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BIYOKIMYASAL TESTLER

 Mikrooragnizmalara  uygulananan  biyokimyasal testler ile,
mikroorganizmalarin cesitli enzim varliklarinin ortaya konmasi veya
cesitli yikim (katabolizma) yada yapim (anabolizma) urinlerinin

belirlenmesi amaclanmaktadir.



Biyokimyasal testlerin mikroorganizmalarin tanimlanmasinda cok onemli
bir yeri vardir;

* Her mikroorganizma veya mikroorganizma grubunu kendine 6zgl bir biyokimyasal 6zelligi bulunmaktadir.

» Bakteriler icin 6rnek verecek olursak; her bakteri kendine 6zgli enzimlere sahip olup, belirli maddeleri yine kendine 6zgl bir

bicimde metabolize ederek, ¢esitli yikim ve yapim Grinleri meydana getirmektedir.

* Bakterilerin bu 6zelliklerinin tek tek veya listeler halinde cesitli kaynaklarda (kitap, arastirma makalesi, derleme vb. ) bulmak

mumkuinddr.

* Ancak bu konu basvurulacak temel kaynak Bergey's Manual of Systematic Bacteriology dir.

* Bergey’s manual, dogadaki bilinen bakterilerinin timun, belli taksanomik gruplar halinde Bergey,s
inceleyerek, biyokimyasal dzellikleri de dahil olmak lizere, pek cok 6zelligini tek tek ve liste halinde Manual

of Systematics of
Archaea and Bacteria

aciklamaktadir.




Biyvokimyasal testlerin mikroorganizmalarin Bergeys
. L . . Manual
tanimlanmasinda cok énemli bir yeri vardir;

of Systematics of
Archaea and Bacteria
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* Bilinmeyen ve tanimlanmak istenen bir bakteriye, belirli biyokimyasal testler uygulanir ve

elde edilen sonuclar, Bergey’s manual ve diger ilgili kaynaklardaki bilgiler ve listelerle

karsilastirilarak bu bakterinin tanimlanmasinda onemli bir adim atilmis olur.

e Bakterilerin tanimlanmasinda onlarin diger bazi Ozelliklerinin de belirlenmesi
gerekmektedir. Bu yontemlerden baska laboratuvar otomasyonu Uzerine cihazlar Greten
bazi sirketlerin gelistirdigi cihazlar veya test kitleri (API, Biolog vb. ) kullanilarak da daha
hizli bir sekilde bakteriler tanimlanabilr. Yada saflastirilan mikroorganizmanin direkt

DNA’sI kullanilarak,cok daha hizl bir sekilde ribozomal RNA’ya gore tanilama yapilabilir.
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KATALAZ TESTI

e Katalaz bir enzim olup, cogunlukla aerobik mikroorganizmalar
tarafindan olusturulur. Bu enzim, ortamdaki hidrojen peroksiti su ve
oksijene ayristirir.

KATALAZ

2H,0, " 2H,0+0,

Hidrojen peroksit Su Oksijen



KATALAZ TESTI

* Aerobik ve pek cok fakultatif anaerobik mikroorganizma katalaz
enzimine sahiptir. Stapylococcus, Micrococcus, Proteus, E.coli,
Pseudomonas ve Bacillus katalaz pozitif bakterilere 6rnek
gosterilebilir. Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus gibi Laktik asit
bakterileri ve Clostridium’lar genelde katalaz negatif bakterilerdir
(bazi laktik asit bakteri suslarinin ozellikle kan iceren besiyerinde

katalaz testine pozitif netice verdigi bilinmektedir).



KATALAZ

KATALAZ TEST] 20, 20+ 0;

Hidrojen peroksit Su Oksijen

* Sivi veya kati bakteri kaltGrlerine H202 ilave edildiginde, serbest
oksijenin gaz kabarciklari halinde go6zlenir hale gelmesi, hidrojen

peroksitin ayrismasini, dolayisiyla da katalazin varligini gosterir.
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Testin uygulanis
Katalaz testi Uc farkh sekilde gerceklestirilebilir;

1. Tapteki veya petrideki agarli kiltar ylzeyine 1ml %3’lik H202 aktarilir. Hava

kabarciklarinin gérilmesi sonucun pozitif oldugunu gosterir.

