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Uygulamanin adi Giris, Laboratuarin gezilmesi, alet ve

cihazlarin tanitilmasi

Yapilacag hafta 1. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

Etiiv: Mikrobiyolojik ekimlerin yapildigir besi yerlerinin gerekli siire ve sicaklik i¢in
inkiibasyona birakildig1, sicakligr sabit tutan, degisik tipleri (sogutmali tip, sogutmasiz tip
ve CO>’li) olan bir cihazdir.

Otoklav: Besi yerlerinin ve kuru hava sterilizatoriinde sterilizasyona uygun olmayan
materyallerin sterilizasyonunda kullanilan ve basingli buhar (121 C’de, 1.1 atmosfer basing
altinda en az 15 dakika) prensibine gore ¢alisan bir cihazdir.

Kjeldahl Protein Tayin cihazi: Gidalarda ham protein tayini i¢in kullanilan bir cihazidir.
Kiil firimi: Analizi yapilacak numunenin yiliksek sicaklik derecelerinde (650°C’ye kadar)
yakilmasinin saglandigi bir cihazdir.

Distile su cihazi: Bu cihaz da normal sebeke suyunun distilasyonunu saglamaktadir.

pH metre: Probunun ucunda bulunan elektrot sayesinde batirildigt numunenin pH’sin1
Ol¢mekte kullanilan cihazdir.

Su banyosu (Ben mari): Igerisine koyulan duyarli numuneyi 0-100°C’ye kadar homojen
olarak 1sitabilen ve istenilen derecelerde sabit tutmaya yarayan cihazdir.

Manyetik karnistirici: Hazirlanmis soliisyonlarin, gerekirse isitilmalarini da saglayarak
karigmalarini, beher ya da erlen i¢inde manyetik dalgalar yardimu ile siirekli dénen bir balik
yardim ile saglayan cihazdir.

Stomacher: Gida maddelerinin mikrobiyolojik analizleri 6ncesinde homojenizasyonunu
saglayan cihazdir.

Vorteks: Deney tiipiiniin i¢indeki sulandirma sivisinin ve igine ilave edilen numunenin
homojen bir sekilde karigmasini saglayan cihazdir.

Otomatik pipet: Ayarlanabilir hacimleri olan bir kaptan diger kapa herhangi bir siviyi
aktarmay1 saglayan pipetlerdir.

Sterilizator: Mikrobiyoloji laboratuarinda kullanilacak steril malzemelerin (6zellikle cam
malzemelerin) kuru hava ile sterilize edilmesinde kullanilir. Bu amagla cihaz, 170-
175°C’lerde az 1 saat calistirilmaktadir.

Siit Refraktometresi: Siitiin yagsiz kuru maddesinin % olarak belirlenmesinde kullanilir.

ELISA cihazi: Cesitli serolojik testler amaciyla kullanilan cihazdir.




Gerber santrifiijii: Siit ve siit Urlinlerinin yag miktarinin belirlenmesi amaciyla
kullanilmaktadir.

Desikator (eksikator): Kalin camdan yapilmis iki boliimlii ve cam kapakli nemsiz ortamda
saklanmasi gereken maddelerin muhafaza edildigi kaplardir.

Cam pipet (Dereceli pipet): Istenilen sivi madde miktarmin alinip aktarilmasini saglayan
ve titrasyon gibi islemlerde kullanilan cam malzemedir.

Bullu pipet (Bullii pipet, joje pipet): Uzerlerinde agza yakin kisimda hacmi bildiren bir
¢izgi vardir. Orta kismi, ¢ekilen sivinin agza kagmasinin engellenmesi amaciyla siskindir.
11 ml’e ayarli siit pipetleri boyle pipetlerdendir.

Erlen (Erlenmayer): Hacimleri 25 ml'den bir kag litreye kadar degisebilen, agz1 dar, dip
kism1 genis bir cam malzemedir.

Beher (Beherglas): Hacimleri 10 ml'den bir kag¢ litreye kadar degisen. genis agizli,
kenarlar1 disa kivrik ve silindirik sekilli bir cam malzemedir.

Balon: Cam balonlar diiz ve yuvarlak dipli olmak iizere iki sekilde olup yuvarlak dipli
olanlar kaynatma caligsmalarinda 6zel 1siticilara oturtulabilen balonlardir. Dibi diiz olanlar
sollisyon hazirlamak, saklamak, distilasyon yapmak amaciyla kullanilir. Bu balonlarin
boyun kisimlarinda 6l¢ii ¢izgisi yoktur.

Port tiip: Deney tiliplerinin yerlestirildigi, bunlarin diismemelerinin  saglandigi
diizeneklerdir.

Balon joje (Olgii balonu): Ince, uzun boyunlu olup boyun kismindaki ¢izgiye kadar
doldurulmasi halinde {lizerinde yazan hacmi aldigin1 gosterir.

Meziir: 25 ml’den birkag litreye kadar de§isen hassasiyette olup 06zellikle aktarma
islemlerinde kullanilmaktadir.

Huni: Cesitli boyun uzunluguna ve agiz ¢aplarma sahiptirler. Sivilart dar agizli kaplara
aktarmak icin kullanilirlar. Siizge¢ kagidi ile birlikte stizme isleminde kullanilirlar.

Petri kutusu: Kapak ve kutudan olusup mikrobiyolojik ekimlerde besi yerlerinin
hazirlanmasinda kullanilirlar.

Deney tiipii: Kapakli ya da kapaksiz tipleri bulunan ve farkli hacimlerde olan
mikrobiyolojik ya da kimyasal analiz tiipleridir.

Biitirometreler: Siit ve siit liriinlerinde yag tayini i¢in kullanilan haznesi, tipas1 ve skalasi
bulunan cam malzemelerdir.

Kroze: Yakma islemlerinde kullanilmakta olup ¢ok yiiksek sicaklik derecelerine dayanikli

olan porselen kaplardir.




Oze: Mikrobiyolojik analizlerde siv1 besi yerlerinden kat1 besi yerlerine veya katidan katiya
gecislerin yapildigi durumlarda kullanilmakta olup platin olan uglart igne ya da yuvarlak
tiptedir.

Piset: Soliisyonlar1 saklanmak veya deney sonrasi test tiiplerini ve siseleri yikamak igin
sikilarak kullanilan polietilen yumusak dereceli siselerdir.

Trommel: Sterilize edilecek malzemenin (petri kutusu, pipet vb) koyuldugu ve muhafaza

edildigi, paslanmaz celik, silindir seklinde, kapakli bir malzemedir.
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Uygulamanin adi SUTUN KIMYASAL ANALIZLERI I

Yapilacag hafta 2. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

» Kuru Madde Tayini

» Yagsiz Kuru Madde Tayini
» Kiil Tayini

» Siitte Dansite Tayini
KURU MADDE TAYINi

» Deneyin amact: Su disinda kalan kuru madde miktarinin belirlenmesi

» Kullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:

»

4
4
4

Rutubet petrisi (kroze),
Desikator,

105°C lik etiiv,

Hassas terazi

» Deneyin yapilisi:

1.
2.
3.

Temiz bir petri kab1 105°C’lik etiivde 1 saat kurutulur.

Desikatorde 15 dakika sogutulur ve tartilir.

Petri darasi not edildikten sonra iizerine iyice karistirilmig 3-5 ml-g gida
ornegi konur.

Numune miktar1 da bir yere yazilarak tekrar suyunu ugurmak i¢in 105°C’lik
etiivde 4-5 saat tutulur.

Yaklasik 4 saatlik etiivde nem ugurma isleminden sonra her yarim saatte bir
kroze desikatorde sogutulur ve tarttimi yapilir, son iki tartim esit oluncaya

kadar bu isleme devam ettirilir.

e Son iki tartimin esit olmasi, numunedeki suyun tamamen uzaklastirildigini gosterir

ve bu son tartim formiilde yerine

Hesaplamalar:

%Kuru madde=[(Son tartim-Petri daras1)/ Numune miktari] x 100




SUTTE YAGSIZ KURU MADDE ANALIZI
» Kaullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:
» Refraktometre, Distile su, Piset, Pamuk
» Deneyin yapihisi:
» Refraktometre distile su ile %0’ a ayarlandiktan sonra pamuk ile silinir ve
refraktometrenin mercegine 2-3 damla siit damlatilir.
» Objektiften mavi ile beyaz arasindaki rakam (kirilma indeksi) okunur. Bu
rakam % yagsi1z kuru madde miktarini verir.

» Islem tamamlandiktan sonra mercek distile su ile temizlenir.

HAM KUL ANALIZi
» Deneyin amaci: Gidalarda ham kiil miktarinin belirlenmesi
» Kullamlan ¢ozelti, alet ve malzemeler:

» Porselen kroze,

» Desikator,

»  Kiil firm,

» Hassas terazi

» Deneyin yapilisi:

1. Temiz bir kroze300°C lik kiil firininda kurutulur.

2. Desikatorde 30 dakika sogutulur ve tartilir.

3. Kroze darasi not edildikten sonra iizerine iyice karigtirilmig 3-5 ml-g gida
ornegi konur.

4. Numune miktar1 da bir yere yazilarak yakma isleminin ger¢eklesmesi i¢in
550-600°C’lik kiil firminda 5-6 saat tutulur.

5. Yaklasik 4 saatlik yakma isleminden sonra her yarim saatte bir kroze
desikatorde sogutulur ve tartimi yapilir, son iki tartim esit oluncaya kadar bu
isleme devam ettirilir.

