik f hemoliz
olusturur. 500 g olan bir kutu dehidre besiyeri ile %5 kan ilave edilmek tizere ve
12,5 mL/ Petri kutusu hesabi ile 1050 Petri kutusu elde edilir. Bu besiyerinin dis
laboratuvarlardan saglanmasi tavsiye edilir. At, sigir gibi hayvanlarin yerine koyun
kan1 kullanilmasmin nedeni koyundan kan alimmasimin ¢ok kolay olmasidir. Insan
kan1 kullanilmamasinin nedeni kan gruplaridir. Adi gegen diger hayvan kanlarinda
kan grubu farki olmadig icin antijenik 6zellikleri yoktur. Insan kan1 kullanilmasi
klinik mikrobiyolojide bazi1 sahte pozitif reaksiyonlara neden olabildigi i¢in
benimsenmemektedir. Kan bilesiminde bulunan fibrinler, kani pihtilastiran
faktorlerden birisidir. Besiyeri biinyesine katilacak kanin pihtilagmamis olmasi
gerekir ve buna bagh olarak kan defibrine edilir. Gegmis donemlerde kan, i¢inde
cam boncuk olan tiiplere alinip, mekanik olarak fibrinlerin cam boncuk iizerinde
toplanmas1 ve dolayis1 ile kanin pihtilagmamasi saglanirken, artik dogrudan
antikoagiilant i¢eren tiiplere kan alinmaktadir.

40.07. Skim Milk Powder; Yagsiz Siit Tozu

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan siit tozunun antibiyotik i¢ermeyen siitlerden
yapilmis ve yagi1 ayrilmis olmasi gerekir. Dehidre Skim Milk (yagsiz siit tozu) %10
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanabildigi gibi, ¢esitli besiyerlerine de ilave
edilebilir. Standart hazirlama seklinde 10 g dehidre besiyeri 100 mL damitik suda
tam olarak eritilir, uygun kaplara dagitilip, otoklavda 115 °C'da 10 dakika sterilize
edilir.
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40.08. Sterikon; Biyolojik Sterilizasyon indikatorii (Merck 1.10274)

Geobacillus stearothermophilus (Syn. Bacillus stearothermophilus) sporlar1 1s1l
isleme cok direnglidir. Otoklavlama islemi sirasinda bu bakteri sporunun tiimiiyle
yok edilmis olmasi ayni otoklavlama siirecinde otoklavlanan tiim malzemenin
sterilize edildigini gosterir. Sterikon, bu amagla hazirlanmis ve i¢inde canli sporlar,
bu bakteri i¢in besiyeri ve pH indikat6érii bulunan 2 mL hacimli bir ampuldiir.
Baslangi¢ta menekse rengi olan spor ¢6zeltisi otoklavlandiktan sonra 60 °C'da 24
saat inkiibasyona birakilir. Bu siire sonunda rengin degismemis olmasi sporlarin
timiiyle 6lmiis oldugunu gosterir. Otoklavlama sirasinda tek 1 spor dahi canhi
kalmis ise inkiibasyon sirasinda ¢imlenerek ¢ogalir, besiyeri rengini menekseden
sari—turuncuya c¢evirir (bakiniz; Ek B 60). Spor siispansiyonun buzdolabinda
korunmast gerekir. Oda sicakliginda en ¢ok 1-2 hafta kadar depolanmasi
miimkiindiir. Sterikon, Form FDA 2400 (3/01)'e uygundur.

40.09. Alkali Pepton (Tuz; Salt) Besiyeri (Merck 1.01800)

Bu besiyeri "Alkali Pepton Tuz (Salt) besiyeri" olarak da bilinir. Bilesimi, Peptone
10,0 g/L ve NaCl 10,0 g/L seklindedir. 20,0 g/L konsantrasyonda damitik su i¢inde
eritilir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmig besiyeri
berrak ve sarimsi kahverengidir, 25 °C'da pH's1 8,5+0,2'dir. 500 g olan bir kutu
dehidre besiyeri ile 25 litre besiyeri hazirlanir. Farkli pepton ve tuz bilesimleri ile
farkli pH'larda hazirlanmis besiyerleri de alkali pepton olarak anilir. Ornegin
Vibrio parahaemolyticus aranmasinda kullanilan besiyerinin bilesimi 20,0 g
pepton, 30 g NaCl seklindedir ve otoklavlama sonrast pH 25 °C'a 8,6'dir. Bu
besiyerini hazirlamak icin basit olarak 1 litre damitik su i¢inde 20 g pepton (Merck
1.07214) ve 30 g sodyum kloriir (Merck 1.06404) eritilir, otoklavda 121 °C'da 15
dakika siire ile sterilize edilir, oda sicakligina sogudugunda steril 1 N NaOH
(Merck 1.06462) ile pH ayarlanir. pH otoklav oncesinde de 8,5'e ayarlanabilir.
Otoklav sonrasi pH tekrar kontrol edilmelidir.

40.10. Su Agar

Damitik su i¢inde %1,5 konsantrasyonda olacak sekilde agar (Merck 1.01613)
kaynatilarak eritilir, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Besiyeri
degildir, tiiplerin tlizerine ya da agarli besiyerleri lizerine ilave edilerek kismi bir
anaerob ortam saglamak i¢in kullanilir.
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40.11. Tryptone (indol) Besiyeri (Merck 1.10859)

Indol testinde kullanilan bu besiyerinin bilesimi, Peptone from Casein (triptofan)
10,0 g/L ve NaCl 5 g/L seklindedir. 15,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde
¢oziiliir, tiiplere 10'ar mL dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarmmsidir, 25 °C'da pH'st  7,3+0,2'dir.
Inkiibasyondan sonra 2 mL kadar Kovacs' indol ¢ozeltisi ilave edilir, 10 saniye
icinde tiipilin {istiinde visne ¢uriigii renkli bir halka olusumu indol pozitif olarak
degerlendirilir. 500 g olan bir kutu dehidre besiyeri ile 10 mL olacak sekilde 3333
adet tlip hazirlanabilir. Vibrio analizinde kullanilacagi zaman besiyerine 25 g/L
NaCl ilave edilerek hazirlanir.

41. Toplam Bakteri Analiz Malzemesi

41.01. Plate Count Agar (Merck 1.05463) ... 261
41.02. Plate Count Skim Milk Agar (Merck 1.15338) ... 261

41.01. Plate Count Agar (Merck 1.05463)

Bilesimi, Peptone from Casein 5,0 g/L; Yeast extract 2,5 g/L; D(+) Glucose 1,0
g/L; Agar 14,0 g/L seklindedir. Genel besiyeridir. Casein—peptone Dextrose Yeast
Agar adi ile de bilinir. Gida endiistrisinde toplam bakteri sayimi i¢in yaygin olarak
kullanilir. Dehidre besiyeri 22,5 g/L olacak sekilde isitilarak damitik su icinde
eritilir. Otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilip, steril Petri kutularina 12,5'er
mL dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak, ¢ok ac¢ik sarimsi renktedir ve 25 °C'da
pH's1 7,0+0,2'dir. Buzdolabinda 2 ay depolanabilir. 500 g besiyeri kutusu ile 1777
Petri kutusu hazirlanabilir.

41.02. Plate Count Skim Milk Agar (Merck 1.15338)

Bilesimi, Peptone from Casein 5,0 g/L; Yeast extract 2,5 g/L; inhibitdr icermeyen
yagsiz siit tozu [Skim Milk Powder (no inhibitors)] 1,0; Glucose 1,0 g/L; Agar 10,5
g/l seklindedir. Yaygin kullanim alani siit {iriinlerinde toplam bakteri sayimi
icindir. Dehidre besiyeri 20 g/L olacak sekilde 1sitilarak damitik su iginde eritilir.
Otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilip steril Petri kutularina 12,5'er mL
dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri opalesent (menevis, yanar doner) sarimsi renktedir
ve 25 °C'da pH's1 7,0+0,2'dir. Buzdolabinda 2 ay depolanabilir. 500 g besiyeri
kutusu ile 2000 Petri kutusu hazirlanabilir.
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42. Koliform Grup Bakteriler Analiz Malzemesi

42.01. VRB (VRBL) Agar (Merck 1.01406) ..............ccooooiriiiiiiiieieeeeeeeee 262
42.02. LST Broth (Merck 1.10266) ............cccccoooiiiiiiieiieeecee e 263
42.03. Brilliant Green Bile (BGB) Broth (Merck 1.05454) ..............cocoooiiiiiiiinie, 263
42.04. ReadyCult Coliforms (Merck 1.01298) ............ccooiiiiiiiee, 264
42.05. Lactose TTC Agar with Tergitol 7 (Merck 1.07680) .............cccoooeiineiinnenne. 264
42.06. Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426) ............cccoooiiiiiiiiiiieee, 265
42.07. Chromocult Coliform Agar (Enhanced Selectivity) ES (Merck 1.00850) ...... 265
42.08. Envirocheck Contact C (Merck 1.02136) ................oooooviviiiieeeeeeeeee 266

42.01. VRB (VRBL) Agar (Merck 1.01406)

Bilesimi, Peptone from meat 7,0 g/L; Yeast Extract 3,0 g/L; Lactose 10,0 g/L;
NaCl 5 g/L; Ox Bile (Bile Salt Mixture) 1,5 g/L; Neutral Red 0,03 g/L; Crystal
Violet 0,002 g/L; Agar 13 g/L seklindedir. ISO 4832 ve FDA Form 2400a 3/01 ve
daha pek cok uluslararasi standarda uygun olarak koliform grup analizinde
kullanilir. VRBL (Violet Red Bile Lactose) adi ile de anilir. Dehidre besiyeri 39,5
g/l olacak sekilde damitik su iginde karistirilarak kaynatilir ve kaynama
basladiktan sonra en ¢ok 2 dakika daha kaynama sicakliginda tutulup, soguyunca
steril Petri kutularna 12,5'er mL dokiiliir. Bu besiyeri otoklavlanmaz.
Sterilizasyon, kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur.
Sterilizasyon sonrast 25 °C'da pH's1 7,4+0,2'dir. VRB Agar besiyerinin asiri
isitilmasindan  kagmilmalidir.  Asirt 1sitma  selektiviteyi azaltir. Kaynar su
banyosundaki 1s1l islem etkinliginin saglanmasi i¢in besiyerinin 250 mL'den fazla
hacimlerde hazirlanmamasi onerilir. Onceden 0,5 litre erlen icine 250 mL damitik
su konulup agz1 kapatilarak otoklavda sterilize edilmesi ve besiyerinin bu erlende
hazirlanip eritilmesi Onerilir. Hazirlanmis besiyeri parlak ve kirmizi-kahve
renklidir. Besiyeri bilesiminde bulunan safra tuzlar1 ve kristal viyole basta Gram
pozitifler olmak {izere refakatci floranin gelisimini inhibe ederken laktoz pozitif
bakterilerin varlig1 pH indikatorii ile koloni renginin kirmiziya doniismesi ve safra
asitlerinin koloni etrafinda ¢okelti olusturmasi ile belirlenir. Dolayisiyla 30-32 ya
da 35-37 °C'da 18-24 saat siiren inkiibasyondan sonra 1-2 mm ¢apinda kirmizimsi
bir presipitat zonu ile ¢evrili kirmizi koloniler Enterobacteriaceae familyasinin
laktoz pozitif iiyeleri olan koliform grup bakteriler olarak sayilir (bakiniz; Ek B
01). Enterokoklar ve koliform grup disindaki K/ebsiella tiirleri bu besiyerinde toplu
igne bas1 biiytikliigiinde kiiclik pembe koloniler olustururlarken, laktoz negatif olan
Enterobacteriaceae iiyeleri renksiz koloniler meydana getirirler. Laktozdan bagka
seker igeren ve Ozellikle sivi gidalarin dogrudan ekiminde Enterobacteriaceae
familyasinin koliform grup disinda kalanlar1 basta olmak tizere bazi bakteriler
atipik koloniler olusturabilir. Atipik koloniler Brilliant Green Bile (BGB) Broth
(Merck 1.05454) besiyerine asilanarak gaz olusumu izlenmelidir. 500 g olan 1 kutu
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dehidre VRB Agar besiyeri ile 12,5 mL/Petri olacak sekilde 1012 adet Petri kutusu
hazirlanabilir.

42.02. LST Broth (Merck 1.10266)

ISO 4831 ve pek ¢ok uluslararas: standartta koliform grup bakterilerin EMS yolu
ile sayilmasi icin Onerilen besiyeridir. Lauryl Sulfate Broth, Lauryl Sulfate
Tryptose adlari ile de bilinir. Bilesimi, Tryptose 20,0 g/L; Lactose 5,0 g/L; NaCl
5,0 g/L; Sodium Lauryl Sulfate 0,1 g/L; K,HPO, 2,75 g/L; KH,PO4 2,75 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri tek kuvvet icin 35,6 g/Litre; cift kuvvet i¢cin 71,0
g/Litre olacak sekilde damitik su icinde eritilir, iginde Durham tiipi bulunan
tiplere 10'ar mL dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir.
Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi renktedir. Otoklav sonrasi 25 °C'da pH
6,8+0,2'dir. Buzdolabinda 2 ay, oda sicaklifinda 1 ay depolanabilir. Besiyeri
bilesiminde bulunan lauryl sulfate refakat¢i floranin gelisimini baskilarken yiiksek
diizeyde bulunan besin maddeleri ve fosfat tampon "laktozu yavas kullanan"
koliform bakterilerin dahi hizli gelisimini ve fazla miktarda gaz cikisini saglar.
Inkiibasyon sonunda gelisme saptanan tiiplerde gaz ¢ikist Durham tiiplerinde gaz
birikmesi ile belirlenir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyerinden tek kuvvette 1408
tiip hazirlanir.

42.03. Brilliant Green Bile (BGB) Broth (Merck 1.05454)

Bilesimi, Peptone 10,0 g/L; Lactose 10,0 g/L; Ox Bile 20,0 g/L; Brilliant Green
0,0133 g/L seklindedir. Pek ¢ok uluslararasi standartta koliform dogrulama besiyeri
olarak kullamildig1 gibi, baz1 standartlarda koliform bakterilerin var/yok testinde
zenginlestirme besiyeri olarak da kullanilmaktadir. Bu besiyeri Brilliant Green Bile
Lactose Broth, Brilliant Green Bile Lactose Broth %2 ve BRILA Broth isimleri ile
de bilinir. Dehidre besiyeri 40,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde eritilir, i¢inde
Durham tiipii bulunan tiiplere 10'ar mL dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika
sterilize edilir. Otoklav sonrasi 25 °C'da pH'st 7,2+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve yesil renktedir. Buzdolabinda 2 ay, oda sicakliginda 1 ay depolanabilir.
Besiyeri bilesiminde bulunan brilliant green ve safra tuzlari refakatci floranin
gelisimini baskilarken, koliform grup bakteriler laktozdan gaz olusturarak gelisirler
(bakiniz; Ek B 02). Laktozdan gaz olusumu Durham tiiplinde biriken gaz ile
belirlenir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1250 tiip hazirlanir.
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42.04. ReadyCult Coliforms (Merck 1.01298)

Bilesimi, Fluorocult LMX Broth ile aynmidir. Bir diger deyis ile Fluorocult LMX
Broth besiyeri analiz edilecek 100 mL suya dogrudan ilave edilecek sekilde
hazirlanmis ve 1sinlanarak sterilize edilmistir. Analiz edilecek suya ilave edilip
karigtirilir ve dogrudan inkiibasyona birakilir. Besiyeri bilesimindeki lauryl sulfate
refakatci floray1 inhibe ederken, kromojenik substrat X-GAL koliform bakterilerin,
MUG ise E. coli 'nin belirlenmesinde kullanilir. Buna gére 35-37 °C'da 18-24 saat
inkiibe edilir. Bu siire sonunda besiyerinin mavi—yesil olmasi1 koliform bakterilerin
varhigim gosterir (bakiniz; Ek B 13). Besiyerinin sadece {ist kisminda bu renk
degisimi olur ise ayni sekilde koliform grup bakteri pozitif olarak degerlendirilir.
Koliform grup pozitif bulunan orneklere daha sonra UV lambasi ile (Merck
1.13203) floresan testi yapilir. Floresan 1sima E. coli varhigim gosterir. Su
analizinde koliform ve E. coli varligini/yoklugunu gdésteren test icin kullanir. Bu
nedenle analizin yapilacagi kabin dnceden sterilize edilmis olmas1 gereklidir. Ayni
sekilde besiyeri su ornegine ilave edilirken gerekli hijyenik kurallara uyulmalidir.
Bu besiyeri 20 analizlik paketler halindedir. ReadyCult Coliforms besiyerinin 50
mL su analizi i¢in olan sekli de vardir (Merck 1.01295).

42.05. Lactose TTC Agar with Tergitol 7 (Merck 1.07680)

Bilesimi, Lactose 20,0 g/L; Peptone 10,0 g/L; Yeast extract 6,0 g/L; Meat extract
5,0 g/L; Bromothymol Blue 0,05 g/L; Tergitol 7 0,1 g/L; agar 12,7 g/L seklindedir.
ISO 9308-1 sayili standarda uygun olarak o6zellikle su analizlerinde koliform
bakterilerin membran filtrasyon yontemi ile sayilmasinda kullanilir. 53,9 g/L
konsantrasyonda olacak sekilde damitik su icinde 1sitilarak eritilir, otoklavda 121
°C'da 15 dakika sterilize edilir. 45-50 °C'a sogutulup, 0,025 g/L konsantrasyonda
olacak sekilde filtre ile sterilize edilmis 2,3,5 Triphenyl-tetrazoliumchlorid (TTC;
Merck 1.08380) ilave edilir, karistirilir ve Petri kutularina en az 5 mm kalinlik
olacak sekilde dokiiliir. TTC ilavesinde pratik olarak 100 mL bazal besiyerine
%0,05 konsantrasyondaki ¢ozeltiden 5 mL ilave edilmektedir. TTC ¢o6zeltisi ve
dolayisi1 ile TTC ilave edilmis ve Petri kutularina dokiilmiis besiyeri buzdolabinda
ve karanlikta saklanmak kosulu ile en cok 1 hafta depolanabilir. Otoklavlanmis
besiyerinin 25 °C'da pH'st 7,2+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve yesil
renktedir. 35-37 °C'da 18-24 saat inkiibasyondan sonra sari renkli koloniler
koliform bakterileri (laktoz pozitif), kirmizi koloniler Pseudomonas gibi laktoz
negatif kolonileri gosterir (bakiniz; Ek B 06). Besiyeri genellikle standart membran
filtrenin yerlestirilecegi gibi 60 mm steril tek kullanimlik plastik Petri kutularinda
hazirlanir. Bu Petri kutularinda 5 mm yiikseklik olacagia gére 15 mL/Petri hesabi
ile 500 g olan 1 kutu besiyeri ile 618 adet Petri hazirlanir.
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42.06. Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)

Bilesimi, Peptone 3,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; NaH,PO,4 2,2 g/L; Na,HPO, 2,7 g/L;
Sodium pyruvate 1,0 g/L; Tryptophane 1,0 g/L; Agar 10,0 g/L; Sorbitol 1,0 g/L;
Tergitol 7 0,15 g/L; Chromogenic mixture 0,4 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri
26,5 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde yaklasik yarim saat siire ile karistirilarak
kaynatilir ve soguyunca steril Petri kutularma 12,5'er mL dokiiliir. Besiyerinde
olusabilecek bulamiklik besiyeri performansini etkilemez. Bu besiyeri
otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmis
olur. Asirt 1sitmadan kacmilmalidir. Hazirlanmis besiyeri opalesent (menevis,
yanar doner) ve sarimsi renktedir. Sterilizasyon sonrasi 25 °C'da pH's1 6,8 +0,1'dir.
Buzdolabinda, 151k almayacak sekilde ve kurumay1 6nlemek iizere strech film ile
sartlarak 6 ay depolanabilir. Besiyeri bilesiminde bulunan secilmis peptonlar,
piruvat ve fosfat tampon agir hasar gormiis koliform bakterilerin kendilerini
onarmalarim1 saglarken tergitol-7, Gram pozitiflerin ve bazi Gram negatiflerin
gelisimini  baskilar. Koliform grup bakteriler i¢in karakteristik olan B-D-
galactosidase enzimi Salmon—GAL kromojenik substratin1 pargalayarak koliform
bakterilerin pembemsi kirmizi koloni olusturmasini saglar. Bilesimdeki X-
Glucuronide substrat1 ise E. coli i¢in karakteristik olan B-D-Glucuronidase enzimi
tarafindan pargalanir. Boylece E. coli koliform bakteri olarak Salmon—GAL'i
parcalamast yaninda X-Glucuronide substratini da parcalayarak diger koliform
bakterilerden koyu mavi-menekse renkli koloni olusturmasi ile ayrilir (bakiunz; Ek
B 03). Besiyeri bilesimindeki triptofan varligi dogrudan koloni tizerinde indol testi
yapilmasma izin verir. Chromocult Coliform Agar besiyerinde diger Gram
negatifler renksiz koloni olustururlar. Bunlardan bir kismi B-D-Glucuronidase
aktivitesi nedeni ile agik mavi—turkuaz renkli koloniler meydana getirirler. Gida
analizlerinde ozellikle Pseudomonas ve Aeromonas tiirleri basta olmak {iizere
yogun bir refakat¢i flora kontaminasyonu var ise kaynatarak yapilan sterilizasyon
sonrasinda besiyeri 45-50 °C'a sogutulup cefsulodin ilavesinin besiyerinin
selektivitesini artiracag1 literatiirde belirtilmektedir. ilave edilecek cefsulodin
miktar1 1 litre besiyeri i¢in yayma ve dokme yontemleri ile ekim yapildiginda 5
mg; membran filtre ekimlerinde 10 mg olmalidir. 5 mg Cefsulodin, 1 mL damitik
su icinde ¢oziilerek besiyerine ilave edilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile
1509 adet Petri kutusu hazirlanabilir.

42.07. Chromocult Coliform Agar (Enhanced Selectivity) ES (Merck
1.00850)

Koliform grup bakteriler ve E. coli 'nin beraberce belirlenmesi i¢in gelistirilmis ve
selektivitesi artirllmis bir besiyeridir. Bilesimi, Peptone 5,0 g/L; KCl 7,5 g/L;
MOPS 10,0 g/L; Bile salts 1,15 g/L; Propiyonat 0,5 g/L; 6-chloro-3-indoxyl-beta-
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D-galactopyranoside 0,15 g/L; isopropyl-beta-D-thio-galactopyranoside 0,1 g/L; 5-
bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-D-glucuronic acid 0,1 g/L; Agar 10,0 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 34,5 g/L konsantrasyonda damitik su iginde
kaynatilarak ve siirekli karistirilarak eritilir. 45-50 °C'a sogutulup Petri kutularina
dokiliir. Bu sicaklikta 2 saatten fazla beklenirse presipitat goriilebilir. Bu besiyeri
otoklavlanmaz ve asir1 1sitmadan kaginilmalidir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve
renksizdir. 25 °C'da pH's1 7,0+0,2'dir. Buzdolab: sicakliginda 2 haftaya kadar
depolanabilir. Peptonlarin ve MOPS'un uygun kombinasyonu koliformlarin hizli
gelismesini ve kromojenik bilesenlerin optimum transformasyonunu saglar. Safra
tuzlar1 ve propiyonat Gram pozitif ve Gram negatif refakat¢i florayr baskilar.
Koliform grup ve E. coli 'nin beraberce belirlenmesi iki kromojenik substrat ile
saglanir. Salmon-beta-D-GAL koliformlar i¢in karakteristik olan beta-D-
galactosidase ile parcalanir ve koliform kolonilerinin somon—kirmizi renkte
olmasii saglar. E. coli i¢in karakteristik olan beta-D-glucuronidaz enzimi ise X-
beta-D-glucuronide substratin1 pargalayarak koloninin mavi-menekse renk
almasim1 saglar (bakunz; Ek B 04). E. coli O157 serotipleri gibi beta-D-
glucuronidaz enzimi olmayan bakteriler somon—kirmizi renkli koloniler olusturur.
Yiiksek asitli gidalarda asitlik ile koloni rengi arasinda etkilesim olmamasi i¢in
tamponlanmis peptonlu su ile hazirlanmis 1/10 seyreltisinin  kullanilmasi
onerilmektedir. Membran filtre teknigi ile de kullanilabilir. 500 g olan 1 kutu
dehidre besiyeri ile 12,5 mL olacak sekilde 1159 adet Petri kutusu hazirlanabilir.

42.08. Envirocheck Contact C (Merck 1.02136)

Plastik ve egilebilir 6zellikte olan bir tabakanin bir yiiziinde Plate Count Agar,
diger ytiziinde Chromocult Coliform Agar besiyeri vardir. Agar yiizeyleri hafif
bombeli oldugu i¢in sayim yapilacak yiizeye temas ettirildiginde yiizeydeki
mikroorganizmalar kolaylikla besiyerine geger. 35-37 °C'da 24 (gerekirse 48) saat
yapilacak inkiibasyondan sonra olusan koloniler sayilir ve kob/cm® olarak verilir
(bakiniz; Ek B 07). Amaca gore inkiibasyon sicakligi olarak 30-32 °C da
secilebilir. Akan ya da duragan nitelikteki sulara onceden belirlenmis bir siire
daldirilarak inkiibasyon sonunda bu sularda koliform grup bakteri ve toplam
bakteri sayis1 hakkinda temiz, az kirli, ¢ok kirli seklinde goreceli bir sonug elde
edilebilir.
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43. Fekal Koliform Bakteri Analiz Malzemesi

43.01. LST Broth (MercKk 1.10266) ...............coouviieiiiieieeeeeeeeee e 267
43.02. EC Broth (Merck 1.10765) ............ccoooviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 267
43.03. A-1 Broth (Merck 1.00415) ......c.oooiiiieeeeee e 267
43.04. VRB (VRBL) Agar (Merck 1.014006) ...........c.cccooiriiiiieiieeeceeeeeeeees 268

43.01. LST Broth (Merck 1.10266)

Bakiniz; 42.02. Bolim.

43.02. EC Broth (Merck 1.10765)

Bilesimi, Peptone from Casein 20,0 g/L; Lactose 5,0 g/L; Ox Bile Mixture (Safra
tuzlart karisimi) 1,5 g/L; NaCl 5,0 g/L; K,HPO4 4,0 g/L; KH,PO, 1,5 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 37 g/L. konsantrasyonda olacak sekilde damitik su
icinde eritilir, i¢inde Durham tiipii bulunan deney tiiplerine 10'ar mL dagitilip
otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrast 25 °C'da pH
6,9+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi—kahve renktedir. 44,5-45,5
°C'da 24 (gerekirse 48) saat siire ile inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda gelisme ve
Durham tiiplerinde gaz goriilen tiipler pozitif olarak isaretlenir ve standart EMS
cizelgesinden ornekteki fekal koliform sayisi hesaplanir. 500 g dehidre besiyeri ile
1351 adet 10 mL tiip hazirlanabilir.

43.03. A-1 Broth (Merck 1.00415)

Bilesimi, Peptone from Casein 20,0 g/L; Lactose 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Salicin 0,5
g/l ve Triton X 100 1,0 mL/L seklindedir. Bu besiyeri ABD- Cevre Koruma
Ajanst (US- EPA) standart su analiz yontemlerine uygundur. Dehidre besiyeri tek
kuvvette 31,5 g/L ve ¢ift kuvvette 63,0 g/ konsantrasyonda olacak sekilde damitik
su i¢inde eritilir, i¢lerinde ters ¢evrilmis Durham tiipii bulunan uygun biiytiklikteki
tiplere 10'ar mL dagitihp, otoklavda 121 °C'da 10 dakika sterilize edilir.
Sterilizasyon sonrasi 25 °C'da pH's1 6,9+0,2'dir. Standart analizde 3 adet gift
kuvvetli besiyeri biiytik (18 mm c¢apl) tiiplere ve tek kuvvetli 6 adet besiyeri
standart (16 mm capl) tiiplere dagitilir. Analizde su 6rneginden 3 adet ¢ift kuvvetli
besiyerine 10'ar mL, 3 adet standart tek kuvvette besiyerine 1'er mL ve 3 adet
standart tek kuvvette besiyerine 0,1'er mL su 6rnegi eklenir. Buna gére 500 g olan
1 kutu besiyeri ile 132 su analizi yapilabilir. Besiyeri bilesimindeki laktoz, kazein
ve salisin besin maddesi iken, NaCl ozmotik dengeyi saglar, Triton X 100 ise
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deterjan olarak goérev yapar. Hazirlanmig besiyeri berrak, hafifce menevisli ve
sarims1 renktedir. Karanlikta ve sogukta olmak kaydi ile 3 aya kadar depolanabilir.

