Bakteriyoloji Laboratuvarinda Calisma Kurallari



1- Laboratuvara camurlu veya tozlu ayakkabi ile girilmemeli, mimkunse
ayakkabilar temizlenmeli veya disarida birakilmali ve temiz bir ayakkabi
giyilmelidir.

2- Laboratuvara girerken beyaz (veya diger renkte) bir gomlek giyilmeli,

calisma bittikten sonra da cikarilmali ve laboratuvarda 6zel yerine
asilmahidir. Gomlek disari géturtlmelidir.

3- Laboratuvara palto, kitap, defter, vs. ile girilmemelidir.

4-Laboratuvara yemek getirmek, yemek yemek, sakiz ve ciklet
cisnemek, 1slik calmak, sesli konusmak, sarki soylemek yasaktir. Cay ve
sigara da icilmemelidir.



5- Laboratuvar masalarinin tzerine oturulmamalidir.

6- Laboratuvara ziyaretci sokulmamalidir. Eger zorunluluk varsa, ayakkabilarinin
Uzerine plastik steril galos gecirilmeli ve onunla laboratuvara girilmelidir.

7- Calisma masalarinin Uzeri, calismaya baslamadan once ve calisma bittikten sonra
dezenfektan bir madde ile silinmelidir (%0.5 formol, %5 lizol, vs.).

8- Calisma masasinin  uzerinde, Ilizumlu malzemeden baska esya
bulundurmamalidir.

9- Calisirken elleri agza, buruna, yuze veya goze sirmemeli ve kalem, kagit, iplik,
etiket vs. agiza goturilmemelidir.

10- Mikroplu tlp veya petri kutularini acik olarak masa Gzerine birakmamalidir.

11- Gomlek ceplerine sivi veya kati kultur ihtiva eden tlip veya petri kutusu
koymamalidir.

12- Ekim yaparken veya calisirken pencereler kapali olmali, konusmamali, lGzumsuz
el-kol hareketleri yapmamalidir.



13- Etrafa mikroplu bir madde sacilinca veya kultir tupleri kirilinca
Uzeri, dezenfektan bir maddeye batirilmis pamukla ortilmeli ve uygun
bir etki suresinden sonra toplanarak alinmalidir. Boyle durumlarda
laboratuvar yetkililerine hemen haber verilmelidir.

14- Calisma bittikten sonra kirlenen tup, pipet, vs. kendilerine ait
kaplara konulmalidir.

15- Kullanilan lam ve lameller, icinde dezenfektan bir madde bulunan
Ozel kaplara veya kavanozlara konulmalidir.

16- Oze veya igneleri kullanmadan 8nce iyice sterilize etmeli (yakmal),
soguduktan sonra kullanmali ve tekrar vyaktiktan sonra vyerine
koymalidir.

17- Calisma bittikten sonra eller 6nce sabunlu su ile yikanmali ve sonra
dezenfektan bir madde ile dezenfekte edilmelidir.



18- Pipetlerin steril olmasi ve agiza gelen kisminda pamuk bulunmasi
gereklidir. Pamuksuz olanlar, kagit sargisindan ucu disari cikanlar ve kagit
sargisi acik olan pipetler kullanilmamalidir. En iyisi manuel calisan (yari
otomatik) pipetler tercih edilmelidir.

19- Pipetle tehlikeli sivi cekerken pamuga kadar cekilmemeli ve arada 6-7 cm.
lik bir giiven boslugu birakiimalidir.

20- Sterilitesinden stuphe edilen bir malzeme kullanilmamalidir.

21- infekte bir materyali havanda ezerken, baslik, gozlik, burun maskesi ve
eldiven kullanilmahdir.

22- Laboratuvarda kullanilan malzeme ve maddelerin kirilmasina,
bozulmasina meydan verilmemelidir.

23- Mikroskop, pH metre, terazi, su banyosu, santriflj vs. gibi lGzumlu ve
hergin kullanilabilecek malzeme cok dikkatlice kullanilmali, kullanilmadan
dnce ve sonra temizlenmelidir.



24- Etlv, buzdolabi ve dipfirize konacak tup, petri kutusu, vs.
malzemenin Uzeri okunacak sekilde yazilmali veya etiketlenmelidir.
Silinmis olanlar cikarilmahdir.

25- Laboratuvardan ayrilirken gémlek, baslik, maske ve eldiven cikarilr.
Eldivenler dezenfektan icine konur ve digerleri sterilizasyon icin
kendilerine ait yerlere asilirlar veya birakilirlar.

26- Laboratuvarlarda sinek veya bocek bulunmamali ve yok edilmelidir.
Mikrop tasiyarak tehlikeli olabilirler.

27- Calisma bittikten sonra her sey yerine konur. Havagazi, elektrik, su
ve vakum musluklari kapatilir ve iyice kapatilmis olduguna da dikkat
edilir.

28- Calisirken daginik olmamali, temiz, derli-toplu ve bilin¢li olmali ve
aseptik kosullara azami derecede riayet edilmelidir.



29- Calisma programi bir giin 6nceden veya Laboratuvara girmeden
once hazirlanmaldir.

30- Laboratuvardan disari herhangi bir tehlikeli kultir veya materyal
cikarilmamalidir.

31- Kullanilmis kagit, pamuk, vs. kendine ait 6zel kutulara birakilmalidir.

32- Yapilan budatidn c¢alismalarin  kayitlari dogru ve zamaninda
tutulmalidir.

33- Laboratuvar havasi tozsuz olmalidir.
34- Calismanin ozelligine gore "steril kabinet" kullaniimalidir.



Mikroskoplar

 GUnUimuzde cesitli amaclar icin yapilan mikroskoplar baslica 5 temel
bolime ayrilirlar.

1- Isik mikroskoplari,

2- Karanlik saha mikroskoplari,
3- Fluoresens mikroskoplari,
4- Faz-kontrast mikroskobu,

5- Elektron mikroskoplari.



1. Istk Mikroskobu

* Laboratuvarlarda genel amaclar icin her zaman kullanilan ve buyitme
kapasitesi 1000-3000 arasi olan mikroskoplardir.

e Bu tlr mikroskoplar baslica 3 kissmdan olusmaktadir.
1- Optik kismi,

2- Aydinlatma kismi,

3- Mekanik kisim.



1. Istk Mikroskobu
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1. Isik Mikroskobu
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https://veteriankey.com/laboratory-techniques/



Figure 3.3 Refraction in the compound microscope usingan oil immersion objective lens.
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2. Karanlik saha mikroskobu
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3- Faz-kontrast mikroskobu
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https://microbenotes.com/phase-contrast-microscopy/




4-Fluoresens mikroskoplari

https://tr.aliexpress.com/item/32467955258.html



5- Elektron mikroskoplari

https://www.hitachi-hightech.com/eu/product_detail/?pn=em-ht7800&version=



Bakterilerin makroskobik morfolojileri
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Bakterilerin mikroskobik morfolojileri
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Bakterilerin mikroskobik morfolojileri
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Bakterilerin mikroskobik morfolojileri
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Bakterilerin mikroskobik morfolojileri

https://microbeonline.com/endospore-staining-principle-procedure-results/ e o .
https://www.tipacilar.com/clostridium-botulinum/



Bakterilerin mikroskobik morfolojileri
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Bakterilerin mikroskobik morfolojileri
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Bakterilerin mikroskobik morfolojileri

https://gordonvet.com.au/leptospirosis-outbreak-sydney-july-2019/



MiKROSKOBIK iINCELEME iCiN PREPARAT HAZIRLANMASI
Boyama icin preparat hazirlanmasi

 Boyamak amaci ile, supheli kiltirlerden veya marazi maddelerden
(organlardan, patolojik sivilardan, kandan, idrar, gaita, sperma, sut, vs)
preparatlar hazirlanir, genel ve/veya 0zel boyama teknikleriyle
boyanarak mikroskopla muayene edilirler.

* Otopsiden veya biopsiden elde edilen 1-2 mm3 miktarlarindaki kiictik
parcaciklar temiz ve kullanilmamis iki |lam arasinda ezilerek, veya
pensle tutulan organ parcasi lama suirulerek veya lam organ
parcasinin kesit yuztne surilerek ince bir preparat hazirlanir. Organin
veya parcanin yuzeyinde kontaminasyon olasiligi varsa, bu takdirde,
kizdirilan bir spatidl organin yuzeyine kisa bir surede tutularak
(degdirilerek) organin yizeyi steril hale getirilir. Bundan sonra, bu
bolgeden iceri sokulan pens veya 6ze ile alinan kicluk parcalar hem
froti yapmak ve hem de ekim icin kullanilr.



MiKROSKOBIK INCELEME iCiN PREPARAT HAZIRLANMASI

* Boyama icin preparat hazirlanmasi

* Organ, sut, eklem sivisi, sivap gibi materyallerden peraparat hazirlama

1. Ornegin yiizeyi bek alevinde kizdirilan bir

spatiil ile yakilir

2. Steril pastor pipeti ile icerik ¢ekilir veya organdan
steril makas ile kiiguik bir parga kesilir

3. Lam lizerine froti ¢eker gibi icerik yayilir veya doku
pargasinin kesit ylizeyi ile temiz bir lama siirilerek
siirme veya tuse preparat hazirlanir

88 4. Preparat kurutulur

5. Tespit

a)Fiziksel (alevden 3 defa gegilerek) veya
b)Kimyasal tespit yapilir (metil alkol ile 3-4 dk., etil
alkolde 10 dk.) ve sonra hafif akan suda yikanir

6. Boyanir ve kurutma kagidi arasinda kurutulup 1
damla immersiyon yagi damlatilip mikroskopta 100X
objektifte diyafram sonuna kadar agilarak incelenir



MiKROSKOBIK iINCELEME iCiN PREPARAT HAZIRLANMASI

* Boyama icin preparat hazirlanmasi

* Patolojik sivilardan ve sivi kulturlerden preparat hazirlamada 6ze
kullantlr.

* Bu sivilardan alinan bir 6ze dolusu materyal lamin tam ortasina
konarak ince bir tabaka halinde ve yavasca (etrafa sicratmadan) yayilir.
EkGvyonun marazi madde iceren ucu, lama surulerek froti hazirlanir.

e Kandan preparat hazirlamada, temiz bir lamin uclarindan birine yakin
yvere bir damla taze kan konur ve diger bir lamin kisa kenari veya lamel
ile ileri itilmek suretiyle ince bir preparat hazirlanir. Kani yaymada
kullanilan 1am veya lamel, kan ihtiva eden |lam ile 45 derecelik aci
yapacak sekilde egik tutulur. Hazirlanan kan frotisinin ince ve homojen
olmasi gereklidir.

e [drar dérneginden preparat hazirlamak icin 6nce idrar dérnegi santrifij
edilir ve dipteki tortudan preparat hazirlanir



MiKROSKOBIK INCELEME iCiN PREPARAT HAZIRLANMASI

* Boyama icin preparat hazirlanmasi

—
30°-45°

https://veteriankey.com/laboratory-techniques/



MiKROSKOBIK iINCELEME iCiN PREPARAT HAZIRLANMASI

* Preparatlar amaca ve usuline gore hazirlandiktan sonra yapilacak
ikinci islem, bunlarin kurutulmasidir.

* Preparatlarin genellikle, havagazi alevinin Ustinde ve déndurulerek
(dairesel ve yatay) cabuk kurumalari saglanir. Lam, alevin Ustinde ve
vanmayacak bir yukseklikte pensle veya parmaklarla tutularak
kurutulur.

e Kurutma islemi, ayrica, preparatlar oda veya etlv isisinda birakilmak
suretiyle de yapilabilir.

 Kurutma islemi sirasinda, lam Uzerinde bulunan mikroplar hafifce
lama vyapisirlar. Ancak, su ile yikandiklarinda dusebilirler.



MiKROSKOBIK INCELEME iCiN PREPARAT HAZIRLANMASI

* Preparatlar kurutulduktan sonra tespit edilirler.

