GIDALARDA MIiKROBiIYOLOJIK KALITE KONTROLU
1. GIRIS

Gida kaynakli zehirlenmelere sebep olan patojen mikroorganizmalarin hastaliga neden
olma mekanizmalar1 ve bu mikroorganizmalarin gidalardaki kontrolii tizerine bir¢ok calisma
ve diizenleme yapilmistir. Ancak alinan tiim 6nlemlere ragmen teknolojik olarak gelismis bati
iilkelerinde bile gida kaynakli salginlara rastlanabilmektedir. Insanlarin sagliklarin
koruyabilmeleri igin yeterli ve dengeli beslenmelerinin yani sira tiikettikleri gidalarin insan
sagligini tehdit etmemesi ve giivenli olmasi da gerekmektedir. Endiistrilesme ile beraber hazir
yemek ile beslenmeye karsi egilimin son yillarda artig gosterdigi goriilmektedir. ABD,
Ingiltere ve Hollanda’da elde edilen istatistiksel verilere gore gida kaynakli hastaliklarin
%70’inden fazlas1 yemek veya servis hizmeti veren sektorlerle iliskilendirilmektedir. Gida
zehirlenmesi; kontamine gida ve/veya suyun tiiketilmesi sonucu ortaya ¢ikan hastaliklara
verilen genel bir isimdir. Giiniimiizde gida kaynakli zehirlenmeler bir¢ok tilkenin dnemli bir
saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Gida maddelerinin hijyenik kosullarda iiretilerek,
hijyen zinciri bozulmadan tiikketiminin saglanmasi saglikli beslenmenin saglanabilmesi igin
onemli bir kriterdir.

Gidalarin tiretim asamasindan tiiketiciye ulagincaya kadar yapilan iglemler zincirinde
cesitli kaynaklardan bulagan mikroorganizmalar, uygun kosullar séz konusu ise hizla
cogalarak duyusal kalitenin bozulmasina, ekonomik kayiplara ve gida kaynakli hastaliklarin
ortaya c¢ikmasma neden olabilmektedirler. Bu siiregte hijyen zincirinin en Onemli
basamaklarindan birini personel hijyeni olusturmaktadir. Ayrica, gidalarin iiretim ve islenmesi
asamalarinda kullanilan kesme tahtalari, dilimleyici, karistirict ve 6giitiiciiler, isletmenin suyu,
ortamin havasi ile iiretim kosullarinda bulunmamasi gereken ¢opler, hasereler, kemiriciler ve
ev hayvanlar1 bulagma kaynaklar1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Gida satis noktalarinda satisa
sunulan ve hemen tiiketilebilecek halde bulunan iiriinler, tiikketime hazir yiyecek/gida olarak
adlandirilmaktadirlar. Bu gidalar; ¢ig veya pismis, sicak veya soguk ya da yeniden 1sitma gibi
bir 1s1l islem olmadan tiiketilebilir halde bulunmaktadirlar. Tiiketime hazir gidalar, dogrudan
tiiketildigi i¢in pisirilerek icerisindeki mikroorganizmalarin ¢ogu 6ldiirtilebilen gidalara gore
tiiketici saglig1 agisindan daha risklidirler. Bu gidalar ¢cogunlukla tiiketilinceye kadar sogukta
muhafaza edilerek ¢ogu bakterinin inhibisyonu saglanmaktadir. Yapilan bir¢ok calismada
tiketime hazir gidalardan izole edilen patojen mikroorganizmalar arasinda verositotoksin
tireten Escherichia coli (VTEC), Salmonella spp., Listeria monocytogenes ve Campylobacter

spp. tiirlerinin yer aldiklari bildirilmektedir. Bir¢ok iilkede birinci siradaki gida kaynakli
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hastalik etmenlerinin Salmonella ve Campylobacter tiirleri oldugu belirtilmektedir. Ancak,
iilkeler arasinda insanlarin beslenme aligkanliklarindan ileri gelen farkliliklar oldugu da
vurgulanmaktadir. Tiiketime hazir gidalar araciligi ile meydana gelen gida kaynakli

salginlardaki patojen etkenlerin incelendigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur.

1.1. Mikroorganizmalar Hakkinda Genel Bilgiler

Mikroorganizmalar, ¢iplak gozle goriilemeyecek kadar kiicik ve tek hiicreli
canlilardir. Bakteriler, mayalar, kiifler, algler ve protozoa temel mikroorganizmalardir.
Sapkali mantarlar, yosunlar, likenler de aslinda mikroorganizmalardir, ancak bunlarda
farklilagmis hiicreler ve/veya birlesmis hiicreler oldugu i¢in normal bitkilere benzer
goriinimdedirler. Bakteri ve mayalarda bu sekilde birlesmis veya farklilagmis hiicreler yoktur.

Tek bir hiicreden milyonlarcasi ¢cogalarak koloni denilen ve ¢iplak gozle goriilebilen
yapilar olusur. Ekmegin, yogurdun {izerindeki kiifler, recelin iizerindeki mayalar, sirkenin
iizerinde toplanan sirke anasi, viicutta ¢ikan iltihapli sivilceler ve g¢ibanlar aslinda koloni
denilen yapilardir.

Diinyada 500.000 - 6.000.000 arasinda farkli tiirde mikroorganizma oldugu
sanilmaktadir. Bugiine kadar bunlarin %35 'inden daha az1 oldugu kabul edilen 3500 bakteri,
90.000 fungi (maya, kif, sapkali mantar), 100.000 protist (alg ve protozoa)

tanimlanabilmistir.

1.2. Mikroorganizmalarin Yarar ve Zararlari

Mikroorganizmalarin pek ¢ok yarari vardir.

- Cesitli gidalar mikroorganizmalar ile elde edilir (yogurt, kefir, kimiz gibi siit
iirlinleri, tiim alkollii icecekler, sirke, boza, uzak dogu kokenli soy sos gibi ¢esitli iiriinler,
ekmegin mayalanmasi, tek hiicre proteini).

- Cesitli endiistriyel Uriinler mikroorganizmalar ile elde edilir (alkol, aseton, butanol
VS).

- Biyolojik atik su aritiminda mikroorganizmalar kullanilir, buradan ¢ikan c¢amur
degerli bir organik kiitledir.

- Biyogaz reaktorlerinde mikroorganizmalardan yararlanilir.

- Maden yataklar1 mikroorganizmalar ile 1slah edilir.

- Biyolojik giibre, biyoinsektisid liretiminde mikroorganizmalar kullanilir.

- Dogadaki C, N, P, S gibi ¢evrimlerde mikroorganizmalar dnemlidir.

- Genetik pek ¢ok ¢alismada mikroorganizmalardan yararlanilir.
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Buna karsin mikroorganizmalar insanlari, bitkileri ve hayvanlart hastalandirirlar ve
oldiirtirler, gidalar1 bozarak ekonomik kayiplara neden olurlar.

Mikroorganizmalar1 yararli ve zararli olarak smiflandirmak miimkiin degildir.
Insanlarin denetim altinda olmak iizere yararli olan bir mikroorganizma baska bir yerde
zararli olabilir. Ornegin sirke yapiminda kullanilan bakteri sarap fabrikasma bulasirsa
isletmenin tiim sarabi sirke haline gelir ve biiyiik ekonomik kayip yapar. Genetik ¢aligmalarda
kullanilan mikroorganizmalardan bazilar1 hastalik yapma (patojen) o6zelligi tasirlar. Kiiflii
peynir yapiminda kullanilan kiifler beyaz peynire bulasirsa hi¢ bir saglik sorunu olmaz ancak
beyaz peynir kiiflenmis goriiniimde olacagi i¢in tiiketici tarafindan alinmaz, ayrica yasal

olarak bu peynirin satilmasi da miimkiin degildir.

1.3. Mikroorganizmalarin Cogalmasi

Mikroorganizmalar bitkiler ve hayvanlara gore ¢ok hizli sekilde ve 2'ye boliinerek
cogalir. Genel olarak kiifler bakteri ve mayalara gore daha gec ¢ogalirlar. Bakteriler arasinda
8 dakikada bir sayisim1 2'ye katlayanlar vardir. Buna gore 1 bakteri 8 dakika sonra 2; 16.
dakikada 4 ; 24. dakikada 8 ; 36. dakikada 16... olmak iizere 4 saat sonra sayisin1 bir milyarin
izerine ¢ikarir. Her bakteri bu kadar hizli gelismez, ancak gidalar ilgilendirenlerin ¢cogu i¢in
1 adetten 1 milyona ¢ikma siiresi 7-8 saat kadardir. Kuskusuz baslangi¢ sayisi ne kadar fazla
ise belirli bir sayiya oérnegin 1 milyona ulagsma siiresi o denli kisalir. Bakterinin ideal sicaklik,
su, asitlik, oksijen durumunda ve yeterli besin maddesi varliginda 2'ye boliinme siiresinin 24
dakika oldugunu varsayalim. Buna gore 1 bakteri 8 saat sonra I milyona (1.048.576)
ulasacaktir. Ayn1 bakteri baslangicta 1 adet degil de 16 adet varsa ayni sayiya ulagmasi i¢in
gereken stire bu kez alt1 buguk saate diisecektir.

Burada deginilen besin maddeleri, sicaklik, su, ortam asitligi ve oksijen gibi gelismeyi
dogrudan etkileyen tiim faktorlerin optimum degerlerde olmasi halinde gegerlidir. Bu
faktorlerin bir ya da daha fazlasinin optimumdan sapmasi ile gelisme hizinda azalma olur.

Yukarida verilen 6rnekte bakterinin 2 'ye boliinme siiresi ideal kosullarda 24 dakika
olarak verilmis idi. Ornegin bakterinin bulundugu ortami biraz sogutarak 2 'ye béliinme siiresi
30 dakikaya ¢ikartilirsa 1 adet bakterinin 1 milyona erigmesi i¢in gereken siire bu kez 10 saate
cikar. Sicaklik biraz daha disiiriiliip 2 'ye boliinme siiresi 60 dakikaya cikartilirsa bu kez 1
bakterinin 1 milyona erismesi i¢in 20 saat slireye gerek vardir. Buzdolab: sicakligi ne kadar

diiser ise gidalarin bozulma siiresinin o denli uzamasinin nedeni budur.



Gidalarin korunmasinda yukarida deginilen sicaklik, su, ortam asitligi ve oksijenden
ya da diger gazlardan siklikla yararlamlir. Ornegin vakum ambalajda ve sogukta saklanan
gidalarin bozulmasi daha uzun siire alir. Bilindigi gibi gidalarin bozulmasi mikroorganizma
sayisinin artmasi ve belirli bir degere ulasmasi ile olur. S6z konusu sayiya ulagmasi igin
mikroorganizmalarin gelismesi ne kadar engellenirse bozulma siiresi o denli uzatilabilir.

Cesitli kimyasal maddeler kullanilarak da gidalarda bulunan mikroorganizmalarin
gelismesi yavaglatilabilir ya da durdurulabilir. Bu konuda asit, tuz, seker gibi maddelerin
disinda pek cok kimyasal madde koruyucu olarak kullanilabilir. Bunlar arasinda en yaygin
olanlar sorbat, benzoat, nitrat ve nitrittir.

Bir gidanin iretiminde mikroorganizmanin gelismesi i¢in en uygun kosullar
saglanirken, tersine olarak  mikroorganizma faaliyeti istenmiyorsa sirast ile
mikroorganizmanin 6ldiiriilmesi hedef alinir, bu basarilamiyor ise gelismenin durdurulmasi,
bu da gerceklestirilemiyor ise gelismenin durdurulmasi amaglanir. Bu se¢imlerde gidanin
cesidi baglayici rol oynar. Asagida gesitli 6rnekler verilmistir.

- Siit amaca uygun olarak sterilize veya pastorize edilir. Pastorize siitte basta
tiiberkiiloz olmak {izere hastalik yapan bakterilerin tamami ile bozulma yapan bakterilerin
bliylik ¢ogunlugu oldiiriiliir. Ancak kalan bakteriler zamanla g¢ogalarak siitii bozarlar.
Yukarida agiklandigi sekilde siitiin buzdolabinda saklanmasinin nedeni bakterilerin ikiye
boliinme siiresini uzatarak bozulmasini geciktirmektir. Bu durumda bu gibi gidalar i¢in
depolama sicakligi ne kadar diisiikk ise bozulma i¢in gegen siire o denli uzun olur. Ama
pastorize igme siitli gibi gidalar bu amagla dondurulmazlar. Steril (UHT; uzun 6miirlii) siitte
ise tim mikroorganizmalar 6zel bir 1s1 uygulamasi ile oldiiriiliirler. Dolayist ile bu siitiin
mikroorganizmalar ile bozulmasi beklenmez ve bu siitler marketlerde oda sicakliginda
depolanir. Bununla beraber, kutu acildiktan sonra sterillik bozulacagi i¢in bu asamadan sonra
artik pastorize edilmis siit gibi kabul edilip, mutlaka buzdolabinda korunmali ve kisa siirede
tilkketilmelidir. Bir diger deyis ile pastorize siitte zaten pastorizasyona direngli bazi bakteriler
canl kalirlar, agilmis steril siite ise digaridan bakteriler bulasir ve bu ikisi ayn1 duruma gelir.

- Sebzeler dondurulabilir, kurutulabilir, sterilize (konserve) edilebilir. Konserve
sebzeler steril siit gibi diisliniilmelidir. Ambalaji agilincaya kadar oda sicakliginda, sonra
buzdolabinda korunmalidirlar.

- Iegme suyu filitreden gecirilebilir ve/veya ultraviyole 1511 ile ve/veya ozon ile
sterilize edilebilir, ya da dogrudan kaynak suyu olarak pazarlanabilir.

- Yogurt ve peynire hi¢ bir uygulama yapilamaz. Sadece hammadde olan siit pastorize

edilir. Islem sirasinda gelisen asitlik ve ozellikle bakterilerin salgiladiklari bir takim
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antibiyotik benzeri maddeler bu iirtinleri belirli bir sekilde korur. Burada amag¢ 6rnegin kasar
peynirine kiif bulagmasinin elden geldigi kadar 6nlenmesidir.

- Baharata 1sinlama disinda hi¢ bir sey yapilamaz, isinlama iilkemizde serbest
brrakilmistir.

- Asitli veya gazli tiim gidalarin (meyve sulari, gazli mesrubatlar, bira) pastorize
edilmesi yeterlidir. Bunlar asitli olduklar1 i¢in burada sadece aside direngli mikroorganizmalar

bulunur. Bunlar da 80-90 °C 'da 1-2 dakikada rahatlikla dldiiriilebilirler.

1.4. Mikrobiyolojik Kontroliin Onemi

Kimi gidalar tiim mikroorganizmalardan arindirilmis bir sekilde tiretilip pazarlanirlar.
Mikroplardan arindirma genellikle 100 °C iizerindeki sicakliklarda 1sitma ile saglanir. Uzun
omiirlii siit, sebze konserveleri ve salga, et ve balik konserveleri gibi orijinal ambalajinda oda
sicakliginda depolanan {iriinler bu tip gidalara o6rnektir. Bu tip gidalarda canli tek bir
mikroorganizma dahi kalirsa ¢ogalarak iirlinii bozar giday1 tehlikeli hale getirir.

Yine oda sicakliginda depolanan gidalardan meyve sulari, regeller, marmelatlar,
meyve konserveleri, kolali igecekler ve diger mesrubat ile bira 100 °C altinda 1s1l islem ile
korunur. Bu firiinlerde asitlik yiiksek oldugu i¢in 1s1l islem ile sadece iiriinii bozabilecek ve
insanlarda hastalik yapacak mikroorganizmalarin imhasi hedef alinir. Bu iirlinler tiimiiyle
steril degildir. I¢lerinde az sayida mikroorganizma bulunabilir. Ancak bu mikroorganizmalar
geliserek {irlinli bozamaz. Bir diger deyis ile canli kalmak ile cogalmak farkli kavramlardir.

Baz1 gidalarda ise belirli sayilarda mikroorganizma bulunur. Ekmek, biskiivi, pastorize
icme sltili, tereyagi, peynirler, pastalar, dondurulmus meyve ve sebzeler, kuruyemisler,
baharat, meyve ve sebze kurulari ile evde ya da lokantada yapilan tiim yiyeceklerde
mikroorganizmalar bulunur. Bunlardan baharat, kuru yemisler, biskiiviler, ¢ikolata ile meyve
ve sebze kurular1 oda sicakliginda, pastdrize igme siitii, pastalar, peynirler gibi daha nemli
gidalar normal buzdolabi sicakliginda, donmus gidalar ise derin dondurucuda saklanir.
Bunlardan donmus gidalar derin dondurucuda, kurutulmus gidalar oda sicakliginda uzun
stireli korunabilirlerken, normal buzdolabi sicakliginda korunan tiim gidalar kurutulmus ve
dondurulmus olanlara gore daha ¢abuk bozulurlar.

Bazi gidalar ise mikroorganizmalar ile yapilir. Yogurt bunlara en tipik drnektir. Cay
kasiginin ucu kadar (1 gram) yogurtta 100.000.000 kadar canli bakteri vardir. Orta boy (100
g) bir kase yogurt tiiketildiginde viicuda 10 milyar canli bakteri girer. Boza ve kefir bu gibi

gidalara diger orneklerdir.



Gidalarda bulunan mikroorganizmalarin bir kismi (yogurtta oldugu gibi) saghk
acisindan yararli olmakla birlikte bazilar1 insanlari hastalandirirlar ve hatta odldiiriirler.
Asagida temel bilgi olmak tizere koli basili, yliksek risk tasiyan gidalar, hastalik riski ve orani

ile giivenli gida {iretimi i¢in altin kurallar verilmistir.

1.5. En Yiiksek Risk Tasiyan Gidalar

Tiirkiye 'de gidalara bagli hastalanma ve oliimler i¢in en yliksek neden dogadan
toplanip yenilen sapkali mantarlardir. Normal kiiltiir mantarlar1 ise asla zararli degildir.
Sapkali mantar zehirlenmeleri disinda eksimik peyniri, mutfaklik tereyagi, Ozel olarak
kiiflendirilmis olanlarin disinda dogal olarak kiiflenmis peynirler, ¢ig kremadan yapilan pasta,
doner vb. gidalarin yanina verilen garnitiir salata gida mikrobiyolojisi acgisindan en tehlikeli
gidalardir. Bunlara ilaveten ev tipi sebze konserveleri de tehlikeli olabilmektedir.

- Eksimik peyniri: Peynir yapildiktan sonra arta kalan peyniralti suyu kaynatilarak lor
peyniri yapilir. Bu ¢ergevede lor peyniri saglikli bir peynirdir. Pastorize edilmis siite zararsiz
organik asitler ilave edilerek asitlik artirilir, bu siit 1sitildigina ¢oker. Bu sekilde elde edilen
cokelek peyniri de saglikli bir {irlindiir. Buna karsin siit fabrikasina geldiginde bakterilerin
cogalmasi sonunda asitligi ylikselmis siitler pastorize edildiginde ¢oker. Siit fabrikasinin hig¢
bir isine yaramayacak bu bozulmus siitlerden hafifce isitilarak eksimik peyniri yapilir. Bu
peynirde her tiirlii mikroorganizma bulunur. Bir diger deyis ile ¢okelek peynirinde siitlin
asitligi kontrollii olarak yiikseltilir, eksimikte ise siit asitligi bakterilerin kontrolsiiz gelismesi
sonunda artmustir, asitligi yiiksek olan siit 1sitildiginda ¢oker. Ag¢ik semt pazarlarinda lor
peyniri adiyla satilan peynirlerin biiytik bir cogunlugu eksimik denilen peynirdir. Bu peynir
genellikle boreklerde kullanilir. Borek yapilirken pisirme sicakligi ise bu peynirde bulunan
istenmeyen ve hastalik yapict mikroorganizmalar1 dldiirmeye yetmez. Fiyati diisiik oldugu
icin tercih edilir. Ancak her hangi bir pastdrize siitlin 1 litresine yarim ¢ay bardagi limon suyu
ilave edilerek kaynatilir ise siit kesilir, basit bir tel siizgecten siiziilerek (istenirse kestirmeden
once tuz ilave edilerek) ¢ok daha ucuz ve c¢ok daha saglikli ¢okelek peyniri evde de
yapilabilir.

- Mutfaklik tereyagi: Pastorize (kahvaltilik) tereyagi pastdrize edilmis siitten veya
pastorize edilmis kremadan yapilir. Oysa mutfaklik tereyagi tiimiiyle ¢ig siitten ve pastorize
edilmemis kremadan yapilir. Ucuzdur. Mutfaklik tereyagi iireten firmalar "zaten bu
mutfakliktir, dogrudan ekmege siiriiliip yenmez, yemeklere ilave edilir. Piserken de
mikroplar oliir" seklinde bir savunma i¢indedirler. Oysa; ucuz oldugu icin pek ¢ok kisi bunu

kahvaltilik tereyagi gibi de kullanir, pilavin lizerine sadece eritilip ilave edilir. Cig kremadan
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yapilan yas pastalar da ayni sekilde tehlikelidir, pastacilarda "krema pisirilir ise ondan iyi
pasta olmaz" seklinde bir goriis vardir. Son zamanlarda modern pastaneler krema yerine santi
denilen endiistriyel bir iirlin kullanarak bu sorunu ortadan kaldirmislardir.

- Kiiflii Peynir: Rokfor, kamambert gibi baz1 6zel olarak kiiflendirilmis peynirlerin
disinda dogal olarak kiiflenmis peynirlerde risk ¢ok yiiksektir. Ozellikle olgun kasarlarda kiif
yaygindir. Hatta halk arasinda kiiflii peynirin makbul oldugu goriisii vardir. Kanser riski
vardir. Kiifli kismin kesilip atilmasi yeterli degildir. Kiifler toksin olusturur, bu zehir peynirin
i¢ kismina kadar isler. Sadece kiiflii kismin atilmasi yeterli olmaz. Daha biiyiik tehlike kiiflii
findik ve fistikta vardir.

- Garnitiir Salata: Ayakiistii yemek yenilen yerlerde (fast food) ve ¢esitli kebapgilarda
doner, adana vb. yemeklerin yaninda verilen garnitiir salata en tehlikeli gidalar arasindadir.
Bu tip yerlerde ¢ogunlukla salatalar iyi yikanmamaktadir. Salatalar ise lagim suyu ile sulanma
tehlikesine aciktir. Bu tip yerlerde yemek ve yaninda salata yenilmesi gerekli ise yaninda
ayran veya su degil asitli mesrubat tercih edilmelidir. Clinkii bu tip gidalarda bulunan hastalik
yapict bakterilerin biliylik ¢cogunlugu asit ortamlara diren¢li degildir. Etli gidalar midenin
asidini distirtir, hastalik yapici bakteriler midenin diisiik asitli ortamindan gegerek bagirsaga
ulasip burada c¢ogalir ve hastalik yaparlar. Kuskusuz iilser gibi mide rahatsizliklarindan
sikayetci olanlar asitli mesrubat icemeyeceklerine gore bu gibi iyi yikandigindan emin
olmadiklar1 salatalar1 yemekten kaginmalidirlar.

- Ev Konserveciligi Uriinleri: Ev konserveciligi iiriinlerinden sebze konserveleri yeterli
1s1l islem gormezlerse diinyanin en tehlikeli biyolojik zehri olan botulin olusabilir. Ev
konserveciligi ile yapilmis sebze konserveleri tiiketilmemeli, veya mutlaka kaynatildiktan
sonra tiiketilmeli, ancak asla bezelyede oldugu gibi pisirilmeden, Ornegin rus salatasina
katilmamalidir. Evde yapilmis meyve konserveleri tehlikeli degildir. Endistriyel olarak

iretilmis sebze konservelerinde bdyle bir tehlike yoktur.

1.6. Hastalik Riski ve Oram

Yukarida bahsedilen konulara gore her giin on binlerce kisinin hastalanmasi ve
onlarcasimin dlmesi beklenirken gerek hastalik, gerek 6liim o denli yiiksek goriilmemektedir.
Ancak durum goriildiigiinden ¢ok farklidir. Ortalama olarak Tiirkiye 'de insanlarin yilda 3 kez
gida kaynakli mikrobiyolojik zehirlenmeye maruz kaldiklar1 ve zehirlenmelerin sonunda ¢ok
basit ishal veya 1 hafta ise gelemeyecek kadar agir ishal, kusma ve ates ile karsilastiklar
kabul edilmektedir. Tirkiye'nin niifusu 80 milyon kabul edilirse basit bir hesap ile her giin

yarim milyon insan ¢esitli diizeylerde hastalanmaktadir.
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1.7. Giivenli Gida Uretimi i¢cin Altin Kurallar

Birlesmis Milletler Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organisation; UN-WHO)
tarafindan yayimlanan "Giivenli Gida Uretimi I¢in Altin Kurallar" adli bildirgenin terciimesi
asagida verilmistir. Bu kurallarin ¢ok ilkel toplumlar i¢in hazirlanmis oldugu ilk bakista
anlasilmaktadir. Bununla beraber terciimenin yapildigi kaynakta konu ile ilgili olarak
Ingiltere, Peru, Japonya, Singapur, Brezilya, ispanya, ABD, Tayland 'dan &rnekler verilmesi

nedeni ile bu metin ek olarak asagida verilmistir.

-Giivenlik i¢in islem gérmiis gidalari segin.

Her ne kadar ¢esitli meyve ve sebzelerde oldugu gibi ¢ogu gidalar taze halde iken en
iyi dogal konumda olmalarina ragmen bazilar1 islem gérmemis bazilar1 glivenli degildir.
Ornegin ¢ig siite gére her zaman pastdrize edilmis siit alinmalidir. Alis veriste akilda
tutulmasi gereken husus gidanin islenmis olmasi gidanin giivenligini ve depolama Omriinii

uzattigidir. Salatalar gibi ¢ig yenilen gidalar yeterli bir yikama gerektirir.

-Giday1 dogru pisirin.

Tavuk, et, ¢ig siit gibi baz1 gidalar siklikla hastalik yapici bakterilerle bulagsmistir.
Dogru pisirme bu patojenleri Oldiiriir. Ancak gidanin her bolgesinde sicakligin 70 °C ‘a
ulagmasi gerektigi unutulmamalidir. Pisirilmis tavuklarda kemige yakin yerler halen ¢ig ise bu
tilkketilmemeli ve tekrar pisirilmelidir. Donmus et, tavuk, balik, iirlinleri pisirilmeden 6nce

¢Oziilmelidir.

