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Uygulamanin adi Biyogulvenlik uygulamalari, Mikrobiyoloji
laboratuarinin tanitimi, laboratuarda ¢alisma
prensipleri, laboratuar kazalari ve dnlenmesi
hakkinda bilgilendirme

Yapilacagi hafta 1

Uygulamanin temel hedefi Mikrobiyoloji laboratuvarinda ¢alismanin
esaslarinin 6gretilmesi

Kullanilacak materyal ve Ekipmanlar tanitilacaktir. (Otoklav, Hassas Terazi,

malzeme adi Sterilizatér, Sogutmali inkiibatér, Su Banyosu,
Mikrodalga Firin, Anaerobik Inkibator,

Mikroskop,  Terazi,  Vorteks, Karistirici, UV
Lamba, Mekanik Calkalayici, Kabinli UV Lamba,
inkiibatér, pH Metre, Buzdolabi, Deney Tipdi,
Tapspor, Erlen, Mezur, Pipet, Otomatik Pipet)

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézluk, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan baglica ekipmanlar sunlardir:

Otoklav, Hassas Terazi, Sterilizatér, Sogutmali Inkibatér, Su Banyosu,
Mikrodalga Firin,  Anaerobik inkiibatdr, Mikroskop, Terazi, Vorteks, Karistirici,
UV Lamba, Mekanik Calkalayici, Kabinli UV Lamba, Inkibatér, pH Metre,
Buzdolabi, Deney Tupu, Tupspor, Erlen, Mezur, Pipet, Otomatik Pipet, Distile Su
Cihazi, Santrifij, Mikrosantrifij, Desikator

Bakteriyoloji laboratuvarinda calisanlarin bakteriyi etrafa yaymamak, kendilerine ve
laboratuvarda calisanlara infeksiyonu bulastirmamak, saf kilturleri ve besiyerlerini
kontamine etmemek igin ¢ok dikkatli ve temiz calismalari gereklidir. Bunun igin de
yetismis elemana ihtiyagc vardir. Kuglk bir dikkatsizlik olimle son bulabilir,
hastalanmalara veya kazalara yol agabilmektedir. Bunun ¢esitli 6rnekleri de vardir.

Laboratuvarlarda caligirken baslica dikkat edilmesi gereken 6nemli noktalar asagida
belirtiimigtir:

1- Laboratuvara gamurlu veya tozlu ayakkabi ile giriimemeli, mimkUinse ayakkabilar
temizlenmeli veya disarida birakilmali ve temiz bir ayakkabi giyilmelidir.

2- Laboratuvara girerken beyaz (veya diger renkte) bir gémlek giyilmeli, calisma
bittikten sonra da ¢ikariimall ve laboratuvarda 6zel yerine asiimalidir. Gomlek digari
gotaralmelidir.

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

4- Laboratuvara yemek getirmek, yemek yemek, sakiz ve ¢iklet cignemek, 1slik
calmak, sesli konusmak, sarki sdylemek yasaktir. Cay ve sigara da igilmemelidir.

5- Laboratuvar masalarinin Uzerine oturulmamalidir.

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

7- Calisma masalarinin Uzeri, galismaya bagslamadan énce ve galisma bittikten
sonra dezenfektan bir madde ile silinmelidir (%0.5 formol, %5 lizol, vs.).

8- Calisma masasinin Uzerinde, lizumlu malzemeden baska esya
bulundurmamalidir.

9- Calisirken elleri agza, buruna, ylze veya géze surmemeli ve kalem, kagit, iplik,
etiket vs. agiza goturalmemelidir.

10- Mikroplu tup veya petri kutularini agik olarak masa tzerine birakmamaldir.

11- Goémlek ceplerine sivi veya kati kultlr ihtiva eden tip veya petri kutusu
koymamalidir.

12- Ekim yaparken veya ¢alisirken pencereler kapali olmali, konusmamali, lizumsuz




el-kol hareketleri yapmamalidir.

13- Etrafa mikroplu bir madde sagilinca veya kultur tupleri kirillinca tzeri,
dezenfektan bir maddeye batiriimig pamukla érttlmeli ve uygun bir etki stresinden
sonra toplanarak alinmalidir. Boyle durumlarda laboratuvar yetkililerine hemen haber
verilmelidir.

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

15- Kullanilan lam ve lameller, iginde dezenfektan bir madde bulunan 6zel kaplara
veya kavanozlara konulmalidir.

16- Oze veya igneleri kullanmadan énce iyice sterilize etmeli (yakmali), soguduktan
sonra kullanmali ve tekrar yaktiktan sonra yerine koymalidir.

17- Calisma bittikten sonra eller dnce 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 digari gikanlar ve kagit sargisi acik olan
pipetler kullaniimamalidir. En iyisi manuel ¢alisan (yari otomatik) pipetler tercih
edilmelidir.

19- Pipetle tehlikeli sivi cekerken pamuga kadar ¢ekilmemeli ve arada 6-7 cm. lik bir
guven boslugu birakilmalidir.

20- Sterilitesinden stiphe edilen bir malzeme kullaniimamaldir.

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

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

23- Mikroskop, pH metre, terazi, su banyosu, santrifiij vs. gibi lizumlu ve hergln
kullanilabilecek malzeme ¢ok dikkatlice kullaniimali, kullaniimadan énce ve sonra
temizlenmelidir.

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

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

26- Laboratuvarlarda sinek veya bdcek 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 bilingli olmali ve aseptik
kosullara azami derecede riayet edilmelidir.

29- Calisma programi bir guin énceden veya Laboratuvara girmeden 6nce
hazirlanmalidir.

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

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

32- Yapilan batin galismalarin kayitlari dogru ve zamaninda tutulmalidir.

33- Laboratuvar havasi tozsuz olmalidir.

