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Sevgili 6grenciler,

I¢inde yasadigimiz donem bilgi ¢agidir. Bu bilgilerden yararlanmak ve yeni
bilgilerin tretilmesi, bilgilere ulasmak kadar énemlidir.

Hig suphesiz, teorik bilgiye ne zaman pratik kazandirilirsa, o zaman guiglii bir
anlam ifade eder. Fakat teorik bilgi olmadan da pratik i¢in laboratuvara girmek
son derece anlamsiz ve verimsiz olacaktir. Bu nedenle kitapta, 0grencinin deneye
baslamadan once ihtiya¢ duyabilecegi kadar teorik bilgiye yer verilmistir. Ayrica
deneyi yapmaktaki amacin, deney materyallerinin, bulunan sonuglarin ne anlama
geldiginin ve deneyin puf noktalarinin tartisilip yorumlanmasi 6grenciye birakil-
mistir. Bu kitabin hazirlanmasinda, bir¢ok bilim adaminin degerli bilgilerinden
faydalanilmis olmakla beraber, alandaki laboratuvar tecriibelerinden kazanilan
bilgiler ve deneyimler esas alinmaistir.

Bu kitapta, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari ve laboratuvar ¢alismalar: an-
lagilir bir dil kullanilarak anlatilmaya calisilmistir. Laboratuvar arag gerecleri ve
uygulamalar ile ilgili temel bilgilerin verilmeye ¢alisildig1 ve basit 6rneklerle pe-
kistirildigi bu kitabin, ilgili alandaki 6grenci arkadaslarimiza yararli olacagini

umuyoruz.

Saygilarimla

Pelin OZMEN

2019
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MIKROBIYOLOJI LABORATUVARINDA GENEL CALISMA
KURALLARI

10.

11.

12.

13.

. Laboratuvarda ¢alisabilmek i¢in laboratuvar ¢alisma kurallar1 ve giivenlik

kurallar: bilinmelidir.

. Laboratuvarlara zamaninda gelinmeli ve ilgili deney sisteminin basinda hazir

bulunulmalidir. Geg gelen 6grenci derse alinmayacaktir.

. Laboratuvara sadece laboratuvarda ¢alisanlar girmelidir.

Laboratuvar onlugi olmayan ya da uygulama kitab: yaninda olmayan 6grenci
laboratuvar derslerine giremeyecektir.

. Kisisel temizlik kurallarina titizlikle uyulmalidir.

Laboratuvarda besin maddesi bulundurulmamalidir.

. Calisma esnasinda kapi ve pencereler agilmamalidir.

. Hijyen agisindan laboratuvarda bulunmamas: gereken her tiirli malzeme

uzaklastirilmalidir.

. Calisma Oncesi ve sonrasinda tezgahlar dezenfekte edilmelidir.

Mikroorganizma kiltiirlerine ¢iplak elle temas edilmemeli, kiiltiir tiiplerinin
kapaklar1 agik birakilmamali, kulturler ve laboratuvar materyelleri laboratu-
var disina ¢ikarilmamalidir.

Laboratuvarda bulunan ¢op tenekelerinin i¢ine kirmizi tibbi atik amblemli
atik posetleri konmalidir.

Dezenfeksiyonda ticari olarak satin alinabilen urtinler tercih edilmeli, pros-
pektiise gore ongoriilen konsantrasyonlar hazirlanmalidir.

Her turlii olusabilecek laboratuvar kazasi, laboratuvar sorumlusuna bildiril-
melidir.

11



12

14

15.

16.

17.

18.

19.

20.

. Laboratuvar araglar1 onliik cebinde tasinmamals, tiipler sporlarda muhafaza
edilmeli, masa veya tezgah tizerine rastgele birakilmamalidir.

Laboratuvardan ayrilmadan once su ve gaz vanalar1 kapatilmalidir.
Steril olup olmadigindan emin olamadiginiz malzemeler kullanilmamalidir.

Mikroskop her kullanimdan once ve sonra daha onceden hazirlanmis ¢ozelti-
lerle temizlenmeli ve temiz birakilmalidir.

Direkt olarak mikroorganizmalar ile temas eden pipet, lam, lamel gibi malze-
meleri kullandiktan sonra uygun bir dezenfektan ¢6zelti bulunan 6zel kap-
larda bekletilmelidir.

Kitabinizin uygulama sonlarinda yer alan "Sonug-Rapor" kismin1 doldurarak,
uygulama sorumlusuna imzalatmaniz ve deney takiplerinin duzenli olarak
yapilmasi onemlidir.

Laboratuvarda size ait olmayan hi¢bir seye dokunmamali ve higbir seyin yeri
degistirilmemelidir.

S
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MIKROSKOP KULLANIMI

Bakteriler gozle gorilemeyen canlilar olup mikroskop adi verilen aletlerle gozii-
miuzin gorebilecegi buyukluge eristirilir. Mikroskop, merceklerden yapilmis olan
ve kuguk cisimleri buiytiterek gorunmelerini saglayan bir alet olarak tanimlanir.
Kelime olarak latince MICROS (=kiigiik) ve SKOPE (=gozlemek) kelimelerinin bir-
lestirilmesinden meydana gelmistir. 1674 yilinda tek mercekli basit bir mikroskobu
Anton van Leeuwenhoek bulmus, glintimiize kadar ise gelistirilerek bir¢ok farkl
cesidi kullanilmaya baslanmaistur.
Mikroskoplar;

a. Isik (optik) Mikroskobu,

b. Elektron Mikroskobu olarak iki sinifta toplanirlar.

Isik Mikroskobu

Isik mikroskobunda biuiytitme optik mercekler sistemi ile saglanir. Baslica 151k
mikroskobu cesitleri sunlardir:

1. Aydinlik Alan Mikroskobu (Adi Isik Mikroskobu),
2. Karanlik Alan Mikroskobu,

3. Ultraviole (UV) Mikroskobu,

4. Flouresans Mikroskobu,

5. Faz Kontrast Mikroskobu,

6. Stero Mikroskop.

Elektron Mikroskobu

Elektron mikroskobunda buyiitme elektron 1sinlari ile saglanir. Elektron mikros-
koplari;

13



14 Bolim 1: Mikroskop Kullanimi

1. Transmission Elektron Mikroskobu (TEM),

2. Scanning Elektron Mikroskobu (SEM) olmak tizere iki ¢esittir.

Mikroskop Tipi Max. Bilyiitme Incelenen Ornegin Mikrobiyolojide
Ozelligi Kullanim Alan1
Adi 151k 1000-2000 Boyanmis / Bakteri, Mantar,
mikroskobu boyanmamis Protozoon
ornekler morfolojilerin
incelenmesi
Karanlik alan 1000-2000 Boyanmamais Bazi spesifik morfoloji
mikroskobu ornekler gosteren spiroket gibi
mikroorganizmalarin

canli olarak

incelenmesi
Faz-kontrast 1000-2000 Boyanmamis Hiicrelerdeki canli
ornekler yapilarin kontrast

olusturarak incelenmesi

Elektron 200.000-400.000 Cansiz yapilar Virislerin ve diger

mikroskobu mikroorganizmalarin
ince yapilarinin
incelenmesi,
organellerin ayrintili

incelenmesi

Tablo 1.1: Mikroskop tiirleri ve 6zellikleri

Mikroskobun Boliimleri

Bir 151k mikroskobu, temel olarak mekanik, aydinlatma ve optik bolumlerden olusur.
Mekanik Bolim: Bu kisim tup, kol, tabla ve ayaklardan olusur. Tasiyic1 olarak
gorev yapar. Tup silindir seklinde bir parca olup uist tarafta okuleri, alt tarafta ise
objektifleri tasir. Kol mikroskobu ve tablay:1 tutmaya yarar. Tabla dort kose veya
yuvarlak olup ortasi deliktir. Incelenecek lam tablaya konur ve delik kisim gelen
1s1nlar: gegirir. Ayak kismi genelde U ve V seklinde olup agirdir.

Mekanik kisim;

1. Ayak,

2. Tabla,

3. Makro ve mikrovida,
4. Objektif tablasi ve

5. Tup boliimlerinden olusur.

S
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Klinik Biyokimya I-II Uygulama Kitab: 15

Sekil 1.1: Isik mikroskobu (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gorsel).

Aydinlatma

Aydinlatma araci elektrik lambasi olabilir. Preparat1 aydinlatmak ve iyi bir 151k ayar1
icin kondansator kullanilir.

Kondansor, 15181 obje tizerinde odaklayarak yogunlastirir, 15181n dagilmasiyla
goruntiiniin bozulmasini 6nler ve ¢oziinturligi arttirir, 1sinan lambayi hassas olan
optik boliimlerden ve kullanicidan uzak tutar.

Diyafram, 151k kaynagindan gelen 151k demetinin ¢apini kontrol etmek i¢in kulla-
nilir, 151k kaynaginin tistiinde ya da kondansoriin altinda yer alir. Isigin siddetini
azaltmak i¢in degil, en iyi kontrast ve rezoliisyon elde edilecek 151k ¢apini ayarlamak
i¢in kullanilir.

Optik Kisim

Optik kismi oktler ve objektifler olusturur.

Okiiler, tup iginde objektif tarafindan olusturulan goriintiyt buyttur. Gorinur
(zahiri) goruntiyu hazirlar. Objektifin 151k kusurlarini dizeltir. Okiiler genel olarak
10x buyutmeli olur.

Objektifler, mikroskopta ilk bliiyuitmeyi yapan optik kisimdir. Cok sayida mer-
cegin bir araya gelmesiyle olusur. Objektifin islevi, objeden gelen 151k demetlerini
toplamak ve buiyumius gergek goruntii olusturmaktir.

QY
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16 Bolum 1: Mikroskop Kullanimi

Objektif cesitleri 10x objektifi kiigiik biiytitmeli objektif; 40x orta biiyttmeli
objektif; 100x ise immersiyon objektifi olarak adlandirilir.

|

Sira  Islem Basamaklar1 ‘
1 ilk olarak incelemeye kiiciik bitytitmeli (10x) objektif ile baglanir.
2 Kiciik buiytitmeli objektif gozetleme pozisyonuna getirilir ve yavasca lamin

uzerine indirilir.

3 Makrovida ile objektifler yukseltilerek goriintii odaklanir.

4 Mikrovida ile goriintii netlestirilir. Diyafram 151k siddetini ayarlar.

5 Rovelverin dondiiriilmesi ile 10x’luk objektiften mikroskoptaki goriintii orta
buyutmeli (40x) objektifte odaklanir.

6 Goruntii net degilse, makrovida ile objektifler asagiya indirilerek veya
mikrovida ile oynanarak gérintiiniin netlesmesi saglanir.

7 Orta biiyiitmeli objektif lama kesinlikle temas etmemelidir. Makro ve mikro

vidanin seri ve sert hareketlerle kullanilmasi net gortintii eldesini zorlastirir. Bu

durumda islem basamaklari tekrar edilmelidir.

Immersiyon objektifi (100x) kullanarak alan bulma

8 Bu basamak orta biiyiitmeli (40x) objektif ile yapilan islemler ile aynidir.

9 Boyali preperatlari incelerken, ¢oziiniirligi artirmak igin lam ile objektif
arasina immersiyon yag1 damlatilir.

10 Immersiyon objektifi ile incelemede ilk 6nce objektif lamin iizerinde 1 cm kadar
yuikseltilir.

11 Rovelver ¢evrilerek 100x’litk objektif (immersiyon objektifi) ayarlanir.

12 Lamin tam ortasina bir damla immersiyon yagi damlatilir.

13 Objektif yag ile temas edene dek yavas hareketlerle indirilir.

14 Makro ve mikro ayar vidalarla ¢ok kuigiik hareketler yapilmalidir. Goriintii elde

edildiginde optimum 1s1klandirma icin diyafram aralig1 ayarlanur.

Tablo 1.2: Isik mikroskobu kullanim basamaklar1

Mikroskobun Temizligi

Okiler ve objektifler kullanilmadan 6nce ve kullanildiktan sonra mutlaka temiz-
lenmelidir. Immersiyon objektifine bulagsmis yag kalintilarini ve tabla tizerindeki
dokiintiileri temizlemek icin %30 Ksilen + %70 Etanol ¢ozeltisi hazirlanarak silme
islemi yapilmalidir. Mikroskop temizlendikten sonra rovelver cevrilerek en kuguk
buyutmeli objektifte birakilmalidir. Toz, nem gibi fiziksel etmenlerden uzak tutmak
icin mikroskobun tizeri bir muhafaza ortusu ile ortulmelidir.

2
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Klinik Biyokimya I-II Uygulama Kitab1 17

Uygulama - 1

Amag

Mikroskobun bolimlerinin 6grenilmesi, mikroskop kullanma becerisinin kazanil-
mast.

Ogrenim Hedefleri

1. Mikroskobun kullanima hazirlanmasi,
2. Mikroskobun bolumlerinin kavratilmasi,

3. Mikroskopta kaba ayar, ince ayar ve goruntu ¢alisilmasi.

Arag - Gereg
1. Lam,
2. Lamel,
3. %0,9’'luk FTS,

4. Mikroskop.

1. Basamak: Kullanmadan Once Yapilacaklar

Asagidaki kurallara dikkatle uyulmalidir.

1. Mikroskop, bir elle tutacak bolimunden, diger elle ayak kisminin altindan
desteklenerek daima iki elle taginmalidir.

2. Temiz ve toz birakmayan bir temizleme beziyle mikroskop temizlenir. Calisma
oncesinde ve sonrasinda objektifler ve okiiler mutlaka temizlenmelidir. Optik
sisteme zarar verebilecek sert bez veya kagit mendil kullanilmamalidir.

3. Lamin konulacagi tabla kaba ayar vidasi (makrovida) ile en alt seviyeye getiri-
lir.

4. Mikroskobun fisi prize takilir.

2. Basamak: Kullanim Esnasinda Yapilacaklar

1. En kiuguik objektif tablaya dik konuma getirilir. Objektifin yerine oturdugun-
dan emin olunmalidir.

2. Okiilerden bakildiginda parlak yuvarlak bir alan gorulmelidir.

S
N
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Boliim 1: Mikroskop Kullanimi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

. Hazirlanan preparat tablanin iizerine bir pensetle yerlestirilir. Incelenecek

numunenin bulundugu taraf tablanin ortasinda bulunan deligin tizerine yii-
ritgeg yardimiyla getirilir.

Incelenecek materyalin 6zelligine ve preparasyonun tipine gore (nativ, boyali
vs.) 151k miktar1 degiseceginden, bu 6zelliklere gore 151k ayar1 yapilmalidir.

. Makro vida ile preparat tablasi yavas hareketlerle yukariya, gortinti olusana

dek, kaldirilir.
Goriuinti elde edilince yuritgeg yardimiyla alan taramasi yapilir.

Istenilen gorunt bulununca gorintiiniin ¢izimi yapilmalidir. Sekli gizilen
objenin (hiicre, mikroorganizma, vs.) altina mikroskobun buyiitme giicu (MB),
yani hangi objektif ile incelendigi ve inceleme ortami (I0) yazilir. Inceleme
ortami, lam-lamel arasi, boyali, kalin damla, asil1 damla gibi adlar alabilir. En
kugiik objektifte inceleme tamamlandiktan sonra 10x objektife gegilir.

. Alanda goruintii yakalandiysa sadece mikro vida yardimiyla goriintii netles-

tirilir. Ama goruntu yoksa ¢ok dikkatli ve yavas hareketlerle makro vida
kullanilabilir.

Goruntu netlestirildikten sonra yiiriitge¢ yardimiyla alan taranir ve istenilen
gorintl bulunur. Cizimi yapilir.

40x objektife gecilirken objektif daha dikkatli bir sekilde hareket ettirilerek
tablaya dik konuma getirilir.

40x objektifde ¢alisirken sadece mikrovida kullanilarak goriintiin netlik ayar:
yapilir, gorunti ¢izilir.

100x objektife gecerken yine sadece ince ayar vidasi kullanilir. Objektif yerles-
tirilmeden once bir damla immersiyon yag1 konur.

Calisma bittikten sonra en kuiguk objektif tablaya dik konuma getirilir.
Lam tabladan ¢ikarilir ve tabla asag1 seviyeye indirilir.

Objektif ve okiiler temizlenir. Immersiyon yag1 kullanilmigsa, 100x objektif
kalintilardan iyice temizlenmelidir.

Mikroskobun fisi prizden ¢ikarilir.
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Klinik Biyokimya I-II Uygulama Kitab1 19

Calisma 1: Dil Epiteli inceleme: Lam-Lamel Aras1 Preparat Hazirlama
Calismasi

Sekil 1.2: Lam-lamel aras: preperat hazirlama (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gérsel).

Lam-Lamel Aras1 Preparat Nasil Hazirlanir?
Amag

Dil epitel huicresinin adi 151k mikroskobunda incelenmesi.

Arag - Geregler:

Mikroskop, lam, lamel, beher, su, pastor pipeti, metilen mavisi, kurutma kagidi.

Yontem

1. Lamin ortasina bir damla serum fizyolojik (%0,09 NaCl) su damlatiniz.

2. Temiz bir lamel aliniz. Lamelin bir kenarini, dilinize ¢ok fazla bastirmadan,
arkadan one dogru cekiniz. Bu islemi birkag¢ kez tekrarlayiniz.

3. Lamelin kenarindaki kazint1 materyalini suyun i¢inde suspanse ediniz.
4. Bir damla metilen mavisi damlatarak dikkatlice lameli kapatiniz.

5. 4x/5x, 10x ve 40x objektiflerde inceleyiniz.

10x ve 40x objektiflerde elde ettiginiz goruintuleri ¢iziniz.
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20 Bolum 1: Mikroskop Kullanimi

Sonuc¢ - Yorum

Sonug - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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I_BAKTERI MORFOLOJISININ MIKROSKOPTA
INCELENMESI

Prokaryotlar dleminin buyuk bir kismini bakteriler olusturmaktadir. Gegmisten
ginumiize dek mikrobiyoloji biliminin gelismesiyle milyonlarca bakteri tiirti kesfe-
dilmis ve halen de edilmeye devam etmektedir. Farkl: tiirlerin sahip oldugu farkl
ozellikler, yasam kosullari, tireme 0zellikleri, fiziksel ve kimyasal etmenlere kars:
olusturmus olduklar: farkli tepkileri ve en nihayetinde de morfolojik ¢esitliligi
beraberinde getirmistir. Ancak 151k mikroskobunda sadece morfolojik farkliliklar
ayirt etmek mimkunddr.

Qn O §
0%00 P o

Coccus Diplococcus ‘e
A e
?“,\0 DR S,

Streptococcus Kapsilli bakteriler

FRYe

Kapsiilsiiz bakteriler

Bakteri flagellas:

-

e

= ._‘-"-a.::-_-'r"_:fi_:_;‘:#.:

= T

Spirullum
S

Basilus

Stafilococcus

Sekil 2.1: Sekillerine gore bakterilerin siniflandirilmasi (Nazile Arda Cakir tarafindan yapilan ¢izim).
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22 Boliim 2: Bakteri Morfolojisinin Mikroskopta incelenmesi

Uygulama - 2

Amag

Bakteri morfolojisinin mikroskopta incelenmesi.

Ogrenim Hedefleri

1. Kok, basil ve/veya spiral formda bakterilerin ayirt edilmesi,

2. Mikroskopta 10x, 40x biiyutmede alan bulabilme becerisinin kazandirilmasi.

Arag-Geregler

1. Lam,

2. Lamel,

3. Mikroskop,
4. Pastor pipeti,
5. Yogurt suyu,
6. Et suyu.

Calisma-1: Et Suyu Bakterileri
Amag

Et suyunda tiremis bakterilerin adi 151k mikroskobunda incelenmesi.

Arag ve geregler

Mikroskop, lam, lamel, pastor pipeti, kurutma kagidi, bekletilmis et suyu.

Metod

Bir hafta oda 1s1sinda bekletilmis et suyunu lamin tizerine bir iki damla damlatiniz.
Lameli kapatiniz. En kiiguik objektifte goriintii alanini bulduktan sonra 10x ve 40x
objektiflerde inceleyiniz. 40x objektifte gordiklerinizi ¢iziniz ve yorumlayiniz.
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Sonug¢ - Yorum

| [ L3
Ogretim
Uyesi:
Imza:
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24 Boliim 2: Bakteri Morfolojisinin Mikroskopta incelenmesi

Calisma-2: Yogurt Suyu Bakterileri
Amag

Yogurt suyunda uremis bakterilerin ve mayalarin 1s1k mikroskobunda incelenmesi.

Arag ve geregler

Mikroskop, lam, lamel, pastor pipeti, kurutma kagidi, yogurt suyu.

Metod

Bir hafta oda 1sisinda bekletilmis yogurt suyu temiz bir lamin iizerine bir iki olacak
sekilde damlatilir. Uzerine lamel kapatilir. 4x/5x objektifte goriintii alanini1 bulduk-
tan sonra 10x ve 40x objektiflerde incelenir. 40x objektifte gordiklerinizi ¢iziniz ve

yorumlayiniz.

Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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BAKTERILERDE HAREKET

Tek hiticreli canlilarda iskelet ve hareket sistemi yoktur. Ancak hiicreye sekil ve
destek veren bazi yapilar bulunmaktadar.

Tek hiicreli canlilarda hareket; sitoplazma veya hiicre zarindan koken alan bazi
ozel yapilarla saglanir. Hareketin gerceklestirilmesi ya bulunan ortamla beraber
pasif olarak ya da 6zel yapilarla aktif olarak saglanabilir.

a) Pasif Hareket: Canlinin bulundugu ortamin hareket etmesiyle gerceklesen yer
degistirme hareketidir. Ornegin; bircok bakteri ve tek hiicreli canli yasadiklar
suyun hareketi ile yer degistirebilir. Yine ayni sekilde havada asil1 kalan partikillere
tutunarak mekanik olarak yer degisikligi yapabilirler. Bu da bir pasif harekettir.
Atrik bakteriler bulundugu ortamla birlikte pasif hareket eder.

b) Aktif Hareket: Baz: tek hiicreli canlilarda hareketin saglanmasinda hiicre zarin-
dan koken alarak 6zellesmis yapilar is goriir. Bu sekilde canlinin bir uyarana bagh
olarak ve enerji harcayarak yer degistirmesine taksis hareketi denir.

Taksis hareketleri; yalanci ayaklar (pseudopodalar), siller veya kamg1 kullanila-
rak gerceklestirebilir. Yapilan hareket uyaranin yontiyle ayni dogrultuda ise pozitif
taksis, uyaranin zit dogrultusunda ise negatif taksis adini alir.

Ornegin; fotosentetik bir organizmanin 1s1ga dogru gitmesi pozitif fototaksis,
amipin 1s1 kaynagindan ka¢masi negatif termotaksis, bir baska tek hiicrelinin besin
kaynagina dogru gitmesi ise pozitif kemotaksis olarak adlandirilir.

Mikroorganizmalarin viicutlarinda yer alan hareket organellerine gore 6zelles-
mis hareket ¢esitleri su sekildedir:

1. Ameboid hareket: Rhizopodalar grubunda incelenen amip gibi baz1 tek hiicre-
lilerde, sitoplazmada bulunan ve kontraksiyonu saglayan proteinler sayesinde
yalanct ayaklar yani pseudopodlar olusturulur. Bu sekilde olusturulan yalanci
ayaklar sayesinde beslenme ve hareket fonksiyonlar: gerceklesir. Yalanci ayak
olusturma insan viicudundaki lokositlerde ve yine birtakim mantar benzeri

protistalarda goruliir.
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Bolum 3: Bakterilerde Hareket

2. Silia hareketi: Terliksi hayvan (Paramesyum) gibi tek htcrelilerde gorilen
hareket seklidir. Bunlarda hiicre yiizeyinden ¢ikan ¢ok sayida kugctik silia,
eszamanli hareket ederek canlinin yer degistirmesi saglanir.

