Ek A - 01

Toplam Mezofil Aerob Bakteri Sayimi
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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 yapilir.

Petri kutulari amaca gore 28 °C ya da 37 °C'da 48 saat
inklbasyona birakilir.

inkiibasyon sonunda besiyerinde olusan tiim koloniler
sayllir, 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 (ISO 4832)

10 g (mL) gida, 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize
edilir. Sivi gidalar dogrudan analize alinabilir.

e

{
- Edr 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
birakilir.

1-2 mm c¢apinda kirmizimsi bir presipitat zonu ile gevrili koyu
kirmizi koloniler sayilir.

Sterilizasyondan sonra petri kutulari yikanir/atilir.
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EkA - 03
Koliform Bakterilerin Sayilmasi; EMS Yontemi (ISO 7725)

10 g(mL), gida 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize
edilir. 10 ve kati gidalarda 107 seyreltiler hazirlanir.

iclerinde Durham tiipii bulunan LST Broth (Merck 1.10266)
besiyerinden; kati gidalarda 10™; 10%ve 10°, sivi gidalardan
10°; 10" ve 107 seyreltilerden olmak iizere 3'er tiipe 1'er mL
ekimyapilr.
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Tupler 35-37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

degerlendirilir. EMS tablosu kullanilarak gidadaki koliform

Bulaniklik ve Durham tiplerinde gaz olusumu pozitif olarak
grup bakteri sayisi hesaplanir.
+ —

Sterilizasyondan sonra tiipler yikanir.
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Ek A - 04
100 mL Suda Koliform Bakteri ve E.coli Aranmasi

100 mL su 6rnegi steril bir kaba alinir.

_I_ ﬂ\ Uzerine 1 poset Readycult Coliforms (Merck 1.01298)

rj ilave edilir.

Calkalanip, 35-37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

Besiyeri renginin yesile donliismesi koliform pozitif olarak
degerlendirilir.

Koliform pozitif olan 6rnek, los bir yerde kisa dalga boylu
UV lambasi (Merck 1.13203) ile incelenir. Bunlardan
floresan 1sima verenler E. coli olarak degerlendirilir.

Sterilizasyondan sonra kullaniimis malzeme yikanir.
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Ek A - 05
Membran Filtrasyon Yéntemiyle Sularda Koliform Bakteri Aranmasi

1o0mL su : 100 mL su, membran filtrasyon sisteminden gegirilir, filtre

Lactose TTC Agar with Tergitol 7 (Merck 1.07680) lizerine
yerlestirilir.

“
VAKUM

IAELI—' — Filtrenin, bakterilerin tutulmus oldugu Gst kismi Petri

kutusuna yerlestirmede yine yukarida olmalidir.

Petri kutusu tabani Gizerinde 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 6rnegindeki koliform grup bakteri
j sayisI hesaplanir.
y

>
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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 Agar'a (Merck 1.10426) ya da
Chromocult TBX Agar'a (Merck 1.16122) ekim yapilr.
VRB Agar ekiminde ikinci kat VRB Agar ilave edilir.

Her ikisi de 35-37 °C'da olmak (izere 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 capinda kirmizimsi bir
presipitat zonu ile cevrili koyu kirmizi ve kisa dalga
boylu UV lamba (Merck 1.13203) ile los bir yerde
floresan veren koloniler, Chromocult Coliform Agar'da 1-
2 mm c¢apli mavi-menekse koloniler, Chromocult TBX
Agar'da mavi-yesil koloniler sayilir ve gidadaki E. coli
saylsl hesaplanir.

Sterilizasyondan sonra petri kutulari yikanir/atilir.



Ek A - 07
E. coli Sayilmasi; Hizli EMS Yontemi

F=
| 10 g (mL), gida 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile
I I N v homojenize edilir. 10? ve kati gidalarda 10° seyreltiler
hazirlanir.

iclerinde Durham tiipii bulunan Fluorocult LST Broth

/I\ ve 107, sivi gidalardan 10° ; 10" ve 107 seyreltilerden

v (Merck 1.12588) besiyerinden; kati gidalarda 10" ; 10
[ﬂ[ﬂ[ﬂ [ﬂ[ﬂ[ﬂ m[ﬂ[ﬂ olmak lizere 3'ertiipe 1'er mL ekim yapilir.
ﬂ Tlpler 35-37 °C'da 24 saat inklibasyona birakilir.
Bulaniklik ve Durham tlplerinde gaz olusumu goriilen

L}

u.v. koliform pozitif tiipler 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 tiiplere 1 mL 1
N NaOH eklenip tekrar incelenir. EMS tablosu kullanilarak

gidadaki E. coli sayisI hesaplanir.

