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Mikrobiyoloji laboratuvarının tanıtımı, çalışma kuralları, Mikroskopların tanıtımı ve direkt mikroskobik inceleme

MİKROBİYOLOJİ LABORATUVARINDA ÇALIŞMA KURALLARI
Hastalardan alınan tüm örnekler, bunlardan yapılan ekimler, preparatlar, üretilen kültürler, çalışılan masalar yani laboratuvarda bulunan tüm eşyalar enfeksiyon kaynağı olarak kabul edilmelidir.

Bu nedenle bazı önlemlerin alınması gerekmektedir:

1. Laboratuvara girerken önlük giyilmeli, önü daima kapalı olmalıdır. Önlük, çalışma bittikten sonra çıkarılmalı ve laboratuvarda özel yerine asılmalıdır.
2. Laboratuvara kişisel eşyalar sokulmamalıdır.

3. Laboratuvarda bir şey yenilmemeli ve içilmemelidir.

4.  Laboratuvarda çalışmanın özelliğine göre gözlük, yüz maskesi, eldiven gibi gözü ve cildi koruyucu ekipmanlar kullanılmalıdır.

5. Çalışırken eller ağıza, buruna, yüze veya göze sürülmemeli, kalem, kağıt, , etiket gibi materyel ağıza götürülmemelidir. 
6. Uzun tırnaklar hem kir tutar, hem de giyildiğinde eldivenin delinmesine neden olabileceği için tırnaklar kısa kesilmelidir. Uzun saçlar çalışma süresi boyunca toplanmalıdır.

7. Çalışma masasının üzeri çalışmaya başlamadan önce ve sonra dezenfektan madde ile silinmeli ve üzerinde gerekli malzemeler dışında bir şey bulunmamalıdır.

8. Laboratuvarda yüksek sesle konuşulmamalı, mikroorganizmaların ve sporların etrafa yayılmasına neden olan ani ve hızlı hareketlerden kaçınılmalıdır.

9. Kültürlerin yere ya da çalışma masasına dökülmesi durumunda laboratuar sorumlusuna bildirilmeli ve kirlenen alan bir dezenfektan ile temizlenmelidir.

10. Çalışma esnasında kullanılan tüpte ya da petride buluna kültürler çalışma masasında gelişigüzel ve açık olarak bırakılmamalıdır. Tüpler önlük cebinde taşınmamalıdır.

11. Tüm ekimler, daima bunsen beki alevinin yanında yapılmalıdır.

12. Öze uçları her kullanımdan önce ve sonra bunsen beki alevinde uygun şekilde (45°’lik açı ile) yakılarak steril edilmelidir. Özeler yakılırken alevin en sıcak kısmına sokulmamalıdır. Böyle yapılmazsa mikroorganizmalar ölmeden etrafa sıçrar.

13. Örnek almada kullanılan eküvyonlar, kullanımdan sonra gelişi güzel masaların üzerine bırakılmamalıdır. Kullanılan eküvyon, hiçbir yere değdirilmeden tüpün içine tekrar yerleştirilmelidir.

14. Sterilizasyonundan kuşku duyulan malzeme kullanılmamalıdır.

15. Etil alkol gibi yanıcı maddelerle çalışırken çok dikkatli olmalı, bunsen beki alevinden uzak tutulmalıdır.

16. Mikroskobun objektif ve oküler kısmı her kullanımdan önce ve sonra temiz bir gazlı bez yardımıyla temizlenmelidir. 100X objektif kullanımı sırasında kullanılan immmersiyon yağı ile bulaşmış objektif ksilen ile temizlenmelidir.

17. Çalışma bittikten sonra mikroskobun ışıkları kapatılmalıdır. Hava gazı ve su muslukları kapatılmalıdır.

18. Kirli malzemelerin hepsi (pipet, lam, lamel kültürler gibi) kirli materyal olarak işaretli kendi kaplarına konulmalıdır. Kesici-delici aletler kesici-delici alet kutusuna atılmalıdır.
19. Etüv, buzdolabı ve derin dondurucuya konulacak tüp, petri kutusu gibi malzemenin üzeri okunacak şekilde yazılmalı veya etiketlendirilmelidir. Silinmiş olanlar çıkarılmalıdır.
20. Yapılan bütün çalışmaların kayıtları doğru ve zamanında yapılmalıdır.
21. Laboratuvardan çıkmadan önce eller mutlaka yıkanmalıdır.

