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-Sınav disiplinini bozan öğrenciler hakkında tutanak tutulacaktır.

-Sınav sonuna kadar öğrenci kimlik kartları ve cep telefonları (kapalı olarak) masanın üzerinde bulundurulacaktır.

-Yoklama listesine mutlaka imza atılacaktır.
-Sınavda şahsi eşyalar, dersle ilgili materyaller vb. sıralarda bırakılmayacaktır.

-Sınavdan çıkan öğrenci tekrar salona alınmayacaktır.

-Gözetmenler tarafından sorularla ilgili açıklama yapılmayacaktır. 

-Sınavda öğrencilerin aralarında konuşması yasaktır. 

-Sınav kurallarını okudum ve kabul ediyorum.
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                      SORULAR
Not: Mikrobiyoloji Laboratuvarı rapor defteri 40 puan üzerinden değerlendirilecektir.

1. Koliform ve fekal koliform terimlerini açıklayıp, bir gıda örneğinde koliform ve fekal koliform aranmasını anlatın, kullanılan besiyerleri nelerdir? Bileşimlerini tartışın (20p)
Koliform bakteri grubunun genel özellikleri; Gram negatif, Enterobacteriaceae familyasından olup 48 saat içinde 37 ºC de laktozdan asit ve gaz oluşturmak,  spor oluşturmamaktır. Koliform bakteriler toprak, su orijinli de olabiliyorken Fekal koliform dışkı kökenlidir. 

Katı besiyerinde sayım tekniği ile koliform aranmasında mikrobiyolojik çalışma kuralarına uygun olarak öncelikle 90 ml FTS yaklaşık 10 g gıda örneği tartılır, homojenize edildikten sonra LST brota ekim yapılır ve 37 ºC’de  48 saat inkübasyona bırakılır. 

Lauryl Sulfate Tryptose Broth;

Tryptose 20,0 g/L; Lactose 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; Sodium Lauryl Sulfate 0,1 g/L; K2HPO4 2,75 g/L; KH2PO4 2,75 g/L 
Besiyeri bileşimide yer alan laktoz karbon kaynağı olarak laktozu kullanamayan mo elemekte ayrıca asıl seçicilik bileşimde yer alan Lauryl sulfate dan kaynaklanmaktadır. Lauryl sulfate Gram pozitif bakteriler üzerinde deterjan etkisi yapmakta ve gelişimlerini inhibe etmektedir. Gram negatif bakteriler ise LPS tabakası sayesinde Lauryl sulfate dan etkilenmemektedir.  İnkübasyon sonunda LST brotta bulunan durham tüpünde gaz ve bulanıklılık var ise test pozitiftir ve bir sonraki aşama olan katı besiyerine ekim yapılır. Eosin Methylen Blue (EMB) ya da Violet Red Bile Agar (VRBA) bu aşamada kullanılabilir. 

      EMB agar bileşimi;
peptone 10,0 g/L; K2HPO4 2,0 g/L; Lactose 5,0 g/L; Sucrose 5,0 g/L; Eosin Y yellowish 0,4 g/L; Methylene Blue 0,07 g/L; Agar agar 13,5 g/L.
Besiyerindeki boyalar, başta Gram pozitif bakteriler olmak üzere refakatçi floranın gelişimini baskılar. Bu besiyeri, bileşimindeki laktoz ve sakkaroz nedeni ile asıl olarak her iki karbohidrat bakımından da negatif olan Salmonella ve Shigella 'nın ayrımı için geliştirilmiş olmakla beraber, yaygın olarak koliform grup bakteri sayımında ve E. coli tanımlanmasında kullanılmaktadır. 35-37 ºC 'da 24 saat inkübasyon sonunda saydam, amber renkli koloniler Salmonella ve Shigella gibi laktoz ve sakkaroz negatif bakterileri, menekşe renkli ve yansıyan ışıkla yeşilimsi metalik parlak görülen koloniler E. coli 'yi, pembe-menekşe renkli, mukoid, gri kahverengi merkezli koloniler Enterobacter, Klebsiella ve diğer koliformları gösterir. Metalik parlaklığın izlenebilmesi için sürme ya da yayma yöntemi ile ekim yapılmalıdır.
2. Gıda örneğinde Salmonella aranmasını anlatın, testte kullanılan besiyerleri nelerdir? Bileşimlerini tartışın (20p)
Salmonella aranması katı besiyerinde sayım yöntemi ile  ön zenginleştirme, seçici zenginleştirme ve seçici katı besiyerine ekim olmak üzere 3 aşamada tamamlanır.

