F. GIDA MIKROBIYOLOJISi

F1. Gidalarda Toplam Enterobacteriaceae Sayimi
1. Genel Bilgi

Gidalarin mikrobiyolojik analizinde "genel kalite indeksi" olarak analizi istenen toplam
Enterobacteriaceae familyasi sayiminda standart olarak Violet Red Bile Dextrose (VRBD)
Agar besiyeri kullanilir. Besiyeri bilesiminde bulunan Bu besiyerine standart yayma ve
37°C'da 24 saat inkiibasyon sonunda olusan tiim koyu kirmizi koloniler "toplam
Enterobacteriaceae" olarak degerlendirilir.

Besiyeri bilesiminde bulunan safra tuzlari ve kristal viyole basta Gram pozitifler olmak tizere
refakat¢i floranin gelisimini inhibe ederken, glikoz pozitif bakterilerin varlig1 pH indikatori
ile koloni renginin kirmiziya dontismesi ve safra asitlerinin koloni etrafinda c¢okelti
olusturmasi ile belirlenir. Dolayisiyla 35°-37 °C'da 24 saat siiren inkiibasyondan sonra 1-2
mm ¢apinda kirmizimst bir presipitat zonu ile ¢evrili kirmizi koloniler Enterobacteriaceae
familyas1 tiyeleri olarak sayilir. Aeromonas gibi Enterobacteriaceae iiyesi olmayan bazi
refakatci bakteriler de benzer reaksiyon verir. Buna bagl olarak rasgele secilmis 5 tipik
koloninin oksidaz testi ile dogrulanmasi Onerilir. Enferobacteriaceae familyasi {iiyeleri
oksidaz negatiftirler.

Hazirlanmasi i¢in dehidre besiyeri, 39.5 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde karistirilarak
kaynatilir ve kaynama basladiktan sonra en ¢ok 2 dakika daha kaynama sicakliginda tutulup,
45°-50 °C'a soguyunca steril Petri kutularma 12.5'er mL dokiiliir. Bu besiyeri otoklavlanmaz.
Sterilizasyon, kaynar su banyosunda besiyerini eritirken yapilmis olur. VRBD Agar
besiyerinin asir1 1sitilmasindan kagmilmalidir. Asir1 1sitma selektiviteyi azaltir. Kaynar su
banyosundaki 1s1l islem etkinliginin saglanmasi i¢in besiyerinin 250 mL'den fazla hacimlerde
hazirlanmamas1 &nerilir. Onceden 0.5 L erlen igine 250 mL damitik su konulup agzi
kapatilarak otoklavda sterilize edilmesi ve besiyerinin bu erlende hazirlanip eritilmesi 6nerilir.
Hazirlanmis besiyeri parlak ve koyu kirmizi-kahve renklidir, pH's1 25 °C'da 7.3+0.2'dir.

Genel olarak ekimden sonra 15 dakika oda sicakliginda kendi halinde bekletilen Petri
kutularma ikinci kat olarak yine VRBD besiyerinden 5—6 mL kadar dokiiliip, katilastiktan
sonra inkiibasyon Onerilmektedir.

Toplam Enterobacteriaceae sayimm igin standart olarak VRBD Agar besiyeri kullanilmakla
birlikte sanayide "standart dis1" olmak kaydi ile VRBL Agar'da renkli ve renksiz tiim
kolonilerin sayimi1 ile VRBL Agar'a 10 g/L dekstroz ekleyerek de sayim yapilmaktadir.

Gida isletmelerinde "koliform bakteri" sayiminda kullanilan VRBL Agar besiyerinde de
teorik olarak toplam Enterobacteriaceae sayimi yapilabilir. Buna gore; besiyerinde gelisen
renkli ve renksiz tiim koloniler sayildiginda toplam Enterobacteriaceae sayilmis olur. ikinci
olarak; VRBL besiyerine 10 g/L. dekstroz eklendiginde elde edilecek modifiye besiyerinde
gelisecek tiim renkli koloniler toplam Enterobacteriaceae olarak da degerlendirilebilir.

Uygulamanin amaci, daha 6nceden koliform bakteri ve koliform olmayan Enterobacteriaceae
ilave edilmis gida 6rneginde bu 3 yontemle sayim sonucu farkliginin incelenmesidir.
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2. Analiz

Ankara UniversitesiGida Miihendisligi Boliimii, Gida Mikrobiyolojisi laboratuvari tarafindan
onceden kontamine edilen gida Srneginden hazirlanan 10" ve 107 seyreltiler, ekim ve
inkiibasyon standart yontemle yapilacaktir.

Calisma, 3 alt grup halinde yiiriitiilecektir. Gruplar, ayn1 gidadan, bagimsiz olarak seyreltme,

3 farkli besiyerine ekim ve sayim yapacaklardir. Boylece 3 tekerriirlii deneme plani kurulmus
olacaktir. Tek rapor verilecektir.

3. Degerlendirme

35°-37 °C'da 24 saat inkiibasyon sonunda koloniler sayilacaktir. Gida 6rneginde bulunan
toplam Enterobacteriaceae sayisi;

N=C/[V x(n;+ 0,1 x ny) x d] formiil ile hesaplanir.
Burada;
N: Gida 6rneginin 1 g ya da 1 mL'sinde mikroorganizma sayist
C: Sayimi yapilan tiim Petri kutularindaki koloni sayis1 toplami
V: Sayimi1 yapilan Petri kutularina aktarilan hacim, mL
ny: 11k seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi
n,: ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi

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

* Petri kutularinda 25-250 arasindaki koloni sayilar1 degerlendirmeye alinir.

4. Sonuclarin Verilmesi

Gruplar VRBD Agar VRBL Agar Mod. VRBL Agar

Grup 1
Grup 2
Grup 3

Yukaridaki cizelge log kob/g olarak doldurulacak, basit varyans analizi ile 3 besiyeri arasinda
fark olup olmadig1 yorumlanacaktir.
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