34- Calismanin 6zelligine goére "steril kabinet" kullaniimalidir.
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Besiyerine svap ile ekim yapiimasi

Steril kabin (Klas I1) Deney tupu

Otoklav

Desikator

Santrifuj Tlapspor



Uygulamanin adi Sterilizasyon, dezenfeksiyon, antisepsi ve
uygulama yéntemleri

Yapilacagi hafta 2

Uygulamanin temel hedefi Sterilizasyon, dezenfeksiyon, antisepsi ve
uygulama yontemlerinin 6gretiimesi

Kullanilacak materyal ve Otoklav, % 96’lik alkol, Zefiran, Pamuk, UV lamba

malzeme adi

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézluk, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISI

Sterilizasyon yontemleri
A- Isi ile sterilizasyon
I. Nemli 1s1 ile sterilizasyon
a. Buharla sterilizasyon
b. Sicak su ile sterilizasyon
II. Kuru sicak hava ile sterilizasyon
lll. Yakma ve alevle sterilizasyon
B. SUzme ile sterilizasyon
C. Kimyasal maddelerle sterilizasyon
C. Isinlandirma ile sterilizasyon
Buharla Sterilizasyon
*Basingli buharla
-otoklav
*Basingsiz buharla
-Koch kazani

Sicak suile sterilizasyon

* kaynatma ile

* Tindalizasyon
-benmari

Pastdrizasyon

UHT sterilizasyon

Isinlama
Is1; proteinleri koagule eder

Isi ile sterilizasyonu etkileyecek faktorler:

*IsI derecesi

*Sure

*Mikroorganizmanin cinsi

*Mikroorganizmanin bulundugu treme dénemi
* Nem orani

*Mikroorganizmanin igerdigi su miktari
*Ortamin pH derecesi

*Ortamin ozmotik basinci

*Ortamdaki organik madde miktari

Basincli buharl sterilizasyon-Otoklav
*Doymus buharla

*Basing altinda

*Yuksek derecede sterilizasyon




Deniz seviyesinde su buharinin 1sisi 100 derecedir.

1 atmosfer basincinda ( 1 kg/cm?) 120-121 derece

* 121 derecede 15-45 dakikada sterilizasyon saglanir
*134 derecede 3-4 dakika

Basincsiz buharla-akim halindeki buharla-Koch kazani

Buhar i1sisini icindeki cisme verir
*60 dakikada sterilizasyon saglanir

Kaynatma

*Deniz seviyesinde su 100 derecede kaynar

*5-10 dakikada vejetatif sekiller ve bazi bakteri sporlari dlir Dezenfeksiyon

*30 dakika kaynatmak-sterilizasyon

*Kaynatma distile su ile tum malzemeyi kaplayacak sekilde yapiimali

Tindalizasyon- fraksiyone isitma-Benmari

*56-70 derece 3 gun ardisik 1 saat uygulanir
*Bakterilerin vejetatif sekilleri ilk gun olur

*2. Ve 3. Gunlerde sporlu bakteriler agilirak éltr
*Sterilize edilecek malzeme suyun ierisinde olmalidir.

Ultra High Temperature-UHT
*135-150 derecelik levhalardan 3-4 saniyede tutma
*Ani olarak 20 dereceye duslrme

* Sutdn sterizasyonunda kullanilir
*Butun vejetatif mikroorganizmalar ve az dayanikli sporlar olar.

Yakma -alevden gegirme
* Igne, 6ze gibi araclarin akkor haline kadar isitiimasi

*Lam, lamel, cam balon, tiplerin alevden gegcirilmesi
Kuru sicak hava- Pasteur firini

*Tlp, balon, pipet, cam malzeme, madeni esya,
*toz halindeki maddeler, yaglar

170 derecede 1 saat
160 derecede 2 saat
150 derecede 3 saat

Sterilizasyonun kontrolu

*Maksimal termometre

*Sticker ve Browne tupleri

*Kimyasal madde emdirilmis kagit indikatorler
*Isiya direngli bakteri sporlari

Siuzme ile sterilizasyon (filtrasyon)

*Berkefeld- buji seklinde sikistiriimig silisyumlu diyatom topragi
*Pasteur, Chamberland- sirsiz porselen




*Seitz- disk seklinde sikistirilmis asbest
*Cam tozu yada liflerinden

Mikrofiltreler-kollodyum, selllloz esterleri, polivinil

Isinlama

* Ultraviyole

Direkt etki ile DNA ve RNA transkripsiyonu ve replikasyonunda hata
indirekt etki ile organik maddelerde degisiklik

-200-300 nm dalga boyu- hava ve yuzey dezenfeksiyonu igin kullanilr
-240-280 (253.7 nm) mikroorganizmalara en etkin

UV kaynagi-Civa buharli lambalar

*X, gama , beta iginlar
-iyonize edici isinlardir
-besin, ila¢ sanaysinde kullanihr

Filtrasyonda kullanilan malzemeler




Uygulamanin adi Mikroskoplar ve mikroskopi prensipleri

Yapilacagi hafta 3

Uygulamanin temel hedefi Mikroskoplar ve uygulama yontemlerinin
ogretilmesi

Kullanilacak materyal ve Isik mikroskobu

malzeme adi

Gerekli olan glivenlik Uzun kollu onluk, plastik gozlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Mikros: Kuguk
Skopein: Inceleme

Mikroskobun bolumleri
Mekanik kisim
Aydinlatma sistemi
Optik kisim
Mekanik kisim: Aydinlatma sistemini ve optik kisimin tasiyicisi
Ayak
Kol
Tabla
Revolver
Tup(Makrovida, mikrovida)
Aydinlatma sistemi
Isik kaynagi
Kondansator
Diyafram

Optik kisim
Objektif
Okduler

Blyutme
Objektifin odak uzakligi
Okdlerin blylitme yetenegi
TUap uzunlugu (Objektifin olusturdugu gorintliniin mesafesi)

Blyutme:TUp uzunlugu X okuler buyutmesi
Objektif odak
uzunlugu
Odak uzunlugu: 2 mm
Tap uzunlugu: 160 mm
Okdler buyutmesi: 10x
Baylutme: 160x10: 800
2

Sayisal agiklik

*Mercegin yarigapinin odak uzunluguna orani
*Mercegin 1191 toplama ve yansitma yetenegi
*Sayisal agiklik arttikga ayirdetme artar

SA (NA): nXsin8

n(v): kirma indeksi

*Havanin kirma indeksi:1




immersiyon yaginin kirma indeksi:1,5

0: objeden kirilarak gegen isinin agisi

Ayirdetme (rezollisyon) Gucu

*En yakin mesafede iki cismi ayirdetme gucu

*0,51 /SA

*Dalga boyu azaldik¢a, sayisal aciklik arttikga artar

Gorundr 1s1gin dalga boyu: 4000-7000 A°

10 000 A°: 1um

10 A°: 1000 nm

5000 A°: 0,5 um (500 nm)

Ayirdetme glici: 0,5X5 : 0,2 ym (200 nm)
SA(1-1,5)

Ayirdetme gucu

Isik mikroskobu: 100-200 nm

Karanlik alan mikroskobu: 100-200 nm
Faz kontrast mikroskobu: 100-200 nm
Floresan Mikroskobu: 100 nm
Elektron mikroskobu: 1-10 nm

Objektif
Working distance: Calisma mesafesi

Okuler
Filed Number: Objektif Gzerindeki goruntinun goralebildigi alani

Mikroskoplar
Istk mikroskobu
Karanlik alan mikroskobu
Ultraviyole mikroskobu
Faz kontrast mikroskobu
Floresan mikroskobu
Nomarski Diferansiyel
interferans mikroskobu
Confocal mikroskop
Elektron mikroskobu
inverted mikroskop

