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07.01. Kat1 Besiyeri Kullanilan Yoéntemler

07.01.01. Genel Bilgiler

Kat1 besiyeri kullanilarak yapilan sayimin prensibi "her canli hiicrenin belirli bir inkiibasyon
sonunda 1 adet koloni olusturmasi"dir. Bununla birlikte, canli oldugu halde hasar gérmiis ve
gelisip koloni olusturamayacak canli hiicreler de gida maddesinde bulunabilir. Bu nedenle
sayim sonuglar1 "sadece koloni olusturabilenlerin”" sayildigimi gostermek iizere "koloni
olusturan birim; kob (colony forming unit; cfu)" olarak verilmektedir. Kati besiyeri kullanilan
standart yontemler dokme, yayma ve damlatma olarak {i¢ ana grupta ele alinir.

Bunlardan dokme yonteminin uygulanisinda, steril Petri kutusuna analizi yapilacak sivi gida
maddesinden dogrudan ya da uygun seyreltisinden 1 mL aktarilip, iizerine donma sicakliginin
biraz iizerinde (yaklasik 45 °C) agarli besiyeri dokiiliir ve karistirilir. Agar donunca Petri

kutusu inkiibasyona birakilir.

' www.mikrobiyoloji.org ana sayfasinda goriilen Merck Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalari; "Anonymous,
2005. Merck Gida Mikrobiyolojisi Uygulamalari. Ed: A. K. Halkman. Bagak Matbaacilik Ltd. Sti., Ankara,

358 sayfa." adli kitabin 07. boliimiidiir.



Yayma yonteminde ise, Petri kutusuna Once agarli besiyeri Sekil 09.
dokiiliir, katilagtiktan sonra siv1 gida maddesinden dogrudan ya da Drigalski Spatiilii
uygun seyreltisinden 0,1 mL aktarilip, "Drigalski spatiilii" olarak

adlandirilan cam g¢ubuk ile yayilir. Drigalski spatiiliiniin metal ya

da tek kullanimlik olanlar1 da vardir. Gidadaki mikroorganizma

sayist bu yontemin kullanilabilecegi kadar yiiksek ise, dokme

yontemine tercih edilmelidir. Bu konuda, analiz edilecek gidadaki

mikroorganizma sayis1t baglayici olmakla beraber, laboratuvarin

tercihleri de dnemlidir.

Damlatma yonteminde, daha oOnceden dokiiliip katilasmis besiyerine 10 pL (0,01 mL)
damlatilir ve kendi halinde kurumaya birakilir. Potato Dextrose Agar gibi besiyerleri damlay1
cok 1yi emdigi i¢in, 50 pLL damlatma yapilabilir. Kuruma sirasinda yaklasik 2 cm capl bir
daire icinde olusan koloniler genellikle biiyiite¢ altinda sayilir. Bu yontemin en biiyiik
avantaji tek Petri kutusu tizerine 4—-6 damla aktarilmasi, diger bir deyis ile, besiyerinden 4—6
misli tasarruftur. Ancak, kolonilerin saglikli bir sekilde sayilamamasi nedeni ile higbir
kosulda giinliik analizde kullanilmaz. Zorunlu hallerde titre belirlenmesi i¢in kullanilabilir.

Dokme ve yayma yonteminin kiyaslanmasinda her iki yontemin de birbirlerine gore
tistiinliikleri oldugu goriiliir:

-Petri kutusuna dokme yonteminde 1 mL, yayma yonteminde 0,1 mL 6rnek aktarildigi igin,
dokme yontemi yayma ydnteminden 10 misli daha duyarlidir. Ornegin, kat1 bir gidada 10
kob/g diizeyinde S. aureus bulunmasina izin veriliyorsa ve o gidada 30 kob/g S. aureus varsa,
10" seyreltinin 1 mL'sinde 3 adet S. aureus olacaktir. Dkme yonteminde 1 mL kullanildigima
gore Petri kutusunda 3 koloni olusacak ve seyreltme faktorii ile ¢arpilarak 1 gramda 30
sayisina ulasilacaktir. Ayni1 6rnek yayma yontemi ile ekildiginde 0,1 mL iginde 1 adet S.
aureus olma sans1 sadece %30'dur. Buna gore inkiibasyon sonunda %30 olasilikla 1, %70
olasilikla 0 koloni olacaktir. 1 koloni olusur ise sonug (1 X 10 / 0,1) hesab1 ile 100 kob/g, hig¢
koloni olusmazsa 1 gramda 100'den daha az olarak verilecektir. Bu 6rnege gore kat1 gidalarda
100 adet/g, siv1 gidalarda 10 adet/mL'den daha az sayida mikroorganizma varsa, yayma
yontemi uygun degildir.

-Bununla beraber, 1 mL sivinin standart 3 Petri kutusuna yayilmasi ve 14 cm genisliginde
biiylik Petri kutusuna dogrudan 1 mL aktarilip yayilmasi gibi ¢oziimler tiretilmistir.

-Dokme yonteminde mikroorganizmalar tiim besiyeri kiitlesine dagilir ve buna bagli olarak
tabana yakin ve yiizeye yakin olan mikroorganizmalar oksijenden yararlanma farki nedeni ile
farkli biyiiklikte ve morfolojide koloni olusturur. Oysa yayma ydnteminde tim
mikroorganizmalar ylizeyde oldugu i¢in ayni sekilde oksijenden yararlanarak ayni biiyiikliikte
ve morfolojide koloni olustururlar. Bu agidan degerlendirildiginde yayma yontemi avantajlidir.

-Yaygin kullamim alan1 olmamakla beraber, 10" seyreltiden 4 adet bos steril Petri kutusuna
toplam 10 mL'nin dagitilmas1 ve iizerlerine 15'er mL kadar besiyeri dokiilmesi ile fiilen 1
gram kat1 gida analiz edilmis olur.

-Dokme yoOnteminde agarli besiyeri ¢ok sicak olursa, termal sok nedeni ile
mikroorganizmaya zarar verebilir. Cok soguk olursa, dokme sirasinda besiyeri katilasir ve iyi
bir karigtirma saglanamayabilir. Besiyeri sicakligi optimum olsa bile besiyeri ile ¢dzeltinin
homojen karigmasini saglamak el deneyimi gerektirir. Buna bagli olarak da dokme
yonteminde kullanilacak agarli besiyerleri en fazla 250 mL olarak hazirlanmalidir. Yayma
yonteminde bu gibi sorunlar yoktur, cam ¢ubuk ile daha homojen bir dagilim saglanir.



-Yayma yonteminde, besiyeri Petri kutusuna dokiildiikten sonra bir siire ylizeyin kurumasi
beklenmelidir. Oysa dokme yOnteminde boyle bir sorun yoktur. Dolayistyla acil ekimlerde
stokta onceden dokiilmiis hazir besiyeri yoksa ve bu nedenle yeterince kurumamis besiyeri
kullanilirsa kolonilerde yayilma olusabilir. Yayma yonteminde, stok Petri kutularinin
organizasyonu kolaylikla saglanabilir. Dokme yonteminde ise, besiyeri sterilize edildikten
sonra erlende katilastirilip stoklanir ise yeniden eritmek gerekir. Bu islem, besiyerine zarar
verebilir. Ayrica her besiyeri bu sekilde yeniden eritilemez.

-Yayma yonteminde kullanilan cam (bazen metal) ¢ubugun sterilizasyonu alkol ile
yapilmaktadir. Alkol, konsantrasyon diismesi sonucu sterilizasyon etkisini gostermez ve
kontaminasyona neden olabilir. Dékme yonteminde alkolden ya da Drigalski spatiiliinden
gelebilecek bir kontaminasyon riski yoktur. Buna karsi, disposal steril plastik Drigalski
spatiilii kullanilabilir.

Sekil 10. Dékme Yontemi Uygulanist

Steril Petri kutusuna once 1 mL 6rnek (sivi
I'mL gida, homojenizat1 ya da uygun bir seyreltisi)
-kontaminasyon olmamasina 0zen
gosterilerek- aktarilir. Petri kutusu tabanlarina
f\ onceden gerekli tim bilgiler yazilmis
olmalidir. Sayim i¢in ardisik 2 seyreltiden

paralel ekim yapilir.

Uzerine  45-50 °C'da  tutulan  steril

50 °C besiyerinden, en az 2 mm kalinlik olusturacak
45°C sekilde dokiiliir. Standart Petri kutular1 i¢in bu
r,/q i miktar 12—-15 mL kadardir. Besiyeri dokme

” sicakligr ¢ok kritiktir. Daha sicak ya da daha

soguk olmamalidir.

Besiyeri dokiildiikten hemen sonra diizgiin bir
zeminde ve dikkatli bir sekilde 888 cizilerek
—— - = Petri kutusuna aktarilmig 6rnek ile besiyerinin
e, £y 0 tam olarak karismasi saglanir. Petri kutulari
diizgiin bir zeminde kendi halinde jellesmeye

birakilir.

Gerekirse, 45-50 °C'da tutulan 2. kat
besiyerinden 5 mL kadar dokiiliir ve kendi
halinde jellesmeye birakilir. 2. kat dokiim
standart uygulamada yoktur, koliform grup
analizi gibi bazi 6zel analizlerde yapilir. 2.
katin da tam olarak jellesmesi beklenir.

Inkiibasyondan sonra Petri kutular1 saymm,
var/yok analizlerine uygun bir sekilde
degerlendirilir.  Analizden sonra, ekim
yapilmig tim malzeme otoklavda sterilize
edilir ya da uygun bir kimyasal madde ile
dezenfekte edilir. Daha sonra bu malzeme
yikanir ya da atilir.




Bu agiklamalardan goriildiigii gibi, her iki yontemin de birbirlerine gore iistiin taraflar1 vardir.
Genel olarak gida mikrobiyolojisi laboratuvari giinliilk analizlerinde yayma ydntemi ile
calisilir. Yukarida da belirtildigi gibi, sivi gidada az sayida mikroorganizma oldugu tahmin
ediliyorsa, herhangi bir seyreltme yapilmadan dogrudan analiz i¢in kullanilir. Kati gida
mutlaka uygun bir seyreltme ¢ozeltisinde homojenize edilmis olmalidir.

Yayma yonteminde 0,1 mL pipetlenmesinin nedeni, besiyerinin daha fazla hacmi emmemesi
degil, sadece hesap kolayligidir. Béylece 0,1 mL aktarilma sonunda koloni sayisi basit olarak
10 ile carpilarak seyreltme ¢oOzeltisinin 1 mL'sindeki sayr bulunup, seyreltme faktorii ile
carpilarak orijinal 6rnekteki say1 hesaplanir.

Sekil 11. Yayma Y6ntemi Uygulanisi

Steril Petri kutularina 6nce steril besiyeri en az
2 mm kalinlikta olacak sekilde dokiiliir
i: z (standart Petri kutular1 i¢in 12-15 mL).
Besiyeri dokme sicakligi 45-50 °C olmalidir.
Y/,,’/’N e Ekim oncesi ylizey, yeterli bir sekilde
Lt kurutulmalidir. Yiizey asir1 nemli ya da ¢ok

kuru olmamalidir.

Bunun iizerine 0,1 (0,33; 1,0) mL 6rnek (sivi
gida, homojenizati veya uygun seyreltisi) -
kontaminasyon olmamasina 6zen gosterilerek-
aktarilir. Onceden dokiiliip, depolanmis olan
besiyerleri  kullanilabilir. Petri  kutusunun
/\ tabanina daha onceden gerekli tiim bilgilerin

yazilmis olas1 gerekir.

0,1 mL

Ornek aktarimindan hemen sonra alkolde en
az 2 dakika bekletilerek sterilize edilmis

Drigalski spatiilii ile besiyeri ylizeyine
homojen bir sekilde yayilir. Drigalski spatiilii,
| | bunzen beki alevinden hafifce gecirilerek

alkolii uzaklastirilmis olmalidir. Disposal
spatiil kullanilabilir.

Gerekirse, 45-50 °C'da tutulan 2. Kkat
Yo besiyerinden 5 mL kadar dokiiliir ve diizgiin
4s5°C bir zeminde kendi halinde jellesmeye birakilir.
f//,/\ 2. kat dokiim standart uygulamada yoktur,
| koliform grup analizi gibi baz1 6zel analizlerde

yapilan bir uygulamadir.

Inkiibasyondan sonra Petri kutulari saymm,
var/yok analizlerine uygun bir sekilde
degerlendirilir.  Analizden  sonra, ekim
yapilmis tiim malzeme otoklavda sterilize ya
da uygun bir kimyasal madde ile dezenfekte
edilir. Daha sonra bu malzeme yikanir ya da
atilir.




Koliform bakterilerin VRB Agar besiyerindeki analizinde oldugu gibi hafif bir anaerob ortam
saglamak, PCA besiyerinde kolonilerin yayilmasini 6nlemek vb. nedenlerle baz1 standartlarda
ekimden sonra besiyeri tizerine ikinci kat besiyeri dokiiliir. Bu uygulama gerek yayma gerek
dokme yontemlerinde goriilmektedir. Yayma yonteminde, ¢ozelti besiyerine aktarildiktan
yaklagik 10 dakika sonra (besiyeri ¢ozeltiyi yeteri kadar emdikten sonra), dokme yonteminde
ise agarli besiyeri tam olarak katilagtiktan sonra, su banyosunda 45-50 °C'da tutulan
besiyerinden 4-5 mL kadar ikinci kat olarak dokiiliir. Ilave edilen bu kisim da tam olarak
katilastiktan sonra Petri kutular1 inkiibatore kaldirilir.

Genel uygulamada ikinci kat olarak ayni besiyeri dokiilmekle beraber, baz1 6zel standartlarda
farkl1 besiyeri dokiilmesi de goriilmektedir. Bu uygulamada dikkat edilmesi gereken bir diger
konu, ikinci kat besiyerinin 4-5 mL olarak dokiilmesi ve bunun tiim Petri kutusu yiizeyini
kaplamasidir. Bu islem, el aliskanlig1 ile kolaylikla saglanabilir.

