Mikroorganizmalarin
Ureme Ozellikleri ve
Boyalar




Bakterilerin cogalmasi

Uygun kosullarda ikiye béliinerek
¢ogalma

Ayni genotip ve fenotipte iki yavru
hiicre

Iki kopya DNA

Birey sayisinda artis:




Bélinme basinda bakteri hiicresinin

hacmi artar

Hiicre ve sitoplazma membraninda

iceri dogru gikinti olusur

Ikiye boliinme




Bakterilerin Ureme donemleri

Sivi besiyerinde daha iyi izlenir (yer
degisimi miimkiin)

Ekimden sonra diizenli zaman diliminde

ornek alinpp 1 mm3 deki bakteri sayisi
izlenirse




A-Gizli (latent) SThils

B-Hizlanma Artar

C-Logaritmik artis Sabit

D-Duraklama Bakteri 6limd ile dengeli
E-Azalma ve olim  Sifir

D
c/

yogunlugu /

Hlcre




Gizli (latent) donem: Yeni ortama uyum

Cogalma yok

Hacim bdydr, enzim ve ara maddeler
sentezlenir

Dénemin siiresi mikroorganizmaya
olale]l




Uremenin hizlandigi dénem:

Uygun kosullar

Donem sonunda rejenerasyon zamani
minumuma ulasir




Logaritmik Ureme donemi:

Bakteri sayisi maksimuma ulagir

Ureme hizi sabit

Hicreler kiclk

Fiziksel ve kimyasal etkilere duyarlilar
(biyoaktiviteleri yliksek)

Besiyerinde oksijen ve besinlerin
azalmasi, toksik metabolitlerin
birikimi ile donem biter




Uremenin durma dénemi

Besin azligi ve metabolitlerin birikimi
ile bakteri ¢ogalmasi-olimi dengede

Azalma ve olum donemi:

Canli bakteri sayisi azalir
Tum bakteriler dlebilir

Canli kalanlar ay/yillarca yasayabilir




Besin kaynaklari

Mikroorganizmalarin kuru agirliklarinin
%95‘inden fazlasini karbon, azot, sulfur,
fosfor, oksijen, hidrojen, potasyum,
kalsiyum, magnezyum ve demir olusturur
CEnEREEuE N ED)

Manganez, kobalt, cinko, nikel, bakir
(eser elementler)




Karbon kaynaklari
C, tum fonksiyonlarda gerekli
En onemlisi karbonhidratlar
Azot kaynaklari

Enzimler, proteinler, plrin ve pirimidinlerin
yapisl

Amonyum tuzlari, organik asitler,
aminoasitler

Sulfur kaynaklari
Sulfat

Fosfor kaynaklari
Fosfat tuzlari




Su (hucrelerin %70-90")
Mineraller

Ureme faktorleri, vitaminler




Bakterilerin cogalmasi icin gerekli
faktorler

oksijen (ya da yoklugu)
enerjl

besin maddeleri
optimal 1sl

optimal pH




(10-45°C'de-en uygun 35-42°C)
Insan viicut Isis|
Patojenler
Firsatcilar

Soguga dayanikli
(-10-20°C'de-en uygun 15-20°C)
Sicaga dayanikli

(50-70°C'de)




Besiyerleri

Mikroorganizmalarin uygun cevre kosullari
saglanarak in vivo veya in vitro ortamlarda
uretilmeleri islemine kaltir yapmak,
besleyici ortamda Uretilmis olan
mikroorganizmalarin tumune kulttr adi
verilir.

Bakteri ve mantarlarin ¢cogu in vitro olarak
besiyeri adi verilen cansiz ortamlarda
Uretilirler.




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

Koch 1876 yilinda Bacillus anthracis'i
besiyerinde Uretmistir.




Agar

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

Katilastirma 6zelligini icinde bulunan D-galakton
saglar.

Normal inklibasyon 1sI derecesinde erimemesi ve
uzun dallanmis zincir yapisindan dolayi
mikroorganizmalar tarafindan besin maddesi
olarak kullanilmamasi jelatine olan Gsttnlukleridir.




