09. Kultiir Koleksiyonu ve Otokontrol *

Her laboratuvarda giinliik analizlerde kullanilan bakterilerin diizenli bir kiiltiir koleksiyonu
bulunmali, bu koleksiyon giinlik analizlerde pozitif sahit olarak kullanilmak iizere
korunmalidir. Biyokimyasal testler uygulaniyorsa test sonucunu pozitif ve negatif olarak
veren kiiltiirlerin de koleksiyonda bulunmasi gereklidir. "37. Basit Biyokimyasal Testler"
boliimiinde testler i¢in pozitif ve negatif sahit bakteri 6rnekleri verilmistir.

Ornegin, bir gida isletmesi laboratuvarinda E. coli analizi giinliik olarak yapiliyorsa bu
laboratuvarda E. coli kiiltiir koleksiyonuna alinmalidir.

Koleksiyonun en onemli islevi, belirli araliklarla bakterinin analiz yapilan gidaya ilave
edilmesi ve gerek var/yok testlerinde, gerek sayim testlerinde geri alinmasi ya da ilave edilen
miktarin sayim ile dogrulanmasidir. Bu sekilde laboratuvarda uygulanan yontemin kontrolii
yapilmis olmaktadir.

Geri alma testleri ile sayim testlerinde kullanilacak bakteri sayilarinin farkli olacagi agiktir.
Ornegin, bir laboratuvarm Salmonella analizi agisindan yetkinliginin onaylanmasi igin
Salmonella / E. coli oran1 1:10° olan karisim i¢inden Salmonella geri alinmalidir. Salmonella
analizi yapan standart bir gida mikrobiyolojisi laboratuvari i¢in Salmonella / E. coli oraninin
1:10* olmas yeterlidir.

Buna gore basit olarak, CASO (Tryptic Soy) Broth (Merck 1.05459) gibi standart bir sivi
besiyerinde 10 kob/mL gelisme olacag: varsayim ile; icinde Salmonella olmadig: bilinen 25
g (mL) gida 6rnegine E. coli 'nin CASO Broth kiiltiiriinden dogrudan 0,1 mL ve Salmonella
'mn CASO Broth kiiltiiriinin 10 seyreltisinden 0,1 mL ilavesi ve bu gida Grneginin
Salmonella a¢isindan analizi ile Salmonella pozitif sonu¢ alinmasi gerekmektedir.

Bu sekilde yapilan bir analizde Salmonella pozitif bulgu, bu analizi yapan laboratuvarin
rutinde kullanilan Salmonella analizi i¢in gerek yontem gerek personel yetkinligi konusunda
tatmin edici oldugunu gosterecektir.

Yukarida verilen 6rnege gore Salmonella kiiltiiriiniin 10~ seyreltisinden 0,1 mL ilavesi ve
Salmonella min pozitif olarak alinmasi bir 6ncekine kiyasla 10 misli daha yetkin ve daha
duyarli analiz yapabilen bir laboratuvari gosterir.

Burada, CASO Broth kiiltiirlerinin 10* kob/mL oldugu varsayilmaktadir. Bu tip ¢alismalarda
CASO Agar (Merck 1.05458) ya da Plate Count Agar (Merck 1.05463) gibi genel bir
besiyerinde ¢alisilan kiiltiirtin mL'sinde kag adet bakteri oldugu ayrica belirlenmelidir.
Gortildigl gibi, bu analizi yapacak laboratuvarin elinde analiz yapilan tiim besiyerleri ve
diger analiz kitleri yaninda Salmonella ve E. coli kiiltiirleri de koleksiyonda bulunmalidir.