43.04. VRB (VRBL) Agar (Merck 1.01406)

Bakiniz; 42.01. Bolim.

44. E. coli Analiz Malzemesi
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44.03.
44.04.
44.05.
44.06.
44.07.
44.08.
44.09.
44.10.
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44.14.
44.15.
44.16.
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Kovacs' indol Cozeltisi (Merck 1.09293) .........co.coooiioieomieeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeneenn. 271
Fluorocult LST Broth (Merck 1.12588) ...........ccooviiiieeeeeeeeeeeee 271
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44.01. VRB (VRBL) Agar (Merck 1.01406)

Bakiniz; 42.01. Boliim.

44.02. Fluorocult VRB Agar (Merck 1.04030)

Bilesimi, Peptone 7,0 g/L; Yeast Extract 3,0 g/L; Lactose 10,0 g/L; NaCl 5 g/L; Ox
Bile (Bile Salt Mixture) 1,5 g/L; Neutral Red 0,03 g/L; Crystal Violet 0,002 g/L;

Agar

13 g/L; MUG 0,1 g/L seklindedir. VRB Agar+MUG besiyeri "Fluorocult

VRB Agar" ticari adi ile de anilmaktadir. Standart VRB Agar besiyerinden farki
hazirlanmasiin 39,6 g/L seklinde yapilmasi ve inkiibasyon sonrasinda koliform
grup bakteriler arasindan uzun dalga boylu UV el lambasi ile (Merck 1.13203) E.
coli 'min ayrilmasidir (bakiniz; Ek B 09). Kolonilerin floresan 1simay1 dagitmasi
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nedeni ile gercekte oldugundan daha fazla E. coli sayilmasindan sakinmak i¢in
inkiibasyon 18 saati gegmemelidir. Var/yok esash testlerde inkiibasyon siiresi 24
saat olabilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizi—kahve renklidir. 500 g olan 1
kutu dehidre besiyeri ile 1010 adet Petri kutusu hazirlanabilir.

44.03. Bactident E. coli (Merck 1.13303)

MUG reaksiyonundan yararlanilarak bir kati besiyerinden elde edilen izolatin 30—
120 dakika i¢inde E. coli olup olmadiginin belirlenmesi i¢in gelistirilmis bir test
kitidir. Koloninin izole edildigi besiyerinin karbohidrat igerigi ne kadar az ise
sonug o denli hizl1 alinir. Sistemin uygulanmasi koloninin 0,2 mL damutik su i¢inde
yogun bir bulanmiklik verecek sekilde c¢oziilmesi, test seridini bu siispansiyona
daldirarak ve her 30 dakikada kontrol ederek en ¢ok 2 saat siire ile 37 °C'da inkiibe
edilmesi, uzun dalga boylu UV el lambas1 (Merck 1.13203) ile yapilan kontrollerde
floresan 1s1mim goriiliirse koloninin E. coli olduguna karar verilmesi seklindedir.
Floresan pozitif sonuglar i¢in inkiibasyonun yapildigi kiivete 1 damla Kovacs' indol
cozeltisi damlatilarak floresan pozitif bakterinin E. coli olup olmadigi
kesinlestirilir. Test kiti 50 test seridi, 50 reaksiyon kiiveti, bu kiivetler i¢in 6zel tiip
spor ve 50 test icin yetecek sekilde Kovacs' indol ¢ozeltisi olan sise olarak
pazarlanmaktadir.

44.04. UV El Lambasi1 (Merck 1.13203)

MUG reaksiyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan 4 W giiciinde uzun dalga boyu
(366 nm) UV 1511 saglayan el lambasidir (bakiniz; Ek B 08). Diger amaclar i¢in
kullanilan UV lambalar ve ¢esitli cihazlar ile kombine halde bulunan farkli dalga
boylarindaki UV lambalart MUG reaksiyonunun belirlenmesinde siklikla sahte
negatif sonuglar vermektedir.

44.05. Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)
Bakiniz; 42.06. Boliim.
44.06. Chromocult Coliform Agar (Enhanced Selectivity) ES (Merck

1.00850)

Bakiniz; 42.07. Bolim.
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44.07. Chromocult TBX Agar (Merck 1.16122)

Bilesimi, Peptone 20,0 g/L; Bile salts (Safra tuzlar1) no 3 1,5 g/L; X-B-D-
glucuronide 0,075 g/L; Agar 15,0 g/L seklindedir. ISO 16649'a gore gida ve
yemlerde E. coli analizinde kullanilan dehidre besiyeri 36,6 g/LL konsantrasyonda
isitilarak eritilir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilip, Petri kutularina
dokiiliir. Sterilizasyon sonrasit 25 °C'da pH'st 7,2+0,2'dir. Buzdolabinda ve
karanlikta 1 hafta depolanabilir. Besiyeri bilesimindeki kromojen substrat 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide (X-B-D-glucuronide) E. coli 'deki B-D-
glucuronidase enzimi ile bu substratt 5-bromo-4-chloro-3-indolyl ve [-D-
glucuronide'e parcalar, sonug¢ olarak E. coli kolonileri mavi—yesil renkli olarak
goriilir (bakimiz; Ek B 10). Refakat¢i flora safra tuzlariyla baskilanir.
Inkiibasyonun 44 °C'da yapilmas1 da refakatci floray1 baskilayan bir baska etkendir.
Islem gormiis gidalarda E. coli analizi icin 6nce 30-37 °C'da 4 saat canlandirma
isleminden sonra inkiibasyon sicakliginin 44 °C'a ¢ikartilmasi ve 18-20 saat
inkiibasyon yapilmasi 6nerilmektedir. Bu besiyeri membran filtrasyon tekniginde
de basariyla kullanilmaktadir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 mL/Petri
kutusu hesabi ile 1092 Petri kutusu hazirlanabilir. ISO 16649 bu besiyerinin dokme
kiiltlir yontemi ile kullanilmasini 6nermektedir.

44.08. LST Broth (Merck 1.10266)

Bakiniz; 42.02. Boliim.

44.09. EC Broth (Merck 1.10765)

Bakiniz; 43.02. Boliim.

44.10. Tryptone Water (Merck 1.10859)

Bilesimi, Pepton from Casein 10,0 g/L; NaCl 5,0 g/L seklindedir. indol besiyeri ad1
ile de bilinir. Indol testi i¢in kullanilan dehidre besiyeri 15 g/L konsantrasyonda
hazirlanir. Tiiplere 10'ar mL dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir.
Sterilizasyon sonrasi1 25 °C'da pH's1 7,3'tiir. Hazirlanmus besiyeri berrak ve sarimsi
olup oda sicaklifinda 2 aya kadar depolanabilir. inokiilasyondan sonra 35-37 °C'da
24 saat inkiibasyondan sonra 1 mL Kovacs' indol ayiract (Merck 1.09293)
damlatilarak indol testi yapilir (bakiniz; Ek B 11). E. coli indol pozitif bakteridir.
Standart E. coli analizinde inkiibasyon sicaklig1 45,5 °C'dir. 500 g dehidre besiyeri
ile 3333 adet 10 mL besiyeri hazirlanabilir.
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44.11. Kovacs' Indol Cézeltisi (Merck 1.09293)

Indol testi icin kullanilan hazir ¢ozeltidir. 100 mL sise igerigi ile standart olarak
100 test yapilabilir. Indol testi Fluorocult LST Broth ve Fluorocult LMX Broth ile
ReadyCult Coliforms besiyerlerinde dogrudan yapilabilir (bakiniz; Ek B 11).

44.12. Fluorocult LST Broth (Merck 1.12588)

Bilesimi, ISO 11866'ya uygun olup, Tryptose 20,0 g/L; Lactose 5,0 g/L; NaCl 5,0
g/L; Sodium Lauryl Sulfate 0,1 g/L; K,HPO,4 2,75 g/L; KH,PO, 2,75 g/L; L-
Trytophane 1,0 g/L; MUG 0,1 g/L seklindedir. LST Broth+MUG besiyeri
"Fluorocult LST Broth" ticari ad1 ile de anilmaktadir. Dehidre besiyeri 36,5 g/L
olacak sekilde damitik su i¢inde eritilir, icinde Durham tiipti bulunan tiiplere 10'ar
mL dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi 25
°C'da pH's1 6,8+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi renktedir.
Buzdolabinda 2 ay, oda sicakliginda 1 ay depolanabilir. Bilesimde bulunan lauryl
sulfate refakat¢i floranin gelisimini baskilarken yiiksek diizeyde bulunan besin
maddeleri ve fosfat tampon "laktozu yavas kullanan" koliform bakterilerin dahi
hizl1 gelisimini ve fazla miktarda gaz ¢ikisini saglar. Gaz ¢ikisi Durham tiiplerinde
gaz birikmesi ile belirlenir. Gaz pozitif olan tiipler koliform grup olarak isaretlenir,
bunlar 366 nm uzun dalga boylu UV el lambas1 (Merck 1.13203) ile los bir
ortamda kontrol edilir. Floresan 1sinim goriilen tiipler E. coli olarak isaretlenir
(bakiniz; Ek B 12). Besiyerinde bulunan triptofan nedeni ile dogrudan indol testi
yapmak miimkiindiir. indol testi besiyerine 1 mL Kovacs Indol Reagent (Merck
1.09293) ilavesi ile yapilabilir. Kuskusuz, indol testi sadece floresan 1sinim veren
kiltiirlere uygulanir ve bu sekilde sahte MUG pozitif sonuglardan sakinilmis
olunur. Floresanin belirginlestirilmesi icin tiipe ilave edilen NaOH indol testini
etkilemez. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyerinden 1369 tiip hazirlanir.

44.13. ReadyCult Coliforms (Merck 1.01298)

Bakiniz; 42.04. Boliim.

44.14. Fluorocult LMX Broth (Merck 1.10620)

Bilesimi, Tryptose 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Sorbitol 1,0 g/L; Tryptophane 1,0 g/L;
K,HPO, 2,7 g/L; KH,PO,4 2,0g/L; Lauryl Sulfate Sodium Salt 0,1 g/L; X-GAL 0,08
g/L; MUG 0,05 g/L; IPTG 0,1 g/L seklindedir. Ozellikle su analizlerinde kullanilir.
Tek kuvvette 17,0 g/L; ¢ift kuvvette 34,0 g/L olacak sekilde dehidre besiyeri
damutik su iginde eritilir, tiiplere 10'ar mL dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika
sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sari renktedir. 25 °C'da pH's1 6,8
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+0,2'dir. Oda sicakliginda 6 ay depolanabilir. 15 °C altinda depolanirsa besiyeri
performansini etkilemeyen bir ¢okelti goriilebilir. Bilesimde bulunan lauryl sulfate
refakatci floranin gelisimini baskilarken, fosfat tampon koliform bakterilerin hizl
gelisimini saglar. Bu besiyerinin bilesiminde bulunan 5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-
3-D-galactopyranoside (X-GAL), koliform grup bakteriler tarafindan pargalanarak
besiyerinin mavi—yesil renk almasimi saglayan bir kromojenik substrattir. Rengi
mavi-yesil olan tiipler 366 nm uzun dalga boylu UV el lambas1 (Merck 1.13203)
ile los bir ortamda kontrol edilir (bakiniz; Ek B 05 ve B 14). Floresan 1s1ma goriilen
tiipler E. coli olarak isaretlenir. Tiip i¢inde asir1 asit gelisimi olur ise floresan net
bir sekilde alimmayabilir. Bu gibi durumlarda tiipe 1 mL 1 N NaOH ilavesi ile
floresan belirginlestirilir. Besiyerinde bulunan triptofan nedeni ile dogrudan indol
testi yapmak miimkiindiir. Kuskusuz indol testi sadece floresan 1sinim veren
tiiplere uygulanir ve bu sekilde sahte MUG pozitif sonuglardan sakinilmis olunur.
Floresanin belirginlestirilmesi i¢in tiipe ilave edilen NaOH indol testini etkilemez.
Fluorocult LMX Broth besiyerinde Durham tiipii kullaniomina gerek olmamasi bu
besiyerine biiylik bir kullanim kolaylig1 saglar. Gida analizlerinde 6zellikle Gram
pozitif refakat¢i flora yogun ise otoklavlama 6ncesinde 30 mg/L konsantrasyonda
novobiosin ilavesinin besiyerinin selektivitesini artiracagi belirtilmektedir. 500 g
olan 1 kutu dehidre besiyerinden 2941 tiip hazirlanir.

44.15. Envirocheck Contact C (Merck 1.02136)

Bakiniz; 42.08. Bolim.

44.16. Fluorocult Brilliant Green Bile (BGB) Broth (Merck 1.12587)

Bilesimi, Pepton 10,0 g/L; Lactose 10,0 g/L; Ox Bile 20,0 g/L; Brilliant Green
0,0133 g/L; L-Tryptophane 1,0 g/L; MUG 0,1 g/L seklindedir. BGB Broth+MUG
besiyeri "Fluorocult Brilliant Green Bile Broth" ve Fluorocult BRILA Broth
isimleri ile de bilinir. Dehidre besiyeri 41 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde
eritilerek hazirlanir, amaca uygun olarak erlen ve/veya tiiplere dagitilip otoklavda
121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasinda 25 °C'da pH'si
7,2+0,2'dir. Tiiplerde koliform bakterilerin tipik o6zelligi olan laktozdan gaz
olusumunun belirlenmesi i¢in Durham tiipli kullanilmasina gerek yoktur.
Inokiilasyon ve 37 °C'da 24 saat inkiibasyondan sonra 366 nm dalga boylu UV el
lambas1 (Merck 1.13203) floresan 1s1ma E. coli pozitif olarak degerlendirilir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve yesil renktedir. Buzdolabinda 2 ay, oda sicakliginda
1 ay depolanabilir. Besiyeri bilesiminde bulunan brilliant green ve safra tuzlar
refakatci floranin gelisimini baskilarken, koliform grup bakterilerin laktozdan gaz
olusturmasi gelisme ve Durham tiiptinde gaz birikmesi ile belirlenir. 500 g olan 1
kutu dehidre besiyeri ile 12,1 litre besiyeri hazirlanir.

272



45. E. coli O157:H7 Serotipi Analiz Malzemesi
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45.01. mTS Broth (Merck 1.09205)

Bilesimi, Peptone from Casein 17,0 g/L; Soya Peptonu 3,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Bile
Salts no 3 1,5 g/L; D(+) Glucose 2,5 g/L; K,;HPO, 4,0 g/L; Novobiosin 0,02 g/L
seklindedir. Standart Tryptic Soy (CASO) Broth besiyerinde modifikasyon
yapilarak hazirlanmistir, ancak standart EC Broth, mEC Broth besiyerinde oldugu
gibi standart CASO (Tryptic Soy) Broth besiyerine ilaveler yapilarak mTSB
besiyeri elde edilemez. 33,0 g/L konsantrasyonda damitik su i¢inde eritilerek
hazirlanan besiyeri 225 mL olacak sekilde erlenlere dagitilip otoklavda 121 °C'da
15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrast1 25 °C'da pH's1t 7,3+0,2'dir.
Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi renkte olup, 2-8 °C'da 6 ay stabilitesini
korur. Novobiosin dogrudan besiyeri bilesiminde oldugu i¢in otoklav sonrasi bir
katki ilavesi s6z konusu degildir. Besiyerine standart uygulamada 25 g (ya da mL)
gida maddesi ilave edilip 35-37 °C'da 18-24 saat ve tercihen ¢alkalanarak inkiibe
edilir, buradan alinan 0,1 mL kiiltiir dogrudan ya da seyreltilerek selektif bir kati
besiyerine siiriiliir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 225 mL'lik 67 adet erlen
hazirlanabilir.

45.02. mEC Broth (Merck 1.14582)

Bilesimi, Peptone 20,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Bile Salts no 3 1,12 g/L; Lactose 5,0
g/L; KoHPO, 4,0 g/L; KH,PO,4 1,5 g/L; Novobiosin 0,02 g/L seklindedir. Standart
EC Broth besiyerinden farki safra tuzlarimin miktarinin azaltilmis olmasi ve
novobiosin ilave edilmis olmasidir. Bu nedenle standart EC Broth besiyerine
novobiosin eklenerek bu besiyeri elde edilemez. Safra tuzlari konsantrasyonunun
azaltilmis olmasi nedeni E. coli O157:H7 serotipinin E. coli tip 1'e gore safra
tuzlarma daha az direngli olmasidir. 36,7 g/l konsantrasyonda damitik su ic¢inde
eritilerek hazirlanan besiyeri 225 mL olacak sekilde erlenlere dagitilip otoklavda
121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi1 25 °C'da pH's1 6,9+0,2'dir.
Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi—portakal renkte olup, 2-8 °C'da 6 ay
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stabilitesini korur. Novobiosin dogrudan besiyeri bilesiminde oldugu i¢in otoklav
sonrasi bir katki ilavesi s6z konusu degildir. Besiyerine standart uygulamada 25 g
(va da mL) gida maddesi ilave edilip, 35-37 °C'da 18-24 saat ve tercihen
calkalanarak inkiibe edilir, buradan alman 0.1 mL kiltiir dogrudan ya da
seyreltilerek selektif bir kati besiyerine siiriiliir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri
ile 225 mL'lik 60 adet erlen hazirlanabilir.

45.03. SMAC Agar (Merck 1.09207)

Bilesimi, Peptone 20,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Bile Salts no 3 1,5 g/L; Sorbitol 10,0
g/L; Crystal violet 0,001 g/L; Neutral red 0,03 g/L; Agar 15,0 g/L seklindedir. ISO
16654 ve FDA basta olmak tizere pek cok uluslararasi standarda uygundur. Safra
tuzlar1 ve kristal viyole Gram pozitif mikrobiyel floray1 6nemli 6l¢iide inhibe eder.
E. coli O157:H7 serotipinin sorbitol negatif olmasi nedeni ile standart MacConkey
Agar besiyeri bilesiminden laktoz ¢ikartilmig, yerine sorbitol ilave edilmistir.
Dolayis1 ile sorbitol negatif olan bakteriler bu besiyerinde renksiz koloniler
olusturur. E. coli O157:H7 analizinde dogrudan SMAC Agar besiyeri
kullanilabilirse de refakatci floranin yogun baskilamasi sonucunda sahte negatif
sonu¢ alinabilir. Bu nedenle besiyeri genellikle CT katkis1 ile desteklenerek
kullanilmaktadir. Dehidre besiyeri 51,5 g/L. konsantrasyonda isitilarak damitik su
icinde eritilir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon sonrasi
25 °C'da pH 7,1+0,2'dir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve kirmizi renklidir. CT
katkis1 (Merck 1.109202) ilave edilmesi i¢in 1 sise katki iizerine 1 mL steril
damitik su konulup karistirilir. Bu miktar 500 mL besiyeri icin yeterlidir. Bu
nedenle pratik uygulamada SMAC Agar besiyeri 25,8 g/500 mL olacak sekilde
hazirlanir. Otoklav sonrasinda 45 °C'a sogutulup 500 mL bazal besiyeri i¢in 1 sise
katki ilave edilir, kanistiritlir ve Petri kutularmma 12,5 mL/Petri olacak sekilde
dokiliir. Selektif zenginlestirme kiiltlirlinden dogrudan ya da seyreltilerek alinan
0,1 mL besiyeri iizerine yayilir, ya da oze ile siirme yapilir. 35-37 °C'da 24 saat
inkiibasyon sonunda sorbitolii kullanamayan E. coli O157:H7 ve diger bakteriler
renksiz koloni olustururken (bakiniz; Ek B 15), sorbitol pozitif olanlar pH
indikatorii olan notral red nedeni ile kirmizi koloni olustururlar. 500 g olan dehidre
besiyeri ile 12,5 mL/Petri hesab1 ile 775 adet Petri hazirlanabilir. Bu miktar icin
gereken CT katkist 19 sisedir. Bu katki 16 sise/kutu olarak pazarlanmaktadir.

45.04. SMAC Agar CT Katkis1 (Merck 1.09202)

Her bir sisede 0,025 mg cefixim ve 1,25 mg potasyum tellurit vardir. Otoklavlanip,
45 °C'a sogutulmus 500 mL SMAC Agar besiyerine 1 sise katki ilave edilir. Bu
amagla katki sisesine 1 mL steril damitik su ilave edilip, karistirilir ve bu karisim
SMAC Agar besiyerine ilave edilir. Bu katki LST Broth besiyerine Y2 sise/500 mL
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hesabu ile ilave edilerek E. coli O157:H7 i¢in selektif 6n zenginlestirme amaci ile
de kullanilmaktadir. 16 siselik ambalajda paketlenmektedir.

45.05. Singlepath E. coli O157 Test Kiti (Merck 1.04141)

Singlepath E. coli O157, E. coli O157min hizli analizi i¢in kullanilan immun akis
prensibi ile hazirlanmig immunolojik bir test kitidir. AOAC tarafindan onaylanmis
ve sertifiye edilmistir. Selektif zenginlestirme besiyeri kiiltiirlinden cam bir tiipe
alman 1-2 mL 6rnek ya da CT-SMAC Agar gibi selektif bir besiyerinden alinan
koloninin 1-2 mL su i¢indeki suspansiyonu kaynar su banyosunda 15 dakika
tutulur ve oda sicakligina getirilir. Sonra buradan 160 pL alinip kitin 6rnek goziine
aktarilip, oda sicakliginda 20 dakika birakilir. Bu siire i¢cinde kitin "C" kontrol
penceresinde kirmizi serit olugsmalidir. "T" test penceresinde de olusan kirmizi serit
ornekte E. coli O157 varligim gosterir (bakiniz; Ek A 08). Duyarligi %97,0 ve
spesifikligi %98,4 olarak belirlenmistir. On zenginlestirme asamasindan sonra
toplam 35-40 dakika icinde sonucu dogrudan E. coli O157 serotipi olarak verdigi
icin hizli kit olarak degerlendirilir. Bu kit CT-SMAC Agar besiyerindeki renksiz
(sorbitol negatif) kolonilerin E. coli O157 olarak dogrulanmasinda kullanilabilir ve
dogrudan mTS Broth ya da mEC Broth zenginlestirme kiiltiirlerinden dogrudan test
amaci ile de kullanilabilir. Eger dogrudan mTS Broth ya da mEC Broth gibi bir
selektif zenginlestirme besiyerinden Ornek alinmis ise pozitif sonu¢ alinan
zenginlestirme kiiltiirlerinden CT-SMAC Agar besiyerine siirme yapilarak tipik
kolonilerin elde edilmesi onerilir. Bu kit ile elde edilen pozitif sonucun sadece E.
coli 0157 serotipi oldugu unutulmamali, E. coli O157:H7 serotipi dogrulamasi i¢in
H7 antiserumu kullanilmasi1 gerektigi ve/veya Verotoksin belirlenmesi gerektigi
unutulmamalidir. Bir pakette 25 analiz kiti vardir.

45.06. CAYE Broth Base (Merck 1.00060)

Verotoksin iiretme potansiyelindeki E. coli izolatlarinin Verotoksin (VT1 ve/veya
VT?2) iiretip iiretmediginin belirlenmesi i¢in kullanilan bir besiyeridir. Genel olarak
CT-SMAC Agar besiyerinden E. coli O157 analizi ile elde edilen koloniler bu
besiyerinde inkiibe edildikten sonra Duopath Verotoxins test kiti (Merck 1.04144)
uygulanir. Bilesimindeki casaminoasitler ve maya ekstrakti verotoksin olusturan E.
coli 'lerin gelismesini, iz elementler ve yiiksek pH verotoksin olusumunu destekler.
Bilesimi, Casaminoacids 20,0 g/L; Yeast Extract 6,0 g/L; D(+) Glucose 2,5 g/L;
NaCl 2,5 g/L; K,HPO, 8,71 g/L; MgSO,4 0,05 g/L; MnCl 0,005 g/L seklindedir.
Dehidre besiyeri 7,95 / 200 mL damitik su i¢inde kaynatilarak ve siirekli
karistirilarak ¢6ziiliir, otoklavda 121 °C'a 15 dakika sterilize edilir. Oda sicakligina
sogutulup, aseptik kosullar altinda 1 mL steril damitik su ile ¢ozlilmiis 1 sise
CAYE Broth Supplement (Merck 1.00051) ilave edilir, karistiritlip steril tiiplere
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I'er mL olacak sekilde dagitilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve agik kahverengidir.
25 °C'da pH'st 8,5+0,2'dir. Tiiplere dagitim sirasinda besiyeri siirekli
karistirllmalidir. Tiiplerde presipitat olusmasi besiyeri performansini etkilemez.
500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12.578 adet 1 mL tiip hazirlanabilir. Bir
pakette 16 sise katki olduguna gore bir kutu dehidre besiyeri i¢in 4 kutu katki
gereklidir. Katkinin raf omrii besiyerinden daha kisadir, stoklarda bu o6zellik
dikkate alinmalidir.

45.07. CAYE Broth Supplement (Merck 1.00051)

CARBADOX adi ile de anilir. Bilesimi, her sisede 10 pg verotoksin indiikleyici
seklindedir. E. coli O157:H7 ve diger verotoksin {iretici serotiplerin gelismesi
sirasinda verotoksin iiretimini ve salgilamasini destekler. Sise icerigi 1 mL steril
damitik su ile ¢oziiliir. Sterilize edilip, 45 °C'a sogutulmus 100 mL Brain Heart
Agar besiyerine ya da sterilize edilip oda sicakligina sogutulmus 200 mL CAYE
Broth besiyerine ilave edilir. 1 pakette 16 sise vardir.

45.08. Duopath Verotoxins (Merck 1.04144)

Enterohemorajik E. coli (EHEC) serotipleri tarafindan olusturulan verotoksinlerin
belirlenmesi i¢in immun akis prensibi ile ¢alisan immunokromatografik hizli bir
test kitidir. VT1 ve VT2 ayr ayr1 belirlenir. Ornek penceresine 160 pL kiiltiir ilave
edildikten sonra 20 dakika i¢inde kontrol "C" penceresinde kirmizi serit olusur.
Aym siire icinde VT1 penceresinde kirmizi serit olusmast VT1 toksinin varligini,
VT2 penceresinde kirmizi serit olusmasi ise VT2 toksinin varligmi gosterir
(bakiniz; Ek A 09). Bazi1 EHEC suslar1 sadece bir toksin olustururken, bazilar1 her
ikisini de olusturur. 1 pakette 25 test kiti vardar.

46. Toplam Enterobacteriaceae Analiz Malzemesi

46.01. VRBD Agar (MercKk 1.10275) ..o 276
46.02. Enterobacteriaceae Enrichment (EE) Broth (Merck 1.05394) ....................... 277

46.01. VRBD Agar (Merck 1.10275)

ISO 5552, ISO 7402 ve ISO 21528'e uygun olarak bilesimi, Peptone 7,0 g/L; Yeast
Extract 3,0 g/L; D(+) Glucose 10,0 g/L; NaCl 5 g/L; Ox Bile (Bile Salt Mixture)
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1,5 g/L; Neutral Red 0,03 g/L; Crystal Violet 0,002 g/L; Agar 13 g/L seklindedir.
Violet Red Bile Glucose (VRBG) olarak da bilinir. Dehidre besiyeri 39,5 g/L
olacak sekilde damitik su icinde karistirilarak kaynatilir ve kaynama basladiktan
sonra en ¢ok 2 dakika daha kaynama sicakliginda tutulup, soguyunca steril Petri
kutularina 12,5'er mL dokiiliir. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon, kaynar su
banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. Sterilizasyon sonras1 25 °C'da pH's1
7,3+0,2'dir. VRBD Agar besiyerinin asir1 1sitilmasindan kagiilmalidir. Asirt 1sitma
selektiviteyi azaltir. Kaynar su banyosundaki 1sil islem etkinliginin saglanmasi i¢in
besiyerinin 250 mL'den fazla hacimlerde hazirlanmamasi 6nerilir. Onceden 0,5
litre erlen i¢ine 250 mL damitik su konulup agzi kapatilarak otoklavda sterilize
edilmesi ve besiyerinin bu erlende hazirlanip eritilmesi Onerilir. Hazirlanmis
besiyeri parlak ve koyu kirmizi-kahve renklidir. Besiyeri bilesiminde bulunan safra
tuzlar1 ve kristal viyole basta Gram pozitifler olmak tizere refakat¢i floranin
gelisimini inhibe ederken, glikoz pozitif bakterilerin varligi pH indikatorii ile
koloni renginin kirmiziya doniismesi ve safra asitlerinin koloni etrafinda ¢okelti
olusturmasi ile belirlenir. Dolayisiyla 30-32 ya da 35-37 °C'da 18-24 saat siiren
inkiibasyondan sonra 1-2 mm c¢apinda kirmizimsi bir presipitat zonu ile ¢evrili
kirmiz1 koloniler Enterobacteriaceae familyasi tiyeleri olarak sayilir. Aeromonas
gibi Enterobacteriaceae iiyesi olmayan bazi refakatci bakteriler de benzer reaksiyon
verir. Buna bagli olarak rasgele se¢ilmis 5 tipik koloninin oksidaz testi ile (Merck
1.13300) dogrulanmasi1 oOnerilir. Enterobacteriaceae familyas1 {iyeleri oksidaz
negatiftirler. 12,5 mL/Petri kutusu hesabi ile 1 kutu (500 g) dehidre besiyerinden
1012 adet Petri kutusu hazirlanir. Genel olarak ekimden sonra 15 dakika oda
sicakliginda kendi halinde bekletilen Petri kutularina ikinci kat olarak yine VRBD
besiyerinden 10 mL kadar dokiiliip, katilastiktan sonra inkiibasyon onerilmektedir.

