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Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Uyulmasi Gereken Kurallar

Oncelikli olarak laboratuvar ¢alismasi siiresince, laboratuvar gérevlilerinin ikaz ve
isteklerine muhakkak uyulmalidir.

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda baslica sorun kontaminasyon tehlikesidir. Bu
ylzden, Mikrobiyoloji laboratuvarinda ¢alisirken genel temizlik kurallarina mutlaka
uyulmalidir.

Laboratuvar onliigii mutlaka giyilmelidir. Laboratuvara girmeden o6nliik giyilir ve
dersin bitiminde onliik laboratuvardan cikildiktan sonra ¢ikarilir.

Calismaya baslamadan 6nce ve sonra eller bol sabunla ya da miimkiinse antiseptik
bir madde ile yikanmaldir.

Calismaya baslamadan 6nce ve ¢alisma bitiminden sonra ¢calisma alan1 dezenfektan
bir madde ile muhakkak silinmelidir.

Mikrobiyolojik calismalar her zaman alev altinda yapilmalidir. Bu amagla siklikla
Bunzen beki kullanilmaktadir.

Cam ara¢ gerecler hem acgilirken hem de kapatilirken agiz kisimlari muhakkak
alevden gecirilmelidir. Alevden gecirilen agz1 aglk esya alevden
uzaklastirilmamalidir.

Calismada platin 6ze kullaniliyorsa, kullanim 6ncesi ve sonrasi 6zeler akkor haline
gelinceye kadar ateste tutulmalidir.

Calisma sonrasi kullanilan arag gerecler ve kontamine olmus ¢opler direkt olarak
¢op kutusuna kesinlikle atilmamaly, tekrardan sterilize edilmelidir.

Calisirken laboratuvar kapi ve pencereleri kapal tutularak hava akimindan uzak
durulmalidir. Bek alevi etrafinda ani hareketlerden kaginilmahidir.

Ellerde acik yara ve kesik gibi durumlar varsa patojen tiirlerle yapilan ¢alismalarda
eldiven giyilmeden hicbir ¢calismaya katilinmamalidir.

Laboratuvardan ayrilmadan 6nce hem kendi benglerimizin hem de bek alevi
etrafindaki benglerin temizligi gerceklestirilmeli, musluklar ve gazlarin
kapatildigindan kesin emin olunmalidir.



Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar, ¢iplak gozle goriilemeyecek kadar kiiciik ve tek hiicreli canlilari ifade
ederken bu grup icerisinde bakteriler, arkeler, mayalar, kiifler, algler ve protozolar
siralanabilmektedir. Mikrobiyoloji bilim dali ilk defa Anton van Leeuwenhoek'un kendi
tasarimi olan bir mikroskop kullanarak mikroorganizmalari kesfetmesi ile baglamistir.

Mikrobiyoloji laboratuarlarinda siklikla kullanilan arag ve gerecler sunlardir.

e Otoklav

e Otoklav Siseleri

e Mezir

e Hassas terazi

e Spatul

e Beher

e Balonlar

e Manyetik karistirici ve 1sitici
e pH metre

e Petri kaplan

o Test tiipleri ve tasiyicilari
e Erlen mayer

e Steril kabin

e Oze

¢ Ekiivyon cubugu

e Bunzen Beki

e inkiibatér

e Subanyosu

e Etlv

e Filtre liniteleri

e Boya kiiveti

e Lam-lamel

e Piset

e Mikroskop

e Pasteur pipetleri

e Pipetve pipet puari

e Mikropipet ve pipet uglari
e Eppendorf tiipleri ve tasiyicilari

e Baget

e Vorteks
e Santrifiij
e Huni

e Havan

e Spektrofotometre



Sterilizasyon ve Dezenfeksiyon

Sterilizasyon: Belirli bir ortamda mikroorganizmalarin vejetatif ve spor
formlarinin yok edilmesi veya uzaklastirilmasidir. Dezenfeksiyon: Belirli bir ortamda
mikroorganizmalarin sadece vejetatif formlarinin yok edilmesi veya ortadan
kaldirilmasidir.

Vejetatif form, mikroorganizmalarin normal metabolik faaliyetlerini devam
ettirdigi, stres kosullar1 altinda bulunmayan formdur. Organizma beslenme, hareket etme,
lireme ve protein sentezleme gibi islevlerini stirdiiriir. Spor form, stres kosullar1 altinda
olusan formlardir. Metabolik aktivite minimuma indirgenmistir. Stres kosullar1 besin
sikintisy, 1s1ksiz ortam, sicakligin artmasi ve diismesi olabilir. Bu kosullar altinda
mikroorganizma normal yasamsal faaliyetlerini devam ettiremez ve kendini koruma
altina alir. Bu stresli donemi atlatmaya calisir. Bakterilerde spor olusturma dénemi
hayatta kalmaya dayalidir, iireme amach degildir.

Spor olusturmada organizma stresli kosullar altina girdiginde DNAsi cevresinde ¢ok
az sitoplazma ve su alarak kalin duvar olusturur. Bu olaya sporulasyon denir. Ortam
kosullar1 normale déndiigiinde ise organizma bu kalin duvar yikar ve vejetatif forma
doner. Bu isleme ise germinasyon (¢cimlenme) denir.

Sporulasyon veya germinasyon islemleri ¢cok hizli olmaz yani bir ortamda stres
kosullar1 olusunca aninda organizma spor olusturamaz bunun icin bir silire
gerekmektedir. 24-48 saat bunun i¢in yeterlidir.

Mikrobiyoloji calismalarinin dogru yapilabilmesi icin kontaminasyona (bir
ortamda istedigimiz mikroorganizma disinda baska organizma olmasi) neden
olmamalidir. Aseptik tekniklere (mikrobiyolojide kontaminasyona neden olmadan
calisma yapmak icin uyulan kurallar biitiinii) uyularak islemler yapilmalidir. Saf Kiiltiir
(tek bir bakteri hiicresinin boliinerek cogalmasiyla olusan ve tek tiirden ibaret bakteri
toplulugu) eldesi calismalarin temel basamagidir. Karisik Kiiltiirlerin (bir ortamda
birden fazla tiir olmas1 durumu) calisilmasi yanlis sonuclarin elde edilmesine neden olur.



Sterilizasyon Tipleri

Sicaklik ile sterilizasyon

Kuru sicaklik ve nemli sicaklik ile sterilizasyon diye ikiye ayrilir.
1. Kuru sicaklik ile sterilizasyon
e Yakma ile sterilizasyon
e Alevden gecirme
e Yiiksek sicakliktaki firinlarda bekletme
2. Nemli sicaklik ile sterilizasyon
e Kaynatma
e Buhar ile sterilizasyon
Basingli buhar ile
Basingsiz buhar ile
e Tindalizasyon
Filtre ile sterilizasyon

Mekanik olarak sterilizasyon gergeklesir. Isiya dayanikli olmayan sivi materyallerin

sterilizasyonunda kullanilir. Kii¢iik capli gozeneklerden (0.22 veya 0.4pum) yaklasik olarak
1um ¢apindaki mikroorganizmalar gecemez ve steril olur.

Kimyasal ile sterilizasyon

Kimyasal maddeler icinde etilen oksit en iyi sterilizasyon etkenidir. Ayrica sodyum

hipoklorid (¢camasir suyu) benclerin sterilizasyonunda kullanilr.

Isinlama ile sterilizasyon

Ultraviyole (UV), X 1sinlar1 ve Gama 1sinlar1 bu sterilizasyonda siklikla kullanilir.



Mikroorganizmalarin iiretilmesinde kullanilan besiyerleri, besiyerlerin
hazirlanmasi, kati besiyeri, yatik agar ve sivi besiyeri hazirlanmasi

Holozoik Beslenme: Besin maddelerini (kat1 veya sivi) 6zel bir organ veya organel
yardimiyla alinip enzimatik olarak kullanilabilir hale getirerek beslenmedir.

Holofitik Beslenme: Besin maddelerini hiicre disinda enzimatik olarak pargalayip, hiicre
icine alinmasiyla yapilan beslenme seklidir.

Mikroorganizmalarin iretilebilmesi icin gerekli olan cesitli organik veya inorganik
maddelerden olusan ortamlara besiyeri denir.

A. Fiziksel Ozelliklerine Gore Besiyerleri

» Sivi Besiyeri
» Kat1 Besiyeri
» Yar1 Kat1 Besiyeri

Ortam sivi oldugu i¢in mikroorganizmalar besin kaynaklarinin tamamina ulasirlar ve
daha yogun iirerler. Bu tip ortamlarda iireme tortu, bulaniklik, zar olusumu ve renk
degisimiyle tespit edilir.

Swv1 besiyerine litrede yaklasik olarak %2-3 oraninda agar ilavesiyle kati besiyeri
olusturulur. Mikroorganizma tiirlerinin ayirt edilmesi ve saf kiltiir olusturulmasinda
kullanilir.

Agarin dusik yogunlukta (%0.05-0.5) eklendigi besiyerleridir. Mikroaerofillerin
liretilmesi ve mikroorganizmalarin hareket 6zelliklerinin anlasilmasinda kullanilir.

Agar, mikroorganizmalar tarafindan besin maddesi olarak kullanilmaz. 42-432C’de
katilasir. 90-959C’de erir. Erime ve katilasma 6zelligi ortamin pH'indan etkilenir. pH<5 ise
agarin katilasma 6zelligi kaybolur. Katilastirici ajandir.

Jelatin, ilk olarak besiyerlerini katilastirmak i¢in kullanilmistir. 37 2C’de erir, 22-242C’de
katilasir. Fakat jelatin diisiik sicakliklarda erimesi, bazi mikroorganizmalar tarafindan
besin maddesi olarak kullanilmasi ve 1212C’de jellesme 6zelligini kaybetmesi nedeniyle
tercih edilmemektedir.

B. Kimyasal Ozelliklerine Gore Besiyerleri

» Sentetik Besiyerleri

» Sentetik Olmayan Besiyerleri
Icerisindeki kimyasal maddelerin yap1 ve miktar: tam olarak bilinen besiyerleridir.
Icerisindeki kimyasal maddelerin yap1 ve miktari tam olarak bilinmeyen besiyerleridir.
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda genellikle bu tip besiyeri kullanilir.

Canli besiyerleri bu gruba girer.



C. Kullanim Amacina Gore Besiverleri

» Genel Besiyerleri

Herhangi bir inhibitor icermeyen, besin maddelerince yeterli, her hangi bir organizma
grubunun gelismesini 6zellikle desteklemeyen, zor gelisen mikroorganizmalarinda dahil
oldugu pek ¢ok organizmanin gelisebildigi besiyerleridir.

» Secici Besiyerleri

Gelismesi  istenmeyen mikroorganizmalarin  baskilandigi, gelismesi istenen
mikroorganizmalarin gelismesine her hangi bir olumsuz etkinin olusturul-madigi
besiyerleridir. Or: Antibiyotik ve tuz ilavesi

» Ayirt Edici Besiyerleri

Bazen inhibitorlerin (antibiyotik) kullanilmasi uygun olmayabilir. Bu nedenle ayirt edici
besiyerileri kullanilir. Bu besiyerlerinde istenilen organizmanin yani sira baska
organizmalarda gelisebilir fakat koloni morfolojisi farkiyla onlardan ayrilirlar.

» Zenginlestirici Besiyerleri

Hedeflenen bir mikroorganizmanin iiretilmesi ve sayisinin arttirilmasi i¢in kullanilir. Kan,
yumurta veya glukoz ilave edilebilir

» Tanimlayic Besiyerleri

Mikroorganizma  izolatlarinin  tanimlanmasi  i¢cin  kullanilan  besiyerleridir.
Mikroorganizmanin belli bir besin maddesini kullanip/kullanmadigi, besin maddesinin
kullanimiyla olusan metabolitlerin olusup/olusmamasi ile belirlenebilir.

Besiyerleri icinde Bulunan Maddeler

» Pepton

» Karbohidratlar

» Mineral Maddeler

» Yeast Ekstrakt (Maya Ekstrakti)
» Malt Ekstrakt

» Beef Ekstrakt (Et Ekstrakt)
> Serum

» Kan

» Su

» Boya Maddeleri

» Antibiyotikler

» Amino asitler

> Vitaminler



Aseptik teknikler, cevremizdeki mikroorganizmalar
Mikrobiyolojik ¢alismalarin dogru bir sekilde yapilabilmesi icin saf kiiltiire ihtiyac
vardir. Saf bir kiiltiir elde etmek i¢in kontaminasyona neden olmadan g¢alismamizi
yapabilmemiz gerekir. Kontaminasyona neden olmadan c¢alismamizi yapmamiz igin
gereken kurallar biitiiniine aseptik teknikler demekteyiz. Aseptik teknikler sterilizasyon
isleminden itibaren kontaminasyon olusmadan saf kiiltiir elde edilmesi i¢in yapilan

islemlerdir.