Standart analizde yayma ve dokme yoOntemi i¢in yaklasik 12,5 mL besiyeri kullanilmas: yeterlidir.
Bazi standartlarda, ikinci kat besiyeri dokiilecek ise bu degerler 10 mL + 4-5 mL olarak verilmektedir.

07.01.02. Dokme Yontemi

Analiz edilecek gida maddesi, gerekirse seyreltilerek ve/veya homojenize edilerek steril Petri
kutusuna 1 mL olarak aktarilir; tizerine sterilize edilmis ve 4547 °C'da tutulan agarli
besiyerinden 12,5-15 mL kadar dokiiliir. Petri kutusunun masa tizerinde iken 888 ¢izilmesiyle
ornek ile besiyeri karstirilir. Besiyerinin katilagsmasindan sonra Petri kutulari inkiibatore
kaldirilir. Besiyeri ile Ornegin karistirilmasi el aligkanligi gerektiren bir uygulamadir.
Laboratuvara yeni gelmis personel, ancak bu konuda yeterli deneyim kazandiktan sonra
dokme yontemi ile ¢aligmalidir.

07.01.03. Yayma Yontemi

Bu yontemde sterilize edilmis besiyeri, steril Petri kutusuna yaklasik 12,5 mL hesabi ile
dokiiliir. Bir diger deyis ile 100 mL besiyeri 8 Petri kutusuna esit olarak dagitilir. Besiyerinin
katilasmast beklenir, yiizey kurumasi saglandiktan sonra 0,1 mL sivi gida 6rnegi ya da
homojenizatindan 0,1 mL aktarilir. %76'lik (v/v) alkolde tutularak sterilize edilmis olan cam
ya da ¢elik Drigalski spatiilii alevden gegirilerek alkol uzaklastirilir. Tek kullanimlik steril
plastik spatiiller de vardir. Spatiil kullanilarak besiyerine aktarilmis sivi, tim yiizeye homojen
bir dagilim gosterecek sekilde yayilir.

Yayma yontemi kullanildiginda dikkat edilecek en dnemli nokta, spatiiliin sterilizasyonudur.
Zamanla alkoliin buharlagsmasina bagli olarak konsantrasyon azalmasi olur ve kimyasal
sterilizasyon saglanamaz. Alkolde oOnceki ekimlerden kontamine olmus ve canliliklarini
stirdliren mikroorganizmalar da ekimi yapilan besiyerine gecerek koloni olusturur. Bu olasilik,
ozellikle toplam bakteri sayiminda 6nemlidir. Alkoldeki spatiiliin alevden gecirilmesi sadece
alkoliin uzaklastirilmas1 i¢indir ve alkol yanarak uzaklasirken ortaya c¢ikan 1s1, spatiil
tizerindeki mikroorganizmalari tahrip etmeyebilir.

Spatiiliin sterilizasyonunda dikkat edilecek ikinci husus, alkolde kalma siiresidir. Seri bir ekim
sirasinda spatiiliin alkolde 2 dakikadan daha az kalmasi yeterli bir sterilizasyon saglamayabilir.
Bu nedenle ekim yogunluguna gore ¢ok sayida spatiil kullanilmasi, bunlarin sira ile alkolden
cikarilarak kullanilmasi gerekmektedir. Son olarak, bunzen beki yaninda duran alkoliin alev
almasi ve yaralanmaya neden olma tehlikesinin hayli yiiksek oldugu g6z 6niinde tutulmalidir.



Tiim bu sorunlar, bir kez kullanilip atilan (disposal) spatiil kullanilmasi ile giderilebilir. Her
ne kadar laboratuvar analizlerinde disposal spatiil kullanilmasi bir masraf unsuru olarak
diistiniilse de, cam spatiillerin kirilgan olmasi, alkol giderleri, kontaminasyon tehlikesi gibi
faktorler dikkate alindiginda kayda deger 6l¢iide avantajli oldugu goriiliir.

07.01.04. Koloni Sayisinin Hesaplanmasi

Inkiibasyon sonunda Petri kutularinda sayim hizla yapilmalhidir. Herhangi bir nedenle
inkiibasyon sonrasinda sayim yapilamayacak ise, Petri kutular1 +4 °C'da en fazla 24 saat
depolanabilir. Daha uzun siire ile depolanmis Petri kutularinda sayim yapilma zorunlulugu
varsa, elde edilecek sonuglar giivenilir degildir ve analiz raporlarinda bu durum agikga
belirtilmelidir.

Daha 6nce 30-300 arasinda koloni iceren seyreltilerdeki ekimler dikkate alinir iken, artik
ardisik iki seyreltiden yapilan ekim sonuglarinin agirlikli aritmetik ortalamasi alinarak
ornekteki say1 hesaplanir. Bu hesaplamada kullanilan formiil;

N=C/[V X (n;+ 0,1 Xn,) x d] seklindedir. Burada;

N = Gida 6rneginin 1 gram ya da 1 mL'sinde mikroorganizma sayis1

C = Sayimu yapilan tiim Petri kutularindaki koloni sayis1 toplami

V = Saymu yapilan Petri kutularina aktarilan hacim (mL)

n;= Ik seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi

n,= Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi

d= Sayimin yapildig1 ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oranidir.
Bu formiilde, 15-300 arasindaki koloni sayimlar1 dikkate alinmaktadir. Farkli kaynaklarda
15-250, 25-250 vb. gibi farkli smirlara da rastlanmaktadir. Ayrica sayimi yapilacak
mikroorganizmaya gore bu deger degisebilmektedir.

Ornegin FDA, siit ve iiriinleri icin PCA sayimlarinda 25-250, VRB Agar sayimlarinda 1-154
sinirlarini1 esas almaktadir. Maya—kiif sayimlarinda ise 15-150 olan Petri kutular1 dikkate
alinir.

Asagida bir sayim sonucunun degerlendirme 6rnegi vardir.

Ornek: Yayma kiiltiirel sayim ydntemi uygulanmis ve her seyreltiden 2 Petri kutusuna ekim
yapilmis ve 10 seyreltide 219 ve 185, 10~ seyreltide 28 ve 21 adet koloni elde edilmistir.
Formiile gore;
C=219+185+28+21=453
V =0,1 (yayma kiltiirel sayim i¢in Petri kutularina 0,1'er mL pipetlenmistir)
n;=2 (10 seyreltiden ekim yapilan 2 Petri degerlendirmeye alinmustir)
n,=2 (10~ seyreltiden ekim yapilan 2 Petri degerlendirmeye almmustir)
d=107=10,01 (ardisik 2 seyreltinin daha konsantre olanin seyreltme oranidir)

N=C/[VX(n+0,1 Xny)xd]

N=453/[0,1 x (2 +0,1 x2) x 107°]

N=453/10,1 (2,2 x0,01)]

N=205.909,09

Bu deger, virgiilden sonra 1 desimal ile gosterilmeli ve sonug 2,1X10° kob/g (s1v1 ise kob/mL)
olarak verilmelidir.



Yukaridaki 6rnekte 15-250 koloni/Petri kutusu sinirinda degerlendirilmistir. Eger 25-250
koloni sinirinda degerlendirilirse, sonug asagidaki gibi olacaktir:

C=219+185+28=432
V =0,1 (yayma kiiltiirel sayim i¢in Petri kutularina 0,1'er mL pipetlenmistir)
n,=2 (10 2 seyreltiden ekim yapilan 2 Petri degerlendirmeye alinmustir)
=1 (10" seyreltiden ekim yapilan 1 Petri degerlendirmeye almmustir)
d=107=0,01 (ardisik 2 seyreltinin daha konsantre olanin seyreltme oranidir)

N=C/[V X (n;+0,1 xny) xd]

N=432/[0,1 x(2+0,1 x 1) x 107]

N=432/10,1 (2,1 x0,01)]

N=205.714,29; 2,1X10’

Goriildiigi gibi daha seyreltik olan ekimlerdeki Petri kutularinin degerlendirilmeye alinmasi
ya da alinmamasi sayim sonucunu pek etkilememektedir. Benzer sekilde sirasi ile 240, 260;
34, 41 koloni elde edilen sayim sonucu 25-250 siirinda degerlendirildiginde 2,6X10° sonucu
alinacak, 30-300 sinirinda yine 2,6X10° degeri elde edilecektir.

Desimalin yuvarlatilmasi konusunda da farkli yaklasimlar olabilmektedir. Standart olarak 205
sayist 210 olarak yuvarlatilmakla beraber, yuvarlatilacak say1 5 ise, bunun 6niindeki sayinin
tek ya da ¢ift olmasina gore yuvarlatma, sirasi ile yukar1 ya da asagi dogru yapilabilmektedir.
Bu ornekte 205 sayisindaki "0" ¢ift sayildig: icin yuvarlatma asagi dogru yapilip, 200 olarak
verilmektedir. Kuskusuz, bu yonteme gore 195 sayist da yuvarlatildigi zaman 200 degeri elde
edilmektedir. Bu uygulama, FDA tarafindan benimsenmektedir.

Her ne kadar mikrobiyolojik analiz sonucu olarak yukaridaki drneklerde hesaplanan deger
kullanilsa da, ger¢ek saymin bu oldugu beklenmemelidir. Petri kutusundaki koloni sayist
azaldikga istatistik agidan hata olasiligi artmakta, tersine olarak Petri kutularindaki koloni
sayist arttikca bu tip hata olasiligi azalmaktadir. Ancak, bu kez sayim yapilirken hata
olusmasi ve bazi kolonilerin sayillmamasi nedeni ile, {ist sinir olarak mikroorganizmaya gore
degisen degerler alinmaktadir.

Saymm sonucu ile bulunan degerin %95 giivenlik sirlart ile alabilecegi degerlerin
hesaplanmasinda kullanilan formiil;

&= {[(C/B)+(1,92/B)] £ [(1,96 x VC / B)]} / d seklindedir.
Bu formiilde B olarak gosterilen deger B= V(n; + 0,1 X np) ile hesaplanir. 1,92 ve 1,96
degerleri istatistik sabitlerdir. Diger birimler yukaridaki formiilde agiklanmistir.

Yine yukarida 6rnekteki 2,1X10° kob/g degeri (yayma kiiltiirel sayim; 102 seyreltide 219 ve
185, 10" seyreltide 28 ve 21 koloni) bu formiile gore;

B=0,1x(2+0,1x2)=0,22 ve

C=219+ 185+ 28 + 21 =453 olmak iizere;

0 = {[(453/0,22) + (1,92/0,22)] + [(1,96 x \453 / 0,22)]1} /0,01
0 = {[2059,09 + 8,73] +[1,96 x (21,28 / 0,22)]} / 0,01

&= {[2059,09 + 8,73] +[1,96 x 96,73]} / 0,01

&= {[2067,82] +[189,59]} / 0,01

8 =2257,41/0,01 =225.741 =2,3X10°
8, =1878,25/0,01 = 187.823 = 1,9X10°

olarak hesaplanir.



Bir diger deyis ile ilk formiil ile elde edilen 2,1X10° degeri %95 giivenlik smurlari iginde
2,3X10° ile 1,9X10° arasindaki bir degerdir ve yuvarlatma yapilmadan alman N= 205.909;
01=225.741; 0,= 187.823 degerleri kullanildiginda hata olasilig;

[(225.741 /205.909) —1] X 100= +%9,63 ve

[(187.823 /205.909) —1] x 100=—-%8,78 olarak bulunur.

15'ten az kolonilerin sayilmama kurali dikkate alinmadan ve yukaridaki 6rnege yakin olarak;
dékme kiiltiirel sayimda 107 seyreltiden 19 ve 16, 107 seyreltiden 3 ve 2 koloni elde edildi
ise sonug 18.182 olarak alinacak, &;= 24.689 ve 8,= 13.420 olarak hesaplanacak, hata sinir1
ise "+ %35,8" ile " %26.2" olarak bulunacaktir.

Sayimda 250, 300 gibi belirlenen {ist sinirin tizerinde koloni varsa ve sayim yapilmasi zorunlu
ise tercihen koloni sayact ve mutlaka biiylite¢ kullanilarak 1 cm’ alan i¢inde ka¢ koloni
olduguna bakilir.

Ortalama olarak 1 cm? alanda 510 arasinda koloni varsa koloni sayaci kullanilarak yatay ve
diisey olarak 1 cm” olan 6'sar hatta sayim yapilip, ortalamasi alinir ve Petri kutusu alani ile
orant1 kurularak sayim sonucu hesaplanir. 1 cm” alanda 10'dan fazla koloni varsa herhangi 4
alanda sayim yapilip, ortalama alinir ve yine Petri kutusu alani ile oranlanarak sonug¢ bulunur.
Her iki kosulda da sonug "tahmin" olarak verilir.

Koloni sayisinin hesaplanmasinda siklikla karsilagilan bir soru, ayni seyreltiden 2 paralel
ekim yapildiginda sayim sonuglart arasindaki farktir. Genel olarak; %0-10 farklilik "¢ok
iyi", %I10-15 farklibk "iyi" ve %15-20 farklilik "kabul edilebilir" olarak
degerlendirilmektedir. Daha yiiksek koloni sayis1 farkliliklar1 goriiliiyor ise bunun nedenleri
sistematik olarak arastirnlmali ve farkin asagiya ¢ekilmesi i¢in diizeltici uygulama
yapilmalidir.

Burada dikkati ¢eken bir ayrint1 vardir. 2 paralel ekimde 80 ve 100 koloni sayimi elde edildi
ise, tolerans hesabinda hangi saymin dikkate alinacagi tartisilmalidir. 80 koloni dikkate
aliirsa, bunun %20 fazlas1 96 olup, kabul edilebilir sinirin disindadir. Oysa 100 koloni esas
almirsa, bunun %20 eksigi 80 olup, bu kez kabul edilebilir sinir igindedir. Analiz yapan
kisinin lehine olarak biiyiikk deger esas alinabilecegi gibi, analiz sonucunun daha duyarl
olmasi agisindan kiigiik deger de dikkate alinabilir. Bu konu, ilgili talimatta belirtilmelidir.