Okiiler
Govde kolu J Hareketli
1 5 revolver
Objektifler
Nesne
Tablasi

Kaba ayar .
Ins diyaframi

ince ayar Aydinlatma

L=
Alt kaide

Mikroskobun bolimleri




Uygulamanin adi Mikroorganizmalarin uretilmesi, besiyerleri
hazirlanmasi ve ekim yontemleri

Yapilacagi hafta 4

Uygulamanin temel hedefi Mikroorganizmalarin Uretilmesi, besiyerleri
hazirlanmasi ve ekim yontemlerinin 6gretiimesi

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, otoklav, petri kabi, 6ze, svap, cam baget

malzeme adi

Gerekli olan guivenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézluk, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Besiyerleri

OMikroorganizmalarin uygun cevre kosullari saglanarak in vivo veya in vitro
ortamlarda Uretilmeleri islemine kultir yapmak, besleyici ortamda Uretilmis olan
mikroorganizmalarin timane kaltur adi verilir.

OBakteri ve mantarlarin gogu in vitro olarak besiyeri adi verilen cansiz ortamlarda
uretilirler.

OMikroorganizmalari ilk olarak besiyerinde Uretebilen bilim adami Robert Koch'tur.

OKoch 1876 yilinda Bacillus anthracis’i besiyerinde Uretmistir.

Agar

®Agar, agarophytes olarak tanimlanan Gellidium, Gracilaria, Pterocladia vb deniz
yosunlarindan elde edilen bir galaktoz polimeridir.

®Katilastirma 6zelligini igcinde bulunan D-galakton saglar.

®Normal inkiibasyon 1sI derecesinde erimemesi ve uzun dallanmis zincir
yapisindan dolayr mikroorganizmalar tarafindan besin maddesi olarak
kullanilmamasi jelatine olan Ustunlukleridir.

Fiziksel Ozelliklerine Gore Besiyerleri

OSivi besiyerleri

OYari-kati besiyerleri

0O%0,05-0,5 agar

OKati besiyerleri

O%0,5-3 agar

Kimyasal Ozelliklerine Gére Besiyerleri

OSentetik veya kimyasal yapilari tam olarak bilinen besiyerleri

OsSentetik olmayan veya kompleks besiyerleri
Kullanim Amaglarina Goére Besiyerleri
OTemel besiyerleri

OSegici besiyerleri

OZenginlestirici besiyerleri

OAyirt edici (identifikasyon) besiyerleri
OTasima besiyerleri

OSaklama besiyerleri

Temel Besiyerleri
OBuyyon:
OPepton (%1)
OEt 6z0tl (%1)
ONacCl (%0,5)




ODistile su

OAdi agar (Jeloz):
OBuyyon+%2-3 agar
Segici Besiyeri
OEMB
OMacConkey

OGram negatiflerin Giremesi kristal viyole ve safra tuzlari tarafindan baskilanir.
Zenginlegtirici Besiyeri
OsSelenit F

OSalmonella ve Shigella igin
identifikasyon Besiyeri
OsSitrat

OUre

Tasima Besiyeri

OAmies

OsStuard

OAmies besiyeri oksijeni absorbe eder. Bu nedenle anaerop 6rneklerin taginmasi
icin uygundur.
Saklama Besiyeri
OGiliserinli Triptik soy broth

Oizole edilen kékenlerim -20 veya -70 C’de saklanmasinda kullanilir.
Besiyerlerinde kalite kontrolu
Osterilligi denetleme

OMikroorganizmalari  (rretebilme, segicilik, zenginlestirme ve biyokimyasal
Ozelliklerini saptayabilme agisindan uygunlugunu denetleme.

Seyreltme yontemi ile kati besiyerine ekim yontemi




Uygulamanin adi Boyalar ve boyama yontemleri ve basit boyama
Yapilacagi hafta 5

Uygulamanin temel hedefi Boyama yontemlerinin 6gretiimesi

Kullanilacak materyal ve Mikrobiyolojik boyalar

malzeme adi

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézluk, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Preparatlarin Hazirlanmasi

*Lamlar temiz, yagsiz, giziksiz olmali
*% 50 lik etil alkolde tutulup silinebilirler
*Kullanilan malzeme steril olmali

*isi biten lamlar dezenfekte edilmeli
Boyasiz preparatlar

*Bakteri hareketlerinin incelenmesi
*Karanlik alanda inceleme

*Hucrelerin gorulmesi

*Protozoa ve parazitlerin goérilmesi

sLamlar silinerek temizlenir

*Preparat hazirlanacak yuzu alevden gegirilir

*Dogrudan sivi madde ya da serum fizyolojikle sulandiriimis yari kati materyal ile
preparat hazirlanir.

*Karanlk alan mikroskobisi ile hareket incelemesi yapilabilir.

*Karanlik alanda bakteri kirpiklerinin gorulmesi

*Asili damla preparati: gcukurlu lam kullanilir

Boyali preparatlarin incelenmesi

*Temiz lamlarla uygun kosullarda preparat hazirlanir

*Havada kurutulur

*Materyal tespit edilir

eHavada kurutarak (2-3 hatta 18 saat)

eAlevde tespit

eKimyasal maddelerle tespit (etil alkolle 8-10 dk, metil alkolle 3 dk, aseton ile 5 dk)
Boyama teknikleri

*Boyama kosesi bir evye etrafinda dizenlenir

*Boya eriyikleri stok eriyik halde hazirlanir ve koyu renkli siselerde saklanir
*Hazirlamada saf su kullanilir

*Damlalikh giseler kullanilir

*Boyadaki kimyasal maddelerle mikroorganizma ya da hicre yapilarindaki madde ve
parcaciklar arasinda fiziksel ve kimyasal tepkimeler

*Bazik boyalar: boyayici kisimlari katyonda bulunan tuz seklinde boyalardir

*Nukleik asitlerle bilesikler yapar (gekirdek boyalarr). Kullanilan boyalarin
cogunlugunu olustururlar.

*Asidik boyalar; boyayici kisimlari anyonda bulunur
*Hucre sitoplazmasindaki bazik bilesiklerle birlesirler
*Bazi boyalar boyanan materyalle kimyasal bilesik olusturmaz.
hlcrelerdeki pargaciklari ¢gevreleyip orada ¢okelirler.
immersiyon yagi ile incelenmis preparatlar ksilol/benzol ile yikanip silindikten sonra




karanlikta saklanirlar.

