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ONSOz

Sevgili Ogrenciler,

Bu laboratuvar el kitabi, tibbi mikrobiyoloji alaninda temel deneyleri, prosedurleri ve
laboratuvar prensiplerini anlamaniza ve uygulamaniza yardimci olmak i¢in hazirlanmistir.
Mikrobiyoloji, bircok yodnuyle insan sagligl ile yakindan iligkili olan mikroorganizmalarin
yapisinl, islevini ve rollerini inceleyen bir bilim dalidir. Bu alan sayesinde bulasici hastaliklar,
tani yontemleri ve tedavi stratejileri hakkinda bilgi ediniriz. Bu nedenle, laboratuvar
calismalari mikrobiyolojik kavramlari anlamada ve pratik beceriler gelistirmede hayati bir rol
oynar.

Laboratuvar oturumlarimizda mikroskopi, boyama, kaltir ydntemleri ve antibiyotik duyarlilik
testleri gibi temel mikrobiyolojik tekniklerle ugrasacaksiniz. Bu kilavuz, laboratuvarda
uyulmasi gereken kurallari, kullanilan ekipmanlari, deneylerin teorik temellerini ve her
prosedur i¢in detayli adimlari sunmaktadir. Bu rehberlik, laboratuvar calismalarinizi giventli
ve etkili bir sekilde yurutmenize yardimci olacaktir.

Laboratuvarda disiplinli, dikkatli ve 6zenli calismak 6nemlidir. Her deneyin sonunda,
verilerinizi analiz etmeniz ve sonuglarinizi bilimsel duslnce ve etik degerlerle uyumlu bir
sekilde degerlendirmeniz beklenmektedir. Edindiginiz her bilgi ve gelistirdiginiz her beceri,
sizi gelecegin bilgili ve yetenekli bir hekimi olmaya bir adim daha yaklastiracaktir.

Bu el kitabinin laboratuvar ¢alismalarinizda size rehberlik edecegini ve mikrobiyolojiye olan
ilginizi artiracagini umuyoruz. Yolunuz her zaman bilimin i1si181yla aydinlansin.

Basarilar dileriz,
istinye Universitesi Tip Fakdiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali



KURUL ADI

Sindirim-
Metabolizma

Biyolojik Etkenler-
Savunma-
Enflamasyon

Yasamin Evreleri-I

OGRENIM CIKTILARI ve DEGERLENDIRME YONTEMI

DENEYIN ADI

Mikrobiyolojik
inceleme ve
bakterilerin
uretilmesi

OGRENIM CIKTISI

Klinik 6rneklerin mikrobiyolojik inceleme yontemlerini
aciklayabilir

DEGERLENDIRME

YONTEMI
CSS, AUS*, BD*

Klinik 6rneklerden veya bu érneklerden Uretilmis
kaltarlerden mikroskobik inceleme yaparken kullanilan
boya ve boyama yontemlerini sayabilir

CSS, AUS*, BD*

Gram boyama yonetimi anlatabilir ve uygulayabilir

CSS, AUS*, BD*

Kaltur icin kullanilan besiyerlerini tanimlayabilir ve
ozelliklerini aciklayabilir,

CSS, AUS*, BD*

Bakterilerin
identifikasyonu

Klinik 6rneklerden enfeksiyon etkeni olarak yaygin izole
edilen Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin
tanimlanmasinda kullanilan mikrobiyolojik teknikleri
anlatabilir

CSS, AUS*, BD*

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda yaygin olarak
kullanilan segici ve ayirt edici besiyerlerini ve bakterilerin
ayirt edilmesini saglayan karakteristik ureme 6zelliklerini
tanimlayabilir

CSS, AUS*, BD*

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal
testleri sayabilir ve bu testlerin sonuclarini yorumlayabilir

CSS, AUS*, BD*

Dermatofitlerin
ve bazi firsatgl
mikoz etkeni
mantarlarin
incelenmesi

Mantarlarin laboratuvar tanisinda kullanilan spesifik
mikrobiyolojik yaklasimlari ve testleri listeleyebilir.

CSS, AUS*, BD*

Mikolojide yaygin kullanilan besiyeri ve boyalari
siralayabilir

CSS, AUS*, BD*

Dermatofitlerin ve yaygin firsatgli mikoz etkenlerinin
mikroskopik morfolojilerini ayirt edebilir

CSS, AUS*, BD*

Parazitlerin
Mikrobijolojik
Tanisi

Parazitlerin laboratuvar tanisinda kullanilan mikroskobik
yontemleri anlatabilir

CSS, AUS*, BD*

Parazitlerin laboratuvar tanisinda mikroskobik inceleme ile
parazit kist, trofozit ve yumurtalarinin degerlendimesini
yapabilir

CSS, AUS*, BD*

CSS: Coktan Segmeli Sinav, AUS: Agik Uglu Soru, BD: Bosluk Doldurma
*Mazeret sinavlarinda uygulanilir




LABORATUVARDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR

1. Laboratuvar Onliigi Giyin: Laboratuvara girerken her zaman temiz ve iliklenmis
bir laboratuvar onluglu giyin. Laboratuvar onlukleri laboratuvar disinda
giyilmemelidir ve uzun saglar guvenli bir sekilde toplanmalidir.

2. Yemek Yemeyin veya icmeyin: Laboratuvarda yemek yemeyin, icmeyin veya
agziniza bir sey koymayin. Laboratuvar faaliyetleri sirasinda yuzunluze
dokunmaktan kaginin.

3. Kullanimdan Sonra Temizleyin: Her oturumun sonunda, kullanilan tim
malzemeleri duzenli bir sekilde temizleyin ve belirlenen kigilere teslim edin.

4. Kimyasal Giivenligi: Ozellikle belirtilmedikge herhangi bir kimyasal veya biyolojik
maddeye dokunmayin, koklamayin veya tatmayin.

5. Dékiilmeleri Hemen Bildirin: Dékulme veya kirilmis kaplar durumunda, hemen
laboratuvar sorumlusuna bildirin, dezenfektanla (6rnegin, %10 hipoklorit)
kaplayin, 15-30 dakika bekleyin ve talimatlara gore temizleyin.

6. Ekipman Sterilizasyonu: Halka, igne ve diger yeniden kullanilabilir ekipmanlar
her kullanimdan once ve sonra, Bunsen bruloéru alevi veya bagka uygun bir
yontemle sterilize edin.

7. Ekipmani Dogru Kullanin: Pipet, mikroskop ve terazi gibi ekipmanlar sadece
egitim aldiysaniz kullanin; her kullanimdan sonra ekipmani kapatin.

8. Atiklarin Dogru Atilmasi: Tum atik malzemeleri belirtilen kaplara atin (6rnegin,
kesici aletler “kesici-delici” kutulara, enfekte materyaller “kirmizi tibbi atik
kutularina” ve enfekte olmayan atiklar “gri evsel atik kutularina”).

9. Yanici Maddeler: Yanici maddeleri (6rnegin, alkol) acik alevlerden uzak tutun.

10. ElYikama: Her oturumdan sonra ellerinizi sabun ve suile iyice yikayin ve gerekirse
antiseptik sivi kullanin.

11.Yoklama ve Raporlama: Her oturumdan sonra yoklama kagidini imzalayin ve
gerektiginde sorumlu kisiye bir calisma raporu sunun.

12.Son Kontroller: Cikmadan o6nce tum gaz, su musluklari ve mikroskop
lambalarinin  kapali oldugundan ve laboratuvar malzemelerinin disariya
cikarilmadigindan emin olun.
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TIBBI
ATIK

a-Kesici ve delici atik kutusu b-Tibbi atik kutusu c-Evsel atik kutusu



SiINDIRIM-METABOLIZMA KURULU

1. MIKROBIYOLOJiK INCELEME VE BAKTERILERIN URETILMESI

Laboratuvar: ANK-215

OGRENIM GIKTISI

Klinik 6rneklerin mikrobiyolojik inceleme yontemlerini aciklayabilir

Klinik 6rneklerden veya bu drneklerden Uretilmis kultirlerden mikroskobik inceleme yaparken
kullanilan boya ve boyama yontemlerini sayabilir

Gram boyama yonetimi anlatabilir ve uygulayabilir

Kaltar igin kullanilan besiyerlerini tanimlayabilir ve 6zelliklerini agiklayabilir

Uygulamalar

1-Preparat hazirlama ve Gram boyasi ile boyama

2- Gram boyali preparatlarin mikroskopta incelenmesi
2-Kati besiyerinde koloni morfolojilerinin incelenmesi

3-Kati ve sivi besiyerlerine ekim yontemleri

< MIKROBIYOLOJiK INCELEME YONTEMLERI

Mikrobiyolojik inceleme yontemleri sunlari kapsamaktadir:
A-Makroskobik inceleme

B-Mikroskobik inceleme

C-Kattur

A-Makroskobik inceleme

Mikrobiyolojik inceleme icin laboratuvara gonderilen oOrneklerin makroskobik incelenmesi
yonlendirici olabilmektedir. Klinik 6rnegin gérinimu, rengi, kokusu mukus ve kan varligl gibi
ozellikleri, 6rnegin hangi kisminin isleme alinacagi, hangi testlerin uygulanmasi gerektigi, olasi etken
konusunda yol gostericidir. Ayrica ornegin kalitesi konusunda da bilgi vermekte, gerek gorullrse
ornegin isleme alinmadan reddedilmesiyle malzeme ve is gucu kaybini da 6nlemektedir.

B-Mikroskobik inceleme

Mikroorganizmalar g¢esitli boyalarla mikroskobik olarak gozlenebilir bir duruma gelirler ve buyukluk,
sekil, spor, kapsul ve i¢ yapilari hakkinda da gerekli bilgiler elde edilebilir. Bazi mikroorganizmalar
farkli boyanma 0zelliklerine gore tanimlanabilirler. Bu nedenle, bakterilerin identifikasyonunda
boyanma 6zellikleri kritik 6nem tasir.

Hem klinik 6rnekten hem de bu klinik materyalden uretilmis kolonilerden boyama yapilarak, dahaiileri
tanimlamada kullanilacak testler belirlenir ve tanimlama islemleri surduraltr.

Mikrobiyolojide bu amacla kullanilan ¢esitli boyama yontemleri gelistirilmistir.



