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Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

1- Laboratuvar igerisinde ve ¢alismalarinda mutlaka 6nliik giyilmelidir. Onliikler uzun kollu,
viicudu yeterli kapatici uzunlukta ve bedene uygun genislikte olmali, laboratuvar icerisinde
diigmeleri ilikli olmalidir. Onliik disina higbir giysi, aksesuar ¢tkmamalidir.

2- Laboratuvar igerisinde mutlaka kapali ayakkabi1 kullanilmalidir. Terlik, ucu acik ayakkabilar
laboratuvarda kullanilmamalidir.

3- Giyecekler, ¢antalar, kullanilmayacak ders materyalleri kontaminasyon riski nedeniyle
mutlaka c¢alisma bolgesinden uzakta tutulmalidir.

4- Laboratuvar igerisine kapali paket i¢inde olsa da, yiyecek ve i¢ecek sokulmamalidir.

5- Saclar ozellikle atesin yaninda calisilirken mutlaka toplanmalidir. Sarkan, sallanan takilar riski
artirdig i¢in laboratuvar igerisinde kullanilmamalidir.

6- Calisma siiresince kulak, agiz, burun, géz gibi acik organlardan kalem, parmak, yiyecek, 6ze,
deney tiipii vb. gibi unsurlar uzak tutulmalidir.

7- Enjektorler, kesici delici aletler yapilan ¢alismalar sonrasinda mutlaka biyolojik atik kutularina
atilmalhdir.

8- Pipet kullaniminda puar ya da otomatik pipet kullanilmalidir.

9- Kimyasal ya da biyolojik hi¢bir madde koklanmamali, tadilmamalidir.

10- Ates ile ¢alisirken dikkatli olunmalidir, ¢alisan kisiler arasinda higbir sekilde sakalagsma
yapilmamalidir. Kullanilmadig siirece bek alevi kapali konumda tutulmalidir.

11- Mikroskoplar kullanim sonunda xylol ile temizlenmelidir, kullanilmis preparatlar kirli
kovasina atilmali, kullanim sonrasinda mikroskoplarin 1siklar ve ortiileri kapatilmalidir.

12- Laboratuvardaki egitim materyalleri, kiiltiirler, inceleme 6rnekleri kesinlikle laboratuvar
disina ¢ikarilmamalidir

13- Hamilelik, alerjiler, renk korliigii gibi tibbi durumlarinizi mutlaka dersin sorumlusuna
bildiriniz.

14- Laboratuvar ¢ikisinda eller mutlaka uygun sekilde yikanmalidir.

15- Meydana gelen kazalar1 (dokiilme, kirilma vb.) mutlaka dersin sorumlusuna bildiriniz.



I. NOT
MIKROBIYOLOJi LABORATUVARINDA KULLANILAN GERECLER

1- Cam geregler: Mikrobiyoloji laboratuarinda kullanilan cam malzemeler genellikle borosilikat
bilesimindedir. Bu camlar 1s1ya dayanikli oldugu gibi ani 1s1 degisikliklerine de direnglidir.
Laboratuarda en ¢ok kullanilan cam malzemeler;

Tiipler: Deney tiipleri kullanim amaglarina gore degisik boy ve captadirlar. Cogunlukla 18 x
180mm ya da 15 x 150mm boyutlarindaki tiipler kullanilir. Son zamanlarda plastik
otoklavlanabilir degisik ebatlarda tiiplerde kullanilmaktadir.

Petri kutulari: Cesitli amaclarla kullanilan farkli ¢aplardaki (6, 9, 18 cm ) cam kutulardir.
Cogunlukla iglerine kat1 besiyerleri dokiilerek mikroorganizmalarin iiretilmesi ve antibiyogram
amaciyla kullanilirlar. Steril plastik tek kullanimlik petriler de iiretilmektedir.

Pipetler: Pipetler sivilar1 G6lgmek, aktarmak, besiyerlerine ekimler yapmak, serolojik
reaksiyonlar1 uygulamak gibi amaglarla kullanilirlar. Boylar1 30—40 cm, hacimleri 0.1, 1, 2, 5, 10,
25, 50, 100 ml’ ye kadar olabilen cam borulardir.

Pasteur pipetleri: Az miktardaki sivilarin alinmasi ve aktarilmasinda kullanilirlar. Bu
pipetler cam borulardan laboratuarda hazirlanirlar.

Desikator ve jarlar: Maddeleri kuru tutmada ya da kurutmada kullanilan yuvarlak, kalin ve
kapali cam kaplardir. Ayn1 zamanda istenilen atmosferik sartlarin (anaerobik, mikroaerobik)
iclerindeki sinirli ortamda saglanmasi i¢inde kullanilirlar.

Yukaridaki cam gereclerin yani sira beherglas, meziir, havan, enjektor, santrifiij tiipleri,
balon ve balon jojeler oldukga siklikla kullanilirlar.

2- Ekim gerecleri: Mikroorganizmalarin besiyerlerine ekilmesi amaciyla pipetler disinda 6zel,
yanmayan ve okside olmayan tellerden yapilan araglar kullanilir.

Oze: Yanmayan madeni ve 6zel bir sapa takilan ve ucunda 2—4 mm ¢apinda halka bulunan
7-8 cm uzunlugundaki paslanmaz celik ya da platin tellerdir. Daha ¢ok sivi ortamlardan 6rnek
alip ekim yapmaya yarar.

igne: Ucunda halkali tel yerine diiz tel bulunan ayn1 yapidaki gereglerdir. Kati: ortamlardan
ve Ozellikle kolonilerden 6rnek alip aktarmaya yarar.

Ekiivyon (Svab): Bogaz, burun, kulak, aniis, vajina v.s. yerlerden mikroplu materyal almak
icin kullanilan ucu pamuklu tahta ¢ubuklar, tel ya da plastikten yapilmis araglardir. Tip iginde
steril olarak bulundurulurlar.

Spatiil: Karaciger, dalak, akciger v.s. gibi i¢ organlarin i¢ kismindan steril olarak 6rnek
almak i¢in bu organlarin yiizeylerini daglamaya yarayan alettir.

3- Diger gerecler:

Etiiv (inkiibator): Mikroorganizmalar1 iiretmek icin kullanilan, 1sis1 iiretilecek etkenin
karakterine gore ayarlanabilen sicak hava dolaplaridir. Insan ve hayvanlarda hastalik olusturan
mikroplarin ¢ogunlugu 37°C’de {irediginden etiivler genellikle 37°C’ye ayarlamir. Mantar
etkenleri ve baliklarda hastalik yapan mikroorganizmalarin iiretilmesi i¢in 25°C’ de calisan ve
cevre 1sisindan etkilenmeyen 6zel sogutmali etiivler kullanilir. Etiiviin i¢erisinde asir1 kurumanin
onlenmesi icin yeterli nemin saglanmasi gerekir. Bu amagla etiiv igine kiivetle su konur. Ozel
amacl tiretilen anerobik ve karbondioksitli(CO?2) etiivlerde mevcuttur.

Su banyosu (Benmari): Istenilen ayardaki 1s1 derecelerinde sicak su elde etmeye ve suyu bu
derecelerde sabit tutmaya yarayan gereglerdir. Laboratuarda ¢ok cesitli amaclarla kullanilir.

Otoklav: Besiyerlerini, laboratuarda kullanilan malzemeleri ve kontamine (bulagik)
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materyali temizlemek ve sterilize etmek i¢in kullanilan, basingli buharla ¢alisan 6zel aletlerdir.

Acik otoklav (Koch kazami): Besiyerlerinin sterilizasyonunda ve kati besiyerlerinin
eritilmesinde kullanilan aletlerdir. Basingsiz buhar ile ¢alisirlar.

Pasteur firin1: Kuru sicak hava ile sterilizasyon amaciyla kullanilan aletlerdir.

pH metre: Besiyerlerinin ve diger sivilarin pH’sim1 6lgmede kullanilan elektrik veya pille
calisan aletlerdir.

Distile su aygiti: Besiyerleri ve diger soliisyonlar i¢in ¢ok gerekli olan saf suyu elde etmede
kullanilan aletlerdir.

Terazi: Kimyasal maddelerin tartilmasinda kullanilirlar. Amaca gore hassas ya da normal
teraziler tercih edilir.

Santrifiij aleti: Bir sivida bulunan mikroorganizmalari, hiicreleri, partikiilleri ¢oktiirmede
ve sivilar1 berraklastirmada yararlanilan aletlerdir.