Sterilizasyondan sonra tipler yikanir.
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Ek A - 08

Singlepath® E.coli 0157 Test Kiti Uygulama Semasi
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25 g (mL) gida 225 mL selektif zenginlestirme
besiyerine ilave edilir. Gerekirse homojenizasyon

yapilhr.

inkiibasyon: 35-37°C'da 18-24 saat

Selektif zenginlestirme kulturinden 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 cOzulur ve kaynar su banyosunda 15 dakika
tutulur.

Oda sicakhgina getirilir.

Singlepath E. coli 0157 kitine 160 pL (Pastor pipeti
ile 5 damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda
sicakhigina getirilmis olmalidir.

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 stiresi 21 saat 35 dakika

Kullanilan tiim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.



Ek A - 09

Singlepath® Verotoxins Test Kiti Uygulama Semasi

160 L

25 g gida 225 mL mTSB ya da mEC Broth besiyerine
ilave edilir. SUt Uranleri icin mTSB Broth, et
artinleri icin mEC Broth kullaniimalidir. Gerekirse
homojenizasyon yapilr.

mEC Broth 42°C ‘da, mTSB Broth 35-37 °C'da 18-
24 saat inkUbe edilir.

Selektif zenginlestirme kiltirinden CT-SMAC Agar
besiyerine tek koloniler dusecek sekilde sirme ya da
yayma yapilir.

CT-SMAC Agar 35-37 °C'da 18-24 saat inklibe
edilir.

CT-SMAC Agar besiyerinden tipik birkac¢ koloni 1 mL
Caye Broth + Carbadox besiyerine inokule edilir.

37 °C'da 6 saat inkube edilir.

Bu kultirden Eppendorf tipine 180 uL alinr,
Gzerine 20 pL polimiksin ¢ozeltisi ilave edilir.

35-37 °C ‘da 10 dakika inktbe edilir.

Duopath Verotoksins kitine 160 pL (Pastor pipetiile 5
damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda sicakligina
getirilmis olmalidir.

20 dakika beklenir.

Kitte (C) seridi kirmizi olmahdir. (VT1) ve/veya (VT2)
seridi kirmizi olursa bu verotoksin(ler) agisindan
pozitif, olmazsa negatif olarak degerlendirilir.

Toplam analiz stiresi 48 saat 35 dakika.

Kullanilan tim 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 inkiibasyona 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
kilttrinden 0,1 mL eklenir ve inkiibasyon 42-43 °C'da 24 saat
olarak yapilir. SS Broth kullaniminda ise 100 mL besiyerine 10 mL
6n zenginlestirme kiltirt ilave edilir ve 37 °Cda 24 saat
inkiibasyona birakilir.

Her 2 selektif zenginlestirme kiltirlinden ayr ayri olmak (izere
Brilliant Green Fenol Red (BGFRL; Merck 1.10747) Agar ile
laboratuvarin tercihine birakilan baska bir selektif kati besiyerine
surme yapilir. Rambach Agar (Merck 1.07500), Xylose Lysine
Deoxycholate (XLD) Agar (Merck 1.05287) ve ozellikle XLT 4 Agar
(Merck 1.13919 ve Merck 1.08981) 6nerilmektedir.

Petri kutular 37 °C'da 24 saat inklibasyona birakilir.

Tipik koloniler varsa bunlardan 5 adedi ayri ayri olmak tzere Triple
Sugar lron (TSI) Agar (Merck 1.03915), Urea Broth (Merck
1.08483) ve Lysine Iron Agar (Merck 1.11640) besiyerinde
tamimlanir. Salmonella icin 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).

Calismada kullanilan bitiin - malzeme otoklavlandiktan sonra
yikanir/atilir.



