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DEFT YONTEMI ILE GIDALARDA MIKROORGANIZMA
YOKONON BELIRLENMESI

DETERMINATION OF MICROBIAL LOAD BY DEFT METHOD IN FOODS

Pelin K. YUCEL*, Hilal B. D. HALKMAN
TAEK Saraykdy Nikleer Aragtirma ve Egitim Merkezi, Ankara

OZET: Mikroskobik yontemier, mikrobivel hiicreletin varkginin belidenmesinde gok hizh yéntemlerdir. Standart kiltirel
yontemter ile karsilagtinldifinda canli ve 010 hiicrelerin beraberce sayilmas: gibi bir dezavantajt bulunmakia beraber,
hammaddenin mikrobiyel durumu hakkinda bilgi vermesi agisindan avantaj da tagimakiadir. DEFT, basit direk mikroskobik
. sayim ybntemierinden yaklagik 100 kat daha duyarli ve sonuglan kititrel say:m ile kiyaslanabilecek kadar dofru sonuglar
veren bir ydntemndir. DEFT yéntermni canlt ve 810 hilcrelerarasindaki ayrimi saglamaktadir, Fluorochrome igaretli antikorlarin
kullanim: ife belirli mikroorganizmalarin tiir ditzeyinde tespiti de mimkindtir.
Anahtar Kelimeler: Mikroskobik sayim, DEFT, Ab-DEFT

ABSTRACT: Microscopic metheds are very rapid methods of detecting the presence of microbial cells. When compared
with the standard cultural methods, however microscopy has a disadvantage of counting the live and dead cells together and
also has an advantage that it gives infarmation about the microbial load of raw material. DEFT is approximately 100-fold
sensitive than other methods of basic direct microscopic counting and gives accurate results in comparison with the culturat
counts. DEFT provides the differentiation between the Hve and dead cells, Also, detection of certain microorganisms is
possibie by using fluorochrome-labelied antibodies.
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GiRis

Mikroskop, mikrobiyolojinin temel aletlerinden birisi olup, bilimsel aragtirmalarin da sembolldir.
Mikroskobun 1674 yilinda Antoni van Leeuwenhoek tarafindan bulunmasiyla mikrobiyel diinya kesgtedilmigtir
(Tortorello 1997).

Gidalarda mikroorganizma yikindn belirlenmesinde esas alinan standart yontem “Kkiltirel sayim”
olmakla beraber, basta mikroskobik sayimlar olmak tzere bagka yontemler (zerinde de yogun ¢algmalar
yapiimaktadir. Mikroskobik sayim yontemlerinin en dnemii dstéinligh gidalarda mikrobiyel yikin hizh olarak
" belirlenmesidir. Saysm sonucunun alinmas: icin gegen stire killtire! y8ntemlerde saatlerle ifade edilirken,
mikroskobik yintermlerde dakikalar ile #ade edifir. Mikroskobik sayimiarda bir diger Ostinlik analiz malivetidir,
Basit boyamaya dayanan sayimlann maliyeti hemen hemen sadece lam gideridir. Buna Karsin basit
mikroskobik sayimlarda canh ve 8l0 hilcreler beraberce sayibir (Wehr ve Frank 2004, Anonymous 2005).

Canh ve 8l hilcrelerin beraberce sayimasi Howard kifl saha sayiminda oldudu gibi hammadde
kalitesi hakkinda fikir verirken, starter kiltir gibi zaten tamamina yakin bir cogunlugu canh hiicre olan
érneklerde glivenle kullanilabilmektedir. Mikroskobik yontemlerde maya sayiminda oldugu gibi canli ve 81
hiicreleri ayirt etmek miimkiinse de, bu drnek dogrudan mikroorganizma ile iligkili olup, bakierilerde basit
boyama teknikleri ite canli ve 81ii hiicreler ayirt edilemez. Ayrica maya sayiminda da gok glvenilir bir uygulama
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Howard kiifii saha sayim ydnteminde oldudu gibi, Breed yéntemi ile ¢ig sitlerde bakteri sayimi da
hammadde Kalitesi hakkinda fikir sahibl olmak igin bagvurufan bir yéntemdir. Giderek gelisen gida
endistrisinde hammaddenin mikrobiyel kalitesl (zerinde daha fazla durulmaktadir. Bu agidan bakidifinda
mikroskobik sayimlarin dnemi artmaktadir. Buna kargin, gerek Howard kiflli saha sayiminda gerek Breed
yonterninde ve gerek difer benzeri yéntemierde bagta hammadde ve kullarilan boyadan gelen gesitli yapilar
mikroorganizma ile kanghinimaktadir, Tersine olarak, kultlire! saytm yéntemierinde tim canli hiicreter degit,
sadece koloni olugturabilenler sayilabilmektedir. Ayrica, 1sil islem gibi uygulamalardan gegmis olan gidalarda
hammaddenin mikrobiye! kalitesi hakkinda highir fikir vermemektedir (Webr ve Frank 2004, Anonymous 2005).