Fiziksel Ozelliklerine Gore Besiyerleri

Sivi besiyerleri

Yari-kati besiyerleri
%0,05-0,5 agar

Katl besiyerleri
%0,5-3 agar




Kimyasal Ozelliklerine Gore Besiyerleri

Sentetik veya kimyasal yapilari tam olarak
bilinen besiyerleri

Sentetik olmayan veya kompleks besiyerleri




Kullanim Amaclarina Gore Besiyerleri

emel besiyerleri
Secici besiyerleri
Zenginlestirici besiyerleri

Ayirt edici (identifikasyon) besiyerleri
Tasima besiyerleri
Saklama besiyerleri




Temel Besiyerleri

Pepton (%1)
Et 6zUtlh (%1)
NaCl (%0,5)
Distile su

Buyyon+%02-3 agar




Zenginlestirilmis besiyerleri

Temel besiyerlerine kan, serum, glukoz,
vumurta vb eklenerek elde edilir

Mikrobiyolojide en sik kullanilan
besiyerlerindendir.

Besiyeri 75-80°C de iken
%5 oraninda kan eklenir. Eritrositlerin
hemolizi sonucu hemoglobin aciga cikar




M.tuberculosis uretiminde kullanilan

yumurta iceren besiyerisir

Nisasta icerir

Antibiyotik duyarlilik testlerinin yapildig
besiyeridir




Secici Besiyeri

Birden fazla mikroorganizma iceren
orneklerde uremesi istenmeyenlerin
cogalmasini baskilayici 6zellik tasir
Iceriginde
bulunan eozin ve metilen mavisi Gram
pozitif bakterilerin Gremesini baskilar.
Bakterinin laktoza etkisi arastirilir




Secici Besiyeri

EMB
MacConkey

Gram pozitiflerin Gremesi kristal viyole ve safra
tuzlar tarafindan baskilanir.




Zenginlestirici Besiyer;

Diski orneklerinde Salmonella ve
Shigella’nin Gremesini arttirirken E.coli'nin
turemesini baskilar




Ayirt edici besiyerleri
(Identifikasyon)
Mikroorganizmalarin belirli bir besin

maddesini kullanip kullanmamasi,
metabolizmasi sonucu ortaya c¢ikan urtnlerin

gosterilmesi ile tanimlanmasina olanak
saglar

Mikroorganizmalarin glikoz
ve laktoza etkileri, Hidrojen sulftr
olusumunu arastirmada kullanilir




Sitrati kullanan bakteriler
besiyerinin rengini maviye donusturdr
(Icinde bromtimol mavisi var)

Ureyi parcalayan
mikroorganizmalar besiyerinde alkali pH
olustururlar. Fenol kirmizisi ayiracinin rengi
pembeye doner

Yari kati besiyeridir




S.aureus

Urediginde mannitoll fermente ederek fenol

Kirmizisinin rengini sariya cevirir (asit)

D grubu streptokoklar
urediginde eskulini parcalayarak siyah renk

olusturur




Tasima Beslyerl

Amies
Stuard
Cary-blair

Amies besiyeri oksijeni absorbe eder. Bu
nedenle anaerop orneklerin tasinmasi icin
uygundur.




Saklama Besiyeri

Gliserinli Triptik soy broth

Izole edilen kdkenlerim -20 veya -70°C'de
saklanmasinda kullanilir.




Besiyerlerinde kalite kontrolQ

Sterilligi denetleme

Mikroorganizmalar Gretebilme, secicilik,
zenginlestirme ve biyokimyasal ozelliklerini
saptayabilme acisindan uygunlugunu
denetleme.




Bordet-Gengou

Breain-Heart infusion besiyeri
Mannitol tuz besiyeri
Cukulata agar

Endo ve EMB besiyeri

Kanli agar

Lysine Iron agar (bromkrezol purple)
Lowenstein-Jensen besiyeri
MacConkey besiyeri
Middlebrook besiyeri

Mueller Hinton besiyeri

PPLO besiyeri

SS besiyeri

TCBS besiyeri

Thayer-Martin besiyeri
Tiyoglikolat besiyeri

TSI besiyeri

Ure Besiyeri




Besiyeri

Kanl agar

Buffered charcoal
yeast extract (BCYE) agar

Campylobacter besiyeri

Cefsoludin-irgason-
novobiocin [CIN) agar

Chareoal cephalexin
kanl (CCBA) agor

Cukulatamsi (isihlmig

kanl) agar

Cycloserine-cefoxitin-
fructose agar (CCFA)

Cystine-lactose-electrolyte
deficient (CLED) agar

Deoxycholate-citrate agar
(DCA)

Kanamisin kanh agar

Kligler iron agar [KIA)

Ana bilesikler

Nutrient agar +
% 5 at veya koyun kani

Maya dzeti, kémir,
L-cystein HC,
a-ketoglutarate

Vankomisin, trimetoprim,
amfoterisinli nutrient
agar baz

Antibiyotik eklenmis
pepton baz

Charcoal agar, koyun
kani, sefaleksin

Isitilmis kanli agar.
Hiicreler pargalanir ve

dzgil treme faktérleri salinir.