» Son iki tartimin esit olmasi, numunedeki suyun tamamen
uzaklastirildigin1 gosterir ve bu son tartim formiilde yerine konur.
» Hesaplamalar:

»  9%Ham Kiil=[(Son tartim-Petri daras1)/ Numune miktari] x 100




SUTTE OZGUL AGIRLIK (DANSITE) TAYINi
» Deneyin amact:
» Siitlerin 6zgil agirhigini belirlemektir.
»  Ozgiil agirhig: diisiik bulunan siitlere su katilmis olmasi,
» Yiiksek bulunan siitlerin ise yaginin alinmis olmasi ihtimali vardir.
» Suyun 6zgiil agirhigr 1°dir.
» Siitliin 6zgiil agirligi sudan fazladir.
» Siitte bulunan ve ortalama 6zgiil agirligi 1.6 olan yagsiz kuru maddesidir.
» Siit yaginin 6zgiil agirlhigr ise 0.93 diir.
» Siit bilesenlerinin olusturdugu kolloidal, eriyik ve emiilsiyon durumundan dolayz:
» Inek siitiiniin yogunlugu: 1.027-1.036
» Manda siitiiniin yogunlugu: 1.027-1.040
» Kegi siitiinlin yogunlugu: 1.028-1.041
» Koyun siitliniin yogunlugu: 1.030-1.045"dir.
» Kaullanilan cozelti, alet ve malzemeler:
» Meziir (250 ml), Laktodansimetre, Termometre
» Deneyin yapilisi:
» Siitiin 6zgiil agirlig, 15°C’de bir litre siitiin kilogram cinsinden agirligina
esittir.
» Siitlin 6zgiil agirlig: laktodansimetre ile belirlenir.
» Laktodansimetre siit igcine daldirilarak siitiin ylizey seviyesindeki skala
degeri okunur.
» Ozgil agirhigin belirlendigi 1s1 15°C’den diisiik veya yiiksek olmasi
durumunda diizeltme faktorii dikkate alinarak gercek deger tespit edilir.
P Ist 15°C’den disiik ise skaladaki degerden her bir °C derece igin
0.002 ¢ikarilir.
» Is1 15°C’den yiiksek ise her bir derece i¢in 0.002 ilave edilir.
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Uygulamanin adi SUTUN KIMYASAL ANALIZLERI II

Yapilacag hafta 3. Hafta

UYGULAMA BILGISI
» Siitte Ham Protein Tayini
» Siitte Yag Tayini
» Siitte pH Tayini
» Siitte Asitlik Tayini
» Whiteside Testi
SUTTE HAM PROTEIN TAYINI
» Kjeldahl Yontemi ile Protein Tayini
» Deneyin Prensibi:

» Azot igeren 0rnegin belli bir miktarinin HpSOy ile yakilarak i¢indeki
tim azotun (NHg4),SO,’a doniistiiriilmesi, ¢ozeltinin baziklestirilmesi
ve ac1ga ¢ikan NH3’1n damitilip belli standart bir asit ¢ozeltisi i¢inde
toplandiktan sonra ndtrlesmeyen fazla asit miktarinin titrasyonla
saptanmasidir.

» Kaullanilan cozelti, alet ve malzemeler:

» Kjeldahl yas yakma iinitesi, Kjeldahl distilasyon iinitesi, Kjeldahl tiipii,
katalizor tablet, H,SO4, NaOH, H3BO3, metilen kirmizisi, HCI, erlen, pipet,
biiret, puar.

» Deneyin yapilisi:

» Kjeldahl yontemi {i¢ agsamada yapilir.

1. Ornekteki organik maddelerin yas oksidasyonu (yakma).

2. Organik maddelerin yas oksidasyonu sonucu olusan NH3’in NaOH
kullanilarak serbest hale getirildikten sonra damitilmasi ve belli
miktar ayarl bir asit iginde tutulmas1 (damitma).

3. H3BOs tarafindan nétrlestirilemeyen bazik ¢ozeltinin ayarli bir asitle
titre edilmesi ve toplam azotun hesaplanmasi (titrasyon).

» 1+0,1 gornek, hassas terazide tartilarak 250 ml hacimli Kjeldahl tiipiine aktarilir.
» Icinde 6rnek bulunan tiipe 20 ml %96'lik H,SO, ve bir adet katalizor tablet ilave
edilir.

» Tiplerin igerisindeki 6rnek, yesil sar1 saydam bir renk olusuncaya kadar yas yakma




islemine tabi tutulur.

» Yakma isleminin ardindan tiipler oda sicakliginda bekletilerek sogutulur, ardindan
da 100 ml distile su ilave edilerek sondiirme islemi yapilir.

» Tiiplerin tizerine 100 ml %40'lik NaOH ilave edilerek, tiipler distilasyon {initesinin
kaynatma kismina yerlestirilir. Destilat toplama kismina ise igerisinde 50 ml %4'liik
H3BOj3 ile 0,1 ml metilen kirmizi bulunan 500 ml erlenmayer yerlestirilir.

» Distilasyon sonrasi toplanan destilat 0,1 N HCI ile kalict renk doniisiimii oluncaya
kadar titre edilir.

» Titrasyonda harcanan 0,1 N'lik HCI miktar1 formiilde yerine koyularak ornekteki
protein miktar1 hesaplanir.

»  %Protein = (Vnymune — Vier) X N X 0,014 X 100 X F/ m

Vnumune: Ornek i¢in harcanan 0,1 N HCI miktar1

Vkor: Kor i¢in harcanan 0,1 N HCI miktari

N: titrasyonda kullanilan HCI normalitesi

F: Gidalar ait protein kat sayis1 (Siit ve siit lirtinleri i¢in: 6,38)

m: numune miktari

SUTTE YAG TAYINI

Gida Maddeleri Tiiziigi (GMT)’ne ve Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) TS 1018

¢cig siit standardina gore;
Inek siitiinde en az %3,
Kegi siitiinde %4,
Koyun siitiinde %6
Manda siitiinde %7 oraninda yag bulunmalidir.

» Deneyin prensibi:

» Yag haric siitiin diger elementlerini siilfiirik asit yardimiyla parcalayarak
aciga c¢ikan yagin amil alkol vasitasiyla berrak hale getirerek, miktarinin
okunmasi iglemine dayanir.

» Kullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:
Stilfiirik asit d=1.825, Amil alkol, Gerber siit biitirometresi, Siit pipeti (11ml), Asit pipeti
(bullu) veya 10 ml lik asit biireti, Amil alkol pipeti (bullu), 1ml’lik biiret, Isitmali Gerber
Santrifiijii (1000-1200 devir/dak. R=40-60 cm)




Deneyin Yapilis::

4
»

Biitirometreler tasiyicilara agzi yukariya gelecek tarzda yerlestirilir.
Icine 10ml Siilfiirik asit (d=1.825) biitirometrenin agiz kenarlarmi buharlastirmadan
ve biitirometre i¢inde hava kabarcig1 olusturmadan yavasca konur.
Homojen hale getirilmis siitten 11 ml alinir, biitirometrenin agzinin alt tarafindan,
cidardan siilfiirik asitle iki tabaka olusacak ve ilk ¢ KARAMELIZASYON
OLUSMAYACAK’ sekilde yavasca ilave edilir.
1 ml amil alkol yine biitirometrenin agzini bulagtirmadan yavasega ilave edilir.
Kauguk tipa ile biitirometrenin agzi kapatilir.
Biitirometrenin alt ve iist uclarindan tutularak c¢alkalamadan yarim dondiirme
hareketleriyle pihtilagan kazein kayboluncaya kadar alt-iist edilir.
Tipa kismi santrifiijiin dis kismina, dereceli (kapali) kism1 ige bakacak tarzda ve
karsilikli olmak kaydiyla biitirometreler gerber santrifiijiine yerlestirilir.
5 dakika santrifiij edilir.
Okuma islemi yapilir.

» Biitirometredeki yagin alt ve iist sinirlarina denk gelen rakamlarin okunmast

seklinde olup 10 saniye i¢inde yapilmalidir.

» Biitirometrede okunan yagin alt sinir1 A, iist sinir1 B olursa;

Yag miktar1% = B-A




SUTTE pH DEGERININ BELIRLENMESI
» Kaullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:

» pH metre, beher, distile su, pamuk

v

Deneyin yapihisi:

» pH degerini belirlemek i¢in pH metre adi verilen cihaz kullanilir.
Elektrometrik olarak pH metre ile Ol¢iim olduk¢a pratik ve hassas
oldugundan kullanighdir. pH metrenin elektrodu numune igerisine
daldirilarak pH degeri okunur.

» Hatirlatma:

» pH metre kullanilmadan 6nce 6l¢iim yapilmak istenen pH araliklari icin
standart tampon ¢dzeltiler yardimiyla standartize edilir.

» Analiz 6ncesi ve sonrasi pH metrenin elektrodu distile su ile yikanir ve

pamuk yardimiyla kurutulur.

v

Degerlendirme:
» Normal siitte pH 6.6 — 6.8’dir.
» Yogurtta pH 4.6 — 3.8°dir.
» Ayranda pH 4.6 — 4.0’dir.




SUTTE ASITLIK TAYINI
Alkol testi
Kaynatma testi
Titrimetrik yontemle asitlik tayini
» Alkol testi
» Su ¢ekme O6zelligi olan alkol, kazein misellerinin etrafindaki suyu g¢ekerek
misellerin  kolloidal durumunu bozar ve pihtilasmalarina neden olur.
Misellerin stabilitesini saglayan elektrik yiiklerinin laktik asit olusuyla
notralize olmasi alkol reaksiyonunu daha ¢ok etkiler.
»  9%68’lik alkol ile reaksiyon vermeyen taze siit, asit olusumu ile pihtilasir.
Alkol ile reaksiyona giren siitiin asitligi en az 9°SH, 20-21°D, %0.20-0.21
L. A dir.
» Deneyin yapilisi:
» Esit miktarda siit ile %68’lik alkol karistirilir ve pihtt tanecikleri gozlenir.
Bu islem i¢in dizayn edilmis alkol tabancalar1 da kullanilmaktadir.
» Not: Koyun siitii, kolostrum, laktasyon sonu siitii %68’lik alkol ile muamele
edildiginde normal olarak pihtilasir.
» Kaynatma testi
» Ampirik fakat gegerli bir yontemdir. Bilindigi gibi 1s1, reaksiyonlar arttiran
bir faktordiir. Siitte asit olusumuyla misellerin nétralizasyon olayi 1sitilma
ile, asit miktarina bagli olarak daha cabuk gerceklesir, kolloidal durum
bozulur ve siit pihtilasir.
» Kaynatilinca kesilen siitiin asitligi en az IZOSH, 28OD, %0.27 L.A.’d1r.
» Titrimetrik yontemle asitlik tayini
Titre edilebilir asitligin uluslar aras1 birimi % Laktik Asit (L.A.)’dir.
» Deneyin prensibi:
» 100ml siitii notralize etmek i¢in harcanan N/4’luk sodyum hidroksit (NaOH)
miktaridir.
» Deneyin yapilisi:
» Bu amagla 25 ml siit bir erlene alinir, iizerine birka¢ damla fenolfitalein renk
indikatoriinden damlatilir.
» N/4’lik NaOH ile sabit pembe rengin ilk goriildiigii ana kadar titrasyon
yapilir.




»

Harcanan miktar 4 ile ¢arpilarak 100 ml’deki siitiin asitligi Sokselet Henkel

cinsinden bulunur.

» Sonug 0.0225 ile carpilarak %LA cinsine ¢evrilebilmektedir. GMT iine gore,
stitlerin asitligi 8 °SH’1 gegmemelidir.
WHITESIDE TESTI

Mastitisli siitleri belirlemek amaciyla whiteside testi (alkali testi) kullanilir.

Yontemin Ilkesi: Hiicre sayisina bagl olarak siitiin NaOH ile gosterdigi tepkimeye

dayanir.

» Deneyin Yapihs:

4

Siyah bir zemin iizerine konulan petri kutusu veya bir cam {izerine 5 damla
taze siit 6rneginden damlatilir.

Siit tizerine 1 damla 1 N NaOH ilave edilir.

Bir cam baget yardimiyla 15 saniye kadar karistirilarak 2-3 cm

biiytlikliigiinde bir alana yayilir ve durum incelenir.