3. Flagella hareketi: Oglena ve bazi tek hiicrelilerde, baz1 hareketli bakteri-
lerde, sperm hiicrelerinde hiicre zarindan uzanan bir veya birkag tane fla-
gella (kamgi) ile hareket saglanir. Flagellin adli protein birimlerden olusmus
kamgilar su i¢cinde burgu hareketi yaparak canlinin yer degistirmesini saglar.
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Uygulama - 3

Cal

1sma 1: Hareket Testi

Amag

Bakterilerde hareketin izlenmesi.

Ogrenim hedefleri

1

2

. Bakterilerdeki hareket tipleri olan aktif ve pasif hareketin kavranmasi,

. Flagella hareketinin Brownian hareketinden ayrilmasi.

Arac¢-Gerecg

1.

2

(O8]

W

Ul

Lam,

. Lamel,

. Swvi kiltir,

. Vazelin ya da oje,

. Mikroskop.

Lam-lamel arasi preparatin incelemesi

1. Temiz lam uzerine siv1 kiiltiirden bir damla konarak lam-lamel aras: preparat
hazirlanir.
2. Once 10x’luk objektifle alan bulunur.
3. 40x’lik objektifle incelemeye devam edilir.
4. Aktif hareket ya da brownian hareketi (pasif hareket) yoniinden inceleme
yapilir.
MB:...ooiiiiie | (@
Sonug
Aktif hareket ........ccoceevinnnne
Pasif Hareket:........c.coevvuenne
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28 Bolum 3: Bakterilerde Hareket

Calisma-2: Boyama i¢in Preparat Hazirlanmasi
Amag

Mikrobiyolojik tetkiklerde on islemlerin kavranmasi.

Ogrenim Hedefleri

1. Bir boyal1 preparati, boyama islemine almadan 6nce yapilacaklarin kavran-

masi,

2. Oze kullaniminin kavranmasi.

Arac¢-Gereg
1. Lam-lamel,
2. Kati besiyeri,
3. Siv1 besiyeri,
4. Oze,
5. Mikroskop,

6. %0,9’luk FTS.

Kat1 ve s1v1 besiyerinden preparat hazirlanir. Kullanilanin lam temiz ve ¢iziksiz
olmas1 boyama kalitesini etkileyeceginden bu hususlara dikkat edilmelidir.

Metod
. Islem
Sira Islem Basamaklar: Basamaklar: .
Kontrolii
. Klinik bir s1ivi numuneden (idrar, BAL, vs.) ya da inokiile edilmis siv1
kultiirden bir 6ze dolusu 6rnek alinir.
2 Temiz bir lama ince bir tabaka halinde yayilir.
Eger kat1 veya yar1 kat1 besiyerinde liremis kolonilerden preparat
3 hazirlanmas: isteniyorsa, tek diismiis bir koloniye 6ze ucuyla degdirmek
suretiyle 6rnek alinir ve lam tizerine konan bir damla fizyolojik tuzlu su
icinde homojen bir sekilde stispanse edilerek yayilir.

Tablo 3.1: Preparat hazirlama basamaklar:

Oze nedir ve nasil kullanilir?

Oze, nikel-krom veya platinden yapilmig, numunelerin aktarilmasinda kullanilan
ve ucunda yuvarlak bir tel bulunan sap kismai 1s1ya direngli bir malzemedir. Bu telin
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Klinik Biyokimya I-II Uygulama Kitab1 29

uzunlugu ortalama 5 cm, ucundaki ¢emberin ¢ap1 ise 3-4 mm olmalidir. Ug kism1
halka seklinde kivrilmis platin veya paslanmaz telden, sap1 da metal veya bakalitten
olusur. Bu tip 6zelere halka 6ze denir.

Mikrobiyolojik ¢alismalarda ti¢ tip 6ze kullanilmaktadir:

1. Tek kullanimlik steril plastik 6zeler; yuvarlak uclu 6ze veya igne 6ze kullanim
amaclar1 aynidir. Numune transferi ve ekim islemlerinde kullanilir.

2. Halka metal 6zeler; cok az miktarda numuneyi aktarma isleminde, daha ¢ok
mikroorganizmalar: besiyerine aktarip yaymak veya preparat hazirlamada
kullanilir.

3. Igne ozeler; 6zeye benzer, fakat telin ucu yuvarlatilmamis, duz birakilmistir.
[gne oze, besiyerine daldirma veya ¢izme yontemleriyle ekim yapmak ve saf
kultur eldesi i¢in pasaj almada kullanilir.

Oze ile calisma esnasinda dikkat edilmesi gerekenler:

1. Oze kalem gibi tutulmali, u¢ kismi bek alevinin mavi kismina dik olacak
sekilde, ucu tamamen kor haline gelene dek tutulmalidir. Bu sirada 6ze alev

icerisinde sallanmamalidir.

Sekil 3.1: Halka ve igne 6ze (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf).
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Bolum 3: Bakterilerde Hareket

Sekil 3.2: Oze cesitleri ve 6ze kullanimi (Yazarin kendi gektigi fotograf).

. Daha sonra 6ze alev ¢atis1 altinda tutularak 10-15 saniye kadar sogumasi igin
beklenmelidir. Oze ucunun heniiz sicakken numune icine daldirilmasi ya da
koloni tizerine degdirilmesi 6rnekteki mikroorganizmalar: 6ldiirebilir.

. Ozenin ucu numune icine daldirilarak hafifce karigtirilir. Boylece ¢ozelti, 6ze
ucundaki halkaya dolar. S1v1 6rnek bu sekilde halkaya dolmamigssa 6ze ucunda
hata vardir. Kivrimlarinin diizeltilmesi gerekebilir.

. Oze ucu tiipiin i¢ ve dis cidarlarina degdirilmeden ¢ikartilmalidir.

. Eger kat1 bir besiyerindeki koloniden aktarma yapilacaksa, 6ze ucu belirlenen
bolgesine hafifce stirtiilerek ornek alinir.

. Ozeyle alinan materyal kat1 veya siv1 besiyerine ekilir.

. Daha sonra ekim islemi tamamlaninca, 6ze ucu dik bir sekilde tutulur ve bek
alevinde steril edilir.
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Sonuc¢ - Yorum

1. Sivi kultirden preparat hazirlandi mi?...

NACAK)

2. Kat1 besiyerinden preparat hazirland1 m1?
CAK)

......................... (2 ADET HAZIRLA-

...................... (2 ADET HAZIRLANA-

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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PREPARATLARIN TESPITI (FIKSASYONU)

Preparatin tespiti (fiksasyon) su sekilde yapilir: Mikroorganizmanin 6lmesi ancak
hiicresel yapilarin minimum dizeyde zarar gormesi amaciyla tespit islemi uygun
yontemler segilerek yapilmalidir.

Tespit isleminde materyalin lama yapismas: ve boyama esnasinda yikarken
kaybedilmemesi hedeflenir. Bu islem sirasinda mikroorganizma enzimleri inaktive
olur ve mikroorganizmalar oliir. 3 gesit fiksasyon yontemi vardir:

1. Is1 ile fiksasyon: Bakteriyolojide en sik kullanilan yontemdir. Preparatin bir
ucundan temiz bir pensle ya da elle tutularak bek alevinin, lamin numune olmayan

tarafini yalamasi saglanir. Bu islem 3 kez tekrarlanir.

Sekil 4.1: Is1 ile preparat tespiti (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf).

2. Kimyasal yolla fiksasyon: Mikrobiyoloji laboratuvarinda tum preparatlar 1s1yla
tespit edilemez. Isiyla tespit edildiginde bozulabilecek kan ve doku gibi ornekler
kimyasal yolla tespit edilmelidir; lamin tizerini ortecek sekilde %95’lik etanol ya
da metanol konur ve 10 dakika (metil alkolle 3-4 dakika, eter-alkolle 10-15 dakika,
aseton-alkolle 5 dakika) bekletilerek tespit islemi yapilir.

3. Havada kurutarak tespit: Preparat: oda 1sisinda en az 2-3 saat, hemen isleme
alinmayacaksa 18-24 saat bekleterek kurutmak gerekir. Ancak uzun siireli ve pek

guvenli bir yontem olmadig1 igin tercih edilmez.
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Uygulama-4

Caligsma-1: Boyama Oncesi Preparat Fiksasyonu
Amag

Mikrobiyolojik analiz o6ncesi hazirlik islemlerinin 6grenilmesi.

Ogrenme Hedefleri

1.Fiziksel ve kimyasal yolla tespit yontemlerinin kavranmasi.

Arag-Gereg

1. Uygulama-3’te hazirlanmis preparatlar,
2. %95’lik etanol,

3. Bunzen beki.

Metod

1. Istile fiksasyon: Preparatlar 45 derecelik aciyla tutularak 3 kez alevden gegiri-
lir.

2. Kimyasal fiksasyon: %95°’lik etanolde 10 dakika preparatlar bekletilir daha
sonra kurutularak boyanma islemine gecilir.

Boyama: Bakterileri goriiniir hale getirerek incelemek i¢in birtakim boyalar kul-
lanmak gerekir. Boyasiz preparasyonlarda bakteri morfolojisini tanimlamak ve
bakteriye 6zellik katan yapilari ortaya koymak giictiir. Istenilen amaca uygun olan
boyayi1 kullanarak bakterinin hiicre duvar yapisi, hiicre dis1 uzantilar: (kirpik, fla-
gella vs), kapstl, spor olusturma gibi 6zellikleri tanimlanarak identifikasyonun ilk
basamagi olan mikroskobi asamasinda bir¢ok veri eldesi saglanmis olur.

Boya Cesitleri

Dogal kokenli veya yapay-sentetik kokenli boyalar olarak mikrobiyolojide kullani-

lan boyalari ikiye ayirabiliriz:

1. Dogal Boyalar: Biktisel ve hayvansal kokenli olan bu boyalar daha ¢ok histo-
patolojik incelemelerde kullanilir. Hematoksilen, carmin gibi boyalar hiicre
i¢i yapilar1 boyadiklarindan so6z konusu boyalarin sitolojideki yeri 6nemlidir.
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34 Bolim 4: Preparatlarin Tespiti (Fiksasyonu)

2. Sentetik Boyalar: Anilin boyalar1 da denilen bu grup genelde tuz yapidadir.
Asidik (anyon) ve bazik koke (katyon) sahiptir. Bu boyalar, boyaya rengini
veren kromofor grup yani boyayici kisim (bazik kok-katyon, +) ve renksiz olan
oksokrom grup yani boyama 6zelligi olmayan kisim (asit kok-anyon, -) olmak
tzere iki gruptan meydana gelir.

Boyalar boya molekiiliiniin elektrik yiikiine ve pH durumuna gore asidik, bazik ve
noétr boyalar olarak gruplara ayrilir.

a. Bazik boyalar: Bazik boyalarin kromofor grubu pozitif ytiklidur. Bakterinin vicut
yuzeyindeki ve ¢ekirdegindeki fosfat gruplar1 nedeniyle negatif ytkli olmasi bu
iki zit grubun birlesmesiyle yani boyanma ile sonuglanir. Genelde bakteriyolojide
bazik boyalar bu 6zelliginden dolay1 siklikla tercih edilir. En yaygin kullanilan bazik
boyalara metilen mavisi, bazik fuksin, kristal viyole ve safranin 6rnek verilebilir.
b. Asit boyalar: Asit boyalarin kromofor yani boyayic1 kismi1 negatif yuke sahiptir.
Bakteri yluzeyi ve nukleusu negatif elektrik yuk tasidigindan asidik boyalarla bo-
yanma gerceklesmez. Bu boyalar zit boyama dedigimiz zemin boyama amaciyla
kullanilir. Asit fuksin, pikrik asit, malasit yesili, orange G, eosin ve nigrosin asidik
boyalara ornektir.

c. Notral boyalar: Bazik ve asidik boyalarin uygun oranda karisimlari sonucu notral
hale gelen boyalardir. Bu boyalar 6zellikle kan yaymalari, doku ve gaitada protozoon
incelemesi i¢in hazirlanmis preparatlarin boyanmasinda kullanilir. No6tral boyalar;
Giemsa, Wright, May-Griinwald, Leishman’dir.

Bakterileri Boyama Yontemleri

1. Basit Boyama: Bu yontemde tek ¢esit boya ile boyama yapilir ve daha ¢ok bazik
boyalar kullanilir. En ¢ok kullanilan metilen mavisi ile yapilan boyama yontemidir.
Basit boyama isleminde metod genellikle ayn1 olup sadece kullanilacak boya ve bu
boyanin etki siiresi degisir.

Calisma-2: Basit Boyama

Amag

Basit boyama tekniginin 6grenilmesi.

Ogrenim Hedefleri

1. Basit boyama yapabilme.

2. Boyali preparatta 100x’liik objektifte inceleme yapabilme.
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Arac¢-Gerecg

1. Calismada fikse edilen preparatlar,

2. Metilen mavisi, karbol fuksin, kristal viyole,

3. Filtre kagid,
4. Immersiyon yag;,
5. Mikroskop.
Metod
. Islem
Sira Islem Basamaklar1 Basamaklar: .
Kontrolii
1 Preparat hazirlanir (yayma, kurutma, tespit).
2 Temiz bir lama ince bir tabaka halinde yayilir.
3 Boya dokiilerek preparat distile suyla yikanir.
4 Preparat kurutulur.
5 Mikroskopta immersiyon objektifiyle incelenir.

Tablo 4.1: Basit boyama islemi basamaklar1

Immersiyon objektifi ile incelediginiz goruntiiyt ¢iziniz.
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Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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BILESIK (DIFERANSIYEL) BOYAMA TEKNIKLERI - 1

Boyama isleminde birden ¢ok boyanin kullanildig: ve bakterilerin yap1 ve morfoloji-
lerine gore farklilik gosteren sonuglari ortaya koyan tekniklerdir.

Bilesik boyama yontemleri arasinda en yaygin olanlar gram boyama ve asit fast
boyama teknikleri (EZN, Kinyoun vs), spor boyalari, flagella ve kapsul boyama
yontemleridir.

Gram Boyama Yontemi

Bakterilerin hiicre duvar yapilarinin biyokimyasal diizeydeki farkliliklarina gore
siniflandirilmasina yardimci olan tekniktir. 1884’te Hans Christian Gram tarafindan
gelistirilmis ve ginuimiize kadar gelmistir. Gram boyama yonteminde, 6nce kristal
viyole boyasi sonra lugol uygulanmasi ile boyanabilen tiim bakteriler boyay: alir.
Etanol ile dekolarizasyon islemini takiben; bir kisim bakteriler boyandiklar: rengi
birakmaz, bir kismi ise boyay1 birakarak renksizlesir. Bu bakterileri gorunitr hale
getirmek icin zit boya olan sulu bazik fuksin ya da safranin uygulanir. Immersiyon
objektifi ile incelenen preparatta; ilk boyay1 alan bakteriler mor renkte goriiniir ve
genel olarak gram pozitif diye adlandirilir. Son boyay alan bakteriler ise kirmizi-
pembe renkte goriiniir ve gram negatif olarak adlandirilir.

Eski kulturlerde antibiyotikler ya da otolitik enzimler nedeniyle gram pozitif
bakterilerin duvar butinlugu bozulabileceginden boyanmada sorunlar yasanabilir.
Bu nedenle taze kultir dedigimiz 24 saati gegmemis kulturden hazirlanan preparat-
larda mikroorganizmalar daha dogru boyanairlar.

Gram boyama yonteminin sagladigi yararlar sunlardir:

1. Mikroorganizmalarin hiicre duvar yapilarindaki farkliliga gore 2 ana grupta
siniflandirilmasini saglarlar (gram pozitif ve gram negatifler).

2. 1dentifikasyonun en 6nemli basamagi olan morfolojik 6zellikler hakkinda

bilgi verir.
3. Ornegin dogru alinip alnmadig1 ve 6rnek yonetimi hakkinda bilgi verir.

4. Aerop kilturde iiretilemeyen mikroorganizmalarin gram boyama ile saptan-
mas1 enfeksiyon etkeninin anaerop olabilecegini dustindiirtiir.
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38 Bolum 5: Bilesik (Diferansiyel) Boyama Teknikleri - 1

Uygulama - 5

Calisma: Gram Boyama yontemi ile preparat boyama
Amag

Diferansiyel boyama tekniginin 0grenilmesi.

Ogrenim Hedefleri
1. Bakterilerin hiicre duvarlarindaki farkli yapilarin kiyaslanabilmesi,

2. Bakteri siniflandirilmasinin temel ayriminin yapilabilmesi.

Arag-Gereg
1. Lam,
2. Kaltur,
3. %0,9’luk FTS,
4. Kristal viyole,
5. Lugol,
6. %96’lik Etil alkol,
7. Sulu fuksin,
8. Filtre kagid,

9. Mikroskop.

Metod

Gram pozitif Gram negatif

SabiEIe me Q:%—_D

' >
Kristal viyoletle boyama ’.
|

iyotla islerﬁ yapilmasi ' -
| ()

Boyarin anndinilimasi @ (::)
| )

Safraninle boyanmasi ' -

AR

Sekil 5.1: Gram boyama (Nazile Arda Cakir tarafindan yapilan ¢izim).
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Klinik Biyokimya I-II Uygulama Kitab1 39

, Islem
Sira Islem Basamaklar1 Basamaklar: 5
Kontroli

1 Kiltirden preparat hazirlayiniz.

Preparat fikse ediniz.

Preparatin tizerine jansiyan moru ya da kristal viyole damlatarak 2-3 dakika
bekletiniz.

Preparati yikayiniz.

Preparata lugol (iodin soliisyonu) damlatip en az 1 dakika bekleyiniz.

Lugolii dokiip %96’lik etanol ile dekolare ediniz. Yikayiniz.

Sulu fuksin damlatarak 30 saniye bekletiniz.

Yikayiniz.

O | X (|| U]

Preparat: havada kurutunuz.

Tablo 5.1: Basit boyama islemi basamaklar1

Immersiyon objektifi ile incelediginiz goruntiyu ¢iziniz.
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40 Boliim 5: Bilesik (Diferansiyel) Boyama Teknikleri - 1

Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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BILESIK (DIFERANSIYEL) BOYAMA TEKNIKERI - 2

Asit Fast Boyama Teknikleri

EZN (Ehrlich-Ziehl-Neelson) Boyama Yontemi

Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu tiiberkiiloz=verem hastaliginin tanim-
lanmasinda, basta balgam gibi orneklerden, basil aranmasinda kullanilan yaygin,
ucuz ve etkili bir boyama yontemidir.

Mycobacterium’lar, hiicre duvarlarinda bulunan uzun zincirli yag asitleri saye-
sinde, asit ve alkole rezistans (dayanikli) bakteriler olmalarindan dolay1 asit-fast
boyama teknikleriyle boyanabilirler.

Mycobacterium grubunda yer alan bakteriler sunlardir:

1. Mycobacterium tuberculosis complex

2. Mycobacterium leprae

3. Atipik mycobacterium (Mycobacteria Other Than Tuberculosis=MOTT)

Asit-Fast boyama teknikleriyle aside direngli yapilari olan protozoon okistleri (Cryp-
tosporidium, Isospora gibi) ve hidatik kist etkeni Echinococcus granulosus protosko-
leksleri de boyanarak incelenebilir.

Sekil 6.1: EZN boyama ile M.tuberculosi (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gorsel).
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42 Bolum 6: Bilesik (Diferansiyel) Boyama Teknikeri - 2

Uygulama-6
Calisma: EZN Boyama yontemi ile preparat boyama

Amag

Diferansiyel boyama tekniklerinin kavranmasi.

Ogrenim Hedefleri

1. Tuberkiiloz etkeninin tanisinda kullanilan yontemi 6grenmek,

2. Aside direngli mikroorganizmalar1 inceleyebilmek.

Arag-Gereg:
1. Lam,
2. Klinik numune (idrar, balgam vb.),
3. Igne oze,
4. Pamuk,
5. Karbol fuksin,
6. %3’luk HCL-alkol,
7. Metilen mavisi,
8. Filtre kagidi,

9. Mikroskop.

Metod
. Islem
Sira Islem Basamaklar1 Basamaklar: "
Kontrolii
. Tespit edilmis preparat boyama eseline alinir. Bir par¢a pamuk ugsuz 6zeye
sarilip alttan 1sitma islemi i¢in alkole daldirilip yakilir.
Preparat karbol fuksin (Ziehl fuksin) boyasi ile boyanir, alttan hazirlanan
2 pamuklu gereg ile 1sitilarak boyay1 almasi saglanir. Alev arada gekilerek
boyanin kaynamamasina dikkat edilir. 3 dakika tekrarlanir, yikanir.
3 Alkol-asit karisimi ile dekolarize edilir, yikanir.
4 Metilen mavisinde 1 dakika boyanir, yikanir ve dik olarak bekletilerek
kurutulur.
5 Immersiyon objektifi ile incelenen preparatta, tiiberkiiloz basilleri kirmizi
renkte, diger bakteri, hiicresel elemanlar ve zemin mavi renkte boyanmistir.

Tablo 6.1: EZN Boyama yontemi ile preparat boyama basamaklar1
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Immersiyon objektifi ile incelediginiz goruntiiyt ¢iziniz.

Sonug - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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EKIM YONTEMLERI - 1

S1vi Besiyerine Ekim

Ekimle Ilgili Terimler

Ekim (inokiilasyon): Uremis mikroorganizma iceren ortamlardan ya da mikro-
organizma varliginin arastirildig: klinik materyallerden amaca gore degisken-
lik gosteren birtakim tekniklerle alinan 6rneklerin, besiyeri ad1 verilen ureme

ortamlarina aktarilmasi islemidir.

Kultur: Besleyici ortamda iiretilmis mikroorganizmalarin timune kultir ad:

verilir.
[nokulum: Besiyerine ekimi yapilan mikroorganizmaya inokulum denir.

Identifikasyon (tanima): Saf kiltiir olarak ayrilmis bir mikroorganizmanin tir
diuzeyinde adlandirilmasi igin yapilan islemlerin timuddr.

[zolasyon (ayirma): Birden fazla mikroorganizma cinsinin bulundugu bir
kultiirde, hedeflenen bir mikroorganizmayi digerlerinden ayirt etmek igin saf
kiltir olusturarak ayirma islemidir.

Kiiltiir tipleri

Saf kiiltur: Ayni turden olusmus mikroorganizma kolonilerinin olusturdugu
kaltur.

Karigik kultar: Tki veya daha fazla tirde mikroorganizma iceren kultire

verilen ad.
Sivi kuiltiir: Agar icermeyen siv1 besiyerlerinde olusturulan kiiltiirdir.

Kati kiiltar: Agar orani %1,5-3 oraninda olan besiyerlerinde olusturulan kiil-

turdur.
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Siv1 Besiyerine Ekimler

Siv1 besiyerleri; tip, balon, sise gibi cam laboratuvar gereclerinde hazirlanir.
Klinik numune; idrar, BOS ve diger viicut sivilar: ise ekim isleminde otomatik pipet,
pastor pipeti ve ekiivyon gibi arag geregler kullanilir.

Sivi ve kat1 orneklerin ekiminde kullanilan en yaygin siv1 besiyerleri sunlardir:

-Alkali peptonlu  -Lofler buyyonu

su
-Brain -Hearth - Selenif — F
Infuzyon Broth
-Buyyon -Thioglycolate’l1
besiyeri

KAPADOKYA
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46

Bolum 7: Ekim Yontemleri - 1

Uygulama - 7

Caligsma-1: S1v1 Besiyerine S1vi Ornek Ekimi

Amag

Sivi besiyerine ekimin kavranmasi.