Sayimda dikkat edilmesi gereken bir diger 6zellik, performans testidir ve ayda en az bir kez
yapilmasi Onerilir. Buna gore sayim yapan personelin ayni Petri kutusunda bir kez daha sayim
yapmast saglanir. 2 sonug¢ arasinda kabul edilebilecek en yiiksek fark %8'dir. Ayni Petri
kutusunda 2 ayr1 personelin sayim sonuglar arasinda ise, en ¢ok %10 fark kabul edilebilir. Bu
sekilde personelde performans diisiikliigii fark edilirse, diizeltici 6nlem alinmalidir.

07.01.05. identifikasyon Esash Sayim ve Dogrulama

Bir ornekte sayim i¢in yar1 selektif bir besiyeri kullanildi ise hedef mikroorganizma sayisi
belirli bir identifikasyon isleminden sonra yapilabilir. Ornegin, koliformlarin saymmi igin
yaygin olarak kullanilan VRB Agar besiyerinde gelisen tipik koloniler koliform grup olarak
sayildiktan sonra bunlarin i¢inde kag¢ adet E. coli oldugu da belirlenebilir.

Bu amagla koliform grup bakteri kolonileri icinden koloni sayisina gore 5-20 arasinda olmak
lizere rasgele se¢im yapilip, bunlar izole edilir ve her biri ayr1 ayr1 tanimlanir. Sonra bunlarin



icindeki E. coli sayisi, toplam koliform grup bakteri sayisina oranlanir ve seyreltme faktorii de
hesaba katilarak analiz edilen 6rnekteki E. coli sayisi hesaplanir.

Ornek: Petri kutusunda toplam 110 koloni i¢inde 60 adet tipik koliform bakteri kolonisi
vardir. Bunlardan 15 adedi izole edilmis, yapilan identifikasyon sonunda 15 koloni i¢inde 9
adedinin E. coli oldugu belirlenmistir. Buna gore 15 koloninin 9 adedi E. coli ise, 60
koloninin 36 adedi E. coli 'dir. Burada dikkat edilmesi gereken ayrinti; E. coli sayisinin tiim
koloniler i¢inden degil, tipik koloniler i¢inden belirlenmis oldugudur. Plate Count Agar gibi
bir besiyerinde 70 koloni sayildi, bunlardan rasgele segilen 10 adedinden 4 adedi E. coli
olarak dogrulandi ise, bu kez Petri kutusunda 28 E. coli oldugu anlasilir.

Benzer sekilde, bazi sayimlarda tipik de olsa kolonilerin dogrulanmas: istenebilir. Ornegin,
toplam Enterobacteriaceae sayiminda standart olarak VRBD Agar besiyeri kullanilir. Bu
besiyerinde gelisen siyaha yakin koyu kirmizi renkli koloniler toplam Enterobacteriaceae
olarak sayilir. Bazi standartlarda bu kolonilerden en az 5 adedinin oksidaz testi ve Glikoz
Agar besiyerinde glikoz testi ile dogrulanmasi da istenebilmektedir.

07.01.06. Sonuclarin Verilmesi

Kat1 besiyerinde yapilan sayim sonuglarinin verilmesinde koloni olusturan birim esas alinir.
Koloni sayist hesaplandiktan sonra sonug, kati gidalarda (érnegin 7,3X10%) kob/g, sivi
gidalarda (6rnegin 3,2X10") kob/mL olarak verilir. Bu degerler, yukaridaki érneklerde oldugu
gibi ya da sirasiyla 730 kob/g ve 32 kob/mL olarak da verilebilir.

Ekim yapilan en derisik seyreltide bile koloni gelismesi goriilmezse sayinin 0 olarak verilmesi
hatali olur. Bu gibi sonuglar ancak 1 mL ya da 1 gram numunenin dogrudan var/yok testi
sonucunda ve agagidaki ornekte oldugu gibi, sivi gidadan 1 mL ekim yapilmasi halinde
verilebilir.

Petri kutularinda koloni gelismesi olmazsa, asagidaki formiile gore hesaplanan deger analiz
sonucu olarak verilir:

Say1: < {1/ [(seyreltme faktorii) X (Petri kutusuna pipetlenen hacim)]}

Ornek: Kati gidanin 107 seyreltisinden yayma yontemi ile analiz yapilmis ve koloni
gelismesi olmamistir. Formiile gore say1:
<{1/[(107)x(0,1)]} =1/0,1 x 0,1 = 100; sonug "100 kob/gramdan daha az" olarak verilir.

Ornek: Kati gidanin 10" seyreltisinden yayma yontemi ile 3 Petri kutusuna toplam 1 mL
dagitilmis ve koloni gelismesi olmamustir. Formiile gore say1:
<{1/[(10Yx(1)] }=1/0,1x 1= 10; sonug "10 kob/gramdan daha az" olarak verilir.

Ornek: Sivi gidanin kendisinden (10° seyrelti) yayma yontemi 3 Petri kutusuna toplam 1 mL
dagitilmis ve koloni gelismesi olmamistir. Formiile gore sayt:
<{1l/ [(10% x (1)] } =1/1x1=1; sonug "1 kob/mL'den daha az" olarak verilir. Bu 6rnekte
fiilen 1 mL numune analize alindig1 i¢in sonu¢ "1 mL'de yok" seklinde verilebilir.

Sayim sonuglarinin verilmesinde farkli kurallar da uygulanabilmektedir. Ornegin FDA, siit ve
tirtinleri analizinde PCA besiyerinde toplam bakteri sayimi i¢in 0—24 arasinda koloni bulunan
Petri kutularin1 "<25 X seyreltme faktorii" olarak verilmesini isterken, koliform analizinde
Petri kutularinda 1-154 arasi koloni olmasini kabul ettigi i¢in Petri kutusunda 6 ya da 153
gibi bir koloni sayisint dogrudan kullanmakta, tersine olarak 154'ten fazla olan sayilar ise
">150 x seyreltme faktorii" olarak degerlendirmektedir.



07.02. En Muhtemel Say1 Yontemi
07.02.01 Genel Bilgiler

Sivi besiyeri kullanilan sayim yontemi denildiginde, "En Muhtemel Sayi; EMS (Most
Probable Number, MPN)" yontemi anlagilir. Bu yontem, eski kaynaklarda "Kuvvetle
Muhtemel Sayi; KMS" olarak da anilir. Yontemin esasi, ardigik 3 seyreltiden 3'er adet sivi
besiyerine l'er mL ekim, inkiibasyon sonunda tiiplerin pozitif ya da negatif olarak
degerlendirilmesi ile elde edilecek kodun, istatistik yontemlerle elde edilmis ¢izelgeden
okunmasidir.

Yontemin "En Muhtemel Say1" olarak adlandirilma nedeni; yukarida da belirtildigi gibi,
ornekteki mikroorganizma sayisinin istatistiksel olasilik hesaplar1 ile elde edilmis
cizelgelerden yararlanilarak hesaplanmasidir. Ekimi yapilan tiipe en az 1 adet canli hiicre
gecer ise bu tiip inkiibasyon sonunda pozitif sonug, aksine olarak tiipe 1 adet bile canli hiicre
gecmez ise inkiibasyon sonunda bu tiip negatif sonu¢ verir. Bu yontemin uygulanist basit
olarak ardisik 3 seyreltiden 3'er adet 10 mL besiyerine I'er mL ekim yapilmasi olarak
tanimlanabilir.

EMS yontemi, tlip seyreltme yontemi ile yar1 kantitatif sayimin modifiye edilmis seklidir. Tiip
seyreltme yontemi "titre belirlemek" i¢in halen giinliik uygulamada kullanilmakta olup, 07.04.
Boliimde verilmistir. Basit olarak, standart sekilde seyreltmeler yapilir, her seyreltmeden
uygun bir s1v1 besiyerine 1'er mL aktarilir. Seyreltmede, giderek azalan say1 nedeniyle ardisik
seyreltilerden artik birisinden ve bundan daha seyreltik olan seyreltilerden besiyeri tiiplerine 1
adet dahi canli hiicre gegmeyecektir. Inkiibasyon sonunda tiipler (+) ya da (—) olarak
degerlendirilir.

Icinde 1.000/mL canli hiicre olan bir ¢dzeltiden yapilan standart seyreltmeler ve ardindan s1vi
besiyeri olan tiiplere l'er mL ekim ve inkiibasyon sonunda, tiipler asagidaki gibi
degerlendirilir.

Sekil 12. Tiip Seyreltme Y ontemi

0° 10" 107 10° 10 10°
1.000/mL  100/mL 10/mL 1/mL 0,1/mL  0,01/mL

U U U U U U

U U U U U U

) () () () ) )

Bu 6rnekte 10~ seyreltiden alinan 1 mL ile besiyerine 1 canl hiicre gectigi icin bu tiip pozitif
sonu¢ vermistir. Oysa 107 seyreltinin 1 mL'sinde 0,1 canli hiicre vardir. Bunun anlami; 1
mL'de 1 canli hiicre olma olasilig1 %10'dur ve dolayisiyla %90 olasilikla bu tiipten yapilan
ekim (-) sonug verecektir. 10~ seyreltiden yapilan ekimde ise %99 olasilikla (-) ve ancak %1
olasilikla (+) sonug alinr.

Yar1 kantitatif degerlendirme kurallar1 ¢ercevesinde bdyle bir sonug¢ alinirsa sonug "O0rnekte
10*/mL ile 10*/mL arasinda mikroorganizma var" seklinde verilir ve bu 6rnek i¢in bu sonug
dogrudur.

Aslinda, 6rnegin 1 mL'sinde 800 canli hiicre oldugu varsayilir ise 10~ seyreltide mL'de 80;
10 seyreltide mL'de 8 ve 10 seyreltide mL'de 0,8 adet bakteri olacaktir. mL'de 0,8 adet
bakteri olmasinin anlami 1 mL'de 1 adet bakteri bulunma olasiliginin %80 olmasidir. Buna



gore bu tlipten yapilan ekim %80 olasilikla (+) ve %20 olasilikla () sonug verecektir. Benzer
sekilde 107 seyreltiden yapilan ekimde %8 olasilikla (+) ve %92 olasilikla (—) sonug alinir.
Daha siklikla beklenildigi gibi 10~ seyrelti pozitif ve 10~ seyrelti negatif sonug verirse, analiz
edilen 6rnekte 1.000 ile 10.000/mL arasinda bakteri olduguna karar verilir, oysa sadece 800
adet/mL bakteri vardir. Bu nedenle sonuglar, yar1 kantitatif yaklagimla verilmez.

Ayn1 Ornekte her seyreltiden 10'ar besiyerine ekim yapilirsa; basit olasilik hesaplarina gore
10~ seyreltiden yapilan ekimde 8 (+) ve 2 (-) sonu¢ alinacaktir. 107 seyreltiden ise
muhtemelen 1 (+) ve 9 () sonug elde edilir.

EMS yonteminin esast da budur. Her seyreltiden birden fazla tiipe ekim yapilir ve inkiibasyon
sonunda tiipler ayr1 ayr1 degerlendirilip, elde edilen kod aracilig1 ile 6rnekteki say1 "tahmin
edilerek" verilir.

Her seyreltiden 3, 5 ya da 10'ar tiipe ekim yapilarak elde edilecek (+) ve (—) sonuglara gore
gelistirilmis istatistik esasli cizelgeler bulunmakla birlikte, en yaygin olarak kullanilan 3'er
tiipe ekimdir ve bu kitapta verilen de bu uygulama seklidir. Kuskusuz, her seyreltiden 5'er
tiipe ekim yapiliyorsa, degerlendirmede bu ekim sekline 6zgii ¢izelge kullanilmalidir.

Yukarida verilen 6rnek bu kez EMS ekim yontemine gore asagida yinelenmistir.
Sekil 13. EMS Yo6nteminde Kod Kavrami

0’ 10" 10° 10° 10° 10°
800/mL 80/mL 8/mL 0,8/mL 0,08/mL 0,008/mL
L L | e e | 2 O | | | | |
u U U u U U u U U u U Uu u U U u U Uu
+ + o+ + + + + + + + -+ - - -
3'te 3 (+) 3'te 3 (+) 3'te 3 (+) 3'te 2 (+) 3'te 0 (+) 3'te 0 (+)
3 3 3 2 0 0

Her seyreltiden 3'er tiipe ekim yapildigina gore bu 3 tiiplin ka¢ adedinde (+) sonug alindigi
sayilir ve bu sekilde kod elde edilir. Kod, ardisik 3 seyreltinin (+) degerleridir. Diger bir deyis
ile eger 10° ; 10" ve 102 serisi alimirsa kod 3 3 3 ve eger 10~ ; 10~ ve 107 serisi alinirsa bu
kez kod 2 0 0 olmaktadir.

Yontemde ardisik 3 seyreltiden elde edilen kod kullanilacagina gore, hangi ardisik 3
seyreltiden ekim yapilacag: kararlastirilmalidir. Ornekteki mikroorganizma yiikii hakkinda bir
bilgi yoksa ya da daha giivenli bir sonug¢ elde etmek istenirse, ardigsik 4 seyreltiden ekim
yapilir, sonuglar alindiktan sonra hangi ardigik 3 seyreltinin EMS ¢izelgesinde kullanilacag:
belirli bir kural cerg¢evesinde secilir. Bu konu 07.02.02. EMS yonteminin uygulanmasi
boliimiinde agiklanmustir.

EMS yonteminde sivi besiyeri olan tiiplerin mutlaka 10 mL olmas1 kural degil, genel bir
benimseyistir. Staph. aureus 'un EMS yontemi ile sayiminda kullanilan Giolitti-Cantoni
Broth 19 mL olarak hazirlanir (bakiniz; 18.03. Boliim). Tersine, standart analizde pek ¢ok
laboratuvarda besiyerleri 9 mL olarak hazirlanmaktadir. 9 mL kabul edilebilir bir degerdir,
ancak daha az miktarda besiyeri kullanilmas1 halinde sahte negatif sonuglar alinabilir.

En yaygin kullanilan EMS c¢izelgesi asagida verilmistir (Cizelge 06). Bundan bagka EMS
cizelgeleri oldugu da unutulmamalidir.