» Sonucun Degerlendirilmesi:

»

Karistirma sonunda higbir degisiklik olmadig: takdirde test sonucu “negatif”
olarak nitelendirilir, yani siitiin saglikl1 bir hayvandan alindig1 kabul edilir.
Cok hafif pihticiklarin olugsmasi durumunda siite siipheli bakilir.

Siitiin pihtilagsmasi, kiiglik pihti parcaciklarin ve partikiillerin goriilmesi
durumunda test sonucu “pozitif ““ olarak nitelenir, yani siitiin mastitisli bir
hayvandan alindig1 sonucuna varilir.

Piht1 olusumunun c¢ok siddetli, jelatimsi, viskoz bir hal almasi, beyaz
parcaciklarin ¢ok belirgin hal almasi enfeksiyonun cok siddetli oldugunu

gosterir.
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Uygulamanin ad1 SUTLERDE PREZERVATIF
MADDELERIN ARANMASI

Yapilacag hafta 4. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

Siitlerde prezervatif maddelerin aranmasi
Siitte peroksidaz testi

Sutlerde SCC analiz metotlar:

SUTLERDE PREZERVATIF MADDELERIN ARANMASI
» Siitte bakterilerin iiremesini engellemek veya fazla bakteri tiremis siitlerdeki asitlik
nedeniyle siitiin kesilmesini 6nlemek, diger bir deyimle dayanikliligini arttirmak
amaci ile cesitli konservatif maddeler katilmaktadir.

» Bunlar karbonat, formaldehit, hidrojen peroksit, borik asit ve tiirevleri,
salisilik asit, propiyonik asit gibi sagliga zararli olan maddeler olup siite
katilmasi yasaktir.

KARBONATLARIN ARANMASI:
» a) Bir deney tiipline 3-5 ml siit alinir ve {izerine rozalik asidin alkoldeki %1’lik
solisyonundan birka¢ damla damlatilir.

» Karbonat ilave edilmis siitlerin {ist tarafinda pembe bir renk olusur.

» Siit calkalanirsa renk kaybolur veya katilan miktara gore siitte ayirt
edilemeyen renklenmeye sebep olur.

» b) 5 ml siit 6rnegi tiip icerisine alinip lizerine birka¢ damla %1’lik brom timol
mavisi damlatilir. Mavi rengin olusumu, karbonat varligini belirtir.
FORMOL (FORMALDEHIT) ARANMASI:
» NESSLER AYIRACI iLE FORMOL ARANMASI

» Temiz bir tiipe 2-3 damla Nessler ayiraci konur ve iizerine bir miktar siit
ilave edilir. Olusan koyu kahverengi-siyah renk formaldehit varligim
gosterir.

» VOISENET REAKSIYONU iLE FORMOL ARANMASI

» Bir deney tiipiine:

> 2 mlsiit
» 2 ml hidroklorik asit
» 1 damla %2,5’lik feri klortir ilave edilir, karistirilir ve kaynatilir.




» Mor renk (+) Koyu kahverengi (+) Sar1 renk (-)

» Gerber yontemi ile siitte yag tayini yapilirken kullanilan siitte formaldehit
varsa karisimin mor veya morumsu (normal siitte kahverengi) renk almasi
stitte formaldehitin varligini gosterir.

SUTTE H,0, ARANMASI:
» PIEN METODU ILE H,O, ARANMASI
» Bir deney tiipline:
» 2 ml siit (¢ig, pastorize, asitli)
» 1 ml HCI konsantre
Karistirilir
2 ml potasyum iyodiiriin %10’luk soliisyonu ilave edilir
Karisim kaynar su banyosunda (80-90°C) 1 dakika tutulur.

Tiip akan suyun altinda hizlica sogutulur.

v Vv Vv Vv Vv

2 ml nisastanin %1’lik soliisyonundan ilave edilir.
» Hidrojen peroksit bulunan siitte hemen mavi renk veya mavi-Siyah renk olusur.
SUTTE SALISILIK ASIT ARANMASI:
» Salisilik asit ve salisilatlar serbest fenol bilesikleri olduklarindan feri kloriir ile mor
renk verirler.
» Bir deney tiipiine 10 ml siit ve iizerine ferri kloriiriin %25-26’lik soliisyonundan 5
damla konur, olusan renk mor ise siitte salisilik asit varligin1 gosterir.
» Siitte salisilik asit yoksa sar1 renk olusur.
SUTTE POTASYUM BIKROMAT ARANMASI
» Bir deney tiipiine: 2 ml siit, 10 ml %10’luk AgNO3 konur.
» Sari veya portakal sar1 renk potasyum bikromatin varligini gosterir.
SUTTE ANTIBIYOTIK ARANMASI:
» Hazir test kitleri
»  Yogurt yapimi
» Yogurt yapimi sirasinda belirli araliklarla siitin pH’inda meydana gelen

degisimlere bakilarak.

SUTTE PEROKSIDAZ TESTI
» Peroksidaz enzimi, hidrojen peroksidi pargalayarak aktif oksijenin agiga ¢ikmasina

neden olur. Aktif oksijen atomu serbest halde kalmayip kolay okside olabilen
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maddelere baglanarak oksitlenmeyi saglar. Meydana gelen oksidasyon renk
degisimi ile belirlenmektedir.

Peroksidaz testi 85°C’de kisa siire 1s1l islem gormiis siitlerde kullanilir.

Kullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:

Deney tiipleri, pipet, %0,2’lik H,O, , %2’lik parafenilen diamin.

Islem:

Deney tiipii igerisine 18°C’de 10 ml siit 6rnegi konur.

Siit 6rneginin iizerine 2 damla %0,2°lik H,O, c¢ozeltisi ilave edilerek iyice
karigtirilir.

Tiip igerisine 2 damla %?2’lik parafenilen diamin ¢6zeltisi damlatilarak yeniden
calkalanir ve renk degisimi gézlemlenir.

Olusan mavi renk peroksidaz enzim aktivitesinin varligin1 gosterir.

Ornek iizerine %0,2°lik H,O, ilave edilmeden, siitiin parafenilen diamin ile

¢ozeltisi ile mavi renk vermesi, siite koruyucu amacgl H,O; katildigini gosterir.

SUTLERDE SCC ANALiZ METOTLARI

Standart Analiz Yontemi

Gelismis Sayim Yontemleri
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Uygulamanin adi Yogurdun kimyasal 6zellikleri

Yapilacag hafta 5. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

Yogurtta Yag Tayini

Yogurtta Asitlik Tayini
YOGURTTA YAG TAYINi

»

v Vv Vv Vv

Arag ve Gerecler:

» Siilfiirik asit d=1.825, Amil alkol, Gerber siit biitirometresi, Siit pipeti
(11ml), Asit pipeti (bullu) veya 10 ml lik asit biireti, Amil alkol pipeti
(bullu), 1ml’lik biiret, Isitmali Gerber Santrifiijii (1000-1200 devir/dak.
R=40-60 cm), Amonyum hidroksit ¢ozeltisi (%30’luk)

» islem:

Numune iyice karistirilarak homojenize edilir.

100 ml’lik bir beher igerisine 50g tartilir.

Uzerine 5 ml amonyak ¢ozeltisi (amonyum hidroksit) katilir. Cam bagetle iyice
karigtirilir.

Her numune i¢in 2 biitirometre alinir

» her birine 6nce 10’ar ml siilfiirik asit

» sonra 11’er ml numune konur.

» Uzerine 1’er ml izoamil alkol katilir.

Biitirometre alt iist edilerek iyice karigmasi saglanir.
Biitirometre ¢ifti santrifiije karsilikli olarak yerlestirilir.
1100 devir/dakika hizla ¢alisan santrifiijde 5 dakika gevrilir.
Okuma islemi yapilir.

» Biitirometredeki yagin alt ve {ist sinirlarina denk gelen rakamlarin okunmasi
seklinde olup 10 saniye i¢cinde yapilmalidir.

Amonyakla 1/10 oranindaki sulandirma dikkate alinarak bulunan deger 1,1 ile

carpilarak yag orani hesaplanir.




YOGURTTA ASITLIiK TAYINI
» Kaullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:
» Erlen, 0,01 g’a duyarli terazi, fenolftalein, N/10’luk NaOH.
» islem:
» Homojen hale getirilmis yogurt numunesinden 10g tartilir.
40°C’deki distile sudan 90ml ilave edilir.
Birkag¢ damla fenolftalein ilave edilip

N/10’luk NaOH ile kalici pembe renk olusuncaya kadar titre edilir.

v Vv Vv Vv

Sonug formiille hesaplanir.
»  %yogurt Asitlik = A x 0.009 x 100/ M
O A: Titrasyonda harcanan N/10’luk NaOH miktart (ml)
0 M. Numune miktar1 (10g)
O 0.009: 1 ml N/10’Iuk NaOH ¢ozeltisini karsilayan siit asidi
miktari
» GMT ne gore yogurtta asitlik derecesi %1,6’dan ¢ok ve %0.8’den az

olmamalidir.
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Uygulamanin adi Peynirin kimyasal analizleri

Yapilacag hafta 6. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

Peynirde Yag Tayini

Peynirde Asitlik Tayini

PEYNIRDE YAG TAYINi

» Aracg ve Gerecler:

4

» islem:
4
4
4

Van Gulik biitirometresi, Gerber santrifiijii, Su banyosu, d:1.525 siilflirik
asit, Amil alkol

Biitirometrenin behercigine 3 g homojenize edilmis peynir numunesi konur.
Behercik biitirometrenin alt kismina yerlestirilir.

Skala kismim ucundan 10 ml siilfirik asit konulduktan sonra 70°C’deki su
banyosuna yerlestirilir. Peynir taneciklerinin erimesi beklenir.

Erime islemi bittikten sonra 1 ml amil alkol ilave edilip ¢alkalanir.
Biitirometrenin skala kismindaki 35 rakamma kadar siilfirik asitle
doldurulur.

Ustteki agizda plastik tikagla kapatilir.

Skala kismu iiste gelecek sekilde santrifiije yerlestirilir. 10 dakika santrifii
edilir.

Santrifiijden alinan biitirometreler peynirin yag miktar1 % gram olarak

skaladan okunur.
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PEYNIRDE ASITLIK TAYINi
Homojen hale getirilmis 10 g 6rnek erlene tartilir.
40 °C sicakliktaki saf sudan 100 mL iizerine eklenir.
Bir stire karigtirilir. Filtre kagidi yardimiyla bagka bir erlene stiziiliir.
Stiziintiiden 25 mL alinarak iizerine 2-3 damla fenolftalein indikatorii damlatilarak
biirete doldurulan 0,1 N ayarli sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile erlende kalici pembe
renk gozleninceye kadar titre edilir.
Harcanan her mL 0,1 N NaOH 0,009 g Laktik aside esdegerdir
%A = (V x 0,009x100) / m x SF
» V =Titrasyonda Kullanilan 0,1 N sodyum hidroksit ¢6zeltisinin hacmi
» m = Titrasyonda kullanilan peynir miktar1
» SF = Seyreltme faktorii
» Deney sirasinda 10 g 6rnek alinarak {izerine 100 mL su eklenir ve bu
¢ozeltidende 25 mL alindigina gore seyreltme faktori 100/25 = 4
diir.