2. Incelenecek kiltiirden 6ze ile drnek alinarak, bir lam Uzerinde damitik su ile siispanse
edilir. Bunun Uzerine bir 6ze dolusu %30’luk H202 ilave edilip karistirildiginda, hava
kabarciklarinin ¢ikisi testin pozitif oldugunu gosterir. Supheli durumlarda inceleme,
mikroskop altinda en klicik bayutmeli objektif kullanilarak yapilabilir.

CATALASE TEST Lam Uzerinde yapilan testler, dikkatli olunmazssa saglik acisindan sakincalar
yaratabilir. Bakterilerin hava kabarciklariyla birlikte sicrayarak calisanlari enfekte

etme tehlikesi vardir.




Testin uygulanis
Katalaz testi Uc farkli sekilde gerceklestirilebilir

3. Temiz bir test tupune %30’luk H202’den 1ml aktarilir ve Gzerine 1ml sivi kilttr
eklenir. Hava kabarciklarinin cikisi gbézlenerek karara varilir. Hidrojen peroksit
cozeltilerinin gunlik olarak hazirlanip kullanilmasi ve kullanim aralarinda

buzdolabinda muhafaza edilmesi gerekmektedir.




Katalaz Testi
Sonuc Degerlendirme

 Hidrojen peroksid katilmasindan sonra kabarciklarin gorilmesi veya cikmasi
pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir. Stipheli durumlarda mikroskop altinda
muayene yapilabilir. Reaksiyon en iyi pH 7.0 da meydana gelir ve oda sicakliginda

yapilir. Sonuclar, negatif (-), zayif (+), orta (++) ve kuvvetli (+++) pozitif olarak
derecelendirilir.
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Katalaz Test]
Dikkat edilecek hususlar

1) Mikroorganizmalari Gretmede kullanilan kati besi yerinde kan bulunmamalidir. Bunun yerine, eger zorunlu

ise, cikolata agar denenebilir.

2) Lam Uzerinde uygulanan yontemde, aerosol infeksiyonlara veya deri-gb6z konjonktivasina etkenin sicramasi

sonu hastalanmalara rastlanabilir. Bu yonden dikkatli bulunulmalidir.

3) Hidrojen peroksit dayaniksizdir. Bu nedenle taze hazirlanmali ve kullanilincaya kadar buzdolabi sicakhginda

muhafaza edilmelidir.
4) Testte kontrol mikroorganizmalar bulundurulmalidir (S. aureus ve S. epidermidis gibi).

5) Muayene edilecek kiltiirler 18-24 saatlik olmahidir. Eski kiiltiirler yalanci negatif reaksiyon verebilirler.



Katalaz Test]
Dikkat edilecek hususlar

6) Hidrojenperoksid (% 30) deri icin zararl bir etkiye sahiptir. Bu nedenle, % 70'lik alkol

daima hazirda bulundurmali ve gerektigi zaman deriye surtlmelidir.

7) Test oda sicakliginda yapilmalidir. Asit ortamlar, katalaz aktivitesini 6nlediginden, notr pH

7.0 tercih edilmelidir.

8) Yalanci pozitif reaksiyonlar, kirli malzeme kullanilmadiginda gorulebilir. Bu nedenle butin

cam malzemenin kimyasal yonden temiz olmasi gereklidir.

9) Eger, anaerobik kosullarda uiretilmis kiltirlerin yoklamasi s6z konusu ise, bu takdirde,

kultlrler teste tabi tutulmadan once 30 dakika acik havada bulundurulmalidirlar.



KOAGULAZ TESTI

e Koagulaz enzimi kan plazmasini koagule eder (pihtilastirir). Bu
nedenle, koagllaz testi icin kan plazmasi kullanilmaktadir. Kan
plazmasi; sodyum sitrat, oksalat, heparin veya EDTA (etilendiamid
tetraasetik asit) gibi antikoagililant bir madde eklenmis taze, kanin

santrufijlenmesi sonucu elde edilir.
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Pinositoz Fagositoz

KOAGULAZ TESTI

e Koaglilaz enziminin, bakterileri bulundugu vicut dokusunda fagositoza
karsi koruduguna inanilmaktadir. Fagositoz, bilindigi gibi, kandaki fagositik
hicreler (akyuvarlar) tarafindan gerceklestiriimektedir. Koaglilaz enzimi
kani pihtilastirmakta ve bakterilerin cevresinde, fagositik htcrelerin
ulasamayacagl bir duvar olusmaktadir. Bu bakimdan koagllaz pozitif
bakterilerin koaglilaz negatiflere gore daha virulent oldugu kabul
edilmektedir. S. aureus'un diger virulanslik faktorleri ise; hepsi birer

ekstraselular enzim olan fibrinolizinler, hemolizinler ve enterotoksinlerdir.