Ogrenim Hedefleri

1. BOS, idrar vb. viicut sivilarinin analizlerini yapabilmek ,

2. Ekim yontemlerini kavrayabilmek.

Arac¢-Geregler

1. Sivi numune, 1. Oze,
2. Swv1 besiyeri, 2. Bunzen beki.
Metod
Sira Islem Basamaklar1 Basamaklar1 Islem Kontrolii
1 Homojen karisimi saglanan ornek tiipii sol ele, 6ze ise sag ele alinir.
2 Oze alevde yakilarak sterilize edilir.
Ornek tiipiiniin agzindaki tikag ya da pamuk ¢ikarilirken drnek tiipii aleve yakin
3 tutularak egilir. Bu sekilde tiipiin i¢ine havadan gegebilecek kontaminantlar
engellenmis olur.
Tikag ya da pamuk ¢ikarilir ¢ikarilmaz tiiptin agiz kismi alevden gegirilir. Aseptik
4 kosullar saglanir. Tika¢ ya da pamuk sag elin serge ve ytiziik parmagi arasina
sikistirilir, tezgaha birakilmaz.
Ornek tiipii hafifce egilir; 6rnek hangi aparatla transfer edilecekse (6ze, pipet vs.)
5 tup kenarlarina ve i¢ yiizeylerine dokundurmadan 6rnek tiipu igine yavasca, dik
sekilde daldirilir.
. Oze ucu siv1 6rnek iginde karistirilmak suretiyle dolastirilir ve 6ze, tiip i cidarina
hi¢ degdirilmeden disar1 ¢ikarilir.
7 Bu islemler sonucunda bir 6ze dolusu 6rnek alinmis olur.
; Ornek tiipiiniin agz1 alevden gegirilir ve pamuk tikac1 ya da tiip, serge ve yiiziik
parmagindan alinarak tekrar tiip agzina takilir.
9 Isi biten &rnek tiipii tiip sporuna konur.
Sonraki asamada s1v1 besiyerini igeren tiip sol ele alinarak, tiipiin en alt kismindan
10 tutularak pamuk tikaci, alev etrafinda, 6ze tutan sag elin parmaklari ile kavranarak
cikartilir.
1 Oze tiipten gikarilir ve teknigine uygun steril edilerek sapi alta gelecek sekilde
tastyic1 spora yerlestirilir.
’ Ekim yapilmis siv1 besiyeri igeren tiiplin yine ayni sekilde agiz kismi alevden
gecirilip tikac1 kapatilir ve tiip,tiip sporuna yerlestirilir.

Tablo 7.1: Siv1 besiyerine sivi 6rnek ekim basamaklar1

S

oD

KAPADOKYA
UNIVERSITESI




Klinik Biyokimya I-II Uygulama Kitab1

Gorev

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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48 Bolum 7: Ekim Yontemleri - 1

Calisma - 2: S1v1 Besiyerine Kat1 Ornek Ekimi
Amag

Kat1 ornek ya da kat1 besiyerinden pasaj yaparak sivi besiyerine ekim.

Ogrenme Hedefleri

Sivi besiyerine ekim tekniklerini kavramak.

Arac - Gereg

1. Oze,
2. Sivi besiyeri,
3. Kati besiyeri kolonisi,

4. Bunzen beki,.

Metod
] Islem
Sira Islem Basamaklar1 Basamaklar: 5
Kontrolii
) Kat1 6rnegin bulundugu numune kabu sol ele, 6ze ise sag ele alinir. Oze
alevde steril edilir.
5 Ornek kabi, egilerek ve agzi1 aleve yakin tutularak havadan bulagabilecek
kontaminantlar engellenir.
3 Kat1 numuneyi almak i¢in igne 6ze, luplu 6zenin halka kenar1 ya da
ekivyon kullanilabilir.
4 Yeterli miktarda 6rnek alindiktan sonra, numune kabi, calisma tezgahi
iistiine birakilir. Sol ele steril siv1 besiyerini iceren tiip alinir.
5 Tipiin en alt kismindan tutularak pamuk tikaci, alevde uzaklasmamaya
dikkat edilerek, 6ze tutan sag elin parmaklari ile kavranarak ¢ikartilir.
6 Siv1 besiyeri tiipiiniin agz1 alevden gegirilir.
Ornekle dolu éze; tiip i yiizeyine degdirilmeden, siv1 besiyeri tiiptiniin
icine daldirilarak ekim yapilir.
7 Bunun igin, s1v1 besiyerinin en iist yiizeyine kat1 numune degdirilerek tiip ig
cidarinda siispanse edilir. Boylece homojen bir dagilim saglanmais olur.
Oze ucu besiyerinden ¢ikarilarak tekrar 6rnegin yayildigi bolgeye temas
8 ettirilir. Ozeye, bu bolgede siirtme hareketleri yaptirilir ve érnek besiyerine
dogru yikanarak inokiilasyon saglanir.
9 Oze tiipten ¢ikarilir ve alevde steril edilerek yerine konur.

Tablo 7.2: Siv1 besiyerine kat1 6rnek ekimi basamaklari
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Gorev

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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EKIM YONTEMLERI - 2

Kat1 Besiyerine Ekim

Kati1 besiyeri ui¢ ya da dort esit bolgeye ayrilir. Klinik numune ile temas eden 6ze
bu bolgelere sirayla striilerek ekim yapilir. Inkiibasyon sonrasi, ilk bolgeden son
bolgeye dogru numune miktar: azaldigindan, iiremis mikroorganizma miktarinin
da azaldig: goruilur. Ekim esnasinda bolgeler arasinda 6zenin alevde yakilmasi, son
siurme alaninda turemis bakteri kolonilerinin tek tek diismesini saglar.

Ogzellikle karisik kiiltiirlerde identifikasyonu saglayabilmek adina bu sekilde
ekim yapildiginda daha kisa sturede ve daha saglikli sonu¢ almak mimkun olmak-
tadir. Bu sekilde uygulanan sirme yontemine tek koloni diisiirme ya da azaltma
yontemi denir.

. Islem
Sira Islem Basamaklar: Basamaklar: .
Kontrolii
1 Avug icine yerlestirilen petri kabi ayni elin isaret ve basparmaklariyla acilir.
5 Numune ile dolu 6ze ucu bu araliktan igeri sokulur ve agar yiizeyine
degdirilir. Ornek bu bolgede hafifce ezilerek birka¢ mm capinda yayilir.
3 Oze ile ilk yayilma alanindan baglayarak siirme islemine gegilir.
A Bu islem degisik sekillerde gerceklestirilebilmektedir. Ancak tek diismiis

koloni elde edebilmek i¢in en ideal olani 4 ayr1 bolgenin ¢izilmesidir.

Siirme yapilirken 6zenin agar yiizeyinde uygun ac1 ile tutulmasina ve kat1

besiyerini delmemesine 6zen gosterilmelidir.

Tablo 8.1: S1v1 besiyerine kat1 6rnek ekimi basamaklar1

1. Steril oze ile klinik numuneden parca alinir.
2. Petride 1. bolgeye surtuliir ve 6ze alevde yakilir.

3. Ayniislem 2.,3. ve 4. bolgelere de uygulanir ve her bolgeye ekim sonrasi 6ze
alevde yakailir.

4. 4. bolgeye ekip islemi tamamlandiktan sonra 6ze alevde steril edilir.
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STERIL OZE VEYA
iGNE iLE IKINCi
Cizim

Y

!

iINKUBASYON
—
TEK HUCREDEN STERIL OZE VEYA

KOLONi OLUSUMU ‘ iGNE iLE UCUNCU
cizim

iLK EKIM

Sekil 8.1: Ekim Yontemleri (Nazile Arda Cakir tarafindan yapilan ¢izim).
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52 Bolum 8: Ekim Yontemleri - 2

Uygulama - 8

Calisma: Kat1 Besiyerine Azaltma Yontemi ile Ekim

Amag

Klinik 6rneklerin ekimi ve saf kiltur eldesi i¢in azaltarak ekim.

Ogrenim Hedefleri

Karigik kulttirleri azaltma yontemiyle ekerek saf kiltire yaklasma asamalarinin

ogrenilmesi.

Arac-Gerecg
1. Klinik numune (idrar, balgam, bogaz suruintiisi vb.),

2. Oze,

3. Kat1 besiyeri (koyun kanli agar, ¢ikolata agar, EMB).

Metod
BASLANGIC
Steril 6ze ile
tek bir koloniden
parca alinir
2 |
BASLANGIC BASLANGIC

P

7 N\

=Y

/ ) ; )\
~ )
(C
; 0\
N ]
A

Sekil 8.2: Kat1 besiyerinde azaltma yontemi ile ekim (Nazile Arda Cakir tarafindan yapilan ¢izim).
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Gorevler

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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SAF KULTUR ELDESI

Her mikroorganizmanin metabolik ve fizyolojik ihtiyaclarini karsilayabilmesi igin
yasam ortami olarak kullanilan besiyerleri, ekim isleminden sonra uretilmesi he-
deflenen mikroorganizmaya uygun sartlarda inkibe edilirse, ireme gergeklesir.
Boylece kiiltiir eldesi saglanmis olur.

Kiltir Cesitleri ve Tanimlar:

Saf Kiiltiir

Dogada her yerde mikroorganizmalar, birgok farkl tiirle bir arada bulunur. Buradan
alinan ornekler besiyerine ekilerse, bir¢cok bakteri tiirti bir arada uretilir. Birden
fazla bakteri turtiniin tredigi kulturlere karisik kiiltiirler denir. Mikrobiyoloji labo-
ratuvarlarinda enfeksiyon etkeni olarak izole edilecek mikroorganizmalar ile flora
bakterisi dedigimiz ¢ogunlukla saprofit ya da opportunist patojenlerin birbirinden
ayirt edilmesi onemlidir. Bu nedenle 6zellikle florasi olan bir ortamdan alinmis
klinik numunelerde karisik kultturlerde tiremis mikroorganizmalarin etken kabul
edilebilecek ozellige sahip olanlarinin ayrica pasajlanarak tuiretilmesi gerekir. Bir
koloniden alinan ve uretildiginde morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genel 6zel-
likleri birbirinin ayni olan bakteri kiiltiiriine saf kiiltiir ad1 verilmektedir. Ozellikle
floras1 olan bir ortamdan alinmis herhangi bir klinik numunede (balgam, yara stirtin-
tusii, gaita, burun stirtntiisii gibi) etken olarak kabul edilen tiirii tiretebilmek igin o
bolgenin flora Giyelerinden izole edilmesi gerekir. Saf kiltiir, 6nce kat1 besiyerinde
olusmus her farkli koloniden baska bir sivi veya kat1 agara ekim yapilarak elde
edilir. Azaltma yontemi yapilarak tek dismus koloniler elde edilmeli ve burdan saf
kultur eldesine gecilmelidir.

Stok Kiiltiir

Saf kiuiltur eldesinden sonra laboratuvarda yapilacak diger ¢alismalarda kullanilmak
tizere mikroorganizma stok kiiltiirlerde saklanir. Mikroorganizmalarin canliligi-
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nin korunmasi, devamliligi igin yeni besiyerlerine ekilmesi gerekmektedir. Saf bir

kulturden kultiirin baska besiyerlerine ekim yapilmasi veya deney hayvanlarina

inokule edilmesi islemine pasaj denir.

. Islem
Sira Islem Basamaklar1 Basamaklar: 5
Kontrolii

Birinci asama:

A Koloni izolasyonu Karisik kiltiirden hedeflenen tiirii izole etmek ve
iretmek gerekir.

1 Klinik numuneden ekim yapilarak karisik kiltiir tretilir.
Bir miktar kultiir 6ze ile alinir, mikroorganizma hiicrelerinin daha rahat
yayilarak ayr1 ayr1 koloni olusturmalari i¢in petri kutusuna azaltma yontemi

2 ile ekim yapilir. Bu sirada bir 6nceki siirme alanina degmemeye 6zen
gosterilir. Petri kutusunun arka ytizeyine cam kalemi ile dért bolge
isaretlenerek onceki siirme alanlarina yeniden ekim yapmama saglanabilir.

3 Petrinin iizerine hastaya ya da izolata ait bilgiler yazilarak ters gevrilir,
onerilen sicaklik ve siirede etiivde inkiibasyon saglanir.
Inkiibasyon sonrasinda tek diismiis koloniler segilir ve secim yaparken tipik

4 koloni goriiniimiinde olmalarina ve diger kolonilerle birlesik, karisik ve
dagilmis olmamalarina dikkat edilir. Petrinin 4. bolgesinden tek diisen
mikroorganizma hiicresi ¢ogalarak saf koloniyi olusturur.

5 Eger tek diismiis koloniler yoksa, daha az inokulum igeren bir ekim
yapilarak kiltiiriin seyrelmesi saglanir.

B Ikinci asama: Saf kiiltiir eldesi

. Bunun igin, izole koloni igne 6ze ile 6nce siv1 bir besiyerine aktarilarak
canlandrima islemi yapilir.

5 Tiip tizerine izolata ait bilgiler yazilir ve uygun sicaklik ve siirede inkiibe
edilmek tizere etiive konur.

3 Inkiibasyon tamamlaninca siv1 kiiltiirden katiya 6rnek pasajlanir ve inkiibe
edilerek saf kiiltiir elde edilir.

C Ugiincii agama:
Saflik kontrolii Karigik kiiltiir olmadiginin teyid edilmesi gerekir.

) Elde edilen kiiltiirden azaltma teknigi kullanilarak petri kutusundaki agarli
besiyerine ekim yapilir ve inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonucunda besiyeri yiizeyinde olusan tek diismiis koloniler

2 sekil, yapi, buytiklik, renk vb. 6zellikleri yoniinden incelenir. Tiim koloniler
ayni Ozellikleri gostermiyorsa kiiltiir karisik olabilir.

Tablo 9.1: Saf kiltiir elde etme basamaklar:
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56 Bolum 9: Saf Kultir Eldesi

Kiiltiirleri Muhafaza Etme

[zole edilen saf kulturlerin orijinal morfolojilerini ve genetik 6zelliklerini kaybet-
memesi i¢in dondurma ve kurutma gibi muhafaza yontemleri gelistirilmistir.

Kilturler buzdolabi 1sisinda (+°4C’de) korunmalidir. Bazi fakiltatif anaeroplar,
tupte yuksek miktarda agar iceren besiyerlerinde tiretildikten sonra buzdolabinda
saklanir.

Kiltirler; derin dondurucuda 18 ila 20°C’de de muhafaza edilebilir. Suyunu
kaybetmis liyofilize kulturler daha uzun siire yasayabilir.

Kiltiirleri daha uzun stre koruyabilmek adina petri kutularinin ya da tiiplerin
ag1z kisimlarinin hava ile temasi engellenmelidir. Bu amagla kapaklar parafilm ile
kaplanmalidir. Agz1 vida kapakl: tiiplerde parafilme gerek yoktur.
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Uygulama - 9

Calisma: Saf Kiiltiir Eldesi

Amag

Karigik ornekten saf kultiir elde etmek.

Ogrenim Hedefleri

1. Klinik numuneden etken izole edebilme,

2. Identifikasyona hazirlik 6ncesi saf kiiltiir temin edebilme.

Arac¢-Gerecg

1. Kat1 besiyerinde uremis karisik kiltir,
2. Oze,

3. Bunzen beki,

W

. Kanli agar,

5. EMB agar.

Gorevler

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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IDENTIFIKASYONA GIRIS

Saf Uremis Kiiltiir Ozelliklerinin incelenmesi

Saf tiremis kiltiirden identifikasyon i¢in yapilacak ilk basamak gram boyama igin
preparat hazirlamadir.

Bunun i¢in;

1. Temiz bir lam uzerine bir 6ze dolusu kultiir aktarilarak ince bir tabaka halinde
yayilir.

2. Preparat havada kuruduktan sonra fikse edilir (Lamin numune icermeyen
tarafi 3 kez Bunzen beki alevinden gecirilir).

Preparatin taze kiilltirden hazirlanmis olmasina dikkat edilir. 24 saatten fazla bekle-
mis kiiltlirlerde morfolojik ve boyanma ozellikleri bakimindan problem yasanabilir.

Boyama sonucu elde edilen verilere gore bakterinin gram (+) veya gram (-)
olmasi identifikasyonda izlenecek yol haritasini belirler.

Gram (+) bakteriler i¢in;

1. Basamak Test
Katalaz Testi

Stafilakoklari, diger sik izole edilen gram pozitif koklardan ayirt etmek igin yapilan
en onemli fizyolojik test katalaz testidir. Katalaz, streptokoklarin disinda bir¢ok
aerop ve fakiuiltatif anaerop bakteri tarafindan uretilen bir enzimdir.

Katalaz testinde, bir lam tizerine damlatilan %3’lik hidrojen peroksit (H,O,)
¢ozeltisinde siispanse edilen bakteri ornegi, eger bakteride bu enzim pozitif ise
oksijen (O,) ve suya (H,O) donitisiir. Lam tzerindeki bakteri-reaktif karisiminda bir
kopurme meydana gelir. Stafilokoklarda katalaz pozitif, streptokoklarda ise katalaz

testi negatif sonuglanir.
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Sekil 10.1: Katalaz testi (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf).

2. Basamak test

Koagiilaz Testi

Staphylococcus aureus, plazmayi pihtilastiran koagtilaz tretir. Plazmanin pihtilas-
masl, izolattaki koagiilaz enziminin varligini ortaya koyar. Koagiilaz hiicre tarafin-
dan ortama salindig1 igin “serbest koaguilaz” olarak da bilinmektedir. Ayrica, serbest
koagitilazdan farkli olarak "bagli koagtilaz" da vardir. S.aureus”un hiicre duvarinda
“bagli koagtilaz” veya “kiimelenme (clumping) faktori” olarak adlandirilan bir
fibrinojen baglayici yuzey reseptoru bulunur. Hiucre duvarinda bu faktoru tasiyan
bakteriler, direkt olarak plazmanin fibrinojeni ile etkileserek agliitine olur. Bu re-
aksiyon lam testi ile gozlenebilir. Ozetle; bagl koagiilaz lam testinde bakterinin
aglitinasyonu seklinde, serbest koagiilaz ise tup testinde piht1 olusumu seklinde
gosterilir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en yaygin tercih edilen koagiilaz
testi lam testidir. Uygulanmasi kolay ve hizlidir. Ancak, bu faktor S.aureus’un bazi
suslarinda bulunmayabilir. Bu nedenle lam testi ile yalanci negatiflik gelisebilir.
Dolayisiyla, dogrulama igin tuip testinin yapilmasi gerekir.

1+ 2+ 3+ 4+

QN
¢

A 3
e O\
Sekil 10.2: Tupte koagiilaz testi 0.,1.,2.,3. ve 4. saat (Nazile Arda Cakir tarafindan yapilan ¢izim).
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Uygulama - 10

Calisma - 1: Saf Kiltiirden Preparat Hazirlama

Metod

Bkz.Uygulama - 3; Calisma - 2.

Calisma - 2: Preparatin Gram Boyama ile Boyanmasi

Metod

Bkz. Uygulama-5; Calisma-1.

Calisma - 3: Katalaz Testi

Amag

Gram (+) bakteri identifikasyonu testlerinin kavratilmasi.

Ogrenim Hedefleri

1. Stafilokoklar ile Streptokoklar arasindaki ayrimsal testlerin 6grenilmesi.

Arag - Gereg

1. Saf kultur,
2. Oze,

3. %3’luk H,0, ¢ozeltisi,

4. Lam.
Metod
, Islem
Sira Islem Basamaklar1 Basamaklar: 5
Kontrolii
1 Bir damla %3’liik hidrojen peroksit ¢ozeltisi temiz bir lama damlatilir.
2 Stuipheli koloni 6ze ile alinarak ¢6zelti iginde siispanse edilir.
3 Kopiirme gelisimi izlenir.

Tablo 10.1: Katalaz testi basamaklar1
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DIKKAT!!

Katalaz testi igin 0rnek alinacak besiyeri, kan icermeyen bir
besiyeri olmalidir. Cunku, katalaz enzimi, eritrositlerde de
bulundugundan dolay: kanl agardan alinmis bir ornekle

calisildiginda yalanci pozitiflik verebilir.

Calisma-4: Plazma Koagiilaz Testi
Amag

Gram (+) bakteri identifikasyonu testlerinin kavratilmasi.

Ogrenim Hedefleri

Staphylococlar ile streptococlar arasindaki ayrimsal testlerin 6grenilmesi.

Arac - Gereg

1. Saf kultur,
2. Plazma,

3. Oze.

Metod

. Islem
Islem Basamaklar: Basamaklar1 .
Kontrolii
1 Stipheli koloni 0,5 ml plazma igine ekilir.
2 Inokulum, 37°C’lik ettivde bekletilir.
3 Saat bas1 incelenerek 4 saat icerisinde fibrin ya da pihti olusumu izlenir.

Inceleme yaparken tiipiin ¢alkalanmamast gerekir.

Eger plazmada pihtilasma yoksa gecikmis koagiilaz aktivitesi olasilig1 i¢in

oda sicakliginda 24 saat bekletilerek yeniden izlenebilir.

Tablo 10.2: Katalaz testi basamaklar1

Gorevler:
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4. Gram boyama ile boyanan preparatin immersiyon objektifi ile incelenmesi
yapildi m1? Gorduklerinizi ¢iziniz.

Sonuc¢ - Yorum

5. Katalaz testi sonucu:

Yorum:

6. Plazma koagulaz testi sonucu:

Yorum:

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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Oksidaz Testi

Oksidaz testi, sitokrom oksidaz enzimi iiretiminin pozitifligini ortaya koyan bir
baska metabolik testtir. Sitokrom oksidaz enzimine sahip bakteriler, fenilendiamin
bilesiklerini oksitleyerek koyu mavi renkli indofenole donuistirur. Sitokrom sistemi
sadece, son hidrojen alicis1 olarak oksijeni kullanabilen aerop mikroorganizma-
larda bulunur. Son triin olarak agiga su veya hidrojen peroksit ¢ikar. Oksidaz testi
ozellikle non fermentatif gram negatif bakterilerin ilk identifikasyon testidir. Aero-
monas, Pseudomonas, Neisseria, Moraxella, Campylobacter ve Vibrio’lar oksidaz pozitif
bakterilerdir.

Sekil 11.1: Oksidaz testi (Yazarin kendi gektigi fotograf).
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Uygulama - 11

Calisma - 1: Oksidaz Testi

Amag

Bakterileri identifikasyonunun temel testlerinin 6grenilmesi.

Ogrenim Hedefleri

1. Aerop bakterilerdeki sitokrom oksidaz enzim etkinliginin ol¢ulmesi.

Arac - Gereg

1. Enterobacteriaceae ailesinden bir turun saf kulturu,
2. Aerop mikroorganizma saf kulturi,

3. Kovacs Oksidaz ayiraci,

4. Filtre kagids,

5. Petri kaba,

6. Ekuvyon ya da oze.

Metod

1. Bos petri kabina bir parca filtre kagidi konur ve tizerine Kovac’s Oksidaz
reaktifinden 2-3 damla damlatilir.

NOT: Ticari oksidaz stripleri kullaniliyorsa, striplerin 1-2 damla steril SF ile
1slatilmasi onerilir.

2. Supheli koloniden oksidaz enzim etkinligi arastirilacak ornek igne 6ze kiirdan
ile alinir; seridin reaktif damlatilmis kismina surtlir.

3. 10 saniye i¢cinde mavi-mor rengin olusup olusmadig: izlenir.