Basit boyama yontemleri

*Tek bir boyama eriyigi kullanihr

*Metilen mavisi ile boyama

-L&flerin Metilen mavisi eriyidi ile boyama

+A) Stok eriyikten hazirlama (fazla sarfiyat durumunda)

«Metilen mavisinin alkolde doymus stok eriyigi

Metilen mavisi 1,50r

% 95 lik alkol 100 ml

Metilen mavisi cam havanda ezilirken azar azar alkol eklenerek karistirilir. En az 24
saat oda isisinda bekletilip suzge¢ kagidindan suzulir ve cam kapakli renkli
siselerde saklanir.

b) Boyamada kullanilan eriyik

Once 100 ml saf su bir balona konur. Uzerine % 10 luk KOH eriyiginden 0,1 ml
eklenerek karistirilir

Uzerine 30 ml doymus metilen mavisi eriyigi eklenir

Oda i1sisinda 1 gece bekletilip kagit sizgegten suzular, renkli siselerde saklanir

*B) Metilen mavisi eriyigini stoksuz hazirlama (az sarfiyatli laboratuvarlarda)

*Metilen mavisi 0,3 gr

*% 95 lik etil alkol 30 mi

*% 10 luk KOH eriyigi 0,1 ml

«Saf su 100 mi

«Cam havanda metilen mavisi alkolle karistirilip ezilir, balona aktarilir
«Saf su ile KOH eriyigi karistirilip boya eriyigi ile karistirilir
+24 saat beklendikten sonra suzualur

Metilen mavisi ile boyama

*Preparat tespit edilir

*Uzerini kaplayacak sekilde boya dokiltir

*30-60 sn bekletilip su ile yikanir

*Kurutulur immersiyon obijektifi ile incelenir

*Preparattakiler maviye boyanir

Sulu flksin ile boyama

-Ziehl Neelsen’in fenollu (karbol) fuksini 2 ml

-Saf su 18 ml

-Karistirihp damlalikh sisede saklanir (en ¢ok 2 hafta)

-Tespit edilmis preparat Uzerine dokulur

+20-30 sn bekletilip yikanir

-Kurutularak immersiyon obijektifi ile incelenir

-Preparat pembe-kirmizi boyanir

Negatif preparat

*Zor boyanan mikroorganizmalarin gérilmesinde kullanilir

*Boyasiz mikroorganizmalarin izdastumleri boyali zeminde bogluklar halinde gorulir.
sikinci bir boya ile boyanirsa (sulu filkksin gibi) boyanan bakterilerin gevresinde
bosluklar halinde kapsulleri gorulir.

Negatif preparat
Cini murekkebi (icine koruyucu olarak % 0,03 trikrezol eklenerek saklanir)
*Nigrosin eriyigi

*Nigrosin 10 gr
*Formalin (% 40) 0,5 ml
«Saf su 100 ml

*Nigrosin saf suda kaynatilarak eritilir. Soduyunca formalin eklenir. Cif slzgeg
kagidindan iki kez suzular. Kucuk siselerde saklanir




Negatif preparat

*Cok temiz bir lamin ucuna bakterinin ya da materyalin suspansiyonundan damlatilir
*Yanina bir 6ze ya da bir damla ¢ini mirek. ya da nigrosin konur

*Temiz bir lamel 45 derece ile Onden arkaya dogru cekilerek iki damla karistirilir ve
kan yayar gibi ince bir damla halinde lama yayilir

*Sekilli elementler genelde boyanmazlar, boyali zeminde renksiz bogluklar halinde
gorulurler

Metilen mavisi




Uygulamanin adi Gram boyama

Yapilacagi hafta 6

Uygulamanin temel hedefi Gram boyamanin 6gretilmesi

Kullanilacak materyal ve Mikrobiyolojik boyalar

malzeme adi

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISI

Gram boyama

*Hans Christian Joachim Gram

-Bakterilerin cogu Gram olumlu ya da olumsuz boyanir

‘Once jansiyan moru ya da kristal moru ardindan da mordan olarak lugol eriyigi
uygulanir (tum bakteriler boyayi alirlar)

*% 96 lik etil alkol ile renksizlestirme islemi yapilir (Gram olumlular boyayi birakmaz,
olumsuzlar renksizlegir)

«Z1t boya eriyigi ile Gram olumsuzlar boyanarak gorinur hale getirilir

*Sulu fuksin kullanilirsa pembe, eozinle kirmizi , safraninle turuncu, parlak yesili ile
yesil, pikrik asitle sariya boyanirlar.

Gram boyama

*Bazi bakteriler sinirda tepkime verebilir

*Gram olumlu oldugu halde eskiyen kultirlerde olumsuz gibi boyanabilir

*Bazi Gram (+)’ler besiyerinde en az % 5 serum ya da kan bulunmadik¢a Gr (-)
lesme egilimindedirler

*Ortam pH sinin asitlesmesi Gram olumsuzlasmaya egilimi arttirir

*Kesin karar verilirken boyamanin yenilenmesi ve ayni preparatta kesin Gram (+) ya
da (-) oldugu bilinen kontrol bakterilerin boyanmasi iyi olur

«Gram olumlu bakterilerdeki peptidoglikan tabaka Gram olumsuzlara gére daha
kalindir ve hicre ¢eperinde teikoik asit icerirler.

«Gram (-) lerde ise farkli olarak peptidoglikan tabakanin disinda bir lipopolisakkarit
tabaka bulunur

Kristal viyole ve lugol her iki bakteride hicre ceperini gegerek hucre igine girer,
Gram (4) lerde bu maddeler hicre geperi ile zor ayrilabilen bilesikler olusturur.
«Gram (+) lerin hicre ¢eperinde bulunan Mg ribonukleat, lipidler ve karbonhidratlar
ribonlkleaz, eter ve sicak su ile uzaklastirldiginda Gram olumluluk o&zelliklerini
kaybederler

«Gram olulu bakterilerden olusan protoplastlar Gram (-) boyanirlar.

«Jensen’in degisik Gram boyama yéntemi
+A) kristal moru ya da jansiyan moru eriyigi

+Kristal viyole ya da jansiyan viyole 1or
-Asit fenik kristal 20r
*% 96 lik etil alkol 10 ml
-Saf su 100 ml

Bir cam havanda boya ezilirken yavas yavas alkol ve asit fenik kristalleri de atilip
karistirilarak eritilirler

Suyun 2/3 U eklenir

Eriyik dereceli mnezure konur

Artan su ile havan c¢alkalanarak mezure aktarilir ve hacim 100 ml e tamamlanir

24 saat oda derecesinde bekletildikten sonra sizge¢ kagidindan suzulerek saklanir

*B) Gram iyot eriyidi (Lugol eriyigi)




«lyot kristalleri 1gr

*Potasyum iyodur 2 gr

«Saf su 300 ml

«Cam havanda | ve Kl kristalleri ezilerek karistiriir. Uzerlerine saf su eklenerek
eritilir. Renkli siselerde saklanir

*C) % 96 lik etil alkol (veya aseton alkol)

D) Sulu fuksin eriyigi

Gram boyama

*Tespit edilen preparat Uzerine kristal viyole eriyigi dokilip 1-2 dk beklendikten
sonra yikanir.

