24 Baslangig Siispansiyonu ve ilave Diliisyonlar

Laboratuarin ve analize alinacak alt 6rnegin kontaminasyon riskini azaltmak amaci ile dehidre toz Urinlerin
baglangi¢ stispansiyonu ayri bir odada veya koruyucu kabin icinde hazirlanmalidir. Patojen mikroorganizma
icermesi muhtemel &rneklerin baglangic siispansiyonu biyogiivenlik kabini icinde hazirlanmalidir. Orneklerin
ambalajlari agilmadan 6nce, ambalajin agilacagi kissm %70’ lik etil alkol ile silinmeli ve alkolliin buharlagmasi igin
bir siire beklenilmelidir. Steril Grinlerin paketleri agcilmadan 6nce paketin agilacagi kisim en az 10 d siireyle 100-
200 mg/L serbest klor ¢ozeltisine daldirilmahdir. Orneklerin ambalajlarinin agilmasinda ve analiz igin
kullanilacak alt 6rnegin alinmasinda kullanilan makas, bigcak ve pens benzeri tim ekipman steril olmalidir.
Kullaniimig ekipman uygun nitelikte kaplara alinmalidir. Kiiglik boyutlu ve korozyona dayanikl ekipman galisma
esnasinda kullanildiktan sonra icinde yeni hazirlanmis dezenfektan sollisyonu olan kaplara alinabilir.

2.4.1 Analiz alt 6rnegi

Analiz alt 6rneginin alinmasinda en 6nemli husus, 6rnegin butlinini temsil etmesidir. Bu nedenle 6rnek
mimkiin oldugunca homojen hale getirilmelidir. Sivi 6rnekler, analiz alt 6rnegi alinmadan once c¢alkalanarak
homojenize edilmelidirler. Sert ve kuru 6rnekler steril blender kaplari icinde homojenize edilebilir. Ancak
homojenizasyon siresi 2,5 dakikayr asmamaldir. Bazi sert ve kuru orneklerin 6gutiilmesi ve kiyilmasi
gerekebilir, bu durumda 6gitme ve kiyma islemi 6rnegin sicakliginin kayda deger oranda artmasina engel
olarak 1 dakika icinde gerceklestirilmelidir. Farkl tipte bilesenlerden olusan heterojen yapidaki érneklerin (Or.,
yas pasta; kek ve krema) analiz alt 6rnegi tiim bilesenleri temsil etmelidir. Heterojen yapidaki 6rnekler igin,
alternatif olarak 6rnegin tamami homojenize edildikten sonra analiz alt 6rneginin alinabilir. Bu durumda
yukarida verilen homojenizasyon sireleri gz 6ninde bulundurulmalidir.

Yumurta orneklerinin yalnizca igeriginin analiz edilecegi durumlarda kabuk isopropanol alkol ile silinmeli ve
kontamine olmadan kurutulmalidir. Sonrasinda yumurta kabugu steril eldiven kullanilarak kirilarak yumurta
icerigi steril bir kap igine alinmalidir.

Baslangi¢ suspansiyonu takip edilen metot ile aksi belirtiimedikce en az 10 g veya 10 mL analiz alt 6rnegi ile
hazirlanmalidir. Analiz alt 6rnegi uygun diltient icinde 1/10 oraninda homojenize edilmelidir. Polisakkaritler gibi
oldukga hidrofilik ve su iginde sisen 6rneklerin baslangi¢ stispansiyonu 1/10 yerine 1/20 veya 1/100 oraninda
hazirlanabilir. Baharatlar gibi bazi gida 6rneklerinin sahip olduklari antimikrobiyal etkinligin azaltilmasi icin
baslangi¢ sispansiyonlarinin 1/10 yerine 1/100 veya 1/1000 oraninda hazirlanmasi tavsiye edilmektedir.
Yumurta beyazi analiz edilecegi takdirde 6rnekte dogal olarak bulunan lizozimin antibakteriyal etkisini azaltmak
icin 1/40 diltisyon orani tercih edilebilir.

2.4.2 Diliientler

Gida mikrobiyolojisinde birgok kaynakta genel amagl tavsiye edilen dillient %0,1 oraninda pepton ve %0,85
oraninda NaCl iceren ve Peptone Salt Diluent veya Maximum Recovery Diluent olarak isimlendirilen dilGenttir.
ISO standartlarinda Maximum Recovery Diluent’ e ilave olarak Buffered Peptone Water genel amach dilient
olarak tanimlanmistir. FDA Bacteriological Analytical Manual’ de ise genel amagl dilient olarak Butterfield's
phosphate-buffered water tanimlanmistir. Bu g dillient gida mikrobiyolojisi laboratuarlarinda genel
amach dilient olarak kullanilabilir. Bazi kaynaklarda peynir ve fermente sit drneklerinin baslangi¢
suspansiyonunun hazirlanmasinda pH’ s1 7,5" e ayarlanmis Dipotasyum hidrojen fosfat sollisyonunun
(20g/L) diltient olarak kullaniimasi tavsiye edilmektedir.