46.02. Enterobacteriaceae Enrichment (EE) Broth (Merck 1.05394)

Bilesimi, Peptone 10,0 g/L; D(+) Glucose 5,0 g/L; Ox bile, dried 20,0 g/L; Brilliant
green 0,0135 g/L; Na,HPO, 8,0 g/L; KH,PO, 2,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri
tek kuvvet i¢in 45 g/L konsantrasyonda olacak sekilde damitik su i¢inde ¢oziiliir,
tiiplere dagitilip, 121 °C'da 5 dakika siire ile sterilize edilir. Otoklav sonrasi
besiyeri parlak ve yesil renkli, 25 °C'da pH's1 7,2+0,2'dir. Refakatci flora brilliant
green ve safra tuzlar ile inhibe edilir. Glikoz tiim Enterobacteriaceae iiyelerinin
gelisimini destekler. Besiyerinin yiiksek tamponlama kapasitesi gelisen bakterilere
olusan asidin olumsuz etkisini engeller. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile tek
kuvvette olmak tizere 1111 adet 10 mL'lik tiip hazirlanir.
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47.01. Rose Bengal Chloramphenicol (RBC) Agar (Merck 1.00467)

Bilesimi, Mycological Peptone 5,0 g/L; Glucose 10,0 g/L; KH,PO, 1,0 g/L;
MgSO, 0,5 g/L; Rose Bengal 0,05 g/L; Chloramphenicol 0,1 g/L; Agar 15,5 g/L
seklindedir. Dehidre RBC Agar besiyeri 32,2 g/L konsantrasyonda damitik su
icinde 1sitilarak eritilir. Otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav
cikist yaklasik 50 °C'a sogudugunda steril Petri kutularia 12,5 mL olacak sekilde
dokiiliir. Hazirlanmig besiyeri pembe—kirmizi renktedir ve 25 °C'da pH'si
7,2+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri buzdolabinda ve karanlikta olmak kaydi ile 1
hafta depolanabilir. Bu yilizden gerekenden fazla besiyeri hazirlanmamalidir.
Besiyeri bilesimindeki chloamphenicol bakterilerin gelisimini baskilarken, rose
bengal kiif hiicrelerinin i¢ine girerek bunlarin asir1 gelismesini  baskilar.
Inkiibasyonun karanlikta yapilmas: 6nerilmektedir. 500 g olan 1 kutu dehidre
besiyeri ile 12,5 mL olmak tizere 1242 Petri kutusu hazirlanabilir. Merck RBC
Agar besiyerinde antibiyotik dehidre besiyeri ic¢ine ilave edilmis oldugu ig¢in
hazirlama sirasinda ilave bir katki yoktur.

47.02. Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar (Merck 1.16000)

Bilesimi, Yeast extract 5,0 g/L; D(+) Glucose 20,0 g/L; Chloramphenicol 0,1 g/L;
Agar 14,9 g/L seklindedir. Dehidre YGC Agar besiyeri 40,0 g/ konsantrasyonda
damitik su i¢inde 1sitilarak eritilir. Otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir.
Otoklav sonrasi 50 °C'a sogudugunda steril Petri kutularina 12,5 mL olacak sekilde
dokiliir. Uluslararas1 Siitgiililk Federasyonu (IDF) tarafindan siit ve tirtinlerinde
maya ve kif sayimi i¢in onerilmektedir. Besiyeri bilesimindeki chloramphenicol
bakteri gelismesini engeller. Hazirlanmis besiyeri serin yerde olmak kaydi ile 1 ay
depolanabilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 mL/Petri olacak sekilde
1000 Petri kutusu hazirlanir. Merck YGC Agar besiyerinde (bakiniz; Ek B 16)
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antibiyotik dehidre besiyeri icine ilave edilmis oldugu i¢in hazirlama sirasinda
ilave bir katki yoktur. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsidir, 25 °C'da pH'si
6,6+0,2'dir.

47.03. Dichloran Glycerol Agar (DG-18) Agar (Merck 1.00465)

Bilesimi, Peptone 5,0 g/L; Glucose 10,0 g/L; KH,PO, 1,0 g/L; Dichloran 0,002
g/L; MgS0, 0,5 g/L; Chloramphenicol 0,1 g/L; Agar 15,0 g/L seklindedir. Dehidre
besiyeri 31,6 g/L konsantrasyonda olacak sekilde damitik su icinde 1sitilarak
eritilir, tizerine 175 mL gliserol (Merck 1.04092) ilave edilip, tekrar karistirilir ve
otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav ¢ikisinda 45-50 °C'a
soguyan besiyeri Petri kutularina yaklasik 12,5 mL olacak sekilde dokiiliir.
Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi olup, 2—8 °C'da ve karanlikta olmak tizere 1
hafta depolanabilir. Bu nedenle gereginden fazla hazirlanmamalidir. Otoklav
sonrast1 25 °C'da pH'st 5,6+0,2'dir. Bilesimdeki chloramphenicol bakterilerin
gelisimini baskilar. Ilave edilen gliserol ise su aktivitesini 0,99'dan 0,95'e diisiiriir
ve boylece kserofil kiiflerin gelisimi saglanir. Bu besiyeri 6zellikle kuru ve yari
kuru gidalardaki kserofil kiiflerin sayim1 ve /veya aranmasi i¢in kullanilir.

47.04. %50 Glikoz Broth

Hazir ticari besiyeri degildir. Ozmofilik—ozmotolerant mayalarin analizinde
kullanilan bu c¢ozeltinin hazirlanmasi i¢in 6nce erlene 100 mL su konulur, su
seviyesi isaretlenir, su bosaltilip 50 g glikoz (dextrose monohidrat; Merck 1.08342)
ve 0,5 g yeast extract (maya ekstrakti; Merck 1.03753) tartilir, {izerine isaretli yere
kadar damitik su konulur ve 1sitilarak eritilir. Tiiplere 10'ar mL dagitilip otoklavda
121 ° C'da 15 dakika siire ile sterilize edilir. Glikozun monohidrat formda olmasi
onemli degildir. EMS yo6ntemine gore bu besiyerinde ozmofilik ve ozmotolerant
mayalar beraberce sayilir.

47.05. Ozmofil Maya Besiyeri

Besiyeri bilesimi, Fructose (Merck 1.05323) 300 g; Glucose (Merck 1.08342) 300
g; Yeast extract (Merck 1.03753) 10 g; agar (Merck 1.01613) 10 g; damitik su 380
mL seklindedir. Bilesenler 1sitilarak eritilir, otoklavda 110 °C'da 10 dakika sterilize
edilir. Otoklav ¢ikisinda Petri kutularina dokiiliir. IFU'ya gore ozmofilik ve
ozmotolerant mayalar ayr1 besiyerlerinde analiz edilir. Bu besiyerinde
ozmotolerant maya gelisemez.
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47.06. Ozmotolerant Maya Besiyeri

Besiyeri bilesimi, Fructose (Merck 1.05323) 200 g; Glucose (Merck 1.08342) 200
g; maya ekstrakti (Merck 1.03753) 10 g; agar (Merck 1.01613) 10 g; damitik su
580 mL seklindedir. Bilesenler isitilarak eritilir, otoklavda 110 °C'da 10 dakika
sterilize edilir. Otoklav ¢ikisinda Petri kutularina dokilir.

47.07. Sabouraud %2 Dextrose Broth (Merck 1.08339)

Bilesimi, Peptone from meat 5,0 g/L; Peptone from Casein 5,0 g/L; D(+) Glucose
20,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 30 g/l konsantrasyonda olacak sekilde
damutik su i¢inde ¢6ziiliip, erlen ve/veya tiiplere dagitilir ve otoklavda 121 °C'da 15
dakika sterilize edilir. Bilesimde bakteriyel gelismeyi engelleyen herhangi bir
inhibitér madde yoktur, bakteri gelisimi sadece 5,6 olan diisiik pH ile engellenir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi—kahve rengindedir. 500 g olan 1 kutu
dehidre besiyeri ile 16,6 litre besiyeri hazirlanir.

47.08. Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC) Agar (Merck
1.00466)

Bilesimi, Peptone 5,0 g/L; Glucose 10,0 g/L; KH,PO, 1,0 g/L; dichloran 0,002 g/L;
MgSO, 0,5 g/L; Rose Bengal 0,025 g/L; chloramphenicol 0,1 g/L; agar 15,0 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 31,6 g/l konsantrasyonda olacak sekilde damitik su
icinde kaynatilarak eritilir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika siire ile sterilize edilir.
Otoklav ¢ikist yaklasik 50 °C'a sogudugunda Petri kutularina dokiiliir. Hazirlanmis
besiyeri pembe renklidir ve 25 °C'da pH's1 5,6+0,2'dir. Buzdolab1 kosullarinda ve
karanlikta 1 hafta depolanabilir. Bu nedenle gereginden fazla hazirlanmamalidir.
Rose Bengal Chloramphenicol (RBC) Agar (Merck 1.00467)'in modifiye edilmis
seklidir. Bilesimine dichloran ilave edilmis, pH disiiriilmiis ve rose bengal
konsantrasyonu yariya indirilmistir. Bu sekilde mayalar ve bakteriler i¢in daha iyi
bir inhibisyon saglanir, kiif kolonilerinin yayilmasi 6nlenerek sayimmin daha iyi
yapilmas1 saglanir. Buna karsilik, baz1 kiifler bu besiyerinde gelisemeyebilir. Bu
nedenle toplam kiif florasinin belirlenmesi i¢in paralel olarak Rose Bengal
Chloramphenicol (RBC) Agar (Merck 1.00467) besiyerinin de kullanilmasi
onerilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 mL/ Petri kutusu hesabi ile
1265 Petri kutusu hazirlanir.
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47.09. Potato Dextrose Agar (Merck 1.10130)

Bilesimi, Patates infiizyonu 4,0 g/L; D(+) Glucose 20,0 g/L; agar 15,0 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 39 g/ olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak
eritilir, 121 °C'da otoklavda 15 dakika sterilize edilir ve steril Petri kutularina
12,5'er mL dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak sarimsi-kahve renklidir ve
buzdolabinda 2 ay depolanabilir. Otoklav sonrasi 25 °C'da pH'st 5,6+0,2'dir.
Asitlendirme isteniyor ise (pH yaklasik 3,5) otoklav sonrasinda su banyosunda
tutulan besiyeri sicakligi 45-50 °C'a diistiiglinde tercihen filtre ile ya da otoklavda
121 °C'da 15 dakika sterilize edilmis %10 tartarik asitten (Merck 1.00802) 14 mL
ilave edilir. Asitlendirilmis besiyeri tekrar eritilemez. Analiz edilecek ornekte
refakatci flora olarak bakteri yiikii fazla degilse ve/veya 6nemli degil ise PDA
besiyeri asitlendirilmeden de kullanilabilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile
1040 Petri kutusu hazirlanir

47.10. OGYE Agar Base (Merck 1.05978)

Oxytetracycline-Glucose-Yeast Extract Agar besiyerinin bilesimi, Yeast Extract
5,0 g/L; Glucose 20,0 g/L; Agar 12,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 500 mL
damitik su i¢inde 18,5 g olacak sekilde 1sitilarak eritilip otoklavda 121 °C'da 15
dakika siire ile sterilize edilir. Otoklav sonras1 45-50 °C'a sogutulup, 10 mL steril
damitik su ile ¢oziindiiriilmiis 1 sise OGYE katkis1 (Merck 1.09877) ilave edilir.
Karistirilip, Petri kutularina 12,5 mL/Petri olacak seklide dokiilir. OGYE katkis1
her sisede 0,05 g Oxytetracycline olacak sekilde 15 siselik paketlerde pazarlanir.
Bu besiyeri ISO 13681 (et ve tiriinlerinde maya ve kiif sayimi) ve ISO 6611 (siit ve
tirtinlerinde maya ve kiif sayimi) standartlarina uygundur (bakiniz; Ek B 55).
Hazirlanmis besiyeri berrak, ve acik sarimsi—kahve rengindedir. Otoklav sonras1 25
°C'da pH's1 6,6+0,2'dir. Bilesimdeki oksitetrasiklin bakteri gelisimini engeller. 500
g olan 1 kutu besiyeri ile 12,5 mL/Petri kutusu hesabi ile 1081 Petri kutusu
hazirlanabilir. OGYE selektif katkis1 sise/500 mL seklinde kullanildigina goére 500
g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile (15 sise olan) 2 kutu selektif katki kullanilir.
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48.01. Baird—Parker Agar Base (Merck 1.05406)

Bilesimi, Peptone from Casein 10,0 g/L; Meat extract 5,0 g/L; Yeast extract 1,0
g/L; sodium pyruvate 10,0 g/L; glycine 12,0 g/L; lithium chloride 5,0 g/L; agar
15,0 g/L seklindedir. 58,0 g dehidre besiyert 950 mL damitik su i¢inde 1-2 dakika
kaynatilarak tiimiiyle ¢6ziindiiriiliir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize
edilir. Bazal besiyeri 45 °C'a sogutulur ve manyetik karistiricida yavasca
kanigtirilirken {izerine 6nceden oda sicakligina getirilmis 50 mL yumurta sarisi-
tellurit (Egg—yolk tellurit; Merck 1.03785) emiilsiyonu ilave edilip, standart 9 cm
capli steril Petri kutularina 12,5'er mL ve/veya biiyilk 14 cm c¢aph steril Petri
kutularina 50'ser mL dokiiliir. Analiz edilecek 6rnekte Profeus kontaminasyonunun
ylksek diizeyde oldugundan endise ediliyor ise otoklav sonrast 50 mg/L
konsantrasyonda olacak sekilde filtre ile sterilize edilmis sulphamethazine ilavesi
onerilmektedir. Hazirlanmis besiyeri opalesent (menevis, yanar doner) sarimsi-
kahve renkte olup 25 °C'da pH's1 6,8+0,2'dir. Petri kutulari strech filime sarilarak
buzdolabinin alt raflarinda 2 aya kadar depolanabilir. Baird—Parker Agar besiyeri
refakatci floranin inhibisyonu i¢in lityum kloriir ve tellurit icerirken besiyeri
bilesimindeki piruvat ve glisin stafilokoklarin gelisimini selektif bir sekilde stimiile
eder. S. aureus kolonileri lipoliz ve proteoliz sonucunda koloni etrafinda tipik zon
ve halka olusturmalari, telluritin telluriuma indirgenmesi sonucunda siyah koloni
olusturmalar1 olmak tizere 2 tipik karakteristik 6zellik ile belirlenirler (bakiniz; Ek
B 17). 37 °C'da 24 saat inkiibasyon sonunda S. aureus 1-1,5 mm ¢apinda siyah,
parlak konveks koloniler olusturur. Koloni ¢ap1 48 saat inkiibasyondan sonra 1,5—
2,5 mm olur. Yumurta saris1 reaksiyonu ve tellurit indirgenmesi genellikle pozitif
koagiilaz reaksiyonu ile beraberce olusur. Baird—Parker Agar besiyerinde yumurta
saris1 yerine kan plazmasi ilavesi ile hemoliz testi de yapilabilir. Insan kaynakli S.
aureus o-hemoliz yaparken sigir kaynakli olanlar B-hemoliz yaparlar. Hemoliz
reaksiyonu besiyerinin 37 °C'da 24 veya 48 saat inkiibasyonu ve sonra oda
sicakliginda veya tercihen buzdolabinda 1 gece birakilmasi ile daha kesin olarak
saptanir. 500 g 1 kutu Baird—Parker Agar besiyeri ile yumurta sarisi-tellurit
emiilsiyonu ilave edilmis olmak iizere 689 adet standart 9 cm Petri kutusu (12,5
mL/Petri) veya 172 adet 14 cm capl biiyiik Petri kutusu (50 mL/Petri) hazirlanir.
500 g olan 1 kutu dehidre bazal Baird—Parker Agar besiyeri i¢in 9 kutu 50 mL'lik
yumurta sarisi-tellurit emiilsiyonu kullanilmaktadir.
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48.02. Yumurta Sarisi—Tellurit Emiilsiyonu (Merck 1.03785)

Baird—Parker Agar besiyeri katkisidir. Egg-yolk tellurit ticari adi ile de bilinir.
Bilesimi, 200 mL steril yumurta sarisi, 4,25 g NaCl (Merck 1.06404) ve 2,1 g
potasyum tellurit ile 1 litreye tamamlayacak kadar steril damitik sudur. Steril bir
cozeltidir. Bununla beraber, sterilitesinin kontrol edilmesi tavsiye edilir. Bu amacla
standart sekilde hazirlanmis 1 adet Baird—Parker Agar besiyerinin kontrol olarak
inkiibe edilmesi yeterlidir. 50 mL sise icerigi dogrudan 950 mL olarak hazirlanan
Baird—Parker Agar besiyerine ilave edilir. Giinliikk uygulamada 1 sise yumurta
sarisi—tellurit emiilsiyonunun tiimii kullanilmayacak ise, kalan kismin sterilitesinin
korunmasina 6zen gosterilmelidir. Yumurta sarisi—tellurit emiilsiyonu buzdolab1
sicakliginda korunmalidir.

48.03. Bactident Coagulase (Merck 1.13306)

EDTA ilave edilmis liyofilize tavsan plazmasidir. S. aureus tarafindan olusturulan
koagiilazin belirlenmesi icindir. Ideal olarak Brain—Heart Broth kiiltiirii
kullanilmalhidir. Brain—Heart Agar kiltirti kullanilacak ise koloni 1 mL steril
damitik su i¢inde ¢oziiliip kullanilabilir. Liyofilize tavsan plazmasi 3 mL steril
damitik su ile sulandirilip steril kiiciik tiiplere 0,3 mL olacak sekilde dagitilir ve
tizerine 0,1 mL kiiltiir ilave edilip 37 °C'da inkiibasyona birakilir. Her saat tiipte
pthtilasma olup olmadig: tiipii yavasca egerek kontrol edilir ancak bu kontrol
sirasinda tiiptin fazla egilmemesine ve karistirilmamasina 6zen gosterilmelidir.
Tiipte belirgin pihti olusumu (%75 piht1) pozitif olarak degerlendirilir. 1 pakette 6
adet liyofilize sise vardir. Her sise 3 mL steril damitik su ile sulandirilip bundan 0,3
mL'si 1 6rnek analizi i¢in kullanilir. Buna gore 1 paket ile 60 test yapilabilir.
Koagiilaz kan plazmasini koagiile eden bir enzimdir. S. aureus tarafindan
olusturulan koagiilaz ve enterik toksin arasinda yakin bir iliski vardir. Buna gore
koagiilaz pozitif S. aureus 'un toksin olusturma yeteneginde oldugu kabul edilir.

48.04. Giolitti—-Cantoni Broth Base (Merck 1.10675)

Bilesimi, Peptone from Casein 10,0 g/L; meat extract 5,0 g/L; Yeast extract 5,0
g/L; lithium chloride 5,0 g/L; D(-) mannitol 20,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; glycine 1,2
g/L; sodium pyruvate 3,0 g/L; Tween 80 1,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 55
g/L olacak sekilde damitik suda gerekirse 1sitilarak tiimiiyle ¢oziindiiriiliip IDF'ye
gore 18 X 180 mm biiyiik tiiplere 19'ar mL, ISO'ya gore standart olarak 10'ar mL
dagitilir ve otoklavda 121 °C'da 20 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve sarimsi—kahve renktedir, 25 °C'da pH's1 6,9+0,2'dir. Otoklav ¢ikisinda
potasyum tellurit ¢ozeltisi ilave edilmeden buzdolabinin alt raflarinda 2 haftaya
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kadar depolanabilir. Depolanmis besiyeri kullanilacagi zaman i¢indeki havanin
cikmasi i¢in 6nce kaynar su banyosunda 15 dakika kaynatilir. Oda sicakligindaki
tiplere filtre ile sterilize edilmis %1 potasyum tellurit trihidrat (Merck 1.05164)
cozeltisinden 0,1'er mL eklenir ve bu ekleme yapildiginda besiyeri kullanilmalidir.
Potasyum tellurit zehirli bir maddedir ve bu c¢ozelti ¢eker ocak iginde
hazirlanmalidir. Burada dikkat edilmesi gereken husus gerek IDF'ye gore 19 mL
gerek ISO'ya gore 10 mL olan besiyerine %1'lik potasyum tellurit ¢ozeltisinden 0,1
mL katilacagidir. Giolitti-Cantoni Broth tiiplerine 0,1'er mL potasyum tellurit
eklenirken pipet asla agizla degil puar ile kullanilmali ve bu aktarma islemi de
ceker ocakta yapilmalidir. Besiyeri bilesimindeki piruvat, glisin ve yiiksek
konsantrasyondaki mannitol stafilokoklarin gelisimini tesvik ederken refakatci
florada bulunan Gram negatifler lityum kloriir, Gram pozitifler ise tellurit ile
baskilanir. Mikrokoklarin baskilanmasi ise kismen anaerobik inkiibasyon ile
saglanir. Stafilokoklarin gelisimi besiyerindeki telluritin metalik telluriuma
indirgenmesi sonunda olusan siyah renk ile belirlenir (bakiniz; Ek B 18). Giolitti—
Cantoni Broth besiyeri gidalarda EMS yontemi ile S. aureus sayimi veya analiz
edilen gidanin belirli bir miktarinda (hacim veya agirlik) S. aureus 'un var/yok testi
icin kullanilir. Ekimden sonra tiiplerin tizerine otoklavda 121 °C'da 15 dakika
sterilize edilmis 2 mL steril siv1 parafin (Merck 1.07160) ilave edilerek kismi bir
anaerobik ortam saglanir. 37 °C'da 18-24 saat inkiibasyondan sonra siyahlagsma
olan tiiplerden Baird—Parker Agar (Merck) besiyerine siirme yapilarak sonuglar
dogrulanir. 500 gramlik 1 kutu dehidre Giolitti-Cantoni Broth ile 19 mL'lik 478,
10 mL'lik 908 tiip hazirlanabilir. 1 kutu 100 g potasyum tellurit trihidrat 209 adet
500 g Giolitti—-Cantoni Broth besiyeri i¢in yeterlidir. 1 litre s1v1 parafin sisesi ile
500 tiipte kismi anaerob ortam saglanir. ISO tarafindan diisiik sayidaki
stafilokoklarin belirlenmesinde kullanilmasi 6nerilir.

48.05. Potasyum tellurit trihidrat (Merck 1.05164) Cozeltisi

S. aureus analizinde kullanilan Giolitti-Cantoni Broth (Merck 1.10675) i¢in
otoklav sonrasi ilave edilen bir katkidir. Genel kullanom 0,052 g/L son
konsantrasyon seklindedir. Buna gore %1'lik ¢ozeltisinden 19 mL tiiplere 0,1 mL;
90 mL'ye 0,5 mL ve 225 mL'ye 1,20 mL ilave edilir. Bununla beraber, ISO
orneginde goriildigii gibi farkli konsantrasyonlar da s6z konusudur. Potasyum
tellurit zehirli bir maddedir. Ceker ocak altinda hazirlanmali, vida kapakl siselerde
saklanmali ve besiyerine ilave sirasinda standart pipet mutlaka puar ile
kullanilmalidir. Ideal olarak otomatik pipet kullanilarak bu ¢ozelti besiyerine
aktarilmalidir.
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49.01. Tamponlanmis Peptonlu Su (Merck 1.07228)

Bilesimi, peptone 10,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Na,HPO,.12H,0 9,0 g/L; K;HPO,4 1,5
g/ seklindedir. Dehidre besiyeri 25,5 g/l olacak sekilde su ic¢inde gerekirse
hafifce 1sitilarak eritilir, 500 mL erlenlere 225'er mL olacak sekilde ya da diger
hacimlerde uygun cam malzemeye dagitilir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika
sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sari renklidir. Otoklav sonrasi 25
°C'da pH 7,0+02'dir. Besiyeri bilesiminde bulunan fosfat tampon pH diismesine
kars1 ozellikle hasar gormiis olan bakterileri korur. Hazirlanmis besiyeri oda
sicakliginda 2 ay depolanabilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 87 adet 225
mL besiyeri hazirlanir. Not: Bu besiyeri ISO 6887 tarafindan genel amacgh bir
seyreltme ¢ozeltisi olarak da Onerilmektedir. Bu besiyeri seyreltme amaci ile
kullanilan "peptonlu su" hazirlanmasinda kullanilabilir ancak, %1 ya da %0,1
peptonlu su hazirlamak i¢in kullanilamaz. Bir diger deyis ile seyreltme amaci ile
kullanilan Peptonlu Su bilesimi ile Salmonella analizinde 6n zenginlestirme icin
kullanilan "Tamponlanmis Peptonlu Su" bilesimi ¢ok farklidir. Tamponlanmis
Peptonlu Su canlandirma ya da ISO 6887'ye gore seyreltme amaci ile kullanilacak
ise mutlaka 25,5 g/L konsantrasyonda hazirlanmalidir.

49.02. Salmosyst Broth (Merck 1.10153)

Bilesimi, Peptone from Casein 5,0 g/L; Peptone from meat 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L;
CaCOs; 10,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 25 g/L olacak sekilde damitik su
icinde gerekirse 1sitilarak iyice eritilir ve manyetik karistiricida karistirilarak 500
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mL erlenlere 225'er mL halinde boliintip otoklavda 121 °C'da 15 dakika siire ile
sterilize edilir. 25 °C'da pH's1 7,1+£0,2'dir. Besiyeri dibinde kalsiyum karbonattan
gelen beyaz renkli bir ¢okelme olur. Kalsiyum karbonat pH diismesine karsi
ozellikle hasar gormiis olan bakterileri korur. Hazirlanmis besiyeri oda sicakliginda
1 ay depolanabilir. Uzun siireli depolamalarda kalsiyum karbonatin erimesine bagl
olarak pH'da 6nemsiz bir yiikselme goriilebilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri
ile 88 adet 225 mL besiyeri hazirlanir. Genellikle Salmosyst Selective Supplement
ile birlikte kullanilir.

49.03. Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) Broth (Merck 1.07700)

Bilesimi, Peptone from soymeal 4,5 g/L; Magnesium chloride hexahydrate 28,6
g/L; NaCl 7,2 g/L; K,HPO, 1,26 g/L; KH,PO, 1,18 g/L; malachite-green 0,036 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 41,8 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde gerekirse
hafifce 1sitilarak ¢oziiliir, standart deney tiiplerine 10'ar mL olacak sekilde dagitilir
ve otoklavda 115 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav sonrasi 25 °C'da pH
5,2+0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve koyu mavi renklidir. Buzdolabinda en
az 7 ay siire ile korunabilir. Besiyeri bilesiminde bulunan malahit yesili ve
magnezyum kloriir konsantrasyonlar1 benzeri diger besiyerlerine gére daha azdir.
Bu konsantrasyonlar Salmonella 'min 43 °C'daki inkiibasyon sirasinda gelismesini
artiracak diizeyde tutulmustur. Aym1 amagla besiyeri bilesiminde soya peptonu
bulunmaktadir. pH'nin 5,2 olmasi bu besiyerinin selektivitesini yiikseltir.
Besiyerine 40 mg/Litre olacak sekilde novobiosin katilmasinin selektiviteyi
artiracagi belirtilmektedir. Novobiosin filtre ile sterilize edilip, 45 °C'a sogutulmus
besiyerine ilave edilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1162 adet 10 mL
besiyeri hazirlanir ve dolayisi ile bu sayida 6rnek analiz edilebilir.

