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Gidalarin Mikrobiyolojik Analizi (01)

01. Onso6z

Gida glvenligi konusunda yeni yaklasimlar, analiz yontemlerinde bir seri degisikligi
de beraberinde getirmistir. Buna bagli olarak, laboratuvarlarda otomasyon,
kalibrasyon, akreditasyon, ydntemlerin gegerli kilinmasi (validasyon), standart
yontemlerin dogru uygulanmasi (verifikasyon), olgum belirsizligi gibi matematiksel
uygulamalar agirlik kazanmaya baslamig ve genetik-serolojik esasl analizler
laboratuvarlarda giderek yayginlagmigtir.

Turkiye'de de bu tip uygulamalar cok yeni degildir. Ozellikle akademik calismalarda
ve gida sanayisinin kaliteye dnem verilen kuruluslarinda oldukga uzun bir zamandan
beri uygulanmaktadir. Hatta bu kavramlar batida daha yeni filizlenmeye baslarken,
sistemi batidan timuyle habersiz olarak gelistiren laboratuvarlarimiz da vardir.

Yeni geligtirilen ve kimi yerde modern kimi yerde ise yeni olarak tanimlanan bu
yaklagimlarin gecerliligi standart yontemlerle kiyaslanarak sinanmaktadir. Bir diger
deyigle, yeni bir analiz yaklagiminin, uluslararasi platformda gecerli olarak taninmasi
icin en azindan standart yontemlere esdeger performans gdstermesi zorunludur.

Bu durumda klasik yontemler hala gecerlidir ve FDA ile ISO gibi kuruluslar bu
yontemleri esas almaktadirlar.

Dolayisi ile gidalarin mikrobiyolojik analizinde bu gun i¢in standart yontemler
gecerlidir, ancak daha hizli ve —genetik-serolojik esasli testlerde oldugu gibi— daha
dogru ya da daha duyarli sonu¢ veren, daha kolay uygulanan yontemlerin de
gecerliligi kabul edilmek zorundadir. Kisa bir sure sonra 0zellikle genetik-serolojik
esasli testlerin artik standart analiz yontemi olarak gegerli olacagi agiktir.

OrLab OnLine Mikrobiyoloji Dergisinin bu sayisi ile birlikte klasik analizlerden
baslayarak "Gidalarin Mikrobiyolojik Analizi" bashgr altinda bir seri makale
yayimlanacak, her dergideki makalelerde farkli bir ya da birka¢ konu iglenecek,
Ozellikle akademik gercevede farkli yazarlar katkida bulunacaktir.

Bu yazi dizisi tamamlandiginda www.mikrobiyoloji.org olarak ¢alismanin butinunin
gerek sitemizde OnLine olarak yayimlanmasi gerek basili kitap haline getiriimesi
planlanmaktadir.

Bu calisma, Ankara Universitesi Mihendislik Fakiltesi Gida Miihendisligi BoIUmi
Ogretim Uyesi Prof. Dr. A. Kadir Halkman'in editorligunde yuratilmektedir.

Programa katkida bulunmak isteyen tum meslektaslarimizin kitap@mikrobiyoloji.org
e-posta adresi ile yazigmalarini rica ediyoruz.
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02. Gidalarda Mikrobiyolojik Analizlerin Temel Yaklagimi

A. Kadir Halkman'

02.01. Girig

Gidalarin mikrobiyolojik analizleri baslica;
-Sayim,
-Var/yok testleri,
-Biyolojik stabilite testi,
-Toksin testleri,
-Diger testler olarak gruplandirilabilir.

Gida mikrobiyolojisi, esas olarak, gidalarda istenmeyen mikroorganizmalarin kontrolu
olarak tanimlanir. Bu g¢ergevede mikroorganizmalar aracilidi ile herhangi bir Grln
(yogurt, enzim vb.) elde edilmesi, gida mikrobiyolojisi degil tumuyle endustriyel
mikrobiyoloji iginde yer alir.

