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ACIKLAMALAR

ALAN Laboratuvar Hizmetleri
DAL/MESLEK Tarim Laboratuvari / Tarim Laboratuvar Teknisyenligi
MODULUN ADI Mikroorganizma Sayimi
Indikatér ~ mikroorganizmalarin  saymmi  ve  patojen
MODULUN TANIMI mikroorganizma saymm yapma becerilerinin kazandirildigi
Ogrenme materyalidir.
SURE 40/32
ONKOSUL Kiiltiirel] sayim yontemlerini uygulamak” modiiliinii
basarmis olmak
YETERLIK Mikroorganizma sayimi yapmak
Genel Amacg
Uygun laboratuvar ortami saglandiginda; teknigine uygun
MODULUN AMACI olarak mikroorganizma sayimi yapabileceksiniz.
Amag:lar
1. Indikator mikroorganizma sayimi yapabileceksiniz.
2. Patojen mikroorganizma sayimi yapabileceksiniz.
Ortam: Mikrobiyoloji Laboratuvari
ECITIM OCRETIM Donanim: Laborat}lvar ortami, etuy, su  banyosu,
blender/stomacher/mikser, hassas terazi, tartim kaplari,
ORTAMLARI VE .y . - -
spatiil, pipet, bek, petri kutusu, deney tiipli, durham tiipii,
DONANIMLARI . . o
erlen, cam yazar kalem, sentetik besiyerleri, diliisyon sivisi,
distile su vb.
Modiiliin i¢inde yer alan her faaliyetten sonra verilen 6l¢me
araglar1 ile kazandigimz bilgileri dlgerek kendi kendinizi
OLCME VE Qevgerlendlrecekslnlz. )
s . Ogretmen, modiiliin sonunda, 6l¢me araci (test, ¢oktan
DEGERLENDIRME S -
se¢meli, dogru-yanlis, vb.) kullanarak modiil uygulamalar
ile kazandigimiz bilgi ve becerileri Olgerek  Sizi
degerlendirecektir.




GIRIS

Sevgili Ogrenci,
Biitiin canlilarda, saglikli gida maddelerinin tiiketilmesi yagsam kalitesini artirir.

Gida maddelerinde mikroorganizma sayisi; tizerindeki yasal kisitlamalar, basta gida
¢esidi, mikroorganizma tiirii ve yasa koyucu iilkenin gelismislik durumu olmak tizere ¢ok
faktor tarafindan etkilenmektedir. Bu yasal diizenlemelerin disinda 6ncelikle gida ticaretinde
giderek artan rekabet kosullar da gida iireticilerinin daha hijyenik 6zelliklere sahip {irtinleri
iiretmelerini bir anlamda zorlamaktadir. Dolayisiyla gidalarda mikroorganizma sayisinin
dogru bir sekilde belirlenmesi gerekir.

Bu modiilde kazanacaginiz yeterlikle; indikatér mikroorganizma sayimi ve patojen
mikroorganizma sayimmi yaparak gida sanayisinde iyi, dogru ve Kkaliteli tretime katki
saglayacaksiniz.






OGRENME FAALIYETIi-1

C AMAC )

Bu faaliyette kazandiginiz bilgilerle mikroorganizma sayimi yapabileceksiniz.

( ARASTIRMA )

»  Gida mikrobiyoloji laboratuvarma giderek indikatér mikroorganizmalar ve
6zellikleri hakkinda bilgi edininiz.

> Laboratuvarda mikroorganizma sayim yontemlerini inceleyiniz.

> Edindiginiz bilgileri arkadaglarinizla paylasimiz.

1. INDIKATOR MiKROORGANIZMALAR

Gidalar, 6zellikle hayvansal gidalarin tiretimi sirasinda hijyen ve iyi iiretim kurallarina
yeterince uyulmamasi sonucunda pek ¢ok zararli mikroorganizma ile kontamine olur.
Ozellikle paketleme asamasinda ve sonrasinda, soguk zincir uygulamasinda yapilan hatalar
sonucunda kontaminasyon riski daha da artar. Bunun yaninda hijyen kurallarina uymayan
personel veya kirli alet-ekipman ile fekal kontaminasyon riski yiiksek diizeylere ¢ikar.
Kontaminasyonla mikroorganizmalarin bir kismi gidalardan insana bulastiginda, herhangi bir
hastaliga sebep olmaz iken bazi mikroorganizmalar gida zehirlenmelerine neden olur. Bu
mikroorganizmalara indikator mikroorganizma denir.

Indikatér mikroorganizmalar, gida sanayisinde kurallara uygun olarak iiretim yapilip
yapilmadiginin gostergesi olarak degerlendirilir. Indikatér mikroorganizmalar diski kokenli
olabilecegi gibi farkli tiirlerde mikroorganizmalar da indikator olarak kabul edilir.
Hammadde, iiretim teknolojisi, iyi ve dogru iiretim uygulamasi konularinda indikator
mikroorganizmalar yeterli bilgi verir. Bu nedenle indikator mikroorganizmalar kalitenin
gostergesidir.

Indikatér mikroorganizmalar ile patojenlerin birbirine karigtirilmamasi gerekir. Gida
kalitesi hakkinda fikir elde etmek i¢in aranan veya sayilan bu grup mikroorganizmalar;
toplam bakteri, toplam maya ve kiif, toplam koliformlar, fekal koliformlar gibi
mikroorganizmalardir. Toplam bakteri i¢inde ¢ok yogun olarak Ornegin, staphylococcus
aureus gibi patojen bakteriler bulunsa bile bunlar analiz yontemi uyarinca sadece toplam
bakteri olarak degerlendirilir. Tersine olarak bir gida maddesinin iretiminde kullanildig1 i¢in
yararli olarak degerlendirilen bir mikroorganizma o6rnegin, rokfor peyniri yapiminda
kullanilan penicillium roqueforti, baska bir gidaya 6rnegin, kasar peynirine bulasirsa yine
indikator mikroorganizma olarak toplam maya ve kiif analizinde standartlarin iizerinde kiife
rastlanacagi i¢in o tiriin bozulmus olarak kabul edilir.



Hangi mikroorganizma gruplarinin indikator olarak ele alinacagi ile ilgili olarak farkh
gortsler vardir. Bir goriise gore indikator mikroorganizmalarin mutlaka diski kokenli olmasi
gerekirken bir baska goriis ise her tiirli mikroorganizmay1 indikator olarak kabul eder.

Ancak

ikinci gorlis benimsenmekte ve indikatér olarak tiim mikroorganizmalar

degerlendirilmektedir.

1.1. indikatér Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Gida endiistrisinde indikator olarak segilen mikroorganizmalar belirli 6zelliklere
sahiptir. Bunlar;

>

vV Vv VvV VYV V

Indikatér mikroorganizmanin sayimi ve tanimlanmasi kolay ve hizli olmalidir.
Miimkiinse bir giin i¢inde sonug¢ alinmalidir.

Indikatsr ~ mikroorganizma,  gida  mikroflorasinda  bulunan  diger
mikroorganizmalardan kolayca ayirt edilmelidir.

Indikatér mikroorganizma, gidada bulunan dogal flora tarafindan bu
mikroorganizmalarin gelismesi engellenmemelidir.

Indikatér mikroorganizma, varligina isaret ettigi patojenin rastlanmadigi bir
gidada kendisi belirli bir say1 altinda olmal1 ya da en iyisi hi¢ bulunmamalidir.
Indikatér mikroorganizma, patojenin iireme gereksinmelerine ve {ireme hizina
benzer bir 6zelliklere sahip olmalidir.

Indikatér mikroorganizma, gidada patojenler kadar dayanikli olmalidir.
Indikatér mikroorganizma, patojen ile birlikte bulunabilmelidir.

21.12.2012

Resim 1.1: Gida mikrobiyoloji laboratuvari

1.2. Fekal Kontaminasyon Indeksi

Koliformlar, sicakkanli hayvanlarin bagirsaklarinda yasayan ve hayvanlarin fiziksel
atiklarinda, diskilarinda ve dogal olarak da toprakta bulunabilen farkli yapida bakterilerdir.

Koliform grup bakteriler, enterobacteriaceaec familyas: iginde yer alan, fakiiltatif
anaerob, gram negatif, spor olusturmayan, 35°C'de 48 saat i¢inde laktozdan gaz ve asit
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olusturan, ¢ubuk seklindeki bakterilerdir. Bu grupta yer alan ve gida mikrobiyolojisi
acisindan 6nemli olan mikroorganizmalar; citrobacter freundii, enterobacter aerogenes,
enterobacter cloacae, escherichia coli ve klebsiella pneumoniaedir. Koliformlar ¢ogunlukla
insan sagligi agisindan tehlike arz eden hastaliklar olustururlarken bazi tiirleri hafif
enfeksiyonlara, bazi tirleri de oOzellikle su kaynakli enfeksiyonlara sebep olur.
Koliform grup mikroorganizmalara pek ¢ok gida ham maddesinde rastlanir. Bunlarin
basinda; taze sebzeler, taze yumurta, ¢ig siit, kanatl etleri ve koliform bakimindan sayica
zengin sulardan alinan kabuklu ve diger su driinleri gelir. Koliform bakteriler, genel
karakteristik ozelliklerine gore toplam koliform veya fekal koliform olarak adlandirilir ve
gruplandirilir.

Indikatér mikroorganizmalar olarak en 6nemli grup, fekal kontaminasyon indeksi
bakterilerdir. Bunlarin varligi gidaya hammaddeden baslayip gidanin tasinmasina kadar bir
ya da daha fazla asamada dogrudan digki bulagtiginin gostergesidir.