* Bunun bircok yararlari bulunmaktadir;
1- Mikroorganizmalar, genellikle, dlurler,

2- Mikroplar 1ama yapisirlar,
3- Mikroplarin protoplasmalari

4-Sutrukturleri muhafaza edi
sekillerinde bozukluklar gézlene

koagule olur ve
ir. Ancak, fazla

oilir.

1Isida  mikroplarin



MiKROSKOBIK iINCELEME iCiN PREPARAT HAZIRLANMASI

Tespit baslica iki tarzda yapilir.

1- Fiziksel (termal) tespit: Kurutulan preparat, bir ucundan 6zel pensle
tutularak alevin icinden 3 defa gecirilerek tespit edilir. Tespit sirasinda
preparatin  yanmamasina dikkat edilir Yanmis preparatlarda
mikroorganizmalar dagilmis, sismis ve deforme olmus bir sekilde
gorullurler. 2- Kimyasal tespit: Kan ve dokulardan yapilan preparatlar
kimyasal maddeler (metil alkol, alkol-eter, alkol-aseton, etil alkol, vs.)
vardimi ile tespit edilirler. Metil alkol ile 3-4 veya etil alkol de 10 dakika
sure ile tespit yapildiktan sonra fiksatifler dokuliur ve preparat cok hafif
akan suda yikanur.

* Boylece preparatlar boyanmak icin hazir hale gelmistir. Amaca gore
basit, kompleks veya 6zel boyama yontemleri kullanilir.



MiKROSKOBIK INCELEME iCiN PREPARAT HAZIRLANMASI

 Boyama icin preparat hazirlanmasi

e Kultirden preparat hazirlanmasi

Kati besiyerinden preparat hazirlama

1.
2.

Oncelikle temiz bir lam alinir, dnlGgin ic yuzi ile lam silinir.

Lamin alti bir kalemle cizilerek lamin yonu belirlenir ve lamin altinda bir halka
cizilerek 6rnegin konulacagi yer belirlenir

Alttan halka seklinde cizilen yere bir 6ze dolusu steril fizyolojik tuzlu su (FTS)
konulur.

Supheli bakteri kolonisinden 6ze ile alinir ve lam Uuzerine konulan FTS de
homojen hale getirilir.

Kurutulur, tespit edilir, boyanir, kurutma kagidinda kurutulduktan sonra 1 damla
immersion yagl damlatildiktan sonra 100X objektifte diyafram sonuna kadar
acilarak incelenir



MiKROSKOBIK iINCELEME iCiN PREPARAT HAZIRLANMASI

* Boyama icin preparat hazirlanmasi

e Kilturden preparat hazirlanmasi

Sivi ktlturden preparat hazirlama

1. Oncelikle temiz bir lam alinir, dnlGgin ic yuzu ile silinir.

2. Lamin alti bir kalemle cizilerek lamin yona belirlenir ve lamin altinda
bir halka cizilerek érnegin konulacagi yer belirlenir

3. Alttan halka seklinde cizilen yere calkalanarak homojen hale
getirilen sivi kiltirden bir 6ze dolusu alinip konulur ve dairesel
olarak yavyilir.

4. Kurutulur, tespit edilir, boyanir, kurutma kagidinda kurutulduktan
sonra 1 damla immersion yagi damlatilir ve 100X objektifte diyafram
sonuna kadar acilarak incelenir



Boyalar ve Boyama Metotlari

e Bakterinin yapisi, icinde Uredikleri ortamdan, cok az bir refraktif
indeksle ayrildigindan, laboratuvarlarda genel amaclar icin kullanilan
IStk mikroskoplariyla iyi gértlmeleri zordur.

* Bu semitransperent yapi, ancak boyanarak ve bulunduklari yerle olan
kontrastlari artirilarak daha belirgin hale getirilebilirler.

* Mikroorganizmalar  boyandiktan sonra, @ mikroskopta  kolay
gorulebildikleri gibi, buyukluk, sekil, spor, kapsul, internal sttriktuirleri
hakkinda da gerekli bilgiler elde edilebilir.

* Ayrica, boyanma Ozelliklerine gbére de bazi mikroorganizmalar
(mikobakteriler  gibi) identifiye edilebilirler. Bu nedenle,
mikroorganizmalari tanimada, boyama cok dnemli role sahiptir. Bunun
icin cok 6zel boyama yontemleri ortaya konulmustur.




Boyalar ve Boyama Metotlari

 GUnumuzde, mikrobiyoloji alaninda dogal boyalar (karmin, orsein,
indigo, kinakina, v.s) cok az kullanilmasina karsin, sentetik boyalardan
cok daha fazla yararlaniimaktadir.

* |lk sentetik boya, anilinden elde edildigi icin bitiin sentetik boyalara
anilin boyalari adi verilmistir. Ancak, bunlarin cogu anilinden elde
edilmedigi gibi, anilinle de iliskili degildirler.




Boyalar ve Boyama Metotlari

* Boyalar, boya molekdilinin elektrik yuklerine gore, asit, bazik ve notr
olarak ¢ bolime ayrilir;

* Asit Boyalar

lyonize olduklari zaman, molekulin porsiyonu negatif elektrikle
yiklenir. Bunlar da renkli asitlerin tuzlaridir (genellikle, sodyum tuzu).
Bazen potasyum, kalsiyum veya amonyum tuzlari olabilir. Asit boyalar
arasinda, asit fuchsin, safranin, asit pikrik, eosin, v.s bulunmaktadir.

* Bazik Boyalar

lyonize olduklari zaman, molekuliin boya kismi pozitif elektrikle
yiklenir. Bunlar da renkli bazlarin tuzlaridir (genellikle, klorid benzen
sulfat, okzalat ve asetat). Bazik boyalardan, metilen mavisi, Jansiyana
violet, bazik fuchsin cok kullanilr.



Boyalar ve Boyama Metotlari

* Notr Boyalar

Asit ve baz boyalarin uygun oranda karisimlarindan elde edilir (Giemsa,
Wright, Leishman vs).

Bakterilerde asit yapida olan organizasyonlari (6zellikle, ntkleer sistemi )
ve molekulleri boyamada bazik boyalardan fazla yararlanilin. Asit boyalar
da sitoplasmayi boyamada kullanilir.

Hlcre icinde bulunan asit ve bazik karakterdeki yapilarin, bazik veya asit
boyalarla birlesme yetenekleri bulunmaktadir. Boylece boyanma, asit ve
bazik sukriktarlerle olusan karsilikli kimyasal iliskilere dayanmaktadir.



Boyalar ve Boyama Metotlari

Mikrobiyolojide kullanilan boyama yontemlerini baslica 2 gruba ayirmak
mumkunddar.

1. Basit boyamalar: Bu tarz boyamada, preparatlardaki mikroorganizmalar
hakkinda kisa slre icinde bilgi edinmek icin tek boya solusyonu kullanilir. Boya,
preparata bir defa uygulanir ve bakteriler boyalarin karakterine gére boyanirlar. Bu
amacla karbol flchsin, kristal violet ve metilen mavisi gibi genellikle bazik boya
solusyonlarindan birisi secilir.

2. Bilesik boyamalar: Birden fazla boyanin istiraki ile yapilan boyama yontemleridir.
Bunlar arasinda:

a) Diferensiyel boyamalar: Mikroorganizmalari birbirinden ayirmada kullanilir
(Gram, Ziehl-Neelsen).

b) Sutruktiurel boyamalar: Bakterilerin ic ve dis yapilari hakkinda bilgi edinmek icin
kullanilan bilesik boyama yontemleridir (spor, kapsul, flagella, cekirdek, lipid, v.s.).



Boyalar ve Boyama Metotlari

Basit Boyama Yontemleri

» Karbol Fuchsin ile Boyama: preparat Gzerine karbol flichsin solusyonu

konur ve 5-10 saniye boyama icin

oirakildiktan sonra, boya dokultr ve

nafif akan su ile vyikanir. Kurutma kagidi ile (veya havada)
kurutulduktan sonra, Uzerine sedir (immerison) yagi konarak 100X

objektifi ile bakilir. Mikroorganizmalar kirmizi renkte gorualurler.

e Kristal Violet ile Boyama:Hazirlanan preparat Uzerine boya
solusyonundan (kristal violet) konarak 20-30 saniye kadar bekletilir.
Sdrenin sonunda boya dokulur, preparat su ile yikanir, kurutulur ve
immersiyon objektifi ile muayene edilir. Mikroorganizmalar mor

renkte goruilirler.



Boyalar ve Boyama Metotlari

Basit Boyama Yontemleri

* Metilen Mavisi ile Boyama: Bu amacla Loffler metilen mauvisi

solusyonu kullanilir. Preparat Gzerine boya solusyonu
dakika bekletilir. Boya doékulur, yikanir, kurutulur ve
objektifi ile muayene edilir. Mikroplar mavi renkte gorulGr

konarak 5-8
Immersiyon

er.

* Negatif Boyama: Bu tur boyama yonteminde mikroorganizmalar degil,

saha boyanir. Karanlik olan sahada mikroplar renksiz

veya parlak

olarak goruillrler. Bu amac icin nigrosin veya cin murekkebi kullantlr.
Lam Uzerine bir damla boya ve sonra bir damla kulttr konarak yayilir
ve ince bir froti hazirlanir. Kuruduktan sonra muayene edilir. Bu

yontemden kapsul ve spiroketleri gormek icin yararlanilir.




Boyalar ve Boyama Metotlari
Bilesik Boyamalar

 Gram Boyama Teknigi
a) Preparat hazirlanir, kurutulur ve tespit edilir
b) Kristal violet (veya metil violet) solusyonu ile 2-3 dakika boyanir.

c) Boya dokulir ve preparat lGzerine lugol solusyonu konarak 1-2 dakika
beklenir. Lugol solusyonu dokdulur.

d) Absolut alkolde dekolere edilir (alkol renksiz akincaya dek).
e) Su ile yikanir.

f) Safranin (veya eosin, sulu fuchsin) ile 5-10 saniye boyanir.
g) Su ile yikanarak boya giderilir.

h) Kurutma kagidinda (veya havada) kurutulur.

i) Sedir yagi konarak immersiyon objektifi ile muayene edilir. Bu yontemle
mor gorulen mikroorganizmalar Gram pozitif ve pembe gorilenler de Gram
negatif olarak degerlendirilirler.



Boyalar ve Boyama Metotlari

 Gram Boyama Teknigi
Gram pozitiflik ve negatiflik Gzerine bircok gorusler ileri strilmustar.

1. Gram pozitif mikroorganizmalar, negatiflerden daha disik pH limitlerine sahiptirler. Bu nedenle
de bazik boyalara karsi affiniteleri fazladir.

a) Asit boya ile Gram pozitif gorilen mikroplar, boyanin alkalinitesi artirilirsa Gram negatif olabilirler.
b) Bazik boya ile Gram pozitif gorilen mikroplar, boyanin asiditesi artirilirsa Gram negatif olabilirler.

2. Gram pozitiflerden elde edilen lipoidal maddelerin ozelligi, Gram negatiflerinkinden farkhdir.
Birincide sature olmamis yag asitleri daha fazladir ve ayni zamanda oksidan maddelere olan iliskisi
de yuUksektir. Kullanilan mordanlarin oksidan olmasi, bazik boyalara karsi affiniteyi artirir.

3. Gram pozitif mikroplarin hiicre duvari pepitidoglikan yapisinda olup miktarca cok fazladir. Bu
striktir Gram negatiflerde ise ¢cok azdir. Bu tabakanin giderilmesi, Gram pozitif mikroplari, Gram
negatif hale sokar. Gram pozitiflerde ayni zamanda Magnesium ribonukleate'da fazla bulunur. Bu
madde negatiflerde yoktur.

