1.6 Referans Mikroorganizma Kiiltiirleri

Gida mikrobiyolojisi laboratuarlarinda besiyerlerinin kalite kontrollerinin yaninda i¢ kalite kontrol ¢alismalari ve
egitim amaci ile referans mikroorganizma kiltirlerine ihtiyag vardir. Referans kultlr terimi referans suglar,
referans stok kiiltiirler ve ¢alisma kultirleri icin ortak olarak kullanilmaktadir.

Referans kiltiirler ait olduklar tirlerin karakteristik 6zelliklerini temsil etmelidirler. Laboratuarda dogrudan
gida orneklerinden izole edilen suglarin biyokimyasal profilleri ve serolojik 6zellikleri bakimindan atipik
olabilecegi veya alt kiltirleme (pasajlama) ile kiltir koleksiyonundan temin edilen kiiltlrlere nazaran kolaylikla
atipik duruma gelebilecekleri unutulmamalidir. Bu nedenle ideal olarak referans kulturler kiltiir
koleksiyonlarindan temin edilmelidirler. Kultur koleksiyonundan temin edilen kulturlerin genetik degisim riskini
minimize etmek igin laboratuarda en fazla bes kez pasajlanmasi tavsiye edilmektedir.

1.6.1 Referans Suglar

Referans suglar dogrudan kiltir koleksiyonlarindan temin edilen ve en azindan cins ve tir dizeyinde
tanimlanmis, karakteristik 6zellikleri ortaya konmus ve bir katolog numarasina sahip mikroorganizmalardir.
Referans suslarin temin edilebilecegi kiltlir koleksiyonlarina American Type Culture Collection (ATCC, ABD),
National Collection of Type Cultures (NCTC, ingiltere), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ, Almanya) ve Japan Collection of Microoganisms (JCM, Japonya) érnek verilebilir.

Referans suslar genellikle liyofilize halde temin edilebilirler. Liyofilizasyon teknigi kullanilarak olusturulan
mikroorganizma kiiltiirleri uzun sire canhhgini muhafaza edebilirler. Liyofilizasyon (Dondurarak kurutma)
yuksek vakum altinda sublinlesme ile suyun uzaklastirilarak dondurulmus materyalin kurutulmasi prensibine
dayalidir.

Maya referans suslari icin agagida verilen referans stok ve ¢alisma kiiltirleri hazirlama yéntemleri kullanilabilir.
Kuf kaltirleri bakteri kulturlerinden farkl olarak kati besiyeri tzerinde canhliklarini gok uzun siire muhafaza
edebilmektedirler. Bircok kuf turd 4°C’ de canliigini 1-2 yil koruyabilmektedir. Bu nedenle kif kiltirleri
dogrudan yatik kati besiyerleri tizerinde buzdolabinda muhafaza edilebilirler.
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1.6.2 Referans Stok Kiiltiirler

Liyofilize referans suslar laboratuara kabul edildikten sonra tedarikgiden saglanan talimatlar dogrultusunda
yeniden sulandirilmaldir ve referans stok kiiltiirleri olusturmak amaci ile pasajlanmalidir. Bu amagla kanli agar
ve Triyptic Soy Agar (TSA) kullanilabilir. Mikroorganizma igin uygun sicaklik ve siirede inkiibasyon sonunda kati
besiyerinde olusan koloniler saflik ve biyokimyasal karakteristikleri yoninden kontrol edilmelidirler. Kontrol
sonuglart uygun olmayan kiltirler elden g¢ikartilmahdir. Kontrol sonuglari uygun oldugu takdirde



mikroorganizma stispansiyonu hazirlamak igin bir 6ze ile yeterli sayida koloni selektif olmayan bir sivi besiyeri
(Or., Tryptic Soy Broth, TSB) icine alinmali ve homojenize edilmelidir.

Hazirlanan slspansiyon distk sicakliklarda muhafaza edileceginden dolayi kullanilan sivi besiyeri koruyucu
icermelidir. Mikroorganizmalar sivi besiyeri icinde donduruldugunda, hiicre disindaki su donmaya basladig
zaman serbest su miktarinin azalmasina bagli olarak hiicre disi ¢d6ziinmis madde konsantrasyonu artacaktir.
Hucre disindaki bu konsantrasyon ozmotik dengesizlige ve hiicreden su kaybina neden olacaktir. Ayrica olusan
buz kristalleri hiicre membranlarina fiziksel olarak zarar verebilir. Suyun donmasina bagh bu istenmeyen etkiler
suyun donma noktasini distren koruyucular ile azaltilabilir. Bu amagla en yaygin kullanilan koruyucu
mikroorganizmalar lzerine toksik olmamasi nedeni ile gliseroldiir. Gliserol su molekdlleri ile hidrojen baglar
olusturur. Boylece su molekdlleri arasinda hidrojen baglarinin olusumunu engelleyerek suyun donma noktasini
distrmektedir. Gliseroliin sivi besiyerine %15 oraninda ilavesi yeterli olacaktir.