Frukioz ve antibiyotikli
yumurta sarisi baz

Laktoz ve L-sistinli
pepton baz. Bromtimol
mavisi indikatéri Proteus

tirrlerinin yayilimini inhibe eder

Laktoz, deoksikolat ve
notral kirmizisi indikatorli
pepton agar baz

Kanamisinli kanl,
agar baz

Laktoz, glikoz, fenol
kirmizist ve ferrik sitrath
pepton agar baz

Bakteri kiltirleri icin besiyerleri

Kullanim yeri

Birgok Gram pozitif ve
Gram negatif bakteri icin
segtirici olmayan

Legionella tirleri icin
sectirici

Campylobacter tiirleri icin
sectirici

Yersinia tirleri icin
sectirici

Bordatella tirleri icin
sectirici

Haemophilus ve Neisseria
torlerinin kilturleri

Clostridium difficile
icin seghirici

idrardaki bakterilerin
izolasyonu

Salmonella ve Shigella
igin seclirici

Bacteroides tirleri igin
segtirici

Salmonella, Shigella ve

oteki Enterobacteriaceae’leri

ayirt edici egik besiyeri




‘ Besiyeri

owenstein - Jensen

(L)) besiyeri

MacConkey agar

Mannitol tuzlu agar

Modifiye New York City
(MNYC) besiyeri

Salmonella-Shigella
agar

Sorbiiof‘MccConkey
agar

Tellurit kanl agar

Thayer-Martin Agar

| Thiosulphate citrate bile
salt [TCBS) agar

Xylose lysine deoxycholate
(XLD) agar

Ana bilesikler

Malasit yesilli
yumurta bazli besiyeri

Safra tuzlar, laktoz ve nétral
kirmizisi igeren pepton baz.
Laktozu fermente edenler asit
Uretir ve boylelikle pembe
koloniler olustururlar

Mannitol, sodyum klorid
ve fenol kirmizisi igeren
pepton baz

Maya, hemoglobin ve
vankomisin ile kolistinli
pepton baz

Safra tuzlari, laktoz,
netral kirmizisi ve ferrik sitrat
iceren pepton bazli besiyeri

Safra tuzlar, sorbitol
ve notral kirmizisi iceren
pepton baz

Potasyum telluritli
kanl agar

Kolistin ve vankomisin
ile suplemenlar iceren
kanli agar bz

Tiyosulfm, sitrat, stkroz
ve timol mavisi iceren
pepton baz

Lizin, ksiloz, laktoz
ve ferrik sitratli maya ozeti

Bakteri kiltirleri icin besiyerleri (devam) -

Kullanim yeri

Mikobakteriler icin
sectirici

Laktozu fermente edenleri
fermente el‘meyenlerden
ayiran disik diizeyde
sectirici

Staphylococcus aureus
izolasyonu igin segtirici
ve ayirt edici

Urogenital drneklerden
N.gonorrhoeae izolasyonu
icin segtirici

Salmonella ve Shigella
tirleri icin segtirici

Sorbitoli fermente
etmeyen E.coli (E.coli 0157)'nin
ayirt edilmesi

Siyah koloniler olusturacak
sekilde tellurite indirgeyen
Corynbeacterium diphtheriae
icin segtirici

Neisseria turleri igin
segtirici izolasyon

Vibrio tirleri icin sectirici.
V.cholerae sukrozu fermente
eder ve san koloniler olusur.

Shigella [pembe koloniler)
ve Salmonella (pembe/siyah

koloniler) iin segfirici ve ayirt edici




KANLI AGAR




EMB AGAR




BILE ESCULIN AGAR




MUELLER HINTON AGAR




KAN KULTURU




LOWENSTAIN JENSEN
BESIYERI
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MAC CONKEY AGAR




SAKLAMA BESIYERI HAREKET BESIYERI
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BESIYERI DOKUMU




EMB besiyerinde laktoz (-) ve
laktoz (+) koloniler




McConkey agarda Klebsiella
kolonileri
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Kanli besiyerinde proteus
kolonileri
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BOYALAR




Mikroorganizmalardaki biyolojik molekuller
goriinen 1s1g1 iyi absorbe etmezler. Bu
nedenle mikroorganizmalarin boyanarak
incelenmesi gerekir.

Boya molekilleri 1s1g1 farkli sekilde absorbe
ederek goériinmelerini saglar.