Buna bagl olarak bu galismada sadece gidalarda istenmeyen mikroorganizmalarin
kontrolu ele alinacaktir. Kontrolden kasit, genel olarak sadece laboratuvar analizi
degildir. Bu mikroorganizmalarin bir gekilde gidaya bulagsmasinin, gelismesinin
engellenmesi de bir ¢esit kontroldur. Bulasmanin engellenmesi hammadde agisindan
ele alindiginda EUREPGAP 6n plana cgikar. Gelismenin engellenmesi ise HACCP
yaklasimi ile sogutmadan, koruyucu kullanimina kadar farkli sekillerde saglanabilir.

Bu galismada EUREPGAP ve HACCP yaklagimlarina da yeterli dlgude girilmesi
kacinilmazdir.

02.02. istenmeyen Mikroorganizma Kavrami

Cok basit bir ornekle; kuflu peynir Uretiminde kullanilan Penicillium roquefortii kufu
kasar peynirine ya da yogurda bulasirsa "istenmeyen mikroorganizma" olarak
degerlendirilir. Herhangi bir kaynaktan Penicillium roquefortii bulagsmis bir kasar
peynirinin tuketilmesinde saglik agisindan higbir sorun yoktur ancak bu kufun kasar
peynirindeki varligi kasar peynirini Ureten igletmenin, asgari hijyen kavramini
oturtamadiginin agik gostergesidir.

Bunun nedeni, yasal olarak kasar peynirinde toplam maya-kuf sayimi yapiimasidir.
Izin verilen sinirlarin diginda kuf belirlenirse bunun saghda zararli olup olmadigi
arastirilmaz. Konuya isletme hijyeni agisindan bakilr.

Gida mikrobiyolojisi agisindan bu gibi pek ¢ok 6rnek vardir:

-Yogurtta ve pastorize igme sutunde belirli sayida koliform bakteri bulunmasina izin
verilirken UHT sutte insan sagligina yararli oldugu kanitlanmis olan probiyotik bakteri
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bulunmamalidir. Aksi halde kalite kaybi olarak degerlendirilir. UHT sute bir sekilde
probiyotik bakteri bulasirsa sit yodurt ya da peynir gibi bir yapiya doéntsur. Bu
durum, tuketici tarafindan benimsenmez. Kamu c¢ikarlari adina gérev yapan kontrol
kuruluslari, bu yapi degisikliginin insan saghgdina etkisi olup olmadigi konusu ile hi¢
ilgilenmez.

-Cok yaklagik 2500 Salmonella serotipi iginde insan patojeni olanlarin sayisi
sadece 50 kadardir. Gunluk (rutin) testlerde dogrudan insan tliketimine sunulan bir
gidada Salmonella 'ya rastlanirsa bunun insan patojeni olma sansi sadece %Z2'dir.
Ancak, Salmonella igin serotip belirlenmesi ve buna gére gidanin guvenli olup
olmadiginin arastirimasi oldukga pahali ve zahmetli bir analizdir. Ayrica bazi
Salmonella serotiplerinin patojenitesi tartisma konusudur. Dolayisi ile %2 gibi dusuk
bir risk kabul edilmez ve Salmonella pozitif arin reddedilir. Serotipin belirlenmesi
sadece salginlarda 6nemlidir. Bu da gida degil, klinik mikrobiyoloji agisindan
onemlidir. Gida mikrobiyolojisi, salgina hangi serotipin neden oldugu ile genellikle hi¢
ilgilenmez. Gida mikrobiyolojisi agisindan dogrudan tlketime sunulan bir gidada
Salmonella olmamasi esastir.

-Cig sut ve ¢ig kiymada Salmonella 'ya izin verilip veriimemesi uluslararasi
platformda tartigsiimaktadir. Salmonella, 1sil isleme direngsiz bir bakteridir. Cig sutten
peynir yapilmasi 6zellikle Fransa gibi bati ve ¢ig kofte basta Turkiye olmak Uzere
dogu toplumlarinda yaygindir. Cig et ve sut Urunleri farkli risk faktoru tagidiklari igin
ayri bir konu basliginda ele alinacaktir.

