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01. Genel Bilgiler

Gidalarda toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi standart olarak genel bir kat1 besiyerinde
dokme ya da yayma yontemi ile yapilir ve buna bagli olarak yabanci kaynaklarda "aerobic
plate count ; APC" ve "aerobic mesophilic count ; AMC" olarak anilir. Siit drneklerinde Breed
yontemi ile yapilan mikroskobik sayim canli ve 6li bakteri sayisini beraberce verdigi icin
toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi ile ayni anlama gelmez. Bununla beraber siit
isletmelerinde siitiin kalitesini ivedi olarak belirlemek icin bu mikroskobik sayim yaygin
olarak kullanilmaktadir. Benzer sekilde toplam bakteri sayimi derinligi Howard lamindan
daha az olan Petroff-Hausser lamu ile de yapilabilir.

02. Standart Analiz Yontemi

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayisinin belirlenmesinde genel amagh bir kati besiyeri
olarak en yaygin kullanilan Plate Count Agar (PCA) 'dir. Bunun yani sira, Nutrient Agar veya
Tryptic Soy Agar gibi besiyerleri de bu amagla kullanilabilmektedir. Sayim i¢in standart
sekilde hazirlanan gida 6rnegi PCA besiyerine ekilir ve inkiibasyon sonunda olusan koloniler
sayilarak yine standart yontemle gida 6rnegindeki toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi
hesaplanir. Bu yontemde tartisma konusu olan 2 konu inkiibasyon sicakligi ile petri kutusunda
alt ve st limitlerdeki koloni sayilaridir.

Avrupa iilkelerinde yaygin olarak uygulanan inkiibasyon sicakligi 30 - 32 °C iken ABD 'de bu
deger 35 - 37 °C olarak benimsenmektedir. Her iki kosulda da inkiibasyon siiresi 48 saat
olarak alinmaktadir. Avrupa Birligi resmi analiz yontemine gore kullanilan inkiibasyon
parametreleri 30 °C inkiibasyon sicakligi ve 72 saat siire seklindedir. Genel olarak kabul
edilen sekli ile 25 - 30 °C 'da yapilan sayim ile standart hijyen ya da isletme sanitasyonu, 30 -
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37 °C 'da yapilan sayim ile gidanin potansiyel tehlikesi belirlenir. Burada dikkat edilmesi
gereken tek husus inkiibasyon sicakligi ve siiresinin analiz kayitlarina yazilmasidir.

Standart bir petri kutusunda sayilabilecek koloni sayisinin alt ve {ist limitleri de farkl standart
analiz kaynaklarinda farklilik gostermektedir. Avrupa Birligi resmi analiz yontemi ve ISO 'ya
gore bu limitler 10 - 300 iken, BAM/AOAC 25 - 250 limitlerini kullanmaktadir.

03. Diger Sayim Yontemleri

Standart kiiltiirel uygulamalar olarak, Miles-Misra yontemi olarak da bilinen damlatma
yontemi, EMS yo6ntemi, membran filitrasyon teknigi, spiral plater, yaygin olarak bilinen adi
Petrifilm olan yeniden 1slatilabilir kuru filimler de gidalarda toplam aerobik mezofilik bakteri
sayiminda kullanilmaktadir. Bunlara ilaveten 6zellikle ¢ig siit analizlerinde kullanilmak iizere
metilen mavisi ve resazurin indirgeme testleri, kondiiktans yontemi gibi indirek sayim
yontemleri ile de gidalarda toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi yapilabilmektedir.
Bunlardan spiral plater kullanimi AOAC tarafindan resmi analiz yontemi olarak da kabul
edilmigtir. Bu sayim teknikleri ilgili boliimlerde (bknz. boliim 06 ve 34) detayli olarak
verilmistir.

03.01. Spor Sayimi

Gidalarda bulunan bakteri sporlarinin sayimi i¢in 6nce materyal pastdrize edilerek bakterilerin
vejetatif formlar1 6ldiiriiliir, sonra standart ekim yapilir. Burada dikkat edilmesi gereken husus
bu sekildeki analiz ile "sporlu bakterilerin" degil sadece "analiz aninda mevcut sporlarin”
sayildigidir. Pastorizasyon islemi standart olarak 80 °C 'da 1 dakika olarak yapilir. Sivi
gidalarda pastorizasyon dogrudan yapilirken, kati gidalarda pastorizasyon islemi
homojenizasyondan sonra uygulanir.