Aseptik tekniklerin 6nemi 6zellikle inokiilasyon (asilama bir bakteriyi bir ortamdan
baska bir ortama aktarma) isleminde daha 6n plana ¢ikmaktadir. Bakterinin asilanacagi
ortamin ve 6zenin (asilama aracinin) steril olmasi gerekmektedir ve ¢calisma siiresinde bu
sterilitenin korunmasi gerekir. Bu nedenle petriler acilip kapanirken ve asilama islemi

yapilirken bazi kurallara dikkat etmek gerekir ki bunlar aseptik teknikler icindedir.

e Petri tutulmasinin ve acilip kapatilmasinin gésterilmesi
e Aseptik kosullarda bir ekimin nasil yapilacaginin gosterilmesi
¢ (Cevremizden elde ettigimiz mikroorganizmalarin (karisik kiltiir) nutrient agar

besi ortamina ekiivyon ile asilanmasi



Saf Kiiltiir ve Onemi

Besi yerinden alinan tek bir mikroorganizma hiicresinin iliremesiyle olusan
mikroorganizma topluluguna saf kiiltiir denir. Saf kiiltiirdeki her bir mikroorganizmanin

morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genel 6zellikleri birbirlerinin aynisidir.

Mikrobiyolojik calismalarda bir organizmanin 6zelliklerinin belirlenmesi ve ona
ait bir taninin yapilabilmesi icin saf kiiltiir elde edilmesi oncelikli islemdir. Bu sekilde o
mikroorganizmanin cins, tiir, tip diizeyinde tanisin1 yapabilmek ve adim1 koyabilmek
miimkiin olmaktadir. Karisik bir kiiltlri ele aldigimizda tek bir mikroorganizma igin
yorum yapmak gii¢-imkansiz olacaktir. Ornegin bir petri kabinda karisik bakteri kiiltiirii
var ise temiz goriinen bir kolonide bile diger bir koloninin iiyesi olabilir. Bu DNA, RNA,
metabolizma vb. ¢alismalar1 olumsuz etkileyecektir. Karbon kullanimini1 kontrol etmek
istedigimiz bir organizmayi karisik kiiltiirden alip steril besiyerine ektigimizde aldigimiz

sonug¢ dogru olmayacaktir.

Cizgi ekim yontemi birbirleriyle karismis mikroorganizmalardan tek tek kolonileri
diistirerek saf kiiltiir elde etmek icin steril agar besiyerleri ihtiva eden petri kaplarina 6ze
ile zikzaklar c¢ekilerek yapilan inokiilasyondur. Bu herhangi bir ortamdaki
mikroorganizmalarin izolasyonu ve karakterizasyonu icin ilk yapilan islemdir. Karisik
mikroorganizmalari iceren sivi ya da kati1 besiyerlerinden ekim yapilir. Bunun sonucunda
tek bir organizma besiyeri iizerine ekilmis olur. Inokiilasyon sonucunda ekim yapilmis
her bir bakteriden bir koloni gelisir. Eger koloni sadece bir tek bakterinin ¢cogalmasindan

olusmus ise tliretilen hiicre topluluguna saf kiltiir veya klon adi verilir.

Eger ekim sirasinda batik ekim yapilirsa, yiizeydeki koloniler batik kolonilerden
daha biiytlik gozlenecekleri ve yiizeydeki kolonilerin daha fazla oksijen nedeniyle pigment
yapip batiklar pigment yapamayacaklarindan ve diger bir yandan uygun seyreltme
yapilmadigl zaman koloniler ¢ok kalabalik olur ve bu yiizden birbirlerine ¢ok yakin
kolonilerden izolasyon zorlasir. Bu sakincalardan 6tirii daha ¢ok cizgi ekim metotu

uygulanir.

Saf kiiltiirtin yeni besiyerlerine ekilmesi veya deney hayvanlarina nakledilmesi

islemine pasajlama denir.



Farkli Ortamlardan Mikroorganizmalarin izolasyonu
FUNGUSLAR

Mantarlar, fotosentetik olmayan okaryotik mikroorganizmalardir. Fungal hiicre
duvarlar1 doku olarak bitki hiicre duvarlarina benzerken kimyasal yonleriyle farklilik
gosterirler. Funguslarin c¢ogunun hiicre duvarlar1 bir glukoz tirevi olan N-
asetilglukozaminden yapilmis Kitin icerir. Bazi fungal hiicre duvarlarinda kitin yerine

mannanlar, galaktozanlar ve Kitozanlar gibi diger polisakkaritler bulunur.

Belirgin bir c¢ekirdek zar1 ile c¢evrili ¢ok kromozomlu bir c¢ekirdekleri ve
cekirdekgikleri vardir. Sitoplazmik zarlarinda sterol bulunur. Sitoplazmanin i¢inde gesitli
graniiller (glikojen, volutin, yag vb.), mitokondriler, golgi aygiti1 ve endoplazmik retikulum

bulunur. Ayrica sitoplazmik zarin disinda hiicre ¢eperi vardir.

Fungal hiicre duvarlan tipik olarak %@80-90 oraninda polisakkarit olup
proteinler, lipitler, polifosfatlar ve inorganik iyonlar hiicre duvarinin ¢imento

matriksini yaparlar.

Funguslarin habitatlar1 oldukga cesitlidir. Baz1 funguslar akuatik olup tath sularda
yasar. Bazilari ise denizlerde bulunur. Ancak funguslarin ¢ogu karasaldir. Bunlar toprak
veya Oli bitki materyali ilizerinde yasarlar ve organik karbonun mineralizasyonunda
onemli roller oynarlar. Ozellikle bazidiyomiset liyeleri basta olmak iizere bir¢ok fungusun
esas ekolojik aktivitesi dogal kaynaklardan elde edilen odun, kagit, elbise ve diger
trtnlerin dekompozisyonudur. Bu tiriinleri kullanan bazidiyomisetler bunlardaki seliiloz

veya lignini karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilirler.

Mantarlarda iireme sporlar ile olmaktadir. Hiicre niikleuslar1 arasinda birlesme
olmaksizin olusan sporlara eseysiz sporlar, hiicre niikleuslar: arasi birlesmeden sonra
olusan sporlara eseyli sporlar adi verilir. Eseyli sporlar; Zigosporlar, Askosporlar,
Bazidiosporlar, Oosporlar'dir. Eseysiz sporlar; Artrosporlar, Blastosporlar,

Klamidosporlar, Konidiosporlar, Sporangiosporlar’dir.

Mikrobiyolojik mantarlar iki tiir yap1 gosterirler:
1- Kuf

2- Maya



Kifler filamentli funguslardir. Bunlar dogada yaygin olup daha ¢ok ekmek, peynir
veya meyveler lizerinde bulunurlar. Kiiflerin cogu zorunlu aerobdur. Her filament uctaki
hiicrenin uzamasiyla buyiir. Hifler bélmelere ayrilmislarsa bélmeli hif (septal1 hif); uzun
ve bolmelere ayrilmamislarsa bolmesiz (septasiz) hif adini alir. Bélmeler arasi boslukla
sitoplazma iliskisi saglanir. Bélmesiz hiflerde bircok ntikleus bulunur (sénositik hif).
Uygun ortamda ¢ogalan kiiflerin gozle goriilen sinirli kitlelerine miselyum (mycelium)
ad1 verilir. Kiiflerin kat1 besiyerinde cogalma sekillerine gore farkli miselyumlar olusur.
Miselyumlar bulunduklari seviyenin iistline, havaya dogru gelisirlerse hava miselyumu
adini alirlar. Bazi hava miselyumlarinda mantarlarin ¢ogalmasini ve yayilmasini saglayan
sporlar bulunur. Bunlara ¢ogalma miselyumu (reprodiiktif miselyum) adi verilir. Bazi
mantarlar bulunduklar1 ortamin derinligine dogru geliserek vejetatif miselyum
(besleyici miselyum) denilen sekilleri olusturur. Vejetatif miselyum, mantarin
bulundugu ortama tutunmasini ve ortamdan besinleri almasini saglayan rizoid denen

yapilara sahiptir.



Mikrobiyolojide Boyama Yontemleri

Mikroorganizmalar renksiz ve seffaf olduklar: icin mikroskopla yapilan gézlemde
morfolojileri tam olarak belirlenemez. Bunun i¢cin mikroorganizmanin cesitli boyalardan
biri ile boyanmasi gerekir. Boyanmis olan mikroorganizma canlihigin1 kaybeder ve
zeminle arasinda olusan renk ton farklhiligi (kontrast) onun morfolojik olarak net
goriinmesini saglar. Boyama islemi bakterinin o boya grubuna Kkarsi reaksiyonunu
belirlemek i¢in de yapilabilir (Gram boya metodu). Ayrica mikroorganizmanin cesitli
organellerinin (Kapsiil, spor, ¢ekirdek, flagella vb.) belirlenmesi icin de degisik tip boya
ve metotlar1 da kullanilmaktadir.

Boyama mikroorganizma ve boya arasinda kimyasal bir reaksiyon sonucu meydana
gelir. Boyalar genellikle iyonlardan bir tanesinin renkli oldugu tuzlardir. Tuz negatif ve
pozitif yiiklii iyonlardan olusur. Renk pozitif iyon lizerinde ise bazik; negatif iyon lizerinde
ise asidik olarak adlandirilir. Hiicre kendisini cevreleyen ortamin nétr pH’ a sahip oldugu
genellikle negatif ytklidiir. Boylece bazik boya ile boyanan hiicre, negatif ve pozitif ytikli
iyonlarin birlesmesi sonucu boyanir. Metilen mavisi, safranin ve Kkristal violet bazik
boyalara 6rnek olarak verilebilir.

Asit boyalar ise negatif ytkli hiicreyi boyayamayacaklari igin, hiicre etrafinda
deposit olustururlar. Bu tiir boyamaya negatif veya direk olmayan boyama denir. Bu tiir
boyama genelde bakteriyolojide kullanilmaz. Fakat bu tiir boyama ile mikroorganizmanin
sekli ve biiyiikliigii daha net olarak goriiliir. Kapsiillerin goriinmesi icin negatif boyama
yapilir. Bakteri ¢ini miirekkebi veya nigrosin ile giremediklerinden dolayi, bakteriler
mavimsi renkte boyanan zemine kiyasla daha acik renkte teshis edilirler.

Mikrobiyolojide kullanilan boyama yoéntemlerini baslica iki gruba ayirmak
mumkiindir.

1) Basit boyamalar: Bu tarz boyamada, preparatlardaki mikroorganizmalar
hakkinda kisa siire icinde bilgi edinmek icin tek boya soliisyonu kullanilir. Boya preparata
bir defa uygulanir ve bakteriler boyalarin karakterine gére boyanir. Bu amagla karbol
fuksin, kristal violet ve metilen mavisi gibi bazik boya soliisyonlarindan biri segilir.

2) Bilesik boyamalar: Birden fazla boya ile yapilan boyama yontemidir. Bunlar; a)
Diferansiyel boyamalar: Mikroorganizmalar1 birbirinden ayirmada kullanilir. (Gram
boyama) b) Striiktiirel boyamalar: Bakterilerin i¢ ve dis yapilan hakkinda bilgi edinmek
icin kullanilan bilesik boyama yontemleridir. (Spor, kapsiil, flagella, cekirdek, lipid v.s.)



Basit Boyama Metodu

Deneyin Amaci:

Bakterilerin morfolojileri hakkinda bilgi sahibi olmanin yaninda bazi1 bakterilerin
boyanma reaksiyonlarini belirlemek. Bazi basit boyama yontemleri:

1. Karbol Fuchsinle Boyama: Usuliine gore hazirlanmis, kurutulmus ve fiske edilmis
preparatlar lizerine, karbol fuchsin solusyonu filtre kagidindan siiziilerek konur ve 5 - 10
saniye boyama i¢in birakildiktan sonra, boya dokiiliir ve hafif akan su ile yikanir. Kurutma
kagidi ile veya havada kurutulduktan sonra, tlizerine sedir yagi konarak immersiyon
objektifi ile bakilir. Mikroorganizmalar kirmizi renkte goriiniir.