IMVIC Testleri [Indol, Metil Red (Metil Kirmizisi), Voges-Proskauer,
Citrat]

Indol testi, triptofanaz enziminin varlifini ortaya koyan IMVIC seri testinin ilk
deneyidir. Triptofanaz enzimine sahip bakteriler bu substrati iceren besiyerlerinde
treyerek bu aminoasidi parcalar ve indol agiga ¢ikar. Indol pozitifliginde, ortama
eklenen aldehit iceren bir indikator reaktif indolle reaksiyona girer ve indikatore

2
A~

Y,
D>

KAPADOKYA
UNIVERSITESI



Klinik Biyokimya I-II Uygulama Kitab1 65

gore pembe/kirmiz1 (benzaldehit reaktifi) veya mavi-yesil (sinnamaldehit reaktifi)
renkli maddeler olusturur.

Sekil 11.2: IMVIC testi (Yazarin kendi gektigi fotograf).

Indol testi i¢in hizli test ve tiip testi olmak {izere iki yontem vardir. Hizl1 test,
indoliun direkt olarak triptofan igeren besiyerinde tiremis koloniden saptandig:
bir yontemdir. Digeri ise geleneksel tiip testi olup bir gece inkiibasyon gerektirir.
Ancak zayif pozitifliklerin bile yakalandig1 daha duyarl: bir testtir.

Voges-Proskauer (MR-VP) Testleri

Tim fermentatif Enterobacteriaceae ailesi Embden - Meyerhof yolunu kullanarak
glikozdan piruvat olustururlar. Baz1 bakterilerse bu son uirunt daha da yikarak
formik, laktik, asetik asit gibi daha gui¢lii asidik tirtinler meydana getirirler. Bu ne-
denle, ortam pH’1 4.4’ iin altina iner. Metil Red (metil kirmizisi) testi bir bakterinin
glikoz fermentasyonu sonucu olusturdugu son iiriinlerin asidik olup olmadigini
ortaya koyan bir testtir. Indikator olarak metil kirmizisi kullanilir. Glikozlu buy-
yona inokule edilen 6rnekler, son iiriin olarak asidik metabolitler agiga ¢ikariyorsa
MR indikatoru pH 5’in altinda kirmizi, 5,8’in tstiinde sar1 renk verir. Voges Prous-
kauer (VP) testi ise 0zellikle enterik bakterilerde glikoz fermentasyonu ile notral
son uriinler olusturup olusturmadigini saptayan bir baska identifikasyon testidir.
Purivik asidin daha ileri me-
tabolize edilmesi durumunda
mikroorganizmalar butilen -
glikol yolunu kullanarak ase-
til metil karbinol ve butandiol
olustururlar; bu son urunler
notral olduklarindan ortamin

pH’1n1 yukseltir ve pH 6’nin
Uzerine ¢ikar. Inkiibasyondan

Sekil 11.3: Voges-Proskauer testi (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf).

sonra bakterilerin butanediol
fermantasyon yeteneginde olup olmadiklar: bu test ile arastirilir. Asetil metil karbi-
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nol, potasyum hidroksid (KOH) varliginda okside olarak diasetil meydana getirir.
Bu iirtin ise alfa naftol (kreatin, arginin veya kreatinin) ile reaksiyona girdiginde
kirmizi renk olusturur.

Sitrat Kullanim Testi

Bakterilerin sitrat1 tek karbon (enerji) kaynag: olarak kullanip kullanmadigini
ortaya koyan bir testtir. Sitrat kullanim testi i¢in 6rnegin Simmon’s sitrat agara
ekilmesi gerekir. Tupte yatik hazirlanan bu besiyeri karbon kaynagi olarak sadece
sitrat icerir; azot kaynagi olarak da amonyum tuzlari bulunur.

Sitrat: tek karbon kaynag1 olarak kullanan mikroorganizmalar inorganik amon-
yum tuzlarini da tek azot kaynagi olarak kullanirlar ve agiga alkali tirtinler ¢ikar,
pH yiikselir (pH>7.6). Besiyerinde bulunan bromtimol mavisi indikator gorevi
goriir ve ortam pH’1 7’nin ustiine ¢ikinca besiyeri rengi Prusya mavisi rengine doner.
Ozellikle Enterik gram negatif comaklarin tanimlanmasinda dnemli bir testtir.

Salmonella, Edwardsiella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia ve Providen-
cia sitrat pozitif iken Escherichia, Shigella, Morganella ve Yersinia sitrat negatiftirler.
Proteus’larda ise sitrat degisken ozellik gosterir.

Caligma-2: Identifikasyon Testleri
Amag

Bakterilerin identifikasyonunda kullanilan temel testlerinin 6grenilmesi.

Ogrenim Hedefleri

1. Enterobacteriacea ailesinin identifikasyon testlerinin kavranmasi,

2. IMVIC ve sitokrom oksidaz testlerinin uygulanmasi.

Arac¢-Gereg

1. Saf kultur,

2. Ekuvyon,

3. Filtre kagida,

4. Petri kabi, tek kullanimlik — spot indol testi i¢in,
5. pH metre,

6. Pastor pipeti.
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Metod

Spot indol test

Filtre kagid: yontemi: Bos bir petri kabina yerlestirilen filtre kagidina 1-2
damla indol ayiraci damlatilir. Supheli koloniden alinarak filtre kagidina

surulir.

Ekiivyon yontemi: Ektivyon yardimiyla supheli koloni alinir ve tizerine indol
ayiraci damlatilir.

Plak yontemi: Besiyerinde iiremis siipheli koloninin tizerine bir damla indol
ayracit damlatilir. Karisik kultirlerde bu yontem tercih edilmemelidir. Tek
diismus saf kolonilere plak yontemi yapilmalidir.

Gorevler

1. Oksidaz testi yapildi m1?

2.

Sonug - yorum:

3. IMVIC Testleri yapild1 m1?

Indol

Metil Kirmizi Voges-Proskauer ——— Sitrat

Sonug - Yorum

Identifiye ettiginiz bakterinin genel 6zelliklerini tanimlayiniz.

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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Hemoliz Testi

Bazi bakteriler sahip olduklari cesitli tipteki hemolizin enzimleri ile kandaki he-
moglobini farkli derecelerde hemoliz etme yani parcalama yetenegine sahiptirler.
Bakterilerin hemoliz yetenegi kanl1 agar besiyeri kullanilarak test edilebilmektedir.

Hemoliz testi, daha ¢ok streptokok ve stafilokoklar1 kendi i¢lerinde ayirmak
icin kullanilmaktadir. Streptokoklar kanli agar besiyerinde alfa-, beta- ve gama-
hemolitik reaksiyon verirler. Alfa-hemolitik streptokoklarin kanli agar besiyerinde
olusturduklari kolonilerin etrafinda, kenarlar1 keskin hatli olmayan, bulanik ve
yesilimsi bir zon olusur. Beta-hemolitik streptokoklar, ayn1 besiyerinde tam hemoliz
yaparak kolonilerin etrafinda diizgiin bir hatla ¢evrilmis temiz ve berrak bir he-
moliz zonu olusturur. Gama-hemolitik streptokoklar ise hemolizin enzimine sahip
olmayan, kanl agar besiyerinde hemoliz olusturmayan streptokoklardir.

Kanl1 agar besiyerine 18-24 saatlik bakteri kiiltirtinden tek koloni distiriilecek
sekilde 0ze ile suirtilerek ekim yapilir ve optimum sicaklikta 1-7 giin siire ile inktbe
edilir. Besiyerinde gelisen koloniler, etrafinda olusturdugu hemoliz zonu yoniinden
her giin incelenir.

Ure Testi

Ure broth besiyerine 6ze ile inokiilasyon yapilarak optimum sicaklikta 24 saat siire
ile inktibasyona birakilir. Besiyeri rengi hafif kirmizidan siklamen pembeye donerse
pozitif, bir degisiklik olmazsa negatif olarak degerlendirilir. Ure testi sirasinda bir
baska iire broth besiyerine pozitif kontrol olarak Proteus, bir bagka besiyerine de
negatif kontrol olarak E. coli inokiile edilir, ayrica bir tiip Ure broth besiyeri inokule
edilmeden bos olarak kullanilir. Inkiibasyon sonunda 4 tiiptin rengi kontrol edilir.
Inokule edilmemis tiip sarimsi kirmizi renkte, pozitif kontrol kirmizi renkte, negatif
kontrol sar1 renkte olmalidir.

Safrada Erime Deneyi

Streptococcus pneumoiae’t di-
ger alfa-hemolitik streptokok-
lardan ayirmak i¢in kullanilan
bir testtir. Safra tuzu (sodium
deoxycholate, sodium taurocho-
late) bakterinin erimesine ne-
den olan, indirekt etkili bir
maddedir; otolitik enzim sente-

“ zini aktive ederek etkisini gos-
' terir. Test aktif ureme fazin-

Sekil 11.4: Safrada erime testi (Yazarin kendi cektigi fotograf).
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daki, 18-24 saatlik kat1 veya siv1 kiiltiirler ile tiipte yapilir. Kat1 besiyeri igin %2’lik,
tup testi igin %10’luk sodyum deoksikolat hazirlanir.

Sivi kiltiirle yapilan deneyde bakteri tercihen uygun buyyon besiyerinde 0.5-1
McFarland bulanikliginda stispanse edilir. Biri kontrol olan 2 tiipe 0.5 ml konur;
birinin uzerine safra ¢ozeltisi, digerine fizyolojik tuzlu su ayn1 miktarda ilave edi-
lerek 35°C’de 2 saat bekletilir. Tiplerde erime meydana gelmesi pozitiflik olarak
yorumlanir ve alfa hemoliz yapmis suipheli kolonilerin Streptococcus pneumonia

olarak identifiye edilmesini saglar.
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Uygulama - 12

Calisma-1: Safrada iireme deneyi

Amag

S.pneumoniae’nin identifikasyon testlerinin kavranmasi.

Ogrenim Hedefleri

1.

Alfa-hemolitik streptokoklarlarda ayirici taninin yapilabilmesi.

Arac¢-Gereg

1.

2.

Oze,
Test tupleri,
%10’luk safra tuzu ¢ozeltisi,

%2’lik safra tuzu ¢ozeltisi,

. Pastor pipeti,

Lam (direkt lam testi yapilacaksa),

Gram boya veya metilen mavisi boya (direkt lam testi yapilacaksa),

. Vorteks,

Etuv.

Metod

Direkt Plak Testi (Spot Test)

1.

Safrada erime testinin besiyeri tizerinde uygulanan seklidir. Ancak kiilturin
%5 koyun kanli agarda son 18-24 saatte Uremis olmasina dikkat edilmelidir.

. Bir damla %10’luk safra tuzu ¢ozeltisi besiyerinde tiremis supheli kolonilerin

uzerine damlatilir.

Agar-yuzu yukar: bakacak sekilde plak, 35°C’de 15-30 dk bekletilir. Besiyeri
yuzeyinde erime olup olmadig izlenir.

Tip Testi

1.

Bir tipe 0.5 ml FTS konur.
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2. McFarland’in 1 nolu sisesinin koyulugunda bir bakteri siispansiyonu hazirla-
nir. Siispansiyon vortekslenerek homojenize edilir.

3. Iki tupe alinir; hazirlanan bakteri sispansiyonu 0,25’ser ml konur. Tuplerin
biri test i¢in digeri kontrol amach kullanilacaktir.

4. Test tupuine 5 damla %?2’lik safra ¢ozeltisi, kontrol tuptine 5 damla FTS eklenir.

5. 35°C’de 2 saat inkiibe edilir. Her yarim saatte bir bulanikligin kaybolup kay-
bolmadig1 izlenir. Berraklasan tuplerdeki suslar, safrada erime testi pozitif
olarak bildirilir.

Gorevler

Sonug¢-Yorum:

Sonu¢-Yorum:

Sonu¢-Yorum:
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4. Safrada erime testi yapildi m1?

Sonu¢-Yorum:

5. Identifiye edilen bakterinin 6zelliklerini tanimlayiniz.

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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ANTIBIYOTIK DUYARLILIK DENEYLERI

Antibiyotikler ve Mikroorganizmalara Etkisi

Antibiyotik, dogal yollarla bazi bakteri ve mantar tiirleri tarafindan tuiretilen, mikro-
organizmalarin tiremesini durdurucu (bakteriyostatik) ve 6ldurtcu etki gosteren
(bakterisidal) ve enfeksiyon hastaliklarini tedavi eden kemoteropotiklerdir. Bir
antibiyotikte olmasi gereken en 6nemli 6zellik, segici toksik etki gosterip goster-
medigidir. Bu o6zellik, konak uizerinde toksik etkinin minimumda kalmas1 ancak
mikroorganizmanin hedeflenenen bolgesine optimal derecede etki gostermesiyle
iliskilidir. Hedef bolge, mikroorganizmanin tiremesini ya da yasamsal faaliyetlerini
durdurucu nitelikte bolgelerdir. Hiicre duvari, sitoplazmik membran, ribozomlar
ve diger yapilar hedef bolge olabilir.

Mikroorganizmalarin klinik numunelerden izolasyonu ve identifikasyonu ya-
pildiktan sonra hangi antibiyotige karsi duyarli ve hangilerine direngli olduklarini
saptamak gerekir. Bu amacla yapilan teste antibiyotik duyarlilik testi (antibiyog-
ram) denir.

Bakteri hiicre duvar sentezini engelleyen antibiyotikler: Hiicre duvari sentezi
hentiz tamamlanmamis bakterileri etkileyerek duvar butiinligiiniin olusmasini en-
geller. Hiicre duvari yikima ugramais bir bakteri oliir. Bu grup antibiyotiklere beta
laktam antibiyotiklerden penisilinler ile sefalosporinler, ayrica sikloserin, vankomi-
sin, basitrasin gibileri ornek verilebilir.

Bakteri membran permeabilitesini bozan antibiyotikler: Bakterinin sitoplaz-
mik membran gegirgenligini bozarak hiicre icinde bulunan maddelerin hiicre disina
¢ikmasini saglarlar. Cogunlukla 6ldiirticti yani bakterisidal etki olusturur. Hiicre
duvarina etkili antibiyotiklerden farkli olarak gelismesini tamamlamais bakterileri
de etkiler. Ornek: polimiksin, gramisidin, nistatin, ketokonazol, flukonazol vb.

Bakteri hiicresinin protein sentezini 6nleyen antibiyotikler: Bakteri ribozom-
larinda protein sentezini inhibe ederek bakterisid ve bakteriyostatik etki olusturur.
Aminoglikozidler, tetrasiklinler, tigesiklin, kloramfenikol, fusidik asit gibi bir¢ok
ornek verilebilir.
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Bakteri hiicresinin DNA ve m-RNA sentezini bozan antibiyotikler: Cogu me-
meli hiicresine de etkili (sitotoksik) olup antineoplastik olarak kullanilirlar. Memeli
hiicresine etkili olmayan kinolonlar ve rifamisinler antibiyotik olarak kullanilirlar.

Bakteri hiicresi metabolizmasini bozan antibiyotikler: Bakteri metabolizmas1
icin gerekli olan bir maddenin sentezini 6nleyerek etkili olur. Ornegin dapson,
sulfonamid, etambutol, trimetoprim, izoniazid vb. antibiyotikler bu gruba dahil
edilebilir.

Antibiyotik Duyarlilik Testi Yaparken Dikkat Edilecek
Hususlar

Dogru antibiyotigin secilmesi

Oncelikle enfeksiyon etkeninin kiiltiirle belirlenmesi gerekir. Daha sonra etken
bakterinin, antibiyotiklere diren¢ ve duyarlilik durumunun arastirilmasi gerekir.
Etken, izole edilmis ve kimligi ortaya konmussa yani tiir bazinda identifiye edil-
misse antibiyotik duyarlilik testi yapilarak bu enfeksiyonu tedavi edecek uygun
antibiyotik bulunur.

Antibiyotik duyarlilik testleri saf kultiirden yapilmalidir. Asla karisik kiiltiirden

antibiyogram yapilmaz.

Besiyeri Secimi

Antibiyotik duyarlilik testlerinde en yaygin kullanilan besiyeri Miiller-Hinton agar-
dir. Ancak bazi farkli 6zelliklere sahip bakteriler ya da zor uireyen mikroorganizma-
lar i¢in zenginlestirilmis alternatif besiyerleri de bulunmaktadir.

Antibiyogramda kullanilacak bir besiyerinin ideal 6zellikleri sunlardir:

* Optimal ph 7,2-7,4 arasinda olmalidur.

* Agar kalinlig1 4 mm’yi gegmemelidir. Cok ince ya da ¢ok kalin dokilmus
besiyerinde antibiyotik disklerinin difiizyon hizi degisebilir ve zon ¢capinda
yalanaci pozitiflikler/negatiflikler gelisebilir.

* Besiyerinin kontamine olup olmadig1 kontrol edilmeli, steril olmasina dikkat
edilmelidir.

* Besiyeri yuzeyi yirtik, catlak ve delik olmamalidir. Kurumus besiyerleri isleme
alinmamalidir.

* Buharlagsma sonrasi petri iginde su birikimi varsa bunlarin giderilmesi gerekir.

* Besiyerleri torbasiz olarak muhafaza ediliyorsa +4°C’de 2 hafta, torbada sakla-
niyorsa +4°C’de 8-10 hafta dayanabilir.
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Antibiyotik duyarlilik testi yaparken kullanilacak antimikrobiyal diskler igcin
onemli hususlar

Kullanim oncesi buzdolabi 1sisinda ya da daha dustik sicaklikta saklanmalidir.
Soguk zincire uyulmalidir. Buzdolabindan ¢ikarilan ambalajlarin oda 1sisina

getirildikten sonra kullnilmasina dikkat edilmelidir. Ambalajlarindan ¢ikarildiktan

sonra kuru ve soguk ortamda muhafaza edilmelidir. Nemden uzak tutulmalidir.

Antibiyotik Duyarlilik Test Yontemleri

Antibiyogram, genellikle kat1 besiyerinde difiizyon ve hem kat1 hem de s1v1 besiyeri
yapilabilen diliisyon yontemleriyle yapilir. Bunlardan baska kantitatif 6l¢im yapan
E-Test ve diren¢ saptayan otomatize sistemler ile de antibiyotik duyarlilik testi
yapilir. Bu testlerle bir antimikrobiyal maddenin belli bir test mikroorganizmasi
izerine etkisi minimal inhibitor konsantrasyonu= MIK (Minimal Inhibitory Con-
centration= MIC) belirlenebildigi gibi, s6z konusu herhangi bir mikroorganizmanin
belli bir antibiyotige kars1 duyarlili§1 ya da direng gelisimi ortaya konulabilir.

Gunumiizde antibiyogramlarin bildirilmesi ve yorumlanmasinda yaygin olarak
"Clinical and Laboratory Standards Institute" (CLSI) (Eski adiyla NCCLS) standart-
lar1 ile EUCAST "European Committee on Antimicrobial Suspectibility Testing"
kriterleri kullanilmaktadir.

Kirby - Bauer Disk Difiizyon Yontemi

Disk difuizyon yontemi, kolay, pratik ve ozellikle hizli ireyen aerop ve fakiltatif
anaerop bakteriler i¢in onerilen, rutin laboratuvarlarin sik tercih ettigi bir testtir.

Bu test ile antibiyotigin inhibe edici etkisi kalitatif olarak ol¢ulur. Disk etrafinda
bakterinin tiremedigi bolgeye zon adi verilir. Zon ¢ap1 mm olarak ol¢iiliir. Sonuglar
duyarli, orta duyarli ve direngli olarak raporlanir. Disk etrafinda inhibisyonun
zonu olusmuyorsa, bakterinin o ilaca kars1 direngli oldugu yorumu yapilir. Yani
antibiyotik bakteri iiremesini baskilayamamuistur.
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76 Bolum 12: Antibiyotik Duyarlilik Deneyleri

Uygulama - 13

Calisma: Kirby - Bauer Disk Difiizyon Yontemi
Amag

Antibiyotik duyarlilik deneylerinin 6grenilmesi.

Ogrenim Hedefleri
1. Bakterilerin antibiyotiklere diren¢ ve duyarlilik durumlarinin arastirilmasi,

2. Kalitatif yonde sonug verebilme.

Arac - Gereg
1. Identifiye edilmis sus,
2. Cesitli antibiyotik diskleri,
3. Miiller - Hinton agar,
4. Ekivyon,
5. Oze,
6. FTS,

7. McFarland Standardai.

Metod

Koloni Se¢cimi
Hastalik etkeni olarak izole edilip identiye edilmis saf kiiltirun taze kolonilerinden
3-4 tanesi segilir. Kolonilerin alinmasinda ekiivyon ya da 6ze kullanilabilir.

Sekil 12.1: Koloni secimi (Yazarin kendi gektigi fotograf).
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Inokulum Siispansiyonunun Hazirlanmast

%0,9’luk steril serum fizyolojikte suspanse edilen inokulum kullanilabilir. FTS
yerine Muller Hinton Broth da tercih edilebilir.

Inokulumun Standardizasyonu

Hazirlanan inokulumun standart bir bulanikliga sahip olmasi gerekir. Bunun igin
siv1 besiyerinde bulunan bakteri sayisini belirlemek amaciyla hazirlanan Mc Farland
standartlarina gore hazirlanmis olmasi onemlidir. Mc Farland’in baryum klorir
ve sulfurik asit karisimi igeren tiiplerinin belli oranlarda diliie edilmesiyle hazir-
lananan tirbitide setinin 0,5 nolu olani 108 cfu/ml bakteri sayisina isaret olan
bulanikliga esittir. Antibiyogram oncesi hazirlanan siispansiyonlarin bu bulanikliga
yakin olmasi, dogru sonuca ulastirir.

Cok yogun hazirlanmis stispansiyonlara steril SF eklenerek turbitide ayar1 yapilir.

Inokulasyon

Kullanilacak besiyerine -ki bu siklikla Miiller Hinton agardir- hazirlanan siispansi-
yondan oze ile 2 damla birakilir. Otoklavlanmais yavrulu tiple ya da steril ekivyonla,
tum agar ylzeyine stispansiyon yayilir. Petriyi dondurerek tim besiyerine homojen
dagilim saglanmalidir.

Sekil 12.2: Agarli petrilere inokulum yapilmasi (Yazarin kendi gektigi fotograf).

Antimikrobiyal Disklerin Yerlestirilmesi

Antimikrobiyal diskleri buzdo-
labindan ¢ikarilir ve oda 1sisina
geldikten sonra inokulim ya-
yilmis besiyerine dizilmelidir.
Etki mekanizmalari farkl: disk-
lerin tercih edilmesi gerekir.
Petri ¢capinin buyukligiine
gore en fazla 8-12 aras1 disk yer-
lesebilir. Tki disk arasinda yak-

lasik 2-2,5 cm aralik olmalidir
ve petrinin kenarindan 1,5 cm

Sekil 12.3: Antimikrobiyal disklerin yerlestirilmesi (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf).
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78 Bolum 12: Antibiyotik Duyarlilik Deneyleri

uzak olacak sekilde steril bir pens ya da otomatik dispenser yardimiyla agara yerles-
tirilmelidir.
Mueller - Hinton Besiyerinin Inkubasyonu

Identifiye edilmis mikroorganizmanin oksijen toleransina gore uygun inkiibasyon
ortami saglanarak 18-24 saat etiivde 37°C’de inkube edilir.

Gorevler

1. Kirby - Bauer disk diftizyon yontemi yapildi mi?.........cccceceeiennnnnne.

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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ANTIBIYOGRAM YORUMLAMA

Inhibisyon Zonlarinin Degerlendirilmesi

Duyarlilig test edilen mikroorganizmaya karsi antibiyotik etkili ise iremenin bas-
kilandig1 bir inhibisyon zonu olusur. Diskleri dahil ederek inhibisyon zon ¢aplar:
milimetrik cetvelle ol¢iilur. EUCAST ve CLSI standartlarina gore her mikroorganiz-
manin hangi antibiyotige duyarh ve direngli oldugunu saptamak gerekmektedir.

