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Giris, laboratuvarlarin gezilmesi, alet ve cihazlarin tamtilmasi
Gidalarin kimyasal analizleri 1

Gidalarin kimyasal analizleri 2

Sularin kimyasal analizleri

Mikrobiyolojik ekimlerde kullanilan besi yerleri ve hazirlanmalan
Mikrobiyolojik ekime hazirhk ve ekim yontemleri

Gidalarda toplam bakteri, maya-kiif, S. aureus aranmasi
Gidalarda Koliform bakteri ve E. coli aranmasi

Sularin mikrobiyolojik analizleri

Gidalarda Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli O0157:H7 aranmasi
Gidalarda Clostridium ve Vibrio cinsi bakterilerin aranmasi
Gidalarda laktik asit bakterilerinin aranmasi

Yumurtada tazelik-bayathk muayeneleri

Kanath ve balik etlerinin muayenesi

Pratik calismalar icin genel tekrar



Uygulamanin adi Giris, Laboratuarin gezilmesi, alet ve

cihazlarin tanitilmasi

Yapilacag hafta 1. Hafta
UYGULAMA BILGISI
O Etiiv: Mikrobiyolojik ekimlerin yapildigi besi yerlerinin gerekli siire ve sicaklik

o

icin inkiibasyona birakildigi, sicakligi sabit tutan, degisik tipleri (sogutmali tip,
sogutmasiz tip ve CO>’li) olan bir cihazdir.

Otoklav: Besi yerlerinin ve kuru hava sterilizatériinde sterilizasyona uygun
olmayan materyallerin sterilizasyonunda kullanilan ve basingli buhar (121°Cde, 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 fir: Analizi yapilacak numunenin yiiksek 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 batirildigi numunenin
pH’sm1 dlgmekte kullanilan cithazdir.

Su banyosu (Ben mari): Igerisine koyulan duyarli numuneyi 0-100°C’ye kadar
homojen olarak 1sitabilen ve istenilen derecelerde sabit tutmaya yarayan cihazdir.
Manyetik kanistiricr: Hazirlanmis  soliisyonlarm, gerekirse 1sitilmalarini  da
saglayarak karigmalarini, beher ya da erlen iginde manyetik dalgalar yardimi ile
stirekli dénen bir balik yardimi ile saglayan cihazdir.

Stomacher:  Gida  maddelerinin  mikrobiyolojik  analizleri  Oncesinde
homojenizasyonunu saglayan cihazdir.

Vorteks: Deney tiipiiniin igindeki sulandirma sivisinin ve igine ilave edilen
numunenin homojen bir sekilde karismasini saglayan cihazdir.

Otomatik pipet: Ayarlanabilir hacimleri olan bir kaptan diger kapa herhangi bir
s1viy1 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 ¢aligtirilmaktadir.

ELISA cihazi: Cesitli serolojik testler amaciyla kullanilan cihazdir.




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

Cam pipet (Dereceli pipet): istenilen sivi madde miktarmm 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
amactyla siskindir.

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

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

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

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

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

Meziir: 25 ml’den birkag litreye kadar degisen hassasiyette olup 6zellikle aktarma
islemlerinde kullanilmaktadir.

Huni: Cesitli boyun uzunluguna ve agiz ¢aplara sahiptirler. Sivilar1 dar agizli
kaplara aktarmak i¢in kullanilirlar. Siizge¢ kagidi ile birlikte siizme 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.

Kroze: Yakma islemlerinde kullanilmakta olup ¢ok yiiksek sicaklik derecelerine
dayanikli olan porselen kaplardir.

Oze: Mikrobiyolojik analizlerde sivi besi yerlerinden kat1 besi yerlerine veya
katidan katiya gecislerin yapildigi durumlarda kullanilmakta olup platin olan uglart

igne ya da yuvarlak tiptedir.




O Piset: Soliisyonlar1 saklanmak veya deney sonrasi test tiiplerini ve siseleri yikamak
icin sikilarak kullanilan polietilen yumusak dereceli siselerdir.
O Trommel: Sterilize edilecek malzemenin (petri kutusu, pipet vb) koyuldugu ve

muhafaza edildigi, paslanmaz celik, silindir seklinde, kapakli bir malzemedir.

GIDALARLA ILiSKILi YASAL DUZENLEMELER
O 5996 Veteriner Hizmetleri, Bitki Sagligi, Gida ve Yem Kanunu
O Hayvansal Gidalar I¢in Ozel Hijyen Kurallar1 Y dnetmeligi
O Tiirk Gida Kodeksi
e Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi
e Tiirk Gida Kodeksi Yumurta Tebligi (2014/55)
e Tiirk Gida Kodeksi Zeytinyag1 Ve Pirina Yag1 Tebligi (Teblig No: 2017/26)
e Tirk Gida Kodeksi Zeytinyagi Ve Pirina Yagi Analiz Metotlart Tebligi
(Teblig No: 2014/53)
e Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Y 6netmeligi
e Tiirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi(teblig No: 2015/6)
e Tiirk Gida Kodeksi Et, Hazirlanmis Et Karisimlar1 Ve Et Uriinleri Tebligi
(Teblig No: 2018/52)
e Tiirk Gida Kodeksi Tereyagi, Diger Siit Yag1 Esaslh Siiriilebilir Uriinler Ve
Sadeyag Tebligi (Teblig No: 2005/19)
O Hayvansal Gidalarin Resmi Kontrollerine Iliskin Ozel Kurallari Belirleyen
Y 6netmelik
O TSE ve Gida Standartlari
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Uygulamanin adi Gidalarin kimyasal analizleri 1

Yapilacag hafta 2. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

O Kuru Madde Tayini
O Kiil Tayini

o

KURU MADDE ANALIZi

O Deneyin amaci: Su disinda kalan kuru madde miktarinin belirlenmesi

O Kullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:

Rutubet petrisi (kroze),
Desikator,
105°C lik etiiv,

Hassas terazi

O 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 ucurma isleminden sonra her yarim saatte bir
kroze desikatorde sogutulur ve tartimi 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

konur.

O Hesaplamalar:

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




HAM KUL ANALIZi
O Deneyin amact: Gidalarda ham kiil miktarinin belirlenmesi
O Kullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:

e Porselen kroze,

® Desikator,

e Kiil firmi,

® Hassas terazi

O Deneyin yapilisi:

1. Temiz bir kroze 300°C lik kiil firininda kurutulur.

2. Desikatorde 30 dakika sogutulur ve tartilir.

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

4. Numune miktar1 da bir yere yazilarak yakma isleminin gerceklesmesi icin
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.

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

o %Ham Kiil=[(Son tartim-Petri daras1)/ Numune miktari] x 100
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Uygulamanin adi Gidalarin kimyasal analizleri 2

Yapilacag hafta 3. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

O Ham Protein Tayini
O Yag Tayini
O Yaglarda Asitlik Tayini

HAM PROTEIN TAYINI
O Kjeldahl Yontemi ile Protein Tayini
O Deneyin Prensibi:

O Azot igeren drnegin belli bir miktarinin H,SO, ile yakilarak igindeki
tim azotun (NHg4);SO,’a doniistiiriilmesi, ¢6zeltinin baziklestirilmesi
ve agiga ¢cikan NH3’1in damitilip belli standart bir asit ¢ozeltisi iginde
toplandiktan sonra noétrlesmeyen fazla asit miktariin titrasyonla
saptanmasidir.

O Kullamilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:

e Kjeldahl yas yakma f{initesi, Kjeldahl distilasyon {initesi, Kjeldahl tiipii,
katalizor tablet, H,SO4, NaOH, H3BOj3, metilen kirmizisi, HCI, erlen, pipet,
biiret, puar.

O Deneyin yapilisi:

e Kjeldahl yontemi ii¢ asamada yapilir.