4. Alkolle dekolorasyonun gereginden fazla yapilmasi Gram negatiflige egilimi artirir.

5. Gram pozitiflerde hiicre duvarinda teikoik asit vardir



Boyalar ve Boyama Metotlari

* Asidorezistans Etkenleri Boyama Teknigi

Tuberkiloz etkenleri boyamak icin onceleri kullanilan Ehrlich (1882)
metodu  sonradan  Ziehl-Neelsen  tarafindan  degistirilmistir.
Mikroorganizmalarin etrafinda balmumu tabakasinin  bulunmasi,
bunlarin normal boyama yontemleri ile boyama olanagini ortadan
kaldirmaktadir. Bu nedenle boya icine fenol konur ve alttan hafifce
Isitilarak balmumu tabakasi yumusatilir. Boylece boyayi kolayca alan
balmumu tabakasi, asit-alkolde dekolore olmaz ve boyayi birakmaz.



Boyalar ve Boyama Metotlari

* Asidorezistans Etkenleri Boyama Teknigi

Ehrlich-Ziehl - Neelsen (EZN) Mikobakterileri boyama yontemi

a) Preparat hazirlanir, kurutulur ve tespit edilir.

b) Lam Uzerine ve bitln lami kaplayacak tarzda karbol flichsin solusyonu konur.

c) Preparat alttan 4-5 dakika ve aralikhi olarak hafifce isitilir. Preparatin yanmamasina ve
kabarciklarin cikmamasina dikkat edilir (preparat Gzerinden hafif buharlar cikabilir).

d).Boya dokullr ve preparat asit-alkolde (% 95 alkol + % 3 HCI asit) dekolore edilir.
e) Su ile yikanir.

f) Preparat tGzerine metilen mavisi solusyonu konur ve 10-15 saniye boyanir.

g) Boya dokulir ve su ile yikanir.

h) Kurutulur ve immersiyonla muayene edilir Mikobakteriler veya asidorezistens
mikroorganizmalar pembe kirmizi renkte ve diger mikroplar ise mavi renkte gorularler.



https://www.biognost.com/product/tb-stain-histo-kit/



Fecteau, M.,-Ross, J., Tennent-Brown, B.S., Habecker, P.L., Sreevatsan, S., Sweeney, RW., &
Whitlock, R.H. (2009). Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis High Shedding in an Adult
Female Alpaca, and its Implications for the Rest of the Herd. Journal of Veterinary Internal
Medicine, 23, 1311 - 1314.



Boyalar ve Boyama Metotlari

* Modifiye Ziehl - Neelsen yontemi (Stamp boyamasi)
brucella ve chlamydia etkenlerini boyamada da kullanilabilir.
a) Preparat hazirlanir, kurutulur ve tespit edilir.

b) Karbol fiichsin (1/10) ile 10 dakika boyanir.

c) Asetik asit (% 0.5) ile yikanarak boya giderilir.

d) Su ile yikanir.

e) Malasit yesili (% 1) veya metilen mavisi ile birka¢c saniye boyanir.
Brusella, Klamidia'lar kirmizi renkte ve noktaciklar halinde (tek tek veya
kiimeler) goralur.
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Hareket muayenesi

Lam-lamel arasi muayene

Asili damla teknigi

Yari kati ortamda Uretme
Flagella boyama

Elektron mikroskopla boyama
Antiflagellar serumla yapilan test



Hareket Muayenesi

37 The hanging-drop method for detection of motility.

38 Motility medium (semi-solid) with TTC indicator; from
left, uninoculated, motile and non-motile bacteria.

Quinn P.J. et al., 1999

https://microbiologylaboratoryturkey.blogspot.com/2019/02/lam-lamel-
aras-preparat-hazrlama-lam.htmi



Izolasyon ve identifikasyonu yapilan bakteriyel etkenin
antibiyotik duyarliligi in-vitro yontemler ile test edilir
Rutinde siklikla disk difiizyon yontemi kullanilir

Disk difuzyon Yontemi

http://www.megep.meb.gov.tr/mte_
program_modul/moduller_pdf/Anti
mikrobiyal%20Madde%20Testleri.pdf

https://azkurs.org/antimikrobiyal-maddeler-antibiyotik.html



Antibiyogram testi
Disk difflizyon testi

ted against
amphenicol
in inoculum

Quinn P. J. et al., 1999



Quinn P. J. et al., 1999



Ornek tablo

Tablo 1. Calismada Test Edilen Antibiyotiklerin Disk lcerigi ile CLSI (2014) ve EUCAST (2014) Sinir Dedierleri

CLSI-2014 EUCAST-2014
crang  CLSlagore  Antibiyotkdiski Y€ FUURT
bildirim grubu adi (pi_;) g Duyarh Orta Direngli Duyarli Direncli
duyarh
1 A Ampisilin 10 >17 14-16 <13 >14 <14
2 A Gentamisin 10 215 13-14 <12 >17 <14
3 B Amikasin 30 >17 15-16 <13 >16 <13
4 B Ampisilin- 10/10 >15 1214 <1 >14 <14
sulbaktam
5 B Sefuroksim aksetil 30 >23 15-22 <14 >18 <18
6 B Siprofloksasin 5 221 16-20 <15 222 <19
7 B Levofloksasin 5 >17 14-16 <13 >22 <19
8 B imipenem 10 >23 20-22 <19 >22 <16
9 B Trimetoprim- 1.25/23.75 516 1415 <10 516 <13
stilfametoksazol

Suzlk, S., Kaskatepe, B., Avciklcgik, H., Aksaray, S., & Basustaoglu, A. (2015). CLSI'dan EUCAST’e geciste Uriner

BURDUR MEHMET AKIF ERSOY UNIVERSITES]

VETERINER FAKOLTESH
MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

SRV SLRORRRIN ] | IR
Hayvan Sahibinm Adi Soyadu:
Adresi:
Kaynt No:
Laboratuvara Gelen Numune:
Izolasyon ve ldentitikasyon Sonucu:
Antibiyogram Test Duyarh Orta Duynrh Direncgli
Lid Penisillin G
S Streptomycin
AMI. Amaxycillin
AMC Amoxycillin+Clavulanic
Acic
SAM Ampicillin+Sulbactam
AMES Ampicillin
o8 Cloxacillin
L Erythromycin
o Gentamicin
h Neomycin
R Rifamycin
L Lincomycin
DAL Danofloxacin
GCIE Ciprofloxacin
ENR Enrofloxacin

EED Ceftiofur

CEE Cefopernzonc

XM Cefuroxime

1t Tetracycline :

oT Oxytetracycline
Do Doxycycline

57 || R
TY Tylosin

TIL Tilmicosin 3

FFC Florfenicol

TOB Tobramycin

MET Mecthicillin

sistem

enfeksiyonu etkeni Escherichia coli izolatlarinin antibiyotik duyarliliklarinin karsilastiriimasi. Mikrobiyol Bil, 49(4), 49

1-501.




Bakterilerde izolasyon ve identifikasyon

Asamalar:

A-IZOLASYON

1- bakteriyoskopi

2- kaltar yapma

B-IDENTIFIKASYON

1-Bakterilerin mikroskobik ozellikleri

2-Bakterilerin koloni morfolojileri ve kultlirel 6zellikleri
a-Kati ortamda koloni morfolojileri
b- Sivi ortamda ureme ozellikleri
c- Fizyolojik 6zellikleri
d- Metabolik 6zellikleri



e-Biyokimyasal 6zellikleri
f- Bakteriyofajlara duyarhlik
g- antibiyotiklere duyarlilik
h- patojenite ve toksijenite

3- Genetik ve Biyoteknolojik Ozellikleri
a- Genetik ozellikleri
b-Biyoteknolojik Yontemler

4- Serolojik Ozellikleri
-serotiplendirme



Kaynak:
Bekar M. Enterobactericeae familyasi mikroorganizmalarin genel karakterleri ve tani yontemleri. Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitlisi Muadurligu, Etlik-Ankara. Yayin No:97-1.



Kaynak:

Bekar M. Enterobactericeae familyasi mikroorganizmalarin genel
karakterleri ve tani yontemleri. Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitls
Madurlagu, Etlik-Ankara. Yayin No:97-1.




« ONPG TESTi:

* Bu test, o-nitrophenyl - beta-D-galactoside'in (ONPG) ayrismasini katalize eden beta-galaktosidase enziminin varliginin belirlenmesi amaciyla
yapilmaktadir. Beta galaktosidase ortamda bulanan basit galoktozid'leri (laktoz dahil) ayristiran ve indiiklenebilen intraselliiler bir enzimdir.

» Bakterilerin, laktozu fermantasyon kabiliyeti, ortamda bulunan ONPG 'nin ayrismasi icin gerekli olan beta-galaktosidase enziminin varligina baglidir.
Eger besiyerinde galaktosidase pozitif bir bakteri varsa, renksiz olan ONPG hidrolize edilerek, sari kromojenik bir madde olan O-nitrofenol (ONP)
serbest kalir. Pozitif reaksiyon da bu maddenin tespiti lzerine dayanir. Serbest kalan o-nitrofenol, alkali bir solusyonda bulunursa, tautometrik
degismelere maruz kalarak sari renk meydana getirir.

p-galaktosidase
Bakteri + ONPG — so-nitrofenol (ONP)

(renksiz) (hidrolizasyon) (san)

Bu reaksiyon, ozellikle, laktozu gec parcalayan veya stipheli reaksiyon veren mikroorganizmalara kesinlik kazandirmada ise yarar. Boyle bakterilerin
cogu 3-galaktosidase pozitif reaksiyon vermektedirler. Pozitif reaksiyon laktozun fermente oldugunu gosterir.

Materyal

1) icinde ONPG bulunan 5 ml miktarinda SIVI besiyeri.
2) Muayene edilecek mikroorganizmalarin saf ve taze SIVI kalturleri.
3) Kontrol pozitif (E. coli) ve negatif (P. morganii) suslarin kiltarleri

Metot

ONPG brothda mikroorganizmalar bolca ekildikten sonra 37 °C de 18-24 saat inkubasyona birakilirlar. Sirenin sonunda kultirler santrifuje edilerek
Ust taraf atilir. Bakteri tortusuna 0.25 ml fizyolojik su ilave edilerek homojen bir suspansiyon yapilir. Buna bir damla toluene konularak iyice
calkalanir. Tip 37 °C de 5-10 dakika su banyosuna birakilir. Sonra, buna 0.25 ml ONPG solusyonu katilir ve tekrar su banyosuna 20 dakika ile 24 saat
sure ile konulur. Tuplerdeki renk degisimine dikkat edilir. Tiiplerde 20 dakika icinde bir degisiklik yoksa inkubasyona devam edilir.

Degerlendirme

Tuplerde sari rengin meydana gelmesi ONPG nin hidrolize edildigini (pozitif reaksiyon) ve renksiz olmasi da negatif reaksiyonu gosterir.



Kaynak:
Bekar M. Enterobactericeae familyasi mikroorganizmalarin
vekil : v genel karakterleri ve tani yontemleri. Veteriner Kontrol ve

ONPG Testi 37°t'de 10 ihktbasyon Arastirma Enstitiisi Midurltgi, Etlik-Ankara. Yayin No:97-1.
{05 m onps
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Metil Krmast (MK) Testi

(Clark-Lups)

Voges Proskauer (VP) Testi

1 mi Koltdr + 0.6 mi %S5 lik Alfa-Naft
Sol. + 0.2 mi %40 hik KOH

3

('

ey e
Bestyen
(CarkA )
Kaynak:
Bekar M. Enterobactericeae familyasi mikroorganizmalarin genel

karakterleri ve tani ydontemleri. Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitisi Maduarlag, Etlik-Ankara. Yayin No:97-1.

Voges - Proskauer (VP) Testi

Bu test, bazi mikroorganizmalarin glikozu fermente edilerek, notral bir Griin olan
acetylmethylcarbinol'u (acetoin) meydana getirme yetenegini tayinde kullanilir.

Bakteri tdrlerini (K. pneumoniae (+), E. coli (-) belirlemede kullanilir.

Glikoz, 6nce pirlvik asit'e metabolize olur. Pirlvik asit, glikolizisde en 6nemli kilit
intermedierdir. Pirlvik asidin ayrismasi, bakterilerin tirlerine gére aerobik veya anaerobik
yolla olur. Glikozun fermentasyonu sonu acetoin ve bunun bir nétral rediksiyon Grina
olan 2,3 -butanediol'da (CH;.CHOH.CH;) meydana gelmektedir.