_ Floresan boyalarin mikroskobik anaiizlerde kuflansimas: ile mikrobiyolojik analizlerde yeni bir sayfa
acirugtir. Bu sekilde bir yandan sadece mikroorganizmalarin géréimesi saglanirken, diger yandan canli ve 610
hiicrelerin ayirt ediimesi ve floresan antikor sistemi ile dofrudan tlir bazinda mikroskobik sayim olanaf
saglanmgtir. Mikrokotoni, membran filitrasyon vb. tekniklerin de devreye girmesi lle mikrobiye! yikin
belirlenmesindeki yaklagimlar ¢ok degismistir (Rapposch ve ark. 2000, Anonymous 2005}

Bu derlemede Direk Epifloresan Filitre Tekni§l (Direct Epifluorescent Filter Technique; DEFT) (zerinde
bilgi veriimektedir.

DEFT Yoéntemt

Kiiltiirel sayim ydntemlerinde gok diigik saydar belifdensbilirken, mikroskobik sayimlarda sayim bir
anlamda mikroskop gériis alan ile sinirlidie, Bakteri sayimiarmnda 100X objektit kullanima zoruniulugu goriig
alarini ve dolayist ile sayim yapitlan hacmi cok kigiitmektedir. Ornegdin, Breed ydntemi ile sitlerde direkt
mikroskobik sayim yapilirken, goriis sahasindaki 1 bakteri yaklagik olarak slitte 400.000 adet/ml kargihg
olmaktadir. Bundan daha disik deferlerde, incelenen goriiy sahass iginde baktert gériimeyebilmektedir,
Ayrica fam tizerine pipetienen 0,01 ml hacmin 1 cme alana yeknesak bir gekitde yayilmast pratik uygulamada
sagilik olmayabilmektedir (Girgin ve Hatkman 1880, Wehr ve Frank 2004, Anonymous 2005},

DEFT yénteminde birinci Ustinlik membran filitre ile kombine kullanirmidir. Bu gekilde bir yandan az
sayidaki mikroorganizmanm filitrede konsantrasyonu artmakta, diger yandan meveut mikroorganizmaiar filitre
Gzerinde homojen bir sekilde dagimaktadir. Buna gore, mikroskobik sayimin duyarlibg ¢ok yikseltimektedir.
Yontemde ikinct Gstinliik floresan boyalar ve floresan mikroskobu kullammina bagh olarak sadece
mikroorganizmalarin boyanmasinin saflanmasidir. Ayrica hammadde ya da boya ¢ozeltisinden gelen dokular
ve kirlilikler mikroorganizma olarak degerlendiriimemektedir (Pettipher 1886, Kepner ve Pratt 1994).

Yéntem orijinat olarak 1980'%erin baslarinda st drneklerinde bakteri sayim igin Gnerilmis ve bu amaca
ydnelik olarak gelitiriimistir. Daha sonra donduruimug balik, e, kiyma, mayonezli salatalar, krema ve krema
benzeri Grlinler, paynir alt suyu, domates salgast, sarap, meyve ve sebzeler ile su gibi degigik gidalarin analizine
de adapte edilerek yaygmn kultanim alam bulmustur. Bu uygulama, dzellikle kolay filitre edilebilen gidalar igin
avantajli gibi goriilse de et ve baharat gibi drneklerie yapilan aragtirmalarda standart kiiitiref yéntem ile say:m
sonuglar arasinda yliksek diizeyde paralellik oldugu belirlenmigtir. Bu gibi aragtirmalar genellikle digaridan
bakter kilUrd flavest e yapilmaktadir, Bir diger deyig ile bu aragtirmalarda DEFT yonteminde de agirikh olarak
canll bakteriler sayllmig oimaktadir (Tortorello 1997, Pyle 1999, Cakir ve Dogan 2000).