Yani bulunan deger 4 ile carpilmalidir.
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Uygulamanin adi Tereyaginin kimyasal analizleri

Yapilacag hafta 7. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

Tereyaginda pH degerinin belirlenmesi

Tereyaginda Tuz Analizi

TEREYAGINDA pH DEGERININ BELIRLENMESI
» Deneyin amaci: pH degerinin dlgiilmesi
» Kaullanilan cozelti, alet ve malzemeler:
» pH metre
» Deneyin yapihisi: pH degerini belirlemek i¢in pH metre ad1 verilen cihaz kullanilir.
pH metrenin elektrodu tereyaginin igerisine daldirilarak pH degeri okunur.
» Hatirlatma:
» pH metre kullanilmadan 6nce 6l¢iim yapilmak istenen pH araliklari igin
standart tampon ¢ozeltiler yardimiyla standardize edilir.
» Analiz 6ncesi ve sonrasi pH metrenin elektrodu distile su ile yikanir ve

pamuk yardimiyla kurutulur.




TEREYAGINDA TUZ ANALIZi

» Yontemin Prensibi

»

Sodyum kloriir (NaCl) formunda bulunan tuzun, normalitesi belli (0,1 N)
AgNOs; ¢ozeltisi ile titre edilerek tuz miktarinin saptanmasi ilkesine dayanir.

Bu yonteme Mohr Metodu denir.

» Deneyin Yapilisi

1.

Homojen hale getirilmis 6rnekten 5 g erlene tartilir.

. Uzerine sicak saf su eklenerek kuvvetli bir sekilde 5-10 dakika ¢alkalanir.

2
3.
4

Cozelti slizgeg kagidindan 500 ml’lik balon jojeye siiziiliir.
Erlen 4-5 kere sicak su ile yikanarak siizge¢ kagidina dokiiliir.

» Boylece hem erlende kalan hem de siizge¢ kagidinda kalabilecek

olan tuzun suya ge¢cmesi saglanir.

Balon jojedeki siiziintii tam olarak sogudugu zaman hacim ¢izgisine kadar
saf su ile tamamlanir.
Stiziintiiden erlene 25 mL alinarak iizerine 2-3 damla %5’lik potasyum
kromat (K,CrQ,) ¢ozeltisi eklenir.
0,1 N’lik AgNO3z cozeltisi ile erlendeki Ornek kiremit kirmizisi renk
verinceye kadar titre edilir.

» Hesaplamalar

»

1 mL 0,1 N AgNO3=0,00585 g NaCl’e esdeger

» % Tuz (g) = [(0,00585 x V) / m] x SF x100
V = Harcanan AgNO; ¢ozeltisinin hacmi (ml)

m = Alinan numune miktari (g)

SF = Seyreltme faktorii (X g ornek 500 ml’lik balonjojeye seyreltildi.Bu
cozeltiden de 25 mL alindi. Bu durumda seyreltme faktorii 500/25= 20 dir.)
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Uygulamanin adi Besiyeri cesitleri ve hazirlanmalart

Yapilacag hafta 8. Hafta
UYGULAMA BILGISI
» Besiyerleri (vasat; media; besi ortami; kiiltiir ortami; kiltiir besiyeri)

mikroorganizmalarin gelisebilecekleri ortamlar olarak tanimlanir ve basit olarak su
ve besin maddelerini igerir.

Besiyerleri graniiler veya toz seklinde olabilirler.

BESIYERLERININ SINIFLANDIRILMASI
Fiziksel 6zelliklerine gore

» Kat1 (Agar)

»  Swvi (Broth)

» Yari Kat1 (Semi Solid)

Orijinlerine gore

» Bitkisel,

» Hayvansal,
» Sentetik,

» Tirev,

» Karisik Vb.
Kullanim amaglarina gore
» Genel besiyerleri

» Ozel besiyerleri

KULLANIM AMACLARINA GORE BESIYERLERI
Genel Besiyerleri
» Herhangi bir inhibitér madde igermeyen, besin maddelerince yeterli veya
zengin, herhangi bir mikroorganizma grubunun gelismesini 6zel olarak
desteklemeyen, bazi zor gelisen mikroorganizmalarin da dahil oldugu ¢ok
sayida bakterinin gelismesini saglayan besiyerleridir.
» Baglica kullanim amaglarina;
toplam mezofil aerob bakteri sayimi,

toplam psikrofil aerob bakteri sayimu,




»

»

4
4

bozulma/hastalik etmeninin 6n izolasyonu 6rnek verilebilir.

Ornek: Plate Count Agar, Nutrient Broth, Nutrient Agar, Tryptic Soy Agar vb.
Ozel Besiyerleri

Calisma amacina gore secilen, belli bir mikroorganizma grubu i¢in hazirlanan ve

yapilar1 daha kompleks (karmasik) olan besi yerleridir. Ozel besiyerleride kendi

icinde 4 gruba ayrilir.

» Selektif Besiyerleri

» Diferansiyel Besiyerleri
» Zenginlestirme Besiyerleri
»

Identifikasyon Besiyerleri

1- Selektif Besiyerleri

Karigik bir mikrobiyel floradan gelismesi istenmeyenleri baskilamak ve inhibe
etmek, ancak gelismesi istenenler i¢in herhangi bir olumsuz etki yapmamak iizere
formiiliize edilirler.

Bu amacla ¢esitli inhibitoér maddeler kullanilir.

Selektif besiyerleri, belirli bir grup hatta yiiksek selektivite gosterenlerde tek bir
cins/ tiir mikroorganizmanin gelismesine izin vereceginden bu besiyerleri selektif

izolasyon selektif sayim ve hatta 6n identifikasyon amaglar ile kullanilir.

Ornek: Oxford Listeria Selective Agar, Salmonella-Shigella Agar

»

Bir besiyerine selektivite kazandirilmasi her zaman inhibitér madde ilavesi ile
yapilmaz.

Gelistirilmesi istenilen mikroorganizmanin kullanabilecegi, ancak refakatci
mikroflora tarafindan kullanilamayan besin maddeleri besiyerine katilarak

selektivite saglanabilir.

Ormnek: Tartarik asit ilave edilmis Potato Dextrose Agar (pH diisiiriilerek diger

mikroorganizmalarin baskilanip, maya ve kiif tiremesi kolaylagtirilir.)

»

2- Diferansiyel Besiyerleri

Gelismesi istenen mikroorganizma yaninda diger mikroorganizmalar da gelisebilir,
ancak basta koloni morfolojisi olmak {izere ¢esitli farkliliklar ile hedef
mikroorganizma digerlerinden ayrilir.

Gelisen mikroorganizmalarin ayrimi koloni morfolojisi, enzimatik aktivitelerin




belirlenmesi, gaz olusumunun izlenmesi vb ¢iplak gozle yapilabilecegi gibi bunlara
ilave olarak fluoresansa dayali olarak da yapilabilmektedir.
Ormek 1: Egg Yolk Tellurite Emulsion ilave edilmis Baird Parker Agar (BPA) - BPA
besiyerinde hem Stafilokoklar hem de Mikrokoklar iireyebilmektedir. Ancak S.
aureus’un belirlenmesinde s6z konusu etkenin lesitinaz enzim aktivitesi dikkate alinir.
BPA’da siyah renkli iireyen kolonilerden lesitinaz enzim aktivitesine sahip olanlarin
etrafinda seffaf zon gézlemlenir ve S. aureus siipheli olarak degerlendirilir.
Omek 2: MUG ilave edilmis Violet Red Bile Agar (VRB) - MUG’lu VRB’de E.
coli’lerin ayriminda kullanilir. E.coli’nin O157:H7 serotipi B-glukuronidaz enzim
aktivitesine sahip olmadigindan MUG’u pargalayamaz. MUG’lu VRB’de UV 1s1k

altinda floresan vermeyen koloniler E.coli O157:H7 siipheli olarak degerlendirilir.

3- Zenginlestirme Besiyerleri

» Karisik bir mikroflora iginde hedeflenen bir mikroorganizmay1 gelistirmek, sayisini
artirmak gibi amaglarla kullanilmaktadir.

» On Zenginlestirme Besiyerleri

» Hasar gormiis mikroorganizmalarin aktivitelerini kazanmalar1 i¢in kullanilan,
bilesiminde inhibitér igermeyen ve dolayisiyla aktivite kazanmasi istenen
mikroorganizma yaninda refakat¢ci mikrofloranin da gelismesini saglayan sivi
besiyerleridir.

Ornek 1: Tamponlanmis Peptonlu Su — Salmonella spp.

Ornek 2: Novobiocin ilave edilmis Modified Typtone Soy Broth — E. coli 0157:H7

»  Selektif Zenginlestirme Besiyerleri

» Bu asamada karigik kiiltiir olarak bulunan bakterilerden gelismesi istenmeyenler
cesitli selektif inhibitorler ile engellenip aranan mikroorganizmanin karisik kiiltiir
icindeki sayisinin arttirilmasi hedeflenmektedir

» Selektif zenginlestirme asamasini genellikle selektif bir kati besiyerine siirme
yapilarak aranan bakterinin selektif izolasyonu asamasi izler.

Ornek 1: Rappaport Vassiliadis Enrichment Broth — Salmonella spp.

Ornek 2: Fraser Supplement ilave edilmis Fraser Broth - L. monocytogenes

4- [dentifikasyon Besiyerleri

» Mikroorganizmanin belirli bir besin maddesini (genellikle karbohidratlar)




kullanip/kullanmadiginin saptanmasi, belirli bir besin maddesinden metabolizma
sonunda tayin edilebilecek metabolitleri  (6rnegin  triptofandan  indol)

olusturup/olusturmadiginin belirlenmesi vb amagclar i¢in kullanilmaktadir.

Bakterinin hareketli olup olmadiginin saptanmasi amaciyla kullanilan yar1 kat1 (semi

solid) besiyerleri de identifikasyon besiyerleri grubuna katilmaktadir.

Ornek : Simmons Citrate Agar, Ure Broth, SIM Medium vb.

Diger Besiyerleri Cesitleri,
Antimikrobiyel duyarlik testlerinde kullanilan sivi ve kat1 besiyerleri, saf kiiltiirlerin
korunmasi (=kolleksiyonu) amaciyla kullanilan besiyerleri, tasima besiyerleri gibi

0zel amaclara yonelik olarak kullanilan ¢esitli besiyerleri de vardir.

BESIYERININ HAZIRLANMASI

4
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Kullanilacak cam malzemeler iyi bir sekilde yitkanmis ve durulanmais, distile sudan
gecirilmis ve kurutulmus olmasi gerekmektedir.

Besiyerinin hazirlanacagi cam malzemeler yeteri biiyiikliikte olmalidir.