1. Ornekteki organik maddelerin yas oksidasyonu (yakma).

2. Organik maddelerin yas oksidasyonu sonucu olusan NH3z’in NaOH
kullanilarak serbest hale getirildikten sonra damitilmasi ve belli miktar
ayarl bir asit i¢inde tutulmasi (damitma).

3. NHj tarafindan nétrlestirilemeyen ayarli asit ¢ozeltisinin ayarli bir

bazla titre edilmesi ve toplam azotun hesaplanmasi (titrasyon).

o

1+0,1 g ornek, hassas terazide tartilarak 250 ml hacimli Kjeldahl tiipiine aktarilir.

o

Icinde 6rnek bulunan tiipe 20 ml %96'lik H,SO4 ve bir adet katalizor tablet ilave
edilir.
O Tiplerin igerisindeki 6rnek, yesil sar1 saydam bir renk olusuncaya kadar yas yakma

islemine tabi tutulur.




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

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

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

O Titrasyonda harcanan 0,1 N'lik HCl miktar1 formiilde yerine koyularak ornekteki

protein miktar1 hesaplanir.

YAKMA:
Katalizor
; Organik madde + H,SO, T" CO,+ H,0 +NH, + SO,
NH,"+ SO, ———> (NH,),SO;
DAMITMA:
(NH,),SO,+ 2NaOH — Na,SO,+ 2NH,OH
: NH,OH ———— H,0 +NH;
NH; + H;BO; ———» NH,H,BO;

TITRASYON:

3 NH,H,BO; + HCl —— NH,CI + H;BO;

%Protein = (Vnumune — Vier) X N X 0,014 x 100 x F/ m
®  Vnumune: Ornek icin 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

YAG TAYINI
O EKSTRAKSIYON YONTEMIYLE YAG TAYINIi
O Deneyin Prensibi:
O Sokselet (soxhelet) ekstraksiyon cihazi kullanilarak uygun bir ¢oziicii
ile drnekteki yagin ekstrakte edilmesi.
O Kullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:

® Petrol eteri, Etiiv, Sokselet ekstraksiyon cihazi, Seliiloz kartus, Pamuk, Silifli




cam balon, Desikator, Hassas terazi
O Deneyin yapilisi:
1. Ekstraktor 105°C'deki etiivde kurutulup desikatdr igerisinde oda sicakligina
getirilen ve darasi alinan agzi silifli balon ile birlestirilir.
2. Homojenize edilmis Orneklerden yaklasik 5 g 6rnek seliilloz kartus icerisine
alinir ve kartus pamuk ile kapatilip Soxhlet ekstraktoriine yerlestirilir.
3. Balon ile birlestirilmis ekstraktor iizerinden yeteri miktarda dietil eter
eklendikten sonra benmari kismina yerlestirilir.
4. Numunenin yapisina gore 6-8 saat ekstraksiyon islemi gergeklestirilir.
5. Ekstraksiyon islemi sonrasi igerisinde yag ve dietil eter bulunan balon etiive
almir 105°C°de dietil eterin ugmasi saglanur.
6. Desikator igerisinde oda sicakligina gelen balon hassas terazide tartilir ve
numunedeki yag miktar1 hesaplanir.
O Yag miktarinin hesaplanmasi;
ST — D
Y ag miktary = X 100

I
o
e ST: Son tartim agirlik miktar
e D : Daranin agirlik miktari
e m : Numune miktar1

YAGLARDA ASITLIiK TAYINi
O Bir yag asitlik derecesi veya asiditesi 100 gram yagdaki serbest halde bulunan yag
asitlerinin notrlestirmek i¢in harcanan normal alkali ¢6zeltisinin ml sayisina denir.
O Serbest yag asitligi ise yaglarda bagli olmayan toplam yag asitlerin % olarak
ifadesidir.
O Deneyin Prensibi:
O 1 gram yagda bulunan serbest yag asitlerini nétrlestirmek i¢in harcanan
NaOH veya KOH’in mg cinsinden miktarina asit indeksi (asit sayisi)
denir.
O Kullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:
e KOH veya NaOH c¢ozeltisi (0.1 N, ayarli), Fenolftaleyn (%1’lik), Etanol-

Dietileter karisimi (1:1,v/v), beher, biiret, hassas terazi, pipet




O Deneyin yapilisi:

1.

6.

Erlene 5-10 gram o6rnek tartilir.

. Ornek iizerine etanol dietileter (1:1) karisimindan 50-100 ml eklenir.
. Yag ve yag asitlerinin ¢oziinmesi i¢in 1 dk calkalanir.

2
3
4.
5

Birkag¢ damla fenolftaleyn damlatilir.

. Biirete konan 0,1 N NaOH ile kalici1 pembe renk elde edilene kadar titrasyon

yapilir.

Sonug hesaplanir.

O Asitlik sayisi;

V

bpdsitlik Sayisi= |—|X 40X N

o

I

O Serbest yag asitligi;

V

UpSerbest Yag Asitligi = |—|X 100 X N X mEq

m

V: Harcanan NaOH miktar1
m: numune miktari
N: Titrasyonda kullanilan NaOH’in normalitesi
mEq: Numunenin serbest yag asitligini belirleyen yag asidinin miliekivalan
agirhig.
Oleik asit i¢in (0,282)

O TGK Zeytinyagi ve Prina Yagi1 Tebligi’ne gore;

Zeytinyagilarinin oleik asit cinsinden siniflandirilmast
O Naturel sizma 0,8
O Naturel birinci 0,8 — 2
O Ham zeytinyagi >2,0
O Rafine 0,3
O Rivieral
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Uygulamanin adi

Sularin kimyasal analizleri

Yapilacag: hafta

4, Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

O Numune alma yontemleri

Nitrit tayini
pH tayini

O O 0O OO

Sertlik tayini

SU ORNEGI ALMA

Toplam organik madde tayini
Amonyak tayini

e Fiziksel ve kimyasal analizler i¢in;

o
o

o

Koyu renkli numune sisesi
Temiz
O HCl ile galkalanmis, durulanmis ve kurutulmus

Temiz kapak veya plastik tipa

O Numune alinacak 6rnekle ile ¢alkalanmig

® Mikrobiyolojik analizler i¢in;

o
o
e FEtiket
o

O 00 OO

Koyu renkli steril cam sise

Steril kapak veya plastik tipa

Ornegin alindig1 suyun cinsi (sehir sebeke, kuyu, depo)
Ornegin alindig1 yer (ayrmtil1)

Ornegin alindig: tarih (giin, ay, y1l, saat)

Ornek alindiginda hava sicaklig

Ornegin alindig1 suyun sicaklig

Ornegi alanin kimligi




o Kapal sistemlerden (musluk, tulumba gibi) numune alma
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» Aglk sistemlerden (g6, dere, kuyu, nehir gibi) numune alma
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SULARIN KIMYASAL ANALIZLERI
O Toplam Organik Madde Tayini
¢ Organik bilesiklerin fizikokimyasal ve yapisal 6zelliklerinin (¢oziiniirliik,
hidrofobiklik, polarlik, uguculuk, yogunluk, enerji.) ve miktarinin bilinmesi
aritacak veya kontrol altinda tutacak islemleri secmeye yardimci olmasi
acgisindan 6nemlidir.
e Organik maddelerin gol ve bu gibi su ortamlarinda bulunmasi istenmeyen
bir durumdur.
¢ Deneyin Prensibi:
O Asit ortamda permanganat kullanimi ile su iginde bulunan

organik maddelerin oksitlenmesi sonucu organik maddenin




belirlenmesidir.
e Kullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:
O H,;SO4, KMnO, ¢ozeltisi, Amonyum okzalat ((NHg)2C,04), pipet,
erlen, bunsen beki

O Deneyin yapilisi:

1. Erlene 100 ml su numunesi alinir.
Ornek tizerine 10 ml H,SO, ve 10 ml KMnO, eklenir.
5 dakika siireyle kaynatilir.
Sogumasi beklenmeden 10 ml amonyum okzalat ilave edilir.