Lugol eriyigi dokulir, 30-60 sn beklendikten sonra yikanir.

*Aseton alkol ile 10-15 saniye renksizlestirilir, preparat yikanir

*Sulu fuksinle 30 sn boyanir, kurutulduktan sonra immersiyon objektifi ile incelenir
*Gram olumlu bakteriler mor, Gram olumsuzlar pembe-kirmizi renkte goralur

Gram boyamada diger zit boya eriyikleri

*Notral kirmizisi

*Safranin

*Bismark kahverengisi

*Asit pikrik

*Malasit yesili

«Gram boyasi ile olumlu ya da olumsuz karari verilemeyen bakterilerin ayirt
edilmesinde kullanilan yontemler;

+KOH deneyi: Lam tUzerine bir damla % 3 luk KOH eriyigi konur. Bakteri kolonisinden
dze ile alinan bir parca bu eriyik icinde ezilerek 1 dk kadar karistirilir. Oze yavasca
cekildiginde iplikgikler halinde uzama gorulirse bakteri Gram olumsuzdur. (KOH
bateri duvarini harab edip yapiskan DNA yi ortaya ¢ikarmistir)
-L-alanine-4-nitroanilide (LANA) aerop ya da fakultatif anaeroplar i¢in kullanilir. Ticari
olarak pamuklu silgiclere emdirilmis halde bulunur, Gram olumsuz bakteri kolonisine
dokunduruldugunda sari renge donusur.

Crystal Uiolet

safranin
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Gram boyama basamaklari




Uygulamanin adi Ziehl-Neelsen boyama

Yapilacagi hafta 7

Uygulamanin temel hedefi Ziehl-Neelsen boyamanin 6gretilmesi
Kullanilacak materyal ve Mikrobiyolojik boyalar

malzeme adi

Gerekli olan glivenlik Uzun kollu o6nluk, plastik gozluk, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Aside direngli bakterilerin boyanmasi

-Asiderezistan bakteriler diger yontemlerle kolay boyanmazlar

-Boyanmalari i¢in fenolli ve yogun boya eriyiklerinin uzun sure ya da sicaklik etkisi
ile uygulanmasi gerekir

-Bu sekilde boyama sonrasi asit, asitli alkol ve diger renk gidericilerle boyalarini
birakmazlar

-Asidorezistan bakterilerin hiicre ¢eperi yapisinda diger bakterilere oranla ¢ok daha
fazla lipid bulunur

Fenolll fuksin lipid ortamda alkol ve sulu ortama goére daha kolay eridiginden bakteri
lipidlerini kolayca gecer, bakteriyi boyar. Renksizlestiricilerde daha az eridiginden
bunlarin uygulanmasi ile bakteriyi terk etmez

Erlich- Ziehl-Neelsen boyama yontemi

+A) Ziehl-Neelsen fenollu fuksini (Karbol fuksin)

-Bazik fuksin 1or

Fenol kristalize 5gr

-Saf etil alkol 10 mi

-Saf su 100 ml

-Fenol saf suda eritilerek % 5 lik eriyik hazirlanir, 50 ml si balon jojeye aktarilir.
-Bazik fuksin cam havanda ezilirken alkolle karistirilarak eritilir. Bu eriyik balon
jojedeki fenolli suya eklenir. Arta kalan fenolli su ile havan galkalanarak yikanti
suyu da balona aktarilir ve 100 ml e ulagilir. 24 saat oda isisinda beklendikten
sonrakagit suizgegten suzulir.

*B) Asit-alkol eriyigi

*HCL 3ml
*0% 95 lik etil alkol 97 ml
eKaristirlir

*C) Loflerin metilen mavisi eriyigi

*Tespit edilmis preparat lUzerine karbolfuksin dokulur
-Alttan alev gegcirilerek kaynatilmadan 3-5 dk isitilir. Boya azalirsa eklenir.
*Yikanip asit alkol ile 2 dk dekolarize edilir

-Z1it boyama igin 1-2 dk metilen mavisi ile boyanir, yikanip kurutulur ve X100
buayutmede incelenir. Mikobakteriler kirmizi, zemin mavi renkte gorular.
«Z1t boyamada farkli boyalar kullanilabilir.




Ziehl-Neelsen boyama sonucu gorulen kirmizi basiller

Uygulamanin adi Spor boyama

Yapilacagi hafta 8

Uygulamanin temel hedefi Spor boyamanin 6gretilmesi

Kullanilacak materyal ve Mikrobiyolojik boyalar

malzeme adi

Gerekli olan glivenlik Uzun kollu o6nluk, plastik gozlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Spor olusturan mikroorganizmalarda, vegetatif hlicre normal boyalarla boyanmasina
karsin, sporun etrafinda kalin muhafazalarin bulunmasi ve bunlarin gegirgen
olmamasi boyanmalarini imkansizlastirir. Spor boyamak igin baslica iki metot
bulunmaktadir.

1. Zeihl-Neelsen Tb. boyama yontemi ve
2. Malasit yesili ile boyama teknigi. Bu son yontemde:

a) Preparat hazirlanir, kurutulur ve tespit edilir.

b) Malasit yesili (% 5) solusyonu ile, alttan isitilarak, 5 dakika boyanir.
c)Su ile yikanir. Safranin (%0,5) veya fuchsin'le 30 saniye boyanir.

d) Su ile yikanir, kurutulur ve immersiyon objektifi ile muayene edilir.
Sporlar yesil ve basiller ise kirmizi renkte gorulurler.
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Spor boyama asamalari
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Uygulamanin adi Mantar boyama

Yapilacagi hafta 9

Uygulamanin temel hedefi Mantar boyamanin égretilmesi

Kullanilacak materyal ve Mikrobiyolojik boyalar

malzeme adi

Gerekli olan glivenlik Uzun kollu onluk, plastik gozlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISI

Mantarlarin incelenmesi
*Gram boyama: tum mantarlar Gram olumludur.
Laktofenol pamuk mavisi yontemi

el aktik asit 20 ml
eFenol kristal 20 gr
oGliserin 40 ml
eSaf su 20 ml

*Pamuk mavisi (Poirrier mavisi) 0.075 gr
«Saf su, Laktik asit ve Gliserin karistirilir. Isitilirken Fenol kristalleri eklenir boya atilir
ve eritilir.

