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O01a Mikrobiyolojik
Analizin Temelleri

Gida, klinik ve cevresel orneklerde cesitli amaclarla
mikrobiyolojik analizler yapilir.

Gidalarda ve suda bazi mikroorganizmalarin (ornegin
patojenler) bulunmasina hic izin verilmez ya da
gidalarda patojen olmakla birlikte Staphylococcus
aureus icin oldugu gibi az sayida izin verilebilir.

Patojen olmamakla birlikte bazi mikroorganizmalarin
belirli gidalarda (icme ve kullanma sularinda)
bulunmasina izin verilmez. Ornegin, icme ve
kullanma sularinda toplam kolifom grup bakteriler
250 mL su humunesinde sifir sayida olmalidir.



01b Mikrobiyolojik
Analizin Temelleri

Analiz yontemi, asil olarak numunede beklenen ya

da izin verilen saylya gore belirlenir. Bu

belirlemede, “analizin duyarhigi” belirleyici

faktordiir. Kat besiyeri kullanilan yayma ve dokme

kulturel sayimlarda eger sayim yapilacaksa Petri

Iéu}(tfsu_nda ideal olarak 100 koloni olugmasi
eklenir.

Gidalarda temel mikrobiyolojik analiz, yayma
kulturel sayim (yayma plak) yontemldlr W
gidanin kendisinden ekim yapildiginda inkuibasyon
sonunda 100 koloni meydana gelirse numunede
1.000 KOB/mL sonucuna varilir.



01c Mikrobiyolojik
Analizin Temelleri

Icme-kullanma sulari 6rneginde oldugu gibi 100/
250 mL su numunesi kullanilacak analizlerde EMS
yontemi, teorik olarak kullanilabilse de bu yontem
pratik uygulamada gecerli degildir. 100/ 250 mL su
numunesi kullanilacak analizlerde Membran
Filtrasyon yontemi en makul analiz seklidir.

Ayrica ulusal (TS EN ISO 622)/ uluslararasi kurallar
icme-kullanma sularinda 22 ve 36 °C’ta gelisebilen
mikroorganizmalarin digsinda tum analizlerin
membran filtrasyon ile analiz edilmesini hukme
baglamistir.



02a Membran Filtrasyon

Temel prensip: Mikroorganizmanin
gecemeyecegdi kadar kucuk
gozenekleri olan filtreden analizi
yapilacak numune gecirilir ve filtre
uygun bir kati besiyerine
yerlestirilerek inkliibasyona birakilir.
Filtrede tutulmus olan hucreler
besiyerinden gerekli besinleri
emerek gelisir ve filtre uzerinde
standart koloniler olustururlar.
Gozenek (por) buyuklugu bakteri
analizlerinde genel olarak 0,45 um;
maya kuf analizlerinde 0,80 um’dir.



02b Membran Filtrasyon

Gida (ve su) analizleri disinda, sivilarin ve gazlarin
sterilizasyonu ile proses ve kullanilan membranin
gozenek boyutuna gore; ters ozmoz, ultrafiltrasyon,
nanofiltrasyon gibi uygulamalarda da kullanilir. Klinik
ve endustriyel alanda baska uygulamalari da vardir.

Sadece membrandan kolaylikla gececek, membrani
tikamayacak sivi gidalarin mikrobiyolojik analizi icin
uygundur: icme/ kullanma sulari, maden sulari,
partikul icermeyen her turlu mesrubat, bira ve sarap,
berrak meyve sulari analizinde membran filtrasyon
basari ile kullanilabilir.



02c Membran Filtrasyon

Yagli icme sutundeki yag, membrani tikar. Salca
ve kayisi suyu gibi pulplu gidalar filtre edilemez.
On filtrasyon ile 0,45 um porlu asil filtreyi
tikayacak partikullerin tutulmasi ve sonra 2
filtrenin ayri ayri olarak besiyerinde inkube
edilmesi teorik olarak gecerlidir ama her zaman
basari elde edilemez.