Voges Proskauer testi ile metil red testi, ortamlarinin ayni olmasi nedeniyle birlikte
uygulanabilirler. Metil red pozitif olanlarda (organik asit fazla olmasi nedeniyle),

VP reaksiyonu negatif olabilir. N6tral Griinler meydana gelmeyebilir (genel bir kural degil).
Ik baslangicta MR testi pozitif gériilebilir. inkubasyon siiresi uzarsa acetoin olusabilir.
Materyal

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

2) Mikroorganizmalarin saf ve taze kiltirleri

3) Kontrol pozitif (E.cloacae, K.pneumoniae) ve negatif (E.coli) suslarinin kiltirleri

4) O'Meara ayiraci (veya Barzit VP ayiraci)

5) Ekilmemis besi yerleri

Metot

icinde glikoz bulunan bufferli besi yerine kiiltiirlerden ekilir ve 37°C de 2-7 giin inkube
edilir. Bu slirenin sonunda kultirlere ve ekilmemis tiplere ayiractan (O'Meara) 1 mlilave
edilerek hafifce calkalanir ve su banyosunda (37°C de) 4 saat tutulur. Aralikli olarak hafifce
calkalanir.

Degerlendirme

Besiyerinin Ustlinde 2-5 dakika icinde pembe rengin olusu, acetoin varligini ortaya
koydugundan pozitif reaksiyon olarak kabul edilir. Eger sari renk meydana gelirse negatif
olarak dikkate alinir.O'Meara testi, ortamda olusan acetoin'e baglidir. Bu madde de,
oksijenin bulundugu durumda alkali ortamda okside olur ve diasetil (CH,.CO.CO.CO;)
meydana gelir. Bu son madde de, kreatin'le reaksiyona girerek pembe renk meydana
getirir.



Metil Kirmizisi Testi

* Bu test, glikozun fermentatif metobolize olmasi sonu besi yerinde organik asitlerin meydana gledigini ve pH'nin distigini ortaya koymak
icin yapilir. Deney, mikroorganizma cinslerinin (E. coli +, Enterobacter aerogenes -, E. cloacae -) ve tirleri (L. monocytogenes +) ayirmada
kullanilir. Metil kirmizisi solusyonu pH 6.0 da sari renk ve pH 4.4 den asagida kirmizi renk gosterir.

* E. coli tarafindan glikozun ayristirilmasi asagida gosterilmistir.

2 alikoz4H, 0. ———+ laktik asittasetik+etanol+2C0, +2H

Materyal asil

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

2) Saf ve taze mikroorganizma kultirleri

3) Kontrol pozitif (E. coli) ve negatif (E. cloacae) mikroorganizma kiiltirleri

4) Metil kirmizisi pH indikatord

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 Ustte kirmizi renkli bir halkanin meydana gelisi pozitif metil kirmizisi testi olarak kabul edilir. Negatif
reaksion halinde Ust tarafta sari bir halka gorulir.



Sitrat Testi:

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

Materyel:

* 1) Tup icinde yatik Simmons citrate agar besi yeri (4-5 ml, pH 6.9 ve yesil renkte)
2) Test edilecek mikroorganizmalarin taze ve saf kulturleri
3) Kontrol pozitif (Klebsiella aerogenes) ve negatif (E. coli) mikroorganizmalari
4) Ekilmemis besi yerleri

* Metot

* Muayeneleri yaﬁllacak saf kultdrler steril fizyolojik su veya buffer ile biraz sulandirildiktan sonra
besi yerlerine ekimler yapilir ve tipler 2-7 gun 37 °C inkubasyonda tutulur.

* Degerlendirme

* 1) Simmons citrate besi yerinde, uygun bir inkubasyon siresi sonunda hicbir iremenin olmamasi
ve ortamin orijinal yesil rengini muhafazasi negatif reaksiyon ve ekim hatti boyunca Greme ile
birlikte koyu mavi rengin meydana gelmesi de pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir.



Kaynak:

Bekar M. Enterobactericeae familyasi mikroorganizmalarin genel
karakterleri ve tani yontemleri. Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstittsi
Muaddarlaga, Etlik-Ankara. Yayin No:97-1.

Sitrat Kullanim

Simmons Sitrat



e Kaynak:
Bekar M. Enterobactericeae familyasi mikroorganizmalarin genel

karakterleri ve tani yontemleri. Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlsu
Mudduarltgu, Etlik-Ankara. Yayin No:97-1.



MIKROORGANIZMALARI URETME ORTAMLARI

1-Cansiz ortamlar
2- Canli ortamlar

1- Cansiz Ortamlar (Besi Yerleri)

A-Genel Besiyerleri

* Herhangi bir inhibitér madde icermeyen, besin maddelerince yeterli veya
zengin, herhangi bir mikroorganizma grubunun gelismesini 6zel olarak
desteklemeyen, bazi zor gelisenlerin de dahil oldugu cok sayida
mikroorganizmanin gelismesini saglayan besiyerleridir.

* Bu grupta degerlendirilen besiyerleri genel olarak bakteriler icin kullanilir.
Bununla beraber, bu besiyerlerinde maya ve kifler de gelisebilir.



Dehidre besi yerleri

Besiyeri bilesenleri, formulasyonda belirtilen oranlarda bir
araya getirilip kurutularak toz veya granul sekilde
ambalajlarda hazir karigim haline getirilmis ticari
besiyerlerine,dehidre besiyerleri denilmektedir.

Resimler: T.C. Milli Egitim Bakanligi, Laboratuvar hizmetleri
modiilii, Besi yerleri, Ankara-2015
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Genel besiyerleri baslica toplam mezofil aerob bakteri sayimi, toplam psikrofil aerob bakteri sayimi, bozulma
ya da hastalik etmeninin 6n izolasyonu gibi amaclar icin kullanilir. Buna gore;

#-Basta gida maddeleri olmak tzere pek cok ornekte "toplam mezofil aerob bakteri sayisi” ile "toplam
Esikrofil aerob bakteri sayisi” tayinleri 6nemli kalite kriterleridir. To‘olam mezofil aerob bakteri sayisindan
asit 28—30 oC'da (kimi kaynaklara ve amaca gore 35—37 oC'da) gelisebilen aerob bakterilerin sayisidir.

#-Gunldk kullanimdaki bakterilerin aktiflestirilmesi, basit olarak korunmasi vb. amaclarla da genel besiyerleri
yaygin olarak kullanilir.

#-Nedeni hakkinda bir n fikir edinilemeyen bozulma ya da hastalik etmeninin izolasyonu igin de genel
besiyeri kullanilir. Burada amag, etmenin her ne olursa olsun 6ncelikle izole edilmesidir ve genel bir besiyeri
kullanmak bir anlamda zorunludur.

Tum bakterilerin gelistirilebilecegi nitelikte bir besiyeri yoktur. Genel besiyerleri zor gelisen bakterilerin
sadece bir bolimunun gbeligmesini saglayabilir. Klinik mikrobiyolojide farkli §ruplardaki zor §eli§en bakteriler
icin genel besiyerlerine basta kan olmak lzere katkilar ilave edilerek zenginlestirmeler yapilmaktadir.

Genel besiyerleri, inkiibasyon kosullarinin degistirilmesi ile psikrofillerin, termofillerin, mikroaerofillerin,
aerotolerantlarin ve 6zel inkiibasyon kosullarinin saglanmasi ile kismen anaeroblarin gelistiriimesinde de
kullanilir

Nutrient Agar ve Nutrient Broth, Tryptic Soy Agar ve Tryptic Soy Broth , Brain—Heart (Infusion) Broth ve
Brain—Heart Agar, Tamponlanmis Peptonlu Su genel besiyeri olarak degerlendirilir. Kanl Agar ise, basit
bilesimli bir genel besiyerine kan ilavesi ile hazirlanir.

Kanli agar, klinik mikrobiyolojide standart genel besiyerlerinde gelisemeyen "zor gelisen" bakterilerin
izolasyonu i%in kullanildiginda "zenEinIestiriImi%genel besiyeri" olarak degerlendirilir. Gida mikrobiyolojisinde
elde edilen bir izolatin hemoliz reaksiyonunun belirlenmesi amaci ile kullanildiginda ise identifikasyon
besiyeridir. Bir klinik 6rnekten sadece I8 hemoliz yapan bakterilerin izolasyonu icin kullaniliyorsa bu kez
diferansiyel besiyeri olarak degerlendirilir



https://www.merckmillipore.com/TR/tr/product/Tryptic-Soy-
agar, MDA CHEM-105458



B- Selektif Besi yerleri

Selektif besiyerleri, karl?lk bir mikrobiyel floradan gelismesi istenmeyenleri
olabildigince fazla baskilamak, ancak gelismesi istenenler icin -tersine olarak-
minimum dizeyde olumsuz etki yapmak tzere formiulize edilir. Bu amacla
genellikle cesitli inhibitér maddeler kullantlir

Yuksek selektivite gosteren besiyerleri, tek cins ya da turde mikroorganizma
ﬁellg,mesme izin vereceginden bu besiyerleri selektif izolasyon, selektif sayim ve
atta on identifikasyon amaclari ile kullanilabilir.

Bir besiyerine selektivite kazandirilmasi sadece inhibitor madde ilavesi ile
vapilmaz. Gelistirilmesi istenilen mikroorganizmanin kullanabilecegi, ancak
refakatci mikroflora tarafindan kullanilamayan besin maddeleri besiyerine karbon
ve azot kaynagi olarak verilerek de selektivite saglanabilir. Ornegin, gida
sanayisinde Pseudomonas aranmasi icin kullanilan GSP Agar besiyerinde
glutamat ve nisastadan baska besin maddesi yoktur. Nisasta ve glutamat
Pseudomonas ve Aeromonas turleri tarafindan besin maddesi olarak
kullanilirken, gida maddeleri, atik sular ve gida endustrisi ekipmaninda bu
bakteriler ile birlikte bulunan refakatci mikroflora bu maddeleri metabolize
edemedigi icin gelisemez.



C. Diferansiyel (Ayirt Edici, Fark Ettirici) Besiyerleri

* Diferansiyel besiyerlerinde gelismesi istenen mikroorganizma yaninda diger
mikroorganizmalar da gelisebilir. Ancak basta koloni morfolojisi olmak tzere
cesitli farkhliklar ile hedef mikroorganizma digerlerinden ayrilir.

* Ayirt edici koloni 6zelligi, cesitli pH indikatorleri, boya maddeleri, indirgeyiciler,
diger indikatorler vb. maddelerin besiyerine ilavesi ile yapilir. Pek cok
mikroorganizma belirli bir karbohidrati kullanirken asit olusturur ve bu asitlik pH
indikatoru ile kolayca belirlenebilir. Ayrica mikroorganizmanin jelatinaz, lipaz,
lesitinaz vb. enzim aktiviteleri besiyerinde olusan berrak zonlar ile belirlenebilir.

* Bu besiyerleri sivi ya da kati olabilir. Katilardan koloni izolasyonu mumkuindutr
ancak, sivi besiyerinde sadece hedef mikroorganizmanin var/yok oldugu anlasilir.

* Diferansiyel besiyerleri, amaca gore selektif izolasyon, selektif sayim ve on
identifikasyon amaclari ile kullanilmaktadir.



Choromocult Coliform Agar (Merck 1.10426)
Hazirlanmis besiyeri opalesent ve sarimsi renktedir. E. coli

kolonileri koyu mavi-mor, Citrobacter freundii kolonileri kirmizi
renkli, SaImonella kolonileri renksiz gozlenir.

Alinti: https://www.microbiyoloji.org




D. Zenginlestirme Besiyerleri

 Karisik bir mikroflora icinde hedeflenen bir mikroorganizmayi gelistirmek,
sayisini artirmak icin kullanilan zenginlestirme besiyerleri, 6n zenginlestirme
besiyerleri ve selektif zenginlestirme besiyerleri olarak 2 alt gruba ayrilir.