Hazirlanan siispansiyon Eppendorf tiipleri veya mikro santrifiij tiiplerine taksim edilir ve dondurulur. ideal
dondurma sicakhgl £70°C’ dir. Ancak daha yiiksek dondurma sicakliklari da (<20°C) kullanilabilir. Bu durumda
referans stok kiltiirlerin muhafaza siresinin daha kisitl olacagi unutulmamahdir.

1.6.3 Calisma Kdltiirleri

Calisma kiiltiirleri referans stok kiiltiirden selektif olmayan kati besiyerine (Or., TSA) inokiilasyon ile hazirlanir.
Mikroorganizma igin uygun sicaklikta ve 24 saat inkiibasyon sonunda kati besiyerinde olusan koloniler saflik
yoninden kontrol edilmelidirler. Kontamine oldugu tespit edilen kiiltlrler elden gikartiimalidir.

Calisma kaltarlerinin hazirlanmasinda petrideki kati besiyerlerine alternatif olarak su kaybinin daha az olmasi
nedeni ile tlp icinde hazirlanan yatik kati besiyerleri kullanilabilir. Ancak yatik besiyerlerinde koloni
morfolojilerinin gézlenmesinin zor olacagl unutulmamahdir. Calisma kiltlrleri 2°C - 8°C arasinda 4 haftaya
kadar muhafaza edilebilirler.

1.6.4 Standardize Edilmis inokulum

Besiyerlerinin kalite kontroli veya farkli amaglarla igindeki hiicre sayisi ayarlanmis mikroorganizma
stspansiyonlarinin hazirlanmasina ihtiyag vardir. Bir siispansiyondaki bakteri ve maya hicre sayisi kilturel
tekniklerin disinda McFarland standartlari veya dogrudan mikroskobik sayim ile belirlenebilir. Bu yontemlerin
kilttrel yontemlere kiyasla ortak avantaji inkiibasyon siiresi gerektirmemeleridir. Ortak dezavantajlari ise canli
ve Ol hicreleri ayirt edememeleridir. Bu nedenle kiltiirel sayim ydntemleri ayni zamanda canli sayimlari
(viable count) olarak da isimlendirilmektedir.

1.6.4.1 McFarland Standartlari

Bakteri ve maya suspansiyonlarinin standardizasyonu igin McFarland bulaniklik standartlar kullanilabilir.
McFarland standartlari Baryum Klorir ve Silfirik Asit” in %1’ lik solisyonlarinin farkli oranlarda karistiriimasi ile
hazirlanmaktadir. Olusan Baryum Sdlfat’ in miktari bulanikligin yogunlugunu belirlemektedir. McFarland
standartlari icerdikleri BaCl, oranina gore isimlendirilmektedirler. Tlp icinde hazirlanan standartlar kapaklar
sikica kapatilarak karanlikta ve oda sicakliginda muhafaza edildigi takdirde 6 ay boyunca kullanilabilirler.
GUnumuzde lateks partikiller ile hazirlanmis ve daha uzun raf dmriine sahip ticari McFarland standartlari
mevcuttur.

En disik McFarland standardi olan 0,5 numarali McFarland standardi %0,5 oraninda BaCl, icermektir ve
yaklasik olarak 1,5 x 10® cfu/mL bakteri yogunluguna karsilik gelmektedir. McFarland standartlarina karsilik
gelen bakteri yogunluklar Tablo “ de verilmistir. Tablo da verilen degerlerin Escherichia coli igin gegerli
oldugunu ve bakterilerin hiicre biyukliklerine gére degiskenlik gdsterecegi unutulmamalidir. Maya tirleri igin
0,5 numarali McFarland standardi 1-5 x 10° cfu/mL yogunlugu karsilik gelmektedir.