Gıda örneği işlem görmemiş ise ön zenginleştirme aşamasına ihtiyaç duyulmayabilir . Ancak işlem görmüş bir gıda örneği ise mutlaka bu aşama yapılmalıdır. Tamponlanmış peptonlu su kullanılır.
Secici zenginleştirme  Çiğ gıda örneği ise Tetrathionate broth (TT) bu aşamada kullanılabilir. 90 ml FTS yaklaşık 10 g alınan gıda örneğinin homojen hale getirilir buralan 1 ml örnek TT broth a ekim yapılır . 37 ºC 'de 24 saat inkübasyon sonunda test tüpelerinden seçici katı besiyerine  ekim yapılır.
Tetrathionate Broth Bileşimi

Bileşimi et ekstratı 0,9 g/L ; pepton (et) 4,5 g/L ; maya ekstraktı 1,8 g/L ; NaCl 4,5 g/L ; CaCO3 25 g/L ; sodyum tiosülfat 40,7 g/L ; öküz safrası 4,75 g/L şeklindedir.

Kalsiyum karbonattan gelen beyaz çökelti olur. Tetratiyonat, besiyerindeki tiyosülfattan iyot ilavesi sonunda oluşur. Tetratiyonat koliform ve diğer pek çok enterik bakterinin gelişmesini baskılarken, Salmonella, Proteus ve diğer bazı bakteriler tetratiyonatı indirgeyerek olumsuz etkisinden kurtulurlar. Kalsiyum karbonat tetratiyonatın indirgenmesi sırasında ortaya çıkan sülfürik asidi nötralize eder. Safra tuzları Salmonella 'nın gelişmesini teşvik ederken özellikle Gram pozitif refakatçi floranın gelişimini engeller..
Selektif katı besiyeri olarak Salmonella Shigella (SS) agar kullanılır. SS ağara ekim yapılıp 35-37 ºC 'da 24 saat inkübasyona bırakılır, merkezi siyah etrafı opak koloniler tipik salmonella olarak nitelendirilir. 

Salmonella Shigella Agar Bileşimi;

Peptones 10,0 g/L; Lactose 10,0 g/L; Ox bile 8,5 g/L; Sodium citrate 10,0 g/L; NaS2O3 8,5 g/L; Ammonium iron(III) citrate 1,0 g/L; Brilliant green 0,0003 g/L; Neutral red 0,025 g/L; Agar-agar 12,0 g/

Besiyeri bileşimindeki brilliant green, safra tuzları, tiyosülfat ve sitrat çoğu refakatçi floranın gelişimini engeller. Hidrojen sülfür oluşumu tiyosülfat ve demir iyonları ile belirlenir koloni merkezi siyah renkli olur. Renksiz-yarı saydam (laktoz negatif) koloniler Shigella ve pek çok Salmonella için tipiktir. Bazı Salmonella türleri siyah merkezli yarı saydam koloni oluştururlar. Aynı morfoloji Proteus türleri için de geçerlidir. Pembe-kırmızı koloniler E. coli olarak tanımlanırken, pembe-beyaz ya da krem renkli olanlar Enterobacter aerogenes kolonileridir. Bu besiyerinde Salmonella kolonilerinin Shigella kolonilerinden ayrımı besiyerinde koloni etrafındaki renk değişiminin Salmonella 'da sarı, Shigella 'da kırmızı olması ile yapılır.

3. Gıda örneğinde maya ve küf aranmasını anlatın, kullanılan besiyeri nedir? Besiyerine ilave edilen seçicilik faktörleri nelerdir tartışın  (20p) 
Gıda örneklerinde maya küf aranması amacıyla 90 ml FTS içerisinde yaklaşık 10 g gıda örneği tartılır, 9 ml FTS ler kullanılarak seri dilüsyonlar elde edildikten sonra örnekte bulunan maya küf yükünün yoğunluğuna bağlı olarak son seyreltilerden Potato Dextrose Agar (PDA) agara yayma yöntemi ile ekim yapılır. PDA agarda bakterilerin gelişimini istemediğimiz için seçicilik faktörü olarak ya organik asit (laktik asit gibi %10 civarında) ya da standart antibakteriyel ajan (tetrasiklin, ampisilin gibi) katılır. PDA agara ekim yapıldıktan sonra petriler 25-27 ºC 'de 5-7 gün inkübasyona bırakılır. İnkübasyon sonunda gelişen maya ve küfler ayrı ayrı sayılır. 

PDA agar bileşimi;

Potato infusion 4,0 g/L; D(+) Glucose 20,0 g/L; Agar-agar 15,0 g/L

Bileşimdeki karbohidrat ve patates infizyonu maya ve küf gelişini desteklerken, düşük pH bakteri gelişimini baskılar. Materyalde sadece küf sayımı yapılacak ise pH'nın 3,5'e düşürülmesi önerilir. Analiz edilecek örnekte refakatçi flora olarak bakteri yükü fazla değilse ve/veya önemli değil ise asitlendirilmeden de kullanılabilir.

  



                                                               Başarılar









         Sınav süresi 60 dk