KMnO;y ile kalict pembe renk olusuncaya kadar titrasyon yapilir.

o a0~ WD

Sonug hesaplanir.
O Organik Madde (mg O,/l)= Harcanan KMnO,4x 0,8
O Amonyak Tayini
e Sularda amonyak bulunmasi muhtemelen suyun mikroorganizmalar
tarafindan kirlendigine isarettir. Bu nedenle sularda amonyak bulunmasi
istenmez ve amonyak aranmasi bize sularin kirliligi hakkinda fikir verir.
® Amonyak varlig tespit edilen sular icme ve kullanmaya uygun degildir.
® Deneyin Yapilist:
1. Temiz bir deney tiiptine 10 mL su 6rneginden konur.
2. Uzerine 3 — 5 mL Nessler ¢ozeltisi damlatilir.
® Sart (turuncu) — kiremit kirmizist renk olusumu
amonyak varligini gosterir.
O Nitrit Tayini
e Nitrit suda mikrobiyolojik kirlenmenin bir gdstergesi olmasi agisindan
onemlidir. Igme sularinda nitrit bulunmasi istenmez. Nitritler yiiksek
miktarda organik madde ile bulunursa daha biiyilk bir kirlenme soz
konusudur. Normal dezenfektanlarla oksidasyonu kolaydir. Bu nedenle
nitritli sularin dezenfeksiyonuna 6zen gosterilmelidir.
® Deneyin Yapilist:
1. Erlenmayere 100 mL su 6rnegi alinir.
2. Sirasiyla 1 ml 6 N HCI, 2 ml %0,4 siilfanilamid, 1 ml %0,2
N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride ilave edilir.

3. Pembe renk olusumu nitrit varligini1 gosterir.




O pH Tayini

e Kullanilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:

O pH metre, beher, distile su, pamuk

¢ Deneyin yapilisi:

O pH degerini belirlemek i¢in pH metre adi verilen cihaz kullanilir.
Elektrometrik olarak pH metre ile 6l¢iim olduk¢a pratik ve hassas
oldugundan kullanighdir. pH metrenin elektrodu numune igerisine
daldirilarak pH degeri okunur.

¢ Hatirlatma:

O pH metre kullanilmadan 6nce 6l¢iim yapilmak istenen pH araliklar
icin standart tampon ¢ozeltiler yardimiyla standardize edilir.

O Analiz 6ncesi ve sonrast pH metrenin elektrodu distile su ile yikanir
ve pamuk yardimiyla kurutulur.

O Sertlik tayini

e Sularin sertligi, su i¢inde ¢Oziinmiis iyonlarin (Ca, Mg, Fe, Mn vb.)
varligindan kaynaklanmaktadir.

e Ca™ ve Mg iyonlar1 dogal sularda diger iyonlardan daha fazla
bulunduklarindan Ca** ve Mg*? iyonlarmin konsantrasyonlarimin toplami,
suyun sertligi olarak ifade edilir.

® Gegici Sertlik: Bikarbonatlardan olusan ve kaynatmayla ya da aktif kireg

ilavesi ile karbonat seklinde ¢okerek bertaraf edilebilen sertliktir. Su
1s1t1ldig1 zaman gegici sertlik veren maddelerden karbondioksit ayrisir.

e Kalict Sertlik: Magnezyum ve kalsiyumun stilfat, kloriir ve nitrat ile

olusturdugu tuzlardan kaynaklanan sertliktir. Bu sertlige, “karbonat olmayan
sertlik™ veya “mineral asit sertligi” de denir. Kalic1 sertlik veren maddeler 1s1
ile ayrismaz.

e Toplam Sertlik: Gegici sertlik ile kalict sertligin toplamidir. Sertlik

magnezyum ve kalsiyum tuzlarindan olustugundan bazen magnezyum ve
kalsiyum sertligi olarak da tanimlanir.

e Sularin sertlik dereceleri, (SD) igerdikleri CaO, MgO veya CaCO3 miktarina
bagli olarak Alman, Fransiz, Amerikan ve Ingiliz sertlik dereceleri olarak
belirtilir.

e Fransiz sertlik derecesi: 100 ml suda ¢6ziinmiis olarak bulunan sertlik veren




maddelerin, 1 mg kalsiyum karbonat (CaCO3) miktarina karsilik gelen
madde miktarina denir. ° f sembolii ile gosterilir.

e ingiliz sertlik derecesi: 70 ml suda ¢dziinmiis olarak bulunan sertlik veren
maddelerin, 1 mg kalsiyum karbonat (CaCO3) miktarina karsilik gelen
madde miktarina denir. ° e sembolii ile gosterilir. @

e Alman sertlik derecesi: 100 ml suda ¢6zlinmiis olarak bulunan sertlik veren
maddelerin, 1 mg kalsiyum oksit (CaO) miktarina karsilik gelen madde
miktarina denir . ° dH sembolii ile gosterilir.

o Amerikan sertlik derecesi: 100 ml suda ¢6ziinmiis olarak bulunan sertlik
veren maddelerin, 0,1 mg kalsiyum karbonat (CaCO3) miktarina karsilik
gelen madde miktarina denir.

O Ulkemizde sularin sertlik derecesi olarak Fransiz sertlik

derecesi (°f ) kullanilr.

Suyun sertligi Alman Fransiz ingiliz

Cok yumusak 0-4 0-0.72 0-5

Yumusak 5-8% 1.3-14.2 6-10

Orta sert 9-12 143-215 11-15
Oldukca sert 13- 18 21.6-325 16-22.5
Sert 19 -30 32.6-54.0 22.5-37.5
Cok sert 30 dan fazla 54"den fazla 37.5"den tazla

® | Amerikan SD = Fransiz SD x 10
® 1 Fransiz SD = 0.56 Alman SD = 0.70 Ingiliz SD
e Deneyin Prensibi:
O Cave Mg iyonlarinin EDTA tuzlar1 (Etilen diamin tetra asetik asit ve
bunun disodyum tuzu) ile suda ¢oziinebilen bilesik olusturmasidir.
e Kullanmilan ¢ozelti, alet ve malzemeler:
O EDTA, tampon ¢dzeltisi, Eriochorom black T indikatorii, pipet, erlen
¢ Deneyin yapilisi:
® Erlene 50 ml su numunesi alinir.
e Sirastyla 1 ml tampon ¢ozeltisi ve 1-2 damla Eriochorom black T indikatorii
eklenir.
® Olusan sarap kirmizisi renk maviye doniinceye kadar EDTA ile titre edilir.
® Sonug hesaplanir.

Toplam Fransiz sertlik derecesi= Harcanan EDTA x 100 / Numune miktar1




Ogrenci Notlar

Sorumlu Ogretim Eleman1

Imza




Uygulamanin adi Mikrobiyolojik ekimlerde kullanilan besi

yerleri ve hazirlanmalart

Yapilacag hafta 5. 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

» Kati1 (Agar)

» Swvi (Broth)

» Yar Kat1 (Semi Solid)

Orijinlerine gore

» Bitkisel,

» Hayvansal,
» Sentetik,

» Tirev,

» Karisik Vb.
Kullanim amagclarina gore
» Genel besiyerleri

»  Ozel besiyerleri

KULLANIM AMACLARINA GORE BESIiYERLERI

»

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.
» Baslica kullanim amaglarina;

toplam mezofil aerob bakteri sayimu,




»

4

4
4

toplam psikrofil aerob bakteri sayimu,
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 yliksek selektivite gosterenlerde tek bir
cins/ tiir mikroorganizmanin gelismesine izin vereceginden bu besiyerleri selektif

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

Ornek: Oxford Listeria Selective Agar, Salmonella-Shigella Agar

4

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

Gelistirilmesi istenilen mikroorganizmanin kullanabilecegi, ancak refakatgi
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 c¢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 p-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 amaclarla kullanilmaktadir.