Tartimin yapilacagi terazinin 0,01 gram duyarlikta olmasi gerekir.

Tartim sirasinda her besiyeri i¢in temiz spatiil kullanilmalidir.

Besiyerilerinin kapaklar agildiktan sonra tartimin hemen yapilmalidir.

Tartimlar sirasinda besiyeri bilesenlerinin ¢ok az da olsa toz bulutu
olusturmamasina 6zen gosterilmeli, toz bulutu olustu ise kesinlikle solunulmamasi,
tartim sirasinda besiyeri bilesenlerinin ¢iplak deriye ve ozelikle goze temas
etmemesinin saglamasi, temas varsa da bol su ile hemen yikanmasi gereklidir.

Baz1 besiyerleri suda kolay erimezler. Bu gibi durumlarda besiyerinin 50 °C’a kadar
isitilarak karistirilmasi ve/veya suyun bu sicaklikta kullanilmasi erimeyi hizlandirir.
Eger besiyeri sivi ise (Broth/Buyyon) besiyeri tiimiiyle eridikten sonra tiiplere,
kiiciik hacimli erlenlere/balonlara dagitilir veya dogrudan sterilize edilebilir.

Uygun olarak depolanmis ve raf dmrii bitmemis besiyerlerinde distile su ve temiz
cam malzeme kullanilmasi, besiyeri sterilizasyonunun sulandirmadan sonra vakit
gecirmeden yapilmasi ile besiyeri pH’sinda bir sorun ¢ikmamaktadir.

Sterilizasyon sonrasinda degisir.Besiyeri pH’s1 az da olsa bir miktar degistiginden

besiyeri pH’s1 sterilizasyon sonrasinda ayarlanmalidir !!!




» pH ayarlanmasinda

» pH’nin arttirilmasinda 1 N NaOH

» pH’nin azaltilmasinda 1 N HCI kullanilir.
Sterilizasyon, yaygin olarak 1s1l islem uygulamasi ile ve zorunlu hallerde filtrasyon
ile yapulir.
Sterilizasyonun amaci dehidre besiyeri, besiyeri katkilari, cam malzeme, tartim
ekipmani, su ve pamuk/vidali kapak vb.’den gelebilecek tiim mikroorganizmalari
oldiirmektir. Boylece besiyerinde gelisen mikroorganizma, ¢alisma 6zelligine gore
ornekten/ana kiiltiirden gelmis olacaktir.
Isil islem, aksi belirtilmedikce otoklavda ve 121 °C’de 15 dakika siire ile
yapilmaktadir.
Otoklavda sterilizasyon belirli sikliklarla kontrol edilmelidir. Bu amagcla otoklav
bantlar1, biyolojik indikatorler (spor suspansiyonlari) ve ¢esitli kimyasal indikatorler
kullanilmaktadir.
Otoklav veya daha genis tarifi ile 1s1l iglem ile sterilizasyon sonrasi agarli besiyerleri
cogunlukla petri kutularina dokiilerek kullanilir.
Agarli besiyerlerinin diger kullanilis sekilleri arasinda tiiplerde yatik veya dik agar,
erlende yatik agar, Roux siselerinde kullanim vb sayilabilir. Sayilan bu diger
kullanim sekillerinde agarli besiyeri genellikle anilan kaplarda sterilize edilir.
Agarli besiyerlerinin petri kutularinda sterilize edilmeleri uygulanan bir sekil
degildir.
Agarli besiyerleri her zaman erlen/balon/siselerde sterilize edilir ve sterilizasyon
sonrasi steril petri kutularina aseptik kosularda dokiiliir.
Petri kutularinda agarli besiyeri kalinlig1 5 mm kadar olmalidir.
Agarli besiyeri kullaniminda en dogru uygulama otoklav sonrasi besiyerinin hizla
50 °C‘ye sogutulup, bu sicaklikta steril petri kutularma dokiilmesidir.
Petri kutusunda "dokme yontemi Kiiltiirel sayim" amaciyla 6nceden ilave edilmis
ornek varsa dokme sicakligr 45 °C olmalidir.

» Buuygulamada dikkat edilmesi gereken diger nokta petri kutusunda bulunan
mikroorganizmalar1 olasi termal sok zararlarindan korumak i¢in petrilerin
oda sicakliginda tutulmasi gerekliligidir.

Agarl1 besiyeri kullaniminda en dogru uygulama otoklav sonrasi besiyerinin hizla

50 °C¢ye sogutulup, bu sicaklikta steril petri kutularina dokiilmesidir.




» Petri kutusunda "dékme yontemi Kkiiltiirel sayim" amaciyla 6nceden ilave edilmis

ornek varsa dokme sicakligr 45 °C olmalidir.

»

Bu uygulamada dikkat edilmesi gereken diger nokta petri kutusunda bulunan
mikroorganizmalar1 olasi termal sok zararlarindan korumak icin petrilerin

oda sicakliginda tutulmasi gerekliligidir.

» Dikkat edilecek noktalar:

4
»

Kapag1 acilmis besiyerleri kuru ve karanlik yerde saklanmalidir.

Aksine ve net bir uyar1 yoksa besiyerlerinin oda sicakliginda depolanmasi
yeterlidir.

Baz1 besiyerleri ambalajlarinda 15 °C altinda saklanmasi 6nerisine uyulmasi
gerekir.

Dehidre besiyerlerinin buzdolabinda saklanmasi kondensasyon riski
nedeniyle 6nerilmez .

Besiyerleri otoklav ve/veya yikama odasi, su banyosu ve kaynar su banyosu
yakin1 gibi nemin yiiksek oldugu yerlerde ve dogrudan gilines 111 alan
dolaplarda depolanmamalidir.

Besiyerinde topaklasma ve/veya renk degisimi gibi nem aldigin1 gdsteren bir

kanit varsa o besiyeri kesinlikle kullanilmamalidir.
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Uygulamanin adi Mikrobiyolojik analizler

Yapilacag hafta 9. Hafta
UYGULAMA BILGISI
» Alnan Orneklerin Mikrobiyolojik Ekime Hazirlanmasi

v v Vv

Orneklerin Homojenizasyonu ve Seyreltimi (Diliisyonu)
Ekim Yontemleri

Degerlendirme

ALINAN ORNEKLERIN MIiKROBIYOLOJIiK EKIME HAZIRLANMASI

4

Aseptik sartlarda alinan Ornekler, mikroorganizma sayisinda artis ya da azalis

olmayacak sekilde soguk kosullarda en kisa zamanda laboratuara getirilmelidir.

Orneklerin icine konuldugu kaplar, deney tiipleri, petri kutularmin olas1 bir karigsmay1

onlemek icin iizerleri silinmeyecek sekilde isaretlenmeli ve kontaminasyona yol

acmayacak sekilde tutulmalidir.

Bu nedenle numune alirken bazi 6nlemler alinmalidir.

»

Ambalajli iiriinlerin ambalajlarinin dis kisimlart agildiklar1 yerde % 70'ik etil
alkol ile temizlenmeli, miimkiinse flambe edilmelidir.
Ambalaj1 agmak i¢in kullanilan biitiin aletler (makas, pens, konserve agacagi

vb.) steril olmalidir.

ORNEKLERIN HOMOJENIZASYONU VE SEYRELTIMI (DILUSYONU)

4

Analizi yapilmasi planlanan numuneden 10 gr veya ml alinarak igerisinde 90 ml steril

fizyolojik peptonlu su bulunan stomacher torbasina konur.

S1vi numunenin homojen bir durum almasi saglandiktan sonra, sulandirma iglemine

istenilen sayida devam edilir ve takiben ekim yapmaya gegilir.

»

Ana diliisyon, analiz numunesinde hacim veya kiitlece alinan belli miktardaki
deney numunesinin 9 kati sulandirma sivisi ile karistirilmasi, gerektiginde
karistirict kullanilarak ve varsa biiylik partikiillerin ¢okmesi beklenilerek
hazirlanan karigimdir.

Sulandirma tekniginin esasi, hiicre sayisini bir seri sulandirma yaparak orantili
bir sekilde azaltmaktir. Bu amagla genellikle 1/9 (10 kat1) oraninda sulandirma

yapilir.

» Kati gidalarda, mikroorganizmalarin ayrilmasi ve sayimi igin, orneklerin sivi bir




ortama alinarak homojenize edilmeleri gerekir. Diliisyonlarin hazirlanmasi prensibi,
analiz numunesindeki mikroorganizmalarin miimkiin oldugunca homojen dagilmasini
saglayacak sekilde ana dilliisyonun hazirlanmas1 ve ekimi takiben petri kaplarinda
kolonilerin sayilabilmesidir.

» Birim hacimde izin verilen mikroorganizmalarin sayilabilmesi igin gerektigi
kadar ondalik diliisyonlar hazirlayarak mikroorganizmalarin sayilariin
azaltilmasi esasina dayanir.

Ornek: Materyalin 1 ml’sinde 50.000 canli hiicre oldugu varsayilirsa, tiip icindeki 9
ml sulandirma sivisina 1 ml aktarildiginda tiipteki toplam hacim 9+1=10 ml olur.
Materyalin her ml'sinde 50.000 canli hiicre olduguna gore tiip iginde 50.000 canli
hiicre olacaktir. Diger degisle ilk tiipteki her 1 ml i¢inde 5.000 adet canli hiicre
olacaktir.

Bu tiipten yine 9 ml sulandirma sivisi bulunan baska bir tiipe 1 ml aktarilirsa bu tiipte
de 5.000 adet/10 ml = 500 adet /ml canli organizma bulunacaktir.

Ucgiincii sulandirmada ise canli hiicre sayis1 500 adet/10 ml = 50 adet/ 1 ml olacaktir.
Bu sekilde birinci tiip materyale gore 10 kez; ikinci tiip ilk tiipe gore 10 kez, materyale

gore 100 kez daha az sayida canli organizma igerecektir.

SEYRELTME SIVILARI

4
»

Ozel durumlar harig seyreltme islemlerinde steril fizyolojik peptonlu su kullanilir.
Sulandirma sivisi,

» Ana diliisyon i¢in uygun hacimdeki balon veya erlenlere

» Ondalik diliisyonlar i¢in uygun hacimdeki deney tiiplerine dagitilir.

» Deney tiiplerinde miktar1 sterilizasyondan sonra 9 ml veya 9 ml'nin
katlar1 hacminde (veya istenilen diger miktarlarda) ve erlenler
icerisinde ise 90 ml veya katlar1 miktarinda olmalidir.

Tiip ve erlenlerin agizlar1 kapak veya pamuk ile kapatilarak, 121°C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilir.
Sulandirma sivist hemen kullanilmayacak ise 0°C ila +5°C sicaklikta, 1 aydan fazla
olmamak sartiyla muhafaza edilebilir.
Seyreltme sivilarindan fizyolojik peptonlu su (% 0,1’lik peptonlu su + % 0,85’1ik
NaCl) ‘dan baska;

» Tamponlanmis peptonlu su,

» Ringer ¢ozeltisi,




Fizyolojik tuzlu su da kullanilmaktadir.
Bu seyreltme sivilarinin hepsi, canlt hiicreler i¢in izotoniktir.