49.04. Salmosyst Selective Supplement (Merck 1.10141)

Hazir ticari tablet seklinde kullanilir. Her tabletin bilesimi Potassium tetrathionate
0,2 g; ox bile 0,08 g; brilliant green 0,0007 g; CaCOs; 0,1 g seklindedir. Selektif
katki bilesiminde bulunan potasyum tetratiyonat, safra tuzlari ve brilliant green
refakat¢i floranin gelisimini engeller. 1 kutuda bulunan 250 adet tablet ayni sayida
ornegin analizi i¢in kullanilabilir. Salmosyst Broth ile birlikte kullanilir.

49.05. Selenite Cystine Broth (Merck 1.07709)
Bilesimi, Peptone from Casein 5,0 g/L; L(-)cystine 0,01 g/L; Lactose 4,0 g/L;

Phosphate buffer 10,0 g/L; Sodium hydrogen selenite 4,0 g/L. seklindedir. 100 mL
damitik su i¢inde 2,3 g dehidre besiyeri gerekirse en ¢ok 60 °C'a kadar 1sitilarak
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coziiliir. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Asir1 1sitmadan kaginilmalidir. Eger besiyeri
hemen kullanilmayip depolanacak ise filtre ile sterilize edilmeli veya tercihen
gereken miktarlarda hazirlanmalidir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve agik sari
renklidir, 25 °C'da pH's1 7,0+0,2'dir. Besiyeri bilesimindeki selenit inkiibasyonun
ilk 12 saatine kadar koliform bakterilerin ve enterokoklarin gelisimini baskilar,
daha sonra inhibisyon etkisi giderek azalir. Dehidre besiyeri 15 °C altinda
depolanmalidir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 217 adet 100 mL besiyeri
hazirlanir ve dolayisti ile bu sayida 6rnek analiz edilebilir.

49.06. Rambach Agar (Merck 1.07500)

Dehidre besiyeri bilesimi, Peptone 8,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Sodium deoxycholate 1,0
g/L; Chromogenic mix 1,5 g/L; Proplylene glycol 10,5 g/L; Agar 15,0 g/L
seklindedir. 1 sise selektif katki 500 mL erlende bulunan 250 mL damitik suya
ilave edilir, iyice eriyinceye kadar karistirilir. Uzerine 1 kutu dehidre besiyeri
dokiliir ve 20 dakika siire ile kaynar su banyosunda bekletilir, bu sirada her 4-5
dakikada bir calkalanir. Erlen i¢ ¢eperinde gozle goriiliir par¢a kalmamalidir.
Rambach Agar besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su banyosunda
besiyerini eritirken yapilmis olur. Asir1t 1sitmadan kag¢imilmalidir. Soguk su
banyosunda en ge¢ 30 dakikada olacak sekilde besiyeri sicakligi 45-50 °C'a
indirilir. Tekrar calkalanip steril Petri kutularina 12,5'er mL dokiiliir. Dokiim
sirasinda Petri kutular1 oda sicakligindan daha fazla sicaklikta olmamalidir.
Besiyeri dokiilmiis Petri kutular1 besiyeri katilastiktan sonra strech filim ile
sarilarak buzdolabinin en alt géziinde ve 6 °C'in altinda olmamak iizere saklanir.
Besiyeri 2 aydan uzun depolanmaz. Besiyeri kullanilmadan 6nce ylizeyi kontrol
edilir, 1slak bir goriintii varsa kurutulur. Asir1 kurutma yapilmamalidir. Hazirlanmis
besiyeri opak ve pembe renklidir, 25 °C'da pH's1 7,3+0,2'dir. Rambach Agar bugiin
i¢in kullanilan Salmonella izolasyon besiyerleri i¢inde basta Proteus olmak iizere
refakatci flora ile en iy1 ayrimi saglayan besiyerlerinden birisidir. Bu besiyerinde
Salmonella kirmizi renkli koloni olusturur iken Proteus ve Shigella renksiz sarimsi,
koliform bakteriler mavi-yesil veya mavi-mor renkli, Pseudomonas renksiz
kirmizimst koloni morfolojisi verir (bakimiz; Ek B 20). Salmonella, besiyeri
bilesimindeki propylen glyocol'den asit olusturur ve pH indikatorii ile koloni
renginin kirmizi olmasi saglanir. Koliform grup bakterilerin Sa/monella 'dan ayrimi
icin bilesimde kromojenik substrat vardir. Koliformlar i¢in spesifik olan B-
galactosidase enzimi ile bu kromojenik substrat pargalanir ve boylece koliformlar
tipik mavi—yesil renkli koloni olusturur. 4 X 250 mL olan 1 kutu besiyeri ile 80
Petri kutusu hazirlanir.
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49.07. Brilliant Green Phenol Red Lactose Sucrose Agar (Merck
1.10747)

ISO 6579'a uygundur. Bilesimi, Peptone from meat 10,0 g/L; Meat extract 5,0 g/L;
Yeast extract 3,0 g/L; Na,HPO, 1,0 g/L; NaH,PO4 0,6 g/L; Lactose 10 g/L;
Sucrose 10 g/L; Phenol red 0,09 g/L; Brilliant green 0,0047 g/L; Agar 12,0 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 51,5 g/L olacak sekilde damitik su iginde tiimiiyle
coziilinceye kadar kaynar su banyosunda karistirilarak eritilir ve steril Petri
kutularina 12,5'er mL dokiiliir. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su
banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. Asir1 1sitmadan kaginilmalidir.
Hazirlanmis besiyeri parlak ve kirmizi renkli olup, 25 °C'da pH's1 6,9+0,2'dir.
Refakat¢i floranin gelisimi yiikseltilmis brilliant green konsantrasyonu ile
baskilanir. Bu besiyerinde Salmonella kolonileri etrafi parlak kirmizi bir zon ile
cevrili pembe—kirmizi renklidir (bakiniz; Ek B 19). Bu goriintii koloninin laktoz ve
sakkarozu kullanamadigini gosterir. Proteus (yayilmayan koloni), Pseudomonas
(kticiik ve kenar1 tirt1ll1 koloni) tiirleri de bu morfolojiyi gosterir. Etrafi sar1 bir zon
ile ¢cevrelenmis sar1 koloniler ise laktoz ve/veya sakkarozu kullanabilen E. coli,
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella tirlerine ait olabilir. 500 g olan 1 kutu
dehidre besiyeri ile 776 adet Petri kutusu hazirlanabilir.

49.08. Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar (Merck 1.05287)

Bilesimi, Yeast extract 3,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; D(+)xylose 3,75 g/L; Lactose 7,5
g/L; Sucrose 7,5 g/L; L(+)lysine 5,0 g/L; Sodium deoxycholate 1,0 g/L; Sodium
thiosulfate 6,8 g/L; Ammonium iron(III) citrate 0,8 g/L; Phenol red 0,08 g/L; Agar
14,5 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 55 g/L olacak sekilde damitik su iginde
timiiyle ¢oziiliinceye kadar kaynar su banyosunda eritilir ve steril Petri kutularina
12,5'er mL dokilir. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su
banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. Asiri 1sitmadan kaginilmalidir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizi renklidir, 25 °C'da pH's1t 7,4+0,2'dir.
Besiyeri bilesimindeki tiyosiilfat ve demir tuzu ile hidrojen siilfiir olusumu, ksiloz
ve/veya laktoz ve/veya sakkarozun kullanimi pH indikat6rii olan fenol red ile
belirlenir. Lisinin dekarboksilasyonu ile kadeverin olugsmas1 koloni etrafindaki pH
ylikselmesine bagli olarak menekse renkli bir zon ile goriiliir. Bu besiyerinin
refakatci flora tizerinde zayif bir inhibitor etkisi vardir. Salmonella kolonileri
besiyeri ile ayni renkte, yar1 saydam, bazen siyah merkezli olurlar (bakiniz; Ek B
21). Shigella, Providencia, Pseudomonas kolonileri de besiyeri ile ayn1 renkte ve
yar1 saydamdir ancak bunlarda siyah merkez olusmaz. Sar1 ve sar1 zonlu koloniler
koliform grup bakteriler, Aeromonas, Citrobacter, Proteus ve Hafnia kolonileridir.
Ksiloz pozitif olan Sa/monella Typhosa bu besiyerinde portakal-hafif opak koloni
olusturur. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 727 adet Petri kutusu
hazirlanabilir.
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49.09. XL T4 Agar (Merck 1.13919)

Bilesimi, Proteose peptone No. 3 1,6 g/L; Yeast extract 3,0 g/L; L-lysine 5,0 g/L;
xylose 3,75 g/L; Lactose 7,5 g/L; Sucrose 7,5 g/L; Ammonium-iron(IIl) citrate 0,8
g/L; Sodium thiosulfate 6,8 g/L; NaCl 5,0 g/L; Phenol-red 0,08 g/L; Agar 18,0 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 59 g/L konsantrasyonda damitik suya katilir, tizerine
4,6 mL/L konsantrasyonda olacak sekilde XLT4 Agar katkisindan (Merck
1.08981) eklenir. Kaynar su banyosunda tutularak eritilir. Eritme islemi 1siticili
manyetik karistiricida yapilmamalidir. Isiya oldukg¢a duyarl olan bu besiyeri 50 °C
tizerinde 45 dakikadan fazla tutulmali, 45 °C'a sogutulup, Petri kutularina
dokiilmelidir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizidir, 25 °C'da pH's1 7,4 +0,2'dir.
Bilesimindeki besin maddeleri Salmonella 'nin gelisimini tesvik ederken, Tergitol-
4 ve Sodium tetra-decylsulfate refakatci florayi inhibe eder. 35-37 °C'da 18-24
saat inkiibasyondan sonra Sa/monella kolonileri hidrojen siilfiir olusumuna bagh
olarak siyah renkli goriiliir (bakiniz; Ek B 22). Bu besiyerinde E. coli ve Proteus
tiirleri zayif, Enterobacter aerogenes ve Citrobacter freundii 1yi gelisir ve timi
sart renkli koloni olusturur. Selektif katki %26—28 konsantrasyonda Sodyum
tetradesil-siilfat bilesimindedir ve 100 mL ambalaj sisede pazarlanmaktadir. 500 g
olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 mL/Petri hesabi ile 678 Petri kutusu hazirlanir.
1 sise selektif katki 2,5 kutu dehidre besiyeri i¢in yeterlidir.

49.10. Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915)

Bilesimi, Peptone from Casein 15,0 g/L; Peptone from meat 5,0 g/L; Meat extract
3,0 g/L; Yeast extract 3,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Lactose 10,0 g/L; Sucrose 10,0 g/L;
D(+) glucose 1,0 g/L; Ammonium iron(IIl) citrate 0,5 g/L; Sodium thiosulfate 0,5
g/L; Phenol red 0,024 g/L; Agar 12,0 g/L seklindedir. 65 g/L. konsantrasyonda
olacak sekilde dehidre Triple Sugar Iron Agar besiyeri damitik suya ilave edilir,
kaynar su banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli karistirilarak ya da
mikrodalga firin kullanilarak besiyerinin iyice erimesi saglanir. Besiyeri heniiz sivi
halde iken standart 16 X 160 mm tiiplere 7'ser mL olarak dagitilir, ve tiipler 121
°C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav ¢ikisinda besiyeri heniiz siv1 iken tiipler 1-
1,5 cm yiiksekliginde bir ¢ubuga yatirilir. Bu sekilde tiipiin dibinde 2-2,5 cm
yliksekliginde bir besiyeri kalinlig1 olmalidir. Tiipler bu sekilde bekletilir, besiyeri
katilastiktan sonra tiipler strech filim ile sarilarak buzdolabinin alt géziinde 2 aya
kadar depolanir. Hazirlanmis besiyeri berrak kirmizi renklidir ve 25 °C'da pH'si
7,4+0,2'dir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile her tiipte 7 mL olmak iizere 1098
identifikasyon tlipli hazirlanir. Salmonella yiizeyde kirmizi, dipte sar1 ve siyah renk
olusturur. Bazen siyah renk sar1 rengi kapatacak kadar yogun olur. Besiyerinde gaz
delikleri ve/veya gaz yariklar1 Sa/monella i¢in tipiktir.
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49.11. MSRYV Medium (Merck 1.09878)

Bilesimi, Tryptose 4,59 g/L; Casein hydrolysate 4,59 g/L; NaCl 7,34 g/L; KH,PO,
1,47 g/L; Magnesium chloride anhydrous 10,93 g/L; Malachite green 0,037 g/L;
Agar 2,7 g/L seklindedir. Diger besiyerlerinden farkli olarak 15,8 g dehidre
besiyeri 500 mL damitik su i¢inde tiimiiyle ¢oziiliinceye kadar kaynar su
banyosunda tutulur. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Sterilizasyon kaynar su
banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. Asiri 1sitmadan kaginilmalidir.
Besiyeri sicakligl 45 °C'a diistiigtinde 1 mL steril damitik su ile sulandirilmis olan 1
sise MSRV Medium selektif katkis1 (Merck 1.09874) ilave edilir, karistirilip steril
Petri kutularina dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve ac¢ik mavi renklidir, 25
°C'da pH'st 5,6+0,2'dir. Buzdolabinda 2 hafta siire ile depolanabilir. Diger
geleneksel Salmonella izolasyon besiyerlerine kiyasla MSRV Medium besiyerinin
daha 1yi sonuglar verdigi belirtilmektedir. Bu besiyerinde Salmonella belirlemenin
prensibi Salmonella serotiplerinin yar1 kati besiyerinde hareket ederken opak hale
olusturmasidir (bakiniz; Ek B 23). Hareketli diger refakat¢i floranin hareketini
magnezyum kloriir, malahit yesili ve novobiosin varlig1 ile 42 °C'a yiikseltilmis
inkiibasyon sicakligi1 engeller. Besiyeri kullanilmadan 6nce oda sicakliginda en az
1 saat tutularak ylizeyinin yeterince kurumasi saglanmalidir. 500 g olan 1 kutu
dehidre besiyeri ile her Petri kutusunda 12,5 mL olacak sekilde 1265 adet Petri
hazirlanabilir. Bu besiyeri ile birlikte kullanilan MSRV Medium selektif katkisinin
1 kutusunda 16 sise vardir. Selektif katkinin bilesimi 10 mg novobiosin/sise olup, 1
mL steril damitik su ile ¢oziiliir. Her sise 500 mL besiyerine (40 Petri kutusu) ilave
edilecegine gore 500 g olan 1 kutu dehidre bazal besiyeri i¢in toplam 32 sise (2
kutu) selektif katkr gereklidir. Dehidre besiyeri kullanim hacmine bagli olarak stok
selektif katki miktar1 planlanmalidir. Sa/monella hizli analizi i¢in kullanilan bu
besiyerine 42 °C'da 16-20 saat inkiibe edilmis Tamponlanmig Peptonlu Su
kiiltiirtinden 3 noktaya damlatma yapilip, Petri kutusu ters ¢evrilmeden 42 °C'da 24
saat inkiibasyon yapilmasi, inkiibasyonun bu siireyi ge¢memesi Onerilmektedir.
Hasar gérmiis Salmonella 'nin canlandirilmasi i¢in 6n zenginlestirme sirasinda 2—-3
saat siireli 37 °C'da inkiibasyon ve sonra kalan siirenin 42 °C'da yapilmasi da
onerilmektedir.

49.12. Diasalm Medium (Merck 1.09803)

Bilesimi, Peptone from Casein 13,5 g/L; Peptone from meat 13,5 g/L; Sucrose 7,5
g/L; Lactose 0,5 g/L; Ammonium iron(II) sulfate 0,2 g/L; Sodium thiosulfate 0,8
g/L;KH,PO, 1,47 g/L; MgCl,.6H,O 23,3 g/L; Malachite green 0,037 g/L;
Bromocresol purple 0,08 g/L; Agar 2,7 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 64 g/L
konsantrasyonda olacak sekilde kaynar su banyosunda tiimiiyle eriyinceye kadar
tutulur. Asir1 1sitmadan kaginilmalidir. 4547 °C'a sogutulup, 1 sise MSRV katkisi
(Merck 1.09874) ilave edilir. MSRV katkisi liyofilize formda olup, iizerine 1 mL
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steril damitik su ilave edilerek eritilir. Selektif katkinin bilesimi 10 mg novobiosin/
sise seklindedir. Hazirlanmis besiyeri koyu yesil renkli ve berraktir, 25 °C'da pH's1
5,5+0,2'dir. Buzdolab1 sicakliinda 1 hafta depolanabilir. Kullanilmadan 6nce oda
sicakliginda en az 1 saat tutularak yiizeyi kurutulur. Tamponlanmis Peptonlu suda
on zenginlestirme kiiltiirlinden besiyerinin tam ortasima 0,1 mL ya da 3 noktasina
0,03 mL damlatilir. Petri kutular1 diiz sekilde (taban tizerinde) 42 °C'da 12—18 saat
inkiibe edilir. Inkiibasyon 24 saati gegmemelidir. Hareketli Salmonella damlatma
yapilan yerin etrafinda menekse renkli bir zon ile yayilict koloni yapar. Bu zonun
etrafinda agik kahve—siyah renkli ikinci bir zon daha goriiliir (bakiniz; Ek B 24).
Koloninin yayilma gostermemesi ve gri—siyahimsi merkezli olmasi1 hareketsiz
Salmonella, Citrobacter freundii ya da Proteus spp. olasilig1 gosterir. Bu besiyeri
yar1 kat1 indol hareket (SIM Medium; Merck 1.05470) ile RVS Broth karisimina
benzer. Yiiksek konsantrasyondaki magnezyum kloriir, novobiosin, malahit yesili
Gram negatif ve pozitif pek ¢ok refakatci floray1 inhibe eder. Besiyerinin yar1 kati
olmas1 hareketli Salmonella serotiplerinin yayilict koloni olusturmasini saglar.
Nadiren de olsa bazen Salmonella olmayan koloniler Salmonella kolonilerinin
tizerinde gelisir. Bu nedenle yayilmis koloninin dis tarafindan alinacak bir 6ze
kiiltiirtin Rambach, XL T4 gibi selektif bir besiyerine siiriilmesi 6nerilmektedir. 500
g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 mL/Petri hesabi ile 625 Petri hazirlanabilir. 1
paket (16 sise) MSRYV katkis1 2 kutu Diasalm Medium i¢in yeterlidir.

49.13. Urease Broth (Merck 1.08483)

Bilesimi, Yeast extract 0,1 g/L; KH,PO, 9,1 g/L; Na,HPO, 9,5 g/L; Urea 20,0 g/L;
Phenol red 0,01 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 38,5 g/L olacak sekilde gerekirse
isitilarak damitik su iginde eritilir. Membran filtre ile sterilize edilip steril tiiplere
3'er mL dagitilir. Hazirlanmig besiyeri berrak, portakal renkli ve 25 °C'da pH's1
6,8+0,2'dir. Besiyeri bilesimindeki tek karbon kaynagi iire olup, tireyi kullanan
bakteriler bu besiyerinde gelisme sonunda amonyak olusturur ve ortamin alkali
olugsmasina neden olur. Bu besiyeri iire pozitif olan Proteus ile lire negatif olan
Salmonella 'min ayrilmasi i¢in kullanilir. 37 °C'da 48 saate kadar siiren inkiibasyon
sonunda besiyerinin orijinal portakal kirmizis1 renkten sariya doniismesi negatif
(Salmonella), kirmiziya doniismesi pozitif (Proteus) reaksiyon olarak
degerlendirilir. Ure testi yapilirken 4 adet Urea Broth besiyeri hazirlanmasi,
bunlardan birincisine bakteri inokiile edilmeden orijinal portakal kirmizisi rengin
izlenmesi (sahit), ikincisine slipheli kiiltiir (test), ti¢linciisiine negatif sonug i¢in iire
negatif olan E. coli, dordiinciisiine pozitif sonug i¢in {ire pozitif olan Proteus spp.
inokiile edilmesi ve bu 4 tiiplin beraberce inkiibasyonu ve renk degerlendirilmesi
gerekmektedir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 2597 adet 5 mL tiip
hazirlanir.
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49.14. Singlepath Salmonella (Merck 1.04140)

Salmonella belirlenmesinde kullanilan immuno-kromatografi esasli hizli bir test
kitidir. Tamponlanmis Peptonlu Su kiiltiirinden 10 mL RVS Broth (Merck
1.07700) besiyerine 0,1 mL aktarilip 41,5 °C'da 24 saat inkiibasyon yapilir. Bu siire
sonunda bu kiiltiirden cam bir tiipe 1-2 mL alinip, kaynar su banyosunda 15 dakika
tutulur ve oda sicakligina geldiginde 160 pL Singlepath Salmonella kitine
uygulanir. 20 dakika sonunda kontrol "C" penceresinde kirmizi serit olugsmalidir.
Test "T" penceresinde de kirmiz1 serit goriilmesi analiz edilen kiiltirde Salmonella
oldugunu gosterir (bakiniz; Ek A 11). Pozitif sonu¢ alindiginda dogrulama icin
standart bir kat1 besiyerine stirme yapilip sonucun dogrulanmasi onerilir. Tersine
olarak, bu test kiti ile negatif sonug alinirsa analize devam etmenin geregi yoktur.
Biyokimyasal testler ile Salmonella oldugu belirlenmis izolatin serolojik olarak
dogrulanmasi amaci ile de kullanilabilir. Bir pakette 25 test kiti vardir.

49.15. Lysine Iron Agar (Merck 1.11640)

Bilesimi, Peptone from meat 5,0 g/L; Yeast extract 3,0 g/L; D(+) glucose 1,0 g/L;
L-lysine monohydrochloride 10,0 g/L; Sodium thiosulfate 0,04 g/L; Ammonium
iron(III) citrate 0,5 g/L; Bromocresol purple 0,02 g/L; Agar 12,5 g/L seklindedir.
32 g/L. konsantrasyonda olacak sekilde dehidre Lysine Iron Agar besiyeri damitik
suya ilave edilir, kaynar su banyosunda 5-10 dakika tutularak ve siirekli
karistirilarak ya da mikrodalga firin kullanilarak besiyerinin iyice erimesi saglanir.
Besiyeri heniiz sivi halde iken standart 16 X 160 mm tiiplere 7'ser mL olarak
dagitilir ve tiipler 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak
ve menekse renkli olup, 25 °C'da pH'st 6,7+0,2'dir. Otoklav ¢ikisinda besiyeri
heniiz s1v1 iken tiipler 1-1,5 cm yiiksekliginde bir cubuga yatirilir. Bu sekilde tiipiin
dibinde 2-2,5 cm yiiksekliginde bir besiyeri kalinlig1 olmalidir. Tiipler bu sekilde
bekletilir, besiyeri katilagtiktan sonra ylizeye siirme ve as1 ignesi ile dibe daldirma
yapilir. Lisin, LDC pozitif bakteriler (Sa/monella) tarafindan kadeverine gevrilir.
Bu reaksiyon pH indikat6riiniin menekse renk almasina neden olur. Reaksiyon pH
6'dan daha diisiik asit ortamda gerceklesir. Bu nedenle 6nce glikoz fermantasyonu
sonucu ortam asitlenir. Dolayist ile bu besiyeri glikozu fermente edebilen
bakterilerin LDC enzimi varligin1 belirlemek icin kullanilabilir. LDC enzimi
olmayan bakterilerde besiyeri rengi sar1 olarak kalir, ancak inkiibasyonun uzamasi
halinde alkalinizasyon gergekleserek sahte pozitif sonuglar alinabilir. Bu nedenle
inkiibasyon siiresi 24 saati gegcmemelidir. Birka¢ Proteus morganii susu harig
olmak {tizere Proteus ve Providencia ise lisini o-ketocarboxylic asit olusacak
sekilde deamine eder. Bu bilesik ise ylizeyin hemen altinda oksijen etkisi ile
demirle reaksiyona girerek kirmizimsi kahverengi bir bilesik olusturur. Hidrojen
stilfiir olusumu dipte siyah renk ile belirlenir. 500 g olan bir kutu dehidre besiyeri
ile 7 mL olmak tizere 2232 tiip hazirlanabilir.
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50.01. Fraser Listeria Selective Enrichment Broth Base (Merck 1.10398)

Bilesimi, Proteose peptone 5,0 g/L; Peptone from Casein 5,0 g/L; Yeast extract 5,0
g/L; Meat extract 5,0 g/L; NaCl 20,0 g/L; Na,HPO, 9,6 g/L; KH,PO, 1,35 g/L;
Esculin 1,0 g/L; Lithium chloride 3,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri damitik su
icinde 55,0 g/L olacak sekilde ve gerekirse 1sitilarak ¢oziiliir ve otoklavda 121
°C'da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmig besiyeri sarimsi kahverenginde, hemen
hemen berrak ve 25 °C'da pH'st 7,2+0,2'dir. Fraser Broth besiyeri inhibitorsiiz,
yarim kuvvette (1/2) inhibitor ilave edilmis ve tam kuvvette inhibitor ilave edilmis
olmak {izere ii¢ sekilde kullamilir. Inhibitér ilave edilmeden besiyeri oda
sicakliginda 2 ay saklanabilmekle beraber, inhibitor ilave edildiginde ayni giin
kullanilmalidir. Inhibitérsiiz Fraser Broth L. monocytogenes sayiminda seyrelti
hazirlanmas1 ve canlandirma islemi ic¢in kullanilir. Baslangicta tiiplere 9'ar mL
dagitildiktan sonra sterilize edilmesi gerekir. Yarim kuvvette inhibitér ilave
edilerek hazirlanmis Fraser Broth besiyeri ISO yoéntemi ile L. monocytogenes
aranmasinda on zenginlestirme i¢in kullanilir. Selektif besiyerinin hazirlanmasi
icin steril 1 litre Fraser Broth besiyerine oda sicakliginda her ikisi de 1'er mL steril
damitik su i¢inde ¢ozlilmek ilizere 1 sise amonyum sitrat katkis1 ve 1 sise selektif
katki ilave edilir. Iyice karistirilip steril erlenlere aseptik kosullar altinda 225'er mL
dagitilir. Tam kuvvette inhibitor ilave edilmis Fraser Broth besiyeri [ISO yontemi
ile L. monocytogenes aranmasinda selektif zenginlestirme i¢in kullanmilir. Bu
selektif besiyerinin hazirlanmasinda sterilize edilmis 1 litre Fraser Broth besiyerine
oda sicakliginda 1'er mL steril damitik su i¢inde ¢6ziilmiis 1 sise amonyum sitrat
katkis1 ve 2 sise selektif katki ilave edilir. lyice karistirilip steril tiiplere aseptik
kosullar altinda 10'ar mL dagitilir. Fraser Broth besiyerinde Lisfteria tiirlerinin
optimum gelisme kosullar1 yiiksek besin maddesi igerigi ve tamponlama kapasitesi
ile saglanmistir. Refakat¢i floranin gelisimi 6nemli 6l¢iide lityum klortir, nalidiksik
asit ve akriflavin hidrokloriir ile baskilanir. Listeria 'nin B-D-glucosidase aktivitesi
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eskulin ve amonyum demir (III) sitrat ile belirlenir. Eskulin B-D-glucosidase
enzimi ile eskuletin ve glikoza pargalanir. Eskuletin demir (III) sitrat ile zeytin
yesili—siyah renk veren kompleks yapar. Dolayisiyla besiyeri renginin kararmasi
Listeria tiirlerinin varligim gosterir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 8,7 litre
besiyeri hazirlanabilir. Bazal besiyerini yarim ya da tam kuvvette selektif hale
getirmek i¢in Fraser Listeria Supplement (Merck 1.10399) kullanilmalidir. 1
pakette 8 sise amonyum demir (IIT) sitrat ve 8 sise selektif katki bulunur. Selektif
katki, 500 g olan 1 kutu dehidre bazal besiyerinden yarim kuvvette selektif Fraser
Broth besiyeri hazirlamak i¢in yeterlidir.