-Pisirilmis gidalar hizla tiiketilmelidir.
Pisirilmis gidalar oda sicakligina sogutuldugunda canli kalmis olanlar veya disaridan
bulasanlar hizla cogalmaya baslarlar. Bekleme siiresi uzadikga risk artar. Tam giivenlik i¢in

pismis gidalar yenilme sicakligina indiginde derhal tiikketilmelidir.

-Pismis gidalar dikkatli saklanmalidir.

Eger gida daha sonra tiiketilmek {izere pisirilmis ise sicak ortamda (60 °C iizerinde
veya civarinda) ya da soguk ortamda (10 °C altinda veya civarinda) korunmalidir. Bu
sicakliklar gidanin 4-5 saat siireli depolanmasi icin gegerlidir. Bebekler icin pisirilen gidalar
kesinlikle depolanmamalidir. Gida kaynakli pek ¢ok hastaliga neden olan genel bir hata biiyiik

kapta pisirilen sicak yemegin buzdolabimna konulmasidir. Asir1 doldurulmus buzdolabinda
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pisirilmis gidalar yeterli siirede gerektigi gibi sogutulamaz. Gidanin merkezi 10 °C iizerinde

uzun siire kalirsa mikroplar hizla ¢ogalir ve hastalik yapacaklar1 diizeye erisirler.

-Pismis gidalarin tekrar 1sitilmasi dogru yapilmalidir.

Depolama siiresinde gelismis olan mikroplara karsi en giivenilir koruma pismis
gidalart tekrar 1sitmaktir. Buzdolabinda bekleyen pismis gidalardaki mikroplarin dlmedigi,
sadece ¢ogalmalarinin yavagladigi unutulmamalidir. Gidanin her boliimiiniin sicakligi en az

70 °C olacak sekilde tekrar 1sitilmasi1 bu bakimdan énemlidir.

-Pigmis gidalarin ¢ig gidalarla temas1 dnlenmelidir.

Giivenli olarak pisirilmis bir gida, ¢ig gida ile hafif bir temas ile dahi bulagik hale
gelir. Bu capraz bulasma 6rnegin ¢ig tavuk etinin pismis gidalarla temasinda oldugu gibi
dogrudan olabilir. Ya da ¢ig tavugun pargalandigi tezgah ve bicagin yikanmadan pismis
tavugun parcalanmasinda kullanilmasi gibi dolayli bulasma olur. Bu gibi durumlarda gida
tekrar pisirilmeyecegine gore temiz gida mikroplarin bulagsmasi ve ¢cogalarak hastalik yapmasi

i¢in potansiyel tiim riskleri tasir hale gelir.

-Eller siklikla yikanmalidir.

Gidanin hazirlanmasina baslanilmadan 6nce ve her ara veriste (0zellikle bebegin alt1
temizlendiginde, tuvalete gidildiginde) eller iyice yikanmalidir. Cig balik, et, tavuk
temizlendiginde diger gidalarla ugrasmadan once eller iyice yikanmalidir. Ellerdeki yaralar da
pismis giday1 bulastirir. Kopekler, kuslar ve 6zellikle kaplumbagalar gibi ev hayvanlarinin

tehlikeli patojenleri tasidiklar1 ve bunlarin el ile gidalara gececegi de unutulmamalidir.

- Mutfak yiizeyi titizlikle temizlenmelidir.

Gidalarin kolaylikla bulastiglr goz onilinde tutularak gida hazirlamakta kullanilan tim
yilizeyler titizlik ile temizlenmelidir. Gidanin her parcasinin, kirintisinin veya noktasinin
mikrop yuvasi olabilecegi unutulmamalidir. Bulagik materyal ile kirlenmis elbiselerin her giin
degistirilmesi ve tekrar kullanilmadan Once kaynatilmasi gerekir. Dodsemenin

temizlenmesinde kullanilan bezler ayr1 bir yerde tutulmali ve siklikla yitkanmalidir.



-Gidalarin bocekler, kemirgenler ve diger hayvanlardan korunmasi gerekir.

Bu hayvanlar siklikla insanlarda hastalik yapan mikroplar1 tagirlar. Bu nedenle

gidalarin agizlarinin sikica kapali sekilde depolanmasi gerekir.

-Temiz su kullanin.
Gerek icmek icin gerek gida hazirlamada temiz su kullanilmalidir. Eger su kaynagi
konusunda bir siiphe var ise gidaya katilmadan veya igecekler i¢in buz yapmadan dnce su

kaynatilmalidir. Ozellikle bebeklerin igecegi suya ¢ok dikkat edilmelidir.

1.8. Mikrobiyolojik Analizde Temel ilkeler

Gidalarda bulunan istenmeyen mikroorganizmalarin analiz yontemi gidanin gesidine,
mikroorganizmanin ne denli istenmedigine ve gida bulunmasi olas1 sayisina gore degisir.

Gida maddesi sivi ise dogrudan analize alinabilmekle beraber, kat1 gidalarda analiz
oncesi bir homojenizasyon islemi zorunludur. Prensip olarak patojen bakteriler belirli bir
hacim ya da agirlikta var / yok testi ile aranirken, saprofitler sayilir.

Var / yok testlerinde genel yaklasim 25 g ya da ml gidada mikroorganizma varliginin
belirlenmesidir. Salmonella, Listeria monocytogenes, E.coli O157:H7 gibi primer patojenler
bu yontemle aranir. Ulusal ve uluslararasi standartlarin biiyilk cogunlugu bu sekilde
diizenlenmis iken, gida sanayii kendi kalite yaklasimi ile ornegin Salmonella i¢in 100 g
gidada analiz yapabilir ve bdylece standart kaliteden 4 misli yiiksek bir kalite standardi
uygulamis olur. Bununla beraber hicbir kurulus 25 g ya da ml ‘den daha az Ornekte
Salmonella aranmasi yoluna gidemez.

Gidalarin mikrobiyolojik analizinde E. coli genel olarak 1 g ya da ml gidada
bulunmamalidir. Buna karsi igme ve kullanma sularinda genel olarak 100 ml su 6rneginde
koliform grup bakteriler ve dolayisi ile E. coli bulunmasina izin verilmez. Su analizlerinde
fekal kontaminasyon indeksi olarak 100 ml suda enterokok bulunmasin da izin verilmez.

Var / yok testlerinde bir diger yaklasim biyolojik stabilite testidir. Konserve sebzeler,
konserve et ve baliklar, salga, meyve suyu, receller gibi gidalarda UHT siitlerdeki gibi mutlak
sterilizasyon gerekmez. Bu gidalarda normal depolama kosullarinda gelisebilecek
mikroorganizma varligi aranir. UHT siitlerde de ayn1 yontemle sterilite testi yapilir.

Gidalarda sayilan mikroorganizmalar genel olarak gidalarda belirli diizeyde
bulunmasina izin verilen gruplardir. Ornegin agikta satilan gidalar ile pastdrize igme

stitlerinde belirli sayida mikroorganizma bulunmasina izin verilir. Bu tip gidalarda toplam
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bakteri, toplam maya ve kiif, toplam koliformlar vb. mikroorganizmalar standart kiiltiirel
yontemler ile sayilir.

Arama / sayma konusunda Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, ve ozellikle
Clostridium perfringens i¢in tartismalar bulunmaktadir. C. perfringens fekal kontaminasyon
indeksi olarak ele alindiginda E. coli gibi 1 g ya da ml gidada bulunmamasi gerekirken
patojen olarak degerlendirildiginde S. aureus ve B. cereus gibi 1 g ya da ml ‘sinde 100 ‘den
daha az bulunmasi istenmektedir. Buradaki deger standart analizde kullanilan koloni sayimi1
ile iligkili olup, En Muhtemel Say1 (EMS) ya da membran filitrasyon yontemleri ile analizin
duyarhig yiikseltilmektedir.

Gidalarin analizinde siklikla karsilagilan bir sorun koliform analizidir. Hemen tim
ulusal ve uluslararasi standartlarda koliform analizinin EMS yontemi ile yapilmasi gosterilir
iken, gidanin kat1 besiyeri ile analizi ve izole edilen kolonilerin tanimlanarak sagliga aykiri
olup olmadiginin arastirilmasit kayda deger dlgiide tartismalara yol agmistir. Burada koliform
grup bakterilerin izin verilen sayida olup olmamasi énemlidir. Gida kodeksi ile bu tartigmalar
kayda deger dl¢ilide ortadan kalkmaktadir.

Gidalarin mikrobiyolojik analizinde en 6nemli hususlardan birisi de amaca uygun
besiyeri se¢imidir. Dogru secilmeyen, hazirlanmayan, kullanilmayan besiyeri ile yanlis
sonuglar alinacagi kuskusuzdur.

Analizin sonunda dikkat edilecek en 6nemli agama ekimi yapilmis sterilize edildikten
sonra yikanmasidir. Ekimi yapildig1 halde mikroorganizma gelismesi olmayan tiip, erlen ve
petriler de bu kurala dahildir. Sadece rutin gida kontroliinde homojenizat ve seyreltiler
sterilize edilmeden yikanabilir. Ancak burada homojenizat ve seyreltilerin ne kadar siire
bekledigi 6nemlidir.

Gidalarin mikrobiyolojik analizinde izole edilen mikroorganizmanin identifikasyonu
gerekebilir. Bu asamada her laboratuvarin makul biiyiliklikte bir kiiltiir kolleksiyonu
bulunmalidir.

Her laboratuvarda zaman iginde ¢esitli analiz hatalar1 yapilabilir. Hata yapilmamasi
onemli iken daha Onemlisi hatanin belirlenmesi ve tekrarlanmamasidir. Hata yapildiginda
belirlenebilmesi i¢in aykiri sonucglara dikkat edilmesi, sahit ornek ile calisilmasi, cesitli

laboratuvarlar arasi ¢apraz kontrol yapilmasi gerekmektedir.
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1.9. Yararh Mikroorganizmalar

Gida mikrobiyolojisinde yararli bakteriler temel olarak gidalarin {iretilmesinde
kullanilan g¢esitli mikroorganizmalari tanimlamaktadir.

Bilindigi gibi basta yogurt, kefir, kimiz olmak iizere cesitli siit iiriinleri, boza
iiretiminde dogrudan mikroorganizmalardan yararlanilmaktadir. Ekmegin mayalanmasi, bira
ve sarap yapimi yine mikroorganizmalar aracilig1 ile olmaktadir. Bunlara ek olarak peynir ve
tereyagl ile sucuk, tursu, zeytin vb. gidalarin yapiminda mikroorganizmalarin dogrudan yarar1
bulunmaktadir.

Cok genel bir tanimlama ile gida iiretiminde kullanilan mikroorganizmalara “starter
kiiltiir” ad1 verilir. Yine basit bir tanimlama ile starter kiiltiir (ya da sadece starter veya kiiltiir)
“kontrollii kosullarda standart kalitede tirlin elde etmek i¢in gida sanayiinde kullanilan
mikroorganizmalardir”. Bu tarif altinda yine basit olarak “yogurt mayasi, ekmek mayasi,
sarap mayas1” starter kiiltlirdiir. Starter kiiltiir, belirli bir amaca yonelik olarak kullanilir. Baz1
gidalarda islevi asit gelistirmek iken, bazi gidalarda aroma gelistirme esastir. Probiyotik
iiriinlerde oldugu gibi baz1 gidalarda temel islev dogrudan sagliktir.

Starter kiiltiir tek ya da birden fazla mikroorganizma olabilir. Amaca gore hangi
mikroorganizma ya da mikroorganizmalarmn starter olarak kullanilacagi degisir. Ornegin
sarap, asidofiluslu siit gibi iiriinlerde tek bir mikroorganizma kullanilirken, yogurt, kefir gibi
iirinlerde iki ya da daha fazla sayida mikroorganizma vardir. Bununla beraber, sarap
yapiminda ayni mayanin (Saccharomyces cerevisiae) farkli suslari kullanilabilecegi gibi
amaca gore baska maya tiirleri de kullanilabilir.

Farkli mikroorganizmalar farkli substratlarda gelistiklerinde dogal olarak farkl
metabolik tliriinler ortaya ¢ikarirlar. Buna gore Ornegin sarap mayasi yogurt yapilacak siite
bulasirsa yogurtta istenmeyen tat ve kokular meydana gelir. Kiifli peynir yapiminda
kullanilan kiifler, beyaz peynire bulasirsa beyaz peynirin tat ve kokusu kiiflii peynir gibi olur
ancak gida kontrolii agisindan bu kez o {irliniin pazarlanma olasilig1 ortadan kalkar. Bu gibi
nedenle her iirline 6zgii starter kiiltiir farklidir. Bununla beraber asagida aciklanacagi gibi
peynir yapiminda dogrudan yogurdun kullanimi da s6z konusudur.

Mikroorganizmalar gida iiretiminde kullanilan pek ¢ok hammaddede dogal olarak
bulunur. Ornegin iiziimde sarap yapiminda kullanilan mayalar vardir. Buna bagl olarak
geleneksel yontemde oldugu gibi iiziim suyu kendi halinde birakilirsa zaten sarap olur. Burada
elde edilen iirliniin duyusal 6zellikleri tiimiiyle iiziim ile gelen mayalarin sayisi, hangi tiir ya
da tiirlerde olduklari, farkli tiirler var ise bunlarin birbirlerine orani, mayalarin aktivitesi,

liziimde dogal olarak bulunan diger tiir mikroorganizmalarin aktivitesi gibi kosullara baglhidir.
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Sonugta duyusal 6zellikleri ¢cok yiiksek bir sarap elde edilebilecegi gibi, tersine olarak zayif
bir sarap da elde edilebilir.

Siit trlinlerinden peynir ve tereyaglt da bu ornege benzemektedir. Cig siitte dogal
olarak bulunan laktik asit bakterileri ¢ig siitten yapilan peynir ve tereyagina ¢ok yliksek
duyusal 6zellikler kazandirabilecekleri gibi tersi de s6z konusudur.

Bugiin sarap halen biiyiikk dlclide geleneksel iiretim yontemi ile iretilirken, peynir
iretiminde ¢ig siitten geleneksel yontemle iiretim giderek azalmaktadir. Bunun en 6nemli
nedeni toplumun saglik ve kalite agisindan bilinglenmesidir. Buna ragmen basta peynir olmak
iizere halen ¢ig siit liriinlerinin tiiketilmesine bagl olarak yiiksek sayida bruselloz ve diger
hastaliklara da siklikla rastlanmaktadir.

Geleneksel yontemle peynir yapiminda basit olarak ¢ig silit mayalama sicakligina
getirilir, rennet ilave edilir, olusan piht1 kesilir, peyniralti suyu siiziiliir, kuru tuzlama ya da
salamurada bekletme yontemi ile tuzlanir. Bu yontemde ¢ig siitte bulunan patojenlerin imhasi
sadece yine ¢ig siitte bulunan laktik asit bakterilerinin olusturduklar1 bakteriyosin ve diger
metabolitlere baglidir ve bu etki ancak belirli bir zaman siireci iginde gerceklesir. Dolayisi ile
¢ig siitten yapilan peynirlerin 90 giin olgunlastirilmasi yasal bir zorunluk olmakla beraber, bu
kurala ekonomik nedenlerle uyulmamasi nedeni ile yukarida deginilen hastaliklar meydana
gelmektedir. Pastorize siite starter kiiltiir ilave edilerek peynir 3 — 4 giin iginde
pazarlanabilecek olgunluga gelmektedir.

Patojenlerin imhasi i¢in en etkili yontem 1s1l islemdir. Pastorizasyon ile bu patojenler
biiyiik Olciide oldiiriiliir. Ancak bu islem sirasinda peynir ve tereyagi liretimine katkida
bulunan laktik asit bakterileri de imha olur. Bu durumda starter kiiltiir, ¢ig siitiin
pastorizasyonu sonunda imha olan yararli bakteriler yerine disaridan ilave edilen
mikroorganizma anlamina gelmektedir.

Peynir yapiminda pastorize edilen siite starter kiiltiir ilave edilmez ise asitlik
gelismeyecegi i¢in elde edilecek peynirde kisa bir siire sonra pastorizasyon sirasinda canli
kalmis sporlu bakteriler geliserek hakim flora haline gegerler ve duyusal agidan peynir
tilketilemeyecek hale geger.

Tereyag1 yapimi ise peynir yapimindan farklidir. Tiimiiyle fiziksel bir islem olan
tereyagi liretiminde dogal olarak ¢ig siitten gelen laktik asit bakterileri ya da pastdrizasyon
sonrasi ilave edilen starter kiiltiir iirline sadece duyusal acidan katkida bulunur. Bu durumda

pastorize siitten elde edilen kremaya starter kiiltiir ilave edilmeden de tereyagi elde edilebilir.
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Cig siitte peynir ve tereyagi icin gerekli bakteriler bulunmakla beraber, yogurt, kefir,
kimiz i¢in gerekli mikroorganizmalar son derece az sayidadir ya da bazilar1 yoktur. Dolayisi
ile bu friinlerin yapimi i¢in disaridan starter kiiltiir ilavesi zorunludur. Cig siite bu
mikroorganizmalar katilir ise yine bu iirlinler elde edilir ancak yine ¢ig siitten gelen flora
zamanla geliserek iirlinii bozar. Dolayis1 ile bu iirlinlerin elde edilmesinde ¢ig siite starter
kiiltiir katilmasi pratik olarak bir anlam tagimaz ve ister ev tipi ister endiistriyel tiretimde siit
pastorize edildikten sonra starter kiiltiir ilave edilir. Benzer sekilde peynir ve tereyagi
iiretiminde de ¢ig siite starter kiiltiir katmanin bir anlami yoktur.

Buna karsin endiistriyel 6lgekli sarap ve sucuk iiretiminde sirasi ile iizim suyu ve et
pastorize edilmez. Starter kiiltiir dogrudan 1sil islem gérmemis hammaddeye ilave edilir.
Sarap tliretiminde dogal floranin etkisi kiikiirtleme ile ortadan kaldirilir, sarap mayasi kiikiirde

direnglidir. Sucuk tiretiminde ise bugiin i¢in baska bir pratik uygulama s6z konusu degildir.

1.10. Saprofitler

Gidalarda dogal olarak bulunan bir diger grup mikroorganizma ise saprofitlerdir.
Bunlar “ciiriik¢iil” olarak da adlandirilirlar. Patojenlerden farkli olarak bunlar gidalarda
gelistiklerinde tat, koku, kivam vb. bozukluklar1 ile varliklarim1 ve gelistiklerini agikca

hissettirirler. Dolayist ile bunlar genel olarak ekonomik kayiplara neden olurlar.

1.11. indikatér Mikroorganizmalar

Indikatdr mikroorganizmalar gida sanayiinde kurallara uygun olarak iiretim yapilip
yapilmadiginin gostergesi olarak degerlendirilir. Hammadde, tiretim teknolojisi, 1yi ve dogru
iretim uygulamast (GMP; Good Manufactoring Practice) konularinda indikator
mikroorganizmalar yeterli bilgi verir. Bir diger deyis ile ve kisaca indikator
mikroorganizmalar kalitenin gostergesidir.

Bu asamada indikatdr mikroorganizmalar ile patojenlerin birbirine karigtirilmamasi
gerekir. Gida kalitesi hakkinda fikir elde etmek i¢in aranan / sayilan bu grup
mikroorganizmalar toplam bakteri, toplam maya ve kiif, toplam koliformlar, fekal koliformlar
gibi mikroorganizma gruplaridir. Toplam bakteri i¢inde ¢ok yogun olarak (&rnegin
Staphylococcus aureus gibi) patojen bakteriler bulunsa bile bunlar analiz yontemi uyarinca
sadece toplam bakteri olarak degerlendirilir. Tersine olarak bir gida maddesinin iiretiminde
kullanildig1 i¢in yararli olarak degerlendirilen bir mikroorganizma (6rnegin, rokfor peyniri

yapiminda kullanilan Penicillium roqueforti) baska bir gidaya (6rnegin kasar peynirine)
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bulagirsa yine indikatér mikroorganizma olarak toplam maya ve kiif analizinde standartlarin
tizerinde kiife rastlanacagi i¢in o iirin bozulmus olarak kabul edilir.

Hangi mikroorganizma gruplarinin indikator olarak ele alinacag ile ilgili olarak farkli
gorlisler bulunmaktadir. Bir yaklagima gore indikator mikroorganizmalarin mutlaka diski
kokenli olmasi gerekirken, bir baska yaklasim her tiirlii mikroorganizmay1 indikator olarak
kabul etmektedir. Bu metinde ikinci goriis benimsenmekte ve indikatér olarak tiim
mikroorganizmalar degerlendirilmektedir. Son zamanlarda mikroorganizmalara ek olarak
mikrobiyel gelismeye bagl ortaya ¢ikan laktik asit, diasetil, alkol gibi iirlinlerin de mikrobiyel
indikator olarak degerlendirilmesi lizerinde durulmaktadir.

Gida sanayiin farkli isletmelerde o isletmeye 06zgli indikatdr mikroorganizmalar
iizerinde durulur. Ornegin tereyag: isletmesinde lipolitik mikroorganizma varligi / sayisi
onemli bir kalite kriteri iken, lipolitik bakterilerin 6rnegin meyve suyu endiistrisinde higbir
onemleri yoktur. Benzer sekilde fekal kontaminasyon indeksi bakteriler pek ¢cok gida maddesi
icin onemli kalite kriteri iken, konserve sebzelerde bu bakterilerin aranmasi gereksizdir.

Gida isletmeleri kendi kalite programlari ¢ergevesinde hammaddeden baslayarak farkl
mikroorganizmalar indikator olarak belirleyebilir. Buna ilave olarak kamu kontrol kuruluslar

tarafindan belirlenen indikatér mikroorganizmalar da bulunur.

1.12. indikatér Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Gida endiistrisinde indikator olarak seg¢ilen mikroorganizmalarin belirli 6zellikler
tagimas1 gerekmektedir.

Oncelikle gidalarda mikrobiyel kalite ile iligskili bu mikroorganizmalarin varlig
kolaylikla ve hizla belirlenebilmeli ve sayilabilmeli, diger mikroorganizmalardan
ayrilabilmeli, gidada bulunan dogal flora tarafindan bu mikroorganizmalarin gelismesi
engellenmemelidir.

Buna bagli olarak toplam bakteri, toplam maya ve kiif, toplam ozmofilik ve
ozmotolerant mayalar, kserofil kiifler, toplam proteolitik bakteriler, toplam koliformlar vb.
gibi farkli mikroorganizmalar yukarida da belirtildigi gibi farkli gidalarin kalitesinin
belirlenmesinde indikator mikroorganizma olarak kullanilmaktadir.

Genel prensip olarak indikatér mikroorganizmalarin patojen olmamasi gerekirse de

Clostridium perfringens istisnadir.
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1.13. Fekal Kontaminasyon Indeksi

Indikatér mikroorganizmalar olarak en onemli grup fekal kontaminasyon indeksi
bakterilerdir. Bunlarin varlig1 gidaya hammaddeden baslayip gidanin tasinmasina kadar bir ya
da daha fazla asamada dogrudan ya da dolayl1 olarak lagim ile digk1 bulastiginin gostergesidir.

Fekal koliformlar, enterokoklar ve Clostridium perfringens tipik fekal kontaminasyon
indeksidirler. Fekal koliformlar yerine yaygin olarak E. coli kullanilir. Bunlardan enterokoklar
sularda fekal kontaminasyon belirlenmesi i¢in digerlerine gore daha iyi bir gosterge olarak
kabul edilir.

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

Yukarida da belirtildigi gibi indikatér mikroorganizmalar patojenler icinden
se¢ilmemekledir. Burada oncelikle primer patojen olmayan bakteri E. coli tip 1 olarak
tanimlanan bakteridir. Bu bakterinin bagirsaklarda vitamin sentezine katilmasi nedeni ile
yararlt bir bakteri oldugu da agiktir. Bununla beraber, E. coli O157:H7 serotipinin bugiin
bilinen en tehlikeli gida kaynakli patojen bakteri oldugu da unutulmamalidir. Benzer sekilde
E. coli ‘nin diger serotipleri ve Klebsiella pneumoniae de insan ve hayvanlarda hastaliklara
neden olabilmektedir.

Ikinci olarak analiz edilen materyalde bagirsak kokenli olan bu bakterilerin
varliklarinin gosterilmesi o materyalde yine bagirsak kokenli olan Salmonella ve Shigella gibi
primer patojenlerin de mutlaka bulunacagi anlamina gelmemekte, sadece bir potansiyel
tehlikenin olduguna isaret edilmektedir. Insan dahil olmak iizere her hangi bir sicak kanl
hayvanin bagirsaginda basta E. coli olmak tizere diger fekal koliformlar da mutlaka vardir,
ancak o bireyde Salmonella ve Shigella gibi yine bagirsak kdkenli patojenler bulunmayabilir.
Nitekim tiimiiyle saglikli insan ve diger sicak hayvanlarin bagirsak sistemlerinde bu gibi
patojenler yoktur. Tersine olarak saglikli goriilen bireylerin bagirsak sistemlerinde Salmonella
ve Shigella gibi primer patojenlerin ve hatta E. coli O157:H7 serotipi bulunabilecegi
unutulmamalidir.

Son olarak, bu bakterilerin analiz edilen materyalde bulunmasi bir hijyen eksikligidir.
Ancak, bu hijyen eksikligini hammaddeden mi yoksa isletme kosullarindan m1 geldigi
bugiinkii teknoloji ile analiz edilememektedir. Ornegin, tarla kosullarinda kuslarm hammadde
iizerine digkilamalar1 pratik olarak ve kolaylikla engellenemez. Bu durumda pek ¢ok baharatta
fekal kontaminasyon dogaldir. Tersine olarak, siit sagiminda meme hijyeni ve sagim kosullari
kontrol altina alinir ise hayvan digkisinin ¢ig siite bulasmasi tiimiiyle 6nlenebilir. Bu durumda

cig siitte fekal koliform bulunmamasi gerekir. Ancak {iilke hayvancilik kosullar1 dikkate
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almirsa bu asama goz ardi edilebilir. Burada dikkat edilmesi gereken husus “iilke hayvancilik
kosullarinin zorlamasidir ve kontrol altina alinabilir” bir 6zellik olmasidir. Ayn1 durum ¢ig et
icin de gecerlidir. Oysa pastorize siitten yapilan peynir gibi bir iiriinde pastorizasyon sonunda
tiim koliform bakteriler 6liir. Dolayisi ile bu iirlinlerde fekal koliformlara rastlanmasi sadece
pastorizasyon sonundaki bulamadan kaynaklanir. Bunun temel sorumlusu ise isletmede

calisanlarin tuvalet sonrasi asgari hijyene dikkat etmemeleridir.