Test Sonuglarinin Denetlenmesi

Sonuglarin dogrulugunu belirleyebilmek igin test tekrarlarinda da birbirine ya-
kin zon ¢aplar: elde edilmelidir. Kalite kontrolde kullanilan standart suslar ile
denetlenerek sonuclar kontrol edilir. Bu suslarla beklenen sonuglar elde edilemezse
antibiyotik duyarlilik testlerinin yeniden yapilmasi gerekir.

Zon Capinin Tanimlanmasi

1. Duyarli (Susceptible, S): Enfeksi-
yonun, Onerilen dozda o ilag ile
basarili bir sekilde tedavi edilebi-
lecegini gosterir.

2. Orta Duyarli (Intermediate, I): Ila-
cin normalden ytiksek dozda kul-
lanildiginda klinik olarak etkili
olacagini gosterir. -

3. Dlrengh (Resistant, R) TedaVide Seeli(tiilgil?(;:(:%T;sft)'sonuglarl ve zon ¢apinin degerlendirilmesi (Yazarin kendi
kullanilmamasi gerektigini ifade

eder.
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Zon Cap1 (mm)

Antibiyotikler Suslar Direngli Orta Duyarl
Duyarli

Oksasilin (1png) S. aureus <10 11-12 >13
S. lugdunensis disindaki KNS’ler <17 - >18
Sefoksitin (30 ng) S. aureus ve S. lugdunensis <21 - >22
S. lugdunensis disindaki KNS’ler <24 - >25
Seftizoksim (30 pg) <14 15-19 >20
Moksalaktam (30 <14 15-22 >23

ng)

Tablo 13.1: Stafilokoklar igin 6nerilen zon gap1 yorumlama standartlar

Sekil 13.2: S.aurous zon ¢ap1 belirleme (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gérsel).
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Uygulama-14

Calisma: inhibisyon Zonlarinin Degerlendirilmesi
Amag

Antibiyotik duyarlilik deneyinin kalitatif yorumlamasi.

Ogrenim Hedefleri

1. Antibiyotiklere duyarly, ara duyarl ve direngli kavramlarinin 6grenilmesi,

2. Antibiyogram yorumlayabilme becerisinin kazandirilmasi.

Arac - Gereg

1. Onceden hazirlanmis antiyogram érnegi,
2. Siyah karton,

3. Milimetrik cetvel.

Metod

1. Inhibisyon zonlarini diskleri dahil ederek 6l¢tiniiz.

2. Elde edilen verileri duyarls, direngli ve orta duyarl: olacak sekilde standart

tabloyu kullanarak degerlendiriniz.

Gorevler

1. Zon ¢aplar ol¢ildit mu?

Antibiyotik Olgiilen zon ¢ap1 (mm) Sonug
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Bolim 13: Antibiyogram Yorumlama

2. Bu sonuca gore hastamiza hangi antibiyotikler verilebilir?

Ogretim
Uyesi:
[mza:
s
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Kisim II

Klinik Mikrobiyoloji-II
Uygulamalari

Bu bolimde klinik numunelerin mikrobiyolojik yonden 6rnek yonetimi, deger-
lendirilmesi ve klinik yorumlama becerisinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Klinik
Mikrobiyoloji laboratuvarlarinin ¢alisma alani olan enfeksiyon ajaninin identifikas-
yonu ve antibiyotik duyarlilik direng gelisimine dair arastirma teknikleri kullanila-

rak sistemler tizerinden numuneler ¢alisilacaktir.



BOGAZ, BURUN VE KULAK KULTURU

Bogaz Kultuiru

Ozellikle kis aylarinda klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarina en sik gelen numune-
lerin basinda bogaz kiiltiiri gelir.

Bogaz kulturiinde etken olarak siklikla izole edilen en 6nemli patojen A grubu
Beta Hemolitik Streptokoklardir. Akut farenjit etkeni olan bu bakteriler, streptococ-
cus pyogenes olarak izole edilir. Ikinci olarak etken olarak kabul edilebilecek tiir;
corynebacterium diphtherieae olup membranoz farenjit etkenidir.

Bunlarin disinda, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae gibi etkenler de
bogaz kiltirunden izole edilebilecek bakterilerdir.

Calisma - 1: Bogaz Kiiltiiriiniin Alinis:

Amag

Bogaz kultiiri alma tekniginin 6grenilmesi.

Ogrenim Hedefleri

1. Ust solunum yolu patojenlerinin izolasyonunun saglanabilmesi,

2. Hastadan dogru teknikle numune alinabilmesi.

Aracg - Gereg

1. Dil basacag (abeslang),

2. Steril ektivyon (silgic).
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Metod

1. Hastanin agzin1 iyice agmasi ve hastaya derin bir soluk almasi soylenir. Bu
amagla dil basacagi da kullanilabilir.

2. Ekiivyonun ucu, agiz i¢inde hicbir yere degdirilmeden, dogrudan her iki

bademcige ve arka yutaga, varsa iltihapli yerlere de stiruilur.
3. Ekuivyon agi1z i¢cinde hi¢bir yere degdirilmeden ¢ikarilir ve tiipiin i¢ine batirilir.
4. Mimkiunse islem baska bir ektuivyonla da tekrarlanir.

5. En kisa siirede laboratuvara gonderilerek ekim yapilmasi saglanir.

DIKKAT!!!
Bu islem, 6gurme refleksi olusturabileceginden, mimkiin

olan en kisa suirede yapilmalidir.

DIKKAT!!

Ekuvyonla numune alma islemi tamamlandiktan sonra
ekuvyonu hastanin agzindan cikarirken dile, dise ve yanak
i¢lerine dokunmamak, flora bakterilerinin patojen bakteri-

lerle karismasina engel olur.

Calisma - 2: Ekim
Aracg - Gereg
1. Koyun kanl agar,
2. Ekuvyon,

3. Oze.

Metod
1. Hastadan alinmis numune besiyeri plaginin 1/4’lik kismina ekiivyonu strtme
teknigi ile ekilir.

2. Besiyerinde kalan 3/4’lik kisim ise oze ile azaltma teknigi kullanilarak ekilir.
37%C’de 24 saat inkiibe edilir.

3. Ikinci numune ile gram boyanmak tizere preparat hazirlanir.
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86 Bolum 1: Bogaz, Burun ve Kulak Kultura

Gorev

4. Gram boyama ile boyadiginiz preparatta gorduklerinizi ¢iziniz.

Sonug¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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Burun Kulturu

Burun kultiirii daha ¢ok gida sektoriinde ¢alisan kisilerin portor muayenelerinde ve
saglik ¢alisanlarinda da tasiyicilik yoniinden istenen bir tahlildir.

Burun florasinin en 6nemli uiyeleri, corynebacterium’lar, stafilokoklar ve strepto-
koklardir. Dogrudan burun mukozas: enfeksiyon etkenleri arasinda; S.aureus, viral
kaynakli rinitlere ikincil enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikarken; yenidoganda
E.coli, P.aeruginosa, C.albicans, Acinetobacter ve Moraxella lokalize lezyonlardan izole
edilebilir. Yine 6zgiil enfeksiyon etkenlerinden Klebsiella pneumoniae subsp. ozonae,
Corynebacterium diphteriae ve Mycobacterium leprae burun suruntilerinden izole
edilen mikroorganizmalardir.

Calisma - 3: Burun Kiiltiiriiniin Alinis:
Amag

Burun kiultirt alma tekniginin 6grenilmesi.

Ogrenim Hedefleri

1. Ust solunum yolu patojenlerinin izolasyonunun saglanabilmesi,

2. Hastadan dogru teknikle numune alinabilmesi.

Aracg - Gereg

1. Steril ekuivyon (silgic).

Metod

1. Steril ekiivyon, burun deligine yan duvarlarindan sokularak 2-2,5 cm igeriye

dogru surulur.
2. Ekiivyon gevrilerek nazal mukozadan/burun zarindan ornek alinir.
3. Eger lepra stuiphesi varsa ekiivyon bastirilarak ornek alinmasi onerilir.

4. Ekivyon %1’lik glikozlu buyyona konur.

DIKKAT!!!
Ekuvyon, steril serum fizyolojik ile 1slatildiktan sonra sii-

rulirse daha iyi ornek alinir.
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Calisma - 4: Ekim
Arac - Gereg

1. Koyun kanli agar,
2. EMB agar,

3. Oze.

Metod

1. Hastadan alinmis numune besiyeri plaginin 1/4’lik kismina ekiivyonu strtme

teknigi ile ekilir.

2. Besiyerinde kalan 3/4’luk kisim ise 0ze ile azaltma teknigi kullanilarak ekilir.
379C’de bir gece inkiibe edilir. Ayn1 islem diger burun deligi i¢in tekrar edilir.

3. Ekim isleminden sonra her iki ekiivyonla gram boyama i¢in preparat hazirla-

nir.

Gorev

4. Gram boyama ile boyadiginiz preparatta gorduklerinizi ¢iziniz.
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Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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Kulak Kulturu

Di1s kulak yolu pH’1 4,5-5 arasi1 olup mikroorganizmalarin yasamasi i¢in uygun
olmayan bir ortam yaratmaktadir. Kulak temizligi sirasinda travmatize edilerek
doku butiunliagunin bozulmas: ve steril olmayan aletlerin kullanilmasi, suyla sik
temas sonucu pH’in notre kaymas: gibi sebeplerden dolay: enfeksiyon gelisebilir.
Islaklik, mikroorganizmalarin, 6zellikle mantarlarin yerlesmesine zemin hazirlar.
Dis kulak yolu deri ile kapli oldugu icin enfeksiyonlarinda saptanan mikroorganiz-
malar genellikle deri floras1 kaynaklidir. Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus ve Corynebacterium cinsine ait turler bu bolgede baskin olarak bulunan bak-
terilerdendir. Daha az olarak da propionobacterium acnes gibi anaerob bakteriler
bulunmaktadir. Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae ve Moraxella ca-
tarrhalis gibi orta kulak enfeksiyonlarina neden olabilen patojenler, kulak zar1 hasar:
olmayan kisilerin dis kulak yolu kultiirlerinden az sayida tiretilebilmektedir. D1s
kulak yolundan izole edilen fungal ajanlar ise; Aspergillus, Candida, Phycomycetes,
Rhizopus, Actinomyces ve Penicillium cinsilerine ait turlerdir. Fungal otitlerin buyuk
bir cogunlugundan Aspergillus tiirleri, cocuklardaki dis kulak yolu enfeksiyonlarin-
dan ise en fazla Candida albicans sorumlu tutulmaktadir. Bu enfeksiyonlarda patojen
ve olas1 patojen mikroorganizmalarin bilinmesi uygun tedavinin belirlenmesinde
ve basarisinda en onemli katkiy1 saglar.

Calisma - 5: Kulak Kultiiru
Aracg - Gereg

1. Ekuvyon,
2. Kanl agar,
3. EMB agar,

4. Oze.

Metod

1. Dis kulakta bulunan lezyondan materyal almak i¢in once deri antisepsisi
saglanir.

2. Sonra yine steril bir lanset/igne vb. aragla lezyon acilir ve ekiivyonla 6rnek
alinir.
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Orta kulaktan akint1 6rnegi almak igin;

1. Dis kulak yolu oncelikle steril SF ile silinmelidir ki flora ile kontaminasyon
engellenebilsin.

2. Ekuvyon yardimiyla ¢ok ilerlemeden ornek alinir.

3. Ekiivyon glikozlu buyyon igerisine konur.

Gorev

1. Hastadan dogru teknikle numune alindi mi?..........cccceiiiiiininininininnnccceee
2. Her iki besiyerine ekim yapildi mi?.........ccocoiiiiiiiiiiiiiii
3. Preparat hazirlanip gramile boyandi mi?.........ccococoviviiiiniiniiiii

4. Gram boyama ile boyadiginiz preparatta gorduklerinizi ¢iziniz.

Sonug - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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DEGERLENDIRME UYGULAMASI - 1

A grubu beta hemolitik Streptokok tayini
Staphylococcus aureus tayini

Pseudomonas aeruginosa tayini

A Grubu Beta Hemolitik Streptokok Tayini

Streptococcus pyogenes, bogaz ve deride kolonize olan ve akut farenjitin en sik rastla-
nilan bakteriyel etkenidir. Bu bakterinin bazi suslar1 sekel olarak akut romatizmal
ates ve akut glomerulonefrit olusturdugu icin tibbi agidan 6nemlidir. S.pyogenes
streptolizin O (SO) ve streptolizin S (SS) olmak tzere iki farkli hemolizin turetir. SO
oksijene duyarlidir ve kolesterol varliginda inhibe olur. SO insan i¢in immunojen
olup antistreptolizin O antikorlarinin olusumuna (ASO) neden olur. insanda ASO
titresinin yiiksek bulunmasi 3-4 hafta icerisinde gecirilmis faringeal S.pyogenes
enfeksiyonunu gosterir. S.pyogenes’e bagli deri enfeksiyonlarindan sonra ASO yiik-
selmez ¢uinku derideki kolesterol tarafindan SO etkisiz hale getirilir.

DIKKAT!!!

Farinks disindaki hastalik materyallerinin gram boyama in-
celemesinde 16kositler ve zincir yapmis gram (+) koklarin
gorulmesi tani i¢in onemlidir.

Ust solunum yolu ve agiz florasinda ¢ok sayida diger farkli
tir streptokoklarin olmasi nedeni ile bu 6rneklerin gram

boyamasi yapilmaz.

Streptokok enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan en giivenilir yontem; kultuir-
dir.

S.pyogenes koyun kanli agarda genis bir beta hemoliz zonu ile ¢evrili koloniler
olusturur. Bu bakterilerin basitrasine duyarli ve trimetoprim sulfametoksazole

direngli olmalar1 tani i¢in degerlidir.
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Calisma - 1: Bogaz Kiiltiiriinde S.pyogenes Degerlendirmesi

Arac¢-Gerecg

1. Bacitrasin, SXT, P, E diskleri

2. Kanli agar

Metod

1. Uremis siipheli kolonilerden B ve SXT disklerine antibiyotik duyarlilik testi
Kirby-Bauer disk difuzyon yontemi protokolune gore yapilir (bkz. Kisim I
Boliim 12).

2. Antibiyotik direncine gore tur belirlenir.

Gorev

1. Kanli agarda tremis koloniler var mi?..........cccccvviiiiiininnnns

Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:

S
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94 Boliim 2: Degerlendirme Uygulamasi - 1

Staphylococcus aureus Tayini

Stafilokoklar dis ortam kosullarina gostermis olduklar: diren¢ sayesinde bir¢ok
ortamdan izole edilebilirler. Bu mikroorganizmalar hareketsiz, sporsuz, katalaz-
pozitif, iztim salkimi seklinde kiimeler yapan gram pozitif koklardir. Insanlarda
en sik deri ve yumusak doku enfeksiyonlarina yol agarlar, burun, bogaz, vagen,
rektum ve perine gibi ¢ok sayida bolgede kolonize olabilirler. Bulagsma yolu hava ve
direkt temasladir. Son zamanlarda toplum kaynakli infeksiyonlardan siklikla izole
edilen bakterilerin basinda metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suslar:
gelmektedir. Bir¢ok hastane enfeksiyonu MRSA tasiyicisi olan saglik personeli
kaynaklidir. Saglik personeli ile otelcilik veya gida sektoru ¢alisanlarindan her yil 1
kez olmak kaydi ile burundan S.aureus tasiyiciligi yontinden kultur alinmalidir.

Mikroskobi

Stafilokoklar kiiltiirden veya klinik numunelerden hazirlanan preparatlarda, gram
pozitif, sporsuz, 0.5-1.5 pm ¢apinda yuvarlak, tek tek, diplokok, tetrad kiimeleri
olarak, kisa zincir yapmis koklar olarak veya tiziim salkimi seklinde diizensiz
kiimeler olusturmus koklar olarak goriilebilirler.

Direkt bakida 6n rapor ‘lizim salkimi seklinde gram pozitif koklar gorildii” sek-
linde verilebilir. Stafilokoklar enfeksiyon yerinden aseptik sekilde alinan 6rneklerde
¢ok sayida polimorfoniikleer lokositle birlikte gorulurler.

Kiiltiir
Kanl1 agarda ve gikolata agar plaklarina ekim yapilir. Hemoliz olarak beta hemoliz
varlig1, altin saris1 pigment varligi, katalaz testi pozitifligi incelenir. Daha sonra siip-
heli koloni alinarak koagiilaz testi yapilmalidir.Boylece S.aureus, diger Staphylococ
turlerinden ayirt edilmis olur. Koagiilaz (+) sonug, S.aureus, (-) sonug S.epidermidis
ya da S. saprophyticus olarak degerlendirilebilir.
Calisma-2: Burun Kiiltiiriinde S.aureus Degerlendirilmesi
Arac - Gereg

1. Kanh plakta tiremis supheli koloniler,

2. H,0,,

3. Plazma,

4. Lam,

5. Deney tupu.
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Metod

Bkz. Kisim-1 Bolum 9

Gorev
1. Supheli kolonilere gram boyama yapildi mi?........ccccecoviiiiiniiiniiininnns
2. Supheli koloniler etrafinda beta-hemoliz zonu var mi1?............c.cc.co....
3. Katalaz testi yapildi m1?........cccccecveviinninenn. SONUG:...viriiiiiiiieieeeeiee
4. Koagilaz testi yapildi m1?..........ccccevvennn SONUG:..coviiuiiiieiieiieieee

Sonug - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:

S
@
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96 Bolum 2: Degerlendirme Uygulamasi - 1

Pseudomonas aeruginosa Tayini

Pseudomonaslar, dogada yaygin olarak bulunan ve giinimiuzde firsat¢1 enfeksiyon-
larla hastane enfeksiyonlarina yol agan olduk¢a direngli bakterilerdir. Pseudomonas
aeruginosa toplum ve hastane kokenli enfeksiyonlarin etiyolojik ajanlarinin basinda
gelmektedir. Normal flora tiyesi olarak saglikli bireylerin gastrointestinal sistem,
bogaz, burun mukozasi ile koltuk alti, perine gibi nemli deri yuzeylerinde nadiren
kolonize olur. P. aeruginosa suslarinda beta laktam halkay1 bozan enzim etkinligi,
aktif efflux sistemi, porin kayb1 ve hedef bolgede 6zgiil baglanmay1 engelleyici
mutasyonlar gibi mekanizmalarla antimikrobiyal ilaclara direng gelistirmistir. Ak-
tif pompa direnci ile imipenem hari¢ tiim beta laktamlara ve kinolonlara direng
kazanabilen Pseudomonas aeruginosa, tedavide sorun olusturmaktadir. Yanlis ve uy-
gun olmayan antibiyotik kullanimi ve dogru tedavinin gecikmesi nedeniyle gelisen
uzamis hastanede yatis siiresi mortalite oranini arttirmaktadir.

Mikroskobi

Klinik numuneden ya da tiremis kultiirde gram negatif basiller seklinde goriilirler.

Kultir

Pseudomonas aeruginosa zorunlu aerop, monotrik flagellali bir bakteri olup toprakta,
bitkilerde, hayvanlarda ve suda yaygin olarak bulunur. P.aeruginosa’nin 42°C’de
ureyebilmesi, onu diger Pseudomonas tirlerinden ayirir. P.aeruginosa mavi-yesil
renk veren piyosiyanin pigmenti sayesinde klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
identifikasyonu en kolay yapilan tiirlerdendir.

Pseudomonaslar tek bir karbon kaynag: varliginda dahi kolay urerler ve laktoz
negatif R tipi bazen de mukoid koloniler olustururlar. Triptofan 2-aminoasetofenon
uretmeleri nedeniyle beyaz sabun kokusu benzeri bir koku tiretirler. Bazi suslar
kan1 hemoliz eder. Sitokrom oksidaz enzimleri pozitifdir.

Calisma-3: Kulak Kiltirinde Pseudomonas aeruginosa
Degerlendirilmesi

Ara¢-Gereg

1. Kanl1 agar,
2. EMB agar,
3. Cikolata agar,

4. Besiyeri plaklarinda tiremis siipheli koloniler.
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Gorevler
1. Besiyeri plaginda uremis M tipi koloni var mi1?........c.ccccccevvrvnnnne.
2. Supheli koloniden gram boyama yapildi mi?.........ccceceeeiiriiininninnns
3. Gram boyama ile gorduklerinizi ¢iziniz ve yorumlayiniz.
4. Besiyerinde pigment olusumu gozlendi mi?.....................

Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:

S
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I_BALGAM KULTURU VE TUBERKULOZ YONUNDEN
ORNEK YONETIMI

Balgamin Mikrobiyolojik Degerlendirilmesi

Alt solunum yolu enfeksiyonlarinda incelenecek ornekler; balgam, transtrakeal
aspirasyon (TTA), bronkoalveolar lavaj (BAL), brons yikama sivisi, brons fircalama
ornegi, brons biyopsi ornekleri, akciger aspirat1 ve akciger biyopsisi ornekleridir.
Alt solunum yollari, bronsiol ve alveoller normal kosullarda flora tasimaz, sterildir.
Toplumun her kesimini etkileyen alt solunum yolu enfeksiyonlar:1 baslica; akut
bronsit, kronik bronsitin akut alevlenmeleri ve pnomonidir.Toplumdan edinilmis
pnomoniye siklikla; S.pneumoniae, M.pneumoniae, Moraxella catarrhalis ve S.aureus
neden olur.

Nozokomiyal pnomoniye ise daha ¢ok gram (-) bakteriler (Pseudomonas aerugi-
nosa, Acinetobacter baumanni, E.coli ve K.pneumoniae ) neden olur.

Balgam, pnomonilerin laboratuvar tanisinda kullanilan en sik ve ilk degerlendi-

rilen Ornektir.

DIKKAT!!

Orofarengeal kontaminasyon balgamin tani degerini dusii-
rur.

10x objektifle yapilan direkt mikroskobik balgam incele-
mesinde her alanda yassi epitel hiicre sayis1 10 veya <10,

lokosit say1s1>25 ise balgam kaliteli balgamdar.

Calisma-1: Balgamin Mikrobiyolojik Degerlendirilmesi

Arac¢-Gereg
1. EMB agar 4. Cikolata agar
2. Saboraud agar 5. Gram boya seti
3. Kanl agar 6. EZN boya seti
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-

o -

Sekil 3.1: Piirtilan balgamin degerlendirilmesi (Yazarin kendi cektigi fotograf).

Metod

1. Materyal makroskobik olarak degerlendirilir.

2. Materyalin en mukoid ve piiriilan goriilen kismindan 6ze ile alinarak kanh
agar, ¢ikolata agar ve EMB agar ile Saboraud agara ekim yapilir.

3. Saboraud besiyeri aerop ortamda, diger ekim yapilmis petriler %CO,’li or-
tamda 24-48 saat inkiibe edilir.

4. Mantar enfeksiyonu suphesi varsa, mantar kulturu yapilir.

5. Materyalden gram ve EZN boyama yapilarak incelenir.

Gorevler

1. Balgamin makroskobik 6zelliklerini tanimlayiniz.

2. Direkt gram preparatini inceleyerek kaliteli balgam kriterlerine uyup
uymadigini agiklayiniz. .......cccoociviiiiiiiiiiiniie

3. Balgamin EZN preparatini inceleyiniz. Sonucu belirtiniz.

4. Dogru besiyerlerine ekim yapiniz. Inkiibasyonu baglatiniz.

Kullanilan besiyerlerit.......ccocoiiiiiiiiiiiiiiiicc
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Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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Tiiberkiiloz Yoniinden Ornek Yonetimi

Tuberkiiloz, sadece akcigerleri degil bir¢ok farkli organ ve sistemleri etkileyebilen

sistemik bir enfeksiyon hastaligidir. Dolayisiyla tiuberkuloz tanisi birgok farkl:

numune ile koyulabilir. Hastaligin tanisinda akciger veya akciger dis1 olmak tuzere

ve floral1 veya steril alanlardan farkl: tipte orneklerden yararlanilmaktadir. Numune

kaplari steril olmalidir ve vidali kapakli, sizdirmaz olmasina dikkat edilmelidir.