Tablo 1.4 McFarland Standartlarina karsilik gelen bakteri yogunlugu

McFarland Standardi cfu (x 10°/mL) 1% BaCl,/1% H,SO, (mL)
0,5 1,5 0,05/9,95
1 3 0,1/9,9
2 6 0,2/9,8
3 9 0,3/9,7
4 12 0,4/9,6
5 15 0,5/9,5




Uygulamada oncelikle selektif olmayan kati besiyerinde gelisen kolonilerden 6ze ile birkag tanesi tip icindeki
steril fizyolojik tuzlu su igine alinir ve homojenize edilir. Bu slispansiyonun bulanikhgl segilen McFarland
standardi ile gorsel olarak karsilastirilir. Karsilastirma McFarland standardinin ve bakteri slispansiyonunun
oldugu tuplerin yatay siyah gizgiler ile kontrast olusturan beyaz bir arka plana karsi tutulmasi ile yapilmahdir.
Mikroorganizma slispansiyonunun McFarland standardindan bulanik olmasi durumunda slispansiyona steril
fizyolojik tuzlu su ilave edilmelidir. McFarland standardinin mikroorganizma sispansiyonunundan bulanik
olmasi durumunda ise slispansiyona 6ze ile koloni ilave edilmelidir. Alternatif olarak 0,5 numarali McFarland
standardi ile dogrudan sivi besiyerindeki kultirtin bulanikligi karsilastirilabilir. Bu durumda sivi besiyerindeki
kaltar logaritmik fazda olmahdir.

1.6.4.2 Dogrudan Mikroskobik Sayim

Bir slispansiyondaki bakteri veya maya sayisi Breed yontemi kullanilarak dogrudan mikroskobik yontemle
belirlenebilir. Breed yonteminde oncelikle preparatin boyali alaninin (100 mmz), 15tk mikroskobunda
immersiyon objektifi ile elde edilen bir goris sahasi alanina orani olan Mikroskop Faktérii (MF)
hesaplanmalidir.

Mikroskop Faktériiniin Hesaplanmasi

Oncelikle immersiyon objektifi (100 X) ile elde edilen bir gériis sahasinin alani hesaplanmalidir. Gériis sahasinin
bir daire olmasi nedeni ile alani daire alan formili (rtrz) ile hesaplanabilir. Goriis sahasinin yarigapi (r) ise
Kontrol Mikrometresi (Stage micrometer, 1 mm/100) ile yaklasik olarak belirlenebilir. Ornegin bir gériis
sahasinin yarigapi yaklasik 0,08 mm ise, bu durumda bir goris sahasinin alani 0, 02 mm’ (3,14 x 0,08 mmz) ve
MF ise 5000 (0,02 mm?/100 mm?) olacaktir.

Preparatin Hazirlanmasi

Mikroorganizma siispansiyondan 0,01 mL alinarak temiz bir lam Gzerinde 100 mm? lik alana yayilir ve 55°C’ de
etlivde kurutulur. Kurutulan preparat basit boyama (Metilen mauvisi ile) veya Gram boyama ile boyanir.

Sayim ve Hesaplama

Zincir veya yigin halindeki bakteri hiicreleri bir hiicre olarak sayilmalidir. Bu hiicreler koloni sayim tekniginde
muhtemelen bir koloni olusturacaklarindan dolayi bu sekilde elde edilen sayim sonucunun koloni sayim teknigi
ile daha uyumlu olmasi saglanacaktir.

Gorils sahalarindan elde edilen ortalama hiicre sayisi MF ile ¢arpilarak 0,01 mL siispansiyonda bulunan hicre
sayisi saptanabilir. Elde edilen deger 100 ile garpilarak 1 mL siispansiyondaki mikroorganizma sayisi elde edilir.
Ornegin, 30 goriis sahasinda toplam 88 hiicre sayildi ise ortalama hiicre sayisi 2,93 (88/30) olarak hesaplanir. Bu
durumda stispansiyonun 1 mL’ sindeki hiicre sayisi 1.465.000 (2,93 x 5000 x 100) olarak hesaplanir.

1.6.4.3 Kiif Spor Siispansiyonu

Kuf spor slispansiyonu hazirlamak igin yatik kati besiyerinde gelisen taze kaltlrler (3-5 giin inkiibasyon sonrasi)
kullanilmalidir. Kiif kolonilerinin Gzerini 6rtecek kadar %1 oraninda Tween 20 iceren steril distile su ilave edilir.
Steril bir swab ile konidyalarin su i¢inde serbest kalmalari saglanabilir. Daha sonra ilave edilen su steril bir tiipe
aktarilir ve vorteks yardimi ile homojenize edilir. Bu siispansiyon hiflerden arindirmak igin steril cam ylninden
stzdllr. Sitspansiyondaki spor sayisi Neubauer lami kullanilarak dogrudan mikroskobik sayimla (10 X 40
blyutme giicl) belirlenebilir ve spor sayisi steril distile su ile seyreltilerek istenilen diizeye ayarlanabilir.
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