Kati Besiyerinde Toplam Mezofil Aerob Bakteri Sayimi A01

1mL

i — 10 g (mL) gida, 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize
| ) edilir. Gerekli seyreltmeler yapilir. Sivi gidalar dogrudan analize

¥ alinabilir. PCA (Merck 1.05463) besiyerine ekim yapilir.

Petri kutulari amaca gore 28 °C ya da 37 °C'da 48 saat
inkibasyona birakilr.

inkiibasyon sonunda besiyerinde olusan tum koloniler sayilr,
gidadaki toplam mezofil aerob bakteri sayisi hesaplanir.

Petri kutulari otoklavlandiktan sonra yikanir/atilir.
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Not: Daha dnce 30-300 arasinda koloni iceren seyreltilerdeki ekimler dikkate alinir iken, artik ardigik iki
seyreltiden yapilan ekim sonuclarinin agirlikli aritmetik ortalamasi alinarak érnekteki say1 hesaplanir. Bu
hesaplamada kullanilan formdl;
N=C/[Vx(n,+0,1xn,)xd]seklindedir. Burada;

N = Gida érneginin 1 gram ya da 1 mL'sinde mikroorganizma sayisi

C = Sayimi yapilan tim Petri kutularindaki koloni sayisi toplami

V = Sayimi yapilan Petri kutularina aktarilan hacim (mL)

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

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

d=Sayimin yapildigi ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oranidir.



Kati Besiyerinde Toplam Mezofil Aerob Bakteri Sayimi A01

Toplam bakteri (jerm) sayimi -genel olarak- hijyen kontroli amaciyla yapilir. Toplam bakteri ile “toplam
mezofil aerob bakteri” kastedilir. Toplam psikrofiller, toplam termofiller ve diger gruplarda da (anaerob)
sayim ayni esas ile yapilir. Kimi kaynaklarda APS (Aaerobic Plate Count) ve AKS (Aerobik Koloni Sayisi)
olarak ifade edilen budur. Analiz edilen 6rnekte PCA besiyerinde gelisebilen mayalar varsa bunlar da
sayima dahil edilir. Kifler genel olarak 24-48 saat inkibasyonda geliserek koloni olugturamazlar.

Cogu kez Plate Count Agar olmak Uzere, genel bir besiyerinde standart yayma ya da dokme yontemiyle
ekim ve inkubasyondan sonra bu besiyerinde olusan koloniler sayilarak bakteri sayisi belirlenir. Plate
Count Agar besiyeri, ISO 4833 ve FDA Form 2400a 3/01 ve daha pek ¢ok uluslararasi standarda uygun
olarak toplam bakteri analizinde kullaniimaktadir.

Not 01: Gunlik ve standart uygulamada inkibasyon sicakligi 28 °C ve slresi 48 saattir. Bu sekilde
genel hijyen ya da isletme sanitasyonu kontrol edilir. Avrupa ulkelerinde yaygin olarak 30-32 °C kullanilir.
inkiibasyon sicakligi ABD’'nde 35-37 °C ve inkiibasyon siiresi 24-48 saat olarak benimsenmektedir ve bu
sekilde gidanin potansiyel tehlikesi belirlenir. Bu nedenle inkibasyon parametreleri rapora yazilmalidir.
Benzer uygulama koliform grup bakteri analizinde de vardir.

Not 02: Sit drlnlerinde toplam bakteri analizinde Plate Count Skim Milk Agar besiyeri kullaniimasi IDF
(Uluslararasi Sutgulik Federasyonu; International Dairy Federation) tarafindan énerilmektedir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Plate Count Agar (Merck 1.05463)

Plate Count Skim Milk Agar (Merck 1.15338)

Su Agar (bilesimi; %1 Agar-agar olan damitik su)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartilir ve homojenize
edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler igin, st ve Urlnlerinde tercihen 2 Ringer ¢ozeltisi,
diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullantlir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan ve/ veya uygun seyrelti(ler)
den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Eger analiz edilen drnekte Petri kutusunun ylzeyini kaplayacak sekilde yayillma yapan bakteriler
oldugundan kuskulaniliyor ise ekimden sonra Plate Count Agar Uzerine 45 °C’da tutulan 4-5 mL Su Agar
besiyeri dékulir ve bu uygulama analiz raporunda belirtilir.

-Segcilen inklbasyon sicakliginda 4812 saat inkiibasyon sonunda PCA besiyerinde gelisen bitlin koloniler
“toplam bakteri” olarak sayilir ve standart sekilde hesaplanarak, sonu¢ kob/g (mL) olarak verilir. Su
analizlerinde inkiibasyon 22 °C’da 72 saat ve ayrica 37 °C’da 48 saat olarak yapilmaktadir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Gzere inkiibatdrden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/ atilir.



Kati Besiyerinde Toplam Koliform Grup Bakteri Sayimi A02

!g‘ 10 g (mL) gida, 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize
edilir. Sivi gidalar dogrudan analize alinabilir.

VRB Agar (Merck 1.01406) besiyerine ekim yapilip, ikinci kat
VRB ilave edilir.

Petri kutularn 30-32 °C ya da 35-37 °C'da 24 saat inkiibasyona
birakilir.

1-2 mm capinda kirmizimsi bir presipitat zonu ile ¢evrili koyu
kirmizi koloniler sayilir.

Sterilizasyondan sonra Petri kutular yikanir/atilir.

Not: Cogu standartta Petri kutusunda 25-250, 30-300 gibi koloni sayilan dikkate alinmakla birlikte
FDA, st ve uriinleriigcin VRB Agar sayimlarinda 1-154 sinirlarini esas almaktadir.



Kati Besiyerinde Toplam Koliform Grup Bakteri Sayimi A02

Koliform grup bakteriler denildiginde; 37 °C’da 48 saat icinde laktozdan asit ve gaz olusturan, Gram
negatif, sporsuz, gubuk seklinde olan bakteriler anlasilir. Bu tarife gére; Enterobacteriaceae Uyeleri olan
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Ent. cloacae, Citrobacter freundii ve Klebsiella pneumoniae
koliform grup bakteriler olarak tanimlanmis olur. Fekal koliformlar, ayri bir gruptur.

Not 01: Koliform grup bakterilerin analizinde inklibasyon sicakligi yaygin bir sekilde 35-37 °C olarak
kullaniimakla beraber, bazi uluslararasi kuruluslar tarafindan 30-32 °C inkibasyon sicakligi dnerilmektedir.
Bunlardan 30-32 °C genel olarak proses kontroll, 35-37 °C ise Urdndn potansiyel saglik riski tasiyip
tasimadiginin belirlenmesi amaciyla segilir. ilgili talimatta ve analiz raporunda inkiibasyon sicakhiginin
belirtiimesi kaydi ile bu sicaklik derecelerinden herhangi birisi uygulanabilir.

Not 02: Koliform bakterilerin laktozdan asit olusturmasi sonucunda VRB Agar bilesimindeki pH indikatord,
kolonilerin koyu kirmizi renk olusturmasina neden olur. Bazi gidalarda -basta glikoz olmak Gzere- laktozdan
bagka sekerler de vardir. Ozellikle sivi ve 1 mL ekim yapilan bu gidalarda koliform grup olmayan bazi
bakteriler laktoz disindaki sekerlerden asit olusturarak sahte pozitif sonuglara neden olabilir. Bu nedenle
atipik gérinumde olan koloniler ayri ayri Brilliant Green Bile (BGB) Broth’a ekilerek, burada 30-32 °C’da
24 saat icinde gaz olusumu kontrol edilmelidir. Bu kontrol, yéntemin dogrulugunu onaylamak igin 3’er ay
araliklarla tipik kolonilere de uygulanmalidir.

Koliform grup bakterilerin kati besiyerinde sayimi i¢cin pek ¢ok agarli besiyeri bulunmakla birlikte, glinlik
uygulamada yaygin olarak VRB Agar (ISO 4832, FDA Form 2400a; 3/01), Chromocult Coliform Agar ve
Chromocult Coliform Agar ES besiyerleri kullaniimaktadir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

VRB Agar (Merck 1.01406)

Brilliant Green Bile (BGB) Broth (Merck 1.05454)

Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)

Chromocult Coliform Agar, Enhanced Selectivity ES (Merck 1.00850)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartilir ve homojenize
edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/ veya gerekli ise seyreltmeler igin, st ve Urtnlerinde tercihen % Ringer ¢ozeltisi,
diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullantlir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi érnekten ya da homojenizattan ve/veya uygun seyrelti(ler)
den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-Doékme yonteminde tam jellesmeden sonra, yayma yonteminde ise besiyerinin siviyl emmesinden sonra
45-50 °C’da tutulan 4-5 mL kadar erimis VRB Agar besiyeri ikinci kat olarak dokldr. ikinci katin da tam
olarak jellesmesinden sonra Petri kutulari kapaklari (izerine gevrilerek, inkiibatére yerlestirilir. inkiibasyon
sicaklidl, ilgili talimatta ve analiz raporunda belirtiimelidir.

-Secilen inkibasyon sicakliginda 24+2 saat inkibasyon sonunda VRB Agar’da 1-2 mm ¢apli koyu kirmizi
renkli koloniler koliform grup bakteri olarak sayilir. VRB Agar’da atipik koloni geligimi olursa bunlar BGB
Broth besiyerine asilanir ve 30-32 °C’da 24 saat sonra gaz olusumu izlenir.

-Koliform grup sayisi standart sekilde hesaplanir ve kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasli, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Uzere inkUbatdrden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/ atilir.



EMS Yantemiyle Toplam Koliform, Fekal Koliformlar ve E. coli Sayimi A03

)

10 g (mL), gida 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize
v edilir. 10”ve kati gidalarda 107 seyreltiler hazirlanr.

| ™ clerinde Durham tipi bulunan LST Broth (Merck 1.10266)
besiyerinden; kati gidalarda 10*; 10%ve 10°, sivi gidalardan 10°;

/]\ /]\ v 10" ve 10?seyreltilerden olmak tizere 3'er tiipe 1'er mL ekim yapilir.
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Tlpler 35-37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

LST Broth besiyerinde bulaniklik ve gaz olusumu goérilen tupler
koliform grup pozitif olarak degerlendirilir. Bunlardan EC Broth
besiyerine ekim vyapilir. 45+0,5 °C'da 24 saat inklbasyon
sonrasinda bulanikhk ve gaz olusumu goértlen tupler fekal koliform
olarak isaretlenir. Fekal kloiform pozitif olan tliplerden Tryptone
Water besiyerine ekim yapilir. 45+0,5 °C'da 24 saat inkibasyon

- sonrasinda bulaniklik gériilen tiiplere indol testi uygulanir. indol
pozitif olanlar E. coli olarak degerlendirilir.

+ = 0
+ = 0

Il

+ & 0
I &= 0
I =0
+ECE= 0

Sterilizasyondan sonra tipler yikanir.
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EMS Yontemiyle Toplam Koliform, Fekal Koliformlar ve E. coli Sayimi  A03

Analiz, 6nce koliform grup bakteriler icin selektif olan Lauryl Sulfate (LST) Broth besiyerinde inkibasyon
ile baglar. Pozitif sonug veren tlpler koliform grup bakteri olarak degerlendirilir. Pozitif tipler, EC Brotha
ekilir ve inkiibasyon sonunda pozitif sonu¢ verenler fekal koliform grup bakteriler olarak degerlendirilip,
bunlardan Tryptone Water besiyerine ekim yapilir. inkiilbasyon sonunda indol testi uygulanir, indol pozitif
olanlar E. coli olarak degerlendirilir.