1.14. Patojenler

Gida mikrobiyolojisinde patojen ile kastedilen mikroorganizmalar bir diizine bakteri
tirii ile mikotoksijenik kiiflerden ibarettir. Gidada bulunan ve insanlarda hastalik yapan
mikroorganizmalarin patojen olarak nitelendirilmesi i¢in 2 temel kosul vardir.

Oncelikle mikroorganizma gidada agikga “bozuk” olarak nitelendirilemeyecek kadar
az sayida bulundugunda hastalik yapabilme o6zelliginde olmalidir. Buna goére saprofit
mikroorganizmalar ile patojenler arasinda farklilik vardir.

Ikinci olarak, gida mikrobiyolojisi dogrudan gida isleme teknikleri ile iliskili oldugu
icin gidanin sadece tastyict oldugu insan patojenleri ile ilgilenmez. Buna gore tifo, paratifo,

brusella, sarbon, tiiberkiiloz gibi patojenler gida mikrobiyolojisi konular1 digindadir.

1.15. Mikrobiyel Enfeksiyon ve Intoksikasyonlar

En genel adiyla gida zehirlenmeleri olarak bilinen ve gidalarin tiiketilmelerinden kisa
bir slire sonra mide ve barsak sisteminde farkli siddette izlenen rahatsizliklara mikrobiyel
enfeksiyon ve intosikasyonlarin yani sira pek cok baska faktor etkili olabilir. Asir1 yeme,
alerji, toksik bitki ve hayvan dokulari, kimyasal zehirlenmeler, hayvan parazitleri de
mikrobiyel enfeksiyon ve intoksikasyonun neden oldugu rahatsizliklara benzer belirtiler
verebilir. Halk arasinda genel olarak gida zehirlenmeleri olarak adlandirilan tim bu
rahatsizliklarin belirtileri ¢ogu zaman birbirine ¢ok yakin ve benzer olup birbiriyle
karistirilabilir. Konumuz olan mikrobiyel enfeksiyon ve intoksikasyonlara mikroorganizmalar
ve bunlarin metabolitleri neden olmaktadir. Gidalarin aract oldugu mikrobiyel kokenli
hastaliklar1 iki temel grupta incelemek miimkiindiir.

-Gida kaynakli enfeksiyonlar: Hastalik etmeni olan patojen mikroorganizmalar gidalar
iizerinde c¢ogalmis olarak viicuda alinirlar. Bunlar barsak sisteminde tutunarak yayilir ve
yangiya neden olurlar. Bazilar1 da viicuda alindiktan sonra barsak sisteminde olusturduklar
toksinler ile hastaliga sebep olurlar. Gidalarin sadece pasif bir tasiyici olarak rol aldiklar1 ve

patojenlerin cogalmasina imkan tanimaksizin onlar1 naklettikleri durumlar da s6z konusudur.
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Boyle patojenler ve bunlarin neden olduklar1 enfeksiyonlar, 6rnegin; Mycobacter tuberculosis
ve tliberkiiloz hastalig1 gida kaynakli enfeksiyonlarin kapsami disinda kalmaktadir. Burada
unutulmamast  gereken nokta bu tiir patojenlerin gidalar iizerinde genellikle
gelisememeleridir.

-Gida kaynakli mikrobiyel intoksikasyonlar: Mikroorganizmalarin gidalar iizerinde
olusturduklar1  toksinlerin ~ viicuda alimmast sonucu goriilen toksik etkilerdir.
Mikroorganizmalar igerisinde bakterilerin neden oldugu intoksikasyonlar ile fungus
toksinlerinin meydana getirdigi mikotoksikosis olaylarin1 ayri olarak incelemek gerekir.
Bakterilerin neden oldugu toksik zehirlenmelerde gida itizerinde Clostridium botulinum ve
Staphylococcus aureus tarafindan tiretilmis olan toksinlerin viicuda alinmasi esas iken
mikotoksikosis olaylarinda fungus toksinleri olarak; aflatoksinler basta olmak iizere,
Okratoksin A, patulin, rubrotoksin, izlanditoksin, zearalenon, T-2 toksin deoksinivalenol,
stachybotrytoksin gibi daha bir¢ok toksinin gidalar ile viicuda alinmas1 s6z konusudur.

Gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlar ABD ve Avrupa dahil tiim diinyada
onemli bir problem olarak goriilmekle birlikte daima solunum yolu enfeksiyonlarina oranla
ikincil bir 6neme sahiptir. Bununla beraber, bu rahatsizliklarin en alt diizeye indirilmesi i¢in
verilen ugraslara karsin enfeksiyon ve intoksikasyonlarin azalmamasi hatta son yillarda artis
kaydetmesi gida kaynakli bu patojen ve toksinlerin gidalarda her gegen giin daha giivenilir
yontemlerle ve dogru olarak belirlenmesini zorunlu hale getirmektedir.

Gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarma neden olan c¢ok sayida mikroorganizmadan
sadece bazilar1 ¢ok dzel role sahiptir. Ornegin; Salmonella serotipleri, Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, enterovirulent E. coli,
Campylobacter jejuni ve Listeria monocytogenes gida kaynakli rahatsizliga neden olan
etmenlerin baginda gelmektedir. Yersinia enterocolitica, Citrobacter freundii' nin toksin
olusturan suslari, Plesiomonas shigelloides, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio 'lar, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium gibi bakteriler ise
hastaliklarin ara sira ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Bunlardan bazilarinin hastalik etmeni

olduklar1 da hala tartisma konusudur.

1.16. Gida Kaynakh Hastalik ve Zehirlenme Semptomlar:

Gidalar araciligi ile insanlarda meydana gelen hastalik ve zehirlenme nedenleri ¢ok
cesitlidir. Bunlar arasinda dogrudan mikroorganizmalar ve toksinleri, mantar zehirlenmeleri,
agir metaller basta olmak iizere kimyasal zehirlenmeler, bitkilerin neden oldugu zehirlenmeler

onem tagrmaktadir. Birlesmis Milletler Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 'niin tahminlerine gore
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rapor edilen gida kaynakli hastalik ve zehirlenmeler ger¢ek verilerin gelismekte olan
iilkelerde %1'1, gelismis tilkelerde ise %10'u kadardir ve bu raporlarin biiyiik ¢cogunlugu toplu
zehirlenmeler ile elde edilmektedir.

Hastalik ve zehirlenmelerin ortaya ¢ikisinda viicuda giren mikroorganizma veya toksin
miktar1 birinci derecede 6nemli olmakla beraber, kiginin genel direnci ve beraber alinan diger
gidalar da hastalanma veya zehirlenmelerde etkili olmaktadir.

Risk grubu yiiksek olarak tanimlanan hamileler, bebekler, yasghilar ve 0&zellikle
immunolojik a¢idan hasta olan kisilerde dogal olarak bu tip hastalanmalar ve zehirlenmeler
cok daha fazla goriilmekte, bunun disinda genel olarak kabul edildigi sekli ile basit bir nezle
dahi bu tip hastaliklarin etkisinin artmasina neden olmaktadir. Bununla beraber, ¢ok istisna
olmak tiizere bir hastaligin baska bir hastaligin etkisini ortadan kaldirmasi da s6z konusudur.
Buna verilebilecek en tipik 6rnek, bir enfeksiyon sonucunda ishal olmus kisinin viicuduna
ilave olarak bir toksin girer ise ishalin etkisi ile toksinin bagirsakta emilmeden disari
atilmasidir.

Hastalik etmenini tasiyan gida ile birlikte alinan diger gidalarin etkisine en tipik
ornekler ise Ozellikle et iirlinlerinin mide pH 'sim1 yiikseltmesi ve etmenin kolaylikla
gegmesine izin verilmesi, mayonez gibi yaglh gidalarda yag globiilleri arasina

mikroorganizmanin gizlenmesi ve ayni sekilde midenin diisiik pH 'sindan etkilenmemesidir.

1.17. Gida Patojenlerinin Analizi (Standart Yontemler)

Gidalarda bulunan patojen bakterilerin analizi genel olarak var/ yok testleri ile yapilir.
Bu testler, analizi yapilacak olan 25 g(ml) gidada aranan patojenin var olup/olmadiginin
kontroliidiir. Amaglanan sonug patojenin 25 g(ml) gidada 0 sayida olmasidir. Say1 0 degil ise
ne oldugu 6nemli degildir. Ayrica, var/ yok testlerinin uygulanis sekli, aranan patojen varsa
sayisini ortaya c¢ikartmaya yonelik degildir. Aranan patojenin sayisinin 1 ya da 5.000 ya da

cok daha fazla olmas1 var/ yok testleri i¢in 6nemli degildir. Sonug "var" olarak verilir.

1.18. Yok ne Demektir?

Var/ yok testi ile yapilan mikrobiyolojik analizlerde aranan mikroorganizma bulunursa
testin gecerligi agisindan bir sorun yoktur. Ancak sonug¢ "yok" olarak elde edilirse; gecekten
mi yok sorusu her zaman akla gelir.

Yontemin kendisinden gelen yetersizlik ya da operatoriin hatali uygulamalar1 sonunda
gercekte "var" olan bir patojen analiz sonunda "yok" olarak bulunabilir. Bu, sahte (false)

negatif sonugtur.
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Analiz edilen gidada 1 kob/ 100 g Salmonella oldugunu varsayalim. Operatoriin aldigi
25 g ornekte bu bakterinin olma olasiligi sadece %25'dir ve burada sahte negatif bir sonug
yoktur. Gidalardaki patojen analizlerinde en biiyiilk sorun, aranan bakterinin stres altinda

olmasidir.

2. MIKROORGANIZMALARIN BESLENMESI VE GELISMESI

2.1. Mikroorganizmalarda Beslenme

2.1.1. Besin Elementleri

Mikroskopik varliklar olmakla birlikte, mikroorganizmalar da bir canli olduguna gore;
bitki ve hayvanlar gibi gelismis canlilarda besin maddeleri ve beslenme ne denli dnemliyse,
bunlarda da aym Oneme sahiptir. Insanlar icin besin maddesi, normal olarak gelisip
viicudun fizyolojik faaliyetlerini yerine getirebilmesi icin ilac haric¢ yenilen ve icilen her
sey olarak tanimlanir. Bu tanima gore giinlilk yasamda 6nemli bir yeri olan ve canli agirhigin
biiyiik bir boliimiinii teskil eden su da bir besin maddesidir. Gergekten de herkesin bildigi gibi
tiim canli dokularda su biiylik bir oran teskil eder ve besin maddelerinin canlilar tarafindan
degerlendirilebilmesi i¢in 6nce sulu eriyik haline gelmesi gerekir.

Su, mikroorganizmalar i¢cin de ayni Oneme sahiptir. Ortamin su miktar1 belirli
sinirlarin altinda olursa, mikroorganizmalar ¢ogalmalarini ve diger hayatsal faaliyetlerini
durdururlar. Ornegin, mantarlar % 12'nin, bakteriler ise % 20'nin altinda olan su miktarlarinda
gelisemezler. Mikroorganizma gelismesi i¢in 6nemli olan ortamin serbest su miktaridir.
Mikrobiyolojik yonden bu durum daha ¢ok su aktivitesi olarak ifade edilir ve suyun, ingilizce
isminden Wa ile sembollestirilir. Mikroorganizmalarin geligsmesi i¢in en uygun su aktivitesi
0.80'in lizeridir. Ancak 0.60'a kadar su aktivitesinde gelisebilenler oldugu gibi, en iyi gelisme
gosterebilmesi i¢in 0.90'1n lizerindeki su aktivitesini isteyen mikroorganizmalar da vardir.

Hiicresel maddelerin olusturulmasi, yani sentezi ancak bu maddelere doniistiiriilecek
ve besin maddeleri olarak tanimlanan bilesik veya elementlerin varlig1 ile miimkiindiir. Bu
nedenle, ortamda yalnizca yeterli diizeyde su bulunmasi mikroorganizma faaliyeti icin tek
kosul degildir. Ayrica, mikroorganizmanin gereksinimi olan tiim besin maddeleri de yeterli
miktarda bulunmalidir. Hatta, bu maddelerin miktarca yeterli diizeyde olmalar1 da yalniz
basina bir anlam tasimaz. Ayni zamanda, bunlarin mikroorganizma hiicreleri tarafindan
degerlendirilebilecek fiziksel ve kimyasal 6zelliklerde olmalar1 zorunludur. Diger canlilarda

oldugu gibi, mikroorganizmalarin fazla miktarda gereksinim duydugu maddeler makro
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elementler olarak tanimlanir. Basta karbon ve azot olmak tizere, oksijen, hidrojen, kiikiirt,
fosfor, magnezyum, kalsiyum, potasyum ve demir gibi elementler bu gruba girer.
Mikroorganizmalar, bu elementler yaninda c¢ok az miktarlarda da olsa, bir seri diger
elementlere mutlak gereksinim duyarlar. Bu elementler, ¢ok az miktarlarda kullanildig1 i¢in
mikro elementler veya iz elementler olarak tanimlanirlar. Mikroorganizmalar i¢in bu grupta
sayilan elementler ise bakir, bor, ¢inko, klor, kobalt, mangan, molibden, nikel, silisyum,
sodyum ve vanadyum'dur. Mikroorganizmalar birinci gruptaki elementlere fazla miktarda
gereksinim duyduklarindan, bunlarin besiyerine yararlanabilecek durumda ve yeterli diizeyde
ilavesi zorunludur. Ancak, ikinci gruptaki elementlerden 6zellikle ¢ok az kullanilanlar, daha
once belirtilen makro elementlerde, kapkacakta veya suda bulagik olarak bulunabildikleri
veya havadan toz vs. ile ortama ulasabilmeleri nedeniyle, bazi 6zel durumlar disinda ilaveleri
gerekli olmayabilir. Ayrica, bunlarin saptanmasi ¢ok zor, yorucu ve pahali oldugundan; hem
bunlara gerek olup olmadigi, hem de mikroorganizmalarin bu maddelere olan gercek
gereksinimlerinin saptanmasi 6zel yontem ve 6nlemleri zorunlu kilar.

Tiim mikroorganizmalar hiicre maddelerinin tamamini, bunlari olusturan yap1
maddelerinden sentezleme yeteneginde degildir. Diger canlilarda oldugu gibi bunlarin bir
boliimii de baz1 yap1 maddelerini ortamdan organik maddeler halinde hazir olarak alirlar. Bu
tir maddelerin de besiyerine ilavesi gerekmektedir. Bu maddeler arasinda bazi1 aminoasitler,
vitaminler ve purin bilesikleri 6nemli yer tutar. Bu tiir maddeler gelisme faktorleri veya
tamamlayic1 maddeler olarak tanimlanir. Mikroorganizmalar gelisme faktorlerine karsi olan
durumlarina gore iki 6nemli grup olustururlar. Bir grup mikroorganizma gelisme faktorlerini
kendileri sentezleme yetenegindedirler ve bu maddelerin ortama hazir olarak ilavesine gerek
gostermezler. Bunlar prototrof mikroorganizmalar olarak tanimlanirlar. Bunun tersine,
gelisme faktorlerini sentezleme yeteneginde olmayip, mutlaka disardan ilavesini zorunlu kilan
ikinci grup mikroorganizmalar okzotrof olarak ayrilirlar. Buradan da kolayca anlagilacagi
gibi, mikroorganizmalarin besin istekleri 6nemli farkliliklar gdsterir. Baz1 mikroorganizmalar
bir ka¢ tuz, glikoz ve sudan; hatta madensel maddeler ve sudan olusan besiyerlerinde
gelisirken, digerleri ¢ok sayida makro elementler yaninda, yine ¢ok sayida ve degisik tiirden
iz elementlere ve gelisme faktorlerine gereksinim duyarlar. Birinciler kanaatkar, ikinciler ise
asir1 istekli mikroorganizmalar olarak belirtilirler. Kanaatkar mikroorganizmalara toprak ve su

bakterilerinden bazilari, algler ve bazi mantar tiirleri 6rnek verilebilir.

2.1.2. Besiyerleri

Mikroorganizmalarin gelistirilmelerinde kullanilan besiyerleri bilesimlerine, fiziksel
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durumlarina, elde olunus kaynaklarina ve kullanilis amaclarina gore cesitli tiplere ayrilirlar.
Asagida bunlara kisaca deginilecektir.

a- Besiyerlerinin, elde edilisine gére dogal ve yapay besiyerleri olarak oncelikle ikiye
ayrildigin1 belirtmek gerekir. Ornegin, iiziim sirasi, malt sirasi, maya veya et oziitii gibi
bitkisel ve hayvansal iiriinlerden veya mikroorganizmalardan elde edilen maddeler dogal
besiyerlerdir. Bunlarin bilesimleri tam olarak bilinmez. Fakat, genel olarak bir
mikroorganizmanin gelisip, faaliyet gosterebilmesi i¢in hemen tiim besin elementlerini ve
hatta gelisme faktorlerini igerirler. Yapay besiyerleri ise belirli anorganik tuzlarin, belirli
miktarlarda tartilarak su ile ¢oziindiiriilmesi ve bunlara yine belirli vitamin, aminoasit ve seker
gibi organik kaynakli maddelerin belirli miktarlarda ilavesiyle hazirlanir. Boylece bilesimleri
tam olarak bilinir. Cogu hallerde ¢oziicii siv1 olarak belirli pH derecelerindeki fosfat tamponu
kullanilir. Bu besiyerleri iiretiminde kullanilacak veya denemeye alinacak mikroorganizmanin
isteklerine uygun olarak hazirlanabildiginden; bilesimlerini kanaatkar veya asir1 istekli tiirlere
veya suslara gore ayarlamak mimkiindiir.

b- Besiyerleri, fiziksel 6zelliklerine gore kat1 ve sivi besiyerleri seklinde yine ikiye
ayrilir. Daha once belirtilen, dogal ve yapay besiyerleri katt veya sivi durumda olabilir.
Besiyerleri dogal olarak kati durumda olabilecekleri gibi (havug, patates vb.), sivi besiyerleri
yapay olarak da katilagtirilabilirler. Bu amagla jelatin ve agar kullanilir. Kati durumda
kullanilmak istenen veya buna zorunluluk olmasi durumunda sivi besiyerlerine kullanilig
amacina bagl olarak, % 15 jelatin veya % 1-2 oraninda agar ilave edilip, sicakta eritildikten
sonra sogutulursa tiim ortam sertleserek akiskan (siv1) 6zelligini kaybeder.

Katilastirma vasitas1 agar, bir tiir tuzlu su alginden (Gelidium tiirleri) tretilen,
karmasik yapida bir polisakkarittir. Yapitaslari, ardisik olarak baglanmis D-galaktoz ve 3,6-
anhidrogalaktoz'dur. Agar yalnizca az sayidaki bakterilerce yikilabilir, yani mikroorganiz-
malarin biiylik ¢ogunlugu agara etkili olamaz. Besiyerlerine % 1-2 oraninda katildiginda
katilastirma icin yeterlidir. Bu oranda agar igeren besiyeri 100°C'ye 1sitildiginda agar ¢oziintir
ve sivilagir. Yaklasik 45°C’nin altina ininceye kadar sividir, bu sicakligin altinda katilasir ve
bir daha 98°C'ye 1sitilincaya kadar katiligini korur. Agarin tek olumsuz 6zelligi 4.5 pH’nin
altindaki besiyerlerinde katilagsma 6zelligini kaybetmesidir.

Jelatin, aslinda hayvansal bir protein olup, hayvan kemik, boynuz, kikirdak veya deri
doku atiklarinin su ile kaynatilmasi sonucu elde edilir. Uretim sirasinda kollagen doku
proteini gliitin'e doniisiir. Toz veya plaka seklindeki jelatinlerin farklari, igerdikleri gliitin
oranindan kaynaklanir. Besiyerlerine %15-20 oraninda katilir. Bu oranda jelatin igeren

besiyerleri 26-30°C'de sivi hale gecer. Bu nedenle, ancak 25°C ve daha altinda caligilan
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sicakliklarda katilastirma amaciyla kullanilabilir. 100°C {izerindeki sicakliklarda katilagsma
ozelligini timden kaybeder. Proteolitik etkili mikroorganizmalar jelatini yiktig1 i¢in, daha ¢ok
proteolitik etkinin belirlenmesi amaciyla kullanilir.

c- Besiyerleri bilesimlerine gore basit ve karmasik bilesimli (kompleks) besiyerleri
seklinde ikiye ayrilabilecegi gibi; tam bilesimli veya bilesimine dahil edilmeyen bir maddeden
yoksun olarak da siniflanabilir. Ornegin, nitrat ilavesi yapilmamigsa nitratsiz, vitamin
konmamigsa vitaminsiz besiyeri vb. gibi. Basit bilesimli besiyerlerine ornek olarak,
kanaatkar mikroorganizmalar i¢in hazirlanan ve yalnizca birka¢ tuzla, glikoz igeren yapay
besiyerlerini gosterebiliriz (Cizelge 2.1). Kompleks besiyerleri ise hazirlanmasinda ¢ok fazla
sayida ve degisik miktarlarda maddelerin kullanildig1r besiyerleridir. Bunlarin birgoguna
pepton ve maya oOziitli gibi maddeler de ilave edilir ve bu durumlarda tam bilesimleri de

bilinmez.

Cizelge 2.1. Bilesimlerine gore besiyeri

Bilesime katilan Kullanilan miktar

maddeler Basit Karmasik
NH4NO3 2-3 g/l Pepton, maya 6ziitii,
KH,PO4 1-0g/ et Ozutl ve tuzlar
MgSQ,. 7H,0 0.25 g/l

Sakkaroz 190.00 g/I

Su 1.01

pH=3

d- Besiyerleri, kullanilis amacina gore ise genel besiyeri ve secici besiyeri olarak
ayrilabilir. Genel besiyerinin bilesimi degisik mikroorganizmalarin gelismesine ve liretimine
uygundur. Ornegin, maya suyu, peynir alt1 suyu, sira vb. Segici besiyeri, yetistirilmesi istenen
veya tersine belirli bir ortamda geligsmesi istenmeyen mikroorganizmalar i¢in amaca uygun
bilesimde hazirlanir ve boylece ortamda ya yalnizca belirli bir mikroorganizmanin
gelismesine izin verilir veya belirli bir mikroorganizmanin gelismesi engellenir. Besiyerine bu
ozellik, belirli mikroorganizmanin gereksinim duydugu madde ve gelisme faktorlerinin
katilip, katilmamasi, pH'nin belirli mikroorganizmaya goére ayarlanmasi ve ayrica gelismeyi
onleyici maddelerin (antibiyotik vs.) ilavesiyle kazandirilir.

e- Ayrica besiyerleri, kullanilis amacina gore spor besiyeri, indol besiyeri vb. gibi

kullanilacak test veya yontem ismine veya bulucusunun adina gére de bir siiflamaya tabi
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tutulabilir. Son duruma 6rnek olarak Rogosa, Hayward, MRS (De Man-Rogosa-Sharp)
besiyerleri verilebilir.

2.1.3. Mikroorganizmalarin Beslenme Tipleri

Diger canlilarda oldugu gibi dnceleri mikroorganizmalarin beslenmesinde de karbon
kaynag esas alinmis ve ototrof veya heterotrof beslenmeden séz edilmistir. Bu ayrimda,
enerji kaynagi olarak anorganik maddelerden yararlanan mikroorganizmalar i¢in ototrof,
hazir organik bilesiklerden yararlananlar igin ise heterotrof tanimi kullanilmistir. Fakat
giinlimiizde saglanan gelismeler ve mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri hakkinda elde
edilen bulgulardan sonra, bu ayirimin mikroorganizmalarda beslenme sekillerini belirtmede
yetersiz oldugu anlagilmistir. Bunu dikkate alan bilim adamlari, mikroorganizmalari
metabolik faaliyetlerinde kullandiklar1 enerji kaynagi ve elektron vericisine gore de beslenme
tiplerine ayirmiglardir.

Buna gore, bir mikroorganizma gelismesi icin gerekli enerjiyi 151k enerjisinden
sagliyorsa fototrof beslenme tipine sahiptir. Algler bunlarin en tipik Ornegini teskil
etmektedir.

Gelisme icin gerekli enerji, ortamda bulunan besin maddelerinin oksido-rediiksiyon
tepkimeleri sirasinda agiga ¢ikan kimyasal enerjiden saglaniyorsa, bu durumda kemotrof
beslenme tipi ortaya ¢ikar. Cok sayida mantar ve bakterilerde bu tip beslenme baskindir.

Diger taraftan, bir mikroorganizma elektron veya H'-verici (donérii) olarak anorganik
bilesikleri (H», H>S, Fe'™ vb.) kullanma yeteneginde ise litotrof organik bilesikleri
degerlendirebiliyorsa organotrof beslenme tipine sahiptir.

Ancak, mikroorganizmalarin hepsi bdyle tek bir degerlendirme sekliyle sinirli kalmaz.
Aynmi zamanda, birden fazla tipten beslenme o6zelligi gosterenler de vardir. Ornegin, bir
yandan gerekli enerjiyi 151k enerjisinden karsilarken, diger taraftan elektron verici olarak
anorganik bilesikleri degerlendirebilirler. Bu durumda fotolitotrof beslenme sekli ortaya
cikar. Cyanobacter'le, kikiirt-purpur  bakterileri bu tipte beslenme gdsteren
mikroorganizmalara ornek teskil ederler. Benzer sekilde, bir mikroorganizma hem kimyasal
enerjiden yararlanir, hem de anorganik elektron vericisi kullanabilir. Nitrifikasyon
bakterilerinde goriilen bu tip beslenme kemolitotrof beslenmedir. Yine benzer sekilde
kemoorganotrof beslenen mikroorganizmalar da c¢ogunluktadir. Hatta, kimyasal enerji.
anorganik elektron wverici ve organik karbon bilesikleri kullanan ve bdylece
kemolitoheterotrof beslenen mikroorganizmalara bile rastlanir. Bu tiir kombine beslenme

tipi Orneklerini daha da ¢ogaltmak olasidir. Ornegin, fotoototrof, kemoototrof,
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kemohetorotrof vb. gibi. Hatta, bu 6zellik dikkate alinarak mikroorganizmalarin sniflamasini
yapan bilim adamlar1 bile vardir.