B.1.Mikrobiyolojide Kullanilan Temel Boyama Yontemleri
B.1.1. Preparat hazirlama

Mikroskopik inceleme icin preparatlar klinik drneklerden veya in vitro kultirden hazirlanabilir.

— Temiz lamlar kullaniniz.

— Mikroskop lamlarini etiketleyiniz. Lamlari sadece kdselerinden tutunuz.

— Aseptik teknikler kullanarak 6rnegi 6ze, ekuivyon cubugu veya uygun bir alet ile lamin ortasina
aktariniz. Preparatin gok kalin olmamasina dikkat ediniz.

— Preparatin kurumasini bekleyiniz ve uygun yontem ile tespit ediniz.

B. 1.2. Tespit Yontemleri

Amac: Klinik materyalin ve kultturden elde edilen mikroorganizmalarin lama yapismalarini saglamak
ve boyanma esnhasinda akip gitmelerini 6nlemektir.

B.1.2.1. Fiziksel tespit:

- Preparat kuruyana kadar oda isisinda bekletilir.
- Lamin altini 3-4 kez alevden gecirerek 1sl ile tespit edilir.

B.1.2.2. Kimyasal tespit:

Bu tespit yontemi direkt dokudan hazirlanan preparatlarda dkaryotik hucre yapisinin bozulmasini
onlemek igin yapilir.

- Alkol eter karigimi
- Metanolile 3-5 dakika tespit

-Aseton: Ozellikle floresan mikroskopi igin hazirlanan preparatlar asetonda 5 dakika tutularak tespit
edilebilirler

- Absoll alkolile 8-10 dakikada tespit yapilabilir.
B.1.2.Boyama Yontemleri

B.1.2.1. Basit Boyama Yontemleri:

Bu yontemlerde genellikle tek bir boya eriyigi kullanilarak boyama yapilir. Mikroorganizmalarin
morfolojisinin incelenmesi amacglanir. Basit boyama yontemi ile hazirlanan islak preparatlar (wet-
mount), 40X’lik objektif ile incelenmelidir. Metilen mavisi, laktofenol pamuk mavisi, lugol, gini
murekkebi vb boyalar bu amacgla kullanilir.

» Metilen Mavisi ile Boyama: Herhangi bir bazik boya kullanilarak yapilan basit boyamada
bakterinin morfolojisi, buyukligu ve dizilimi hakkinda bilgi edinmenin yansira 6zellikle direkt
materyalden hazirlanan preparatin incelenmesiyle materyalin uygun alinip alinmadigi
hakkinda da fikir edinilir. Bu boya kullanilarak yapilan basit boyamada Corynebacterium
diphtheriae’nin daha koyu boyanan metakromatik cisimcikleri gozlenebilir.



Sekil 1. Metilen mavisi ile boyanmis epitel Sekil 2. Metilen mavisi ile boyanmis C.
hucreler diphtheriae

» Lugol ile Boyama: Parazitlerin 6zellikle kist yapisinin gosterilmesinde kullanilir. Bir damla
lugol lama damlatilarak, Uzerine 6rnekten alinan bir parca karistiriir ve ustune lamel
kapatilarak mikroskopta 40X’lik objektif ile incelenir.
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Sekil 3. Lugolile boyanmis preparatta Entamoeba kistleri
B.1.2.2. Kompleks (Ayirici) Boyama Yontemleri:

Kompleks (veya ayirici) boyama yontemlerinde birden fazla boya eriyigi kullanilir ve hucre tiplerini ve
hicresel yapilar ayirt edilmesi mumkun olur. En sik kullanilan kompleks boyama yontemi Gram
boyamadir.

» Gram Boyama Yontemi:

Gram boyama yontemi mikrobiyoloji laboratuvarinda en sik kullanilan boyama yontemidir. Bir
primer boya ve karsit boyanin kullanildigi ayrici bir boyama yontemidir. Primer boya olarak kristal
viyole kullanilir. Preparatta bulunan hucrelere kristal viyole nufuz eder. Sonrasinda iyotlu bir
solusyon olan lugol eklenir. Lugol kristal viyole ile bir kompleks olusturur. Lugol sabitleyicidir ve
lugol eklenmesi atlandiginda hicreler (Gram pozitif bakteriler bile) dekolorizasyon sonrasinda
primer boyayi kaybeder. Renk giderme (dekolorizasyon) islemi genellikle %95 etanol kullanilarak
yapilir. Dekolorizasyon sonrasinda preparat karsit boya (safranin veya sulu fuksin) ile muamele
edilir. Renk giderme basamagi atlanirsa tiim hiicreler primer boyanin renginde kalacaktir.

Renk giderme iglemi sonrasinda primer boya olan kristal viyoleyi tutan organizmalar mor renkte
gorunur ve Gram pozitif olarak adlandirilir. Kristal viyole-lugol kompleksini dekolorizasyon sonrasi
hicre disina veren organizmalar karsit boyayl alarak pembe-kirmizi renkte goérunur ve Gram
negatif olarak adlandirilir.



Kalin bir peptidoglikan tabakasina sahip olan bakteriler alkol ile renk giderme uygulandiktan
sonra kristal viyole iyot kompleksini hucre disina vermez. Bunun aksine ince bir peptidoglikan
tabakasina sahip olanlar alkol ile muamele sonrasinda kristal-viyole iyot kompleksini hucre
icinde tutmaz ve karsit boyanin rengini alir.

Gram boyama basamaklari asagidaki sekilde 6zetlenmistir:

Boya/soliisyon Siire
1. basamak Kristal Viyole 1dk
2. basamak Lugol 1dk
3. basamak Etil alkol 10 sn (renksiz sivi akincaya kdr)
4. basamak Safranin/ Sulu fuksin 30sn

*Her basamak arasinda distile su ile nazikge yikama yapilir.

Boyali preparatlara immersiyon yagi damlatilir ve 100X’lik objektifte incelenir.

4 y, V, 7

M 1odine

/ J o=

Sekil 4. Gram boyama yontemi.

Genel olarak yaslanmis (eskimig) kultirden elde edilen preparatlar Gram negatif boyanma
egilimindedir.

C-Kultiir

Klinik 6rnekler, olasi etkenin 6zellikleri de dusunulerek gesitli besiyerlerine ekilir ve siphelenilen
hastalik etkenine gbére aerobik, anaerobik ya da mikroaerofilik kosullarda inkiibasyona birakilir.
Ortamin 1sislI ve inkubasyon suresi de etkenlere gore degisir. Bakteriler genelde 37° C’de 24 saatte
urerlerse de bazi hastalik etkenleriigin bu isi ve sureler degisir.

Mikroorganizmalari Uretmek icin kullanilan besiyerleri de izole edilmesi istenen etkenin turtne
gore degisir. Etken izole edildikten sonra saf kulturden gesitli 6zellikleri incelenir ve identifikasyon igin
gerekli testler yapilir.



C.1.Morfolojik 6zellikler

Mikroorganizmanin morfolojik 6zellikleri incelenir.

C.1.1.Makroskobik morfoloji

Mikroorganizmanin kati ve sivi besiyerlerinde gozle gorulen ozellikleri incelenir.

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

2- Sivi besiyerinde: Mikroorganizmanin Ureme durumu (zayif, orta, yogun), oksijene olan ihtiyaci
(ylzeyde, dipte, yuzeye yakin ya da besiyerinin her bolgesinde GUreme durumuna goére) dipte tortu
olusumu, Ustte zar olusumu, gaz olusumu, granuler ya da homojen ureme, renk olusumu vb 6zellikleri
saptanir.

C.2. Mikrobiyolojide Kullanilan Besiyerleri
Besiyeri: Mikroorganizmalarin Uretilmeleri icin gerekli maddeleri iceren hazirlanmis ortamlardir.

Besiyerleri, mikroorganizmalarin uretilmesinde, benzerlerinden ayirt edilmesinde ve belirli
ozelliklerinin secici olarak belirlenmesinde kullanilir. Besiyerleri farkli tipte mikroorganizmalarin
ihtiyac duyduklari genel gida maddeleri ve Greme faktorlerine gore hazirlanir.

Besiyerleri sivi, kati ve yari kati olarak hazirlanabilir.

Besiyeri katilastirici ajani olarak agar-agar kullanilmaktadir.

C.2.1. Sik Kullanilan Besiyerleri

Koyun Kanli Agar

-Secici olmayan zengin besiyeridir.

Koyun kanli agar (Sekil 5), besin igerigi agisindan zengin bir besiyeridir ve gli¢ Ureyen bakteriler dahil
cok cesitli mikroorganizmanin Uremesini destekler. Ayrica bakterilerin hemolitik 6zelliklerine gore
ayirt edilmelerini saglar.

Cikolata agar
-Secici olmayan zengin besiyeridir.

Cikolata agar (Sekil 6) gl¢ Ureyen bakterilerin izolasyonunda kullanilan zengin bir besiyeridir. Koyun
kaninin besiyerine yuksek sicaklikta iken eklenmesi ile eritrositlerin patlamasi ve igerigindeki ireme
faktorlerinin agiga gikmasi saglanir. Besiyeri ismini gikolatamsi kahve renginden alir.

Sekil 5. Koyun kanli agar Sekil 6. Cikolata agar




MacConkey Agar
-Segici ve ayirt edici besiyeri

Gram negatif comaklarin izolasyonu ve ayriminda kullanilir. Besiyerinin segicilik 6zelliginden ¢ogu
Gram pozitif bakteri Gzerinde inhibitor etki gosteren kristal viyole ve safra tuzlari sorumludur. Bu
besiyeri ayni zamanda fermente edilebilen karbonhidrat kaynagi olarak laktoz ve pH indikatoru boya,
notral kirmiziigerir. Laktozu fermente eden bakteriler besiyeri pHsinin dismesine yol acar ve koloniler
pembe, pembe-kirmizi renkte gortunur. Laktozu fermente etmeyen bakterilerin kolonileri transparan
veya sarimsi gorunur.

Lactose fermenting colonies Non-lactese fermenting colonies

Sekil 7. Mac Conkey Agar Sekil 8. Mac Conkey Agar da laktozu fermente
eden (sol) ve etmeyen (sag) bakteri kolonileri.