Not 01: EMS ydénteminde kullanilacak besiyerlerinde otoklav sonrasi Durham tlplnde hava kabarcigi
kalmamis olmalidir. Hava kabarcigi varsa, otoklavin yanlis kullaniimasi/ doldurulmasi sonucunda besiyeri
yeterince steril olmamistir.

Not 02: EMS Yontemi ile ¢alisilirken ekim sonrasi kuvvetli karistirmaya bagli olarak Durham tipine hava
girmemelidir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

LST Broth (Merck 1.10266)

Brilliant Green Bile (BGB) Broth (Merck 1.05454)
EC Broth (Merck 1.10765)

Tryptone Water (TW) (Merck 1.10859)

Kovacs’ indol Cozeltisi (Merck 1.09293)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartilir ve homojenize
edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/veya gerekli ise seyreltmeler icin, stt ve dUrtnlerinde tercihen 74 Ringer ¢cozeltisi, diger
gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-En Muhtemel Sayi yontemi ile analiz kurallarina uyularak LST Broth tiplerine ekim yapilir. Gerekiyorsa
LST Broth besiyeri baglangigta ift kuvvet olarak hazirlanir.

-Secilmis inklbasyon sicakliginda 2412 saat inklibe edilir. Bazi standartlarda Greme (gaz) gérilmemesi
halinde ilave 2412 saat daha inkiibasyon onerilmektedir.

-inkibasyon sonunda bakteri gelismesine bagli olarak bulaniklik ve gaz goriilen tiipler, “koliform grup
pozitif” olarak degerlendirilir. EMS gizelgesinden yararlanilarak koliform grup sayisi hesaplanir ve sonug¢
EMS/g (mL) olarak verilir.

-Bazi standartlarda LST pozitif tiplerden, BGB Broth’a inokilasyon ve burada da 30 °C’da 24 saat sonunda
gaz olusumunun incelenmesi onerilir.

-Pozitif sonug¢ alinan tlplerden, icinde Durham tlpU bulunan EC Broth besiyerlerine ekim yapilir.
inkiibasyon 45+0,5 °C’da 24 saat siirer ve mikroprosesér kontrollii su banyosu kullanilmasi gerekir. Bu siire
sonunda Durham tlplnde gaz gérulen tlpler pozitif olarak isaretlenir ve EMS c¢izelgesinden yararlanilarak
fekal koliform grup bakteri sayisi hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir. Bazi standartlarda gaz
gorulmeyen tuplerin 24 saat daha inkibe edilmesi 6nerilmektedir.

-EC Broth pozitif olan tiiplerden Tryptone Water besiyerlerine ekim yapilir. inkiibasyon 45+0,5 °C’da 24
saat surer ve mikroprosesadr kontrollt su banyosu kullaniimasi gerekir. Bu stire sonunda bulaniklik gorilen
tuplere birkag damla Kovacs’ indol ¢ozeltisi eklenir ve tip yavasca elle karigtirilir. En gec¢ 1 dakika icinde
(cogu defa 5-10 saniye iginde) tipun Ustinde visne ¢lrtgu renkli halka olusmasi indol testinde pozitif
sonugctur. EMS ¢izelgesinden yararlanilarak E. coli sayisi hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Uzere inkibatérden ¢ikan
tim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/ atilir.



Sularda Koliform Grup Bakteri Analizi; Var/ yok testi A04

100 mL su 6rnegi steril bir kaba alinir.

Uzerine 1 poset Readycult Coliforms (Merck 1.01298) ilave
edilir.

Calkalanip, 35-37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

Besiyeri renginin yesile déniismesi koliform pozitif olarak
degerlendirilir.

Koliform pozitif olan 6rnek, los bir yerde kisa dalga boylu UV
lambasi (Merck 1.13203) ile incelenir. Bunlardan floresan
Isima verenler E. coli olarak degerlendirilir.

Sterilizasyondan sonra kullaniimig malzeme yikanir.
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Sularda Koliform Grup Bakteri Analizi; Var/ yok testi

Gunluk uygulamada icme, kullanma ya da isletme suyu gibi koliform grup bakteri “olmamasi” gereken
ornekler icin kullanihr.

Not: ReadyCult Coliforms; 50 ve 100 mL suda analiz yapilmak Uzere 2 ayri ambalajda pazarlanmaktadir.
Burada yaygin olarak kullanilan 100 mL su igin olan anlatilmaktadir. 50 mL icin olan tercih edilirse burada
verilen tum bilgiler 50 mL i¢in degerlendirilmelidir.

Kullanilan Malzeme

ReadyCult Coliforms (Merck 1.01298)
UV El Lambasi (Merck 1.13203)

Analiz

-Su drnegdi mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir, steril uygun bir kaba (erlen, sise
vb.) 100 mL olarak aktarilir.

-Onceden isinlanarak sterilize edilmis besiyerinin ambalaji aseptik kosullara uyularak agilir, dehidre
besiyerinin tUmU su érnegine aktarilir, tim partikiller eriyinceye kadar elle ve yavasca karistirilir. Besiyeri
oda sicakligindaki suda kolayca erir.

-inkiibasyon sonrasinda (37 °C’da 24+2 saat) besiyeri renginin mavi-yesile déniismesi, analiz edilen suda
koliform bakteri varligini gésterir ve “100 mL suda koliform bakteri var” seklinde sonug verilir. Besiyeri rengi
degismezse “100 mL suda koliform grup bakteri olmadigi” anlasilir. inkiibasyon sonunda orijinal sari renk
korunuyor -ancak bulaniklik varsa - koliform grup bakteriler disinda bakteriyel gelismeye karar verilir ve

analiz sonucu yine “100 mL suda koliform grup bakteri yok” seklinde dizenlenir.

-Koliform pozitif cikan érnekte E. coli analizi yapilabilir. Bu amagcla pozitif sonug veren kap los bir yerde UV
lamba ile kontrol edilir. Floresan isima E. coli varligini gosterir. Kabin 6nceden kendiliginden floresan verip
vermedigi kontrol edilmelidir. Bazi erlenler kendiliginden floresan 1sima verir. Bunlar, MUG reaksiyonuna
dayal E. coli analizinde kullaniimaz.

-UV lamba ile floresan 1sima olup olmadidi kesin belirgin degilse, 100 mL su i¢cin 10 mL 1 N NaOH
eklenip karistiriir ve tekrar kontrol edilir. Bazi bakterilerin olusturdugu asin asitlik floresan isimayi
maskeleyebilmektedir. NaOH ilavesi bu asitligi nétralize etmek igin kullantlir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Gzere inkibatérden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.



Kati Besiyerinde E. coli Sayimi A05

E’! 10 g (mL), gida 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile
~ homojenize edilir. Sivi gidalar dogrudan analize alinabilir.

Fluorocult VRB Agar'a (Merck 1.01406) ya da Chromocult
i Coliform Agar'a (Merck 1.10426) ya da Chromocult TBX
Agar'a (Merck 1.16122) ekim yapilir. VRB Agar ekiminde
ikinci kat VRB Agar ilave edilir.

Her ikisi de 35-37 °C'da olmak izere Fluorocult VRB Agar 18
saat ve Chromocult Coliform Agar 24 saat inkibasyona
birakilir. Chromocult TBX Agar ise 44 °C'da 18-24 saat
inklbe edilir.

Fluorocult VRB Agarda 1-2 mm capinda kirmizimsi bir
presipitat zonu ile gevrili koyu kirmizi ve kisa dalga boylu UV
lamba (Merck 1.13203) ile log bir yerde floresan veren
koloniler, Chromocult Coliform Agar'da 1-2 mm c¢apli mavi-
menekse koloniler, Chromocult TBX Agar'da mavi-yesil
koloniler sayilir ve gidadaki E. coli sayisI hesaplanir.

Sterilizasyondan sonra Petri kutulari yikanir/atilr.
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Kati besiyerinde E. coli Sayimi A05

Koliform grup bakterilerin analizinde oldugu gibi E. coli sayiminda da pek ¢ok besiyeri olmakla birlikte,
VRB Agar+MUG, Chromocult Coliform Agar ve Chromocult Coliform Agar ES besiyerleri, glnlik gida
analizlerinde yaygin olarak kullanilan besiyerleridir. Chromocult TBX Agar ise 1ISO 16649’a gore gida ve
yemlerde E. coli sayimi igin dnerilmektedir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

VRB Agar+MUG (Merck 1.04030)

Bactident E. coli (Merck 1.13303)

UV El Lambasi (Merck 1.13203)

Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)
Chromocult Coliform Agar ES (Merck 1.00850)
Chromocult TBX Agar (Merck 1.16122)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartilir ve homojenize
edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/ veya gerekli ise seyreltmeler igin, sit ve Urtnlerinde tercihen % Ringer ¢ozeltisi,
diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan ve/ veya uygun seyrelti(ler)
den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-VRB+MUG Agar besiyerinde 37 °C’da 18 saat inkiibasyon sonunda 1-2 mm ¢apli koyu kirmizi renkli
kolonilerin tima toplam koliform grup olarak degerlendirilir. Bunlardan, UV el lambasi ile floresan isima
verenler E. coli olarak isaretlenir. VRB+MUG Agar besiyerinin 18 saatten uzun sure inkibasyon yapilmasi
halinde floresan 1sima yayilmakta ve tum Petri kutusunu kaplayarak pozitif ve negatif kolonilerin ayirt
edilmesini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle VRB+MUG Agar besiyeri 18 saat sure ile inkube edilir.

-Chromocult Coliform Agar ve Chromocult Coliform Agar ES besiyerinde 37 °C’da 24+2 saat inkiibasyon
sonunda 1-2 mm ¢apl koyu mavi-menekse renkli koloniler E. coli olarak sayilir. Diger koliformlar, kirmizi-
somon renkli koloniler olustururlar.

-Chromocult TBX Agar besiyerinde 1ISO 16649 dokme yontemi ile calisilmasini énermektedir. Analiz
yapilan 6rnekte dondurma, kurutma, 1sitma, kimyasal madde uygulamasi vb. gibi nedenlerle hasar gormus
bakteriler oldugundan kusku duyuluyorsa inklibasyon dnce 30-37 °C’da 4 saat, arkasindan 4441 °C’da
18-20 saat, aksi halde dogrudan 44+1 °C’da 18-24 saat yapllir. inkiibasyon sonunda mavi-yesil renkli tiim
koloniler E. coli olarak sayilir. YUksek inkiibasyon sicakligina bagli olarak bu besiyerinde diger koliform
bakterilerin sayimi yapilamaz.

-E. coli (ve gerekli ise koliform grup bakteri) sayisi standart sekilde hesaplanir ve sonug¢ kob/g (mL) olarak
verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Gzere inkiibatdrden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.



Membran Filtrasyon Yéntemiyle Sularda Koliform Bakteri Aranmasi A06

U.v.

ol o O

Negatif

Pozitif

100 mL su, membran filtrasyon sisteminden gegirilir, filtre
Lactose TTC Agar with Tergitol 7 (Merck 1.07680) (izerine
yerlestirilir.

Filtrenin, bakterilerin tutulmus oldugu tst kismi, Petri kutusuna
yerlestirmede yine yukarida olmalidir.