2. Krital Viyolet ile Boyama: Hazirlanan preparat iizerine kristal viyolet
solusyonundan konarak 20 - 30 saniye kadar bekletilir. Stirenin sonunda boya dokiiliir,
preparat su ile yikanir, kurutulur ve immersiyon objektifi ile muayene edilir.
Mikroorganizmalar mor renkte gortiliirler.

3. Metilen Mavisi ile Boyama: Bu amacla Loffler metilen mavisi solusyonu kullanilir.
Preparat iizerine boya solusyonu konarak 5 - 8 dakika bekletilir. Boya dokiiliir, yikanir,
kurutulur ve immersiyon objektifi ile muayene edilir. Mikroplar mavi renkte gortiliirler.

4. Negatif Boyama: Bu tiir boyama yonteminde mikroorganizmalar degil, saha
boyanir. Karanlik olan sahada mikroplar renksiz ve parlak olarak gortintirler. Bu amag
icin, nigrosin ve ¢in miirekkebi kullanilir. Lam iizerine bir damla boya ve sonra bir damla
kiltiir konarak yayilir ve ince bir froti hazirlanir. Kuruduktan sonra muayene edilir. Bu
yontemden kapsiilleri gérmek i¢in yararlanilir.

5. Spor Boyama: Safranin ile 30 saniye boyanir. Boya dokiiliir, saf su ile yikanir.
Kurutma kagidi ile kurulanir. Sirasiyla olmak {izere tiim objektiflerle incelenir.
Immersiyon yag1 ile immersiyon objektifinde sporlar yesil, bakteriler kirmizidur.

6. Mantar Boyama: Kati mantar kiiltiirtinden igne ile numune alinir, kurutulur, tespit
edilir. Laktofenol mavisi ile 3 dakika boyanir. Dokiiliir, saf su ile yikanir. Kurutulur ve
immersiyon objektifinde mantarlar mor olarak goézlenir.

Deneyde kullanilan alet ve malzemeler:
- Mikroskop
- Lam, 6ze, boyalar, immersiyon yagi, beher, kurutma kagidi

Deneyin Yapilisi:

- Kiiltiir ortam sivi ise: Sterilize edilmis olan 6ze ile alinan kiiltiir temiz bir lamin orta
kismina konarak yayilir.

- Kiltiir ortami kat1 ise: Hazirlanan peptonlu (% 0.1) veya fizyolojik tuzlu sudan (%
0.085) temiz lam tizerine pipetle (1 ml'lik) bir damla damlatilir. Kat1 vasattan sterilize
edilmis igne 6ze ile alinan kiiltiir bu suda 6zelendirilir (Homojenize edilir).



Basit Boyama:

% Lam lizerine alinan numunenin havada kurumasi saglanir.

+» Alevden gecirilerek (3 defa) fiziksel tesbit edilir,

% Eger basit boyama yapilacaksa, Kkiltiiriin yayildigi alami ortecek sekilde
boyalardan biri (Metilen mavisi veya safranin vb) lam tizerine dokiiliir 2 dakika
beklenir.

% Boya kaba dokiilerek, lam az miktarda akan musluk suyu ile yikanarak kurutma
kagidi ile kurulanir.

% Bir damla immersiyon yag1 damlatilarak, mikroskopla incelemeye alinir (100 x).

Mikroskopta incelenmeye hazir hale getirilmis numuneye “preparat” denir.
Preparata boyama islemi yapilirsa bunlar boyal preparat olarak belirtilir. Mikroskobik
inceleme amaci ile stipheli kiiltlirlerden veya marazi maddelerden (organlardan, patolojik
swvilardan, kandan, idrar, gaita, sperma, siit vb.) preparatlar hazirlanir. Lamin tstiine
kiltliir veya numuneden konulup lamel kapatilarak yayma, kurutma, fikse etme gibi
islemler yapilarak preparat hazirlanir. Preparat hazirlamada kullanilacak lamlarin
kalitesi (seffafligi, ylizeylerinin ciziksiz olmasi, kenarlarinin ve 6l¢iilerinin diizglinliigu,
kalinliginin homojenligi ve camin saglamligi) ve temizligi son derece 6énemlidir. Lam
lizerinde bulunan c¢ok kigik bir leke, toz, kalinti veya cizik mikroskopta yanlis
algilamalara neden olabilir ve gériintiiniin net olarak goriilmesini engelleyebilir.Preparat
hazirlamada kullanilacak lam, ksilol veya etil alkolle 1slatilarak temiz bir bezle silinip
alevden gecirilir ve asagidaki asamalar takip edilerek preparat hazirlanir. Preparatlarin
tespit (fiksasyon) edilmesindeki temel amag bakterilerin lama yapismalarini saglayarak
tutturmaktir. Bu suretle tizerlerine uygulanacak sivilarla lamdan ayrilmaz. Tespit islemi
genellikle “is1l uygulama ile tespit” veya “kimyasal maddelerle tespit” olmak iizere iki
yontemle yapilir. Laboratuvarda, bakteriyolojik preparatlarin tespitinde en sik kullanilan
yontem 1s1l uygulama ile tespit yontemidir. Kurutulan preparat, bir ucundan 6zel pensle
tutulup alevden 3-4 defa gecirilerek tespit edilir. Tespit sirasinda preparatin
yanmamasina dikkat edilir. Yanmis preparatlarda mikroorganizmalar dagilmis, sismis ve
deforme olmus bir sekilde goriiliir. Is1 ile bozulabilecek 6karyot hiicrelerden ve protein
yoniinden zengin numunelerden (kan ve dokulardan) yapilan preparatlara kimyasal
tespit uygulanir. Kimyasal tespit islemi etil alkol, metil alkol, alkol-eter, alkol-aseton gibi
kimyasal maddeler igerisinde bekletilerek yapilir. Metil alkol de 3-4 dakika, etil alkol de
10 dakika bekletilen preparat ¢ok hafif akan suda yikanip kurutulur.

Boyama

Mikroorganizmalar, mikroskop altinda boyasiz incelenebildigi gibi iyi ve detayl
gorebilmek, idcntifikasyonlarina (tanima, tanimlama, mikroorganizmanin cins vc
tliirtinlin belirlenmesi) yarayacak bazi bilgileri (spor, kapsiil, sekil, boya reaksiyonlari vb.)
elde edebilmek icin boyanarak incelenmeleri de gerekir. Bu amacla, kiiltiirlerden veya
marazi maddelerden usuliine uygun olarak preparatlar hazirlanir, boyanir ve
mikroskopta incelenir.



Gram Boyama

Gram boyama teknigi, mikrobiyolojide sik kullanilan bir boyama ydntemi olup
mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda ve tanimlanmasinda kullanilir.

Gram boyama ile bakteriler “gram pozitif' (gram olumlu) ve “gram negatif’ (gram
olumsuz) olarak ikiye ayrilir. Basillerin yaklasik yarisi, koklarin biiytik kismi ve mantarlar
gram pozitiftir. Spiral sekilli bakteriler ise gram negatiftir. Gram pozitif bakterilere 6rnek
olarak Stuphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis verilebilir.
Gram negatif bakterilere 6rnek olarak E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
aerogenes verilebilir.

Gram boyama i¢in hazirlanacak preparatlarda kullanilacak kiiltiirlerin geng (18-24
saatlik) olmasi gerekir. Daha yash Kkiiltiirlerle calisiimasi durumunda yanlis sonuclar
alinabilir. Gram (+) bakteriler de gram (-) gibi degerlendirilebilir.

En sik uygulanan gram boyama yonteminde asagidaki islemler sirasiyla uygulanir:

s 1,2'de belirtildigi sekilde preparat hazirlanir (yayma, kurutma, tespit).

%  Preparatin tlizerine Kkristal viyole boya ¢ozeltisi eklenerek kaplanir ve 1 dakika
beklenir.

¢ Preparat bol distile suyla yikanir.

*¢  Preparatin iizerine lugol ¢ozeltisi eklenerek kaplanir ve 1 dakika beklenir.

¢ Preparat distile suyla yikanir.

% Preparatin izerine %95’lik etanol veya asit-alkol karisimi eklenerek 10-15 saniye
beklenir.

¢ Preparat distile suyla yikanir.

*¢  Preparatin lzerine sulu fuksin veya safranin boya ¢ozeltisi eklenerek kaplanir ve
30 saniye beklenir.

¢ Preparat bol distile suyla yikanir.

¢  Preparat havada veya kurutma kagidi ile kurutulur.

¢ Mikroskopta incelenir.

Mor renkte goriilen mikroorganizmalar gram (+), pembe-kirmizi renkte gortlenler
ise gram (-) olarak degerlendirilir. Gram (+) ve gram (-) mikroorganizmalarin tamami
kristal viyole boyasi ile mor renge boyanirlar. Preparata eklenen lugol sollisyonu ile gram
(+) bakterilerin olusturduklar1 yapi, daha sonra ortama eklenen alkol ile giderilemez.
Oysa gram (-) bakterilerin olusturdugu yap1 alkol ile giderilebilir. Bir baska deyisle, boya,
bakteri hiicresinden disariya salinir (dekolorizasyon).



Gram boyanma 6zelligi bakteri hiicre duvarinin (¢eperi) yapisi ile ilgilidir. Hiicre
duvar yapilari arasindaki farklar:

*» Gram (+) bakterilerin hiicre ¢eperinde gram (-) bakterilere gore daha kalin
peptidoglikan tabakas1 mevcuttur.

% Gram (+) bakterilerin hiicre ¢eperinde karbonhidratlar, gram (-) bakterilerin
hiicre c¢eperinde lipidler fazladir. Karbonhidratlar alkolle dekolarizasyon
esnasinda dehidratasyona (su molekiiliiniin agiga ¢ikmasi) ugrar. Porlar iyice
biiziisiir, daralir ve boya disari ¢ikamaz. Lipitler de ise alkol ¢6ziiclidiir ve hiicre
ceperinde olan porlar daha ¢ok agilarak genisler.

% Gram (+) hiicre ¢eperinde teikoik asit olmasina ragmen gram (-) yoktur.



Spor Boyama

Bazi bakteriler, hiicre icerisinde dis etkenlere karsi daha direncli olan ve “endospor”
olarak adlandirilan 6zel formlar olusturur. Endospor olusumundan sonra bakteri hiicresi
olebilir veya cesitli etkenlerle hiicre parcalanarak dagilabilir. Bu durumda endosporlar
serbest hale gecer. Bunlara “spor” denir. Sporlarin soguk, sicak, UV (ultraviyole), ozmotik
basing gibi fiziksel etkilere ve kimyasal maddelere karsi vejetatif hiicrelerden daha
dayanikli olmasi, kimyasal ve fiziksel yapilarinin farkliligindan kaynaklanmaktadir.

Vejetatif hiicre normal boyalarla boyanmasina karsin sporun etrafinda kalin
muhafazalarin bulunmasi ve bunlarin gecirgen olmamasi boyanmalarini zorlastirir.
Bundan dolay1 6zel spor boyama yontemleri gelistirilmistir. Endosporlarin normal ¢evre
sicakliklarinda boyalar i¢lerine almaya karsi direngleri vardir. Ancak boyama esnasinda
1s1l islem uygulanmasi endosporlarin bu direncini kirmakta ve endosporlarin boyayi
iclerine alarak boyanmalarim saglamaktadir. Spor boyamasi i¢in bashica iki metot
gelistirilmistir.

Malasit Yesili ile Spor Boyama

¢ Preparat hazirlanir (yayma, kurutma ve tespit).

¢ Preparat uygun bir kaynar su banyosu diizeneginin tstiine yerlestirilir.

¢ Preparatin iizeri % 5’lik malasit yesili boya ¢ozeltisi ile kaplanir. Bunun lizerine
daha dnceden lamdan daha kii¢lik boyutta olacak sekilde kesilerek hazirlanmis
olan bir kurutma kagidi yerlestirilir. Kurutma kagidi boya c¢ozeltisini cekerek
1slanir.

¢ Kurutma kagidinin iizerine malasit yesili boya ¢6zeltisi damlatilarak kagidin
stirekli 1slak kalmasi saglanir.