Bakteriler genellikle bazik boyalarla
boyanirlar. Zengin nukleik asit iceren bakteri
hicre nukleolusu fosfat gruplari nedeni ile
negatif yuk tasimaktadir. Bu nedenle pozitif

yukll bazik boyalarla birlesir.

Asit boyalar genellikle zeminde kontrast
yaratmak icin kullanilir.




Chromophores

Cel




Preparatlarin Hazirlanmasi

Lamlar temiz, yagsiz, ciziksiz olmali

% 50 lik etil alkolde tutulup silinebilirler
Kullanilan malzeme steril olmali

Isi biten lamlar dezenfekte edilmeli




Boyasiz preparatlar

Bakteri hareketlerinin incelenmesi
Karanlik alanda inceleme
Hulcrelerin gorulmesi

Protozoa ve parazitlerin gortulmesi

Lamlar silinerek temizlenir

Preparat hazirlanacak yuzt alevden gecirilir
Dogrudan sivi madde ya da serum fizyolojikle
sulandiriimis yari kati materyal ile preparat
hazirlanir.




KOH ve NaOH preparatlarl

Kil, deri, tirnak gibi keratinize dokunun mantar
infeksiyonlarinda mantar aramasinda kullanilir

Ornek lizerine bir damla % 15 lik potasyum
hidroksit (KOH) eriyigi damlatilip lamel kapatilr.
X40 buyutmede hifler, sporlar vs mantar
elemanlari goralar.




Boyall preparatlarin incelenmesi

Temiz lamlarla uygun kosullarda preparat
hazirlanir

Havada kurutulur

Materyal tespit edilir

Havada kurutarak (2-3 hatta 18 saat)
Alevde tespit

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




Basit boyama yontemleri
Tek bir boyama eriyigi kullanihr




1.Metilen mavisi ile boyama
Preparat tespit edilir
Uzerini kaplayacak sekilde boya dokuiliir
30-60 sn bekletilip su ile yikanir
Kurutulur immersiyon objektifi ile incelenir

Preparattakiler maviye § g
boyanir ' o5




2.Sulu fuksin ile boyama

Preparat pembe-kirmizi boyanir




Gram boyama

Hans Christian Joachim Gram

Bakterilerin cogu Gram olumlu ya da
olumsuz boyanir

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

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

Zit boya eriyigi ile Gram olumsuzlar
boyanarak gorunur hale getirilir

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




Gram boyama

Bazi bakteriler sinirda tepkime verebilir
Gram olumlu oldugu halde eskiyen kilttrlerde

olumsuz

gibi boyanabilir

Bazi Gram (+)’ler besiyerinde en az % 5 serum
ya da kan bulunmadikca Gr (-)'lesme
egilimindedirler

Ortam p
olumsuz

1 sinin asitlesmesi Gram

asmaya eqgilimi arttirir

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

olur




Gram (+) bakterilerdeki peptidoglikan tabaka
Gram (-) gore daha kalindir ve hucre ceperinde
teikoik asit icerirler.

Gram (-) lerde ise farkl olarak peptidoglikan
tabakanin disinda bir lipopolisakkarit tabaka

bulunur

Kristal viyole ve lugol her iki bakteride hiicre
ceperini gecerek hucre icine girer, Gram (+)
lerde bu maddeler hiicre geperi ile zor
ayrilabilen bilesikler olusturur.




Gram boyama

| FIGURE 3.15
The color appearance of bacterial cells at each step of

» Tespit edilen preparat Uzerine

kristal viyole eriyigi dokultp 1-2 i S
dk beklendikten sonra yikanir.

» Lugol eriyigi dokiltr, 30-60 sn QQC &T}
beklendikten sonra yikanir. ¥

» Aseton alkol ile 10-15 saniye
renksizlestirilir, preparat yikanir |

» Sulu fuksinle 30 sn boyanir, | Tl |
kurutulduktan sonra s |
immersiyon objektifi ile
incelenir NP

< Dot
renkte gorulur v




Gram boyamada diger zit boya eriyikler

Asit pikrik




ARB Boyama

» Karbol fuksin
» Asit alkol
» Metilen mavisi

Fig. 2-11 Acid-fast Mycobacteria. Micrograph of My-
cobacterium tuberculosis in a sputum sample of an individual with
tuberculosis. (300X.) The appearance of red rods after acid-fast
staining indicates the presence of mycobacteria and is diagnostic
of tuberculosis.