Fekal kontaminasyon indeksi (indikat6rii) olarak fekal koliformlar, enterokoklar ve
clostridium perfringens sayilabilir. Fekal koliformlar yerine yaygin olarak escherichia coli
kullanilir.

Genel prensip olarak indikatér mikroorganizmalarin patojen olmamasi gerekirse de
clostridium perfringens istisnadir.

Fekal kontaminasyon indeksi ve buna bagli olarak gida kalitesi iizerinde dikkat
edilmesi gereken noktalar vardir.

> Indikatér mikroorganizmalar patojenler icinden segilmez. Burada oncelikle
primer patojen olmayan bakteri escherichia coli tip 1 olarak tanimlanan
bakteridir. Bu bakteri, bagirsaklarda vitamin sentezine katildigi i¢in yararli bir
bakteridir. Ancak escherichia coli O157:H7 serotipi, en tehlikeli gida kaynakli
patojen bakteridir. Benzer sekilde escherichia colinin diger serotipleri ve
Klebsiella pneumoniae de insan ve hayvanlarda hastaliklara neden olur.

»  Analiz edilen materyalde, bagirsak kokenli olan bu bakterilerin varliklarinin
gosterilmesi, 0 materyalde yine bagirsak kokenli olan salmonella ve shigella
gibi primer patojenlerin de mutlaka bulunacagi anlamina gelmez, sadece bir
potansiyel tehlikenin oldugunu gosterir. Insan dahil olmak iizere her hangi bir
sicakkanli hayvanin bagirsaginda basta escherichia coli olmak iizere diger fekal
koliformlar da mutlaka vardir ancak o bireyde salmonella ve shigella gibi yine
bagirsak kokenli patojenler bulunmayabilir.

> Bu bakterilerin analiz edilen materyalde bulunmasi, bir hijyen kurallarina
uyulmamasindan ileri gelebilir; bu hijyen eksikligini hammaddeden mi yoksa
isletme kosullarindan mm geldiginin tespit edilmesi giictiir. Ornegin, tarla
kosullarinda kuslarin ham madde {izerine diskilamalar1 pratik olarak ve
kolaylikla engellenemez. Bu durumda pek ¢ok baharatta fekal kontaminasyon
dogaldir. Bunun aksine, siit sagiminda meme hijyeni ve sagim kosullar1 kontrol
altina alinir ise hayvan digkisinin ¢ig siite bulagsmasi 6nlenebilir. Bu durumda
cig siitte fekal koliform bulunmamasi gerekir. Ayni durum ¢ig et icin de
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gecerlidir. Oysa pastorize siitten yapilan peynir gibi bir {iriinde pastdrizasyon
sonunda tiim koliform bakteriler Oliir. Dolayist ile bu iiriinlerde fekal
koliformlara rastlanmasi sadece pastérizasyon sonundaki bulasmadan
kaynaklanir. Bunun temel sorumlusu ise isletmede galisanlarin tuvalet sonrasi
asgari hijyene dikkat etmemeleridir.

1.3. indikatér Mikroorganizma Sayim Yéntemleri

Bu yontemlerin prensibi, mikroorganizmanin kati besiyerinde koloni olusturmasi, bu
kolonilerin sayilarak 6rnekteki mikroorganizma sayisinin hesaplanmasidir.

Bu amagla;

Ik asamada sayimi yapilacak &rnek ekime hazirlanr.

Daha sonra 6rnegin uygun seri diliisyonlar yapilir.

Uygun agarl besiyerine ekimleri gerceklestirilir.

Koloni olusturmasi igin gerekli inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda petri kutusundaki koloniler say1lir.

Toplam koloni sayist dilisyon faktorii ile carpilarak ornekteki canli hiicre sayist
bulunur.

Sonugta incelenen 6rnegin dzelligine gore kob/ml, kob/g veya kob/cm? olarak sonug
verilir.

Dokme, yayma ve damlatma olarak ii¢ ana grupta ele alinir.
> Dokme yontemi

o 10 g gida maddesi tartilir ve 90 ml fizyolojik su i¢ine konur. Bu karigim
blenderde homojenize edilir. Bu diliisyon -1 diliisyonudur.

o 10™ diliisyonundan 1ml almir ve iginde 9ml fizyolojik su bulunan deney
tiipiine aktarilir. Bu 107 diliisyonudur.

o 10 diliisyonundan 1ml alinarak 9 ml fizyolojik su bulunan deney tiipiine
aktarilir. Bu 107 diliisyonudur.

o Uzerlerine seyreltim degerleri yazilmus petri kutularma 107, 10?, 107

diliisyonlarindan 1’er ml konur. Petrilerin iizerindeki numaralar seyreltim
numaralari ile ayn1 olmalidir.

o Kat1 besiyeri sicak su banyosunda eritilir ve 45°C’ye kadar sogutulur. Her
petri kutusuna 10-15 ml besiyeri dokiiliir.
o Agar katilasmadan, petri kutularina diiz bir yiizey iizerinde U¢ kez 8

hareketi yaptirilarak 6rnekle besiyerinin homojen karigim saglanir.
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o Petri kutusunun kapagi kapatilir ve besiyeri katilagincaya kadar bekletilir.

o Ayni besiyeri, sterilite kontrolii i¢in steril iki tane bos petri kutusuna ayri
ayr1 dokiiliir ve agarin katilasmasi beklenir.
o Kapakta yogunlasan su damlaciklarinin besiyeri iizerine damlamasini

onlemek icin petri kutular1 kapaklar1 alta gelecek sekilde ters cevrilerek
onerilen sicaklikta ve siirede inkiibe edilir (22°C°de 24-48 saat gibi).
=

Resim 1. 2: Inkiibasyona i¢in petri kutular etiive yerlestirilmesi

o Inkiibasyon bitiminde 30 ile 300, bazi kaynaklara gore 50-500 arasinda
koloni igeren seyreltilerin petri kutular secilir ve sayilir. Gram veya
mililitresindeki mikroorganizma sayisi, “koloni olusturan birim/gram
(kob/gr)” olarak belirlenir. Sayis1 30°dan az, 300’den fazla koloniler
dikkate alinmaz.

o Toplam bakteri sayiminda farkli sicaklik ihtiyaci olan bakteriler i¢in
farkli inkiibasyon siiresi onerilir.

5-7°%Cde ...... 7-10 giin
20 °Cde ....... 3-5 giin
37 °Cde.......... 48 saat
45 °Cde.......... 2-3 giin

55 °C’de.......... 48 saat
. Analiz sonrasi mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
lizere inkiibatérden ¢ikan tiim malzemeler, otoklavda steril edildikten
sonra yikanir veya atilir.
. Seyreltim ve ekim islemlerinin 15-30 dakika i¢inde tamamlanmasina
calisilir.

> Cift tabakali dokme plak yontemiyle kiiltiirel sayim

Ortamda sporlu bakterilerin bulunmasindan siiphelenildiginde, besiyeri iizerine ikinci
bir kat besiyeri dokiilerek bu grup bakterilerin neden olabilecegi olumsuzluklar da ortadan
kaldirilabilir. Ikinci kat besiyeri, ekim yapilan birinci kat besiyerinin iistiinii kaplamak ve
fakiiltatif anaerob mikroorganizmalarin gelisebilecegi anaerob kosullar1 yaratabilmek igin
kullanilir.



Cogunlukla birinci ve ikinci kat besiyerleri aynmidir. Ornegin; koliform grubu
bakteriler, her iki katta da violet red bile agarm kullanildig1 ¢ift tabakali dokme plak
yontemiyle sayilabilir.

o Hazir tek katli besiyeri lizerine 1ml/g numune konur. Yiizeye iyice
yayilir.

o Besiyerleri, etiivde iist kapak hafif yana kaymis sekilde kurutulur ya da
oda 1s1sinda kurumasi beklenir.

o 45°C’ye kadar sogutulmus tiip i¢erisindeki ayn1 veya farkli besiyeri, hava
kabarcig1 olugmayacak sekilde yavasca besiyeri tizerine dokiiliir.

Resim 1.3: ikinci besiyerinin petri kutusundaki besiyerine aktarilmasi

o 8 hareketi yaptirilarak besiyerinin petriye iyice yayilmasi saglanir.
Donmasi i¢in oda 1sisinda bekletilir.

37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilir.

Inkiibasyon bitiminde petride olusan koloniler sayilir.

Kullanilan biitlin malzemeler, otoklavda steril edildikten sonra yikanir
veya atilir.

> Yiizeye yayma yontemiyle kiiltiirel sayim

Dokme plak yontemine gdre uygulanmast daha kolay bir yontemdir. Petri kutusuna
agarl1 besiyeri dokiiliirken olusabilecek hava kabarciklar1 ekim dncesi steril bir igne 6ze ile
ortadan kaldirilabilir. Besiyerleri petri kutularina énceden dokiilmiis ve hazir hilde oldugu
i¢in sicakliktan mikroorganizmalar zarar gérmez.

Yiizeye yayma yonteminin dezavantaji, zorunlu aerobik bazi bakterilerin agar
yiizeyinde ¢ok cabuk geliserek hemen yanindaki bakteri kolonilerini kaplayabilmesidir. Bu

durum, koloni sayimin1 zorlagtirir ve yaniltici sonuglarin alinmasina neden olur.

Bu yontemin uygulanmasinda baz noktalara dikkat edilmesi gerekir:

o Drigalski 0zesinin sterilize edildigi alkol ¢d6zeltisi siirekli olarak
yenilenmeli ve kontrol edilmelidir.

o Alkol ile drigalski 6zesinin temas siiresi 5-10 dakikadan az olmamalidir.

o Her yayma islemi igin yerli sayida drigalski 6zesi bulundurulmalidir.