¢ Kurutma kagidinin 1slaklhig1 azaldik¢a malasit yesili boya ¢ozeltisi damlatilarak
preparat bu sekilde 5-6 dakika boyanir.

¢ Siire sonunda kurutma kagidi bir pensle alinarak atilir, preparat yikanir.

Sulu fuksin veya % 0,5’lik safranin ile 20-30 saniye boyanir.

% Yikanir ve havada kurutulur.

Mikroskopta incelenir. Bu boyamada bakteriler pembe-kirmizi, sporlar yesil

olarak goriilir.
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Katalaz Testi

Aerobik ve pek cok fakiiltatif 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 oOzellikle kan iceren besiyerinde katalaz testine pozitif netice verdigi
bilinmektedir).

Stafilakoklari, streptokoklardan ayirt edebilmek icin besiyerinde olusan hemoliz,
koloni ve gram boyamanin 6zellikleri yeterli degildir. Bu ayrimi yapabilmek icin katalaz
testi kullanilir. Katalaz, streptokoklarin disinda bir¢ok aerobik ve fakiltatif bakteri
tarafindan iiretilen bir enzimdir. Katalaz enzimi, eritrositlerde de bulundugundan dolays;
test edilecek bakteri kolonisi, kan igcermeyen bir besiyerinden alinir. Katalaz testinde,
stispanse bakteri kolonisine hidrojen peroksit (H202), damlatarak katalaz enzimini tespit
etmek amaclanmaktadir. Katalaz enzimi varliginda H202, oksijen (02) ve suya (H20)
dontistr. Stafilokoklarda katalaz pozitif, streptokoklarda ise katalaz negatiftir. Test; tiipte,
lamda, tlip veya petri kutusundaki besiyerinde olmak tizere ti¢ sekilde yapilir.

Tiipte Katalaz Testi

e Incelenecek bakteri kolonisinden ézeyle alinarak temiz bir tiip icinde, bir damla
serum fizyolojik ile slispanse edilir.

e Uzerine % 3"liikk H202 damlatilir ve karigtirilir.

¢ Karisim i¢inde oksijenin agiga ¢ikmasi yani, hava kabarciklarinin olusmasi testin
pozitif oldugunu gosterir.

Lamda Katalaz Testi

e Iincelenecek bakteri kolonisinden 6zeyle alinarak temiz bir lam iizerinde, bir damla
distile su ile slispanse edilir.

e Uzerine %3"liik H202 damlatilir ve karistirilir.

¢ Karisim icinde hava kabarciklarinin olusmasi, testin pozitif oldugunu gosterir.

Tiip veya Petri Kutusundaki Besiyerinde Katalaz Testi

e Tiip veya petri kutusundaki sivi veya kati besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltiirti
yuzeyine, %3"lik H202"ten 1ml damlatilip karistirilir.

e Karisim icinde hizla baslayan ve kisa slirede kaybolmayan hava kabarciklarinin
olusmasi testin pozitif oldugunu gosterir.



Koagiilaz Testi

Bu test, ozelilkle stafilokoklarda bulunan ve kan plazmasini pihtilastiran koagulase
enzimini (stafilokoagulase) ortaya koyma, patojenik olanlarla nonpatojenik olanlar:
ayirmak amaci ile yapilir. Patojenik olan S. aureus pozitif reaksiyon vermesine karsin S.
epidermidis ve S. saprophyticus negatif reaksiyon gosterir.

Baz1 arastirmacilar, koagulase enzimini, normal plasma faktorii ile reaksiyon
vererek trombin benzeri subtansi olusturan ve protrombin benzeri bir madde oldugunu
da bildirmislerdir. Bu madde sonradan fibrinojen'i aktive ederek fibrin haline déntistiirtir.
Stafilokoklar disinda baz1 mikroorganizmalar da koagulasyon meydana getirebildikleri
saptanmistir. Ancak buradaki reaksiyon enzimatik olmayip, plasma antikoagulatanin
tahrip olmasi etkisinin ortadan kalkmasiyla meydana gelir. Koagulase enziminin fazla
olmasi reaksiyonun daha cabuk ve belirgin olarak meydana gelmesine neden olur.
Stafilokoklarda koagulase aktivitesinin, bu etkenlerinin olusturdugu diger toksik
substanslarla bir baglantisi olmadigi bildirilmistir.

Materyal

1. Steril taze insan veya tavsan plasmasi (heparinli veya fibrinojen)

2. Taze ve saf stafilokok siv1 veya kat1 ortamdaki kiiltiirt

3. Koagulase pozitif (S. aureus) ve negatif (S. epidermidis) suslarinin taze kiltiirleri
(kontrol mikroorganizmalar)

Metot

Temiz bir lam lizerine bir damla steril fizyolojik su (veya distile su) konur. Buna taze
swv1 stafilokok kiiltiirtinden bir damla ilave edilir veya agardan bir-iki koloni alinarak sivi
ile bir suspansiyon yapilir. Sonra bunun {izerine bir damla steril taze plasma konur ve
homojenize edilir. Reaksiyon 3-5 saniye icinde okunabilir. Siipheli durumlarda sonucu
almak icin 2-3 dakika kadar beklenebilir.

Degerlendirme

Lam tizerinde 3-5 saniye icinde olusan kiimelesme pozitif reaksiyon olarak kabul
edilir. Bu siireden sonra bir dakikaya kadar olan kiimelesmeler ge¢ reaksiyon olarak
degerlendirilir. Bir dakikadan sonraki reaksiyonlar siipheli ve hicbir degisiklik yoksa
negatif olarak dikkate alinir. Siipheli ve ge¢ reaksiyon hallerinde tiip testi ile duruma
kesinlik kazandirilir.

Bu test, 0zelilkle stafilokoklarda bulunan ve kan plazmasini pihtilastiran koagulase
enzimini (stafilokoagulase) ortaya koyma, patojenik olanlarla nonpatojenik olanlari
ayirmak amaci ile yapilir. Patojenik olan S. aureus pozitif reaksiyon vermesine karsin S.
epidermidis ve S. saprophyticus negatif reaksiyon gosterir. Aslinda koagulase'nin
patojenite ile iliskisi de tam olarak aydinlatilmamistir.



Hidrojen Siilfiir Uretimi

Hidrojen siilfiir, renksiz, ¢lirtik yumurta kokusunda zehirleyici bir gazdir. 1796'da C.

Louis Berthallet tarafindan bilesigi meydana getiren elementler tayin edildi. Formiilii H2S

seklindedir.

Cok siddetli zehir olan hidrojen siilfiirtin 10-5lik bir konsantrasyonda da kokusu

hissedilebilir. Sivilastirilmis hidrojen siilfiir elektrigi iletmez. Kaynama noktasi -60,75 °C,
erime noktasi ise -83,70 °C'dir. Havadan 1.19 defa daha agirdir. Kaynama noktasinda
yogunlugu 0,993'tlir. Suda ve alkolde olduk¢a ¢oziiniir. Yanicidir. % 4,5-45,5 oraninda

hidrojen stlfiir iceren hava patlayicidir.
Hidrojen siilfiir az miktarda petrolde, kaplicalarda ve tabii gaz kuyularinda bulunur.

Bu test, mikroorganizmalarin, siilfiir iceren bazi1 aminoasitleri (sistin, sistein, metionin,
glutation) veya bilesikler (stlfatlar1) ayristirarak hidrojen silfiir (H2S) meydana
getirebilme durumlarini saptamak i¢in yapilir.

Bu deney bakterilerin cins ve tiirlerini tayinde ise yarar. Siilfiir iceren sistein baslica iki

tarzda ayristirilir.

Sistain+H O - »  pirUvik asit+H S+MNH

Bu ikinci form, anaerobik katabolizmay1 ifade eder. Besi yerinde bulunan sodyum
tiostilfatin ayrismasi da yandaki tarzda meydana gelir.
tiosulfate
4H+4e 4380+ — 5 280 + 2H,S+

reduktase (sulfit) (hidrojen
silfit gaz)

Ortama indikator olarak demir bilesiklerinin konuldugu durumlarda (6rn, SIM besi yeri)
demir sulfid (FeS) olusarak siyah renk tesekkiil eder.

Besi yerinde olusan hidrojen stilfiiri ortaya koymada, TSI (triple sugar iron agar), Kligler
demirli Agar (KDA) Sulfid Iindol-Motile (SIM) yar1 kat1 agar, pepton iron agar (PIA) Bismut
Sulfid Agar (BSA) vs. kat1 veya yar1 kat1 besiyerlerinden yararlanilir.



Materyal
1) Tipte hazirlanmis SIM yar kati besi yeri (bu ortam hidrojen siilfiirii ortaya koymasi
yani sira indol ve hareket muayenesi icin de kullanilir).
2) Muayene edilecek mikroorganizmalarin saf ve taze kiiltiirleri
3) Kontrol pozitif (S. gallinarum, P. vulgaris) ve negatif (E. coli) kiilttrleri,
Metot
1) SIM besi yerine, mikroorganizma kiiltiirleri batirilmis igne ile dikine ekim yapilir.
2) Tiipler 37°C de 2-7 giin inkubasyona birakilarak her giin gozle kontrol edilirler.
Degerlendirme
1) SIM besi yerinde, inokulasyon hatti boyunca siyah rengin (demir sulfid, FeS)
meydana gelmesi pozitif reaksioyn olarak degerlendirilir. Hicbir degisiklik yoksa
negatif olarak kabul edilir.
2) Inokulasyon hattindan yanlara dogru yayilan iireme, hareketi ifade eder.
3) Besi yerinin lizerine Kovacs solusyonu kondugunda kirmizi rengin olusumu

indol'un varhigini bildirir.



Karbonhidrat Fermentasyon Testi

Fermentasyon , genellikle glikozun alkole doniistiigli reaksiyonlar icin kullanilan
bir isimdir. Bu dontistiirme isi maya adi verilen tek hiicreli canlilarin sitoplazmalarinda
gerceklesir. Ancak fermentasyonun daha uygun bir tanimi, karbonhidratlarin alkol ve

asitlere doniistiiriilmesidir.

Fermentasyon islemi pek ¢ok farkli besin maddesinin iiretiminde kullanilmaktadir.
Yogurt, boza, alkollii ickiler fermentasyon yoluyla tiretilen pek ¢ok besinden bazilaridir.

Ozel olarak fermentasyonla ilgilenen bilimin ad1 “Zimoloji dir.

Biitlin Organizmalar

Hererotrof Ototrof

Oksijenik Anoksijenik

Fermentasyon
Solunum Y fotosentez fotosentez

Kemoototrof
(kemolitotrof)

Aerobik Anaerobik
solunum solunum

Oksijensiz Solunum

» Elektron verici organik molekiil

» Elektron alic1 inorganik molekiil

» ATP icin ETS’ye gerek vardir (ancak kisadir)

» Son elektron alicisina gore isimlendirilir (6rn nitrat solunumu)

Fermentasyon

» Elektron verici organik molekiil

» Elektron alic1 organik molekiil

» ATP icin ETS’ye gerek yok. Yaklasik 2 ATP
» Oksijen gerekmez.

» Fermentasyon liriiniine gore isimlendirilir.




Karbonhidratlarin bircogu bakteriler tarafindan fermente edilir ve fermentasyon
sekli bazi1 tiir, cins ya da diger taksonomik gruplarin onemli 6zellikleridir.
Fermentasyon testinin amaci mikroorganizmalarin karbonhidratlar1 parcalayarak asit
veya gaz ya da her ikisini bir arada olusturma o6zellikleri incelenir. Fermentasyon
sirasinda karbonhidrat glikoz yoluyla piruvata cevrilir. Pirtivattan sonra olusan triintin
farkliligina gore fermentasyon 3 sekilde olmaktadir.

1. Asidik fermentasyon
2. Alkolik fermentasyon
3. Karnisik fermentasyon

Asidik fermentasyonda laktik asit, formik asit ve siiksinik asit gibi organik asit
olusturulur. Alkolik fermentasyonda son iiriin olarak etil alkol, asetil metil karbinol, 2,3-
biitilen glukol ve diasetil gibi notral iirtinler ve CO2 olusur. Karisik fermentasyonda hem
asidik hem de alkolik fermentasyon tirtinleri olusur.

Materyal

1. Farkl karbonhidrat (glikoz, sakkaroz, laktoz) ve bromtimol ilaveli pepton broth
2. Mikroorganizmalar

3. Oze
4. Bekalevi
Metot

+» Aseptik kosullar altinda bek alevi etrafinda énce 6zemizin ucunu akkor hale
getiririz.