Floresan boyalarin yaninda molekitler problar gibi belirleyiciter kullariimas: ile hedef mikroorganizmanin
sayimi gergeklestirifir, ayrica canh ve 8l mikroorganizmatarin farkh renklerde boyanmas: saglanir, gerekirse
dlitre uygun bir kat! besiyeri (zerinde 3-6 saat gibi kisa bir inklbasyondan sonra boyanarak mikrokolonilerin
daha belirgin olarak sayiimas! saglanir (Tortorello 1997, Pyle 1909, Tagt 2003).

Gida rnekieri igin yontem, genellikie deterjan ve enzim igeren tamponlar ite analiz edilecek drnek
hazirlama, membran filireden gecirme, fiuorokrom boyalar ile boyama ve inceleme ile sayim igin epifloresan
mikroskop basamakianm igerir (Pyle 1889).
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Epifloresan mikroskoplarda iki adet filitre ile 15tk kayna@dr olarak yUksek basingh bir civa lambasi
bulunur, Bu civa lambalar: 368, 405 ve 435 nm'de gligli bir 15tk yayiimi sailar. Civa lambasindan gelen igik
birinci filitreden gegerek yansihciya gelir ve kondanstr gibi gérev yapan yansthict optik eksene 450k ag! ile
151§ objektif tizerinden preparata yansitir. Bu yansiticinin diger bir dzelligi preparattan yansiyan igigt bir filitre
gibi stizerek floresan 15igin gegirirken, istenmeyen diger igintan tutmasidir. lkinci filitrenin gérevi ise gok az
miktarda da olsa yansitic tarafindan tutulamayan sginlar absorbe etmektir (Gakir ve Dogan 2000).

Floresan ilimiiyle optik bir olaydir. Flurophore olarak bilinen maddeler tarafindan i1sik eneriisi
absorblanir ve absorblanan bu ener]l anlik olarak daha uzun dalga boylarinda tekrar yayilir. Acriding orange
(AQ) metachromatic fluorochrome yapisindadir ve 470 nm’de hareketlenir. Olugan polimerler 650 nm'de
kirmizi, monomerler ise 525 nm'de yesil Horesan verir, AQ bakterilerde nikleik aside 2 mekanizma ile baglanir.
RNA zincirleri esnek durumda tken, RNA'ya baglanmis olan AO molekilleri polimerize olur ve Kirmizi floresan
verir. DNA'va baglananlar ise DNA'nin daha stabil yapisi nedeniyle ayr olarak korunur ve clusan floresan yesil
renklidir. Bu sekilde akiif ve inaktif mikroorganizmalarin ayrimi mimkndiir. Aktif mikroorganizmalarda yilksek
ANA konsantrasyonu nedeniyle olugan floresan kirmizi, inaktif mikroorganizmaltarda ise dlglk RNA
konsantrasyonundan ve DNA'dan kaynaklanan floresan ise yegil renktedir (Raugel 1999},

DEFT Yonteminin Uygulans:

Yontemin uygulamgindaki iglem basamaklan gidanin gesidine, sayilacak mikroorganizmalara ve
bovanan hicrelerin veya kolonilerin sayilip sayimayacagina bagdl otarak degisiklik gdsterir. Gidanin gegldine
gbre farkli enzimler kullanimaktadir {Turantas ve Unlittirk 1998, Pyle 1999).