Petri kutusu tabani tizerinde olacak sekilde 30-32 °C ya da 35-
37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

Sari-portakal renkli koloniler koliform grup bakteri olarak
degerlendirilir ve su 6rnegindeki koliform grup bakteri sayisi
hesaplanir.

Tipik koliform kolonilerinin E. coli olup olmadigl Bactident E.
coli kiti ile belirlenebilir.



Koliform Grup Bakterilerin Membran Filtrasyon Yontemi ile Sayilmasi  A06

Su, berrak meyve sulari vb. gidalarda disik sayidaki koliform grup bakterilerin analizi, membran filtrasyon
yontemi ile yapilir.

Su ve gidalarin membran filtrasyonla koliform bakteri analizinde siklikla VRB Agar, Chromocult Coliform
Agar ya da Chromocult Coliform Agar ES kullanilir. “Lactose TTC Agar with Tergitol 7” besiyeri, ISO 9308’e
gore sularin membran filtrasyon yontemi ile analizinde kullaniimaktadir.

Not: Membran filtrasyon uygulamasinda segcilen inklbasyon sicakligi ne olursa olsun, Petri kutusu
inkUbatore tabani Uzerine yerlestirilir. Inkibasyon suresince filtre Uzerine su damlasi dugmemesi icin agar
ylzeyi yeteri kadar kuru olmahdir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

VRB Agar (Merck 1.01406)

Lactose TTC Agar with Tergitol 7 (Merck 1.07680)
Chromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)
Chromocult Coliform Agar ES (Merck 1.00850)
Bactident E. coli (Merck 1.13303)

UV El Lambasi (Merck 1.13203)

Analiz

-Gida ya da su dérnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartilir ve
homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon gerekli ise Maximum Recovery Diluent kullanilir. Yagsiz sut drinleri -6n filtrasyon
kosuluyla- 72 Ringer ¢ozeltisi ile homojenize edilir.

-Ornek, membran filtrasyondan gegirilir ve filtre Petri kutusunda hazirlanmig besiyeri (izerine yerlestirilir.
Bu amagcla standart 9 cm ya da filtreye uygun olmak tzere 6 cm ¢apli Petri kutulari kullanilir. Filtre, besiyeri
uzerine yerlestirilirken bakterilerin tutulmus oldugu yuzeyin, Uste gelecek sekilde olmasina dikkat edilir.

-Petri kutusu -kapag! Uste gelecek sekilde (tabani Uzerine)- segilmis inklibasyon sicakliginda 18-24 saat
inkiibasyona birakilir. Inkibasyon sicakligt, ilgili talimatta ve analiz raporunda belirtilmelidir.

-VRB Agar besiyerinde 1-2 mm c¢apli koyu kirmizi renkli koloniler koliform grup bakteri olarak sayilir. E. coli
disindaki koliformlar; Chromocult Coliform Agar ve Chromocult Coliform Agar ES besiyerinde 1-2 mm ¢apli
somon-kirmizi renkli koloni olustururlar. Bu uygulamada, her iki besiyerinde de koyu mavi-menekse renkli
E. coli kolonilerinin sayisinin da koliform grup bakteri sayisina eklenmesi gerekir. E. coli varligi saptanirsa
ayri olarak rapora gegilir.

-Lactose TTC Agar with Tergitol 7 besiyerinde sari-portakal renkli koloniler koliform grup bakteri olarak
degerlendirilir. Bu besiyerinde koliform grup ve E. coli, koloni morfolgjisi ile ayrilamaz. Kolonilerin E. coli
olup olmadidinin anlagiimasi Bactident E. coli ile yapilabilir. Bu amagla 0,2 mL damitik su, kitin 6zel
kUvetine aktarilir ve 6ze ile alinan koloni bu suyun i¢inde ¢6zUlip 37 °C’da inkiibasyona birakilir. 2 saat
sonra UV el lambasi ile kontrol edilir, floresan i1sima, E. coli olarak degerlendirilir.

-Sayim ya da var/yok analiz sonuglari standart sekilde verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Uzere inkibatdrden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.



Hizli EMS Yontemiyle E. coli Sayimi A07

-
é§ 10 g (mL), gida 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize
edilir. 10?ve kati gidalarda 10°seyreltiler hazirlanir.

!

iclerinde Durham tiipii bulunan Fluorocult LST Broth (Merck
1.12588) besiyerinden; kati gidalarda 10" ; 10 ve 107, sivi
gidalardan 10°; 10" ve 107 seyreltilerden olmak (izere 3'er tiipe

/]\ /]\ l'ermLekim ya'plllr.
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Tlpler 35-37 °C'da 24 saat inklibasyona birakilir.

—_— —_— —— Bulaniklik ve Durham tlplerinde gaz olugumu gorulen koliform
u.v. u.v. u.v. grup poxzitif tiipler los bir yerde kisa dalga boylu UV lambasi
(Merck 1.13203) ile incelenir. Bunlardan floresan isima
verenler E. coli olarak degerlendirilir. Floresan isimadan emin
olunmazsa tiplere 1 mL 1 N NaOH eklenip tekrar incelenir.

EMS tablosu kullanilarak gidadaki E. coli sayisi hesaplanir.

Sterilizasyondan sonra tiipler yikanir.

[ :
TN

Not: Kendiliginden floresan veren tiipler bu analizde kullaniimaz



Hizli EMS Yontemiyle E. coli Sayimi AO7

Bu yontemde koliform grup bakteriler ve E. coliberaberce sayilir. Bir diger deyis ile ekimi yapilan tipler énce
standart ydntemle koliform bakteri agisindan degerlendirilir, koliform grup pozitif olanlar UV el lambasi ile
E. coli agisindan kontrol edilir. Fluorocult LST (MUG) Broth’ta MUG, besiyeri bilesimine katiimistir, ayrica
katki ilavesi s6z konusu degildir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
Fluorocult LST (MUG) Broth (Merck 1.12588)
UV El Lambasi (Merck 1.13203)

Kovacs’ indol Cozeltisi (Merck 1.09293)

1 N NaOH (Merck 1.06462)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartilir ve homojenize
edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/ veya gerekli ise seyreltmeler igin, sit ve Urtnlerinde tercihen % Ringer ¢ozeltisi,
diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-En Muhtemel Sayi yéntemi ile analiz kurallarina uyularak Fluorocult LST Broth tlplerine ekim yapilir.
Gerekiyorsa Fluorocult LST Broth besiyeri baglangicta cift kuvvet olarak hazirlanir.

-inkiibasyon, 37 °C’da 24+2 saat siire ile yapilir. Bazi standartlarda reme (gaz) gériilmemesi halinde
ilave 2412 saat daha inkubasyon onerilmektedir. GuUnluk kontrolde 24 saat inklbasyon yeterlidir.

-inkiibasyon sonunda bakteri gelismesine bagli olarak bulaniklik ve gaz gériilen tiipler, “koliform grup
pozitif’ olarak isaretlenir. EMS cizelgesinden yararlanilarak koliform grup bakteri sayisi hesaplanir ve
sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir.

-Koliform grup pozitif olan tipler UV el lambasi ile tercihen los bir yerde kontrol edilir. Bunlardan floresan
Isima verenler E. coli pozitif olarak isaretlenir. EMS ¢izelgesinden yararlanilarak E. coli sayisi hesaplanip,
sonu¢ EMS/g (mL) olarak verilir. Koliform negatif sonug veren (Durham tipunde gaz goérulmeyen) tupler
UV lamba ile kontrol edilmez.

-MUG reaksiyonunda sahte pozitif sonug¢lardan kaginmak icgin indol testi uygulanabilir. Floresan 1sima
gorilen tiplere 1 mL Kovacs’ indol ¢dzeltisi damlatilir, elle yavasca karistirilir, en ge¢ 1 dakika (genellikle
5-10 saniye) icinde besiyeri ylzeyinde visne ¢urigu renkli halka toplanmasi indol testinin pozitif oldugunu
gosterir. E coli, MUG ve indol pozitif tek bakteridir. MUG negatif tuplere indol testi uygulanmaz. Fluorocult
LST Broth’'ta indol testi yapilabilir, ilave bir agilamaya gerek yoktur. Gunlik gida kontrolinde pozitif MUG
sonugclarinin indol testi ile dogrulanmasi gerekli degildir. Bu test daha ¢ok arastirma esasli ¢alismalarda
uygulanir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma geligmesi_ olmayanlar da dahil olmak lzere inkiibatérden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir. Indol testi uygulanmig tupler otoklavlanmaz, bunlar bir
gece boyunca kendi halinde birakilarak kendiliginden (oto) sterilizasyon saglanir.

Not 01: TlUp i¢cinde asiri asit gelisimi floresan isimayi maskeleyebilir ve sonug kesin olarak belirlenemeyebilir.
Bu durumda tipe 1 mL 1 N NaOH (4 g/100 mL) ilavesi, karistiriimasi ve tekrar floresan kontrolU gerekir.
NaOH ilavesi, daha sonra yapilacak indol testini etkilemez.

Not 02: Bazi tiipler kendiliginden floresan verir. Onceden tiiplerin kontrol edilmesi, kendiliginden floresan
veren tuplerin bu testte kullaniimamasi gerekir.



Singlepath® E. coli 0157 Kiti ile Hizll Tayin A08

i&i 25 g (mL) gida 225 mL selektif zenginlestirme
A besiyerine ilave edilir. Gerekirse homojenizasyon
¥ m— yapilir.

-’—f'fjf-r*f Inkiibasyon: 35-37°C’da 18-24 saat

. |

Selektif zenginlestirme kuiltiriinden 1-2 mL alinip,
kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur. Her hangi
bir kati besiyerinden izole edilen koloni kati besiyeri
¥ parcalarinin gelmemesine dikkat edilerek 1-2 mL saf

f suda ¢6zulur ve kaynar su banyosunda 15 dakika
e > . tutulur.

Oda sicakhgina getirilir.

= Singlepath E. coli 0157 kitine 160 L (Pastor pipeti
—_ Ik ile 5 damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda
¢ 160 L ) sicakligina getirilmis olmaldir.

20 dakika beklenir

Singlepath® Singlepath®
ECOLI0157 EcoLI0s?

9 e

Kitte (C) seridi kirmizi olmalidir. (T) seridi kirmizi
olursa E. coli 0157 pozitif, olmazsa E. coli 0157
negatif olarak degerlendirilir.

Toplam analiz stiresi 21 saat 35 dakika

Kullanilan tim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.




Singlepath E. coli 0157 Kiti ile Hizl Tayin A08

Singlepath E. coli O157 test kiti kullanarak -kati besiyerinde izolasyon agsamasina gerek kalmadan- 24
saatten kisa bir sure iginde ve “hizli analiz yaklagimi ile” gidada E. coli O157 serotiplerinin varliginin
arastirilmasi ¢ogu laboratuvarda ginlik analiz iginde yer almaktadir.

Not 01: mEC Broth besiyerinin et Grunlerinde, mTS Broth besiyerinin sut Uranlerinde kullaniimasi
Onerilmektedir.

Not 02: Singlepath E. coli 0157 Test Kiti, O157 serotiplerine ézgulddr. Dolayisi ile pozitif sonug¢ alinirsa
standart kiltlrel ydntemlerle analize devam edilip, gidada E. coli O157:H7 serotipinin varligi arastirilir.
Negatif sonucta ise “O157 serotipi olmadigi igin O157:H7 serotipi de yoktur” yaklagimi ile analize son
verilir.