03.02. Psikrofil ve Psikrotrof Bakterilerin Sayimi

Mezofil sinirda oldugu gibi psikrofil sinirda da bir kesinlik yoktur. Genel olarak gelisme
optimumlar1 diisiik sicaklik dereceleri olan mikroorganizmalar kriyofil, psikrofil, obligat
psikrofil, fakiiltatif psikrofil, psikrotrof gibi farkli isimler altinda toplanmaktadir. Bununla
beraber en yaygin kullanilan siniflandirma bu mikroorganizmalar1 psikrofil ve psikrotrof
olarak 2 gruba ayirmaktadir. Bu ¢ergevede, belirlenecek bir sabit sicaklikta gida maddesindeki
tiim "soguk seven" bakterilerin sayimi1 miimkiin degildir. Bu durumda gida maddelerinde en
yaygin olarak bulunan bakteriler i¢in bir sicaklik derecesinin inkiibasyon sicakligi olarak
secilmesi gerekmektedir. Gida analizlerinde bu grup bakteriler i¢in kullanilan inkiibasyon
normu genel olarak 5-7 °C 'da 7-10 giin seklindedir. 4,5 °C 'da 14 giin, 6,5 °C 'da 10 giin
inkiibasyon da uygulanmaktadir. Analiz raporuna inkiibasyon sicaklig1 ve siiresinin yazilmasi
bu bakimdan ¢ok énemlidir.

03.03. Termofillerin Sayimi
Psikrofil ve psikrotrof bakteri sayiminda inkiibasyon sicakligi konusundaki tartismalar

termofiller i¢in de gegerlidir. Termofil bakterilerin sayimi 45 °C 'da 2-3 giin veya 55 °C 'da 2 -
3 glin olarak se¢ilmektedir. Termofillerin analizinde besiyerinde kurumanin 6niine geg¢ilmesi



icin petrilerin plastik torba i¢inde inkiibe edilmesi ya da daha pratik olarak cam degil
kapaklar1 tam kapanan plastik petrilerin kullanilmasidir.

03.04. Anaeroblarin Sayim

Anaeroblarin sayimi i¢in uygun bir inkiibasyon sicakligi secilerek anaerob kosullar altinda
inkiibe edilir.. Genel olarak gidalarda bulunan toplam anaerob bakteriler ile kastedilen
Clostridium spp. oldugu i¢in dogrudan bu bakterilerin sayimi1 daha dogrudur.

03.05. Halofil Bakterilerin Sayimi

Tuz ile korunan balik gibi gidalarda bulunabilen ve gelismeleri i¢in en az %12 tuza gerek
duyan Halobacterium ve Halococcus gibi obligat ekstrem halofillerin sayim1 i¢in genel bir
besiyerine %15 NaCl (w/v) ilave edilerek besiyeri hazirlanir. Bu bakterilerin analizinde
seyreltme i¢in kullanilan ¢oézeltide de %15 NaCl bulunmalidir. Vibrio tiirleri de halofil
olmakla beraber ekstrem obligat 6zellik tasimadigi i¢in genel besiyerine %2,5 - 3 (w/v) NaCl
katilmasi yeterlidir.

03.06. Termoasidofilik Bakterilerin Sayimi

Gidalarda bulunabilen sporlu, termofilik ve asidofilik bakteriler pastorize meyve sularinda
canliliklarini koruyarak ¢esitli bozulmalara neden olabilmektedir. Bunlarin sayimi i¢in basit
olarak materyal pastdrize edilir, yliksek asitli bir besiyerinde yiiksek sicaklikta inkiibe edilir.

03.07. Siit Analizleri

Siit ve drlinlerinde toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi igin standart dehidre PCA
besiyerine %1 skimmilk (yagsiz siittozu) ilave edilir. Burada dikkat edilmesi gereken en
onemli husus siittozunun antibiyotik igermemesidir. Bu amagla siit isletmelerinin trettigi
siittozu  yerine mikrobiyolojik analizlerde kullanilmak iizere {iretilmis 0Ozel siittozu
kullanilmalidir. Siittozu ilave edilmis PCA besiyeri ticari olarak hazirlanmis sekilde de
saglanabilmektedir.