EkA-11

Singlepath® Salmonella Test Kiti Uygulama Semasi
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25 g (mL) gida 225 mL TPS (Merk 1.07228)
besiyerine ilave edilir. Gerekirse homojenizasyon

inktibasyon: 37 °C ‘da 18+2 saat

TPS kaltarinden 0,1 mL alinip 10 mL RVS Broth
besiyerine aktarilir.

inktibasyon: 41,5 °C'da 24+3 saat

RVS kilturiinden 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 ¢oziilur ve kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur.

Oda sicakligina getirilir.

Singlepath Salmonella kitine 160 pL (Pastor pipeti ile
5 damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda sicakligina
getirilmis olmalidir.

20 dakika beklenir.

Kitte (C) seridi kirmizi olmalidir. (T) seridi kirmizi
olursa Salmonella pozitif, olmazsa Salmonella
negatif olarak degerlendirilir.

Toplam analiz stiresi 42 saat 35 dakika.

Kullanilan tiim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.
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EkA-12
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Listeria Aranmasi (I1SO 11290)

25g(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 gérmis oldugu dustinlluyorsa selektif katkisi ilave edilmemis
Fraser Broth besiyerinde homojenize edilip, 30 °C'da 4 saat kendi
halinde birakilir. Daha sonra selektif katki ilave edilip ayni sicaklikta
20 saatdaha inkiibe edilir.

Bu sirenin sonunda 10 mL tam Fraser Broth besiyerine 0,1 mL
inokile edilir, paralel olarak PALCAM Agar (Merck 1.11755 ve
Merck 1.12122) ile Oxford Agar (Merck 1.07004 ve Merck
1.07006) besiyerlerine 6ze ile stirme yapilir.

Tam kuvvette Fraser Broth 35-37 °C'da 48 saat, PALCAM ve Oxford
Agar 35-37 °C'da 24 saat inkiibe edilir.

Tam kuvvette Fraser Broth besiyerinden 24 ve 48 saatlerde ayni
besiyerlerine stirme yapilir. 1/2 Fraser Broth besiyerinden yapilmis
ilk Petri kutulari degerlendirilir.

Listeria igin tipik koloniler; PALCAM Agar'da 1,5-2 mm capinda, 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, ¢coklk merkezlidir. Tipik kolonilere hemoliz, CAMP testi, ramnoz
ve ksiloz testleri yapilir, Singlepath Listeria da kullanilabilir (bakiniz; ek
ABC).

Kullaniimis tim malzeme otoklavlandiktan sonra yikanir/atilir.



EkA-13

Singlepath® Listeria Test Kiti Uygulama Semasi
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25 g (mL) gida 225 mL yan selektif zenginlestirme
besiyerine ilave edilir. Gerekirse homojenizasyon

yapilir.

inkiibasyon: 28-30 °C'da 18-24 saat

Yan selektif zenginlestirme kultirtiinden 0,1 mL
alinip 9,9 mL selektif zenginlestirme besiyerine
aktarhr.

inkiibasyon: 28-30 °C'da 18-24 saat

Selektif zenginlestirme kulttiriinden 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
inktbe edilir ve buradan alinan 1-2 mL kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur.

Oda sicakligina getirilir.

Singlepath Listeria kitine 160 pL (Pastor pipeti ile 5
damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda sicakligina
getirilmis olmaldir.

20 dakika beklenir.

Kitte (C) seridi kirmizi olmahdir. (T) seridi kirmizi
olursa Listeria pozitif, olmazsa Listeria negatif olarak
degerlendirilir.

Toplam analiz stiresi 42 saat 35 dakika.

Kullanilan tiim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.
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Ek A - 14

Singlepath® Campylobacter Test Kiti Uygulama Semasi

160 L

-l §§
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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 yapilir.

inkiibasyon: 37 °C ‘da 4 saat ve ilaveten 41,5 °C
‘da 44 saat.

Selektif zenginlestirme kultirinden 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 ¢ozulur 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 sicakligina getirilmis olmalidir.

20 dakika beklenir

Kitte (C) seridi kirmizi olmahdir. (T) seridi
kirmizi olursa Campylobacter pozitif, olmazsa
Campylobacter negatif olarak degerlendirilir.

Toplam analiz stresi 48 saat 35 dakika.

Kullanilan tiim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.