Derin dondurucu (Deepfreeze): Uzun siireli ve ¢ok diisiik 1silarda saklanmasi gereken
cesitli kimyasal ve marazi maddelerin korundugu dolaptir. -20 ile - 80°C’ 'ler arasinda ¢alisabilir.

Tiip kanstiric1 (vorteks): Genellikle tiip igindeki sivilar1 karistirmada kullanilan, hizi
istenilen dereceye ayarlanabilen bir alettir.

Hot plate shaker: Cok miktardaki sivilar1 karistirmada kullanilan ve 1s1s1 istenilen dereceye
ayarlanabilen karistiricidir.

Mikroskoplar: Laboratuarlarda genel amaglar icin " Isik Mikroskoplar1" kullanilir.
Biiyiitme kapasiteleri 1000-3000 arasinda degisir.

Ayrica Ozel amaglar icin gelistirilmis olan Karanlik Saha Mikroskobu, Faz-Kontrast
Mikroskobu, Fliioresans Mikroskobu ve Elektron Mikroskobu mikrobiyoloji alaninda sikca
kullanilmaktadir.



ILNOT
MIKROBIiYOLOJIiK TERIMLER

Mikroorganizma: Canlilarda infeksiyonlara yol agan ¢ok kiigiik biyolojik etkenlerdir. Bunlar
bakteriler, virlisler, mantarlar ve parazitlerdir.

Mikrobiyoloji: Insan ve hayvan saghg ile direk olarak ya da yakindan ilgili olan
mikroorganizmalarin incelendigi bilim dalz.

Bakteri: Insan ve hayvanlarda infeksiyona yol acan, DNA ve RNA'ya sahip, enzim aktivesi
gosteren, canli ve cansiz (besiyeri) ortamlarda bdliinmeyle ¢ogalabilen, filtrelerden gecemeyen
toprak, su ve havada da bulunabilen yuvarlak, ¢comak ya da sarmal sekilli canlilardir. Bakterileri
inceleyen bilim dalina "Bakteriyoloji" denir.

Viriis: Zorunlu hiicre parazitleri olup, bakterilerin gegemedikleri filtrelerden gegebilen, kendi
metabolik aktiviteleri olmadigi i¢in segtikleri canli hiicrenin metabolizmasindan yararlanarak
cogalabilen ve girdikleri organizmada degisikliklere yol agan, yalnizca bir niikleik asit (DNA ya
da RNA) tasiyan, infeksiyon olusturma giiciine sahip canlilardir. Viriisleri inceleyen bilim dalina
"Viroloji" denir.

Mantar (Fungus): Dogada yaygin olarak bulunan, insan ve hayvanlarda mikotik infeksiyonlara
yol agan, boliinme, tomurcuklanma ve sporlanmayla ¢ogalabilen kiif ( ¢ok hiicreli) ya da maya
(tek hiicreli) yapisindaki canlilardir. Mantarlar1 inceleyen bilim dalina "Mikoloji" denir.
Epizootiyoloji: Salgin hayvan hastaliklarinin ¢ikis, yayilis ve dagilislar: ile bunlara etkileyen
faktorleri ve bu hastaliklardan korunma ve kontrol yontemlerini inceleyen bilim dalidir.

Hastalik: Insan ve hayvanlarda hiicre, doku veya organlardan birinin ya da birkaginin normal
fonksiyonlarini yerine getirememesidir.

Saprofitik mikroorganizma: Insan ve hayvanlarda hastalik olusturmayan mikroorganizmalardir.
Patojenik mikroorganizma: Insan ve hayvanlarda hastalik olusturan mikroorganizmalardir.
Patojenite: Mikroorganizmalarin hastalik olusturma yetenegidir.

Virulens: Patojen mikroorganizmalarin hastalik olugturma giictidiir.

Infeksiyon: Patojenik bir mikroorganizmanmn viicuda girmesi, yerlesmesi, ¢cogalarak yayilmasi
ya da liremesi sirasinda olusturdugu enzim ve toksinlerinin yayilmasi sonucunda canlida hastalik
belirtilerinin ortaya ¢ikmasidir.

Inceleme 6rnegi: Viicudunda herhangi bir infeksiyonun séz konusu oldugu canli ya da olii
hayvanlardan, infeksiyonun laboratuar tanis1 amaciyla alinan her tiirlii muayene maddesine (i¢
organlar, kan, idrar, digk1 v.s.) inceleme 6rnegi denir.

Bakteriyoskopi: Laboratuara gonderilen marazi maddelerden direkt olarak preparat hazirlanarak,
etkenin morfolojik tanis1 amaciyla mikroskopta incelenmesidir.

Besiyeri (Vasat): Mikroorganizmalarin Ttretilmeleri, saf olarak elde edilmeleri ve cesitli
biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi i¢in kullanilan, s1v1 ya da kat1 olarak hazirlanan besleyici
ortamlardir.

Ekim: Igerisinde mikroorganizmalarin bulundugu bilinen ya da bunlarin bulunup bulunmadig1
arastirilacak olan ortamlardan ekim aletleri (cogunlukla 6ze) ile alinan 6rneklerin belirli kurallara
gore besiyerlerine aktarilmasi olayidir.

Inokulum — Inokulasyon: Canli ve 6li hayvanlardan alinan marazi maddelerden cesitli
yontemlerle hazirlanan homojen siispansiyona inokulum, inokulumun deney hayvanlarina gesitli
yollarla uygulamasina inokulasyon denir. Bu uygulama etkenin patojenitesini saptamak amaciyla
yapilir.

Inkubasyon (Kulu¢ka) Siiresi: Mikroorganizmalarin viicut i¢inde ya da disinda iiremesi igin
gerekli olan siire.



Ureme: Bakterilerin ve mantarlarin uygun besiyerlerinde ve ¢evresel kosullar altinda, viriislerin
canli ortamlarda (doku kiiltiirii, embriyolu yumurta, deney hayvanlari gibi) ¢ogalmasidir.

Kiiltiir: Laboratuarlarda besiyerlerinde tiretilmis olan mikroorganizmalarin tlimiine kiiltiir denir.
Koloni: Kat1 besiyerinde iireyen mikroorganizmalarin olusturduklar1 gézle goriilebilen kiimelere
koloni denir. Mikroorganizma tiirleri kendilerine 6zgii renk, koku, biiyiiklik ve yapida koloni
olustururlar.

Kansik Kiiltiir: Icinde cesitli mikroorganizmalarin iiredigi kiiltiirdiir.

Izolasyon: Inceleme 6rneginde bulunan hastalik etkeni mikroorganizmanin laboratuarda ekim
yapilarak iiretilmesi ya da karisik kiiltiirdeki bir mikroorganizmay1 digerlerinden ayirarak saf
olarak iiretme islemidir.

Saf kiiltiir: Yalniz bir tiir mikroorganizmanin uygun besiyerinde iiretilmesi ile olusan kiiltiirdiir.
Sus (Koken): Herhangi bir ortamdan soyutlanarak elde edilen ve biitiin 6zellikleri belirlenmis saf
kiilttirlerdir.

Identifikasyon: Izole edilen mikroorganizmanin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
Ozelliklerinin saptanarak isimlendirilmesidir. (6r; E.coli)

Spor: Bazi bakterilerin stoplazmasinin igerisinde ve 6zel kosullara bagli olarak olusan, o
bakterilerin cesitli fiziksel ve kimyasal ¢evre etkilerine karsi dayanikli olmasini saglayan ve
iireme ile ilgisi olmayan olusumlardir.

Portor: Bazi infeksiyonlarda hayvanlarin iyilestikten sonra hastalik etkenini cesitli yollarla
sagmalaridir.

Rezervuar: Hastalik etkenini aldiklar1 halde, kendileri infeksiyona yakalanmayan fakat etkeni
bilinyelerinde barindirarak duyarli hayvanlara bulagmasini saglayan omurgali canlilardir.
Morbidite: Bir havyan toplulugunda, infekte olan hayvan sayisinin populasyon sayisina oranidir.
Mortalite: Bir havyan toplulugunda hastaliktan G6len hayvan sayisinin populasyon sayisina
oranidir.

Letalite: Bir hayvan toplulugunda hasta olan hayvan sayisinin ayni hastaliktan 6len hayvan
sayisina oranidir.

Insidens: Belirli bir zaman periyodunda goriilen hastalik olgularmnin oranidir

Prevalans: Belirli bir zaman kesitinde saptanan hastalik olgularinin oranidir.