Mikroorganizmalar, bu sivilarin i¢inde canliliklarini devam ettirirler.

v Vv Vv Vv

Seyreltme sivisi olarak distile su kullanildiginda, canli hiicreler i¢in izotonik
olmamasi nedeniyle, hiicreler bu ortamda canliliklarin1 devam ettiremezler.
» Sonugta o numunede var olan ger¢ek mikroorganizma sayisi elde
edilemez.
EKIM YONTEMLERI
» Yiizey EKim Yontemi
1.Yayma Plak Yontemi
2.Damla Plak Yontemi
3.Membran Filtre Kullanilarak Cabuk Koloni Sayim Ydntemi
» Dikme Plak Yontemi
1.Tek Kat Dokme Y ontemi
2.Cift Kathh Dokme Yontemi
3.Yuvarlak Tiip Damla Ydntemi
4 Kiiciik Plak Dokme Y Ontemi

YAYMA PLAK YONTEMI
» Bu yontem daha oOnce petrilere dokiilerek katilasmasi saglanmis besi yerlerinin
yiizeyine gida Orneginden hazirlanan diliisyonlardan konularak 6zel bir cam gubuk
(drigalski spatiilii) ile yayilmasi ve uygun kosullarda inkiibasyonu sonucu olusan
kolonilerin sayilmasi esasina dayanir.
» Ekim i¢in hazirlanan seyreltim tiiplerinden 0,1’er ml alinip besi yerine aktarilir.
» Steril drigalski spatiilleri ile besi ortamimin yilizeyine homojen olarak dagilimlar
saglanir.
» Inkiibasyon sonrasi petrilerin degerlendirilmesi igin besi yeri iizerindeki koloniler
sayilir.
» Koloni Sayist X Dilusyon Oran1 X 10 islemi yapilarak sonug verilir.
» Sonuglarin degerlendirilmesinde ise 0.1 ml ekim yapildigi goz Oniinde
bulundurularak sayilan ortalama koloni degerleri seyreltim faktorii ve 10 ile
carpilarak Ornegin gramindaki veya mililitresindeki mikroorganizma sayisi

ifade edilir.




» Ekim sonrasi birim Koloni Olusturan Birim / gr veya ml (6rnegin kat1 veya sivi
olmasina gore) olarak kaydedilir.
» kob/gr
» kob/ml

- m"\/m"\/ I

|
10 ml — _ - -
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dill=swor i

o.1 il o.1 ml o, 1 il

DOKME PLAK YONTEMI

4

Bu yontemi, hazirlanan gida 6rnegi diliisyonlarindan 1’er ml steril petrilere aktirilarak
tizerine 15-20 ml kadar yaklagik 45°C’ye sogutulmus agarli besi yerlerinin dokiilmesi
ve uygun kosullarda inkiibasyonu takiben olusan kolonilerin sayilmasi seklinde

aciklamak miimkiindiir.

1.TEK KAT DOKME PLAK YONTEMI

4
»

4

Gida maddesi homojenize edilir ve uygun seyreltmeler yapilir.

Agarli besi yeri uygun sekilde hazirlandiktan sonra, 44-46°C’ye sogutulur. Her petriye
15-20 ml besi yeri dokiiliir.

Islem 10 dakika icerisinde tamamlanmalidr.

Petrilere hafif salinim ve ¢evirme hareketleri verilerek 6rnek sivisi ile besi ortaminin
homojen karigimi saglanmis olur.

Sterilitenin kontrolii i¢in ekilmemis besi yeri ve seyreltim sivis1 da petriye dokiiliir ve
inkiibe edilir.

Besi yerleri katilastiktan sonra petri kutulari ters ¢evrilir.

2.CIFT KATLI DOKME PLAK YONTEMI

»
4

Tek katli dokme plak yonteminde oldugu gibi ekim gerceklestirilir.
Karisim katilastiktan sonra ayni petri plaklarina yiizeyi kaplayacak sekilde ikinci kat
besi yeri dokiilerek bir siire daha bekletilir.

Dokme sirasinda besi yerinin 45°C'nin altinda donacagi unutulmamalidir.




» Inkiibasyon sonrasi petrilerin degerlendirilmesi icin besi yeri iizerindeki koloniler
sayilir.

» Koloni Sayis1 X Dilusyon Oran1 X 1 islemi yapilarak sonug verilir.

» Sonuglarin degerlendirilmesinde ise 1 ml ekim yapildigi gbéz Oniinde
bulundurularak sayilan ortalama koloni degerleri seyreltim faktori ve 1 ile
carpilarak Ornegin gramindaki veya mililitresindeki mikroorganizma sayisi
ifade edilir.

» Ekim sonrasi birim Koloni Olusturan Birim / gr veya ml (6rnegin kat1 veya sivi
olmasina gore) olarak kaydedilir.

» kob/gr
» kob/ml

il 1 il 1 ml
i i H 1 H Tdp no
10% smi | wt Sulandirma arani
1 mi I1 il 1 ml
@ @ @- sulandirma taktiard

E e

a w'  Petr kutusundaki
koloni sayvisi

» Dokme ekim yonteminde sicaga duyarli organizmalar dokiim sicakligr yiiksek olursa
zarar gorebilir. Tersine dokiim sicakligi diisiik olursa, besi yeri ile Ornegin iyi
karismasi saglanamaz.

» Yiizey ekim yonteminde koloniler daha dogru sekilde sayilabilir.

» Aerob mikroorganizmalar dokme ekim yonteminde yiizeyin altinda kalabilir ve
inkiibasyonda iyi gelisme gosteremez iken yilizeyde gelisebilenler daha cabuk ve

biiyiik koloni olusturarak sayimda yanilgilara neden olabilir.
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Uygulamanin adi Siit ve siit lirlinlerinde toplam bakteri, maya-

kif aranmasi

Yapilacag hafta 10. Hafta

UYGULAMA BILGISI
» Toplam Mezofilik Bakteri Sayisinin Belirlenmesi
» Siit ve Siit Uriinlerinde Maya-Kiif Sayisinin Belirlenmesi
SUT VE SUT URUNLERINDE TOPLAM MEZOFILIiK BAKTERI SAYISININ
BELIRLENMESI
» Total bakteri sayis1 ve 6zellikle mezofil aerob bakteriler, o gidanin hijyenik ve
mikrobiyolojik durumu hakkinda genel bir bilgi verir.
» Fermente iirlinler harig, diger tiriinlerde yiiksek total bakteri sayisi hijyenik kurallarin
yetersiz olduguna isarettir.
» Diger taraftan, diisiik total bakteri sayisi da o gidanin saglik agisindan sakinca
tagimadigini gostermez.

» Toksinojen bakteriler (Ornegin, S. aureus) uygulanan 1s1 islemiyle tamamen
oldiiriilmesine ragmen, liretmis oldugu toksin etkili olabilmektedir.

» Az sayida bulunabilen patojen bakterilerin (Ornegin, Salmonella spp.), sonraki
depolama sirasinda ¢ogalabilme ve dolayisiyla sayilarinda artis olabilecegi de
g0z oniinde bulundurulmalidir.

» KATIBESIYERI YONTEMI

» Diliisyon hazirlama: Ana diliisyon ve seyreltme diliisyonlar1 olarak Fizyolojik
Peptonlu Su kullanilir.

» Fizyolojik Peptonlu Su hazirlanisi:

» 8,59 NaCl, 1 gPepton, 11 Distile Su

» Kullanilan besiyerleri: Plate Count Agar (PCA)

» Analiz yapilacak ornekten kati ise 10 g, sivi ise 10 ml aseptik sartlarda alinarak
stomacher torbasina konur.

» Uzerine 90 ml steril fizyolojik peptonlu su ilave edilir.

» Homojenizasyon islemine tabi tutulur.

» Homojenizasyonun ardindan seri diliisyonlar hazirlanir.

» PCA besi ortamina yayma plak teknigi ile ekim yapilarak, petriler 30°C’de 24-48 saat

inkiibe edilir.




»

Inkiibasyon sonrasi olusan koloniler sayilarak aerobik mezofilik bakteri sayisi
saptanir.

» Koloni Sayis1 X Ekim Yapilan Diliisyon Oran1 X 10 kob/gr-ml

Siit ve Siit Uriinlerinde
Toplam Mezofilik Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

1ml

Drigalski Spatili

90 ml FPS Y
PN
S ml
“—1T FPS
| (- ]
101 102 Plate Count Agar

30°C'de 24-48 saat inkubasyon

SUT VE SUT URUNLERINDE MAYA-KUF SAYISININ BELIRLENMESI

»
4
4
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Analiz edilecek numunenin genel hijyen kalitesi hakkinda bilgi verir.
KATI BESIYERI YONTEMI
Diliisyon hazirlama: Ana diliisyon ve seyreltme diliisyonlar1 olarak Fizyolojik
Peptonlu Su kullanilir.
Fizyolojik Peptonlu Su hazirlanisi:

» 8,5gNaCl, 1 gPepton, 11 Distile Su

» Kullanilan besiyerleri: Tartarik Asit ilave edilmis Potato Dextrose Agar (PDA)
Analiz yapilacak 6rnekten kat1 ise 10 g, stv1 ise 10 ml aseptik sartlarda alinarak
stomacher torbasina konur.
Uzerine 90 ml steril fizyolojik peptonlu su ilave edilir.
Homojenizasyon iglemine tabi tutulur.
Homojenizasyonun ardindan seri diliisyonlar hazirlanir.
PDA besi ortamina yayma plak teknigi ile ekim yapilarak, petriler 22°C’de 3-5 giin
inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonras1 olusan koloniler sayilarak maya kiif sayis1 saptanir.




