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ONSOZ

Mikrobiyoloji, uygulama alanlarinin gesitliligiyle, stirekli gelisen bir bilim daldir. Tibbi
Mikrobiyoloji, Gida Mikrobiyolojisi, Endistriyel Mikrobiyoloji, Ekolojik Mikrobiyoloji,
Farmasotik Mikrobiyoloji Dallari ile ilgili ¢alhsmalar yapilmistir ve yapilmaya devam
edilmektedir. Son yillarda Uzay Mikrobiyolojisi ile ilgili arastirmalara da baslanmistir.

Mikrobiyoloji, sinirlari ¢ok genis olan bir bilim alanidir. Tum bu alanlardaki bilgiler; ortak,
degismez, klasik, benzer bilgilerdir. Eczacilik Fakiiltesi Ogrencilerine; eczacilar igin bilinmesinde
yarar gordigim gerekli ve yeterli konulari, mikrobiyoloji uygulamalarindaki temel bilgi ve
kavramlari, akilda kalici, ilgi gekici, anlasilir sekilde sunmaya ¢alistim.

Bakteriyoloji agirhkli uygulamalarimizin yer aldigi bu eser, ayni zamanda laboratuvar defteri
olarak da kullanilabilecektir. Ogrencilere kolayliklar getirmesini dilerim.

Prof. Dr.Ufuk ABBASOGLU

ANKARA, 2025
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file://///Users/ayseabba/Desktop/Bakteriyi-nasil-gorebilirim/Bakteriyi%20nasıl%20görebilirim%20duzenlendi.docx%23_Toc204945318
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1. CANLILAR ALEMI

Mikroorganizmalarin diinya tzerindeki varligi, milyarlarca yil 6ncesine dayanmaktadir. En eski
yasam formlarinin, Diinya'nin olusumundan kisa bir slire sonra, yaklasik 4.5 milyar yil 6nce
ortaya ciktigr disinilmektedirt. Bu erken doneme ait en eski mikrofosil bulgulari,
Avustralya'nin Apex Chert formasyonunda bulunan ve 3.47 milyar yil 6ncesine tarihlenen
mikroorganizma izleridir?.

Prokaryotlar, gezegenimizdeki biyokitlenin 6nemli bir bélimini olusturur. Yapilan
hesaplamalara gore, yalnizca okyanuslardaki prokaryot sayisi yaklasik 10%° hiicre civarindadir.
Bu rakam, gorinlr evrendeki yildiz sayisindan yaklagik 100 milyon kat daha fazladir3,*.
Prokaryotik hiicreler, amitoz yoluyla hizli cogalma yetenegine sahiptir. Bu sayede kisa slirede
milyonlarca yavru hiicre meydana getirirler. Olusturduklari koloni yapilarinin ¢ogu, biyofilm
olarak adlandirilan canl tabakalari halinde sert ylizeylere tutunur. Bu biyofilmler, canlilik
tarihine ait en eski yapilardan olan stromatolitlerin olusumunda da 6nemli rol oynamistir.

Mikroorganizmalarla ilgili bilimsel distinceler, ilk olarak Antik Yunan’da M.O. 4. yiizyilda
Aristoteles ile sekillenmeye baslamistir. Ancak mikroorganizmalarin mikroskobik diizeyde ilk
gozlemi, 1676 yilinda Antonie van Leeuwenhoek tarafindan gelistirilmis olan basit bir
mikroskop araciligiyla gergeklestirilmistir ©.

Gunlmuzde mikroorganizmalarin ekstrem kosullarda da yasayabildigi, uzay arastirmalariyla
desteklenmistir. 2020 yilinda Uluslararasi Uzay istasyonu’nda yiiriitilen bir calismada, Bacillus
pumilus tirl bakterilerin yaklasik Gc¢ yil boyunca vakum, radyasyon ve sicaklik degisimlerine
ragmen hayatta kalabildigi gozlemlenmistir’. NASA’da calisan bilim insani Kasthuri
Venkateswaran tarafindan yiriatilen bir baska calismada ise Mars’a gonderilmek Uzere
sterilize edilen uzay araci ylizeyinde yine ayni tlirden bakterilerin bulundugu tespit edilmistir.
Bu bulgular, mikroorganizmalarin kozmik kosullarda bile yasamlarini sirdirebilme
kapasitelerini ortaya koymaktadir é.