° Alkolden ¢ikarilan 6zenin bek alevinden gecirilme nedeninin 1s1 ile

sterilizasyon degil, sadece alkolii uzaklastirmak oldugu unutulmamalidir.
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° Beherdeki alkoliin alev almasinin 6nlenmesine dikkat edilmelidir.
Yontemin Asamalari:

o 42-45°C°de erimis steril agarli besiyeri, 15-20 ml kadar steril petri
kutularia konur. Katilagmasi ve yiizeyin kurumasi saglanir.

. Incelenecek diliisyondan veya sivi &rnekten 1-01 ml almarak petrilere
ekim yapilir.
o Steril drigalski Ozeleri ile besiyeri lizerinde homojen dagilim saglanir.

Ekimler yine en az paralel olacak sekilde iki ayri petri kutusunda yapilir.

Resim 1.4: Drigalski 6ze ile besiyerinin yayilmasi

o Yayma isleminden sonra petri kutulari 10-15 dakika bekletilir.
Bekletmede amag, besiyerinin inokulumu absorblamasinin saglanmasidir.

. Sonra 37 °C’de 24 veya 48 saat inkiibe edilir.

o Sayim dokme plak yonteminde oldugu gibi yapilir. Mikroorganizma
sayilarinin belirlenmesinde ekimler 0,1’er ml yapilirsa, bulunan degerler
seyreltim faktoérii yaninda 10 ile c¢arpilarak Ornegin gram veya
mililitresindeki mikroorganizma sayisi olarak belirtilir (kob/gr).

o Analizden sonra ekim yapilmig tiim malzeme otoklavda sterilize edilir.
Daha sonra bu malzeme yikanir veya atilir.

> Koloni sayim

Koloni sayimi ya koloni sayaciyla ya da petri kutular1 alt yiiziinden bir cama yazar
kalemle 4 veya 8 esit boliime ayrilarak pratik olarak sayilir.

Koloni sayicisi alttan aydinlatmali, karelere boliinmiis tablasi ve biiyiiteci olan bir
aractir ve su sekilde kullanilir: Koloni sayicisinin kareler boliinmiis tablasina petri kutusu
yerlestirilir. Aydinlatma diigmesi agilir. Biiyiiteci ile incelenerek tiim koloniler sayilir.

Inkiibasyondan sonra koloni saymm hizla yapilir, hemen koloni sayimi
yapilmayacaksa petri kutular1 +4°C’de en fazla 24 saat depoda saklanir.



Her koloniyi bir tek mikroorganizma olusturur. Koloni sayimi igin 30-300 arasinda
koloni gelisen petriler tercih edilir. Ayni dilisyondan ekim yapilan 2-3 petride sayim
yapilarak ortalamasi alinir.

Elde edilen ortalama canli sayisi, ait oldugu diliisyonun lcm?®iindeki canli hiicre
sayisini verir. Petri kutularinda geligmis biitiin kolonilerin sayilmasi gerekir.

Resim 1.5: Koloni sayicisi ve karelerin goriiniimii
Koloni sayicisindaki isaretli kareler, toplam kareler alaninin 1/5’ine esittir. Bu nedenle
isaretli karelerde sayilan koloni adedi 5 ile garpilir.

Ornegin;
Toplam isaretli karelerdeki bakteri sayisi 42 bulunmus olsun. Bu sayiy1 5 ile

carparsak;
42 x 5 =210 koloni bulunur.

Resim 1.6: Kareler iizerindeki kolonilerin goriiniimii
Bir petri kutusunun ve koloni sayicisinin panosunun daire ¢ap1 9 cm’dir. Alani ise 64
cm2dir. Bu durumda, koloni sayicisi pano alaninda 64 kare vardir demektir.
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Koloni sayiminda su noktalarin gz 6niinde tutulmasi gerekir:

>

Koloni sayiminda, eger koloni sayicist yoksa kolaylik elde etmek i¢in
petri kutular1 alt ylizden bir cama yazar kalemle 4 veya 8 esit kisma
ayrilarak sayilabilir. Bulunan say1 ise 4 veya 8 ile carpilir.

Ureyen 350°den fazla ve 10°dan veya 5°ten asagida olan koloniler
genellikle hesaba katilmamalidir.

Aynt dilisyondan paralel olarak ekilen petri kutularindaki
mikroorganizma kolonileri her diliisyon i¢in az ¢ok birbirine yakin sayida
olmali ve en fazla birbirinin iki katin1 agmamalidir. Aksi takdirde ya fazla
miktarda ekim yapilmis ya da pipet siviya fazla daldirilmis ve pipetin dis
kenarlarinda da agar yiizeyine mikroorganizma ge¢mis diye diisinmek
gerekir.

Petri kutularina ekim yapilmadan 6nce kullanilacak diliisyonlar tekrar
iyice karigtirlir.

Sayima katilan 3 ayr diliisyona ait petri kutularindan birinde anormal
sayida (¢ok fazla ya da az) koloni varsa o petri kutusu hesaba katilmaz.
Bu, ya sayimda ya da ekimlerde hata yapildigim1 gosterir. Boyle
durumlarda islem tekrar edilir.

Son {ii¢ diliisyondan 3’er petri kutusuna yapilan ekimlerde {ireyen
koloniler sayilarak her dillisyon i¢in ortalama bulunur ve buradan,
orijinalindeki ortalama mikroorganizma sayis1 hesaplanir.

Koloni sayisinin hesaplanmasi

Kat1 besiyerinde yapilan sayim sonuglariin verilmesinde koloni olusturan birim esas
almir. Koloni sayisi hesaplandiktan sonra sonug, kob/ml, kob/g veya kob/cm? seklinde
verilir. Sonuglar iki sekilde hesaplanabilir:

kob/g (ml) = Iki paralel plagin ortalamasi x diliisyon faktorii

Ornek: Sivi bir gida rneginde aerobik bakteri sayis1 belirlenmek isteniyor. 107, 10
diliisyonlarinda koloni sayis1 >300 olarak bulunmustur.

Diliisyon

Birinci Paralel
ikinci Paralel

Toplam
Ortalama

107 103 10* 10°
300 240 38 20
250 202 52 24
550 442 90 44
275 221 45 22

Tablo 1.1: Sivi1 gida 6rneginde toplam ve ortalama koloni sayilari
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107 diliisyonundaki koloni say1st yaklagik 30-300 arasinda oldugundan hesaplamalar
bu plaklar iizerinden yapilir. kob/ml = Iki paralel plagin ortalamasi x Diliisyon faktorii

=275 x 10
=27,500 olarak hesaplanir.

o kob/g (ml) = Koloni sayicisindaki isaretli karelerdeki sayim sonucu x 5 x
Diliisyon faktorii

Ornek: Koloni sayicisiyla isaretli karelerde 45 adet koloni sayilmustir. Diliisyon
faktorii ise

102 dir. Buna gore sonug; kob/g (ml) = 45 x 5 x 10%= 22,500 olarak hesaplanr.
NOT: Diliisyon faktorii = 1/ Seyreltme oranidir. Ornegin; 1/ 10*= 10* gibi
1.3.1. Kat1 Besiyeri Yontemine Gore Koliform Bakteri Sayim

Kati yani agarli besiyerinde saymm, canli hiicrelerin koloni olusturmasi ve bu
kolonilerin sayilarak “Her canli hiicre 1 koloni olusturur.” prensibi ile materyaldeki canli
hiicre sayisinin hesaplanmasi esasina dayanir.

Bu amagla sayim yapilacak materyalden belirli bir miktar alinir ve besiyerine aktarilir.
Koloni olugmasi igin gerekli inkiibasyon siiresinin sonunda petri kutusundaki koloniler
sayilarak materyaldeki canli hiicre sayis1 hesaplanir.

Bununla birlikte, sayimm yapilan materyalde canliligin1 siirdiiren ancak gelisme ve
¢ogalma yetenegini yitiren koloni olusturamayacak hiicreler de gida maddesinde bulunabilir.
Bu nedenle sayim sonuglar1 "sadece koloni olusturabilenlerin" sayildigini gostermek iizere
"koloni olusturan birim; kob/gr ** olarak verilir. Koloni olusturan birim deyimi ile bu tip
hiicrelerin sayilmadigi/sayilamadigi belirtilmektedir.

12



> Koliform bakterilerin kat1 besiyerlerinde sayimi

Gida ornegi, Mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Sivi gida direkt analize alinir.

Resim 1.7: Kati gidanin tartilmasi
Homojenize etmek veya gerekirse seyreltmek icin siit ve driinleri i¢in % Ringer
¢ozeltisi, diger gidalarda maximum recovery diluent kullanilir.

Hazirlanan 6rnekten yayma, dokme ve ¢ift tabaka dokme plaka ekim yapilir.

Koliform grubu mikroorganizma tayini i¢in yayma yonteminde, VRB agara ekim
yapilir. Bunun i¢in; 100 ml’lik erlen igine sivi 6rnekler i¢in 10 ml, kat1 6rnekler i¢in 10 gr
konur, fizyolojik su ilave edilip homojen olana kadar karigtirilir. Bu o6rneklerden
1/10,1/100’lik diliisyonlar hazirlanir ve VRB agara yayma plaka yontemi ile ekim yapilir.
48 saatlik inkiibasyon sonunda koliform grubu bakteri olup olmadigina bakilir.

