1.5 Kalite Kontrol

Glnimizde gida mikrobiyolojisi laboratuarlarinda yaygin olarak ticari dehidre formulasyonlardan hazirlanan
besiyerleri veya kullanima hazir besiyerleri kullaniimaktadir. Kullanima hazir besiyerlerinin kalite kontrolleri igin
kullanici laboratuvarin sorumluluklari Boéliim 1.3’ de verilmistir. Dehidre formilasyonlardan hazirlanan
besiyerleri igin bu bolimde verilen yari-kantitatif ve kalitatif kontrol metotlari yeterlidir. Kantitatif kontrol
metotlarinin dehidre besiyeri veya kullanima hazir besiyeri Ureticileri tarafindan uygulanmasi zorunludur.
Laboratuvarlarin bir besiyerini veya farkli marka bir besiyerini ilk kez kullanacaklarinda kantitatif kontrol
metotlarini kullanmalari dnerilmektedir.

Laboratuvarda hazirlanan her bir parti besiyerinin (Ayni zaman diliminde hazirlanmis ayni kod ile tanimlanmis
besiyeri) bu boélimde verilen kalite kriterlerine uygunlugu degerlendirilmelidir. Kalite kriterlerini saglamayan
besiyeri partisi kullanilmamalidir.

1.5.1 Fiziksel Kalite Kriterleri

Besiyerlerinin pH, hacim (Diluentler), besiyeri kalinlig1 (Petrideki besiyerleri), renk, berraklk (Sivi besiyerleri) ve
jel stabilitesi (Agarh besiyerleri) kontrol edilmelidir.

pH ve hacim kontroli Béliim 1.2’ de detayli olarak verilmistir.
1.5.2 Mikrobiyolojik Kalite Kriterleri
1.5.2.1 Mikrobiyal Kontaminasyon

Hazirlanan tim besiyeri partileri kullaniimadan 6nce uygun kosullar altinda inkibasyon yontemi ile
mikrobiyolojik kontaminasyon yoninden degerlendirilmelidirler. Laboratuvarlarin besiyerlerinin sterilite
kontrollerine yénelik drnekleme plani ve kabul kriterleri olmalidir. Ornekleme plani ve kabul kriterleri bir
besiyeri partisinin buyikligiine (petri/tlip/sise sayisi) gére belirlenebilir.

Kiigik besiyeri partilerinin (<100 petri/tip/sise) kontaminasyon kontroli icin partiyi temsilen secilen 21 adet
ornek test edilmelidir. Test edilen 6rneklerden bir tanesinde mikrobiyolojik gelisme olmasi durumunda besiyeri
partisi kullanilmamalidir.

Blylk partiler icin 1SO 2859 standardinda tanimlanan iki asamali 6rnekleme yontemi kullanilabilir. Bu
yontemde parti blyikligline bagh olarak 6rnek sayilari ve kontamine ornekler icin kabul ve red seviyeleri
belirlenmelidir. ilk 6rnek grubunda kontamine drneklerin sayisi kabul ve red seviyesi arasinda oldugu takdirde
ikinci 6rnek grubundaki kontamine 6rnek sayisina gore karar verilebilir. Her iki 6rnekleme grubundaki toplam
kontamine 6rnek sayisinin red kriterini asmasi durumunda parti kullaniimaz.

Kuf ve maya sayiminda kullanilan besiyerlerinin sterilite kontroli amaci ile 25°C de en az 48 saat inkibe
edilmelidir. Diger besiyerleri ise 37°C de en az 18 saat inkibe edilmelidirler. Bazi sivi besiyerleri, 6zellikle opak
olanlar, inklibasyon sonunda sterilitenin teyidi icin selektif olmayan agarli bir besiyerine inokilasyon
gerektirebilir.

1.5.2.2 Koloni Morfolojileri

Diferansiyel ve identifikasyon besiyerlerinde hedef mikroorganizmalarin fizyolojik ve biyokimyasal
karakteristiklerine bagl olarak beklenen koloni morfolojilerini gostermesi gerekmektedir.

Bazi besiyerlerinde genellikle hedef mikroorganizma ile ayni tir, cins veya familyaya ait hedef disi
mikroorganizmalar farkl koloni morfolojileri ile hedef mikroorganizmalardan ayirt edilebilir. Besiyerlerinin bu
ayirt edici o6zelligi Spesifiklik (Specificity) olarak isimlendirilmektedir. Ornegin BP agar koagiilaz negatif
Stafilakoklar igin secici degildir. Koaglilaz negatif Stafilakoklar, hedef mikroorganizmalar olan koagilaz pozitif
Stafilakoklardan koloni morfolojisi ile ayirt edilebilirler.