Mikrobiyoloji laboratuvarında kullanılan malzemeler 

UYGULAMA

Gördüğünüz malzemeleri laboratuvar defterinize çiziniz. Kullanım amaçlarını kısaca yazınız.
	Beher
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	Mezür
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	Balon joje
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	Petri kutusu
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	Öze
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	Pamuklu silgeç (Eküvyon çubuğu)
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	Lam
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	Lamel
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	Gaita kabı
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	Steril idrar kabı
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	Otomatik Pipet
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	Otomatik pipet ucu
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	Pasteur pipeti
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	Test tüpü ve sporu
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	Bunsen beki
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Mikroskopların tanıtımı direkt mikroskobik inceleme
MİKROSKOP TANITIMI

a.  Mikroskobun mekanik bölümleri
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b. Mikroskobun optik bölümleri
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DİREKT MİKROSKOBİK İNCELEME
Sıvı örnekten bir damla lam üzerine alınır. Lamel kapatılarak x40 büyütmede kondansör aşağıda olacak şekilde mümkün olduğu kadar az ışık altında lökosit, epitel hücreleri, bakteriler ve maya hücreleri açısından incelenir.

UYGULAMA

Mikroskopta gördüğünüz yapıları defterinize çiziniz.
Lökosit
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Yassı epitel
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Eritrosit
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 GRAM BOYAMA
MALZEMELER

1) BOYALAR: Kristal viyole, Lugol, Aseton Alkol, Sulu Fuksin

2) Besiyerinde üremiş gram pozitif ve gram negatif bakteri kolonileri

3) Lam, öze, boya sehpası için pipet ve bantlar

4) Dezenfektan içeren atık kapları

BOYAMANIN YAPILIŞI

1. Boyanacak preparatlar Staphylococcus sp. ve Escherichia coli kültürlerinden ayrı ayrı hazırlanacak preparatlardır. Preparatlar hazırlanıp alevde tespit edilir.
2. Tespit edilmiş lam üzerine 3-4 damla kristal viyole boya solüsyonundan damlatılır. 1-2 dakika beklenir

3. Su ile yıkanır.

4. Lugol damlatılır, 30 saniye-1 dakika beklenir.

5. Su ile yıkanır.

6. Renk giderme işlemi aseton alkol ile 10-20 saniye süre ile yapılır. Su ile yıkanır.

7. Sulu fuksinden 2-4 damla damlatılarak 20-30 saniye beklenir.

8. Su ile yıkanır.

9. Kurutma kağıtları arasında veya havada kurutulur.

10. İmmersiyon objektifi ile bakılır. Gram pozitif bakteriler mor (Staphylococcus sp), Gram negatif bakteriler (Escherichia coli) pembe boyanır.

                           Gram pozitif               Gram negatif

               Kristal viyole 
       mor                               mor

  
   Lugol                             mor                               mor

               Aseton alkol                 mor                               renksiz 

               Sulu fuksin                     mor                               pembe

UYGULAMA

1) Mikroskopta gördüklerinizi defterinize çiziniz.

2) Aşağıdaki soruların yanıtlarını defterinize yazınız
a. GRAM boya ile bakterinin hangi yapısı boyanır?
b. Lugol basamağını atlarsak  boyamadan sonra mikroskopta GRAM pozitif ve GRAM negatif bakteriler nasıl görünürler?
GRAM pozitif basil
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GRAM pozitif kok

[image: image23.jpg]



GRAM negatif basil
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ASİDOREZİSTAN BOYAMA 
1- Balgam örneğinden homojenizasyon-dekontaminasyon prensiplerine uyarak preparat hazırlanması

2- Lövenstein-Jensen besiyerindeki Mycobacterium tuberculosis kolonilerinden preparat hazırlanması

Boyamanın Yapılışı: 

a) Preparat üzerine metanol dökülerek 2-5 dk tespit edilir.

b) Preparat üzerini kapatacak şekilde Karbol fuksin (EZN) boyası dökülür. Bir metal tele sarılmış pamuk alkol ile ıslatılarak yakılır ve preparatın altından yavaş yavaş ısıtılır. Bu işlem 5 dk sürdükten sonra boya dökülüp preparat distile su ile yıkanır.