02.03. Sayim

Gidalarin mikrobiyolojik analizinde genel ya da 6zel mikroorganizma grubu sayimi,
¢ok genel olarak istenmeyen mikroorganizmalarin sayilarini belirlemek i¢in uygulanir.

Sayimda temel yontem, Petri kutusunda yayma ydntemi ile yapilan kultarel sayimdir.
Gidada aranacak mikroorganizma sayisi 1000 kob/mL ya da 10000 kob/g dluizeyinde
ve daha fazla ise yayma kiltirel sayim yontemi uygundur. Sayi, 100 kob/mL ya da
1000 kob/g duzeyinde ise dokme kulturel sayim, bu degerlerden az ise EMS yontemi
ya da analiz edilecek gida uygun ise membran filtrasyon yéntemi kullanilir. Bu
konuda www.mikrobiyoloji.org basta olmak Gzere pek ¢ok Turkce kaynaga erisilebilir.

Sayim igin Spiral Plater kullanilabilecegi gibi EMS igin tam otomatik cihazlar da
gelistirilmistir. Ayrica metabolizmaya dayali olarak c¢ok basit testlerden empedans
Olgumu esasli cihazlar da vardir. lleride bu konuda ayrintili bilgi verilecektir.

Gidalarin mikrobiyolojik analizinde mikroskobik yontemlerden de yararlanilir ancak
bu sayim sonuglari sadece ¢ok genel bir bilgi verir. Starter kiltir ¢calismalarinda ise
cahisilan materyal timayle canli hucreden olustugu kabul edildigi igin mikroskobik
sayim siklikla kullaniimaktadir.
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02.04. Var/Yok Testleri

Salmonella, Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7 serotipi gibi gida kaynakh
birincil (primer) patojenlerin gidalarda bulunmasina izin veriimez. Cogu uluslararasi
standartta analiz edilecek gida miktari 25 g ya da 25 mL olarak verilmektedir ve yasal
olarak analiz edilecek gida miktarini ifade eder. istenirse, gida fabrikasinda daha
fazla miktarda 6érnek analiz edilebilir.

Standart analizlerde selektif olmayan bir genel besiyerinde 6n zenginlestirme, selektif
besiyerinde zenginlestirme, selektif kati besiyerine gegis, tipik kolonilerin izolasyonu
ve tanimlanmasi yapilir. Bazi analizlerde selektif olmayan ©On zenginlestirme
uygulamasina gerek yoktur. Bazilarinda ise selektif zenginlestirme ile selektif kat
besiyeri birlestirilerek analiz suresi kisaltilir.

Gunumuzde var/yok testleri icin immuno-kromatografi esasli hizli kit kullaniimakta ve
selektif zenginlestirme asamasindan sonra bu kitlerle 30-40 dakika iginde sonug
alinabilmektedir. Benzer sekilde immuno manyetik seperasyon, PCR vb. pek ¢ok
sistem, akademik calismalarda ve kontrol kuruluslarinin laboratuvarlarinda yer
almaktadir. Bu sistemlere de ileride deginilecektir.

Var/yok testleri sadece patojenler icin uygulanmaz. Gidanin 1 graminda E. coli
bulunmamasi isteniyorsa basit olarak var/yok testi uygulanir. Benzer sekilde musteri,
elma suyu konsantresinin 10 graminda ozmofilik/ozmotolerant maya bulunmamasini
isteyebilir. Bu gibi durumlarda da var/yok testi uygulanir.