» On Zenginlestirme Besiyerleri

» Hasar gormiis mikroorganizmalarin aktivitelerini kazanmalart igin kullanilan,
bilesiminde inhibitor igermeyen ve dolayisiyla aktivite kazanmasi istenen
mikroorganizma yaninda refakat¢i 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 karigik 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 amactyla 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 kati besiyerleri, saf kiiltiirlerin
korunmas1 (=kolleksiyonu) amaciyla kullanilan besiyerleri, tasima besiyerleri gibi

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

BESIYERININ HAZIRLANMASI

»

v Vv Vv Vv Vv

Kullanilacak cam malzemeler iyi bir sekilde yikanmis ve durulanmais, distile sudan
gegcirilmis 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 kapaklari acildiktan 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 oOzelikle gdze 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
1sitilarak karistirilmasi ve/veya suyun bu sicaklikta kullanilmasi erimeyi hizlandirir.
Eger besiyeri sivi ise (Broth/Buyyon) besiyeri tiimiiyle eridikten sonra tiiplere,
kii¢iik 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 ¢gikmamaktadir.




o

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 1sil 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 belirtilmedikge otoklavda ve 121 °C’de 15 dakika siire ile
yapilmaktadir.
Otoklavda sterilizasyon belirli sikliklarla kontrol edilmelidir. Bu amagla otoklav
bantlar1, biyolojik indikatorler (spor suspansiyonlari) ve ¢esitli kimyasal indikatorler
kullanilmaktadir.
Otoklav veya daha genis tarifi ile 1s1l islem ile sterilizasyon sonras1 agarli besiyerleri
cogunlukla petri kutularina dokiilerek kullanilir.
Agarl 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
sonras1 steril petri kutularina aseptik kosularda dokiiliir.
Petri kutularinda agarli besiyeri kalinligr 5 mm kadar olmalidir.
Agarli besiyeri kullaniminda en dogru uygulama otoklav sonrasi besiyerinin hizla
50 °C¢ye sogutulup, bu sicaklikta steril petri kutularina dokiilmesidir.
Petri kutusunda "dokme yontemi Kkiiltiirel sayim" amaciyla 6nceden ilave edilmis
ornek varsa dokme sicakligi 45 °C olmalidir.

» Buuygulamada dikkat edilmesi gereken diger nokta petri kutusunda bulunan

mikroorganizmalari olasi termal sok zararlarindan korumak igin petrilerin

oda sicakliginda tutulmasi gerekliligidir.




» Agarli besiyeri kullaniminda en dogru uygulama otoklav sonrasi besiyerinin hizla
50 °C‘ye sogutulup, bu sicaklikta steril petri kutularma dokiilmesidir.

» Petri kutusunda "dokme yontemi Kkiiltiirel sayim" amaciyla 6nceden ilave edilmis
ornek varsa dokme sicaklig1 45 °C olmalidur.

» Bu uygulamada dikkat edilmesi gereken diger nokta petri kutusunda bulunan
mikroorganizmalar1 olast termal sok zararlarindan korumak igin petrilerin
oda sicakliginda tutulmasi gerekliligidir.

» Dikkat edilecek noktalar:

» Kapagi agilmis besiyerleri kuru ve karanlik yerde saklanmalidir.

» Aksine ve net bir uyart yoksa besiyerlerinin oda sicakliginda depolanmasi
yeterlidir.

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

» Dehidre besiyerlerinin buzdolabinda saklanmasi1 kondensasyon riski
nedeniyle Onerilmez .

» Besiyerleri otoklav ve/veya yikama odasi, su banyosu ve kaynar su banyosu
yakini gibi nemin yliksek oldugu yerlerde ve dogrudan giines 1smn1 alan
dolaplarda depolanmamalidir.

Besiyerinde topaklasma ve/veya renk degisimi gibi nem aldigin1 gosteren bir kanit varsa o

besiyeri kesinlikle kullanilmamalidir.
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Uygulamanin adi Mikrobiyolojik ekime hazirlik ve ekim

yontemleri

Yapilacag hafta 6. Hafta

UYGULAMA BILGISI
» Alnan Orneklerin Mikrobiyolojik Ekime Hazirlanmasi
» Orneklerin Homojenizasyonu ve Seyreltimi (Diliisyonu)
» Ekim Yoéntemleri
» Degerlendirme

ALINAN ORNEKLERIN MiKROBIYOLOJiK EKIME HAZIRLANMASI

» Aseptik sartlarda alinan Ornekler, mikroorganizma sayisinda artis ya da azalig
olmayacak sekilde soguk kosullarda en kisa zamanda laboratuara getirilmelidir.

» Orneklerin i¢ine konuldugu kaplar, deney tiipleri, petri kutularinin olas1 bir karismayi
onlemek ic¢in tlizerleri silinmeyecek sekilde isaretlenmeli ve kontaminasyona yol
acmayacak sekilde tutulmalidir.

» Bunedenle numune alirken bazi dnlemler alinmalidir.

» Ambalajli iirlinlerin ambalajlarinin dig kisimlar1 agildiklar1 yerde % 70'lik etil
alkol ile temizlenmeli, miimkiinse flambe edilmelidir.
» Ambalaji agmak i¢in kullanilan biitiin aletler (makas, pens, konserve agacagi

vb.) steril olmalidir.

ORNEKLERIN HOMOJENIZASYONU VE SEYRELTIMI (DILUSYONU)
» Analizi yapilmasi planlanan numuneden 10 gr veya ml alinarak igerisinde 90 ml steril
fizyolojik peptonlu su bulunan stomacher torbasina konur.

» Sivi numunenin homojen bir durum almasi saglandiktan sonra, sulandirma islemine
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 biiyiik partikiillerin ¢okmesi beklenilerek

hazirlanan karigimdir.




» Sulandirma tekniginin esasi, hiicre sayisini bir seri sulandirma yaparak
orantili bir sekilde azaltmaktir. Bu amagla genellikle 1/9 (10 kati1) 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 diliisyonun hazirlanmasi ve ekimi takiben petri kaplarinda
kolonilerin sayilabilmesidir.

» Birim hacimde izin verilen mikroorganizmalarin sayilabilmesi igin gerektigi
kadar ondalik diliisyonlar hazirlayarak mikroorganizmalarin sayilarinin
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 i¢inde 50.000 canli
hiicre olacaktir. Diger degisle ilk tiipteki her 1 ml iginde 5.000 adet canli hiicre
olacaktir.

» Bu tiipten yine 9 ml sulandirma s1visi bulunan bagka bir tiipe 1 ml aktarilirsa bu tiipte
de 5.000 adet/10 ml = 500 adet /ml canli organizma bulunacaktir.

» Ugiincii 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
» 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.

» Tip 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 sartryla muhafaza edilebilir.

» Seyreltme sivilarindan fizyolojik peptonlu su (% 0,1’lik peptonlu su + % 0,85’lik
NacCl) ‘dan baska;

» Tamponlanmis peptonlu su,
» Ringer ¢ozeltisi,
» Fizyolojik tuzlu su da kullanilmaktadir.
» Bu seyreltme sivilarinin hepsi, canli hiicreler igin izotoniktir.
» Mikroorganizmalar, bu sivilarin iginde canliliklarini devam ettirirler.
» Seyreltme sivisi olarak distile su kullanildiginda, canli hiicreler i¢in izotonik
olmamas1 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
» Dokme Plak Yontemi

1.Tek Kat Dokme Y ontemi

2.Cift Katli Dokme Y ontemi

3.Yuvarlak Tiip Damla Y6ntemi

4 Kiiciik Plak Dokme Y Ontemi

YAYMA PLAK YONTEMI
» Bu yontem daha oOnce petrilere dokiilerek katilagmasi saglanmig besi yerlerinin
yiizeyine gida orneginden hazirlanan diliisyonlardan konularak 6zel bir cam ¢ubuk
(drigalski spatiilii) ile yayilmast 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 ortaminin yiizeyine homojen olarak dagilimlar

saglanir.