* On zenginlestirme besiyerleri genel olarak hasar gdormus (yaralanmis, stres
altinda) mikroorganizmalarin aktivitelerini kazanmalari icin kullanilan,
bilesiminde inhibitdr icermeyen, dolayisi ile aktivite kazanmasi istenen
mikroorganizma yaninda refakatci mikrofloranin da gelismesini saglayan sivi
besiyerleridir. Buna gore "6zel amacla kullanilan genel besiyerleri" olarak da
nitelendirilebilirler.

* Bu besiyerlerine en tipik ornek, gidalarda Salmonella aranmasina yonelik
calismalarin ilk asamasi olan 6n zenginlestirmede kullanilan "Tamponlanmis
Peptonlu Su" besiyeridir. Bilesimi 10 g/L et peptonu, 5 g/L NaCl ve 10 g/L fosfat
tampon olan bu besiyerinde Salmonella yaninda ortamdaki diger bakteriler de
kolaylikla ve iyi bir sekilde gelisebilir.
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» Selektif zenginlestirme besiyerleri ise 6zel amacla kullanilan selektif sivi besiyerleridir.

Bunlara en tipik ornekler Listeria ve Salmonella aranmasinda kullanilan besiyerleridir.

* Selektif zenginlestirme asamasinda karisik kiltir olarak bulunan bakterilerden gelismesi

istenmeyenler, cesitli selektif inhibitorlerin kullanimi ile kismen ya da timiuyle engellenir.

» Selektif zenginlestirmenin amaci, selektif izolasyonda basari sansini artirmak icin aranan

bakterinin karisik ktltlr icindeki sayisini artirmaktir.

E. identifikasyon Besiyerleri

Selektif ve diferansiyel besiyerlerinin 6n identifikasyonda kullanilabilecegine yukarida
deginilmistir.

Tam selektif bir besiyerinde gelisen bir mikroorganizmanin identifikasyonu cins ve hatta
tur bazinda tamamlanabilir. Diferansiyel besiyerlerinde de ayni durum gecerlidir.

Bir mikroorganizma izolatinin tanimlanmasi icin halen en cok kullanilan testler

biyokimyasal nitelikli olanlardir. Identifikaslon besiyerleri, mikroorganizmanin belirli bir

besin maddesini (0rnegin, laktoz) kullanip uIIanmadlﬁmm saptanmasi, belirli bir besin

maddesinden metabolizma sonunda tayin edilebilecek metabolitleri (ornegin,

triptofandan indol) olusturup olusturmadiginin belirlenmesi vb. amaclar ile kullanilir.

Bakterinin hareketli olup olmadiginin saptanmasi amaciyla kullanilan yari kati besiyerleri

Ic(zle”Iou rgt}a dahil edilmektedir. Yar1 kati olarak Nutrient Agar gibi genel besiyeri
ullanilabilir.



* Bir besiyerinde birden cok mikrobiyolojik tanimlama testi ayni anda beraberce
yapilabilir. Bunun en tipik ornegi Salmonella analizinde yaygin olarak Triple Sugar
Iron Agardir. Yatik agar olarak tlplerde hazirlanan bu besiyerinde tek ekim ile
glikoz, laktoz ve sakkarozdan asit olusturma, glikozdan gaz olusturma ve H,S
olusturma testleri yapilmaktadir. Bu gibi identifikasyon amacl ve birden cok test
uygulananlar "kombine besiyeri" olarak adlandirilir



F- Digerleri

* Agar disk difiizyonu (Mueller Hinton Agar) ile yapilan antimikrobiyel duyarlilik ve
minimal inhibisyon konsantrasyonu (Mueller Hinton Broth) testleri, vitamin ve
aminoasitlerin mikrobiyel vyolla belirlenmesi, saf kultirlerin  korunmasi
(koleksiyonu), tasinmasi gibi ©6zel amaclara yonelik olarak kullanilan cesitli
besiyerleri de vardir.

e Endustriyel Gretimde kullanilan besiyerleri ise oldukca farkh bir gruptur. Bunlarin
disinda istenilen formulde "siparis Uzerine" Uretilen besiyerleri de vardir. Bunlar
talebe gore dehidre, sivi, sisede ya da Petri kutusuna dokilmus sekilde
hazirlanabilmektedir.



Besi yeri Bilesimine Katilan Baslica Maddeler

Su: Besiyeri hazirlamada kullanilan suyun damitma veya deiyonizasyon ile taze hazirlanmis olmasi, ba%ta bakir
olmak Gzere toksik metalleri icermemesi gerekir. Damitik (distile) su icin en ideali, cam sistemlerden elde edilen
suyun kullanilmasidir.

e Taze hazirlanmis saf suyun pH'si 6,5-7,5 arasinda olmalidir. Depolanmis saf su atmosferik karbondioksitin
absorbe edilmesi sonucu asit pH gosterir. Eger saf suyun pH'si 5,5'in altinda ise, bu su isitilarak CO2
uzaklastirihr ve pH yeniden kontrol edilir. Eger pH hala dusik ise, NaOH ile notral pH'ya getirilir ve saf su
sistemi kontrol edilir.

 Ozellikle klinik ve veteriner mikrobiYoIojiyi ilgilendiren bazi bakteriler, besiyeri hazirlamada kullanilan suyun
igindke_ki safsizliklara karsi cok duyarlidir. Bu gibi bakterilerle calisildiginda suyun ¢cok 6zenle hazirlanmasi
gerekir.

Pepetonlar: Pepton terimi, proteinlerin hidrolizi ile elde edilen Grunlere verilen genel isimdir.

. Yasa}ian tum hicrelerde oldugu gibi mikroorganizmalar da azot, karbon, tuzlar ve diger besin maddelerine
gereksinim quarIar. Istisnalar dl?lnda, mikroorganizma gruplarinin oldukca biyik bir bélimu, proteinleri
azot kaynagi olarak kolaylikla kullanamaz. Bu nedenle azotlu bilesikleri, cok daha kolay kullanabildikleri
protein hidrolizatlarindan saglar.

* Peptonlar sadece azot degil, karbon kayna%l olarak da mikroorganizmalar tarafindan kullanihr. Bunun
yaninda, peptonlarin bilesiminde bulunan bazi aminoasitler ve vitaminler de bazi mikroorganizmalar igin
gelisme faktori olarak oldukca 6nemli islev gorur.

* Proteinler; kuvvetli asitler ve kuvvetli alkaliler ile ya da enzimatik olarak temel bilesenleri olan peptit ve
aminoasitlere ayrisir. Bu amacla en ¢ok kullanilan proteolitik enzimler papain, pepsin ve pankreatindir.

* Peptonlar, bircok ticari firma tarafindan cesitli hayvansal dokulardan, sitten ve soyadan farkli yéntemlerle
elde edilir ve farkli ticari isimlerle pazarlanir ve/veya dehidre besiyerleri icine katilir.

* Aksine bir belirtme yoksa, mikrobiyolojide "pepton" denildiginde, pankreatin enzimi ile hidrolize edilmis et
peptonu (Peptone from meat, pancreatic) anlasilir. Bu pepton ticari firmalar tarafindan farkli isimlerle anilir. #



Maya Ekstrakti:Maya ekstrakti (maya 06zltl, yeast extract), proteolitik olarak
otolize edilmis ﬁpargalanm@) bira mayasinin (Saccharomyces cerevisiae) sulu
ekstraksiyonu ile elde edilir. Ozellikle, ylUksek B kompleks vitamini
konsantrasyonu sayesinde cogu mikroorganizmanin iyi bir sekilde gelismesini

saglar.

* Bilesimindeki aminoasitler, peptitler, vitaminler, karbohidratlar ve mineraller
nedeniyle pek cok mikrobiyolojik calismada besiyeri katkisi olarak kullanilir.
Ealrlbof}idrat icermesi nedeniyle karbohidratlardan asit olusturma testlerinde
ullanilmaz.

Et Ekstrakti : Et ekstraktl (et 6zutl, meat extract), genellikle yagi ve tendonlari
ayrilmis, ekstraksiyon oOncesi hafifce hidrolize edilmis etten elde edilir.
Karbohidrat icermez. Bu nedenle karbohidratlardan asit qu?turma testlerinde
kullanilabilir. Cesitli besiyerlerinde et peptonlarinin yerini alabilir.

Malt Ekstrakti : Malt ekstrakti (malt o6zitl, malt extract), biralik arpanin
cimlendirilmesi ve kavrulmasi ile elde edilen malttan Gretilir. Basta maltoz olmak
uzere, cesitli karbohidratlarin yiksek konsantrasyonuna bagl olarak maya ve
kiflerin gelistirilmesi icin kullanilir. %1,7 konsantrasyondaki cozeltisi maya ve
kiflerin gelistirilmesi icin uygun bir besiyeridir. Gerekirse bu cozelti cesitli
peptonlar ile desteklenebilir ve/veya asitlendirilebilir ve/veya agar ve pepton
eklenerek Malt Extract Agar seklinde kati besiyeri olarak kullanilabilir.



Beyin ve Kalp Ekstrakti: Beyin ekstrakti (brain extract) ve kalp ekstrakti (heart extract) streptokoklar,

pneumokoklar, meningokoklar, gonokoklar vb. gibi zor gelisen (fastidious) patojen bakterilerin

Eeligtirilmesi icin Brain Heart Broth ve Brain Heart Infusion gibi isimlerle anilan besiyerlerinin
ilesimine katilr.

Agar: Besiyerlerinin kati hale getirilmesi icin en cok kullanilan jellestiricidir. ioéu kez diger agarli
besiyerleri ile karistirllmamasi icin "agar agar" olarak anilir. Agar bir poligalaktozid olup,
"Agarophytes" olarak adlandirilan bazi kirmizi deniz yosunlarindan (Gelidium, Eucheuma, Gracilaria,
Acanthopeltis, Ahnfeltia, Pterocladia turleri) elde edilir. Bazi hidroksil gruplari stlfurik asit ile
e(sj’qlerle_a’girilmi§tir. Mikrobiyolojik kullanim amaciyla en iyi kalitedeki agar Gelidium turinden elde
edilenidir.

Agarin katilastirma (jellestirme) 6zelligini bilesimindeki D-galakton saglar. Bilesiminde ayrica
inorganik tuzlar, cok az miktarda protein benzeri maddeler ve eser miktarda yag vardir.
Mikrobiyolojide kullanilan agarlar 6zel olarak saflastirilarak antimikrobiyel maddeler ve
pigmentlerden arindirilir.

Agar, besiyeri bilesimine sadece jellestirici olarak katilir. Uzun ve dallanmis zincir yapisi nedeniyle -
bir kag istisna disinda- mikroorganizmalar tarafindan besin maddesi olarak kullanilamaz.

Agar Yaklasik olarak 85—-90 oC'da erir, 40—-45 oC'da jellesir.

Besiyerine amaca gore %0,05-2 gibi geni? bir sinirda ilave edilebilir. Distk aﬁar konsantrasyonlari
(%0,05—-0,3) genellikle hareketliligin belirlenmesi, mikroaerofil karakterdeki bakterilerin gelistirilmesi
gibi 6zel amaclarla kullanilir. Standart kullanim konsantrasyonu %1-1,5'tir.



* Karbonhidratlar:Bazi besiyerlerinin bilesimine bakteriler icin enerji ve karbon
kaynagi olarak katilan karbohidratlarin bir baska kullanim sekli
karbohidratlardan asit olusturmaya dayali identifikasyon testleridir

* Besiyeri bilesiminde karbon kaynagi olarak en cok kullanilan karbohidratlar
glikoz, laktoz ve sakkarozdur. Bunlardan glikoz pek cok bakteri tarafindan
kullanilabildigi icin, daha cok genel besiyeri bilesimlerinde yer alir.

* Adonitol, arabinoz, dekstroz (glikoz), dulsitol, galaktoz, inositol, inulin, laktoz,
levuloz (fruktoz), maltoz, mannitol, mannoz, melezitoz, melibiyoz, nisasta,
rafinoz, ramnoz, sakkaroz (sukroz), salisin, sellobiyoz, selliloz, sorbitol, trehaloz
ve ksiloz cesitli karbohidrat testlerinde kullanilmak Gzere cogunlukla sivi ya da
kati besiyerlerine katilabilmektedir.