Mikroorganizmalar genellikle tek hiicreli olup, c¢ok genis bir cesitlilige sahiptirler. Bu
organizmalar bakteriler, viruslar, mantarlar, parazitler, riketsiyalar, klamidiyalar ve arkeler
olmak Uzere gesitli gruplara ayrilir. Bakteriler prokaryotik hiicre yapisina sahipken; mantarlar
Okaryotik yapida olup tek hiicreli (mayalar) ya da c¢ok hicreli (kiifler) olabilirler. Viruslar ise
yalnizca canli bir konak hiicre iginde ¢ogalabilen, DNA ya da RNA taslyan protein yaplili
kapsitlerle cevrili enfeksiydz ajanlardir. Parazitler, protozoonlar, helmintler (solucanlar) ve
ektoparazitleri (bit, pire) icerir. Arkeler ise ekstrem sicaklik, asidite ya da tuzluluk gibi
olagansti cevresel kosullarda yasayabilen prokaryotik mikroorganizmalardir °,%.

Bakteriler mikroskobik boyuttadir ve blyuklikleri genellikle 0.2 ile 3 mikrometre arasinda
degisir. En kiicik bakteri turlerinden biri olan Mycoplasma, yaklasik 125-250 nanometre
capindadir. Viruslar ise 1stk mikroskobuyla goériilemeyecek kadar kiglktir; ¢cogu ancak
elektron mikroskobu ile gézlemlenebilir ve boyutlari genellikle 20-300 nanometre arasinda
degisir 1. Viruslar, zorunlu hiicre i¢i parazitidir.



Yasamin Filogenetik Agaci

Bakteriler Arkeler Okaryotlar
Yesil kikart
icermeyen Hayvanlar
bakteriler Civik mantar

Gram Metanosarsin Bitkiler
Mor bakteriler POZitifler | Metanobakteri )
Halofiller siliatlar
Metanokok

Siyanobakteriler Termokokaller

Termoproteus
Flagellatlar

Pirodiktikum g
Bakteriositler

Termotoga \ Mikrosporodiler

Sekil 1.1.Filogenetik agag 2

Bakterilerin sekilleri morfolojik olarak siniflandirildiginda; kiiresel (kok), comak (basillus) ve
spiral olmak Uzere lic temel gruba ayrilirlar. Ayrica bilimsel metinlerde mikroorganizma isimleri
Latince yazim kurallarina uygun olarak yazilir. Bu yazimda 6nce cins (genus), sonra tir (species)
adi belirtilir. Cins adi blyik harfle, tir adi ise kiictik harfle baslar ve her ikisi de italik yazilir.
Ornegin Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa. Bu tiir isimleri
tekrarlandiginda sirasiyla S. aureus, E. coli, P. aeruginosa seklinde kisaltilabilir *.

Bakteriler

Yuvarlak sekilli Comak sekilli Spiral sekilli

Sekil 1.2. Bakterilerin sekillerine gére klasifikasyonu '3



2. MIKROBIYOLOJi NEDIR

Mikrobiyoloji, bakteri, virus, mantar ve parazit gibi mikroorganizmalarin yapisini, islevini,
cevreyle etkilesimlerini ve insan saglgina etkilerini inceleyen bilim dalidir. Mikrobiyoloji hem
temel bilim hem de uygulamali bilim olarak saglik, tarim, gida glivenligi, ila¢ gelistirme ve ¢evre
koruma gibi bircok alanda arastirmalar sunar 4.

2.1. MiKROBIYOLOJi ALANLARI NELERDIR?

Gida Mikrobiyolojisi: Yogurt, kefir, kimiz gibi st Grunleri, tim alkolll icecekler, sirke, boza,
uzak dogu kokenli bazi soslar, mayali ekmek gibi gesitli gidalar mikroorganizmalar kullanilarak
elde edilir. Bu alan, gida Uretiminde kullanilan mikroorganizmalarin islevleri kadar, gida
kaynakli patojenlerin kontrollini de igerir.

Endiistriyel Mikrobiyoloji: Alkol, aseton, bitanol gibi Grlinlerin elde edilmesi, biyolojik aritma
tesislerinin ¢alismasi, biyolojik glibre ve biyoinsektisit Gretimi bu alanda yer alir.

