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Gidalarin Mikrobiyolojik Analizi (05)
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07.01. Giris

Homojenizasyon ve gerekli ise ileri seyreltmeleri tamamlanmig olan ornekten; uygun
analiz yontemine gore, uygun seyrelti/ seyreltilerden uygun besiyerine/ besiyerlerine
ekim yapilir.

Analiz yontemi ile seyrelti seciminde belirli kurallar vardir. Sayimi yapilacak
mikroorganizma gruplarina gore, ayni gidadan farkli yontemlerle ekim yapilabilir. Var
/yok analizlerindeki ekim ydntemi, sayim analizlerindeki ekim ydnteminden zaten
farkhdir.

07.02. Analiz Yontemi Seg¢imi

Mikrobiyolojide temel sayim yontemi, kati besiyerinde yayma plaktir. Standart bir
mikrobiyolojik analizde, standart boy bir Petri kutusunda inktibasyon sonrasinda ideal
olarak 100 koloni olusmasi hedeflenir.

Yayma plak yontemi denildiginde; genel olarak Petri kutusuna 6nceden dokulmus ve
katilasmig besiyeri Uzerine 0,1 mL'nin aktarilp yayilmasi anlasilir. Bununla beraber,
asagida agiklanacagi gibi 1 mL'nin de kati besiyerine aktarilip yayilmasi mamkundur.

Buna gére kati bir gidada, 10.000 kob/g diizeyinde hedef mikroorganizma varsa, 10~
seyreltiden (homojenizat) 0,1 mL yayma ekim yapildidinda, inkiibasyon sonunda
Petri kutusunda teorik olarak 100 koloni elde edilir. Bir diger deyis ile kati gidada 0,1
mL yayma ekim calisilabilmesi igin alt sinir 10* kob/g'dir. Homojenizasyon
gerektirmeyen sivi gidalarda dogrudan ekim (10°) kosulunda bu deger 1.000 kob/g-
mL'dir.

Farkli uluslararasi kaynaklar, Petri kutusunda sayilacak koloni sayisi hakkinda farkli
degerler vermektedirler. Onceleri alt ve Ust degerler sirasi ile 30-300 arasinda iken;
giderek mikroorganizma koloni boyutunun da bu de@erlerde etkili kilinmasi, risk
faktorinde citanin yukseltiimesi ve istatistik biliminde 6zellikle olasiliklar ve dagilimlar
konularindaki yeni yaklasimlar sonucunda bu degerlerde degisiklik olmustur.
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Kavram olarak Petri kutusundaki koloni sayisi ne kadar fazla ise istatistiksel
yaklagimla o denli dogru sonug¢ alinir ancak, sayimda yasanacak zorluklar giderek
artar. Petri kutusundaki say! arttikga buna paralel olarak koloni ¢api kugulur ve bir
noktadan sonra sayim mumkun olmaz. Bu durumda Petri kutusundaki yuksek sayi,
bir taraftan istenmekte ama diger taraftan istenmemektedir.

Petri kutusundaki koloni sayisi ne kadar dusuk ise istatistiksel yaklagsimla o denli
hatali sonu¢ alinir ancak, sayimda yasanacak kolayliklar giderek artar. Petri
kutusundaki say! azaldikga buna paralel olarak koloni ¢api buyur ve buna paralel
olarak sayim kolaylasir. Bu durumda, Petri kutusundaki disuk sayi, bir taraftan
istenmekte ama diger taraftan istenmemektedir.

FDA tarafindan sut ve sut Urunleri igin kabul edilen limitler; PCA sayimlarinda 25-
250, VRB Agar sayimlarinda 1-154 ve maya-kuf sayimlarinda 15-150'dir.

Standart boy Petri kutusunda ideal olarak 100 koloni degeri, sadece ekimi yapilacak
seyreltinin hesaplanmasinda kullanilan bir matematiksel ifadedir.

Gidalarin mikrobiyolojik kriterleri genel olarak 10 ve 10'un katlari seklinde verilir.
Buna gore, ekimi yapilacak seyreltilerin secimi yapilir. Ornegin; steril olmayan pek
cok gidada izin verilen toplam aerobik bakteri sayisi 10°, 10*, 10° kob/g seklindedir.
10° kob/g olan gida sivi ise dogrudan 0,1 mL Petri kutusuna aktarildiginda ideal
olarak 100 koloni gelismesi beklenir ve elde edilecek deger koloni sayisi alt ve ust
sinirlari igcinde olur.