»

Inkiibasyon sonras petrilerin degerlendirilmesi igin besi yeri iizerindeki koloniler
sayilir.

» Koloni Sayis1 X Dilusyon Oran1 X 10 islemi yapilarak sonug verilir.

» Sonuglarin degerlendirilmesinde ise 0.1 ml ekim yapildigi g6z Oniinde
bulundurularak sayilan ortalama koloni degerleri seyreltim faktori ve 10 ile
carpilarak Ornegin gramindaki veya mililitresindeki mikroorganizma sayisi
ifade edilir.

» Ekim sonrasi birim Koloni Olusturan Birim / gr veya ml (6rnegin kat1 veya
s1vi olmasina gore) olarak kaydedilir.

» kob/gr
» kob/ml

f/1 m_l‘_\r/l rnl_\\lr/ 1m|\/1 ml\/ 1ml\/1m —_

|
;Eaml 9 mil — = il ~ = il ~ = il - =2 rml
'dulusyclr‘l B [

DOKME PLAK YONTEMI

»

Bu yoOntemi, hazirlanan gida o6rnegi diliisyonlarindan 1’er ml steril petrilere
aktirilarak iizerine 15-20 ml kadar yaklasik 45°C’ye sogutulmus agarli besi yerlerinin
dokiilmesi ve uygun kosullarda inkiibasyonu takiben olusan kolonilerin sayilmasi

seklinde agiklamak miimkiindiir.

1.TEK KAT DOKME PLAK YONTEMI

»
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 tamamlanmalidur.

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

Sterilitenin kontrolil i¢in ekilmemis besi yeri ve seyreltim sivist da petriye dokiiliir ve
inkiibe edilir.

Besi yerleri katilastiktan sonra petri kutulari ters gevrilir.




2.CIFT KATLI DOKME PLAK YONTEMI
» Tek katli dokme plak yonteminde oldugu gibi ekim gerceklestirilir.
» Karisim katilastiktan sonra ayni petri plaklarina ylizeyi 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 g6z Oniinde
bulundurularak sayilan ortalama koloni degerleri seyreltim faktorii ve 1 ile
carpilarak Ornegin gramindaki veya mililitresindeki mikroorganizma sayist
ifade edilir.

» Ekim sonrasi birim Koloni Olusturan Birim / gr veya ml (6rnegin kat1 veya

stvi olmasina gore) olarak kaydedilir.

» kob/gr
» kob/ml
1 mil 1 mil 1 ml 1 mil
- L] ¥ ¥
i H tr|j : 1 B Tilp no
1% fmi ' W' w6t | wt Sulandirma arani
b1l 1 ml 1 mil I1r‘n| 1 mi
Q @ @ @ sulandirma fakiard
” i o’ ' w'  Petri kutusundaki
koloni sayis

» Dokme ekim yonteminde sicaga duyarli organizmalar dokiim sicakligr yiiksek olursa
zarar gorebilir. Tersine dokiim sicakligi diisiik olursa, besi yeri ile Ornegin iyi
karismas1 saglanamaz.

» Yiizey ekim yonteminde koloniler daha dogru sekilde sayilabilir.

» Aerob mikroorganizmalar dokme ekim ydnteminde yiizeyin altinda kalabilir ve
inkiibasyonda 1yi gelisme gosteremez iken yiizeyde gelisebilenler daha cabuk ve

biiyiik koloni olusturarak sayimda yanilgilara neden olabilir.
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Uygulamanin adi Gidalarda  toplam  bakteri, maya-kiif,

S. aureus aranmasi

Yapilacag hafta 7. Hafta
UYGULAMA BILGISI
» Toplam Mezofilik Bakteri Sayisinin Belirlenmesi
» Maya-Kiif Sayisinin Belirlenmesi
» S. aureus aranmast

TOPLAM MEZOFILiK BAKTERI SAYISININ BELIRLENMESI

4

v Vv Vv Vv

Total bakteri sayis1 ve 6zellikle mezofil aerob bakteriler, o gidanin hijyenik ve
mikrobiyolojik durumu hakkinda genel bir bilgi verir.

Fermente {irlinler harig, diger tiriinlerde yiiksek total bakteri sayis1 hijyenik kurallarin
yetersiz olduguna isarettir.

Diger taraftan, diistik total bakteri sayisi da o gidanin saglik agisindan sakinca
tasimadigini 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.

KATI BESIYERI YONTEMI

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

Fizyolojik Peptonlu Su hazirlanisi:

» 8,5gNaCl, 1 gPepton, 1 1 Distile Su

» Kullanilan besiyerleri: Plate Count Agar (PCA)

Analiz yapilacak 6rnekten kati ise 10 g, s1vi 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.

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

Toplam Mezofilik Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

1ml
3 - Drigalski Spatiilii
AN
90 ml FP5 A
VAN
]'DE 9 ml
.h_
arnel - R r_— —_-]
101 102 Plate Count Agar

30°C'de 24-48 saat inkdbasyon

MAYA-KUF SAYISININ BELIRLENMES]
» Analiz edilecek numunenin genel hijyen kalitesi hakkinda bilgi verir.
» 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: Tartarik Asit ilave edilmis Potato Dextrose Agar (PDA)

» 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.

v Vv Vv Vv

PDA besi ortamina yayma plak teknigi ile ekim yapilarak, petriler 22°C’de 3-5 giin
inkiibe edilir.
» inkiibasyon sonrasi olusan koloniler sayilarak maya kiif sayis1 saptanir.

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




Maya-Kuf Sayisinin Belirlenmesi

1ml
- & Drigalski Soatili
90 ml FPS
:'lljr[',ﬂEEk T i — =]
10-t - 102 Potato Dextrose Agar

22°C"de 3-5 gn inkdbasyen

Staphylococcus aureus

» Gram pozitif
Katalaz, koagulaz pozitif
Ubiquiter 6zellikte
Cevresel sartlara DAY ANIKLI
Rekabetci 6zelligi ZAYIF

v Vv Vv Vv Vv

Enfeksiyon
» Intoksikasyon (Enterotoksinler)

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

Ureme Toksin Olusturma
Optimum Spektrum Optimum Spektrum
Sicakhik(°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
%NacCl 0,5-4 0-20 0,5 0-10
Atmosfer Aerob Aerob —Anaerob Aerob Aerob-Anaerob




Stafilokokal Intoksikasyonlar

Kaynaklar ; Hayvanlar, portdr personel, kontamine alet-ekipmanlar, kontamine
gidalar, vb.

Uygun ortam kosullarinda S. aureus gidada enterotoksinlerini olusturur.

Enterotoksinler araciligi ile gida tiiketiminden 1-6 saat sonra gida zehirlenmesi tablosu

sekillenir.
» Halsizlik
» Abdominal agr1
» Kusma
» Ishal

Staphylococcus aureus ARANMASI

»

v Vv Vv Vv

Diliisyon hazirlama: Ana diliisyon ve seyreltme diliisyonlar1 olarak Fizyolojik
Peptonlu Su kullanilir.
Fizyolojik Peptonlu Su hazirlanist:
» 8,59 NaCl, 1 gPepton, 11 Distile Su
» Kaullanilan 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 iglemine 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.