Ekolojik Mikrobiyoloji: Dogadaki karbon (C), azot (N), fosfor (P) ve kikiirt (S) gibi maddelerin
dongiilerinde mikroorganizmalar dnemli rol oynar. Ayrica maden yataklarinin mikrobiyal
yontemlerle 1slahi da bu alanin uygulamalari arasindadir.

Tibbi  Mikrobiyoloji:  Enfeksiyon  hastaliklarin ~ tanisinda, genetik  ¢alismalarda
mikroorganizmalar kullanilir. Laboratuvarlarda kiltiir c¢alismalari, molekiler testler ve
serolojik yontemlerle yapilan enfeksiyon tanilari ve ardindan uygulanan tedaviler ¢ok
onemlidir. Bulasici hastaliklarin kontrol(, toplum saghgini korumaya yoneliktir.

Mikroorganizmalarin patojeniteleri, immun sistemle iliskileri, antibiyotik direnclerini arastiran
bir alandir. Asilarin gelistirilmesi, enfeksiyonlarla miicadele stratejileri bilimsel ¢alisma
alanlaridir.

Farmasotik Mikrobiyoloji: Yeni sentezlenen ya da izole edilen maddelerin antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antiparaziter aktivite testleri ve bu maddelerin duyarlilik testlerinin
calisildigi sahadir. Doku ve serumlarda, antibiyotik miktar tayini yaninda gida, ilag ve kozmetik
urinlerde mikrobiyolojik analiz calismalari yapihr 1415,



3. MIKROBIYOLOJi LABORATUVARLARI NE iSE YARAR

Mikroorganizmalarla etkili ve glivenli bicimde ¢alisabilmek igin yalnizca teorik bilgi yeterli
degildir; ayni zamanda uygulamali tecriibe ve uygun donanima sahip bir laboratuvar ortami da
gereklidir. Mikrobiyolojik testlerin glvenilir sonuglar verebilmesi, steril ¢calisma kosullarinin
saglanmasina baglidir. Bu baglamda calisan personelin mikrobiyolojiye 6zgli laboratuvar
kurallarina hakim olmasi sarttir 1416,

Laboratuvarlar; tani koyma, tedavi planlama, epidemiyolojik izlem, mikrobiyolojik kontroller
ve arastirma gelistirme sireclerinde kritik rol oynar. Bu ortamlarda yapilan kiltir testleri,

antibiyogramlar, molekiler analizler ve serolojik testler saglik sistemine dogrudan katki saglar
15-17

Sterilizasyon ve dezenfeksiyon uygulamalari da mikrobiyoloji laboratuvarlarinin temel
bilesenlerindendir. Ozellikle patojen mikroorganizmalarla calisirken enfeksiyon riski nedeniyle
biyogivenlik standartlarinin titizlikle uygulanmasi zorunludur. Bu nedenle Ilaboratuvar
kosullari, ulusal ve uluslararasi diizenlemelere gére resmi kurumlar tarafindan denetlenmekte
ve siniflandirilmaktadir 18,



4. MIKROBIYOLOJi LABORATUVARLARINDA NASIL CALISILIR?

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mikroorganizmalarla ¢alisildigindan, ¢alisanin hem kendisini
hem de gevreyi korumasi agisindan énemli kurallar olusturulmustur. Uluslararasi kuruluslar,
laboratuvarlardaki ¢alisma kosullarini  belirlemis, belirli zamanlarda denetim ve
kalibrasyonlarini da diizenlemistir.

EKLENTI I de sunulan kurallara uyulmasi 6nemle vurgulanmaktadir.

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinin vazgecilmez kurali sterilizasyona énem vermektir. Ortamin,
kullanilan malzemelerin uygun yontemlerle steril edilmesi ve sterilitelerini koruyacak sekilde
stoklanmalari gerekir.

Konuyla ilgili su sorular ilk akla gelenlerdir.

e Laboratuvarda her sey steril olmak zorunda midir?

e Materyalleri steril etmek kolay midir?

e Steril malzemelerin sterilitesi nasil bozulur?

e Sterilizasyon yontemi, malzemelerin hangi 6zelligine gore secilir?
e Besiyerinin sterilitesinin bozuldugu nasil anlasilir?