Kati gidada 10° kob/g varsa ve homojenizasyon zorunlu ise 10~" seyreltiden 0,1 mL
aktarilacagi i¢in Petri kutusunda teorik olarak 10 koloni gelisecektir. Bu deger, Petri
kutusundaki koloni sayisi alt limitinden dusik oldugu igin kullaniimaz.

Buna paralel olarak eger kati gidada toplam aerob mezofil bakteri sayisinda yasal
sinir 1000 kob/g ise, 10~" seyreltiden yapilacak yayma ekim sonunda elde edilecek
10'a yakin deg@erlerin gergegi yansitmama olasiligi yuksektir.

1000 kob/g yasal sinir olan bir kati gidada eger isletmede gerekli hijyen kosullari
yeterince saglandigi i¢cin her zaman 10'un ¢ok altinda sayim sonuglari elde ediliyorsa
yayma yontemi kullanilabilir. Burada elde edilen dederlerin, Uretilmis gidadaki gercek
saylyl vermeme olasiligina kargi, yasal sinirlarin iginde kalindigi agiktir.

Ancak; yasal sinirin 100 kob/g oldugu bir kati gidada 10~ seyreltiden 0,1 mL ekim
yapilarak, inkibasyon sonunda 0 ve 1 sayilarini "standart iginde kalindigi, ama 2 ve
daha yukari koloni sayilarinda standardin disina ¢ikildigi" sekildeki yorum hatalidir.

isletme hijyen dnlemlerine deger verdigi icin her zaman bu ekim sonucunda 0 degeri
elde ediyorsa isletme i¢ denetimi agisindan bu sonug, "yasal agidan guvenli sinir
icindedir" seklinde kabul edilebilir. 2 ve daha yuksek sayilar hakkindaki yorum
dogrudur ama 1 koloni elde edilirse bunun "yasal sinir igcinde" olarak kabul edilmesi
mumkun degildir. Cok basit istatistik olasilik hesaplari ile gergcekte 150 kob/g bakteri
varsa Petri kutusunda %50 olasilikla 1, %50 olasilikla 2 koloni olusacaktir.



Bu durumda sivi gidalarda 10° kob/mL ve kati gidalarda 10* kob/mL, 0,1 mL
aktarilarak yapilan yayma yontemi igin duyarligin kabul edilebilecedi sinirlardir. Daha
dusuk degerlerde bu yontemin duyarhgi yetersizdir, Petri kutusuna 0,1 mL yerine 1
mL 6rnek aktariimalidir.

Bu aktarim 3 sekilde saglanabilir:
-Dokme yontemi,
-14 cm capli buyuk Petri kutusuna 1 mL aktarip yayma yontemi,
-Standart 3 Petri kutusuna 1 mL'nin paylastirilip yayilmasi.

Doékme yontemi, olduk¢a yaygin kullanilan bir uygulamadir. Bu yontemdeki baslica
dezavantajlar su sekilde siralanabilir:

-Besiyeri, gereginden sicak olursa mikroorganizma zarar gorur,

-Besiyeri, gereginden soguk olursa erken jellesme sonunda homojen bir karigim
saglanamaz.

-Bu sorunlar karsisinda su banyosu kullanilmasi ¢6zum gibi dusunulirse de 45
°C'da uzun slire tutulan besiyeri zarar gordr.

-Besiyerinin dokulmesinden sonra besiyeri hentz sivi formda iken Petri kutusuna
onceden ilave edilmis 1 mL sivi ile karistiriimasi el becerisi ve aliskinligi gerektirir.

-Toplam mezofil aerob bakteri sayiminda, farkh turler besiyerinin alt ve ust
katmanlarinda farkli gelisme gdsterebilir ve bu durum sayimda zorluga neden olabilir.