Yukarida belirtilen ve mikroorganizmalarin bagimsiz beslenme &zelligine dayanan
beslenme tiplerinden bagka, bir mikroorganizmanin bagka bir mikroorganizma veya canli ile
ortak yasamindan kaynaklanan beslenme tipleri de bulunmaktadir. Bir mikroorganizmanin
baska bir mikroorganizma veya geligsmis bir bitki veyahutta hayvanla ortak yasaminda, bu
yasam ortaklardan her ikisinin de yararmna ise Simbiyoz beslenme sekli ortaya gikar. Bu
beslenme sekline dogada en iyi 6rnegi, mikroorganizmalar arasinda mantar ve alglerin bir
arada bulundugu likenler, mikroorganizma ve bitkinin ortak yasami olan nodozite olusumu
teskil eder.

Ortak yasam, her iki ortaga gozle goriiliir herhangi bir yarar veya zarar vermiyorsa
komensal beslenme veya yasamdan s6z edilir. Bu durumda, mikroorganizmalar ile insan veya
hayvan agiz veya bagirsagindaki ortaklik durumu 6rnek olarak verilebilir. Bu ortaklikta
mikroorganizma besinlerini ve uygun diger ¢cevre kosullarini ag1z veya bagirsakta bulur. Fakat
bu ortaklik her iki tarafa da belirli bir yarar veya zarar getirmez.

Ortak yasamda mikroorganizma, konukg¢u olan diger canlinin zararina bir beslenme
gosteriyorsa, parazit beslenme tarzi ortaya gikar.

Eger mikroorganizma o6lii doku {izerinde beslenmesini siirdiiriiyorsa saprofit tarzda

beslenme gerc¢eklesiyor demektir.

2.2. Mikroorganizmalarda Gelisme ve Gelisme Kosullar:

Gozle goriilmese bile, mikroorganizmalar da bir canli olduguna gore, gelisip
cogalmalar1 ve faaliyet gostermeleri i¢in yalniz basina besin maddelerinin verilmesi bir anlam
tasimaz. Nasil, gelismis canlilar besin maddelerinden baska, soguk, sicak, aydinlik, karanlik,
hava ve nem gibi diger c¢evre kosullar1 bakimindan da bir takim isteklere sahiplerse;
mikroorganizmalar da benzer isteklere sahiptirler. Yani, bunlarin gelismeleri besin
maddelerinden baska, diger cevre kosullar1 tarafindan da etkilenir ve iyi, istenen diizeyde bir
mikroorganizma gelismesini saglamak veya yeterli diizeyde engellemek i¢in, bu kosullarin ve
bunlarin  mikroorganizmalar {izerine etkilerinin iyl  bilinmesi gerekir.  Ciinkii,
mikroorganizmalarin ¢evre kosullarina karsi davraniglar1 farklidir. Bazt mikroorganizmalar
cevre kosullarma olduk¢a duyarhidirlar ve bunlar sitenok mikroorganizmalar olarak
tanimlanirlar. Cevre kosullarina duyarliligi az olanlar ise oryok mikroorganizmalar grubuna
ayrilirlar. Mikroorganizmalarin gelismelerine 6nemli etkide bulunan sicaklik, pH veya

ortamin asitlik veya kalevilik durumu, hava veya oksijen ve 151k gibi onemli etkenler gelisme
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kosullar olarak tanimlanir.

2.2.1. Sicakhk

Sicaklik, mikroorganizmalarin gelismesinde ve faaliyetlerinde gergekten onemli ve
belirleyici olan fiziksel bir etkendir. Sicaklik, 6zellikle tiirlerin se¢iminde 6nemli rol oynar.
Degisik ortamlarda, farkli tiirler {izerine sicakligin etkisi de farkli olmaktadir. Bazi
mikroorganizma tiirleri ¢ok genis sinirlar icinde degisen sicakliklarda gelisme gosterirler.
Buna karsin, digerleri ancak dar bir alanda ayni1 yetenege sahiptirler. Ornegin, toprak ve
bitkisel materyallerden liretilen mikroorganizmalarin biiyiik boliimii, 30-40°C’ lik sicaklik
farkinda bile gelisme yetenegindedirler. Buna karsin, insanlarda hastalik etkeni olan ¢ogu
patojenler, ¢ok daha dar ve en fazla 10°C sicaklik farklarinda gelisme gosterebilirler. Buna
neden olarak, mikroorganizmalarda sicakliga karst hiicre ic¢i ayarlayici bir sistemin
bulunmayisi ve hiicre i¢i sicaklikla, ¢cevre sicakliginin ayni olusu gosterilmektedir. Buna gore,
insan viicudunda siirekli sicaklik 36,5°C oldugundan, insan patojeni mikroorganizmalar bu
sicakliga gore gelismelerini yonlendirmislerdir ve bu sicakligin birka¢ derece altinda veya
istiinde gelisme yeteneklerini yitirirler. Bu ise insanlik i¢in sevindirici bir 6zelliktir. Clinki
bulasic1 hastaliklarda viicut sicakliginin bir iki derece yiikselmesiyle, hastalik etkenlerinin
gelismeleri artan viicut sicakligi tarafindan Onlenebilmektedir. Tersine, toprak ve bitki
materyallerinde hakim sicaklik mevsimlere, hatta giiniin degisik saatlerine gore ¢ok degisken
oldugundan; buralarda yagayan mikroorganizmalar da bu duruma uymuslardir. Boylece, ¢ok
genis smirlar arasinda degisen sicakliklarda gelisme yeteneklerini yitirmezler. Bu da yine
insanlik i¢in olumlu bir durum olabilir. Ornegin, teknikte kullanilan maya, bakteri veya kiif
mantarlar1 ¢ogunlukla en iyi1 gelismelerini 30°C civarinda gosterirler. Fakat, kullanim amacina
gdre bunlardan 7-40°C 'arasindaki sicakliklarda yararlanilabilir. Ornegin, bira iiretimi gibi ok
diisiik sicaklik isteyen durumlarda, bira mayalar1 7°C'de, hatta daha diisiik sicakliklarda
kullanilirken; ispirto mayalari ile 35-40°C'ler de calisilir. Fakat, mikroorganizmalarin bu denli
genis sicakliklar arasinda c¢ogalma yeteneginde oluslari, bitki hastaliklar1 veya besin
maddelerinin bozulmas1 yonlerinden insanligin zararina bir durumdur. Mikroorganizmalarin
sicakliga karst gosterdikleri bu farkli uyum, onlarmn kendi aralarinda farkli gruplara
ayrilmalarina neden olmaktadir. Ornegin, 10°C veya daha dar alandaki sicaklik degisimine
uyma yetenegindeki mikroorganizmalar stenotermal, 30-40°C gibi oldukg¢a genis siirlar
arasindaki sicaklik degisiminde gelisme yetenegini silirdiiren mikroorganizmalar dyritermal
mikroorganizmalar olarak isimlendirilmislerdir.

Mikroorganizmalar yalnizca sicaklik degisimine gosterdikleri uyum yetenekleri ile
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degil, ayn1 zamanda en 1iyi gelisme gosterdikleri sicaklik derecelerine gore de farkli 6zellik
gosterirler. Mikroorganizmalar i¢in en az (minimum), en yiiksek (maksimum) ve en uygun
(optimum) gelisme sicakliklarindan s6z edilir. En yiliksek ve en az gelisme sicakliklari,
gelismenin giiclestigi ve durma agamasina yaklastigi sicakliklardir. Eger bu sicakliklarin biraz
iistiine veya altina gecilecek olursa gelisme tiimden durur. En uygun gelisme sicaklifi ise
mikroorganizmanin en kisa siirede, en fazla gelismeyi gosterdigi veya en fazla iiriin
olusturdugu sicaklik dereceleridir. Bu sicaklik derecesi ¢cok sayida mikroorganizma i¢in en
yiiksek gelisme sicakligina, en az gelisme sicaklifindan daha yakindir. Ancak,
mikroorganizma gelismesi bir grafikle gosterilecek olursa, en uygun gelisme sicakligindan, en
yiiksek gelisme sicakligina dogru daha dik; en az gelisme sicakligina dogru daha yatik bir egri
elde edilir (Sekil 2.1). Yani, azalan sicakligin etkisi, ylikselen sicakligin etkisi kadar ani ve
fazla degildir. Mikroorganizmalar, en uygun gelisme sicakliklari esas alinarak {i¢ gruba
ayrilmaktadir. Bunlar; termofil, mezofil ve psikrofil (kriyofil) olarak tanimlanan gruplardir.
Eger mikroorganizmanin en iyi gelisme sicakligi 45°C'nin iizerinde ise termofil, yani
sicakligi seven grubu olusturur. En uygun gelisme sicakligi 20-40°C'ler arasinda olan
mikroorganizmalar mezofil grubu meydana getirirler. Ancak, bazi arastiricilar, bu grup igin

en 1yi gelisme sicakligini 20-37°C arasinda olacak sekilde de belirtmektedirler.
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Sekil 2.1. Sicakligin mikroorganizma gelismesi iizerine etkisi

2.2.2. pH

Mikroorganizmalarin gelisme ve faaliyetlerini etkileyen ikinci Onemli kosul,
gelistikleri ortamin hidrojen iyonu konsantrasyonu, yani ortamin asitlik veya alkalilik
durumudur. Kimyadan da hatirlanacagi gibi hidrojen iyonlar1 konsantrasyonu, yazim ve
ifadede kolaylik olmas1 bakimindan, bu konsantrasyonun eksi logaritmasi olan pH ile ifade
edilmektedir. Bu nedenle mikroorganizmalarin gelismesini etkileyen faktdrlerden s6z

ederken, asitlik veya alkalilik yerine pH'mimn etkisi ifade edilmektedir. Mikroorganizma
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gelismesine pH'nin etkisinde de, sicakligin etkisinde oldugu gibi, en diisiik, en uygun ve en
yiiksek gelisme pH'larindan soz edilir. Sicakligin etkisinde de agiklandig1 gibi, en diisiik veya
en yliksek gelisme pH'st dendiginde, mikroorganizma gelismesinin gii¢lestigi pH degeri
anlasilir. Bu sinirin hemen biraz altinda veya lstiinde gelisme durur. En uygun gelisme pH's1
ise, birim zamanda en fazla gelismenin goriildiigii veya en fazla metabolizma iiriiniiniin
olustugu pH degerini belirtir. En diisiik ve en yliksek gelisme pH' lar1 arasinda yalnizca 3-4
birimlik bir fark bulunur. Fakat, bu bazi mikroorganizma tiirlerinde daha fazla da olabilir.
Ancak, bunlar azinlikta kalmaktadir. Ornegin, bir Penicillium tiirii en diisiik 1.6, en yiiksek
11.1 pH'larda gelisebilir ve arada 9.5 birimlik bir fark bulunmaktadir. Buna karsin, en diisiik
ve en yiiksek gelisme pH' lar1 farkinin dar oldugu mikroorganizmalar da vardir. Ornegin,
kiikiirt bakterilerinden Thiobacillus thiooxidans tiirinde bu fark yalnizca 0.5 birimdir.
Ayrica, sayisal olarak ifade edilen 3-4 pH birimlik bir fark az sayilmamalidir. Ciinkii, dort
birimlik bir pH degisimi, hidrojen iyonu konsantrasyonunda 10.000 kezlik bir artis veya
azalis1 ifade etmektedir. Yani Ozet olarak, pH degisimi dar sinirlarda da olsa, bunun karsilig
olan hidrojen iyonlar1 konsantrasyonundaki degisiklik oldukca yiliksek degerlerde olmaktadir.
Mikroorganizmalari, pH isteklerine bakarak, sicaklik istekleri yoniinden yapildig gibi, belirli
degerlere bagli gruplara ayirma olanagi yoktur. Fakat, yine de bu yonde baz1 tanimlamalara
gitmek ve en azindan degisik sinif veya cinsten mikroorganizmalar i¢in ayirim yapmak
miimkiindiir. Ornegin, mikroorganizmalarin degisik pH derecelerinde gelisme durumu dikkate
alinarak 4 gruba ayrilmasi onerilmektedir. Bu gruplar asagidaki sekilde verilebilir.

a- Prokaryotlarin biiyiik bir boliimiinii teskil eden bakterilerin ¢ogu, ndtr pH'ya yakin
degerlerde en diisiik ve en yiiksek gelisme pH'larina sahiptir ve bunlarin gelismeleri 5-9
pH'lar arasinda olmaktadir. Fakat, bakteriler arasinda diisiik pH'ya, yani aside kars1 dayanma
yeteneginde olanlar da vardir. Bunlarin diisiik pH degerlerine karst durumlar farkli
oldugundan, kendi aralarinda asit toleransh ve asidofil olarak ayrilirlar. Laktik asit
bakterileri ile baz1 asetik asit (sirke) bakterileri asit tolerans, sirke iiretiminde kullanilan asetik
asit bakterileri (Acetobacter acidophilus) ile, 2-3.5 pH' larda gelisme gosteren Thiobacillus
thiooxidans asidofil (asidi seven) bakterilere 6rnek gosterilebilir.

b- Mantarlardan biiyiik bir boliimii ve 6zellikle ¢ok sayida kiif mantarlari, 1 pH'ya
kadar olan yiiksek asitli ortamlarda gelisebilirler ve mantarlar i¢in ortalama en uygun gelisme
pH'st 5 dolayindadir. Bu nedenle, bir¢ok organik asit lretiminde kiif mantarlarindan
yararlanilir. Ayrica, asitli besinlerin depolanmasinda yine bunlar sorun yaratir. Fakat, teknik
amagla kullanilmalart durumunda bu denli diisiikk pH'da, baska mikroorganizmalar kolayca

gelisemediginden 6zenli ve masrafli bir sterilizasyonu gerektirmezler.
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c- Cyanobacter'ler ¢cogunlukla 7 pH gibi oldukga yiiksek degerde; yani nétr pH' da en
uygun gelismelerini gosterirler.
d- Protozoa'lar ise 5-8 pH arasinda ve en uygun olarak 7 pH'ya yakin degerlerde

gelisme yetenegindedirler.

2.2.3. Hava (Oksijen)

Bilindigi gibi gelismis canlilarin yagsaminda hava yani oksijen, yeri baska sekilde
doldurulamayan bir madde olup, mutlak yeterli diizeyde bulunmasi gerekir. Bir baska ifadeyle
oksijen olmaksizin ne hayvan ve insan, ne de bitkiler yasayamaz. Ancak, bitkiler oksijeni
fotosentez sirasinda olusturma yetenegindedirler. Gelismis canlilarin solunumu i¢in bu denli
bliylik 6nem tasiyan oksijen, mikroorganizmalar i¢in iki yonli Oneme sahiptir. Bazi
mikroorganizmalarin  yasaminda oksijen, mutlak gerekli olurken; diger baz
mikroorganizmalarda mutlak zararli bir etken olabilmektedir. Ornegin, ¢ok sayida bakteri ve
baz1 protozoa tiirlerinin yagayabilmesi i¢in ortamda kesinlikle oksijen bulunmamasi1 gerekir.
Buna karsin ¢ok sayida mantar, bazi bakteriler ve protozoalar oksijenli veya oksijensiz
ortamlarda gelisme yetenegindedirler. Yesil bitkilerde oldugu gibi fotosentez sirasinda
oksijene gereksinim duyan ve ortamda mutlaka oksijen bulunmasini isteyen
mikroorganizmalar kesin veya mutlak aerob (havayi seven) mikroorganizmalar olarak
tamimlanir. Ortamda az da olsa oksijen varliginda gelisme yeteneginde olmayan
mikroorganizmalar ise kesin veya mutlak anaerob (havasiz yasayan) mikroorganizmalardir.
Bir bagka grup mikroorganizma i¢in oksijen bu denli 6nemli olmayabilir. Yani bunlar hem
oksijenli, hem de oksijensiz ortamlarda gelisebilirler. Bu tiir mikroorganizmalar fakiiltatif
anaerob olarak isimlendirilirler. Tiim bunlardan baska, diger bazi mikroorganizmalar, yani
belirtilen bu {i¢ gruba da uymayan mikroorganizmalar da bulunmaktadir. Bunlar ancak diigiik
oksijen konsantrasyonlarinda gelisme yetenegindedirler. Ne atmosferik havanin igerdigi
oksijen konsantrasyonunda, ne de tiimiiyle havasiz ortamda gelisemezler. Daha ¢ok kirlenmis
ve boylece oksijen konsantrasyonu oldukca diismiis olan kirli sularda yasayan bakterilerin
Olusturdugu bu grup mikroaerofilik (az hava seven) mikroorganizmalar olarak ayrilir.
Ornegin, kirli sularda rastlanan Sphaerotilus natans bu tiir bir mikroorganizmadir. Ayrica,
insan ve hayvanlarda patojen etkiye sahip bazi bakteriler de mikroaerofiliktirler.

Gelismeleri i¢in mutlaka oksijene ihtiya¢ duyan mikroorganizmalar oksijeni iKi
sekilde kullanirlar. Oksijenin asil ve en 6nemli kullanilma sekli, elektron tasima sisteminin
son elektron alicist olarak, gerekli enerjinin saglanmasinda olmaktadir. Buna karsin ikinci

kullanilma sekli olan enzimatik tepkimelerde harcanan oksijen miktar1 ¢ok azdir. Ornegin,
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hidrokarbonlarin oksidasyonunda molekiiler oksijen bir hidrokarbon molekiiliine ilave olur.
Benzer sekilde sterollerin ve doymamis yag asitlerinin sentezinde de molekiiler oksijene gerek
vardir.

Mutlak anaerob mikroorganizmalar i¢in oksijen toksik etkilidir. Bu etki dogrudan
oksijenden degil, oksijen kullanilan enzimatik tepkimelerden agiga c¢ikan, zehir etkili
metabolik iiriinlerden kaynaklanmir. Ornegin, aminoasit oksidaz gibi flavoproteinler zehir
etkili H,0, olustururlar. Oksijenin asil serbest formu siiperoksit iyonu (02" ve siiperoksitten
olusan trtinler 1/20°, ve serbest OH asir1 aktif
@) O O
| I
R-CH-C-OH+0,+H,O———2R-C-C-0H +NH; + H,0,

l e
NH, toksik
aminoasit etkili

ve toksik etkilidirler. Havali ortamda gelisen veya havaya karsi direnci olan
mikroorganizmalar iki ayr1 enzim olusturarak, bu asir1 toksik etkili siiperoksit iiriinlerini
zararsiz hale getirirler. Bu enzimlerden ilki siiperoksit dismutaz enzimidir. Bu enzim

stiperoksiti hidrojenperoksite doniistiirerek asir1 toksitenin olusumunu 6nler.

202- +2H" > d Oz £ HzOz

Ikinci enzim olan katalaz ise, olusan hidrojenperoksiti oksijen ve suya pargalayarak

toksiditeyi tiimden yok eder.

katalaz

2H,0, > 0O, +2H,0

Mutlak anaerob mikroorganizmalar bu mekanizmayr timiyle gerceklestirme
yeteneginde olmadiklar1 i¢in hava varhiginda gelismelerini siirdiiremezler. Belirtilen
enzimlerden eksik olan daha ¢ok katalaz enzimidir. Laktik asit bakterileri gibi bazi
mikroorganizmalar, hidrojenperoksiti par¢alayacak katalaz enziminden yoksundurlar. Fakat,

bunlar H,0,'i baska yoldan pargalarlar ve hava varliginda asir1 bir etkilenme gostermezler.

2.2.4. Ozmotik Basing

Mikroorganizmalarin ~ gelismelerinde  6nemli ¢evre kosullarindan  biri  de
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mikroorganizmanin bulundugu ortamin ozmotik basincidir. Yani mikroorganizmanin gelistigi
ortamin tuz, seker ve benzeri maddelerin konsantrasyonu gelisme i¢in biiyilk 6nem tasir.
Cogu mikroorganizmalar % 10'a kadar olan tuz konsantrasyonlarinda gelisir ve % 10'un
iizerindeki tuz konsantrasyonlar1 gelismeyi durdurucu etkiye sahiptir. Bundan yararlanilarak
bazi besinler salamura i¢inde bozulmadan korumaya alinir. Fakat, asir1 tuza dayanikli
mikroorganizmalarin ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda geligsebilecegi unutulmamalidir.
Kisaca fazla tuzda gelisebilen halofil (tuz seven) mikroorganizmalar da vardir. Seker de buna
benzer etkiye sahiptir. Besiyerlerinde ¢oziinmiis olarak bulunan seker, hiicreler iizerine belirli
bir ozmotik basing yapar ve tuzda oldugu gibi artan seker konsantrasyonu, mikroorganizma
gelismesini olumsuz yonde etkiler. Mikroorganizma hiicre igerigi, yaklasik % 10-20'lik
sakkaroz ¢Ozeltisinin ozmotik basincina esdegerde ozmotik basinca sahip olduguna gore,
cevrede bulunan seker konsantrasyonu bu miktar1 ne kadar gecerse, mikroorganizma iizerine
olumsuz etkisi de o kadar artar. Bununla birlikte, seker konsantrasyonu ig¢in tiim
mikroorganizmalara gegerli olacak bir {ist sinir vermek olanaksizdir. Ciinkii, baz1 mantarlar %
60-70 seker konsantrasyonunda bile az da olsa gelisebilirler. Yine de sekerlerin bu etkisinden
yararlanilarak bazi besinleri, regel vs. seklinde dayanikli duruma getirmek miimkiindiir.

Tuz ve sekerlerin yiiksek konsantrasyonda olmalari ile beliren bu olumsuz etki, ¢ok
diisilk konsantrasyonlarda veya hi¢ bulunmamalar1 halinde de s6z konusudur. Eger sivi
ortamda hi¢ bir madde c¢oziinmemisse, yani damitik su veya benzeri durum varsa,
mikroorganizma bdyle bir sivida da olumsuz etkilenir ve hiicre i¢i basing nedeniyle su alarak
madde kaybma ugrar. Bu durumu o6nlemek i¢in mikrobiyolojik caligmalarda en azindan
fizyolojik su kullanilmaktadir. Fizyolojik su bir litresinde 8.5 g NaCl ¢6ziinmiis olan damitik

sudur.

2.2.5. Isik

Genelde 151k, mikroorganizmalarin gelismelerinde diger canlilar kadar 6nemli bir
etken degildir. Yani, ¢ok sayida mikroorganizma 151k olmadan yasayabilir; hatta bircogunda
dogrudan giines 15181 zararlidir. Fakat alg'lerde oldugu gibi, fotosentetik renk maddesi bulunan
ve fotosentez yapan mikroorganizmalarda 1s18a mutlak gereksinim vardir. Bunlarin disinda
cok az sayida mantar tiirleri, gelismelerinin kisa bir doneminde aydinliga gereksinim
duyabilmektedir. Diger tiim mantarlar ve bakteriler, herhangi bir sekilde 1s1k istegi
gostermezler ve tiim mikrobiyolojk calismalar bilingli olarak 1s1ksiz ortamda gergeklestirilir.
Daha dogrusu, mikroorganizmalarin kiiltlire alinarak cogaltilmalar1 veya bunlar yardimiyla

belirli maddelerin iiretimi kapali kaplarda, yani 1s1ksiz ortamlarda yapilir. Dogrudan giines
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15181, kisa dalga boyundaki 1ginlar nedeniyle ¢ogu mikroorganizmalara zararlidir.

2.2.6. Diger Gelisme Etkenleri

Mikroorganizmalarin gelisme ve faaliyetleri, yukarida ayrintilar1 ile incelenen
etkenlerden baska, diger bazi kosullarin da etkisindedir. Kisaca belirtilmesi gereken bu
kosullar, karistirma, gelisme faktorleri ve gerekli elementler olarak siralanabilir. Aslinda
bunlar daha 6nce belirtilen gelisme kosullarindan daha az 6nemli degildir. Fakat, son ikisi,
daha Once besin elementleri ve beslenme boliimiinde belirtildigi i¢in burada kisaca
ozetlenecektir.

[k olarak karistirmanin etkisini belirtecek olursak, karistirma ilk anda havalandirma
ile birlikte akla gelir. Buna neden, havaya acik sivilarin karistirilmasi sirasinda, sivinin
coziinmils oksijen konsantrasyonunun artmasidir. Aslinda, mikrobiyolojik iiretimlerde
karistirma, havalandirma ile ilgili goriilmemelidir. Hatta, anaerob mikroorganizmalarla
caligilmasi veya iiretimi amaglanan mikrobiyel {iriiniin eldesinde, havalanmanin sakincali
olmasi nedeniyle, karistirma isleminin ortama oksijen karismayacak kap veya kosullarda
yapilmasina ayr1 bir 6zen gosterilir. Calisilan mikroorganizmanin diger gelisme kosullarina
kars1 Ozelligi ne olursa olsun, karistirmanin gelismeye olumlu etkisi asagidaki nedenlere
dayanur.

a- Karigtirma veya calkalama olmaksizin iretilen mikroorganizma kiiltiiriinde,
metabolik {iriin olarak gaz ¢ikisi olsa bile, bir miktar hiicre zamanla kiiltiir kabinin dibine
cOkerek, sivi icinde erimis durumda bulunan besin maddeleri ile temas1 azalir. Buna karsin
karistirma ve calkalama hiicrelerin ¢dkmesini Onleyeceginden tiim hiicreler sivi iginde
dagilmis olarak kalacak ve bdylece daha fazla mikroorganizma hiicresi, daha genis bir yiizey
alaninda besin maddeleri ile temasa geleceginden, daha etkin gelisme ve faaliyet saglanmis
olacaktir.

b- Belirli bir sicaklikta ¢alisilmasi zorunlulugu olan durumlarda karistirma olmazsa,
dis hava sicakligina bagl olarak kiiltiir kabinin farkli katmanlarinda degisik sicakliklar
olacak, yani dig kisim daha cabuk soguyacak veya ismnacak, i¢ kisimlara gore daha farkli
sicaklikta olacaktir. Bu durumda, belirli bir sicaklikta en iyi gelismeyi gosteren
mikroorganizmanin, bir kap igindeki sivi ortamin degisik kisimlarinda farkli bir gelisme
gostermesi durumu ortaya ¢ikacaktir. Bunun onlenmesi ve tiim kap igeriginde tekdiize bir
gelisme sicakligi ile en iyi gelismenin saglanmasi i¢in karistirma yine olumlu etkilidir.

c- Karnigtirma uygulamaksizin yapilan bir mikrobiyolojik iiretimde, metobolizma

triinleri mikroorganizmanin oOncelikle fazla ¢ogaldigi belirli kisimlarda yogunlasarak,
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mikroorganizmanin gelismesine durdurucu etki yapabilmektedir. Ayrica, organik asit
iretiminde oldugu gibi ortam igine noétralize edici veya tamponlayict maddeler ilave
ediliyorsa, karigtirma ile tim ortamda bu maddelerin etkin bir sekilde dagilmasi ve gorevini
yapmasi saglanarak, yine olumlu yonde etki gerceklestirilir.