Dokme yoOnteminde jellesmeden sonra yayma yoOnteminde ise besiyerinin siviyi
emmesinden sonra 45-50°C’de tutulan 4-5 ml kadar erimis VRB agar ikinci kat olarak
dokiiliir. ikinci katinda tam olarak jellesmesinden sonra petri kutulari, kapaklar1 {izerine
cevrilerek 48 °C’de 24+2 saat inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra VRB agar’da 1-2 mm ¢apl
koyu kirmizi renkli koloniler koliform bakteri olarak sayilir.
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Resim 1.8: VRB agarda koyu kirmizi renkli koloniler
Fekal koliform grup sayisi standart sekilde hesaplanir ve kob/g (ml) olarak verilir.

Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak {iizeri
inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme steril edildikten sonra yikanir veya atilir.

> Fekal koliform bakterilerin kat1 besiyerlerinde sayimi

Gida 6rnegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kati
gida tartilir ve homojenize edilir. Stv1 gida direkt analize alinir.

Homojenize etmek veya gerekirse seyreltmek igin, siit ve dirlinleri igin % Ringer
¢ozeltisi, diger gidalarda maximum recovery diluent kullanilir.

Hazirlanan 6rnekten yayma, dokme ve ¢ift tabaka dokme plaka ekim yapilir.

Dokme yonteminde 15 ml besiyeri dokiilmesi Onerilir. Dokme ydnteminde
jellesmeden sonra yayma ydnteminde ise besiyerinin siviyr emmesinden sonra 45-50°C’de
tutulan 7-8 ml kadar erimis VRB agar ikinci kat olarak dokiiliir. ikinci katinda tam olarak
jellesmesinden sonra petri kutulari, kapaklari iizerine gevrilerek 44°C’de 24+ 2 saat inkiibe
edilir. inkiibasyondan sonra VRB Agar’da 1-2 mm ¢apli koyu kirmiz1 renkli koloniler fekal
koliform bakteri olarak sayilir.

Fekal koliform grup sayis1 standart sekilde hesaplanir ve kob/g (ml) olarak verilir.

Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak iizeri
inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme steril edildikten sonra yikanir veya atilir.
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> Escherichia colinin kati besiyerinde sayim

Escherichia coli (Koli basili) sicak kanli hayvanlar olarak tanimlanan memeliler
(insan, evcil hayvanlar, sigir, at, koyun, domuz) ile kanatlilarin bagirsaklarinda dogal olarak
bulunan bir bakteridir ve dogada tek bulundugu yer, bu hayvanlarin bagirsaklaridir. Herhangi
bir ornekte (gida, icme veya kullanma suyu, deniz, havuz, gol, calisma tezgahlar1 vb.) bu
bakteriye rastlanirsa o 6rnege dogrudan bu hayvanlarin digkisinin veya dolayl olarak lagim
suyu ile diski bulagtiginin kesin gostergesidir. Escherichia colinin insanlar1 hastalandiran ve
6ldiiren patojen Escherichia coli O157:H7 serotipi vardir. Gida endiistrisinde ham madde
olarak kullanilan ¢ig kiyma gibi birkag¢ istisna disinda hi¢ bir gidada bu bakteriye izin
verilmez.

Gida ornegi, mikrobiyolojik analiz kurallarina uyularak laboratuvara getirilir. Kat1
gida tartilir ve homojenize edilir. Stvi gida direkt analize alinir.

Homojenize etmek veya gerekirse seyreltmek igin, siit ve iriinleri i¢in % Ringer
cozeltisi, diger gidalarda maximum recovery diluent kullanilir.

Hazirlanan 6rnekten yayma, dokme ve cift tabaka dokme plaka ekim yapilir.

Dokme yonteminde jellesmeden sonra yayma yonteminde ise besiyerinin siviyl
emmesinden sonra 45-50°C’de tutulan 4-5 ml kadar erimis VRB agar ikinci kat olarak
dokiiliir. ikinci katinda tam olarak jellesmesinden sonra petri kutular1 kapaklari iizerine
cevrilerek 37 °C’de 24 saat inkiibe edilir.

Inkiibasyondan sonra VRB agarda 1-2 mm ¢apli koyu kirmizi renkli koloniler
koliform grup bakteri olarak sayilir. Bunlardan rastgele 10 adeti segilir; her koloni 0,2 ml
steril suda ¢oziiliir ve ayr1 ayr1 bactrident escherichia coli test kitinin kiivetlerine yerlestirilir.
Kiivetlere bir adet test seridi ilave edilir, 2 saatlik inkiibasyonun sonunda UV el lambasi ile
floresan 1s1ma kontrol edilir. Floresan 1sima gosteren koloniler escherichia coli olarak
degerlendirilir. Idendifikasyon esasli saymm teknigi ile petri kutusundaki kolonilerin ne
kadarinin escherichia coli oldugu belirlenir, buradan gida 6rnegindeki escherichia coli sayist
hesaplanir ve standart kurallara gére sonug verilir.

Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak {izere
inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme steril edildikten sonra yikanir veya atilir.

1.3.2. EMS Yontemine Gore Koliform Bakteri Sayimm

Sivi besiyeri kullanilan sayim yontemi dendiginde, "En Muhtemel Sayr (EMS)”
yontemi anlagilir.

Yontemin "En Muhtemel Say1" olarak adlandirilma nedeni; yukarida da belirtildigi

gibi ornekteki mikroorganizma sayisinin istatistiksel olasilik hesaplar1 ile elde edilmis
cizelgelerden yararlanilarak hesaplanmasidir. Ekimi yapilan tiipe en az 1 adet canli hiicre
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gecer ise bu tiip inkiibasyon sonunda pozitif sonug, aksine olarak tiipe 1 adet bile canli hiicre
gecmez ise inkiibasyon sonunda bu tiip negatif sonug verir.

EMS yonteminde; ardigik seyreltilerden 3’er besiyeri tiipiine ekim yapildiktan sonra
tiipler aranacak mikroorganizma i¢in optimum sicaklikta ve gereken siirede inkiibe edilir, bu
siirenin sonunda her seyreltide kag tiipte pozitif sonuc almdig1 kaydedilir. Ornegin, sirastyla
3, 2, 0 pozitif sonug alind1 ise EMS tablosundan bu degerin karsilig1 olan 93 sayisi elde edilir
ve seyreltme dikkate alimarak EMS hesaplanir.

> EMS yontemi ile sayim

Yontemin esast, ardisik 3 seyreltiden 3'er adet sivi besiyerine 1'er ml ekim yapilmas,
inkiibasyon sonunda tiiplerin pozitif ya da negatif olarak degerlendirilmesi ile elde edilecek
kodun, istatistik yontemlerle elde edilmis ¢izelgeden okunmasidir.

Tiiplerin pozitif veya negatif olmasimin degerlendirilmesi, aranan mikroorganizma ve
buna baglh olarak kullanilan besiyerine gore degisir. Bu degerlendirme basit olarak
besiyerinde;

Bulaniklik olmasi

Durham tiipiinde gaz olusumu

Besiyerinde renk degisimi

Pihtilasma

Floresan olusumu gibi ¢ok basit olarak yapilabilir.

Resim 1.9: Tiiplerde gaz olusumunu (pozitif)
EMS yonteminde ardigtk 3 seyreltiden 3’er tiipe ekim yapilmasi gida
mikrobiyolojisinde en yaygin uygulamadir. Seyreltilerden 5’er veya 10’ar tiipe de ekim
yapilabilir. Her seyreltiden ekim yapilan besiyeri sayisi arttikca daha dogru sonug alinacagi
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acik olmakla ve giivenlik smirlar1 daralmakla birlikte 3 tiip yontemi ile yeterli sonuclar
alinir. Gida Ornegi sivi ise orijinal 6rnekten (100 seyrelti) ekime baslanabilir. Boylelikle
yontemin duyarhigi 10 kez artirilmus olur.

Kati gidada ise en diisiik olarak 10, 10% , 10° seyreltilerinden 1’er ml ekim
yapilabilir. Ayrica, gerekirse kat1 gida standart 10 gr + 90 ml seklinde homojenize edilir. 10
seyreltiden 10 ml hacim alindiginda orijinal 6rnekten 1gr alinmis gibi olur. Burada dikkat
edilmesi gereken nokta 10 ml besiyerine 10 ml o6rnek aktarildiginda besiyerinin
konsantrasyonunun yari yariya azalacagi, bunun Oniine geg¢mek i¢in baslangicta bu
besiyerlerinin ¢ift gliglii (orijinal besiyerinin iki misli konsantrasyonunda) hazirlanmasidir.

Ornegin, koliform grup analizinde kullamlan LST Broth besiyeri normal olarak 35,5
gr/L konsantrasyonda hazirlanir. 10 ml tiip i¢cinde 0,355 g madde vardir.

Cift giicli hazirlanmas1 gerektiginde baslangigta 71 g/L (0,719 g / 10 ml) olarak
hazirlanir. Bunun tizerine 10 ml 6rnek konuldugunda LST konsantrasyonu 0,71 g / 10ml’den
= 0,355 g/10ml standart degere iner.

Bu tip ekimler i¢in yeterli biiyiikliikte tiip kullanilmalidir. Bu islem i¢in daha dogru
olarak 10’ar ml hacimler, iglerinde 100’er ml standart besiyeri olan erlenlere aktarilmalidir.
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EMS yonteminde ardisik seyreltilerden 3’er besiyeri tiipiine ekim yapildiktan sonra
tiipler aranacak mikroorganizma i¢in optimum sicaklikta ve gereken siirede inkiibe edilir. Bu
stirenin sonunda her seyreltide kag tiipte pozitif sonug¢ alindig1 kaydedilir.