* Tuz: Aksine bir belirtme yoksa "tuz" denilince sodyum klorir anlasilir. Cogu
besiyerinin bilesimine izotonik bir ortam olusturmak icin katilir. %0,85 NaCl,
serum fizyolojik adi ile seyreltme ¢ozeltisi olarak yaygin olarak kullanilir.

» Tuza dayanikli (halotolerant) ve tuz seven (halofil) bakterilerin selektif
izolasyonu icin yuksek konsantrasyonlarda 6zel besiyerlerinin bilesimine katilir.



Tampon Maddeler: Mikroorganizmalar genel olarak notr ve nétre yakin pH'larda iyi
elisir. Bazi mikroorganizmalar alkali pH'lari yeglerken (6rnegin Rhizobium
aktelrileri), bazilari (6rnegin mavyalar, kifler, asidofilik bakteriler) asidik ortamlari

severler.

Besi yerlerinde pH degisiminin minimumda tutulmasi amaciyla besiyerine cesitli
tampon maddeler ilave edilir. Tampon (buffer) olarak en cok kullanilan maddeler,
fosfatllard(KZHPO4, KH2PO4, Na2HPO4, 8 gliserofosfat), karbonatlar, asetatlar ve
sitratlardir.

pH Indikatorleri : Mikrobi¥el metabolizma sonunda bazi besiyeri bilesenlerinden
gejitli asit veya alkali Grunler meydana gelir. pH'daki degisme en kolay olarak pH
Indikatorleri ile belirlenir ve bunlarin renk degisimine bagli reaksiyonlar o
besiyerinde gelisen mikroorganizmalar icin dnemli géstergeler olur.

* Asagida, besiyeri bilesimlerinde yaygin olarak kullanilan pH indikatorleri ve pH'ya
bagli renkler verilmistir.



Cizelge : pH Indikatorleri ve Renk Degisim Sinirlari

Indikator Asit pH / renk Alkali pH / renk
Fenol blue 3,0/ sar1 4,9 / mavi
Fenol red 6,8 / sar1 8,4 / kirmizi
Bromocresol green 3,8 / sar1 5,4 [ mavi
Bromocresol purple 5,2 / sar1 6,3 / menekse
Bromothymol blue 6,0 / sar1 7,6 [ mavi
Cresol red 7,2 / sari 8,8 / kirmizi
Litmus 5,6 / kirmizi 8,3 / mavi
Metil red 4.4 / kirmizi 6,2 / sar1
Neutral red 6,8 / kirmizi 8,0 / sar1

Rosalic acid 6,8 / sar1 8,2 / kirmizi



Diger indikatérler: Mikrobiyel metabolizmaya bagli olarak bazi kim(yasal[arm ge?(itli reaksiyonlar
sonucu olusturduklari belirli Grinlerin saptanmasi, bu besiyerlerinde gelisen mikroorganizmalarin
on iijentl_fikasyonunda kullanilir. Bu tip reaksiyonlarda kullanilan indikator ornekleri asagida
verilmistir.

MUG (4-Methylumbelliferyl-B-Glucuronide): E. coli taniminda son yillarda en yaygin olarak
kullanilan bir bilesiktir.

Kan: Aksine bir uyari yoksa besiyeri bilesimine giren "defibrine koyun kani"dir. Hemoliz
reaksiyonunun belirlenmesi icin kullanilir.

Jelatin ve kazein: Bunlar, proteolitik bakterilerin belirlenmesi amaciyla besiyeri blinyesine katilir.

Lesitin: Yumurta sarisi ve soya fasulyesinde bulunan lesitin, cesitli bakterilerdeki lesitinaz enzim

aktivitesi sonunda parcalanir ve lesitin katilmis kati besiyerinde koloni etrafinda berrak zonlar

EerIUr. Gida mikrobiyolojisinde Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus besiyerlerinin
ilesiminde yer alir.

Kromojenik substratlar: Kati besiyerinde seker ve pH indikatorine bagl selektif izolasyon sistemi
yerine, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl, 5-bromo-6-chloro-3-indolyl ya da 6-chloro-3-indolyl gibi
indolil tirevleri olan kromojenik substratlarin kullanimi giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir.
Bu sistemin prensibi, kromojenik substratin hedef bakteri ya da bakteri grubu icin 6zgtin olan
enzim ilejeker ve kromojene parcalanmasi, oksijen varliginda sivi besiyerinin ya da kati
besiyerindeki koloninin renk degistirmesidir. Klasik pH indikatériinden farkli olarak bu sistemde
koloni etrafinda zon olusmaz, dogrudan koloni rengi degisir ve bu degisim pH'dan etkilenmez.



inhibitorler: Selektif besiyeri bilesimlerinde, istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini baskilayan cesitli
inhibitér maddeler kullanilir. inhibitér maddelerin etki sekilleri cok farklidir ve giicleri konsantrasyonlarina
baglidir.

Besiyerlerinde inhibitor olarak kullanilan maddeler genel ve selektif inhibitorler olarak kabaca ikiye ayrilabilir.
Genel inhibitorler daha genis bir spektrumda istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini engellerken, selektif
inhibitorler belirli mikroorganizmalarin gelisimini etkiler. Bununla beraber, en ¢ok kullanilan inhibitorler
hakkinda asagida kisaca bilgi verilmistir:

Boyalar: Metakrom sarisi (metachrome yellow) Proteus kolonilerinin yayilmasini, eosin Y ve metilen mauvisi
(methylen blue) Gram pozitif bakterilerin gelisimini, malasit yesili Pseudomonas aeruginosa disindaki pek ¢cok
refakatci floranin gelisimini baskilar.

Sodyum azid: Gram negatif bakterilerin gelisimini engeller.
Safra tuzlari (Bile salts, Ox bile): Gram pozitif bakterilerin gelisimini engeller.

Antibiyotikler: Genellikle bakterileri engellemek icin genis spektrumlu olarak kif gelistirme besiyerlerinde ya
da refakatci bakteriyel florayi inhibe etmek icin dar spektrumlu olarak kullanilirlar. Ornegin, Bacillus cereus
refakatci floraya gore Polimiksin B silfattan daha az etkilendigi icin, bu bakteri ile ilgili calismalarda besiyeri
bilesimine katilir. Benzer sekilde E. coli 0157:H7 serotipi ile ilgili calismalarda sefiksim yaygin olarak kullanilir,

Ayrica, selenit, tetratiyonat, bizmut, lauryl silfat, yiuksek konsantrasyonda asetat vb. maddeler cesitli
besiyerlerinde inhibitér madde olarak kullanilir,



Diger Maddeler:

Inaktivatorler: Lesitin, sistein, Tween 20, Tween 80 gibi.

Stimalatoérler: vitaminler, glisin, piruvat, Tween 80 ve c¢esitli elementler gibi.
Ozel besin maddeleri : Nitrat ve glutamat gibi.

Indirgeyiciler: Anaerobik ortam olusturmak icin cesitli maddeler kullanilir. Bunlar
arasinda ilk akla gelen thioglycollate'tur.



Besi Yeri Hazirlama Asamalari

1- Tartim

Resim: T.C. Milli Egitim Bakanligi, Laboratuvar hizmetleri
modiilii, Besi yerleri, Ankara-2015



e 2- Coziindlirme: Su ile cozundurullr. Ben mari veya isitici tabla ile isitarak ¢cozdiirme gerekebilir.

e 3-pH ayarlama

e 4-Sterilizasyon

Sterilizasyon icin hazirlanmis besi yerleri



* Ardindan besi yerleri petri kutularina dokulebilir ve katilasmasi icin beklenir.

Eger besi yerleri tupte isteniyorsa, tlpe altarilir ve katilasmasi icin tip egik olarak beklenir. Eger tupte dik agar
isteniyorsa tlup dik olarak beklenir ve besi yeri katilasir.




2- Canhi Ortamlar
A-Embriyolu kanatli yumurtalar
B- Doku-hicre kulturleri
C- Deney Hayvanlari
-Konvansiyonel Deney Hayvanlari
-Spesifik Patojen Free Deney Hayvanlari
-Germ Free deney Hayvanlari



e Kaynaklar:

1- www.mikrobiyoloji.org

2- T.C. Milli Egitim Bakanligi, Laboratuvar hizmetleri, Besi yerleri,
Ankara-2015 (Fotograflarin alintisi bu kaynaktan yapilmistir)

3-ARDA Mustafa, Temel Mikrobiyoloji, Medisan Yayinlari, Ankara, 2007.


http://www.mikrobiyoloji.org/

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

* Nukleik asitlerin (DNA veya RNA) in vitro amplifikasyonlari (sayisal cogaltilmasi),
patojenlerin ve dolayisiyla da infeksiyonlarin, timarlerin, genetik hastaliklarin
teshisinde ve adli tipta, en fazla kullanilan yontemlerin arasinda yer almaktadir.

* DNA Amplifikasyon Teknikleri

* Bu teknik, klinik materyallerde bulunan veya izole edilen etkenlere ait DNA’larin
veya bazi spesifik sekanslarin in vitro olarak enzimatik amplifikasyonlarini
amaclar. Pratikte de, bu DNA amplifikasyon yontemi, digerlerine oranla daha
fazla uygulama alani bulmustur. RNA karakterindeki genomik materyaller de
once, revers transkriptaz (RT) ile komplementer DNA’ya (cDNA) cevrilerek
amplifikasyonu yapilir.

* DNA amplifikasyonunun en yaygin ve dnemlisini Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) olusturmaktadir. Bu nedenle teknik hakkinda asagida gerekli bilgiler
verilmektedir.



Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR)(Polymerase Chain Reaction, PCR)

PZR'in gelistiriimesi, molekuler teknolojinin ve ayni zamanda, kullanim alaninin da

a

geni?lemesme yol acmistir. PZR, son yillarda, biomedikal arastirmalar yani sira infeksiyoz

anlarin teshisinde, epidemiyoloji, genetik defektlerin saptanmasinda, adli tip ve diger
anlarda da genis bir uygulama ortami bulmustur.

Bir FOk disiplinde oldugu gibi, insan ve veteriner hekimlikte de cok buyuk yararlar
saglayan PZR’in calisma Brensibi, oldukca basittir. Ozet olarak, izole edilen veya
Eatolojik materyallerde bulunan hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA), spesifik
1sa zincirli oligonukleotid primerler yardimi ile, enzimatik olarak sayisal cogaltiimasi
(amplifikasyor% olarak tanimlanabilir. Bu hedef genetik materYaI cok az sa?nda ve
hatta, bir cok veya sayisiz diger veya ilgisiz DNA'lar arasinda olsa bile cogaltilabilir ve

homojen bir DNA materyali haline getirilebilir ve kolayca da identifiye edilebilir.

PZR kicUk volumler halinde hazirlanir. Sdyle ki, 0.5 ml mikrofij tipine 50 pl hacimde
materyal konur. Bu materyaller arasinda,

1) Aranan hedef DNA sekanslari,

2) ki tur spesifik oligonukleotid primerleri (15-30 bazlik, tek iplikcikli),
3) Termostabil DNA polimeraz (Tag polimeraz veya digerleri)

4) Dort tur dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) bulunur.



https://www.indiamart.com/proddetail/pcr-reagents-
https://www.indiamart.com/proddetail/pcr-reagents- 9533428833.html
9533428833.html



PCR kabini
https://www.labunlimited.co.uk/pdf/UV-Cabinet-PCR-Workstation-UVT-B-AR-Grant.pdf



www.memorial.com.tr

PCR thermocycler
www.thermofisher.com

https://upload.wikimedia.org/
wikipedia/commons/b/b5/Loa
ding PCR_mixture to_thermo
cycler_machine.jpg



POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR, PCR)
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* Bu on hazirliklar tamamlandiktan sonra, PZR baslica 3 asamada gerceklestirilir. Bunlar da,

* 1) Hedef DNA’'nIn denatiirasyonu: Blitin gerekli materyaller cok kiicik miktarlarda
mikroflj (Ependorf, vs.) tiplerine konduktan sonra ozel bir aletin LThermaI cyclerz
gozlerine yerlestirilir. Alet otomatik olarak 1siyi 95°C’ye yukselterek bu i1sida hede
DNA’larin denatirasyonu (nukleik asitin iki iplikciginin birbirlerinden ayrilarak tek iplikcik
haline gelmesi) saglanir. Bu islem icin, materyalin tiirine gore degismek lizere 3-5 dakika
kadar bir stire yeterli olmaktadir.