Staphylococcus aureus ARANMASI

1ml
Drigalski Spatilu
0,1 ml
90 ml FPS

9ml
o ST FPS
ornek — =

101 102 Baird Parker Agar

37°C’de 18-24 saat inklibasyon

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

Katalaz testi:

Bakteri kiiltiiriinden 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 ¢ikis1 kabarcik olusumu ile belirlenmektedir.

Sonu¢ olarak kabarcik olusumu goézlenen koloniler katalaz pozitif olarak
degerlendirilir.

Koagulaz testi

BPA’da iireyen S.aureus siipheli koloniler 10 ml Nutrient Broth igeren 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 pthtilasma durumu kontrol edilir ve pihtilasmanin gézlenmesi koagiilaz

testi yoniinden pozitif olarak degerlendirilir.




» Koagulaz testi

_m_- " 1 Pihtilasmanin sekillenmesi

Koagulaz Pozitif!!!

— —
37°Cde 4 saat

0,3 mltavsan

5 gureus sipheli plazmasi

koloninin dretildigi
Nutriens Broth

» Gida numunesindeki S.aureus seviyesinin hesaplanmasi
» Ornegin 1 gramimdaki S.aureus sayst; tipik koloni sayisi ile koagiilaz (+) sonug alinan
koloni sayisi, dillisyon orani ve ekim yonteminden gelen diliisyon oraninin ¢arpiminin,

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™) ile ekim yapilmis, 24 saat 37°C’de
inkubasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 1072 diliisyonundan yapilan ekim
sonucu 10 tane siyah renkli etrafi seffaf zonlu, 25 tane de siyah renkli zonsuz koloni
sayillmistir. S. aureus siipheli kolonilerden 5 tanesine koagulaz testi yapilmis, 3
tanesinde koagulaz (+) sonu¢ alinmistir. Buna gore S. aureus sayisini hesaplayiniz.

S. aureus sayis1 =10 x 3 x 10°x 10' /5
= 6 x 10° kob/g
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Uygulamanin adi Gidalarda Koliform Bakteri ve E. coli

Aranmasi

Yapilacag hafta 8. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

»

v Vv Vv Vv

Bir iirlinlin iglenmesi veya sonrasindaki hata ve kontaminasyonlar ile {iretim ve
muhafaza kosullarina iliskin 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 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.
VRB besi ortamina cift 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
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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 segilereck 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 uclu bir 6zeyle alinarak, icerisinde ters ¢evrilmis Durhaim
tiipti 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 goriinlirken, besi ortaminin bulanikligi asit
olusumunu gosterir.

Hem gaz hem bulaniklik olusan bu tiiplerden yararlanilarak IMVIC testleri

uygulanir.




44°C'de 24 53 inklbe,

rd

. Sipheli koloni 5 Bulamkhk

D >Durhaim, tipl E - Gaz olusumu

9ml Lactose broth Hem gaz hem bulanikhik olugan
tiplere IMVIC testiuygulanir.

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’ c¢ozeltisi eklenip, 10 dakika
beklenir.

Koyu kirmiz1 visne rengi olusumu pozitif olarak, portakal rengi (+/-), sar1 renk ise
negatif olarak degerlendirilir.

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

Inkiibasyonu takiben tiiplere birkag damla metil red ilave edilir ve belirgin kirmiz1
renk olusumu pozitif olarak degerlendirilir.

Voges-Proskauer testi: Hem bulaniklik hem de gaz olusan tiiplerden alinan bir 6ze
dolusu kiiltiir, icerisinde 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
sonu¢ 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 oran1 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 sayisi; tipik koloni sayisi ile IMVIC testlerinde E.
coli igin pozitif sonug alinan koloni sayisi, diliisyon oran1 ve ekim yOnteminden
gelen dillisyon oranmin carpiminin, 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 cift katli dokme plak
teknigi (1 ml = 10) ile ekim yapilmis, 24 saat 37°C’de inkubasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda 10 tane kirmiz1 renkli etrafi pembe zonlu, 15 tane de kirmizi
renkli zonsuz koloni sayilmistir. E. coli siipheli kolonilerden 5 tanesi 6ncelikle 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 gore koliform bakteri ve E.
coli sayisin1 hesaplaymiz.

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 Sularin mikrobiyolojik analizleri

Yapilacag hafta 9. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

O Genel canli bakteri sayimi1
O C. perfringens’in belirlenmesi
O Tahmini koliform organizmalarin sayimi ve E. coli’nin belirlenmesi

e Suda c¢ok az sayida bile olsa, koliform bakterilerin varliklari
istenmediginden fazla miktarda su numunesinin deneye sokulmasi gerekir.
Bunun i¢in en muhtemel say1 (EMS) yonteminden yararlanilir.

e EMS yonteminde koliform bakteriler laktozu fermente ederek asit ve gaz
olusturabildiklerinden tahmini koliform bakterilerin sayimi i¢in kullanilan
besiyerleri laktoz ve bir asit indikatoriinii kapsar. Laktozdan olusacak gazin
tespiti icin besiyeri bulunan tiiplin i¢ine ters c¢evrilmis durhaim tiipi
yerlestirilir.

O EMS Yontemi;

® Bu yontemde ¢ift giiclii ve tek giiclii laktoz broth kullanilmaktadir.

e Tek giiclii laktoz broth cift giiclii besiyerine 1:1 oranda distile su ilave
edilmesi ve steril edilmesi ile hazirlanir.

® Yontemin uygulanisi:

O 1 numune i¢in; 5 tanesi ¢ift giiclii ve 10 tanesi tek giiglii toplam 9
icerisinde durhaim tiipii olan laktoz broth hazirlanir.

O Cift giiclii tiiplere 10’ar ml, 5 tek gii¢lii tiipe 1’er ml, son 5 tek giiglii
tiiplere de 0,1’er ml su numunesi ilave edilir.

Tiipler 37°C’de 24 saat inkiibe edilir.

OO

Inkiibasyon sonunda hem gaz hem bulamklik gdsteren tiipler
degerlendirmeye alinir.

O Sonuglar EMS tablosuna gore ifade edilir.
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Uygulamanin adi

Gidalarda  Salmonella  spp.,  Listeria

monocytogenes, E. coli O157:H7 aranmasi

Yapilacagi hafta

10. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

O Gaidalarda;
O Salmonella spp.,

O Listeria monocytogenes,
O E. coli O157:H7 aranmasi.

Salmonella spp. ARANMASI
O Salmonella spp.;

v Vv Vv Vv Vv

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

%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 tamponlanmus 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 yardimi ile

gecisler yapilir ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilir.

0,1ml
Ozeyardimiyla
gecisleryapihr,
225 ml TPS
258 RV
drnek = SRES. P—— XLD agar
37°C'de 24 53 41,5°C'de 245a_ 37°C'de 24 53,
inkiibasyon inkibasyon inkiibasyon

Inkiibasyon sonunda siyah renkte ya da merkezi siyah kirmizi renkli koloniler
Salmonella spp. siipheli olarak degerlendirilir. Siipheli koloniler segilerek
identifikasyon amaciyla 6ze yardimi ile iire brotha geg¢ilir 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 icermis oldugu sekerler (laktoz, siikroz ve glikoz) fermente edildiginde,
olusan asit liretimi fenol kirmizis1 indikatorii ile saptanir. Olusan renk degisimleri asit
diretimi i¢in sar1 ve alkalinizasyon i¢in kirmizidir. Noétral veya bazik pH’da, hidrojen
siilfit (sodyum tiyosiilfattan tiretilen) ferr6z 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.