< Icerisinde mikroorganizma Kkiiltiirii bulunan besiyerini hemen alevin arka
tarafinda acarak besiyeri icerisindeki bos bir alanda 6zenin ucunu soguturuz.

¢ Sogutma isleminden sonra ¢ok az miktar mikroorganizmayi besiyerinden aliriz.
Besiyerini kapatarak yerine koyariz.

< Ozemizin ucunu alevin etrafindan uzaklastirmadan bromtimol mavisi ilaveli
farkli karbonhidratlarin bulundugu brothun kapagini serce parmagimizla
kavrayarak acariz.

< Daha sonra tiipiin agzin1 hizh bir sekilde alevden geciririz. Once broth tiipiinii
hafifce egerek 6zemizin ucundaki mikroorganizmayi giizelce siispanse ederiz.
Daha sonra tamamen tiipiin igerisine daldirarak ekim islemini sonlandiririz.

*+ Son olarak da dnce tlipiin agzini1 alevden gecirerek yine serce parmagimizla

kapagin kapatiriz. Ozemizi de akkor hale getirerek deneyimizi tamamlamis

oluruz.



Degerlendirme
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Eger organizma alkolik fermentasyon yapiyorsa durham tiipiinde gaz cikisi
gorilmektedir.

pH nétr oldugu durumda yesil, pH asidik oldugu durumda sari, pH alkali oldugu
durumda ise mavi renk almaktadir. Asidik fermentasyon yapiyorsa besiyerinin
rengi sariya donecektir.

Besiyerinin sar1 renge donlismesi ve durham tiipiinde gaz ¢ikisinin
gozlemlenmesi sonucunda mikroorganizmanin karisik fermentasyon yaptigi
sonucuna varilir.

Ne besiyerinin renginde bir degisme ne de durham tipiinde gaz c¢ikisi
gozlemlenmiyorsa organizmamizin fermentasyon yapmadigi anlasilir.



IMViC (Indol ve Sitrat Testi)

Indol, Metil red, Voges - Proskauer ve Sitrat, (Citrat) testlerinin ilk harflerinden

lli"

olusmustur. Vi 'deki "i" kiiciik harf olarak yazilir ve sadece okuma kolaylig1 saglar. Bu
testler koliform grup bakterilerin ayrimi i¢in kullanilmaktadir. Son zamanda IMViC
testleri IMVEC olarak kullanilmaktadir. E harfi Eijkman, testini simgelemektedir. Koliform

grup bakteriler icin HOMoC testleri de uygulanmaktadir.

IMVIiC testleri, 6zellikle Enterobacteriaceae iliyelerinin ilk tanimlama basamaginda
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari icin vazgecilmez testlerdir. Bu UMS"nin amaci IMViC

test paketinde yer alan testlerin dogru uygulanmalar1 ve yorumlanmalar1 i¢in bir rehber

sunmaktir.

Bakteri Indol MR VP Sitat
Escherichia coli + + - -
Proteus vulgaris + + - -
Salmonella spp. - + - +
Enterobacter aerogenes - - + +

Shigella spp. - iy - -



indol Testi

Bu test, mikroorganizmalarin bir aminoasit olan triptofan1 ayristirarak indol

meydana getirebilme yetenegini belirlemek i¢in kullanilir.

Ayni1 zamanda, bakterilerin cins (Salmonella (-), Edwardsiella (+), E. coli (+), Klebsiella (-
), Enterobacter (+), ve tirlerin (P. multocidea (+), P. haemolytica (-), P. mirabilis (-), P.

vulgaris (+) ayiriminda da ise yarar.

triptofanase

Triptofan » Indol + pirlivik asit + NH.,
deaminasyorn

Materyal

1) icinde triptofan bulunan sivi besi yeri veya peptonlu su (tiipte, 5 ml).

2) Mikroorganizmalarin saf ve taze kiiltiirleri

3) Kontrol pozitif (E. coli) ve negatif (S. gallinarum) kiltiirleri

4) Ekilmemis siv1 besi yeri

5) Kovaks veya Ehrlich ayiraci

Metot

Mikroorganizmalar sivi besi yerine veya peptonlu siviya ekildikten sonra 37 °C de 1-5 giin
inkubasyona birakilir. Kiiltiirlerin tizerine kovacs (veya Ehrlich) ayiracindan 0.5 ml ilave

edilir ve iyice karistirilir.

Degerlendirme
Tiiplerin tist kisminda bir iki dakika iginde kirmizi bir halkanin olusmasi pozitif reaksiyon
(indol formasyonunu) ifade eder. Sarimsi halka indolun olusmadigin1 gosterir (negatif

indol testi). Renk, indol icinde bulunan pyrrole'den ileri gelir.



Sitrat Testi

Bu test, mikroorganizmalarin, besi yerlerine katilan sitrati karbon kaynagi ve amonyum
tuzlarini da nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenegini saptamada, bakteri cins ve
tirlerini identifikasyonda kullanilir. Bakteriler tarafindan sitratin ayrismasi (sitrat
metabolizmasi) enzim sistemi tarafindan gergeklestirilir. Bu enzime citritase (citrate
oxalacetate-lyase) veya citrate demolase ad verilir.

Bu enzimin aktivitesi icin magnesyum veya manganez tarafindan saglanan divalan
katyonlara gereksinim vardir. Sitrat metabolizmasinda elde edilen f{riinlerin ortamin
pH’s1 ile siki bir iliskisi vardir. Son tiriin ne olursa olsun, sitrat fermentasyonunda esas
basamak, piruvat'in meydana gelisidir. Piriivatin ayrisma trinleri besi yerinin pH 'sina
bagimhidir.

1) Citrate — » oxalacetate + acetate
Oxalacetate —— piniivate + CO,

2) Alkali pH da
pirivate —— » acelate + formate

3) Acid pH da
2 pirlivate —— acetate + CO, + lactale

2 pirivate - acetoin + 2C0,

Yukarida da gortldiigii gibi alkali pH da (No.2), daha fazla acetate ve formate meydana
gelmesine karsin, asit ortamda (No.3) acetylmethylcarbinol (acetoin) ve lactate’lar esas
Uniinler arasinda bulunmaktadir. Sitrat fermentasyonu i¢in kullanilan besi yerlerinde
amonyum tuzlarinin bulunmasi nedeniyle de, bakterilerin bu tuzu nitrojen kaynagi olarak
kullanabilme yetenekleri de oOl¢iilmektedir. Amonyum tuzu ayrisinca amonyak (NH3)
meydana gelerek ortamin pH s1 ylikselir. Bakteriler tarafindan organik asit ve tuzlarinin
karbon kaynagi olarak kullanilmasi sonucu karbonatlar ve bikarbonatlar meydana gelir.
Materyal

1) Tiip i¢inde yatik Simmons citrate agar besi yeri (4-5 ml, pH 6.9 ve yesil renkte) veya
Christensen sitrat sulfid besi yeri (4-5 ml pH 6.7, acik renkte)

2) Test edilecek mikroorganizmalarin taze ve saf kiiltiirleri

3) Kontrol pozitif (Klebsiella aerogenes) ve negatif (E. coli) mikroorganizmalari

4) Ekilmemis besi yerleri



Metot

Muayeneleri yapilacak saf kiiltiirler steril fizyolojik su veya buffer ile biraz
sulandirildiktan sonra besi yerlerine ekimler yapilir ve tiipler 2-7 giin 37 °C inkubasyonda
tutulur. Christensen besi yerine igne ile inokulasyon yapilir ve yatik yiizeye de igne

surualir.

Degerlendirme

1) Simmons citrate besi yerinde, uygun bir inkubasyon siiresi sonunda hicbir liremenin
olmamasi1 ve ortamin orijinal yesil rengini muhafazasi negatif reaksiyon ve ekim hatti
boyunca lireme ile birlikte koyu mavi rengin meydana gelmesi de pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilir.

2) Christensen sitrat siilfid besi yerinde hi¢ bir renk degisikliginin goriilmemesi (acgik
rengin muhafaza edilmesi) negatif reaksiyon ve ekim hatti boyunca lireme ile birlikte
pembe-kirmizi rengin olusumu da pozitif reaksiyonu ifade eder.

3) Degerlendirme, kontrollere bakilarak yapilmalidir.

Baz1 organizmalar sitrati tek karbon (enerji) kaynag1 olarak kullanirlar. Sitrat testi
bakterilerin sitrati kullanma yeteneklerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilir. Test i¢in
sitrat agar (Simmon"s citrate agar) kullanilir. Tiipte yatik hazirlanan bu besiyeri karbon
kaynag olarak sadece sitrat icerir; nitrojen kaynagi olarak da amonyum tuzlari bulunur.
Sitrat1 kullanan organizmalar inorganik amonyum tuzlarini da tek nitrojen kaynagi
olarak kullanabildiklerinden, metabolizma alkali iriinlerin (amonyak) artis1 ile
sonuclanir (pH>7.6). Ortamda bulunan indikatér madde bromtimol mavisi olup, pH"in
ylikselmesine paralel olarak besiyerinin rengi yesilden koyumaviye doéner (7,8).
Bakterilerin sitrati kullanma yeteneginin test edilmesi 06zellikle Enterobactericeae
liyelerinin ve diger bazi gram negatif bakterilerin tanimlanmasinda anlamhdir. Cok az
koken hari¢ Salmonella, Edwardsiella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia ve
Providencia tiirleri sitrat pozitif iken Escherichia, Shigella, Morganella ve Yersinia sitrat

negatiftirler.



IMViC (VP-Metil Kirmizisi Testi)

Metil Kirmizisi Testi

Bu test, glikozun fermentatif metobolize olmasi sonu besi yerinde organik asitlerin
meydana gledigini ve pH'nmin distigiini ortaya koymak icin yapilir. Deney,
mikroorganizma cinslerinin (E. coli +, Enterobacter aerogenes -, E. cloacae -) ve tiirleri (L.
monocytogenes +) ayirmada kullanilir. Metil kirmizisi solusyonu pH 6.0 da sar1 renk ve pH

4.4 den asagida kirmizi renk gosterir.

E. coli tarafindan glikozun ayristirilmasi yanda gosterilmistir.

7 glikoz+H,0 ——— laktik asit+aselik+etancl+2C0_ +2H

asit

Materyal

1) Tupte hazirlanmis Clark ve Lubs besi yeri (MR/VP buyyonu)

2) Saf ve taze mikroorganizma kiiltiirleri

3) Kontrol pozitif (E. coli) ve negatif (E. cloacae) mikroorganizma kiiltiirleri
4) Metil kirmizisi pH indikatori

5) Ekilmemis besiyerleri

Metot
Uremis kiiltiirlerden, besi yerlerine ekimler yapilir ve tiipler 37 °C de 2-7 giin
inkubasyona birakilir. Uzerine metil kirmizisi solusyonunundan 4-5 damla damlatilir ve

iyice karistirilir.

Degerlendirme

Metil red, besi yerine damlatildiktan sonra tistte kirmizi renkli bir halkanin
meydana gelisi pozitif metil kirmizisi testi olarak kabul edilir. Negatif reaksion halinde iist
tarafta sar1 bir halka gortiliir.
MR testi bir bakterinin glikoz fermentasyonu sonucu asit son iiriinler meydana getirip
getirmedigini saptamak i¢in kullanilir. Testin indikat6éri metil kirmizisidir. Glikozlu bir
buyyonda belli bir inkiibasyon stiresinin sonunda olusan pH degisimini degerlendirmek

icin kullanilir (pH5.8, sar)



Voges - Proskauer (VP) Testi

Bu test, baz1 mikroorganizmalarin glikozu fermente edilerek, nétral bir iirin olan
acetylmethylcarbinol'u (acetoin) meydana getirme yetenegini tayinde kullanilir. Bakteri
tiirlerini (K. pneumoniae (+), E. coli (-) belirlemede kullanilir. Glikoz, 6nce pirtivik asit'e
metabolize olur. Piriivik asit, glikolizisde en 6nemli Kkilit intermedierdir. Pirtivik asidin
ayrismasl, bakterilerin tiirlerine gore aerobik veya anaerobik yolla olur. Glikozun
fermentasyonu sonu acetoin ve bunun bir nétral rediiksiyon iriini olan 2,3 -
butanediol'da (CH3.CHOH.CH3) meydana gelmektedir.