Pozitif Tiipler Say1 ve Kategori

1 mL 1mL 0,01 mL EMS Kategori
<0,30
0,30
0,62
0,36
0,74
1,10
1,10
1,50
1,60
0,92
1,40
1,50
2,00
2,10
2,80
2,90
2,30
3,80
6,40
4,30
7,50
12,00
9,30
15,00
21,00
29,00
24,00
46,00
110,00
>110,00

P RPPRPONMNPFPPRPORPPONPFPOORPDNEPNPOODNORFRPREPRPODN!

0,
0
1
2
0
1
1
2
2
3
0
0
1
1
2
2
3
0
0
0
1
1
1
2
2
2
2
3
3
3
3

WWWWWWWwwWwwwwwwwNPNhPhDNDNNNNDNNNPFRPRPRPRPRPRPERPPEPRPOOO
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Tablo 1.2: EMS c¢izelgesi
Bu sekilde yapilan ekim sonucunda; Ornegin, 2 — 1 — 0 sonucu elde edildi ise gidanin
1 ml’sinde ya da 1 graminda 1.50 adet mikroorganizma oldugu anlasilir.

Siv1 bir gidada sirasiyla 10, 1, 0.1 ml ekim yapildi ve 2 — 1 — 0 sonucu elde edildi ise

yukaridaki ornekte verilen tiim degerler 10 ml icin gegerlidir. Diger bir deyisle gidanin
Iml’sinde 1.50 / 10 = 0.15 adet mikroorganizma bulunur.
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Tersine olarak sirasiyla 10, 10° ve 10 seyreltilerinden yapilan ekimlerde; Yine 2—1—
0 sonucu almirsa lgr ya da Iml 6rnekte 1.50 / 0.01 = 150 adet mikroorganizma
bulunmaktadir.

EMS yonteminde; standart EMS c¢izelgesinde sonu¢ hesaplandiktan sonra sivi
gidalarda EMS/ml, kat1 gidalarda EMS/gr olarak sonuglar verilir.

Yontemin uygulanisinda daha duyarl sonug elde etmek amaciyla ardigik 4 seyreltiden
ekim yapilip sonuclar alindiktan sonra hangi ardisik 3 seyreltinin EMS tablosunda
kullanilacag belirli bir kural ¢ercevesinde secilebilir.

Bu secimde izlenmesi gereken kurallar sunlardir:

Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 1’den fazla 3 pozitif sonu¢ varsa daha az
konsantre olan seyrelti ile baslayan seri dikkate alinmalidir.

Ornegin;

100, 10", 10?%, 10°® olmak iizere ardisik dort seyreltiden 3’er tiipe yapilan ekimlerde
sirastyla 3 — 3 — 2 — 1 seklinde sonug alindiysa 3 — 2 — 1 serisi dikkate alinmalidir.

Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 1 adet 3 pozitif sonug varsa, 3 pozitif alinan
seri ile baslanilmalidur.

Ornegin, sirastyla 3 — 2 — 1 — 0 seklindeki seride degerlendirilecek olan 3 — 2 — 1°dir.

Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde O adet 3 pozitif sonu¢ varsa sondaki seri
dikkate alinmalidr.

Ornegin;

2—-1-1-0serisinde 1 — 1 — 0 serisi kullanilmalidir ancak 1’den ¢ok 3 negatif sonug
varsa ( 0rnegin; 2 —1—-0-0) bu kez 2 — 1 — 0 serisi kullanilmalidir.

EMS yonteminde degerlendirme amaciyla ¢ok sayida ve farkli yaklagimlar ile
hazirlanmis gizelgeler vardir. Bunlardan en yaygin olani yukaridaki EMS ¢izelgesidir.

EMS c¢izelgesinde, kategori boliimiinde 1, 2 ve 3 olarak gosterilen 3 kategori vardir.
Bu kategoriler sonuglarin bir anlamda giivenligini gostermektedir.

1 no.lu kategori ile elde edilen kodlar giivenli olup laboratuvar tarafindan dogrudan
degerlendirilir.

2 no.lu kategoride elde edilen kodlar daha az giivenilirdir. Bu sekilde elde edilen
kodlar iist yetkiliye danisilarak degerlendirilmelidir.
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3 no.lu kategoride ise kayda deger 6l¢giide giivenilmez olup deney tekrarlanmali ya da
mutlaka iist yetkilinin onay1 ile degerlendirilmelidir.

> Gidalarda EMS yonteminin uygulamsi soyledir:

Ornek:

Iclerinde durham tiipleri ve 9 ml sulandirma sivis1 bulunan agz1 kapal
tiipler spora sirastyla dizilir.

Bu iig tiipiin arkasina 9 adet yine durham tiipii konulmus tiipler 3’er 3’er
dizilir.

Birinci siradaki tiiplerden ilkine 1 ml + gida 6rnegi konur (9 + 1 = 10 ml).
Buradan 1 ml alinir ikinci tiipe aktarilir. Buradan 1 ml dglincii tiipe
aktarilir ve 1 ml disar1 atilir. Boylece gida numunesi 107, 102 , 103
oraninda seyreltilmis olur.

Birinci ana tiipten 1 ml alinir. Hemen arkasindaki birinci tiipe aktarilir.
Ana tiipten tekrar 1 ml alinir ve yine birinci siradaki ikinci tiipe aktarilir.
Son olarak birinci ana tiipten 1 ml daha alinarak {igiincii tiipe aktarilir.
Ikinci ve iiciincii ana tiipler icin de ayn1 islem tekrarlanr.

37 °C’da 48 saat inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon sonunda durham tiipleri degerlendirilir. Gaz olusumu ve
bulaniklik vb. varsa sonug pozitiftir.

Birinci sirada; 1. tiip = ( + ) ikinci sirada; 1.tiip = ( + ) Ugiincii sirada; 1. tiip = ( +)

2.tip=(+)2.tiip=(+)2.tip=(-)

3.tlip=(+)3.tip=(-)3.tip=(-)

Birinci sira toplam =3 ikinci sira toplami =2 Ugiincii sira toplami =1

Bunlarn kodlayacak olursak ; 3 + 2 + 1 = 321 kodunu olusturur.EMS ¢izelgesine
bakarsak 321 = 15 EMS /ml veya EMS/g olur.

Ornek:

Birinci tiipte iki (+)

Ikinci tiipte bir ( +)

Ucgiincii tiipte bir (+ ) ise , kod 211 =2 EMS/ gr ( ml ) Yani gidanin 2 graminda
mikroorganizma bulundugunu belirtir.

Analiz sonunda mikroorganizma ile temas eden her malzeme sterilize
edilerek yikanir/atilir.
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o EMS yonteminin uygulanmasinin sonucunda ¢ikan degerler raporda su
sekilde belirtilir.

Ornegin;

Yontem sularda uygulanmigsa sonug¢ 100 ml’deki koliform bakteri sayis1 95 EMS/ml
veya 240 EMS/ml ya da 240’tan fazla seklinde yazilir.

Gidalarda ise EMS sayisi, 16 EMS/g (ml) veya 64 EMS /g (ml) ya da 2400°den fazla
koliform bakteri sayis: seklinde verilir.

> Koliformlarin EMS yontemi ile sayimi (Standart yontem)

Kloroform grup bakteriler igin Lauryl sulfate (LST) broth besiyerinde inkiibasyondan
sonra gelismeye bagli bulaniklik ve gaz olusumu goriilen tiipler “muhtemel koliform
pozitif” olarak degerlendirilir.

Bunlardan dogrulamak amaciyla BGLB besiyerine ekim yapilir. BGLB’de,
inkiibasyondan sonra gelismeye bagli bulaniklik ve gaz olusumu goriilen tiipler ise
“dogrulanms koliform pozitif” olarak degerlendirilip EMS cizelgesinden koliform sayisi
EMS olarak hesaplanir. Giinliik uygulamada LST Broth’ta bulamiklik ve gaz goriilmesi
“koliform pozitif” olarak kabul edilir. BGLB’da dogrulamaya gerek kalmaz.

> Fekal Koliformlarin EMS yontemi ile sayim (Standart yontem)

Fekal koliformlar, koliform bakteriler i¢inde yer alir ve dogrudan fekal kontaminasyon
indeksi olarak aramir ya da sayilir. Fekal koliform bakteriler ile tespit edilen
mikroorganizmalarin hemen tamamu escheriachia coli oldugu igin giinliik uygulamada
sadece escheriachia coli aranmasi genellikle yeterlidir.

Fekal koliformlarin EMS yontemi, koliform bakterilerin EMS yontemi ile aranmasiyla
baslar.

LTS besiyerinde gelisme ve gaz olusumu goriilen her tlipten, i¢inde durham tiipii olan
EC Broth besiyerine bir 6ze yardimiyla ekim yapilir. EC Broth tiipleri, énceden 45°C
sitilmig su banyosunda inkiibe edilir. Cogunlukla ilk 24 saat i¢inde pozitif sonu¢ almakla
beraber standart analiz yonteminde inkiibasyon siiresi 48 saattir.

Inkiibasyon sonunda bakteri gelismesine bagl olarak bulaniklik ve gaz gériilen tiipler,
fekal koliform grup pozitif olarak degerlendirilir. EMS cizelgesinden yararlanarak fekal

koliform say1s1 hesaplanir ve sonu¢ EMS/g (ml) olarak verilir.

Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak tizeri
inkiibatdrden ¢ikan tiim malzeme steril edildikten sonra yikanir veya atilir.