KOAGULAZ TESTI

e Koaglilaz enzimi bir cok bakteri tarafindan olusturulmasina karsilk,

koagulaz testi daha cok patojen ve patojen olmayan stafilokoklarin

birbirinden ayirt etmek icin kullanimaktadir.

e Staphylococcus aureus ve S.epidermidis insanla cok sik iliskisi olan iki
stafilokok turuddar. S.epidermidis; non-hemolitik, non-patojenik, nadiren
pigment olusturan ve koagllaz negatif bir bakteridir. Buna karsin, S. aureus
ise, patojenik, hemolitik, genellikle pigment olusturan (kolonileri altin sarisi

renginde) ve koagulaz pozitif bir bakteridir.



* Koagllaz testi tlipte veya lam Uzerinde gerceklestirilebilmektedir.

Tupte koagllaz testi:

Koagulaz Testi
Testin uygulanisi:

1.

iki tane kiicik test tiipiniin her birine, aseptik kosullarda 0.5 ml tavsan veya at kan plazmasi aktarilir. Kan
plazmalari, ticari olarak kuru formda Uretilebilmektedir. Bu sekildeki kan plazmalari genel olarak 1/5 veya

1/10 oraninda sulandirilarak kullanilir.

Birinci tlpe test edilecek bakteri kultiriinden, ikinci tipe ise koaglilaz negatif oldugu bilinen bir bakteri
killtiriinden, aseptik kosullarda, aktarmalar yapilir. incelenen kiiltiirlerin 18-24 saatlik genc kiltiirler
olmasina 6zen gosterilmelidir. Aktarmada asagidaki sekillerde hareket edilebilir;

Yatik agarli kiiltlirden, 6ze ile cok bol olacak sekilde 6rnek alinir ve tlipe aktarilr.

Bulanikliligi cok olan sivi kiiltiirden, steril bir pipetle 0,1 mi érnek aktarilir.

Petri kutusundaki ktltirden bir koloninin timu 6ze ile alinarak aktarilir



Koagulaz Testi
Testin uygulanisi:

3.Tup icerikleri ayri ayri olmak Uzere, bir 6ze yardimiyla homojen bir sispansiyon elde edilecek sekilde

karistirilir.
4 Tuplerin agiz kisimlari parafilm ile kaplanir.

5.Tupler 37°C de 24 saat slreyle inkiibasyona alinir. Daha dislk inkiibasyon sicakliklarinda, inklibasyon stiresi

daha uzun tutulmalidir.

6.Tupler, 6 saat slresince, 1 saat araliklarla koaglilasyon yonunden incelemeye alinir. Bu slire sonunda

koaglilasyon gorulmezse, tuplerin inkiibasyonuna devam edilir.

inkGbasyonun 6. ve 24. saatleri sonunda koagllasyon kontrolleri tekrarlanmalidir. Negatif sonug alinan tupler,

oda sicakliginda 12 saat kadar tutularak, kesin sonug¢ alinmaya calisilir.



Koagulaz Testi
Sonuc Degerlendirme

Siki pihti

Gevsek pihti

Coagulase
+l L= ——  Staphylococcus epidermidis

— > Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus aureus CNS —
— > Staphylococcus saprophyticus

S dathe Positive

Pozitif sonug

Slide method Tube method

Coagulase test



Oksidase Testi

 Bu test, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraselltler
olan oksidase enziminin (sitokrom C oksidase) varligini ortaya

koymada kullantlir.

* Deneyden ayni zamanda cinslerin (Moraxella (+), Neisseria (+),
Yersinia (-), Acinetobacter (-), ve turlerin (Brucella. ovis (-),

B.neotomae (-) ve B. abortus ( + ) ayiriminda yararlanilir.



