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yeni adi ile "Elektronik Mikrobiyoloji Dergisi TR"de iletmeye devam ediyoruz.
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Enterobacteriaceae sayimi (01)

VRB Agar besiyerine 10 g/L glikoz ilave edilince Enterobacteriaceae sayiminda
kullanilabilir mi?

Teorik olarak evet. iki besiyeri arasinda sadece 10 g/L laktoz ve 10 g/L glikoz farki
var. Cok basit olarak ortamda hem laktoz hem de glikoz varsa bakteri 6ncelikle
glikozu karbon kaynagi olarak kullanir. Buna gore Enterobacteriaceae uyeleri glikozu
kullanarak koyu kirmizi renkli koloni olusturur.

Bu uygulamada VRB Agar besiyerindeki laktoza gereksiz yere para 6denmis olur.
Ayrica, yeni besiyerinde ozmotik denge degismesine bagli hatali sonug¢ alma olasilgi
var. Buna gore, rutin analizlerde Enterobacteriaceae igin VRBD Agar kullaniimalidir.
Tartismali bir sonu¢ elde edilirse bu sekilde elde edilen sonucu savunmak kolay
olmayabilir.

Enterobacteriaceae sayimi (02)

Gida analizlerinde Enterobacteriaceae sayimi icin VRBD Agar oneriliyor. Bu grubun
tum uyeleri glikoz pozitif midir?

Hayir. Glikoz negatif olan tlrler de vardir ancak rutin analizde kastedilen glikoz pozitif
olanlardir. Glikoz negatif olan turler rutin analizde dikkate alinmaz.

' Gida Mihendisi, www.mikrobiyoloji.org site yéneticisi. Yazismalardan sorumlu yazar olarak
E-posta adresi: mikrobiyoloji@mikrobiyoloji.org
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Enterobacteriaceae sayimi (03)

Glikoz negatif Enterobacteriaceae uUyeleri VRBD Agar besiyerinde nasil koloni
olusturur?

Renksiz koloni olustururlar. Enterobacteriaceae rutin olarak gidalarda analiz edilir ve
koyu kirmizi renkli kolonilerin degerlendiriimesi istenir. Renksiz koloniler dikkate
alinmaz. Bunlar ¢ok ender olarak gorulur ve sadece akademik caligmalara konu
olabilir.

Steril Pipet Sterilitesi

Kullandigim tek kullanimlk plastik pipetin steril olmadigindan endigse ediyorum. Nasil
kontrol edebilirim?

Tapte CASO (Tryptic Soy) Broth hazirlayin. Pipetle bu besiyerini ¢ekip geri birakin.
Dis yuzinden svapla 6rnek alip bunu da CASO Broth besiyerine aktarin. 28 ve 37
°C'da 48 saat inkiibasyona birakin. Bulanma olursa pipet steril degildir. Aseptik
kurallara timuyle uymak kosulu ile alkolle dezenfekte edilmis makas ile pipeti kliglk
parcalara bolip, 1 litrelik erlende hazirlanmis 250 mL CASO Broth besiyerine de
birakabilirsiniz. Bu yontemde pipetin test sirasinda kontamine edilme olasihgi vardir.

Suda Salmonella Analizi

250 mL su érneginde Salmonella analizi i¢in 2,25 L Tamponlanmis Peptonlu Su
besiyeri ile mi calismaya baslamaliyim?

Hayir. 225 mL cift kuvvette besiyeri hazirlayip, Uzerine analiz edeceginiz su
orneginden ilave edersiniz. Ya da su 6rnegini membran filtreden gegirip, 25-30 mL
besiyerine bu filtreyi birakirsiniz. Her 2 kosulda da erlen hacmine dikkat edilmelidir.
Membran filtre kullanilacak ise ayrica erlen agzinin genis olmasinda yarar vardir.

Bacillus cereus Analizinde Katki

Bacillus cereus analizinde kullanilan Cereus Selektif Agar (MYP) besiyerinde 1 sise
selektif katki 0,5 L bazal besiyeri icin kullaniliyor. 100 mL besiyeri kullaniyorum.
Katkiyi nasil koruyabilirim?

Katkinin Uzerine tam 1,0 mL steril damitik su ilave ettikten sonra steril Eppendorf
tuplerine tam olarak 0,2'ser mL dagitin ve dondurun. Dondurulmus katki, ¢ozuldukten
sonra tekrar dondurulmaz. 100 mL besi yeri icin 10 mL yumurta sarisi kullanilacagina
goére bu ¢ozeltinin kontamine edilmemesi igin gereken onlemlerin alinmasi onerilir.
Her hazirlamada 0,1 mL yumurta sarisinin Plate Count Agar ya da MYP Agar
besiyerine yayilarak sterilite kontrolli 6nerilir. PCA'da her turli kontaminasyon, MYP
Agarda ise sadece bu besiyerinde gelisebilecek kontaminasyon belirlenebilir.
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Yogurtta <1 kob/g E. coli

Calstigim kurulustaki kalite standardina gore yogurta E. coli sayisinin <1 kob/g
olmasi isteniyor. Bu analiz nasil yapilir?