21



> Escherichia Colinin EMS yontemi ile saymm (Standart yontem)

Gidalarda escherichia coli analizi standart olarak EMS yontemi ile yapilir. Fekal
koliform grup bakterilerin analizinin devamu olarak kullanilir. Bu yéntemle escherichia coli
aranmasi 5-10 giin stirmektedir.

EC Broth besiyerine gaz olusumu goriilen her tiipten, Tryptone Woter (TW)
besiyerine dze ile ekim yapilir. TW Broth tiipleri, 6nceden 45°C 1sitilmis su banyosunda 24
saat siireyle inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonunda bulaniklik goriilen TW Broth tiiplerine 1’er ml kovacs indol
cozeltisi damlatilir ve tiipler yavasca karistirilir. En gec bir dakika iginde tiipiin {istiinde
vignegiiriigii renkli halka olusmasi indol testinin pozitif oldugunu gosterir. Escherichia coli,
indol pozitif bir bakteridir. Dolayisiyla bu tiipler escherichia coli pozitif olarak
degerlendirilir. EMS ¢izelgesinden yaralanarak fekal koliform sayis1 hesaplanir ve sonug
EMS/g (ml) olarak verilir.

Degerlendirme sonrasi, mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak iizeri
inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme steril edildikten sonra yikanir veya atilir.
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Indikator mikroorganizma sayimi yapiniz.

Islem Basamaklar Oneriler

EMS yontemine gore koliform bakteri

saymmi yapmak I¢in

» BGLB (Brillant Green Lactose Broth),
LB (Lactose Broth), EC Broth (E.coli
Broth), EMBA (Eosin Methylene Blue
Agar) besiyerlerini ve peptonlu su
hazirlaymiz.

» Mikrobiyolojik analizler i¢in numuneyi
analize hazirlayimz.

» Analiz numunesinden 25 g/ml
numuneyi alip 225 ml Maximum
recovery diliient ile karistirarak 8 W
homojenize ediniz (10 diliisyon
hazirlayiniz).

> 107" lik diliisyonu kullanarak 1072, 10°
*liik diliisyon serisini hazirlayiniz.

> Icerisinde diirham tiip bulunan 10 ml
LST broth tiiplerden 3-3-3 seklinde 9
adet hazirlayiniz.

> Her 3 tiipe 107, 1072, 10k
diliisyondan birer ml alarak ekim
yapiniz.

> Tiipleri 36°C’de 48+2 (24+24) saat
inkiibasyona birakiniz

» Diirham tiiplerini kontrol ederek gaz
olusanlar1 belirleyiniz.

» Laboratuvar giivenlik kurallarina uyunuz.
» Calisma ortamini, kullanilacak ara¢ gereg
ve ¢ozeltileri hazirlayiniz.
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Koliform Bakteri Analizi

» Gaz olusumu gézlenen LST
tiiplerinden birer 6ze dolusu alip her
birini durham tiiplii BGLB besiyeri
tiiplerine ekim yapiniz.

36°C°de 48+2(24+24) saat inkiibe
ediniz.

Diirham tiiplerini kontrol ederek gaz
olusanlar belirleyiniz.

EMS tablosuna gore sayisal
degerlendirme yaparak koliform
sayisini belirleyiniz.

>

>

>

Besiyerini etiive yerlestirerek inkiibe
ediniz.

Dogrulamak amaciyla BGLB besiyerine
ekim yapildigin1 unutmayiniz.
BGLB’da, inkiibasyondan sonra
gelismeye bagli bulaniklik ve gaz
olusumunu “dogrulanmis koliform
pozitif” olar‘e[}.k degerlendiriniz.

Fekal Koliform Analizi

» Gaz olusumu gozlenen LST
tiiplerinden diitham tiipii bulunan 10ml
EC broth tiiplerine 6ze ile ekim
yapiniz.

> 48+2(24+24) saat 45.5+ 0.2°C’de su
banyosunda inkiibe ediniz.

» Diirham tiiplerini kontrol ederek gaz

olusanlar belirleyiniz. '
1 |
—-—

B |w
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> EMS tablosuna géfe say1sal
degerlendirme yaparak fekal koliform
sayisi belirleyiniz.

Standart yontemle fekal koliform analizi,
EMS yontemi ile yapilir ve koliform grup
bakterilerin analizinin devami olarak
uygulanildigin1 unutmayiniz.

Tiipleri mutlaka mikroprosesor kontrolli
su banyosunda inkiibe ediniz.

Su sicakligr; diisiik olunca fekal olmayan
koliformlarin da gelisme olasilig: yiiksek
olunca fekal koliformlarin gelismeme
olasilig1 vardir, bu nedenle inkiibasyon
stiresince su banyosu sicakligi maksimum
ve minimum termometre ile mutlaka
kontrol ediniz.

Inkiibasyon sonunda bakteri gelismesine
bagli olarak bulaniklik ve gaz goriilen
tiiplerin “fekal koliform grup pozitif”
olarak degerlendirildigini unutmayiniz.
Belirlenen koliform sayisini hesaplayip
sonucu EMS/g(mL) olarak veriniz.
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E.coli Analizi

» Fekal koliform analizindeki gaz veren
EC broth‘lu tiiplerden L-EMB agar
petrilerine 6ze ile tek koloni diigiirme
yontemiyle ekim yapiniz.

» 36°C ‘de 24 saat inkiibe ediniz.

» Ureme kontrolii yapmak iireme varsa
makroskobik olarak inceleyerek tipik
kolonileri belirleyiniz.

>

>

Tiipleri mutlaka mikroprosesor kontrollii
su banyosunda inkiibe ediniz.

Su sicakligy; diisiik olunca fekal olmayan
koliformlarin da gelisme olasilig1 yiiksek
olunca Escherichia colinin gelismeme
olasilig1 vardir, bu nedenle inkiibasyon
stiresince su banyosu sicakligini
maksimum ve minimum termometre ile
mutlaka kontrol ediniz.

25




Asagidaki sorularn dikkatlice okuyunuz ve dogru secenegi isaretleyiniz.

1. Asagidakilerden hangisi indikatér mikroorganizmalarin 6zelliklerinden biri degildir?
A) Indikatér mikroorganizmanin sayimi ve tanimlanmasi kolay ve hizli olmalidir.
B) Indikatdr mikroorganizma, gida mikroflorasinda bulunan diger
mikroorganizmalardan kolayca ayirt edilmelidir.
C) indikatdr mikroorganizma, gidada patojenler gibi dayaniksiz olmalidr.
D) Indikatér mikroorganizma, patojen ile birlikte bulunabilmelidir.

2. Kati besiyerlerinde sayim sonuglar1 nasil verilmelidir?
A) kob/ml, kob/g, kob/cm?2
B) kob /I, kob/g, kob/cm3
C) kob/kg, kob/ml, kob/m2
D) kob/cm3, kob/cm2, kob/m

3. EMS yo6nteminde tiiplerin pozitif olarak degerlendirilmesi nasil yapilir?
A) Durham tiiplerinde gaz olusmasiyla
B) Besiyerinde renk degisimi ve gaz olusmasiyla
C) Bulaniklik ve pihtilasma olmasiyla
D) Hepsi

4, Inkiibasyon sonrasinda, petri kutularinda hemen sayim yapilamayacaksa petriler, kag
derecede ve en fazla kag saat depoda saklanmalidir?
A) +3°C’ta en fazla 20 saat
B) +40C’ta en fazla 24 saat
C) +50C’ta en fazla 25 saat
D) +60C’ta en fazla 30 saat

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi cevap anahtartyla karsilastirmmiz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrarlaymiz.
Cevaplarimizin tiimil dogru ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geginiz.
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OGRENME FAALIYETI-2

( AMAC )

Bu faaliyette kazandiginiz bilgilerle patojen mikroorganizma sayimi yapabileceksiniz.

( ARASTIRMA )

»  Gida Mikrobiyoloji laboratuvarina giderek patojen mikroorganizmalar ve
6zellikleri hakkinda bilgi edininiz.

> Laboratuvarda aerob ve anaerob patojen mikroorganizma sayim yontemlerini
inceleyiniz.

> Edindiginiz bilgileri arkadaglarinizla paylasiniz.

2. PATOJEN MIKROORGANIZMALAR

Gida mikrobiyolojisinde bilinen patojen mikroorganizmalar; Salmonella, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Bacillus cereus, Clostridium perfiringens,
Staphylococcus aureus gibi bakteriler ve mikotoksijenik kiiflerden ibarettir. Baz patojen
bakteriler gidalarda, bazilar1 viicutta toksin iiretirler.

2.1. Patojen Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Gidada bulunan ve insanlarda hastalik yapan mikroorganizmalarin patojen olarak
nitelendirilmesi icin 2 temel o6zellik vardir. Oncelikle mikroorganizma gidada agik¢a
“bozuk” olarak nitelendirilemeyecek kadar az sayida bulundugunda dahi hastalik yapabilme
ozelliginde olmalidir. Buna gore, saprofit mikroorganizmalar ile patojenler arasinda farklilik
vardir. ikinci olarak, gida mikrobiyolojisi dogrudan gida isleme teknikleri ile iliskili oldugu
icin gidanin sadece tasiyict oldugu insan patojenleri ile ilgilenmez. Buna gore tifo, paratifo,
brusella, sarbon, tiiberkiiloz gibi patojenler gida mikrobiyolojisi konular1 digindadir.

2.2. Patojen Mikroorganizmalarin Aranmasi ve Sayimi

Patojen mikroorganizmalar aerob patojenlerin aranmasi ve saymmi Ve anaerob
patojenlerin aranmasi ve sayimi olmak iizere iki baslik altinda sayilir.