Oksidase Testi

* Oksidase reaksiyonu, bakterilerde (aerobik olanlarda) sitokrom oksidase
sisteminin bulundugunu ifade eder. Bu sistem reaksiyonda son hidrojen alicisi
olarak oksijenin kullanimini saglayarak molekuller oksijeni hidrojen perokside
redikte eder. Anaerobik mikroorganizmalarda oksidase sistemi yoktur. Oksidase

testi bakterilerde sitokrom C 'nin varligini ortaya koyar

» Reaksiyonda da gorialdiugi gibi (2. basamak)
okside olmus sitokrom C, ayiracta bulunan p-
amino dimetilanilini okside ederek, renkli

bilesik olusturur (kirmizi - mavi renk).



Oksidase Testi
Testin uygulanisi:

Materyal

1) Petri kutusunda veya tliplerde kati besi yeri (sivi besi yeri de kullanilabilir).

2) Mikroorganizmanin saf ve taze kultirleri .
3) Kontrol pozitif (P.aeruginosa) ve negatif (E. coli ) suslarinin kultdrleri

4) Ayirag ( %0.5, tetrametil-p-fenilendiamin )

Metot
Mikroorganizmalar kati besi yerine ekildikten sonra 37 °C de 1-5 giln

inkubasyona birakilir. Uremis koloniler tGizerine ayirac damlatilir.



Oksidase Testi
Sonuc¢ Degerlendirme

e Uzerine ayirac damlatilan kolonilerin 1-2 dakika icinde kirmizi mavi
renk almalar pozitif oksidase testi olarak kabul edilir. Hic bir renk

degisikliginin olmamasi negatif olarak degerlendlrlllr Kolonilerin S|yah

renk almasi dlduklerini ifade eder. ry “‘gﬁ\&

Positive Négative




Oksidase Testi
Dikkat edilecek noktalar !l

1)Ayirac sadece kolonilerin Gzerine damlatilir. Bitlin plate veya tipe yayilmaz.

2) Ayiraclar taze hazirlanmalidir. Gerektiginde buzdolabi sicakliginda muhafaza
edilebilirler.

3) Gerektiginde test filtre kagit seritlerinde de yapilabilir. Ayiraca emdirilmis kagit seritler
Uzerine mikroorganizma kolonileri konur. Kisa bir stire icinde (10-15 saniye ) kirmizi
rengin olusumu pozitif olarak dikkate alinir.

4) Besi yerlerinde glikoz ve nitrat bulunmamalidir. Triptikase soy agar (TSA), nutrient
agar (NA) uygundur.

5) Koloni alinirken platin 6ze veya cam ¢ubuk kullanilmahdir.

6) Oksidase ayiraci, serbest oksijen tarafindan kolayca okside olur ve duyarliligini
kaybeder. Bunu azaltmak icin %0.1 askorbik asit katilabilir.



Helicobacter pylori (H. pylori), insanlarda, gastrit,
.o . peptik ulser, gastrik kanser ve mukoza ilintili lenfoid
U rea’ teSt| doku lenfomasi gibi ciddi mide hastaliklarina yol acan
onemli bir hastalik etkenidir. H. pylori, Grettigi Gireaz
enzimleri sayesinde Ureyi, karbondioksit ve amonyaga
parcalayarak mide ceperinin asidik kosullarini normal
pH’ya getirip hayatta kalabilir.

* Bu test, mikroorganizmalarin Ureyi hidrolize eden Uirease enzimini

saptamak amaciyla yapilir.
 Urease hidrolizasyon testi bakterilerin cins ve tirlerini tayinde ise yarar.

e Ure, karbonik asit’in bir diamid’idir. Biitiin amidler de kolayca hidrolize
olurlar. Urenin hidrolizasyonu da spesifik bir enzim olan Urease tarafindan
katalize edilir. Reaksiyonun sonunda 2 molektl amonyak ve karbondioksid

meydana gelir.



Ureaz testi

e Urease aktivitesi icin optimal pH 7.0 dir.
* Besiyerinde amonyak meydana gelmesi pH nin yikselmesine neden olur.