Buna gore sit driinlerinin analizi igin 10 g érnek 90 mi % 0.1 peptonlu suda homojenize edilir,
seyreltilmis gida homojenizatl eder gerekli ise n filitrasyon amac e § mmvlik polipropilen filitreden gegirilip,
eide edilen filitratin 2 mi'sine 0.5 mi rehidre tripsin ve 2 ml % 0.5 Triten X-100 ilave edilerek 50 °C'da 10 dakika
inkiibe edilir. Burada kullandan Triton X-100 ve tripsinin gérevi sirasiyla sttteki yag globllierini ve somatik
hiicreleri pargalayarak filitrenin tikanmasini engellemektir. Bu yontem, Amerlkan Halk Saghdt Birligi (APHA)
tarafindan siit érnekler! icin dneriimektedir (Pyle 1998, Gakir ve Dogan 2000).

Esas filitrasyondan 6r§ce, filitrasyon dizenedi 50 °C'de 5 mi Triton X-100 ile nemlendirilir. Filitre daha
sonra yine 50 *C'de tutulan 5 ml Triton X-100 ile yikantr. On filitrasyon agamasinda elde edilen filitrat 25 mm
¢apl, siyah, 0,6 mm gézenek ¢aph polikarbonat membran filitreden gegirilerek boyama yapilacak tilitre elde
edilmektedir (Turantas ve Unlitiirk 1998, Pyle 1999).

Elde edilen bu filitre kurutulur ve boyanan hiicreler epifioresan mikroskop ile incelenir ya da dogrudan
sayim yapiir. Boyama ybniemine ve oOrnek karakteristiklerine gére bakteri saydannda farkhliklar
gbrilebilmektedir, DEFT ydnteminde yaygin olarak AO kuflariimakla beraber, birgok uygulamada 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) gibl alternatifier de vardir. Akriflavin, bisbenzimide boyalan, eritrosin ve
fluorescein izotiyosiyanat igeren diger boyalar da gesitli amaclarla kullamimaktadir {Duffy ve Sheridan 1988}

AQ igin 1gik filitrelerine sahip floresan mikroskobunda 60X floresan objektifi veya 100X objektif ve
objektif mikrometre kullanilarak kalibre edilen okiiler ile gahgiir. Bazi standart ydntemier sadece turuncu
floresan veren hiicrelerin ve mikroorganizma gruplannin sayiimasint $nerirken, toplam direk mikroskobik
sayimin elde edilmesi igin turuncu (cank) ve yesil {6l0) hiicrelerin sayiimas: 8nerilmektedir (Kepner ve Pratt
1994, Pyle 1999).

Orijinal drnekteki hiicre sayis:, sayim yapilan mikroskop gériis alanlanndaki ortalama hiicre sayist (A)
ile membran filitredeki alan ve mikroskobik géris alaninin fonksiyonu olan Filitre Mikroskop Faktérit (FMF)
garpiminin, filitre edilen &mek hacmine (V) bolinmesi fle eide edilir. Buna gdre basit ofarak ve Breed
yintemindeki formille benzemek (zere;
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Toplam hiicre sayisi (mL)= [A X EMF / V {ml}] seklinde gosterilir.

Bu formiideki FMF= [membran fifitrenin alam / mikroskop goriis alani] olarak hesaplanir {Kepner ve
Pratt 1994).

Mikroskop gbrilg alani her mikroskobun objektifleri ve okiilerleri igin degisir. Her objektif ve okiler igin
objektif mikrometre kullanidarak hesaplama yapildiktan sonra ayni okiiler ve objektif kullarimak kaydi ile bu
faktdr sabittir (Tortorello 1967).

Mikroskopta sadece canh hicrelerin saydmasi istendiginde drnek dnce seyreltiimis besinler ve DNA
gyrase inhibisyonuna yol agan nalidixic asit veya benzer bir antibiyotik ile inklibe edilir ve hlicre bélinme
dénglsiinin tamamianmasi engellenir. Gelismekte olan ancak bélinemeyen hicreler uzar ve/veya genigier,
Boyamadan sonra, tipik hicre blyUkliginden 1.5 misli daha blylk olan hiicreler “cank” kabul edilerek
mikroskop yardimi ile saysiir (Pyle 1989).