Ornek Tiiri

Balgam

Uyarilmis (indiiklenmis)
balgam

BAL Brons lavaji veya
bronsiyal fircalama
ornegi

Trakeal aspirat

Endotrakeal aspirat

Aclik Mide Suyu

Akciger doku Ornegi

Larinks suruntisua

Endikasyon
AC tuberkiilozunda en sik tercih

edilen materyaldir.

Hasta balgam ¢ikaramiyorsa ve

ayakta tedavi ediliyorsa

Indiiklenmis ya da normal
balgam veremeyen, ayakta takip

edilemeyen hastalar

Bagka sekilde 6rnek veremeyen
yogun bakim hastalar1

Koma halindeki hastalarla
balgam veremeyen ¢ocuklardan

alinir.

Invazif olmayan teknikler ile
tani konulamayan akciger
tuberkiilozu siiphesi olan

olgular

Tim Ornek alma yontemleri ile

ornek alinamadig1 durumlarda

Ornek Alma Ozelligi
Sabah a¢ karnina ve 3 giin ust tste
alinmis balgam gerekmektedir.
Ornek miktari en az 3-5 ml

olmalidir.

Aerosol haldeki 10 ml %3-10’luk
hipertonik tuzlu su 15-30 dk
boyunca hastaya yavasca solutulur,
derin ve kuvvetli okstiriik ile

yaklasik 10 ml balgam 6rnegi alinir.

5-10 ml brong lavaji/BAL 6rnegi < 5
ml serum fizyolojik igerisine alinan
fircalama ornegi Trakeal aspirat <3

ml

En az 3 ml olmali

Ust iiste 3 giin, sabah ag karnina,
hasta yatagindan kalkmadan,
gastrik tip ile 25-50 ml steril su
veya serum fizyolojik (SF) verilip
aspire edildikten sonra en az 5 ml
ornek alinir.

Aseptik sartlarda kazeoz lezyondan
alinan en az 1 gr doku biyopsisi,
Acik akciger biyopsi doku ornegi

2-3 ml’lik steril SF i¢ine alinir.

Ekiivyon ile siiriintii alinarak 2-3

ml’lik steril SF i¢ine konur.

Tablo 3.1: Akciger tiiberkiilozu tanisinda kullanilan 6rneklerin alinmasina iliskin 6zellikler
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102 Boliim 3: Balgam Kiiltiirii ve Tiiberkiiloz Yontinden Ornek Yonetimi

Orneklerin islenmesi

Orneklerin islenmesinde kullanilan yontemlerin uygulama basamaklari:
1. Dekontaminasyon
2. Homojenizasyon
3. Notralizasyon

4. Konsantrasyon

1. Dekontaminasyon

Steril olmayan 6rnekler énce bu asamadan gegmelidir. Ornek icerisindeki mikobak-
terilerin canlilig1 korunurken, kontaminant mikroorganizmalarin NaOH, oksalik
asit vb. kimyasal maddeler ile uzaklastirilmasi ve sayica azaltilmasi islemidir. Steril
ornekler bu asamaya alinmaz, direkt olarak homojenize edilebilir.

2. Homojenizasyon

Ornekte bulunan basilleri bir araya toplama islemidir. NaOH veya N asetil L sis-
tein (NALC) kullanilir. Bu maddeler 6rnekteki mukusu eriterek basillerin ortaya
¢ikmasini saglar. Basiller 6rnek iginde homojen bir sekilde dagilir.

3. Notralizasyon

[k iki asamada kullanilan kimyasal maddeler nedeniyle pH'in diizenlenmesini
saglayan asamadir. Mikobakterilerin yasadigi optimal pH olan 6,8’in elde edilmesi
hedeflenir.

4. Konsantrasyon

Santrifiijleme asamasi olup ornekteki basil sayisin1 konsantre ederek taniy1 kolay-

lagtirir.

NALC-NaOH yontemi

En sik tercih edilen yontemdir. NaOH mukolitik olmas1 nedeniyle homojenizasyonu
saglar; ayrica dekontaminant 6zelliktedir. NALC de mukolitik 6zellikte olup ho-
mojenizasyona yardimci olarak kullanilir. Sodyum sitrat ise 6rnekte bulunabilecek
agir metal iyonlarini baglayarak NALC’nin inaktive olmasini 6nlemek amaciyla
kullanilir. Santrifiij islemi sirasinda ortaya ¢ikabilecek 1s1 artis: tiiberkiiloz basilinin
olumiine neden olabilecegi i¢in sogutmali santrifiij kullanilmasi onerilir.
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Sekil 3.2: Balgamin islenmesi (Nazile Arda Cakir tarafindan yapilan ¢izim).

Caligma - 2: Tiiberkiiloz Yoniinden Ornek Yonetimi

Arac - Gereg

1.

2.

10.

%4 NaOH (500 ml),

%2,9 sodyum sitrat dehidrat veya %2,6 sodyum sitrat anhidr6z (500 ml),

. NALC (5 gr),

pH 6,8 fosfat tampon/steril distile su,

. 50 ml'lik burgu kapakli, konik tabanli, polipropilen yapida steril tek kulla-

nimlik tup,

. 3 ml'lik dereceli tek kullanimlik, steril pastor pipeti,

100-200-500-1000 ml hacimli, burgu kapakli, kapak dahil otoklavlanabilir
siseler,

10-20 ml‘lik burgu kapakl siseler,

. 50 ml'lik tupun yerlestirilmesine uygun miimkiinse sogutmali santrifiij cihazi,

Vorteks cihazi.
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Boliim 3: Balgam Kiiltiirii ve Tiiberkiiloz Yontinden Ornek Yonetimi

Metod

1.

10.

11.

12.

13.

%4 NaOH ve %2,9 sodyum sitrat dehidrat veya %2,6 sodyum sitrat anhidroz
solusyonlar: karistirilarak steril edilir ve saklanir. NaOH final konsantasyonu
%?2’dir.

Kullanmadan 6nce NALC eklenir. Bu karisim gunluk hazirlanmalidir.

. 50 mI'lik plastik tup lizerine 6rnegin numarasi yazilarak 5-10 ml 6rnek veya

konsantre edilmis 6rnek tuplere konur.

Uzerine esit hacimde NALC-NaOH karisimi ilave edilir.

. Tuplerin agizlar: sikica kapatilir ve 5-20 saniye vortekslenir.

Dekontaminasyon i¢in tupler, 20-25°C’de 15 dakika dik konumda bekletilir.

. Bu suire zarfinda tiipler ara sira el ile ¢alkalanir veya mumkiinse mekanik

karistiricida ¢alkalanir.

. Tapler 50 ml tamamlanana kadar fosfat tampon ¢ozeltisi veya distile su ile

doldurulur.

Karisim vortekslenir.

Tupler, 3000 x g’de 15 dakika santrifiij edilir.

Ust s1vi, uygun bir dezenfektan iceren atik kabina dokiiliir.

Cokelti tizerine 1-2 ml fosfat tampon soliisyonu veya %0,85 NaCl ¢ozeltisi

eklenir.

Elde edilen ¢okelti karistmindan bir damla alinarak lama yayilir ve uygun
besiyerlerine ekim yapailir.

Gorevler
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Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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DEGERLENDIRME UYGULAMASI - 2

Streptococcus pneumoniae tayini

Haemophilus influenza tayini

Streptococcus pneumoniae tayini

S.pneumoniae, birbirine bakan yuzleri diiz, uglari sivri, mum alevi ya da lanset sekilli
gram pozitif diplokoklardir. Buyyon ve jeloz gibi adi besiyerlerinde giic iirerler. %5
CO,’li ortamda ve kan, serum gibi maddelerle zenginlestirilmis beisyerlerinde iirer.
Optimal tireme 15151 37°C “dir. Kanl1 agarda alfa - hemoliz yaparlar.

Pnomokoklar; pnomoni, menenjit, lober pnémoni, mastoidit, otitis media, si-
niizit, eklem iltihaplar: gibi ¢ok sayida farkli enfeksiyonun etkeni olarak klinik

orneklerden izole edilebilirler.

Kultir

Pnomokoklar rutinde kullanilan koyun kanli agar ve ¢ikolata agar gibi besiyerle-
rinde kolay tirer. Uremek i¢in 6zel kosullara ve spesifik besiyeri bilesenlerine ihtiyag
duymazlar.

Tanimlama testleri

Numuneler ekilip 18-24 saat 37°C’de inkiibe edilir ve ilk iiredigi besiyerinde alfa
hemolizli koloniler goruliirse koyun kanli agara pasaj alinir. Asagida siralanan

birinci basamak testler uygulanir.
1. Gram boyama (bkz. Kisim 1, Boliim 6, Uygulama - 5 ),
2. Katalaz testi (bkz. Kisim 1, Bolum 11, Uygulama - 10),
3. Optokin duyarlilik testi.
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Gram boyamada gram pozitif diplokoklar, tek tek diismiis koklar ve lanset sek-
linde diplokoklar gortlebilir. Daha ¢ok klinik numunelerden hazirlanmis direkt
yaymalarda mum alevi goriinimlu tipik pnomokok morfolojisine rastlanir.

Gram boyama ve kiiltiir 6zellikleriyle streptokok oldugu yontinde diisuntilen
bakterilere katalaz testi yapilarak Stafilokok stiphesinden uzaklasmak gerekir. St-
reptokoklar katalaz negatiftir.

Sekil 4.1: Optokin duyarli pnémokok ve direngli viridans streptokoklar (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gérsel).

Genel olarak ise alfa - hemolitik streptokoklarin tanimlamasinda kullanilir.
S.pneumoniae izolatlar1 optokine duyarlidir.

Calisma - 1: Solunum Yolu 6rneklerinden S.pneumonia izolasyonu
Arac¢-Gereg

1. Koyun kanl agar,

2. Ekuvyon,

3. SE

e

. Hidrojen peroksit,

5. Lam,

@)

. Optokin diski.
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108 Bolum 4: Degerlendirme Uygulamasi - 2

Metod

1. Kanh agara ekim yapailir.

2. Optokin diski ekim yapilmis besiyerinin merkezine yerlestirilir ve 35°C’de
18-24 saat inkube edilir.

3. >14 mm inhibisyon zonunun gorulmesi S. pneumoniae tanisini dogrular.

Gorevler

1. Supheli kolonilerde hemoliz zonu gozlendi mi?..........cccceevirieniiciiniiininnicnnns

2. Supheli koloniler gram boyama ile boyandi mi?...........cccoovviiiiininiiiinnnnn.

Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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Haemophilus influenza tayini

Hemofil grubu bakteriler ¢ok zor iireyen, kan ve kan tiriinlerine ihtiyag duyan, kii-
cuk, pleomorfik, gram negatif, sporsuz bakterilerdir. Bu bakteriler ¢ogalabilmek i¢in
1stya direngli X faktoriine (hemin) ve 1stya duyarli V faktoriine (NADP) gereksinim
duyarlar.

H. influenzae zor urer ve kolay olur. Adi besiyerlerinde genellikle zor tiredigi
i¢cin solunum yolu o6rneklerinde mutlaka ekim yapilacak besiyerlerinden bir ya da
birkac1 zenginlestirilmis besiyeri olmadir. Rutin laboratuvarlarda bu ihtiyaca cevap
veren en yaygin besiyeri ¢ikolata agardir. At kani ya da koyun kani ile hazirlanan
bu besiyerinde 1sitilarak lizise ugramis eritrositlerden biiyume faktorlerinin agiga
¢ikmasi saglanir. H. influenzae ¢ikolata agarda, buyiik, dizgiin ytizeyli, konveks,
renksiz, S tipi koloniler olusturur. Kapsiillii suslarda M tipine yakin morfoloji
izlenebilir.

H. influenzae, buyume faktorleri icermeyen koyun kanli agarda tireyemez. Ha-
emophilus’lar1 koyun kanli agarda uretmek igin, S.aureus ile yapilan ¢izgi ekim
veya X ve V faktorleri igeren disklerin besiyeri ylizeyine difiize olmasiyla tireme
gerceklesebilir.

DIKKAT!!!

Haemophilus influenza ile Staphylococcus aureus arasin-

daki satellit iligki nedir? arastiriniz.

X ve V faktor gereksinimlerine gore tanimlama

Hemin ve NAD varliginda ureyebilen H. influenza bu 6zelligi ile bircok Haemophi-
lus’dan ayrilir.

tlr X faktor V faktor beta - hemoliz
gereksinimi gereksinimi
H. influenzae + + -
H. haemolyticus + +
H. +
parahaemolyticus
H. parainfluenzae + -

Tablo 4.1: Haemophilus’larin X ve V faktér gereksinimleri
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Colonies of
H influenzae

Sekil 4.2: X ve V faktoriin her ikisine de ihtiya¢ duyan H.influenza kolonileri disklerin zonlarinin kesistigi yerde daha yogun goriilmektedir (Nazile
Arda Cakir tarafindan yapilan ¢izim).

Calisma-2: Solunum Yolu Orneklerinden Haemophilus spp. Tiirlerinin
izolasyonu

Arag-Gereg

1. Koyun kanli agar,
2. Cikolata agar,
3. Oksidaz ayiraci,

4. Bacitrasin diski.

Gorevler

2. Gordiklerinizi ¢iziniz ve yorumlayiniz.
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Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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LUST VE ALT SOLUNUM MATERYALLERINDEN IZOLE
EDILMIS PATOJENLERE

ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERININ YAPILMASI

Antibiyotikler bir¢ok bakteri ve mantar turi tarafindan dogal olarak tretilebilen
ya da farmasotik olarak yari sentetik ve sentetik olarak hazirlanabilen antimikro-
biyal maddelerdir. Antibiyotiklerin mikroorganizmalar tizerine etkisi kullanilan
konsantrasyonlara bagli olarak iki turludur:

1- Bakteriostatik (iiremeyi durdurucu) etki: Bu etki sonucunda bakteriler iireye-
mez ancak canliligini sirdurir. Eger bakterinin antibiyotige maruziyeti kisa stire
icinde sonlanirsa iireme devam edebilir.

2- Bakterisid (6ldiriicii) etki: Bakterinin yasamsal faaliyetleri antibiyotik maru-
ziyeti sonrasi sona erer; yani bakteri 6lur. Bakteri antibiyotikli ortamdan ayrilarak
uygun bir iireme ortamina aktarildiginda ya hig iiremez ya da zayif bir iireme goste-
rerek oliir. Yogunluk ve maruziyet zamanina gore antibiyotikler bakterilere 6nce
bakteriyostatik etki yapar. Antibiyotik konsantrasyonu ve maruziyet siiresi arttikca
bu etki bakterisidal etki yoniine kayar.

Gunumiizde antibiyotik direnci 6nemli bir sorundur. Bu sorunun sebebi ise,
antibiyotiklerin bilingsiz ve gelisigizel kullanimlaridir. Buna bagh olarak da teda-
vide gugliikler yasanmaktadir. Gelisigiizel antibiyotik kullanimini 6nlemek adina
enfeksiyon olgularinda antibiyotik duyarlilik testinin yapilmasi sarttir. Antibiyotik
duyarlilik testi bir antibiyotigin, enfeksiyon etkeni olarak izole edilmis bakteriye
karsi1 in-vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testtir.

Yontemlerine gore 5’e ayrilir:

1. Disk diftizyon testleri
2. Dilisyon testleri

a. Agar dilusyon testleri
b. Broth diliisyon testleri

(@}

Makrodilusyon (tup diliisyon) yontemi

e

Mikrodilisyon yontemi
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3. Gradient strip testleri (E-test, MICE)
4. Otomatize yontemler

5. Molekiiler yontemler

Staphylococcus tirleri i¢in antibiyogram ipuglar

Kullanilan besiyeri: Miiller-Hinton
Inkiibasyon kosullari: 35°C’de normal atmosferde 18-20 saat

Oksasilin ve sefoksitin i¢in 24 saat inkube edilmelidir.

DIKKAT!!!

Oksasilin ve penisilin duyarlilik sonuglar: ile tim beta

laktam antibiyotiklere iliskin sonug verilebilir.

Oksasiline direngli — Tiim beta laktamlara DIRENCLI
O.kfa.sﬂme ve —> Tum beta laktamlara DUYARLI
Penisiline duyarh
Pnomokok antibiyogrami i¢in ipuglar:
Kullanilan besiyeri: %5 koyun kanli Miiller Hinton
Inkiibasyon kosullar1: 35°C’de 24 saat inkiibasyon
Oksasilin zonu>20 mm ise penisilne duyarl

Pnomokok antibiyograminda; P, OX, E, SXT, DA, LEV, OFX, TET, VA, RF, C
kullanilmalidir.

&

Sekil 5.1: Pnomokok antibiyogrami (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gorsel).
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Boliim 5: Ust ve Alt Solunum Materyallerinden izole Edilmis Patojenlere
114 Antibiyotik Duyarlilik Testlerinin Yapilmas:

Calisma - 2: Solunum Yolu Orneklerinden izole Edilen Tiirlere Kirby -
Bauer Disk Difiizyon Yontemiyle Antibiyotik Duyarlilik Testi Yapilmasi

Arag - Gereg

1. Muller Hinton agar,
2. Ekuvyon,
3. Steril SF,

4. Uygun antibiyotik diskleri.

Gorevler

1. Klinik 6rneklerden izole ettiginiz suslara antibiyotik duyarlilik deneyi yapildi

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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TAM IDRAR TEKTIKI VE KULTUR

[drar kulturunde istenen ornek orta akim idraridir. Ilk gelen idrarin bir kismu ile
son kisim disar atlir ve ortadaki volim klinik numune olarak numune kabina
toplanur. 11k olarak idrarin makroskobik incelemesi yapilir. Bunun igin idrarin
miktar, bulaniklik ve renk gibi 6zellikler yoniinden degerlendirilmesi gerekir.

Saglikli bir idrar, acik sar1 ve berrak olmalidir. Eger idrar bulanik ise enfeksiyon
ya da urolithiasis distinuliir. Kanli bir idrar tiriner sistem enfeksiyonlarini ya da
mesane tumorunt akla getirmelidir.

[drarin miktar1 da 6nemlidir. Ortalama 50 ml olarak steril kap icine verilen idrar
idealdir. Ancak bebek ve ¢cocuklarda bu miktar daha az olabilir.

Kulturde siklikla Esherichia coli, Proteus turleri gibi bakteriler tretildiginden
gram negatif bakterilerin tiretildigi bir secici besiyeri (Endo Agar, MacConkey Agar
gibi) ve zenginlestirici bir besiyeri (kanl agar) tercih edilmelidir.

[drar hastanin klinigine ve profiline gore cesitli yollardan alinabilir:

1. Normal Yolla idrar Alinmasi

Dogru bilgilendirilmis bir hasta dogru bir 6rnek verir. Bu da klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinin 6rnek yonetimi asamasinda en 6nemli basamaktir.

Kadinlarda vulva/perine bolgesi, sabunlu su ile 6nden arkaya dogru yikanair.
Sonra steril suyla 1slatilmis pet ile durulandiktan sonra kuru spangla kurulanir. i1k
gelen idrarin yaklasik 10-20 ml’si disari, sonra gelen orta idrarin 100-150 ml kadar:
steril idrar kabina alinir. Geri kalan idrar ise digsariya/tuvalete yapilir. Idrar miktar1
en az 40 ml olmalidir. Erkeklerde de dis genital bolge 6nden arkaya olacak sekilde
temizlenerek orta akim idrari toplanir. Idrar kontrolii olmayan ¢ocuklarda, ayni
sekilde temizlenen perineye steril idrar torbasi yapistirilarak idrar 6rnegi alinir
ancak bu tip ornek alirken kontaminasyon gelisimi ¢ok kolay oldugundan idrar
torbasi en ge¢ yarim saat igerisinde laboratuvara ulastirilmalidir.

Kaltiir i¢in idrar alirken su noktalara dikkat edilmelidir.

Temizlikte alkol ya da iyot bazli antiseptiklerin kullanilmasi kiiltirin sonucunu
etkiler. Bu nedenle sabunlu su ile temizlik yeterlidir.
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116 Bolim 6: Tam Idrar Tektiki ve Kiltiir

Laboratuvara gonderilen idrar hemen ekilmeli, hemen ekilemiyorsa buzdolabina
konmalidir.

[drar kultirinde ml’de iireyen koloni sayisinin dnemi, enfeksiyonun tanimlan-
masinda 6nemli bir parametre oldugundan bu kurala mutlaka uyulmalidir. Cuinku
bakteriler idrar oda 1sisindayken ¢ok kisa siirede tireyebilmektedirler. Idrar kiltiirii
icin sabah idrar1 tercih edilmeli ve idrar, agz1 kapakl: steril kaplara alinmalidir.

Virolojik kulturler igin idrar, daima steril kapta ve buz akusti ile laboratuvara

gonderilmelidir.

DIKKAT !!!
Sonda ile idrar torbasina alinan idrardan asla kultiir yapal-

maz
DIKKAT!!!
Kiltur igin idrar yatak stirgiisiinden asla alinmamalidir.

2. Suprapubik Aspirasyon Yontemi ile Idrar Alinmasi

Genelde infant ve 2 yasindan kuguik ¢ocuklarda uygulanan bir yontemdir. Deneyimli
personel tarafindan yapilmalidir. Uriner sistem enfeksiyonunun anaerop bir etken
tarafindan olusturuldugu diisinuldigunde tercih edilmelidir.

3. Kateterizasyon/Sondayla Idrar Alinmasi

Kendi basina idrar veremeyen yataga bagimli hastalarda foley sonda ile idrar alina-
bilir. 10cc’lik ya da 20cc’lik steril enjektorler yardimiyla idrar, foley sondadan 6rnek
kabina aktarilir. Sonda ile 6rnek alimindan once iiretra agzi ya da vajenin sabunlu
su ile temizlenmeli ve steril bir su ile durulanmalidir. Alinan ilk idrar disar1 atilir,
cunkii sonda iiretradan gegerken tiretradaki organizmalari alabilir.

Idrarin Makroskobik Muayenesi

Idrarda:
« pH + Urobilinojen
* Glikoz * Bilurubin
* Protein * Nitritler
* Keton

Kimyasal yontemlerde arastirilir. Ancak giinimiizde uygulanmakta olan Dipstick
yontemler kimyasal yontemlerin yerini almistir. Dipstick yontemlerle idrardaki kan
reaksiyonlarinin tespiti ile eritrosit, lokosit esteraz tayini ile de lokositlerin varlig:

saptanabilmektedir.
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Idrar analizinde mutlaka mikroskopik muayene yapilmalidur.
Boylece;

Lokositler, eritrositler, epitelial hiicreler, renal tubuler hucreler, oval yag
damlaciklari,

Bakteriler, trikomonas vajinalis, spermatozoalar,

« Urate, oksalat, kalsiyum fosfat, sistin kristalleri,

Hiyalen, graniiler, eritrosit, lokosit, genis mumsu silendirler, dejenere tibuler
hticreler igeren genis kahverengi silendirler, lipid damlaciklari igeren silendir-
ler tespit edilebilir.