Salmonella-Shigella (SS) Agar
-Segcici ve ayirt edici besiyeri

SS agar patojen enterik comaklarin, 6zellikle de Salmonella ve Shigella tlrlerinin izolasyonunda
kullanilir. Besi yerinde bulunana safra tuzlari, sodyum sitrat ve parlak yesil Gram pozitif bakterilerin
Uremesiniinhibe eder. Besiyeriiceriginde laktoz ve pH indikatorl boya laktozu fermente eden (pembe
koloniler) bakterilerin laktozu fermente etmeyen bakterilerden (transparan koloniler) ayirt edilmesini
saglar. Bu besiyeri ayrica sodyum tiosulfat ve demir sitrat igerir ve hidrojen sulfur (H,S) ureten
bakteriler merkezi veya tumu siyah olan koloniler olusturur.

Escherichia coli Salmonelia Shigella

Sekil 9.SS agarda farkli enterik gomaklarin olusturduklari koloniler



Tiyoglikolat buyyon
-Zenginlestirici besiyeridir.

Tiyoglikolat buyyon anaerobik, mikroaerofilik,aerobik ve guc¢ Uureyen bakterilerin Uremesini
destekleyen sivi besiyeridir. Anaeroplar icin en sik kullanilan zenginlestirici besiyeridir. Et suyu, igin
kazein, maya, sigir eti 6zleri ve vitaminler dahil olmak lzere bircok besleyici faktor icerir.

Sekil 10. Tiyoglikolat buyyon

C.3. Ekim Yontemleri
Ekim teknikleri besiyerinin kati, sivi olusuna gore farklidir;

Sivi besiyerine ekim: Bir 6ze ya da bir ekiivyon cubugu (swab) ile alinan 6rnek tupun kenarina siviya
yakin bir yerde once ezilir, sonra sivi ile karistirilarak yapilir.

Kati besiyerlerine ekim: Tlp ya da petrideki besiyerinde olabilir.

Tapte;

Yatik olarak dékiilen besiyerine igne 6ze ile ekim yapilir. igne 6ze ile koloniden alinan érnek besiyerinin
icine 2/3 oraninda batinlir ve yatik ylzey taranarak ekim bitirilir.

YATIK

BESIYERINE
BATIRMA ve
YUZEY EKIMI

—<——— Kati Besiyeri (Yatik)

Yatik Besiyerinde Yiizeysel Ekim

Sekil 11. Egri(yatik) besiyerine batirma ve yuzey ekimi.



Petri kabina dokiilmiis kati besiyerine ;

Azaltma (tek koloni), yayma veya sayim plagi seklinde ekim yapilir.

Azaltma (tek koloni) ekim yonteminin prensibi:

Azaltma ekim (tek koloni veya seyreltme ekim de denir) yonteminin amaci birbirinden ayri dismus
koloniler elde etmektir. Kolonilerin birbirinden ayri olmasi saf kiltlir elde etmek igcin 6nemlidir. Saf
kaltar, tek bir koloniden vyapilan kulturlerdir. Bir kolonideki tum hucreler ayni hicreden
kaynaklandigindan kolonideki tim hucrelerin 6zelliklerinin (genotipik ve fenotipik) ayni oldugu
dasunalar.  Tibbi  mikrobiyoloji  laboratuvarinda mikroorganizmalarin  identifikasyonu ve
antimikrobiyallere duyarliiginin belirlenmesinde siklikla saf kilturler ile calisilir. Karisik bir ktltur veya
klinik 6rnekten ayri digsmus koloniler elde edilebilmesi i¢in Uremis kaltur veya klinik drnekten uygun
miktarda halka 6ze veya uygun bir alet ile alinip kati besiyeri Uzerine 6ze Uzerindeki mikroorganizma
sayisi giderek azalacak sekilde birkagc adimda ekim yapilir. Bunun igin besiyerinin bir bolgesinden
digerine geg¢meden once 06ze kizil dereceye kadar yakilarak sterilize edilir. Boylelikle
mikroorganizmalar agar plagi Gzerindeki bir bolgeden digerine aktarilirken sayilar azalmis olur. Son
bolgeye ekim yapilirken 6ze Uzerindeki mikroorganizma sayisi birbirlerinden ayri dusmesine izin
verecek duzeyde seyrelmis olmalidir.

Farkl turler cogu zaman farkli koloni morfolojileri gosterir. Karigik bir kultirden tek koloni ekim
yapildiginda (Ureme gereklilikleri ve Ureme hizlari benzer ise) kuilttirdeki her mikroorganizma tiirtine ait
koloniler gorulecektir. Saf kaltur almak igin ayri digsmus tek bir koloni alinip yeni bir besiyerine ekim
yapilir.

(a) (b)

Sekil 12. Azaltma ekim yontemi (a) ve azaltma ekim yontemi ile ekilmis kaltur(b)

Prosedur:

1. Agar plaklarini etiketleyiniz (Petri plaklarini kapaklari yerine alt kismina yaziniz)

2. Aseptik teknikler kullanarak uygun bir aletile klinik rnekten yeterli miktarda alip agar plaginin
ilk ekim alanina inokule edip yayiniz.

3. Agar plaginin kapagini bos olan eliniz ile aginiz. Besiyerini hayalinizde 4 alana ayirip birinci
bolgeye o6ze ile aldiginiz kulturu inokule edip (zikzaklar yaparak) yayiniz. (Sekil 12 a #1)

4. Agar plaginin kapagini kapatiniz.

o

Ozeyi yakarak sterilize ediniz.
6. ikinciekim alanini, 6ze ile birinci ekim alaninda olusturulan ilk ekim gizgilerinin ug kisimlarina



10.
11.

degecek sekilde zikzak ekim gizgileriyle oldurunuz, plagin kapagini kapatip 6zenizi sterilize
ediniz. (Sekil 12 a #2)

Plak yUzeyinin 3. ve 4. ekim alanlarina da ayni ydntemle ekim yapiniz. (Sekil 12 a #3 ve 4)

Ozeyi sterilize ediniz.
Ekim yaptiginiz kultir plaklarini bir gece 35-37°C ‘de bir gece inkiibe ediniz.

Ertesi gun kulturleri inceleyiniz (inkiibasyon suresi ve kosullari mikroorganizmalar arasinda
farklilik gosterir)



2. BAKTERILERIN IDENTIFIKASYONU

Laboratuvar: ANK-215

OGRENIM GIKTISI

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda yaygin olarak kullanilan segici ve ayirt edici besiyerlerini ve
bakterilerin ayirt edilmesini saglayan karakteristik Greme 6zelliklerini tanimlayabilir
Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal testleri sayabilir ve bu testlerin
sonuglarini yorumlayabilir

Uygulamalar:

1-Gram pozitif ve negatif bakterilere ait hazir preparatlarin incelenmesi
2-Agar besiyerinde bakteri kolonilerinin incelenmesi

3-Katalaz ve Koagulaz testleri

4-Oksidaz testi

5-Daha 6nce ekilmis TSI seti degerlendirmesi

A. GRAM POZIiTiF BAKTERILER
A.1-GRAM POZITiF KOKLARIN iDENTiIFIKASYONU

Gram pozitif koklar cok gesitlidir dogada yaygin olarak bulunurlar. Klinik érneklerden izole edilen
aerobik veya fakultatif anaerobik Gram pozitif koklarin cogu Staphylococcus, Streptococcus, ve
Enterococcus cinsleri icerisinde yer alir.

Stafilokoklar

Stafilokoklar Gram pozitif, kok morfolojisinde, 0.5-1.5 pm c¢apinda, hareketsiz, fakultatif anaerop,
yuksek tuz konsantrasyonu (6rnegin %10 sodyum klorur) iceren ortamlarda, 18-40°C’de Ureyebilirler.
Stafilokoklar genellikle deri ve mukozalarda bulunur.

Mikroskopi: Mikroskopta incelendiklerinde tek tek, ikili veya dortlu gruplar olusturmus sekilde veya
kisa zincirler halinde gorulebilmekle birlikte siklikla Gzum salkimi seklinde kiimeler olusturduklari
gozlenir (Sekil- 1).

Kiiltiir: Secici olmayan besiyerlerinde buyuk, beyaz veya altin sarisi pigmentli, S tipi koloniler yaparak
24 saat icinde hizla Gremektedir (Sekil-2). Bazi turler (6rn. S. aureus) hemolizin Uretir ve kanli agarda
hemoliz 6zellikleri gozlenebilir (sekil 3). Yuksek tuz konsantrasyonlarini tolere edebildiklerinden %7.5
oraninda NaCl iceren mannitol tuz agar (Mannitol Salt Agar: MSA) stafilokoklar igin kullanilabilen
secici-ayirt edici besiyeridir.
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Sekil 1. Gram pozitif koklar (X1000)



Sekil 2. S.aureus ‘un altin sarisi pigmente sahip Sekil 3. Staphylococcus aureus ‘un beta hemolitik
kolonileri (sol), ve koagulaz negatif bir stafilokok kolonileri

turundn olusturdugu pigmentsiz (beyaz) koloni

(sag)

identifikasyon testleri: Stafilokoklarin cins ve tir diizeyinde ayriminin yapilmasi igin sik kullanilan
testler asagida siralanmistir.

Katalaz testi: Katalaz enzimi hidrojen peroksitin (H.O,) katalaz enzimi tarafindan su ve oksijene
parcalanmasini saglayan enzimdir. Stafikoloklar kataz enzimi olusturur ve bu 6zellikleri sayesinde
streptokok ve enterokoklardan ayirt edilirler.