Bakteriyel hiicre canlihgini veya metabolik akliviteyi gOsterebilen bir seri floresan boyalar bulunur,
Hasar gdrmemis plazma membramna sahip canh bakterileri hasar gérmiis membrana sahip &6lit bakterilerden
ayirmak icin kullanilan Canh/Oli Baclight caniihk kitleri (Molecular Probes, Eugene, OR) dual boyama
kultanimine igermektedir. Membrana sahip hiicrelerin belirlenmesinde Rhodamin 123 gibi boyalar kullanulabilir
iken, DIBAC4 (Molecular Probes) membrana sahip olmayan hiicrelere nifuz eder. Cyanoditolyl tetrazolium
klorilir (CTC) ise hiicre igine alinir ve solunum yapan hiicrelerde dehidrogenaz aktivitesi ile hiicre igi floresan
CTC-formazan kristallerine gevrilir. Aktif hilcrede esteraz aktivitesi serbest fluorescein olugturan fluorescein
diasetatin pargalanmas: ile belirlenebilir. AO ile boyama, canliifin veya fizyolojik aktivitenin belirlenmesinde
dnerilmis olmasma rafmen, boyama ybntemlerinin farkll etkilerinden dolay: sonuclarin dikkatlice
dederlendiriimesi dnerilmektedir (Goodridge ve ark. 1999, Kepner ve Pratt 1994, Anonymous 2004a).

DEFT ydnteminin Howard lami fle kif sayimina alternatif olarak kullamimi dizerine yapiian aragtirmalar
DEFT yénteminin dijerine gore gok daha hassas oldugunu ortaya koymustur (Turantas ve Unlitiirk 1998, Tag:
2003).

Mikrokoloni-DEFT

Andliz edilecek gida 6rnefinin membran filitreden gegirilip, uygun bir kati besiyerinde inkibe edilmesi,
ink{ibasyon sonras! filitrenin kurutulup, boyanmast ve olugan mikrokolonilerin saydmas: esasina dayanmaktadyr.

Mikrokoloni-DEFT yontemi 1970l yillarda geligtirilmigtir. Koloni olusturabilen canl hiicrelerin sayiminda
kullanitan hizli bir analiz sistemidir. On islemierden gecirilmis gida homojenizatt membran filitreden gegirilip,
uygun bir katt besiyerine yerlegtirilerek inkilbasyona birakilir. Mikrokolonilerin olugmasi igin gerekli ink(ibasyon
sliresi Gram negatif bakierilerde 3 saat, Gram pozitiflerde ise 6 saat olarak veriimektedir. Daha sonra bu
filitreler AQ ile boyanarak olugan mikrokoloniler mikroskop altinda 100X biyitme ile saydir. Bu teknik
kubandarak 103 kob/g diizeyindeki Staphylococous, Pseudomonas veya koliform grup mikroorganizma 8 saat
icinde belirienebiimektedir (Winter ve ark. 1971, Sekin ve Karagdzl(i 2004, Anonymous 2005},

Antikor Divek Epifloresan Teknigi (Ab-DEFT)

Bagta patojenter olmak Uzere belirli baktert tlirlerinin boyanmasinda floresan antikorlar kulianilmaktadir.
Cig etlerde Salmonelia ve Listeria sayimi igin indirek floresan-antikor boyama yontemi DEFT'e adapte ediimis
ve direk floresan-antikor modifikasyonu olan Antibody-DEFT (Ab-DEFT) siit ve meyve suyunda Escherichia
coli Q157:H7 serotipinin sayiminda kullanidmak icin gelistiriimistir (Tortorello ve Stewart 1894),

Ab-DEFT, DEFT'in bir modifikasyonudur. Ab-DEFTin avantaj kiiltdrel yéntem olmamasi ve bu nedenle
birgok durumda uygulanabilir olmasidir. Fioresan antikorlarin kullanimi siit, meyve suyu ve sigir eti gibi bazi
gidalarda Escherichia coli O157:H7 gibi belirli bakterilerin hizh sayslmast ve tanimlanmasi igin geligtirimis
modifiye bir ydntemdir. Ab-DEFT yénteminde Srnek homojenize edildikten sonra standart DEFT ydnteminde
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oldudu gibi tripsin ve Triton X-100 ile muamele edildikten sonra 0,2 mm por gapl siyah polikarbonat filitreden
gegirilir ve filire dodrudan fluorescein ile isaretlenmis anti-O157 poliklonal antikoru ile boyandiktan sonra
yikamip, epifloresans mikroskapta incelenir. Gerekli ise on filitrasyon uygulanabilir. Ab-DEFT ydnteminin
duyarlii: standart yéntemie ayni olup, 18 kob/g dizeyinde E. cofi O157:H7 varh@inda glivenilir bir gekilde
kullanilabilmektedir {(Restaino ve ark. 1996, Cakir 2000).