«Lam Uzerine bir damla % 96 lik etil alkol konur. igne ile bir miktar kiltir alip ezilir
*Bir damla boya damlatilip lamel kapatilir

+X40 buyutmede mantar elemanlari agik mavi boyali olarak goraltr

*Saydam bant-Laktofenol pamuk mavisi yontemi: saydam banttan 3 cm kesilerek
yapigkan yuzu alt tarafa gelecek sekilde bir penset ile tutularak mantar kolonisine
dokundurulur (kuflerde)

+Uzerinde bir damla boya olan lam tizerine yapistirilarak X40 biyitmede incelenir

*Criptococcus neoformans ve Histoplasma capsulatum gibi kapsulli mantarlarin
incelenmesinde ¢ini murekkep ile yas preparat hazirlanir

*KOH ve NaOH preparatlari

*Kil, deri, tirnak gibi keratinize dokunun mantar infeksiyonlarinda mantar aramasinda
kullanihir

Ornek bélgesi etil alkol ile silinir. Bistiri ile kazinti alinir. Materyal (izerine bir damla
% 15 lik KOH veya NaOH eriyigi damlatilip lamel kapatilir. Alttan hafif¢e 1sitilir

*X40 buyutmede hifler, sporlar vs mantar elemanlari goralir.
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Uygulamanin adi Preparatlarin incelenmesi ve yorumlanmasi

Yapilacagi hafta 10

Uygulamanin temel hedefi Preparatlarin incelenmesi ve yorumlanmasinin
Ogretilmesi

Kullanilacak materyal ve Lam, Lamel, Mikrobiyolojik boyalar

malzeme adi

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gozluk, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISI

Preparatlarin Hazirlanmasi

*Lamlar temiz, yagsiz, giziksiz olmali
*% 50 lik etil alkolde tutulup silinebilirler
*Kullanilan malzeme steril olmali

*Isi biten lamlar dezenfekte edilmeli
Boyasiz preparatlar

*Bakteri hareketlerinin incelenmesi
*Karanlik alanda inceleme

*Hucrelerin gorulmesi

*Protozoa ve parazitlerin gorulmesi

sLamlar silinerek temizlenir

*Preparat hazirlanacak yuzu alevden gegirilir

*Dogrudan sivi madde ya da serum fizyolojikle sulandiriimis yari kati materyal ile
preparat hazirlanir.

*Karanlik alan mikroskobisi ile hareket incelemesi yapilabilir.

*Karanlik alanda bakteri kirpiklerinin gorilmesi

*Asili damla preparati: gukurlu lam kullanilir

Boyali preparatlarin incelenmesi

*Temiz lamlarla uygun kogullarda preparat hazirlanir

*Havada kurutulur

*Materyal tespit edilir

eHavada kurutarak (2-3 hatta 18 saat)

eAlevde tespit

eKimyasal maddelerle tespit (etil alkolle 8-10 dk, metil alkolle 3 dk, aseton ile 5 dk)

e,

reperatlar




Uygulamanin adi Biyokimyasal aktivitenin dl¢iimesi

Yapilacagi hafta 11

Uygulamanin temel hedefi Biyokimyasal aktivitenin dl¢iimesi

Kullanilacak materyal ve Kultar, besiyeri

malzeme adi

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu énlik, plastik gézluk, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Katalase Testi
Metot

1) Kati besi yerinde (kanli agar hari¢) dremis olan mikroorganizma kolonilerinden
platin 6ze (veya cam baget) yardimi ile yeterli miktarda alinarak temiz ve yagsiz bir
lamin Gzerine konulur. Sonra buna % 30 luk hidrojen peroksidden bir damla
damlatilir veya
2) Sivi besiyerinde (5 ml) Uremis kulttr Gzerine % 3 luk hidrojen peroksid'den 3-4
damla ilave edilir.

Degerlendirme

Hidrojenperoksid katilmasindan sonra kabarciklarin gorilmesi veya ¢ikmasi pozitif
reakiyon olarak degerlendirilir. SUpheli durumlarda mikroskop altinda muayene
yapilabilir. Reaksiyon en iyi pH 7.0 da meydana gelir ve oda sicakliginda yapilir.
Sonuglar, negatif (-), zayif (+), orta (++) ve kuvvetli (+++) pozitif olarak
derecelendirilir.

Koagulase Testi

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

Karbonhidrat Fermentasyon Testi

Bu test, mikroorganizmalarin c¢esitli spesifik karbonhidratlar ayristirma
yeteneklerini  (sakkarolitik  aktivite) belirlemek amaci ile yapilmaktadir.
Mikroorganizmalar karbonhidratlari, kendileri tarafindan sentezlenen hidrolase
(karbohidrase) enzimleri yardimi ile ayrnigtirirlar. Ancak bu yetenek mikroplar
arasinda oldukca fazla degisiklik gdsterdigi gibi, bir tire ait mikroorganizmalar
arasinda da ayri fermentasyon 0Ozelligi gdsteren variant suslar da meydana
cikmaktadir. Bazi mikroorganizmalarin fermentasyon 6zelligi yok denecek kadar az
olmasina karsin Enterobacteriaceae familyasina ait olanlarda bu aktivite oldukga
yuksekitir.

Karbonhidratlar (monosakkarid, polisakkarid ve alkoller), bakteriler tarafindan degisik
tarzda (aerobik ve anaerobik) ayristinilarak ¢esitli Grtinler, organik asitler (asetik asit,
butirik asit, formik asit, laktik asit, propionik asit, suksinik asit, vs.), noétral GrUnler
(Asetilmetilkarbinol, 2,3-butilenglikol, aseton, etil alkol, isopropil alkol, butil alkol, vs.)




ve gazlar (hidrojen, oksijen, metan, karbondioksit) meydana gelirler.