Zoonotik infeksiyon: Hayvanlardan insanlara, insanlardan hayvanlara bulagabilen hastaliklara
denir.



STERILIiZASYON

Herhangi bir maddenin ya da cismin birlikte bulundugu tiim mikroorganizmalarin her tiirlii canh
ve aktif sekillerinden temizlenmesi islemidir. Sterilizasyon islemi sonucunda, bu islemin
uygulandigr madde ya da cisimlerde gelisme ve ¢ogalma yeteneginde higbir mikroorganizma
bulunmadig anlagilir.

Sterilizasyon Yontemleri:
A - Is1 ile Sterilizasyon

I — Nemli 1s1 ile sterilizasyon
a- Buharla sterilizasyon
1- Basing¢li buharla
2- Basingsiz buharla
b- Sicak su ile sterilizasyon
1- Kaynatma ile
2- Tindalizasyon
IT — Kuru sicak hava ile sterilizasyon
IIT - Yakma ve alevle sterilizasyon

B — Siizme (filtrasyon) ile sterilizasyon
C - Isinlama ile sterilizasyon
D - Kimyasal maddelerle sterilizasyon (Dezenfeksiyon)

E — Etilen oksit gaziyla sterilizasyon

A - ISIILE STERILIZASYON
Bu sterilizasyonda, hiicre proteinleri dogrudan dogruya koagiile edilerek sterilizasyon
saglanir. Is1 ile sterilizasyonda ¢esitli etmenler etkilidir:
- Is1 derecesi: Derece yiikseldikge sterilizasyon daha i1yi ve ¢abuk olur.
- Ismun etki stiresi: Etki siiresi 1s1 derecesiyle ters orantilidir.
- Ortamdaki nem orani: Ortamdaki nem orani arttikga daha diislik 1s1 derecelerinde, daha
kisa zamanda ve daha iyi sterilizasyon olur.
- Mikroorganizma i¢indeki su miktari: Proteinlerin koagiile olabilmeleri i¢in ortamda en az
% 50 oraninda su bulunmalidir. Sporlar az su igerdiklerinden 1s1 ile sterilizasyona daha
dayanikhdirlar.
- pH derecesi: Notral pH’ dan uzaklasip asit ya da alkali ortama kaydik¢a 1sinin etkisi
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artmaktadir.
- Ozmotik basing: Ozmotik basincin ¢oklugu hiicre suyunun azalmasina neden olarak
olumsuz etki yapar.

I — Nemli 1s1 ile sterilizasyon

a- Buharla sterilizasyon
Sterilizasyon i¢in su buhari, kuru sicak havadan daha etkilidir. Cilinkii buharin 6ldiiriici etkisi
daha fazladir ve gézenekli maddelere daha kolay etkir.

1 — Basingh buhar ile sterilizasyon: Buharla doymus basingla bir ortamda, 100° C’
den yiiksek 1s1 ile sterilizasyon saglanir. Bu amacla otoklav kullanilir. Genellikle 121° C’* de
15 dakika, 115° C’ de 30 dakika ya da 134° C’ de 3 dakikalik siireler sterilizasyon i¢in
yeterlidir. Stvi ve kati besiyerleri, kontamine cam malzemeler ve bazi silispansiyonlar bu
sekilde sterilize edilirler.

2 — Basingsiz buharla sterilizasyon: Buharla doymus bir ortamda, 100° C’ de ve
basingsiz olarak uygulanan sterilizasyondur. Bu amagla Koch kazani kullanilir. Makas, pens,
bisturi gibi aletler ve 100° C’ nin iizerinde bozulabilecek maddeler bu sekilde sterilize
edilirler. Basingsiz buharla sterilizasyon i¢in 30-60 dakikalik siireler yeterlidir.

b- Sicak su ile sterilizasyon

1 — Kaynatma ile sterilizasyon: Basing¢siz buhar sterilizasyonunun kullanildigi
amaglar icin kullanilabilir. Bu tip sterilizasyon i¢in bazi noktalara dikkat etmek gerekir. Su,
760 mm basingcta ve 100° C’ de kaynar. Atmosfer basinci diistiikce kaynama derecesi de
azalir. Buna gore sterilizasyon zamani basinca ve sterilize edilen cisme gore ayarlanir.
Kaynatma ile sterilizasyon i¢in 100° C’ de 30 dakikalik siire yeterlidir. Sterilize edilecek
aletlerin tlimiiniin kaynar suyun i¢ine batmis olmalarina dikkat edilmelidir.

2 — Tindalizasyon: Tindalizasyonun esasi, sivi maddeleri belli bir 1s1 derecesinde
asamal1 olarak 1sitarak birkag¢ giinde sterilizasyon elde etmektir. Bu amagla benmari kullanilir
ve 56 — 100° C’ de, gilinde 1 saat olmak iizere 3 giin iist liste sterilizasyon yapilir. Birinci
1sitma sonunda bakterilerin vejetatif sekillerinin ¢ogu 6liir, sporlar canli kalir. Bir giin oda
1sisinda bekletilmekle bu sporlar agilip vejetatif sekle donerler. Ikinci giin yeniden bir saat
1sitma uygulanarak bunlar da oliirler. Bir giin daha bekletilip {i¢iincii giin uygulana 1sitma
sonucunda tam olarak sterilizasyon elde edilmis olur.

IT — Kuru sicak hava ile sterilizasyon

Bu sterilzasyon seklinde, nem etmeni ortadan kalktig1 i¢in daha uzun siire gerekir. Bu amagcla
Pasteur firmi kullanilir. Bu yontemle cam ve metal aletler ile iclerine nemin ulasamadigi
yaglar (vazelin gibi) sterilize edilirler. Sterilize edilecek malzemenin kuru olmasina dikkat
edilir. Besiyerleri ve sivilar kuru sicak hava ile sterilize edilemezler. Kuru sicak hava ile
sterilizasyon i¢in, 175° C’ de bir, 165° C’ de iki, 150° C’ de ii¢ ve 120° C’ de 8 saatlik siireler
uygun olur.



III — Yakma ve alevle

Laboratuarda kullanilan 6ze, igne gibi malzemeler kullanilmadan once alevde kizillagincaya
kadar yakilarak sterilize edilirler ve sogutulduktan sonra kullanilirlar. Tiip, erlenmayer, balon gibi
daha onceden sterilize edilmis cam malzemelerin agz1 ¢alisma sirasindaki olast bir bulagsmaya
karst kullanilmadan once, kullanilirken ya da kullanildiktan sonra alevden gecirilerek, alevin
yaladig1 ylizeyler yeniden sterilize edilmis olur.

B — SUZME (FILTRASYON) iLE STERILIZASYON

Ozellikle 1s1 ve kimyasal etmenlerle bozulan maddelerin ve serumlarin sterilizasyonunda
filtrasyondan yararlanilir. Bu yontemde siv1 kiiltiirde, sivi besiyerlerinde, patolojik sivilarda ve
serumlardaki bakteriler siiziilerek, bu bakterilerin siiziintiiye ge¢mesi Onlenir ve boylece steril
sliziintii elde edilir. Bu amagcla bakterileri tutan ve delik ¢ap1 1um’yi asamayan filtreler kullanilir.
Filtreler yapisin1 olusturan maddelere gore 5 cesittir: - Selilloz membran filtreleri

- Berkefeld filtreleri

- Seitz filtreleri

- Cam tozu filtreleri

- Chamberland filtreleri

C - ISINLANMA iLE STERILIZASYON

Isinlama ile sterilizasyonun uygulama alani sinirlidir. En ¢ok kullanilan 1sinlar ultaviyole 1sinlari,
X 1sinlar1 ve gama 1sinlaridir.

Ultraviyole 1smlart daha c¢ok oda atmosferi ve bazi alet ylizeylerinin dezenfeksiyonunda
kullanilir. Bu 1sinlarla ¢alisirken 6zel filtreler ve gozliikler kullanmak gerekir. Gama ve X 1sinlar,
penetran olmalar1 nedeni ile iyl ambalajlanmig ve polietilen ya da benzeri sentetik maddelerden
yapilmis protezler, yapay kalp kapakg¢iklari, katgiit, ipek dikis malzemeleri, kateter ve cesitli
sentetik organlarin sterilizasyonunda ve besin maddelerinin saklanmasinda kullanilir. Gama ve X
1sinlarinin etrafa yayilmasinin énlenmesi i¢in kursun izoleli odalarda ¢alisilmasi gerekir.