Voges Proskauer testi ile metil red testi, ortamlarinin ayni olmasi1 nedeniyle birlikte
uygulanabilirler. Metil red pozitif olanlarda (organik asit fazla olmasi nedeniyle), VP
reaksiyonu negatif olabilir. Notral iiriinler meydana gelmeyebilir (genel bir kural degil).

Ik baslangicta MR testi pozitif goriilebilir. Inkubasyon siiresi uzarsa acetoin olusabilir.

Materyal

1) MR/VP besi yeri (Clark-Lubs, pH 6.9,5 ml)

2) Mikroorganizmalarin saf ve taze kiiltiirleri

3) Kontrol pozitif (E.cloacae, K. pneumoniae) ve negatif (E.coli) suslariin kiltiirleri
4) Alpha-naphthol, 5%, Potassium Hydrooxide, 40%

5) Ekilmemis besi yerleri

Metot

Icinde glikoz bulunan bufferh besi yerine kiiltiirlerden ekilir ve 37°C de 2-7 giin inkube
edilir. Bu siirenin sonunda kiiltiirlere ve ekilmemis tiiplere ayiractan (0O'Meara) 1 ml ilave
edilerek hafifce calkalanir ve su banyosunda (37°C de) 4 saat tutulur. Aralikli olarak
hafifce calkalanir.

Degerlendirme

Besiyerinin tlistiinde 2-5 dakika i¢cinde pembe rengin olusu, acetoin varhigini ortaya
koydugundan pozitif reaksiyon olarak kabul edilir.

Eger sar1 renk meydana gelirse negatif olarak dikkate alinir.0'Meara testi, ortamda olusan
acetoin'e baghdir. Bu madde de, oksijenin bulundugu durumda alkali ortamda okside olur
ve diasetil (CH3.C0.CO.CO3) meydana gelir. Buson madde de, kreatin'le reaksiyona girerek

pembe renk meydana getirir.



VP testi ise bir bakterinin glikoz fermentasyonu ile notral son iiriinler meydana getirip
getirmedigini saptamak icin kullanilir. Pirivik asidin ileri yikiminda organizmalar
butilen-glikol yolunu kullandiklarinda asetoin (asetil metil karbinol) ve butandiol
olustururlar; bu nétral son irilinler ortam pH"“im yiikseltirler (pH>6). Eger ortamda
asetoin varsa, glgclii bir alkali (%40“hik KOH), a-naftol ve atmosferik oksijen varliginda
oksitlenerek ,diasetil"e doniisiir ve kirmizi bir kompleks olusur. VP testinde a-naftol

duyarlihigi (renk yogunlugunu) yiikselten bir madde olup ortama KOH"den 6nce ilave

edilmelidir.



Sonuclarin degerlendirilmesi/yorumlanmasi
indol

& Pozitif indol testi - Reajen damlatilmasindan sonra 20 saniye icinde renk degisimi

(benzaldehit reajen ile kimizi; sinnamaldehit reajen ile mavi)

& Negatif indol testi - hafif sar1 renk olusmasi veya renk degisimi olmamasi
MR testi

& Pozitif MR testi - belirgin kirmizi renk olusumu

& Negatif MR testi - sar1 renk

& Zayif MR pozitifligi - kirmizi-turuncu arasi renk meydana gelmesi. Turuncu renk
gorilmiis ise, ayrilmis alikotun 4. giine kadar inkiibasyonu ve takiben reaktif
damlatilarak yeniden gézlenmesi 6nerilir. Bu durumda, besiyerinin ikiye boliinerek

birinin de 25°C"de inkiibe edilmesi daha iyi sonug verebilir.
VP testi
& Pozitif VP testi - ylizeyde pembe-kirmizi renk degisikligi

& Negatif VP testi — renk degisikliginin olmamasi. Bakir rengi gériiniimii de “negatif”

olarak yorumlanmaldir.

& Pas rengi zayif pozitiflik seklinde degerlendirilir. Ayrilmis alikot 48 saat daha inkiibe

edildikten sonra reaktifler katilarak yeniden gézlenmesi 6nerilir.

3.4. Sitrat testi

« Pozitif sitrat testi - ekim ¢izgisi boyunca lireme ve belirgin mavi renk olustugunun

goriilmesi

# Negatif sitrat testi - besiyerinde lireme ve renk degisikligi olmamasi; besiyeri yesil

kalir.



Olasi sorunlar/kisithliklar
indol
« indol testi icin koloni seciminde saf kiiltiirler tercih edilmelidir.

& Indol testi i¢in kiiltiirler olabildigince aerobik sartlar saglanarak inkiibe edilmelidir;

cliinki oksijen azaldik¢a indol liretimi diiser.
MR-VP

& Inokulum miktarinin biiyiik olmasindan ka¢inilmahdir; ¢iinkii canli organizma sayisi

109 cfu/mL"yi gecerse bakteriyel tireme inhibe olabilir.

# Eger MR indikatorii yeterli inkiibasyon siiresinden daha énce damlatilacak olursa MR-

negatif organizmalar i¢in yanhs-pozitif sonuc alinabilir.

& Uzamis inklibasyonda (>3 giin) baz1 VP pozitif organizmalar ortam pH"in1
diistrebilirler (asit ortam) ve VP reaksiyonunun zayif-pozitif veya negatif olmasina

neden olabilir.
Sitrat

& Sitrat agarin yatik yiizeyinde renk degisimi meydana gelmemis ancak rahat bir iireme
gozleniyor ise, test yine pozitiftir. Ancak bir siire daha inkiibe edildigi halde agar rengi

maviye donmiiyorsa test, inokulum miktari azaltilarak tekrarlanmalidir.
& Arada kalmis durumlarda test tekrarlanmalidir.
& Besiyeri tasimamak i¢in siv1 kiiltiirlerden inokiilasyon yapilmamalidir.

& Plak besiyerinden yapilacak inokiilasyonlarda, yanls pozitif reaksiyonlar1 6nlemek

icin, besiyeri materyali tasimaktan kacinacak sekilde kiiciik inokulum kullanilmalidir.

& Sitrat besiyerinden elde edilen sonuc tek basina tiir diizeyinde tanimlama igin yeterli

degildir.



Atmosferik 02 EtKisi

Mikroorganizmalar oksijene olan gereksinme durumlarina gore, aerobik, fakiiltatif,

mikroaerofilik, aerotolerant ve anaerobik olmak tizere 5 boliime ayrilirlar.

Aerob mikroorganizmalar: Aeroblar havanin oksijen orani olan % 21 oksijen varhiginda
yasama yeteneginde olan tiirlerdir. Aerobik solunum yaparlar. Aerobik solunum yapan
organizmalar, enerjilerini organik ya da inorganik bilesiklerin oksitlenmesinden saglarlar
ve oksitlenen bilesikten gelen elektronlar son basamakta 02’ne aktarilir. Oksijen son
elektron alicisidir. Mikroorganizmalarin ¢ogu, 6zellikle kiifler bu gruba girer. Pek ¢cok
aerob fakiiltatif'dir, bunlar uygun besin ya da kiiltiir ortamlarinda oksijen olsun veya
olmasin yasayabilirler. Fakiltatif aeroblar icin oksijen gerekli degildir, ancak oksijen
varliginda daha iyi lrerler. Memeli kalin bagirsaginda yasayan E. coli de fakiltatif

aerobtur.

Anaerob mikroorganizmalar: Molekiiler oksijenin olmadigi ortamlarda gelisirler. Bu
organizmalar anaerobik solunum yaparlar. Anaerobik solunum yapan organizmalar,
enerjilerini organik veya inorganik bilesiklerin oksitlenmesinden saglarlar, bu sirada
aciga cikan elektronlar en son basamakta oksijen disindaki bir elektron alicisina, genelde
inorganik bir bilesige (nitrat, siilfat, kobondioksit gibi) verilir. iki tip anaerob organizma

vardir:

1- Oksijeni tolere edebilen, oksijen varliginda yasayabilenler ancak oksijen varliginda
daha iyi gelismezler.

2- 2- Bunlarin zorunlu ya da kesin (obligat) anaerob olanlari ise oksijen varliginda
olurler ve zorunlu anaerob mikroorganizmalar olarak adlandirilirlar. Metan
bakterileri zorunlu anaerobtur. Metan bakterileri en son basamakta basamakta

elektronlar1 CO2 ‘e aktarirlar ve son iiriin olarak metan olusur.

Zorunlu anaerob mikroorganizmalar: oksijen bunlara zehir etkisi yapar. Molekiiler
oksijenin olmadig1 ortamlarda gelisirler. Clostridium cinsindeki bakteriler zorunlu
anaerobdur. Zorunlu anaeroblarda anaerob kosullar mikroorganizma iliretimi sirasinda

saglanmaldir.



Besiyerlerinin 02 durumu iiretilecek mikroorganizmaya gore ayarlanmalidir. Aerobik
kiltiirlerde 02 havadan saglanir. Bunun i¢in ¢alkamali inkiibatorler kullanilir. Bazen
oksijen ortama oksijen tiipleri ya da akvaryum pompasindan hava basarak verilebilir. 02
istemeyen yani anaerob olan mikroorganizmalarin tiretiminde ise besiyerinin atmosferik
02 ile iliskisi kesilmelidir. Bunun icin besiyerine Na-tiyoglikolat gibi indirgen maddeler
katilabilir, bu maddeler ortamdaki oksijeni suya indirgerler. Agarlarin iizeri parafin gibi

02 girisini engelleyecek maddelerle ortiilebilir. H2 veya azot gazi verilebilir.

Fakiiltatif aerob durumunda ise; hem havali hemde havasiz sartlarda gelisirler dolayisiyla
ortama o6zel olarak hava vermeye ya da calkalamaya gerek yoktur. Besi ortaminda

¢ozlinmiis olan O2 bunlar i¢in yeterli olacaktir.

e Icerisinde Na-tioglikolat buluna besiyerine ekim islemi gerceklestirilir.
e Ekim islemi sonunda mikroorganizma gelisimi kontrol edilir ve oksijen ihtiyacina

gore mikroorganizmanin sinifi belirlenir.



Antibiyogram ve MIC

Antibiyotik, bakterileri inhibe eden veya 6ldiiren dogal olarak bulunan maddedir.

Antibakteriyel, bakterileri inhibe eden dogal, semi-sentetik veya sentetik olarak bulunan
maddedir.

Antimikrobiyal, mikroorganizmalar1 inhibe eden dogal, semi- sentetik veya sentetik
olarak bulunan maddedir.

Kemoterapi, ilaglarin bir hastaligin tedavisinde kullanilmasi

Secici toksisite Ila¢ mikroorganizmay insanlarda olusturacag! toksik etkilerden daha
diistk bir diizeyde etkilemelidir.

Bakteriyostatik Bakteri hiicrelerinin gelismesinin ve iliremesinin durdurulmasidir.
Bakteriyostatik etki giiciiniin géstergesi minimum inhibitér konsantrasyondur [MiK].

Bakterisidal Bakteri hiicresinin direkt olarak oldiiriiliip yok edilmesidir. Bakterisid etki
gliciinlin gostergesi minumum bakterisid konsantrasyondur [MBK].

Antibiyotik duyarhlik testleri icinden en sik kullanilanlar;
1. Disk difiizyon testleri
2. Diliisyon testleri
A. Agar diliisyon testleri (kat1 by.de sulandirim testi)
B. Broth diliisyon testleri
a. Makrodiliisyon (tiip diliisyon) yontemi
b. Mikrodiliisyon testleri
3.Gradient strip testleri(E-test, MICE)
4.0tomatize yontemler
5.Molekiiler yontemler

Mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi ¢ok degisik sekilde duyarlilik gosterirler. Bu
durum, hem antibiyotiklerin yapisina ve hem de mikroorganizmalarin tiirtine gore
degisebilir. Bu bakimdan gerek koruyucu amacla ve gerekse en 6nemlisi sagaltim i¢in
kullanilacak antimikrobial ilaclarin spesifik hastalik etkenine karsi olan statik ve/veya
sidal etkisinin ¢ok iyi belirlenmesi ve boyle bir ilacin secilerek yeterli stirede ve dozda bir
program dahilinde kullanilmasi gereklidir. Hatta, bazen bu da yeterli olmayabilir. Ciinki,
tedavi sirasinda antimikrobial ilaglara kars1 hastalik ajanlarinin duyarhliginda degismeler
olmakta ve ilaclar yetersiz kalmaktadir. Boyle durumlarda niiks'ler olusmakta ve
infeksiyonun prognozu degisik yone kaymaktadir. Bazen de, infeksiyonlardan primer
etken yerine sekonder mikroorganizmalar izole edilmektedir. Boyle hallerde, hastaligin



esas etkenine karsi degil de sekonder ajanin duyarliligina gore secilmis antibiyotikler
kullanilmaktadir. Bunlarin da bir yarar1 olmamaktadir.