Not 03: Test kiti analizden 2 saat 6nce buzdolabindan gikarilip, oda sicakligina getiriimeli ve aliminyum
poseti agildiktan sonra 30 dakika icinde kullaniimalidir.

Kullanilan Malzeme

m TS Broth (Merck 1.09205)
m EC Broth (Merck 1.14582)
Singlepath E. coli 0157 Test Kiti (Merck 1.04141)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartilir ve dogrudan
modifiye Tryptic Soy (mTS) Broth ya da modifiye EC (mEC) Broth besiyerinde homojenize edilir. Sivi
gida bu besiyerlerine eklenir ve 37 °C’da 24 saat inkilbe edilir. Her iki besiyeri de novobiosin icermekte
olup, otoklav sonrasi ayrica novobiosin ilavesine gerek yoktur. Bu 6zellik, sadece granul yapisinda olan
besiyerlerinde vardir.

-Bu sure sonunda besiyerinden cam bir tipe 1-2 mL kadar alinip kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur
ve oda sicakhgdina sogutulur.

-Kitin 6rnek aktarma bdlgesine 160 pL (Pastor pipeti ile 5 damla) ilave edilir, 20 dakika beklenip sonug¢
kontrol edilir. Kitin “C” (kontrol) penceresinde kirmizi serit olusmalidir. Bu, c¢izgi kitin dogru calistigini
kanitlar. “T” (test) penceresinde kirmizi serit meydana gelmis olmasi test edilen kultirde -dolayisiyla test
edilen gidada- E. coli 0157 serotipi oldugunu goésterir. Analize standart kilttrel yéntemlerle devam edilir.

-Test kiti, 20 dakikadan sonra degerlendirmeye alinmaz.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar ve Singlepath E. coli O157 test sonucu
negatif olan kitler de dahil olmak tGzere inklbatérden ¢ikan ve kullaniimis tim malzeme sterilize edildikten
sonra yikanir/ atilr.
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Verotoksin Belirlenmesi A09

25 g gida 225 mL mTSB ya da mEC Broth besiyerine
ilave edilir. Sut Urdnleri icin mTSB Broth, et
aranleri icin mEC Broth kullanilmalidir. Gerekirse
homojenizasyon yapillir.

mEC Broth 42°C ‘da, mTSB Broth 35-37 °C’'da 18-
24 saat inkUbe edilir.

Selektif zenginlestirme kultirinden CT-SMAC Agar
besiyerine tek koloniler dusecek sekilde sirme ya da
yayma yapilr.

CT-SMAC Agar 35-37 °C‘'da 18-24 saat inklbe
edilir.

CT-SMAC Agar besiyerinden tipik birkac koloni 1 mL
Caye Broth + Carbadox besiyerine inokiile edilir.

37 °C’da 6 saat inktibe edilir.

Bu kultirden Eppendorf tipline 180 pL alinir,
Gzerine 20 pL polimiksin ¢ozeltisi ilave edilir.

35-37 °C 'da 10 dakika inkube edilir.

Duopath Verotoksins kitine 160 uL (Pastor pipetiile 5
damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda sicakligina
getirilmis olmaldir.

20 dakika beklenir.

Kitte (C) seridi kirmizi olmahdir. (VT1) ve/veya (VT2)
seridi kirmizi olursa bu verotoksin(ler) acisindan
pozitif, olmazsa negatif olarak degerlendirilir.

Toplam analiz suresi 48 saat 35 dakika.

Kullanilan tim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.



Verotoksin Belirlenmesi A09

E. coli O157 ya da diger patojenik E. coli serotipleri icinde EHEC olarak gruplandirilanlar en tehlikel
olanlardir. Bunlar, VT1 ve VT2 olarak adlandirilan 2 verotoksinden biri ya da her ikisini de Uretirler.
Serotipin ne oldugunun (6rnedin H7 olup olmadigdinin) belirlenmesi yerine, dogrudan verotoksin olusturup
olusturmadiginin belirlenmesi halk sagligi acgisindan ¢ok daha dnemlidir.

Amag, standart sekilde izole edilmis tipik koloninin VT1 ve/veya VT2 olusturup olusturmadidinin
belirlenmesidir. Standart sekilde analiz ile elde edilmis tipik E. coli O157 kolonilerine uygulanir. Sadece bir
koloni icin uygulanabilecegi gibi, tipik 4-5 koloni bir arada da incelenebilir. Bu kosulda analiz daha ekonomik
sekilde yapilmis olur. Ayni gida érneginden gelen 4-5 koloni beraberce analiz yapildiginda sonug pozitif
¢ikarsa, analiz edilen gidada verotoksin pozitif EHEC susu ya da suslari bulunduguna karar verilir. Tipik
bir koloninin VT1 ve/ veya VT2 olusturup olusturmadidi 7 saatten biraz daha kisa bir slre igcinde belirlenir.

Kullanilan Malzeme

CAYE Broth Base (Merck 1.00060)

CAYE Supplement (Carbadox; Merck 1.00051)
Duopath Verotoxins (Merck 1.04144)
Polymyxin B Sulfate (Merck 1.09875)

Analiz

-Standart yontemle CT-SMAC Agar besiyerinden elde edilen tipik morfolojiye sahip bir ya da birkag¢ koloni,
1 mL CAYE Broth+CAYE Supplement besiyerinde homojenize edilir ve 37 °C’da 6 saat inkiibasyona
birakilir.

-Buradan alinan 180 uL kaltir Eppendorf tipUne aktarilip, Gzerine 20 pL polymyxin ¢ozeltisi ilave edilir
(Polymyxin ¢ozeltisi: 5 mg Polymyxin B sulfate 1 mL damitik suda ¢6zulir). 35-37 °C’da 10 dakika inkube
edilir ve oda sicakligina sogutulur. Polimiksin, olusan verotoksinlerin ortama salgilanmasini saglar.

-Eppendorf tipa tap karistiricida yavascga karistirilir ve buradan 160 pL (Pastor pipeti ile 5 damla) alinip,
test kitinin 6rnek gdzine aktarilir. 20 dakika iginde “C” kontrol penceresinde kirmizi serit gértlmelidir. VT1
ve VT2 olarak gosterilen test pencerelerinde kirmizi serit olugsmasi test edilen kolonilerden en az birisinde
(diger bir deyis ile drnekte) sirasi ile VT1 ve/ veya VT2 Ureten bakterinin bulundugunu gésterir. VT1 ve
VT2’nin ayri pencerelerde izlenmesi bu toksinlerden biri ya da ikisinin olusturuldugunu gosterir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar ve Duopath Verotoxins test sonucu negatif
olan kitler de dahil olmak Uzere inklbatdrden ¢ikan ve kullaniimig tim malzeme sterilize edildikten sonra
yikanir/ atilir.

Not: Test kiti analizden 2 saat dnce buzdolabindan ¢ikarilip, oda sicakhigina getirilmeli ve aliminyum
poseti acildiktan sonra 30 dakika icinde kullaniimalidir.



Salmonella Analizi (Var/ Yok Testi; ISO 6579-2002) Al10
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25 g(mL) gida, 225 mL TPS (Merck 1.07228) ile homojenize edilir.

Homojenizat 35-37 °C'da 16-20 saat inkiibasyona birakilir.

inkiibasyondan sonra selektif zenginlestirme besiyerlerine ekim yapilr.
Selektif zenginlestirmede 10 mL RVS Broth'a ©n zenginlestirme
kiltiriinden 0,1 mL eklenir ve inkibasyon 41,5+1 °C'da 24+3 saat
olarak yapilir. Paralel olarak 10 mL MKTTn Broth'a 6n zenginlestirme
kiltiriinden 1 mL eklenir ve inklibasyon 37+1 °C'da 24+3 saat olarak

yapllir.

inkiibasyondan sonra her 2 selektif zenginlestirme kalttrtinden biri XLD
Agar, digeri kullanicinin tercihine birakilan bir selektif kati besiyerine dze ile
ayri ayri sirme yapilir. XLD Agar, 371 °C'da 24+3 saat olarak
inkibasyona birakilir. Diger selektif kati besiyerinin inkiibasyonu icin Merck
Microbiology Manuel'e bagvurulmalidir.

Petri kutulari 37 °C'da 24 saat inkiibasyona birakilir.

Salmonella, XLD Agar besiyerinde renksiz (besiyeri ile ayni renkte; kirmizi)
ve siyah merkezli koloniler olusturur. Tipik koloniler ayri ayri olmak tzere
Triple Sugar Iron (TSI) Agar, Urea Broth ve Lysine Iron Agar besiyerinde
tanimlanir. ilave biyokimyasal testler yapilmasi da dnerilmektedir. Galisma
serolojik esasl testler ile bitirilir. Singlepath Salmonella bu amacla
kullaniimaktadir.

Gahismada kullanilan butiin malzeme otoklavlandiktan sonra yikanir/atilir.



Salmonella Analizi (Var/ Yok Testi; ISO 6579-2002)

25 g (mL) gida 6rneginde Salmonella, selektif olmayan besiyerinde 6n zenginlestirme, 2 farkli besiyerinde
selektif zenginlestirme, 2 farkli selektif kati besiyerine sirme ve tipik kolonilerin biyokimyasal ve serolojik
testlerle dogrulanmasi olan standart var/ yok yontemiyle analiz edilir. Uriin gesidine gére 6n zenginlestirme
besiyerinde cesitli modifikasyonlar yapilabilmektedir.

Kullanilan Malzeme

Tamponlanmig Peptonlu Su (Merck 1.07228)

Muller-Kauffmann Tetrathionate- Novobiocin (MKTTn) Broth; (Merck 1.05878)
Rappaport Vassiliadis Soy (RVS) Broth (Merck 1.07700)

Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar (Merck 1.05287)

Brilliant Green Phenol Red Lactose Sucrose Agar (Merck 1.10747)
Rambach Agar (Merck 1.07500)

XLT4 Agar (Merck 1.13919)

XLT4 Supplement (Merck 1.08981)

Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915)

Urea Broth (Merck 1.08483)

Lysine Iron Agar (Merck 1.11640)

Singlepath Salmonella (Merck 1.04140)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Homojenizasyonda blender
ya da stomacher kullanilacaksa 25 gram kati gida 225 mL Tamponlanmis Peptonlu Su besiyeri icinde
homojenize edilir. 25 mL sivi gida dogrudan bu besiyerine eklenir.

-Homojenizat, selektif olmayan 6n zenginlestirme amaci ile 37+1 °C’'da 18 saat sire ile inkibasyona
birakilir.

-inkiibasyondan sonra selektif zenginlestirme besiyerlerine ekim yapilir. Selektif zenginlestirmede 10 mL
RVS Broth’a 6n zenginlestirme kuilttirinden 0,1 mL eklenir ve inkibasyon 41,5+1 °C’da 24+3 saat olarak
yapilir. Paralel olarak 10 mL MKTTn Broth'a 6n zenginlegtirme kultirinden 1 mL eklenir ve inkiibasyon
37+1 °C’da 24+3 saat olarak yapilir.

-inkiibasyondan sonra her 2 selektif zenginlestirme kuiltiirinden biri XLD Agar, digeri kullanicinin tercihine
birakilan bir selektif kati besiyerine 6ze ile ayri ayri sirme yapilir. XLD Agar, 37+1 °C’da 2443 saat olarak
inkibasyona birakilir. Diger selektif kati besiyerinin inklibasyonu igin Merck Microbiology Manuel'e
basvurulmaldir.