D - KIMYASAL MADDELERLE STERILIiZASYON (DEZENFEKSiYON)

Bir cismin ya da maddenin hastalandirici nitelikteki mikroorganizmalardan arindirilmasi
islemidir. Tam bir dezenfeksiyon i¢in ortamdaki hastalik yapict bakteri ve mantar gibi
mikroorganizmalarin vejetatif sekillerinin ve sporlarinin 6lmesi ve maddelerin inaktive olmasi
gerekir.
Kimyasal maddelerin mikroorganizmalar iizerindeki etkileri yapilarina, yogunluklarina ve
mikroorganizmalarla bir arada bulunma siirelerinin uzunluguna baghdir. Dezenfeksiyon islemi
sirasinda  hastalandirict  olmayan  mikroorganizmalar da  Olebilirler.  Ancak  bu
mikroorganizmalarin ortamda bulunmasi dezenfeksiyon islemine aykir1 olmaz.
Dezenfektanlarin mikroorganizmalar {izerine degisik tarzda etkileri vardir:

1- Bakteri membraninin fonksiyonunu bozarlar. Bunlar fenol ve fenol bilesikleri, sentetik

deterjanlar ve organik solventlerdir.



2- Proteinleri denatiire ederler, bunlar daha ¢ok asit (asit borik, propionik asit gibi) ve
alkaliler ( KOH, NaOH gibi) dir.

3- Enzim aktivitesini bozarlar. Bunlar agir metaller (civa, giimiis gibi), tuzlar, oksidan
maddeler ( oksijenli su, potasyum permanganat, klor, sodyum hipoklorit gibi) ve
alkilin maddeler (formaldehid, formol gibi) dir.

4- Niikleer sistemi bozarlar. Bu amacla boyalardan yaralanilir. Bunlar metilen mavisi,
brillant yesili, fuksin, malasit yesili v.s.dir.

E - ETILEN OKSIT GAZIYLA STERILiZASYON

Etilen oksit % 10 veya %20 karbondioksit ile karistirilir. Bu karisimlarda etilen oksit etkisini
kaybetmemekte ve patlayicilik 6zelligi yok olmaktadir. Gaz ¢ok penetran olup tiim araliklara ve
kagit ya da polietilen ambalajlarin1 da gegerek ulasir. Etilen oksit ile sterilizasyon i¢in bir taraftan
havanin bosaltildig1 diger yandan gazin verildigi cihazlar kullanilir.



III. NOT
MIKROORGANIZMALARIN URETILMESI

Mikroorganizmalarin laboratuar kosullarinda tretilmeleri, saf olarak elde edilmeleri ve cesitli
ozelliklerinin incelenerek identifiye edilmesi i¢in ¢esitli besleyici ortamlar kullanilir. Bu iiretme
ortamlar1 baslica iki boliime ayrilirlar:

A- CANLI ORTAMLAR
Hastalik olusturan bazi etkenler ( viruslar, riketsialar, bedsonialar) lireyebilmek i¢in canli
hiicrelere gereksinim duyarlar. Bu amagla kullanilan canli ortamlar 3 gesittir.

1- Doku Kiiltiirii
Tiip, sise, petri kutusu gibi laboratuar kaplarinda uygun besleyici sivilarin igerisinde iiretilerek
kullanilan canli dokulardir. Bu amagla gesitli canlilarin (insan, maymun, tavsan, kobay, fare,
tavuk embriyonu gibi) c¢esitli organlar1 ( bobrek, akciger, testis gibi) Once pargalanarak canli
hiicreler tek tek ya da en ¢ok birka¢ hiicrelik gruplar kalacak sekilde ayristirilirlar. Belirli
sayilardaki hiicreler, i¢lerinde ¢esitli tuzlar, tampon maddeleri, vitaminler ve ¢ogu kez at ya da
dana serumu igeren besleyici sivilarda siispanse edilerek steril tiip ya da siselere konulurlar. Bu
hiicre siispansiyonlart 36-37°C’ de bekletildiginde hiicreler kabin ¢eperine yapisarak iirerler.
Ureme sonucu olusan dokuya “Doku Kiiltiirii” ad1 verilir. Doku kiiltiirleri viruslarm invitro olarak
iiretildigi ortamlardir.

2- Deney Hayvanlar

Bakteri ve viral etkenlerin liretilmesi amaciyla degisik tiirlerde deney hayvanlar1 kullanilir. Bu
amacla g¢ogunlukla fare, kobay, sican, tavsan, hamster ve tavuklardan yararlanilir. Ayrica
patojenite testleri, immunolojik c¢alismalar gibi bazi arastirmalar i¢in de deney hayvanlari
kullanilir. Uretilecek etkenin 6zelliine gore, deney hayvaninin yas, tiirii, cinsi ve bu hayvanlara
inokulasyon yollar1 degisir. Deney hayvanlar1 da mikroorganizmalarin invivo olarak tretildigi
ortamlardir.

Deney hayvanlar yetistirilme bi¢cimlerine gore 3 kisma ayrilirlar:

a — Konvansiyonel hayvanlar: Laboratuarda ya da enstitiilerde kendi kendine yetisen, lireyen ve
herhangi bir saglik kontroliinden gegirilmeyen hayvanlardir. Bu hayvanlarin sindirim, solunum
ve Urogenital sistemleri ile deri ve mukozalarinda her tiirlii etken bulunabilir. Bu nedenle
konvansiyonel hayvanlarin bu amaglarla kullanilmalar1 sakincalidir.

b — Specific Pathogen FREE (SPF) hayvanlar: Bu hayvanlarin sistemlerinde g¢esitli
mikroorganizmalar bulunur, ancak bazi 6nemli hastalik yapici etkenler ( 6rnegin Tuberculosis,
Salmonellozis, Pasteurollosis, bazi viral hastaliklarin etkenleri) yoniinden temizdirler. Bu nedenle
SPF hayvanlar giivenle kullanilabilirler.

c- Germ free hayvanlar: Bu hayvanlarin sistemlerinde herhangi bir mikroorganizma
bulunmadig1 gibi kanlarinda da antikor bulunmaz. Boyle hayvanlarla ¢alismak ¢ok giivenilirdir
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ancak mikropsuz olarak izole edilmeleri, mikropsuz kosullarda iiretilmeleri ve bunun
stirdiiriilmesi oldukca glictiir.

3 — Embriyolu Yumurta

Bazi viral etkenlerin, riketsialarin ve bazi bakterilerin iiretilmesinde kullanilan diger bir canhi
ortam embriyolu yumurtalardir. inokulasyonda kullanilacak olan yumurtalarm SPF (Specific
Pathogen Free) olmasi istenir. Embriyolu yumurtalar viruslarin invivo olarak iiretildigi
ortamlardir. Embriyolu yumurtaya virus inokulasyonu i¢in 4 degisik yontem kullanilir ve
kullanilan yonteme gdre embriyo yaslar1 degisir.

a- Korioallantoik membrana inokulasyon (10 -12 giinliik embriyo)

b- Allontoik bosluga inokulasyon (9 — 12 giinliik embriyo)

c- Amniotik bosluga inokulasyon (7- 15 giinliik embriyo)

d- Yumurta sarisina inokulasyon (5- 8 giinliilk embriyo)

B — CANSIZ ORTAMLAR

Hastalandirict 6zellik gosteren bakteri, mantar, mikoplazma gibi mikroorganizmalarin
cogunlugu organizma disinda invitro olarak iiretilebilmektedir. Mikroorganizmalarin invitro
olarak  Tretilebildikleri bu cansiz  ortamlara  “Besiyeri” denir.  Besiyerlerinde,
mikroorganizmalarin iireyebilmesi i¢in karbon ve azot kaynaklari, mineraller ve gelisme
faktorlerinin bulunmasi gerektigi gibi bunlarin hazirlanisinda nem, oksijen, CO> gibi etmenlerin
g0z Oniinde bulundurulmasi ve tiretilme sirasinda 1sinin gerektigi derecede saglanmasi kosuldur.
Besiyerleri kat1 ya da s1vi olarak hazirlanirlar.