NOT: Pamuklu çubuk bir kez yakıldıktan sonra üzerine alkol dökülmemelidir!!

c) Preparat üzerine asit alkol dökülür. 1-2 dk renk giderme işlemi yapılır ve preparat distile su ile yıkanır.

d) Son aşamada preparatın üzerine metilen mavisi çözeltisinden damlatılır ve 2-3 dk bekletilir. İşlem sonunda preparat distile su ile yıkanıp kurumaya bırakılır ve 100’lük objektifle immersiyon yağı ile incelenir

3-  Boyanan preparatların x100 büyütmeli objektifle incelenmesi

            Zemin ve diğer bakteriler mavi, Mycobacterium’lar kırmızı boyanır 

UYGULAMA

Mikroskopta gördüklerinizi defterinize çiziniz.

Asidorezistan boyanmış basiller
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BESİYERLERİ

Mikroorganizmaların üretilmesi için kullanılan besleyici ortamlara besiyeri denir.

Zorunlu hücre içi mikroorganizmalar mutlaka canlı ortama ihtiyaç duyarlar. 

Çoğu bakteri cansız ortamda da üreyebilir

· Mikroorganizmaların canlı dışında üretildikleri cansız ortamlara besiyeri denir
· Besleyici ortamda  mikroorganizmaların üretilmesine kültür adı verilir.
· Besiyerinde tek bir bakterinin cogalmasiyla olusan mikroorganizma topluluğuna koloni denir
· Koloni Tipleri
· S (Smooth) Koloni: Yuvarlak düzgün kenarlı, homojen kolonilerdir.
· R (Rough) Koloni: Yüzeyleri buruşuk, kenarları tırtıklı, basık kolonilerdir.
· M (Mucoid) Koloni: Kapsüllü bakterilerin oluşturdukları, ıslak görünümlü, yapışkan, sümüksü kolonilerdir.
S koloni
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R koloni
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M koloni
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A. Fiziksel Özelliklerine Göre Besiyerleri 

Sıvı besiyerleri: Tüm ortamdan faydalandıkları için mikroorganizmalar yoğun ürer.
(Ör: Buyyon)
Yarı-sıvı besiyerleri:

%0,05-0,2 agar içerir.

Yarı-katı besiyerleri: hareket özelliğinin araştırılmasında

%0,3-0,5 agar içerir(Ör: Bakterinin hareket özelliği gözlemlemlenir)

Katı besiyerleri: Koloni oluşumu izlenir

%1,5-3 agar( Ör: Kanlı agar)

1.Temel Besiyerleri

Buyyon: 
*Pepton (%1)
*Et özütü (%1)
*NaCl (%0,5)
*Distile su
Adi agar (Jeloz):
*Buyyon+%2-3 agar
2.Zenginleştirilmiş besiyerleri

Temel besiyerlerine kan, serum, glukoz, yumurta vb eklenerek elde edilir
Ör: Kanlı agar: Birçok gram pozitif ve negatif bakterinin üretilmesi amacı ile kullanılır.
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Ör: Löwenstein-Jensen besiyeri: Mycobacterium türlerinin üretiminde kullanılan yumurta içeren besiyeridir.
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3.Seçici Besiyerleri

Ör: Eozin Metilen Blue (EMB) agar: İçeriğinde bulunan eozin ve metilen mavisi Gram pozitif bakterilerin üremesini baskılar. Bakterinin laktoza etkisi araştırılır.
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4.Zenginleştirici Besiyeri

Ör: Selenit F: Dışkı örneklerinde Salmonella ve Shigella’nın üremesini arttırırken Escherichia coli’nin üremesini baskılar.
5.Ayırt edici besiyerleri (İdentifikasyon amaçlı)

Mikroorganizmaların belirli bir besin maddesini kullanıp kullanmaması, metabolizması sonucu ortaya çıkan ürünlerin gösterilmesi ile tanımlanmasına olanak sağlar
TSI (Triple sugar Iron) agar:  Mikroorganizmaların glikoz, laktoz  ve sukroza  etkileri, Hidrojen sülfür oluşumunu araştırmada kullanılır.
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Kligler iron agar: Mikroorganizmaların glikoz ve laktoza etkileri, Hidrojen sülfür oluşumunu araştırmada kullanılır.
Sitrat besiyeri: Sitratı kullanan bakteriler besiyerinin rengini maviye dönüştürür (Bromtimol mavisi içerir.)
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üre agar: Üreyi parçalayan mikroorganizmalar besiyerinde alkali pH oluştururlar. Fenol kırmızısı ayıracının rengi pembeye döner.
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Hareket besiyeri: Yarı katı besiyeridir.
[image: image36.png]