 2) Primerlerin baglanmasi: Ayarlanmis olan sire sona erdikten sonra, alet istyi, 50-52°C
ve indirerek ortamda bulunan iki tir primerin, her birinin komplementeri oldugu tek
iplikcik hedef DNA Ulzerindeki spesifik sekanslara baglanmasi gergeklegtirilir. Soyle ki,
primerlerden biri kendine ait 5'-terminusu ile hedef DNA’lardan birinin 3'-ucu ile ve diger
Brimerler de, ikinci tek iplikcik DNA'nin, antiparalel olan diger ucunda bulunan 3'-ucuna
aglanarak, DNA polimerazin ¢alisma yonune uyiun olarak (5' ®3') baglanirlar. Bu

islemlerin tamamlanmasi da yaklasik yine 3-5 dakika kadar devam eder.

* 3) Polimerizasyon: Bu baglanma siiresi bitince aletin 1sisi hemen 70- 72°C’ye cikarak,
tupler icinde bulunan ve 1stya dayanikli olan Taq polimeraz enzimi, 53 yoniinde olmak
Uzere, ortamdaki nukleotidleri kullanarak, primerlerin 3'-terminusuna nukleotidleri
yerlestirir ve béwece hedef DNA sekansinin bir kopyasi elde edilir. Polimerizasyon
reaksiyonunda, hedef DNA'nin tek iplikcik sekanslari kalip 6devi gorir. Bu siire de yaklasik
3-5 dakika sirmektedir.



* Boylece, PZR’In 3 asamadan olusan ve yaklasik olarak 10-15 dakika
kadar devam eden birinci amplifikasyon asamasi, tekrar isinin 95°C’ye
yukseltilmesi ve ayni asamalarin 25-30 kez tekrarlanmasi durumunda
tek bir hedef DNA segmenti, 2" formuline goére, yaklasik 33.6 milyon
cogaltilmis olur. Ancak, deney kosullarinda gerceklesen verim orani

%85 kadardir.

* Termostabil Tag polimeraz veya diger termostabil enzimler, bilincli
olarak secilmelidirler. Baslangicta enzimin bir defa ve 25-30 siklus i¢in
yeterli olabilecek miktarda katilmasi da 6nemlidir.



Amplifiye Edilmis Uriinlerin Saptanmasi

e PZR’dan sonra amplifiye edilmis Grunlerin ortaya konulmasi 6nemli ve yapilmasi
gereken bir islemdir. Bu amacla baslica 4 tlir uygulama kullaniimaktadir.

e 1) Ethidium bromidle bantlarin boyanmasi: Reaksiyon tliplerinde bulunan
amplifikasyon Urlnleri, buradan direkt olarak agarose jel elektroforezise (veya
PAGE) tatbik edilir. Bu ortamda, urtinler molekul agirliklarina gore bir separasyona
tabi tutulurlar. Bu islem sonunda, jel, Ethidium bromide solusyonuna daldirilarak,
olusan bantlar gorilir hale getirilirler. Meydana gelen bantlar, bilinen kontrol
bantlarla karsilastirilarak bir degerlendirme yapilir.

e 2) Southern blot analizi
 3) Sollisyon hibridizasyon teknigi
* 4) Diger teknikler:



Elektroforez ekipmani PCR urlnlerini jele ylikleme
https://labakademi.com/agaroz-jel-elektroforezi-pcr-sonrasi-dna-orneklerinde/



1,200 bp

1,000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

500 bp

400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Elektroforez sonucu
https://labakademi.com/pcr-sorunlari-ve-cozum-onerileri/



Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR) Modifikasyonlari

Yukarida aciklanan ve ¢ok yararlanilan konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonunun bir ¢cok
modifikasyonlari yapilmistir. Bunlardan énemli bazilarinin cok kisa olarak calisma mekanizmalari
asagida bildirilmistir.

1) invers (tersine ddnmis) polimeraz zincir reaksiyonu
2) Asimetrik polimeraz zincir reaksiyonu

3) Homopolimerli polimeraz zincir reaksiyonu

4) in situ polimeraz zincir reaksiyonu

5) Hot start polimeraz zincir reaksiyonu

6) Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu

7) Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu

8) Nested polimeraz zincir reaksiyonu

9) RNA'nin amplifikasyonu



PZR’In Baslica Kullanim Alanlari

PZR’In hekimlikte bir cok kullanim alani bulunmakta ve kontrolli calismalarda givenilir, cabuk, spesifik ve
sensitif olmasi nedeniyle de tercih edilmektedir.

10? Mikrobiyolojik calismalarda PZR: Rutin klinik muayenelerde hastalik ajanlarinin izolasyon ve
identifikasyonlari olduk¢a zaman almakta ve bazen de herhangi bir etken ayrilamamaktadir. Serolojik
yoklamalar da, stipheli veya negatif sonuclar verdigi gibi yanlis negatif ve pozitif reaksiyonlar da elde
edilebilmektedir. Bunun gibi olgularda PZR buyuk kolayliklar saglamaktadir. Her ne kadar PZR direkt teshis
yontemi olmamakla beraber, amEIifikas ondan sonra isaretli problarin kullanilmasi veya elektroforezisden
sonra olusan kanitlarin boyanarak (ethidium bromidle) gérintilenmesi, taniyi kolay hale getirmektedir.
PZR”’n baslica kullanildigi durumlar asagida kisaca belirtilmistir.

a) I;UItU(rjU yapilmasi, izolasyonu ve identifikasyonu ¢ok zor veya yapilamayan mikroorganizmalarin
teshisinde,

b) Toksin olusturan ajanlarin, saptanmasi gu¢ olan toksinlerin ortaya konulmasinda,
c) Antimikrobial ilaglara karsi direncli olan bakterilerin belirlenmesinde,

d) Mikroorganizmalar icinde alt tiplerin saptanmasinda,

e) Gidalarda, sularda ve yiyeceklerde bulunan mikroorganizmalarin tanisinda,

f) Diger mikrobiyolojik arastirmalarda (molekuler immunoloji ve epidemiyoloji, parazitoloji, bakteriyoloji,
viroloji, vs.) PZR'dan buyuk yararlar saglanmaktadir.

2) Adli tip: DNA fingerprintleri cinayetlerin aydinlatilmasinda blylk yardimlar saglamaktadir. Babalik tayini ve
HLA (histokompatibilite antijenleri) testleri PZR ile cok kolaylasmis bulunmaktadir. Cinayet olgularinda ¢ok az
bir kan, cok az sac veya sperma test icin yeterli olabilmektedir. Boyle olgularda, PZR glivenilir ve cabuk
sonuclar vermektedir.

3) Genetik bozukluklarin belirlenmesinde: Canlilarda genetik karakter gésteren bozukluklarin
belirlenmesinde de ayni etkinlikte kullanilmaktadir.



e Kaynak:

e 1-Arda M (2006) Temel Mikrobiyoloji 3. baski, Medisan Yayineuvi,
Ankara

e 2- www.mikrobiyoloji.org (Temel mikrobiyoloji Ders notlari).



http://www.mikrobiyoloji.org/

Patojenik Mantarlarin incelenmesi

Materyallerin Toplanmasi

Patolojik maddeler, genellikle, herhangi bir sagaltim yapilmamis olanlardan ve
yeteri miktarda alinir.

Materyaller, agzi vidali kapali siselere veya petri kutularinda toplanir.

Alma isleminde kullanilan makas, pens, bisturi, kiret, vb. malzeme ile sise
veya petri kutularinin cok iyi sterilize edilmis olmalari gereklidir.

Nemli malzeme, saprofitik mantar sporlarinin germinasyonunu kolaylastirir.

Alinan materyal en seri vasita ile mikoloji laboratuarina gonderilir. Eger,
gondermede gecikme olacaksa, bu zaman materyal buzdolabinda muhafaza

edilebilir.

Materyalle birlikte, gerekli bilgi iceren bir yazi da génderilir.



Patojenik Mantarlarin incelenmesi

Materyallerin Toplanmasi
Kutan Mikozesler

Kutan (stperfisial) mikozeslere genellikle dermatofitler (Microsporum,
Trichophyton ve Epidermophyton cinslerine ait turler) neden olurlar.

Bu infeksiyonlari teshis icin asagida bildirilen materyaller alinir
1. Deri kazintisi

2. Killar

3. Tirnaklar



Patojenik Mantarlarin incelenmesi

Materyallerin Toplanmasi
Subkutan ve Sistemik Mikozesler

Subkutan mikozeslerden Rhinosporidiosisde, burundan gelen akintilar ve
burunda meydana gelen polip benzeri olusumlardan; Sporotrichosisde de
deride tesekkul eden Ulserlerden akan irinler, lenf yumrusu icerigi ve diger
lezyonlardan alinan patolojik materyaller gonderilir.

* Aspergillosisde : Bu hastalik daha ziyade akcigerlerde lokalize oldugundan,
bronsial sekretler ve biopsi materyalleri alinir.

* Blastomycosisde : Bu infeksiyonda lezyonlu deri, lenf yumrusu icerigi,
lezyonlardan akan irinler, bronsial sekretler ve biopsi materyalleri,



Patojenik Mantarlarin incelenmesi
Materyallerin Toplanmasi
Subkutan ve Sistemik Mikozesler

* Candidiasisde : Lezyonlu doku ve organ parcalari, cesitli patolojik sivilar ve
biopsi materyalleri,

* Coccidioidomycosisde : Lenf yumrusu icerigi, pleural ve peritoneal eksudatlar
ve diger biopsi materyalleri,

* Cryptococcosisde : Deri ve deri altinda olusan lezyonlu kisimlar, lenf yumrusu
icerigi, idrar, spinal sivi, krase, irin, vs.

* Histoplasmosisde : Periferik kan, periton sivisi, lenf yumrulari icerigi, lezyonlu
organlardan alinan biopsi materyallerin ve cesitli eksudatlar.

* Nocardiosisde : Lezyonlardan, lenf digumu iceriklerinden, sekret ve
ekskretlerden yeteri oranda materyal alinarak ve laboratuara génderilir.



Patojenik Mantarlarin incelenmesi
Materyallerin Muayenesi

Kutan Mikozesler
1- Ultraviolet 1siginda (Wood 1s51g81) muayene

2- Direkt mikroskopik muayene
 Killar ve Tuyler
* Deri kazintilari
* Tirnaklar
A) Ektotriks
B) Endotriks
C) Endo-ektotriks
D) Killarda herhangi bir invazyon yok.
E) Kilicinde hifalar



Patojenik Mantarlarin incelenmesi

Materyallerin Muayenesi
Subkutan ve Sistemik Mikozesler
* Irin, idrar ve eksudatlar
 Spinal sivi

* Kan ve kemik iligi

* Biopsi ve otopsi materyalleri

* Krase ve bronsial eksudat

* Pleura ve periton eksudatlari



Patojenik Mantarlarin incelenmesi

Materyallerin Ekilmesi

Laboratuvara gonderilen materyallerden, stuphelenilen infeksiyonun tirine
gore uygun besi yerlerine ekimler yapllir.

Materyal,

1-Mikroskobik muayeneler icin,
2-Ekimler icin,

3-Histopatolojik yoklamalar icin,

4-Muhtemelen, tekrar gerekli olabilecek muayeneler icin
seklinde gruplandirilir.