Besiyerleri 2 grupta incelenir:
1- Genel Besiyerleri: insan ve hayvanlarda hastalik olusturan ya da normal florada bulunan
mikroorganizmalarin ¢cogunlugunun {iretilebildigi besiyerleridir.
Genel besiyerleri iireticilik 6zelliklerine gore 2 cesittir:

a-Temel (Bazal) besiyerleri: Bu besiyerlerinde yalnizca pepton ya da buyyon gibi
maddelerle su bulunur. Buyyona agar eklenerek hazirlanan kati besiyerine Jel6z adi verilir. Bu
besiyerleri bir¢ok mikroplarin liremesi i¢in uygundur.

b- Zenginlestirilmis besiyerleri: temel besiyerlerine kan, serum, glukoz, yumurta gibi daha
besleyici maddelerin eklenmesi ile elde edilen besiyerleridir. Temel besiyerlerinde iireyemeyen
bir¢cok mikroplar bu besiyerlerinde iiretilebilirler.

2- Ozel Besiyerleri: Calisma amacina gore hazirlanan daha komplike yapidaki besiyerleridir.

a- Ozgiil besiyerleri: Yalmz bir gesit mikrobun iiretilmesi icin hazirlanan besiyerleridir.
Ornegin Tiiberkiiloz etkenlerinin iiretilmesinde kullanilan Lowenstein — Jensen besiyeri

b- Secici (Selektif) besiyerleri: Temel ya da zenginlestirilmis besiyerlerine bir kisim
bakterilerin liremesini 6nleyen antibiyotikler, kimyasal maddeler ve boyalar konularak hazirlanan
boylece karisik ortamdaki bazi bakterileri secerek iiremelerini saglayan besiyerleridir. Ornegin
Gram (-) bakterileri karisik kiiltiirden izole edebilmek i¢in besiyerlerine Gram (+) bakterileri
inhibe eden kristal violet katilir.
Iclerinde karisik bir ortamdaki (diski gibi) bazi bakterilerin iiremesini kamgilayict maddeler
iceren besiyerlerine “secerek cogaltic1” besiyerleri denir. Ornegin diskidaki Salmonella’ larm
secilerek ¢ogaltilmasi i¢in Selenit-F ve Tetrathionatli buyyon kullanilir.
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c- Ayirtier (diferansiyel) besiyerleri: Icerdikleri gesitli ayiraglar ve kimyasal maddeler
araciligtyla, benzer bakterilerin ayr1 renkte koloniler olusturmalarini saglayarak karisik bakterileri
birbirinden ayirmaya yarayan besiyerleridir. Ornegin E.coli ‘nin EMB agarda metelik yesil renkte
koloniler olusturmasi ya da fermente eden bakterilerin McConkey agarda pembe renkli koloniler
olusturmasi gibi

d- Ayirach besiyerleri: Mikroorganizmalarin identifikasyonu i¢in gerekli olan biyokimyasal
ozelliklerinin saptanmasi i¢in kullanilan besiyerleridir. Bu besiyerleri iclerine c¢esitli ayiraglar
(bromtimol mavisi, metil kirmizisi, andrade ayirici, fenol kirmizisi gibi) ve mikrobun
metabolizma etkisinin 6grenilmesi istenen maddeler (laktoz, glukoz gibi) konularak hazirlanirlar.
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IV.NOT
INFEKSiYON ETKENLERININ LABORATUAR TANISI

Infeksiyonlarin tanisi igin : ¢ Anamnez

¢ Klinik bulgular

¢Otopsi  bulgular1 degerlendirilerek enfeksiyonun kesin tanisi
amaciyla

¢ Laboratuar incelemeleri yapilir.

Anamnez: Hasta sahibinden, bakicisindan ya da hasta ile iligkili diger kisilerden hasta hayvan ve
hastalik hakkinda bilgiler edinilmesidir. Bu bilgiler cok 6nemlidir ¢iinkii hastalarin yasi, cinsiyeti,
hastaligin ne zaman ve nasil bagladigi, ne sekilde gelistigi, eger bir siiriide enfeksiyon
goriilityorsa dlen hayvanlarin olup olmadigi, 6len hayvanlar varsa 6lmeden 6nce ne tiir belirtiler
gosterdikleri, hayvanlara a1 uygulanip uygulanmadigi gibi sorular tantya yardimci olur.

Klinik Bulgular: Genel semptomlar (istahsizlik, durgunluk, titreme, ates, kabizlik gibi) genelde
bir¢cok enfeksiyonda goriildiigii i¢in taniya yardimci degildir. Ancak 6zel semptomlar (solunum,
sindirim, sinir, lirogenital ve dolasim sistemi bozukluklar: ile ilgili semptomlar) tani agisinda
yararhidir. Hastada goriilen 6zel semptomlara gore inceleme 6rnegi alinarak laboratuar taniya
gidilir.

Otopsi bulgulari: Olen ya da &ldiiriilen hayvanlara otopsi yapilarak tiim organlar1 gdézden
gecirilir. Lezyonlarin nerede olustugu, biiytlikliigl, sekli ve diger bulgular degerlendirilerek bu
lezyonlu bolgelerden alinan 6rnekler laboratuarda incelenir.

Anamnez, klinik ve otopsi bulgularima gore kesin tan1 koymak oldukg¢a giictiir. Elde edilen
bulgular bu bulgulara gore alinan siipheli 6rneklerin laboratuarda incelenmesinden sonra ¢ikan
bulgularla birlestirilerek hastaliklarin kesin tanis1 yapilir.

LABORATUAR TANI:

Inceleme 6rneklerinin alinmasi
Inceleme 6rnekleri hasta canliyken ya da oldiikten sonra alinirlar ve bu islem igin bazi énemli
noktalara dikkat etmek gerekir.
- Inceleme rnekleri steril kaplara alinarak sogukta muhafaza edilmelidirler.
- Ornek alindiktan sonra incelemenin yapilacagi laboratuar yakinsa hemen génderilmelidir.
Laboratuar uzaksa dondurulduktan sonra termoslar i¢inde ve en kisa siirede gonderilmelidir.
- Laboratuarda ayni giin ekimi yapilamayacak 6rnekler -20° C’de saklanmalidir.
- Inceleme 6rnegi hastaligin akut doénemlerinde almmalidir. Bu dénemde kanda fazla miktarda
etken saptanabileceginden inceleme Ornegi olarak kan alinip hemokiiltiir yapilmalidir. Kronik
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donemde ise etkenler kandan cekilerek doku ve organlara yerlesirler ve buralarda bozukluklar
olustururlar. Bu durumda etkenler ¢esitli sekret (siit, sperma, tiikiiriik gibi) ve ekskretle (idrar,
gayta, balgam, burun ve uterus akintilar1 gibi) disar1 atilirlar. Bu 6rnekler alinarak gerekli
incelemeler yapilir.

- Viicudun derin kisimlarindaki kapali ve florasiz bolgelerde bulunan 6rnekler (beyin omur ilik
stvisi- BOS, plevra, periton, sinyoviyal sivilar gibi) deri ve mukozalar yeterince dezenfekte
edildikten sonra uygun ponksiyonlarla alinmalidir.

- Hayvan 6lmiisse zaman gecgirmeden otopsi yapilarak lezyonlu doku ve organlardan inceleme
ornegi alinmalidir.

- Inceleme &rnekleri antibiyotik kullanimindan 6nce alinmahidir. Eger antibiyotik uygulanmissa
antibiyotigin viicuttan atilma siiresini bekleyip 6rnek alinmalidir.

- Inceleme 6rneginin tiirii klinik olarak ve otopside goriilen bulgulara gore degisir. Ornegin
Antraks siipheli olgularda dalak, kemik iligi; Mastitis siipheli olgularda siit; Brusellozis siipheli
olgularda atik yavru, uterus akintilari, kan, Paratiiberkiiloz siipheli olgularda rektum kazintist
alinir.

a- Bakteriyoskopi (Mikroskobi): Gonderilen inceleme 6rneklerinden preparatlar hazirlanir.
Bakteriyel enfeksiyondan siipheleniyorsa siirme preparatlar hazirlanarak Basit ya da Bilesik
boyama yontemlerinden biri ile boyama yapilir. Gonderilen inceleme O6rneginde bakteri olup
olmadigini, eger bakteri varsa morfolojik goriiniimiinii saptamak icin basit boyama (Metilen
mavisi, Bazik fuksin gibi) yapilir ya da direk olarak Gram boyama yapilarak bakterinin gram
ozelligi saptanir. Ancak Gram boyama ile boyanamayan bazi 6zel hastalik etkenlerinin
varligindan stiphelenildigi durumlarda (klinik ve otopsi bulgularina gore) siiphelenilen etkene
gore 6zel boyama yontemleri uygulanir. Ornegin Tiiberkiilozis siipheli 6rneklerden hazirlana
preparatlar Ziehl-Neelsen yontemi ile Leptospirozis siipheli 6rneklerden hazirlanan preparatlar
Giemsa ile boyanir.