-Salmonella, XLD Agar besiyerinde renksiz (besiyeri ile ayni renkte; kirmizi) ve siyah merkezli koloniler
olusturur. Diger selektif kati besiyerinde tipik Salmonella koloni morfolojisi icin Merck Microbiology Manuel’e
basvurulmaldir.

-Her besiyerinden en az 1 adet tipik koloni alinip tekrar XLD Agara surtlerek koloni morfolojisi dogrulanir.
Tipik koloni yoksa, her besiyerinden 5 koloninin XLD Agara surtlmesi 6nerilmektedir.

-XLD Agar, 371 °C’da 2443 saat olarak inklibasyona birakilir. Bu slire sonunda olugan tipik koloniler
ayri ayri olmak uzere Triple Sugar Iron (TSI) Agar, Urea Broth ve Lysine Iron Agar besiyerinde tanimlanir.
ilave biyokimyasal testler yapilmasi da énerilmektedir. Calisma serolojik esasli testler ile bitirilir. Singlepath
Salmonella bu amagla kullaniimaktadir.

-Selektif kati besiyerlerinden herhangi birisinden izole edilen kolonilerden 1 adedi dahi Salmonella olarak
tanimlanirsa “analiz edilen 25 g (mL) gidada Salmonella vardir’ seklinde rapor verilir.

-Degerlendirme sonrasli, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Uzere inkUbatdrden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.



Singlepath® Salmonella Kiti ile Hizli Tayin All

ﬁ 25 g (mL) gida 225 mL TPS (Merk 1.07228) besiyerine ilave
—_— edilir. Gerekirse homojenizasyon yapilir.
* am—
= .
_— ‘ Inkibasyon: 37 °C ‘da 18+2 saat
.'—-4*»

TPS kualtarinden 0,1 mL alhinip 10 mL RVS Broth
besiyerine aktarilr.

0.1 ml '10m|

r |
- | .
L :H InkGibasyon: 41,5 °C'da 24+ 3 saat

RVS kaltarinden 1-2 mLalnip, kaynar su banyosunda
15 dakika tutulur. Her hangi bir kati besiyerinden izole
edilen koloni, kati besiyeri parcalarinin gelmemesine
dikkat edilerek 1-2 mL saf suda ¢6zUlir ve kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur.

v
25 C
20 C
Oda sicakhigina getirilir.
|
by Singlepath Salmonella kitine 160 pL (Pastér pipeti ile
—_ J): 5 damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda sicakligina
160 L S getirilmis olmaldir.
20 dakika beklenir.
e e Kitte (C) seridi kirmizi olmalidir. (T) seridi kirmizi
¥ ¥ olursa Salmonella pozitif, olmazsa Salmonella
3 S negatif olarak degerlendirilir.

Toplam analiz siiresi 42 saat 35 dakika.

Kullanilan tlim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.




Singlepath Salmonella Kiti ile Hizl Tayin All

Salmonella, yerylziinde en fazla sayida hastalik ve dlimlere yol agan gida kaynakh patojenlerden birisidir.
Standart kulturel yontemlerle analizi 4-5 gun surmektedir. Singlepath Salmonella kiti kullanilarak, selektif
zenginlestirme sonrasinda Salmonella varlidi ya da yoklugu belirlenebilir.

Not 01: Test kiti analizden 2 saat 6nce buzdolabindan gikarilip, oda sicakligina getiriimeli ve aliminyum
poseti acildiktan sonra 30 dakika icinde kullaniimalidir.

Kullanilan Malzeme

Tamponlanmig Peptonlu Su (Merck 1.07228)
Rappaport Vassiliadis Soy Broth (Merck 1.07700)
Singlepath Salmonella (Merck 1.04140)

Analiz

Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Homojenizasyonda blender
ya da stomacher kullanilacaksa 25 gram kati gida 225 mL Tamponlanmis Peptonlu Su besiyeri icinde
homojenize edilir. 25 mL sivi gida dogrudan bu besiyerine eklenir.

-Homojenizat, selektif olmayan 6n zenginlestirme amaci ile 37+1 °C’'da 18 saat sire ile inkibasyona
birakilir.

-inkiibasyondan sonra 10 mL RVS Broth’a én zenginlestirme kdltiriinden 0,1 mL eklenir ve inkiibasyon
41,5+1 °C’da 24+3 saat olarak yapllir.

-inkiibasyon bitiminde bu kiiltirden uygun bir tiipe (tercihen polipropilen) 1-2 mL alinip, kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur ve oda sicakligina geldiginde 160 uL (Pastor pipeti ile 5 damla) Singlepath
Salmonella kitine uygulanir. 20 dakika sonunda kontrol "C" penceresinde kirmizi serit olugsmalidir. Bu,
cizgi kitin dogru calistigini kanitlar. Test "T" penceresinde de kirmizi serit gértilmesi analiz edilen kultirde,
dolayisi ile gidada Salmonella oldugunu gosterir. Pozitif sonu¢ alindijinda standart bir kati besiyerine
surme yaplilip sonucun dogrulanmasi Onerilir. Tersine olarak, bu test kiti ile negatif sonug alinirsa analize
devam etmenin geregi yoktur. Bu yontemde toplam analiz slresi 42 saat 35 dakikadir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar ve Singlepath Salmonella test sonucu
negatif olan kitler de dahil olmak tGzere inklbatérden ¢ikan ve kullaniimis tim malzeme sterilize edildikten
sonra yikanir/ atilr.



Listeria monocytogenes Analizi (Var/ Yok Testi) A12

25 g (mL) gida, 225 mL 1/2 Fraser Broth (Merck 1.10398 ve Merck
1.10399) ile homojenize edilir.

Homojenizat 30 °C'da 24 saat inkibe edilir. Gidadaki Listeria'nin hasar
gdrmus oldugu dusunultyorsa selektif katkisi ilave edilmemis Fraser Broth
besiyerinde homojenize edilip, 30 °C'da 4 saat kendi halinde birakilir. Daha
sonra selektif katki ilave edilip ayni sicaklikta 20 saat daha inklbe edilir.

30 °C'da toplam 24 saat inkiibasyondan sonra biri "Chromocult Listeria Selective
Agar acc. OTTAVIANI and AGOSTI" ile digeri kullanicinin tercihine birakilmis bir
baska selektif kati besiyerine (Oxford Agar veya PALCAM Agar) sirme yaplilr,
paralel olarak bu 6n zenginlestirme kultiriinden selektif katkilan tam
konsantrasyonda ilave edilmis 10 mL Fraser Broth'a 0,1 mL ilave edilir. Bu besiyeri
35-37 °C'da 48 saat inkiibe edilir. inkiibasyonun 24 ve 48. saatlerinde biri
"Chromocult Listeria Selective Agar acc. OTTAVIANI and AGOSTI" ile digeri
kullanicinin tercihine birakilmis bir baska selektif kati besiyerine (Oxford Agar veya
PALCAM Agar) sirme yaplilir.

Tam Kkuvvette Fraser Broth 35-37 °C'da 48 saat, PALCAM ve Oxford Agar
35-37 °C'da 24 saat inkiibe edilir.

Tam kuvvette Fraser Broth besiyerinden 24 ve 48 saatlerde ayni
besiyerlerine siirme yapilr. 1/2 Fraser Broth besiyerinden yapilmis ilk Petri
kutulari degerlendirilir.

Chromocult Listeria Selective Agar acc. OTTAVIANI and AGOSTI
besiyerinde mavi-yesil renkli, opak haleli koloniler Listeria monocytogenes
olarak degerlendirilir. PALCAM Agar'da 1,5-2 mm capinda, zeytin yesili gri
renkli, bazen siyah merkezli ancak her zaman siyah zonlu, Oxford Agar'da
ise 2-3 mm capinda, siyahimsi yesil kahverengi, siyah zonlu, cokik
merkezlidir. Tipik kolonilere hemoliz, CAMP testi, ramnoz ve ksiloz testleri
yapllir, Singlepath Listeria da kullanilabilir.

Kullanilmig tim malzeme otoklavlandiktan sonra yikanir/atilir.

nn
i




Listeria monocytogenes Analizi (Var/ Yok Testi)

ISO 11290 revize edilmektedir. Burada www.mikrobiyoloji.org'nin 6nerdigi yontem verilmektedir.

Kullanilan Malzeme ve Katkilari

Fraser Broth Base (Merck 1.10398)

Fraser Listeria Ammonium iron (lll) Citrate Supplement (Merck 1.00092)

Fraser Listeria Selective Supplement (Merck 1.00093)

Chromocult Listeria Selective Agar Base acc. OTTAVIANI and AGOSTI (Merck 1.00427)
Listeria Agar Selective Supplement (Merck 1.00432)

Listeria Agar Enrichment Supplement (Merck 1.00439)

PALCAM Agar (Merck 1.11755)

PALCAM Agar Selective Supplement (Merck 1.12122)

Oxford Agar (Merck 1.07004)

Oxford Agar Selective Supplement (Merck 1.07006)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Homojenizasyonda blender
ya da stomacher kullanilacaksa 25 gram kati gida 225 mL 1/2 (yarim kuvvette) Fraser Broth besiyeri iginde
homojenize edilir. 25 mL sivi gida dogrudan bu besiyerine eklenir. Fraser Broth’'un yarim konsantrasyonda
ilave edilecek olan katkilari, amaca gdre homojenizasyon dncesinde ya da sonrasinda ilave edilebilir.
Gidada hasar gérmus Listeria olmasindan kusku duyuluyorsa 30 °C’da 4 saat inkiibasyona birakilmasi ve
sonra selektif katki ilave edilmesi dnerilir.

-30 °C’da toplam 24 saat inkibasyondan sonra biri “Chromocult Listeria Selective Agar acc. OTTAVIANI
and AGOSTY” ile digeri kullanicinin tercihine birakilmis bir baska selektif kati besiyerine (Oxford Agar
veya PALCAM Agar) surme yapilir, paralel olarak bu 6n zenginlestirme kiltirinden selektif katkilari tam
konsantrasyonda ilave edilmis 10 mL Fraser Broth’a 0,1 mL ilave edilir. Bu besiyeri 35-37 °C’'da 48 saat
inkiibe edilir. inkiibasyonun 24 ve 48. saatlerinde biri “Chromocult Listeria Selective Agar acc. OTTAVIANI
and AGOSTY/” ile digeri kullanicinin tercihine birakilmig bir baska selektif kati besiyerine (Oxford Agar veya
PALCAM Agar) stirme yapllir

-Blitlin selektif kati besiyerleri 37 °C’'da 24+3 saat, gerekirse 48 saat inkiibe edilir. inkiibasyon sicakhg
analiz raporuna kaydedilir.

-SuUpheli koloniler TSYE Agar besiyerine ayri ayri surdlir. 37 °C’da 2443 saat inkibasyon sonunda bu
besiyerinde olusan koloniler tanimlanir.

-Hangi asamadan gelirse gelsin, Listeria monocytogenes belirlenirse analiz raporu “25 g (mL) gidada
Listeria monocytogenes vardir” seklinde, hangi asamadan gelirse gelsin, Listeria spp. belirlenir ancak
bunun L. monocytogenes olmadigi saptanirsa analiz raporu “25 g (mL) gidada L. monocytogenes yoktur
ancak, Listeria spp. vardir” seklinde, her 3 asamada da Listeria tlriine rastlanmaz ise analiz raporu “25 g
(mL) gidada Listeria yoktur” seklinde yazilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Uzere inkUbatdrden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Not 01: Listeria analizinde Fraser Broth bazal besiyerine ilave edilen katkilar yarim ve tam kuvvette olmak
Uzere 2 farkl konsantrasyonda ilave edilir. Fraser Broth katkilarinin en ekonomik kullanimi i¢in 4 gida
paralel olarak analiz edilir. Bu amagla 4 adet 225 mL ile 4 adet 10 mL Fraser Broth hazirlanir.