Aside direncli bakterilerin boyanmasi

Asiderezistan bakteriler diger yontemlerle kolay
boyanmazlar

Boyanmalari icin fenollii ve yogun boya
eriyiklerinin uzun sure ya da sicaklik etkisi ile

uygulanmasi gerekir

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




» Asidorezistan bakterilerin hucre ceperi

yapisinda diger bakterilere oranla ¢cok daha
fazla lipid bulunur

» Fenollu fuksin lipid ortamda alkol ve sulu
ortama gore daha kolay eridiginden bakteri
lipidlerini kolayca gecer, bakteriyi boyar.
Renksizlestiricilerde daha az eridiginden

bunlarin uygulanmasi ile bakteriyi terk
etmez




Tespit edilmis preparat uzerine Kkarbolfuksin
dokulur

Alttan alev gecirilerek kaynatilmadan 3-5 dk isitilir.
Boya azalirsa eklenir.

Yikanip asit alkol ile 2 dk dekolarize edilir

ZIt boyama icin 1-2 dk metilen mauvisi ile boyanir,
yikanip kurutulur ve X100 buyutmede incelenir.
Mikobakteriler kirmizi, zemin mavi renkte gorulur.

Z1t boyamada farkli boyalar kullanilabilir.




Florsan Boyama

Florosein isotiosiyanat (FI

C)

Tetrametilrodamin isothionat (TMRI)

Klamidya, legionela bircok virus

Auramine ve rhodamine
Mycobacterium icin




Metakromatik cisimciklerin
boyanmasi

Basta Corynebacterium’lar olmak tGzere olmak
Uzere bazi bakterilerin hlcre yapisinda bulunan

Cogunlugu voliitinden olusmus
Bazik boyalarla boyanan cisimciklerdir

Loffler'in metilen mavisi ile boyamada: acik mavi

bakterilerin orta ve ug kisimlarinda koyu mavi
boyall metakromatik cisimcikler gortlir




Boyama

Bir tlp icerisinde 2 kisim Neisser A ve 1 kisim
Neisser B eriyikleri karistirihr

Havada kurutulmus ve tespitlenmis preparatin
Uzeri boya ile kaplanir. 10 saniye sonra
kurutma kagqitlar arasinda kurutulur

Preparat zerine krizoidin eriyigi dokulir. 3 sn
sonra kurutma kagitlari arasinda kurutulur

Immersiyon objektifi ile incelendiginde sari
boyali bakterilerin iclerinde koyu kahverengi-
mor boyall metakromatik cisimcikler gorultr




Kapsul boyama yontemler;

_.am Uzerine bir iki 6ze cini murekkebi konur.
Kultiirden bir 6ze bakteri alinarak stispansiyon
haline getirilir. Uzerine lamel kapatilip
immersiyon obijektifi ile incelendiginde bakteri
hicresinin parlak ceper siniri ile siyaha boyali
zemin arasinda bosluk halinde kapsul gorultr




Giemsa boyasi

Eozin ve metilen mavisi eriyiklerinden olusur

Lokosit cekirdekleri mor, sitoplazmalar mavi ve
eritrositler pembeye boyanir

Ticari olarak satilan eriyik ya da toz halde satilan
giemsa boyasi kullanilabilir

Toz giemsa boyasl 1gr
Gliserin 66 ml
Metil alkol 66 ml




Yayma kan preparatlarinin boyanmasi
Kan lam Uzerinde yayilarak kurutulur
Metanol ile 2-3 dk, ya da etanolle 5 dk tespit edilir

Bir mezure preparat basina 3 ml distile su konur,

ml basina birer damla giemsa eriyigi damlatilip
yavasca karistirilir

Preparat Uzeri kaplanip 30 dk beklenir ve saf su ile
yikanir.




Mantarlarin incelenmesi

Gram boyama: Tum mantarlar Gram
olumludur.
Laktofenol pamuk mavisi yontemi
Laktik asit 20 ml
Fenol kristal 20 gr
Gliserin 40 ml
Saf su 20 ml

Pamuk mavisi (Poirrier mavisi) 0.075 gr

Saf su, Laktik asit ve Gliserin karistirilir.
Isitilirken Fenol kristalleri eklenir boya atilir ve
eritilir.




Selofan banttan
kesilerek yapiskan yuzu alt
tarafa gelecek sekilde bir penset
ile tutularak mantar kolonisine
dokundurulur (kuflerde)

Uzerinde bir damla boya olan

lam Uzerine yapistirilarak X40
blyutmede incelenir



Acridine —Orange
Metilen mavisi
Kalkoflor beyazi

Gumusleme yontemi
Giemsa
Periodic Acid-Schiff