Gelisme faktorlerinin mikroorganizma gelismesine etkileri de asir1 bir onem tasir.
Geligsme faktorleri olarak tanimlanan maddeler daha dnce de belirtildigi gibi ¢ok az miktarlar
ile gelismeyi olumlu yonde etkileyen organik bilesiklerdir. Bu nedenle organik gelisme
faktorleri olarak da tanimlanir. Bunlar, vitaminler, amino asitler, purin ve pirimidin' lerdir.
Eger bir mikroorganizma bu maddelerden birine gereksinim duyarsa, gereksinim duyulan
maddenin ortamda eksik olmasi durumunda, tiim diger kosullar bulunsa bile istenen gelisme
saglanamaz. Ancak, bu maddenin ¢ok az dozda da olsa ortama ilavesi gelismeyi tesvik eder.
Hatta mikroorganizmalar bu tiir maddelere kars1 gosterdikleri istekler dikkate alinarak g¢esitli
beslenme tiplerine ayrilirlar.

Mikroorganizmalarin gelismesini 6nemli dl¢lide etkileyen bir baska etken de, hiicre
maddelerinin olusumunda gerekli elementlerdir. Besiyerlerinin bilesiminden hatirlanacagi
gibi eger kullanilan ortam mineral maddeler bakimindan (makro, mikro ve iz elementler)
yeterli degilse, istenen gelisme saglanamaz. Bu nedenle tam ve kusursuz bir gelisme saglamak
icin mikroorganizmanin gelismesinde gerekli tiim elementler ortamda bulundurulmalidir.

Son iki etken degisik mikroorganizmalarin istekleri dikkate alinarak ayarlandiginda,
karisik bir populasyonda belirli tiirlerin gelismeleri onlenir veya tesvik edilebilir ve bdylece

siirli da olsa bir secime gidilebilir.

3. MIKROORGANIZMA GELiSMESININ ONLENMESI

Her zaman ve her islemde mikroorganizmanin gelismesi istenmez. Mikrobiyolojik
caligmalarin bir boliimiinde, mikroorganizmalarin saf olarak yetistirilmeleri ve bunlardan
degisik sekillerde yararlanilmasi amacglanmisken; diger boliimiinde bu canlilarin
faaliyetlerinin ~ durdurulmasi1 ve zararli etkilerinden korunulmasi amaglanmistir.
Mikrobiyolojik calismalar disinda kalan bir¢ok faaliyet alanlarinda ise asil amag, ortamda
bulunabilecek mikroorganizmalarin yok edilmesi ve bozulabilen maddelerin dayanikli
duruma  getirilmesi i¢in  gerekli teknik islemlerin uygulanmasidir. Dogrudan
mikroorganizmanin materyal olarak secildigi durumlarda bile, kullanilacak besiyeri, kapkacak

ve c¢alismada gerekli tiim vasitalar, Oncelikle dogal floradan arindirilmalidir. Bu
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saglanmayacak olursa, dogal bir kaynaktan saf mikroorganizma kiiltiirii elde edilmemesi
yaninda; saf kiiltiirle asilama yapilmasi durumunda, dogal flora ile bulagma sonucu, saglikli
ve giivenli bir sonug¢ alinamaz ve amaca ulasilamaz. Ayrica, degisik canlilarda hastaliklara
neden olan mikroorganizmalarin, hastalik oncesi veya hastalik sirasindaki uygulamalarla
gelismelerinin 6nlenmesi saglik yoniinden 6nem tasir. Mikroorganizmalarin gelismesini
onlemede, ya bunlarin ortamdan yok edilmeleri, veya gelismelerinin durdurularak zararsiz
hale getirilmeleri seklinde iki ana ilke uygulanir. Mikroorganizmalarin timden oldiirtilerek
yok edilmeleri, daha ¢ok cansiz materyallerde uygun bir tekniktir. Gelismelerinin
durdurulmasi ise canlilar lizerindeki bulagsmalarda uygulanir ve bu amagla degisik organik ve

anorganik maddelerden ve her iki durumda da degisik yontemlerden yararlanilir.

3.1. Mikroorganizmalarin Oldiiriilmeleri veya Ortamdan Uzaklastiriimalar

Olim ve oldirme canlilar icin kullanilan tanimlamalardir. Tek hiicreli de olsa
mikroorganizmalar i¢in de gegerli olan bu tanimlamalarin Oncelikle anlamini belirtmek
gerekir. Mikroorganizmalar s6z konusu olduguna gore, bir hiicrenin 6lmesi demek, yasama
yetenegini bir daha geri kazanmayacak sekilde yitirmesi demektir. Oldiirme ise bir hiicreye
yasama yetenegini kaybettirmek anlamina gelir. Bir hiicre 6ldiiriildiikten sonra, kosullar onun
yasamasli i¢in en uygun duruma getirilse bile, bu hiicrenin yeniden ¢ogalmasi ve faaliyet
gostermesi olanaksizdir. Mikroorganizmalarin 6ldiiriillmelerinde teknik olarak sterilizasyon
ve dezenfeksiyon tanimlamalart kullanilir. Sterilizasyon denince, ortamda bulunan tiim
mikroorganizmalarin  6ldiirtilmesi  ve ortammn canli  mikroorganizmalardan tiimden
arindirilmasi anlasilir. Dezenfeksiyonda ise yalnizca ortamda bulasma etkeni olan bir
mikroorganizmanin veya patojenlerin oldiiriilmesi amaclanir ve anlasilir; zararsiz olanlar
canli kalabilir. Fakat, teknik gelismeler son yillarda bu alanda kullanilan tanimlamalarda bir
takim degisikliklere ve karisikliklara neden olmustur. Ornegin, teknik bakimdan en kiigiik
bakteri hiicresinin veya sporunun bile gecemeyecegi ¢ok ince gdzenekli filtrelerin yapilmasi,
soguk sterilizasyon tekniginin gelismesini saglamistir. Burada hiicrelerin oldiiriilmesi s6z
konusu degildir. Fakat, bu filtrelerden siiziilen sivilar mikroorganizmalardan tiimiiyle aritildig1
icin, uygulanan islem yine de sterilizasyon olarak tanimlanir. Benzer sekilde dezenfeksiyon da
klasik taniminin digina tasmis ve yeni gelistirilen dezenfektan maddeler yardimiyla ¢ok genis
etki  saglanarak,  ortamda  bulunan  tim  mikroorganizmalarin  dldiiriilmesi
olanaklastirilabilmistir. Ayrica, gilinlimiizde dezenfeksiyon tanimi, tiim patojenlerin

oldiirtilmesi i¢in ve daha ¢ok hijyen biliminde kullanilan bir tanimlama olmustur.
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3.1.1. Sterilizasyon

Gilinitimiizde sterilizasyon dendiginde, genel olarak bir ortam veya maddenin
mikroorganizmalardan veya bunlarin dinlenme sekillerini teskil eden formlarindan
arindirilmas1 anlagilir. Bir ortam veya maddenin sterilizasyonu sicaklik uygulamasi,
filtrasyon, 1sinlama ve kimyasal madde kullanimiyla saglanabilir. Bunlar asagida ayr1 ayri

incelenecektir.

3.1.1.1. Mikroorganizmalarin sicakhkla oldiiriilmesi

Mikroorganizmalarin sicakliga dayamikliliklar1 olduk¢a farklidir. Bu, tir o6zelligi
oldugu gibi, sicakligin kuru veya nemli olmasima ve mikroorganizmanin i¢inde bulundugu
yasam evresine baghdir. Ornegin, mikroorganizmalar kuru sicakliga, nemli sicakliktan daha
fazla dayanma giicline sahiptirler. Cilinkii, sicaklikla o6ldiirme, hiicre proteininin
koagiilasyonuna dayanir ve yeterli nem bu olayr ¢abuklastirir. Ayn1 sekilde vejetatif hiicreler,
sporlara oranla daha diisiik sicakliklarda canliliklarini yitirirler. Bu nedenle kuru sicaklik
uygulamasinda veya sporlar s6z konusu oldugunda daha yiiksek sicakliklar gerekli olmaktadir
ve uygulamada da bu sekilde hareket edilmektedir.

Mikroorganizmalarin Sldiiriilmesinde kuru sicaklik uygulamasi, sicakliga dayanikli
alet, malzeme ve aksamlarin mikroorganizmalardan armdirilmasinda kullanilir. Ornegin,
mikrobiyolojik ¢alismalarda ¢ok kullanilan as1 ignesi veya as1 gozii (6ze) agik alevde akkor
haline getirilerek mikroorganizmalar 6ldiiriiliir. Baz1 cam malzemeler (pipet, petri, erlen vs.)
uygun hazirliktan sonra 160-200°C" deki dolaplarda, 1-2 saat tutularak steril hale getirilebilir.
Fakat kuru sicaklik, lakli veya kalayli metal alet ve ekipmanlarla, yliksek ve kuru sicaklikla
sekil veya bilesimi degisen malzemelerden yapilmis alet vb. i¢in uygun degildir. Ayrica, su
iceren maddeler de kuru sicaklikla steril hale getirilemez. Kuru sicaklikla
mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesinde, sicaklik derece ve siiresinin saptanmasi, sicakliga en
dayaniklt mikroorganizma sporu dikkate alinarak yapilir. Bazi toprak bakterilerinin sporlari
150°C sicaklikta ancak 3 saatte, 160°C'de 1.5 saatte ve 170°C'de 1 saatte Oldurilebilir.
Sicaklik uygulamasinin basarisinda mikroorganizma yiikiiniin de énemi biiyiiktiir. Bunu su
esitlikle aciklamak daha kolaydir.

N = N, x X' . Buradan, log N = log No+ log e x (-kt) elde edilir. Bu esitlikte N
baslangi¢ mikroorganizma sayisi, log e = 0.43429, t sicaklik uygulama siiresi ve k iislii 6lme
degeridir. Yukaridaki esitlikte N, 'in biiyiik olmas1 durumunda, birim zaman sonra canli kalan
hiicrenin de fazla olmas1 dogal bir sonugtur.

Nemli sicaklik, mikroorganizma {izerine daha fazla etkilidir. Fakat, bu durumda da tiir
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ve mikroorganizmanin yasam evresi bilyilkk 6nem tasir. Ornegin, bir ¢ok bakteri ve kiif
mantarinin vejetatif hiicreleri 60°C sicaklikta 5-10 dakikada canliligimi kaybeder. Maya
hiicreleri ise ancak 80°C'min iizerinde 15 dakikada oldiiriilebilmektedir. Bu
mikroorganizmalarin sporlar1 ise sicakliga daha da dayaniklidir. Mantar sporlart 80°C'nin,
bakteri sporlar1 ise 120°C'nin iizerinde 15 dakikada o6ldiriilebilirken, bazi termofil bakteri
sporlarinda bu siire ¢ok daha uzundur (Cizelge 3.1). Goriildiigi gibi nemli sicakligin etkisi
artan sicaklik derecesi ile artmaktadir. Bu nedenle islemi kolaylastirmak, siireyi kisaltmak ve
is1 glivenceye almak i¢in normal kaynama sicakliginin tizerindeki sicakliklar kullanilir. Yani
basing altinda buhar sicakligindan yararlanilir. Bu amagla otoklav olarak tanimlanan

aletler kullanilir. Diigiik sicaklikta, yani kaynama sicakliginda

Cizelge 3.1. Nemli sicakligin bakteri sporlar1 lizerine etkisi

Sporun 6lme stiresi (dakika)
Spor tiirii
100°C 105°C |110°C 120°C 125°C
B. anthracis 2-15 5-10
B. subtilis saatlerce
C. tetani 50-90 5-25
C. botulinum 300-530 40-120 (32-90 4-20
Toprak bakterileri saatlerce 420 120 6-30 4
Termofil bakteriler — |..... 400 100-300 |11-35 3.9-8

calisilmasi1 durumunda sicaklikla sterilize edilecek alet-ekipman, soda, deterjan veya benzeri
maddeler ilave edilerek, sicakligin etkisi artirillmis su icinde kaynatilarak mikroorga-
nizmalardan armndirilir. Bu durumda 15-20 dakikalik kaynatma yeterli olabilir. Yiiksek
sicakliktan zarar gérmeyen besiyeri veya kuru sicaklikla sterilize edilemeyen, fakat nemli,
yiiksek sicakliktan etkilenmeyen alet-ekipman otoklavda belirli sicaklikta, belirli siire
tutularak mikroorganizmalar Oldiiriiliir. Otoklavlarda sicaklik yerine, bunun karsiligi olan
basing atii olarak belirtilir. Bu nedenle otoklav kullanilmasinda her sicakliga karsilik olan
basincin bilinmesi gerekir. Cizelge 3.2 bu konuda bilgi vermektedir. Ancak, belirtilen
basinglarda, bunlara karsilik olan sicaklik derecelerine ulasabilmek icin otoklav igindeki
havanin iyice bosaltilmasi gerekir. Ciinkii, havanin bosaltilmamasi durumunda sikisan hava,
sicaklik yeterince yiikselmese de basinci yiikseltir. Havanin bosaltilmasi ya baslangicta buhar
cikis muslugu agik birakilarak, ilk anda olusan buhar vasitasiyla disar1 atma seklinde veya

icteki havanin vakumla emilmesi seklinde yapilir.
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Cizelge 3.2. Buhar basinci ile sicakligi arasindaki iliski

Buhar Buhar

basincr atii sicaklig °C basinci atii ~ sicaklig1 °C
0.2 105.0 1.5 126.7

0.5 110.8 2.0 132.0

0.69 115.0 2.5 138.1

1.0 119.6 3.0 142.8

Uygulamada daha ¢ok ilk yontem gegerlidir. Ozellikle besiyerlerinin otoklavda sterilizasyon
stiresi yalniz sicaklikla veya bulunmasi olast mikroorganizma tiirline gore degil, sicaklik
uygulanan kabin biiytlikliigline, yani kapasitesine gore de degisir. Cizelge 3.3, 121-123°C'de
otoklavlanan sivilarin sterilizasyon siiresini kap biiylikligline gore vermektedir. Yeterli bir
sterilizasyon ve giivenli bir calisma icin bu siireler mutlaka uygulanmalidir.

Nemli de olsa yliksek sicaklik uygulamasi, ancak sicakliga dayanikli malzemelerde
yapilabilir. Jelatinle katilastirilmis besiyeri veya fermentasyon ve 6ziimleme deneyi i¢in seker
ilave edilen besiyerleri yiiksek sicakliktan olumsuz etkilenirler. Ornegin, jelatin suyun
kaynama sicakliginin iizerindeki sicakliklarda tutulacak olursa, soguyunca yeniden sertlesme
ozelligini yitirir. Sekerler ise en azindan karamelize olur. Bu tiir maddelere nemli sicaklik
uygulamasi kademeli sterilizasyon yontemiyle gergeklestirilir. Buharlayici olarak tanimlanan

aletler icine konan malzeme, yaklasik 100°C'deki (suyun kaynama sicakliginda) buharda

Cizelge 3.3. 121-123°C'deki otoklavda sivi besiyerlerinin kap biiyiikliigiine bagli olarak

setirlizasyon stireleri.

Kap cinsi Kap hacmi ml Sterilizasyon
siiresi dakika

Cam tiip (18x 150 mm) [12-14

Erlen 50 12-14

Erlen 200 12-15

Erlen 1000 20-25

Erlen 2000 30-35

Damacana 9000 50-55
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yarim saat tutulur. Bu siire sonunda vejetatif hiicreler 6ldiirtilmiis olur. Ancak, bakteri sporlari
oldiiriilemez. Canli kalan bu sporlarin ¢imlenmesi ve vejetatif hiicre sekline doniismesi i¢in 24
saat inkiibasyon sicakliginda bekletilir. Bu siire sonunda yeniden 30 dakika buhar sicakliginda
tutulur ve bu islem toplam olarak iic giin arka arkaya yinelenir. Sonugta sporlar da
cimlendirilerek buhar sicakliginda oldiirilmiis ve ortam mikroorganizmalardan tiimden
arindirilmis olur. Bu olay mikrobiyolojide tindalizasyon olarak tanimlanir.

Bazi durumlarda Ornegin, mutlak steril bir ortam gerektirmeyen mikrobiyolojik
caligmalarda veya sinirh siire i¢inde korunmasi gereken, fakat yiliksek sicaklikta bilesiminde
istenmeyen bir takim degisimler olabilen maddelerde kismi bir arindirma islemi yeterli olur.
Bu durumlarda 75-85°C sicaklikta veya daha asagida 5-10 dakika siireyle sicaklik
uygulanarak vejetatif hiicreler oldiriiliir. Bu islem pastérizasyon olarak tanimlanir. Bu
sekilde hazirlanan ortamlar, saf mikroorganizma kiiltiirii ile asilandiginda, etkin durumdaki
asilama materyali kisa silirede geliserek ortama hakim olur ve sicakliktan zarar gormemis olan
sporlarin gelismesini engeller. Diger bir uygulama siitte yapilir ve pastorize edilen siitler 2-3
giin kadar dayaniklilik kazanmis olur.

Pastorizasyon, asitge zengin, dolayisiyla pH'st diisiik besin maddelerinin dayanikli

hale getirilmelerinde de uygulanan bir yontemdir.

3.1.1.2. Isinlama ile 6ldiirme

Bilindigi gibi kisa dalga boyuna sahip 1sinlar mikroorganizmalara da oldiirticii etkiye
sahiptir.  Bundan yararlanilarak, Ozellikle laboratuvarlarda  mikroorganizmalarin
oldiirtilmesinde kisa dalga boyunda isinlar kullanilir. Bu 1sinlardan ultraviyole, rontgen ve
gamma 1sinlart s6z konusudur ve en fazla ultraviyole (mor Gtesi) 1sinlart kullanilir. Bu 151n
yaklasik 269 nm dalga boyunda olup, oncelikle hiicrenin niikleik asitlerince sogurulur ve
yeterli stirede etki ile 6liime neden olur. Bakterilerdeki etkisi daha fazla, mantar sporlarinda
daha az ve gectir. Mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi amaciyla 1sinlama laboratuvarlar disinda,
steril olmasi gereken oda veya bolmelerde (ameliyathane vb.) ve besin maddelerinde

uygulanir.

3.1.1.3. Kimyasal maddelerle 6ldiirme

Bazi kimyasal maddeler, ¢cok az konsantrasyonlarda bile mikroorganizmalara oldiiriicii
etki yaparlar. Ayrica, bu oldiiriici konsantrasyonlar, insanlar iizerine olumsuz etkiye sahip
degildir veya belirli slire sonra zararsiz maddelere doniisiirler. Bunlar besin maddelerinin

sterilizasyonunda kullanilir. Kimyasal maddelerin sterilizasyon amaciyla kullanilmalar1 daha
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cok sicakliga dayaniksiz besinlerde, farmakolojide, bazi1 alet ve cihazlarda zorunlu olur.
Ornegin, laboratuvar calismalarinda etilenoksit % 5-15 sulu ¢dzelti halinde dogrudan veya %
2-50 konsantrasyon olusturacak sekilde azot veyahutta ca2 ile birlikte gaz halde kullanilir.
Sicakliga duyarli madde iceren besiyerlerinde beta-propiolakton kullanilir. Ancak, bu madde
diger yan etkileri yaninda kanserogen etkiye de sahiptir. Fakat, % 0.2 konsantrasyonda
kullanilip, 37°C'de 2 saat tutulduktan sonra bir gece bekletilecek olursa tiimden pargalanir ve
olumsuz etkisini kaybeder. Iceceklerde, % 0.003-0.02 konsantrasyonlarinda dietildikarbonat
sterilizasyon amaciyla kullanilir. Steril kosullar1 gerektiren yetistirme ¢alismalarinda,
tohumlarin stcrilizasyonunda % 1 'lik siiblimat veya brom suyu, % 0.05'lik AgNO; ve Ca-
hipoklorit (% 1 Cl,) sik sik kullanilir. Bunlarin etki siireleri 5-30 dakika arasinda degisir.
Ancak, bu maddelerin kullanilmasindan &nce tohumlarin Ust yiizeyi, sabun veya yiizeyaktif

maddelerle muamele edilerek iyice 1slatilmalidir.

3.1.2. Filtrasyon

Bazi maddeler bilesim bakimindan diisiik derecelerde de olsa sicakliga duyarlidir.
Isitilmaya dayaniksiz olan bu maddelerin tasidigt dogal mikroorganizmalar sicaklik
uygulamasi ile 6ldiiriilecek olursa, 1sitilan madde kullanim amacina yarayigsiz duruma gelir.
Fakat, mikroorganizmalarla birakilacak olursa, ya kisa siirede bozulur veya mikrobiyolojik
calismalarda dogal florasinin gelismesiyle yaniltict sonuglara yol acar. Bu durumda,
mikroorganizma hiicrelerinin veya bunlarin daha kiigiik boyutlu olan sporlarinin gegmesine
izin vermeyecek kadar kiigiik gozenekli filtreler yardimiyla ayrilmasi yoluna gidilir. Bu
amagla cok ince gozenekli membran filtreler, EKfiltre plakalar1 ve aspest veya kizelgurun
preslenmesiyle elde edilen plakalar kullanilir. Tiim bu materyaller ¢ok ince gézeneklidir ve
bdylece bu filtrelerin gozeneklerinden yalnizca sivi geger, fakat ne sekilde ve durumda olursa
olsun mikroorganizma gecemez. Bu plakalar once yiiksek ve nemli sicaklikta steril hale
getirilir ve sterilize edilecek sivi bundan siiziiliir. Ancak, siv1 toplama kabinin da steril olmasi
zorunludur. Bu yoOntemle yalnizca berrak sivilar sterilize edilebilir. Sekil 3.1, degisik

laboratuvar tipi sterilizasyon filtrelerini gostermektedir.
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Sekil 3.1. Steriljiltreler (a-EK, b- Membran filtre)

3.2.2. Mikroorganizma gelismesinin durdurulmasi

Mikroorganizma gelismesini yavaglatict veya tiimden durdurucu etkiye sahip ¢ok
saylda maddelerin etkileri de ¢ok farkli olmaktadir. Bir kismi1 yalnizca ortamda bulunduklar
stirece gelismeyi engeller ve bunlarin ortamdan uzaklastirilmalari durumunda etkileri de
kalkar. Diger bir kismi ise, daha dnce kimyasal maddelerle 6ldiirmede agiklandig: sekilde
oldiirticti etkilidir; ortamdan uzaklastirilsalar da mikroorganizma yeniden yasama yetenegini
kazanamaz. Hi¢ kuskusuz, kimyasal maddelerin etkileri ortamdaki konsantrasyonlarina da
baghdir. Dogal olarak konsantrasyon arttik¢a, hiicre lizerindeki etki de artar. Ayrica,
konsantrasyona bagli olarak etki sekli de degisebilir. Yani, diisiik konsantrasyonlarda yalnizca
gelismeyi durdurucu etki yapan bir madde, konsantrasyonu artirilinca 6ldiiriicii etkili olabilir.
Kimyasal maddelerin gelismeyi durdurucu etkisi, yani ortamdan uzaklastirilinca etkisinin de
ortadan kalkma 6zelligi mikrostatik; 6ldiiriicii etkileri ise mikrobisit etki olarak ifade edilir.
Daha ¢ok mikroorganizmalarla ilgili ¢aligmalarda bu maddelerden yararlanma sézkonusu
oldugunda, mikroorganizma ¢esidi dikkate alinarak, ¢oklukla bakteriyostatik ve bakterisit
etki tanimlamalar1 ile karsilagilir. Genel olarak mikroorganizmalarin gelismesini Onleyen
kimyasal maddeler antimikrobiyel maddeler olarak tanimlanir. Gelismeyi 6nleyici kimyasal
maddelerin etki mekanizmasi1 olduk¢a degisik sekillerde ortaya cikmaktadir. Bu etkiler
asagida ayri ayr1 agiklanmistir.

3.2.1.1. Hiicre yapisi veya hiicre zarinin bozulmasi

Hiicre yapisinin bozulmasina etanoliin etkisi somut bir 6rnek teskil eder. % 70'lik
etilalkol hiicre proteininin koagiile olmasina neden olur ve yapisal bozulmay1 gergeklestirerek
Oliime yol acar, yani mikrobisit etki ortaya ¢ikar. Boylece mikrobiyolojik calismalarda %
70'ik etilalkol dezenfekte edici olarak kullanilir.

Sabun ve deterjan gibi temizlik maddeleriyle, fenol ve krezol gibi kimyasal maddeler
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hiicre dis ylizeyini kavrarlar ve stoplazma zarmin yari1 gegirgenligini yok ederler. Bilindigi
gibi stoplazma zar1 lipid ve proteinlerden olusur ve lipidler lipofil ve hidrofil uglara sahiptir.
Belirtilen maddeler bu uglara baglanarak, bunlar1 gorev yapamaz duruma getirir. Mikrobisit
etkili bu maddelerden sabun ve deterjanlar, bu 6zellikleriyle giyeceklerin vs.

dezenfeksiyonunda kullanilirlar.

3.2.2.1. Enzimlerin bozulmasi

Civa, bakir ve giimiis gibi agir metaller ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile enzim
zehiridir. Bunlarin hem anorganik tuzlari, hem de organik bilesikleri enzimlerde etkin rol
oynayan -HS grubunu veya Co.A'nin etkin grubunu baglarlar ve bdylece hiicrede madde
degisimini engellerler. Baz1 enzim zehirleri ise hiicre enziminin yapisinda yer alan metal
iyonunu baglar ve bdylece enzimi bloke eder. Ornegin, siyaniir (-CN) 6nemli bir solunum
sistemi zehiridir. Bu madde solunum zincirinde gorev alan stokrom-oksidaz enziminin
demirini baglar ve solunumu engeller. Karbonmonoksit de ayn1 enzimi bloke ederek oldiirticii
etkisini gosterir. Bu tiir etki kompetitif 6nleme olarak tanimlanir. Kompetitif 6nleme, yap1
benzerligine dayanir ve durdurucu madde, enzimdeki benzer yapiya sahip maddenin yerini
alarak enzimin etkisini ortadan kaldirir. Bu tiir 6nlemeye baska bir 6rnek malon asitinin
stiksinik asitten, fumarik asit olusumunu engellemesidir. Fakat, burada 6nemli bir fark ortaya
cikar ve bu fark su sekilde belirtilebilir: Siyaniirlerin etkisi oksijen basincinin artirilmasi ile
yok edilemezken, malonasidinin etkisi siiksinik asit konsantrasyonunun artirilmasi ile ortadan

kaldirilabilir.