2.2.1. Aerob Patojenlerin Aranmasi ve Sayimi

Salmonella ve Listeria monocytogenes gidalarla en ¢ok bulasabilen aerob
patojenlerdir.

27



> Listeria monocytogenes arama yontemi
Gidalarda listeria aranmasi ve sonucun var/yok seklinde verilmesi yaygin bir analiz
yontemi olmakla beraber son zamanlarda listeria sayimi icin EMS yontemi disinda selektif

kat1 besiyeri kullanilarak yapilan sayimlar iizerinde de standart yontem caligmalari
stirdiiriilmektedir.

. Listeria aranmasi:

Analiz numunesinden 25 g numuneyi alarak 225 ml enrichment broth (LEB)
besiyerinde homojen hale getirilir.

Karisim, 30°C’de 48 saat inkiibe edilir.

Bu 06n zenginlestirme kiiltiirinden 24ve 48 saatlerde Oxford ve LPM agar
besiyerlerine ekim yapilir.

Oxford agar 35°C’de, LPM agar 30°C’de 24-48 saat inkiibasyon sonrasi koloni aranir.

L\
by

\ N
& \

Resim 2.1: Oxford agarda koloninin goriiniimii
> Salmonella arama yontemi

Salmonella, eskiden beri bilinen en yaygin patojenlerden biridir. insan ve hayvanlar
icin patojenik mikroorganizmalarin en dnemlisidir.

Salmonella aerob, spor olusturmayan gram negatif bir bakteridir. Vakalardan siklikla
izole edilen salmonella tiirleri salmonella typhimurium ve salmonella enteridistir.

Salmonella insan ve bircok hayvanin bagirsaklarinda bulunmakta ve digkiyla
atilmaktadir. Tasiyicilarla bulasir.

Kanatli hayvan eti, yumurta ve bunlardan yapilan triinler, kirmizi et ve et iriinleri,
stit, krema, dondurma ve soslar ile kabuklu deniz iirtinleri énemli enfeksiyon kaynaklaridir.
Salmonella, listeria monocytogenes ile birlikte 6liime en fazla neden olan gida kaynakli
patojenlerdir.
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Salmonella analizinde 6n zenginlestirmede; tamponlanmis peptonlu su, Nutrient
Broth, secici zenginlestirmede ise RV(Rappoport Vasiliadis), MKTT(Miiller Kauffman
Tetratiyonat Broth), Selenite Cystine Broth gibi besiyerleri kullanilir.

Salmonella enterobacteriaceae familyasinda yer alir ve belli 6zelliklere
sahiptir:

o Laktoz ve sakkaroz hari¢ karbonhidrati, fermente ederek asit ve
gaz olusturur.

Sitrat1 karbon kaynagi olarak kullanir.

H,S olusturur.

Nitrat1 nitrite doniistiiriir.

Indol ve iireaz negatiftir.

Optimal tireme sicakligi 35-37°C’dir.

Optimal pH degeri 6,5-7,5 arasinda olup 4,0-9,5 arasinda da iireme
gorilmektedir.

O O O O O O

Salmonella sayilmasi: Rutin gida kontrollerinde, salmonella 25 g /ml
gidada sadece aranirken 6zel amach ¢aligmalarda bu sayim EMS yontemi
ile yapilabilir. Tamponlanmis peptonlu besiyerinde inkiibasyon sonunda
3-3-3-2-0 seklinde bakteri gelismesi olur. Bunlarin tiimiinden 2 farkl
selektif zenginlestirme besiyerine ekim yapilmis, inkiibasyondan sonra bu
2 selektif besiyerinden 2’ser adet olmak tizere toplam 11 X 4 = 44 adet
selektif kati besiyerine ekim yapilmustir. iki selektif zenginlestirme
besiyerinden ekim yapilan 4 agarl besiyerinin her birinden en az 5'er
tipik koloni izole edilir ve bunlara ayri ayr1 biyokimyasal ve serolojik
testler uygulanir. 4 petriden elde edilen 20 koloniden bir adedi dahi
pozitif sonug verirse sonugta o izolatin geldisi tamponlanmig peptonlu su
tiipii pozitif olarak degerlendirilir.

Buradaki ornege gore 2-0-0 serisi i¢in Salmonella sayist 0,92 adet/ml EMS olarak
bulunur. Eger kullanilan selektif zenginlestirme besiyerlerinde bakteriyel gelisme olup
olmadigi rahatlikla anlasiliyorsa gelisme olmayan tiiplerden selektif kat1 besiyerlerine ekim
yapilmasi gereksiz olurdu. Bununla beraber ayni 6nzenginlestirme tiipiinden 2 ayr1 selektif
zenginlestirme besiyerine ekim yapilip bunlardan birinde bakteriyel gelisme olmayip
digerinde gelisme varsa ve bu gelisme olan tiipten selektif kati besiyerlerine yapilan
ekimlerde olusan kolonilerden birisi dahi Salmonella olarak tanimlanir ise yine bu izolatin
geldigi 6n zenginlestirme tiipii pozitif olarak degerlendirilir.

Listeria sayilmasi da burada gosterilen ayni mantik altinda yapilir. Bu yontemde 6n
zenginlestirmeden sonra tam ve yar1 konsantre Fraser Broth tiiplerinden 24 ve 48 saat
inkiibasyondan sonra selektif kat1 besiyerlerine ekim yapilir ve Salmonella 'da oldugu gibi
izole edilen koloniler tanimlanir.
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2.2.2. Anaerob Patojenlerin Aranmasi ve Sayimi

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

Anaerob bakteriler havasiz (oksijensiz) ortamlarda gelisen bakterilerdir. Bu tip
bakterilerin kiiltirel yontemle sayilabilmesi igin gelisme ortaminda yani inkiibasyon
ortaminda hava bulunmamalidir.

Anaeroblarin sayiminda havanin ortamdan uzaklastirilmas: igin ¢esitli sistemler
bulunur. Bu amagla 6zel inkiibatorler ve/veya ekipmanlar gelistirilmistir.

Ortamdan havanin uzaklastirilmasinda vakum ve gaz uygulamasi en ¢ok kullanilan
sistemlerdir. Bu amacgla 6zel yapilmis inkiibatér kullaniliyorsa Petri kutulari inkiibatore
yerlestirildikten sonra inkiibatdrdeki hava, vakum pompasi ile bosaltilir ve inkiibator gaz ile
doldurulur. Bu uygulamalara elverisli bir inkiibatér yoksa 6zel olarak yapilmis anaerobik
kavanozlar kullanilmalidir. Ticari olarak gelistirilmis ¢ok degisik modellerde anaerobik
kavanozlar vardir.

Anaerob ortamin saglanmasinda kuskusuz en uygun sistemler 6zel inkiibator veya
kavanozlarin kullanilmasidir. Her iki sistem de mevcut degilse ancak agzi tam olarak
kapatilabilen biiyiik bir kavanoz bulunuyorsa, basit ancak etkili bir yontem ile de anaerob
ortam saglanabilir. Bu yontemde Petri kutular1 ve tiipler kavanoza yerlestirildikten sonra
kavanoz iginde mum yakilir ve kavanozun kapagi kapatilir. Mum, kavanozdaki oksijeni
tilketerek yanar, oksijen bittiginde ise soner. Bu yontem kavanozdaki oksijeni tam olarak
tilketmese de en basit ve en ucuz yontemdir. Mum yerine 6zel kavanozlara yerlestirilmis
elektrikli sistemler de vardir.

Anaerob ortamlarin saglanmasinda kullanilan gazlarin %10 oraninda hidrojen icermesi
onerilmektedir. Bu amagla en yaygin kullanilan karigimlar; %5 CO, + azot i¢inde %10 H,
veya sadece azot i¢inde %10 H,'dir. Anaerob bakteri gelisimi i¢in CO, kullanilmas: gerekli
ise CO; 'in %5'lik limiti gegmemesine 6zen gostermek gerekir, ¢iinkii besiyeri pH 'sinin
diismesine neden olabilir. Anaerob ortam saglanmasinda kullanilan gazlarin hazirlanmasi
icin 6zel cihazlar vardir. Benzer sekilde bu gazlar ticari olarak da bulunur.

Mutlak anaerob olmayan fakiiltatif anaeroblar ile mikroaerofil mikroorganizmalarin
gelistirilmesi ve dolayisi ile sayilmalari i¢in daha basit teknikler de vardir. Bu teknikler
asagida kisaca agiklanmustir.

Dokme veya yayma yontemi ile Petri kutularina ekim yapildiktan sonra, besiyeri
yiizeyi 2 mm kalinlikta %0,1 steril agar ¢ozeltisi ile (su i¢inde) Ortiiliir. Petri kutular1 yayma
yontemi ile hazirlanmigsa besiyerinin seyreltilmis materyali emmesi igin yeterince
beklenmelidir.
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Mikroorganizma, sayimdan ziyade gelistirilmek amaci ile (ya da test edilecek
materyalde var -yok seklinde araniyorsa) tiiplerde sivi besiyerinde iiretiliyorsa, vidali kapakli
tiipler agzina kadar doldurulup kapaklar1 kapatilir. Bu teknik ozellikle gaz yapmayan
fotosentetik bakteriler i¢in onerilir.

Bakteriler tiip i¢inde kati veya sivi besiyerinde iretiliyorsa, inokiilasyondan sonra
besiyeri iizeri steril %0,1 agar ¢ozeltisi veya steril vaspar (%50 vazelin + %50 parafin) ile
ortiilebilir.