Analizin duyarlihi@ini arttirmak icin immunomanyetik aywma (IMS} ydntemieri ile Ab-DEFT kombine
edilmigtir. IMS y8ntemleri kullanilarak érnekte 101-102 /mi(g) hicreye kadar olan digik sayitarin belirlenmesi
mimkindir {Pyle 1999, Restaino ve ark. 1988).

Ab-DEFT yéntemi ile gidalarda, suda ve atik suda zenginlestirme basamag! olmadan E. colf O157:H7
hiicreleri belirlenmigtir. Aynca 37°C ‘da statik kosullarda segici olmayan besiyerinde 10 saatlik zenginlegtirme
uygulanarak bu yéntem ile ¢ig sifiir etinde 0.1 hiicre g/t baglangig konsantrasyonunda olan E. coli O1567:H7
izole ediimis ve muhtemel pozitif drnekierin dogrulanmasinin IMS kullanilarak 24 saatte tamamianabilecegi
belirtimigtir (Restaino ve ark. 1996).

E. coli O157:H7'nin belirlenmesi (zerinde yapilan bir ¢aligmada, toplam 5 saat siiren Ab-DEFT analiz
yontemi duyariligiun, 0.1 hiicre/g olan standart kiltirel yontemin duyarliidin gectigi belitiimigtir. Bu analiz
ydntemninin esasi, E. coli O157:H7'nin segici olmayan besiyerinde geligme hizinin gok duyarh bir tespit yéntemi olan
Ab-DEFT ile birlestiriimesidir. IMS yénteminin modifiye Tamponianmis Peptoniu Su besiyerinde uygulanmast,
yukarida belitildigi gibi muhteme! pozitif drneklerin 24 saat iginde dogrulanmasini saglamaktadir. Ab-DEFY
epifioresan inceleme icin 0.4 um filitrenin hazirtanmasinda fazla sayida yikamay igeren iki filitrasyon basamagina
gerek vardir. Filitrasyonun ve yikama igleminin otomasyonu ve mikroskop icin fluorometer ile yer degistirmesinin
bu yéntemi daha basitlegtirebilecedl ve hiziandirabilecedi ne siirliimektedir (Restaino ve ark. 1997}

Tortorello ve ark. {1997) tarafindan yapilan caligmada, titketime hazir paketlenmis salatalarda ve diger
taze sebzelerde digandan inokille edilen Listeria monocytogenes ‘in sayiminda Ab-DEFT yéntemi poliklonal
floresan antikorun gbsterdigi capraz reaksiyonlara ragmen, mikrobiyel hilcre sayiminda EMS yéintemine gére
hizl bir aiternatif olarak degerlendiriimigtir. 10-107 kob/mi hiicre konsantrasyonu arahifinda Ab-DEFT, Listeria
‘nin Kati besiyeri ve EMS sonuglari ife paralel sonuglar vermigtir. 5 glin stiren EMS yénteminin aksine Ab-DEFT
ite sonug almak 1 saatten daha az siirmektedir.

Otomatik Sistemler

DEFT igin gesitli otomatik sistemler bulunmaktadir. BactoScan (Foss Electric) sisteminde on iglem,
boyama ve tespit ile saatte 80 ¢id siit Srnedinde toplam bakteri sayiwm yapilabildigi, COBRA (Biocom)
sisteminde ise filitrasyon, boyama, yikama, kurutma ve otomatik mikroskop ve gérinti analizi kulianilarak
sayim islemlerinin otomatikiestiriidigi, bu sistem ile saatte 100’den fazla drmek ile caligiiabildigi ve elde edilen
sonuglarin koloni sayimiariyla iyi bir sekilde uyum gbsterdigi bildirilmektedir (Singh ve ark. 1989, Pettipher ve
ari. 1992, Pyle 1999).