Mannitollü tuzlu agar (MSA): S.aureus ürediğinde mannitolü fermente derek fenol kırmızısının rengini sarıya çevirir (asit).
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Safralı eskulinli agar: D grubu streptokoklar ürediğinde eskulini parçalayarak siyah renk oluşturur
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6.Taşıma Besiyerleri

Mikroorganizmaların laboratuvara taşınması sırasında canlı kalmalarını sağlar

Ör:Amies besiyeri, Stuard besiyeri
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7. Saklama Besiyeri

Gliserinli Triptik soy buyyon: İzole edilen kökenlerin -20 veya -70 C’de saklanmasında kullanılır.
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TEK KOLONİ EKİM YÖNTEMİ

Amaç bakterilerin seyreltilerek tek tek düşmüş kolonilerin oluşturulmasıdır.
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UYGULAMA: Tekniği defterinize çiziniz ve kısaca anlatınız.

SEMİ-KANTİTATİF EKİM YÖNTEMİ
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UYGULAMA: Tekniği defterinize çiziniz ve kısaca anlatınız.

EK BİLGİ:
     EL YIKAMA

Sosyal tip el yıkama: kirli veya kontamine tüm işlemlerden sonra ellerdeki kir ve kontamine florayı (geçici flora) uzaklaştırmak için su ve sabunla en az 10 saniye yıkama yapılır. Mekanik etkilidir. Kalıcı flora etkilenmez.
Hijyenik tip el yıkama: Eldeki kontamine florayı tamamen tahrip ve inhibe etmek amacı ile yapılır.
Kalıcı flora minimal düzeyde etkilenir.
İnvazif bir işlem yapılmayacaksa hasta ile temastan önce ve sonra, hastaya ait vücut sıvı ve sekresyonları veya bu örneklerin alınması veya taşınması sırasında kullanılan kaplarla temas sonrası yapılmalıdır.
Antiseptik kullanılarak 20-30 sn yıkanır ya da eller yıkama sonrası alkol ile temizlenir.
Cerrahi el yıkama: Kontamine floranın tamamen tahribi ve kalıcı floranın mümkün olabildiğince azaltılması amaçlanır

İnvazif girişim ve cerrahi müdahale ile kontamine olduğu bilinen vücut sıvı, salgı ve sekresyonları ile temas sonrası uygulanır.
Antiseptik etkili solüsyonlarla 2-3 dk bilekleri de kapsayacak şekilde el yıkama yapılır.
Tırnaklar fırçalanır .
                EL YIKAMA TEKNİĞİ
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Yıkanmamış elde üreyen mikroorganizmalar
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ANTİBİYOTİK DUYARLILIK TESTLERİ
Antibiyotik duyarlılık testleri in vitro koşullarda hasta materyalinden  üretilen  bakterilerin yine in vitro olarak  çeşitli antibiyotiklerle karşılaştırılarak   DUYARLI veya  DİRENÇLİ  olduğunun saptanmasıdır. Aşağıdaki yöntemler bu amaçla kullanılmaktadır:

· Disk difüzyon yöntemi (Yayılım yöntemi) 
(Kirby-Bauer) 

· Sulandırım yöntemleri
 a-Sıvı besiyerinde sulandırım yöntemleri 

-Makrodilüsyon yöntemi

-Mikrodilüsyon yöntemi 

 b-Agarlı besiyerinde sulandırım yöntemi 

· E test yöntemi
MIK:Bir antibiyotiğin etkinliğinin ölçülmesi amacıyla görünür üremeyi engelleyen en düşük antibiyotik yoğunluğuna Minimum İnhibitör Konsantrasyon (MİK) denir ve (mikrogram/mililitre) şeklinde ifade edilir.  








MBK:Öldürücü en düşük antibiyotik yoğunluğuna ise Minumum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) denir. 


MBK=MIK veya en çok 4 katı ise tedavide çok etkin, eğer 4 katından büyükse az etkin kabul edilir.

Bakterilerin hangi antibiyotiklere duyarlı hangisine dirençli olduğunu, kullandığımız petri kutusundaki katı besiyerinde (Mueller Hinton agar) ya da tüpte sıvı besiyerinde (Mueller Hinton broth) belirleyebiliriz. Bu amaçla en sık kullanılan yöntemlerden biri Kirby-Bauer disk difüzyon testidir.

KIRBY-BAUER DİSK DİFÜZYON YÖNTEMİ

1- 0.5 McFarland bulanıklığında bakteri suspansiyonu hazırlanır

2- Bakteri suspansiyonundan steril eküvyon ile Mueller-Hinton agar besiyerine her noktaya eşit şekilde dağılacak şekilde ekim yapılır.