Goriiniim: Normal idrar, i¢indeki iirokromdan dolay agik sar1 renktedir. idrarin
konsantrasyonunun artmasi ile renk daha koyulasir. Cesitli ilaglarla diger patolojik
metabolitler, idrarda renk degisikliklerine ve degisik kokulara sebep olabilir

Idrarin Mikroskobik Analizi

Usultune uygun alinmis 12 ml idrar numunesi konik santrifiij tiplerinde 5 dakika
1500-2000 devirde (rpm) (450g) santrifiije edilir. Daha sonra tiipiin tst tarafindaki
idrar atilir (pipetle veya dikkatlice yan yatirilarak). Altta kalan ¢okiintii tizerine
birka¢ damla idrar konur ve karistirilir. Tiipten dogrudan dogruya veya pipet
yardimui ile lama bir damla konur. Genellikle lam tizerindeki idrar boyanmadan,
mikroskop ayar1 yapilarak once 10, daha sonra 40 buyiitme ile saha taranir.

Eritrositler

Glomeruller dahil olmak uzere, tiretra kanalina kadar olan her yerden idrara eritro-
sitler gecebilir. Idrarda bir mikroskop sahasinda 2 veya 3’ten fazla eritrosit patolojik
kabul edilmelidir. Eritrositler bikonkav ve 7um ¢apindadir. Hipertonik idrarda ke-
nar1 tirtillagir. Hipotonik idrarda eritrositler siser. Renal parankimden kaynaklanan
eritrositlerde sekil bozuklugu mevcuttur (dismorfik). Eritrositler ince uzun veya
kabarcikli halde olabilir. Faz kontrast mikroskop tetkiki ile bu ayrintilar agikga
ortaya konulur.

Lokositler

Eritrositlerden daha biytiktiir. Ortalama 12 pm ¢apindadir ve sitoplazmalarinda
graniller vardir. Polimorf niikleuslu hiicreler tiriner inflamasyonu gosterir. Bunlar
intra parankimal hastalik olarak glomerulonefrit veya interstisyel nefrittir.
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118 Bolim 6: Tam Idrar Tektiki ve Kiltiir

Sekil 6.1: Idrar sedimentiden hazirlanmis preparatta l5kosit, eritrosit, bakteri ve maya hiicreleri (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gor-
sel).

Renal Tubiler

Epitelial Hucreler, Polimorfonikleer 1okositlerden daha buytiktur. Proksimal tii-
biiler hiicreler oval veya yumurta seklindedir. Kiiboid distal hiicrelerden daha bu-
yukturler. Ancak huicrelerin buyukligu idrarin osmolaritesi ile degisiklik gosterir.
Tubiler hiicreler daha ¢ok tubtler hasarlarda veya akut tubtiler inflamasyonlarda
veya interstisyel nefritislerde gorulebilir.

Silendirler

Silendirlerin, immiinfloresans ¢alismalarda yapisinin tiriner bir mukoprotein olan
Tamm-Horsfall’dan olustugu gosterilmistir. Tamm-Horsfall mukoproteini nefronun
Henle Kulpu’nun ¢ikan kalin kismi ve sonraki yapilardan salgilanir. Silendirler
distal tubuluslerde ve toplayici segmentlerde olusur.

Hiyalen Silendirler

Sadece mukoproteinden ibarettir. Isig1 kirma indeksi idrarinkine ¢ok yakindur,
dikkatli arastirmak gerekir. Bir¢cok patolojik durumda gorulebilecegi gibi, konsantre
normal idrarda da gorulur

Mumsu Silendirler

Mumsu silendirler veya genis silendirler, hiyalin silendirlerden daha refraktil in-
dekse sahip hiyalin materyalden olusur. Dolayisiyla mumsu gorunumdedir. Hiyalin
silendirlerden daha kirilgandir. Genis silendirler atrofik ve dilate tubulusler igeri-
sinde kronik parankimal hastaliklar sonucu gelisir.
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Eritrosit Silendirleri

Eritrosit silendirleri kanamanin bobrek pa-

rankimininden kaynaklandigini gosterir.
Glomerulonefritlerin 6nemli bir belirleyi- k
cisidir. Tubulointerstisyel hastaliklarda na- k k k

diren goriiliir. Normal kisilerde egzersizler-
den sonraki hematuri ile beraber olusabilir. k k
Taze idrarda eritrosit silendirleri kahveren-
giye calan bir renktedir. Boru seklinde bir

Sekil 6.2: Kalsiyum oksalat kristali (Shutterstock.com’dan alinan li-
sansla kullanilan gorsel).

yap1 i¢inde eritrositler segilebilir. Zamanla
renk kaybolur, grantuler silendirden ayril-
masi zorlagir. Eritrosit silendirleri, dismorfik eritrositler (eritrositlerde kabarcik,
tomurcuklanma, yer yer membran kaybi, sekil degisikligi ve kii¢iilme) ve proteinuri
ile birlikte bulunur.

Bakteri, Mantar ve Diger Infeksiyoz Ajanlar

Basil veya kokkal yapidaki bakteriler, boyanmamis idrarda goriilebilir. Santrifuje
edilmemis idrarda her genis alan mikroskop sahasinda goriilen bir mikroorganizma
mm?’te 10° ila 10® mikroorganizmaya esdegerdir. idrarda goriilebilen kandidalar
eritrositlere benzer, ancak bikonkav goriilmez, yesilimsi kiireler seklinde gorulur.
Trikomonas vajinalis gozyas1 damlasi seklinde ve flagellidir.
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120 Bolim 6: Tam Idrar Tektiki ve Kiltiir

Caligma - 1: Idrarin Makroskobik ve Mikroskobik Degerlendirilmesi
Arac-Gerecg

1. Steril idrar kabi,

2. Idrar stripi,

3. Lam-lamel,

4. Santrifij,

5. Mikroskop.

Idrar Stribi

I[drarin dansitometrik 6zellikleri strip teknigi ile degerlendirilir. Idrar tahlili stripleri
genel saglik degerlendirmesinde kullanilabilir, metabolik veya sistemik bobrek
fonksiyonlarini etkileyen hastaliklari, endokrin bozukluklar ve hastaliklari ile Giriner
sistem hastaliklarinin tani ve takibinde yardimci olur.

[drar stripi tizerindeki reaktif-
ler; glukoz, keton, protein, biluri-

% :

R W
; :

bin, kan, pH, dansite, nitrit gibi id-
rarin kimyasal yonden degerlendi-
rilmesini saglayan parametrelerden
olusur.

Bu degerlendirmede bitin ol-
gular bize uriner sistem rahatsizlik-
lar ile ilgili onemli bilgiler vermek-

gt ® tedir. Kultiur yontiinden degerlendi-

Sekil 6.3: Idrar stripi (Yazarin kendi gektii fotograf). rilmek adina ekim ve preparat ha-

zirlama islemlerinden sonra idrar

santrifiij edilerek tortu olusup olusmadigina bakilmalidir. Sedimentin mikrosko-

bik degerlendirmesinde kristal, epitel hiicreler ve lokosit-eritrosit gibi hiicresel
elemanlar arastirilir.

Gorevler

1. Idrarin makroskobik olarak degerlendirmesini yapiniz.
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3. Sonuglar1 degerlendiriniz.

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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122 Bolim 6: Tam Idrar Tektiki ve Kiltiir

Idrar Kiltiri

Idrar normalde steril bir viicut sivisidir. Ancak perine, prostat, liretra veya vajende
yerlesen mikroorganizmalar ile kolayca kontamine olabilir. Idrar yollar1 enfeksi-
yonlarinin etyolojik ajanlari genellikle hastanin kendi bagirsak florasina ait olan
bakterilerle sinirlidir. Esherichia coli, Enterococcus spp., Klebsiella-Enterobacter spp.
ve Proteus spp. gibi izolatlar hastanede yatan hastalar veya poliklinik hastalarindan
elde edilenlerin ¢cogunlugunu olustururlar.

Bakteri sayilarinin 6nemi, hastaligin durumuna dayandigindan, idrardaki bak-
teri sayilarinin anlamli olmasi ve tedavi gerekliligi i¢in genellikle farkli kriterler
tanimlanmistir.

Bakteritiri yaninda piyuri enfeksiyona karar vermede onemli bir faktordur.

DIKKAT!!!

Bakteriiiri - piyuri tanimlarini arastiriniz.

Koloni Sayma Yontemi ile Ekim

1. Kalibre edilmis 6ze kullanilmalidir. (0,001 ml ekimi i¢in ayarli 6ze ile inoku-
lasyon sonrasi iiremis her bir koloni 10 ile ¢arpilmalidir.)

2. Kalibre 6ze dik tutulur. Iyi karigmis ancak santrifriij edilmemis idrar 6rneginin
yuzeyinden biraz asagisina daldirilir.

3. Bir 6ze dolusu idrar besiyerine aktarilir.

4. Ozeyi kullanarak petrinin ortasina yukardan asagiya diiz ¢izgide idrar ekimi
yapilir ve buna 90° acilarla seri gegislerle ekim tamamlanur.

Calisma - 2: Idrar Kiiltiirii Ekimi
Arac¢-Gereg

1. Cikolata, Kanli ve EMB agar,
2. Kalibre 0ze,
3. Lam,

4. Gram boya seti.
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Gorevler

1. Koloni sayma yontemine gore ekim yapildi mi1?

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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DEGERLENDIRME UYGULAMASI - 3

Esherichia coli Tayini
Proteus spp. Tayini

Esherichia coli tayini

Enterobactericeae ailesinin kolonizas-
yonu en sik gastrointestinal sistemde
iken en sik enfeksiyon olusturdugu yer
tiriner sistemdir. Uropatojenik E. coli
suslarinda en 6nemli virulans faktorle-
rinden biri adhezyonu saglayan P fimb-
riadir. Siklikla O4, O6, O75 suglar1 ile
enfeksiyon olusur.

E. colinin laboratuvar tanisinda kul-

Sekil 7.1: EMB agarda E. coli kolonileri (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf). . . . . e e
tur en onemli yol gostericidir. Kan kan

kilturt besiyerine; diger ornekler ise Kanli, Endo, EMB, Mac Conkey ve SS agara
ekilir. EMB besiyerinde laktozu fermente eden E. coli, parlak yesil refle verir.
Kanli agarda hemoliz yapar. IMVIC testleri (++--) dir. Laktozdan asit,glikoz,
maltoz, mannitol ve ramnozdan asit ve gaz olusturur, H,S(-)’dir.
Caligsma - 1: Idrarda E. coli Tayini
Arac - Gereg
1. EMB agar
2. Indol besiyeri

3. Metilen Kirmizisi besiyeri

4. Clark Lubs besiyeri
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Gorevler

1. 1drarda koloni sayim1 yapildi mi1?

DIKKAT!!!
IMVIC testleri i¢in Bkz: Kisim - 1 Bolum 11

Ogretim
Uyesi:

Imza:

$
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Bolim 7: Degerlendirme Uygulamasi - 3

Proteus Spp. Tayini

Sekil 7.2: Proteus vulgaris yayilmaci koloniler (Shutterstock.com’dan ali-
nan lisansla kullanilan gorsel).

Proteus’lar Gram negatif kokobasil go-
riunumlu bakteriler olup sporsuz ve kap-
sulsuz peritrik kirpikli mikroorganiz-
malardir. Insan digkisinda flora bakte-
risi olarak bulunur; bu nedenle lagim
sularindan ve bu sularin karistig: top-
raktan siklikla izole edilir. Uriner sis-
tem enfeksiyonlarindan sorumlu olup
persistan enfeksiyonlara yol acabilir,
bakteriyemilere neden olabilir. Ayrica
menenjit, sepsis ve lokalize enfeksiyon-
lardan da sorumludur.

[dentifikasyonu igin ure pozitifligi, laktoza etki etmemesi, glikozdan asit ve gaz

olusturmasi ve besiyerine yayilmasi tani koydurur.

Gorevler

1. Idrarda koloni sayimi1 yapildi mi1?

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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[shallerin sebebinin arastirilmasinda klinik tablonun patojen bir bakteri tarafindan
meydana getirilip getirilmedigini arastiran kultirdur. Ayrica basta gida sektoru
olmak tizere insan saglig ile iliskili olabilecek is kollarinda ¢alisanlar i¢in yapilan
portor arastirmalarinda da gaita kuilturtinden yararlanilir.

Diski orneklerinin incelenmesinde makroskopik ve mikroskobik inceleme ile
kiltir yapilmaktadir. Diskinin makroskopik incelemesinde renk, koku ve i¢inde
kan/mukus varlig1 arastirilir.

Ornegin Shigella spp.’nin neden oldugu basilli dizanteride ve Entamoeaba histoly-
tica’nin neden oldugu amipli dizanteride digskida kan bulunmaktadir. Mikroskobik
incelemede ise serum fizyolojik (SF) ile veya lugolle hazirlanan direkt preparatlar
ile boyal1 preparatlar kullanilmaktadair.

SF veya lugolle hazirlanan direkt preparatlarda protozoalarin trofozoit ve kist
formlari ile helmint yumurtalar: aranir.

Diskinin Gram boyamasi ile polimorfontikleer 1okositlerin goriilmesi Shigella,
Campylobacter ve Enteroinvaziv E. coli lehine bir durumdur.
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Sekil 8.1: Giardia lamblia trofozoiti (Giemsa) (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gorsel).

Giemsa ile boyanirsa lokositler ve protozoa trofozoitleri gorilir.

Trickrom boyama; protozoon kist ve trofozoitlerini saptamada pratik bir yon-
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128 Bolum 8: Gaita Kaltura

temdir.

Diskinin aside direngli boyama yontemi ile incelenmesi ise Cryptosporidium ve
Cyclospora tanisinda yardimci olabilir.

Diskinin bakteriyolojik incelemesi igin kultiir Salmonella, Shigella, Campylobacter
basta olmak tzere Vibrio, Aeromonas, Yersinia tiirleri i¢in yapilmaktadair.

Salmonella - Shigella tiirlerinin saptanmas: amaciyla diski o6rnekleri SS agar,
EMB agar, Selenit F besiyerlerine ekilir.

SS agar

1geriginde laktoz, safra tuzlari, sigir eti 0ziiti, ferrik sitrat, sodyum tiyosiilfat ve
indikator olarak brillant yesili ile notral kirmizi bulunur. Bu maddeler birgok flora
bakterisinin tiremesini inhibe eder. H,S uiretimi, tiyosulfat ve ferrik sitrat varlig: ile
gorunir hale gelerek, koloni merkezinde siyah presipitat olusumunu saglar. Notral
kirmizi indikatori, laktoz fermentasyonu sonucu olusan asit varliginda kirmizi-
pembe koloni olusumunu gorunur hale getirirken, laktoz negatif bakterilerde seffaf
saydam koloni gelisir. Salmonella ve Shigella kolonileri SS agarda seffaf koloni mey-
dana getirir. Pembe-kirmizi koloniler E. coli olarak tanimlanirken, pembe-beyaz ya
da krem renkli olanlar Enterobacter aerogenes kolonileridir. Bu besiyerinde Salmo-
nella kolonilerinin Shigella kolonilerinden ayrimi besiyerinde koloni etrafindaki
renk degisiminin Salmonella’da H,S varligindan dolayi siyah presipitat olusmasi,
Shigella’da ise H,S negatifliginden dolay1 sadece seffaf koloni olusmasi ile yapilir.

5

Sekil 8.2: SS agarda farkli patojenlerin gériiniimii (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gorsel).

Selenit F Broth

Protein kaynagi olarak pepton, sodyum selenit ve sodyum fosfat icerir. Bu besiyeri
Salmonella ve bazi Shigella tirleri i¢in bir zenginlestirme besiyeridir. Hazirlanmis
besiyerinin rengi berrak sarimsi olup 25°C’de pH’1 7,0 + 0,2’dir.

Dehidre besiyeri uzun siire depolandiginda hazirlanmis besiyeri rengi kirmi-
zimsi olur ancak bu durum besiyeri performansini etkilemez.
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Klinik Biyokimya I-II Uygulama Kitab1 129

Besiyeri bilesimindeki selenit genellikle inkiibasyonun ilk 6-12 saatinde enterik
koliformlarin ve enterokoklarin gelisimini baskilar. Inkiibasyon 37°C’de 24 saat
yapilabilecegi gibi kimi aragtiricilara gore 43°C inkiibasyon sicakligi daha iyi sonug
vermektedir. Inkiibasyonun ilk 12 saati sonunda ve 24 saat sonunda uygun kati
besiyerine ekim yapilir.

Caligma - 1: Gaita Orneklerinin incelenmesi
Aracg - Gereg
1. Kasikl gaita kabz,

2. SS agar,

w

. EMB agar,
4. Selenit F broth,

5. Lam-lamel.

Metod
1. Gaita, makroskobik olarak incelenir.

2. %0,09’luk Serum fizyolojik ve Lugol damlatilarak hazirlanmis preparatlar
ile gaita mikroskobik olararak incelenir. Lokosit, eritrosit, protozoon trofo-
zoit/kist yapilar1 ve helmint yumurtasi yoniinden arastririlir.

3. SF broth’a ¢calkalama yontemi ile ekim yapilir.

4. SS, EMB agara SF broth’tan 30 dakika sonra pasaj alinir.

Gorevler

1. Gaitay1 makroskobik olarak tarif ediniz.
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Bolum 8: Gaita Kultiira

Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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Gaita Kulturu Degerlendirme

Salmonella

Salmonella cinsi bakteriler gastroenterit ve tifonun da aralarinda yer aldig1 pek ¢ok
hastaligin etkenidirler. Salmonella typhi sadece insanda patojendir. Diger serotip-
lerse hayvanlarda ve besinlerde (6rnegin yumurta ve kimes hayvanlarinin etleri)
bulunabilirler. Bulagsma fekal-oral yolladir.

Shigella

Shigella tirleri sigelloz (basilli dizanteri) etkenidir. Insandan insana digkiyla bula-
sirlar. Sinekler ve kontamine su ve besinler de bulasmada rol oynarlar. Hastaligin
olusmasi i¢in gerekli infeksiyon dozu dusuktiir (200’den daha az bakteri bile yeterli-
dir). S.dysantheria basilli dizanteri etkenidir.

DIKKAT!!

EMB agarda laktozu kullanmamuis seffaf koloniler Salmo-
nella ve Shigella olabilecegini, SS agarda siyah koloni olmas1
Salmonella, sar1 koloni olmasi Shigella olabilecegi dusundii-

rur.

Biyokimyasal Testler
Ure Testi

Bir 6ze dolusu koloni alinip Urea broth besiyerine ekilir ve 35°C’de 48 saat inkiibe
edilir. Salmonella ureaz (-) bir bakteri oldugundan, inkiibasyon sonunda besiyeri
sari-turuncu renkte kalir. Ureaz enzimi (+) olan bakteriler bu besiyerine inokule
edildiklerinde besiyeri kirmizi-pembeye donustir.

Sekil 8.3: Ureaz testi (Yazarin kendi gektigi fotograf).
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132 Bolum 8: Gaita Kaltura

Triple-Sugar-Iron (TSI) Testi

TSI agar yatik besiyeri yuzeyine siirme ve dibe daldirma teknigi ile ekim yapilir.
Besiyeri 35°C’de 24 - 48 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonraki degerlendirmede;

* Dip kisim sar1 ise glikozun kullanildig: ve siyah renk olusumu H,S olustu-
gunu,

* Yiizeyin kirmizi olarak kalmasi laktoz ve sakkarozun kullanilmadigini,

* Besiyerinde hava bosluklarinin olusmasi ve besiyerinin dip kismindan yu-
kar1 dogru itilmesi glikozdan gaz olusturuldugunu ifade eder. Bu 6zellikler
Salmonella siiphesini dogrular.

Sekil 8.4: TSI besiyerinde sekerlere etki, gaz olusumu ve HS pozitifligi (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gorsel).

Shigella Tanisinda Biyokimyasal Testler

Diskinin kanli ve mukuslu boliimlerinden alinan ornekler flora bakterilerini baski-
layan zenginlestirici siv1 besiyerlerinden birine ekilir. Selenit F Broth ya da Gram
Negatif (GN broth) besiyeri bu amagla tercih edilen siv1 besiyerleridir. Buradan
kat1 besiyeri olarak Endo, EMB, MacConkey, SS, Hektoen Agar gibi segici-ayirt
edici besiyerlerine azaltma yontemi ile ekim yapailir.

Besiyerinin 37°C’de 18-24 saatlik inkiibasyonu sonras1 seffaf koloniler, laktoz
negatif olarak kabul edilir ve bu kolonilerden pasaj alinir. Yar: kati besiyerinde
hareketsiz tireme gostermesi ve koloniden yapilan gram boyama neticesinde gram
negatif basil goriilmesi Shigella tanisina yaklastirir.

TSI agar da laktoz negatif tireme, glikozdan asit olusturup gaz olusunun gozlen-
memesi ve H,S(-)’ligi Shigella'nin 6nemli biyosimik 6zelliklerindendir.

Ure ve ONPG testleri negatif, IMVIC testleridir (D-, +,-, - ).

[dantifikasyonda son islem olarak serotip A, B, C, D polivalan agliitinan serum-
larla agliitinasyon islemi yapilmasidir.
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Gorevler

1. Gaita kulturinde treyen siipheli kolonilerin 6zellikleri nasildir?

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Sonug - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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PARAZITOLOJIK INCELEME YONTEMLERI - I

Parazitolojik yonden diskinin muayenesi, bagirsakta enfeksiyon olusturan protozoon
kist ve trofozoitlerinin ya da helmint yumurta veya larvalarinin birtakim metodlar
kullanilarak incelenmesi temeline dayanir. Hastadaki parazit elemaninin her giin
ayn1 yogunlukta ve digkinin her bolgesine esit miktarda dagilmamis olmasi, diskinin
yogunlastirma metodlariyla incelenmesini zorunlu kilar.

Parazitolojik incelemelerde 6rnek yonetimi taniya giden yolda en 6nemli basa-
maktir. Ornegin, uygun sekilde alinmig olmasi, laboratuvara miimkiin olan en kisa
stirede ulastirilmis olmasi ve uygun fiksatifte gonderilmesi tani1 basarisini arttirir.

Parazitolojide dogru taniy1 verebilmek i¢in, laboratuvara gonderilen gaita numu-
nesinin maksimum 15-20 dakika i¢inde incelemeye alinmasi énemlidir. Ozellikle
protozoon trofozitlerinin canliligini, hareketini gorebilmek bu sureler asildiginda
mumkiin olmamaktadir. Ayrica, parazitlerin verilen her numunede esit sayida ve
konsantrasyonda bulunmamasi, yasam donguistinde farkli formlarda bulunmalar:
gibi gerekcelerden dolay1 tek bir numune verilmesi taniy1 koymada giigliik yaratabi-
lir. Bu sebeplerde dolayi, genellikle li¢ guin st tiste alinan numuneler saglikli sonug
vermede tercih edilmelidir.

Dogru ve guvenilir bir tan1 i¢in orneklere gerekli ve uygun bir proseduriin
uygulanmis olmasi da 6nemlidir. ideal olarak rutin digki muayenesinde tan1 basa-
risin1 saglayacak uygun bir inceleme icin taze ve/veya fiksatifte gelen biitiin disk:

orneklerinden;
1. Direkt mikroskopi,
2. Boyali mikroskopi ve
3. Yogunlastirma (konsantrasyon) islemi sonras1 mikroskopi yapilarak incelen-
mesi ve rapor edilmesi gerekmektedir.
Diski Ornegi Alma

Sekilli (kat1) digki, ceviz buytklugiinde (25-35 g.), sulu disk: ise en az 5 yemek
kasig1 (25 ml) hacminde alinmalidir. Digki 6rnegi, numune kabinin o6zelligine gore
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bir aparat vasitasiyla diski kabina katarilir. Kagikli gaita kaplar: bu islem icin oneri-
lebilir. Bebek diskilarinda, ¢ocuk bezinin laboratuvara ulastirilmasi yeterlidir. Digk:
orneginin klozet i¢inden alinmamasi da 6nemli bir ayrintidir. Diskidaki trofozoit ve
diger parazit elemanlar1 hasar gorebilir, inceleme esnasinda goruntiillenemeyebilir.