Mantar enfeksiyonunda siipheleniliyorsa lam lamel arasi preparatlar hazirlanarak ya Laktofenol
pamuk mavisi ile ya da siliphelenilen infeksiyona gore 6zel mantar boyama yontemleri ile
boyamalar yapilir.

b-Kiiltiir: Inceleme 6rneklerinden genel ya da 6zel besiyerlerine ekim yapilarak siiphelenilen
hastalik etkenine gore aerobik, anaerobik ya da mikroaerofilik kosullarda inkiibasyona birakilir.
Ortamin 1s1s1 ve inkiibasyon siiresi de etkenlere gore degisir. Bakteriler genelde 37° C’de 24
saatte iirerlerse de bazi hastalik etkenleri igin bu 1s1 ve siireler degisir. Ornegin E.coli aerobik
kosularda 37° C de 18-24 saatte, Brusellozis etkenleri mikroaerofillik kosullarda 5-7 giinde,
Clostridumlar anaerobik kosullarda 25-37° C lerde 24-72 saatte iirerlerken Tiiberkiilozis etkenleri
aerobik kosullarda 37-44° C lerde 2-8 haftada iirerler. Mantarlar ise 24-26° C lerde 1-3 haftada
rerler.

Mikroorganizmalar iiretmek icin kullanilan besiyerleri de izole edilmesi istenen etkenin tiiriine
gore degisir. Ornegin mantar etkenlerinin izolasyonunda Sabouraud Dekstroz Agar, Tiiberkiilozis
etkenlerinin izolasyonunda Lowenstein-Jensen besiyeri, Salmonellalarin izolasyonunda SS ve
Brillant Green Agar, Mikoplazmalarin izolasyonunda PPLO agar kullanilir

Mikroorganizmalarin identifikasyonu: Etken izole edildikten sonra saf olarak iiretilir ve
cesitli 6zellikleri incelenerek identifikasyonu yapilir.
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I- Morfolojik 6zellikler: Mikroorganizmanin morfolojik 6zellikleri incelenir.

A-Makroskobik morfoloji: Mikroorganizmanin kati ve sivi besiyerlerinde gozle goriilen

ozellikleri incelenir.

1-Kat1 besiyerinde: Etkenin besiyerinde olusturdugu kolonilerin biiyiikligi, sekli, rengi,
kokusu kenarlarint durumu, kanli agarda hemoliz olusturup olusturmadigi, hangi tipte koloni
(S,R,M) olusturdugu saptanir.

2- Sivi besiyerinde: Mikroorganizmanin lireme durumu (zayif, orta, bol), dipte tortu
olusumu, istte zar olusumu, gaz olusumu, graniiler ya da homojen lireme, renk olusumu
saptanir.

B- Mikroskobik morfoloji: Mikroorganizmanin mikroskopta goriiniimii incelenir.

1- Koloni morfolojisi: Kat1 besiyerinde iireyen koloniler stereomikroskopta daha ayrintili
olarak incelenir.

2- Bireysel morfoloji: Sivi kiiltirden ve kati besiyerlerinden iireyen kolonilerden
preparatlar hazirlanarak boyama yapilir ve mikroskopta incelenir. Mikroskoplarin sekli (kok,
basil, spiral gibi) biiyiikliigii, spor olusumu, kapsiil olusumu, uglarimin sekli (yuvarlak,
koseli), diziligleri (zincir, kiime, flament) incelenir. Stv1 kiiltiirden lam lamel arasi preparat
hazirlanarak hareketli olup olmadig: saptanir.

II- Fizyolojik o6zellikler: Mikroorganizmani ilireme 6zellikleri incelenir. Oksijen gereksinimi ve
iireme 1s1s1 degerlendirilir.

I1I- Biyokimyasal 6zellikler: Mikroorganizmanin identifiye edilebilmesi i¢in makroskobik ve
mikroskobik o6zellikleri degerlendirildikten sonra biyokimyasal 6zellikleri saptanir. Bu amagla
birgok testler (indol, nitrat, iire, jelatin, katalaz, oksidaz gibi) yapilarak sonuclar1 degerlendirilir.

IV- Patojenite: Mikroorganizmanin deney hayvanlarinda enfeksiyon olusturup olusturmadigi
incelenir.

V- Bakteriyofajlara duyarhhk: Bakteriyofajlar izolatlarin tiplendirilmesi ve de
klasifikasyonunda yardimeci olur.

c- Deney Hayvanlar1 inokulasyonu: Deney hayvam inokulasyonu hastalik etkenlerinin
patojenitesini saptamak amaci ile kullanilir. Bunun i¢in inceleme 6rneklerinden direk olarak ya
da besiyerlerinde tlireyen siipheli kolonilerden homojen siispansiyonlar hazirlanarak duyarli deney
hayvanlarina enjekte edilir.

Deney hayvaninin tiirii ve inokulasyon yollar1 arastirilan hastalik etkenine gore degisir. Ornegin;
Bacillus anthracis’e en duyarli deney hayvanlart fare ve kobaylardir. Antraks siipheli inceleme
orneklerinden ya da kolonilerden fare veya kobaylara deri alt1 ya da intraperitoneal yollarla
inokulasyon yapilarak etkenin patojenitesi saptanir.

Inokulasyon yapilan hayvanlar hastalik yoniinden her giin kontrol edilirler. Olen hayvanlarin
otopsileri yapilarak patolojik bozukluklar gézden gegirilir. Yeniden inceleme 6rnekleri alinarak
etkenin izolasyonu yapilir.

d- Serolojik testler: Serolojik testler canli hayvanlardan alinan kan serumlar1 ile uygulanir.
Ozellikleri siirii enfeksiyonlari saptamak agisindan oldukga énemlidir. Birgok enfeksiyonlarda

15



indirek tan1 amaci ile farkli serolojik testlere bagvurulur. Bakteriyel enfeksiyonlarin serolojik
tamisinda cogunlukla Agliitinasyon, Presipitasyon, Komplement Fikzasyon, ELISA, AGID
yontemleri kullanilir. Viral enfeksiyonlarin serolojik tamisinda bu testlere ek olarak
Hemagliitinasyon, Hemagliitinasyon-Inhibisyon (HI) ve Notralizasyon testleri uygulanir.

e- Allerjik testler: Bazi enfeksiyonlarda, enfeksiyondan siipheli canli hayvanlar1 derisine
0zel alerjen maddeler enjekte edilerek olusan reaksiyona gore tani yapilir. Hayvanlarda 6zellikle
Ruam, Tiiberkiilozis ve Paratiiberkiilozisin indirek tanis1 amaci ile alerjik testlerden yararlanilir.
Bu alerjik testlerde kullanilan alerjen maddeler etkene 6zgilidiir. Ruamda mallein, Tiiberkiilozisde
tiiberkdilin, Paratiiberkiilozisde johnin kullanilir.

f- Molekiiler Tani: Biyoteknolojik ve molekiiler teknikler, giiniimiizde insan ve veteriner
hekimliginde teshis araci olarak genis bir kullanim alan1 bulmaktadir. Teshiste biyoteknoloji
oldukc¢a dinamik bir disiplin olup her gecen giin yeni teknikler ve modifikasyonlar denerek tibbin
kullanimina sunulmaktadir. DNA ve RNA’ nin yap1 ve fonksiyonlarinin aydinlatilmasini takiben;
DNA ‘nin replikasyon, hibridizasyon ve fiizerinde bulunan niikleotid sirasina uygun RNA
molekiilii olusturma yetenegini kullanan molekiiler teknikler gelistirilmistir.

Molekiiler teknikler i¢inde en sik kullanilan PCR, istenilen mikroorganizmaya ait DNA gen
bolgelerinin (hedef-target) in vitro olarak bir tiip i¢inde cogaltilmast (amplifiye edilmesi) ve
amplifiye edilen bu iiriinlerin gozle goriilebilir hale getirilerek saptanmasidir.
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V.NOT
MIKROSKOBIK INCELEME ICiN PREPARAT HAZIRLANMASI

Mikroorganizmalart mikroskop altinda inceleyebilmek i¢in Oncelikle preparat hazirlanmasi
gerekir. Preparatlar ya dogrudan inceleme Orneklerinden (bakteriyoskopi) ya da kiiltiirlerden,
istenilen amaca gore degisik sekillerde hazirlanirlar. Yine istenilen amaca goére boyanarak ya da
boyanmadan mikroskopta incelenirler.