3- Daha önce hazırlanmış belirli miktarda antibiyotik ya da kemoterapötik emdirilmiş diskler besiyerine yaklaşık petri kutusunun kenar kısmından 1,5 cm içerisine ve birbirlerinden 2 cm ara ile yerleştirilir.

4- Plak etüve kaldırılıp 18-24 saatlik inkübasyondan sonra değerlendirilir.

5- Antibiyotik etkili ise üremenin engellendiği bir inhibisyon zonu oluşur.

6- İnhibisyon zon çapları milimetrik  cetvelle ölçülür.
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Standart rehberlere (CLSI Klinik ve laboratuvar standartları enstitüsü veya EUCAST
Avrupa Antibiyotik Duyarlılık Testleri Komitesi) göre belirli bakteri türleri için test edilen antibiyotiklere direnç durumu belirlenir.

	………….. bakterisi için CLSI Rehberine göre antibiyotik duyarlılık testi değerlendirme tablosu

                                               (ÖRNEKTİR)

	Antibiyotik ya da 

Kemoterapötik


	Disklerdeki 

Antibiyotik

Miktarı
	                    ZON ÇAPLARI(mm)

	
	
	Dirençli                        


	Orta Duyarlı
	Duyarlı

	Ampisilin(AMP)
	10 µg
	13
	14-16
	17

	Sefalotin
	30  µg
	14
	15-17
	18

	Gentamisin
	10  µg
	12
	13-14
	15


          Sıvı besiyerinde sulandırım yöntemleri  
· A) Makrodilüsyon yöntemi
Bir dizi tüpte antibiyotiğin seyrelen konsantrasyonları Muller Hinton buyyonu hazırlanır. 

· Bakterinin 24 saatlik Mueller Hinton buyyonu kültüründen 0.5 Mc Farland bulanıklık eşeline göre hazırlanan bakteri süspansiyonundan tüm tüplere dağıtılır.


· Üreme kontrolü amacıyla tüplerden birine antibiyotik eklenmez. Sadece besiyeri ve bakteri süspansiyonu içerir.

· Besiyeri kontrolu amacıyla sadece besiyeri içeren bir tüp hazırlanır.   

· Tüm tüpler 37 oC de bir gece inkübe edilir.

· Üreme olan tüplerde bulanıklık görülürken üreme olmayan tüplerde bulanıklık görülmez.

· Değerlendirme:

· Üremenin önlenmiş olduğu ilk tüp, o antibiyotiğin o mikroorganizma üzerindeki  minumum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) dur.






· Bulanıklık görülmeyen  tüplerden katı besiyerine ekim yapılır ve 37 oC de bir gece inkübe edilir.

· Katı besiyerinde üremeyen ilk tüpteki konsantrasyon o antibiyotiğin minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) dur. 







· Bir antibiyotiğin saptanan MIK değeri, o antibiyotiğin optimal serum konsantrasyon dozundan düşük ise o bakteri o antibiyotiğe duyarlı , yüksek ise o bakteri o antibiyotiğe dirençli demektir. 
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B) Mikrodilüsyon yöntemi

Makrodilüsyondan farkları:






· Küçük miktarlarda çalışılır.

· Yarı otomatik veya tam otomatik sistemlerle çalışılabilir.

· Daha çabuk ve ekonomik sonuç alınabilir. 

· Tek kullanımlık çok sayıda kuyucuk içeren mikrodilüsyon plakları kullanılır.
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Agarlı besiyerinde sulandırım yöntemleri:

(Agar dilüsyon yöntemi)

· Agarlı besiyerinde antibiyotiğin istenen konsantrasyonu hazırlanır.

· Bu yöntemle MIK değeri saptanabilirken MBK saptanamaz.

           E test yöntemi:

· Kantitatif  ölçüm yapılır.

· Agar diffüzyon temeline dayanır.

· Genellikle Mueller Hinton agar kullanılır. İnokülasyon işlemi standart disk difüzyon yöntemiyle aynıdır.

· Gittikçe artan konsantrasyonlarda antibiyotik içeren inert plastik şeritler kullanılır.

· 37 oC de 18-20 saat inkübe edilir.








· Elips şeklindeki inhibisyon alanının stripi kestiği nokta MİK değerini verir.
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Uygulamada gördüklerinizi defterinize çiziniz.

İnhibisyon zonu
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