3.2.2.3. Hiicre yap1 maddeleri sentezinin zarar gormesi

Cok sayida maddeler hiicrenin yapisinda bulunan protein ve niikleik asit gibi yapi
elemanlarinin ve hiicre zarinin olusumunu engeller. Buradaki etkiler de aslinda bu sentezleri
gergeklestiren enzimlerin veya yapida yer alan baglarin yanlis veya eksik tesekkiilii ile
olmaktadir. Ornegin, siilfonamid ve p-aminobenzoik asit, yapi olarak birbirine biiyiik
benzerlik gosterirler. Bu iki maddeden p-aminobenzoik asit Co-enzimin yapisinda bulunur.
Bu nedenle adi gegen asit yerine, siilfonamid hiicre tarafindan alinarak Co-enzim sentezlenir.
Fakat, bu enzim gorevini yerine getirmekten yoksundur. Adi gegen enzim gorev yapamayinca
gelisme de durur. Ancak, p-aminobenzoik asit konsantrasyonu artirilarak siilfonamidin etkisi
kaldirilabilir. insan ve hayvan organizmasi, belirtilen Co-enzimi, besinlerle almak zorunda
olup, kendileri sentezleme yeteneginde degildir ve belirli dozlarda siilfonamid bu canlilara

zarar vermez. Boylece belirtilen madde tedavi edici olarak, bulasici hastaliklara karsi basari
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ile kullanilir. Yine, benzer sekilde bazi metabolik ve antimetabolik maddeler antagonistik
etkili olup, yap1 maddelerinin olusumunu 6nlemektedirler.

Hiicre proteinlerinin sentezi ¢ok sayida antibiyotik tarafindan onlenir. Ornegin,
kloramfenikol aminoasitlerin protein seklinde baglamalarini1 onler ve bdylece kemoterapide
degerli bir bakteriyostatik maddedir. Cilinkli protein sentezi durunca, hiicreler gelisip
cogalamazlar. Ayrica, etki yalniz protein sentezine Ozgiidiir. Yani secici olup, diger
maddelerin sentezine etkisi yoktur. Protein sentezinde secici Ozellik tasiyan puromisin,
polipeptit zincirlerinin polimerizasyonunu engeller. Protein sentezini engelleyen diger bir
antibiyotik olan streptomisin ayni1 zamanda hiicre zarinin gérevini bozucu etkiye de sahiptir;
yani segici degildir. Bunun protein sentezine etkisi ise, hatali aminasit diizeni olan polipeptit
zincirinin olugsmasidir.

Mitomisin-C ve aktinomisin-D gibi antibiyotikler ise niikleik asit sentezine engel
olarak gelismeyi 6nler. Bunlardan mitomisin-C yalnizca DNA sentezini durdurma yetenegine
sahip olup, secici etkilidir. Yani, RNA ve protein sentezlerine etkili degildir. DNA ¢ift
hattinin ag seklinde baglanmalar1 engellenir. Aktinomisin-D ise guanin depolamis olan DNA
ile kompleks olusturur ve bdylece her ii¢ tipte RNA'min, yani m-RNA, r-RNA ve t-RNA
sentezini Onler.

Penisilin ve tlirevleri gibi antibiyotikler ise hiicre zar1 olusumunu engeller. Bu nedenle
gelismekte olan hiicrelere etkin, fakat gelismesini tamamlamis hiicrelere etkisizdir. Onceleri
penisilin ve tiirevlerinin bu etkisinin, murain aginin olusumunu engelleyecek sekilde oldugu
sanilmakta idi. Buna neden, dnceleri bu antibiyotigin yalnizca gram-pozitif bakterilere etkin
oldugu goriisiiniin bulunmasiydi. Fakat yapilan ¢alismalar penisilinin gram-pozitif bakteriler
kadar olmasa da gram-negatif bazi bakterilere de etkin oldugunu ve hiicre zar1 tizerine
etkisinin daha degisik olmasi gerektigini ortaya koymustur. Bu asamada yapilan arastirmalar
penisilin ve tilirevlerinin, hiicre zarindaki peptit zincirlerinin enine baglanmalarim

engelledigini ve bdylece zar olusumunu 6nledigini ortaya koymustur.

4. 1ZOLASYON YONTEMLERI ve DOGAL ORTAMLARDAN
MIKROORGANIZMA iZOLASYONU

Aslinda izolasyon, yabanci bir sozciik olup, degisik anlamlar belirtirse de;
mikrobiyolojide ayirma anlamina kullanilir.  Bdylece, farkli cins ve tiirden
mikroorganizmalarin olusturdugu karigimdan tek bir tiirlin digerlerinden veya her bir tipin, tek

tek ayrilarak, ari kiiltiirlerin eldesi izolasyon olarak tanimlanmis olmaktadir.
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Dogal ortamlar mikroorganizma ile bulasiktir ve ortam kosullarina gore bulasik
mikroorganizmalar az veya ¢ok sayida, farkli 6zelliklere sahip tiirler olabilirler. Ister egitim
ve arastirma amagli laboratuvar ¢alismalari, isterse teknik amacli liretim g¢alismalar1 olsun,
cogu mikrobiyolojik uygulamalar ar1 kiiltliriin eldesini zorunlu kilar. Bu da farkl 6zellikteki
tiirlerin, karisik ortamdan ayrilarak, diger bulasma etkenlerinden aritilmasiyla saglanabilir. Bu
amacla uygulanan teknikler izolasyon yoOntemleri olarak tanimlanir. Mikrobiyolojik
caligmalarda yararlanilan izolasyon yoOntemleri, aslinda fazla sayida olmakla birlikte;
giinlimiizde siklikla kullanilanlar siirme ve dokme yontemleri olarak ikiye ayrilabilir. Bu
uygulamalar mikroorganizmalarin havaya karsi durumlar1 dikkate alinarak gelistirilmistir.
Ornegin, aerob mikroorganizmalarin izolasyonu igin siirme y&ntemi; fakiiltatif anaerob,
mikroaerofilik ve anaerob mikroorganizmalarin izolasyonu igin ise dokme yontemi daha
uygundur. Ayrica, mikroorganizmanin dogal ortamda bulundugu sayisal duruma gore de
dogrudan izolasyon ve zenginlestirme teknigi ile izolasyon seklinde de iki ayri uygulamadan
s0z etmek kaginilmazdir. Mikrobiyolojik ¢alismalarda 6zellikle son iki yontem biiytlik farklara
sahiptir. Bu da farkli uygulamalar1 gerektirir.

Eger mikroorganizma izolasyonu icin kullanilan Ornekte, izolasyonu amaclanan
mikroorganizmanin, besiyerinde birbirinden tiimden ayr1 kolonilerin olusumu i¢in yapilacak
yeterli seyreltme oraninda, yeterli sayida koloni olusturup, rastlanma olasiligi bulunuyorsa,
dogrudan izolasyonla sonuca gidilebilir. Bu durumda, kullanilan 6rnekten dogrudan bir tartim
veya hacim alinarak, her petride 50-150 koloni olugmasi tahmin edilen seyreltme oranina
kadar fizyolojik su ilavesiyle ¢oziindiiriilip seyreltilir ve buradan ekim yapilir. Ekim ya

yiizeye slirme veya petriye dokme seklinde gercgeklestirilir.

4.1. Zenginlestirme

Zenginlestirme kiiltiirii yontemiyle izolasyonda asil amag, izolasyonu diisiiniilen
mikroorganizma tiirlinii, ortami paylastig1 diger tiirlerden kolayca ayirmak ve karisik ortamda
dogal olarak azinlikta bulunan bir tiirii gogunluga tasimaktir. Ornegin, dogal olarak bulasmis
bir 6rnek (toprak, besin, bitkisel veya hayvansal materyal) ayn1 anda bakteri, maya ve kiiflerle
bulasiktir. Bu tiir bir 6rnekte bakteri izolasyonu amaglanmais ise; dogrudan izolasyonla sonuca
gitmek cok zordur. Ciinkii, maya ve kiifler bakterilerden daha hizl1 gelisecekler ve bakteri
kolonilerini kapatacaklardir. Benzer sekilde, yalnizca bakterilerle bulasik bir Ornekten
dogrudan izolasyonda, karisimi olusturan tiirler birbirine yakin oranda iseler, bunlarin

olusturacag1 koloniler de yaklasik ayni oram1 koruyacagi ig¢in, istenilen tilire ait koloninin
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belirlenmesi zor olacak ve ¢ok sayida koloninin mikroskobik incelenmesi gerekecektir. Bir
de, arastirilmasi amaglanan tiir, karisik ortamda diger tiirlere gére azinlikta kaliyorsa, uygun
koloni sayisina ulagmak igin yapilacak seyreltmelerde, bu tiir daha da azalacak ve rastlanma
olasilig1 ortadan kalkabilecektir. iste bu sakincalar1 bir dlgiide de olsa giderebilmek igin,
izolasyona baslarken dogal 6rneklerle, amaca uygun 6zelliklerde bir siv1 besiyerine asilama
yapilarak, amaglanan tiiriin etkinlesmesini ve ¢ogunluga ge¢cmesini saglamak i¢in olusturulan
kiiltiire zenginlestirme kiiltiirii denir. Bu uygulama zenginlestirme, 6zel olarak belirlenen
kosullar ise zenginlestirme kosullar: olarak tanimlanir.

Zenginlestirme kosullari, mikroorganizmanin 6zel isteklerine uygun olarak
saglanacak, enerji, karbonlu bilesikler, azotlu maddeler, hidrojen verici bilesikler, sicaklik,
pH, 1siklanma ve ortam havasinin bilesimi gibi besin 6geleri veya gelisme kosullari olabilir.
Ayrica, ortama ilave edilecek, belirli tiir disinda kalan mikroorganizmalarin gelismesini
engelleyecek maddeler de siklikla uygulama bulur. Bunlardan, tuza, isinlamaya, aside ve
alkaliye dayamiklihk da segici kosullar olarak kullanilabilir. Ornegin, asit Ozellikte
besiyerlerinde, aerob kosullarda laktik asit bakterileri gelisirken, aerob gelisme yetenegindeki
diger bakteriler yeterince gelisemez. Segici olarak hazirlanan besiyerlerinden, patojen
mikroorganizmalarin tanisinda hekimlikte de yararlanilmaktadir. Yine karisik ortamlarda,
gram pozitif 'bakterilerin gelismesini engellemek i¢in besiyerine penisilin; maya veya mantar
gelismesini engellemek i¢in ise siklohekzamid ilavesinden yararlanilabilir. Yontem veya katki
ne olursa olsun, ama¢ karigtk ortamda bulunan veya bulundugu tahmin edilen bir
mikroorganizmayi baskin ve etkin duruma gegirmektedir.

Dogal kaynaklarda baskin olan veya zenginlestirme kiiltiiri ile baskin duruma
getirilen mikroorganizmayi, birlikte bulundugu diger mikroorganizmalardan ayirarak, ar
kiiltiir haline getirme islemi izolasyon olarak tanimlanir. Giiniimiizde izolasyon caligmalari,
daha ¢ok agar katimi ile katilagtirilmig besiyerleri kullanilarak, petri kiiltiirii teknigi ile
gergeklestirilir. Bu calisma sirasinda asil amag, birbirinden ayrilmis olan, farkli tlire ait
hiicrelerin her birinin digerinden yeterli uzaklikta bir noktada bulunmasi ve ¢ogalarak kati
ortamda koloni olusturmasidir. Bu da her petride 30-100 koloni gelismesi ile saglanabilir.
Bazi arastiricilara gore, petri iginde olusan koloniler 150'nin {izerine ¢ikarsa, koloniler
arasindaki aralik azalarak her .koloniden ar1 6rnek alimini gliglestirir veya olanaksizlastirir.
Petride olusan koloni sayis1 azaldik¢a, koloniler arasi aralik artacagindan, her bir koloniden
ornek alimi kolaylasir ve bulagsma olasiligi azalir. Ancak, bu saymin 50'nin, 6zellikle 30'un
altina diismesi, karigik kiiltiirde daha az oranda bulunan mikroorganizmanin, seyreltme

sirasinda petriye taginmasi ve petride koloni olusturarak saf kiiltiire alinmasi olasiligini azaltir.
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4.2. Izolasyon Uygulamalari

4.2.1. Seyreltme

Izolasyon siirme ve dokme teknigi olarak tammmlanan iki ayri uygulama ile
gerceklestirilir. Her iki uygulamada da 6nce, 6rnekteki mikroorganizma sayisini, petri kabinda
uygun sayida koloni olusturacak diizeye indirgemek iizere seyreltme uygulanmasi gerekir.
Bunun i¢in steril fizyolojik su kullanilir. Fizyolojik su 8.5 g/L saf NaCl iceren tuz ¢ozeltisi
demektir. Damitik suda, belirtilen miktara gore, yeterli tuz ¢oziindiiriildiikten sonra, ya normal
boyutlardaki (16x160 mm) tiiplere tam 9'ar mL veya 100 mL'lik edenlere tam 99'ar mL olacak
sekilde pipetlenir. Agizlart hidrofil pamukla veya folyo ile kapatilip, 121°C' de 15-20 dakika
sterilize edilir. Seyreltme islemi, genelde 1 mL'lik, steril pipetler kullanilarak, 6rnekteki var
olan mikroorganizma tahmini sayis1 dikkate alinarak Sekil 4.1' de sematize edildigi sekilde

uygulanir.

Sekil 4.1. Seyreltme uygulamasi ve oranlari

4.2.2. D6kme yontemiyle izolasyon

Sekilde goriildiigli gibi, son seyreltme kademesinden alinan 1 mL asilama materyali,
steril bir petrinin bir yarismna pipetlenir. Onceden tiip icinde sterilize edilmis ve
sivilastirildiktan sonra, yaklasik 48-50°C'ye sogutulmus besiyeri aymi petriye, asilama

orneginin bulundugu yarmnin tersi yoniinden, bulagsmaya izin vermeyecek sekilde dokiiliir.
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Zaman yitirmeksizin, agarli besiyerinin katilagmasina olanak vermeden, petri kabi, kapaga
besiyeri bulagsmasina izin vermeyecek sekilde, li¢ kez saat gostergesi yoniinde, ii¢ kez tersi
yonde veya 8 ¢izecek sekilde 5-6 kez dondiiriilerek; asilama materyali ile agarli besiyerinin
tek diize karismasi saglanir ve diiz bir yiizeyde katilasmaya birakilir. Katilasmay1 veya petri
kab1 yana egildiginde besiyerinin akiskanligini kaybetmesini takiben, asilanmis petriler kapak
iizerine ters gevrilir ve kurumasini engellemek icin bir fanus altina veya deksikatore konarak
veyahutta posete sarilarak inkiibasyon dolabina yerlestirilir. Inkiibasyon, termofil
mikroorganizmalar i¢in 45°C, mezofiller i¢cin 30°C civarinda ve psikrofiller i¢in 10-15°C
arasinda gergeklestirilir. Seyreltme sonucu petri i¢indeki besiyerine bagimsiz ve birbirinden
uzak olarak dagilmis olan hiicreler hizla cogalmaya baslayarak koloniler olustururlar ve 48-72
saat sonunda gozle goriliip, incelemeye alinacak biiylikliikkte hiicre kiimelerinden olusan
koloniler, asilama ve karistirma sirasinda hiicrenin bulundugu yere gore besiyeri ylizeyinde
veya iginde bulunabilir. Buna gore de yiizey kolonileri ve derin (i¢) koloniler olarak
tanimlanirlar. Eger hiicre, besiyeri alt ylizeyi ve petri tabani i¢ ylizeyi ile temas halinde
kalmigsa, burada iki ylizey arasina yayilan ve genis alan iggal eden gelisme izlenir. Bu durum,
ozellikle derin kolonilerin incelenmesinde, yeniden koloniler aras1 bulasmaya neden olacag:
icin istenmez ve engellenmesi i¢in, agilama islemi sirasinda, petri hareketleri ile besiyerinde
karisimin giiclii hareketlerle yapilmasini gerektirir. Ayrica, ayirma caligmasi sirasinda, son
seyreltikten petri kabina agilama materyalinin pipetlenmesini izleyen siiregte; sicak, sivi
besiyerinin zaman gecirmeden, hemen ortama verilmesi ve karisimin saglanmasi
kacinilmazdir. Bu kurala uyulmaz ve iki islem arasinda bir bekleme siiresi gecerse, siirenin
uzunluguna gore, hiicreler petri taban yiizeyine adeta tutunarak, besiyerine dagitilmalari
zorlagir. Aerob ve fakiiltatif anaerob mikroorganizmalarin izolasyonunda normal atmosfer
kosullarinda calisir. Ancak, anaerob mikroorganizmalarla calisirken, asilanmis petrilerin
anaerob kaplarda veya anaerob inkiibasyon dolaplarinda gelismeye birakilmasi kaginilmazdir.

Olusan koloniler yeterli biiyiikliige ulasinca, inkiibasyon dolabindan ¢ikarilan petriler
incelenmeye almir. Once yiizey ve derin koloniler ve birbirinden olabildigince uzak koloniler
incelenir. Sekil, renk ve biiylikliik bakimindan farkli, tek olarak gelismis, digerlerinden uzak
3-5 koloni harflerle veya rakamlarla isaretlenir. Bunlarin ¢iplak gozle goriilebilen 6zellikleri
not edilir. Sonra, steril bir 6ze veya en uygunu igne ile kiiciik bir parca alinarak mikroskopta,
hiicre sekli, ariligi ve morfolojik Ozellikleri incelenir. Arilig1 giiven veren ve morfolojik
ozellikleri ile ¢aligma amacina uygunlugu belirlenen kolonilerden, yatik agar iizerine siirme
veya derin besiyerlerine batirma seklinde asilanir. Uygun sicaklikta gelismeye birakilan bu

tiip kiiltiirler yeterli gelismeye ulastiginda alinarak, buzdolabinda saklanir ve gerekiyorsa tani
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islemleri yapilir.

Seyreltme isleminin arkasindan, petrilere dokme seklinde agilamada, deneyimi az olan
veya arastirmaya ilk baglanan durumlarda, seyreltme orani tam olarak tahmin edilemeyebilir.
Bu durumlarda basariy1 artirmak ve yeniden basa donmeyi engelleyerek siireyi kisaltmak igin,
son seyreltme orani yerine, son iki seyreltme oranlarindan ayri ayri petrilere ekim yapilarak
da calisilabilir. Bu sekil bir uygulamada, gelismeyi izleyen siirecte, koloni sayis1 bakimindan
uygun olan petri kiiltiirii ile ¢alismanin izleyen agamalari stirdiiriiliir.

Dokme yontemi ile galisilmasi durumunda, bir baska uygulama sekli de seyreltmenin
son veya son iki seviyesine gelindiginde, steril petri yerine dogrudan sivilastirilmis ve 47-
48°C'ye sogutulmus besiyeri igeren tiiplere asilamadir. Tiipte bulunan belirli miktardaki,
ornegin 10 mL sivilastirilmig ve belirtilen sicakliklara sogutulmus agarli besiyerine 0.1- 1 mL
seyreltik ornek pipetlendikten sonra, hizla iki el ayas1 arasinda ¢evrilen tiip iceriginin tek diize
karigimi saglanir, steril petri kabina dokiiliir ve petri kabi igerigi sekiz veya ileri-geri hareketi
ile yeniden karistirilarak diiz bir yiizeyde katilasmaya birakilir. Izleyen islemler yukarida
aciklandigr gibidir. Bu uygulama sekli, hiicrelerin petri yiizeyine tutunma olasiligini
kaldirmasi, daha iyi bir karisim saglamasi gibi iistiinliiklere sahiptir. Ancak, seyreltik materyal
dogrudan sicak durumdaki besiyerine ilave edildigi i¢in, agarli besiyerinin, hiicrelerin
sicakliktan olumsuz etkilenmeyecegi kadar sogutulmus, tiipte veya bosaltma sirasinda
katilasmaya baslamasina izin vermeyecek kadar da sicak olmasi gerekir. Bu da deneyim ve
Ozen gerektirir. Ayrica, agilama sonrast tiipiin iki el ayas1 arasinda dondiiriilerek karigtirilmasi,
besiyerinin kopilirmesine neden olmamalidir. Yoksa, olusacak kopiik petri kabma hava
kabarciklar1 seklinde tasinarak, katilasma sirasinda besiyerinde hava bosluklarinin kalmasina

ve ¢alismanin zorlagsmasina yol acgabilir.

4.2.3. Siirme yontemiyle izolasyon

Mikroorganizma izolasyonunda yukarida ayrintilari verilen dokme petri kiiltiiri
yaninda, slirme petri kiiltiirii yonteminden de yararlanilir. Hatta aerob mikroorganizmalarla
calisilirken bu yontemin Ustiinligli de vardir. Bu da tiim hiicrelerin {ist ylizeye asilanarak,
oksijen gereksinimlerinin kusursuz karsilanmasidir. Siirme teknigi de iki ayr1 sekilde
uygulanabilir.

Bunlardan ilkinde, besiyerine asilama asamasina kadar dokme yontemine benzer
sekilde calisilir. Son seyreltme asamasina ulasildiginda, steril petri kabina dokiilmiis ve
katilagtirillmig, fazla suyunu kaybetmesi icin uygun sekil ve siirede kurutulmus agarli

besiyerine asilama, alevde akkorlastirilarak sterilize edilmis 6ze veya steril Drigalski spatiilii
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ile gercgeklestirilir. Taze hazirlanmis besiyeri petri kabma dokiildiigiinde, sicak buharlarin
soguk ve kapali petri ylizeylerinde yogunlagmasinin sonucu olarak énemli dl¢lide 1slakliga
sahiptir. Bu durumda asilanacak olursa, siirme sirasinda yiizeyde hiicrelerin sivi katmani
icinde toplanmalarina ve ileri asamada kolonilerden birbirine sivi temasi ile bulagmalara yol
acar. Bunu engellemek icin, besiyeri petri kabina dokiiliip katilastiktan sonra, mikroorganizma
yiikli az veya en iyisi bulasik olmayan hava icerikli bir ortamda, daha dogrusu inkiibasyon
dolabinda, 37°C'de Sekil 35'de goriildiigli gibi kapak ve govdeler ters ¢evrili sekilde dizilerek
2 saat kurumaya birakilir. Sonra, bulagsmaya izin verilmeden kapak hizla ters cevrilerek,
govde agzina konur. Yeterli seyreltme ile mikroorganizma yiikii uygun diizeye indirgenmis
ornekten steril bir 6ze ile alinarak, petri kapagi yalnizca bir yandan aralanip, 6ze karsi kenara
kadar igeriye uzatildiktan sonra zikzak cizerek besiyerinin bir yarisi asilanir. Oze disari
cekilir, kapak kapatilarak petri 180°C dondiiriiliir ve bu kez ters taraftan aralanan kaptan 6ze
iceri uzatilarak, kenardan merkeze dogru ikinci yar1 da slirme ve zikzak hareketi ile asilanir.
Oze, mikroorganizma yiikiinii biiyiik 6lciide ilk yarim yiizeyde birakacag igin, ikinci yarim
yiizeyde daha seyrek koloni olugsmasi ve ar1 bir izolasyon saglanir (Sekil 4.2 a).

Drigalski spatiilii ile siirme yapilacaksa, kurutulmus petri besiyerine, steril bir pipetle
bir ka¢ damla veya 0.1-0.5 mL seyreltilmis 6rnek pipetlenir. Drigalski spatiilii, % 96'lik alkole
(ispirto) batirilip ¢ikarildiktan sonra yiizeye bulasan alkol tutusturulur ve sénmesi beklenir.
Alkole batirma ve tutusturma 2-3 kez yinelenerek sterilizasyondan sonra petrinin kapagi yine
bir yandan aralanip, spatiiliin yayicikismi (Sekil 4.2 b) petri i¢ine sokulur ve pipetlenmis

ornek seyreltigi tiim yiizeye yayilir.

Sekil 4.2. Siirme seklinde asilanacak besiyerlerinin kurutulmasi (a) ve siirme isleminde

kullanilan Drigalski spatiilii (b)

Her iki sekilde yiizeye siirme seklinde asilanan petriler dokme yonteminde oldugu gibi
inkiibasyona alinir,

Stirme yontemiyle izolasyonun ikinci uygulamasinda seyreltme islemi yapilmaz.
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Ciinkii burada seyreltme petri kabindaki besiyerine asilama sirasinda gerceklesir,

Uygun bilesimde besiyeri dokiilerek katilagtirma ve kurutma igleminden sonra asilama
igne ile yapilir, Bunun i¢in degisik uygulama teknikleri vardir (Sekil 4.3). Alevde
akkorlagtirilarak sterilize edilen as1 ignesi ucu, izolasyon i¢in hazirlanan zenginlestirme
kiiltiirtine veya aktif hiicre gelisimi olan sivi Ornege batirilir. Sonra petri kapagJ bir
kenarindan aralanarak igne igeriye sokulur ve karst kenara yakin bir yerde kisa tek bir ¢izgi
veya uzun, birbirine kosut bir kag cizgi ¢izilir. Igne ¢ikarilir ve petri kapatilir. igne alevde
yeniden sterilize edilip, sogutulur ve petri kapagi bir yandan aralanarak, kisa tek ¢izgiden
buna yaklasik dik ac¢iyla ikinci bir ¢izgi ¢ekilir. Uzun ve c¢oklu ¢izgililerde, bu ¢izgilere dik ve
bir ugta, yine birbirine kosut ve uzunca bir kag ¢izgi cekilir. igne yeniden sterilize edilir ve
coklu cizgi ile ¢alisilanlarda, ikinci grup cizgilerin, ilk cizgilere ters ucunda, bunlara dik,
birbirine kosut ¢izgiler ¢izilerek asilama sona erdirilir. Tek ve kisa ¢izgi ile baslanan
petrilerde, ignenin sterilizasyonundan sonra, kisa ¢izgiye dik c¢izgiyi ortalayacak, fakat
petrinin en az 1/3 'liik alanina gegmeyecek sekilde zikzaklar ¢izilir. igne yeniden sterilize
edilir ve bu kez petrinin bos kalan kisminda, birinci zikzaklara yalnizca uglarda temas
edilerek buna ters yonde ikinci zikzaklar cizilerek asilama sona erdirilir. Boylece ilk
cizgilerde yogun bir mikroorganizma gelismesi olurken. son ¢izgilerde birbirinden uzak, tek

hiicreden gelismis ar1 kolonilerin eldesi ve izolasyonun gerceklestirilmesi saglanmis olur.