Boyasiz preparatlar ¢ogunlukla bakteri hareketlerini saptamak, Boyali preparatlar ise
mikroorganizmalarin morfolojik ve boyanma 6zelliklerini incelemek amaciyla hazirlanirlar.

Preparatlarin hazirlanmasi i¢in kullanilacak lamlarin ¢ok temiz, yagsiz ve ¢iziksiz olmasina
dikkat edilir. Lamlar kullanilmadan once bir siire etil alkolde bekletilir, kullanilacagi zaman
temiz bir bezle silinerek iyice kurutulur. Preparat hazirlanmasi i¢in lam disinda, tercihe gore, 6ze,
pastor pipeti ya da svablara gereksinim duyulur. Boyasiz preparatlarin hazirlanmasi i¢in bunlara
ek olarak lameller kullanilir.

BOYALI PREPARAT HAZIRLANMASI

Inceleme 6rneginden preparat hazirlanmasi:

Otopsi ya da biyopsi sonucu kii¢iik parcaciklar halinde alinan inceleme ornekleri ya iki lam
arasinda ezilerek ya da pensle tutulup lama siiriilerek ince preparatlar hazirlanir. Organ pargasinin
yiizeyinde kontaminasyon olasiligi varsa, ateste iyice kizdirilan bir spatiille yiizeyi daglanark
steril hale getirilir ve steril bir 6ze ile bu bolgeden igeri girilerek alinan pargalardan froti
hazirlanir.

Patolojik sivilardan preparat hazirlamak icin, pastor pipeti ya da 6ze ile alinan bir damla siv1
ornegi lamin ortasina damlatilarak ince bir tabaka halinde yayilir.

Kandan preparat hazirlanmak isteniyorsa, lamin uclarma yakin bir kismima bir damla kan
konularak diger bir lamin kisa kenar1 ile ya da lamelle diger uca dogru ince bir sekilde ¢ekilir.
Kiiltiirden preparat hazirlanmasi:

Bilindigi gibi kiiltiirler, mikroorganizmalarin kat1 ve sivi besiyerlerinde iiretilmis halidir. Kat1
besiyerlerinde lireyen mikroorganizmalar koloniler olustururlar. Siv1 besiyerlerinde iirediklerinde
ise cesitli degisiklikler (bulaniklik, dipte tortu olusumu, sivinin yiizeyinde zar olusumu gibi)
olustururlar. Bu nedenle siv1 ve kati kiiltlirlerden degisik sekilde preparat hazirlanir.

Kolonilerden preparat hazirlanmasi: Once pastor pipeti ya da 6ze yardimiyla lam iizerine bir
damla fizyolojik tuzlu su (FTS) konur. Sonra da 6ze ile koloniden 6rnek alinarak lam iizerindeki
FTS i¢inde ezilir ve homojen hale getirildikten sonra dairesel hareketlerle 1-2 cm ¢apinda bir
alana yayilir.

Sivi1 kiiltiirden preparat hazirlanmasi: sivi kiiltiirden 6ze ya da pastor pipeti ile alinan bir damla
ornek lam iizerine konularak ayni sekilde yayilir.

Inceleme 6rneklerinden ve kiiltiirlerden yukarida anlatilan sekilde hazirlanan preparatlar ya bas
ve isaret parmaklar arasinda tutulduktan sonra dairesel ya da yatay hareketler yapilarak ya da
kendi hallerinde bekletilerek kurutulur.

Preparatlar kurutulduktan sonra tespit edilirler. Tespitin amaclart:
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1- Mikroorganizmalar1 6ldiirmek
2- Mikroplarin lama yapigsmalarini saglamak

Tespit 2 sekilde yapilir:
1) Fiziksel tespit: Kurutulan preparat, bir ucundan pensle tutularak alevin i¢inden li¢ kez
(45°’ lik egimle) gegirilir. Bu islem yapilirken preparatin yanmamasina dikkat edilir.
2) Kimyasal tespit: Kurutulan preparatin lizerine kimyasal maddeler ( metil alkol, etil alkol,
aseton gibi) dokiilerek bir siire bekletilirler. Sonra suyla yikanirlar. Kan ve dokulardan
hazirlanan preparatlar bu sekilde tesit edilirler.

Inceleme Ornekleri ya Kkiiltiirlerden hazirlanan preparatlar yukarida anlatilan islemler
uygulandiktan sonra boyama i¢in uygun hale gelir.
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BASIT BOYAMA

Basit boyama tek bir boya (Metilen mavisi, Sulu fuksin gibi) kullanilarak yapilan boyama
yontemidir. Bu boyamanin amaci bakterilerin varligi ve varsa morfolojik yapilart (kok, basil,
kokobasil) hakkinda bilgi edinmektir.

Boyama Yontemi
- Inceleme &rnegi ya da kiiltiirden preparat hazirlanir.
- Hazirlanan preparat kurutulur ve tespit edilir.
- Metilen mavisi ile 3-5 dk boyandiktan sonra boya dokiiliir ve suyla yikanir.
- Preparat kurutulur ve immersiyon yagi damlatilarak immersiyon objektifi ile incelenir.
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VI. NOT

GRAM BOYAMA

Gram boyama bakterilerin Gram 6zelliklerini saptamak amaciyla uygulanan bilesik bir boyama
yontemidir.

Boyama sonucunda bakteriler aldiklari renge gére Gram (+) ve Gram (-) olarak belirlenirler.
Karisik kiiltiirlerde Gram (+) ve Gram (-) bakteriler bir arada goriilebilirler. Saf kiiltiirlerde
yalnizca bu 6zellikten birine sahip bakteriler goriiliir.

Boyama Yontemi

- Inceleme 6rnegi ya da kiiltiirden preparat hazirlanr.

- Hazirlanan preparat kurutulur ve tespit edilir.

- Preparat Kristal Violet erigi ile 3 dakika boyandiktan sonra tlizerindeki boya dokiiliir ve
suyla yikanir.

- Gram lodin (Lugol) erigi ile 1 dakika boyanir, boya dokiiliir.

- Alkol ile renksizlestirilir. (Dekolorizasyon) Bu iglem preparat lizerine alkol dokiilerek,
preparat1 birkag kez saga sola egmek suretiyle uygulanir.

- Alkol dokiiliir ve su ile yikanir.

- Sulu fuksin erigi ile 30 saniye boyanir.

- Preparat su ile yikanir ve kurutulur.

- Immersiyon yag damlatilarak immersiyon objektifi (100x) ile incelenir.

Mekanizma

Gram boyamada ilk olarak kristal violet eriginin uygulanmasi ile ortamdaki tiim bakteriler
mor renge boyanir. Ikinci olarak uygulanan gram iodin erigi ortamdaki Gram (+) bakterilerin
daha 6nce almis oldugu mor rengi sabitlestirir. Gram (-) bakteriler de daha 6nce mor renk
almistir. Ancak bu durum onlar i¢in s6z konusu degildir. Fakat daha sonra alkolle yapilan
renksizlestirme islemi sonucunda Gram (-) bakterilerin iizerindeki kristal violet-garm iodin
kompleksi uzaklastirilarak Gram (-) bakteriler renksiz kalirlar. Son asamada sulu fuksin
eriginin uygulanmasi ile Gram (-) bakteriler pembe renge boyanirlar.

- Gram boyama sonucunda : Gram (+) bakteriler MOR
Gram (-) bakteriler PEMBE  renkli goriiliirler.
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VII. NOT

SPOR BOYAMA

Sporlar bazi bakterilerin sitoplazmasimin ig¢inde ve 06zel kosullara bagli olarak olusan, o
bakterilerin ¢esitli fiziksel ve kimyasal ¢evre etkilerine karsi dayanikli olmalarmi saglayan
olusumlardir. Bakteri sporlarinin iiremeyle ilgisi yoktur. Bacillus (aerob) ve Clostridium cinsi
bakteriler spor olustururlar.

Boyama Yontemi
- Inceleme &rnegi ya da kiiltiirden preparat hazirlanir.
- Hazirlanan preparat kurutulur ve tespit edilir.
- Preparatin lizerine Malasit yesili eriyigi dokiiliir.
- Ucunda alkollii pamuk bulunan bir ¢ubuk yakilarak {izerinde boya bulunan preparat 5
dakika stire ile alttan 1sitilir. Boyanin kaynamamasina dikkat edilmelidir.
- Preparat suyla yikanir.
- Fuksin eriyigi ile 30 saniye boyanir.
- Preparat su ile yikanir ve kurutulur.
- Immersiyon yag1 damlatilarak immersiyon objektifi (100x) ile incelenir.