Bazen de spesifik etkenin izolasyonu ve identifikasyonu imkansiz olabilir. Bu takdirde ¢ok
zaman klinik belirtilere, anamneze ve diger muayenelere dayanilarak yapilan bir teshis
icin, genis spektrumlu bir antibiyotik denenebilir. Eger, etkenin izolasyon ve
identifikasyonu yapilip antibiyogrami yapildiginda, o zaman ya ayni antibiyotige devam
edilir veya degisiklik yapilabilir.

Biitiin bu tiir olgular1 goz oOniine alarak spesifik etkene yonelik en etkili (sidal)
antibiyotigin secilmesi ve kullanilmasi gereklidir.

Diger 6nemli nokta da, duyarlilik testlerinde mikroorganizma ile antimikrobiyal ila¢ direk
temasa gelmekte ve buna gore duyarlilik belirlenmektedir. Halbuki, ayn ila¢ viicuda
verildiginde ayni konsantrasyon her zaman saglanamamakta, ilacin etkinligi cesitli
nedenlerle azalmakta veya viicuttan cabuk atilmaktadir. Bazen de, kapsiillii olan veya irin
icinde, nekrotik dokularda, lezyonlarda, vs. bulunan etkenlere, ilacin ulasmasi ve etkinligi
cok az olmakta ve sidal etki meydana gelmemektedir.

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere duyarliigin saptanmasinda genellikle disk
difflizyon yontemi kullanilir.

1. Antibiyogram deneyinde besiyeri yiizeyine ilgili antibiyotik yayma ekim ile ekilir.

2. Ekim sonrasi denenmek iizere secilen antibiyotik emdirilmis diskler besiyerine
lizerine belli araliklarla yerlestirilir.

3. Petri inkiibasyona birakilir.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda antibiyotik disklerinin etrafinda zon olusumu ve
olusmussa kac cm oldugu belirlenir.

5. Antibiyotikler icin konsantrasyonlara 6zgi direnclilik-duyarlilik degerleri ile ilgili
sonuglar karsilastirilir.

Tiip dilusyon teknigi: Bu teknik antimikrobial ilaglarin MIK (minimal inhibitor
konsantrasyonunu) ve MLK (minimal letal konsantrasyonlu) degerlereni belirlemede
yardimci olur. Bu amagla, Mueller-Hinton buyyonunda antimikrobial ilacin 2 veya 10 kath
dilusyonlar yapilarak gittikce azalan yogunlukta ilag iceren dilusyonlar elde edilir. Orn.
ilac 1 ml'de 256 pg'dan baslayarak, 256, 128, 64, 32, 16, 8,. 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.12 pg/ml
giderek azalan sekilde iki kath sulandinilir. Uzerlerine, izole edilen test
mikroorganizmanin 24-48 saatlik s1v1 besiyeri kiiltiiriinden 0.1 ml. miktarinda ekilir ve
iyice karistirildiktan sonra 24-48 saat 37 °C' de inkube edilir. Tiiplerdeki lireme gozle
degerlendirilir. Béylece iiremenin olmadig1 son dilusyon MiK degeri olarak kabul edilir.
Ancak, bu noktanin kesin olmasi icin, testin ikili paralel yapilmasi uygundur. Eger, siire
yetersiz ise uygun bir siire yine inkubasyonda tutulabilir.

Uremenin olmadigl bu son dilusyondan alinan 0.1 ml. miktarindaki inokulum 10 ml
swvibesiyerine (veya agara) ekilerek uygun bir siire inkubasyonda tutulur. Tiipte
liremenin olmamas1 MLK degerini, eger tiipte iireme varsa MIK degerini yansitir. Agarda



ya bazi koloniler meydana gelecek veya hi¢ koloni olusmayacaktir. Koloni olusursa MiK
degerini, olusmazsa MLK degerini belirler. Ancak, antibiyotik, inokulum ile birlikte agar
ylzeyine aktarilacagindan etkisi devam edebilir ve koloni olusmayabilir. Bu nedenle
broth kiiltlirii daha uygundur.



Nitrat Hidrolizi

Bu test, mikroorganizmalarin nitratlari rediikte edebilme yetenegini belirlemede
kullanilir. Baz1 bakteriler nitratlar1 (NO3) rediikte ederek nitritlere (NO2) ve hatta daha
ileri basamaklara (amonyak (NH3) ve gaz nitrojen (N2) kadar ayristirabilmektedir
(denitrifikasyon). Olay genellikle anaerobik kosullarda ve rediiktase enzimlerinin

katalitik etkisiyle stirdiirtliir.

KMO » KND  MH v [N,
nitrat ) {nitrit) (amonyak) (gaz nilrojen)

Mitratiarin nitrittera rediksiyonu

MO, + 2&+ 2H" MO+ HO
nifrat {mitrt)
Mitritlerin molekuler nitrgjene aynsmasi;
2ZNO, + 10e + 12 H+ — » N, + BH,O
Test, mikroplarin tlirlerini ayirt etmede biiytik yardimci

olur. Enterobacteriaceae familyasi genellikle pozitif reaksiyon verir. Nitratlarin ayrismasi
sonu olusan iirlinler mikroplarin karakterine gore degisebilir. Her ne kadar gaz nitrojen
meydana gelirse de bunun yani sira nitrik oksidi (NO) ve nitros oksid (N20) veya
hidroksilamin (R.NH.OH) de tesekkiil edebilir. Bu maddeler hiicre icinde metabolize
edilerek protein ve nukleik asit yapiminda yapitasi olarak kullanilirlar.
Materyal
e Icinde Durham tiipleri bulunan nitrath (KNO3, % 0.1) siv1 besi yerleri (pH 7.0, 5 ml)
gerektiginde yar1 kati besi yeri.
e Mikroorganizmalarin saf ve taze kiiltiirleri
e Kontrol pozitif (S. gallinarum) ve negatif (H. vaginalis, veya Acinetobacter
anitratus) kultirleri.
e Griess-llosvay ayiraci (taze hazirlanmis) (alfa naftilamin % 0.5 (A) + sulfanilik asit
%0.8 (B)).
¢ Ekilmemis sivi besi yerleri.
Metot
Uremis mikroorganizmalarindan nitratl siv1 besi yerlerine ekim yapildiktan sonra tiipleri
37°C de 1-5 giin inkubasyona birakilir. Durham tiipleri icinde gazin olusumuna dikkat

edilir. Tlplere Griess-Illosvay ayiraglarindan (A+B) 5'er damla konur.



Degerlendirme

1)

2)

3)

Tiplerde gaz olusumu (N2) denitrifikasyonu gosterir ve pozitif olarak kabul
edilebilir (eger bakteriler fermenter degilse). Ancak, boyle tiiplere Griess-Illosvay
ayiracindan A ve B solusyonlarindan 5'er damla damlatildiktan sonra hafifce
calkalanir. Bir iki dakika i¢inde kirmizi rengin meydana gelmesi de nitratlarin
nitritlere kadar rediikte oldugunu ifade eder (pozitif reaksiyon).

Tiiplerde gaz yoksa, yine ayira¢ damlatilir. Bir iki dakika icinde kirmizi rengin
meydana gelmesi pozitif olarak kabul edilir.

Eger, sonug negatif (hi¢ reaksiyon olusmazsa) olarak goriiliirse, ya nitratlar hic
ayrismamistir veya nitratlarin ayrismasi nitrit sathasindan da 6teye (amonyak
veya gaz nitrojene ulasmis olabilir. Bu durumda, ayiraglar konmus olan tiiplere ¢cok
az miktarda toz ¢inko (15-20 mg) katilir. Eger, cinko ilavesi sonu kirmizi renk
meydana gelirse (nitrat nitrite rediikte olmustur). Sonu¢ negatif olarak
degerlendirilir. Eger kirmizi renk olusmazsa, bu durum, nitratlarin nitritden de
daha oteki safhalara rediikte oldugunu ifade eder (pozitif reaksiyon). Amonyak

olusumu de Nessler ayiraci ile ortaya konabilir.

Dikkat edilecek noktalar

1)

2)

3)

4)

Baz1 mikroorganizmalar fermentasyon sonu tiipler icinde gaz (hidrojen) meydana
getirebilir. Bu durum karsisinda bakterinin karakterini iyi bilmek gerekir. Eger
tiipte gaz olusmussa ve mikroorganizma fermentasyon olusturan tiirden degilse,
gazin nitrojen (N2) olma olasilig1 biiytiktiir ve ayiraci koymaya gerek olmayabilir.
Ancak, bakteri fermenter tiirden ise ayiraglar1 kullanmak zorunludur.

Baz1 arastiricilar ayr1 kati ortamlarin daha iyi sonug verdigini bildirmektedirler.
Gerekirse i¢cinde % 0.02 - 0.04 agar ve % 0.1 KNO3 bulunan yar1 kati besiyeri de
denenebilir.

Ayiraglar taze hazirlanmalan ve iyi ¢alistiklar1 kontrol edilmelidir. A-reagenti
buzdolabinda ve buna karsin b-reagenti ise oda sicakliginda muhafaza edilmelidir.
Alfa naftil amin karsinojenik etkiye sahip oldugundan dikkatlice kullanilmalidir

(pamuklu pipetle ve agizdan cekilerek kullanilmaz).



Ureaz Testi

Bu test, mikroorganizmalarin treyi hidrolize eden lirease enzimini saptamak
amaciyla yapilir. Urease hidrolizasyon testi bakterilerin cins ve tiirlerini tayinde ise yarar.
Ure, karbonik asit’in bir diamid’idir. Biitiin amidler de kolayca hidrolize olurlar. Urenin
hidrolizasyonu da spesifik bir enzim olan iirease tarafindan katalize edilir. Reaksiyonun
sonunda 2 molekiil amonyak ve karbondioksid meydana gelir.

Urease aktivitesi i¢in optimal pH 7.0 dir. Besiyerinde amonyak meydana gelmesi pH
nin yiikselmesine neden olur. Amonyagin meydana geldigi de indikator boya ve Nessler
ayirac ile ortaya konur. Urease testi icin bazi yontemler (Christensen, Stuart, vs.)
gelistirilmistir. Bunlarin se¢imi arastiriciya baghdir. Asagida Christensen Metodu
bildirilmistir.

Materyal

e Christensen'in iireli agan (tiip veya petri kutusunda) veya tireli broth
e Mikroorganizmalarin saf ve taze kiiltiirleri
¢ Kontrol mikroorganizmalar. P. vulgaris (+) ve E. coli (-)

Metot

Petri kutusu lizerine fazla miktarda mikroorganizma ekildikten sonra 37°C de 1-5 giin
birakilir. Her giin kontrol edilen kiltiirlerde (kirmizi rengin meydana gelmesi pozitif
reaksiyon) renk degismelerine dikkat edilir. Bazi1 durumlarda renk degisikligi 5-6 saat
icinde meydana gelebilir.

Degerlendirme

Kiltirde kirmizi rengin meydana gelmesi (amonyak olusumu nedeniyle pH'nin
ylkselmesi sonu indikatoriin renginin ortaya ¢ikmasi) pozitif reaksiyon olarak ve hicbir
degisikligin olmamasi de negatif olarak degerlendirilir.



Jelatin Hidrolizasyon Testi

Bu test, mikroorganizmalarin, jelatini hidrolize eden jelatinase enzim sentez
yetenegini 6lecmede kullanilir. Bakterilerin identifikasyonunda ise yarar. Jelatin protein
karakterinde bir madde olup kollagenin hidrolizasyonundan elde edilir.

Biiyiik molekiillii oldugundan bakteri hiicre duvarindan gecemez. Bu nedenle daha
kiiciik molekiillere katalize edilir. Bu gorevi de ekstra selliiler bir enzin olan jelatinase
yapar. Jelatinase tarafindan proteinlerin katabolizmasi iki agsamaldir.