50.02. Fraser Listeria Supplement (Merck 1.10399)

Fraser Broth (Merck 1.10398)'un yarim ve tam kuvvette selektif hale getirilmesi
icin kullanilir. 1 pakette 8 sise amonyum demir (III) sitrat (500 mg/sise) ve 8 sise
selektif katki (akriflavin 12,5 mg/sise ve nalidiksik asit 10 mg/sise) vardir. 1000
mL Fraser Broth hazirlamada yarim kuvvette selektivite i¢in 1 sise amonyum
demir (3) sitrat ve 1 sise selektif katki kullanilirken, tam kuvvette ilave 1 sise daha
selektif katki kullanilir. Her iki sise igerigi 1 mL steril damitik su ilavesi ile
coziiliir. Katkilar sterilize edilip oda sicakligina sogumus Fraser Broth besiyerine
ilave edilir. Katkinin en ekonomik sekilde kullanilmasi i¢in 4 analiz beraber
yapilir. 225 mL olarak hazirlanacak 4 adet Fraser Broth besiyerinin her birine
mikro pipet kullanilarak 0,225'er mL olacak sekilde her 2 katkidan da ilave edilir.
Bu sekilde 4 adet 225 mL yarim kuvvette besiyeri hazirlanmis olur. Katki
siselerinde 0,1'er mL ¢ozelti kalmistir. Her bir1 10'ar mL olarak hazirlanan 4 adet
Fraser Broth tiipilinii tam kuvvette selektif yapmak i¢in iizerlerine amonyum demir
(3) sitrat ¢ozeltisinden 0,01'er mL ve selektif katkidan 0,02'ser mL ilave edilir. Not
2: Fraser Broth katkilarinin en ekonomik kullanimi i¢in 4 gida paralel olarak analiz
edilir. Bu amagla 4 adet 225 mL ile 1 adet 40 mL Fraser Broth hazirlanir. Her iki
selektif katki mikropipet kullanilarak ayri ayr1 1'er mL steril damitik su ile ¢oziiliir.
Amonyum demir (III) sitrat katkis1 4 adet 225 mL erlene 0,225'er mL, 40 mL
erlene 0,04 mL olacak sekilde ilave edilir. Antibiyotik katkisi ise yarim ve tam
konsantrasyonda eklenir. Buna gore, 4 adet 225 mL Fraser Broth igeren erlene
0,225'er mL ancak 40 mL'ye 0,08 mL ilave edilir. 40 mL'lik besiyeri 4 adet steril
tiipe 10'ar mL olarak dagitilir.

50.03. PALCAM Agar (Merck 1.11755)

Bilesimi, ISO formiiliine gére Peptone 23,0 g/L; Yeast extract 3,0 g/L; Nisasta 1,0
g/L; NaCl 5,0 g/L; Agar 13,0 g/L (= Columbia Agar); D(-)mannitol 10,0 g/L;
ammonium iron(IIl) citrate 0,5 g/L; Esculin 0,8 g/L; Glucose 0,5 g/L; Lithium
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chloride 15,0 g/L; Phenol red 0,08 g/L seklindedir. Bu besiyeri ISO ve IDF
yontemleri ile L. monocytogenes aranmasinda ve L. monocytogenes sayllmasinda
kullanilir. 500 mL damitik su i¢inde 35,9 g bazal besiyeri gerekirse isitilarak
¢oziiliir ve otoklavda manyetik tas ile birlikte 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir.
Otoklav ¢ikis1 45 °C'a sogutulup tizerine 1 mL steril damitik su i¢inde ¢oziilmiis 1
sise selektif katki (PALCAM Listeria Selective Supplement; Merck 1.12122) ilave
edilir. Manyetik karistirici ile selektif katki homojen bir sekilde dagitilip steril Petri
kutularina 12,5'er mL dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizi renklidir, 25
°C'da pH'st 7,2+0,2'dir. Buzdolabinda 2 haftaya kadar depolanabilir. Besiyeri
bilesimindeki antibiyotikler ve lityum kloriir ile refakat¢i flora olarak bulunan
Gram negatiflerin ve ¢ogu Gram pozitiflerin inhibisyonu saglanir. Listeria 'nin j3-
D-glucosidase aktivitesi eskulin ve amonyum demir (III) sitrat ile belirlenir.
Eskulin B-D-glucosidase enzimi ile eskuletin ve glikoza pargalanir. Eskuletin demir
(IT) sitrat ile zeytin yesili—siyah renk veren kompleks yapar. Stafilokok ve
enterokok gibi mannitol pozitif bakteriler eger inhibe olmamuislar ise sar1 renkli ve
sar1 zonlu koloni olustururlar. L. monocytogenes bu besiyerinde 1,5-2 mm ¢apinda
zeytin yesili—gri renkli, bazen siyah merkezli ancak her zaman siyah zonlu koloni
olusturur (bakimiz; Ek B 25). 500 g olan 1 kutu besiyeri ile 7,2 litre (14 adet 500
mL) besiyeri, dolayisiyla 560 Petri kutusu hazirlanir. Selektif katki (PALCAM
Listeria Selective Supplement; Merck 1.12122) 16 siselik paket halindedir.

50.04. PALCAM Agar Selective Supplement (Merck 1.12122)

Her sise igerigi, Polymixin B Sulfate 5,0 mg; ceftacidim 10,0 mg ve acriflavine 2,5
mg seklindedir. 1 mL steril damutik su ile ¢oziilerek sterilize edilmis ve 45 °C'a
sogutulmus 500 mL PALCAM Agar besiyerine ilave edilir. 1 pakette 16 sise
vardir.

50.05. Oxford Listeria Selective Agar (Merck 1.07004)

Bilesimi, Peptone 23,0 g/L; Starch 1,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Agar 13,0 g/L (=
Columbia agar); Esculin 1,0 g/L; Ammonium iron(IIl) citrate 0,5 g/L; Lithium
chloride 15,0 g/L seklindedir. Bu besiyeri ISO, FDA ve IDF yontemleri ile L.
monocytogenes aranmasinda ve L. monocytogenes sayillmasinda kullanilir. 500 mL
damitik su i¢inde 29,25 g bazal besiyeri gerekirse 1sitilarak ¢oziiliir ve otoklavda
manyetik tas ile birlikte 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav ¢ikisi 45 °C'a
sogutulup tizerine 5 mL, 1 : 1 oraninda hazirlanmis steril damitik su : alkol karigimi
icinde ¢oziilmiis 1 sise selektif katki (Oxford Listeria Selective Supplement Merck
1.07006) ilave edilir. Manyetik karistirict ile selektif katki homojen bir sekilde
dagitilir ve yaklasik 12,5 mL/Petri olacak sekilde 40 Petri kutusuna dagitilir.
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Hazirlanmis besiyeri berrak ve mavimsi kahve renklidir, 25 °C'da pH's1 7,0+0,2'dir.
Buzdolabinda 2 haftaya kadar depolanabilir. Besiyeri bilesimindeki antibiyotikler
ve lityum klortir ile refakatg¢i flora olarak bulunan Gram negatiflerin ve ¢ogu Gram
pozitiflerin inhibisyonu saglanir. Listeria eskulini B-D-glucosidase enzimi ile
eskuletin ve glikoza parcalanir. L. monocytogenes bu besiyerinde 2—3 mm ¢apinda
siyahims1 yesil kahverengi siyah zonlu ¢okiik merkezli koloni olusturur (bakiniz;
Ek B 26). 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 8,5 litre besiyeri (680 Petri kutusu)
hazirlanabilir. Selektif katki (Oxford Listeria Selective Supplement; Merck
1.07006) 13 siselik paket olarak saglanmaktadir.

50.06. Oxford Listeria Selective Supplement (Merck 1.07006)

Oxford Listeria Selective Agar (Merck 1.07004) i¢in selektif katkidir. Bilesimi her
sisede, cycloheximide 200,0 mg; colistin sulfate 10,0 mg; acriflavin 2,5 mg;
cefotetan 1,0 mg ve fosfomycin 5,0 mg seklindedir. Sise igerigi 2,5 mL steril
damitik su ve 2,5 mL etil alkol (Merck 1.00983) karisiminda ¢oziiliir ve otoklavda
sterilize edilip 45 °C'a sogutulmus 500 mL Oxford Listeria Selective Agar
besiyerine ilave edilir. 1 kutuda 13 sise vardir.

50.07. Tryptone Soya Yeast Extract (TSYE) Agar

IDF, ISO ve FDA yontemleri ile L. monocytogenes aranmasinda selektif kati
besiyerinden alinan kolonilerin ilk dogrulamasi i¢in kullanilir. 30 g/l CASO Broth
(Merck 1.05459), 6 g/L maya ekstrakti (Yeast Extract; Merck 1.03753) ve 15 g/L
agar (Merck 1.01613) olacak sekilde 3 besiyeri ve katkinin karisimi ile hazirlanir.
Bilesenler damitik su i¢inde 1sitilarak eritilir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika
sterilize edilip steril Petri kutularina 12,5'er mL olacak sekilde dokiiliir. Listeria
kolonileri bu besiyerinde 35 °C ya da 37 °C'da 18 ya da 24 saat inkiibasyon
sonunda 1-2 mm capinda konveks, renksiz ya da opak diizgiin kenarli koloniler
olusturur.

50.08. Buffered Listeria Enrichment Broth acc. to FDA (Merck
1.09628)

Bu besiyeri "Listeria Enrichment Broth Base acc. to FDA/BAM" adi ile de bilinir.
Bilesimi, Tryptic Soy (CASO) Broth 30,0 g/L; Yeast extract 6,0 g/L; Na,HPO, 9,6
g/L; KH,PO, 1,35 g/L; Sodium pyruvate 1,1 g/L seklindedir. 500 mL damitik su
icinde 24 g dehidre besiyeri gerekirse 1sitilarak ¢oziilir, 500 mL'lik erlenlere 225'er
mL dagitilip, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis bazal
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besiyeri berrak ve 25 °C'da pH's1 7,3+0,2'dir. Inhibitér ilave edilmeden besiyeri oda
sicakliginda 2 ay saklanabilmekle beraber, inhibitor ilave edildiginde ayni giin
kullanilmalhidir. Sterilize edilip oda sicakligina sogutulmus bazal besiyerine 1 mL
steril damitik su ile ¢oziilmiis Listeria Selective Enrichment Supplement acc. to
FDA/BAM 1995 and IDF/FIL'den (Merck 1.11781) 0,5 mL ilave edilir. Besiyeri
CASO Broth besiyerinin modifikasyonudur. 6 g/L konsantrasyonda maya ekstrakti
ilave edilmis, ve tamponlama kapasitesi artirilmistir. Glikoz temel karbohidrat
kaynag1 olarak bilesimde bulunur. Sodyum kloriir besiyerinin ozmotik dengesini
saglarken, fosfat tamponlama goérevi yapar. Sodyum piruvat ise hasar gormiis
Listeria tlrlerine destek olur. Selektif katkidaki acriflavin, cycloheximide ve
nalidixic asit refakat¢i floranin gelisimini baskilar. 500 g olan bir kutu dehidre
besiyeri ile 225 mL olmak tizere 47 adet besiyeri hazirlanir.

50.09. Listeria Selective Enrichment Supplement acc. to FDA/BAM
1995 and IDF/FIL (Merck 1.11781)

Bu katki hem Buffered Listeria Enrichment Broth acc. to FDA (Merck 1.09628)
hem de Listeria Enrichment Broth acc. to FDA/IDF (Merck 1.11951) ig¢in
kullanilmaktadir. Bilesimi, acriflavin HCI 5,0 mg; cycloheximide 25,0 mg ve
nalidixic asit (sodyum tuzu) 20,0 mg seklindedir. 1 mL steril damtik su ile ¢oziiliir.
Buffered Listeria Enrichment Broth acc. to FDA (Merck 1.09628) besiyerine 225
mL'ye 0,5 mL; Listeria Enrichment Broth acc. to FDA/IDF (Merck 1.11951)
besiyerine ise 225 mL'ye 0,45 mL olarak ilave edilir. 1 kutuda 16 sise vardir.

50.10. Listeria Enrichment Broth (LEB) acc. to FDA/IDF (Merck
1.11951)

Bu besiyeri "Listeria Enrichment Broth Base acc. to FDA/IDF-FIL" ad: ile de
bilinir. Bununla beraber, FDA formiilasyonu degistigi i¢in (Buffered Listeria
Enrichment Broth; Merck 1.09628) bu besiyeri artik sadece IDF yontemi olarak
kalmistir. Bilesimi, Peptone from Casein 17 g/L; Peptone from soymeal 3,0 g/L;
D(+) glucose 2,5 g/L; NaCl 5,0 g/L; KH,PO, 2,5 g/LL (CASO Broth); Yeast extract
6, 0 g/L seklindedir. 500 mL damitik su i¢inde 18 g dehidre besiyeri gerekirse
isitilarak ¢oziiliir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis
bazal besiyeri berrak ve kahverengidir, 25 °C'da pH's1 7,3+0,2'dir. Inhibitor ilave
edilmeden besiyeri oda sicakliginda 2 ay saklanabilmekle beraber, inhibitor ilave
edildiginde ayni giin kullanilmalidir. Bu besiyeri IDF yontemine gore L.
monocytogenes aranmasinda kullanilacak ise steril bazal besiyerine, 1 mL steril
damitik su ilavesi ile hazirlanan 1 sise selektif katki (Listeria Selective Enrichment
Supplement acc. to FDA/BAM and IDF/FIL; Merck 1.11781) ilave edilip iyice
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kanistirilir ve steril erlenlere 225 mL olacak sekilde aseptik kosullar altinda
dagitilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 27 adet 500 mL (13,8 litre) bazal
besiyeri hazirlanabilir.

50.11. Singlepath Listeria (Merck 1.04142)

Immuno-kromatografik bir test kiti olup, yar selektif Fraser Broth besiyerinde 6n
zenginlestirme, selektif Buffered Listeria Enrichment Broth besiyerinde
zenginlestirme asamalarindan sonra Singlepath Listeria kiti kullanilarak 6rnekte
Listeria olup olmadig1 kontrol edilir. Kati gida blender ya da stomacherde
homojenize edilecek ise dogrudan 225 mL Fraser Broth besiyeri icinde homojenize
edilir. Gidadaki Listeria 'nin hasar goérmiis olmasindan endise ediliyorsa Fraser
Broth besiyeri 6nce 30 °C'da 4 saat inkiibe edilir, selektif katki bu inkiibasyondan
sonra besiyerine eklenir. Toplam 24 saat siire 30 °C'da yapilan inkiibasyondan
sonra 0,1 mL 6n zenginlestirme kiiltiirii tercthen 10 mL katkis1 ilave edilmis
Buffered Listeria Enrichment Broth (LEB) acc. to FDA (Merck 1.09628)
besiyerine ya da baska bir Listeria selektif zenginlestirme besiyerine aktarilip, 30
°C'da 24 saat inkiibe edilir. Bu siire sonunda bu kiiltiirden cam bir tiipe 1-2 mL
alip, kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur ve oda sicakligina geldiginde 160
uL  Singlepath Listeria kitine uygulanir. 20 dakika sonunda kontrol "C"
penceresinde kirmizi serit olugsmalidir. Test "T" penceresinde de kirmizi serit
goriilmesi analiz edilen kiiltiirde Listeria oldugunu gosterir (bakimiz; Ek A 13).
Pozitif sonu¢ alindiginda dogrulama i¢in standart bir kati besiyerine siirme yapilip
sonucun dogrulanmasi onerilir. Tersine olarak, bu test kiti ile negatif sonug¢ alinirsa
analize devam etmenin geregi yoktur. 1 pakette 25 test kiti vardir.
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51.01. Tryptose Sulfite Cyclocerine (TSC) Agar (Merck 1.11972)

Bilesimi, Tryptose 15,0 g/L; Peptone from soymeal 5,0 g/L; Yeast extract 5,0 g/L;
Sodium disulfite 1,0 g/L; Ammonium iron(III) citrate 1,0 g/L ve Agar 15,0 g/L'dir.
Dehidre besiyeri 42 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak eritilir ve
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manyetik tas ile birlikte otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Siilfit
indirgeyen Clostridium 'larin sayimi i¢in yumurta sarist ilavesi gerektiginde 80
mL/L konsantrasyonda olacak sekilde steril yumurta sarisi emiilsiyonu (Merck
1.03784) 50 °C'a kadar sogutulup su banyosunda tutulan bazal besiyerine ilave
edilip manyetik karistiricida karistirilir ve steril Petri kutularma 12,5'er mL
dokilir. Bu besiyeri amaca goére yumurta sarist ilave edilmeden de
kullanilmaktadir. CI. perfringens sayimi i¢in bazal besiyeri 50 °C'a sogutulduktan
sonra filtre ile sterilize edilmis %5 konsantrasyondaki D-Cycloserine ¢ozeltisinden
10 mL/L olacak sekilde ilave edilip manyetik karistiricida karistirilir ve yine 12,5
mL/Petri olacak sekilde steril Petri kutularina dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak
ve acik kahve renklidir, 25 °C'da pH's1 7,6+0,2'dir. Sikloserin ilave edilmig besiyeri
4 giin i¢inde kullanilmalidir. Bu yontem uygulandiginda inkiibasyon anaerobik
kosullarda ve 44 °C'da 18-22 saat siire ile yapilir. TSC Agar bilesimindeki besin
maddeleri CL perfringens gelisimini saglarken hidrojen siilfiir olusumu kolonilerin
siyahlagsmasi ile belirlenir (bakiniz; Ek B 27). Sikloserin refakat¢i flora gelisimini
baskilar. 500 g olan 1 kutu TSC Agar dehidre besiyeri ile ve 12,5 mL/ Petri olacak
sekilde; TSC Agar + yumurta saris1 emiilsiyonu i¢in 961 Petri kutusu ve TSC + D-
Cycloserine i¢in 952 Petri kutusu hazirlanabilir. TSC Agar besiyeri 6zel bir katki
ile de kullanilabilir. TSC Agar katkis1 olarak adlandirilan ve Florojenik MUP ve D-
Cycloserine karisimi olan bu katki kullanildiginda ayrica D-Cycloserine ilavesine
gerek yoktur.

51.02 TSC Agar Katkis1 (Merck 1.00888)

Bu katki1 Clostridium perfringens katkis1 ya da MUP olarak da bilinir. Siseye 5 mL
steril damitik su ilave edilir ve otoklavda sterilize edilip 50 °C'a sogutulmus 500
mL TSC Agar besiyerine ilave edilir. Bilesimi 200 mg D-Cycloserine; 50 mg 4-
methylumbelliferyl-phosphate disodium tuzu oldugu i¢in, bu katki kullanildiginda
ayrica D-Cycloserine kullanilmasina gerek yoktur. D-Cycloserine refakatc¢i floray1
baskilayip kolonilerin daha kiiciik kalmasini saglarken, ayn1 zamanda Clostridium
perfringens kolonilerinin etrafinda siyahlagmaya neden olur. 4-Methylumbelliferyl
phosphate (MUP) alkali ve asit fosfataz i¢in florojenik bir bilesiktir. Asit fosfataz
Cl perfringens i¢in yliksek diizeyde spesifik olup, MUP'u uzun dalga boylu UV
lambasi altinda floresan 1s1ma veren 4-methylumbelliferone'a pargalar ve boylece
Cl perfringens kolaylikla belirlenir (bakiniz; Ek B 28). Katki ilave edilmis besiyeri
berrak ve a¢ik kahverengidir. Bir kutuda 16 sise vardir.

51.03. Gliserin—Tuz Cozeltisi

Hazir ticari preparati yoktur. Gliserin (Merck 1.04093) 100 mL; K,HPO4 (Merck
1.05109) 12,4 g; KH,PO, (Merck 1.04873) 4 g; NaCl (Merck 1.06404) 4,2 g;
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damitik su 900 mL bilesimindedir. Bilesenler gerekirse 1sitarak damitik su i¢inde
¢oziildiikten sonra amaca uygun kaplara dagitilip, otoklavda 121 °C'da 15 dakika
sterilize edilir.

51.04. Differential Reinforced Clostridial Broth (DRCM) (Merck
1.11699)

Bilesimi, Peptone from Casein 5,0 g/L; Peptone from meat 5.0 g/L; Meat extract
8,0 g/L; Yeast extract 1,0 g/L; Starch 1,0 g/L; D(+) glucose 1,0 g/L; L-cysteinium
chloride 0,5 g/L; Sodium acetate 5,0 g/L; Sodium di-sulfite 0,5 g/L; Ammonium
iron(Il) citrate 0,5 g/L; Sodium resazurin 0,002 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri
27,5 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak ¢oziliir ve tiiplere 10'ar mL
dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Bu besiyeri Reinforced
Clostridial Medium'un gelistirilmis seklidir. Redoks indikatorii olan resazurin
anaerobik atmosferin saglandigini gostermek i¢in kullanmilir. Clostridium 'lar silfiti
stilfiire indirgerler ve demir siilfiir olusumuna bagli olarak besiyeri siyahlasir. Ayni
indirgemeyi saglayabilen diger bakterilerden sporsuz olanlar ekimden Onceki
pastorizasyon 1ile, sporlu aeroblar ise anaerob inkiibasyon ile baskilanir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve a¢ik kahve—kirmizimsi renkte olup 25 °C'da pH'si
7,1£0,2'dir. Hazirlanmis besiyeri 2 hafta depolanabilir. 500 g olan 1 kutu dehidre
besiyeri ile 1818 tlip hazirlanabilir.

51.05. Sulfite Iron Agar Base (Merck 1.10864)

Bilesimi, Peptone from Casein 15,0 g/L; Yeast extract 10,0 g/L; Sodium sulfite 0,5
g/L; Agar 15,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 40,5 g/L olacak sekilde 1sitilarak
damitik su iginde eritilir, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Otoklav
¢ikis1 yaklasik 45 °C'a sogudugunda yine otoklavda sterilize edilmis %7 demir (2)
siilfat (Merck 1.03965) ¢ozeltisinden 20 mL/L olacak sekilde eklenir, karistirilir ve
Petri kutularina dokiilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi, sarimsi yesildir ve
25 °C'da pH's1 6,9+0,2'dir. Materyalin pastérizasyonundan sonra kalan sporlar
germine olur ve bunlardan hidrojen siilfiir pozitif olanlar siilfiti siilfiire indirgerler
ve olusan demir siilfiir siyah koloniler olusmasim1 saglar. Hidrojen siilfiir zayif
pozitif bakteriler ise kahverengi koloni olustururlar. Clostridium 'lar anaerobik
inkiibasyon kosullarinda siyah koloni yaparlar. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri
ile 12,5 mL/Petri kutusu hesabi ile 20 g/l konsantrasyonda demir (2) stilfat
¢Ozeltisi ilave edilmis olmak tizere 1007 adet Petri kutusu hazirlanabilir.
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52. Enterokok Analiz Malzemesi

52.01. Chromocult Enterococci Broth (Merck 1.10294) ...............cccooevviiiiiiieiie. 301
52.02. ReadyCult Enterococci (Merck 1.01299) ... 301
52.03. Membran—Filter Enterococcus Sel. Agar; Slanetz, Bartley (Merck 1.05262) 301

52.01. Chromocult Enterococci Broth (Merck 1.10294)

Bilesimi, Peptones 8,6 g/L; NaCl 6,4 g/L; Sodium azide 0,6 g/L; 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-D-glucopyranoside (X-GLU) 0,04 g/L; Tween 80 2,2 mL/L
seklindedir. Tek kuvvet i¢in 18,0 g/L, ¢ift kuvvet icin 36,0 g/L olacak sekilde
dehidre besiyeri damitik su icinde gerekirse isitilarak ¢oziliir ve tek kuvvette
hazirlananlar standart deney tiiplerine, ¢ift kuvvette olanlar ise 18X180 mm biiyiik
tiiplere 10'ar mL veya 250 mL'lik erlenlere 100'er mL dagitilip otoklavda 121 °C'da
15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sar1 renkli olup, 25 °C'da
pH's1 7,5+0,2'dir. Besiyeri bilesiminde bulunan sodyum azid o6zellikle Gram
negatiflerin gelismesini baskilar. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucopyranoside
(X-GLU)'in parg¢alanmas1 6zel peptonlar ile desteklenir. X-GLU'nun pargalanmasi
sonunda olusan mavi—yesil renk olusumu (bakiniz; Ek B 29) enterokoklar ve D
grup streptokoklar icin karakteristiktir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile tek
kuvvette 27,8 litre, ¢ift kuvvette 13,9 litre besiyeri hazirlanabilir. Bu besiyerinin
100 g olan ambalaj1 da vardir.

52.02. ReadyCult Enterococci (Merck 1.01299)

Su analizleri i¢in hazirlanmis ve 1sinlanarak sterilize edilmis dehidre formdaki
Chromocult Enterococci Broth besiyeridir. Analiz edilecek 100 mL suya ilave
edilip kanstiritlir ve dogrudan inkiibasyona birakilir. ReadyCult Enterococci su
analizinde enterokoklarin varligimi/yoklugunu gosteren test icin kullanilmaktadir.
Bu nedenle analizin yapilacagi kabin dnceden sterilize edilmis olmasi gereklidir.
Ayni sekilde besiyeri su oOrnegine ilave edilirken gerekli hijyenik kurallara
uyulmalidir. Bu besiyeri 20 analizlik paketler halindedir.

52.03. Membran-Filter Enterococcus Selective Agar acc. to Slanetz and
Bartley (Merck 1.05262)

Bilesimi, Trytose 20 g/L; Yeast extract 5,0 g/L; D(+)-glucose 2,0 g/L; K,HPO, 4,0

g/L; sodyum azid 0,4 g/L; 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride 0,1 g/L; agar 10,0
g/L seklindedir. Slanetz—Bartley Agar olarak da bilinen bu besiyeri 41,5 g/L olacak
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sekilde damitik su i¢inde 20 dakika kaynatilarak sterilize edilir. Bu besiyeri
otoklavlanmaz. Hizla sogutulup steril Petri kutularina 12,5'er mL dokiliir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi-kahve olup, 25 °C'da pH'st 7,24+0,2'dir.
Besiyeri bilesimindeki sodyum azid refakat¢i Gram negatif floray1 inhibe eder.
Enterokoklar TTC'yi indirgeyerek kirmizi renkli formazona donistiiriirler.
Dolayisiyla enterokok koloniler bu besiyerinde kirmizi renkleri ile tanimlanir
(bakiiz; Ek B 30). 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 mL olacak sekilde
963 Petri kutusu hazirlanabilir.