Not 02: Fraser Broth, katki ilave edildigi gun kullaniimaldir. Buna gore birinci gun erlenlere katki
ilavesinden sonra selektif katki olan sise (vial) dondurulur, amonyum demir (l11) sitrat buzdolabinda saklanir.
Dondurulmus katki, ¢ézuldlkten sonra tekrar dondurulmaz.



Singlepath® L'mono Kiti ile Hizli Tayin A13

ﬁ 25 g (mL) Gida 6rnegi, 225 mL 1/2 (yarim
JA—Y kuvvette) Fraser Broth besiyeri icinde homojenize
— edilir.

inkiibasyon: 28-30 °C'da 21-24 saat.

B
E f} 0,1 mL kaltar, 1/1 (tam kuvvette) 10 mL Fraser
: v — Broth'a inokiile edilir.
0.1 ml l99 |
- Im 9 m
- .
ZZH inkiibasyon: 28-30 °C'da 21-24 saat.
——

Selektif zenginlestirme kultiriinden 1-2 mL alinip,
kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur. Her
hangi bir kati besiyerinden izole edilen koloni 6nce
uygun bir sivi besiyerinde 28-30 °C ‘da 18-24 saat
inktibe edilir ve buradan alinan 1-2 mL kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur.

Oda sicakhgina getirilir.

v
Singlepath” 'mono kitine 160 uL (Pastor pipeti ile
— ¥ 5 damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda
v 160 L \ sicakhgina getirilmis olmalidir.

20 dakika beklenir.

e = Kitte (C) seridi kirmizi olmalidir. (T) seridi kirmizi
J: E olursa Listeria monocytogenes pozitif, olmazsa
y 3 Listeria monocytogenes negatif olarak

Toplam analiz siiresi 42 saat 35 dakika.

Kullanilan tim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilir.




Singlepath L’'mono Kiti ile Hizli Tayin

Listeria monocytogenes, yerylzinde en fazla sayida hastalik ve o6limlere yol acan gida kaynakh
patojenlerden birisidir. Standart kilttirel ydntemlerle analizi 4-5 gun strmektedir. Singlepath L'mono Kiti
kullanilarak, selektif zenginlestirme sonrasinda Listeria monocytogenes varligi ya da yoklugu belirlenebilir.

Singlepath Listeria hizl test kitinden farkh olarak Singlepath L'mono kiti, sadece Listeria monocytogenes
belirlenmesine yoneliktir. Singlepath Listeria kullaniminda, flagella antijeninin belirlenmesine yonelik olarak
mutlaka 28-30 °C’da inkubasyon gerekli iken, Singlepath L'mono kitinde bdyle bir zorunluluk yoktur.

Not 01: Test kiti analizden 2 saat dnce buzdolabindan gikarilip, oda sicakligina getiriimeli ve aliminyum
poseti acildiktan sonra 30 dakika icinde kullaniimalidir.

Not 02: Singlepath® L'mono kitinin, dlslk konsantrasyonda Listeria monocytogenes igeren ylksek
refakatci florali ¢ig et ve diger gidalarda Listeria monocytogenes’i tespit edemedigi gosterilmistir. Etik
kurallar élgtistinde verilen bu acgik bildirgenin, kullanici tarafindan benzer amagcla kullanilan farkli markalar
icin de sorgulanmasi onerilir.

Kullanilan Malzeme

Fraser Broth Base (Merck 1.10398)
Fraser Listeria Ammonium iron (lll) Citrate Supplement (Merck 1.00092)
Fraser Listeria Selective Supplement (Merck 1.00093)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Homojenizasyonda blender
ya da stomacher kullanilacaksa 25 gram kati gida 225 mL 1/2 (yarim kuvvette) Fraser Broth besiyeri iginde
homojenize edilir. 25 mL sivi gida dogrudan bu besiyerine eklenir. Fraser Broth’'un yarim konsantrasyonda
ilave edilecek olan katkilari, amaca gdre homojenizasyon dncesinde ya da sonrasinda ilave edilebilir.
Gidada hasar gérmus Listeria monocytogenes olmasindan kusku duyuluyorsa 30 °C’da 4 saat inklibasyona
birakilmasi ve sonra selektif katki ilave edilmesi onerilir.

-inkiibasyondan sonra 10 mL 1/1 kuvvetindeki Fraser Broth’a én zenginlestirme kiiltiriinden 0,1 mL
eklenir ve inklibasyon 28-30 ya da 35-37 °C’da 21-24 saat olarak yapllir.

-Kullanicinin tercihine goére diger Listeria zenginlestirme besiyerleri de kullanilabilir. Her kosulda 6n
zenginlestirme ve selektif zenginlestirme yapilmasi 6nerilmektedir.

-Selektif zenginlestirme sonrasinda bu kiltirden uygun bir tipe (tercihen polipropilen) 1-2 mL alinip,
kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur ve oda sicakligina geldiginde 160 uL (Pastor pipeti ile 5 damla)
Singlepath L'mono kitine uygulanir. 20 dakika sonunda kontrol "C" penceresinde kirmizi serit olusmalidir.
Bu, cizgi kitin dogru calistigini kanitlar. Test "T" penceresinde de kirmizi serit gértilmesi analiz edilen
kdltirde, dolayisi ile gidada Listeria monocytogenes oldugunu gosterir. Pozitif sonu¢ alindiginda selektif
zenginlestirme kultirinden standart bir kati besiyerine stirme yapilip sonucun dogrulanmasi &nerilir.
Tersine olarak, bu test kiti ile negatif sonu¢ alinirsa analize devam etmenin geregdi yoktur. Bu yontemde
toplam analiz slresi 42 saat 35 dakikadir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar ve Singlepath L’mono test sonucu negatif
olan kitler de dahil olmak Uzere inklbatérden ¢ikan ve kullaniimig tim malzeme sterilize edildikten sonra
yikanir/ atilir.



Campylobacter Analizi (Var/ yok Testi) Al4

25 g(mL) gida, 225 mL Bolton Broth ile homojenize edilir.

Besiyeri 6nce 37 °C'da 4 saat, sonra 41,5 °C'da 42-44 saat sire ile
inkibasyona birakilir

mCCDA ve Campylobacter Selective Agar besiyerlerine stirme yapilir

inkiibasyon: 41,5 °C'da 24-48 saat; mikroaerofilik

mCCDA besiyerinde grimsi, diiz, i1slak gériiniimli ve yayillma
egiliminde olan koloniler ile Campylobacter Selective Agar besiyerinde
gelisen gri-kahverengi berrak zonlu koloniler C. jejuni ya da C. coli
olarak degerlendirilir

Gahismada kullanilan butiin malzeme otoklavlandiktan sonra yikanir/atilir.
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Campylobacter Analizi (Var/ yok Testi) Al4

Campylobacter jejuni, Salmonella ile birlikte kayda gegmis en fazla hastaliga yol acan gida kaynakli
patojenlerdir. ISO 10272’ye gdre analizi temel olarak 41,5 °C’da zenginlestirme, selektif kati besiyerine
suirme seklinde yapilan var/ yok testidir. Campylobacter analizi yapilacak gida dondurulmamali, gerekli
ise buzdolabi sicakhiginda tutulmali, olanaklar élglstinde hizla analiz yapilmalidir. Aksi halde sahte negatif
sonugclar alinabilir.

Kullanilan Malzeme, Katkilari ve Diger Malzeme

Bolton Selective Enrichment Broth (Merck 1.00068)
Bolton Broth Selective Supplement (Merck 1.00069)
CCDA, modified (mCCDA; Merck 1.00070)

CCDA Selective Supplement (Merck 1.00071)
Campylobacter Selective Agar (Merck 1.02248)
Campylobacter Selective Supplement (Merck 1.02249)
Mikroaerofilik inkiibasyon Geregleri

Analiz

-Gida 6rnegi mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir, 25 g (mL) alinip, 250 mL vida
kapakl cam sisede hazirlanmis 225 mL Bolton Broth besiyerine ilave edilir. Campylobacter mikroaerofilik
bir bakteri oldugu icin homojenizasyonu sirasinda asiri oksijen temasi bakteriye zarar vererek sahte negatif
sonuglara neden olur. Bu nedenle blender kullaniimasindan olabildigince kaciniimalidir. Eger vida kapakli
cam sise yerine erlen kullaniliyor ise inkiibasyon mikroaerofil kosullarda yapiimahdir.

-Besiyeri 6nce 37 °C’da 4 saat, sonra 41,5 °C’da 42-44 saat sUre ile inkiibasyona birakilir. Bu slre sonunda
mCCDA ve Campylobacter Selective Agar besiyerlerine sirme yapilir ve Petri kutulari 41,5 °C’da 24-48
saat slre yine mikroaerofilik ortamda inkiibe edilir. inkUbasyonun ilk 24 saatinde Petri kutular1 incelenir,
tipik koloni gérilmemesi durumunda inklibasyona 24 saat daha devam edilir.

-mCCDA besiyerinde grimsi, dliz, 1slak gérinimli ve yayilma egdiliminde olan koloniler ile Campylobacter
Selective Agar besiyerinde gelisen gri-kahverengi berrak zonlu koloniler C. jejuni ya da C. coli olarak
degerlendirilir.

-Tipik Campylobacter kolonilerine rastlanmasi halinde “25 g (mL) 6érnekte Campylobacter jejuni vel veya
C. coli vardir” seklinde standart rapor verilir.

-Degerlendirme sonrasli, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Uzere inkUbatdrden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/ atilir.



Singlepath® Campylobacter Kiti ile Hizli Tayin Al5

160 plL

25 g yada 25 mL gida 225 Bolton Broth (Merck
1.00068 ve Merk 1.00069) besiyerine ilave edilir.
Gerekirse homojenizasyon yapilir.

inkiibasyon: 37 °C ‘da 4 saat ve ilaveten 41,5 °C
‘da 44 saat.

Selektif zenginlestirme kualturinden 1-2 mL
alinip, kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur.
Her hangi bir kati besiyerinden izole edilen
koloni kati besiyeri parcalarinin gelmemesine
dikkat edilerek 1-2 mL saf suda ¢ozulir ve
kaynar su banyosunda 15 dakika tutulur.

Oda sicakligina getirilir.

Singlepath Campylobacter kitine 160 uL (Pastor
pipeti ile 5 damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden
oda sicakhgina getirilmis olmalidir.

20 dakika beklenir

Kitte (C) seridi kirmizi olmahdir. (T) seridi
kirmizi olursa Campylobacter pozitif, olmazsa
Campylobacter negatif olarak degerlendirilir.

Toplam analiz siiresi 48 saat 35 dakika.

Kullanilan tim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilr.



Singlepath Campylobacter Kiti ile Hizh Tayin Al15

Not: Test kiti analizden 2 saat dnce buzdolabindan ¢ikarilip, oda sicakligina getirilmeli ve aliminyum
poseti agildiktan sonra 30 dakika icinde kullaniimalidir.