Isinlanms Gidalann Belirlenmesinde DEFT Kullanimi

DEFT, gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda rutin olarak kullanilabilecek potansiyel bir analiz yontemidir.
Bunun diginda farkll amaglaria da baganh bir gekilde kulianiimaktadr.

Isinlanmig gidanin Toplam Aerobik Mezofilik Bakterl (TAMB) sayisimun ayni érnekteki DEFT sayisi ile
kiyaslanmas: gidanmn 1sinfanmig olup, olmadigini gosterebilmektedir. Eger TAMB saywm DEFT ile elde
edilenden belirgin olarak diglkse gidanin 1ginlamig oldugunu gostermektedir. Eger drnekler iginlanmigsa
baslangigta cogu canli olan mikroorganizmalar inaktif hale gelir ve DEFT/TAMB orami artar. ki sayimin
kiyastanmasi gidanin igilanip, iginfanmadiginin gosteriimesinde kullaniir. Baharatta iginlanmighgin TAMB ve
DEFT degerlerinin kiyaslanmas: ile belirlenmesinin mitmkin olduju deneysel olarak da gdsteriimigtir (Rahman
1985).
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Tirk Standardiar Enstitiisl tarafindan TS EN 13783 *Gida Maddeleri-Dogrudan Epitloresans Slzme
Teknigi/Aerobik Piaka Sayimi (DEFT/APG) Kullanarak iginlanmig Gidalarin Belirlenmesi-Eleme Yéntemi” adl
standart yontem de DEFT kullamilarak elde edilen sayt ile TAMB sayisinin kargiiaghriimasina dayanmaktadir.
TAMB isinlamadan sonra &rnekieki canli mikroorganizmalarin sayisim, DEFT ise canli ve canli olmayan
hiicreler de dahit toplam mikroorganizma saysini vermektedir. 5 kGy ile 10 kGy arasindaki dozlar ile iginlanmig
olan baharatta DEFT gonucu ve TAMB sayist arasindaki fark genellikle 3-4 log birimi ya da bunun dzerindedir.
isil iglemn gibi mikroorganizmalanin 6lumine yol agan difer uygulamalarda da DEFT ve TAMB sayilan
arasindaki benzer farklihklar gérilmektedir (Rahman 1895, Anonymous 2004b).

Betts ve ark. (1988) tarafindan yapilan galigmada elde edilen sonuglar turuncu floresan veren
organizmalarin iginlama sonucu DEFT sayim sonucu e TAMB sayisinin uyum iginde olmadigimni géstermigtir,
Ancak 1ginlama sonrast DEFT sayimt fle iginlama dncesi TAMB sayimi arasinda lyi bir korelasyon bulunmugtur
(R= 0.93). Igtnlama dncesi turuncu floresan veren canli organizmalarin, iginlama sonras! canh ya da cansiz
olmalarina bagl oimaksizin turuncu floresan vermeye devam ettigi gdzlenmigtir. fsinlama éncest cansiz ve
yesil boyanmis organizmalar ise 1ginlama sonrasinda da yesil floresan vermeye devam etmistir,

Buna gore, isinlama sonrasinda DEFT ile elde edilen turuncu floresan veren hilcre sayisi iki
popilasyonun dlglisidin (a) pinlama sonras canhhding karuyan mikroorganizmalar ve (b} 1ginlama dncesi
canii olan ancak sgintama ile inaktive olan mikroorganizmatar, Eger DEFT sayisi TAMB sayisindan yiiksekse,
bu gidaya gintama veya 1sil iglem uygulandit diistinitlebilir. Genellikle 1sil islem gérmis gidalar iglemin
gbstergesi olarak gdrsel degigiklikler gbsterir,

Oh ve ark. {2003) Kore ‘de ithal edilen ve ig piyasada bulunan baharatin iginfanmg veya iginfanmamig
ofdugunun belirlenmesi igin DEFT/TAMB yontemini kutlanmiglardir, Elde edilen sonuglara gdre toz karabiber
ve mercan kigk otu harig dijer baharatta 22,56 DEFT/TAMB oranminin, baharatin en az 3 kGy veya Ustinde
iginlama igleminin gistergesi ofabilecedi belirtilmistir,
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