Her ne kadar, kiiltiir koleksiyonu konusunda basta liyofilizasyon (dondurarak kurutma) olmak
izere ¢ok farkli yontemler bulunmakta ise de, standart analiz yapan bir gida laboratuvari i¢in

! 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 09. boliimiidiir.



kiltiir koleksiyonu c¢ok basit kiiltiir koruma ydntemleri ile diizenlenmek durumundadir.
Asagida ¢ok kiigiik bir kiiltiir koleksiyonu olusturmak i¢in yontem agiklanmaktadir:

-CASO Broth gibi siv1 bir besiyerinde haftalik pasajlarla kiiltiiriin canliligi ve aktivitesi
korunsa da, bu yontem Onerilmez. Zaman iginde genetik deformasyon olabilir. Amag,
koleksiyondaki kiiltiiriin en az sayida aktiflestirilmesidir. Her aktiflestirmede kiiltiiriin kendi
ozelliklerini yitirme sans1 artar.

-Buna gore, kiiltiiriin kat1 besiyeri ortaminda korunmasi zorunludur.

-Genel olarak, yattk CASO Agar besiyerine daldirma ve yiizeye siirme yontemi gida
mikrobiyolojisini ilgilendiren pek c¢ok bakteri i¢in gegerli bir yontemdir. Yatik agar
hazirlanmasi 03.03.04. Boliimde verilmistir.

-Yatik agar katilagtiktan sonra siv1 kiiltiirden as1 6zesi ile yiizeye slirme ve asi1 ignesi ile dibe
daldirma yapilir.

-Ideal olarak bu inokiilasyonlar en az 2 tiipe yapilir. Inokiile edilen tiipler 24 saat inkiibe
edilir. Inkiibasyon sonunda tiiplerin iizerinde gerekli bilgiler (bakteri ad1, koleksiyona alindig
tarih, kullanilan besiyeri vb.) yazili olmak kayd ile standart buzdolab1 sicakliginda korumaya
almir. Tiiplerde kurumanin onlenmesi icin parafilm ile sarilmasi gereklidir. Daha islevsel
olmak tiizere bu besiyeri vida kapakli tiiplerde hazirlanir. Bu amagla mutfak tipi strech film de
basaril1 ve tatmin edici sekilde kullanilmaktadir.

-Koleksiyona alinan bakteri cinsi ile dogrudan iligkili olmak iizere kullanilan besiyeri ¢esidi
onemlidir. Gida mikrobiyolojisini ilgilendiren bakterilerin biiyiik ¢ogunlugu basit olarak
CASO Broth ve CASO Agar besiyerinde gelismekle birlikte, Vibrio i¢in CASO Broth (agar)
+ NaCl ve Clostridium i¢in anaerob ortam gerektigi goz ardi edilmemelidir.

-Ornek almmas: gerektiginde, koleksiyondaki tiipten bir 6ze kiiltiir alinip, CASO Broth,
Nutrient Broth (Merck 1.05443) gibi uygun bir s1v1 besiyerine aktarilir ve uygun sicaklikta 24
saat inkiibe edilir.

-Tiiplerden birisi 6rnek alinmasi i¢in kullanilir, digeri ana stok olarak saklanir. Ana stok,
ancak gerekirse kullanilir.

-6 ay sonunda ana stoktan alinacak bir 6ze kiiltiir uygun bir besiyerinde inkiibe edilir, tekrar
ayni sekilde koleksiyona alinir.

-Ana stoktaki bakterinin gelismemesi kosulunda CASO Broth gibi uygun bir steril sivi
besiyerinden 5 mL alinip, stok yatik agar lizerine ilave edilir, tiip karistiricida kuvvetlice
karistirilir ve tiip uygun sicaklikta inkiibasyona birakilir. 24 saat sonunda buradan yine uygun
bir s1v1 besiyerine inokiilasyon yapilir.

Gida isletmeleri igin kiiltiir koleksiyonunda, patojen bakterinin laboratuvardaki varligina ¢ok
dikkat edilmelidir. Buna bagli olarak koleksiyonun ancak yetkili ve deneyimli personel
tarafindan diizenlenmesi gereklidir. Salmonella kiiltiir koleksiyonuna alinacak ise patojenik
olmayan serotipleri ile ¢alisilmasi 6nerilir. E. coli O157:H7 serotipi ve diger primer patojenler
gida isletmelerinde koleksiyona alinmamali, gerekirse personelin konu iizerindeki egitimi ve
rutin geri alma kontrolleri akademik kurumlarda yapilmalidir. Pek c¢ok gida isletme
laboratuvari patojen olmayan bir serotip de olsa hi¢bir Salmonella ya da diger herhangi bir
patojeni isletme laboratuvarinda bulundurmak istemez.