Listeria monocytogenes ARANMASI

»

v Vv Vv v Vv

Listeria monocytogenes;
» Gram pozitif
Kisa ¢ubukguk
Psikrotrof
Hareketli (10-25°C)
Kapsiilsiiz
Sporsuz
Optimal 35-37°C (1-45°C)
pH 4,3-9,6 (4-9)
0,92-0,99 aw
%22 tuz konsantrasyonunda canli (%10 NaCl’de iireyebilir)

v Vv VvV VvV VvV VvV VvV v vV

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 kati 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 igin homojenizattan 0,1 ml alinarak Fraser
Broth’a gegilerek 35°C’de 48 saat inkiibe edilir. Ayn1 zamanda homojenizattan 6ze
yardimiyla Oxford Agar’a gegis 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 Fraser
;Engek — B brath — — Oxford
- agar
0°C'de24sa \ 35C'ded8sa 35°C'de 24-48 53,
inkiibasyon inkibasyon inkitbasyon,
Oxford I
agar = ]
30°C'de 24-48 s3.
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 tani konur.
» Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’ne (2011) gore siit ve siit
tirtinlerinde 25 g’da Salmonella spp. ve Listeria monocytogenes bulunmamalidir.
E. coli O157:H7
O Hemorojik  kolitis(HC), hemolitik iremik sendroma(HUS) ve trombotik
trombositopenik purpuraya (TTP) neden olur.
O Ruminant GI kanallar1 en 6nemli rezervuar
O Yeterli 1s1 islem gormemis sigir eti tiiketimi,
O Insandan insana temas,
O Kontamine su
O Etken 1s1ya duyarli
O Soguk muhafaza kosullarina direngli
O Six1 stx2!
O Asidorezistans (pH 4,4-9)




E. coli O157:H7 ARANMASI

O On zenginlestirme

O Sclektif zenginlestirme

O Selektif izolasyon

O Identifikasyon

O Kullanilan besiyerleri: Novobiocin ilave edilmis Modified Tryptone-Soy Broth
(mTSB), Cefixime Tellurite ilave edilmis Sorbitol MacConkey Agar, MUG ilave
edilmis Violet Red Bile Agar, lateks test kiti

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

O Uzerine 225 ml steril Novobiocin ilave edilmis Modified Tryptone-Soy Broth (mTSB)
ilave edilir. Homojenizasyon islemine tabi tutulur.

O Elde edilen homojenizat 6n zenginlestirme amaciyla 37°C’de 24 saat inkiibe edilir.

O inkiibasyon sonunda selektif zenginlestirme icin homojenizattan 6ze yardimiyla
Cefixime Tellurite ilave edilmis Sorbitol MacConkey Agar gegilerek 35°C’de 18 saat
inkiibe edilir.

O Inkiibasyonun ardindan soluk pembe renkli siipheli koloniler MUG ilave edilmis
Violet Red Bile Agar’a gecis yapilarak 42°C’de 48 saat inkiibe edilir.

O UV 15181 altinda florans vermeyen koloniler siipheli kabul edilerek lateks test kiti ile
dogrulanir.

Oze vardimiyla
225 ml mTSB gecisleryapilir.
25 ¢ —— sMC
ek . o Agar
) 35°C'de 18 sa
37°C'de 24 sa inkibasyon
inkibasyon
Oze yvardimiyla
VRE+MUG gecisleryapilir

42°C'de 48 sa
inkibasyon
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Uygulamanin adi Gidalarda Clostridium ve Vibrio

bakterilerin aranmasi

cinsi

Yapilacag hafta 11. Hafta

UYGULAMA BILGISi

O Gaidalarda;
O Siilfit indirgeyen anaerob bakteriler (Clostridium perfringens)
O Vibrio parahaemolyticus aranmasi.
O Clostridium perfringens, gida zehirlenmelerine yol agan bir bakteridir.
O Amaca gore var/yok veya say1
O Cl. perfringens;
e Sporlu
® Anaerob

® Vejetatif hiicreleri diisiik sicakliklara duyarl

e Bu nedenle CI. perfringens analizinde numune 10-15°C arasinda muhafaza

edilerek hizla analize alinmalidir.

® Analiz 8 saatten sonra yapilacak ise steril gliserin—tuz ¢ozeltisinde kuru buz

kullanilarak —60°C'da muhafaza edilir.

e “Siilfit indirgeyen anaeroblar" wve "siilfit indirgeyen Clostridium" ile

"Clostridium perfringens" gida mikrobiyolojisi agisindan pratikte benzerdir.

o

stomacher torbasina konur.
Uzerine 90 ml steril fizyolojik peptonlu su ilave edilir.
Homojenizasyon iglemine tabi tutulur.

Homojenizasyonun ardindan seri diliisyonlar hazirlanir.

O O0OO0O

yapilarak, petriler anaerob ortamda 35+2 “C’de 18-48 saat inkiibe edilir.

o

bakteri sayist saptanir.
e Koloni Sayist X Ekim Yapilan Diliisyon Orani kob/gr-ml
e Siilfide Polymyxin Sulfadiazine;
O Inokulasyon yapilmuis tiiplere parafin ilave edilir.

O Petri kutular1 anaerobik jar igerisine birakilir.

Analiz yapilacak ornekten kati ise 10 g, sivi ise 10 ml aseptik sartlarda alinarak

Siilfide Polymyxin Sulfadiazine (SPS) besi ortamina dokme plak teknigi ile ekim

Inkiibasyon sonras: olusan siyah renkli koloniler sayilarak Siilfit indirgeyen anaerob




10g
ormek

< .

Siilfit Indirgeyen Anaerob Belirlenmesi

S0 mil FPS

101 10= S ilfide Polymyxin
Sulfadiazine (SP5) Agar

veya

3522 "C'de 18-48 saatinkibasyon

O Vibrio parahaemolyticus;

oo

tutulur.

Gram (-)

Sporsuz

Hareketli

Fakiiltatif anaerob

Zorunlu halofilik (% 3 NaCl ihtiya¢ duyar)
37°C (5-43°C)

pH 7.8-8.6

Minimal aw 0.94

Analiz yapilacak drnekten 25 g aseptik sartlarda alinarak stomacher torbasina konur.

Uzerine 225 ml Alkali Pepton besiyeri ilave edilir. Homojenizasyon islemine tabi

O Elde edilen homojenizat zenginlestirme amaciyla 35-37°C’de 8 saat inkiibe edilir.

Dondurulmus tirtinlerde 18-24 saat

O inkiibasyon sonunda homojenizattan &ze yardimiyla TCBS Agar besiyerine

gecilerek 35-37°C’de 18-24 saat inkiibe edilir.

O Inkiibasyonun ardindan yesil renkli dairesel koloniler siipheli kabul edilirek

biyokimyasal testlere tabi tutulur.




O Iidentifikasyon;
e Oksidaz +
e Hareketlilik +
¢ (Glikozdan gaz olusturma —
e Lizin dekarboksilaz +
o H,S-—
* %8 NaCl +
* Glikoz +
e Katalaz +
e indol +
o \VP_
e Laktoz —

e Sakkaroz -
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Uygulamanin adi Gidalarda laktik asit bakterilerinin aranmasi

Yapilacag hafta 12. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

Diliisyon hazirlama: Ana dillisyon ve seyreltme dillisyonlar1 olarak Fizyolojik Peptonlu
Su kullanilir.
Fizyolojik Peptonlu Su hazirlanisi:
8,5 g NaCl, 1 g Pepton, 1 | Distile Su
Kullanilan besiyeri: De Man Rogosa Sharpe (MRS) Agar, %10’luk laktoz ilave edilmis
M17 Agar

O Analiz yapilacak ornekten kati ise 10 g, sivi ise 10 ml aseptik sartlarda alinarak

stomacher torbasina konur.

O Uzerine 90 ml steril fizyolojik peptonlu su ilave edilir.

O Homojenizasyon islemine tabi tutulur.