Cizelge 06. EMS Cizelgesi; EMS/g (mL). Partiden 1 6rnek alinmasi igindir.

Pozitif tiipler Say1 ve kategori %095 giivenlik siir1 | %99 giivenlik sinir1
ImL |01mL|0,0lmL| EMS | Kategori| Alt Ust Alt Ust
0 0 0 <0,30 - 0,00 0,94 0,00 1,40
0 1 0 0,30 2 0,01 1,00 0,00 1,60
0 2 0 0,62 3 0,12 1,70 0,05 2,50
1 0 0 0,36 1 0,02 1,70 0,01 2,50
1 1 0 0,74 1 0,13 2,00 0,06 2,70
1 1 1 1,10 3 0,40 3,50 0,20 4,60
1 2 0 1,10 2 0,40 3,50 0,20 4,60
1 2 1 1,50 3 0,50 3,80 0,20 5,20
1 3 0 1,60 3 0,50 3,80 0,20 5,20
2 0 0 0,92 1 0,15 3,50 0,07 4,60
2 0 1 1,40 2 0,40 3,50 0,20 4,60
2 1 0 1,50 1 0,40 3,80 0,20 5,20
2 1 1 2,00 2 0,50 3,80 0,20 5,20
2 2 0 2,10 1 0,50 4,00 0,20 5,60
2 2 1 2,80 3 0,90 9,40 0,50 14,20
2 3 0 2,90 3 0,90 9,40 0,50 14,20
3 0 0 2,30 1 0,50 9,40 0,30 14,20
3 0 1 3,80 2 0,90 10,40 0,50 15,70
3 0 2 6,40 3 1,60 18,10 1,00 25,00
3 1 0 4,30 1 0,90 18,10 0,50 25,00
3 1 1 7,50 1 1,70 19,90 1,10 27,00
3 1 2 12,00 3 3,00 36,00 2,00 44,00
3 2 0 9,30 1 1,80 36,00 1,20 43,00
3 2 1 15,00 1 3,00 38,00 2,00 52,00
3 2 2 21,00 2 3,00 40,00 2,00 56,00
3 2 3 29,00 3 9,00 99,00 5,00 152,00
3 3 0 24,00 1 4,00 99,00 3,00 152,00
3 3 1 46,00 1 9,00 198,00 5,00 283,00
3 3 2 110,00 1 20,00 400,00 10,00 570,00
3 3 3 >110,00

Cizelge 06'da normal olarak 4°= 64 adet olasilik verilmesi gerekirken, bazi sayim sonuglari
verilmemistir. Normal olarak en az konsantre olan seyreltiden (6rnegin 10~) 3 tiipten 3 pozitif
sonug elde edildi ise, bundan 10 kez daha fazla 6rnek ve dolayisi ile 10 kez daha fazla sayida
mikroorganizma igeren 107 seyreltiden yapilan 3 tiipiin 3'inde de pozitif sonu¢ alinmasi
beklenir. Benzer sekilde 10" seyreltiden 3 tiipe yapilan ekimde de 3 pozitif sonug almmalidir.

Dolayisiyla, 0-0-3 ya da 1-0-3 gibi bir sonug alinir ise bdyle bir durumun istatistik olarak
cok kiiclik bir olasilikla gergeklesebilecegi ve deney sirasinda ¢ok biiylik bir olasilikla hata
yapilmis oldugu agiktir.

Ornegin, 2-0-2 ve 3—1-2 gibi sonuglarin laboratuvar analizleri sirasinda hata yapilmadan elde
edilme olasilig1r %0,1 kadardir. Boyle bir sonu¢ dogru olarak elde edilse bile ayni 6rnekten
ayn1 sonucun tekrar elde edilmesi, diger bir deyis ile bu sonucun "yeniden elde edilebilirligi
(tekrarlanabilirligi)" ¢ok diisiik bir olasiliktir. 0-0-2 ve 1-1-3 gibi sonuglarin hatasiz elde
edilme olasilig1 ise hemen hemen hig¢ yoktur. Bu nedenle, bu gibi sonuglar1 gosteren kodlar
standart cizelgelerde verilmemektedir. Bununla birlikte, ayni partiden yapilan 10 ekim




sonucunda da 2-2-2 gibi bir sonug¢ alinirsa, ancak bu kosulda kategorinin 3 olarak kabul
edilebilecegi seklinde EMS c¢izelgeleri de bulunmaktadir. Burada partiden sadece 1 6rnek
alinmas1 halindeki sonuglarin yer aldigi ¢izelge verilmistir.

Cizelgedeki kategoriler agsagidaki sekilde agiklanabilir.

-Kategori 1: Uriindeki mikroorganizma sayis1 hesaplanan sayiya esit oldugunda, bu
kombinasyon ile elde edilen sonug, elde edilebilecek kombinasyonlar i¢inde en yiiksek
olasiliga sahip olanlardan birisidir. Bu kategoride en az olasilikla (giivenlik sinir1 degerleri)
elde edilebilecek bir sayim sonucundan daha diisiik bir olasilikla sonug elde etme olasilig1 en
fazla %5'tir. Bu kategori ile elde edilen kodlar giivenli olup, laboratuvar tarafindan dogrudan
degerlendirilir.

-Kategori 2: Uriindeki mikroorganizma sayis1 hesaplanan sayiya esit oldugunda, bu
kombinasyon ile elde edilen sonug, elde edilebilecek kombinasyonlar i¢inde kategori 1'den
daha az bir olasilikla elde edilebilir. Ancak, bu kategoride en az olasilikla (giivenlik sinir1
degerleri) elde edilebilecek bir sayim sonucundan daha diisiik bir olasilikla sonug elde etme
olasilig1 en fazla %1'dir. Bu kategoride elde edilen kodlar daha az giivenilirdir. Tercihen, bu
sekilde elde edilen kodlar iist yetkiliye danisilarak degerlendirilmelidir.

-Kategori 3: Uriindeki mikroorganizma sayis1 hesaplanan sayiya esit oldugunda, bu
kombinasyon ile elde edilen sonug, elde edilebilecek kombinasyonlar iginde kategori 2'den
daha az bir olasilikla elde edilebilir. Ancak, bu kategoride en az olasilikla (giivenlik sinir1
degerleri) elde edilebilecek bir sayim sonucundan daha diisiik bir olasilikla sonug elde etme
olasilig1 en fazla %0,1'dir. Bu kategorideki kodlar ise kayda deger dl¢ilide giivenilmez oldugu
icin tercihen deney tekrarlanmali ya da mutlaka iist yetkilinin onay1 ile degerlendirilmelidir.

Cizelgede 1; 0,1; 0,01 olarak verilen ekimler sirasiyla 100; 10! ; 1072 seyreltilerden 1'er mL
ekim yapilmasi anlamimndadir. Kati gidanin 10" seyreltisinden 10 mL ekim, 10° seyreltiden 1
gram ekim anlamindadir.

Bu sekilde yapilan ekim sonucu, 2—1-0 degeri elde edildi ise gidada 1,50 adet/g (mL) canli ve
aktif mikroorganizma oldugu, bu saymin %95 giivenlik sinirlarinda 0,40 ile 3,80 arasinda
olabilecegi, giivenlik sinir1 olarak %99 segilirse gidadaki saymnin 0,20 ile 5,20 arasinda
olabilecegi anlasilir.

Sivi bir gidada sirasiyla 10-1-0,1 mL ekim yapildi ve 2-1-0 sonucu elde edildi ise,
yukaridaki ornekte verilen tiim degerler 10 mL i¢in gegerlidir. Diger bir deyisle gidanin 1
mL'sinde 1,50/ 10 = 0,15 adet mikroorganizma bulunmaktadir. Tersine olarak, sirasiyla 1072,
107 ve 10~ seyreltilerden yapilan ekimlerde yine 2—1-0 sonucu alindi ise 1 g (mL) érnekte
1,50 / 0,01 = 150 adet mikroorganizma bulunmaktadir. Giivenlik sinirlar1 da bu orneklere
paralel olarak degisir. ikinci ornekte %95 smirdaki degerler 40 ve 380 EMS olarak alinir.
Buradaki 1,50 degeri, orijinale gore 10° kez seyreltilmis olan 107 seyreltideki tiipiin 1
mL'sindeki sayidir.

Kat: gidada ise en diisik olarak 10" ; 107 ; 107 seyreltilerden 1'er mL ekim yapilabilir.
Bununla beraber, gerekirse kati gida standart 10 g + 90 mL seklinde homojenize edilir, 10~
seyreltiden 10 mL hacim alindiginda, orijinal 6rnekten 1 gram alinmis gibi olur. Bu
uygulamada, 10 mL homojenizat (ya da sivi 6rne8in kendisi) eklenecek besiyerinin ¢ift
kuvvette hazirlanmis olmasi gerektigi de asla unutulmamalidir (bakiniz; 03.03.04. Bolim).



Farkl1 literatiirde, EMS konusunda yine her seyreltiden 3'er besiyerine ekim yapilmasi halinde
farkli EMS degerlerine rastlanabilir. Yaygin olarak rastlanan bir diger EMS c¢izelgesinde 1;
0,1; 0,01 mL ekim yerine 0,1; 0,01; 0,001 mL ekim yapilmasi kosulundaki sonuglar verilir.
Buna gore 6rnegin, 3 1 0 kodu karsiliginda 4,30 degeri yerine 43,0 degeri verilir.

Yukaridaki (sekil 13) ornege gore 3 2 0 kodu elde edilmistir ve ¢izelge 06'da bu degerin
karsisinda 9,30 EMS vardir. Ardisik 3 seyreltinin en derisigi 10 % olduguna gore bu seyreltinin
mL'sinde en muhtemel (olas1) olarak 9,30 canli hiicre oldugu anlasilir. Bu ise, orijinal 6rnekte
930 hiicre/mL anlamina gelir. 10~ seyreltideki 3 tiipiin 2 adedi degil de 1 adedi pozitif sonug
vermis olsa idi bu kez 3 1 0 kodu karsilig1 olarak 4,30 ve buradan 430 hiicre/mL sonug elde
edilecekti.

Bu durumda, yukaridaki 6rnekte 800 hiicre/mL olan say1 i¢in; ¢ok muhtemel olarak ya 930 ya
da 430 sonucu elde edilecektir. Uygulanan yontemin "En Muhtemel Say1" olarak
adlandirilmasinin nedeni de zaten budur.

07.02.02. EMS Yonteminin Uygulanisi

Yontemin uygulanist asagida ozet olarak verilmistir. Ayrica sekil 14'te yontemin uygulanist
sematik olarak gosterilmistir.

-Giinlik (rutin) gida kontroliinde ardisik 3 seyreltiden ekim yeterlidir. Bu amacla kati
gidalarda 107", 10 ve 107 seyreltiler, sivi gidalarda ise beklenen sayiya gore ya 107, 102 ve
107 ya da 10° 107" ve 107 seyreltiler kullanilir. Daha fazla seyreltme gerekiyorsa, bunun
yerine yayma ya da dokme yontemi tercih edilmelidir.

-Durham tiipii olan besiyerlerinde ekim 6ncesi gaz kontrolii yapilmali, gaz olan tiiplere ekim
yapilmamalidir. Durham tiipii olan besiyerleri herhangi bir asamada tiip karistirict
kullanilarak karistirilmaz.

-Her seyreltiden 3 besiyeri tiipiine ekim yapilir. Tiiplerde standart olarak 10 mL siv1 besiyeri
bulunurken, amaca uygun olarak 19 mL olarak da hazirlanabilir. Standart ekimde
seyreltilerden 1'er mL ekim yapilmakla beraber, 6zel uygulamalarda ilk seyreltiden 10'ar mL
ekim yapilabilir. Baz1 uygulamalarda her seyreltiden S'er tiipe ekim yapilir. Bunlarin
degerlendirme c¢izelgeleri farklidir.

-10:90 mL seklinde yapilan ilk seyreltme Tamponlanmis Peptonlu Su gibi bir besiyerinde
yapilmis ve diger tiiplerde de besiyeri olarak yine Tamponlanmis Peptonlu Su kullaniliyor ise
ilk seyreltiden steril 3 bos tiipe 10'ar mL aktarilabilir. Bu kosulda kati 6rnekten ilk ii¢ tiipe
dogrudan 1 gram aktarilmis gibi olur.

-Baz1 c¢alismalarda canlandirma islemi wuygulanir. Bu amagla 06rnegin, toplam
Enterobacteriaceae sayiminda Tamponlanmis Peptonlu Su besiyerine ekim yapilir, buradan
EE Broth besiyerine ekim yapilir ve en son olarak da bu besiyerindeki pozitif tiiplerden
VRBD Agar besiyerine siirme yapilir.

-Gerekirse tiiplerin iizerine siv1 parafin, agar vb. maddeler ilave edilebilir.

-Inkiibasyon sonunda tiipler degerlendirilir (bakiniz; 07.02.03. Béliim). Elde edilen kod ile
standart EMS c¢izelgesinden yararlanilarak oOrnekteki sayr hesaplanir. Sayim sonunda
kullanilan tiim malzeme sterilize edilerek yikanir ya da atilir.



Sekil 14. EMS Yonteminin Uygulanisi

Gida O6rnegi 1:9 oraninda homojenize edilip
(10"), bundan standart yontemle devam
edilerek 102 ve 107 seyreltiler elde edilir.
Seyreltmede siit {irlinleri icin " Ringer
cozeltisi, diger gidalarda  Maximum
Recovery Diluent kullanilir.

I
I mL ! I mL !

] n Her seyreltiden 3'er adet sivi besiyerine ayri
fi1,l_\\ H ‘ | ayr1 1'er mL aktarilir. Gidada beklenen ya da
() V hedef alinan sayiya gore ilk seyreltiden ¢ift
/] \imL INImL /| NI mL k . . '

YRR dub duon uvvette hazirlanmis besiyerlerine 10'ar mL
h J L J L J [‘ U L ekim yapilabilir.