- Spor boyama sonucunda : sporlar YESIL
bakteriler PEMBE renkli goriliirler
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ZIEHL-NEELSEN BOYAMA

Aside direngli bakterilerin 6rnegin Mycobacteri’lerin mikroskopta goriilmesi amaciyla kullanilan
boyama yontemidir.

Aside direngli bakteriler hiicre duvarindaki lipid oraninin fazla olmasi nedeni ile kolay
boyanmazlar. Boyanmalari i¢in yogun fenollii eriyiklerin 1s1 ile beraber uygulanmasi gerekir.

Mekanizma

Yogun fenollii karbol fuksin eriyiginin 1s1 etkisiyle uygulanmasi sonucunda ortamdaki tiim
bakteriler ve zemin kirmizi renge boyanir. Asit-alkol uygulanmasi sonucunda aside direngli
bakteriler boyay1 birakmamalarina karsin diger bakteriler ve zemin renksizlesir. Malasit yesili ya
da metilen mavisi ile yapilan zit boyama sonucunda ise zemin ve ortamdaki aside direncli
olmayan bakteriler yesil ya da mavi renk alir.

Boyama yontemi

- Inceleme &rnegi ya da kiiltiirden preparat hazirlanir.

- Hazirlanan preparat kurutulur ve tespit edilir.

- Preparatin lizerine Karbol fuksin solusyonu dokdiliir.

- Ucunda alkollii pamuk bulunan bir ¢ubuk yakilarak iizerinde boya bulunan preparat 5-8
dakika stire ile alttan 1sitilir. Boyanin kaynamamasina dikkat edilmelidir.

- Preparat suyla yikanir.

- Asit-alkol (HCI + %095 etil alkol karisimi) ile renksizlestirilir.

- Suyla yikanir.

- Malasit yesili ya da metilen mavisi ile 30 saniye boyanur.

- Preparat su ile yikanir ve kurutulur.

- Immersiyon yag1 damlatilarak immersiyon objektifi (100x) ile incelenir.

- Spor boyama sonucunda : Aside direngli bakteriler KIRMIZI . .
Zemin ve aside direncli olmayan bakteriler MAVI/YESIL
renkli goriiliirler.
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VIII. NOT

HAREKET INCELENMESI ICIN PREPARAT HAZIRLANMASI VE
BAKTERI HAREKETLERININ iNCELENMESI

Hareket, bakterilerin identifikasyonunda yararlanilan 6nemli bir 6zelliktir. Baz1 bakteriler (E.coli,
P.ovulgaris, B.subtilis) flagellalar1 yardimiyla aktif hareket yaparlar. Bazi bakterilerin
(Streptococcus, Staphylococcus, B.anthracis, M.tuberculosis gibi) flagellalar1 yoktur, bu nedenle
aktif hareket yapamazlar. Diger bir kisim bakteriler ise spiral (spiroketler), kayma (Flexibacter
columnaris) ve koloni (B.alvei) hareketi yaparlar.

Bakteri hareketlerinin incelenmesi i¢in 3 yontem vardir:
1- Lam-lamel aras1 inceleme

2- Asili damla yontemi

3- yar1 kat1 besiyerinde inceleme

1- Lam-lamel arasi inceleme: hareket incelemesi yapilacak olan bakteriden sivi besiyerine ekim
yapilarak 18-24 saat inkubasyona birakilir.

*Alkol i¢inde bekletilen lamlardan alinarak iyice temizlenir.

*S1v1 kiiltiirden pipet yardimiyla 1 damla alinarak lam t{izerine damlatilir.
*Lam iizerine sivinin iistiinli 6rtecek sekilde lamel kapatilir.

*40X objektif ile incelenir.

2- Asili damla yontemi: bu amacla ortast ¢ukur ya da iizerinde plastik halka bulunan lamlar
kullanilir. Siv1 kiiltiirden bir damla alinarak lamel {izerine konur. Lamel ters cevrilerek lamin
cukur ya da halka bulunan kismina kapatilir. Damla boslukta sarkar bir duruma getirilir. Lamelin
kenarlar1 s1v1 parafin ile kapatilarak 40X objektif ile incelenir.

3- yan kat1 besiyerinde inceleme: hareket incelemesi yapilacak olan bakteriden sivi kiiltiir
hazirlandiktan sonra bu kiiltiire steril igne 6ze daldirilir, sonra da ¢ikarilarak yar1 kati olarak
hazirlanmis tiip i¢indeki besiyerine dik olarak batirilir ve c¢ikarilir. Besiyeri 24-48 saat
inkiibasyona birakilir. Bu siire sonunda eger besiyerinin yiizeyinde ve inokulasyon hatt1 boyunca
iireme var ve saga sola dogru bir yayilma yoksa bakterinin hareketsiz olduguna kara verilir. Eger
inokulasyon hattinin ¢evresine dogru yayilma varsa bakteri hareketli olarak degerlendirilir.
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IX.NOT

ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTI
(ANTIBIYOGRAM)

Antibiyotikler, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen, yar1 sentetik ve sentetik olarak
hazirlanabilen antimikrobiyal kimyasal maddelerdir.

Antibiyotiklerin mikroorganizmalar tizerine etkisi kullanilan konsantrasyonlara bagli olarak iki
tirliidiir:

1- Bakteriostatik etki: bu etki sonucunda bakterilerin tiremesi durur. Eger ¢ok uzun olmayan bir
stire sonra bakteri antibiyotigin etkisinden kurtarilip yeni ve uygun bir ortama aktarilirsa yeniden
iiremesini stirdiirir.

2- Bakterisid etki: antibiyotik bakterinin 6liimiine yol acar. Bakteri antibiyotikli ortamdan
ayrilarak uygun bir lireme ortamina aktarildiginda ya hi¢ lireyemez ya da bir iki pasaj iireme
gosterdikten sonra iiremesi durur ve oliir.

Tiim antibiyotikler bakterilere belirli yogunluklarda ve belirli bir zaman siirecinde Once
bakteriostatik, daha fazla yogunluklarda ve daha uzun siirelerde bakterisid etki yaparlar.
Antibiyotiklerin bilingsiz ve gelisigiizel kullanimlar1 sonucu kullanilan antibiyotiklere karsi bir
direng gelismekte ve buna bagli olarak sagaltimda istenilen sonuglar alinamamaktadir. Bu
nedenle infeksiyon olgularinda basarili bir sagaltima gitmek icin Antibiyotik duyarhlik testinin
yapilmasi geregi ortaya ¢ikmaktadir.

Hastalik etkenlerinin antibiyotiklere karsi duyarlilifinin saptanabilmesi icin Oncelikle bu
etkenlerin elde edilmesi gerekir. Bu amagla, olusan infeksiyona gore inceleme ornekleri alinarak
laboratuara gonderilir. Antibiyotik kullanmakta olan hastalardan inceleme ornekleri
almmamalidir. Hasta eger antibiyotik kullanmissa son kullanimdan 72 saat gegtikten sonra 6rnek
alinmalidir.

DIiSK DIFFUZYON YONTEMI iLE ANTIBIYOGRAM TESTI

- Laboratuara gonderilen 6rneklerden ekim yapilarak etkenler izole edilir.

- Her bir etken distile su ile 0.5 McFarland yogunluguna es degerde sulandirilarak
bulaniklig1 ve dolayisiyla sayisi standardize edilerek ayarlanir.

- Sividan 0,1 ml alinarak Muller Hinton Agar ya da Kanli Agar besiyerinin yilizeyine
yayilir.

- Bu yiizeye, iclerine degisik antibiyotiklerin emdirildigi yaklasik 5-8mm capindaki diskler
esit araliklarla yerlestirilir.

- Besiyeri yeniden 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilir ve bu siire sonunda sonuglar
degerlendirilir.

- Degerlendirmede disklerin cevresinde olusan zonlar dikkate alimr. Bu zona Ureme
Inhibisyon Zonu denir.

- Disk ¢evresinde olusan zon alaninda tireme olup olmadigina ve zonun ¢apina bakilir.

- Eger zon alani iginde lireme varsa etkenin o antibiyotige kars1 direncli oldugu anlasilir ve
sagaltim amaciyla kullanilmaz.
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