Sellulaz enzimi ile pulplu meyve suyu gibi
orneklerde pulpu olusturan ana materyal olan
selulozun parcalanmasi ve sonra 0,45 um porlu
filtre kullaniimasi laboratuvar kosullarinda
gosterilmistir ancak guncel uygulamada gecerli
degildir.



02d Membran Filtrasyon

Benzer uygulama proteaz enzimleri ile de
vapiimistir.

-Laboratuvardaki her basarili analiz, gunluk
analizlere tagsinamaz, maliyet unsuru vardir. Ayrica
enzimin bekleme suresi icinde eger varsa
numunedeki hedef mikroorganizma sayisi artar.

-Pulplu meyve suyu, salca, yogurt gibi gidalarin
membran filtrasyon ile analizine gerek yoktur. Bu
gibi gidalarin mikrobiyolojik analizi dokme plak,
EMS ya da biyolojik stabilite testleri ile yapilir.



02e Membran Filtrasyon

Bugun icin gida sanayisinde membran filtrasyon
sisteminin en yaygin kullanildigi alanlar; insani
tuketim amach sular, maden sulari, partikul
icermeyen her turlu mesrubat, bira ve saraptir.

Insani tiiketim amacl sular ile kasit, kaynaktan
baslayip son urune kadar giden farkli noktalardan
ornek alinmasidir. Buna, belediyeler tarafindan
aritilan sebeke suyu dahildir.

Membran filtrasyon, gida sanayisinde mikrobiyel
indirgeme ve laboratuvar analizlerinde kullanilir.



02f Membran Filtrasyon

Bu sistem, agirlikli olarak icme sularinin bir
anlamda uretiminde dolum oncesinde tam bir
sterilizasyon amaciyla kullanilir. Dikkat edilmesi
gereken husus dogru filtrenin kullaniimasidir.

Devaminda; insani tuketim amacli sular, maden
sulari, mesrubat ile alkollu iceceklerin (bira ve
sarap) gunluk laboratuvar analizlerinde kalite
kontrol amaciyla kullaniimaktadir. Mesrubat, bira
ve sarapta yasal bir denetim yoktur, isletmeler
kendi kalite standartlari cercevesinde urunlerini
bu yontemle kontrol ederler.



03a 07 03 2013 Tarihli Yonetmelik

T. C. Saghk Bakanligi tarafindan 17 Subat 2005 tarih
ve 25730 sayili Resmi Gazetede yayimlanarak
yurarlige giren "insani Tuketim Amach Sular
Hakkinda Yonetmelikte 1. Degisiklik 24.07.2005/
25885/ Madde 36¢, Ek 1 Not 2, Ek 2 Tablo A, Ek 3 ve 2.
Degisiklik 15.09.2006/ 26290/ Madde 49°da yapilmistir.
Asil degisiklik 07 Mart 2013 tarihli Resmi Gazetede
yayimlanan yonetmelik ile yapiimistir. Basit olarak
mikrobiyolojik analizleri ilgilendirmek uzere; Koliform
ve Clostridia grupta onemli degisiklikler olmustur.



O4a Koliform analizi

Standarda gore kullanilan besiyeri Lactose TTC Agar
with Tergitol’dur. Farkli markalarda farkl isimle
pazarlanir. Bu besiyerinde butun koliform grup
bakteriler ayni morfolojide koloni olustururlar. Koloni
rengine kiyasla filtre altindaki sari benek gorulmesi
daha onemlidir. Oksidaz testi de yapiimalidir.

Zayif selektiviteli bir besiyeridir. Bu nedenle icme ve
kullanma suyu gibi temiz sularin analizi icin
uygundur.

Fekal koliform analizinde kullanilan mFC besiyeri
fekal koliformlar icin selektif degildir. Selektivite 44,5
°C’ta yapilan inkuibasyon ile saglanir.