* Amonyagin meydana geldigi de indikator boya ve Nessler ayiraci ile ortaya

konur.
* Urease testi icin bazi ydbntemler (Christensen, Stuart, vs.) gelistirilmistir.

* Christensen Metodu bildirilmistir.



Ureaz testsi
Testin uygulanisi:

Materyal
1) Christensen'in Ureli agari (tUp veya petri kutusunda) veya treli broth
2) Mikroorganizmalarin saf ve taze kiltirleri

3) Kontrol mikroorganizmalar. Proteus vulgaris (+) ve E. coli (-) proteus

Metot

Petri kutusu Uzerine fazla miktarda mikroorganizma ekildikten sonra 37°C de 1-5 gln
birakili. Her gin kontrol edilen kilturlerde (kirmizi rengin meydana gelmesi pozitif

reaksiyon) renk degismelerine dikkat edilir. Bazi durumlarda renk degisikligi 5-6 saat icinde

meydana gelebilir.



Ureaz testi
Sonuc Degerlendirme

e Kiltdrde kirmizi rengin meydana gelmesi
(amonyak olusumu nedeniyle pH'nin
yukselmesi sonu indikatorin renginin
ortaya cikmasi) pozitif reaksiyon olarak ve
hicbir degisikligin olmamasi de negatif

olarak degerlendirilir.




Jelatin Hidrolizasyon Testi

* Bu test, mikroorganizmalarin, jelatini hidrolize eden jelatinase enzim

sentez yetenegini 6lcmede kullanilir.

e Jelatin  protein  karakterinde bir madde olup kollajenin
hidrolizasyonundan elde edilir. Buylk molekillid oldugundan bakteri
hicre duvarindan gecemez. Bu nedenle daha kucuk molekullere

katalize edilir. Bu gorevi de ekstra sellller bir enzim olan jelatinase

yapar.



Jelatin Hidrolizasyon Testi

* Jelatinase tarafindan proteinlerin katabolizmasi iki asamalidir

2) Polipeptid + H.O » amino asitler



Jelatin Hidrolizasyon Testi
‘estin uygulanisi:

Materyal

 Jelatinin hidrolizasyonunu saptamak icin bir cok besi vyerleri
gelistirilmistir. Bunlardan basit olani tuplerde uygulanmaktadir.

1) Icinde % 10 oraninda jelatin bulunan broth (5 ml tiplerde).

2) Denenecek mikroorganizmalarin saf ve taze kultdrleri.

3) Kontrol pozitif (S. aureus) ve negatif (A. hydrophila) mikroorganizma

kaltarleri.



Jelatin Hidrolizasyon Testi
‘estin uygulanisi:

Metot

* Mikroorganizma kultiurlerinde degdirilmis olan igne, dik olarak jelatinli besi

verlerine daldirilir (yeterince ekim yapilmaldir).

e Tupler 37°C de 15 gun kadar inkube edilir. Bu stire sonunda kontrollerle

birlikte buz dolabi sicakliginda 1-2 saat birakilir.

* Erimenin olup olmadigina dikkat edilir. Bu besi yerinde mikroorganizmalar

iyi Uremez ise diger testler denenebilir (Frazier jelatin agar besi yeri).



Jelatin Hidrolizasyon Testi
Sonuc Degerlendirme

e Jelatinin hidrolize edildigi

durumlarda’ buzdolablndan Fig. Nutrient Gelatin Stabs.

A. Positive: Aeromonas hydrophila
B. Negative: Escherichia coli

cikarilinca, jelatinli ortamin sivi

halinde ve katilagmadigi gorulur

(pozitif jelatin hidrolizasyonu).

C.perfringens produce

Negatif durumlarda tlapteki sivi

proteolytic enzyme

(gelatinase) that liquefy

jelatinli besi yeri katilasir.

gelatin.




Jelatin Hidrolizasyon Testi
Dikkat edilecek noktalar

1) icinde % 12-14 jelatin bulunan broth oda sicakliginda kati olmasina karsin
37°C de sivi haline doénusir. Bu nedenle, degerlendirmeyi buzdolabinda

tutulduktan sonra yapmak gerekir.
2) Kontrol tupler cok 6nemlidir. Bunlara bakarak karar verilmelidir.
3) Kontrol mikroorganizmalarin 6zellikle pozitif olan aktivitesi fazla olmalidir.