ISO 11133 sayil1 standartta kiiltiir koleksiyonu i¢in 3 kiiltiir olmasi gerektigi belirtilmektedir:



-Referans Sus: Bir referans Kkiiltiir koleksiyonundan liyofilize halde ve vakum altinda
saglanmis olarak ya da bilinen bir kaynaktan en azindan cins ve tiir diizeyinde tanimlanmis
kiltiirdiir. Referans suslar referans kiltiir koleksiyonundan ya da onaylanmis ticari
saticilardan saglanmis ve orijinal ambalajlarinda korunuyor ise, gelistirilmeleri ve
kullanimlar1 iiretici kurulusun talimatlari dogrultusunda yapilmalidir.

-Referans Stok: Referans sustan tek alt kiiltiir yapilarak elde edilmis s1v1 besiyeri kiiltiirtidiir.
Kalite kontrol ve performans testlerinde kullanilmak iizere hazirlanan referans suslarin
referans stoklar1 capraz kontaminasyon, mutasyon ya da tipik karakteristiklerinde degisim
olasiliklarini en aza indirecek sekilde hazirlanmali ve korunmalidir. Referans stoklarin birden
fazla sayida sivi kiiltiirii hazirlanmali ve bunlar derin dondurucuda (-70°C) ya da liyofilize
edilerek korunmalidir. Test organizmasi olarak kullanilacak olanlarin gelisme karakteristikleri
kaplarin iizerinde tam olarak belirtilmelidir.

-Caligma Kiiltiirti: Referans stoktan elde edilen sivi besiyeri kiiltiiriidiir. Liyofilize ya da
derin dondurulmus referans stoklardan hazirlanmalidir. Sivilar, referans stoklar arasinda
capraz kontaminasyon ya da kiiltiiriin nitelik kaybi olmasina izin verilmeyecek sekilde
hazirlanmalidir. Caligma kiiltiirleri referans stoktan selektif olmayan bir sivi besiyerine
inokiile edilmeli ve durma fazina kadar inkiibe edilmelidir. Calisma kiiltiirlerinden alt kiiltiir
yapilmamalidir. Bununla beraber, calisma kiiltiirleri uygun depolama kosullarinda bir
haftadan daha uzun olmamak kaydi ile saklanmak ve capraz kontaminasyonlara ve nitelik
kaybina neden olmayacak sekilde kullanilmasina 6zen gosterilmek kaydi ile bir kereden fazla
olarak da kullanilabilir.

Laboratuvar ¢alismalarinda otokontrol i¢in capraz denetlemeler yapilir. Bu denetlemeler
giinliik analizlerin disinda yapilmalidir. Temel olarak 3 grup ¢apraz denetleme vardir:

-Analizlerden sorumlu (A) adli teknik eleman (X) adli kendi laboratuvarinda ayni1 partiye ait
en az 3 Ornekte analiz yapmalidir.

-Analizlerden sorumlu (A) adli teknik eleman (Y) adli bagka bir laboratuvarda ayni partiye
ait en az 3 Ornekte analiz yapmalidir.

-Bagka bir laboratuvarin analizlerinden sorumlu (B) adli teknik eleman (X) adh
laboratuvarda ayni partiye ait en az 3 drnekte analiz yapmalidir.

Bu sekilde yapilan ¢apraz denetleme sonuclari bir arada degerlendirilmeli, kisiler ve/veya
laboratuvarlar arasinda 6nemli fark goriiliiyorsa nedenleri arastirilip, diizeltici faaliyet
uygulanmalidir.