Proseddtir: Temiz bir lam Uzerine birkag damla %3’lik H,O, damlatilir. Koloniden 6ze yardimiyla bir
miktar alinarak %3’lik H,0,ile karistirilir. Hava kabarciklarinin olusmasi testin pozitifligi seklinde
yorumlanir. Hava kabarciklarinin olmamasi negatif sonucu gosterir (Sekil-4).

o

Sekil 4. Katalaz testi. Negatif (alt) ve pozitif (lUst) reaksiyon

Koagiilaz testi: Koagulaz, fibrinojeni fibrin olusturmak Gzere aktive ederek pihti gelisimine neden olan
termostabil trombin-benzeri bir enzimdir. S.aures’u diger stafilokok tlrlerinden ayirt etmede kullanilir.
Bu enzim hucre tarafindan ortama salindigi igin “serbest koagulaz” olarak da bilinmektedir ve Gretimi
bir test tlipilnde stafilokok inokiile edilmis plazmanin pihtilasmasi ile gosterilebilir. S. aureus®un
hiicre duvarinda ayrica “bagli koagulaz” veya “kiimelenme (clumping) faktori” olarak adlandirilan bir
fibrinojen baglayici ylizey reseptoru de bulunur. Bu faktoru tasiyan organizmalar dogrudan plazmanin
fibrinojeni ile etkileserek kiime olusturabildiginden, lam testi ile gdzlenebilir. Ozetle; bagli koagiilaz
lam testinde bakterinin aglutinasyonu seklinde, serbest koagiilaz ise tiip testinde pihti olusumu
seklinde tespit edilebilir.

Kimelenme faktori S.aureus®un bazi kokenlerinde olmayabileceginden lam testi ile negatif sonug
elde edilebilir. Bazen de kimelenme faktéru kapsul polisakkaritleri tarafindan maskelenebilmektedir.
Bu nedenlerle lam testinin negatif sonuc¢ vermesi halinde dogrulama icin tlp testine basvurulmasi
gerekir.



Prosediir -1 tup testi: Tup deneyi i¢in 0.5-1 ml EDTA’lI tavsan plazmasi kullanilir. Plazma, taze buyyon
kulturu veya kati besiyerinden alinan koloniler ile karigtirilir. Etiivde 37 °C’de 4 saate kadar bekletilir ve
saat basiinceleme yapilir. Eger plazmada bir degisiklik yoksa gecikmis koagulilaz aktivitesi olasiligiigin
22-25°C’de 24 saat inkuibasyonun ardindan tekrar degerlendirme yapilir.

Prosedir- 2 lam testi: Temiz bir lamin bir tarafina kii¢uk bir damla (10-15 pL) distile su (veya fizyolojik
tuzlu su) diger tarafina ise kuguk bir damla (10-15 pL) EDTA’LI tavsan plazmasi konur. Bir 6ze ile test
edilecek koloniden alinir; lamin Gzerindeki sirasiyla su ve plazma ile nazikge karistirilir. Plazma i¢ceren
damlada hemen 10 saniye icinde gozle gorulur bir kimelenme olup olmadigi incelenir. Su veya tuzlu
su damlasi negatif kontrol olarak kullanilir (bazi organizmalar otoagglutinasyona ugrar veya homojen
bir sekilde emulsifiye edilemediklerinden yalanci pozitif sonuglara neden olabilmektedir).

ﬂ ’ Positive

Slide method Tube method

Negative

Positive

Sekil 5. Tupte ve lamda koagulaz testinin pozitif ve negatif sonugclari

Koagulaz negatif stafilokok turlerinin konvansiyonel ydntemlerle tanimlanmasinda c¢ok c¢esitli
biyokimyasal testlerden yararlanilir (ornitin dekarboksilaz testi, Ureaz Uretimi, asetoin Uretimi ve
karbonhidrat fermentasyon testleri gibi). S. saprophyticus’un tahmini tanisinda novobiyosin duyarliligl
arastiriir.  Novobiyosine direncli ¢esitli stafilokok tlrleri mevcut olmakla birlikte insan
infeksiyonlarindan S. saprophyticus haricinde novobiyosine direncli suslar ¢ok nadiren izole
edildiginden bu suslar S. saprophyticus olarak kabul edilebilir (Sekil-6).

Staphylococcus saprophyticus  gtaphylococcus epidermidis
(resistant-Novobiocin) (sensitive-Novobiocin )

Sekil 6. Novobiyosin direngli (sol) ve duyarli (sag) KNS.



Streptokok ve enterokoklar

insanlarda infeksiyonlara sebep olan katalaz enzimi olusturmayan baslica Gram pozitif koklar
streptokok ve enterokok turiinden bakterilerdir. Cogu tur fakultatif anaeroptur ve bazi tlrler uremek
icin ortamda CO, varligina ihtiyag duyarlar. Steptokoklarin besinsel gereksinimleri komplekstir ve
izolasyonlarinda siklika kan ve serum ile zenginlestirilmis besiyerleri kullanilir. Enterokoklar ¢cevresel
kosullara dayaniklidir, ve basit besiyerinde Urerler, safra (%40) ve yiksek konsantrasyonda tuz (%6.5)
varliginda bile Ureyebilirler.
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Sekil 7. Streptokoklarin mikroskobik gorintusi Sekil 8. S.pneumoniae ‘nin mikroskobik
goruntusu

Figure 9. Beta (left), alpha (middle) and gamma (right) hemolysis

identifikasyon testleri:

Katalaz testi: Katalaz enzimi hidrojen peroksitin (H.O,) katalaz enzimi tarafindan su ve oksijene
parcalanmasini saglayan enzimdir. Streptokoklar ve enterokoklar kataz enzimi olusturmaz ve bu
ozellikleri sayesinde stafilokoklardan ayirt edilirler.

Streptokok turlerinin tanimlanmasinda segilecek identifikasyon testleri alfa, beta veya gama hemoliz
olusturmalarina gore belirlenir.

Pirolidonil-beta-naftilamid (PYR) Hidrolizi Testi (Sekil -10): S. pyogenes’ in diger beta hemolitik
Streptokoklardan ayirt edilmesinde kullanilan bu test, bakteride PYR’yi hidrolize eden enzimin
varliginin arastinlmasini temel almaktadir. PYR, pirolidonil peptidaz enzimi araciligiyla beta-
naftilamidin Grtindne hidroliz olur ve ilgili reaktif (sinnamaldehit) eklendiginde kirmizi renk alir.




S. pyogenes disinda enterokoklarin, bazi hayvan kaynakll streptokok turlerinin ve diger bazi bakteri
turlerinin de PYR testinin pozitif oldugu unutulmamaudir.

Basitrasin Duyarlilik Testi (Sekil-11): S. pyogenes, diger beta hemolitik Streptokoklardan farkli olarak
basitrasine duyarlilik gosterir.

Prosediir: S. pyogenes olabileceginden slphelenilen bakteriden 3-4 koloni alinarak kanli agara
pasajlanir. Daha sonra 0.04 U Basitrasin diski plaga yerlestirilir. 35°C’ de %5 CO;’ li ortamda bir gece
inkube edilir. Diskin etrafinda herhangi bir inhibisyon zonunun varligl, test edilen bakterinin
basitrasine duyarli oldugunu dusundurur.

\2 \

Positve  Negative

Sekil 10. PYR testi. Pozitif (sol), negatif (sag) sonug Sekil 11. Basitrasin testi. inhibisyon zonu
olusmasi duyarlilig| gosterir.

Christie Atkins Munch Peterson (CAMP) Testi (Sekil 12): Siklikla S. agalactiae’nin diger beta hemolitik
streptokolardan ayirt edilmesi i¢in yapilan bu test S. aureus’ un yaptigi hemolizin S. agalactiae (ve
diger bazi bakteri) suslarinin olusturdugu CAMP faktoru (diffuze olabilen bir ekstraseliler protein)
tarafindan artirilmasi esasina dayanmaktadir (sinerjik lizis).

Prosedir: Test edilecek sug ve S. aureus susu kanli agara 90° acgiyla ¢izgi olarak ekilir. 36+x1°C’ de bir
gece inkube edilir. S. aureus beta hemolizini ve CAMP faktora diffuzyon bolgesinde tggen seklinde
artmis hemoliz gorulmesi CAMP testinin pozitifligi seklinde yorumlanir.

Sekil 12. CAMP testi.

Alfa hemolitik streptokoklarin tanimlanmasi

Optokin Duyarlilik Testi: Bu test S. pneumoniae’ nin diger alfa hemolitik streptokoklardan ayirt
edilmesinde kullanilir. S. pneumoniae’nin ¢ogu susu optokine duyarliik gdsterirken viridans
streptokoklar direnglidir. Bununla birlikte optokine duyarli S. mitis ve optokine direncgli S. pneumoniae
suslarinin da olabilecegi unutulmamaldir.




Prosediir: Test edilecek mikroorganizmanin kilturinden birka¢ koloni kanli agara pasajlanir ve 5 ug
optokin iceren disk Uzerine yerlestirilir. Plak 35°C’ de %5 CO,’ li ortamda bir gece inkube edilir. S.
pneumoniae suslarinda diskin (6 mm lik) etrafinda = 14 mm inhibisyon zonu olusur. inhibisyon zonu
¢apinin 8-14 mm arasinda olmasi susun orta duyarli oldugunu gosterir (belirsiz sonug). Bu durumda
susun pnomokok olup olmadiginin belirlenmesi icin safrada erime testi uygulanmalidir.

Safrada erime testi: Safrada (sodyum dezoksikolat) erime 6zelligi S. pneumonia’yr diger a-hemolitik
streptokoklarin tamamindan ayirir. Optokine duyarliligi azalmis suslarin identifikasyonunda yararldir.
Safra tuzlarinin pnémokok hticrelerinde bulunan otolitik enzimleri (amidaz) aktive ettigi, boylece
hicrelerin lizisini tetikledigi dustiinulmektedir.

Sekil 13. Optokin duyarliigi testi. Optokin
direngli (sol) ve optokin duyarli (sag) alfa
hemolitik streptokok

Enterokoklar ve D grubu streptokoklarin tanimlanmasi

Safra Eskulin Testi: Safra eskulin agar, Enterococcus ve grup D Streptokok (Streptococcus bovis)
turlerini diger Streptokoklardan ayirt etmek amaciyla kullanilan secgici ve ayirici bir besiyeridir.
Besiyerinde mevcut olan safra, Enterococcus ve grup D Streptokoklar disindaki streptokoklari ve diger
gram pozitif koklarin Uremesini baskilamaktadir. Besiyerinde mevcut olan eskulin ise s6z konusu
mikroorganizma tarafindan hidrolize edilerek eskuletin ve dekstroza ayristirilir. Eskuletin besiyerinde
kullanilan demir tuzu ile etkileserek siyah-kahve renk olusumuna neden olmaktadir.