Mikroorganizmalarin termal soka maruz kalmamasi i¢in dilientler baslangi¢c sispansiyonunun
hazirlanmasindan 6nce oda sicakhgina getirilmelidir. Bununla birlikte yag orani yiksek 6rneklerin
homojenizasyonunu kolaylastirmak icin dilient 45°C’ a kadar isitilabilir.

Asidik gida 6rneklerinin baslangi¢ stispansiyonlari pH indikatori iceren bir dillient igcinde hazirlanmali ve pH 0,1
veya 1 N steril NaOH ile notral degerlere getiriimelidir. Bu amagla otoklav dncesinde 1 L diliiente 0,1 mL
Bromocresol purple alkolik soliisyonu (%0,04) ilave edilebilir.

Yiiksek yag iceren gida orneklerinin baslangi¢c stispansiyonlari emiilsifikasyonu arttirmak amaciyla Tween 80
iceren dillentler icinde hazirlanabilir. Bu amagla otoklav 6ncesinde 1 L dilliente drnekteki yag oranina bagli
olarak 1g-10 g arasinda (Ornegin yag orani %40 olan bir 6rnek icin 4g) Tween 80 ilave edilebilir.



2.4.3 Baslangig Siispansiyonunun Homojenizyonu

Baslangi¢ siispansiyonunun homojenizasyonu ve mikroorganizmalarin analiz alt 6rneginden dillent iginde
serbest kalmasi amaciyla 1970’ li yillarin ortalarina kadar Waring tip mekanik blenderler kullaniimaktaydi.
Sonraki yillarda blenderlerin yerini plastik bir torba igindeki baslangi¢ slispansiyonun iki pedalin gligli vuruslari
ile homojenize edilmesi prensibine dayali Stomacher cihazlari almistir. Bu cihazlarin blenderlere nazaran
avantajlari homojenizasyon esnasinda sicaklik artisina neden olmamalari, steril ve tek kullanimlik plastik
torbalari sayesinde kullanim kolayhg saglamalari ve homojenize edilen 6rnegin plastik torba icinde muhafaza
ve inklbe edilebilmesidir. Stomacher ile homojenizasyon siiresinin 3 dakikayi asmasi 6nerilmemektedir.

Baslangi¢ silispansiyonun homojenizasyonu igin bir diger alternatif ise Pulsifier isimli cihazdir. Pulsifier
olusturdugu yiksek seviyede tirbilans sayesinde mikroorganizmalarin analiz alt 6rneginden serbest kalmasini
saglamaktadir. Pulsifier'in Stomacher’ e nazaran sert gidalarin homojenizasyonunda plastik torba delinme
riskinin olmamasi, daha berrak bir siispansiyon elde edilmesi ve homojenizasyon igin gerekli siirenin kisa olmasi
gibi avantajlari vardir.

2.4.5 ilave Ondalik Diliisyonlar

Ornekteki beklenen hedef mikroorganizma sayisina bagh olarak ilave ondalik diliisyonlarin hazirlanmasi
gerekebilir. 1/100’ lik dilisyon baslangi¢ stispansiyonundan alinan 1 mL’ nin tipte bulunan 9 mL dilient icinde
vorteks yardimi ile 5-10 saniye homojenize edilmesi ile hazirlanir. Ayni sekilde 1/100’ luk diltisyon kullanilarak
1/1000’ lik dilisyon hazirlanabilir ve ayni islem tekrar edilerek dillisyon orani arttirabilir.  Diltisyonlarin
hazirlamasinda steril pipet kullanilmali ve pipet baslangi¢ slspansiyonu igine 1 cm’ den daha fazla
daldirilmamalidir. Pipet ve steril diliientin temasindan kaginilmalidir.

Baslangi¢ slispansiyonunun hazirlanmasi ve besiyerine inokiilasyonu arasinda gegen siire 45 dakikayi, baslangi¢
stspansiyonunun hazirlanmasi ve ileri ondalik diliisyonlarin hazirlanmasi arasindaki gegen siire ise 30 dakikay!
asmamalidir.
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