04. inkiibasyon Sonras1 Sayim

Meyve sulari, recgeller gibi iirlinler steril degildir. Burada uygulanan 1sil iglem sadece
patojenlerin  ve normal depolama kosullarinda geliserek {iriini  bozabilecek
mikroorganizmalarin tahribine yoneliktir. Buna gdre bir pastdrize meyve suyu Orneginde
pastorizasyona dayanmis sporlar bulunabilir. Meyve suyunun asit ortami bu sporlarin vejetatif
hale ge¢mesini dahi engeller. Dolayisi ile bu gibi {iriinlerde toplam aerobik mezofilik bakteri
sayimi yapilmasi gerekli degildir, yaygin uygulanis sekli ile biyolojik stabilite testi uygulanir.
Bu amagla gida 6rnegi orijinal ambalajinda 37 °C 'da 10 giin siire ile inkiibasyona birakilir,
kontrol 6rnegine gore pH 'da 0,5 'den fazla degisme, bombaj, kokusma gibi mikroorganizma
gelismesini acik olarak gosteren orneklerin biyolojik olarak stabil olmadigina karar verilir.



Inkiibasyonun termofillerin kontrolii i¢in ayrica 45 °C 'da da yapilmast ile iiriin giivenligi daha
iyl korunmus olur.

Inkiibasyon sonrasinda bakteri saymm genel mikrobiyolojik analiz ilkeleri ile bagdasmaz.
Bununla beraber biyolojik stabilite testinde inkiibasyon sonrasinda pH, bombaj, kopiirme gibi
acik gostergeler yok ise iuriiniin giivenilir olduguna da kesin olarak bakilamaz. Gidada
gelisebilen bakteri sayisi az ise ve/veya bu bakterilerin gidada gelismeleri gidadaki asitlik
veya kimyasal koruyucular ile oldukca yavaslatilmis ise agik gosterge olarak tarif edilen
degisimlerin ortaya ¢ikmasi i¢in ¢ok daha fazla inkiibasyon siiresine gerek vardir. Bu durum
ise Ozellikle ticari iirlinlerin analizinde benimsenmez. Bu durumda inkiibasyon sonrasinda
sayim yapilarak toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi yapilarak iirlin giivenligi hakkinda
bilgi edinilebilir. Hatta 2 kutunun inkiibasyona birakilmasi, bunlardan birinde 5. giinde,
digerinde ise 10. glinde toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi yapilmasi ile zamana bagl
olarak bakteri sayisindaki degisim {izerinden iirlinlin bakteriyolojik olarak giivenligi
belirlenebilir. 10. giindeki toplam aerobik mezofilik bakteri sayismm 10* kob/g-ml olmas:
kayda deger bir tehlike isareti olarak kabul edilebilir. Bu sinirda pH 'da bir degisim
olmayabilecegi gibi bombaj ve kdpilirme de goriilmeyebilir ancak, daha uzun depolamada
sayidaki artiga bagl olarak {iriiniin bozulacagi beklenir.

Avrupa Birligi 1s1l islem gérmiis siitler i¢cin benzer bir uygulamayi1 resmi analiz yontemi
olarak kabul etmistir. Buna gdre pastdrize siitlerdeki psikrotrof bakterilerin sayim igin siit
once 6 °C 'da 5 giin inkiibasyona birakilmakta, sonra standart dokme yontemi ile ekimi
yapilan petri kutular1 21 °C 'da 25 saat inkiibe edilmekte ve sayim sonucu standart yontemle
hesaplanmaktadir. Bu analiz ile sogukta depolanmas1 gereken pastorize igme siitlerinde 5 gilin
boyunca psikrotrof bakterilerin hangi diizeye ¢ikabilecegi belirlenmektedir. Benzer sekilde
UHT siitlerde toplam mezofilik aerobik bakterilerin saymmu igin siit 6nce 30 °C 'da 15 giin
inkiibe edilmekte ve standart ekimden sonra sayim 30 °C 'da 72 saatlik inkiibasyon sonunda
yapilmaktadir.