4) Jelatin kdalturleri calkalanmamalidir. Cunktu bazi mikroorganizmalar

ylzeyde ureyip hidrolizasyonu burada yapabilirler.



Jelatin Hidrolizasyon Testi
Dikkat edilecek noktalar

5) Besi yerindeki jelatinin de iyi kalitede olmasi ve iyi hazirlanmasi gerekir. Fazla is1, aktivitesini bozar

ve yanlis sonuclara goturur.

6) Bazi bakterilerin (stafilokok, salmonella, serratia) jelatinase aktivitesi icin kalsiyum tuzlarina

ihtiyac vardir. Bu nedenle ortama 0.01 M CaCl2 katilabilir.
7) Mezofilik bakterilerin bir kismi1 22° - 25°C de uremektedirler. Bu durum dikkate alinmalidir.

8) Bazi mikroorganizmalarda % 12-15 jelatinin lreme Uzerine olumsuz etkisi olabilmektedir. Bu
nedenle test degisikligi yapilmalidir. Bu takdirde % 0.4 oraninda jelatin iceren agar besiyeri

kullanilmalidir (Fraziler jelatin agar besi yeri).



Kazein Hidrolizasyon Testi

 Bu test, sutlin proteinini olusturan ve kolloidal karakterde bulunan
kazeinin, bakterilerce sentezlenen, proteolitik ve ekstraselltler bir
enzim olan protease tarafindan hidrolize edilebilme durumunu

saptamak icin kullanilir.

* Mikroorganizmalarin turlerinin identifikasyonunda ise yarar.



Kazein Hidrolizasyon Testi
Testin uygulanis

Materyal
1) icinde % 10 yagsiz siit bulunan agar (sitli agar)
2) Mikroorganizmalarin saf ve taze kiltirleri

3) Kontrol pozitif (B. subtilis) ve negatif (E. coli) mikroorganizma kultirleri

Metot

e SUtlh agar besi yerine cizgi tarzinda mikroorganizmalar ekilir ve petri kutusu 37°C de 2-14 gin

kadar inkubasyona birakilir.

» Petri kutulari her gun, kontrollerle karsilastirilarak, muayene edilirler



Kazein Hidrolizasyon Testi
Sonuc Degerlendirme

* Sure sonunda koloniler etrafinda olusan
actk alan, sutteki kazeinin hidrolize
oldugunu ifade eder (pozitif reaksiyon).
Negatif durumlarda koloni etrafinda

hafif opaklasma gorulur.




Kazein Hidrolizasyon Testi
Dikkat edilecek noktalar

1) Sonucu iyi degerlendirmek icin Petri kutulari siyah bir zemin Gzerine

konulur.

2) Sutte bulunan laktozu fermente eden mikroorganizmalar asit
olusturmalari nedeniyle sutproteininde degismeler meydana getirebilir

ve acllmalara yol acabilir.

v'Bunu anlamak icin,petri kutusuna % 1 HCl veya % 1 Civa klorur solusyonundan

konur. Eger acilan sahalarin rengi kaybolursa, kazein hidrolize olmamistir.



Karbonhidrat Fermentasyon Testi

* Bu test, mikroorganizmalarin cesitli spesifik karbonhidratlari ayristirma
veteneklerini (sakkarolitik aktivite) belirlemek amaci ile yapilmaktadir.
Mikroorganizmalar karbonhidratlari, kendileri tarafindan sentezlenen
hidrolase (karbohidrase) enzimleri yardimi ile ayristirirlar. Ancak bu yetenek
mikroplar arasinda oldukca fazla degisiklik gosterdigi gibi, bir tlre ait

mikroorganizmalar arasinda da ayri fermentasyon 6zelligi gosteren variant

suslar da meydana cikmaktadir.