Koloni Sayis1 X Ekim Yapilan Diliisyon Oran1 X 10 kob/gr-ml

Siit ve Siit Uriinlerinde

Maya-Kuf Sayisinin Belirlenmesi
1ml

Drigalski Snatilo
0,1 ml

1{]g Iml
€©“ -
ek o s
10t 102 PotatoDextrose Agar

22°C'de 3-5 giin jnkibasyen
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Uygulamanin adi Siit ve siit iirlinlerinde

Staphylococcus aureus aranmasti

Yapilacag hafta 11. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

» S.aureus;

» Gram pozitif
Katalaz, koagulaz pozitif
Ubiquiter ozellikte
Cevresel sartlara DAY ANIKLI
Rekabetci 6zelligi ZAYIF
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Enfeksiyon
» Intoksikasyon (Enterotoksinler)

» S.aureus’un lireme ve toksin olusturmasi i¢in genel kosullar

Ureme Toksin Olusturma
Optimum Spektrum Optimum Spektrum
Sicaklik(°C) 35-37 7-48 35-40 10-45
pH 6,0-7,0 4-9,8 6,0-7,0 4,8-9,0
Aw degeri 0,98->0,99 0,83->0,99 0,98 0,86->0,99
%NaCl 0,5-4 0-20 0,5 0-10
Atmosfer Aerob Aerob —Anaerob Aerob Aerob-Anaerob

Stafilokokal Intoksikasyonlar
» Kaynaklar ; Hayvanlar, portér personel, kontamine alet-ekipmanlar, kontamine
gidalar, vb.
» Uygun ortam kosullarinda S. aureus gidada enterotoksinlerini olusturur.
» Enterotoksinler araciligr ile gida tiikketiminden 1-6 saat sonra gida zehirlenmesi
tablosu sekillenir.
» Halsizlik
» Abdominal agri




» Kusma
» ishal

SUT ve SUT URUNLERINDE Staphylococcus aureus ARANMASI

»
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Diliisyon hazirlama: Ana diliisyon ve seyreltme diliisyonlar1 olarak Fizyolojik
Peptonlu Su kullanilir.
Fizyolojik Peptonlu Su hazirlanisi:
» 8,59 NaCl, 1 gPepton, 1| Distile Su
» Kullanilan besiyeri: Egg Yolk Tellurite Emulsion ilave edilmis Baird Parker
Agar (BPA)
Analiz yapilacak ornekten kati ise 10 g, sivi ise 10 ml aseptik sartlarda alinarak
stomacher torbasina konur.
Uzerine 90 ml steril fizyolojik peptonlu su ilave edilir.
Homojenizasyon islemine tabi tutulur.
Homojenizasyonun ardindan seri diliisyonlar hazirlanir.
BPA besi ortamina yayma plak teknigi ile ekim yapilarak, petriler 37°C’de 18-24
saat inkiibe edilir.

SUT ve SUT URUNLERINDE Staphylococcus aureus

ARANMASI
1ml
Drigalski Spatdli
0,1 ml
90 ml FPS
10 g | 9 ml
V¢ <—— = = -
101 102 Baird Parker Agar

37°C’de 18-24 saat inkiibasyon




» Inkiibasyon sonunda olusan siyah renkli stafilokok-mikrokok olarak degerlendirilir,
siyah renkli stafilokok kolonileri igerisinde S.aureus igin tipik olan (siyah renkli,
etrafinda acik renkli zon bulunan) koloniler secilerek katalaz ve koagiilaz testi
uygulanir.

» Katalaz testi:

» Bakteri kiltiirlinden 6ze yardimiyla koloni temiz bir lama alinip, birka¢ damla
%3’liik H,0;, ile karistirilir.

» Katalaz enzimine sahip etkenler H,O;’yi su ve oksijene ayristirmakta, dolayisiyla
ortamdaki oksijen ¢ikisi kabarcik olusumu ile belirlenmektedir.

» Sonug¢ olarak kabarcik olusumu gozlenen koloniler katalaz pozitif olarak
degerlendirilir.

» Koagulaz testi

» BPA’da iireyen S.aureus siipheli koloniler 10 ml Nutrient Broth iceren tiiplere
aktarilarak 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilir.

» Inkiibasyon sonunda, 0,3 ml tavsan plazmasi igeren tiiplere Nutrient Broth’ta
gelisen kiiltiirden 0,1 ml inokule edilerek 37°C’de inkiibasyona birakilir.

» 4 saat sonra pihtilasma durumu kontrol edilir ve pithtilasmanin gézlenmesi koagiilaz

testi yoniinden pozitif olarak degerlendirilir.

» Koagulaz testi

h_m_- I 1 Pihtilasmanin sekillenmesi

Koagulaz Pozitif!ll

— e ———
37°Cde 4 saat

0,3 mltavsan

5. gureus supheli plazmasi

koloninin Oretildigi
Nutrient Broth

» Gida numunesindeki S.aureus seviyesinin hesaplanmasi
» Ornegin 1 gramindaki S.aureus sayisi; tipik koloni sayisi ile koagiilaz (+) sonug
aliman koloni sayisi, diliisyon orani ve ekim yonteminden gelen diliisyon oraninin

carpiminin, koagiilaz testi uygulanan tipik koloni sayisina oranlanmasi ile saptanir.




» Ornek: Laboratuara getirilen peynir numunesinde S. aureus aranmasi amaciyla
BPA’ya yayma plak teknigi (0,1 ml = 10'1) ile ekim yapilmis, 24 saat 37°C’de
inkubasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 107 diliisyonundan yapilan ekim
sonucu 10 tane siyah renkli etrafi seffaf zonlu, 25 tane de siyah renkli zonsuz koloni
saytlmistir. S. aureus siipheli kolonilerden 5 tanesine koagulaz testi yapilmis, 3
tanesinde koagulaz (+) sonu¢ alinmistir. Buna gore S. aureus sayisini hesaplayiniz.

S. aureus sayisi = 10 x 3x 10°x 10' /5
= 6 x 10° kob/g




Ogrenci Notlar

Sorumlu Ogretim Eleman1

Imza




Uygulamanin adi Siit ve siit iirtinlerinde koliform bakteri ve

Escherichia coli aranmasi

Yapilacag hafta 12. Hafta
UYGULAMA BILGISI
» Bir irlinlin islenmesi veya sonrasindaki hata ve kontaminasyonlar ile iiretim ve

v Vv Vv Vv

muhafaza kosullarina iligkin genel hijyenik durum hakkinda bilgi veren
mikroorganizmalara indikator mikroorganizmalar denir.
Indikator 6zellige sahip mikroorganizmalar;
» Kolay ve hizli saptanabilmeli,
» Mikrofloradaki diger mikroorganizmalardan kolay ayirt edilmeli,
» Varligi patojenlerin varligina isaret etmeli,
» Sayilar ilgili patojenler ile korelasyon halinde olmalidir.
Indikatér mikroorganizmalar olarak genellikle Enterobacteriaceae, koliform

bakteriler ve E. coli kullanilmaktadir.

KATI BESIYERI YONTEMI
Diliisyon hazirlama: Ana diliisyon ve seyreltme diliisyonlar1 olarak Fizyolojik
Peptonlu Su kullanilir.
Fizyolojik Peptonlu Su hazirlanisi:

» 8,59 NaCl, 1 gPepton, 11 Distile Su

» Kullanilan besiyerleri: Violet Red Bile Agar (VRB), Lactose Broth, SIM

Medium, MR-VP Medium, Simmons’ Citrate Agar.

Kullanilan ayraglar:Kovacs® Cozeltisi, Metil-Red, % 40’lik NaOH, a-naphtol
Cozeltisi
Analiz yapilacak Ornekten kat1 ise 10 g, sivi ise 10 ml aseptik sartlarda alinarak
stomacher torbasina konur.
Uzerine 90 ml steril fizyolojik peptonlu su ilave edilir.
Homojenizasyon islemine tabi tutulur.
Homojenizasyonun ardindan seri diliisyonlar hazirlanir.
VRB besi ortamina ¢ift katli dokme plak teknigi ile ekim yapilarak, petriler 37°C’de
24-48 saat inkiibe edilir.




1ml

—— )

| 1mil
90 ml FPS

1DE 9 ml
D
srnek N FPs —
10t 102
ilk katin dokiilmesi 2. katin dékilmesi

B

F= =:| 37°C'de 24-48 saat inkiibasyon

Inkiibasyon sonunda kirmizi renkli koloniler koliform bakterileri olarak
degerlendirilir. Inkiibasyon sonunda koliform bakterilerin olusturdugu kirmizi renkli
koloniler igerisinde E.coli i¢in tipik (kirmizi renkli olup etrafinda pembe zon bulunan)
olan koloniler segilerek 44°C’de 24 saat igerisinde asit (laktik asit) ve gaz (COy)
olusturma testi ve IMVIC testleri uygulanir.

Asit ve gaz olusturma testi:

Tipik koloniler steril sivri uglu bir 6zeyle alinarak, igerisinde ters gevrilmis Durhaim
tiipii ve 9 ml Laktoz Broth bulunan tiiplere inokule edilir.

Bu tiipler 44°C’de 24 saat inkiibe edilerek asit ve gaz olusumu kontrol edilir.

Olusan gaz Durhaim tiiplerinde goriintirken, besi ortaminin bulaniklig1 asit
olusumunu gosterir.

Hem gaz hem bulaniklik olusan bu tiiplerden yararlanilarak IMVIC testleri uygulanir.
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tiplere IMVIC testi uygulanir.

IMVIC testi
» I: indol testi
» M: Metil Red testi
» V:Voges-Proskauer testi
» C: Sitrat testi

Indol testi: Hem bulaniklik hem de gaz olusan tiiplerden 6ze yardimiyla alinarak,
Semisolid Indol Motility (SIM Medium) besi ortamini igeren tiiplere inokulasyon
yapilip, 37°C'de 24 saat inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonunda tiiplere 0,2-0,3 ml Kovacs’ ¢ozeltisi eklenip, 10 dakika beklenir.
Koyu kirmizi visne rengi olusumu pozitif olarak, portakal rengi (+/-), sar1 renk ise
negatif olarak degerlendirilir.

Metil Red testi: Hem bulaniklik hem de gaz olusan tliplerden alinan bir 6ze dolusu
kiiltiir, icerisinde 5 ml MR-VP medium bulunan tiiplere inokule edilir ve 37°C’de 24
saat gilinliik inkubasyona birakilir.

Inkiibasyonu takiben tiiplere birkag damla metil red ilave edilir ve belirgin kirmizi
renk olusumu pozitif olarak degerlendirilir.

Voges-Proskauer testi: Hem bulaniklik hem de gaz olusan tiiplerden alinan bir 6ze
dolusu Kkiiltiir, igerisinde 5 ml MR-VP medium bulunan tiiplere inokule edilir ve
37°C’de 24 saat giinliik inkubasyona birakilir.

Inkiibasyonun bitiminde tiiplere 5 ml % 40'lik NaOH ¢ozeltisi ilave edilip ¢alkalanir

ve takiben 0,6 ml miktarinda a-naphtol eklenerek degisimi gozlenir.