53. Bacillus cereus Analiz Malzemesi

53.01. Cereus Selective Agar acc. to Mossel (Merck 1.05267) ...........ccoceovvvreine. 302
53.02. Bacillus cereus Selective Supplement (Merck 1.09875) ..., 303
53.03. Egg—yolk Emulsion (Merck 1.03784) .............ccooiiiiiiieeeeeeee 303
53.04. CASO Broth + Polymxin B Sulfate ......................ccooooiiiiiii, 304

53.01. Cereus Selective Agar acc. to Mossel (Merck 1.05267)

Bu besiyeri Mannitol Egg-yolk Polymyxin (MYP) adlar1 ile de bilinir. Bilesimi,
pepton from casein 10,0 g/L; et ekstrakt1 1,0 g/L; D(-) mannitol 10,0 g/L; NaCl
10,0 g/L phenol red 0,025 g/L ve agar 12,0 g/L seklindedir. B. cereus sayilmasinda
kullanilan bu besiyerinin hazirlanmasi diger pek ¢ok besiyeri hazirlanmasina gore
katkilarin ilavesi agisindan farklilik gosterir. Bu besiyeri hazirlandiktan sonra
ancak 3—4 giin depolanabilir. Bu nedenle 1 litre degil genellikle 500 mL olarak (40
Petri) hazirlanir. Cereus Selektif Agar katkis1 (Merck 1.09875) 500 mL besiyeri
i¢in 1 sise olarak hazirlanmistir. Ancak steril yumurta saris1 emiilsiyonu (Merck
1.03784) 100 mL sise icinde olup bu miktar 1 litre besiyeri i¢in kullanilir. Bu
durumda 450 mL olarak hazirlanan bazal besiyerine 100 mL'lik steril yumurta
saris1 emiilsiyonundan aseptik kosullar altinda 50 mL'sinin alinip bazal besiyerine
ilave edilmesi gerekir. Her ne kadar yumurta saris1 emiilsiyonu laboratuvar
kosullarinda taze yumurtadan hazirlanabilirse de genel kurallar ¢er¢evesinde hazir
ticari preparat kullanimi Onerilir. Burada 50 mL steril yumurta sarisi
emiilsiyonunun bazal besiyerine ilavesinde aseptik kosullara uyulmasindan bagka
bir sorun yoktur. Eger kullanim miktarina bagli olarak 1 litre besiyeri hazirlanmasi
uygun ise kuskusuz asagida verilen hazirlama sekli 43 g/LL bazal dehidre besiyeri,
otoklav sonras1 100 mL steril yumurta saris1 emiilsiyonu ve 2 sise selektif katki
seklinde olmalidir. Besiyerinin hazirlanmasi i¢in 450 mL damitik su i¢inde 21,5 g
dehidre besiyeri 1sitilarak eritilir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir.
Su banyosunda 45-50 °C'a sogutulup tizerine 50 mL steril yumurta sarisi
emiilsiyonu ile 1 sise B. cereus selektif katkisi ilave edilir ve karistirilarak standart

302



Petri kutularina 12,5'er mL ve/veya 14 cm capl biiylik Petri kutularina 50'ser mL
dokiliir. Hazirlanmis besiyeri yumurta sarisi nedeni ile bulanik ve hafif portakal
renklidir. 25 °C'da pH'st 7,2+0,2'dir. Besiyeri selektif katkisinda bulunan
polimiksin (Merck 1.09875) refakat¢i florayr baskilarken bu konsantrasyon B.
cereus uzerinde olumsuz etki yapmaz. Eger analiz edilecek gidada refakat¢i flora
varlig1 beklenmiyor ise veya bu floranin az sayida oldugu tahmin ediliyor ise
polimiksin kullanilmasi zorunlu degildir. B. cereus mannitol negatif oldugu i¢in
refakatci flora icindeki mannitol pozitif olanlardan rahatlikla ayrilir. B. cereus
mannitolii kullanamadigi i¢in kirmizi koloni olustururken mannitol pozitif olanlarin
koloni rengi sari/pembedir (bakinmiz; Ek B 31). Besiyeri bilesimindeki yumurta
saris1 ise B. cereus 'un lesitinaz aktivitesi ile belirlenmesini saglar. B. cereus
lesitinaz pozitif oldugu i¢in kolonileri etrafinda beyaz bir presipitasyon meydana
gelir. Cogu B. cereus susunda bu reaksiyon 18 saat gibi kisa bir siire icinde belirgin
olarak izlenir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile katkilar ilave edilmis olmak
tizere standart boyda 930 veya 14 cm c¢aph biliyilkk boyda 232 Petri kutusu
hazirlanabilir. 1 kutu 500 g dehidre besiyeri i¢in 12 sise 100 mL steril yumurta
sar1s1 emiilsiyonu ve 23 adet 16 siselik selektif katki gerekir.

53.02. Bacillus cereus Selective Supplement (Merck 1.09875)

Polymyxin supplement adi ile de bilinir. Bagta Cereus Selective Agar (Merck
1.05267) olmak iizere pek ¢ok besiyerinde katki olarak kullanilir. 1 sise i¢inde
50.000 IU polymyxin B Sulfate vardir. Steril 1 mL damitik su ile c¢oziiliip
otoklavda sterilize edilmis ve 45 °C'a sogutulmus 450 mL Cereus Selective Agar
bazal besiyerine 50 mL yumurta saris1 emiilsiyonu (Merck 1.03784) ile birlikte
katilir. Yine Bacillus cereus analizinde zenginlestirme amaciyla kullanilan CASO
Broth (Merck 1.05459) besiyerine ilave edilebilecegi gibi baska besiyerlerinde de
farkli konsantrasyonlarda kullanilabilir. Ayrica Duopath sisteminde Verotoksin
belirlenmesi i¢in de bu katki kullanilmaktadir.

53.03. Egg—yolk Emulsion (Merck 1.03784)

Bacillus cereus analizinde kullanilan Cereus Selective Agar (Merck 1.05267) ile
Staphylococcus analizinde kullanilan Potassium Thiocyanate Actidione Sodium
Azid Egg—yolk Pyruvate (Kranep) Agar (Merck 1.05395) besiyerleri i¢in katkidir.
500 mL steril yumurta saris1 ve 4,25 g NaCl'iin steril damitik su ile 1 litreye
tamamlanmasi ile hazirlanir. 100 mL ambalaj her iki besiyeri i¢in de 900 mL bazal
besiyerine ilave edilir.
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53.04. CASO Broth + Polymxin B Sulfate

EMS yontemi ile Bacillus cereus sayilmasinda kullanilan besiyeridir. CASO Broth
(Merck 1.05459) tek kuvvette 30 g/L, ¢ift kuvvette 60 g/L konsantrasyonda olacak
sekilde gerekirse 1sitilarak damitik su iginde eritilir, tiiplere 10'ar mL ya da amaca
uygun sekilde erlenlere dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir.
Bilesimi, 50.000 IU polymyxin B Sulfate olan Bacillus cereus Selective
Supplement (Merck 1.09875) 5 mL steril damitik su ile ¢oziliir. Bu ¢ozelti tek
kuvvette hazirlanmis CASO Broth besiyerine 0,1 mL/L ve ¢ift kuvvette
hazirlanmis olana 0,2 mL/L olacak sekilde ilave edilir.

54. Yersinia enterocolitica Analiz Malzemesi

54.01. Yersinia Selective (CIN) Agar Base (Merck 1.16434) ...............ccooooiiiiiiinnnn. 304
54.02. CIN Agar Supplement (Merck 1.16466) ...................cccoooeiiiiniiiieeee, 305
54.03. SSDC Agar (Merck 1.16724) .........ccccooiiiiieeeeecee e 305

54.01. Yersinia Selective (CIN) Agar Base (Merck 1.16434)

"Yersinia Selective Agar Base acc. to Schiemann" adi ile de bilinir. Bilesimi,
Peptone from Casein 10,0 g/L; Peptone from meat 10,0 g/L; Yeast extract 2,0 g/L;
D (-) mannitol 20,0 g/L; Sodium pyruvate 2,0 g/L; NaCl 1,0 g/L; MgSO, 0,01 g/L;
Bile salt mixture 1,0 g/L; Neutral red 0,03 g/L; Crystal violet 0,001 g/L; Agar 12,5
g/L seklindedir. 500 mL damitik su icinde 29,25 g dehidre besiyeri gerekirse
isitilarak eritilip manyetik tas ile birlikte otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize
edilir. 50 °C'a sogutulup iizerine 1 mL steril damitik su ve 1 mL etil alkol karisimi
ile ¢oziilmiis 1 sise Yersinia Selective Supplement (Merck 1.16466) ilave edilir.
Manyetik karistiricida iyice karistirilip, steril Petri kutularma 12,5'er mL dokdiliir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizidir, 25 °C'da pH'st 7,4+0,2'dir. Yersinia
kolonileri serotipe bagli olarak farkli biiyiikliikklerde gelisirler. Koloniler koyu
kirmiz1 merkezlidir ve ¢evresinde saydam bir zon olusur (bakimiz; Ek B 32 ve B
33). Bazi Enterobacteriaceae iiyeleri ile Pseudomonas tiirleri zayif sekilde
gelisebilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 17 adet 500 mL besiyeri ve
dolayis1 ile 680 Petri hazirlanabilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri i¢in 18 adet
Yersinia Selective Supplement (Merck 1.16466) gerekir. Bu katki 16 siselik paket
olarak pazarlanmaktadir.
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54.02. CIN Agar Supplement (Merck 1.16466)

Yersinia analizinde kullanilan CIN Agar (Merck 1.16434) katkisidir. Sise igerigi,
cefsulodin 7,5 mg; irgasan 2,5 mg ve novobiocin 1,25 mg seklinde olup, 1 mL
steril damatik su ile ¢6ziiniip otoklavlanmis ve oda sicakligina sogutulmus 500 mL
CIN Agar besiyerine ilave edilir. 1 kutuda 16 sise vardir.

54.03. SSDC Agar (Merck 1.16724)

Yersinia analizinde kullanilan besiyeridir. Bilesimi. Yeast extract 5,0g/L; Peptones
10,0g/L; Lactose 10,0g/L; Bile salt mixture No 3 8,5g/L; Sodium deoxycholate
10,0g/L; CaCl, 1,0g/L; Sodium citrate 10,0g/L; Sodium thiosulfate anhydrous
5,42g/L; Ammonium iron (III) citrate 1,0g/L; Brilliant green 0,0003g/L; Neutral
red 0,025g/L; Agar 15,0 seklindedir. "Salmonella—Shigella Agar with Sodium
Deoxycholate and Calcium Chloride" adi ile de bilinen bu besiyeri ISO 10273'e
gore patojenik Yersinia serotiplerinin ve 6zellikle Y. enterocolitica O:3 serotipinin
izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in uygundur. Dehidre besiyeri kaynar su banyosunda
timiiyle eriyinceye kadar siirekli karistirilir. Su banyosunda 1 saati gegmeyecek
sekilde 50 °C'a sogutulur ve Petri kutularima 20 mL dagitilir. Besiyerinin asiri
isitilmasindan  kaginilmahidir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizi kahve
renklidir, 25 °C'da pH's1 7,4+0,2'dir. Buzdolabinda ve karanlikta olmak kaydi ile 1
giin depolanabilir. Yiizey kurutmasi sirasinda asir1 kuruma olmamasina dikkat
edilmelidir. Tek koloni elde edilecek sekilde yiizeye 6ze ile siirme ya da spatiille
yayma yapilir, 30 °C'da 24-48 saat inkiibasyon sonunda 1 mm g¢apli renksiz
yuvarlak koloniler muhtemel Yersinia kolonileridir. 10X biiyiite¢ ile bakildiginda
merkezde graniil yap1 gozlenir. Besiyeri bilesimindeki brilliant green, safra tuzlari,
tiyostilfat ve sitrat ¢ogu refakatci floranin gelisimini engeller. Hidrojen siilfiir
olusumu tiyosiilfat ve demir iyonlar1 ile belirlenir. 500 g olan 1 kutu dehidre
besiyeri ile 20 mL olacak sekilde 328 Petri kutusu hazirlanabilir.

55. Vibrio parahaemolyticus Analiz Malzemesi

55.01. TCBS Agar (Merck 1.10263)

Vibrio analizinde kullanilan bu besiyeri Thiosulfate Citrate Bile Sucrose Agar adi
ile de bilinir. Bilesimi, Peptone from Casein 5,0 g/L; Peptone from meat 5,0 g/L;
Yeast extract 5,0 g/L; Sodium citrate 10,0 g/L; Sodium thiosulfate 10,0 g/L; Ox
bile 5,0 g/L; Sodium cholate 3,0 g/L; Sucrose 20,0 g/L; NaCl 10,0 g/L; Iron (III)
citrate 1,0 g/L; Thymol blue 0,04 g/L; Bromothymol blue 0,04 g/L; Agar 14,0 g/L
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seklindedir. 88 g/L. olacak sekilde damitik suya ilave edilir ve agar eriyinceye
kadar kaynar su banyosunda tutulur ve sogutulup Petri kutularina dokiiliir. Isiya
duyarlidir, otoklavlanmaz. Hazirlanmis besiyeri berrak ve yesilimsi mavi renktedir,
25 °C'da pH'st 8,6+0,2'dir. Bu besiyerinin bilesimi WHO ve APHA talimatlarina
uygundur. Yiiksek konsantrasyondaki tiyosiilfat ve sitrat ile yiiksek alkalinite
Enterobacteriaceae familyas: iiyelerinin gelisimini baskilar. Ox bile ve cholate
enterokoklar1 inhibe eder. Besiyerinde gelisebilen koliform bakteriler sakkarozu
fermente edemez. Sadece birka¢ sakkaroz pozitif Proteus susu sar1 renkli koloni
olusturabilir. Thymol blue ve bromothymol blue karisik indikatorii sakkarozdan
asit olusumunu sar1 renkli koloni olusumu ile belirtir. 35 °C'da 18-24 saat
inkiibasyondan sonra diiz, 2-3 mm c¢apli sar1 koloniler Vibrio cholerae, Vibrio
cholerae type El Tor olarak; kiicik mavi—yesil merkezli koloniler Vibrio
parahaemolyticus olarak; biiyiik sar1 koloniler Vibrio alginolyticus olarak; mavi
koloniler Pseudomonas ve Aeromonas olarak izole edilir (bakiniz; Ek B 34).

56. Aeromonas hydrophila Analiz Malzemesi

56.01. CASO Broth + Ampicillin ... 306
56.02. GSP Agar (MercK 1.10230) .........ooooiiiiiee e 306
56.03. m-Aeromonas Selective Agar Base (Merck 1.07621) ...............c.cocoervrinennnnn. 307
56.04. m-Aeromonas Selective Supplement (Merck 1.07625) .............cccooevevevennene. 307

56.01. CASO Broth + Ampicillin

CASO (Tryptic Soy) Broth (Merck 1.05459) besiyerine 30 mg/Litre olacak sekilde
ampicillin ilavesi ile hazirlanir. Gereken miktar ampicillin steril damitik suda
¢oziiliip, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilmis CASO Broth besiyerine
ilave edilir.

56.02. GSP Agar (Merck 1.10230)

Pseudomonas ve Aeromonas tiirlerinin analizinde kullanilan bu besiyeri Glutamate
Starch Phenol Red olarak da adlandirilir. Bilesimi, Sodium L(+)glutamate 10,0
g/L; starch, soluble 20,0 g/L; KH,PO,4 2,0 g/L; MgSO, 0,5 g/L; Phenol red 0,36
g/L; Agar 12,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 45 g/L. konsantrasyonda olacak
sekilde damitik suda isitilarak eritilir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika siire ile
sterilize edilir. Otoklav sonrasi 50 °C'a sogutulup 100.000 IU/L penicillin G ve
gerekir ise 0,01 g/L pimaricin ilave edilir, karistirilir ve Petri kutularina dokiiliir.
Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmuzi renklidir, 25 °C'da pH'st 7,2+0,2'dir.
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Bilesimdeki glutamat ve nisasta yegane besin maddeleri olup, pek ¢ok refakatci
flora bu maddeleri besin olarak kullanamaz. Nisasta Aeromonas tarafindan asit
olusturularak parcalanir ve bilesimdeki indikator nedeni ile koloni rengi sar1 olur.
Pseudomonas 1se kirmizi renkli koloni olusturur. Besiyeri selektivitesini artirmak
i¢in penisilin G ve eger gerekli ise antimikotik olan pimarisin ilave edilir. 28 °C'da
3 giin yapilan inkiibasyon sonunda olusan 2—-3 mm ¢aph sar1 renkli ve etrafi sari
zonlu koloniler Aeromonas, yine 2-3 mm ¢aph kirmiz1 ve etrafi kirmizi zonlu
koloniler Pseudomonas olarak degerlendirilir. 500 g dehidre besiyeri ile 12,5 mL
olacak sekilde 888 Petri kutusu hazirlanabilir.

56.03. m-Aeromonas Selective Agar Base (Merck 1.07621)

Membran filtrasyon yontemi ile sularda Aeromomnas tiirlerinin analizi i¢in
gelistirilmis olan bu besiyerinin bilesimi, Tryptose 5,0 g/L; Dextrin 11,4 g/L; Yeast
extract 2,0 g/L; NaCl 3,0 g/L; KCI 2,0 g/L; MgS0O,0,1 g/L; Iron chloride 0,06 g/L;
Bromothymolblue 0,08 g/L; Sodium desoxycholate 0,1 g/L; Agar 13,0 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 18,4 g/ 500 mL damitik su i¢inde kaynatilarak eritilir
ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. 50 °C'a sogutulup, 1 mL steril
damitik su i¢inde ¢o6zllmiis 1 sise m-Aeromonas Selective Supplement (Merck
1.07625) ilave edilir, karistirilir ve Petri kutularina dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve mavi renkli olup, 25 °C'da pH's1 8,0+0,2'dir. buzdolabinda ve karanlikta
olmak kaydi ile 2 haftaya kadar depolanabilir. Selektif katkidaki ampisilin ve
vankomisin Gram pozitif ve Gram negatif pek ¢ok refakatci bakteriyi inhibe eder.
Aeromonas tirleri dekstrinden asit olustururlar ve bu asitlik bromothymol blue
indikatorii ile koloni renginin sartya doniismesine neden olur (bakiniz; Ek B 35).
500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 mL olmak {izere 1086 Petri kutusu
hazirlanabilir. 1 kutu dehidre besiyeri i¢in 27 sise selektif katkiya gerek vardir,
selektif katki 16 siselik paket olarak pazarlanmaktadir.

56.04. m-Aeromonas Selective Supplement (Merck 1.07625)

m-Aeromonas Selective Agar Base (Merck 1.07621) besiyeri i¢in selektif katkidir.
Her sisede 5,0 mg ampisilin ve 1,0 mg vankomisin vardir. 1 mL steril damitik su
ilave edilerek ¢oziiliir. 1 sise selektif katk1 500 mL bazal besiyeri i¢in kullanilir.
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57. Campylobacter Analiz Malzemesi

57.01. Bolton Selective Enrichment Broth Base (Merck 1.00068) .............c............. 308
57.02. Bolton Broth Selective Supplement (Merck 1.00069) ...............ccoceoeirnnene. 308
57.03. Campylobacter Selective Agar (Merck 1.02248) ..............ccooeiviiieiiiee, 309
57.04. Campylobacter Selective Supplement (Merck 1.02249) .............ccccoevvennee. 309
57.05. CCDA Base, modified (Merck 1.00070) ...............cooooiiiiieeeeeeeee 309
57.06. CCDA Selective Supplement (Merck 1.00071) ..o, 310
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57.01. Bolton Selective Enrichment Broth Base (Merck 1.00068)

ISO 10272'ye gore Campylobacter aranmasinda kullanilan bu besiyerinin bilesimi,
Peptone from meat 10,0 g/L; Lactalbumin hydrolysate 5,0 g/L; Yeast extract 5,0
g/L; NaCl 5,0 g/L; a-ketoglutaric acid 1,0 g/L; Sodium pyruvate 0,5 g/L; Sodium
metabisulphite 0,5 g/L; Na,CO; 0,6 g/L; Haemin 0,01 g/L seklindedir. Dehidre
besiyeri 500 mL damitik su i¢inde 13,8 g tartilarak hazirlanir. Otoklavda 121 °C'da
15 dakika sterilize edilir. Oda sicakligina geldiginde 25 mL lize at serumu ve 1 sise
Bolton Broth Selektif katkis1 (Merck 1.00069) ilave edilir, iyice karistirilip vida
kapakl steril siselere dagitilir. Hazirlanmis besiyeri koyu kirmizi—siyah renklidir
(bakimiz; Ek B 44). 25 °C'da pH'st 7,4+0,2'dir. Besiyeri bilesimindeki besin
maddeleri hasar gormiis Campylobacter suslarinin canlandirilmasi i¢in gereklidir.
Mikroaerofilik ortamda inkiibasyon onerilir. Vida kapakli sise kullaniliyor ise bu
gerekli degildir. Refakat¢i florada bulunan Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler
selektif katki bilesiminde bulunan Vancomycin, Cefoperazone ve Trimethoprim ile
baskilanir. Cycloheximide maya ve kiiflerin gelisimini engeller. Selektif katki 5
mL 1:1 oraninda steril damitik su ve alkol karisimu ile eritilir. Uygulamada 250 mL
vida kapakli siselere 225'er mL besiyeri dagitilir ve 25 g ya da mL gida ilave edilir.
Bu asamadan sonra besiyerinin iist diizeyi ile kapak arasinda yaklasik 2 cm kalmis
olmasi gereklidir. 37 °C'da 4 saat inkiibasyondan sonra inkiibasyona 41,5 °C'da 44
saat devam edilir ve ilk inkiibasyonun baslangicindan itibaren 24 ve 48 saatlerde
ornek almarak Campylobacter Blood Free Selective Agar (modified CCDA)
besiyerine (Merck 1.00070) siirme yapilir. Dogrudan Singlepath® Campylobacter
(Merck 1.04143) ile analiz yapmak da miimkiindiir. 500 g olan 1 kutu dehidre
besiyeri ile 72 adet 225 mL besiyeri hazirlanabilir. Selektif katkinin 1 kutusunda 16
sise olduguna gore 1 kutu selektif katki ile 32 analiz yapilabilir.

57.02. Bolton Broth Selective Supplement (Merck 1.00069)

Campylobacter analizinde kullanilan Bolton Broth icin selektif katkidir. Her
sisede, 10 mg Vancomycin; 10 mg Cefoperazone; 10 mg Trimethoprim; 25 mg
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Cycloheximide bulunur. Sise icerigi 1:1 oraninda karistirilmis steril damitik su ve
alkol ile ¢oziiliir. 1 pakette 16 sise vardir.

57.03. Campylobacter Selective Agar (Merck 1.02248)

Bilesimi, Peptone-protein mixture 21,0 g/L; Electrolyte 5,0 g/L; Starch, soluble 1,0
g/L; Agar 13,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 40 g/L konsantrasyonda olacak
sekilde damitik suda 1sitilarak eritilir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika siire ile
sterilize edilir. Otoklav sonrast 50 °C'a sogutulup %5-7 oraninda defibrine koyun
ya da at kani ile her 200 mL bazal besiyeri i¢in 1 sise Campylobacter Selective
Supplement (Merck 1.02249) ilave edilir, karistirilir ve Petri kutularma dokiliir.
Hazirlanmus besiyeri 25 °C'da pH's1 7,3+0,2'dir. Selektif katkida (Merck 1.02249)
bulunan vancomycine, polymixin ve trimethoprim refakat¢i fekal floranin
gelisimini engeller. Liyofilize formda antibiyotik olan katk: sisesine yaklasik 2 mL
steril damitik su ilave edilerek kullanilir. Inkiibasyon ya dogrudan karbon dioksit
inkiibatoriinde ya da anaerob kavanozda Campylobacter tiirleri i¢in 6zel anaerobik
atmosfer kosulu saglayan Anaerocult C (Merck 1.16275) kullanilarak yapilir. 500 g
dehidre besiyeri ile 12,5 mL olacak sekilde 888 Petri kutusu hazirlanabilir. 1 litre
besiyeri i¢in 5 sise selektif katki kullanildigina goére 500 g olan bir kutu dehidre
besiyeri i¢in 63 sise (4 kutu g/L; 16 sise/kutu) selektif katki1 gereklidir.

57.04. Campylobacter Selective Supplement (Merck 1.02249)

Campylobacter Selective Agar (Merck 1.02248) katkisidir. Sise igerigi,
vancomycine 2,0 mg g/L; polymixin 0,05 mg ve trimethoprim 1,0 mg seklinde
olup, 2 mL steril damitik su ile ¢oziiliir ve otoklavda sterilize edilip 45 °C'a
sogutulmus ve defibrine kan ilave edilmis 200 mL Campylobacter Selective Agar
besiyerine ilave edilir ve iyice karistirilir. 1 kutuda 16 sise vardir.

57.05. CCDA Base, modified (Merck 1.00070)

ISO 10272'ye uygun olan Modified Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar ve
Campylobacter Blood—Free Selective Agar Base olarak da bilinen bu besiyerinin
bilesimi, Peptone 20,0 g/L; Casein hydrolysate 3,0 g/L; Activated charcoal 4,0 g/L;
NacCl 5,0 g/L; Sodium desoxycholate 1,0 g/L; Sodium pyruvate 0,25 g/L; Ferrous
sulphate 0,25 g/L; Agar 12,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 500 mL’ye 22,75 g
olacak sekilde damitik suda ¢oziiliir, kaynatilarak eritilir ve otoklavda 121 °C'da 15
dakika sterilize edilir. Otoklav sonrasi 45-50 °C'a sogutulup, steril 2 mL damitik su
ile ¢oziinmiis CCDA Selective supplement (Merck 1.00071) ilave edilir.
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Karistirtlip Petri kutularma 12,5 mL/Petri olacak sekilde dagitilir. Hazirlanmis
besiyeri koyu kahve—siyah renkli olup, 2-8 °C'da 2 hafta depolanabilir. 25 °C'da
pH'st 7,4+0,2'dir. Bu besiyeri, Ingiltere Tarim, Balik¢ihk ve Gida Bakanlhig
tarafindan gidalarda Campylobacter aranmasi icin kullanilan resmi metotta yer
almaktadir. Bilesime giren maddeler enterik Campylobacter suslariin gelismesini
destekler, selektif katkidaki antibiyotikler Enterobacteriaceae iiyeleri ile maya ve
kiiflerin gelisimini baskilar. C. jejuni, C. coli ve C. lari suslarimin gelisimi 42 °C'a
gore 37 °C'da daha yiiksektir. Campylobacter tiirleri bu besiyerinde kiigiik ve agik
renkli koloni olusturur (bakiniz; Ek B 36). Inokiilasyon éncesinde besiyeri yiizeyi
kurutulmus olmalidir. Aksi halde kolonilerde yayilma goriiliir. Inkiibasyon
anaerobik kavanozda Anaerocult C kullanilarak ya da 0©zel torbasi i¢inde
Anaerocult C mini kullanilarak mikroaerofil ortamda 24-28 saat siire ile yapilir.
Inkiibasyon sirasinda yiizeyin asir1 kurumasindan kaginilmasi gerekir. 500 g olan
bir kutu dehidre besiyeri ile 879 Petri kutusu hazirlanabilir. Selektif katkinin 1
paketinde 16 sise vardir.

57.06. CCDA Selective Supplement (Merck 1.00071)

Campylobacter analizinde kullanillan mCCDA (Merck 1.00070) icin selektif
katkidir. Her sisede, 5 mg Amphotericin B ve 16 mg Cefoperazone vardir. 2 mL
steril damitik suda ¢oziildiikten sonra otoklavlanip 45-50 °C'a sogutulmus bazal
besiyerine ilave edilir. Bilesimindeki Amphotericin maya ve kiiflerin,
Cefoperazone ise Enterobacteriaceae iiyelerinin gelisimini baskilar. Bir pakette 16
sise vardir.

57.07. Singlepath Campylobacter (Merck 1.04143)

Bolton Broth (225 mL) besiyeri i¢inde homojenize edilen gidadaki Campylobacter
tiirlerinin hasar gérmiis olmasindan endise ediliyorsa Bolton Broth besiyeri énce 37
°C'da 4 saat siire ile mikroaerofilik ortamda inkiibe edilir, sonra inkiibasyon
sicaklig1 41,5 °C'a ¢ikarilip inkiibasyona 44 saat daha devam edilir. Toplam 48 saat
siiren inkiibasyondan sonra bu kiiltiirden cam bir tiipe 1-2 mL alinip, kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur ve oda sicakligina geldiginde 160 pL Singlepath
Campylobacter kitine uygulanir. 20 dakika sonunda kontrol "C" penceresinde
kirmiz1 serit olusmalidir. Test "T" penceresinde de kirmizi serit goriilmesi analiz
edilen kiiltiirde Campylobacter oldugunu gosterir (bakiniz; Ek A 14). Pozitif sonug
alindiginda dogrulama i¢in standart bir kat1 besiyerine siirme yapilip sonucun
dogrulanmasi 6nerilir. Tersine olarak, bu test kiti ile negatif sonug¢ alinirsa analize
devam etmenin geregi yoktur.
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58. Alicyclobacillus Analiz Malzemesi

58.01. BAT Agar (Merck 1.07994)

IFU (Uluslararas1 Meyve Suyu Federasyonu) resmi analiz yOntemine gore
Alicyclobacillus tiirlerinin analizi i¢in hazirlanmis bir besiyeridir. Salga, soslar vb.
gida maddeleri analizinde de kullanilabilir. Bilesimi, Yeast extract 2,0 g/L; D(+)
Glucose 5,0 g/L; CaCl, 0,25 g/L; MgSO, 0,5 g/L; Ammonium sulfate 0,2 g/L;
KH,PO, 3,0 g/L; Agar 18,0 g/L; ZnSO, 0,00018 g/L; CuSO, 0,00016 g/L; MnSO,
0,00015 g/L; CoCl, 0,00018 g/L; Boric acid 0,00010 g/L; Sodium molybdate
0,00030 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 29,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢ginde
isitilarak eritilir, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Besiyeri pH's1
orijinal olarak agarin jel yapisini korumak ic¢in 5,3+0,2'ye ayarlanmigtir. Otoklav
sonras1 pH'y1 4,0+0,2'ye diisiirmek i¢in 45-50 °C'a sogutulan besiyerine steril 1 N
H,SO4'den 1,7 mL eklenir, karnistitlip Petri kutularima dokiiliir. Hazirlanmis
besiyeri berrak ve sarimsi olup, buzdolabi sicakliginda ve karanlikta olacak sekilde
2 haftaya kadar depolanabilir. BAT Agar biitiin Alicyclobacillus tiirlerinin
gelismesini destekler (bakiniz; Ek B 37). Diisiik pH ve yiiksek inkiibasyon sicakligi
refakat¢i floranin gelisimini baskilar. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5
mL olacak sekilde 1379 Petri kutusu hazirlanabilir.