Sekil 4.3. Degisik siirme teknikleri

a) Seyreltmeyi izleyen 6ze ile siirme, b) Seyreltmeyi izleyen Drigalski spatiilii ile siirme. c) Igne ile seyreltmesiz
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stirme.

Stirme yontemiyle gelismesi saglanan koloniler de yeterli biiyiikliige ulastiginda 6nce
gozle sonra mikroskapla incelenir ve 6zellikleri belirlenerek not edilir. Ar1 olduguna ve amaca
uygunluguna inanilan kolonilerden siirme (yatik) veya batirma Kkiiltiirleri hazirlanarak, tan

islemi veya kullanilmak amaciyla buzdolabinda korumaya alinir.

5. Orneklerin Toplanmasi, Tasinmasi ve Analize Hazirlanmasi

Orneklerin Toplanmasi

1. Parti aym1 kosullar altinda iiretilen ve islenen gida materyalinin tamami olarak
tanimlanir. Pratikte bir parti mal fabrikada bir giinde, bir vardiyada, ya da uygulanan temizlik
ve dezenfeksiyon molalar1 arasinda iiretilen gida materyali olabilir. Alan 6rnekleri toplanirken
orneklerin parti numaralari mutlaka kaydedilmelidir. Parti numaras1 kaydedilmemis bir
ornegin mikrobiyolojik analiz sonuglarinin dogru bir sekilde degerlendirilmesi miimkiin
degildir.

2. Paketlenmis gidalarda 6rnek alma islemi sirasinda meydana gelebilecek herhangi bir
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla 6rnek orijinal paketiyle alinir.

3. Biiyiik hacimler i¢indeki gidalardan aseptik olarak temsili bir 6rnek alinip steril bir
kaba konarak laboratuvara getirilmelidir.

4. Orneklerin alinmas1 amaciyla kullanilan makas, spatul, pipet, kasik gibi aletler daha
onceden aliminyum folyoya sarilarak steril edilmeli ve bu sekilde muhafaza edilmelidir.

5. Ornek almak igin kullanilan cam, paslanmaz ¢elik veya plastik kaplar ve plastik
torbalar temiz, kuru, steril ve sizdirmaz, genis agizli ayrica Ornek finitesini alabilecek
kapasitede olmalidir. Ideal olarak ornek kaplar1 toplam hacimin dértte iigiinden daha fazla
doldurulmalidir.

6. Biiylik hacimdeki sivilar 6rnek alinmadan 6nce ¢ok iyi bir sekilde karistirilmali eger
bu miimkiin degilse alinan 6rnek sayis1 arttirilmalidir.

7. Ornek almak i¢in kullanilacak aletler daha 6nceden steril edilememisse bu durumda
alkole batirilip alevden gecirilerek kullanilabilir. Ancak bu bilginin etikette ornekle ilgili

bilgiler arasina eklenmesi gerekir.

Orneklerin Laboratuvara Tasinmasi
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Ornekler laboratuvara miimkiin oldugu kadar hizli ve uygun kosullarda tasmmalidir.
Cabuk bozulabilen donmamis gidalar 0 ile 4°C’ye sogutulmali ve bu kosullarda laboratuvara
getirilmelidir. Donmus gidalar analize alinincaya kadar donmus durumda muhafaza edilmeli,

kurutulmus ve konserve gidalar ise 45°C’nin {izerindeki ortamlarda tutulmamalidir.

Orneklerin Analize Hazirlanmasi

1. Oncelikle laboratuvara getirilen alan rneginden analize alinacak 6rnek miktari
tartilmalidir.

2. Donmus oOrnekler analize alinmadan Once ¢oziindiiriilmelidir. Bu islem
buzdolabinda 18 saatte ya da eger miimkiinse 45°C’nin altinda 15 dakika i¢inde yapilmalidir.
Bu islem 20-25°C de akan suyun altinda da yapilabilir.

3. Ornek iinitesi alinmadan 6nce tiim &rnekler iyice karistirilmalidir. Karistirma islemi
kuru 6rneklerde bir spatiil veya kasik yardimiyla, sivi 6rneklerde ise ¢alkalama yardimiyla
yapilabilir.

4. Analize alinacak ornek iinitesi en az 10 gram olmalidir. Bazi analizlerde bu miktar 25
ya da 50 grama cikabilir.

5. Ornek fiinitesi tartildiktan sonra ya steril bir blendirda 8000 rpm de 2 dakika yada
stomacherda 30-60 saniye homojenize edilir. Sivi 6rneklerin homojenizasyonu i¢in ¢alkalama
yeterlidir. Bu sekilde 10 gram 6rnek 90 mililitre diliisyon sivis1 icinde homojenize edildiginde
107" diliisyon elde edilmektedir. Bu ilk diliisyondan aym diliisyon sivilart kullanilarak diger
desimal diliisyonlar hazirlanir.

6. Ornek iinitesi tartildiktan sonra drneklerin geri kalan kismi1 analiz sonucu elde edilene
kadar buzdolabinda muhafaza edilmelidir. Ancak kuru 6rnekler oda sicakliginda muhafaza
edilebilir.

7. Diliisyon hazirlamak amaciyla genellikle fosfat tamponu % 0,1 lik peptonlu su veya

ringer ¢ozeltisi kullanilabilir.

6. Besiyerleri

Besiyeri Hazirlama Sekilleri
Standart bir gida mikrobiyolojisi laboratuvari tipik bir ev mutfagina benzer. Besiyeri
hazirlamak ise, evde yemek yapmaktan c¢ok farkli degildir. Mikrobiyolojik amagla

kullanilacak bir besiyerinin hazirlanmasi ¢ok basit olarak mutfakta corba yapmaya
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benzetilebilir. Ornegin, domates corbasi yapmak i¢in yemek kitaplarinda miktarlar1 verilerek
tarif edildigi sekli ile; once un yagda kavrulur, lizerine domates suyu, siit ve tuz ilave edilir,
pisirilerek "corba" hazirlanir. Ya da daha basit olarak, hazir toz haldeki domates ¢orbasi
belirli miktarda su ile pisirilir.

Benzer sekilde, besiyeri bilesimine giren maddeler ayr1 ayr tartilarak, ya da hazir
dehidre besiyeri dogrudan tartilarak su iginde ¢oziiliir. En basit olarak; Nutrient Broth'un
bilesimi litrede 5 gram pepton ve 3 gram et ekstrakt1 seklindedir. Laboratuvarda pepton ve et
ekstrakti varsa, bunlar dogrudan tartilip, 1 litre damitik su iginde ¢oziilir ve gerekli
biiyiikliikteki cam kaplara dagitilarak sterilize edilir. Laboratuvarda hazir dehidre Nutrient
Broth varsa, bundan 8 gram tartilarak, 1 litre damitik su ig¢inde ¢oziiliir ve yukaridaki isleme
devam edilir. Nutrient Broth gibi basit bir besiyerine giren maddeler, ¢cogu mikrobiyoloji
laboratuvarinda her zaman "el altinda" bulunur. Dolayist ile, Nutrient Broth'u bilesimden
hazirlamak genellikle sorun degildir. Ancak, yabani maya izolasyonu ve sayiminda kullanilan
Lysine Medium besiyerinde 25 madde oldugu, bunlar arasinda 0,000001 g/L folik asit gibi
tartimin da bulundugu dikkate alindiginda, bu tip besiyerlerini standart bir mikrobiyoloji
laboratuvarinda bilesimden hazirlamanin kolay ve giinliikk uygulamada higbir sekilde pratik
olmadigi ortaya ¢ikar. Alicyclobacillus spp. aranmasinda kullanilan BAT Agar ile 6zellikle
Listeria monocytogenes aranmasinda kullanilan ALOA Agar besiyerlerinin de standart bir
laboratuvarda bilesimden hazirlanmasi olduke¢a giigtiir. Kuskusuz, bilesimine 2 madde giren
Nutrient Broth ile bilesimine 25 madde giren Lysine Medium besiyerleri u¢ noktalarda
orneklendirilen besiyerleridir.

Besiyerinin bilesimi ister basit, ister kompleks olsun, bilesimden hazirlamak yerine
dehidre hazir besiyeri kullanmanin 3 6nemli Ustiinliigii vardir:

-Her maddeyi ayr1 ayr tartmak yerine hazir besiyerinden 1 kez tartim yapmak ¢ok daha kolay
ve giivenilir bir uygulamadir.

-Ozellikle miligram diizeyinde tartim yapilacak besiyeri bilesenlerinde hata yapma olasilig
vardir. Oysa bu maddeler hazir dehidre besiyerleri i¢inde homojen dagitildiklarindan tartimlar
cok daha giivenilir olur.

-Hazir besiyeri kullanmanin en Onemli istiinliigii -hatta bir diger deyis ile zorunlulugu-
bilesenlerin performans: ile ilgilidir. Ayr1 ayri tartilan bilesenlerden birisinin dahi 6zelligini
yitirmis olmasi, o madde ile hazirlanan besiyerinin performansinda kayda deger olciide
kayba, hatta o besiyerinin tiimiiyle kullanilamaz hale gelmesine yol agar.

Besiyerlerinin bilesimine ¢ok genel bir ortalama olarak 5-7 madde girer.

Laboratuvarda bulunabilen bu bilesenlerin tiimiiniin yeterli performans gdstermesi
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beklenmemelidir. Ozellikle organik bilesenlerin depolanma &miirleri anorganik maddelere
gore cok daha kisadir. Buna gore bilesenlerin bir ya da bir kismimin performansinda kayda

deger diisme olmus ise, bu diisiis dogrudan besiyeri performansina yansiyacaktir.

Formiilden Hazirlama

Yukarida c¢esitli ornekleri verildigi gibi besiyeri bilesenlerinin ayr1 ayri tartilarak
besiyerinin hazirlanma seklidir. Genel olarak oOnerilen bir yontem olmamakla birlikte,
asagida verilen 2 kosulda besiyerinin bilesim iizerinden hazirlanmast bir anlamda
zorunludur:

-Her besiyerinin ticari olarak pazarlanan dehidre hazir besiyeri formu yoktur. Ozellikle yeni
gelistirilen besiyerleri -giivenilirliklerini kanitlayana ve/veya yeterli pazarlama potansiyeline
ulasincaya kadar- besiyeri lireticisi firmalar tarafindan dehidre halde hazirlanmamaktadir.
-Ozellikle ¢esitli bilimsel arastirmalarda yeni ve modifiye besiyeri c¢alismalar1 igin
bilesenlerin ayr1 ayr1 kullanilmasi gerekmektedir.

Besiyerinin bilesimden hazirlanmasi gerektiginde, bazen bilesime giren malzemelerin
tiimii formiilde verildigi sekli ile laboratuvarda bulunmaz. Ornegin, laktik asit bakterileri igin
kullanilan MRS Agar besiyerinin formiilinde MgSO4 0,2 g/L olarak verilmektedir.
Laboratuvarin kimyasal madde deposunda MgSO, yok, ama bunun yerine MgSQO,.6H,0 varsa
molekiil agirligi iizerinden hesaplanarak kullanilabilir. MgSO4'in molekiil agirhigi Mg: 24; S:
32; O: 16 (4 atom oksijen olduguna gore 4 X 16= 64) olmak iizere 120 mol gramdir.
MgSQO4.6H,0'da ise, ilave 6 su olduguna gore molekiil agirligr 120 + 108= 228 mol gram
olarak hesaplanir.

Ikinci asamada basit orant1 kurulur:

Mol agirligi 120 olan maddeden 0,20 gram gerekiyorsa

Mol agirlig1 228 olan maddeden 0,38 gram gerekir.

Buna gore, 0,2 g/l MgSO, yerine 0,38 g/L MgS04.6H,0O kullanilmasi ayni anlama
gelmektedir. Aradaki fark MgSO,4.6H,0 'da bulunan sudan kaynaklanmaktadir.

Dehidre Besiyerlerinden Hazirlama

Besiyeri iireticisi firmalar tarafindan {iretilmis dehidre besiyerleri kullaniminin
tartisilmaz bir iistiinliigii vardir. Burada dikkat edilmesi gereken konu kalitedir. Pazarda diisiik
fiyatla satilan, bu nedenle cazip gosterilen, ancak kayda deger diizeyde performans eksikligi

olan markalarin bulundugu da dikkate alinmalidir.
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Kullanima Hazir Besiyerleri

1950'i yillardan bu yana, bazi besiyeri iireticisi firmalar tarafindan kullanima hazir
halde besiyerleri lretilmekte ve pazarlanmaktadir. Bunlar, vida kapakli tiip ve siselerde sivi
ve kat1 besiyerleri ile olduk¢a yaygin olarak Petri kutularinda agarli besiyerleridir. Genellikle,
plastik Petri kutularinda hazirlanan agarl besiyerleri sadece tek ¢esit besiyerini igerebilecegi
gibi, iki ya da tige boliinmiis kutularda farkli besiyerleri de bulunabilmektedir. Bunlar i¢inde
en yaygin kullanilanlardan biri Kanli (Blood) Agardir.

Yiizey kontaminasyonlarinin belirlenmesi ve/veya kiiltiirlerin tasinmasinda kullanilan
hazir agar slaytlar1 da bulunmaktadir. Bu hazir besiyerlerinin 2 farkl yiiziinde 2 farkli besiyeri
bulunan tipleri ayn1 6rnekte hem toplam bakteri hem de koliform grup bakteri analizine
olanak saglamaktadir. Bunlarin bir yiizii maya—kiif, diger yiizii toplam bakteri vb. ¢esitleri de
vardir. Bu tip besiyerlerini kullanmak isletme laboratuvarinda biiyiik kolaylik saglamaktadir.

Mikrobiyolojide, basta sayim ve var/yok testlerinde kullanilmak {izere ¢esitli
amaclarla membran filtreler kullanilmaktadir. Ornegin, icme ve kullanma sularinda E. coli
aranmasi ya da sayilmasi i¢in en yaygin uygulamalardan biri, su 6rneginin membran filtreden
gecirilip, bu filtrenin uygun bir kati1 besiyerine yerlestirilerek inkiibasyona birakilmasidir.
Burada, amaca uygun bir sekilde hazirlanmis ve Petri kutusuna dokiilmiis bir kat1 besiyeri
kullanilabilecegi gibi, bu amacla hazirlanmig 6zel besiyerleri de kullanilabilir. Bu tip
besiyerleri uygun bir pede emdirilmis, kurutulmus ve plastik bir kutu i¢ine konularak sterilize
edilmis bir sekilde pazarlanmaktadir Kullanici i¢in yapilacak tek islem pedi steril su ile
1slatmak ve filtreyi bu pede yerlestirerek inkiibasyona birakmaktadir.

Kullanima hazir besiyerleri i¢inde bir diger yaklagim gama radyasyonu ile sterilize
edilmis dehidre besiyerleridir. Bunlardan 1sinlanmis Tryptic Soy Broth, genellikle serum gibi
steril olmas1 gereken tibbi malzemede sterilite testi yapmak i¢in kullanilir. Serum ig¢ine steril
kosullarda ilave edilen besiyeri kolaylikla erir ve inkiibasyon sonunda bulaniklik olusursa
serumun steril olmadig1 anlasilir. Bu testin mantigy, steril dehidre besiyerini, steril kap icinde,
steril olmas1 gereken sivi ile ¢ozerek bir cesit besiyeri hazirlamaktir. Membran filtrasyon
sisteminde baz1 sporlar ile Hydrogenophaga pseudoflava (Syn. Pseudomonas pseudoflava)
gibi kiiciik bakteriler ve Acholeplasma laidlawii gibi mikoplazmalar 0,1p porlu membran
filtrelerden gecebilir ve bu nedenle membran filtre teknigi ile bu gibi bakterilerin varlig1 fark

edilemez. Isinlanmis Tryptic Soy Broth yonteminde ise boyle bir olumsuzluk yoktur.

Ozel Uygulamalar
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Standart bir gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda kullanilan besiyerlerinin tamamina yakini
tiipte ya da erlende (balon, diliisyon sisesi, vb.) broth formunda ve Petri kutularinda agar
formunda hazirlanir. Bunlara ilaveten, asagida verilen kullanim amaglarina yonelik olarak
0zel hazirlama sekilleri de bulunmaktadir.

Cift kuvvetli broth: EMS ile yapilan sayimda 10 mL besiyerine 10 mL &rnek
aktarildiginda, besiyerinin konsantrasyonu yar1 yariya azalir ve burada saglikli bir mikrobiyel
gelisme olmaz. Bunun Oniine ge¢mek i¢in, 10 mL gida 6rnegi (homojenizat) ilave edilecek
tiiplerde, baslangicta bu besiyerleri ¢ift kuvvette (2 misli konsantrasyonda) hazirlanir.
Ornegin, koliform grup bakteri analizinde kullanilan LST Broth besiyeri normal olarak 35,5
g/L konsantrasyonda hazirlandiginda, 10 mL tiip icinde 0,355 g madde vardir. Cift kuvvetle
hazirlanmasi gerektiginde, baslangicta 71 g/L (0,71 g/10 mL) olarak hazirlanir, bunun {izerine
10 mL 6rnek konuldugunda LST konsantrasyonu 0,71 g/10 mL'den 0,355 g/10 mL standart
degere iner. Bu tip ekimler i¢in yeteri biiytikliikte tiip kullanilmalidir.

Tiipte yatik agar: Tanimlama, kiiltiir koleksiyonu vb. pek ¢cok amagclarla kullanilan
agarl1 besiyeridir. Amag, tlipte genis bir yiizey elde etmektir. Standart deney tiiplerine 7 mL
olacak sekilde tam olarak eritilmis agarli besiyeri dagitilir ve otoklavlanir. Otoklav sonrasinda
besiyeri heniiz s1vi1 iken tiipler bir gubuk iizerine yatirilarak katilasmasi saglanir. Bu asamada
dikkat edilmesi gereken husus, tiiplerin dip kisimlarinin yaklagik 2,5 cm derinliginde

olmasidir. Salmonella spp. analizinde kullanilan Triple Sugar Iron Agar en tipik 6rnektir.
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Roux Sisesi: Genel olarak, ¢ok miktarda mikroorganizma kiiltiirii elde etmek amaci ile
kullanilir. Yiizey alan1 250 cm? kadardir. Buna gore 100 mL kadar agarli besiyeri ile birlikte

sterilize edilir. Otoklav sonrasinda diizgiin bir yere yatirilarak agarin donmasi saglanir. Genis
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agzindan siirtme (svap) cubugu yardimi ile yogun bir inokiilasyon yapilabilir. Inkiibasyon

sonrasi yikama ile kiiltiir elde edilir. Bu islem, hasat (harvesting) olarak da adlandirilir.

Ustten goriiniis
[ T ]

Karsidan goriiniis

Durham tiipii olan besiyerleri: Koliform grup bakterilerin analizinde laktozdan gaz
olusumu tipik bir reaksiyondur. Besiyerinde gaz ¢ikisi, standart tiiplin igine ters olarak
yerlestirilen ve Durham tiipli olarak adlandirilan kiigiik tiiplerde gaz birikimiyle anlagilir.
Besiyeri hazirlanirken, standart tiipilin i¢ine dnce Durham tiipiliniin atilmasi, {izerine besiyeri
ilavesi ile sterilizasyon oncesinde daha az hava kalmasi saglanir. Standart otoklavlamada

tiipte kalan hava ¢ikar.

|
C 0®

l

(+) )

Cift Kat Ekim: Koliform grup bakteri ekiminde yaygin olarak uygulanir. Yayma ya
da dokme yontemiyle standart ekimde; dokme ydnteminde besiyerinin tam jellesmesinden
sonra, yayma yonteminde ise besiyerinin yayilan kiiltiiri tam emmesi i¢in 10 dakika
beklendikten sonra iizerine 4-5 mL kadar ikinci kat besiyeri dokiiliir. Bu uygulamada
genellikle ayn1 besiyeri kullanilmakla beraber, 6zel ¢aligmalar amaciyla farkli bir besiyeri de
kullanilabilir. Temel amag, kismi bir mikroaerofil ortam yaratmaktir. Bu amagla toplam
bakteri sayiminda da ¢ift kat ekim yapilabilir. Basta basiller olmak iizere aerobik bakteriler bu
ortamda yine gelisir, ancak yayilici koloni olusturamazlar. Eger toplam bakteri analizinde ¢ift

kat ekim yapildi ise analiz raporunda bu durum belirtilmelidir.
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Kat1 Besiyeri Kullanilan Yontemler

Kat1 besiyeri kullanilarak yapilan sayimin prensibi "her canli hiicrenin belirli bir
inkiibasyon sonunda 1 adet koloni olusturmasi"dir. Bununla birlikte, canli oldugu halde hasar
gbérmiis ve gelisip koloni olusturamayacak canli hiicreler de gida maddesinde bulunabilir. Bu
nedenle sayim sonuglari "sadece koloni olusturabilenlerin" sayildigini gostermek iizere
"koloni olusturan birim; kob (colony forming unit; cfu)" olarak verilmektedir. Kat1 besiyeri
kullanilan standart yontemler dokme, yayma ve damlatma olarak {i¢ ana grupta ele alinir.
Bunlardan dokme yonteminin uygulanisinda, steril Petri kutusuna analizi yapilacak sivi gida
maddesinden dogrudan ya da uygun seyreltisinden 1 mL aktarilip, {izerine donma sicakliginin
biraz lizerinde (yaklasik 45°C) agarli besiyeri dokiiliir ve karistirilir. Agar donunca Petri
kutusu inkiibasyona birakilir.

Yayma yonteminde ise, Petri kutusuna 6nce agarli besiyeri dokiiliir, katilastiktan sonra
sivi gida maddesinden dogrudan ya da uygun seyreltisinden 0,1 mL aktarilip, "Drigalski
spatiili" olarak adlandirilan cam c¢ubuk ile yayilir. Drigalski spatiiliniin metal ya da tek
kullanimlik olanlar1 da vardir. Gidadaki mikroorganizma sayis1 bu yontemin kullanilabilecegi
kadar yiiksek ise, dokme yontemine tercih edilmelidir. Bu konuda, analiz edilecek gidadaki
mikroorganizma sayisi baglayici olmakla beraber, laboratuvarin tercihleri de 6nemlidir.

Damlatma yonteminde, daha dnceden dokiiliip katilasmis besiyerine 10 pL (0,01 mL)
damlatilir ve kendi halinde kurumaya birakilir. Potato Dextrose Agar gibi besiyerleri damlay:
cok iyi emdigi i¢in, 50 pL damlatma yapilabilir. Kuruma sirasinda yaklagik 2 cm ¢aplh bir
daire i¢inde olusan koloniler genellikle biiyiite¢ altinda sayilir. Bu yontemin en biiyiik avantaji
tek Petri kutusu lizerine 4—6 damla aktarilmasi, diger bir deyis ile, besiyerinden 4—6 misli
tasarruftur. Ancak, kolonilerin saglikli bir sekilde sayilamamasi nedeni ile hicbir kosulda
giinliik analizde kullanilmaz. Zorunlu hallerde titre belirlenmesi i¢in kullanilabilir.

Dokme ve yayma yonteminin kiyaslanmasinda her iki yontemin de birbirlerine gore
ustiinliikleri oldugu goriiliir:

-Petri kutusuna dokme yonteminde 1 mL, yayma yonteminde 0,1 mL 6rnek aktarildig: i¢in,
dokme yontemi yayma ydnteminden 10 misli daha duyarhidir. Ornegin, kat1 bir gidada 10
kob/g diizeyinde S. aureus bulunmasina izin veriliyorsa ve o gidada 30 kob/g S. aureus varsa,
10 seyreltinin 1 mL'sinde 3 adet S. aureus olacaktir. Dokme yonteminde 1 mL kullanildigina
gore Petri kutusunda 3 koloni olusacak ve seyreltme faktorii ile carpilarak 1 gramda 30
sayisina ulasilacaktir. Ayni 6rnek yayma yontemi ile ekildiginde 0,1 mL icinde 1 adet S.

aureus olma sanst sadece %30'dur. Buna gore inkiibasyon sonunda %30 olasilikla 1, %70
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olasilikla 0 koloni olacaktir. 1 koloni olusur ise sonug (1 x 10/ 0,1) hesab1 ile 100 kob/g, hi¢
koloni olusmazsa 1 gramda 100'den daha az olarak verilecektir. Bu 6rnege gore kat1 gidalarda
100 adet/g, sivi gidalarda 10 adet/mL'den daha az sayida mikroorganizma varsa, yayma
yontemi uygun degildir.

-Bununla beraber, 1 mL sivinin standart 3 Petri kutusuna yayilmasi ve 14 cm genisliginde
biiyiik Petri kutusuna dogrudan 1 mL aktarilip yayilmasi gibi ¢oziimler tiretilmistir.

-Dokme yonteminde mikroorganizmalar tiim besiyeri kiitlesine dagilir ve buna baglh olarak
tabana yakin ve ylizeye yakin olan mikroorganizmalar oksijenden yararlanma farki nedeni ile
farkli biiyiiklikte ve morfolojide koloni olusturur. Oysa yayma yonteminde tiim
mikroorganizmalar yiizeyde oldugu i¢in ayni sekilde oksijenden yararlanarak ayni biiyiikliikte
ve morfolojide koloni olustururlar. Bu agidan degerlendirildiginde yayma yoOntemi
avantajhidir.

-Yaygin kullanim alani olmamakla beraber, 10™ seyreltiden 4 adet bos steril Petri kutusuna
toplam 10 mL'nin dagitilmasi ve {izerlerine 15'er mL kadar besiyeri dokiilmesi ile fiilen 1
gram kat1 gida analiz edilmis olur.

-Dokme yonteminde agarli besiyeri ¢ok sicak olursa, termal sok nedeni ile mikroorganizmaya
zarar verebilir. Cok soguk olursa, dokme sirasinda besiyeri katilagir ve iyi bir karistirma
saglanamayabilir. Besiyeri sicakligi optimum olsa bile besiyeri ile ¢ozeltinin homojen
karigmasini saglamak el deneyimi gerektirir. Buna bagli olarak da dokme ydnteminde
kullanilacak agarli besiyerleri en fazla 250 mL olarak hazirlanmalidir. Yayma yonteminde bu
gibi sorunlar yoktur, cam ¢ubuk ile daha homojen bir dagilim saglanir.