Inkiibasyondan sonra biitiin tiipler (+) ya da
(—) olarak degerlendirilir. Bu, basitce
SENRE AR A1l bulaniklik  ve/veya gaz olusumu ile
il i (1] Il yapilabilecegi  gibi, muhtemel pozitif
) (4) () HEE (GG 320 tiiplerden sivi ya da kati besiyerlerine ekim
yapilabilir.

Daha giivenli sonuglar elde etmek isteniyorsa 10° , 10", 102, 10~ olmak iizere ardisik 4
seyreltiden ekim yapilip, sonuglara gére EMS cizelgesinde kullanilacak ardisik 3 seyrelti
secilir. Burada izlenmesi gereken kural asagida verilmistir:

-Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 1'den fazla 3 pozitif sonug varsa, daha az konsantre
olan seyrelti ile baslayan seri dikkate alimmalidir. Ornegin gidada 10°, 107", 102, 10~ olmak
tizere ardigik 4 seyreltiden 3'er tlipe yapilan ekimlerde sirasi ile 3—3—2—1 seklinde sonug alindi
ise 3—2—1 serisi dikkate alinmalidir.

-Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 1 adet 3 pozitif sonug varsa, 3 pozitif alinan seri ile
baslanilmalidir. Ornegin sirasiyla 3—2—1-0 seklindeki bir seride degerlendirilecek olan 3—2—
1'dir.

-Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 0 adet 3 pozitif sonug varsa, sondaki seri dikkate

alinmalidir. Ornegin 2-1-1-0 serisinde 1-1-0 serisi kullanilmalidir. Ancak birden ¢ok 3
negatif sonug varsa (6rnegin 2—1-0-0) bu kez 2—1-0 serisi kullanilmalidir.

07.02.03. Tiiplerin Degerlendirme Kurallar:

EMS yonteminde her tiipiin pozitif ya da negatif olarak degerlendirilmesi esastir. Buna gore
tiiplerin degerlendirilmesi, kullanilan besiyeri ve analiz yontemine gore birbirinden ¢ok farkli
sekillerde yapilir. Bu amagcla ilgili talimatlar ayrintili olarak hazirlanmali ve bunlara tam
olarak uyulmalidir. Asagida degerlendirme kurallari iizerinde baz1 6rnekler verilmistir:

-Nutrient Broth'ta toplam bakteri analizinde tiipte bulaniklik pozitif sonugtur.

-Koliform grubu bakteri analizinde Durham tiiplerinde bulaniklik ve gaz olusmasi pozitif
sonugtur (bakiniz; 03.03.04. Bolim).

-E. coli analizinde MUG'lu besiyerindeki Durham tiiplerinde bulaniklik ve gaz olusmasi ile
uzun dalga boylu UV lambast ile floresan 1s1ma pozitif sonugtur.



-S. aureus analizinde siyahlagsma olan tiiplerden Baird—Parker Agar besiyerine ekim yapilir,
tipik kolonilerin goriildiigii Petri kutularinin ekim yapilmis oldugu tiipler pozitif olarak
degerlendirilir.

-Ozmofilik—ozmotolerant maya analizinde agar tabakasinin yukari itilmesi gaz olusumunun
gostergesidir. Bu sekildeki tlipler pozitif olarak degerlendirilir.

Asagida tliplerin degerlendirilmesi i¢in bir 6rnek verilmistir. Bu Ornekten izlenecegi gibi
ardisik 4 seyreltiden ekim yapilmis, koliform grup ig¢in 3 3 2 1 seklinde muhtemel pozitif
sonug elde edilmis, sadece pozitif sonug veren tiiplere dogrulama testi yapilmis ve bu kez 3 3
1 1 seklinde sonug elde edilmistir. Dogrulanmis koliform tiiplerinde ise E. coli varligi
arastirilmagstir.

Sekil 15. Siv1 bir gidada E. coli 'nin IMViC testleri ile belirlenmesi

0’ 10 10 10° Seyreltmeler
Uu UUU UUU UU U Herseyreltmeden 3'er tiipe ekim.
+ + + + + + - + + + — —  Koliform grup bakteriler i¢cin muhtemel

pozitif sonuglar 33 2 1.
uu UUuUu *U U U * *  Sadece pozitif sonuglar dogrulanir.

+ ++ + + + * + -  + * *  Koliform grup bakteriler igin
dogrulanmisg sonuglar 3 3 1 1.

Oo0oo0o 000 * O * 0 * * EMBAgarve IMViC Testleri.

-+ + + - - * ok — * * E, coliigin pozitif sonuglar 2 1 0 0.

*: Bir 6nceki basamakta negatif sonug oldugu i¢in ekime gerek yoktur.

Dogrulanmus koliform sayisi dikkate alindiginda 10° serisinden baslanirsa 3 3 1 kodu karsiligt
sonu¢ 46 EMS/mL iken, 10" seyreltiden elde edilecek sonu¢ 3 1 1 kodu karsihigi 75
EMS/mL'dir. Cizelge 06'ya gore gerek 3 3 1 gerek 3 1 1 kodu "1" kategorisi ile
degerlendirilse de ardisik seride se¢im kuralina gore 3 3 1 degil, 3 1 1 serisi esas alinir ve
sonu¢ 75 EMS/mL olarak verilir. Benzer durum E. coli i¢in de gegerlidir ve 2 1 0 kodu
karsilig1 olarak sonug 1,50 EMS/mL olarak verilir.

07.02.04. EMS Yonteminde Sonug¢larin Verilmesi

Standart EMS c¢izelgesinden sonu¢ hesaplandiktan sonra sivi gidalarda (6rnegin 0,36)
EMS/mL, kat1 gidalarda (6rnegin 23,0) EMS/g olarak verilir. Ekim yapilan seyreltilere gore
EMS ¢izelgesinin kullanilis1 yukarida agiklanmistir. Ekimi yapilan tiiplerdeki pozitif sayilara
gore elde edilen kodlarin karsilig1 asagidaki 6rneklerde verilmistir. Hesaplamalarda standart
1-0,1-0,01 mL EMS ¢izelgesi kullanilmistir.

EMS yoOnteminde standart olarak 1:9 seyrelti kullanilmaktadir. Bununla birlikte, unda rop
sporu sayiminda oldugu gibi ilk seyreltme 1:19 oraninda yapilabilir, ancak digerleri mutlaka
standart 1:9 oraninda yapilmalidir. Bu sekilde yapilan bir seyreltme ve ekimden sonra 3 1 0
kodu elde edilirse bunun ¢izelgedeki karsiligi 4,30'dur ve 1-0,1-0,01 mL ekim i¢in bu deger
verilmistir. Buna gore 1:19 olarak hazirlanan ilk seyreltide 4,30 EMS/mL sayim sonucu elde
edilir, bu deger 20 ile ¢arpilarak 6rnekteki say1 86,0 EMS/g olarak verilir. Diger bir deyis ile
burada 1:19 olarak yapilan ilk seyreltme sanki orijinal (10°) 6rnek gibi disiiniilmektedir.



Bundan 1:9 standart seyreltmeler yapildiktan sonra standart yontemle seyreltilerden (10° ; 10°
"ve 10%) l'er mL ekim yapilmis ve 4,30 EMS/mL sayim sonucu elde edilmistir. Burada
orijinal olarak kabul edilen tiip (bir anlamda un homojenizati), ger¢ekte orijinal 6rnegin 20
kez seyreltilmis sekli oldugu i¢in, 4,30 degeri 20 ile ¢arpilarak ger¢ek sonu¢ bulunmaktadir.
Asagida (cizelge 07) EMS yonteminde sonuglarin verilmesine iligkin 6rnekler verilmistir.

Cizelge 07. EMS Sonug Ornekleri

I1k seyrelti ve ekim Kod Sonug

10”; standart 000 <0,3 EMS/mL
10°; standart 200 0,92 EMS/mL
10°; standart 333 >110 EMS/mL
100; ilk seyreltiden 10'ar mL 200 0,092 EMS/mL
10" ; standart 000 <3,0 EMS/g
107" ; standart 200 9,20 EMS/g
10" ; standart 333 >1100 EMS/g

107"; ilk seyreltiden 10'armL 200 0,92 EMS/g

07.03. Membran Filtrasyon
07.03.01. Genel Bilgiler

Membran filtrasyon sistemi 6zellikle igme suyu ve berrak meyve sular1 gibi filtrasyonda sorun
cikarmayan ve ¢ok az sayida mikroorganizma bulunabilen Ornekler i¢in idealdir. Benzer
sekilde suda tam olarak eriyebilen seker, tuz gibi gidalarin analizinde de kolaylikla
kullanilmaktadir.

Bir sterilizasyon teknigi olarak membran filtrasyon konusu 04.04. Boliimde verilmistir.
Membran filtrasyon yontemi ile sayimin ilkesi de sterilizasyona benzer; analiz edilecek
materyaldeki mikroorganizma filtre iizerinde kalir.

Her ne kadar mikrobiyolojik kurallar uyarinca membran filtrasyon yontemi, 1 kob/g (mL)'dan
daha az sayida mikroorganizma igeren gidalarin analizi i¢in uygun bir yontem ise de (bakiniz;
06.01.01. Boliim), pratik kullanimi nedeni ile gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda bundan
cok daha fazla sayida mikroorganizma igceren gidalarin analizinde de yaygin kullanim alam
bulmustur.

Bu yontemde seyreltme kavrami ile yikama amaciyla kullanilan steril sivinin hesaplamalarda
karistirlmamasina dzen gosterilmelidir. Ornegin, toz sekerin 1 graminda 60 adet canli (koloni
olusturabilen) bakteri oldugu varsayilir ise 1 gram sekerin 9 mL ya da 43 mL seyreltme
stvisinda eritilmesinin "seyreltinin tiimiiniin filtreden gegirilmesi kosulu ile" hi¢ farki yoktur.
Her kosulda 1 gramdaki 60 adet bakteri filtre yiizeyinde kalacak ve inkiibasyon sonunda 60
koloni olusacaktir. Oysa, 1 gram sekerin 9 mL seyreltme c¢ozeltisinde eritilmesi ve buradan
(10! seyrelti) 1 mL aktarilmas1 durumunda sadece 6 bakteri filtre {izerinde kalacaktir.

Bu uygulamada, filtrasyonun kolaylastirilmasi amaciyla sisteme Onceden ilave edilen ya da
filtrasyon bitiminde haznede kalmis olabilecek bakterilerin de filtreye aktarilmasi ig¢in
kullanilan steril saf suyun miktar1 6nemli degildir. Ciinkii bu su sterildir, 6nemli olan filtre
edilecek ornek miktaridir.



I¢me suyu analizinde genellikle 100 mL su drnegi filtre edilir. Yukaridaki érnekte oldugu gibi,
filtreyi 1slatmak amaciyla 6nceden ilave edilen steril su miktar1 6nemli degildir, burada sadece
100 mL analiz 6rneginin gegirildigi dikkate alinmalidir. Bu i¢cme suyu yiiksek miktarda
klorlanmis ise klor da filtre lizerinde kalacak ve mikroorganizma gelismesini baskilayacaktir.

Bunun Oniine gegmek icin analiz edilecek drnek filtreden gecirildikten sonra, bol miktarda
steril su ya da 6zel olarak bu amagla hazirlanmis Membrane Filter Rinse Fluid (Merck
1.05286) gecirilerek filtre bir anlamda yikanur.

Filtrasyon sonunda membran filtre, iiretici firma tarafindan saglanan ve 6zel olarak iiretilmis
besiyerine konulabilecegi gibi, laboratuvarda standart olarak hazirlanan kat1 besiyeri iizerine
de yerlestirilebilir.

Membran filtre sivi besiyerine de ilave edilebilir. 100 mL dere suyunda Salmonella olup
olmadiginin aragtirilmasinda en pratik yol 100 mL dere suyunu filtre edip, filtreyi oldugu gibi
standart yontemle hazirlanmis zenginlestirme besiyerine atmaktir. Standart analizlerden farkli
olarak bu uygulamada 225 mL besiyerine gerek yoktur, 40-50 mL besiyeri yeterlidir.

FDA ve diger baz1 kuruluglar tarafindan "Hidrofobik Grid Membran Filter" (HGMF;
hidrofobik 1zgara sistemli membran filtre) teknigi uygulanmaktadir. Bu sistemde filtre
tizerinde ¢ok ince hidrofobik seritler vardir. Bu seritler hidrofobik olduklari i¢in iizerlerinde
su ve dolayistyla mikroorganizma tutulmaz, bdylece koloni gelismesi bu seritlerin
olusturdugu karelerin i¢ginde meydana gelir.

Bu sistemde kare i¢indeki koloni sayisina bakilmaz. Kareler, pozitif (koloni gelismis) ya da
negatif (koloni yok) olarak degerlendirilir ve formiil ile hesaplanan sonu¢ EMS olarak verilir.
Daha ¢cok ABD'de -ve 6zellikle akademik caligmalarda- benimsenen bir yontem olup, Avrupa
iilkelerinde yaygin kullanim alan1 bulmamistir.

S6z konusu formiil; "Gelisme Goriilen Bolmelerdeki En Muhtemel Say1" (Most Probable
Number of Growth Unit; MPNGU) olarak ifade edilmektedir:

EMS= {N X In[N /(N - A)]} seklindedir.

Bu formiilde N= membran filtre {izerindeki toplam kare sayisi ve A= pozitif olarak sayilan
kare sayisidir.

Formiile gore toplam kare sayisinin, toplam negatif kareye (N — A) boliinmesi ile elde edilen
saymin "e" tabanina gore logaritmasi (In) toplam kare sayisi ile carpilmaktadir.

HGMF sisteminde koloni degil alan sayildigi i¢in filtre {izerinde ideal olarak 20—1520 pozitif
saha sayilmast gerekir. Bu smirlarin  disindaki sayimlarda ekimin tekrarlanmasi
onerilmektedir. Prensip olarak, gézle yapilan sayimlarda pozitif alan sayis1 200'i gegmiyor ise
pozitif alanlarin tiimiiniin sayilmasi1 gerekmektedir. Bu degeri asan sayimlar icin, her biri 40
alan olmak {lizere yatay ve diisey boyutta 4'er hat boyunca sayim yapilip, sonucun 5 ile
carpilmasi 6nerilmektedir.