02.05. Biyolojik Stabilite Testleri

Uretim teknolojileri geregi steril olmayan ancak, yogun seker konsantrasyonu, asitlik,
koruyucu madde ilavesi vb. gibi sekillerde korunan ve marketlerde standart rafta
pazarlanan (sogutulmasina gerek olmayan) recgel, ket¢cap, soslar vb. gibi gidalarda
gok yaygin olarak uygulanan bir analizdir. Urin iginde canli mikroorganizma
bulunabilir ancak bunlarin g¢ogalarak urini bozmamasi 6nemlidir. Recgel icinde
bakteri spor formunda canli olarak kalabilir. Regeldeki asitlik ve yogun seker miktari
sporun germine olmasina ve bakterinin gogalmasina izin vermez ya da bu islemi ¢ok
yavaglatir. BOylece Urun, mikrobiyolojik olarak stabil kalir.

Bu gida maddesi mikrobiyolojik olarak analiz edildiginde, besiyerinde, regelden gelen
asitlik ve seker baskilamasi ortadan kalkacagi igin bakteriler hizla germine olur ve
koloni olusturur. Ancak ayni bakterinin regel ortaminda bu sekilde gelismesi s6z
konusu degildir.

Biyolojik stabilite testinde hizlandiriimis raf émri testleri ile Grinidn mikrobiyolojik
acgidan stabil olup olmadigi arastirilir. Basit olarak, farkl inkibasyon sicakliklarinda
ve tercihen calkalamali bir inklUbatorde 1-2 hafta kadar tutulur. Bu slre sonunda
urinde duyusal testler, pH olgimu, gida uygunsa mikroskobik analizler ya da
dogrudan kultirel sayim vb. uygulamalarla Grinin mikrobiyolojik olarak bu sure
icinde degisip degismedigi kontrol edilir.



Biyolojik stabilite testi sadece, saprofitlerin Griini bozup bozmayacaginin kontrolu igin
uygulanir. Patojenler, hijyen indikatorleri bu test iginde yer almaz.

02.06. Toksin Testleri

Enfeksiyon tipi gida kaynakli hastalik yapan mikroorganizmalardan farkli olarak
intoksikasyon yapanlarda mikroorganizma, gida maddesi Uzerinde geliserek toksin
olusturur. Daha sonra mikroorganizma otosterilizasyon nedeni ile Olse, oldurulse ya
da bir sekilde gidadan uzaklastirilsa bile toksin, gida Uzerinde kalir.

Dolayisi ile gidanin mikrobiyolojik analizinde aranan mikroorganizma bulunmamasi o
mikroorganizma toksininin olmadigi anlamina gelmez. Tersine olarak, aranan
mikroorganizmanin bulunmasi o mikroorganizmanin geliserek toksin yapacagi
anlamina da gelmez. Gidanin nem, asitlik vb. gibi koruyucu faktérleri s6z konusu
mikroorganizmanin  gelismesini  engelleyebilecegi gibi gelisse bile toksin
olusturmasini da engelleyebilir.

Dolayisi ile bu gibi patojenlerin mikrobiyolojik ydnden analizi yerine dogrudan
toksinlerinin belirlenmesi ¢ok daha akilci gorulmektedir. Nitekim Aspergillus flavus
yerine dogrudan aflatoksin analizi cok yaygin olarak uygulanmaktadir.

intoksikasyon tipi zehirlenmelerde Staphylococcus aureus dnemli bir bakteridir.
Analizi oldukga kolaydir. Toksin testi igin gelistiriimis kitler de vardir. Mikrobiyolojik
olarak canli bakteri sayisinin belirlenmesi, sadece bu bakterinin potansiyel tehlikesini
gosterir. Cesitli salatalar ve soslar gibi Staph. aureus agisindan riskli gidalarda
tliketime sunulmadan 6nce toksin testi yapilmasi daha dogru goérilmekle beraber,
analiz maliyeti ve laboratuvar kosullari agisindan ¢ok sinirh bir uygulamadir.

02.07. Diger Testler

Basta mikroorganizma tanimlamasi olmak tzere gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda
uygulanan bagka analizler de vardir. Bunlara ileride deginilecektir.
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