04b Koliform/ E. coli (?) analizi

Yeni yonetmelikte, E. coli analizinde MUG ve indol
testi ile dogrulama getirilmistir. Supheli koloni
Fluorocult LST Broth besiyerine aktarilip 37 °C’ta
24+4 saat inkubasyon sonunda floresan (MUG) ve
devaminda indol testi yapilabilir.

-Floresan testinde asiri asit olusumuna bagl
maskelemeye dikkat edilmelidir. SUpheli durumda
Fluorocult LST Broth besiyerine 1 N NaOH
cozeltisinden 1 mL eklenip yeniden floresan testi
vapiimalidir.

-Eklenen bu NaOH, izleyen indol testini etkilemez.



04c Koliform/ E. coli (?) analizi

Standart LST Broth besiyerinde triptofan yoktur.
Dolayisi ile bu besiyerinde indol testi yapilirsa sonuc¢
her kosulda negatif cikacaktir. MUG ve indol testi
konusunda dikkatli olunmasi gerekiyor. Besiyeri/ kit
bilesimine dikkat edilmelidir.

Bactident E. coliile en ge¢ 3-4 saatte MUG ve indol
testi yapilabilir. ReadyCult Coliforms da kullanilabilir.

Koliform grup bakteri oldugu bilinen izolat icin MUG
negatif ama indol pozitif sonuc¢ alinirsa kirmizi alarm:
EHEC E. coli O157:H7 serotipi yakalanmis olabilir.



04d Koliform/ E. coli analizi

E. coli disindaki diger Koliform grup bakteriler ile E.
coli, kromojenik besiyerlerinde ayri ayri sayilabilir.




05 Pseudomonas analizi

Pseudomonas ile asil olarak Ps. aeruginosa
kastedilir. Cetrimide ve diger Pseudomonas selektif
besiyerlerinde Ps. fluorescens de ayni morfolojide
koloni olusturur ve UV lamba ile floresan isima verir.

Bu 2 bakterinin ayrimi asetamit testi ile yapilir.
Asetamit testinde Ps. aeruginosa pozitif, Ps.
fluorescens negatif sonuc verir. Pratik uygulamada
42 °C’ta gelisme testi de uygulanabilir. CASO Broth
va da CASO Agar gibi genel icerikli bir besiyerinde
42 °C’ta 24 saat inkubasyonda Ps. aeruginosa
gelisebilir ama Ps. fluorescens gelisemez.



06 Enterokok analizi

Filtrasyon sonrasinda membran filtre “Membran-filter
Enterococcus Selective Agar acc. to Slanetz and
Bartley besiyerine yerlestirilip 3612 °C’ta 44 +4 saat
inkube edilir. Tipik ya da supheli koloniler varsa
dogrulama yapilmalidir.

Filtre, ters cevrilmeden 44 +1 °C’a isitiimis Bile
Aesculin Azide Agar uzerine yerlestirilir. Petri kutusu
44 +0,5 °C’ta 2 sat inkube edilir. Enterokoklar eskulini
hidrolize ederek glikoz ve eskuletine parcalar.
Eskuletin, demir (3) iyonlari ile kompleks olusturur. 2
saatlik inkibasyon sonunda koloni cevresinde acik
renkten siyaha kadar degisen zon olusumu
enterokoku dogrular.



07 Staphylococcus analizi

Staphylococcus ile koagulaz pozitif Staph. aureus
kastedilmektedir. Baird-Parker Agar besiyerinde
kolaylikla belirlenebilir. Aritilmis icme sularinda
bulunmasi beklenmez. Asil olarak yuzme
havuzlarinda yuzuculerden kaynaklanan bulagsma
s0z konusu olabilir.

Baird-Parker Agar Uzerinde saydam zon yapan siyah
renkli parlak koloniler Staph. aureus olarak
tanimlansa bile yeterli degildir.

Her kosulda koagulaz testi yapilarak patojen olup
olmadigi saptanmalidir.



