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Gidalarin Mikrobiyolojik Analizi (06)

08. inkiibasyon

A. Kadir Halkman'

08.01. Giris

inkiibasyonda 3 temel konu; sicaklik, siire ve gaz atmosferidir. Analizi yapilmakta
olan hedef mikroorganizmanin dzelligine gore bu 3 faktor tam olarak saglanmalidir.

Analiz raporunda inkibasyonda uygulanan sicaklik, sure ve gaz atmosferi agik bir
sekilde yaziimalidir. Ozellikle toplam bakteri sayiminda oldugu gibi farkli inkiibasyon
sicaklik ve sureleri uluslararasi standartlarda farkli sekilde tanimlaniyorsa analiz
raporunda bu belirtmeler cok daha dnemli olur.

08.02. inkiibasyon Sicakligi

Mikrobiyoloji laboratuvarinda standart hava inkubatoru ve su banyosu olmak Uzere 2
tip inkdbator vardir. Ayrica bazi cihazlarda inkUbasyona birakilacak tlup, 6zel bir
metal yuvaya yerlestirilir.

Gunlik gida analizlerinde kontroli yapilan mikroorganizmalarin ¢ok buyuk bir
cogunlugu mezofil sinirdadir ve inkiibasyon sicakliklari 28-30 °C ve 35-37 °C'trr.
Psikrofil ve termofil bakteri analizlerinde belirtilen sicakliklar literatirde farkli sekilde
gosterilmekle beraber, yaygin kullanilan degerler psikrofiller igin 7 °C ve termofiller
icin 55 °C'tir.

28-30 °C ve 35-37 °C'ta yapilan inkibasyonlarin fazlaca bir 6zelligi yoktur. Ekim,
standart laboratuvar sicakhiginda yapildiktan sonra materyal (tup, erlen, Petri kutusu,
kavanoz vb.) standart hava inklbatérine yerlestirilir. Bu uygulamada, dnceden
alinmasi gereken bir dnlem yoktur.

Psikrofil, termofil ve mezofil sinirda olmakla beraber fekal koliformlar igin 44,5 °C ve
streptokok tanimlanmasi igin yapilan 15 ve 45 °C'ta gelisme testleri gibi 6zel
inkibasyon sicakligi gerektiren ¢calismalarda dnceden hazirlik yapiimahdir.

Oncelikle bu gibi 6zel inkiibasyon sicakliklarinda tercihen su banyosu kullaniimahdir.
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Oda sicakhgindaki ekimi yapilmig bir tlipln, hedeflenen disik ya da yuksek
sicakhda erismesi, hava inklubatorine gore su banyosunda daha kisa surede
gerceklesir. Var/ yok testlerinde oldugu gibi daha buylk hacimler kullaniliyorsa bu
surenin daha uzun olacagi aciktir.

istenen dusiik ya da dusiik sicakhiga erisinceye kadar gegen siire igcinde, hedeflenen
mikroorganizma digsinda refakatci flora belirli bir gelisme gdsterebilir. Ve bu gelisme,
sahte (false) pozitif degerlendirmelere neden olabilir.

ikinci olarak, hava inkibatériiniin kapaginin acgilip kapanmasi, su banyosuna oranla
inkiibasyondaki materyal icin daha fazla etkilidir. Bu kez, tersine olarak buyuk
hacimler bu gibi uygulamalardan daha az etkilenirler.

Bu vb. nedenlerle bodylesi 6zel inklibasyon sicakhgi gerektiren calismalarda su
banyosu kullanilmasi hava inkibatoérlerine tercih edilmelidir.

Ancak, su banyosunun sicaklik ayar mutlak olarak mikroprosesoér kontrolli olmali ve
su banyosunda surekli sirkilasyon olmalidir. Bu Ozellikleri saglayamayan su
banyolarinin kullaniimasi, mikroprosesor kontrolli hava inkubatorlerine tercih
edilmemelidir.

Laboratuvarda mikroprosesor kontrolli su banyosu yoksa ancak mikroprosesor
kontrolli hava inktbatdri varsa 2 sekilde sorun giderilebilir:

-Hava inkubatorune icinde su olan uygun bir kap yerlestirilir. Ekim sonrasinda
tupler (ya da diger materyal) bu su ortamina yerlestirilir. Bdylece inkibator kapagi
acilmasi gibi uygulamalardan en az sapma saglanmis olur.