Ayran olsa idi, ayranin 6zgul agirhgina gore 2 mL'lik pipet kullanarak 1 mL'den biraz
fazla ayran steril Petri kutusuna aktarilir ve tzerine VRB Agar+MUG gibi bir besiyeri
dokulip inkibasyona birakilir, inkibasyon sonunda E. coli kolonisi gorilmezse
istenen standart saglanmis olurdu. Yogurtta bu sekilde ¢alisilamaz. Basit olarak 10 g
yogurdu tartin, Uzerine 10 mL steril Ringer ¢Ozeltisi ekleyerek tam olarak homojenize
edin. Sonra 6zgul agirlik ile hesap edilmek Uzere 5 mL'lik steril pipet kullanarak 2
mL'den biraz fazla homojenizati steril Petri kutusuna aktarin. Diger islemler yukarida
ayranda anlatildigi gibidir.

Ayranda <1 kob/g E. coli (01)

Calistigim kurulustaki kalite standardina gére ayranda E. coli sayisinin <1 kob/g
olmasi isteniyor. Bir yukaridaki paragrafta yapilan islem sonucuna ne kadar
glvenilebilir?

Cok guvenilmez. Ayranda tam olarak 0,7 kob/g E. coli oldugunu varsayalim. 1'den
kUguk oldugu igin, aslinda parti kabul edilmesi gerekir. Ancak matematiksel olarak bu
ekim sonunda %70 olasilikla 1 koloni olugsacak ve parti ret edilecektir. Tersine, tam
olarak 1,5 kob/g E. coli oldugunu varsayalim. Matematiksel olarak %50 olasilikla 1,
%50 olasilikla 2 koloni olugacaktir. Ancak, standart istatistiksel dagilim gergevesinde
0 koloni olusmasi da mimkiindiir. 10° seyreltiden (orijinal drnek) 1 Petri kutusuna
ekim vyapildiginda; Petri kutusunda inkUbasyon sonunda 1 koloni elde edilirse
numunedeki gergek sayl %95 guven sinirlari ile 0,96 ile 4,98 kob/g arasinda olabilir.
Buna karsilik ayni kosullar altinda Petri kutusundaki sayr 10 olsa idi numunedeki
gercek sayl 5,72 ile 18,2 ve 100 koloni olsa idi numunedeki gergek sayl 82,32 ile
121,52 kob/g olabilir. Goéruldugu gibi Petri kutusundaki koloni sayisi arttikga %95
guven sinirlar icinde kalmak kaydi ile numunedeki gercek sayinin dagihmi
azalmaktadir. Tersine olarak sayl azaldikga dagilim artmaktadir. Bu nedenle Petri
kutusunda degerlendirmeye alinacak minimum koloni sayisi, farkli kaynaklara gore
25-30 arasindadir. (Bu degerlerin elde edildigi formul, www.mikrobiyoloji.org
sitesinden bilgisayara Ucretsiz olarak indirilebilecek Merck Gida Mikrobiyolojisi
Uygulamalari kitabinin 07.01.04. bdlimunde agiklanmistir). Bu nedenle, bdylesine
dusuk sayilarda EMS yénteminin kullaniimasi énerilir.

Ayranda <1 kobl/g E. coli (02)
Bir yukaridaki paragrafta yapilan islemde analiz sonucuna guven artirilabilir mi?

Evet. Basit olarak 2 mL ayran 6rnegi Petri kutusuna aktarilir ve Uzerine kati besiyeri
dokulur. Matematiksel olarak 1 koloni bile gelismezse E. coli sayisinin <0,5 kob/g
oldugu varsayilir. Bu ekim sonucunda 1 koloni elde edilirse, baska bir laboratuvarda
yapilan 1 mL ekimde 1 koloni elde edilme olasiligi %50'dir. Bir diger deyis ile aslinda
kalite standardi iginde yer almakla beraber partinin ret edilmesi mimkundur.
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Sayim ve Var/yok Testi Kiyaslamasi
Bir yukaridaki paragrafta yapilan islem sayim midir yoksa var/yok testi midir?

Mikrobiyolojik analizlerin genel ilkeleri iginde degerlendiriimesi gerekir. Yapilan iglem
bir sayim yéntemidir. Var/ yok testi olarak degerlendirilmesi igin; basit olarak 1 g-mL
ayran alinip, 10 mL zenginlestirme (CASO Broth gibi genel bir zenginlestirme ya da
LST Broth gibi selektif bir zenginlestirme) besiyerine ekim yapilip, inkibasyon
sonrasinda VRB Agar + MUG besiyerine 0,1 mL yayma ve inkibasyon sonrasinda
tipik E. coli kolonisi varligi ya da yokluguna goére 1 g-mL ayranda E. coli var/yok
sonucu verilir idi. Cok genel olarak var/yok testlerinde zenginlestirme uygulanir.

Selektif Olan/olmayan Zenginlestirme

Bir yukaridaki paragrafta deginilen zenginlestirmenin genel ya da selektif besiyerinde
yapilmasina nasil karar veriliyor?

Hedef mikroorganizmanin potansiyel olarak hasar gormus olmasi/olmamasina gore
secim yapilir. EJer uygulanan c¢esitli teknolojik islemler sonucunda hedef
mikroorganizmanin hasar gordugu tahmin ediliyor ise selektif olmayan zenginlestirme
uygulanmalidir., Hammadde analizlerinde dogrudan selektif zenginlestirme
uygulanabilir. Bazi standartlarda koliform/ E. coli analizi i¢in LST Broth
zenginlestirmesi ardindan Brilliant Green Bile Broth besiyerinde ikinci bir
zenginlestirme, buradan selektif kati besiyerine gegis de vardir.
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