Kati besiyerine 0,1 mL aktarilip, yayma yapilmasinin nedeni hesaplama kolayhgidir.
Ayrica besiyerinin siviyi emme kapasitesi de onemlidir. Standart boy bir Petri
kutusunda gida mikrobiyolojisini ilgilendiren analizlerde kullanilan besiyerlerinin timu
0,4 mlL'ye kadar olan siviyi emer ancak daha fazlasini ememez. Bu durumda, eger
yuzey alani artirilirsa daha fazla sivinin emilebilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

Standart boy (9 cm cap) Petri kutusunun ylizey alani 64 cm?dir. Biiyik boy (14 cm
cap) Petri kutularinda ise yiizey alani 154 cm? olup, 1 mL siviyi emebilir. Bu durumda
yukarida dokme yontemi igin verilen butin dezavantajlar ortadan kalkmis olur.
Ancak; bu boydaki Petri kutusu icin yaklasik 50 mL besiyeri gerekir, bir anlamda
standart boy Petri kutusu ile calisilirken kullanilandan 4 misli fazla besiyeri
kullaniimig olur.

1 mL sivinin standart boy 3 Petri kutusuna olabildigince esit olarak dagitiimasi,
uluslararasi standartlara ge¢mis bir uygulamadir. Analiz sonunda bu 3 Petri
kutusunda gelisen koloniler "sanki tek bir yuzeye ekim yapilmis gibi" degerlendirilir ve
koloni toplami kayda gecer. Bu durumda Peti kutusundaki koloni sayisi alt degeri her
bir Petri kutusu igin degil, toplam igin gegerlidir. Ornegin, bu sekilde yapilmig bir ekim
sonunda Petri kutularindaki koloni sayilari 10; 12 ve 14 ise toplam koloni sayisi 36
olup, alt sinirn Uzerindedir yani bu sayi degerlendirmeye alinir. Ancak, 3; 3; 4
seklinde elde edilen 10 sayisi guvenilirlik sinirinin altinda oldugu igin
degerlendirmeye alinmaz. Bu yontemde de dokme yonteminin dezavantajlari yoktur
ve 14 cm c¢aplh Petri kutusunda 4 misli yerine burada 3 misli fazla besiyeri kullanilir.
Yani bir anlamda 14 cm c¢apli Petri kutusuna yayma yodntemine gobre daha
ekonomiktir. Ancak, 1 vyerine 3 Petri kutusuna Ornek bilgilerinin yazilmasi,
laboratuvarda karmagaya yol agabilmesi gibi dezavantajlari vardir.



Dokme yontemine gore 1 mL'nin buyuk Petri kutusu ya da 3 adet standart capli Petri
kutusuna yayillmasi, sadece laboratuvar giderleri agisindan dezavantajli gibi
gorulmekle beraber, laboratuvarin, dokme sicaklhigina bagh olarak hatali sonug
alabilme riski de g6z onune alindiginda 1 mL'nin yayillmasi daha dogru gibi
gorulmektedir.

Buna baglh olarak 14 cm ¢apl Petri kutusunda yayma ekim yapmak en akilci yontem
olarak gorulmekle ve laboratuvarlardaki uygulamasi giderek artmakla beraber,
uluslararasi standartlara henlz bu yontem geg¢memigtir, ancak 3 Petri kutusuna
yayma yontemi uluslararasi standartlarda bulunmaktadir.

Petri kutusuna 1 mL aktarilmasi (dokme ya da yayma) uygulamasindaki limitler sivi
gidada 100 kob/mL ve kati gidada 1.000 kob/g'dir. Bu kosulda ideal olarak Petri
kutusunda 100 koloni elde edilir.

Kavram olarak gidada hedeflenen ya da yasal limit bu degerlerden daha dusuk ise
EMS ydéntemi ile analiz yapilir.

Standart 3 tupli EMS yonteminde duyarlik, sivi gidalar i¢cin 0,3 EMS/mL ve kati
gidalar igin 3 EMS/g'dir. Sivi gidalarda, ilk 3 tupteki gift kuvvetli besiyeri Gzerine 10'ar
mL eklenerek yontemin duyarhgi 0,03 EMS/mL'ye artirilabilir. Bu ydntem kati gidalar
icin de uygulanabilir ama yaygin kullanimi yoktur.

Ayrica gidalarin gunluk mikrobiyolojik analizlerinde E. coli igin <3 EMS degeri,
standart EMS ydntemi ile elde edilebilmektedir.

Goruldagu gibi gidalarin standart mikrobiyolojik analizinde hedef mikroorganizma
sayisi 10* kob/g-mL ve daha yiiksek ise Petri kutusuna 0,1 mL yayma, 10% - 10°
kob/g-mL ise Petri kutusuna 1 mL aktarma (dékme ya da 6zel yayma teknikleri), bu
degerlerin daha altinda ise EMS yontemi kullaniimaktadir. Standart 3 tipla EMS
yonteminin duyarli§i ulusal ve uluslararasi kodekslerde verilen kritik limitlere
uygundur.