Prosedur: Suphelenilen koloniler safra eskulin agara pasajlanip uygun kosullarda inkube edildikten
sonra siyah-kahve renk olusturan kolonilerin gézlenmesi bakterinin safrali ortamda Ureyebildigi,
eskdlini hidroliz etme yetenegi oldugu, Enterococcus veya grup D Streptokok (Streptococcus bovis)
olabilecegi seklinde yorumlanir.

Enterokoklarin grup D Streptokoklardan ayriminda PYR ve tuz tolerans testinden yararlanilir, her iki
test de enterokok suslarinda pozitiftir, D grubu streptokoklarda ise negatiftir.



Sekil 14. Safra-eskulin testi.

negatif (sag) sonug.

Positive Negative

Sekil 15. Tuz tolerans testi. 6.5% NaCl iceren besiyerinde
ureyebilme pozitif (sol) olarak yorumlanir, eger Ureme
gozlenmezse test sonucu negatiftir (sag)

Pozitif (sol) ve

Gram (+) kok
|
()] Katalaz (-
Stafilokok Streptokok & Enterokok
| [
(#) —Koagiilaz. () Hemoliz (KKA)
MSA
| | Alfa ! I— Gamma
S. gureus KNS ‘ / \
Optokin direncli Optokin duyarh BEsculin(+) B-Esculin(+)
| NaCl(+) NaCl ()
/ \ 5. preumoniae Beta PYR (r) FIR (I_)
B-Esculin (+) B-Esculin (+) B‘fjmsiﬂ - Enterokok GrupD
1:;;1 é:;) §;§1 (S) Duyarh  Direncli Streptokolc
: I
| | Group A
Enterokolk 3. pyozenes
GrupD
Stl'ml;‘hhk {+) ——CAMP Tﬁt—{—)
| P
Group B BEsculin(¢)  B-Esculin(+)
S.agalactze  x.c (1) @ Na 0
PYR (+) PYR(-)
I |
EXA: Koyun kanh agar e GrupD
Streptokok

B-Esculin: Safra eskiilin

Sekil 26. Gram pozitif koklarin identifikasyon semasi



B. GRAM NEGATIF BAKTERILER
B.1. Gram Negatif Basillerin identifikasyonu
B.1.1. Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae ailesi dogada, toprak, su ve bitkilerde yaygin olarak bulunan ayni zamanda insan
ve hayvanlarin gastrointestinal sisteminde kommensal olarak barinabilen genis bir gram negatif
comak ailesidir. Bu ailenin uyeleri fakultatif anaerop, spor olusturmayan, glikozu fermente edebilen,
katalaz enzimi Ureten, oksidaz negatif bakterilerdir. Barsak ve barsak disi infeksiyonlardan izole
edilebilmektedir.

Ureme Ozellikleri

Enterobacteriaceae Uyeleri birgok besiyerinde 35 C’de 24 saat icerisinde Urer. Koyun kanli agarda
blyiik, beyaz veya grimsi, konveks koloniler meydana getirirler, bazi tiirler hemoliz yapabilir. izole
edilen ture bagli olarak mukoid koloniler olusturmasi (6rn. kapsulli Klebsiella suslar), yayilma
hareketi gozlenmesi (Proteus turleri) ve metalik refle vermesi (EMB agarda E.coli) gibi tipik
ozelliklerinden tanimlamada yararlanilir.

MacConkey agarda; besiyeri iceriginde bulunan laktozu kullananlar (Laktoz +) pembe koloniler
(E.coli), kullanmayanlar (laktoz - ) seffaf-sarimsi koloniler (Salmonella) meydana getirir (Sekil 17).

EMB agarda; E.coli metalif refle meydana getirir (Sekil 18).

Proteus besiyeri ylzeyinde yayilma (swarming) hareketi yaparak trer (Sekil 19).

Sekil 17: MacConkey Sekil 18: EMB agarda refle Sekil 19: Proteus yayilma
besiyerinde A: Laktoz (+). B: olusturan E.coli. (swarming) hareketi
Laktoz (-)

Salmonella-Shigella agarda (SS agar); Salmonella ortasi siyah renkli koloniler meydana getirirken,
Shigella seffaf koloniler yapar.

Escherichia coli Salmonelia Shigella

Sekil 20. SS agarda farkli enterik bakterilerin yaptigi koloniler



Biyokimyasal testler

Bu ailedeki bakterilerin tanimlanmasinda karbonhidrat aktivitelerini belirleyen birtakim testler
kullanilir. TSI (Triple Sugar Iron: Ug sekerli demirli) besiyeri, hareket 6zelligi, IMVIC (indol, Metil
kirmizisi, Voges-Proskauer, Sitrat) biyokimyasal testlerinden yararlanilmaktadir.

1-Sitrat besiyeri

Bakterilerin tek karbon kaynagi olarak sitrati kullanma yeteneklerinin degerlendirilmesi amaciyla
yapilir. Besiyerinde tek karbon kaynagi olarak sitrat ve pH indikatért boya olarak bromtimol mavisi
(noétr ph: yesil, alkali pH mavi) yer alir. Bakteri sitrati kullaniyorsa besiyerinde Ureyip rengin maviye
doénusmesine sebep olur (Sekil 21).

Sekil 21: Sitrat testi. A: Negatif sitrat
testi. B: Pozitif sitrat testi

A B

ASM Microbelibrary © Hanson

2-TSI (Triple Sugar Iron) Testi:

Bakterinin glukoz, laktoz ve sukrozu fermentatif olarak kullanip kullanmadigini ve hidrojen sulfir (H.S)
olusturup olusturmadigini belirlemek icin kullanilir. Besiyeri icindeki fenol kirmizisi pH indikatoru,
demir sulfat ise H,S gazinin ayiraci olarak islev gorur. Karbonhidratlarin fermentasyonu sonucu olugan
asidik Grunler besiyerinin pH’sinin azalmasina ve renginin degismesine (kirmizidan sariya) neden olur.
Besiyerinde karbohidrat olarak glukoz, laktoz ve sukroz yer almaktadir (glukoz miktari laktoz ve sukroz
miktarinin 10°’da biri kadardir). Fermentasyon sonucu organik asitler olugur ve fenol kirmizisinin
rengi sariya dondsur. Bakteriler ayni zamanda, pargaladiklari proteinlerden alkali Grlnler
olustururlar. Bu reaksiyonlar oksijen acisindan bol olan yatik kisimda gerceklesir. Notr pH da
besiyeri kirmizidir, hafif alkali pH’da besiyerinin rengi pembemsi kirmiziya déner.

Degerlendirme:

Dip sar & yatik kirmizi: Glukoz ferm. (+); Laktoz/sukroz ferm. (-); H2S (-)
Dip sar & yatik sari: Glukoz ferm. (+); Laktoz/sukroz ferm. (+); H.S (-)

Dip kirmizi & yatik kirmizi: Non fermentatif bakteri

Dip siyah & yatik kirmizi: Glukoz ferm. (+); Laktoz/sukroz ferm. (-); H2S (+)
Dip siyah & yatik sari: Glukoz ferm. (+); Laktoz/sukroz ferm. (+); H2S (+)

*Gaz olusumu varsa besiyeri icinde hava kabarciklari olusur ya da besiyerinde pargcalanmalar
meydana gelir.



\
’

Control Red Slant Red Slant Yellow Slant Yellow Slant Red Slant
Red Butt Yellow Butt Yellow Butt  Yellow Butt Yellow Butt
No Gas No Gas + Gas + Gas + Gas
Na HOG : . : < 2 i

Sekil 22: TSI besiyerine farkli bakterilerin ekilmesi ile olusan cesitli reaksiyonlar

3-Ure agarda iireaz enziminin saptanmasi

Bakterilerin tireyi hidrolize etme yeteneklerini arastirmak igin kullanilir. Ure hidrolizi sonucunda ortaya
cikan amonyak besiyeri renginin saridan pembeye donmesini saglar (Sekil 23).

4-Hareket Testi

Bakterilerin hareketli olup olmadigini belirlemek amaciyla yar kati besiyeri (%0,3-0,5 agar) kullanilir
(Sekil 24).

Degerlendirme: Bakterinin sadece ekim hatti boyunca Uremesi o bakterinin hareketsiz oldugunu
gosterir. Eger Ureme ekim cizgisi disina dogru etrafa yayilan bir bicimde meydana gelmis ve
besiyerinde bulaniklagsma olusmus ise bakteri hareketli olarak yorumlanir.

Sekil 23. Ureaz testi. Pozitif sonug (sol) negatif Sekil 24. Hareket testi. Pozitif sonug¢ [hareketli
sonug (sag). bakteri] (sol), negatif sonug¢ [hareketsiz bakteri]
(sag).

5-indol Testi

Triptofanaz enziminin varligini tespit eder. Bu enzime sahip bakteriler triptofandan zengin
besiyerlerinde urerken triptofani hidrolize eder ve yikim Grtinlerinden biri olan indoliin agiga gikmasina



neden olurlar. indol testi, aciga ¢ikan indoliin bazi aldehitlerle birlestiginde renkli bir bilesik meydana
getirmesi prensibine dayanir.

Degerlendirme: inkiibasyon tamamlandiktan sonra, birkag damla Kovacs
(paradimethylaminobenzaldehyde) ayiraci damlatilir. Eger bakteri triptofanaz enzimine sahipse,
besiyerinin Ust kisminda kirmizi bir halka olusur ve test bu indol (+) olarak olarak degerlendirilir. Eger
besiyeri ylizeyinde herhangi bir renk degisimi gézlemlenmezse, indol (-) olarak degerlendirilir (Bu test
E.coliigin pozitif, Klebsiella i¢in negatiftir) (Sekil 25).

Indole positive Indole negative

= Sekil 25: indol testi.
i r A: indol pozitif. B: indol negatif

6-Metil kirmizisi ve Voges Proskauer testi (MR-VP)

Glukoz fermentasyonu yapan bakterilerin, fermentasyon sonucunda glgcli asitler mi yoksa asetoin
gibi nispeten notral Urunler mi Urettigini saptamak icin kullanilir.Her iki test icin de ayni besiyeri
kullanilir. Glukoz igeren sivi bir besiyeridir. Ayirag olarak MR igin metil kirmizisi VP igin KOH ve alfa
naftol kullanilir.