Kullanilan Malzeme

Bolton Selective Enrichment Broth (Merck 1.00068)
Bolton Broth Selective Supplement (Merck 1.00069)
Singlepath Campylobacter (Merck 1.04143)
Anaerobik inkiibasyon Geregleri

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Gidada hasar gérmus
Campylobacter olmasindan endise ediliyorsa, besiyeri 6nce 37 °C’da 4 saat sire ile mikroaerofilik ortamda
inkUbe edilir, sonra inkibasyon sicakligi 41,5 °C’a cikarilip inkiibasyona 44 saat daha devam edilir. Eger
vida kapakli cam sise yerine erlen kullaniliyor ise inklibasyon mikroaerofilik kosullarda yapiimaldir.

-Toplam 48 saat slren inkibasyondan sonra bu kiltirden cam bir tipe 1-2 mL alinip, kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur ve oda sicakligina geldiginde 160 uL (Pastor pipeti ile 5 damla) Singlepath
Campylobacter kitine uygulanir.

-20 dakika sonunda kontrol “C” penceresinde kirmizi serit olusmalidir. Test “T” penceresinde de kirmizi
serit gorulmesi analiz edilen kiltirde Campylobacter oldugunu gosterir. Pozitif sonucta selektif bir agara
surme yapilip sonucun dogrulanmasi onerilir. Negatif sonucta analize devam etmenin geregi yoktur.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar ve Singlepath Campylobactertest sonucu
negatif olan kitler de dahil olmak tGzere inklbatérden ¢ikan ve kullaniimis tim malzeme sterilize edildikten
sonra yikanir/ atilr.



Enterobacter sakazakii Analizi (Var/ yok Testi) Al6

25g(mL) gida, 225 mL LST ya da EE Broth besiyerinde homojenize edilir.

inkiibasyon: 37 °C'da 24 saat

TN

Chromocult® Enterobacter sakazakii besiyerine stirme yapilir

inkiibasyon: 44 °C'da 24 saat

inkiibasyon sonunda Enterobacter sakazakii kolonileri mavi-yesil
renkli gorullr.

Gahismada kullanilan butiin malzeme otoklavlandiktan sonra yikanir/atilir.




Enterobacter sakazakii Analizi (Var/ yok Testi) Al6
Bakterinin ismi, Cronobacter sakazakii olarak degistirilmigtir.

Not 01: Bu analizde inkibasyon sicakligi kritiktir. 45 °C Uzerinde Enterobacter sakazakii gelismez. 43 °C
altinda ise refakatci bakteri baskilamasi ortadan kalkar ve gelisen refakatci flora, hedef bakterinin fark
edilmesini maskeleyebilir.

Kullanilan Malzeme

Buffered Peptone Water (Merck 1.07228)

Lauryl Sulfate Broth; LST (Merck 1.10266)

Enterobacteriaceae Enrichment Broth acc. to MOSSEL; EE Broth (Merck 1.05394)
Chromocult® Enterobacter sakazakii (Merck 1.00873)

Analiz

-Gida 6rnegdi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartiir ve
zenginlestirme besiyerinde homojenize edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Zenginlestirme igin LST ya da EE Broth kullanilabilir. Bu besiyerleri standart olarak 37 °C’da 2412 saat
inktbe edilir.

-Bazi standartlarda Buffered Pepton Water ortaminda selektif olmayan én zenginlestirmeden sonra LST
ya da EE Broth’a gecis onerilmektedir.

-Zenginlestirme sonrasi 1 6ze kiltir Chromocult® Enterobacter sakazakii besiyerine surultr ve Petri
kutusu 44+1 °C’da 2442 saat inklibasyona birakilir.

-inkiibasyon sonunda mavi-yesil renkli koloniler Enterobacter sakazakii olarak degerlendirilir. Refakatgi
flora renksiz koloniler olusturur.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Gzere inkiibatérden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.



Kati besiyerinde Bacillus cereus Sayimi Al17

urtnlerinde tercihen Ya Ringer ¢ozeltisi kullanilir. Sivi gidalar dogrudan

.

~

ﬂ [l' 10 g (mL), gida 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize edilir. Siit ve
analize alinabilir.

80 °C'da 5 dakikalik pastérizasyon uygulanip hizla sogutulur.

r
‘ 1 1 mL homojenizat 3 standart Petri kutusundaki MYP Agar (Cereus
4 v Selective Agar acc. to Mossel) besiyerine dagitilir. Alternatif olarak 14 cm
capli blyuk Petri kutusu da kullanilabilir

inkiibasyon: 28 °C'da 24-48 saat

Yaygin, kuru, pembe-menekse merkezli ve etrafinda yogun bir presipitat
olan koloniler Bacillus cereus olarak sayilir

Gahismada kullanilan butiin malzeme otoklavlandiktan sonra yikanir/atilir.

-
-




Kati besiyerinde Bacillus cereus Sayimi Al7

Bacillus cereus, toprak kokenli bakteri olup, gida zehirlenmelerine yol agar. Baharat gibi gidalarda sinirli
saylda bulunmasina izin verilebilir. UHT yéntemi ile dretilen uzun é6murll sttlerde de bozulmaya neden
olur.

Not 01: Gidalarda B. cereus analizinde B. anthracis, B. thuringiensis ve B. mycoides de B. cereus gibi tipik
koloniler verir. Bu kolonilerin standart bir gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda B. cereus olup olmadiklarinin
belirlenmesi oldukga zordur. Bununla beraber, B. anthracis, B. thuringiensis ve B. mycoides gidalarin
gunlik analizinde oldukg¢a nadir olarak ortaya c¢ikarlar. Bu nedenle tipik koloniler B. cereus olarak kabul
edilir.

Not 02: Sadece B. cereus sporlarinin analizi isteniyor ise sporlu bakterilerin analizi kurallarina uyularak
homojenizat (ya da 6rnek sivi ise dogrudan 6érnegin kendisi) 80 °C’da 5 dakika pastdrize edilir. Analiz,
standart olarak bu sekilde yapilir. Pastérizasyon sonrasinda sayilacak olanlar sadece, pastdrizasyon
oncesi spor olusturmus olan bakterilerdir. Vejetatif formdaki B. cereus hicreleri pastdrizasyon islemi ile
Olecediicin sayllamaz. Dolayisi ile analiz sonucu toplam B. cereus sayisini degil, spor olusturmus olanlarin
sayisini verecektir.

Kullanilan Malzeme ve Katkilari

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

MYP Agar (Cereus Selective Agar acc. to Mossel; Merck 1.05267)
Bacillus cereus Selective Supplement (Merck 1.09875)

Egg-yolk Emulsion (Merck 1.03784)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartilir ve homojenize
edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/ veya gerekli ise seyreltmeler igin, stt ve Urlnlerinde tercihen 7 Ringer ¢ozeltisi,
diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullantlir.

-TUp igcindeki érnek, kaynar su banyosuna daldirilir, ayni ¢eper kalinhgindaki tipte bulunan bir diger
ornege termometre yerlestirilir.

-Kontrol tiplndeki sicaklik 80 °C’a eristiginde her iki tip su banyosundan cikarilir, kontrol tiplnin
sicakligi kontrol edilerek sicaklik 79 °C’a dustiglnde tekrar kaynar su banyosuna beraberce daldirilirlar.
Bu sekilde 5 dakika tutulduktan sonra test tipU oda sicakligindaki su banyosuna alinir ve sogutulur. Pek
¢ok uluslararasi standartta sogutmanin buz banyosu icinde ve hizla yapilmasi gerektigine dikkat cekilir.
Sogutma sekli ilgili talimatta yazilmalidir.

-Gerekli ise seyreltmeler bu asamada (pastorizasyondan sonra) yapilir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan ve/ veya uygun seyrelti(ler)
den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-inkiibasyon sonunda (28 °C’da 48 saat) MYP Agar besiyerinde yaygin, kuru, pembe-menekse merkezli ve
etrafinda yogun bir presipitat olan koloniler Bacillus cereus olarak sayilir ve standart sekilde hesaplanarak,
sonug kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Gzere inkiibatdrden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/ atilir.



Kati Besiyerinde Staphylococcus aureus Sayilmasi A18

urtnlerinde tercihen Y4 Ringer ¢ozeltisi kullanilir. Sivi gidalar dogrudan

D ‘l, 10 g (mL), gida 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize edilir. siit ve
analize alinabilir.

besiyerine dagitilir. Alternatif olarak 14 cm capli biytk Petri kutusu da

4 {; 1 mL homojenizat 3 standart Petri kutusundaki Baird-Parker Agar
kullanilabilir.

inkiibasyon: 37 °C'da 24 saat

Etrafi saydam zonlu 1-1,5 mm capl siyah parlak koloniler S. aureus olarak
sayilir

SUpheli kolonilere koagtilaz testi uygulanir.

Gahismada kullanilan butiin malzeme otoklavlandiktan sonra yikanir/atilir.

(I
i



Kati Besiyerinde Staphylococcus aureus Sayilmasi Al8

S. aureus, patojen bir bakteridir ve intoksikasyon tipi gida zehirlenmelerine neden olur. islem gérmis
gidalarda bulunmasina izin verilmez ancak, ¢ig et gibi gidalarda az sayida bulunmasina izin verilebilir. Buna
gbre arama ya da sayma ydntemi kullanilir. Gidadaki varhdi her zaman zehirlenme yapacagl anlamina
gelmez. Toksin olugturmasi gidanin asitligi, kuru maddesi vb. faktorlere baghdir.

ISO 6888’e gore gidalarda S. aureus sayisi kati besiyerinde standart kiltirel ydontemle belirlenir.

Not 01: Bazal besiyeri, otoklavda sterilize edilip, 45-50 °C’a sogutulur ve yumurta sarisi-tellurtit emulsiyonu
bu asamada ilave edilir. Yumurta sarisi-tellurit emulsiyonu buzdolabinda saklanmasi gereken bir katkidir.
Buzdolabindan ¢ikarildigi gibi bazal besiyerine eklenirse yer yer jellesmeler olur. Bu emulsiyon énceden
buzdolabindan ¢ikartilip, oda sicakliginda iken bazal besiyerine eklenmelidir.

Not 02: Yumurta sarisi-tellurit emulsiyonunun sterilitesi kontrol edilmelidir. Bu amagla her parti besiyeri
hazirlanmasi sonrasinda ekim yapilmamis 1 adet Baird-Parker Agar besiyerinin kontrol olarak inklibasyona
birakilmasi 6nerilir.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)
Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)
Baird-Parker Agar Base (Merck 1.05406)
Egg-yolk Tellurit (Merck 1.03785)

Bactident Coagulase (Merck 1.13306)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartilir ve homojenize
edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/ veya gerekli ise seyreltmeler igin, sit ve Urtnlerinde tercihen % Ringer ¢ozeltisi,
diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir.

-Otoklavda sterilize edilmis Baird-Parker Agar bazal besiyerine yumurta sarisi-tellurit emalsiyonu ilavesi
45-50 °C sicaklikta yapilir. Bu emilsiyon, énceden oda sicakligina getirilmis olmalidir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi drnekten ya da homojenizattan ve/veya uygun seyrelti(ler)
den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir. Yayma ydnteminde sivi gida dérneginden ya da 10~
seyreltiden 1 mL alinip standart boy 3 Petri kutusuna esit olarak dagitiir. 14 cm c¢aph Petri kutusu
kullaniliyorsa 1 mL 6rnek ya da homojenizat Petri kutusuna aktarilir. Standart gida analizinde daha fazla
seyreltmeye gerek yoktur. EKimden sonra Petri kutusu 37 °C’da 24 saat inkiibasyona birakilir.