Ozellikle su analizlerinde membran filtrasyon yontemi bir anlamda "uygulanabilecek
tek yontemdir".

07.03. Ekim igin Seyrelti Segimi

Gidalarin yasal standartlara uygunluk agisindan yapilan mikrobiyolojik analizinde
seyreltmeye genellikle gerek yoktur. Kati gidalarda homojenizasyon (10‘1) seyreltme
genellikle yeterlidir. Bununla birlikte, érnedin, ¢ig siut ve suttozunda toplam aerobik
mezofilik bakteri sayiminda daha ileri seyreltme yapilmasi gereklidir.

Ekim igin seyreltme segiminde 2 farkli yaklagim s6z konusudur.
-Yasal sinirlarin i¢ginde olunup olunmadiginin kontrolu,
-Hammadde ya da Urundeki ger¢cek mikroorganizma sayisinin 6grenilmesi.

Yururlukteki Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligine goére sade
dondurmada aerobik mezofilik bakteri sayisinda m=1X10* ve M=1X10° kob/g'dir.



Dondurma, kati gibi gorllse de oda sicakhginda erir ve sivi gida gibi c¢alisilir.
Eridikten sonra 107" seyreltisinden PCA besiyerine 0,1 mL yayma yapilir. inkiibasyon
sonunda koloni sayisi 100 ve altinda ise Urunun yasal sinirin iginde, 101 ve Uzerinde
ise yasal sinirin diginda olduguna karar verilir. Ayrica M degeri hakkinda da bilgi
edinilmesi icin 107 seyreltiden de yine 0,1 mL yayma yapilmasi gerekir. Bu durumda,
yasal analiz yapan bir laboratuvar igin 10~ ve 107 seyreltmeden ekim yapmak yeterli
olacaktir. 107" seyreltiden yapilan ekim sonunda Petri kutusunda 10-15 gibi
glvenilmez sayim sonucu elde edilmesi hi¢c dnemli degildir, 100 ve altindaki koloni
sayisl elde edilmesi esastir.

Benzer sekilde 1072 seyreltiden yapilan ekim sonucunda Petri kutusunda 100'den
fazla koloni varsa yasal kontrol laboratuvari bunu saymak i¢in caba gostermeyebilir.
Sayim yapilirken 101. koloniye gelindiginde ve daha sayilacak bir o kadar daha
koloni varsa sonucun >10° kob/g olarak veriimesi yeterlidir. Kuskusuz, yasal
analizlerde kesin sayi verilerek rapor duzenlenir. Burada sonucun yasal sinirlar
icinde olup olmadiginin 6nemi vurgulanmaktadir.

Bu durumda m=1X10* ve M=1X10° kob/g olan bir gida igin kati ya da sivi olmasi fark
etmez, yasal denetim icin 10~" ve 1072 seyreltilerden ekim yapilir.

Sade dondurma ireten kurulus, kaliteye cok énem veriyorsa ve hep 10° kob/g
diizeyinde sayim sonucu aliyorsa ekimlerin 10° seyreltiden yapilmasi gerekir.

Yine Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebliginde sut tozu toplam mezofilik
aerob bakteri sayisinda m=5X10* ve M=5X10° kob/g'dir. Bu kez, 10™" ve 1072
seyreltiler yerine 107 ve 10~ seyreltilerden PCA'ya ekim yapilir ve Petri kutusunda
50 koloninin alti ya da Ustll olarak degerlendirilir. Siit tozunda gercek deger 4X10*
kob/g ise 107" seyreltiden yapilan ekim sonucunda Petri kutusunda teorik olarak 400
koloni elde edilecektir. Bu deger, Petri kutusunda guUvenilir sayim sinirinin
uzerindedir.

Petri kutusuna 1 mL aktarilan yontemlerde, standartlarda izin verilen limitler zaten
dusuktir. Bu durumda sivi rneklerde 10° ve kati érneklerde ise 107" seyreltilerden
ekim yapilir.

EMS yénteminde sivi gidalarda 10° ; 107 ; 1072 ve kati gidalarda 10" ; 1072 ; 107
seyreltilerden yapilan ekimler, amaci kargilar.