O Homojenizasyonun ardindan seri diliisyonlar hazirlanir.

O 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.

1ml iml 1 ml iml
’.."h___,_f:"'.- )
: 50 ml FPS ‘
10g, | aml aml ami ami
srnek FPS FPS FPS FPS
101 102 103 10 105 (%i'éﬂe
oim ___— Soimi A
— ., Ao
a
L
]
M17Agar
I —
MRSAgar | |

1

35°C'de 48 saat inkibasyon




o

Gida numunesindeki laktik asit bakteri seviyesinin hesaplanmasi
Omegin 1 gramindaki laktik asit bakteri sayisi; her iki besi yerinde iiremis olan
koloniler sayilarak toplanir, ekimin yapildig diliisyon orani ve ekim yonteminden
gelen diliisyon oranini ile ¢arpilarak hesaplanir.
Elde edilen laktik asit bakteri seviyesinin 1,0 x 107 kob/g(ml)’dan diisiik olmamas1
istenir.
Ornek: Laboratuvara getirilen yogurt numunesi Laktik Asit Bakterileri (LAB)
acisindan incelenmistir. Analizde numunenin 10 diliisyonundan yayma plak ekim
teknigi kullanilarak MRS ve MI17 agarlara inokulasyon yapilip, inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda MRS agarda 46 koloni, M17 agarda ise 38
koloni sayillmistir. Buna gore; analizi yapilan numunenin Laktik Asit Bakteri
sayisini hesaplayiniz.
LAB sayis1 = (46+38) x 10° x 10*

=84 x 10°

= 8,4 x 10" kob/g
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Uygulamanin adi Yumurtada tazelik-bayatlik muayeneleri

Yapilacag hafta 13. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

O Yumurta muayenesi,
® Dis baki
¢ (alkalama deneyi
¢ [sik muayenesi
e Tuzlu su muayenesi
e Kirarak muayene
® Dis baki
O Yumurtanm agirligi, sekli, kabuk rengi ve temizligi, catlak bulunup
bulunmadigi, yiizeyin mat veya parlak olusu belirlenir. Bir mercek
yardimi ile kabuk tizerindeki porlar incelenir.
® (alkalama deneyi
O Yumurta kulak mesafesinde hafifce calkalandiginda, ses geliyorsa
bayat demektir. Ses gelmesinin nedeni; bayatlayan yumurtanin hava
boslugunun artmasi ile sar1 kismi tutan salaz baglarinin
zayiflamasidir.
¢ [sik muayenesi
O Yumurtanin genis tarafi 1s1k kaynagma tutulmak suretiyle kabuk
yapist, hava boslugu, yumurta aki ve sarisinin sekli ve pozisyonu ile
yumurta igerisindeki kan ve benzeri bozukluklar incelenir.
O Taze yumurtada ak kismi berrak, sari kismi da yuvarlak sekilde
yumurtanin ortasinda goriiliir.
O Yumurta bayatladik¢a sarisi kabugun bir tarafina daha yakin olur ve
yumurta aki da bulaniklagir.
O Yumurta bayatladik¢a hava kamarasi biiyiir.
O Ekstra taze olarak satisa sunulan yumurtalarda 4 mm,
O Digerlerinde 6 mm’den yiiksek olmamalidir.
e Tuzlu su muayenesi
O Yumurtanin 6zgiil agirhgma gore taze veya bayat oldugu tespit

edilir.




O %8 (A) ve %11’lik (B) tuzlu su ¢ozeltisi hazirlanir.
O Bu ¢ozeltilere yumurtalar birakilir.
O Cok taze yumurtalar her iki ¢6zeltide de batar,
O Taze yumurtalar A’da batar, B’de yiizer,
O Bayat yumurtalar ise hem A hem de B’de yiizerler.
e Kirarak muayene;
O Yumurta temiz, diiz bir kap igerisine par¢calanmadan kirilir.
O Taze yumurtanin aki ve saris1 dagilmaz, birbirine karigsmaz.
Taze yumurtada yumurta sarisi yiiksek goriiniimdedir.

Bayat yumurtada ak kism1 gevsektir.

O oo

Bayat yumurtada yumurta sarisi basik ve genis bir alana
yayilmis durumdadir.

O Bayat yumurtada sarisina basi uygulandiginda kolay dagilir.

¢ok yogun ak/ - :_,\

i B2 YOGy
/ e 'w_ta , ;

: \

{ f l/" >N sans |\ : ‘,"'7 ™ )
» ! N\ /
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S
_rﬁ\ . . i, Sy
Taze yumurta Bayat yumurta

http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf



http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
http://www.megep.meb.gov.tr/mte_program_modul/moduller_pdf/Yumurta%20Ve%20%C3%9Cr%C3%BCnleri.pdf
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Uygulamanin adi Kanatli ve balik etlerinin muayenesi

Yapilacag hafta 14. Hafta

UYGULAMA BIiLGISI

O Kanatlida bozulma nedenleri;
e Kanatl etinin yag ve bag doku miktart kirmiz1 etten diistiktiir.
e Kesim prosesinde kontaminasyon riski ytiksektir.
e Kanathh derisinin normal florasinin yaninda tily, toz, toprak kaynakl
mikroorganizmalar da fazla bulunur.

e Enzimatik aktivite

KASAPLIK HAYVANLARDA KOKUSMA TESTLERI
Nessler ayiraci ile
1. Bir petri kutusuna numuneden bir parca alinir.
2. Uzerine Nessler ¢ozeltisinden birkag damla dokiiliir.
O Kokusma varsa numune iizerinde portakal renginden koyu portakal kahverengine

kadar degisen bir renk olusur.

Eber reaktifi ile
O Eber reaktifi;

e 1 birim HCI
e 2 birim Eter
e 3 hirim Alkol

O Deney tiipiine 2—-3 ml eber reaktifi konulur.
O Numuneden findik bir biiyiikliigiinde bir parga penset yardimiyla reaktife yaklastirlir.

O Beyaz duman olusumu kokusmanin varligini gosterir.




Taze-Bayat Bahk Ayrimi

Ozellik Taze Balik Bayat Bahk
Goriiniig Parlak ve canh Donuk ve mat
Koku Deniz ve yosun Tiksindirici
Deri Parlak berrak Soluk
Gozler Parlak kabark Donuk ve ¢dkmiis
Afiz Kapal Agik
Solungaclar Parlak larmizi Solgun kursuni
Pullar Parlak siki Solgun gevsek
Yiizeydeki mukoz s Dogal ince kivamda Koyu kivamda fena kokulu
Et Parlak, sert, kilgiktan zor ayrilir Plrizld, yumusak,
kalgiktan kolay ayrihr
Palpasyon Parmalk izi kalmaz Parmak izi kalir
Karnn Mormal, dolgun Siskin
Aniis Mormal, dolgun Siskin
Kan Parlak kirmizi Koyu siyah
Suya atilinca Batar Yizer
Periton Siki Gevsek
Kuyruk veya boyundan elle Diz kalir BOkulor egilir
tutulunca

Balik etinin daha erken bozulmasinin nedenleri

Kasaplik Hayvan

Bahk

Etkenler Mezofil (30-37°C) Psikrofil (12-15°C)
Etin yapisi Fascia ve tendo zengin, Kaslar yumusak, su orani yiksek

Yaglar doymus yag asitlerinden
zengin

Yaglar doymams yag asitlerinden
zengin

Etin hazirlanmasi

ic organlar hemen gikar, karkas
yiizeyi hemen kurur

Deri 1slak, ic organlar gikartilmaz

Enzimatik aktivite

Mormaldir

Yiksektir

pH.

Disuktdr, m.o, ¢ogalmalan
zorlasir

M&tre yakin, enzimatik ve
mikrobiyel aktivite icin uygundur
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