-Baird-Parker Agar besiyerinde etrafi saydam zonlu 1-1,5 mm ¢apli siyah parlak koloniler S. aureus olarak
sayllir ve 6rnekteki sayi standart ydntemle hesaplanir. Bu besiyerinde zonsuz, 0,5-1,5 mm ¢apindaki siyah
ve parlak koloniler mikrokok olarak degerlendirilir.

-inkiibasyon sonrasinda Baird-Parker besiyerinin 1 gece buzdolabinda tutulmasi ile, lesitinaz aktivitesine
bagli olan berrak zon olusumu daha belirgin olarak izlenebilir.

-Gerekiyorsa, tipik ya da supheli kolonilere Bactident Coagulase kullanilarak koagulaz testi yapilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Gzere inkiibatdrden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/ atilir.



Kati Besiyerinde Pseudomonas aeruginosa Sayilmasi A19

urtnlerinde tercihen Y4 Ringer ¢ozeltisi kullanilir. Sivi gidalar dogrudan
analize alinabilir.

| .
~
ﬂ [l' 10 g (mL), gida 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize edilir. siit ve

Homojenizat Pseudomonas Selective Agar Base (Cetrimide Agar) ve/
veya Pseudomonas Selective Agar Base besiyerine ekilir. Pseudomonas
Selective Agar Base besiyeri, CN ya da CFC katkilari ile hazirlanir.

Cetrimide Agar 35-37 °C'da 48 saat, Pseudomonas CN Selective Agar
36+2 °C'da 22+2 saat ve gerekirse 44+4 saat, Pseudomonas CFC
Selective Agar 25=+1°C'da 44 +4 saat inkiibe edilir.

Cetrimide Agar'da sari-yesil pigmentli ve uzun dalga boylu UV lamba ile
floresan isima veren koloniler, Pseudomonas CN Selective Agar'da mavi-
yesil pigmentli koloniler Ps. aeruginosa olarak degerlendirilir.
Pseudomonas CFC Selective Agarda 2 mm capinda sari renkli koloniler
muhtemel Ps. aeruginosa olarak degerlendirilir. Oksidaz pozitif, glikoz
negatif koloniler Ps. aeruginosa olarak dogrulanir.

Gahismada kullanilan butiin malzeme otoklavlandiktan sonra yikanir/atilir.

-
-




Kati Besiyerinde Pseudomonas aeruginosa Sayilmasi Al9

Psikrofil/ psikrotrof karakterleri ile sodukta tutulan gidalarda saprofit olarak bozulmalara neden olan,
Gram negatif, gubuk seklinde bakterilerdir. P. aeruginosa, hastane enfeksiyonlarinin baslica etmenidir ve
bu nedenle klinik mikrobiyolojide oldukga énemlidir. Pseudomonas turleri 6zellikle et ve st Grlnlerinde
dogrudan ve/veya kuvvetli proteaz ve lipaz enzimleri ile bozulmalara neden olurlar. UHT sutlerde tatli
pihtilasma etmenlerinden birisidir. Cig sutin sagimdan UHT’ye islenmesine kadar gecen sulre iginde
proteaz enzimlerini salgilar. UHT ye isleme sirasinda bakteri timuUyle 6lmekle beraber, proteaz enzimi
stabilitesini korur ve zamanla tath pihtilasma denen bozulmaya neden olur.

Not 01: Pseudomonas cinsine giren 140 tur, dodada ¢ok yaygindir. Bunlardan 25 kadari insanlar igin
onemlidir. Klinik mikrobiyolojide, klorlanmig havuz sulari vb. drneklerde farkli analiz yéntemleri bulunmakla
birlikte, bu metinde gidalardaki analiz yontemi, temel gida mikrobiyolojisi analiz yaklagimi ile verilmistir.

Not 02: Pseudomonas Selective Agar Base besiyeri, CN katkisi kullanildiginda EN 1SO 12780; CFC
katkisi kullanildiginda EN ISO 13720’ye uygundur.

Kullanilan Malzeme

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Pseudomonas Selective Agar Base (Cetrimide Agar, Merck 1.05284)
Glycerol %87 (Merck 1.04091)

Pseudomonas Selective Agar Base (Merck 1.07620)

Pseudomonas CN Selective Supplement (Merck 1.07624)
Pseudomonas CFC Selective Supplement (Merck 1.07627)

UV Lamp (366 nm) (Merck 1.13203)

Bactident Oxidase (Merck 1.13300)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartilir ve homojenize
edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/ veya gerekli ise seyreltmeler igin, st ve Urtnlerinde tercihen % Ringer ¢ozeltisi,
diger gidalarda Maximum Recovery Diluent kullantlir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan ve/ veya uygun seyrelti(ler)
den yayma ya da dokme ydntemi ile amaca uygun selektif kati besiyerine ekim yapilir.

-Cetrimide Agar, 6zellikle Ps. aeruginosa igin kullanilir. Bu besiyerinde 35-37 °C’'da 48 saat slren
inkiibasyondan sonra sari-yesil pigmentli ve uzun dalga boylu UV lamba ile floresan isima veren koloniler
Ps. aeruginosa olarak sayilir.

-Pseudomonas CN Selective Agar besiyeri 6zellikle membran filtrasyon teknigi ile kullanilir. 36+2°C’da
22+2 saat ve gerekirse 4414 saat sonrasinda mavi-yesil pigmentli tim koloniler Ps. aeruginosa olarak
degerlendirilir.

-Pseudomonas CFC Selective Agar besiyerine yayma yontemi ile ekim onerilmektedir. 25+1°C’da 444
saat inkiibasyon sonrasi 2 mm ¢apinda sari renkli koloniler muhtemel Ps. aeruginosa olarak degerlendirilir.
Oksidaz pozitif, glikoz negatif koloniler Ps. aeruginosa olarak dogrulanir.

-Analiz sonrasi Ps. aeruginosa sayis| standart sekilde hesaplanarak, sonug kob/g (mL) olarak verilir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Uzere inkUbatdrden ¢ikan
tim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.



Kati besiyerinde Clostridium perfringens Sayilmasi A20

ﬂ r

10 g (mL), gida 90 mL MRD (Merck 1.12535) ile homojenize edilir. sut ve
urtnlerinde tercihen Y4 Ringer ¢ozeltisi kullanilir. Sivi gidalar dogrudan
analize alinabilir.

80 °C'da 5 dakikalik pastérizasyon uygulanip hizla sogutulur.

Homojenizat Tryptose Sulfite Cyclocerine (TSC) besiyerine ekilir.

inkiibasyon: 37 °C'da 24-48 saat

Siyah renkli koloniler Clostridium perfringens olarak sayilir. MUP katkili
TSC Agar'da CI. perfringens kolonileri uzun dalga boylu UV lambasi
altinda floresan isima ile belirlenir

Gahismada kullanilan butiin malzeme otoklavlandiktan sonra yikanir/atilir.



Kati besiyerinde Clostridium perfringens Sayilmasi A20

Cogu standartta deginilen “silfit indirgeyen anaeroblar” ve “silfit indirgeyen Clostridium” ile “Clostridium
perfringens”, gida mikrobiyolojisi acisindan pratikte ayni seydir. Cl. perfringens, klinik mikrobiyolojide gazl
kangren etmeni olan CI. welchii adi ile bilinir

Not 01: C/. perfringens sporlu bir bakteri olmakla birlikte, vejetatif hlicreleri disik sicakliklara ¢cok duyarhdir.
Bu nedenle CI. perfringens analizinde gida 6rnedi 10-15 °C arasinda tutularak olanaklar élgtisiinde hizla
analize alinmalidir. Gidanin analizi 8 saatten sonra yapilacak ise steril gliserin-tuz ¢ézeltisinde kuru buz
kullanilarak -60 °C’da korunur.

Not 02: CI. perfringens anaerob bakteri oldugu i¢cin homojenizasyon sirasinda hava ile fazlaca temas
etmemelidir.

Not 03: Sadece CI. perfringens sporlarinin analizi isteniyor ise sporlu bakterilerin analizi kurallarina uyularak
homojenizat (ya da 6rnek sivi ise dogrudan 6érnegin kendisi) 80 °C’da 5 dakika pastdrize edilir. Analiz,
standart olarak bu sekilde yapilir. Pastérizasyon sonrasinda sayilacak olanlar sadece, pastdrizasyon
oncesi spor olusturmus olan bakterilerdir. Vejetatif formdaki Cl. perfringens hlcreleri pastdrizasyon islemi
ile 6lecedi icin sayllamaz. Dolayisi ile analiz sonucu toplam CI. perfringens sayisini degil, spor olusturmus
olanlarin sayisini verecektir.

Kullanilan Malzeme ve Katkilari

Maximum Recovery Diluent (Merck 1.12535)

Ya Ringer Cozeltisi (Merck 1.15525)

Tryptose Sulfite Cyclocerine (TSC) Agar (Merck 1.11972)
TSC Agar Katkisi (Merck 1.00888)

Gliserin-Tuz Cozeltisi

Anaerobik inkiibasyon Geregleri

UV El Lambasi Merck (1.13203)

Analiz

-Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati gida tartilir ve homojenize
edilir. Sivi gida dogrudan analize alinabilir.

-Homojenizasyon ve/ veya gerekli ise seyreltmeler igin, stt ve Urlnlerinde tercihen V4 Ringer ¢dzeltisi, diger
gidalarda Maximum Recovery Diluent kullanilir. Homojenizasyonda blender kullanilacak ise disik devir
ve sure kullanilir. Gida analizi 8 saatten daha uzun bir surede yapilacaksa steril gliserin-tuz ¢cozeltisinde
korunur.

-TUp icindeki érnek, kaynar su banyosuna daldirilir, ayni ¢eper kalinhgindaki tlipte bulunan bir diger
ornege termometre yerlestirilir.

-Kontrol tiplndeki sicaklik 80 °C’a eristiginde her iki tip su banyosundan cikarilir, kontrol tiplnin
sicakligi kontrol edilerek sicaklik 79 °C’a dustiginde tekrar kaynar su banyosuna beraberce daldirilirlar.
Bu sekilde 5 dakika tutulduktan sonra test tipU oda sicakligindaki su banyosuna alinir ve sogutulur. Pek
¢ok uluslararasi standartta sogutmanin buz banyosu icinde ve hizla yapilmasi gerektigine dikkat cekilir.
Sogutma sekli ilgili talimatta yaziimalidir.

-Seyreltme gerekli ise, pastorizasyondan sonra yapllir.

-Beklenen ya da hedef alinan sayiya gore, sivi 6rnekten ya da homojenizattan ve/ veya uygun seyrelti(ler)
den yayma ya da dokme yontemi ile ekim yapilir.

-inkiibasyon sonunda (37 °C’da 24-48 saat) TSC Agar besiyerinde gelisen siyah renkli koloniler siilfit
indirgeyen anaeroblar (sulfit indirgeyen Clostridium spp.) olarak sayilir ve standart sekilde hesaplanarak,
sonug kob/g (mL) olarak verilir. TSC Agar katkisi ilave edilmis besiyerinde CI. perfringens uzun dalga boylu
UV lambasi altinda floresan 1sima ile belirlenir.

-Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Uzere inkUbatdrden ¢ikan
tum malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/ atilir.