Kayis1 suyu gibi partikiillii drneklerde membran filtrasyon uygulamasinda filtre tikanir. On
filtre ve enzim uygulamasi gibi 6nlemler s6z konusu ise de 6zellikle enzim uygulamasi pratik
uygulamada yeterli degildir.



On filtre uygulamasinda homojenizat ya da siv1 gida, asil filtrenin iizerine yerlestirilen 8 pm
porlu filtreden gegirilir, kaba parcalar burada tutulur. Bu filtrenin de besiyerine yerlestirilmesi
ve inkiibasyon sonunda her iki filtreden elde edilen sonucun toplanmasi gerekir. Tripsin,
seliilaz, amilaz, proteaz vb. enzimler ile Tween 80 gibi emiilgatorler tek basina ya da kombine
olarak kullanilir.

07.03.02. Membran Filtrasyon Yonteminin Uygulanisi

Membran filtrasyon yonteminin uygulanisi asagida 6zetlenmis, ayrica "Membran Filtrasyon
Yontemiyle Sularda Koliform Bakteri Aranmas1" sematik olarak Ek A 05'te verilmistir.

-Membran filtrasyon sistemi sterilize edilir. Sterilizasyon islemi, ekipmanin 6zelligine gore
otoklavda yapilabildigi gibi, pratik olarak alkol ya da uygun bir kimyasal kullanilarak da
yapilabilir. Otoklavlama parametresi 121 °C'da 20 dakika iken, kimyasal dezenfeksiyon
uygulanirsa dezenfektanin kolaylikla sistemden uzaklastirilmast gerekir. Aksi halde; sistemde
kalan dezenfektan, analizi yapilacak mikroorganizma iizerinde olumsuz etki olusturur.

-Bu nedenle, alkol uzaklastirildiktan sonra kalan kisminin yakilarak giderilmesine ek olarak,
analiz oncesinde 50 mL kadar steril damitik suyun filtre edilmesi, sistemde kalabilen
dezenfektanin yikanmasi i¢in etkili bir uygulamadir.

-Aseptik kosullara uyularak filtrenin yerlestirilecegi taban steril su ile 1slatilir ve filtre buraya
yerlestirilir. Koruyucu plastik tabaka kendiliginden kalkar, bu kisim filtreden ayrilir. Sonra
slizme haznesi yerine takilir.

-Beklenen ya da hedef sayiya uygun miktarda sivi hazneye konulur, pompa caligtirilir ve sivi
ornek membran filtreden gegirilir.

-Sizme  islemi  tamamlandiktan sonra  ¢eperlerde  kalmig  olmasi  muhtemel
mikroorganizmalarin da alinmasi i¢in 1020 mL kadar steril su ile calkalanir. Ilave steril su
gecirme iglemi, klor gibi inhibitdr maddelerin varliginda daha da 6nemlidir.

-Filtrenin mikroorganizmalarin tutulmus oldugu ylizeyi {istte kalacak sekilde Petri
kutusundaki besiyerine yerlestirilir. Petri kutulari, tabanlar alta gelecek sekilde inkiibasyona
birakilir.

-Besiyeri olarak ped iizerine emdirilmis hazir besiyeri kullaniliyor ise iiretici firmanin
talimat1 dogrultusunda steril su ilave edilerek besiyeri aktiflestirilir.

07.03.03. Membran Filtrasyon Yonteminde Sonuclarin Verilisi

Membran filtreden fiilen gegirilen miktar esas alinarak sonuclar kob/mL ya da kob/g olarak
verilir. Asagida ¢esitli 6rnekler verilmistir:

-100 mL su ornegi filtre edilmis ve sonugta 24 koloni sayilmig ise sonu¢ 24 kob/100 mL
olarak verilir.

-5 gram seker 45 mL steril seyreltme ¢ozeltisinde eritilmis, buradan alinan 5 mL filtreden
gecirilmis ve 17 koloni sayilmus ise; filtrasyon éncesinde 10" seyreltme yapilmis demektir.
Bu ¢ozeltinin her mL'sinde 0,1 gram ve 5 mL'sinde ise 0,5 gram seker vardir. 17 koloni 0,5
gramdan elde edildigine gore, sonug¢ 34 kob/g olarak verilir.

-100 mL su 6rnegi filtre edilmis ve koloni gelismesi goriilmemis ise sonu¢ <1 kob/100 mL
olarak verilir. Yaygin uygulamada bu sonug "yok/100 mL" olarak da verilmektedir.



-100 mL dere suyunda Salmonella aranmasi amaciyla yapilan filtrasyondan sonra filtre 50
mL kadar 6n zenginlestirme besiyerine atilip, buradan standart Salmonella analizi ile selektif
zenginlestirme, selektif kati besiyeri, tipik kolonilerin tanimlama agamalar1 ile Ornekte
Salmonella var/yok testi yapilmis olur. Goriildiigii gibi burada membran filtrasyon teknigi bir
anlamda var/yok testinin bir boliimi olarak kullanilmaktadir. 100 mL su analizinde filtre
dogrudan besiyeri iizerine konularak sayim yapilir. Ancak buradaki uygulamada siv1 besiyeri
kullanildig1 i¢in analiz prensibi degismektedir.

07.04. Titre Belirlenmesi

Ornekteki mikroorganizma diizeyini "pozitif sonucun alndifi en seyreltik seyrelti" ile
belirleyen bir yontemdir. Rutin test diliisyonu adi ile de bilinir.

Yontemin uygulanmasinda materyalden, once standart seyreltiler hazirlanir. Seyreltmenin
hangi basamaga kadar gidecegi amaca ya da beklenen/kabul edilen sayiya gore degisir.

Seyreltmeler yapildiktan sonra her tiipten ayr1 ayr1 olmak iizere, iclerinde uygun besiyeri
bulunan tiiplere 1'er mL ornek aktarilir. Uygun sicaklik, siire ve atmosfer ortaminda
inkiibasyondan sonra tiiplerin pozitif ya da negatif olduklar1 kontrol edilir. Degerlendirme
kurallart EMS yontemindeki gibidir.

Asagida LST+MUG besiyerinde koliform bakteriler ve E. coli igin titre belirlenmesi iizerine
bir 6rnek verilmistir. Bu besiyerinde koliform bakteriler ve E. coli 'nin beraberce belirlenmesi

teknigi 14.03. Boliimde verilmistir:

Cizelge 08. Titre Belirlenmesi igin Ornek

Seyreltiler

Bakteri 10" 102 10° 10
Koliform Grup + + + —
E. coli + _ _ _

Bu ornekte koliform grup bakteriler 10° seyreltiye kadar (+) sonra (-) sonu¢ vermis, E. coli
ise sadece 107" seyreltide (+) ve diger seyreltilerde (~) sonu¢ vermistir. Bu sonuca gére analiz
edilen 6rnekte koliform grubun titresi 10° ve E. coli titresi 10" olarak verilir.

Seyreltme standart 1:9 seklinde yapilabilecegi gibi, amaca gore 1/2; 1/4; 1/8; 1/16 ... seklinde
de yapilabilir. Bu kosulda sonug, 1/8 (seyreltme orani) ya da 8 (8 defa seyreltildiginde hala
pozitif sonug aliniyor) seklinde verilir.

Titre belirlenmesi, faj diizeyi (faj titresi), antikor diizeyi (titresi) belirleme vb. gibi
calismalarda da kullanilir. Ozellikle antikor titresi belirleme ¢alismalarinda seyreltme, siklikla
1/2; 1/4; 1/8; 1/16 .... seklinde yapilmaktadir.

07.05. Metabolizmaya Dayah Hizh Analizler
Genellikle hizli analiz amaciyla kullanilan testlerdir. Empedans ya da kondiiktans ol¢iimii,

CO; olusumunun belirlenmesi, resazurin indirgenmesi, metilen mavisi indirgenmesi,
besiyerinin renk degistirmesi vb. sekillerde yapilabilir.



Bunlar arasinda; ¢ig siitiin mikrobiyolojik analizinde ¢ok uzun siire kullanilmig ve halen
koruyucu madde katilmamis siitlerde bu amagla kullanilan metilen mavisi indirgenme testi
burada 6rnek olarak verilmektedir.

Analizi yapilacak siitiin 10 mL'si steril bir tiipe alinir, lizerine filtre ile sterilize edilmis 50
ppm metilen mavisi ¢ozeltisinden 1 mL ilave edilir ve tercihen su banyosunda 37 °C'da
inkiibasyona birakilir. Siitte bulunan bakterilerin gelismesi sonunda mavi renkli boya
indirgenip, renksiz olur ve siit, beyaz rengine doner. Dogal olarak ¢ig siitte bulunan bakteri
sayi1s1 baglangicta ne kadar fazla ise metilen mavisinin tiimiiyle indirgenmesi i¢in gereken siire
o denli kisa olacaktir. Bir diger deyis ile bakteri sayisi ile sonucun alindigz siire ters orantilidir.

Bu iliski, bir seri deneme ile standart sayim amaci ile de kullanilabilir. Farkli mikrobiyolojik
kalitelerde olan ¢ig siitlere metilen mavisi indirgeme testi uygulanir ve indirgeme siiresi
belirlenip, buna paralel olarak ayni ¢ig siit 6rneklerinde toplam mezofil bakteri sayimi yapilir.
Sayim sonuglarinin logaritmasi, metilen mavisi indirgeme siiresine gore grafik haline getirilir.
Grafigi, giivenilir bir sekilde elde etmek icin onerilen en diisiik say1 25'tir.

Grafik basit olarak bilgisayarlarda bulunan MS Excel ya da benzeri bir program ile kolaylikla
cizilebilir. Grafik elde edildikten sonra yapilacak is sadece, metilen mavisi indirgeme siiresine
kars1 kac adet bakteri bulundugunu grafikten hesaplamaktir. Ayrica grafige gerek olmadan
basit istatistiksel regresyon formiilleri ile de siireye karsi gelen bakteri sayisi hesaplanabilir.

Metilen mavisi indirgeme vb. metabolizmaya dayali tiim hizli testler iizerinde temel sakinca,
poplilasyondaki bakterilerin metabolik aktivite farkidir. Analizi yapilan iirlinde metabolik
aktivitesi yiiksek olan az sayida bakteri varsa, analiz sonucu yiiksek sayida bakteri olarak elde
edilecektir. Buna kars1 goriis ise "as1l 6nemli olan, ¢ig siitteki bakteri sayisinin degil, mevcut
bakterilerin metabolik aktivitesine bagl olarak siitiin bozulma potansiyelinin belirlenmesidir"
seklindedir ve bu kars1 goriis de gegerlidir. Ayrica, siitte antibiyotik benzeri maddeler varsa,
bakteri sayist yiiksek olmasina karsin indirgeme siiresi uzar ve yaniltict sonuglar alinir.
Resazurin indirgemeye bagli bakteri sayimi da bu sekilde yapilir.

Bir baska ornek, sularda enterokok analizi i¢in kullanilan Chromocult Enterococci Broth
besiyerinin renginin degismesidir. Eger enterokok varsa besiyeri rengi saridan mavi-yesile
doner. Sudaki enterokok varligi ne kadar fazla ise bu renk doniisiimii o denli hizli olur. Bir
seri On deneme ile baslangic bakteri sayisina gore renk doniisiim siiresi belirlenerek, basit bir
grafik cizilir ve asil testlerde renk doniisiim siiresine gore Ornekteki baslangi¢ bakteri yiikii
cok kaba smirlar iginde tahmin edilebilir. Gozle yapilan bu degerlendirmeye pek
giivenmemek gerekir.

Metabolizmaya dayali hizli1 analiz yontemlerinin ticari steril tirlinlerde sayim yerine var/yok
testi amaci ile kullanilmast ¢ogu kez daha anlamlidir. Her ne kadar bu {iriinlerde biyolojik
stabilite testi ¢ok daha onemli ise de, beklenmedik bir kontaminasyonun hizla belirlenmesi
amaci ile bu testler de uygulanmaktadir.

07.06. Mikroskobik Sayimlar

Mikroskobik sayimlarin 4-5 dakika iginde sonug¢ alinabilmesi ve kiiltiirel yontemlerle
kiyaslandiginda maliyetinin yok denilecek kadar diisiik olmas1 gibi ¢cok onemli 2 iistiinligi
olmakla birlikte, canli ve 6lii mikroorganizmalarin beraberce sayilmasi gibi bir dezavantaji



olmas1 nedeni ile yaygin olarak kullanilmamaktadir. Her ne kadar, Thoma lami ile maya
sayiminda metilen mavisi ¢ozeltisi uygulanarak yapilan basit preparatta canli (renksiz) ve 6lii
(mavi renkli) hiicreler ayr1 ayr1 sayilabilmekte ise de, bu uygulama sadece sarap ve bira
yapimu ile ekmek mayasi tiretiminde kullanilmaktadir. Siitte Breed yontemi ile yapilan direk
mikroskobik sayim siitiin genel kalitesi hakkinda bilgi verir.

Asagida temel mikroskobik sayimlar verilmistir.

07.06.01. Breed Yontemi

Cig siitte bakteri sayisini belirlemek i¢in kullanilir. Yontem uyarinca canli ve 6li bakteriler
beraberce sayilir. Her ne kadar gida sanayisini ilgilendiren canli bakteri sayist ise de Breed
yontemi ile elde edilen degerin yiliksek ya da diisiik olarak elde edilmesi siitiin kalitesi
hakkinda oldukga iyi bir fikir verir.

Yontemin esas1, 0,01 mL siitiin bir sablon yardimi ile belirlenmis 1 cm® alana yayilmast,
kurutulmas: ve boyandiktan sonra mikroskopta incelenmesidir. Gorlis sahasi ¢ap1 objektif
mikrometre yardim ile ol¢iiliir ve gorils alam hesaplamir. Sonra, 1 cm® alanda kag adet
mikroskop goriis alani oldugu basitge hesaplanir ve bu deger "mikroskop faktorii" olarak
kaydedilir.

Bu faktor, mikroskobun objektifi, okiileri ve bazi mikroskoplarda oldugu gibi tiip boyu
degistirilmezse sabit kalir.