Antibiyotik kullanmis olan hastadan yaklasik 10 giin sonra numune istenmelidir.
Cunki antibiyotik kullanimi bagirsak florasinda azalmaya neden olur ve flora
ile beslenen parazitlerin sayisi azalir. Bu durum taniy: giiglestirebilir. Gaitada
antijen arama testleri yapilacaksa, orneklerin fiksatifte gonderilmemesi, taze diskida
inceleme yapilmasi gerekir.

DIKKAT!!! Gaita veremeyecek kadar kiigik bebeklerde,
numune ¢ocuk beziyle laboratuvara gonderilebilir. Bezden
ornek alirken, bezin i¢ ylizeyinden 6rnek alinmaz; emici
yap1 paraziter formlar1 da i¢ine almis olabilir. Bu nedenle;
ters baglanmis bebek bezi numune olarak kabul edilmeli
ve oncesinde hasta yakinina bu hususta bilgilendirme ya-

pilmalidir.

Digki Orneginin Laboratuvara Taginmasi

Diski en kisa surede laboratuvara ulastirilmali ve incelemeye alinmalidir. Fiksatif
icinde gelen diski ornekleri, vidali kapakli kaplara konmalidir. En sik tercih edilen
fiksatifler Polivinil Alkol (PVA), Schaudinn fiksatifi, sodyum asetat-asetif asit-formol
(SAF), mertiolat-iyot-formol (MIF) ¢ozeltileridir.

Orneklerin Laboratuvara Kabulii

Asagidaki durumlarda gaita ornegi reddedilip hastadan yeniden numune istenmeli-
dir.

[stem formu olmayan ya da numune kab1 tizerinde barkod, protokol no, hasta
ID gibi hastaya ait bilgileri i¢eren kodlar bulunmayan 6rnekler.

Medikal amagli olmayan kaplara konulmus, disariya sizmis, bulagsmis ornek-

ler.

Miktar olarak yetersiz, cok beklemis ornekler.

Idrarla karisik verilen 6rnekler.
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Calisma-1: Digk1 Orneginin Nativ-Lugol (helmint ve protozoa)
Incelemesi

Arac - Gereg

1. Lam-lamel,
2. Serum fizyolojik,

3. Lugol solusyonu.

Metod

1. Oze ya da kiirdan yardimiyla piring tanesi buytkligiinde digk: alinir, lam
tizerine konur.

2. Uzerine 1-2 damla serum fizyolojik damlatilir.

3. Serum fizyolojik ile karistirip homojen hale getirilir.

4. Lam-lamel arasi preparat hazirlanir.

5. Aynilama 1 damla lugolle preparat hazirlanip lamelle kapatilir.
6. Mikroskopta incelemeye hazir hale getirilir.

7. Hazirlanan preparatlar kisik 1sikta 10X ve 40X objektifler kullanilarak proto-
zoon trofozoit ve kistleri, helmint yumurta ve larvalar1 agisindan arastirilir.

EKILLI '
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Sekil 9.1: Gaitanin kivamina gore trofozoit ve kist bulunma iliskisi (Nazile Arda Cakir tarafindan yapilan gizim).
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Gorevler

1. Gaitanin makroskobisini tarif ediniz.

2. Nativ inceleme sonuglarini yaziniz.
TrofOZOit: ..cvovceiiiiiiic
KISt o

Helmint YUINUTEAST: weveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeennnns

L OKOSIE: weveneeeeeeiteeee ettt ettt e e e ettt e s e e ettaaeeseeeraaanaeeseesenens

05 8 0 1 L N

3. Lugol preparati inceleme sonuglarini yaziniz
TrofozZoit: ..o
KaSt: o
Helmint yumurtasi: ......ccccoceviiiiiniiiiiic
Parazite ait Yapli coccocieeiiiiiiniciiic e
LOKOSIE: et

)08 L (0 13 L SRR

4. Gorduginiiz huicre, trofozoit/kist, yumurta yapilarinin seklini ¢iziniz.

Sonuc¢ - Yorum
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Ogretim
Uyesi:

Imza:
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PARAZITOLOJIK INCELEME YONTEMLERI - II

Yogunlastirma Yontemi

Yogunlastirma yontemleri kullanildiginda disk: 6rneginde yer alan helmint yumurta
ve larvalari ile protozoo kistleri daha kolay saptanabilir. Digkinin farkli bolgelerine
dagilmis bulunan parazit elemanlar: biraraya getirilmis olur ve tani basarisi artar.

Coktirme veya yuzdirme yontemlerinden en az birini kullanmak parazit ele-
mani saptama sansini yukseltir.

Coktiirme (Sedimentasyon) Yontemi

Diskidaki bir¢ok parazit bu yontemle ¢okebilir ancak diski artig1 (debris) ¢ok fazla
olustugu i¢in parazitlerin gorulmesini engelleyebilir.

En sik kullanilan formol-etil asetat yontemidir. Etil-asetat debrisi ve yaglar:
¢ozerek ¢okeltiden uzaklastirmayi saglar. Birgok farkli parazit, bu yontem ile yaka-
lanabilir. Bu nedenle ilk sirada tercih edilen bir yontemdir.

Bu yontemle taze diski ya da fiksatifte gonderilen diskilar calisilabilir.

Sekil 10.1: Sedimentasyon yontemi (Yazarin kendi gektigi fotograf).

139



140 Boliim 10: Parazitolojik Inceleme Yontemleri - 11

Yiizdiirme (Flotasyon) Yontemi

Yontemin 6zelligi cok yogun bir ortam saglayarak daha az yogun parazit yumurta
ve kistlerinin ytizdiirulmesidir. Bu amagla yogun sivi olarak doymus tuzlu su (1 1t
suda 375 gr. tuz kullanilarak) tercihen kaya tuzu ile hazirlanir. Ya da %33’liik ¢inko
sulfat (ZnSO4) kullanilir.

Cinko sulfat 6zellikle protozoon kistlerinin teshisinde kullanilmalidir. Debri-
sin olusmamasi, digki artiklariyla paraziter elemanlarin tanisinin golgelenmemesi
olumlu yanlaridir. Ancak, parazitlerden daha fazla yogunluga sahip kimyasal mad-
delerin kullanildig1 i¢in olusan hipertonik ¢ozelti parazit sekillerinin bozulmasina
yol acarak taniy1 gugclestirebilir. Ayrica birgok sestod ve trematod yumurtas: agirli-
gindan veya kapakli olmasindan dolay:1 yuzemeyerek dibe ¢okebilir.

Sekil 10.2: Doymus tuzlu suda flotasyon teknigi (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf).
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Calisma-1: Bekleterek Coktiirme

Hazirlanan disk: stispansiyonu stizgegten siiziilup kendi haline birakilarak ¢okturu-
lir.

Arac - Gereg
1. Mikroskop,

2. Lam-lamel,

3. Huni,

4. Cam baget veya plastik ¢cubuk,

5. Fizyolojik tuzlu su,

6. Cift katl1 gazli bez ya da ¢ay stizgeci,

7. Digki ornegi.

Metod

1. Gaita orneginden findik buytuklugi kadar alinarak bir tipe konur.

2. Uzerine bir miktar fizyolojik tuzlu su eklenip bir cam baget veya plastik
cubukla karistirilarak ezilir.

3. Suspansiyon bir tiipe suzulir.

4. Stuzunti bir sure (30 dakika) kendi haline birakilir.

5. Ustte kalan s1v1 yavasca dokiiliir.

6. Tupiin dibinde kalan sedimentten (¢okiintiiden) bir damla alinir.
7. Temiz bir lam tizerine konur ve lamel kapatilir.

8. Mikroskopta incelemeye hazir hale getirilir.

Calisma-2: Formol-etil Asetat Coltiirme Yontemi

1. Taze digkidan bezelye tanesi kadar alinarak 10 ml %10’luk formolde ezilerek
30 dakika bekletilir.

2. Suispansiyon iki tabaka gazli bezden gegirilerek (veya bir ¢ay stizgecinden)
baska bir kaba stiziiliir, stizint 15 ml’lik konik tiiplere aktarilarak iizerine
SF tamamlatilir.
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. Soliisyon 500 g’de 2-3 dakika santrifdj edilir. 0,5-1 ml’lik sediment ayrilir, tst

swv1 atilir. Eger iist sivi hala bulaniksa, bu kisim atilir ve ¢okelti tekrar 10-12
ml SF ile sulandirilarak santrifij edilir; tist sivi berraklasana dek bu islem
tekrarlanir.

Sediment tizerine 1-2 damla %10’luk formol eklenerek karistirilir daha sonra
toplam hacim 10 ml olmana dek formolle tamamlanair.

. Suspansiyona 3 ml etil asetat ya da eter eklenir, tipun agzi kapatilarak 30

saniye kuvvetle calkalanir.

Suspansiyon 400-500 g’de 2-3 dk santrifij edilir.

Tup santrifijden ¢ikarildiginda 4 tabaka goruliir:
* En stte 6zgul agirlig1 en hafif olan etil asetat (veya eter) tabakasi,
* Tupin duvarlarina yapismis bir diski artig1 tabakasi (diski tikaci),
¢ Formol tabakasi,
¢ Inceleme isleminin yapilacagi sediment.

Diski tikacini uzaklastirmak icin bir cubuk yardima ile tikag tiipiin kenarlarin-
dan siyrilir ve iistteki 3 tabaka ani bir hareketle tiip ters ¢evrilerek dokuliir.

. Sedimente 1-2 damla serum fizyolojik eklenerek karistirilir.

Nativ preparat ve lugollii preparat hazirlanarak direkt mikroskobik inceleme
yapalir.

Calisma-3: Doymus Tuzlu Suda Yiizdiirme Yontemi

1.

Genis agizli bir diski kabina doymus tuzlu sudan bir parmak bosluk kalana
kadar eklenir. Uzerine konan siizgecin tuzlu suya dalmasi gerekmektedir.

Incelenecek digkidan ceviz buiyuikligiinde bir miktar alinir ve stizgece yerles-
tirilir.

. Diski suzgeg iginde ezilerek suya dagitilir, stizgeg alinir.

Diski kabinin tizerine, kabin ¢apina gore iki-ti¢ lamel atilir ve 15 dk su ytize-
yinde yuzmesi i¢in bekletilir.

. Lameller pensle toplanarak lam uzerine yerlestirilir.

2
A~

Y,
D>

KAPADOKYA
UNIVERSITESI



Klinik Biyokimya I-IT Uygulama Kitab: 143

Gorevler:

1. Bekleterek ¢oktiirme yontemi uygulandi mi1?

2. Nativ inceleme sonuglarini yaziniz.
TEOFOZOIL: .
KISt i
Helmint YUmuItasi: .....cccoooviiiiiiiiii s
Parazite ait YaplLi .coooviiiiiiiiiiii s
LOKOSI: 1ottt

25 G L 0 X3 L PR RRTORR

3. Lugol preparat1 inceleme sonuglarini yaziniz.
TrOfOZOIL: ..
KIStz e
Helmint YUmuItast: ..o
Parazite @it Yapl: c.ooocceiieiiiii s
LOKOSI: vttt

28 L 0 X3 L PO

4. Gordugiiniiz hiicre, trofozoit/kist, yumurta yapilarinin seklini ¢iziniz.

5. Formol-etil asetat ¢oktiirme yontemi uygulandi mi?

6. Nativ inceleme sonuglarini yaziniz.
TEOfOZOIL: ..o
KISt o

HE M INT YUITIUTEASLE ceeeeeeeeeeeeeee e ettt e et e e s eeeeeesaaeeeeeeeeeesesessesassasaaeseeeeesssssessensnnnnes
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Parazite @it Yapl: ...c.oovcviiiiiiicc
LOKOSIL: vttt

25 G 0 X3 L RSO

7. Lugol preparati inceleme sonuglarini yaziniz.
TEOfOZOIL: ..o
KISt e
Helmint YUmMUITast: .....ccocoviiiiiiiiiiicc e
Parazite ait YaPILi cocveeieviiiieniciinicice e e e
LOKOSIE: vt

) 25 L8 o 1S3 L RO

8. Gordugunuz hucre, trofozoit/kist, yumurta yapilarinin seklini ¢iziniz.

9. Doymus tuzlu suda ytzdiirme yontemi uygulandi m1?

10. Nativ inceleme sonuglarini yaziniz.
TEOLOZOTE: e
KISt e
Helmint YUmuItasi: ......cocooiiiiiiiiiii e
Parazite ait YapILi ..o
LOKOSTE: cevtentteteeiteeteeie ettt ettt sttt b e st sbe et s e bt et st e s b e et ssae bt eabesaeens

28 L 0 X3 L TR PRI

11. Lugol preparat1 inceleme sonuglarini yaziniz.
TEOfOZOIL: .
KISt e
Helmint YUMUTTaSI: ..c.oiiiiiiiiiiicicccc e
Parazite ait YaplLi .o s
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O OSIE: ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e et e teeeeeeeeesaaaa s aaaaeereeeeeesaeeaaaaa—aateeeeeeeeesaaaaaannnas

) 8 L8 o 1S3 L R RORRRR

12. Gorduginiz hiicre, trofozoit/kist, yumurta yapilarinin seklini ¢iziniz.

Sonug - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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KAN VE DOKU PARAZITLERINI INCELEME TEKNIKLERI

Plasmodium sp, Leishmania sp, Toxoplasma gondii, Trypanosoma sp ve mikrofilar-
yalar gibi pek ¢ok parazit yasam dongiilerinin bazi donemlerinde kanda saptanabi-
lirler. Bunlardan Plasmodiumlarin neden oldugu sitma ve Leishmanialarin neden
oldugu sark ¢ibani ya da i¢ organlari tutan kala azar Turkiye’de bildirimi zorunlu
hastaliklar arasindadir. Tim bu parazitler retikiiloendoteliyal sistem hiicrelerini
tutarak enfeksiyonlara yol agar.

Bu kan parazitlerinin tanimlanmasi, boyal: ince yayma ve kalin damla kan pre-
paratlarinin incelenmesi ile yapilir. Bu preparatlar tam kandan ya da antikoagiilanh
venoz kandan veya Trypanosoma sp ve mikrofilaryalar1 yogunlastirma yontemleri
sonucu elde edilen ¢okeltiden hazirlanir ve Giemsa boyasi gibi notral boyalarla iyi
boyanirlar. Plasmodium’lar i¢in antijenleri testleri ve tir diizeyinde tayin yapabilen
hizli tani testleri ile molekiler yontemler de kullanilmaktadir (Ozbilgin & Yereli,
1997).

Calisma-1: Periferik Kan Ornegi Alma

Periferik kan parmak ucundan, kulak
memesi veya bebeklerde topuktan ali-
nabilir. Periferik kan 6rneginden kalin
damla ve ince yayma preparatlari ha-
zirlanabilir ya da kapiller tiipe ornek
almak i¢in damla damla toplanabilir.

Arag - Gereg

Sekil 11.1: Periferik kan alma (Yazarin kendi ¢ektigi fotograf). ]- . Alk()llu pamuk’
2. Steril lanset,

3. Lam-lamel.

146
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Metod

1. Cilt antisepsisi alkollii pamukla parmak ucu silinerek saglanair.

2. Genellikle dordunct parmagin distal falanks volar ytizii, kani alacak kisinin
bas ve isaret parmag1 arasinda sabitlenir.

3. Steril lanset ile parmak ucu delinir.

4. Kanin serbest bir sekilde akabilmesi i¢in deligin yeterince derin olmasina
dikkat edilmeli, parmak serbest birakilmalidir.

DIKKAT!!! Kan ¢ikarmak i¢in parmak sikilirsa, érnek,

doku araligina sizan siv1 ile seyrelecegi i¢in dustik parazi-
temili hastalarda paraziti saptamak zorlasabilir.

Calisma-2: Ince Yayma Preparatinin Hazirlanmas1

1. Delinen parmakta toplanmis ikinci kan damlasi, lamin kenarindan bir santim
kadar mesafede orta bir noktaya alinir.

2. Lam sol elin bas ve isaret parmaklar: arasinda, kan damlasi isaret parmaginin
bulundugu tarafta olacak sekilde, diiz bir sekilde tutulur.

3. Sag elin bas ve isaret parmaklar: arasina alinan diger bir lam, kan damlasinin
on kismina isaret parmagina bakan 45°’lik bir a¢1 yapacak sekilde degdirilir.

4. Kanin bu ikinci lamin iki kosesine kadar yayilmasi igin kisa bir stire beklenir
ve ac1 45°’de sabitlenmesi sartiyla ikinci lam sol tarafa suralir.

5. Lamelin pesinden siiriklenen kan i¢indeki hiicreler bozulmadan ince bir
tabaka halinde yayilir ve preparatlar havada kurutulmaya birakilir.

6. Fiksasyon islemi kimyasal yolla tercihen metanol ile yapilir.
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Sekil 11.2: Ince yayma preparat: hazirlama (Yazarin kendi gektigi fotograf).

Calisma-3: Giemsa Boyama Yontemi

Kan ve kemik iligi yaymalarinda en yaygin kullanilan notral boyalardan biri de
Giemsa boyasidir. Ozellikle sitmada eritrosit icine yerlesmis olan Plasmodium
formlarinin ayirilmasinda basariyla kullanilir. Ayrica, yine parazitolojide diger kan
protozoonlarinin (6zellikle hemoflajellatlarin), mikroflaryalarin tanisinda, Chlamy-
dia sp siipheli 6rneklerde inkliizyon cisimciklerinin aranmasinda da yararlanilir.

Metod

1. Stok ¢ozeltiden 40 ml Giemsa boyasi1 alinarak boya diizenegine (cam sale)
konur.

2. Ikinci bir salenin i¢ine de 40 ml tamponlu su konur; tizerine 20 pL Triton
100X eklenir.

3. Yaymalar Giemsa boyasi iceren salede 50-60 dakika bekletilir.

4. Suire dolunca tamponlu suya 3-4 defa batirip ¢ikarmak suretiyle preparat

durulanir.

Gorevler:

1. Periferik kandan ince yayma preparati hazirlandimi? ..o
2. Ince yayma preparati Giemsa ile boyandi mi? ........cccooeeueiiierninieeinineeeie e

3. Hangi objektifte incelediniz?.........ccccccooiiiiiiiiiiii

W2
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4. Gorduklerinizi ¢iziniz:

Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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MIKOLOJIK INCELEME TEKNIKLERI

Mantarlarin yaptig1 enfeksiyon hastaliklarina mikoz ad1 denir.

Dogada saprofit olarak bulunan, normal flora uiyesi olarak yasayan mantarlar,
morfolojik olarak iki temel formda bulunur: Kif ve Maya.

Kiifler, dogada ve florada yaygin olarak bulunan mantarlar olup kolonileri tiire
gore degisen gorunum ve renk gosterir. Mikroskobik elementleri olarak yine ture
gore degisen bolmeli (septali1), bazen bolmesiz (septasiz) hifler, mikroskop altinda ip-
liksi yapilar olarak izlenir. Kuflerin laboratuvar tanisinda eseysiz sporlarinin degisik
dizilisler gostermeleri onem arz eder. Eseyli sporlar ise, daha ¢ok siniflandirmada
yardimci olur. Aspergillus ve Penicillum kuf mantarlarina 6rnek olarak verilebilir.

Insanlarda cesitli yerlesim gosteren firsatci enfeksiyonlar yapabilir.

Sekil 12.1: Laktofenol pamuk mavisi ile boyali preparatta hif yapilar1 (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gorsel).

Mayalar, yuvarlak, oval, silindirik ve sise seklinde olabilen tek hiicreli 6karyotik
mantarlardir. Mikroskop altinda bakterilerden 2 ila 10 kat daha buyuk goriliirler.
Gram boyali preparatlarda gram pozitif boyanirlar. Insanlarda hastalik yapabilen
maya mantarlarina en tipik ornek candida cinsi mayalardir.
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Candidalar:

Deri kivrimlarinda, genital bolge mukozasinda ayrica agiz florasinda bulunan ve
ozellikle immun sistemi baskilanmis hastalarda derin ve yuzeyel mantar enfeksi-
yonlarina yol agarlar.

Candidalar, gergek hif olusturmaz, yuvarlak veya oval, yer yer tomurcuklanma
gosteren bir yapiya sahip olup identifikasyonu zor degildir. Candidalar, Saburaud
dekstroz agarda (SDA) hem 37°C’de hem de oda 1s1sinda iirer ve kirli beyaz, mat,
eksi kokulu koloni yapar. Organizmada aktif enfeksiyon etkeni oldugu zaman;
Tween 80’li misir unlu agarda (Corn-meal agar) klamidospor olusumu, germ tiip ve
pseudo hif olusturma gibi ozellikleriyle tani konulur (Ecemis, 2010).

Sekil 12.2: Candida albicans (Shutterstock.com’dan alinan lisansla kullanilan gorsel).

Calisma-1: Mikolojik Preparat Hazirlama
Arac - Gereg

1. Kil, deri tirnak gibi keratinize dokudan alinan 6rnekler,
2. %10’luk KOH veya NaOH soliisyonu,

3. Lam-lamel,

4. Bistiri,

5. Pens,

6. Cimbaz,

7. Vazelin.

QY
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Metod

1. Temiz bir lam tzerine bir miktar klinik numune konur.
2. Ornegin iizerine bir damla %10’luk KOH veya NaOH soliisyonu damlatilir.
3. Temiz bir lamelle kapatilir.

4. Numunedeki keratinize dokularin erimesi ve mantar elemanlarinin daha kolay
gorunebilesi i¢in dustik 1s1 ile lamin muamele edilmesi saglanir.

5. Preparatin kurumasinin onlenmesi i¢in istenirse lamelin kenarlari s1v1 vazelin
ile kapatilabilir.

Mikolojik Preparatin Boyanmasi

Mantarlar da bakteriler gibi gram boyama ile boyanabilirler. Ancak mantar eleman-
larinin daha etkili ve spesifik boyanmasi i¢in mikoloji laboratuvarinda laktofenol
pamuk mavisi kullanilir. Bunun disinda metilen mavisi, kapsulli Cryptococlar igin
¢ini murekkebi gibi boyalar tercih edilmelidir.

Calisma-2: Laktofenol Pamuk Mavisi Yontemi ile Boyama
Arac - Gereg

1. Lam-lamel,

2. Whatman kagidi,

3. Vazelin,

4. Laktofenol pamuk mavisi boyasi,

5. %70’lik alkol.

Metod

1. Temiz bir lam uzerine bir damla alkol konur.

2. Kilturden igne oze ile kiiglik bir parca alinarak alkoliin i¢inde siispanse edilir.
3. Ornegin iizerine bir damla Laktofenol pamuk mavisi damlatilir.

4. Karisim tzerine hava kabarcig1 olmayacak sekilde temiz bir lamel kapatilir.

5. Mikroskobik incelemede mantar elementleri acik mavi renkte gorulir.
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Gorevler:

1. Mikolojik preparat hazirland1 mi1?

4. Gorduklerinizi ¢iziniz.

Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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Calisma-3: Germ Tiip (Cimlenme Borusu) Deneyi

Arac - Gereg

1. Serum,
2. Lam-lamel,

3. Supheli candida kolonisi.

Metod

1. 1 ml serumun igine siipheli candida kolonisi ekilerek, 37°C’de 2 saat inokule

edilir.
2. Etiivden ¢ikarilan sispansiyondan 1 damla alinarak temiz bir lama damlatilir.
3. Lam-lamel arasi preparat hazirlanir, 10X ve 40X objektifte incelenir.

4. Ana hiicreden tomurcuklanmis ¢imlenme borusu varligi agisindan arastirma

yapilir.

Gorevler:

1. Seruma candida ekimi yapildi m1?

4. Gorduklerinizi ¢iziniz.
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Sonuc¢ - Yorum

Ogretim
Uyesi:

Imza:
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