Bu maddeler cesitli testler yardimi ile ortaya konabilir ve mikroorganizmalarin
identifikasyonunda énemli goreve sahip olurlar. Enerji ve karbon kaynagi olarak,
karbonhidratlarin 6nemi fazladir. Metabolize olabilenlerin Greme Uzerine olumlu
etkileri vardir. Ancak, ayrisma sonu olugan organik asitler, besi yerinin pH sini
dusurerek belli bir sire sonra GUremeyi sinirlar ve durdururlar. Bu yonden de zararli
etkisi olur. Karbonhidratlarin aerobik ayrismasi sonu ¢ok fazla enerji ortaya
cilkmasina karsin anaerobik ayrismada (fermentasyon) enerji daha az ¢ikmakta ve
organik asit olusumu daha fazla goértlmektedir. Laboratuvarlarda kullanilan besi
yerleri ve diger kosullarin etkisi altinda, mikroorganizma turlerine gore degismek
uzere, karbonhidratlarin ayrismasi, genellikle, 1-10 gun arasinda degismektedir.
Bazen daha uzun bir streye gereksinim duyulabilir. Ayrismayi ortaya koyabilmek igin
besi yerlerine Ureme Uzerine olumsuz etkisi olmayacak yogunlukta bazi indikatorler
(Andrade, bromkrezol moru, brom timol mavisi, fenol kirmizisi, vs.) katilir. Bunlarin
Ozelliklerine gore renklerinde meydana gelen degismeler ayrismayi! ve derecesini
belirtir. Bu indikatorler besi yerlerine, yukaridaki siraya goére, % .005, % 0.0025, %
0.001 son konsentrasyonda olacak tarzda ilave edilirler. Andrade hari¢ olmak tzere
digerleri asit ortamlarda sari renk meydana getirirler. Besi yerlerinde gaz olusumunu
saptamada, tersine yerlestiriimis klgik Durham tlplerinden yararlanilir. Gaz, bu
tipun Ust tarafinda birikir. Bu amacla 6zel Smith tlpleri de kullanilabilir. Noétral
drinlerden asetoin'i (asetil metilkarbinol) saptamada Voges Proskauer (VP)
reaksiyonu laboratuvarlarca benimsenmektedir.

Oksidase Testi

Bu test, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraselliler olan oksidase
enziminin (sitokrom C oksidase) varligini ortaya koymada kullanilir. Deneyden ayni
zamanda cinslerin (Moraxella (+), Neisseria (+), Yersinia (-), Acinetobacter (-), ve
turlerin (B. ovis (-), B.neotomae (-) ve B. abortus ( + ) ayirirminda yararlanilir.
Oksidase reaksiyonu, bakterilerde (aerobik olanlarda) sitokrom oksidase sisteminin
bulundugunu ifade eder. Uzerine ayira¢ damlatilan kolonilerin 1-2 dakika iginde
kirmizi mavi renk almalari pozitif oksidase testi olarak kabul edilir. Hi¢c bir renk
degisikliginin olmamasi negatif olarak degerlendirilir. Kolonilerin siyah renk almasi
olduklerini ifade eder.
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Kagulz testi
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Oksidaz testi

Uygulamanin adi Hareket muayenesi

Yapilacagi hafta 12

Uygulamanin temel hedefi Hareket muayenesinin 6gretiimesi

Kullanilacak materyal ve Kaltar, besiyeri, mikroskop, lam, lamel

malzeme adi

Gerekli olan giuvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISIi

#Asili Damla Yontemi: bakteri kiltiri 6rneginden lam Uzerine pastor pipeti
yardimiyla kuguk bir damla aktarilir. Lamel, Uzerindeki damla lama dogru
yonlendirilmig olarak lam Uzerinde yerine yerlestirilir ve gozlem vyapilir. Isik
miktari gozlem yapilirken azaltilir.

#lLam-lamel arasi muayene: Bir 6ze dolusu 6rnek veya sivi kultur temiz bir lama
konulur, lamelle kapatilirve 100 [0k obj. muayene edilir. muayene mumkinse
soguk ortamda yapilmali ve uzun surmemelidir.

#Yarikati ortamda Uretme: Mannitol besiyerinde zikzak seklinde ekim hattinin
disinda uremeler gozlenmesi hareketin + oldugunu gosterir.

#Flagella boyama: 9 ml Mordan (5 ml potasyum alum, 2 ml tannik asit, 2 ml civa
klortr) ile 0.8 ml bazik fuksin karistirilir.bakteri sispansiyonundan alinarak 1
damla konur ve egik olarak lamin diger tarafina akmasi beklenir. Havada
kurutulur. Preperatlar 3’er adet hazirlanir. Taze boya solusyonu bu 3 preperata
dokular ve 5, 10, 15 dakika beklenerek 3 preperatin boyanmasi saglanir. Su ile
yikandiktan sonra kristal viyole ile negatif boyama yapilir. Mordan maddesi
flagella Uzerinde presipite olarak onu daha kalin ve gorulebilir hale getirir.

#Elektron mikroskoplarla muayene

#Antiflagellar serumla test
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Yarikatl ortamda hareket muayenesi Flagella boyama
Uygulamanin adi Antibiyogram testinin yapilmasi ve yorumlanmasi
Yapilacagi hafta 13
Uygulamanin temel hedefi Antibiyogram testinin 6gretilmesi
Kullanilacak materyal ve Kaltar, besiyeri
malzeme adi
Gerekli olan glivenlik Uzun kollu onluk, plastik gozlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Belirli bir bakteri veya bir ka¢ turunun gelismesini ve uremesini hangi antibiyotigin
Onleyece@i veya hangi oranda azaltacagini ortaya koyan biyolojik metottur. Bir
mikrobun alt gruplarinin veya sonraki degigik dollerinin antibiyotiklere kargi ayni
cevabl vermedigi bilinmektedir. Halbuki muayyen bir mikroba veya bir mikrobun
muayyen dolune karsl hangi antibiyotigin veya antibiyotiklerin tesirli oldugunu bilmek
hem tedavi olan hasta agisindan. hem de saglikli toplum acisindan 6nemlidir. Hasta
daha gabuk tedavi olur. Daha az antibiyotik dolayisiyla para harcanir ve daha ilerisi
igin direng kazanmig mikrop dolleri birakilmamig olur

Bazan antibiyogram. veya mikrop cinsini belirlemek imkansiz olabilir. Hasta organ
veya hastalikli materyalden numune alinamaz veya enfeksiyon ¢ok siddetli oldugu
icin beklemeye tahammul olmayabilir. Boyle durumlarda yani antibiyogram elde
edilemeyecek veya gecikecek durumlarda

kuvvetli antibiyotiklerden veya hasta sistem icin 6zellik kazanmis antibiyotiklerden
ikisi kombine olarak kullanilir. Bu arada bir yandan mumkudn olursa, antibiyogram
sonucunda belirlenen etkili antibiyotiklere gegilir.

Antibiyogram yapilirken. az etkilenenler ve direngli olanlar diye derecelendirilir.
Antibiyogram yapiminda halen en ¢ok disk metodu kullaniimaktadir. Bu usulde

mikrop petri kutusu i¢inde hazirlanan kati jeloz besi yerine ekildikten sonra Uzerine
cesitli antibiyotik sivilarina batirilmis yuvarlak kagit pargalari konulur. Besi yerinde




ureyen mikrop etkili olan antibiyotigin c¢evresinde uUremediginden yasak bdlge
meydana gelir. Yasak bolgenin genisligi antibiyotigin tesir kuvvetinin fazlaligina
isarettir. Eger antibiyotikli kagidin hemen etrafinda dahi ¢epe ¢evre mikrop kolonileri
ortaya ¢ikabilmisse mikrobun bu antibiyotige direngli oldugu gosterilmis olur.