-Ekimi yapilacak tlp, erlen vb. materyal dnceden inkiubatdre konularak gereken
disuk ya da yuksek sicaklik elde edilir. Ekim sonrasinda bu materyal hizla
inklbatdre yerlestirilir.

Petri kutularinin 6zellikle yliksek sicakliklardaki inkiibasyonlarda kuruma riski vardir.

-Su banyosunda inkubasyon yapilacaksa Petri kutulari su gegirmeyen basit mutfak
tipi posetler icinde iyice sarmalanarak inkiibasyona birakilabilir.

-Fekal koliformlar fakultatif anaerobdur. Ekim sonrasindaki ylksek inkubasyon
surecinde asll besiyerindeki kurumayi 6nlemek igin besiyeri Gzerine 2. kat olarak ayni
besiyeri ya da en ucuz olmak Uzere %2 su agar besiyerinden 2 mm kat olugturacak
sekilde besiyeri dokllmesi ile kuruma onlenir.

-Alicyclobacillus analizinde oldugu gibi aerob bir bakteri uzun sire yuksek
sicaklikta inkibe edilecekse, Petri kutularinin mutfak tipi strech film ile sariimasi
gereklidir.

Hava inkubatorleri kullanildiginda dikkat edilmesi gereken 2 6nemli konu raflar arasi
sicaklik farkhligi ve 1s1 sirkilasyonudur.

Hava inkUbatoérinin alt ve Ust raflarinda su olan uygun bir kap iginde termometre
bulundurulmal ve sicaklik kayitlari her gun 09.00 gibi sabit bir zaman araliginda
olctlmeli ve kayda gegirilmelidir. 2 raf arasindaki sicaklik farki 1 °C'I asarsa dlzeltici
faaliyet uygulanmalidir.



Hava inkUubatorinde yeterli hava sirktulasyonu saglanmalidir. Tup sporu ve erlenlerde
bir sorun olmaz iken Petri kutulari ve standart kavanozlarda hava sirkilasyonu igin
yatay ve dikey konumda Onlem alinmalidir. Buna gore Petri kutusu yiginlari ve
kavanozlar arasinda enine ve boyuna olmak tzere 2,5 cm bosluk olmali, Petri kutusu
yiginlarinda Ustu sute konulacak en ¢ok Petri kutusu sayisi; cam Petri kutulari igin 6
ve plastik Petri kutulari igin 8'i gegmemelidir.

Genel bir yaklasim olarak, ekimi yapiimis Petri kutularinda inkibasyon suresi iginde
kondensasyon ve buna bagl olarak su damlaciklarinin Petri kutusuna duserek
yuzeyde nemlenme ve kolonilerin yayilmasi gibi bir sorun vardir. Eger, besiyeri Petri
kutusuna 45-50 °C'ta dokiiliir ise bu kondensasyon en aza iner.

Basit olarak Petri kutularinin kapagi Uzerine inkubatore yerlestiriimesi ile bu sorun
ortadan kaldirihrsa da membran filtrasyon c¢alismalarinda Petri kutularinin kapagi
Uzerine inkibasyonu s6z konusu degildir.

Membran filtrasyon 0&rneginde oldugu gibi, Petri kutularinin tabani (Uzerine
yerlestiriimesi zorunlu olan galismalarda; besiyeri, Petri kutusuna 45-50 °C'tan daha
yuksek sicaklikta dokllmez ve/ veya yeterli bir yuzey kurumasi yapilir.

08.03. inkiibasyon Siiresi

Ekimi yapilmis materyalin standart bir sicaklik/ sire iliskisi vardir. Pek c¢ok
uluslararasi kaynakta bu sure 24-48 gibi yoruma acik bir sekilde verilmektedir.

Aslinda burada yoruma acik bir sey yoktur.