-Yayma yonteminde, besiyeri Petri kutusuna dokiildiikten sonra bir siire yiizeyin kurumasi
beklenmelidir. Oysa dokme yonteminde bdyle bir sorun yoktur. Dolayisiyla acil ekimlerde
stokta onceden dokiilmiis hazir besiyeri yoksa ve bu nedenle yeterince kurumamis besiyeri
kullanilirsa kolonilerde yayilma olusabilir. Yayma yonteminde, stok Petri kutularinin
organizasyonu kolaylikla saglanabilir. Dokme yonteminde ise, besiyeri sterilize edildikten
sonra erlende katilagtirilip stoklanir ise yeniden eritmek gerekir. Bu islem, besiyerine zarar
verebilir. Ayrica her besiyeri bu sekilde yeniden eritilemez.

-Yayma yonteminde kullanilan cam (bazen metal) cubugun sterilizasyonu alkol ile
yapilmaktadir. Alkol, konsantrasyon diigmesi sonucu sterilizasyon etkisini gostermez ve
kontaminasyona neden olabilir. Dokme yonteminde alkolden ya da Drigalski spatiiliinden
gelebilecek bir kontaminasyon riski yoktur. Buna karsi, disposal steril plastik Drigalski

spatiilii kullanilabilir.
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Bu agiklamalardan goriildiigii gibi, her iki yontemin de birbirlerine gore {istiin taraflari
vardir. Genel olarak gida mikrobiyolojisi laboratuvar giinliik analizlerinde yayma yontemi ile
caligilir. Yukarida da belirtildigi gibi, siv1 gidada az sayida mikroorganizma oldugu tahmin
ediliyorsa, herhangi bir seyreltme yapilmadan dogrudan analiz i¢in kullanilir. Kati gida
mutlaka uygun bir seyreltme ¢ozeltisinde homojenize edilmis olmalidir.

Yayma yonteminde 0,1 mL pipetlenmesinin nedeni, besiyerinin daha fazla hacmi
emmemesi degil, sadece hesap kolayligidir. Boylece 0,1 mL aktarilma sonunda koloni sayisi
basit olarak 10 ile carpilarak seyreltme ¢ozeltisinin 1 mL'sindeki say1 bulunup, seyreltme

faktori ile ¢arpilarak orijinal 6rnekteki say1 hesaplanir.

Dokme Yontemi Uygulanisi

Steril Petri kutusuna once 1 mL Ornek (sivi gida, homojenizatt ya da uygun bir
seyreltisi) -kontaminasyon olmamasina 6zen gosterilerek- aktarilir. Petri kutusu tabanlarina
onceden gerekli tiim bilgiler yazilmis olmalidir. Sayim igin ardigik 2 seyreltiden paralel ekim
yapilir.

1 mL

Ly

Uzerine 45-50°C'da tutulan steril besiyerinden, en az 2 mm kalinlik olusturacak
sekilde dokiiliir. Standart Petri kutular1 i¢in bu miktar 12—15 mL kadardir. Besiyeri dokme
sicaklig1 ¢ok kritiktir. Daha sicak ya da daha soguk olmamalidir.

~

50°C
45°C

o

Besiyeri dokiildiikten hemen sonra diizgiin bir zeminde ve dikkatli bir sekilde 888

@

cizilerek Petri kutusuna aktarilmis 6rnek ile besiyerinin tam olarak karismasi saglanir. Petri

kutular1 diizgilin bir zeminde kendi halinde jellesmeye birakilir.
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Gerekirse, 45-50°C'da tutulan 2. kat besiyerinden 5 mL kadar dokiiliir ve kendi
halinde jellesmeye birakilir. 2. kat dokiim standart uygulamada yoktur, koliform grup analizi

gibi baz1 6zel analizlerde yapilir. 2. katin da tam olarak jellesmesi beklenir.

r..-—--r"'T"'\

yul’

Inkiibasyondan sonra Petri kutular1 sayimm, var/yok analizlerine uygun bir sekilde
degerlendirilir. Analizden sonra, ekim yapilmis tiim malzeme otoklavda sterilize edilir ya da

uygun bir kimyasal madde ile dezenfekte edilir. Daha sonra bu malzeme yikanir ya da atilir.

Yayma Yontemi Uygulanisi

Steril Petri kutularina once steril besiyeri en az 2 mm kalinlikta olacak sekilde dokiiliir
(standart Petri kutular1 i¢in 12—15 mL). Besiyeri dokme sicakligi 45-50 °C olmalidir. Ekim
Oncesi yiizey, yeterli bir sekilde kurutulmalidir. Yiizey asir1 nemli ya da ¢ok kuru

olmamalidir.

F i

50°C
45°C

Q@

Bunun tizerine 0,1 (0,33; 1,0) mL 6rnek (s1v1 gida, homojenizati veya uygun seyreltisi)

-kontaminasyon olmamasina 6zen gosterilerek- aktarilir. Onceden dokiiliip, depolanmis olan
besiyerleri kullanilabilir. Petri kutusunun tabanmma daha Onceden gerekli tiim bilgilerin

yazilmis olas1 gerekir.

0,1 mL
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Ornek aktarimindan hemen sonra alkolde en az 2 dakika bekletilerek sterilize edilmis
Drigalski spatiilii ile besiyeri yiizeyine homojen bir sekilde yayilir. Drigalski spatiilii, bunzen
beki alevinden hafifce gegirilerek alkolii uzaklastirilmig olmalidir. Disposal spatiil

kullanilabilir.

Gerekirse, 45-50°C'da tutulan 2. kat besiyerinden 5 mL kadar dokiiliir ve diizgiin bir
zeminde kendi halinde jellesmeye birakilir. 2. kat dokiim standart uygulamada yoktur,

koliform grup analizi gibi baz1 6zel analizlerde yapilan bir uygulamadir.

o

50°C
45°C

e/

Inkiibasyondan sonra Petri kutular1 sayim, var/yok analizlerine uygun bir sekilde

O

degerlendirilir. Analizden sonra, ekim yapilmis tiim malzeme otoklavda sterilize ya da uygun

bir kimyasal madde ile dezenfekte edilir. Daha sonra bu malzeme yikanir ya da atilir.

Koloni Sayisinin Hesaplanmasi

Inkiibasyon sonunda Petri kutularinda sayim hizla yapilmalidir. Herhangi bir nedenle
inkiibasyon sonrasinda sayim yapilamayacak ise, Petri kutular1 +4°C'da en fazla 24 saat
depolanabilir. Daha uzun siire ile depolanmis Petri kutularinda sayim yapilma zorunlulugu
varsa, elde edilecek sonuglar gilivenilir degildir ve analiz raporlarinda bu durum acgikca
belirtilmelidir.

Daha 6nce 30-300 arasinda koloni iceren seyreltilerdeki ekimler dikkate alinir iken,
artik ardisik iki seyreltiden yapilan ekim sonuclarinin agirlikli aritmetik ortalamasi alinarak
ornekteki say1 hesaplanir. Bu hesaplamada kullanilan formiil;

N=C/[V x (n1+0,1xn2)x d] seklindedir. Burada;
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N = Gida 6rneginin 1 gram ya da 1 mL'sinde mikroorganizma sayisi
C = Sayimu yapilan tiim Petri kutularindaki koloni sayis1 toplami
V = Sayimi yapilan Petri kutularina aktarilan hacim (mL)
nl= ilk seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi
n2= Ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi
d= Saymmin yapildig1 ardisik 2 seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oranidir.
Bu formiilde, 15-300 arasindaki koloni sayimlar1 dikkate alinmaktadir. Farkli kaynaklarda
15-250, 25-250 vb. gibi farkli smirlara da rastlanmaktadir. Ayrica sayimi yapilacak
mikroorganizmaya gore bu deger degisebilmektedir.

Ornegin FDA, siit ve iiriinleri icin PCA sayimlarinda 25-250, VRB Agar sayimlarinda
1-154 simrlarin1 esas almaktadir. Maya—kiif sayimlarinda ise 15-150 olan Petri kutular
dikkate alinir.

Asagida bir sayim sonucunun degerlendirme 6rnegi vardir.
Omek: Yayma kiiltiirel sayim yontemi uygulanmis ve her seyreltiden 2 Petri kutusuna ekim
yapilmis ve 1072 seyreltide 219 ve 185, 10 seyreltide 28 ve 21 adet koloni elde edilmistir.
Formiile gore;
C=219+ 185+ 28 + 21 =453
V =0,1 (yayma kiiltiirel sayim i¢in Petri kutularina 0,1'er mL pipetlenmistir)
nl= 2 (10-2 seyreltiden ekim yapilan 2 Petri degerlendirmeye alinmistir)
n2= 2 (10-3 seyreltiden ekim yapilan 2 Petri degerlendirmeye alinmistir)
d=10-2 = 0,01 (ardisik 2 seyreltinin daha konsantre olanin seyreltme oranidir)
N=C/[Vx(n1+0,1xn2)xd]
N=453/[0,1x (2 +0,1 x 2) x 10-2]
N=453/[0,1 (2,2 x 0,01)]
N=205.909,09
Bu deger, virgiilden sonra 1 desimal ile gosterilmeli ve sonug 2,1X10° kob/g (s1v1 ise kob/mL)

olarak verilmelidir.

Yukaridaki 6rnekte 15-250 koloni/Petri kutusu sinirinda degerlendirilmistir. Eger 25—
250 koloni smirinda degerlendirilirse, sonug asagidaki gibi olacaktir:
C=219 + 185+ 28 =432
V =0,1 (yayma kiiltiirel sayim i¢in Petri kutularina 0,1'er mL pipetlenmistir)
nl= 2 (10- 2 seyreltiden ekim yapilan 2 Petri degerlendirmeye alinmistir)
n2=1 (10- 3 seyreltiden ekim yapilan 1 Petri degerlendirmeye alinmigtir)
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d=10-2=0,01 (ardisik 2 seyreltinin daha konsantre olanin seyreltme oranidir)
N=C/[Vx(n1+0,1xn2)xd]

N=432/[0,1x(2+0,1x1)x10-2]

N=432/[0,1 (2,1 x 0,01)]

N= 205.714,29; 2,1X10°

Gortldugu gibi daha seyreltik olan ekimlerdeki Petri kutularinin degerlendirilmeye
alinmasi ya da alinmamasi sayim sonucunu pek etkilememektedir. Benzer sekilde sirasi ile
240, 260; 34, 41 koloni elde edilen sayim sonucu 25-250 sinirinda degerlendirildiginde
2,6X10° sonucu alinacak, 30-300 sinirinda yine 2,6X10° degeri elde edilecektir.

Desimalin yuvarlatilmas1 konusunda da farkli yaklasimlar olabilmektedir. Standart
olarak 205 sayist 210 olarak yuvarlatilmakla beraber, yuvarlatilacak sayr 5 ise, bunun
onilindeki sayinin tek ya da ¢ift olmasina gore yuvarlatma, sirasi ile yukar1 ya da asagi dogru
yapilabilmektedir. Bu 6rnekte 205 sayisindaki "0" cift sayildig1 i¢in yuvarlatma asagi dogru
yapilip, 200 olarak verilmektedir. Kuskusuz, bu yonteme gore 195 sayisi da yuvarlatildigi
zaman 200 degeri elde edilmektedir. Bu uygulama, FDA tarafindan benimsenmektedir. Her
ne kadar mikrobiyolojik analiz sonucu olarak yukaridaki Orneklerde hesaplanan deger
kullanilsa da, gergcek sayinin bu oldugu beklenmemelidir. Petri kutusundaki koloni sayisi
azaldikga istatistik agidan hata olasiligi artmakta, tersine olarak Petri kutularindaki koloni
sayisi arttik¢a bu tip hata olasiligi azalmaktadir. Ancak, bu kez sayim yapilirken hata olugmasi
ve bazi kolonilerin sayllmamasi nedeni ile, iist sinir olarak mikroorganizmaya gore degisen
degerler alinmaktadir. Sayim sonucu ile bulunan degerin %95 giivenlik sinirlari ile alabilecegi
degerlerin hesaplanmasinda kullanilan formiil;
8= {[(C/B)+(1,92/B)] +[(1,96 x \C / B)]} / d seklindedir.

Bu formiilde B olarak gosterilen deger B= V(nl + 0,1 x n2) ile hesaplanir. 1,92 ve 1,96
degerleri istatistik sabitlerdir. Diger birimler yukaridaki formiilde agiklanmistir.

Yine yukarida érnekteki 2,1X10° kob/g degeri (yayma kiiltiirel sayim; 1072 seyreltide
219 ve 185, 10 3 seyreltide 28 ve 21 koloni) bu formiile gore;

B=0,1x(2+0,1x2)=0,22ve
C=219+ 185+ 28 + 21 =453 olmak iizere;
8 = {[(453/0,22) + (1,92/0,22)] £ [(1,96 x V453 / 0,22)]} / 0,01
{[2059,09 + 8,731 +[1,96 x (21,28 / 0,22)]} / 0,01
{[2059,09 + 8,731 +[1,96 x 96,73]} / 0,01
{[2067,82] +[189,59]} / 0,01

81 =2257,41/0,01 =225.741 =2,3X10°

d
d
d
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52 = 1878,25 /0,01 = 187.823 = 1,9X10°
olarak hesaplanir.

Bir diger deyis ile ilk formiil ile elde edilen 2,1X10° degeri %95 giivenlik simrlari
icinde 2,3X10° ile 1,9X10° arasindaki bir degerdir ve yuvarlatma yapilmadan alinan N=
205.909; 81=225.741; 82= 187.823 degerleri kullanildiginda hata olasiligt;

[(225.741/ 205.909) —1] x 100= +%9,63 ve

[(187.823 /205.909) —1] x 100= —%8,78 olarak bulunur.

15'ten az kolonilerin sayilmama kural1 dikkate alinmadan ve yukaridaki 6rnege yakin olarak;
dokme kiiltiirel sayimda 10~ seyreltiden 19 ve 16, 10* seyreltiden 3 ve 2 koloni elde edildi
ise sonug 18.182 olarak alinacak, 61= 24.689 ve 2= 13.420 olarak hesaplanacak, hata sinir1
ise "+ %35,8" ile "— %26.2" olarak bulunacaktir.

Sayimda 250, 300 gibi belirlenen iist sinirin iizerinde koloni varsa ve sayim yapilmasi
zorunlu ise tercihen koloni sayaci ve mutlaka biiyiite¢ kullanilarak 1 cm? alan icinde kag
koloni olduguna bakilir. Ortalama olarak 1 cm? alanda 5-10 arasinda koloni varsa koloni
sayaci kullanilarak yatay ve diisey olarak 1 cm? olan 6'sar hatta sayim yapilip, ortalamasi
alinir ve Petri kutusu alani ile orant1 kurularak sayim sonucu hesaplanir. 1 cm? alanda 10'dan
fazla koloni varsa herhangi 4 alanda sayim yapilip, ortalama alinir ve yine Petri kutusu alani
ile oranlanarak sonug¢ bulunur. Her iki kosulda da sonu¢ "tahmin" olarak verilir. Koloni
sayisinin hesaplanmasinda siklikla karsilasilan bir soru, ayni seyreltiden 2 paralel ekim
yapildiginda sayim sonugclar arasindaki farktir. Genel olarak; %0-10 farklilik "¢ok iyi", %10—
15 farklhilik "iyi" ve %15-20 farklilik "kabul edilebilir" olarak degerlendirilmektedir. Daha
yiiksek koloni sayis1 farkliliklar1 goriiliiyor ise bunun nedenleri sistematik olarak arastirilmali
ve farkin asagiya cekilmesi i¢in diizeltici uygulama yapilmalidir.

Burada dikkati ¢eken bir ayrint1 vardir. 2 paralel ekimde 80 ve 100 koloni sayimi elde
edildi ise, tolerans hesabinda hangi saymin dikkate alinacagi tartisilmalidir. 80 koloni dikkate
alinirsa, bunun %20 fazlas1 96 olup, kabul edilebilir sinirin disindadir. Oysa 100 koloni esas
almirsa, bunun %20 eksigi 80 olup, bu kez kabul edilebilir siir i¢indedir. Analiz yapan
kisinin lehine olarak biiylik deger esas alinabilecegi gibi, analiz sonucunun daha duyarli
olmasi agisindan kiigiik deger de dikkate alinabilir. Bu konu, ilgili talimatta belirtilmelidir.

Sayimda dikkat edilmesi gereken bir diger 6zellik, performans testidir ve ayda en az
bir kez yapilmasi Onerilir. Buna gore sayim yapan personelin ayni Petri kutusunda bir kez
daha sayim yapmasi saglanir. 2 sonug arasinda kabul edilebilecek en yiiksek fark %8'dir. Ayn

Petri kutusunda 2 ayr1 personelin sayim sonuglari arasinda ise, en ¢ok %10 fark kabul
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edilebilir. Bu sekilde personelde performans disiikliigii fark edilirse, diizeltici 6nlem

alinmalidir.

7. Yeni mikrobiyolojik uygulamalar

3M PETRIFILMLER

_E ‘% Cheese Ground meat
=
=
2 | |
53 | | | |
- 2 "E’ Blending Stomaching  Blending Stomaching
Q
g " | | | |
=
= 1 mL 1mL
: J' f ! ;
2
'tg mv@r@r ImLy' 1mLy ¥ mrmr@v
&
-
Qml
Diluion1g2 3% 104 105 10+ 107 102 103 10+ 104
- [ [ [ /]
g =
e / e | =
BE S | e e 3
23 gL O O o A
& i
by I/L‘\ r/L\ r/‘l\‘\\ r/L\ I/L‘\ r/r\\ E
y
Fig. 2.2, Overall procedure used in the total plate count exercise Food Micro-636, Spring
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Petrifilms

1 cm? ﬁ * Inco ium i
rporate medium into membrane

* Contains nutrients, gelling agents, dye

¢* The TETRAZOLIUM dye is reduced

by growing cells to produce a red
color: all red dots of size should be
counted as colonies

ADVANTAGES:

* Quick ® Saves space

2 DISADVANTAGES:

Petrifiim area: 20 cm™ ¢ Nok possibleiodistingalslicolony

morphology

¢ Expensive
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3M™ Petrifilm™ Sayim Plakalari — hizli, kolay ve giivenilir

Petrifilm™ Aerobik Sayim Plakasi Petrifilm™ Hizl Koliform Sayim Plakasi
- Actbik Toplam Canle Sayion yaplmakiadn - Kolnormiarn hizli ana'izi Icin kul'aniimaktadir.
Kolonileri kuiniziva boyaysn nidikalor ssyesinde - Cuk liassas pH indikaloii godualan keluniern Sretligi asiti
yorumbam oldukez kol saptamakigar.
- 6 saal cersinde kolilorm kool s syoms ile ilgil bilgi
vermekteair
Petrifilm™ Enterobacteriaceae Sayim Plakasi . Petrifilm” Staph Express Sayim Plakasi
- [nterobacieriaceae Sayimi ™11 - Staphylococcus Auraus Sayimi
Koluniler lwrafindan dreliler: 2sil. pH indikaldrd savesinds : - - Blrveyalkiasamada analiz
sar| renk aimaxtagr. L Es b (iKinci asamada UNase reaksyonu).
- Gluxoz fermentasyonu sonucunda ortaya gikan gae, S - 24 27 saml igerisinde sooug venmekled
st 1lim savesinde tutulur.
Pefrifliim™ Gavresel Listerla Sayim Piakasi P‘ft"".“ EO08 ?_»ay_n[l P Ialtasl_
% - Sadaca F eoli knlonilad gariinmektadic
- Cevre numunel2ninde Listeria tayini icin . . B-uli 7 SIS 3
L Vate ~yliakurodingz mdixalird icenmekiedi
kullaniimakiadir. 26-30 saat igerisinde sonug . A
vermektedic PR, - 24 saatte sonug vermekiadir

- Un zenginiegtirms garekmemektadir.

Patrifiim” Koliform Sayim Plakasi

T > Petrifilm Maya & Kiif Saymm Plakasi Koliformiarm (loplam veys lenmolotersnt) sayim igin kullanii.
RS : :“'Y:,"eﬁ';"mmfmﬂnmm t"m - Kolonilerin indikatér araci)aryia kirmizya boyanmast
: T B PO C sebebiyie savim ighemi oliakg:s kelydr
Ust 1im lakioz Termentasyonu sebedlyle ortaya gikan gezi
fitmaktadir
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API TESTI
API Listeria stripinde enzimatik testler veya seker fermentasyonlarinin performanslarini kullanan

dehidrate substratlar iceren 10 mikrotiip mevcuttur. Inkiibasyon esnasinda, metabolizma kendiliginden veya
reaktiflerin ilavesi ile agiklanan renk degisimi meydana getirir. Reaksiyonlar okuma tablosuna gére okunur ve

tanimlama prospektiisteki profil endeksine bagvurarak veya tanimlama yazilimi kullanarak elde edilir.

alalaloleTalal=Talall
- Wewweww

[DiM] ESC oMAN DARL XYL ARHA MOG RIB GIP  TAG

r

listeria negatif

listeria positif
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OKUMA TABLOSU

TI'_EE’; . AKTIF iGERIKLER (:LK-’EE) REAKSIYONLAR .SONUCLAR _
: NEGATIF NEGATIF
ZYMB / = 3 dakika
acik turuncu

DM Enzimatik substrat 0,106 I innocua /! L monocytogenes ayrimi peé'r;ibgelj)ej turuncu
ESC Fooedin [%1264 hydroliz (ESCulin) Acik sari siyah
aMAN 4[']?;??_]%2??;:35&9 0,045 a-MANnosidase renksiz sari
DARL D-ArabitolL 0,4 asidifikasyon (D-ARabitolL)

XYL D-Xylose 0.4 asidifikasyon (XYLose)

RHA L-Rhamnose 0.4 asidifikasyon (RHAmMnose) Kirmizi1 / <an |
MDG | Methyl-aD-glucopyranoside 0,4 asidifikasyon (Methyl-aD-Glucopyranoside) turuncu -

RIB D-Ribose 04 asidifikasyon (RIBose) Kirmizi ey

G1FP Glucose-1-Phosphate 04 asidifikasyon (Glucose-1-Phosphate)

TAG D-Tagatose 04 asidifikasyon (TAGatose)

o Gasterilen miktarlar kullanilan ham malzemenin miktarina bagh olarak ayarlanabilir.
« Bazi kuplller, ézellikle peptonlar, hayvan kaynakl Grlnler icerir.

DIM| ESC oMAN DARL XYL

S e N
5 . »
2 cwwWwrrwww
a 5= S S
od
1 A A A
DIM| ESC «xMAN DARL XYL RHA MDG RIB GIP TAG
< P V= Ve N \ ~
< \
- , e . i Ol N9 B
v r — == =
=)
1 A A A
DIM| ESC «xMAN DARL XYL RHA MDG RIB GIP TAG
-
“ \ ‘ |
\ [ \ -
| ol — Bl
7 v v
e
3 A ! .
2 RHA MDG RIB GiP TAG

71

L. monocytogenes

L. ivanovii

L. innocua




Listeria monocytogenes (PALCAM)

L.monocytogenes (%5koyun kanli agar)

Staph api
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METODOLOJI

Columbia kanli agar

|

Lizostafine direng

APl Staph Medium

|

3888988680 8988899680
AP Staph

|

- Kok
- Gram +
- Katalaz +

0.5M

& bb
L
L LX)

18:00 - 24:00 3e°c t2°C

|

WuussEy SuuiEvEEYy
API Staph

|

T a F at oa
TANIMLAMA TABLOSU
18-24 saat sonra 36°C +2°C 'de % pozitif reaksiyon

'C:' VP I VP1+VP2
NIT : NIT1+NIT 2
PAL: ZYM A+ ZYMB

APISTAPH v40

o [eLu[FaRu e | wac ] uac [rre [man [xr[mec | wr [rac] ve [rar

wri[sac|uoG [nas] aoH [uRe [LsTR

Siaphylococous aureus [ 100|100 95 | 56

|s||w

Staphylococcus auricularis [} 1nn 99
Staphylococeus capiis [} \1nn| 39
Staphyiococeus capras [ 1un 99

Staphylococeus camosus

Staphylococtus chramogenes

Staphyfococeus cohnii s5p cohnii

Staph.cohnii ssp urealyticum [ 100|100
Staphylocactus spidermidis [ 100] 95 [EO0
Staphyiococtus haemolyicus | O

Staphylococeus hominis o [EED

Staphylococeus lentus

Staphylococcus hyicus
[ 100[ 100 100 ] 1nng[mn[ 100
|

Staphyiococeus lugdunansis

Staphylococcus sapraphyticus

Staphylosoceus schisiferi

Staphylococeus sciar ]
Staphyiococcus simulans [J 100] 100
Staphyiococcus wameri [}
Staphyiococcus xylosus

Kocunia knstinag 0

Kocuria vanansirosea o

Microcogsus spp [
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/g( ! ‘.‘ﬂ /l 11 £ g

CLLL s 1Ll

THE MAN  XLT NIT PAL VP RAF XYL SAC MDG NAG
Y N

QbUbvuuuuu i-@iu'bu

o FRUAmNE maL  Lac A TRe  man xiT A el PAL A VP RmAF SAC  MOG NAG A ApH  URE

positive

Hizh test kitleri

':,l'dsacx Singlepath Salmonella Test Kiti Uygulama Semasi

25 g (mL) gida 225 mL TPS besiyerine ilave edilir.
Gerekirse homojenizasyon yapilir.

inkiibasyon: 37 °C ‘da 18+2 saat

"4 F TPS killtiriinden 0,1 mL alinip 10 mL RVS Broth
- besiyerine aktarilir.
. 0.1 ml l 10 mi
- 3 :
:E 1 Inkilbasyon: 41,5 °C ‘da 24+ 3 saat
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RVS kultirinden 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 ¢ozullr ve kaynar su
banyosunda 15 dakika tutulur.

Oda sicakligina getirilir.

Singlepath Salmonella kitine 160 JL (Pastér pipeti ile
5 damla) ilave edilir. Kit daha 6nceden oda sicakligina
getirilmis olmahdir.

20 dakika beklenir

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

Toplam analiz suresi 42 saat 35 dakika

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