Besiyerlerinin koloni morfolojileri 1.5.2.3 Verimlilik ve Segcicilik bashgi altinda verilen kontroller esnasinda
degerlendirilebilir.

1.5.2.3 Verimlilik ve Segicilik

Verimlilik (Productivity) besiyerinde hedef mikroorganizmanin gelisme durumuna yoénelik bir kalite kontrol
kriteridir. Segicilik ise segcici besiyerlerinin hedef disi mikroorganizmalarin gelismesini baskilama gicldir. Her iki



kalite kontrol kriteri kantitatif, yari-kantitatif ve kalitatif olarak tg¢ farkli metot ile degerlendirilebilir. Kati ve sivi
besiyerleri icin kontrol metotlari farkhdir.

Kati Besiyerleri icin Metotlar
Kantitatif metot

Verimlilik kontroli i¢in hedef mikroorganizma slispansiyonundan test edilen besiyerine ve referans besiyerine
inokilasyon vyapilir. Referans besiyeri selektif olmayan bir besiyeridir. Bakterilere yonelik besiyerlerinin
kontrolinde referans besiyeri olarak Tryptone Soya Agar (TSA), kiif ve mayalara yonelik besiyerleri igin
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) kullanilabilir. Rutin uygulamalarda inokilasyon igin dokme petri yontemi
kullanilan besiyerlerinin testlerinde dokme petri yontemi kullanilabilir.

Test icin her iki besiyerinden birden ¢ok petri kullanilabilir. ideal olarak inkiibasyon sonunda referans besiyeri
petrilerinde toplam koloni sayisi 100" Un Uzerinde olmalidir. Verimlilik, besiyerlerindeki koloni sayilari ile
hesaplanan verimlilik orani (Productivity Rate, Py) ile degerlendirilir.

Pr=Ns/ N,

Bu formiilde N; test edilen besiyeri petrilerindeki toplam koloni sayisi, Ny ise referans besiyeri petrilerindeki
toplam koloni sayisidir.

Secici olmayan besiyerleri igin (Or., Plate Count Agar) Pgdegeri 0,7’ den biiyiik olmalidir. Segici besiyerlerinin Pg
degeri ise 0,5’ den blyik olmalidir.

Secici besiyerlerinin segiciligi uygun hedef disi mikroorganizmanin selektif olmayan sivi besiyerindeki 18-24
saatlik kilturiinden hazirlanan ondalik dilusyonlar ile degerlendirilebilir. Test edilen besiyeri ve referans
besiyerindeki koloni sayilari ile segicilik faktori (Selectivity Factor, Sg) hesaplanir.

$F=D0—D5

Bu formiilde D, referans besiyerinde en az 10 koloni gézlenen en yiiksek dilusyon, Ds ise test edilen besiyerinde
referans besiyeri ile yakin sayida (>10) koloni gozlenen en yiiksek dilusyondur. Sg, Dy ve Ds logaritmik olarak
ifade edilmelidir. Segcicilik faktorinin hesaplanmasina yonelik bir 6rnek ‘ de Tablo verilmistir. Secici besiyerleri
icin SF en 22 olmaldir.

Tablo 1.2 BP agar’ in Escherichia coli (ATCC 25922) ile gergeklestirilen segicilik kontrolii sonuglari

Dilusyonlar ve koloni sayilari
Besiyeri — > = 7 5 3 7 -8
10 10 10 10 10 10 10 10
TSA (Referans besiyeri) SKF* SKF 55 5
BP agar (Test besiyeri) 120 13 1 - - - - -

* Sayillamayacak kadar fazla

Tablo 1.2’ de verilen koloni sayilarina gére D, 7 (10'7), Dsise 2 (10'2)’ dir. Bu 6rnekte S¢ 5’ dir.

Yari kantitatif metot

Kati besiyerlerinin verimlilikleri ve secicilikleri Ekometri teknigi ile yari kantitatif olarak degerlendirilebilir. Bu
amagcla petri kutusundaki besiyeri hedef veya hedef disi mikroorganizmanin selektif olmayan sivi besiyerindeki
18-24 saatlik kaltara (107 -10° kob/ml) ile inokile edilir. Rutin uygulamalarda dékme petri yontemi igin
kullanilan besiyerleri de 6nceden petriye dokilerek bu yéntem ile degerlendirilebilirler.

inokiilasyon 1 ul’ lik 6ze kullanilarak Sekil 1’ de verilen hatlara gére yapilmalidir. Oze mikroorganizma
kiltirine daldirilir ve agar ylizeyi ile 20°- 30° a¢l yapacak sekilde A bélgesinde paralel 4 hat halinde inokilasyon
yapilir. Daha sonra 6ze yeniden mikroorganizma kilttriine daldirilmaksizin B ve C bdlgesi hatlari olusturulur ve
islem D bolgesindeki tek hat ile sonlandirilir. Bu islemde 6zenin sabit basing ve hiz ile kullanilmasi 6nemlidir.
Ayrica mikroorganizma kdltiirline daldirilan 6zede fazla sivi kalmamasina ve hava kabarcigl olusmamasina
dikkat edilmelidir.