59. Clostridium tyrobutyricum Analiz Malzemesi

59.01. Bryant and Burkey Medium (Merck 1.01617) 311
59.02. Kati Parafin (Merck 1.07158) 312
59.03. Tyrobutyricum Broth Base ...............ccccoooiiiiiiiiicc e 312

59.01. Bryant and Burkey Medium (Merck 1.01617)

Peynirlerde ge¢ sisme etkeni olan Clostridium tyrobutyricum ve diger Clostridium
tiirlerinin belirlenmesi i¢in besiyeridir. Cig ve pastorize siit, silaj vb. orneklerin
analizinde de kullanilir. Bilesimi, Peptone from Casein 15,0 g/L; Yeast extract 5,0
g/L; Meat extract 7,5 g/L; Sodium acetate 5,0 g/L; Cysteine HCI1 0,5 g/L; Resazurin
0,0025 g/L; Calcium lactat 5,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 38 g;/L olacak
sekilde damtik su i¢inde gerekirse 1sitilarak eritilir, tiiplere ya da erlenlere dagitilip
121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve renksizdir.
Besiyeri tercihen hazirlandigi giin  kullanilmalidir. Pembe renk goriiliirse
besiyerinin oksijen aldigi anlasilir, kaynatildiginda pembe rengin gitmesi gerekir.
Oksijen varligindaki pembe ve oksijen uzaklastigindaki pembe rengin kaybolmasi
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bilesimdeki redoks indikat6rii olan resazurin ile belirginlesir. 25 °C'da pH'st
5,9£0,2'dir. EMS yontemi ile ¢alisildiginda anaerobik ortamin saglanmasi ig¢in
tiipler 6nce 10 dakika kadar kaynatilir, oda sicakligina sogutulur, 6nceden 75 °C'a
15 dakika ya da 80 °C'da 5 dakika tutularak pastorize edilip, ardisik seyreltileri
yapilmis olan 6rnekten ekimden sonra tiiplerin iistii 121 °C'da 15 dakika siire ile
sterilize edilmis kat1 parafin (Merck 1.07158) ya da su agar ile 2 cm kalinlik olacak
sekilde kaplanir. Taze peynirlerde hasar gérmiis CI. tyrobutyricum analizinde 62,5
°C'da 30 dakikalik uygulamalara da rastlanilmaktadir. 37 °C'da 7 giine kadar siiren
inkiibasyondan sonra kat1 parafin ya da su agar tabakasinin yukar1 dogru itilmesi
laktattan gaz olustugunu gosterir ve bu tiipler pozitif sonug olarak degerlendirilir.
Materyalin 6nceden pastorize edilmesi refakat¢i spor olusturmayan bakterileri
elimine eder. Besin maddesi kompozisyonu Clostridium 'larin gelismesini, sodyum
asetat ise sporlarin germine olmasini saglar.

59.02. Kat1 Parafin (Merck 1.07158)

Hazir ticari preparattir. Otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Kolaylikla
eritilerek kullanilabilir.

59.03. Tyrobutyricum Broth Base

Daha o6nce Merck 1.11734 kod ile iiretilen besiyeri ticari {iretimden kaldirilmas,
yerine Bryant and Burkey Medium (Merck 1.01617) koyulmustur. Bilesimi,
Peptone from Casein 15,0 g/L; Yeast extract 5,0 g/L; Meat extract 10,0 g/L;
Sodium acetate 5,0 g/L; L-cysteine HCl 0,5 g/L; Resazurin sodium0,0025 g/L;
Sodium lactat 5,0 g/L. seklindedir. Besiyeri ile ilgili kulanim gekli Bryant and
Burkey Medium'da oldugu gibidir.

60. Anaeroblar icin Analiz Malzemesi, Katkilar: ve Sistemleri

60.01. Anaerobik Inkiibasyon Sistemleri ..o, 313
60.02. Fluid Thioglycollate Medium (Merck 1.08191) ............cccoooiiiiiiiiie, 317
60.03. Thioglycollate Broth (Merck 1.08190) ...............ccocooviiiiiiiiieeeeee, 318
60.04. Reinforced Clostridial Agar (Merck 1.05410) ............ocoooiiiiiiineeee 318
60.05. Reinforced Clostridial Medium (Merck 1.05411) ...........cccooooiviviviieiieiiccce, 318
60.06. Sivi Parafin (Merck 1.07160) .............oooiiiiiieeee e 319

60.01. Anaerobik inkiibasyon Sistemleri
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Anaerob olarak tanimlanan mikroorganizmalar gelismeleri icin 6zel atmosfer
kosullarina gerek duyarlar. Bu grup i¢cinde havay1 (daha dogru bir deyimle oksijeni)
farkli derecelerde tolere eden gruplar vardir. Anaerob bakterilerin gelisimi i¢in
ortamda oksijen kesinlikle istenmez iken aerotolerantlar belirli bir miktar oksijeni
tolere edebilirler. Mikroaerofilik/ kapneik mikroorganizmalar ise gelismeleri i¢in
cok az oksijen yaninda belirli konsantrasyonlarda CO,'e gerek duyarlar. Mutlak
anaeroblar ile ¢alisilirken inokiilasyon asamasinda da anaerob atmosfer gerekir.
Gida endistrisinde aranacak/sayilacak anaeroblar i¢in bu sekilde anaerob
inokiilasyonlara gerek yoktur. Sadece gida Orneginin analize hazirlanmasi
asamasinda asir1 hava ile temasindan kaginilmasi gerekir.

Anaerobik mikroorganizmalar insan ve hayvanlarin normal bakteriyel florasi i¢cinde
yer alirlar. Tibbi mikrobiyolojideki patojenik dnemleri ve gida hijyenindeki 6nemli
rollerine karsin uzun siire ihmal edilmisler ve gerek tibbi mikrobiyolojide gerek
gida hijyeninde aerob mikroorganizmalar ile ¢alisilmistir. Ozellikle son 20-25
yildan buyana anaeroblarin kiiltivasyonundaki gelismeler ile bu grup
mikroorganizmalar daha iyi olarak taninmislar ve bunlara verilen 6nem artmustir.

Bacteriodes, Fusobacterium, Peptococcus, Peptostreptococcus tiirleri klinik
mikrobiyolojide 6nemli iken Clostridium tiirleri hem klinik mikrobiyolojide hem
de gida mikrobiyolojisinde 6nem tasir. Bu grup mikroorganizmalarin morfolojileri,
Gram reaksiyonlar1 ve dogal habitatlar1 6nemli degisikler gosterirken tiimiiniin
ortak yani gelisme ve ¢ogalmalari i¢in analizlerin tiim asamalarinda anaerobik
ortama gerek duymalaridir.

Neisseria, Campylobacter ve Haemophilus tiirleri mikroaerofilik/kapneik bakteriler
olarak tamimlanmaktadirlar. Bunlar arasinda Campylobacter tiirlerinin gida
mikrobiyolojisindeki 6nemi giderek artmaktadir. Bu gruba giren bakteriler belirli
miktarda CO, isterler. Bu nedenle gelistirilmeleri icin anaerobik bakterilerden
farkli atmosfer gerekir.

Anaerocult Sistemi

Anaerocult triinleri (A, A mini, P, IS, C, C mini) temel prensiplere dayanarak
anaerobik veya mikroaerofilik/ kapneik ortam {ireten sistemlerdir.

Anaerocult iiriinlerinde su ile reaksiyon sonunda verilen bir hacim (anaerobik
kavanoz veya inkiibasyon torbasi) i¢inde atmosferik oksijenin tiimiiniin ya da bir
kisminin baglanmasi ve aym1 anda CO; aciga ¢ikmasini saglayan bilesimler vardir.
Reaksiyon sonunda atmosfer CO, agisindan zenginlesirken oksijen tiimiiyle
(anaerobik ortam) ya da kismen (mikroaerofilik/ kapneik ortam) uzaklastirilmis
olur.
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Anaerocult sistemlerinde ilave bir katalist kullanimina gerek yoktur. Kullanim basit
ve giivenlidir. Yeterli, hizli ve istenen diizeyde oksijen ve CO, kismi basinci
saglanir. Analiz edilecek Ornek sayisina gore farkli secenekler saglanmustir.
Boylece kullanimi ekonomiktir. Tipik bilesimleri kiselgur, demir tozu, sitrik asit ve
kalsiyum karbonattir. Anaerocult iiriinlerinde tehlikeli olabilecek O,/H, sinirina
ulasilmaz.

Anaerotest (Merck 1.15112)

Anaerotest, inkiibasyonda kullanilan kapali kaplarda anaerobik atmosferin kontrolii
icin kullanilan test seritleridir. Test seridinin mavi boliimii metilen mavisi igerir.
Bu boya oksijen varliginda okside olarak mavi renk tasirken oksijensiz ortamda
boyanin yiikseltgenmesi sonunda renk beyazlagir. Bu reaksiyon dontistimlii oldugu
i¢in oksijen ile temasinda bir kez daha mavilesir.

Reaksiyon, seridin mavi kismina 1 damla su damlatilmasi ile baslar. Mavi zon
anaerobik atmosfer kontrolii yapilacak inkiibasyon kabina (anaerobik kavanoz ya
da torba) serbest atmosfere temas edecek sekilde yerlestirilmeli, Petri kutusu ya da
diger yiizeylere degmemelidir.

Anaerotest seritleri mikroaerofilik/kapneiklerin inkiibasyon ortaminda kalan kismi
oksijen varlig1 nedeni ile bu grup mikroorganizmalarin inkiibasyonu i¢in uygun
atmosfer ortam1 saglayan Anaerocult C ve Anaerocult C mini sistemleri ile birlikte
kullanilamaz.

Bir pakette 50 serit vardir. Dolayisi ile 50 anaerobik inkiibasyon ortami
kontroliinde kullanilir. Inkiibasyon sirasinda seridin beyaz olmasi anaerobik
atmosfer varligini gosterir.

Anaeroclip (Merck 1.14226)

Anaeroclip, Anaerocult A mini, P, IS ve C mini ile kullanilan anaerobik torbalarin
mekanik olarak kapatilmasim1 saglayan ozel kiskagtir. Bu kapatma c¢ubugu
sayesinde bu torbalarin kapatilmasi i¢in diger kapatma sistemlerine gerek kalmaz.
Anaeroclip kiskaglar1 defalarca kullanim saglayacak materyalden yapilmistir. 1
pakette 25 kapatma ¢ubugu bulunur.

Anaerobik Kavanoz (Merck 1.16387)
2,5 L kapasiteli, anaerotest seritleri i¢in 6zel bélmesi olan 9-10 cm ¢apli standart
12 Petri kutusu alabilen kavanozdur. Sadece kavanoz govdesi ve kapaktan ibaret

olmas1 kolay kullanim o6zelligi saglar. Oksijen mekanik olarak degil, kimyasal
olarak uzaklastirildigi i¢in sistemde manometre ve gaz musluklar1 kullanimina
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gerek duyulmamustir. Yiiksek kaliteli materyalden imal edilmis olmasi kavanozda
sizdirmazlig1 tam olarak saglar.

Petri Sepeti (Merck 1.07040)

Anaerobik kavanoza Petri kutularmin yerlestirilmesi i¢in kullanilan tel sepettir. 9
cm ¢apli standart 12 Petri kutusunu alacak sekilde dizayn edilmistir.

Anaerocult A (Merck 1.13829)

Anaerobik kavanozda 12 Petri kutusuna kadar olan anaerobik inkiibasyon ortami
saglamak ic¢in kullanilan posettir. Reaksiyonun baslamasi i¢in sadece su ilavesi
yeterlidir. Atmosferik oksijen kimyasal olarak baglandigi i¢in hidrojen ile
reaksiyona girmez. Kimyasal bilesimin konuldugu 6zel kagit ilave edilen suyun
tam olarak diflizyonuna, atmosferik oksijenin kimyasal olarak baglanmasina ve
CO; ¢ikmasina olanak saglar. Bu sekilde anaerobik kavanozda oksijen azalirken
CO, miktar1 artar.

Anaerobik kavanoza Petri kutular1 yerlestirildikten sonra Anaerotest seridine 1
damla su damlatilir ve serit, kavanozdaki 6zel bolmeye koyulur. Anaerocult A
posetine 35 mL su ilave edilip kavanoza yerlestirilir ve kavanoz kapatilip istenilen
sicaklikta inkiibasyona birakilir. 1 kutu Anaerocult A i¢inde 10 poset vardir.

Anaerocult C (Merck 1.16275)

Mikroaerofilik/kapneik  mikroorganizmalarin  anaerobik  kavanozdaki 6zel
atmosferik kosullarda inkiibasyonu i¢in kullanilan posettir. Ozel formiilasyonu ile
literatiirde onerildigi sekilde anaerobik kavanoz i¢inde hacim olarak %8-10 CO, ve
%35-6 oksijen son konsantrasyonu saglar. Katalist kullanilan diger sistemlerden
farkli olarak ac¢iga c¢ikan enerji az oldugu i¢in kavanozda istenmeyen sicaklik
ylikselmesi olmaz ve boylece mikroorganizmalarin zarar gérmesi engellenir.

Petriler anaerobik kavanoza yerlestirildikten sonra Anaerocult C poseti yavas¢a
sallanir ve poset tizerindeki yazili kisim tizerine 6 mL su ilave edilip anaerobik
kavanoza yerlestirilir. Anaerobik kavanoz kapagi kapatilip istenilen sicaklikta
inkiibasyona birakilir. 1 kutu Anaerocult C i¢inde 25 poset bulunur.

Anaerocult A mini (Merck 1.01611)

4 Petri kutusunun anaerobik inkiibasyonu i¢in kullanilir. Petri kutular1 6zel torbaya
yerlestirildikten sonra Anaerotest poseti 1 damla su ile islatilip test kismi Petri
kutusu ve/veya baska bir yere deymeyecek sekilde yerlestirilir. Anaerocult A mini
tizerine 8 mL su ilave edilip torbaya konulur ve Anaeroclip ile torbanin agzi
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kapatilip istenilen sicaklikta inkiibasyona birakilir. 1 paket Anaerocult A mini
icinde 25 Anaerocult A poseti ve 25 6zel inkiibasyon torbasi vardir.

Anaerocult P (Merck 1.13807)

1 Petri kutusunun anaerobik inkiibasyonu i¢in kullanilir. Petri kutular1 6zel torbaya
yerlestirildikten sonra Anaerotest 1 damla su ile 1slatilip test kismi Petri kutusu
ve/veya baska bir yere degmeyecek sekilde yerlestirilir. Anaerocult P mini {izerine
3 mL su ilave edilip torbaya konulur ve Anaeroclip ile torbanin agzi kapatilip
istenilen sicaklikta inkiibasyona birakilir. 1 paket Anaerocult P icinde 25
Anaerocult P poseti ve 25 6zel inkiibasyon torbasi vardir.

Anaerocult C mini (Merck 1.13682)

Mikroaerofilik/kapneik mikroorganizmalarin 6zel inkiibasyon kosullarini 4 Petri
kutusunun yerlestirildigi 6zel torba i¢inde saglayan sistemdir. 3 mL su ile 1slatilan
poset icinde Petri kutularmin bulundugu o6zel torbaya yerlestirilip torba agzi
Anaeroclip ile kapatilir ve istenilen sicaklikta inkiibasyona birakilir. 1 paket
Anaerocult C mini i¢inde 25 Anaerocult C mini poseti ve 25 6zel inkiibasyon
torbasi vardir.

Anaerocult IS (Merck 1.16819)

2 adet mikrotiter plate veya 1 adet identifikasyon kitinin anaerobik inkiibasyonu
icin kullanilir. 6 mL su ile islatilan poset i¢inde su ile 1slatilmis Anaerotest ile
mikrotiter plate veya identifikasyon kiti olan 6zel torbaya yerlestirilir. Torba agzi
Anaeroclip ile kapatilip istenilen sicaklikta inkiibasyona birakilir.

60.02. Fluid Thioglycollate Medium (Merck 1.08191)

Anaeroblarin gelistirilmesinde kullanilir. Bilesimi, Peptone from Casein 15,0 g/L;
Yeast extract 5,0 g/L; D(+)-glucose 5,5 g/L; L-cystine 0,5 g/L; NaCl 2,5 g/L;
Sodium thioglycollate 0,5 g/L; Sodium resazurin 0,001 g/L; Agar 0,75 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 30 g/L olacak sekilde isitilarak damitik su iginde
eritilir, tiplere 10'ar mL dagitilip otoklavda 121 °C'da 15 dakika siire ile sterilize
edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi renktedir. 25 °C'da pH's1 7,1+0,2'dir.
Besiyeri bilesimindeki indirgeyici bilesikler olan thioglycollate ve cystine zor
gelisen anaeroblar i¢in dahi yeterli bir anaerobik ortam saglar. Bu bilesiklerin
stilfidril gruplar1 arsenik, civa ve diger agir metalleri inaktive ettikleri i¢in bu
besiyeri agir metaller ile yogun kontamine olmus gidalarin ya da agir metallerin
koruyucu olarak kullanildig1 gidalarin analizinde uygundur. Bilesimdeki yogun
vizkozite oksijenin hizli alimini1 engellerken, redoks indikatérii sodyum resazurin
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oksijenin yliksek konsantrasyona erismesini besiyerinin berrak sar1 rengini
kirmiziya doniistiirmesi ile belirtir. Bu besiyeri her zaman taze hazirlanmali ve
besiyerinde kaynatma ile uzaklasmayan pembelik varsa kullanilmamalidir.
Inokiilasyonda anaerobik ortamim daha giivenli saglandigindan emin olunmak icin
asilama tiiplin dibine dogru yapilmalidir. Anaerobik ortamin saglanmasini
giivenceye almak {izere inokiilasyondan sonra tiipiin iizerinin 1 cm kalinlikta
olacak sekilde (2 mL) kat1 parafin (Merck 1.07160) ya da Su Agar ile ortiilmesi
tavsiye edilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1666 adet 10 mL tiip
hazirlanabilir.

60.03. Thioglycollate Broth (Merck 1.08190)

Anaeroblarin gelistirilmesinde kullanilir. Bilesimi, Pepton from Casein 15,0 g/L;
Yeast extract 5,0 g/L; D(+)-glucose 5,5 g/L; L-cystine 0,5 g/L; NaCl 2,5 g/L;
Sodium thioglycollate 0,5 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 29 g/L olacak sekilde
isitilarak damitik su icinde eritilir, tiiplere 10'ar mL dagitilip otoklavda 121 °C'da
15 dakika stire ile sterilize edilir. Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi renktedir.
25 °C'da pH'st 7,1+0,2'dir. Besiyeri bilesimindeki indirgeyici bilesikler olan
thioglycollate ve cystine zor gelisen anaeroblar icin dahi yeterli bir anaerobik
ortam saglar. Bu bilesiklerin siilfidril gruplar arsenik, civa ve diger agir metalleri
inaktive ettikleri i¢in bu besiyeri agir metaller ile yogun kontamine olmus gidalarin
ya da agir metallerin koruyucu olarak kullanildigi gidalarin analizinde uygundur.
Bu besiyeri her zaman taze hazirlanmalidir. Anaerobik ortamin saglanmasini
giivenceye almak {izere inokiilasyondan sonra tiipiin iizerinin 1 cm kalinlikta
olacak sekilde (2 mL) kat1 parafin (Merck 1.07160) ya da Su Agar ile ortiilmesi
tavsiye edilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1724 adet 10 mL tiip
hazirlanabilir.

60.04. Reinforced Clostridial Agar (Merck 1.05410)

Anaeroblarin analizinde kullanilan bu besiyerinin bilesimi, Meat extract 10,0 g/L;
Pepton from Casein 10,0 g/L; Yeast extract 3,0 g/L; D(+) Glucose 5,0 g/L; Starch
1,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Sodium acetate 3,0 g/L; L-cysteinium chloride 0,5 g/L;
Agar 12,5 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 50 g/L konsantrasyonda olacak sekilde
damitik su icinde 1sitilarak eritilir ve otoklavda 121 °C'da 15 dakika siire ile
sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi kahverengindedir, 25 °C'da
pH's1 6,8+0,2'dir. Gram negatif refakatci floray1 baskilamak icin gerekirse 0,02 g/L
olacak sekilde filtre ile sterilize edilmis Polymyxin B Sulfate (Merck 1.06994)
otoklav ¢ikis1 45 °C'a sogutulmus besiyerine ilave edilir. Bu besiyeri gidalar, klinik
ornekler ve diger materyaldeki Clostridium, diger anaeroblar ve fakiiltatif
anaeroblarin gelistirilmesi ve sayilmasi i¢indir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve
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sarims1 kahve rengindedir. Amaca uygun olarak materyal ekim Oncesi pastorize
edilebilir. Ekim genellikle dokme kiiltiir seklinde yapilir ve anaerobik inkiibasyon
uygulanir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 mL/Petri kutusu hesabi ile
800 Petri kutusu hazirlanabilir.

60.05. Reinforced Clostridial Medium (Merck 1.05411)

Anaeroblarin analizinde kullanilan bu besiyerinin bilesimi, Meat extract 10,0 g/L;
Peptone 5,0 g/L; Yeast extract 3,0 g/L; D(+)-glucose 5,0 g/L; starch 1,0 g/L; NaCl
5,0 g/L; Sodium acetate 3,0 g/L; L-cysteinium chloride 0,5 g/L; Agar 0,5 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 33 g/L konsantrasyonda olacak sekilde damitik su
icinde gerekirse 1sitilarak eritilir, tiiplere 10'ar mL dagitilip, otoklavda 121 °C'da 15
dakika siire ile sterilize edilir. Gram negatif refakatci florayr baskilamak i¢in
gerekirse 0,02 g/L olacak sekilde filtre ile sterilize edilmis Polymyxin B Sulfate
otoklav ¢ikist oda sicaklifina sogutulmus besiyerine ilave edilir. Bu besiyeri
gidalar, klinik ornekler ve diger materyaldeki Clostridium, diger anaeroblar ve
fakiiltatif anaeroblarin gelistirilmesi ve sayilmasi i¢indir. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve sarimsi renktedir. Amaca uygun olarak materyal ekim 6ncesi pastorize
edilebilir. Ekimden sonra tiiplerin {izerine 1 cm kalinlikta (2 mL) kat1 parafin
(Merck 1.07160) ilave edilir ya da anaerobik inkiibasyon uygulanir. 500 g olan 1
kutu dehidre besiyeri ile 1515 adet 10 mL tiip hazirlanabilir.

60.06. S1v1 Parafin (Merck 1.07160)

Hazr ticari preparattir. Otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilerek kullanilir.

61. Lipolitik Bakteriler Analiz Malzemesi

61.01. Tributyrin Agar (Merck 1.01957)

Lipolitik bakteri analizinde kullanilan bu besiyerinin bilesimi, Peptone from meat
2,5 g/L; Pepton from Casein 2,5 g/L; Yeast extract 3,0 g/L; Agar 12,0 g/L'dir. 20
g/L dehidre besiyeri tizerine 10 mL/L olacak sekilde Neutral Tributyrin (Glycerol
tributyrate g/L; Merck 1.01958) katilir ve damitik su icinde kaynatilarak eritilir.
Manyetik tas ile birlikte otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Manyetik
karistiricida karistirillarak steril Petri kutularina 12,5'er mL dokiiliir. Hazirlanmis
besiyeri bulanik ve sarimsidir, 25 °C'da pH's1 7,5+0,2'dir. Besiyeri katilastiginda
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homojen bir bulaniklik go6stermelidir. Aksi halde hatali sonu¢ alinabilir.
Hazirlanmis besiyeri bulanik ve sar1 renklidir. Buzdolabinda 1 hafta depolanabilir.
Optimum kosullarda 2-3 giin inkiibasyondan sonra etrafinda berrak zon goriilen
koloniler lipolitik bakteri olarak sayilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 2020
Petri hazirlanir. 1 kutu dehidre besiyeri icin 100 mL olan Neutral Tributyrin
(Glycerol tributyrate g/L; Merck 1.01958)'den 2,5 sise gerekir.

62. Proteolitik Bakteriler Analiz Malzemesi

62.01. Calcium Caseinate Agar (Merck 1.05409)

Proteolitik bakterilerin analizinde kullanilan bu besiyerinin bilesimi, Peptone from
meat 4,0 g/L; Meat extract 2,0 g/L; Peptone from Casein 2,0 g/L; Calcium
caseinate 3,5 g/L; Calcium Chloride dihydrate 0,2 g/L; tri-potassium citrate
monohydrate,35 g/L; Na,HPO,4 anhydrous 0,105 g/L; KH,PO, 0,035; NaCl 5,0 g/L;
agar 13,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 30,2 g/L olacak sekilde dnce soguk
damutik su i¢inde iyice karistirilir, sonra kaynatilarak tiim bilesenlerin iyice erimesi
saglanir. Istenirse 5 g/L siit tozu ilave edilebilir. Manyetik tas ile birlikte otoklavda
121 °C'da 15 dakika sterilize edilir. Manyetik karistiricida karistirilarak steril Petri
kutularina 12,5'er mL dokiliir. Hazirlanmis besiyeri katilastiginda sarimsi kahve
renkte olup, homojen bir bulaniklik gostermelidir. 25 °C'da pH's1t 7,0+0,2'dir.
Optimum kosullarda 2-3 giin inkiibasyondan sonra etrafinda berrak zon goriilen
koloniler proteolitik bakteri olarak sayilir (bakinmiz; Ek B 55). Zonlarin
belirginlestirilmesi i¢in sayim oncesi Petri kutusuna 5 mL kadar %5 asetik asit
(Merck 1.00062) ilave edilebilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 1324 Petri
hazirlanir.

63. Rop Sporu Analiz Besiyeri ve Katkilari

63.01. Dextrose Casein-peptone Agar (Merck 1.10860) ...............cccoooveiinneiiniieies 320
63.02. Nutrient Broth (Merck 1.05443) ............ccooiiiiiiieeeeeeeeeee e, 321

63.01. Dextrose Casein-peptone Agar (Merck 1.10860)

Gidalarda diiz eksime yapan Bacillus tiirleri ve rop sporu analizinde kullanilan bu
besiyerinin bilesimi, Peptone from Casein 10,0 g;/L; D(+) Glucose 5,0 g/L;
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Bromocresol purple 0,04 g/L; Agar 12,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 27 g/L
konsantrasyonda olacak sekilde damitik su ic¢inde 1sitilarak eritilir, otoklavda 121
°C'da 15 dakika siire ile sterilize edilir. Otoklav ¢ikis1 yaklasik 50 °C'a sogutulup
Petri kutularina dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve menekse renklidir, 25
°C'da pH's1 6,8+0,2'dir. Bakteri gelisimi ve glikozdan asit olusumu sonunda
bromocresol purple indikatorii nedeni ile koloni etrafinda sar1 renkli zon olusur.
500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 mL/ Petri kutusu hesab1 ile 1481 adet
Petri kutusu hazirlanabilir.

63.02. Nutrient Broth (Merck 1.05443)

Cok amacl genel besiyeridir. Bilesimi, Peptone from Meat 5,0 g/ ve Meat extract
3,0 g/L'dir. Dehidre besiyeri 8 g/L konsantrasyonda olacak sekilde damitik su
icinde gerekirse 1sitilarak eritilir, amaca uygun kaplara (tiip, erlen vb.) dagitilip
otoklavda 121 °C'da 15 dakika siire ile sterilize edilir. Besiyeri bilesimine %0,05
potasyum tellurit ilavesi ile Listeria monocytogenes i¢in zenginlestirme besiyeri
hazirlanabilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi renkli olup, 25 °C'da pH's1
7,0+£0,2'dir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 62,5 litre besiyeri hazirlanir.