Herhangi bir nedenden 6tiirli mikroskop faktorii bilinmiyorsa 4.000 olarak kabul edilir, ancak
bu durumda analiz sonucu "tahmin" olarak verilir. 10X okiiler, 100X objektif ve standart
olarak 160 mm tiip uzunlugu kullanildiginda mikroskop faktorii 2.500-5.500 (¢ogunlukla
3.500—4.500) arasinda bir deger olarak hesaplanmalidir. Bu sinirlarin disinda bir deger elde
edilirse nedeni arastirilmali ve diizeltici faaliyet olarak kayitlara gegilmelidir.

Sayim, farkli alanlarda yapilir ve prensip olarak ne kadar az bakteri goriiliiyorsa o kadar fazla
alanda sayim yapilir. Mikroskop faktorii 4.000 olan mikroskopta goriis sahasi ortalamasinda 1
ve daha az bakteri varsa 40 saha, 1-10 bakteri varsa 20 saha ve 10'dan daha fazla bakteri
varsa 10 saha sayilmali ve ortalamasi1 alinmalidir.

Breed yonteminde zincir formundaki bakterilerin sayilmasinda bir 6zellik vardir. Bunlar ikili
ya da daha uzun zincirli de olsa 1 adet olarak sayilir. Bunun nedeni ise "eger bu zincirdeki
bakteriler canli olsa idi, kat1 besiyerinde bunlardan sadece 1 adet koloni olusurdu" seklindeki
yaklagimdir.

Sayim sonucu A X MF x 100 formiilii ile elde edilir. Burada; A: ortalama bakteri sayisi, MF:
mikroskop faktorii ve 100: 0,01 mL'yi 1 mL'ye ¢evirmek i¢indir.

07.06.02. Howard Lami

Bagta domates {irtinleri olmak iizere ham madde kalitesi hakkinda bilgi veren ve ozellikle
ticarette halen cok gecerli olan bir yontemdir. Analiz, 25 goriis sahasi olan 6zel bir lamda
yapilir. Amag, incelenen goriis sahasinin kiif miselleri acisindan (+) ya da (-) olarak
degerlendirilmesi ve buna gore analiz edilen Ornekte kiifli saha oraninin belirlenmesidir.
Sonuglar "% kiiflii" saha olarak verilir. Son zamanlarda seftali ve kayis1 konsantreleri ile
nektarlarinda kiif agisindan ham madde kalitesinin degerlendirilmesi i¢in de kullanilmaktadir.



Howard kiiflii saha sayiminda en biiyiik zorluk, incelenen sahanin (+) ya da (—) olarak
degerlendirilmesidir. Ham maddelerden gelen dokular kiif hifi olarak degerlendirilebilecegi
gibi, bunun tersi de gecerlidir. Bu nedenle olduk¢a deneyim isteyen bir yontemdir. iki veya
daha fazla preparatta 25'er saha sayilip, pozitif saha sayis1 belirlenir. Sekil 16'da domates ve
kiif doku 6rnek verilmistir.

Sekil 16. Howard Lamui i¢in Tipik Domates ve Kiif Goriintiileri
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Eger saha iginde 3'ten daha fazla kiif flamenti varsa ya da 3'ten daha az sayidaki flamentlerin
uzunlugu goriis sahasi capmin 1/6'sindan daha fazla ise bu goriis sahasi pozitif olarak
degerlendirilir.

07.06.03. Thoma Lam

Hemositometre adi ile de bilinen 6zel bir lam aracilig1 ile gida mikrobiyolojisinde maya,
klinik birimlerde sperm ve kan sayimlarinda kullanilan bir yontemdir. Lam iizerinde 6nceden
acilmis bdlmeye sivi konulup, lam kapatildigi zaman bu bélmede tam olarak 0,1 mm’ hacim
kalir. Sayim 20X ya da 40X objektif kullanilarak bu boélmede yapilir.

Thoma lamindaki 0,1 mm® hacim; kenarlari 0,05 x 0,05 mm ve derinligi 0,1 mm olan ve 20 X
20 seklinde yerlestirilmis 400 kiiclik kare prizmadan olusur. Bu kare prizmalar, ¢ok genel
olarak "kare" adiyla anilir. Sayim kolayligi acisindan 400 kiiciik kare 16 biiyiikk kareye
bollinmiistiir.

Sayim sonucu A X SF x 10.000 formiilii ile elde edilir. Burada A: 0,1 mm’® hacimde sayilan
maya, SF: yapildi ise seyreltme faktorii ve 10.000: 0,1 mm® hacimde elde edilen degeri 1
mL'ye cevirmek i¢in kullanilan sabittir.

Thoma lami ile sayim genellikle maya hiicreleri i¢in yapilir. Bunun nedeni 20X ya da 40X
objektif kullanildiginda mikroskop goriis derinliginde ancak mayalarin goriilebilmesidir.
Bakteriler, 20X ya da 40X objektiflerle goriilemez. 100X objektif kullanilirsa 0,1 mm olan
gorlis derinliginde incelenmeleri oldukga giictiir ve her goriis sahasinda farkli goris
derinliklerinin incelenmesi gerekir.

Bakterilerin sayimi i¢in derinligi Thoma lamindan 5 kez daha az (0,02 mm) olan Petroff—
Hausser lam1 kullanilir. Bu lamda maya sayim1 daha kolay olarak yapilir.




Thoma laminda sayim sirasinda maya hiicreleri boyanmaz. Basit preparat teknigi ile sayim
yapilir. Hiicre kiiltiiriine 1 damla metilen mavisi ¢ozeltisi (50 ppm) damlatilmasi ile canli ve
0lli maya hiicrelerini ayirt etmek miimkiindiir.

Canli hiicreler metilen mavisini indirgeyerek renksiz goriiliirken 6li hiicrelerde bu enzim
aktivitesi olmadigi i¢in maviye boyanmis olarak kalirlar. Pratikte yaygin kullanilmasina
ragmen, giivenilir bir yontem degildir ve Thoma laminin canli ve 6lii hiicre sayim sonucunu
beraberce verecegi unutulmamalidir.

Sayim kolaylig1 olmas1 agisindan 400 kiigiik karenin 16 biiylik kare iginde toplanma ydntemi
cogu kez yanilgiya neden olmaktadir.

Thoma laminda biiyiik kareler ara ¢izgi ile belirtilmektedir. Ara ¢izginin sagi, solu, alt1 ve
iistli olarak tanimlanan biliylik kare alanlar1 yerine, ara c¢izgi goriilen bdolgeler 16 kiigiik
kareden olusan alanlar olarak degerlendirilebilir. Sonugta 16 X 25= 400 kii¢iik kare yerine 16
X 16 = 256 kii¢iik karede sayim yapilmig olacagina gore, sayim sonucu 400 / 256= 1,5625 ile
carpilarak 400 kiiciik kareye ¢evrilmis olur.

07.06.04. Direk Epifloresan Filtre Teknigi (DEFT)

1980'li yillardan beri uygulanan DEFT yonteminde gida 6rnekleri analiz icin bir seri islemle
analize hazirlanir, membran filtreden gecirilip, fluorokrom boyalar ile boyanir ve epifloresan
mikroskop ile incelenir. Filtrenin uygun bir kat1 besiyerinde 3—6 saat inkiibasyonu ve sonra
boyanip incelenmesi ise mikrokoloni DEFT olarak tanimlanir ve bu yontemde sadece
mikrokoloniler sayilacagi i¢in drnekteki canlt hiicre sayis1 belirlenebilir. Antikorlarin floresan
boyalar ile entegrasyonu sayesinde tiir bazinda sayim da s6z konusudur. Mikrokolonilerin
antikor iceren floresan boyalar ile boyanip incelenmesi hizli bir analiz yontemi olarak
degerlendirilir.

DEFT'in en biiylik avantajlarindan birisi filtreden gegirilmeye bagli olarak az sayida
mikroorganizma iceren dreklerde de sayimin giivenilir olmasidir.

07.07. Canlandirma

Mikrobiyolojik analizlerde -06zellikle igslem gormiis gidalar- dogrudan analize alinirsa
"var/yok testlerinde sahte negatif" ya da "gerg¢ekte oldugundan daha az" sayim sonucu
alinabilir. Bunun temel nedeni, basit bir kurutma ya da sogutma islemi sirasinda
mikroorganizmalarin 6lmemesi, ancak ciddi sekilde "agir" yaralanmasi, stres altina girmesidir.

Bu gibi islemler sonucunda mikroorganizmalarin bir kismi normal aktivite ile yasamlarina
devam eder, bir kismi temel yasam fonksiyonlarini az bir hasar ile siirdiiriir, bir kismi bu
yasam fonksiyonlarmi kayda deger Olciide "agir yaralanmis olarak" yitirir. Ancak bunlar
halen "canlidir" ve bir kismi1 sonra 6Sliir.

Standart mikrobiyolojik analizler sirasinda yasamlarini normal olarak siirdiiren ve "az hasarlt"
olanlar kolaylikla belirlenir iken, "6lmiis" olanlar zaten analiz ile belirlenemez. Asil sorun
"agir yarali" olanlarin belirlenmesidir.



Toplam mezofil aerob bakteri sayimi gibi bir analizde bu tip bakteriler belirlenebilir.
Buradaki tek olumsuzluk kati besiyerinde kisith serbest su nedeni ile agir yarali bakterilerin
gelisiminde bir zorlanma olmasidir.

Ancak, Listeria var/yok testinde oldugu gibi, dogrudan selektif besiyerine ekim sonunda bu
bakterilerin gelisip analiz sonucunu "var" olarak gostermeleri beklenemez. Selektif besiyerleri
bu tip "agir yarali" bakterilerin gelismesine izin vermez. Hatta bu gibi mikroorganizmalarin
O0lmesine neden olur. Her ne kadar, selektif besiyerlerinde asil amag¢ refakat¢i floranin
baskilanmasi ise de, cogunlukla hedef bakteri lizerinde de minimum diizeyde olumsuz etkisi
olmaktadir.

Hedef bakteri ne denli stres altinda ise, bu olumsuz etki o denli yiiksek olur ve hatta analizde
negatif sonu¢ alinir. Oysa, bu bakteriler depolama siireglerinde "kendilerini tedavi ederek"
eski aktivitelerini kazanir ve hastalik yapabilir. Bu durumda 6nemli olan bu bakterilerin
standart analiz ile belirlenmesidir.

Canlandirma adi verilen bu islem o&zellikle var/yok testi ile analizi yapilan patojenlerin
selektif besiyerinde belirlenmesi i¢in uygulanmaktadir. Ayrica, standart "toplam mezofilik
aerobik bakteri" ve "toplam Enterobacteriaceae" gibi sayimlarda da uygulanabilir.
Enterobacteriaceae familyasi1 liyelerinin canlandirma ydntemi ile sayimi 16.03. Bdliimde
verilmigtir. Cok tipik bir 6rnek olmasina bagli olarak bu uygulama asagida sematik olarak da
aciklanmustir.

Sekil 17. Canlandirma Yontemi ile Enterobacteriaceae Sayimi (EMS)

10" 10 10 Seyreltmeler
UUU UUU UUU Herseyreltmeden 3'er TPS tiipline ekim.
+ ++ - + + + — — Bulaniklik olan tiiplerden EE Broth'a ekim.

Uuu *UU U=* * Bulaniklik olan tiiplerden VRBD Agar'a siirme.
OO0 * OO0 O * * Tipik kolonilerin belirlenmesi.

+ + + * — + — * * Enterobacteriaceae i¢in pozitif sonuglar; 3 1 0

Salmonella analizinde "selektif olmayan besiyerinde 6n zenginlestirme" iglemi aslinda basit
bir canlandirma islemidir. Buna gore canlandirma islemi selektif olmayan ortamlarda
(besiyeri, inkiibasyon sicakligi vb.) yapilir.

Canlandirma isleminde dikkat edilmesi gereken en Onemli ayrintilardan birisi, diger
mikroorganizmalarin (refakat¢i flora) geliserek hedef mikroorganizmanin gelisimini
engellemesidir. Bu nedenle canlandirma islemi gereginden uzun siireli yapilmamalidir.
Salmonella 'da oldugu gibi 6n zenginlestirme isleminde bu agidan tartismalar ve yOntem
gelistirme calismalart devam etmektedir. Salmonella analizi sirasinda uygulanan "selektif
olmayan 6n zenginlestirme" asamasinda refakatci flora yiliksek miktarda asit olusturursa stres
altindaki bakteri bundan kayda deger dlciide olumsuz sekilde etkilenir. Salmonella aside
duyarl bir bakteridir.

Uzun siireli canlandirma islemi kati besiyerinde sayim oOncesinde yapilacak ise sayim
sonucunu etkilemeyecek kadar kisa tutulmalidir. Bu amagcla 30 dakikalik canlandirma islemi
cogunlukla yeterlidir.



Listeria analizinde canlandirma islemi igin selektif zenginlestirme besiyerine selektif katki
maddeleri ilave edilmeden 4 saat inkiibasyon kayda deger bir canlandirma saglamaktadir.
Benzer uygulama E. coli O157:H7 analizi ig¢in de Onerilmektedir. Canlandirma islemi
ozellikle patojenlerin analizinde 6nemlidir.

07.08. Var/Yok Testleri

"Analiz edilen Ornekte hedef mikroorganizma sayist1 0 olmalidir" seklindeki standartlara
uyulup uyulmadigmin kontroliinde uygulanir. Bu analizlerde sayr "0" degilse ne oldugu
onemli degildir. Ornegin, gidalarda Salmonella analizi var/yok testi ile yapilir. 25 g (mL)
gidada Salmonella olmamalidir. Varsa, sayist Onemli degildir, ancak bagka
mikroorganizmalara belirli sayilarda izin verilebilir.

Yukarida membran filtrasyon uygulamasinda verilen son 6rnekte oldugu gibi amag¢ 100 mL su
orneginde bakteri olmamasi ise, basit olarak 6rnek filtreden gecirilir, inkiibasyon sonunda
filtre iizerinde hi¢ koloni olmamas1 beklenir.