Degerlendirme: inkiibasyon sonunda besiyerlerinden birine metil kirmizisi ayiracindan birkag damla
damlatilir. Eger bakteri glukoz fermantasyonu sonucunda karisik asitler olusturmussa besiyeri pH’si
asitlesir (pH<4.5) ve besiyerinin Ust kisminda, ayiracin temas ettigi kisimda kirmizi bir halka meydana
gelir. Bu durum MR (+) olarak degerlendirilir (Sekil 26).

Diger besiyerine 2 damla KOH ve 6 damla alfa naftol damlatilir. Glukoz fermantasyonu sonucunda
asetoin meydan gelmisse 10-15 dk iginde Ust kisimda kirmizi halka olusumu gozlenir. Bu durum VP (+)
olarak degerlendirilir (Sekil 27).

Methyl Red Methyl Red

+ve ~ve
oy o
A B

Sekil 26. Metil kirmizisi (MR) Testi. Pozitif (sol), $Sekil 27. Voges Proskauer (VP) Testi. Pozitif (sag),
negatif (sag) sonug negatif (sol) sonug

B.1.2. Nonfermentatif bakteriler

Nonfermentatif bakteriler karbonhidratlari fermente etmeyen mikroorganizmalardir. Karbonhidratlari
oksidatif yolla kullanabilen bakteriler oldugu gibi asakkarolitik turler de bulunmaktadir.
Pseudomonas, Acinetobacter, Stenotrophomonas, Burkholderia, gibi cinsler tibbi mikrobiyolojin
laboratuvarinda izole edilen nonfermentatif gram negatif comaklardir. Bu bakteriler ¢evrede ve
insanlarin deri ve mukozalarinda bulunabilen firsatgi patojendirler.



Nonfermentatif bakterilerin konvansiyonel ydntemlerle identifikasyonunda sik kullanilan testler
arasinda oksidaz, hareket, amino asit pargalama ve dekarboksilaz testleri (6rn lizin dekarboksilaz),
Dnaz ve oksidasyon fermentasyon testleri yer almaktadir.

Oksidaz testi: Oksidaz testi sitokrom oksidaz enziminin godsterilmesi amaciyla kullanilir. Bazi
bakteriler, demiri¢ceren bir hemoprotein olan sitokrom oksidaz veya indofenol oksidaza sahiptirler. Bu
enzimler NADH gibi verici bilesiklerden bir elektron alicisina (genellikle oksijene) elektron taginmasini
katalize ederler. Non-fermentatif bakterilerden Pseudomonas cinsi oksidaz enzimine sahip iken
Stenotrophomonas ve Acinetobacter turleri bu enzimi tagimaz.

Prosediir: Oksidaz testi (Sekil 28) ¢cok gesitli yontemler ile yapilabilir. Filtre kagidinda yapilan test igin
oksidaz ayiracindan (%1°lik dimetil para fenilen diamin dihidroklorir ya da tetrametil para
fenilendiamin dihidroklorur) filtre kagidina birkagc damla damlatilip Uzerine 6ze ile birkag¢ koloni
surulur. 10 saniye icinde koyu mor renk gorullrse test pozitifti. Renk degismiyorsa oksidaz testi
negatiftir.

Sekil 28. Oksidaz testi. Pozitif (sol), negatif
(sag) sonuc.

DNaz (deoksiriboniikleaz) deneyi: Deoksiribonikleik asiti (DNA) pargcalama 06zelligi olan DNaz
enzimiigeren bakteriler DNA iceren besiyerinde onu pargalayip oligonukleotidler olustururlar. Bu test
ile Stenotrophomonas turleri DNaz pozitiftir.

Sekil 29. DNaz testi. Koloninin etrafinda seffaf
zon olusmasi pozitif reaksiyon olarak
yorumlanir.

Hareket testi: Bkz. enterik Gram negatif basillerin laboratuvar tanisi-Hareket testi. Hareket testi yari
kati besiyeri kullanilarak belirlenecek ise nonfermentatif bakterilerin besiyerinin sadece ylzeye yakin
kismda Ureyebilecekleri ve bu nedenle testin degerlendirilmesinde guglik yasanabilecegi goz 6nlinde
bulundurularak besiyerine tetrazolyum eklenmesi faydali olacaktir. Pseudomonas ve
Stenotrophomonas turleri hareketlidir.

Diger kriterler: Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarinda izole edilen non fermentatif Gram negatif
¢omaklarin basinda Pseudomonas aeruginosa gelir. Yukarida bahsedilen 6zelliklerin haricinde
Pseudomonas aeruginosa olusturdugu mavi-yesil pigmenti (Sekil 30) ve mevye (Uziim)-sabun kokusu
ile diger bakterilerden ayirt edilir. Bu tur ayni zamanda 42 °C’de Ureyebilmektedir.



Sekil 30: Piyosiyanin Ureten Pseudomonas aeruginosa

Tablo1: Klinik materyallerden etken olarak yaygin izole edilen gram negatif basillerin identifikasyonu

TSI reactions Urease |Indol (MR |VP |Citrate | Motility

Glucose |Lactose | Sucrose |Gas [H3S
E.coli A/A* + + + + - - + + _ - i
Klebsiella + + + + - + _ _ + I _
ASA
Salmonella + - - + - - - + - + +
A/ALK**
(H2S)
Shigella + - - _ _ - i n N N -
A/ALK
Proteus - - - 4+ | + + + n N x -
A/ALK
(H28)
Pseudomonas - - _ _ _ v vV vV N N "y
ALK/ALK**#

* TSI reactions: A/A: acid deep/ acid slant
**TSI reactions: A/ALK: acid deep/ alkaline slant
***TSI reaction: ALK/ALK: alkaline deep/ alkaline slant (Pseudomonas use glucose oxidatively)

C. MiIKOBAKTERILER

Mikobakteriler yliksek oradan lipid (uzun zicirli mikolik asitler, serbest asitler vd) igceren egsiz bir
hicre duvari yapisina sahiptir. Bu essiz hiicre duvari yapisi mikobakterilerin gii¢ll asitlere ve alkali
solusyonlara daha dayanikli yapar (aside direngli bakteri denilmesinin nedeni) ve Gram ydntemi
ile boyanmaz aside direncli boyama yodntemleri olarak adlandirilan 6zel yontemler ile boyanirlar.
Mikroskopi

-EZN ile aside direngli boyanirlar, mavi zemin Ustlinde ince kirmizi basiller (Sekil 31-a)
-Auramine Rodamin ile karanlik alan mikroskobunda sari-yesil floresan veren basiller

(Sekil 31-b)

=Y

Selil 31 (a). EZN ile boyanan mikobakteriler. (b). Auramine Rodamin ile boyanan mikobakteriler



Kultir

Klinik 6rnekten Mycobacterium tirlerinin izole edilmesi altin standarttir Kiltiirde mikobakterilerin
uretilmesi igin hasta 6rneklerinin mililitresinde 10-100 canli basilin olmasi yeterlidir. Mikobakteriler
yavas Urediginden kultir 6-8 haftaya kadar uzayabilmekte bu sebeple 6zel besiyerleri
kullaniimaktadir. Mikobakterilerin Uremesine imkan verirken hizli Ureyen kontaminant
mikroorganizmalari baskilayan cesitli besiyerleri bulunmaktadir. Kati besiyerleri agar temelli ve
yumurta temeli olmak Uzere ikiye ayriimaktadir. Yumurta temelli besiyerleri arasinda Léwenstein-
Jensen, agar temelli besiyerlerinden Middlebrook 7H10 ve 7H11 birgok tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarinda kullaniimaktadir.  Sivi besiyerleri daha hizli Ureme saglamalari agisindan
avantajlidir. Sivi kultir manuel olarak Middlebrook 7H9 besiyeri kullanilarak ya da otomatize sivi
kultdr sistemleri (6rn. BACTEC MGIT) ile yapilabilir. Mikobakterilerin izolasyon sansini optimize
etmek icin hem kati hem de sivi kiltir sistemlerinin bir arada kullaniimasi énerilmektedir.
Konvansiyonel olarak bu bakteriler ireme 0Ozellikleri (Ureme hizi ve pigment olusumu) ve bir dizi
biyokimyasal test ile ayirt edilebilmektedir. Konvansiyonel fenotipik yontemler (katalaz testi, niasin
birikimi testi, nitrat rediksyonu testi, paranitro benzoik asit ile inhibisyon testi vd) ile identifikasyon
uzun sure gerektirdiginden, ginimuzde siklikla immunokromatografik veya molekuler testler gibi
hizli yontemler tercih edilmektir.

<

Sekil 33. Lowenstein-Jensen Sekil 34. Middlebrook Sekil 35. BACTEC-MGIT
besiyeri



BiYOLOJiK ETKENLER-SAVUNMA-ENFLAMASYON KURULU

3. DERMATOFITLERIN ve BAZI FIRSATCI MiKOZ ETKENi MANTARLARIN
INCELENMESI

Laboratuvar: ANK-215

Mantarlarin laboratuvar tanisinda kullanilan spesifik mikrobiyolojik yaklagimlari ve testleri
listeleyebilir.

Mikolojide yaygin kullanilan besiyeri ve boyalari siralayabilir

Dermatofitlerin ve yaygin firsat¢i mikoz etkenlerinin mikroskopik morfolojilerini ayirt edebilir

A-Mantar Uretilmesinde Kullanilan Bazi Besiyerleri

1- Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)

Enfeksiyon etkeni maya ve kif mantarlarinin Gretilmesinde kullanilan genel besiyeridir

° Mantarlarin ihtiyag duydugu karbohidratlari yliksek diizeyde igerir

° Besiyerinin dusuk pH’si bakterilerin Gremesini baskilar
2- Antibiyotikli SDA

Saprofit kuflerin ve flora elamani bakterilerin Uremesini engellemek icin besiyerine ¢esitli

antimikrobiyaller eklenerek hazirlanan SDA’dir.
3-Misir Unlu Tween 80 Agar

Klamidospor Uretimini artirmak icin kullanilan besiyeridir. Klamidosporlarin bigimi ve sayisi bazi

maya mantarlarinin tlr dizeyinde ayiriminda kullanilmaktadir.
B-Mantarlarin incelemesinde Kullanilan Bazi Boyalar ve Kimyasallar
1-Gram Boya

Mayalarin mikroskobik olarak incelemesinde kullanilir. Mayalar Gram pozitif boyanirlar.