Antibiyogram testi socu olusan zon c¢aplari

Uygulamanin adi Bakteri sayim yontemleri

Yapilacagi hafta 14

Uygulamanin temel hedefi Bakteri sayim yontemlerinin 6gretiimesi
Kullanilacak materyal ve Kaltar, besiyeri

malzeme adi

Gerekli olan giuvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISI

Koloni Sayimi

Bu yontemlerin prensibi mikroorganizmanin kati besiyerinde koloni olugturmasi, bu
kolonilerin sayilarak ornekteki mikroorganizma sayisinin hesaplanmasidir. Dokme,
yayma vedamlatma olarak 3 sekilde uygulanir.

Dokme Yontemi

Dokme yonteminde 1 ml 6rnek steril petri kutusuna pipetlenir, Gzerine 45 °C 'a kadar
sogutulmus agarl besiyerinden yaklasik 15 ml dokulir, besiyeri ile 6rnek karistirilir,
besiyeri

katilagtiktan sonra petri kutulari inkibasyona birakilir. Bu yontemin avantaji ekim
yapilacak

tupten 1 ml pipetlendigi icin yayma yontemine gore 10 misli daha az mikroorganizma
iceren

orneklerde sayim yapilabilmesidir. Dezavantajlari ise sicak dokulen besiyerinin
mikroorganizmaya zarar verme olasiliginin yuksek olmasi, besiyerinin petrilere ekim
yapilincaya kadar erimis halde (50 °C su banyosunda) tutulmasi ve bunun besiyeri
uzerine

olumsuz etkisi, herhangi bir ekim hatasinda yedek besiyeri kullanimindaki sikintilar,
mikroorganizmalarin petri kutusunun tabanina veya besiyeri yizeyine yakin
olmalarina bagh

olarak oksijenden farkli duzeyde faydalanmalari ve dolayisi ile farkli duzeyde
gelismeleridir.

Yayma Yontemi




Yayma yonteminin esasi, dnceden petri kutularina dokulip katilastirilmis (hatta bu
sekilde

stoklanmig) ve belirli bir dizeyde kurutulmus besiyerleri Gzerine 0,1 ml érnek
aktarilarak

drigalski spatult denilen kivrik bir cam baget ile bu miktarin besiyeri ylzeyine
yaylimasidir.

Yukarida dokme yontemi icin verilen tum dezavantajlar bu yontemde avantaj,
avantaj olarak

verilen ise dezavantajdir. Bu yontemin uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken
hususlar

drigalski spatultnin sterilize edildigi alkol ¢dzeltisinin (%70 v/v) surekli olarak
yenilenme ve

kontrol gerekliligi, alkol ile drigalski spatllinin temas slresinin 5-10 dakikadan az
olmamasi

gerektigi ve buna gore yeterli sayida spatul bulundurulmasi, alkolden gikarilan
spatulin

bunzen beki alevinden geciriime nedeninin isi ile sterilizasyon desgil sadece alkoll
uzaklastirmak oldugunun unutulmamasi, beherdeki alkolln alev almasinin
onlenmesidir. Gida

mikrobiyolojisi laboratuvarinda en yaygin olarak kullanilan ve kullanimi 6nerilen
yontem

budur.

Damlatma Yontemi

Damlatma yonteminde ise 0,01 (ya da 0,05 ; besiyeri uygun ise 0,1) ml érnek petri
kutusunda

onceden dokulmus, katilastirilmis ve belirli bir duzeyde kurutulmus besiyeri Uzerine
damlatilir, yayma yapilmadan besiyerinin damlayr emmesi beklenir. Dolayisi ile
koloniler

sadece yaklasik 2-3 cm kadar ¢api olan bir alanda yosun ve bu nedenle kiiguk
olarak gelisir.

Bu yontemin rutin gida kontrolinde kullanimi yaygin desildir. Bir petri kutusunun
tabaninin

2; 3; 4; hatta 6' ya bolunerek her bolmede farkli 6rnek ve/veya seyreltiden ekim
yapilmasi,

buna gore laboratuvarda besiyeri ve petri kutusundan tasarruf saglanmasi bu
yontemin en

blyuk avantajidir. Bu yontem sayimdan ziyade titre belirleme (yari kantitatif sayim)
amaciyla

kullanilabilir. Ornesin bir gida maddesinde toplam aerobik mezofilik bakteri sayisinin
100.000 adet/g olmasina ilgili tizik ve/veya standarda gore izin veriliyor ise ve
isletme icin

sadece bu deserinin altinda kalmak dnemli ise 10-1,10-2 ve 10-3 seyreltilerden 0,01
ml

damlatma ydntemi ekim yapilir. inkiibasyondan sonra 10-2 seyreltide bir kag koloni
var, ancak10 seyreltide gelisme yok ise sayim sonucu 10000 adet/g 'dan fazla
ancak 100.000 adet/g'dan daha az olarak verilebilir. Ancak istatistik yaklagim altinda
bu sonucun sadece bir 6n bilgi oldugu, eser 10-2 seyreltide de koloni gelisimi olmaz
ise ilgili tlzuk ve/veya standarda uyuldugu séylenebilir. Olusan kolonilerin buyuteg
ile sayllarak daha dogru sayim sonucunun alinmasi mumkundur.

Petri film

Besiyeri bir film tabakasi halinde plastik bir destek tabakasina bir film tabakasi
halinde

dokulmas, kurutulmus ve bu sekilde kullanima hazir steril preparat haline
getirilmistir. Analiz agamasinda Ustteki korutucu tabaka kaldirilarak 1 ml 6rnek 5 cm
caph bu alana aktarilir, koruyucu tabaka kapatilir ve 6zel bir aparatla bu hacmin tim
alana yeknesak olarak dagiimasi saglanir. Standart inkibasyon sonunda koloniler
sayllarak islem bitirilir. Petri film ydnteminin en buyulk Ustlnlikleri laboratuvarda




besiyeri hazirlamaya gerek kalmamasi, cam petrilerde oldugu gibi yikama
zorunlugunun olmamasi, 1 ml érnek aktarildigi i¢in analiz duyarliginin standart
yayma yonteminden 10 misli fazla olmasi, inklbatoérde standart petri kutulari ile
kiyaslanmayacak kadar az yer kaplamasi ve gerektiginde bunlarin kurutularak
saklanabilmesidir. Farkli mikroorganizma gruplari igin (toplam aerobik mezofilik
bakteri,

koliform grup, maya - kuf vb.) farkli besiyerleri saglanabilmektedir.

- —

Koloni sayim metodu