Uzun siire ylksek 1sida bulanan jelatin kismen hidrolize olur ve katilasma 6zelligini
kaybeder.

Materyal

Jelatinin hidrolizasyonunu saptamak i¢in bir ¢ok besi yerleri gelistirilmistir. Bunlardan
basit olani tliplerde uygulanmaktadir.

e Icinde % 10 oraninda jelatin bulunan broth (5 ml tiiplerde).
e Denenecek mikroorganizmalarin saf ve taze kiiltiirleri.
¢ Kontrol pozitif (S. aureus) ve negatif (A. hydrophila) mikroorganizma kiiltiirleri.

Metot

Mikroorganizma kiiltiirlerinde degdirilmis olan igne, dik olarak jelatinli besi yerlerine
daldirilir (yeterince ekim yapilmalidir). Tiipler 37°C de 15 giin 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 liremez ise diger testler
denenebilir (Frazier jelatin agar besi yeri).

Degerlendirme

Jelatinin hidrolize edildigi durumlarda, buzdolabindan cikarilinca, jelatinli ortamin sivi
halinde ve katilasmadigi goriiliir (pozitif jelatin hidrolizasyonu). Negatif durumlarda
tlipteki sivi jelatinli besi yeri katilasir.

Dikkat edilecek noktalar

% Icinde % 12-14 jelatin bulunan broth oda sicakliginda kat1 olmasina karsin 37°C

de siv1 haline donisiir. Bu nedenle, degerlendirmeyi buzdolabinda tutulduktan

sonra yapmak gerekir.

Kontrol tiipler ¢ok 6nemlidir. Bunlara bakarak karar verilmelidir.

Kontrol mikroorganizmalarin 6zellikle pozitif olan aktivitesi fazla olmalidir.

¢ Jelatin kiiltirleri calkalanmamalidir. Ciinkii bazi mikroorganizmalar ylizeyde
lireyip hidrolizasyonu burada yapabilirler.

¢ Besi yerindeki jelatinin de iyi kalitede olmasi ve iyi hazirlanmasi gerekir. Fazla 1sj,
aktivitesini bozar ve yanlis sonuclara gotiirtr.

¢ Bazi bakterilerin (stafilokok, salmonella, serratia) jelatinase aktivitesi icin
kalsiyum tuzlarina ihtiyag vardir. Bu nedenle ortama 0.01 M CaCl2 katilabilir.
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Mezofilik bakterilerin bir kism1 22° - 25°C de tGremektedirler. Bu durum dikkate
alinmalidir.

Baz1 mikroorganizmalarda % 12-15 jelatinin lUreme iizerine olumsuz etkisi
olabilmektedir. Bu nedenle test degisikligi yapilmahdir. Bu takdirde % 0.4
oraninda jelatin iceren agar besi yeri kullanilmaldir (Fraziler jelatin agar besi

yeri).



Nisasta Hidrolizasyon Testi

Bu test, bir homopolisakkarid olan nisastanin, baz1 mikroorganizmalarca sentezlenen
ekstraselliiler amilase enzimi tarafindan hidrolizasyonunu ortaya koymak amac ile
yapilir. Ayrica bu test bakteri cins ve tiirlerinin belirlenmesinde de yardimci olur.
Nisastanin glikoz'a kadar olan ayrisma asamalar1 yanda gosterilmistir.

1) Nigasta —s a-amilose+amilopektin

» dekstrin » akrodekstrin

a-maltoz > alige-1, 8-

glukosidase

1} n-maltoz v ci-glikoz (dekstroz)

Materyal

Metot

1)

2)

Petri kutularinda hazirlanmis nisastali agar besi yerleri

Denenecek mikroorganizmalarin saf ve taze kiltiirleri

Kontrol mikroorganizmalar [(E. coli (-) ve B. subtilis (+)]

Lugol solusyonu veya % 95 etanol

Test, agar lzerinde oldugu gibi, siv1 kiiltiirler (nisastali buyyon) icinde de
yapilabilir.

Nisasta hidrolizasyon aktivitesi Ol¢lilecek mikroorganizmadan nisastali agar
lizerine cizgi tarzinda ekimler yapilir ve 37°C de 2-5 giin inkube edilirler.

Diger bir besi yeri de iki kisma ayrilarak her bir yarimina kontrol
mikroorganizmalar ekilir.

Degerlendirme

1)

2)

Inkubasyon siiresinin sonunda agarlarin iizeri lugol solusyonu ile kaplanir. Pozitif
reaksiyonlarda, koloni etrafinda renksiz bir halka olusur (alfa-amilase enziminin
nisastay1 hidrolizasyonu sonu). Negatif durumlarda besi yeri mavi renkte goriilr.
Koloni etrafindaki olusan pembe-esmer boélge siipheli reaksiyonu ifade eder.
Reaksiyon 5 dakika icinde okunmaldir.

Petri kutular tizerine lugol solusyonu yerine 8-10 ml % 95 etanol'de konulabilir.
Nisastanin hidrolizasyonu halinde koloni etrafinda a¢ik alan meydana gelir (pozitif
amilase). Negatif durumlarda bu alan siit beyazi gortinlimiindedir. Reaksiyon 30
dakika i¢cinde okunur. Her iki yontemde de lugol ve etanol doékiildiikten sonra
degerlendirme yapilir.



Dikkat edilecek noktalar:

L X4

X/
L X4

Nisastali kat1 veya s1vi besi yerleri ¢ok fazla isitilmamalidir.

Besi yerleri notr (pH 7.2) olmalidir.

Nisastali besi yerleri taze olduklar1 zaman daha belirgin ve ¢cabuk sonug verirler.
Eski besi yerleri ise opaklasir ve yanlis degerlendirmelere yol agar.

Besi yerlerinde, alfa -amilase aktivitesi icin klorid iyonlar1 bulunmasi gereklidir.
Bu nedenle klorid iyonlarinin en az 0.01 M konsentrasyonunda olmasi gereklidir.
Besi yerlerinin buzdolabinda bulunmasi ve muhafazasi1 opaklasmaya yol agar.
Testte kullanilan lugol solusyonu 1/5 sulandirilarak kullanilir. Saf lugol yanls
negatif sonuclara yol acar.

Lugol solusyonu besi yeri lizerinde 5 dakika (etanol 30 dakika) tutulduktan sonra
dokiiltir ve degerlendirme yapilir.



Kazein Hidrolizasyon Testi

Bu test, siitiin proteinini olusturan ve kolloidal karakterde bulunan kazeinin, bakterilerce
sentezlenen, proteolitik ve ekstraselliiler bir enzim olan protease tarafindan hidrolize
edilebilme durumunu saptamak i¢in kullanilir. Mikroorganizmalarin tiirlerinin
identifikasyonunda ise yarar.

Materyal

% Icinde % 10 yagsiz siit bulunan agar (siitlii agar)

¢ Mikroorganizmalarin saf ve taze kiiltirleri

++ Kontrol pozitif (B. subtilis) ve negatif (E. coli) mikroorganizma kiiltiirleri
% Ekilmemis besi yeri

+» Gerektiginde siitlii siv1 besi yeri de kullanilabilir.

Metot

Stitlii agar besi yerine ¢izgi tarzinda mikroorganizmalar ekilir ve petri kutusu 37°C de 2-
14 gilin kadar inkubasyona birakilir. Petri kutular: her giin, kontrollerle karsilastirilarak,
muayene edilirler.

Degerlendirme

Siire sonunda koloniler etrafinda olusan acik alan, stitteki kazeinin hidrolize oldugunu
ifade eder (pozitif reaksiyon). Negatif durumlarda koloni etrafinda hafif opaklasma
gorulir.

Dikkat edilecek noktalar

++ Sonucu iyi degerlendirmek icin Petri kutulari siyah bir zemin {izerine konulur.

% Siitte bulunan laktozu fermente eden mikroorganizmalar asit olusturmalari
nedeniyle siit proteininde degismeler meydana getirebilir ve agilmalara yol
acabilir. Bunu anlamak i¢in, petri kutusuna % 1 HCI veya % 1 Civa Klorir
solusyonundan konur. Eger acilan sahalarin rengi kaybolursa, kazein hidrolize
olmamistir.



Sularda Koliform Tayini

Coklu tlip fermantasyon tekniginin ana hatlari: Koliform grubu, aerobik ve fakiiltatif
anaerobik, gram negatif, spor olusturmayan ¢ubuk sekilli bakterileri tanimlar. Bunlar;

laktozu 48 saatte, 35 °C’'de gaz cikisi ile fermente ederler.

Coklu tip fermantasyon teknigi; tahmin testi, dogrulama testi ve tamamlama testi

olmak tizere 3 kademede yapilir.

Tahmin Testi

Bu testin amaci sularda tahmin edilen kirlilik derecesine gore belirlenen numune
hacminin fermantasyon tiiplerine konulmasi ve bu tliplerde 48+3 saat icinde gaz
olusumunun incelenmesidir. Eger fermantasyon sonucu gaz olusursa, lireme ortami
bulanik hale gelir. Aktif fermantasyon, asagidan yukari dogru siirekli gaz kabarciklarinin
cikisi ile gozlenebilir. 48+3 saat sonunda tahmin deney tiliplerinde koliform bakteri
liremesine kanit olan bir gaz olusumu yoksa, test sonucu negatiftir. Tahmin deneyi i¢in
laktoz  broth kullanilabilir. Pozitif sonuglar dogrulama testi yapilmadan

kullanilmamalidir.

Dogrulama Testi

Fermantasyon icin laktoz broth kullanilabilir. Dogrulama testi icin parlak yesil laktoz
safra broth besi yeri kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Bu testin yapilmasindaki amac, 48
saatin sonunda, tahmin testinde belirlenen gazin koliform bakteriler tarafindan meydana
getirilip getirilmediginin dogrulanmasindan ibarettir. 48 saat sonunda gaz Uretimi
goriilen numunenin orijinalinden tiim tiliplere ¢esitli seyreltmeler yapilir. Seyreltme
yapilan tiim fermantasyon tiiplerinde lireme ve gaz olusumunun varligi kontrol edilir. 24
saatlik inkiibasyon sonunda, ortamda bir gaz olusumu varsa, dogrulama testi pozitiftir;

gaz olusumu izlenmezse test negatiftir.

Tamamlama Testi

Tamamlama testi, dogrulama testinden sonra uygulanir ve en son kademedir. ki testten
olumlu sonug alindiktan sonra, tamamlama testi yapilir. Bu amag i¢in parlak yesil laktoz
safra broth iceren fermantasyon tiipleri kullanilir. Gaz iiretimi gozlenen tiiplerin her
birinde gaz ¢ikisi gozlenir gozlenmez, hemen numune alinarak Endo veya Eosin Metilen
Mavisi iceren kaplara ekim yapilir. Kap 35+0.5 °C’de, 24+2 saat inkiibe edilir. Endo veya

eosin metilen mavisi agar lizerinde gelisen koloniler tipik, atipik veya negatif olarak



tanimlanir. Olusan koloniler, koloni sayicida belli bir biiytitme altinda sayilirlar. Eger 48
saat sonunda laktozda gaz liretimi varsa ve mikroskopik inceleme, spor olusturmayan
gram negatif cubuk bakterilerin varhigin1 gosteriyorsa, test tamamlanmis sayilir ve

koliform organizmalarin varligi kanitlanmis olur.

Tahmin testi:
% 10 oraninda laktoz iceren 5 adet 10 ml’lik fermantasyon tiipiiniin her birine 1 ml
seyreltilmis su numunesi konur, 37 °C’de inkiibe edilir.
Dogrulama testi:
Sonuclar incelendikten sonra, durham tiiplerinde gaz ¢ikisi olan fermentasyon
tiiplerinden eozin metilen blue agar ylizeyine ekim islemi gergeklestirilir, 37°C’de inkiibe
edilir.
Inkiibasyondan sonra asagida verilen koloni tipleri olusabilir;
Kolifrom grubu bakteriler;

% Koyu kirmizi, ¢cekirdekli, metalik parlaklik olabilir ya da

% Pembe, opak, cekirdeksizdirler.
Diger saydam renkli koloniler Koliform degildir.
Tamamlama testi:
Dogrulama testine pozitif sonuc veren kolonilerden tekrardan laktoz iceren tiiplere ekim
islemi gerceklestirilir. 37°C’de inkiibe edilir. Gaz ¢ikis1 tamamlama testinin de pozitif

oldugunu gosterir.