Test edilen besiyeri icin metot ile tanimlanan sicaklik ve siirede inkiibasyon sonunda her bir hattaki gelisme
degerlendirilir. Hattin yarisindan uzun bir bélimiinde koloni gozlendigi takdirde 1 puan olarak degerlendirilir.
Bu gelisme kriterini saglamayan hatlara puan verilmez. Elde edilen toplam puan Gelisme indeksi (G;) olarak
isimlendirilir. Bu durumda Ekometri tekniginde en yiksek G, degeri 16’ dir. Selektif besiyerlerinde hedef
mikroorganizma igin G, degeri 6’ dan yliksek olmalidir. Selektif olmayan besiyerleri icin daha ylUksek G, degerleri
limit olarak kabul edilebilir. Selektif besiyerlerinde hedef digi mikroorganizma kismen veya tamamen inhibe
olmalidir.

Sekil 1.2 Ekometri tekniginde inokiilasyon hatlari

Kalitatif metot

Bu metot yalnizca goérsel degerlendirmeye dayalidir. Petri kutusundaki besiyeri hedef mikroorganizmanin
selektif olmayan sivi besiyerindeki 18-24 saatlik kaltari (107 - 10° kob/ml) ile inoklle edilir. Rutin
uygulamalarda dékme petri yontemi icin kullanilan besiyerleri de bu yontem ile degerlendirilebilirler.

inokiilasyon 1 ul’ lik 6ze kullanilarak yapiimahdir. Oze mikroorganizma kiiltiiriine daldirilir diiz hatlar halinde
inokilasyon yapilir. Bu metotta ayni petriye inokilasyon hatlari birbirleri ile kesismedigi surece farkh
mikroorganizmalar inokdile edilebilir.

Test edilen besiyeri i¢gin metot ile tanimlanan sicaklik ve sirede inkiibasyon sonunda petrilerdeki gelisme
degerlendirilir. Gelisme gozlenmeyen petriler 0 puan, zayif gelisme gozlenen petriler 1 puan ve iyi gelisme
gozlenen petriler 2 puan olarak degerlendirilir. Hedef mikroorganizma igin kabul kriteri 2 puandir. Selektif
besiyerlerinde hedef disi mikroorganizma kismen veya tamamen inhibe olmalidir (0 veya 1 puan).

Sivi Besiyerleri icin Metotlar
Kantitatif metot

Verimlilik kontroli icin hedef mikroorganizma siispansiyonundan test edilen besiyerine ve referans besiyerine
inokiilasyon yapilir. Bakterilere yonelik besiyerlerinin kontroliinde referans besiyeri olarak Tryptone Soya Broth
(TSB), kuf ve mayalara yonelik besiyerleri icinse Sabouraud Dextrose Broth (SDB) kullanilabilir. Test edilen ve
referans besiyerleri hedef mikroorganizma ile 10-100 kob/10 mL dizeyinde inokile edilir ve metot ile
tanimlanan sicaklikta ve siirede inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda dogrudan besiyerlerinden ve
dilusyonlarindan segici olmayan kati besiyerlerine inoktilasyon yapilir ve test edilen mikroorganizma igin uygun
sicaklikta ve siirede inkiibe edilir. inkiibasyon sonunda petrilerdeki koloniler sayilir ve verimlilik orani (Pg) kati
besiyerleri icin verilen formil ile hesaplanir. Elde edilen P degeri 0,1’ den blyiik olmahdir.

Secici besiyerlerinin secicilik kontrollii icin test edilen besiyeri ve referans besiyeri uygun hedef disi
mikroorganizma ile >1000 kob/10 mL diizeyinde kontamine edilmelidirler. Test edilen ve referans



besiyerlerinin metot ile tanimlanan sicaklikta ve siirede inkiibasyonunu takiben dogrudan besiyerlerinden ve
dilusyonlarindan segici olmayan kati besiyerine inokiilasyon yapilir. inokiile edilen petriler kullanilan
mikroorganizma igin uygun sicaklikta ve siirede inkiibe edilir. inkiibasyon sonunda petrilerdeki koloniler sayilir
ve secicilik faktori (Sg) kati besiyerleri icin verilen formil ile hesaplanir. Elde edilen S degeri 2’den biylk
olmalidir.