Patojenik Mantarlarin incelenmesi

Materyallerin Ekilmesi

e Laboratuara gonderilen patolojik materyal, hemen ekilemeyecek veya
muayene edilemeyecekse, bu takdirde buz dolabi isisinda muhafaza edilirler.

 Ancak, 0°C ile 4° C arasi isisi, bazi flamentéz mantarlar icin uygun
olmayabilirler.

* Mantar ornekleri rutubetli bir ortamda, veya rutubetli bir tlapte, petri
kutusunda, sisede, vs. kaplar icinde bulundurulmamali veya muhafaza
edilmemelidir.



Patojenik Mantarlarin incelenmesi

Materyallerin Ekilmesi

e Laboratuara gonderilen patolojik materyal, hemen ekilemeyecek veya
muayene edilemeyecekse, bu takdirde buz dolabi isisinda muhafaza edilirler.

 Ancak, 0°C ile 4° C arasi isisi, bazi flamentéz mantarlar icin uygun
olmayabilirler.

* Mantar ornekleri rutubetli bir ortamda, veya rutubetli bir tlapte, petri
kutusunda, sisede, vs. kaplar icinde bulundurulmamali veya muhafaza
edilmemelidir.



Patojenik Mantarlarin incelenmesi

Materyallerin Ekilmesi
* Kutan Mikozesler

Kutan mikozes olgularinda, genellikle, kil, tdy, deri ve tirnak kazintilari
gonderilir. Bu materyallerden petri kutusundaki besi yerlerinin 4-5 yerine,
steril pensle ekimler yapilir. Kil veya deri kazintilarinin, besi yerlerinin icine
biraz batirilmasinin, UGreme sansini artirmasi bakimindan 6nemi fazladir.
Ozellikle, kil folliktilleri pensle agarin icine biraz daldiriimalidirlar.



Patojenik Mantarlarin incelenmesi

Materyallerin Ekilmesi
e Subkutan ve Sistemik Mikozesler

Vesikul sivilari, irin ve bunun gibi materyaller, petri kutusundaki kati besi
verinin yuzeyine iyice vayillarak ekilirler. Serobrospinal sivi, pleural ve
peritoneal eksudatlar, hem sanrfije edildikten sonra tortudan ve hem de
sanrfije edilmeden ekimleri yapilir. Doku parcalari iyice ezildikten veya cok
klcuk parcalara ayrildiktan sonra ekilirler.



Patojenik Mantarlarin incelenmesi

Materyallerin Ekilmesi
* Mantarlar genellikle aerobik bir karaktere sahiptirler.
e Kulturler, inkubasyonda 15-20 glinden asagi olmamak UGzere tutulurlar.

* Laboratuarlarda, dermatofit ve diger patojenik mantarlarin ilk izolasyonu
icin, bilesiminde kloramfenikol ve siklohekzamid (cyclohexamide) bulunan,
Sabouraud dekstroz agar (SDA ) kullanilir.

* Inokule edilen besi yerleri, dermatofit izolasyonu icin 250 - 260 C. aralarinda
inkubasyona konurlar. Ekimlerin c¢ift olarak yapilmasi ve birinin 370C
tutulmasi gereklidir. Ancak, bu i1s1 (370C) dermatofitlerin cogunu inhibe eder.
Sistemik infeksiyonlara neden olan mantarlarin izolasyonu icin de cift ekimler
vapilir ve biri 370C. tutulur. Bu i1sida dermatofit mantarlarin parazitik formu
(maya benzeri form) elde edilir.



Patojenik Mantarlarin incelenmesi

Materyallerin Ekilmesi
* Mantarlar genellikle aerobik bir karaktere sahiptirler.
e Kulturler, inkubasyonda 15-20 glinden asagi olmamak UGzere tutulurlar.

* Laboratuarlarda, dermatofit ve diger patojenik mantarlarin ilk izolasyonu
icin, bilesiminde kloramfenikol ve siklohekzamid (cyclohexamide) bulunan,
Sabouraud dekstroz agar (SDA ) kullanilir.

* Inokule edilen besi yerleri, dermatofit izolasyonu icin 250 - 260 C. aralarinda
inkubasyona konurlar. Ekimlerin c¢ift olarak yapilmasi ve birinin 370C
tutulmasi gereklidir. Ancak, bu i1s1 (370C) dermatofitlerin cogunu inhibe eder.
Sistemik infeksiyonlara neden olan mantarlarin izolasyonu icin de cift ekimler
vapilir ve biri 370C. tutulur. Bu i1sida dermatofit mantarlarin parazitik formu
(maya benzeri form) elde edilir.



Kultirlerin Muayenesi
Kutan, Subkutan ve Sistemik Mikozesler

Kolonilerin Makromorfolojisi

Dermatofitlerin  identifikasyonunda  kolonilerin  makromorfolojilerinin
incelenmesi onemli yer tutar. Bu muayenede, Ureyen saf mantar kolonileri,
morfolojik olarak cesitli yonlerden tetkike tabi tutulur. Bunlar da;

1. Ureme durumu

2. Koloni sekli

3. Koloni topografisi

4. Koloni yapisi (maya benzeri yapi, flamentoz yapi, graniler yapi, tuysiz
membrandz yapi)

Koloni rengi (Ustten ve alttan)

Pleomorfizm

7. Faviform dejenerasyon

o U



Kultirlerin Muayenesi
Kutan, Subkutan ve Sistemik Mikozesler

Kolonilerin Mikromorfolojisi
1. Koloniyi stereomikroskop altinda inceleme
2. Uremis koloniler boyanarak incelenir
a. Hifa
. Mikrokonidiumlar
Makrokonidiumlar
. Klamidosporlar
. Artrosporlar
Blastosporlar

-~ D O 0 T



Preparat Hazirlama Yontemleri

Kutan Mikozesler
a) Potasyum Hidroksit (%10)

Potasyum hidroksit veya Sodyum hidroksit, kil, tly, deri ve tirnak kazintilarini
muayenede, materyaldeki debrisleri hidrolize etmek ve materyali
berraklastirmak amaci ile kullanilir.

Fungal elementleri iyice gorebilmek icin, lamdaki preparat hafifce isitilir ve oda
1sisinda 30-60 dakika bekletilir.

Eger, cok fazla preparat hazirlanacaksa, bu takdirde % 5 KOH veya NaOH
solusyonu kullanilir ve preparatlar bir gece bekletildikten sonra mikroskopta
muayene edilirler.



Preparat Hazirlama Yontemleri

Kutan Mikozesler
a) Potasyum Hidroksit (%10)

Preparatlar asagidaki tarzda hazirlanir.

1- Temiz ve kuru bir (veya birkac) lamin ortasina bir veya iki damla %10 KOH (veya
%10 NaOH) solusyonundan damlatilir.

2- Bu solusyonun Uzerine, steril bir pensle tutularak alinan yeterince materyalden
konur.

3- Lamelle kapatilir.

4- Alevde cok hafifce isitilir (50 °C — 60 °C 'de, hi¢ bir zaman kabarcik cikmamali veya
kaynatilmamalidir.)

5- Preparat oda isisinda 30-60 dakika bekletilir. Eger, alevde isitilmis ise, bu stre
daha kisa olur.

6- Preparat, once 100 veya 200 buyutme ile ve sonra da 450-500 buyutme ile
muayene edilir.



Preparat Hazirlama Yontemleri

Kutan Mikozesler
b) Lacto Phenol Pamuk Mavisi

Bu yontemle muayene, genellikle, kaltirlerden yapilir. Solusyonun icindeki
laktik asit Ozellikle mantar elementlerinin muhafazasinda, fenol mantarlarin
oldiridlmesinde ve pamuk mavisi (anilin mavisi) de boyamada gorev alarak iyi
bir gébrinum saglarlar.



Preparat Hazirlama Yontemleri

Kutan Mikozesler
b) Lacto Phenol Pamuk Mavisi
Preparat asagidaki tarzda hazirlanir.

1- Temiz ve kuru bir lamin ortasina bir veya iki damla lacto phenol pamuk
mavisi solusyonu damlatilir.

2- Steril igne ile, koloninin bir ka¢c yerinden materyal alarak, bu solisyon
Uzerine konur.

3- Uzeri temiz bir 1amelle kapatilr.

4- Preparat 6nce, 100-200 ve sonra da 450-500 buyutme ile mikroskop altinda
muayene edilir.



Preparat Hazirlama Yontemleri
Kutan Mikozesler
c) Lam kulttrd hazirlama
Lam kaltara asagidaki tarzda hazirlanir:

1- Bir tupte eritilmis ve 45-500C 'ler arasina kadar iliklastirilmis olan SDA (veya
patates dekstroz agar, v.s.) steril temiz bir |am Uzerine ince tabaka sekilde
dokular.

2- Agar iceren lam, steril bos bir petri kutusunda bulunan (U) veya (V)
seklindeki bir cam borunun Gzerine yerlestirilir.

3- Lam Juzerindeki besi yerine, mantar elementlerinden (sporlar, koloni
parcalari, miselyum, v.s.) ekilir.

4- Petri kutusunun yanlarina steril distile suya batirilmis pamuk yerlestirilir
(veya gliserinli su).



Preparat Hazirlama Yontemleri

Kutan Mikozesler
c) Lam kulttrd hazirlama

5- Petri kutusunun kapagi kapatilarak uygun isida (25°-27°C) ve 4-8 gin
inkubasyonda tutulur (koloniler iyice belli oluncaya kadar).

6- Bu surenin sonunda, kultur kuru bir etivde 37°C'de 24 saat birakilir.

7- Lam, petri kutusundan cikarilarak, mikroskop altinda muayene edilir. Ancak
tehlikeli bir mantar dremesinden stiphe edilirse, bu zaman, kiltiur % 40 formol
buhari ile 2 gin muamele edilerek oldurulir ve sonra muayene edilir.

Rivalier Seydel Yontemi de kullanilabilir



Preparat Hazirlama Yontemleri

Kutan Mikozesler
d) Agar blok yontemi

1- Eritilmis SDA (veya diger kati besi yerleri) steril bir petri kutusuna ince bir
tabaka (2-3 mm. kalinlikta) halinde dokdultr ve katilasmasi beklenir.

2- Uzerinde, steril ve keskin bir bistiri ile 10 X 10 mm. boyutlarinda bloklar
cizilir.

3- Bunlardan bir tane, steril bir pensle tutularak, steril bir [amin Gzerine (
ortasina ) yerlestirilir.

4- Bu agar iceren lam, steril petri kutusunda bulunan (U) veya (V) seklindeki
cam borunun (veya cam cubugun) Uzerine yerlestirilir.

5- Agar blogun kenarlarinin orta yerine ekimler yapilir.



Preparat Hazirlama Yontemleri

Kutan Mikozesler
d) Agar blok yontemi
6- Agar blogun lzerine lamel kapatilir.

7- Petri kutusunun icine, distile suya batirilmis pamuk konur (veya %20 su +
%80 gliserin karisimi).

8- Kapak kapatildiktan sonra, 25-27 °C' de 4-8 gun inkubasyonda tutulur
(koloniler iyice gorulinceye kadar). Petri kutusu mikroskop altina konarak
Ureyen mantar kolonileri incelenirler.

9- Bu slrenin sonunda, agar blogun Uzerindeki lamel bir pensle tutularak
kaldirilir.



Preparat Hazirlama Yontemleri

Kutan Mikozesler
d) Agar blok yontemi

10-Lamelin mantarh yuzu Gzerine bir damla % 96'lik alkol konur ve bunun
mantar kolonileri Uzerine yayilmasi saglanir. Tam bir kuruma elde edildikten
sonra, lamel, temiz bir Iam Uzerinde bulunan lakto fenol pamuk mauvisi
solusyonuna, mantarli yuz alt tarafa gelecek tarzda, yatirilir.

11-Preparat mikroskop altinda incelenir (fazla boya solusyonu akitildiktan
sonra etrafi oje ile kapatilabilir).

Geride kalan agar blogu, Uzerinde lakto fenol pamuk mavisi olan lam Uzerine
tersine dondurulerek yatirilir ve tzerine lamel kapatilir. Preparat mikroskop
altinda incelenir.
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