Bu analiz sonucunda filtre lizerinde koloni gelismesi goriiliirse isletmeye gelen suyun
mikrobiyolojik kalitesinin ne denli bozuk oldugu hakkinda fikir vermesi agisindan 6nemli
olabilir, ama o agamada standart dis1 olarak nitelendirilir.

Yine 100 mL su 6rnegi ¢ift kuvvette hazirlanmig uygun bir siv1 besiyerine ekilir; inkiibasyon
sonunda besiyerinde mikroorganizma gelismemesi hedeflenir. Eger mikroorganizma geligimi
olmazsa, sonu¢ "yok/100 mL" olarak verilir. Tersine, besiyerinde gelisme olursa, sadece
standardin disinda kaldigi anlasilir. Sayim yapilmadigi icin, standardin ne kadar disinda
oldugu anlasilamaz. Bir diger deyisle, 100 mL suda 1 adet ya da 1.000 adet bakteri olmasi
arasindaki fark bu sekilde anlagilamaz. Bu farkin 6nemli olmadig1 gruplar bu test ile analiz
edilebilir.

Bazi mikroorganizmalarin var/yok analizi birden fazla asamada yapilir. Ornegin 10 gram
gidada koliform bakteri olmasi istenmiyor ise, 10 gram gida 100 mL Brilliant Green Bile
Broth besiyerinde inkiibe edilir, buradan alinan 1 mL 6rnek dokme yontemi ile VRB Agar
besiyerine aktarilir. Bu yontemin ayrintis1 12.04. Boliimde verilmektedir. Sekil 18'de var/yok
testleri sematik olarak gosterilmistir.

Sekil 18. Var/yok Testleri
Amaca gore 1; 10; 25 g (mL) gida maddesi
amaca gore genel ya da selektif mL besiyeri
u icinde homojenize edilir. Bu besiyeri analize

alinan gidanin 9 misli hacminde olmalidir.
i oao coo Erlen, uygun sicaklikta inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonunda basit bir bulaniklik ya

‘[\ ) { [_] da renk doniimii ile erlen (+) ya da (—) olarak
N / j / degerlendirilebilir.  Gerekirse = muhtemel
[ ] \ Z i — V pozitif ~ erlenden sivi  velveya  kati

besiyerlerine ekim yapilir. Patojen analizinde
ardisik birka¢ asama vardir.



Patojen bakterilerin analizinde de bu yontem uygulanir. Salmonella, Listeria monocytogenes
ve E. coli O157:H7 serotipinin 25 g (mL) gidada bulunmasina izin verilmez. Patojenlerin
analizinde ¢esitli asamalarda zenginlestirme uygulamalar1 ve kat1 besiyeri ekimleri ya da daha
pratik ve giivenli olan hizli test kitleri (Singlepath®) vardir. Sonug olarak kat1 besiyerinde
yapilan ekim sonunda 1 adet bile hedef mikroorganizma kolonisi olmamasi gerekir.
Singlepath® sisteminde ise zenginlestirme kiiltiirlinde analiz yapilir.

[lgili boliimlerde bu analizler ayrintili olarak ve membran filtrasyon béliimiinde basit olarak
aciklanmistir.

Var/yok test sonuglarinin verilmesi basit olarak analizi yapilan miktardaki gidada aranan
mikroorganizmanin var ya da yok oldugunun belirtilmesi seklindedir.

07.09. Biyolojik Stabilite Testi

Ozelikle ticari steril olarak tamimlanan gidalarda énemli bir testtir. Salga, meyve sular1 ve
konsantreleri, regeller vb. yiiksek kuru madde ve/veya yiiksek asitlik igeren gida maddelerinin
biyolojik olarak dayanikliliklari, UHT yontemi ile islenmis i¢cme siitiinden farklidir. Burada
ornegi verilen tiim gida maddeleri oda sicakliginda depolanan ve pazarlanan gidalardir.

UHT i¢me siitii, pH's1, kuru maddesi ve besin igerigi 6zellikleri nedeni ile mikroorganizma
gelismesine son derece agik bir {riindiir. Isil islemde yetersizlik ve/veya daha sonraki
kontaminasyon sonucu bu siitte mikroorganizma bulunursa {iriin ¢ok kisa bir siire iginde
bozulur. Ciinkii, mikroorganizma gelismesini baskilayan hemen hemen higbir engel yoktur.

Oysa salga, meyve sulart ve konsantreleri, regeller vb. iriinlerde herhangi bir sekilde
mikroorganizma kalir ise mikroorganizmanin cinsi ve tiirli, iriiniin bozulmasi {izerinde
etkilidir.

Ornegin, salgada bulunan laktik asit bakterisi salgayr bozmakla birlikte, meyve suyu
konsantresine bulagacak laktik asit bakterisi salgadaki kadar énemli degildir. Tersine olarak,
salcaya bulasacak ozmofil maya sal¢a i¢in 6ncelikli tehdit degil iken, meyve suyu konsantresi
icin en 6nemli bozulma etmenleri arasindadir. Sporlu bakterilerin cins ve tiirii, gida ¢esidi igin
onemli olabilir.

Sal¢aya herhangi bir sekilde bulasan ozmotolerant maya, standart maya kiif analizi sirasinda
belirlenebilir. Benzer sekilde, laktik asit bakterilerinin ¢ogu meyve suyu konsantresinin
toplam bakteri analizi sirasinda koloni olusturabilir.

Ancak, salgada ozmofilik mayanin geliserek sal¢ay1r bozmasi ve benzer sekilde meyve suyu
konsantresinde laktik asit bakterisinin geliserek meyve suyunda bozulma yapma olasilig1 ¢ok
diisiiktiir. Ancak, bu mikroorganizmalar standart analizler sirasinda geliserek koloni
olustururlar, bir diger deyis ile varliklarini gosterirler.

Dolayisiyla ile yiiksek asitlik ve/veya kuru madde ile korunan bu gibi gidalarda biyolojik
stabilite testi -iirlinlin giivenligi agisindan- standart analizlere gore daha 6nemlidir. Kuskusuz,
standart analizlerle iirlinlin toplam kalitesi hakkinda bilgi edinilirse de bu sekilde {iriiniin
giivenligi hakkinda yeterince bilgi sahibi olunamaz.



Biyolojik stabilite testi basit olarak iiriiniin normal depolama kosullarinda yeterli bir siire
incelenmesidir. Ilave olarak, ekstrem depolama kosullarinda da analiz yapilarak bu kosullar
altinda da {iriiniin giivenli olup olmadig1 belirlenir. Ornegin, sal¢ada oda sicakliginda, 28-30
°C'da ve 55 °C'da yapilan 2 haftalik depolama sonunda mikrobiyolojik agidan bir degisiklik
olmamasi gerekir.

Bu test isletme sartlarinda yapildiginda, iirliniin gilivenilir olup olmadigin1 saptamak icin
pratik uygulamada her zaman yararli degildir. Ornegin, yine salgada bu test uygulandiginda
ve Uriin "gilivenilmez" olarak tanimlandiginda o analizin yapildig: parti zaten biiyiik olasilikla
bozulmus olacaktir. Bununla birlikte, inkiibasyon siirecinde 6rnek alinarak sayim yapilmasi
ile bozulma egilimi saptanabilir.

07.10. Yiizey ve Hava Kontrolii

Calisma tezgahlari, ambalaj materyali ve calisanlarin elleri basta olmak iizere c¢esitli
yiizeylerde hedef mikroorganizmanin (6rnegin E. coli) bulunmamasi ya da belirli bir siirin
altinda olmasi (6rnegin toplam bakteri >100 kob/cm®) istenebilir. Bu degerler gida isletme
cesidine gore onemli dl¢iide degisir ve bu kitabin baskiya hazirlandigi Eyliil 2005 tarihinde bu
konuda ulusal ya da uluslararasi diizeyde kabul edilmis sinir degerler yoktur. Kuskusuz, ¢ig
kiymada ¢ok az dahi olsa E. coli 'ye izin verilirken, kiyma olan tezgahta, kasabin elinde ya da
bigaginda da E. coli ¢ikmasi dogal karsilanmalidir. Ancak, peynirhanede ¢alisan bir kiginin
elinde, tezgahlarda ve peynir teknesi yiizeyinde E. coli kesinlikle bulunmamalidir.

Bu durumda igletmeler kendi i¢ standartlarin1 yapmak durumundadir.

Calisanlarin ellerinden 6rnek almak denildiginde 6ncelikle akla gelen E. coli aranmasidir. Bu
amagla ¢ok genel olarak, uygun bir E. coli kat1 besiyerine (Fluorocult VRB Agar; Merck
1.04030, Chromocult Coliform Agar ES; Merck 1.00850 vb.) ¢alisanin sol el parmaklari
"parmak izi kalacak, ancak besiyeri yirtilmayacak sekilde" degdirilir. inkiibasyon sonunda
tipik koloni gelismesine bagl olarak degerlendirme yapilir.

Yiizey kontrolleri i¢in yaygin olan uygulama seklinde 1slatilmis steril swab (siirtme) ¢ubuklari
belirli bir yiizeye siiriiliir, sonra bu swab ya kat1 besiyerine siirtiliir ya da sivi (Fluorocult LST
Broth; Merck 1.12588) besiyerine aktarilip, inkiibasyon sonunda degerlendirme yapilir. Bu
yontem ¢ok kaba olarak fikir verir.

Yiizeylerde sayim yapilmasi ya da belirli bir alanda var/yok testi i¢in en uygunu bu amacla
hazirlanmis hafif bombeli kontak Petri kutular1 (Envirocheck® Contact Plates) ya da kontak
slaytlar (Envirocheck® Contact Slides) kullanilmasidir.

Envirocheck® Contact Plates 25 cm” yiizeyde analiz yapmak i¢in dizayn edilmistir. Bulunan
sonuglar 4 ile ¢arpilarak 100 cm? alanda say1 belirlenir. Kontak slaytlar ise biikiilebilir 6zelligi
ve 2 tarafi farkli besiyeri igermesi nedeniyle yaygin kullanim alan1 bulmustur.

Havadan o6rnek alinmasi da tartisma konusudur ve bunun da belirli bir standardi yoktur.
Sadece 06.01.02. Boliimde verildigi gibi laboratuvarda analiz sirasinda agik birakilan Petri
kutusuna 1 kob/dakika mikroorganizma diismesine izin verilir.

Isletmelerde agik birakilan Petri kutusu ile havadaki mikroorganizma sayisinin belirlenmesi
oldukca yaygin bir yontem olmakla beraber, sadece kabaca bilgi verir. Bu ydntemde



mikroorganizma yogunluguna gore 1, 5, 10, 30 vb. dakika agik birakilan Petri kutusunda
inkiibasyon sonrasi sayim yapilir ve sonug¢ —ornegin 28 kob/9 cm?/10 dakika toplam bakteri
seklinde- verilir. Amaca gore Petri kutusunda bulunan besiyeri toplam bakteri ya da maya kiif
icin hazirlanir.

Mikroorganizmalar havada spor formunda bulunur. Buna goére standart uygulamada
koliformlar vb. bakteriler icin havadan 6rnek almaya gerek yoktur.

Bu amagla; "belirli bir miktar" ya da "belirli bir siirede" 6rnek alma cihazlar1 da vardir. Basit
olarak hava vakum pompasi ile cekilirken, agik birakilmis besiyerine carpar. Bu cihazlar
isletmede standart veri saglamak icin kullanilir.

07.11. Sonug¢larin Yorumlanmasi

Mikrobiyolojik analizlerde sonuglarin yorumlanmasinda belirli kurallar vardir. Asagida cesitli
ornekler verilmistir.

-EMS ile yapilan sayimlarda biitiin tliplerin negatif sonu¢ vermesi ya da kiiltiirel sayimlarda
Petri kutusunda koloni goriilmemesi durumunda analiz edilen gidada analizi yapilan
mikroorganizmanin olmadig: seklinde karar verilmez. Bu bulgu sadece analiz edilen miktarda
mikroorganizmanin olmadigin1 gosterir.

-Buna bagli olarak bu gibi sonuglar <3 EMS/mL, <100 kob/g seklinde verilmelidir. Yukarida
ilgili boliimlerde bu konu ayrintili olarak verilmistir.

-Sporlu bakteri sayimi, analiz sonuglarinin yorumlanmasi olduk¢a zor olanlardan biridir.
Toplam sporlu aerob, toplam sporlu anaerob, Bacillus cereus vb. sporlu bakteri analizinde
Once materyal pastorize edilerek vejetatif hiicreler oldiirtiliir, sonra ekim yapilir. Sayim (ya da
var/yok analizinde) elde edilen bulgu her ne olursa olsun, bu bakterilerin gercek sayisi ya da
varhigini/yoklugunu gostermez. Sadece analiz yapildigir anda spor formunda olan bakterilerin
say1s1 ya da varligi/yoklugu konusunda bilgi verir.

-Ornegin, peynirlerde gec sisme etmeni olan Cl. tyrobutyricum igin ¢ig siitteki analiz sonucu
<3 EMS/g olarak elde edilirse, bu siitten yapilan peynirde ge¢ sisme olmayacagi seklinde bir
yorum yanlis olacaktir. Clinkii analizin yapildig1 anda s6z konusu bakteriler vejetatif formda
ve dolayisi ile uygulanan pastorizasyon sirasinda 6lmiis olabilirler.

-Benzer sekilde genel bir besiyerinden aerobik inkiibasyon sonunda elde edilmis Gram
pozitif, cubuk bakterinin Bacillus olup olmadigim belirlemek igin koloni 1-2 mL su iginde
¢oziiliir, pastorize edilir ve yine genel bir besiyerine stiriiliir. Burada gelisme olursa koloninin
sporlu bakteri ve dolayisi ile Bacillus olduguna karar verilir. Ancak gelisme olmazsa bu
izolatin sporlu bakteri olmadigina karar vermek yanlis olacaktir. Zayif bir olasilik olmakla
birlikte Bacillus tiiriine ait bakteriler analiz yapildig1 anda tiimiiyle vejetatif formda olabilir.
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