08 Clostridium analizi

Clostridium spor analizinde 0,2 um porlu membran
filtreler kullanilir. Spor analizinde pastorizasyon
gereklidir.

Bu amacla numune 75z 5 °C’ta 15 dakika tutularak
vejetatif hucrelerin olmesi saglanir. Pastorize edilip
sogutulmus numune filtre edilir.

Pastorizasyon sirasinda spor olusumu tamamlanmis
hucreler canli kalir.



09 Petri kutularinin inkubasyonu

Pek cok kaynakta Petri kutusuna yerlestirilen
membran filtrenin diusme olasiligina karsi tabani
uzerinde inkubasyon onerilir.

EPA (US Environmental Protection Agency) ise Petri
kutularinin kapagi uzerinde inkibasyonunu
onermektedir. Filtre, kapaga dusecek olursa koloni
gelismesi olmayacagi aciktir.

Tabani uzerinde inkubasyonun sakincasi ise su
damlalarin besiyeri/ filtre Uzerine duserek kolonilerde
asiri gelismedir.



10a HGMF

Hydrophobic Grid Membrane
Filter; ABD’de kullanilan ozel
bir membran filtrasyon
sistemidir. 40x40 olmak
uzere filtrasyon alani 1600
kareden olusur. Karelerin
sinirinda hidrofobik bir
I1zgara sistemi vardir.

a@ f/

Filtrasyon sonunda hticre 1zgara uzerinde
kalamaz, her kosulda ya alttaki ya ustteki ya
sagdaki ya da soldaki kareye gecer ve burada
koloni olusturur. Inkiibasyon sonunda koloniler
degil, pozitif kareler sayilir ve sonucg, ozel bir
formul ile hesaplanarak EMS olarak verilir.




10b HGMF

HGMF + YM11 Agar besiyeri ile
48 saat sonunda kuf sayimi
yapilabilir. Prensibi, kuf
kolonileri henuz ciplak gozle
fark edilemeyecek kadar kucuk
olmasina ragmen metabolitlerin
besiyerindeki bir indikator
araciligi ile renk degisimi
saglamasidir.

1600 karenin her birinin alani yaklasik 1,5 mm? olup,
metabolitler 48 saatlik inklibasyon sonunda bu
alanda fark edilebilir renk degisikligi yapar. Tek
basina YM11 Agar 48 saatte kuf sayisini veremez.




11a Besiyerleri

Membran filtrasyon sisteminde kullanilan cok
farkh yaklasimlarla hazirlanmis besiyerleri vardir.
Koloni elde edilmesi esas olduguna gore kati

besiyeri kullaniimasi gerekir. 3 ana grup vardir.

-Filtre, onceden agarli besiyeri dokulmus Petri
kutusu uzerine yerlestirilir. Bu besiyerleri,
laboratuvarda hazirlanabilecegi gibi hazir ticari
formda da saglanabilir.

-Filtre, absorban pede besiyeri eklenmis,
kurutulmus ve kullanma aninda steril su ile
Islatilarak aktiflestirilen besiyeri Uzerine
yerlestirilir. 3M Petrifilm vb. kullanima yari hazir
besiyerleri de bu amacla kullaniimaktadir.



11b Besiyerleri

-Filtre, bir Petri kutusu icinde absorban pet
bulunan ve kullanim aninda steril sivi besiyeri
dokllerek aktiflestirilen besiyeri Gizerine
yerlestirilir. Bu besiyerleri, hazir ticari formda
saglanabilecegi gibi steril bos Petri kutusu icinde
steril pet saglanarak laboratuvarda da
hazirlanabilir.

Bu 3 ana gruptan hangisinin secilecegi
laboratuvarin kararidir. Bu amacla uretilmis yerli ya
da yabanci pek cok marka bulunmaktadir. Kaliteye
dikkat edilmesi onceliklidir. Dasuk fiyat, ucuz
anlamina gelmez.
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