Kirmizi renk olusumu pozitif olarak degerlendirilir.
Sitrat testi: Hem bulaniklik hem de gaz olusan tiiplerden 6ze ile kiiltiir alinarak,
Simmons’ Citrate Agar bulunan yatik agar tiiplerine inokule edilip, 37°C'de 24 saatlik
inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyonun ardindan besi yerinin normal rengi olan yesil renk gdzlemlenirse sonug
negatif, renk maviye doniismiis ise pozitif olarak degerlendirilir.
44°C’de 24 saat igerisinde asit ve gaz olusturma yaninda; Indol (+), Metil-Red (+),
Voges-proskauer (-) ve Sitrat (-) sonuglari, E.coli tip I’in varligin1 gosterir.
Koliform sayisinin belirlenmesi: VRB agar’da hem zonlu hem de zonsuz tiim
koloniler koliform bakteri olarak degerlendirilir.
Numunenin 1 gramindaki koliform bakteri sayisi; koloni sayisi, diliisyon orani ve
tipik koloni sayisinin ¢arpilmasi ile saptanir.
E. coli sayisi;; VRB agar’da olusan E. coli siipheli tipik kolonilere yukarida belirtilen
testler uygulanir.
Numunenin 1 gramindaki E. coli sayist; tipik koloni sayisi ile IMVIC testlerinde E.
coli i¢in pozitif sonug alinan koloni sayisi, diliisyon orani ve ekim yonteminden gelen
dilisyon oraninin c¢arpimimin, IMVIC testi uygulanan tipik koloni sayisina
oranlanmasi ile saptanir.
Ornek: Laboratuara getirilen peynir numunesinde koliform bakteri ve E. coli
sayisinin belirlenmesi amaciyla 107 dilisyondan VRB’ye c¢ift katli dékme plak
teknigi (1 ml = 10) ile ekim yapilmis, 24 saat 37°C’de inkubasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon sonunda 10 tane kirmizi renkli etrafi pembe zonlu, 15 tane de kirmizi
renkli zonsuz koloni sayilmistir. E. coli siipheli kolonilerden 5 tanesi Oncelikle 5
farkli tiipte bulunan Lactose broth’a 6ze yardimiyla gegilmis, inkiibasyon sonunda 5
tiiplin 4’tinde hem bulaniklik hem gaz olusumu gozlemlenmistir. Yapilan IMVIC
testlerinde de 3 koloniye ait testler (Indol (+), Metil-Red (+), Voges-proskauer (-) ve
Sitrat (-) ) pozitif olarak degerlendirilmistir. Buna goére koliform bakteri ve E. coli
sayisini hesaplayniz.

Koliform bakteri sayis1 = 25 x 10?2 x 10° = 2,5 X 10° kob/g

E. coli sayist = 10 x 3 x 10?x 10°/ 5 = 6 x 10° kob/g
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Uygulamanin adi Siit ve siit iiriinlerinde Salmonella spp.,

Listeria monocytogenes aranmasi

Yapilacag hafta 13. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

SUT ve SUT URUNLERINDE Salmonella spp. ARANMASI

»
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Salmonella spp.;

» Enterobacteriaceae
Gram-negatif
Spor olusturmayan
Fakiiltatif anaerob
Cubuk formunda
Optimal 35-37°C (6-47°C)
Optimal pH 6.5-7.5 (4-9)
0,94-0,99 aw
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%38 tuz konsantrasyonunda canli

On zenginlestirme

Selektif zenginlestirme

Selektif izolasyon

Identifikasyon

Kullanilan besiyerleri: Tamponlanmis Peptonu Su (TPS), Rappaport Vassiliadis
Enrichment Broth (RV), Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD), Urea Broth, Triple
Sugar Iron Agar (TSI), Lysine Iron Agar (LIA).

Analiz yapilacak Ornekten kati ise 25 g, sivi ise 25 ml aseptik sartlarda alinarak
stomacher torbasina konur.

Uzerine 225 ml steril tamponlanmis peptonlu su ilave edilir. Homojenizasyon islemine
tabi tutulur.

Elde edilen homojenizat 6n zenginlestirme amaciyla 37°C’de 24 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonunda selektif zenginlestirme igin homojenizattan 0,1 ml alimr ve
Rappaport Vassiliadis Enrichment Broth’a gegilerek 41,5°C’de 24 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyonun ardindan selektif izolasyon amaciyla XLD agara 6ze yardim ile

gegcisler yapilir ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilir.
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Inkiibasyon sonunda siyah renkte ya da merkezi siyah kirmmzi renkli koloniler
Salmonella spp. siipheli olarak degerlendirilir. Siipheli koloniler segilerek
identifikasyon amaciyla 6ze yardimi ile iire brotha gecilir ve 37°C’de 24 saat inkiibe
edilir. Inkiibasyon sonunda kullanilan ticari besi yerinin 6zellifine gére iire negatif
olarak degerlendirilen kolonilerin 6ze yardimi ile TSI’ya ve LIA’ya gegisleri yapilarak
37°C’de 24 saat inkiibe edilir.

TSI agarin igermis oldugu sekerler (laktoz, siikroz ve glikoz) fermente edildiginde,
olusan asit liretimi fenol kirmizisi indikatérii ile saptanir. Olusan renk degisimleri asit
iiretimi i¢in sar1 ve alkalinizasyon i¢in kirmizidir. Nétral veya bazik pH’da, hidrojen
stilfit (sodyum tiyosiilfattan iiretilen) ferrdz amonyum tuzu ile reaksiyona girerek,
siyah demir siilfit verir.

TSI’da, Salmonella spp. yiizeyde kirmizi, dipte sar1 ve siyah renk olusturur. Bazen
siyah renk sar1 rengi kapatacak kadar yogun olur. Besiyerinde gaz delikleri ve/veya
gaz yariklari Salmonella spp. i¢in tipiktir.

LIA’da; lizin dekarboksilasyonu ugta bazik (mor) bir reaksiyon, lizin deaminasyonu
ise kirmizi1 bir slant ile saptanir. Hidrojen siilfit iiretimi desiyah bir ¢okelti olugsmasi
ile gozlemlenir

LIA’da, Salmonella spp. yiizeyde mor, dipte siyah renk olusturur.

SUT ve SUT URUNLERINDE Listeria monocytogenes ARANMASI

» Listeria monocytogenes;

» Gram pozitif
» Kisa ¢ubuk¢uk

» Psikrotrof

» Hareketli (10-25°C)
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» Kapsiilsiiz

» Sporsuz

» Optimal 35-37°C (1-45°C)

» pH4,3-9,6 (4-9)

» 0,92-0,99 aw

» %22 tuz konsantrasyonunda canli (%10 NaCl’de iireyebilir)

On zenginlestirme

Selektif zenginlestirme

Selektif izolasyon

Identifikasyon

Kullanilan besiyerleri: Half Fraser suplement ilave edilmis Half Fraser Broth, Fraser
suplement ilave edilmis Fraser Broth, Oxford Listeria Selective Agar.

Analiz yapilacak ornekten kati1 ise 25 g, sivi ise 25 ml aseptik sartlarda alinarak
stomacher torbasina konur.

Uzerine 225 ml steril Half Fraser Broth ilave edilir. Homojenizasyon islemine tabi
tutulur.

Elde edilen homojenizat 6n zenginlestirme amaciyla 30°C’de 24 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonunda selektif zenginlestirme icin homojenizattan 0,1 ml alinarak Fraser
Broth’a gecilerek 35°C’de 48 saat inkiibe edilir. Ayn1 zamanda homojenizattan 0ze
yardimiyla Oxford Agar’a ge¢is yapilir ve 30°C’de 24-48 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyonun ardindan Fraser Broth’tan da Oxford Agar’a dze yardimi ile gegisler

yapilir ve 35°C’de 24-48 saat inkiibe edilir.




Oze yardimiyla
225 ml Half gecisleryapilir.
Fraser Broth
238 i Fraser
arnek = Sk — Oxford
agar
30°C'de 4 53, 35°C'ded8sa 35 C'de 24-48 53,
inkilbasyon inkiibasyon inkiibasyon
Oxford I
agar - )

30°C'de 24-48 53,
inkiibasyon

» Oxford Agar’da 24 saatlik inkiibasyonda kii¢lik, grimsi ve siyah zonlu koloniler, 24

saatlik inkiibasyondan sonra ise yaklagik 2 mm capindaki ortasi ¢okmiis, siyah zonlu

koloniler, L. monocytogenes agisindan siipheli olarak kabul edilir.

» Bu siipheli kolonilere hizli identifikasyon kitleri ile (seker fermentasyon kitleri) test

edilip kesin tan1 konur.

» Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne (2011) gore siit ve siit

iriinlerinde 25 g’da Salmonella spp. ve Listeria monocytogenes bulunmamalidir.
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Uygulamanin adi Siit ve siit drlinlerinde laktik asit

bakterilerinin aranmasi

Yapilacag hafta 14. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

»
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Stit, non starter laktik asit bakterileri olarak adlandirilan bir bakteri grubunu
icermektedir. Bu grup bakteriler, siitiin pastorize edilmesi ile birlikte bir miktar
yikimlanmaktadir.
Yogurt, peynir gibi siit triinlerinin yapi Ozellikleri geregi Uriinlerde laktik asit
bakterilerinin belli bir miktarin altinda olmasi istenmemektedir.
Siit orijinli Laktik Asit Bakterileri (LAB)’nden 6nemlileri;

» Lactobacillus spp.,

» Lactococcus spp.,

» Leuconostoc mesenteroides,

» Streptococcus salivarius subsp. thermophilus’tur.

Diliisyon hazirlama: Ana diliisyon ve seyreltme diliisyonlar1 olarak Fizyolojik
Peptonlu Su kullanilir.
Fizyolojik Peptonlu Su hazirlanisi:
» 8,59 NaCl, 1 gPepton, 11 Distile Su
» Kullanilan besiyeri: De Man Rogosa Sharpe (MRS) Agar, %10’luk laktoz ilave
edilmis M17 Agar
Analiz yapilacak ornekten kati ise 10 g, sivi ise 10 ml aseptik sartlarda alinarak
stomacher torbasina konur.
Uzerine 90 ml steril fizyolojik peptonlu su ilave edilir.
Homojenizasyon iglemine tabi tutulur.
Homojenizasyonun ardindan seri diliisyonlar hazirlanir.
Laktobasilluslar i¢in De Man Rogosa Sharpe (MRS) Agar, laktokoklar i¢in ise M17
Agar besiyeri ortamina yayma plak teknigi ile ekim yapilarak, petriler 35°C’de 48 saat

inkiibe edilir.
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35°C'de 48 saat inklibasyon

Gida numunesindeki laktik asit bakteri seviyesinin hesaplanmasi
Ornegin 1 gramindaki laktik asit bakteri sayisi; her iki besi yerinde iiremis olan
koloniler sayilarak toplanir, ekimin yapildigi dilisyon orani ve ekim yonteminden
gelen dillisyon oranini ile ¢arpilarak hesaplanir.
Elde edilen laktik asit bakteri seviyesinin 1,0 x 107 kob/g(ml)’dan diisiik olmamasi
istenir.
Ornek: Laboratuvara getirilen yogurt numunesi Laktik Asit Bakterileri (LAB)
agisindan incelenmistir. Analizde numunenin 107 diliisyonundan yayma plak ekim
teknigi kullanilarak MRS ve MI17 agarlara inokulasyon yapilip, inkiibasyona
birakilmgtir. Inkiibasyon sonunda MRS agarda 46 koloni, M17 agarda ise 38 koloni
sayllmistir. Buna gore; analizi yapilan numunenin Laktik Asit Bakteri sayisini
hesaplayimiz.
LAB sayis1 = (46+38) x 10° x 10

=84 x 10°

=8,4 x 10" kob/g
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