Mutlak anaeroblar Petri kutusunda gelistirilmek istendiginde ve anaerobik inkiibator
mevcut degilse Petri kutular1 vakuma dayanikli kavanoz i¢ine konur. Kavanoz igine ayrica
anaerobiklik oldugunu kontrol etmeye yarayan indikator ¢ozelti igeren bir beher de konulur.
2-3 sefer vakum yapilip azot ilave edilerek kavanoz i¢indeki oksijen ortamdan uzaklastirilir.
Ortamda oksijenin kalmasi ve/veya sizint1 sonucu oksijen girmesi halinde, aktif haldeki
indikatoriin sar1 rengi oksidasyon sonucu maviye doéner. Bu takdirde, kavanozun
sizdirmazlig1 kontrol edilip, kavanoz hi¢ agilmadan 151k ile indikator aktive edilir. Boylece,
kavanoz i¢inde az miktarda oksijen varsa bu, aktiflestirilmis indikator ile absorbe edilebilir.

»  Clostridium Perfringens arama yontemi

Clostridium perfringens gram pozitif, spor olusturan, anaerobik, hareketsiz ve ¢ubuk
seklinde bir bakteridir. Yiiksek sicakliklarda aerobik kosullarda da hizli gelisme gosterir
Toprak kokenli olup ¢evreden, ¢ig et, insan ve hayvan bagirsaklarindan izole edilir.

Gida 6rnegi 1:10 oraninda (25 gram/225 ml) seyreltilerek homojenize edilir ve ayni
sekilde (107, 107...) oranlarinda ileri seyreltimler yapilir.

Her seyreltimden egg yolk emiilsiyon igeren TSC agar lizerine siirme yéntemi ile 0,1
ml ekim yapilir. Yayilan seyreltim absorbe olduktan sonra yiizey tabakasi olusturmak tizere
egg yolk emiilsiyon igermeyen TSC agardan yaklasik 10 ml kadar ilave edilir.

Bu isleme alternatif olarak dokme plak yontemi ile de ekim yapilabilir. Hazirlanan
seyreltilerden steril petri kutularma 1.0’er ml inokule edilir, {izerlerine 25 ml 45°C’ye
sogutulmus egg yolk emiilsiyon igermeyen TSC agar dokiilir ve inokulum ile karisimi
saglanir.

Petriler anaerobik kavanozda gas generating (BR38) kit ve katalizér (BR 042)
kullanilarak 35°C°de 18-24 saat inkiibasyona birakilhr.

Clostridium perfringens, egg yolk emiilsiyon iceren TSC agarda etrafinda opak zon

bulunan, 2-4 mm ¢apinda siyah koloniler olustururken, egg yolk emiilsiyon icermeyen TSC
agarda sadece kiiglik siyah renkli koloniler gézlenir/aranir.
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Patojen mikroorganizmalardan Salmonella varligini ya da yoklugunu tespit ediniz.

Islem Basamaklar: Oneriler
< . » Laboratuvar giivenlik kurallarina uyunuz.

Salmonella varhgim tespit etme » Calisma ortamini, kullanilacak ara¢ gereg
ve besiyerlerini hazirlayiniz.

» Analiz arag gereglerini hazirlayiniz. > Gida 6rneginin mikrobiyolojik analiz
kurallaria uygun bir sekilde laboratuvara
getirilip getirilmedigini kontrol ediniz.

» Mikrobiyolojik analizler i¢in numuneyi | » Et, tavuk, yumurta, icme suyu vb.

analize hazirlayiniz. numunelerini teknigine uygun olarak
analize hazirlayiniz.

» Analiz numunesinden 25 g/ml » Burada 6n zenginlestirme yapildigini yani
numuneyi alarak 225 ml peptonlu su mikroorganizma sayisinin artirilmaya
icinde homojen hale getiriniz. calisildigin1 unutmayiniz.

» Gida 6rnegi sivi ise 25 ml giday1
dogrudan bu besiyerine ekleyiniz.
» Karigimu erlen i¢inde yapiniz.
» Karigimin 37°C’de 24 saat
inkiibasyonunu yapiniz.
S —
> Inkiibasyonu etiivde, derece ve siireye
uyarak yapiniz.

> Inkiibe edilmis karisimdan 10 ml alarak
90 ml selenit sistin broth besiyerine
ekleyiniz.

» Selenit sistin broth besiyerinde segici
l’ zenginlestirme yapildigini yani
- Salmonella digindaki bakterilerin
it gelismesini engelleyip sadece Salmonella
" iiremesinin saglandigini unutmayiniz.

» Karisimin 37°C’de 24 saat » Burada esas zenginlestirme yapildigini
inkiibasyonunu yapimiz. yani mikroorganizma sayisinin daha ¢ok

artirllmaya calisildigini unutmayniz.

32




> Oze ile brillant green agara tek koloni
diisiirme yontemiyle ekim yapiniz.

» Selenit sistin broth besiyerlerinde gelisen
kiiltiirden bir 6ze dolusu alarak brillant
green besiyerlerine tek koloni izole etmek
icin ekim yapiniz.

» 37°C’de 24 saat inkiibasyon yapiniz.

> Inkiibasyon derece ve siiresine uyunuz.

» Ureme kontroliinii yapip {ireme varsa
makroskobik olarak inceleyerek tipik
pembe kolonileri belirleyiniz.

» Tipik kolonilerde biyokimyasal testler
yapiniz.

» Kati besiyerinde gelismis olan tipi pembe
kolonilerden Salmonella oldugu tahmin
edilen kolonilerin Triple Sugar Iron
Agara ekimini yapiniz.

» 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakarak
sonucunda siyah renkli koloni gozlenmesi
durumuna gore Salmonella olup
olmadigina karar veriniz.

» Siyahlik baskin bir sekilde goriiniiyorsa
kiiltiirti Salmonella pozitif olarak
degerlendiriniz.

» Stiphe durumunda, biyokimyasal testleri
de (iire testi gibi) yapiniz.
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Asagidaki sorularn dikkatlice okuyunuz ve dogru secenegi isaretleyiniz.

1.  Asagidakilerden hangisi, Salmonella’nin 6zelliklerinden biri degildir?
A) Sitrat1 karbon kaynag olarak kullanir.
B) Indol ve iireaz pozitiftir.
C) H2S olusturur.
D) Optimal pH degeri 6,5-7,5 arasindadir.

2. Asagidaki besiyerlerinden hangisi kullanilarak segici zenginlestirmeyle Salmonella
disindaki bakterilerin gelismesini engelleyerek sadece Salmonella’nin iiremesini
saglanir?

A) Selenit Sistin Broth

B) Tamponlanmis Peptonlu su
C) Billant Green Agar

D) Triple Sugar Iron Agar

3. Salmonella’nin optimal iireme sicakligi ka¢ olmalidir?
A) 25-27 °C
B) 29-31°C
C) 35-37°C
D) 40-44°C

4.  Asagidakilerden hangisi Listeria’nin aranmasinda kullanilan besiyeri degildir?
A) Enrichment Broth (LEB)
B) Oxford
C) LPM agar
D) EMB agar

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi cevap anahtartyla karsilastirmmiz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrarlayiniz.
Cevaplarimizin tiimii dogru ise “Modiil Degerlendirme”’ye geginiz.
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MODUL DEGERLENDIRME

Asagidaki sorulan dikkatlice okuyunuz ve dogru secenegi isaretleyiniz.

10 g gida maddesi tartilip 90 ml fizyolojik su igine konarak homojenize edilmistir. Bu
diliisyon asagidakilerden hangisidir?

A) 10-1

B) 10 -2

C) 10-3

D)10-4

Kat1 besiyeri sicak su banyosunda eritildikten sonra kag santigrat dereceye kadar
sogutulmalidir?

A) 430C

B) 45 oC

C) 470C

D) 48 oC

Asagidakilerden hangisi, yiizeye yayma yonteminde dikkat edilmesi gereken

noktalardan biridir?

A) Drigalski ozesinin sterilize edildigi alkol c¢ozeltisi siirekli yenilenmeli/kontrol
edilmelidir.

B) Her yayma islemi i¢in yeterli sayida drigalski 6zesi bulundurulmalidir.

C) Drigalski 6zesindeki alkolii uzaklastirmak i¢in 6ze bek alevinden gegirilmelidir.

D) Hepsi

Agarli besiyeri peri kutularina yaklasik ka¢ mililitre dokiilmelidir?
A)3-5ml

B) 5-10 ml

C) 10 - 15mi

D) 20 - 25 ml

Asagidakilerden hangisi, EMS yonteminde bakteri sayimi1 yapmak igin kullanilan
besiyerlerinden biri degildir?

A) BGLB (Brillant Green Lactose Broth)

B) EC Broth (E.coli Broth)

C) Tryptic Soy (CASO)

D) EMBA (Eosin Methylene Blue Agar)

Inkiibasyon bitiminde hangi petriler dikkate alinarak sayim yapilmalidir?
A) 5 ile 50 arasinda koloni olusturanlar

B) 10 ile 100 arasinda koloni olugturanlar

C) 25 ile 250 arasinda koloni olusturanlar

D) 30 ile 300 arasinda koloni olugturanlar
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Asagidakilerden hangisi, yiizeye yayma yonteminde petri kutularinin
bekletilmesindeki amacini agiklar?

A) Besiyerinin iyice katilasmasi

B) Besiyerinin inokulumu absorblamasi

C) Homojen dagilim saglanmasi

D) Besiyerinin sogumasi

Asagidaki mikroorganizmalardan hangisi patojen olup indikatdr mikroorganizma
grubundan sayilmaz?

A) Escherichia coli O157:H7 serotipi

B) Escherichia coli tip 1

C) Fekal koliformlar

D) Koliformlar
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