2-Laktofenol Pamuk Mavisi

Kuf mantarlarinin boyanmasinda ve detayli mikroskobik yapilarinin incelenmesinde kullanilir.

Preparatlar x40’k objektif ile (400’luk buyutme) incelenir

3-Cini Miirekkebi

Maya mantarlarinin kapsul yapisini géstermek amaciyla kullanilir.



2-Potasyum Hidroksit (%10-20 KOH)

Keratini eriterek dokulardaki (sag, tirnak) etken mantarin gézlenmesine olanak saglar

1.DERMATOFITLER

Microsporum, Trichophyton ve Epidermophyton sag, deri ve tirnakta enfeksiyon etkenidirler.

Yaptiklar hastaliklar Dermatofitoz olarak adlandirilir.
1.1 Microsporum tiirleri

Sac ve deride enfeksiyon etkenidirler. Makroskopik olarak tuyst ya da pamuksu koloniler

olustururlar. ig seklinde (ya da mekik) makrokonidya ve daha az sayida, oval veya elips seklinde

mikrokonidya olustururlar.

Sekil 1. Microsporum makrokonidya
ve mikrokonidyalari

Sekil 2. Microsporum kolonisinin Ustten ve alttan gorunimu



1.2. Epidermophyton tiirleri

Deri ve tirnak enfeksiyonlarindan izole edilirler. insanda enfeksiyon etkeni tek tir

E.floccosum’dur. Makroskopik olarak kolonileri pudramsi veya pamuksu, stiet benzeri bir dokuya

sahiptir. Makrokonidyalari genelde muz ya da lobut seklinde olup kiimeler halinde bulunur,

mikrokonidyalari yoktur.
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Sekil 3. Epidermophyton makrokonidyalari

Sekil 4. Epidermophyton kolonisinin Ustten ve alttan gorinumu



1.3.Trichophyton tirleri

Sag, deri, tirnakta enfeksiyon etkenidirler. Makroskopik olarak pamuksu veya kadifemsi koloniler
olustururlar. T.rubrum, petrinin arka yuzeyinden goérulebilen kirmizi pigment olusturur. Puro

benzeri makrokonidya ve armut benzeri mikrokonidya olustururlar.

Produced by: David Ellis and Roland Hermanis
’ ©2003
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Sekil 5. Trichophyton

makrokonidyave
mikrokonidyalari

Sekil 6. T.rubrum kolonisinin Ustten ve alttan gorunimu



2. FIRSATGI MiKOZ ETKENI KUF VE MAYA MANTARLARI
Firsatgi mikoz etkeni mantarlar sadece bagisikligl baskilanmis hastalarda enfeksiyon etkeni
olarak bulunurlar. En yaygin izole edilen cinsler kuf mantarlarindan Aspergillus ve maya

mantarlarindan Candida cinsine ait turlerdir.

2.1.Aspergillus tirleri

Aspergillus tlrleri dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Aspergilloz etkenidirler ve
enfeksiyonlarindan en sik izole edilen tur A. fumigatus’tur. 45°lik agilarla (V seklinde) dallanmis
septall hiflere sahiptirler ve bu tanimlama agisindan kritik 5neme sahip bir karakteristiktir. SDA’ya
ekim sonrasi 30-37°C’de bir hafta iginde Urer ve besiyerinde pamuksu- kadifemsi koloniler
olusturur. Makroskopik koloni morfolojileri mavi-yesil, siyah, ¢imen yesili gibi ttre gore degisen
renklerde olabilir. Septali hif, konidyofor, vezikul (topuz), fiyalid ve konidyum zincirlerinin

mikroskobik olarak detayli incelenmesinde laktofenol pamuk mavisi boyasi kullanilir.

Vesicule

‘ ;’ Conidias

40 pm

Aspergillus
fumigatus

Sekil 8. A.fumigatus makroskopik koloni morfolojisi ve LPM ile boyanmis
preparatta mikroskobik yapilari



Sekil 9. A.niger makroskopik koloni morfolojisive LPM ile boyanmig
preparatta mikroskobik yapilari

2.2 Mucorales
Dogada yaygin olarak bulunurlar. En sik izole edilen cinsler Rhizopus, Mucor, Rhizomucor
ve Absidia olarak sayilabilir. Septasiz (nadiren septali) hifler meydana getirirler. Hifler dik aci ile
dallanir ve birbirine paralel olmayan kurdeleye benzeyen bir gérunume sahiptir. Pamuk sekerine

benzeyen, tuylu, gevsek, beyaz-gri yada kahverengi koloniler yaparlar.

A B

Sekil 10. Rhizopus A-Koloni morfolojisi, B-C-Sporanjiyum yapisi D-Sporangiopsorlar E-
Rizoid yapisi



Sekil 11. Mucor hif ve spor yapilari




2.3. Firsatgi Mikoz Etkeni Maya Mantarlari

2.3.1. Candida tiirleri

*Yaptiklari hastaliga “Kandidiyazis” ya da “Kandidoz” adi verilir. Candida turleri kiitan6z, lokal ve
sistemik enfeksiyonlarla iliskilidir ve C.albicans en sik etken olarak izole edilmektedir. SDA
besiyerinde krem renkli, kremsi koloniler meydana getirerek Urerler. Mikroskopik olarak oval,
Gram pozitif boyanan hicreler olarak izlenirler. Blastokonidya ve psodohif olustururlar.
Psodohifle gergek hif arasindaki fark, psédohifin duzensiz kose ve bogumlara sahip olmasidir.
Germ tup testi, Misir unlu tween 80 agarda klamidospor olusumu ve karbohidrat

fermentasyon-asimilasyon testlerine gore tiir diizeyinde tanimlamalari gergeklestirilir.

Sekil 12. Candida albicans germ tup yapisi

Sekil 13. Misir unlu agarda Candida albicans klamidospor yapisi



Sekil 14. SDA'da uretilmis Candida albicans’in koloni morfolojisi

Sekil 15. Gram pozitif, oval-yuvarlak, tomurcuklanan



ASM Microbelibrary.o

Sekil 16. Psodohif yapisi

2.3.2. Cryptococcus neoformans

C. neoformans kapsullu bir maya mantaridir. Meninks ve deride tutulum yaparak Kriptokokkoz
olarak adlandirilan hastaliga sebep olur. SDA besiyerinde 37°C’de 48-72 saat inklibasyonu
takiben krem renkli mukoid koloniler meydana getirir. Cini murekkebi ile boyanarak kapsul yapisi

mikroskobik olarak incelenebilir.

Sekil 17. C.neoformans’in mukoid kolonileri



Sekil 18. Cini murekkebi ile boyanmis kapsulli mayalar

38



YASAMIN EVRELERI-I KURULU

4. PARAZITLERIN MiKROBIJOLOJIK TANISI

Laboratuvar: ANK-215

Parazitlerin laboratuvar tanisinda mikroskobik inceleme ile parazit kit, trafozit ve
yumurtalarinin degerlendimesini yapabilir
Parazitlerin laboratuvar tanisinda mikroskobik inceleme ile parazit kit, trafozit ve
yumurtalarinin degerlendimesini yapabilir

A- GASTROINTESTINAL SISTEM PARAZITLERININ TANISI

Parazitler gastrointestinal enfeksiyonlarin %10-15'inden sorumludur.
Etkenler

Protozoa Helmintler

Giardia intestinalis Enterobius vermicularis

Entamoeba histolytica Trichuris trichiura

Cyclospora cayatensis Ascaris lumbricoides

Cryptosporidium parvum Kancal kurtlar

Strongyloides stercoralis

A.1. Klinik 6rneklerin Toplanmasi ve Laboratuvara Ulastirilmasi

*Gayta ornekleri sizdirmayan, vidali kaplar icerisine alinmalidir. Gayta 6rnegi su, toprak
ve idrarla kontamine olmamalidir.

*Klinik 6rnekler hareketli trofozoit formlarin gorulebilmesi icin mumkin olan en kisa
surede laboratuvara ulastirilmali, 30dk-2 saat i¢cinde isleme alinmalidir.

*Kisa surede isleme alinmamasi durumunda drnekler buzdolabinda (+4 °C) saklanmal
asla inktbatore konulmamalidir.

*E.histolytica stpheli 6rnekler en kisa strede incelenmeli, bunun olmadigi durumda -20
oC’de dondurulmalidir.

*On gun icinde art arda alinan U¢ gayta 6rnegi incelemeye alinmalidir.
A.2. Gaytanin Makroskobik incelenmesi

*Digkinin kivami yumusak, gevsek veya sulu olabilir.

*Gaytanin goérunusu etken hakkinda ipucu verebilir:
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Ornegin:
-Pirin¢ sulu ishal kolera i¢in karakteristiktir.
-Yagli bir gayta gorinimu, sari renk ve kotl koku Giardia hakkinda ipucu verebilir.

*Gaytada kan ve mukus varligi 6nemlidir. Mimkunse incelemeler bu alanlardan alinan
orneklerle yapilmalidir.

-Diskida makroskobik olarak kan ve mukus varligi dizanteri bulgusu olabilir.

*Gayta helmintlerin veya tenya proglottidlerinin varligl ydninden de incelenmelidir.

A.3. Gaytanin Mikroskobik incelenmesi
A.3.1.Lam-lamel Arasi Islak Preparat (Wet-Mount)

Islak preparat fekal 6rnegin ya direkt ya da yogunlastirma prosedurlerinden gecirildikten
sonra incelenmesinde kullanilir.

Protozoon trofozoitleri, kistler, ookistler ve helmint yumurta ve larvalari, islak preparat
teknigi kullanilarak goériilebilir ve tanimlanabilir. ideal olarak, ayni lam ustiinde bir tanesi
de Lugol ile boyanabilen iki strtntu hazirlanmalidir.

a-Direkt inceleme

En basit ve kolay uygulanan ydntemdir. Gaytadan alinan bir miktar érnek tuzlu su ya da
basit boyalar icerisinde sispanse edildikten sonra mikroskopta incelenir.

Tuzlu su ile 1slak preparat hazirlanmasi: Bu sekilde 6zellikle parazitlerin trofozoit formlari
ve bunlarin hareketleri kolaylikla goralar. Ayrica eritrosit ve |okosit varliklari da
saptanabilir.