Referans besiyeri kullanilmadigi takdirde, test edilen sivi besiyerinin verimliligi inkiibasyon sonunda selektif
olmayan kati besiyeri lizerinde saptanan mikroorganizma sayisi ile degerlendirilebilir. Bu durumda besiyerinde
hedef mikroorganizma sayisi 10° kob/ml’ nin uzerinde olmalidir. Secici besiyerleri icin hedef disi
mikroorganizma sayisl ise 10" kob/mL’ nin altinda olmalidir.

Diluentlerin kontrolii diger sivi besiyerlerinden farklidir. Bu amagla diluent uygun mikroorgamizma (Or.,
Escherichia coli ATCC 25922) kiltira ile 100-1000 kob/10mL dizeyinde kontamine edildikten sonra oda
sicakliginda 45 d bekletilir. Bu surenin baginda ve sonunda mikroorganizma sayisi selektif olmayan kati besiyeri
kullanilarak belirlenir. 45 d sonunda elde edilen mikroorganizma sayisi, baslangicta elde edilen mikroorganizma
sayisindan %50’ nin Gzerinde farkli olmamalidir.

Yari kantitatif metot

Verimlilik kontroll igin test edilen besiyeri hedef mikroorganizma ile 10-100 kob/10 mL dizeyinde kontamine
edilir. Test edilen besiyeri secici bir besiyeri ise secicilik kontroli amaciyla hedef disi mikroorganizma ile >1000
kob/10mL dizeyinde kontamine edilmelidir. Kontaminasyonu takiben besiyerleri metot ile tanimlanan
sicaklikta ve siirede inkiibe edilirler. inkiibasyondan sonra 10 ul’ lik 6ze kullanilarak verimlilik testi icin segici bir
kati besiyerine ve secicilik testi icin segici olmayan bir kati besiyerine inokiilasyon yapilr. inokiile edilen petriler
kullanilan mikroorganizma igin uygun sicaklikta ve siirede inkiibe edilir. Kabul edilebilir bir verimlilik igin
inkiibasyon sonunda segici besiyerinde en az 10 hedef mikroorganizma kolonisi gézlenmelidir. Kabul edilebilir
bir secicilik icin secici olmayan besiyerinde gozlenen hedef disi mikroorganizma koloni sayisi 10’ dan az
olmaldir.

Kalitatif metot

Bu metot yalnizca gorsel degerlendirmeye dayalidir. Sivi besiyerleri hedef mikroorganizmanin selektif olmayan
sivi besiyerindeki 18-24 saatlik kiilturt ile 1 puL’ lik 6ze kullanilarak inokule edilir.

Test edilen besiyeri icin metot ile tanimlanan sicaklik ve siirede inkiibasyon sonunda besiyerinin verimliligi
tiplerdeki bulaniklik ile degerlendirilir. Bulaniklik g6zlenmeyen tiipler 0 puan, zayif bulaniklik gézlenen tiipler 1
puan ve iyi gelisme gozlenen tiipler 2 puan olarak degerlendirilir. Hedef mikroorganizma icin kabul kriteri 2
puandir. Selektif besiyerlerinde hedef disi mikroorganizma kismen veya tamamen inhibe olmalidir (0 veya 1
puan).



Tablo 1.3 Besiyerlerinde gbézlenen problemler ve muhtemel nedenleri

Problem Muhtemel neden

Hazirlama sirasinda besiyerinin fazla isinmasi
Dusuk pH’ nin asit hidrolizine neden olmasi
Agarin katilasmamasi Yanlis tartim

Agarin tamamen ¢oziilmemesi

Bilesenelerin yetersiz karismasi

Hazirlama sirasinda besiyerinin fazla isinmasi
Dusuk saf su kalitesi

Kimyasal kontaminasyon

pH’ nin yanlis sicakhkta 6l¢tilmesi

pH metrenin hatal kalibrasyonu

Dislk kalite dehidre besiyeri

Hatali pH

Hazirlama sirasinda besiyerinin fazla isinmasi
Dislk saf su kalitesi

Anormal renk Duslk kalite dehidre besiyeri

Hatali pH

Kontaminasyon

Hazirlama sirasinda besiyerinin fazla isinmasi
Duslk saf su kalitesi

Duslk kalite dehidre besiyeri

pH kontroliiniin yetersizligi

Presipitasyon

Hazirlama sirasinda besiyerinin fazla isinmasi

Dislk saf su kalitesi

Duslk kalite dehidre besiyeri

Yanlis formiilasyon (Or., bilesenlerin dogru tartiimamasi,
katkilarin yanhs konsantrasyonda ilavesi)

Dusuk verimlilik,
inhibisyon

Hazirlama sirasinda besiyerinin fazla isinmasi

Duslk saf su kalitesi

Dusuk secicilik Duslk kalite dehidre besiyeri

Katkilarin yanlis konsantrasyonda veya yanlis sicaklikta
ilavesi