Karbonhidrat Fermentasyon Testi

* Bazi mikroorganizmalarin fermentasyon o6zelligi yok denecek kadar az olmasina
karsin Enterobacteriaceae familyasina ait olanlarda bu aktivite oldukc¢a yuksektir.
Karbonhidratlar (monosakkarid, polisakkarid ve alkoller), bakteriler tarafindan
degisik tarzda (aerobik ve anaerobik) ayristirilarak cesitli Grinler, organik asitler
(asetik asit, butirik asit, formik asit, laktik asit, propionik asit, suksinik asit, vs.),
notral Urlnler (Asetilmetilkarbinol, 2,3-butilenglikol, aseton, etil alkol, isopropil
alkol, butil alkol, vs.) ve gazlar (hidrojen, oksijen, metan, karbondioksit) meydana
gelirler., Bu maddeler cesitli testler vyardimi ile ortaya konabilir ve

mikroorganizmalarin identifikasyonunda 6nemli géreve sahip olurlar



Karbonhidrat Fermentasyon Testi

e Laboratuvarlarda kullanilan besi yerleri ve diger kosullarin etkisi altinda,
mikroorganizma tirlerine gore degismek Uzere, karbonhidratlarin
ayrismasi, genellikle, 1-10 giin arasinda degismektedir. Bazen daha uzun bir

sureye gereksinim duyulabilir.

* Ayrismay! ortaya koyabilmek icin besi yerlerine Greme Uzerine olumsuz
etkisi olmayacak yogunlukta bazi indikatorler (Andrade, bromkrezol moru,
brom timol mavisi, fenol kirmizisi, vs.) katilir. Bunlarin 6zelliklerine gore

renklerinde meydana gelen degismeler ayrismayi ve derecesini belirtir.



Karbonhidrat Fermentasyon Testi
Testin uygulanis

* Materyal

1) icinde % 1 oraninda cesitli karbonhidratlari iceren indikatérlii ve Durham tiiplu steril
peptonlu su veya uygun bir sivi besi yeri (4-5 ml). Durham tupleri genelilkle glikoz'lu besi yerine

konmaktadir (Salicin % 0.5, olarak hazirlanir).

2) Muayenesi yapilacak mikroorganizmanin taze saf kiltrd.

v'Besi yerlerinde gaz olusumunu saptamada, tersine yerlestirilmis kiicik Durham
tuplerinden vyararlanilir. Gaz, bu tlupun Ust tarafinda birikir. Bu amacla 6zel Smith
tupleri de kullanilabilir. Notral Urinlerden asetoin'i (asetil metilkarbinol)

saptamada Voges Proskauer (VP) reaksiyonu laboratuvarlarca benimsenmektedir.



Karbonhidrat Fermentasyon Testi
Testin uygulanisi

* Metot

* lyi Gremis saf kiltirlerden 0.1 ml kadar alinarak ayri ayri karbonhidrat iceren

tuplere ekilir ve iyice karistirildiktan sonra tlpler 37 °C de inkubasyona (1-10

gln) birakilirlar.

* Tupler her glin sabah-aksam, gaz ve asit olusumu énlinden muayene edilerek,

kontrollerle birlikte, gozle degerlendirilirler. Gerektigi hallerde okuma siresi

uzatilabilir.



Karbonhidrat Fermentasyon Testi - =~

Sonuc Degerlendirmesi L
indikator Asit Notr Alkali |
Andrade kirmizi sarl renksiz

Bromtimol mavisi sart1  hafif mavi mavi— koyu mavi gure 3. Fgton i ahcherk a1 . e b

WCose fermenter with gas 'won on (Visible b\mue n the mm Mm tube);
ucose fermenter w moo.o: ptoducbo (mv Sdie air bubble in the mmed Durbam
(’Lﬂ) ran-fermenter.

Bromkresol moru  sarimsi  morumsu mor

Fenol Kirmizisi sarl renksiz pembe
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1 10




Karbonhidrat Fermentasyon Testi
Dikkat edilecek noktalar

1. Testicin kullanilacak ortamlarda nitrat da bulunamamalidir. Bu maddenin varligi

gaz poduksiyonunu onleyebilir.

2. Karbonhidratlar filtrasyonla sterilize edildikten sonra tavsiye edilen miktar ve

konsentrasyonlarda besi yerlerine katilirlar.

3. Anaerobik mikroorganizmalar icin anaerobik kosullar saglanmali ve yeterli sire

ayrilmalidir.

4. Degerlendiriimelerde kullanilan indikatorin pH limitlerine goére aldigi renk

degisimlerini cok iyi bilmek gerekir
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