24-48 saat bildirimi su sekilde yorumlanmaldir: "Standart inkUibasyon slresi 24
saattir. Bu sure icinde pozitif sonug¢ veren tupleri (erlenleri, Petri kutularini) bu sekli ile
degerlendirin ve varsa ileri agamalara devam edin. Eger negatif sonu¢ aldi iseniz
inkiibasyona 24 saat daha devam edin. Toplam 48 saat sonunda negatif sonug¢
alirsaniz bunu negatif olarak degerlendirin ama ge¢ gelisme olasiligini dikkate alarak
24 saat sonunda negatif sonu¢ vermeyin. 24 saat sonunda negatif ama 48 saat
sonunda pozitif sonug elde ederseniz ¢alismaya standart sekli ile devam edin. Pozitif
sonucu 24 yerine 48 saatte alirsaniz, bunu bu sekli ile kaydedin".

08.04. inkiibasyon Gaz Atmosferi

Standart gida mikrobiyolojisi analizlerindeki anaerob bakteri ekimlerinde uygulanacak
kurallar tanimlanmistir.

Temel olarak 3 gaz atmosferi vardir: Aerob, anaerob ve mikroaerofil.

Aerob inkubasyonda; ekim yapilir ve materyal dogrudan inklbatére yerlestirilir.
Havadaki serbest oksijen, aerob mikroorganizmalarin gelismesini saglar. Gida
sanayisinde en yaygin analizi yapilan toplam bakteri, toplam maya ve kuf ile koliform
grup mikroorganizmalarin inkibasyonu bu sekilde yapilir. Benzer sekilde Staph.
aureus, Listeria spp., Bacillus spp. analizleri de aerob atmosferde yapilir.



Staph. aureus ile yapilan bazi ¢alismalarda inklibasyon sirasinda tipun tzerine 1 cm
kalindiginda sivi parafin ilave edilir. Bu uygulama ile refakat¢i floranin gelismesi
baskilanirken, Staph. aureus normal olarak gelisimine devam eder. Benzer uygulama
koliform bakteriler igin de yapilir ve ekim sonrasinda VRB Agar besiyeri Uzerine 6-7
mL kadar ikinci kat besiyeri ilave edilir. Toplam bakteri analizlerinde ise yayilici
basiller florada hékim ise, ekim sonrasinda Plate Count Agar besiyeri Uzerine 5 mL
kadar ikinci kat olarak Su Agar dokulir. Bu uygulama sadece basillerin yayilmasini
engelleyecek bir baskimla yapar, anaerob bir ortam saglamaz.

Anaerob inkubasyon icin ¢ok farkli uygulamalar vardir. Buglin en yaygin olarak
kullanilan oksijenin kimyasal olarak baglanmasini saglayan kitlerdir. Ekim yapilmig
materyal, kapagi sizdirmaz olarak kapatilabilen 6zel bir kavanoza (anaerobik
kavanoz) koyulur, su ilavesi ile aktive edilen anaerob kit de bu kavanoza yerlestirilir
ve kapak kapatilir. Bu sistemde anaerob atmosferin saglanmasi basit olarak metilen
mavisi iceren test seritleri ile kontrol edilebilir.

Ekimi yapilmis materyalin bulundugu kavanozda vakum ile havanin c¢ekilmesi,
kavanozda mum vyakilarak kapagin kapatiimasi (mum kavanozu; candle jar) gibi
uygulamalar da bulunmaktadir. Benzer sekilde besiyeri Uzerine sivi parafin ya da
ikinci kat besiyeri ilavesi ile kismi bir anaerob ortam saglanabilir.

Mikroaerofilik (kapneik) mikroorganizmalar ile caligilirken bu amaca uygun kitler
kullanilmahdir. Bu kitler anaerob kavanozda istenilen gaz bilegsimini sadlar.
Campylobacter spp. galismalari bunun tipik bir 6rnegidir.

08.05. Calkalamal inkiibasyon

E. coli O157:H7 analizinde oldugu gibi bazi inkUbasyonlarda c¢alkalama istenir.
Benzer sekilde endustriyel mikrobiyolojide galkalamali inklibasyon ¢ok sik uygulanir.
bazi hava inkiibatérleri ve su banyolari zaten calkalamaldir. inkiibator igine
¢alkalama cihazi da yerlesgtirilebilir.

Egder inkibasyon c¢alkamali olarak yapiliyorsa bu durum analiz raporunda
belirtiimelidir. Bilimsel arastirmalarda ¢alkalayici tipi ve c¢alkalama hizi da
belirtiimelidir. Cok 6zel analizlerde ilave olarak, ¢alkalamanin dairesel ¢api da analiz
raporuna eklenir.