64. Laktobasil Analiz Malzemesi

64.01. MRS Agar (Merck 1.10660) ............c.cooiiiiiiiiicecceeeee s 321
64.02. MRS Broth (Merck 1.10001) .............cocoiiiiiiiiiccce s 322

64.01. MRS Agar (Merck 1.10660)

De Man, Rogosa ve Sharp tarafindan gelistirilen bu besiyeri laktobasillerin her
tiirlii materyalden zenginlestirilmesi, gelistirilmesi ve izolasyonu i¢in kullanilir.
Bilesimi, Peptone from Casein 10,0 g/L; Meat extract 10,0 g/L; Yeast extract 4,0
g/L; D(+) Glucose 20,0 g/L; K,HPO, 2,0 g/L; Tween 80 1,0 g/L; di-ammonium
hydrogen citrate 2,0 g/L; Sodium acetate 5,0 g/L; MgSO, 0,2 g/L; MnSO, 0,04
g/L; Agar 14,0 g/L seklindedir. Dehidre besiyeri 68,2 g/L. konsantrasyonda olacak
sekilde damitik su iginde 1sitilarak eritilir, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize
edilir. Besiyeri, Bifidobacterium spp. igin kullanilacak ise sterilizasyonun 118 °C'da
15 dakika olarak yapilmasi 6nerilir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kahve renkli ve
25 °C'da pH's1 5,7+0,2'dir. Besiyeri bilesimindeki polisorbat, asetat, magnezyum ve
manganez laktobasiller i¢in gelismeyi destekleyici faktorler olup, buna bagli olarak
MRS Agar, diger mikroorganizmalari inhibe etmekten ziyade, laktobasilleri tesvik
edici bir ozellik gosterir. Laktobasillerin gelismesini tesvik eden bu maddeler

320



refakatci flora lizerinde zayif bir inhibisyon yapar. Laktobasiller bu besiyerinde sar1
renkli, diizgiin ya da ig seklinde koloni olusturur (bakimiz; Ek B 38) Bu durumda
laktobasiller disindaki bakteriler de MRS Agar besiyerinde gelisirler. 500 g olan 1
kutu dehidre besiyeri ile 12,5 mL/Petri kutusu hesabi ile 604 Petri kutusu
hazirlanir.

64.02. MRS Broth (Merck 1.10661)

De Man, Rogosa ve Sharp tarafindan gelistirilen bu besiyeri laktobasillerin her
tiirli materyalden zenginlestirilmesi, gelistirilmesi ve izolasyonu i¢in kullanilir.
Bilesimi, Peptone from Casein 10,0 g/L; Meat extract 8,0 g/L; Yeast extract 4,0
g/L; D(+) Glucose 20,0 g/L; K,HPO, 2,0 g/L; Tween 80 1,0 g/L; di-ammonium
hydrogen citrate 2,0 g/L; Sodium acetate 5,0 g/L; MgSO, 0,2 g/L; MnSO, 0,04 g/L
seklindedir. Dehidre besiyeri 52,2 g/ konsantrasyonda olacak sekilde damitik su
icinde eritilir, amaca uygun olarak tiiplere ve/veya erlenlere dagitilip otoklavda 121
°C'da 15 dakika sterilize edilir. Besiyeri, Bifidobacterium spp. igin kullanilacak ise
sterilizasyonun 118 °C'da 15 dakika olarak yapilmasi 6nerilir. Hazirlanmis besiyeri
berrak ve sarimsi kahverenginde olup, 25 °C'da pH'st 5,7+0,2'dir. Besiyeri
bilesimindeki polisorbat, asetat, magnezyum ve manganez laktobasiller i¢in
gelismeyi destekleyici faktorler olup, buna bagli olarak MRS Broth, diger
mikroorganizmalar1 inhibe etmekten ziyade, laktobasilleri tesvik edici bir 6zellik
gosterir. Laktobasillerin gelismesini tesvik eden bu maddeler refakat¢i flora
tizerinde zayif bir inhibisyon yapar. Bu durumda laktobasiller disindaki bakteriler
de MRS Broth besiyerinde gelisirler. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 9,5 litre
besiyeri hazirlanir.

65. Pseudomonas Analiz Malzemesi

65.01. GSP Agar (Merck 1.10230)..........ccooiiiiiiiiceeicee e 322
65.02. Pseudomonas Selective Agar Base (Cetrimide Agar, Merck 1.05284) ........ 322
65.03. Glycerol %87 (Merck 1.04001) ..o 323

65.01. GSP Agar (Merck 1.10230)

Bakiniz; 56.02. Bolim.
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65.02. Pseudomonas Selective Agar Base (Cetrimide Agar, Merck
1.05284)

Pseudomonas Selective Agar olarak da anilir. Bilesimi, Peptone from gelatin 20,0
g/L; magnesium chloride 1,4 g/L; potassium sulfate 10,0 g/L; N-cetyl-N,N,N-
trimethylammoniumbromide (cetrimide) 0,3 g/L; Agar 13,0 g/L seklindedir.
Dehidre besiyeri 44,5 g/ konsantrasyonda olacak sekilde distile su ig¢inde
kaynatilarak eritilir, 10 mL/L olacak sekilde Glycerol (Merck 1.04094) ilave edilir.
Otoklavda 121 °C'da sterilize edilip Petri kutularina dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri
bulanik ve ag¢ik kahve rengindedir. Her ne kadar refakatci floranin baskilanmasi
Cetrimide ile yapiliyorsa da daha iyi bir baskilama i¢in 15 mg/L. konsantrasyonda
nalidixic asit (Merck 1.06219) ilavesi oOnerilir. Esas olarak Pseudomonas
aeruginosa 1izolasyonu ve On tanimlanmasi i¢in kullanilir. Pseudomonas
aeruginosa besiyeri bilesimindeki 0,3 g/L. konsantrasyondaki cetrimid'e direnglidir
ve bu konsantrasyonda pigment olusumu engellenmez. Pseudomonas aeruginosa
bu besiyerinde 35 °C'da aerobik kosullarda 48 saat inkiibasyondan sonra mavi—
yesil pigmentli koloni olusturur (bakiniz; Ek B 39) ve uzun dalga boylu UV
lambas1 ile (Merck 1.13203) floresan verir. Kesin tanimlama igin ilave testler
onerilir. 500 g olan 1 kutu dehidre besiyeri ile 12,5 mL/Petri kutusu hesab1 ile 898
Petri kutusu hazirlanir.

65.03. Glycerol %87 (Merck 1.04091)

Hazir ticari preparat olarak kullanilir.
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Ek A - 01
Toplam Mezofil Aerob Bakteri Sayimi

— 10 g (mL) gida, 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile
homojenize edilir. Gerekli seyreltmeler yapilir. Sivi gidalar
dogrudan analize alinabilir. PCA (Merck 1.05463)
besiyerine ekim yapllir.

Petri kutulari amaca gore 28 °C ya da 37 °C'da 48 saat
inklibasyona birakilir.

inkiibasyon sonunda besiyerinde olusan tim koloniler
sayilir, gidadaki toplam mezofil aerob bakteri sayisi
hesaplanir.

Petri kutulari otoklavlandiktan sonra yikanir/atilir.
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Ek A - 02
Koliform Bakterilerin Sayilmasi; Kati Besiyeri (1SO 4832)

g 10 g (mL) gida, 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize
{ edilir. Sivi gidalar dogrudan analize alinabilir.

- [‘J VRB Agar (Merck 1.01406) besiyerine ekim yapilip, ikinci kat
| VRB ilave edilir.

Petri kutularn 30-32 °C ya da 35-37 °C'da 24 saat inkiibasyona
birakihr.

1-2 mm capinda kirmizimsi bir presipitat zonu ile gevrili koyu
kirmizi koloniler sayilir.

Sterilizasyondan sonra petri kutulari yikanir/atilir.
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Ek A - 03
Koliform Bakterilerin Sayilmasi; EMS Yontemi (1SO 7725)

(>
; 10 g(mL), gida 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize
R B v edilir. 10?ve kati gidalarda 10”seyreltiler hazirlanir.

i’?“ iclerinde Durham tiip(i bulunan LST Broth (Merck 1.10266)
il besiyerinden; kati gidalarda 10*; 10%ve 107°, sivi gidalardan
: 10°; 10" ve 107 seyreltilerden olmak lizere 3'er tiipe 1'er mL
ekim yapllir.

>
>

&=

Il

i

=0
c—_0
= 0

Tlpler 35-37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

Bulaniklik ve Durham tiplerinde gaz olusumu pozitif olarak
degerlendirilir. EMS tablosu kullanilarak gidadaki koliform
grup bakteri sayisi hesaplanir.

+E= 0
+E& 0

Il

+E= 0
I &0
I &0
+E& 0
I &0

Sterilizasyondan sonra tlpler yikanir.

L
s
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Ek A - 04
100 mL Suda Koliform Bakteri ve E.coli Aranmasi

100 mL su 6rnegi steril bir kaba alinir.

Uzerine 1 poset Readycult Coliforms (Merck 1.01298)
ilave edilir.

Calkalanip, 35-37 °C'da 24 saat inklibasyona birakilir.

Besiyeri renginin yesile dontismesi koliform pozitif olarak
degerlendirilir.

Koliform pozitif olan 6rnek, log bir yerde kisa dalga boylu
UV lambasi (Merck 1.13203) ile incelenir. Bunlardan
floresan isima verenler E. coli olarak degerlendirilir.

Sterilizasyondan sonra kullaniimis malzeme yikanir.
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Ek A - 05
Membran Filtrasyon Yontemiyle Sularda Koliform Bakteri Aranmasi

100 mL su, membran filtrasyon sisteminden gegirilir, filtre
Lactose TTC Agar with Tergitol 7 (Merck 1.07680) tizerine
yerlestirilir.

Filtrenin, bakterilerin tutulmus oldugu st kismi Petri
kutusuna yerlestirmede yine yukarida olmalidir.

Petri kutusu tabani tizerinde olacak sekilde 30-32 °C ya da
35-37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

Sari-portakal renkli koloniler koliform grup bakteri olarak
degerlendirilir ve su Ornegindeki koliform grup bakteri
sayisl hesaplanir.

339



Ek A - 06

340

E. coli Sayilmasi; Kati Besiyeri

10 g (mL), gida 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile
homojenize edilir. Sivi gidalar dogrudan analize
alinabilir.

Fluorocult VRB Agara (Merck 1.01406) ya da
Chromocult Coliform Agara (Merck 1.10426) ya da
Chromocult TBX Agar'a (Merck 1.16122) ekim yapillir.
VRB Agar ekiminde ikinci kat VRB Agar ilave edilir.

Her ikisi de 35-37 °C'da olmak Ulizere Fluorocult VRB
Agar 18 saat ve Chromocult Coliform Agar 24 saat
inkiibasyona birakilir. Chromocult TBX Agar ise 44 °C'da
18-24 saat inkube edilir.

Fluorocult VRB Agar'da 1-2 mm c¢apinda kirmizimsi bir
presipitat zonu ile cevrili koyu kirmizi ve kisa dalga
boylu UV lamba (Merck 1.13203) ile log bir yerde
floresan veren koloniler, Chromocult Coliform Agar'da 1-
2 mm capl mavi-menekse koloniler, Chromocult TBX
Agar'da mavi-yesil koloniler sayilir ve gidadaki E. coli
sayIsI hesaplanir.

Sterilizasyondan sonra petri kutulari yikanir/atilir.



Ek A - 07
E. coli Sayilmasi; Hizli EMS Yéntemi

f‘.._v__
¥‘ 10 g (mL), gda 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile
N I N v homojenize edilir. 107 ve kati gidalarda 10° seyreltiler
| hazirlanir.
g'?—
{

0
)

iclerinde Durham tiipii bulunan Fluorocult LST Broth
(Merck 1.12588) besiyerinden; kati gidalarda 10™ ; 10
ve 10°, sivi gidalardan 10° ; 10" ve 107 seyreltilerden
olmak lizere 3'er tlipe 1'er mL ekim yapilir.
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@
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Tlpler 35-37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

— — — Bulaniklik ve Durham tlplerinde gaz olusumu gorilen
koliform pozitif tlpler los bir yerde kisa dalga boylu UV
lambasi (Merck 1.13203) ile incelenir. Bunlardan floresan
isima verenler E. coli olarak degerlendirilir (bakiniz; ek
ABC). Floresan isimadan emin olunmazsa ttplere 1 mL 1
N NaOH eklenip tekrar incelenir. EMS tablosu kullanilarak

- gidadaki E. coli sayisI hesaplanir.

Sterilizasyondan sonra tipler yikanir.

TTHLT
g
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Ek A - 08

Singlepath® E.coli 0157 Test Kiti Uygulama Semasi

t )
Y ()
e -
- — n
12m @ e
PN
25C
20C
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e
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v 160 uL
s Srperiars
3 .
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25 g (mL) gida 225 mL selektif zenginlestirme
besiyerine ilave edilir. Gerekirse homojenizasyon

yapilir.

inkiibasyon: 35-37°C’da 18-24 saat

Selektif zenginlestirme kaltirinden 1-2 mL alinip,
kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur. Her hangi
bir kati besiyerinden izole edilen koloni kati besiyeri
parcalarinin gelmemesine dikkat edilerek 1-2 mL saf
suda ¢ozulir ve kaynar su banyosunda 15 dakika
tutulur.

Oda sicakligina getirilir.

Singlepath E. coli 0157 kitine 160 uL (Pastor pipeti
ile 5 damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda
sicakhgina getirilmis olmahdir.

20 dakika beklenir

Kitte (C) seridi kirmizi olmalidir. (T) seridi kirmizi
olursa E. coli 0157 pozitif, olmazsa E. coli 0157
negatif olarak degerlendirilir.

Toplam analiz siiresi 21 saat 35 dakika

Kullanilan tim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.



Ek A - 09

Singlepath® Verotoxins Test Kiti Uygulama Semasi

180 L

160 L

25 g gida 225 mL mTSB ya da mEC Broth besiyerine
ilave edilir. Suat drlnleri icin mTSB Broth, et
Urdnleri icin mEC Broth kullanilmaldir. Gerekirse
homojenizasyon yapillir.

mEC Broth 42°C ‘da, mTSB Broth 35-37 °C'da 18-
24 saat inktbe edilir.

Selektif zenginlestirme kultiranden CT-SMAC Agar
besiyerine tek koloniler diisecek sekilde sirme ya da
yayma yapilr.

CT-SMAC Agar 35-37 °C'da 18-24 saat inkiibe
edilir.

CT-SMAC Agar besiyerinden tipik birkag koloni 1 mL
Caye Broth + Carbadox besiyerine inokiile edilir.

37 °C’'da 6 saat inkibe edilir.

Bu kultirden Eppendorf tupine 180 uyL alinir,
Uzerine 20 yL polimiksin ¢ozeltisi ilave edilir.

35-37 °C ‘da 10 dakika inktbe edilir.

Duopath Verotoksins kitine 160 uL (Pastor pipetiile 5
damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda sicakhgina
getirilmis olmalidir.

20 dakika beklenir.

Kitte (C) seridi kirmizi olmalidir. (VT1) ve/veya (VT2)
seridi kirmizi olursa bu verotoksin(ler) agisindan
pozitif, olmazsa negatif olarak degerlendirilir.

Toplam analiz siiresi 48 saat 35 dakika.

Kullanilan tiim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.
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EkA- 10

344

Salmonella Aranmasi (ISO 6579)

25g(mL) gida, 225 mL TPS (Merck 1.07228) ile homojenize edilir.

Homojenizat 35-37 °C'da 16-20 saat inklibasyona birakilir.

inkiibasyondan sonra Selenit Sistin (Merck 1.07709) ve RVS Broth
(Merck 1.07700) selektif zenginlestirme besiyerlerine ekim yapilir.
Selektif zenginlestirmede 10 mL RVS Broth'a 6n zenginlestirme
kiltiriinden 0,1 mL eklenir ve inkiilbasyon 42-43 °C'da 24 saat
olarak yapilir. SS Broth kullaniminda ise 100 mL besiyerine 10 mL
on zenginlestirme kultur( ilave edilir ve 37 °C'da 24 saat
inkiibasyona birakilr.

Her 2 selektif zenginlestirme kultirinden ayri ayri olmak Uzere
Brilliant Green Fenol Red (BGFRL; Merck 1.10747) Agar ile
laboratuvarin tercihine birakilan bagka bir selektif kati besiyerine
stirme yapilir. Rambach Agar (Merck 1.07500), Xylose Lysine
Deoxycholate (XLD) Agar (Merck 1.05287) ve 6zellikle XLT 4 Agar
(Merck 1.13919 ve Merck 1.08981) énerilmektedir.

Petri kutulari 37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

Tipik koloniler varsa bunlardan 5 adedi ayri ayri olmak lizere Triple
Sugar lron (TSI) Agar (Merck 1.03915), Urea Broth (Merck
1.08483) ve Lysine Iron Agar (Merck 1.11640) besiyerinde
tanimlanir. Salmonella igin tipik koloniler; BGFRL Agar'da etrafi
parlak kirmizi bir zon ile cevrili, pembe kirmizi renkli, XLD Agar'da
besiyeri ile ayni renkte, yari saydam, bazen siyah merkezli, XLT4
Agar'da siyah renkli ve Rambach Agar'da kirmizi renklidir. Singlepath
Salmonella da kullanilabilir (bakiniz; ek ABC).

Galismada kullanilan butin  malzeme otoklavlandiktan sonra
yikanir/atilir.



EkKA-11
Singlepath® Salmonella Test Kiti Uygulama Semasi

ﬂ 25 g (mL) gida 225 mL TPS (Merk 1.07228)
— besiyerine ilave edilir. Gerekirse homojenizasyon

i inkiibasyon: 37 °C ‘da 18+2 saat

”k
ﬁ :‘-“ TPS kiltirinden 0,1 mL alinip 10 mL RVS Broth
| besiyerine aktarilir.

fe——
- 0.1 ml 10 ml

3 inkiibasyon: 41,5 °C'da 24+3 saat

RVS kulturinden 1-2 mLalinip, kaynar su banyosunda
15 dakika tutulur. Her hangi bir kati besiyerinden izole
edilen koloni kati besiyeri parcalarinin gelmemesine
dikkat edilerek 1-2 mL saf suda ¢o6zulir ve kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur.

Oda sicakligina getirilir.

i Singlepath Salmonella kitine 160 pL (Pastor pipeti ile
—_ )5 5 damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda sicakligina
v 160 L getirilmis olmalidir.

20 dakika beklenir.

? Kitte (C) seridi kirmizi olmaldir. (T) seridi kirmizi
=E olursa Salmonella pozitif, olmazsa Salmonella
negatif olarak degerlendirilir.

Toplam analiz suresi 42 saat 35 dakika.

Kullanilan tim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.
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EkA-12
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e

Listeria Aranmasi (ISO 11290)

25 g(mL) gida, 225 mL 1/2 Fraser Broth (Merck 1.10398 ve Merck
1.10399) ile homojenize edilir.

Homojenizat 30 °C'da 24 saat inkiibe edilir. Gidadaki Listeria'nin
hasar gormus oldugu dusutndllyorsa selektif katkis ilave edilmemis
Fraser Broth besiyerinde homojenize edilip, 30 °C'da 4 saat kendi
halinde birakilir. Daha sonra selektif katki ilave edilip ayni sicaklikta
20 saat daha inkiibe edilir.

Bu sirenin sonunda 10 mL tam Fraser Broth besiyerine 0,1 mL
inoklle edilir, paralel olarak PALCAM Agar (Merck 1.11755 ve
Merck 1.12122) ile Oxford Agar (Merck 1.07004 ve Merck
1.07006) besiyerlerine éze ile stirme yapilr.

Tam kuvvette Fraser Broth 35-37 °C'da 48 saat, PALCAM ve Oxford
Agar 35-37 °C'da 24 saat inkube edilir.

Tam kuvvette Fraser Broth besiyerinden 24 ve 48 saatlerde ayni
besiyerlerine sturme yapilir. 1/2 Fraser Broth besiyerinden yapilmis
ilk Petri kutulari degerlendirilir.

Listeria igin tipik koloniler; PALCAM Agar'da 1,5-2 mm c¢apinda, zeytin
yesili gri renkli, bazen siyah merkezli ancak her zaman siyah zonlu,
Oxford Agar'da ise 2-3 mm capinda, siyahimsi yesil kahverengi, siyah
zonlu, coklik merkezlidir. Tipik kolonilere hemoliz, CAMP testi, ramnoz
ve ksiloz testleri yapilir, Singlepath Listeria da kullanilabilir (bakiniz; ek
ABC).

Kullanilmig tim malzeme otoklavliandiktan sonra yikanir/atilr.



EkKA-13
Singlepath® Listeria Test Kiti Uygulama Semasi

H 25 g (mL) gida 225 mL yarn selektif zenginlestirme
A besiyerine ilave edilir. Gerekirse homojenizasyon
ig— yapilr.

1 inkiibasyon: 28-30 °C'da 18-24 saat

F
- 3! Yari selektif zenginlestirme kulturinden 0,1 mL
ﬂ v > alinip 9,9 mL selektif zenginlestirme besiyerine
— - iee | aktarihr.
w .Tm ,9 m
i I_J inkiibasyon: 28-30 °C'da 18-24 saat
e

Selektif zenginlestirme kultiriinden 1-2 mL alinip,
kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur. Her
hangi bir kati besiyerinden izole edilen koloni 6nce
uygun bir sivi besiyerinde 28-30 °C ‘da 18-24 saat
inktibe edilir ve buradan alinan 1-2 mL kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur.

[ t———
¥ )r o

Oda sicakligina getirilir.

Singlepath Listeria kitine 160 pL (Pastor pipeti ile 5
— ) damla) ilave edilir. Kit daha énceden oda sicakligina
v 160 L getirilmis olmalidir.

20 dakika beklenir.

Kitte (C) seridi kirmizi olmalidir. (T) seridi kirmizi
] 3 olursa Listeria pozitif, olmazsa Listeria negatif olarak
degerlendirilir.

Toplam analiz suresi 42 saat 35 dakika.

Kullanilan tim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.
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Ek A - 14

348

Singlepath® Campylobacter Test Kiti Uygulama Semasi

160 pL

25 g gida 225 mL ya da 25 mL gida 200 mL Bolton
Broth (Merck 1.00068 ve Merk 1.00069) besiyerine
ilave edilir. Gerekirse homojenizasyon yaplilir.

inkiibasyon: 37 °C ‘da 4 saat ve ilaveten 41,5 °C
‘da 44 saat.

Selektif zenginlestirme kaltirinden 1-2 mL
alinip, kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur.
Her hangi bir kati besiyerinden izole edilen
koloni kati besiyeri parcalarinin gelmemesine
dikkat edilerek 1-2 mL saf suda ¢ozulir ve
kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur.

Oda sicakligina getirilir.

Singlepath Campylobacter kitine 160 pL (Pastor
pipeti ile 5 damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden
oda sicakhgina getirilmis olmalidir.

20 dakika beklenir

Kitte (C) seridi kirmizi olmaldir. (T) seridi
kirmizi olursa Campylobacter pozitif, olmazsa
Campylobacter negatif olarak degerlendirilir.

Toplam analiz stiresi 48 saat 35 dakika.

Kullanilan tiim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.



EK B - 01

EKB - 02

VRB Agar'da koliformlar.

Brilliant Green Bile Broth'da gaz
olusumu. Solda asilanmamis besiyeri,
ortada Proteus vulgaris (ireme var, gaz
yok) sagda E. coli (ireme ve gaz var).

EK B - 04

Chromocult Coliform Agar'da E. coli
(mavi-menekse), Citr. freundii (pembe-
kirmizi) ve Salmonella (agik sari)
kolonileri.

Chromocult Coliform Agar ES besiyerinde
E. coli (mavi-menekse), Citr. freundii
(somon kirmizi) ve Salmonella (renksiz)
kolonileri.

EK B - 05

EK B - 06

LMX Broth. Soldan saga dogru
Salmonella, Salmonella, E. coli, Citr.
freundii, Ent. cloacae.

Lactose TTC Agar'da koliformlar.
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Envirocheck Contact C.

Fluorocult VRB Agar'da E. coli.

EKB-11

w w !
- = 3 - -
{ 3 g i ..:'
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indol testi. Soldaki 3 tiip pozitif.
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UV el lambasi.

EKB-10

Chromocult TBX Agar, E. coli

EKB-12

Fluorocult LST Broth'ta E. coli.



EKB-13

ReadyCult Coliforms'ta E. coli

EKB-15

SMAC Agar'da E. coli 0157.

EKB-17

Baird-Parker Agar'da Staphylococcus
aureus.

Fluorocult LMX Broth'ta E. coli.

Giolitti-Cantoni Broth. Soldan saga dogru
Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus.
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EKB- 19 EKB - 20

Brilliant Green Phenol Red Agar'da Rambach Agar'da Salmonella (kirmizi),
Salmonella (renksiz) ve E. coli (kirmizi) E. coli (mavi-esil) ve Proteus (sarimsi)
kolonileri. kolonileri.

EKB - 21 EKB - 22

XLD Agar'da Salmonella.

23

MSRV Medium'da Salmonella. Diasalm Medium'da Salmonella.

XLT Agar'da Salmonella (siyah) ve
Citrobacter (sari) kolonileri.

EK B -
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EKB - 25

EK B - 26

PALCAM Agar'da Listeria.

\ l' o '. .",!
el y

\-.e 4

TSC Agar'da Clostridium perfringens

(siyah), Clostridium tetani (renksiz)
kolonileri.

EK B - 29

ReadyCult Enterococci'de pozitif sonug.

Oxford Agar'da Listeria.

EK B - 28

TSC Agar'da Clostridium perfringens
(floresan pozitif), Clostridium tetani
(floresan negatif) kolonileri.

EKB - 30

m- Enterococcus Selective Agar acc. to
Slanetz and Bartley'de Enterococcus
faecalis.
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EKB - 31

MYP Agar'da Bacillus cereus.

EKB - 33

CIN Agar'da Yersinia enterocolitica
ATCC 9610

EK B - 35

EKB - 32

CIN Agar'da Yersinia enterocolitica
ATCC 35669

EKB- 34

TCBS Agar'da Vibrio parahaemolyticus

EK B - 36

m-Aeromonas Selective Agar'da
Aeromonas.
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mCCDA besiyerinde Campylobacter
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EK B - 37

BAT Agar'da Alicyclobacillus
acidoterrestris.

EKB - 39

Cetrimide Agar'da Pseudomonas
aeruginosa

MRS Agar'da Lactobacillus.

EK B - 40

A1l Broth. Solda E. coli, sagda negatif
kontrol.

EKB-41

EKB - 42

Antibiotic Sulfonamide Sensitivity-test
Agar (ASS Agar).

Arginine Broth acc. to schubert besiyerinde
soldaki 2 tiip Pseudomonas aeruginosa,
ortada negatif kontrol ve sagdakiler E.coli.
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EKB-43 EKB - 44

Bismuth Sulfite Agar acc. to Wilson-Blair
besiyerinde Salmonella typhimurium.

Calcium Caseinate Agar acc. to Frazier and
Brolacin Agar (Bromothymol-blue Rupp, modified besiyerinde biylk ve zonlu
Lactose Cystine Agar)'da E. coli. koloniler Bacillus cereus, digerleri
Staphylococcus aureus.

EK B - 47 EK B - 48

CATC Agar (Citrate Azide Tween® Chapman Agar (Staphylococcus Selective

Carbonate)'da Enterococcus faecalis. Agar No. 110 acc. to Chapman)da
Staphylococcus aureus.
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EK B - 49

CYE-Agar'da Legionella pneumophila
spp. fraseri.

EKB-51

EK B - 50

DNAse Agar'da Staphylococcus aureus

EKB - 52

EMB Agar'da E. coli.

EKB-53

1111

1\

Lysine Iron Agar. Soldan saga dogru
Citrobacter freundii, Morganella morganii,
Salmonella enteritidis, Shigella flexneri.

Endo Agar'da E. coli.

EK B - 54

Malt Extract Agar'da Penicillium
commune.
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EK B - 56

OGY Agar'da Aspergillus niger ve Orange Serum Agar'da Lactobacillus
Candida albicans plantarum.
EKB - 57 EKB - 58

Potato Dextrose Agar'da Saccharomyces Pseudomonas Agar F besiyerinde
cerevisiae. Pseudomonas aeruginosa.

EK B - 59 EKB - 60 | ‘

Rose Bengal Chloramphenicol (RBC) Sterikon biyoindikatér. Sari-turuncu renk
Agar'da Mucor racemosus. yetersiz sterilizasyonu gosterir.
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