Lugol ile i1slak preparat hazirlanmasi: Parazitlerin 6zellikle kist formlarini gérmek igin
kullanilan bir ydntemdir. Lugol kistlerin cekirdek ve glikojen igeriklerini boyayarak gérunur
hale getirir (Resim 1).

Yapilisi:

*Bir damla tuzlu su ya da lugol lam Uzerine damlatilir.

*Gaytanin varsa kanli mukuslu bolgelerinden, degilse farkli birka¢ kismindan az bir miktar
ornek alinir.

*Alinan érnek tuzlu su ya da lugolin kenarinda iyice ezildikten sonra sivi ile karistirilir.
*Ustline hava kabarcigl olmayacak sekilde lamel yerlestirilir.

* X10’luk objektifte alan bulunduktan sonra X40’lik objektifte preparat incelenir.
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Resim 2: Tenia spp. yumurtalari

b-Yogunlastirma Yontemi

iki sekilde yapilir:

1-Sedimantasyon (¢okturme) yontemi: Yumurta ve kistler dibe ¢okturtlerek parazitlerin
debriden ayrilmasi saglanir. Ozellikle drnekte parazit miktar az ise izolasyon sansini
arttirir.

2-Flotasyon (yuzdirme) yontemi. Cinko sulfat ya da Sheather’s seker ¢ozeltileri kullanilir.
Bu cozeltiler sayesinde kist ve trofozitler 6zgul agirliklarindan yararlanilarak ylizeyde
yuzerken, debri dibe ¢oker. Bu yontemle, sedimantasyon teknigine kiyasla daha temiz bir
inceleme materyali elde edilebilir.

A.3.2. Selofan Bant Yontemi
*Enterobius vermicularis’in saptanmasinda kullanilan yontemdir.

Yapilisi:

*Kisi sabah uyandiginda, dus ve tuvalete ¢ikma Oncesi, selofan bant perianal bolgeye
yapistinllarak yumurtalar toplanir. Selofan bant temiz bir lam Uzerine yapistirilir ve
laboratuvara getirilir (Resim 3).
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*Yumurtalarin saptanabilmesiicin ¢ giin Ust Uste ayniislemin yapilmasive U¢ preparatin
laboratuvara teslim edilmesi gerekir.

*Preparatlar 10x objektifte incelenir.

Enterobius’un tipik oval ve kalin ceperli yumurtalan goérulur (Resim4). Yumurtalar
genellikle embriyo ile doludur

Resim 3: Selofan bant yontemi ile 6rnek
alinmasi ve incelenmesi

Resim 4: Enterobius vermicularis

A.3.3. Boyali Preparat Hazirlanmasi

Bu yontemde mikroorganizmalar boyanmakta ve farkli yagsam evreleri immersiyon (100X)
objektifi kullanilarak ayrintili olarak incelenebilmektedir.

Gram Boyama

Digki materyali, bakteriyel etiyolojiyi ekarte etmek i¢in Gram boyama ydntemi ile
incelenebilir. Gram boyamada gorulen ince, marti kanadi seklindeki gram negatif basiller
Campylobacter enfeksiyonunu gosterebilir. Gram pozitif basiller, Clostridium difficile igin
dusundurltcu olabilir.

Metilen Mavisi ile boyama

Ozellikle bakteriyel enfeksiyonlarin tanimlanmasinda yardimcidir. Bu boya diski
orneklerinde polimorfonukleer lokositlerin (PMN, nétrofiller) saptanmasi igin kullanilr.

Yapilisi

*Bir damla tuzlu su lam Uzerine damlatilir.
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*Gaytanin varsa kanli-mukuslu bdlgesinden veya farkli birkag yerinden 6ze ile drnek alinir.
*Tuzlu su yaninda iyice ezildikten sonra suspanse edilir. Havada kurumaya birakilir.
*Kuruduktan sonra alevde fikse edilir ve Gzerine metilen mavisi boyasindan damlatilir ve
1 dk beklenir.

*Sonra suyla yikanir ve kuruduktan sonra immersiyon yagi damlatilarak 100 X objektifte
incelenir.

Aside direncli Boyama (EZN)

* Bu yontem genellikle Cryptosporidium, Cyclospora ve Isospora ookistlerini tanimlamak
uzere kullanilir (Resim 5).

Resim 5: Kinyoun aside direngli boyama
(Cyclospora ookistleri)

A.4. Antijenlerin Saptanmasi
*Etkenlerin antijenlerinin saptanmasi esasina dayanir.

Cryptosporidium spp , G.intestinalis ve E.histolytica'nin antijenlerinin saptanmasi igin
ticari olarak temin edilebilen immunofloresan antikor ve enzim immunoanaliz testleri
(IHA, IFA, ELISA...) vardir.
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Clonorchis sinensis Ascaris lumbricoides ( fertile egg )

27-35 um jong
12-19 pm wide

Taenia spp.

45-75 um long
35-50 pm wide

Hookworm

30-47 um diameter

Hymenolepis nana

56-75 pm long
36-4G ywm wide

Diphyifobothrium latum

31-43 pwm diameter

Trichuris trichiura

58-75 pm long

40-50 pum wide
50-54 um long Hymenolepis diminuta
20-23 pm wide

Enterobius vermicularis

70-85 um long 70-85 pm long
60-30 um wide 60-80 um wide

Resim 6: Cesitli helmint yumurtalari
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B- KAN, DOKU VE DIiGER KLINiK MATERYALLERDEN PARAZITLERIN TANISI
Kan ve doku Protozoonlari:

Plasmodium
Trypanosoma
Leishmania
Babesia
Toxoplasma

© O O O O

B.1. Kanin incelenmesi

*Protozoon ve helmintlerin bir kismiyasam dongulerinin bir kismini veya tamamini kanda
gecirirler. Ertirositler icinde veya kan hlcreleri arasinda serbest olarak yasarlar.

*Bu parazitlerin tespitinde ince yayma ve kalin damla kan preparatlari hazirlanarak
inceleme yapilir.

B.1.1. Kan 6rneginin alinmasi

*Tercihen 3. ya da 4. parmak ucu %70’lik alkolle temizlenir ve kurumasi beklenir
*Steril lansetle delinir.

ilk damla kan kuru bir pamukla silinir.

*Ardindan gelen kan lama degdirilir ve Ustine lamel kapatilir

Taze Kan Preparatlarinin incelenmesi: Hazirlana preparat 40X objektifte incelenir. Bu
sekilde eritrositler arasinda hizla hareket eden mikrofilaryalar gorulebilir.

B.1.2. Kan Yaymalarinin Hazirlanmasi
ince yayma:
*Temiz ve isaretlenmis bir lam Ustlne bir damla kan alinir.

*Baska bir lamin kisa kenari ile 30-45°C’lik a¢l yapacak sekilde tutularak kan damlasina
yaklastinur.

*Kanin lam kenarina yayilmasini bekledikten sonra lam tek hamlede geri itilir. Boylece
kan, lamin ardindan suruklenerek ince bir sekilde lama yayilmis olur (Resim 7).

*Mikroskopla bakildiginda tim kan hucreleri tek tek yayilmis ve Ust Uste kimeler
yapmamis olmalidir.

*Kurumaya birakildiktan sonra metil alkol ile tespit yapilir ve Giemsa boyanarak
mikroskopta incelenir.
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Periferik Yayma Yapilmasi Lenfosit Eritrosit  Notrofil

bl > ra v ~ &
7 O Mm
/ B %ea, > Bt
." - "__;(»: :f-\' J g b 4
()
& 4 ‘ "
e N4 g an
B Ty oy &
v o
Y & -
” o ¢ YoB .
. “9ae S
- -> - ( ~ ! P
i - Q . = 9 [Dvesor
o Monosst Platclet
(1) Parmaktan bir damla (2) Lam adi venlen cama (@) Ikinci bir lam ile 4) Mikroskopla incelenilir
kan alir damlbanhir tk lamdaki kan iyice yalir ve
kuruduktan sonra Ozel boyalarla
boyanir

Resim 7: Periferik yayma

Kalin damla:

*Parmaktan toplanan kan yogun bir damla olarak lama alinir (Resim 8).

*Baska bir lamin kdsesi ile kan defibrine edilmek Gzere dairesel hareketlerle karistirilir.
*Kendi kendine kurumaya birakilir, tespit islemi yapilmaz.

*Ardindan Giemsa boyama yapilarak mikroskopta incelenir (Resim 8).

Kalin damla-ince yayma

Resim 8: Kalin damla ve ince yayma preparatlar

Giemsa Boyama Yoéntemi:

*Boyama igin hazirlanmis lamlar boyama koprusu uzerine yerlestirilir ve lamlarin tim
yluzeyi Giemsa boyasi ile kaplanir.

*Ince yayma preparatlar icin 30 dakika, kalin damla preparatlar igin 45 dakika bekletilir.
*Ardindan musluk suyu ile nazikge yikanir ve havada kurumasi beklenir.

*Preparatlar immersiyon objektifinde (100X) incelenir (Resim 8 ve 9).
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Resim 9: Giemsa ile boyanmis Leishmania spp.
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B.2.Urogenital Materyal incelemesi

Resim 10: Plasmodium sp. kandaki farkli

*Urogenital enfeksiyonlara neden olan ve klinikte en sik karsilasilan parazit Trichomonas

vaginalis’tir.

*Yalnizca trofozoit formu vardir. Trofozoitler vajinal ve uretral sekresyonun yani sira,

idrarda da bulunabilir.

*Kadinlarda vajina ya da uretra salgisi, erkeklerde prostat salgisiincelenir.
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Direkt mikroskopi

Zaman gegirmeden klinik 6rnekten lam (zerine 1 damla damlatilir. Uzerine 1 damla SF
eklenerek lamel kapatilir ve 40x objektifte inceleme yapilir. SF preparatlarinda tipik
hareketli trofozoitler kolayca taninir. Ayrica boyall preparat (Giemsa) da hazirlanabilir.

'

Resim 11: Vajinal sturuntuden hazirlanmis boyali Resim 12: Giemsa boyali preparatta Trichomonas
preparatta Trichomonas vaginalis vaginalis
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