5. STERILIZASYON

Sterilizasyon, madde ve malzeme {izerinde bulunan sporlu ve sporsuz bakteriler, viruslar,
mantarlar ve protozoalarin tamamen yok edilmesi islemidir. Sterilizasyon islemi sonrasinda,
sterilitenin korunabilmesi ve malzemelerin uygun kosullarda saklanabilmesi igin 6nceden 6zel
pamuklama ve kagitla paketleme islemleri uygulanir'®,

Tdm cerrahi girisimlerde, viicut dokularina disaridan mikroorganizmalarin ulasmasini 6nlemek
amaciyla mutlaka steril malzeme kullaniimalidir. Ayrica, girisimi gergeklestiren hekim ve diger
saghk personelinin de antisepsi kurallarini eksiksiz uygulamalari; operasyon sonrasi
gelisebilecek komplikasyonlarin dnlenmesi agisindan kritik 5neme sahiptir'4.

Mikroorganizmalarin sicaklik, radyasyon ve kimyasal maddelere karsi direng diizeyleri farklilik
gosterir. Pek cok bakteri, maya, mantar ve virus grubu 60-70 °C'de canliigini vyitirirken;
termofilik bakteriler, kiiclik viruslar, direncli mantar sporlari ve bazi bakteri sporlari ancak 70—
90 °C arasinda inaktive olur. Ozellikle sporlar 90-115 °C'de etkisiz hale gelir. Bu direnc diizeyleri
ortamin nem oranina gore degisiklik gosterebilir. Sterilizasyonun etkinligini test etmek
amaciyla en direngli hicrelerden olan Bacillus stearothermophilus ve Clostridium tetani
sporlari kullanilir. Bu sporlar 121 °C'de, 15 dakikalik otoklav uygulamasiyla etkinliklerini
kaybeder?®.

5.1.STERILiZASYON YONTEMLERI

Sterilizasyon, fiziksel veya kimyasal yontemlerle tiim mikroorganizmalarin ve sporlarin yok
edilmesini amaclayan bir islemdir. Bu islemler farkh tekniklere gore siniflandirilir.

Tablo 5.1. Sterilizasyon yontemleri

STERILIiZASYON YONTEMLERI

Sicaklikla Sterilizasyon
. ] . Radyasyonla
- Siizme ile Sterilizasyon .
Nemli sicak Sterilizasyon
Kuru sicak hava
hava
N . . Ultraviole
Pastor Firini Otoklav Diatom topragi filtreler (Berkefeld) sinlart
Alevden gecirmek | Koch cihazi Porselen filtreler (Pasteur) Xisinlari
Tindalizasyon Asbest stzgecli filtreler (Seitz) Beta isinlari
Pastorizasyon Membran ve ultrafiltreler Alfa isinlari
Koagulasyon Gama isinlari
UHTS




5.1.1.Sicaklikla Sterilizasyon

5.1.1.1. Sicaklikla Sterilizasyon- Kuru sicak hava

Pasteur Firini: Cam alet ve gerecler, 160 °C’de 2 saat veya 180 °C’de 1 saat bekletilerek steril
edilir. Malzemeler islem 6ncesi uygun bicimde ambalajlanmahdir.

Alevden gegirme: Bistlri, igne, penset gibi kiigik metal aletler dogrudan alevden birkag kez
gecirilerek sterilize edilir.

Kizgin Tel: Tel 6ze gibi geregler kizil dereceye kadar isitilarak sterilize edilir.

5.1.1.2. Sicaklikla Sterilizasyon- Nemli sicak hava

Otoklav: En etkili sterilizasyon yontemidir. Alet calistirildiktan sonra icindeki su isinir ve
kaynar. Acik musluktan dnce hava sonra buharla karisik hava ¢ikmaya baslar. Yogun su buhari
¢ikmaya baslayincaya kadar musluk agik tutulur. Musluk kapatildiktan sonra buhar ¢ikacak yer
bulunmadigindan aletin icinde basing meydana gelir ve manometrede ibre ylikselmeye baslar.
Bu esnada termometrede sicaklik ylikselmeye baslar.

121°C'de, 1 atmosfer basingta 15-20
dakika boyunca calistirilir. Bu islem yliksek
basin¢li doymus buharla gergeklestirilir.
islem sonunda, basing sifirlanmal ve
kapak kontrollii sekilde acilmalidir.

Koch ve Arnold kazanlari: Basingsiz
sistemlerdir. 100 °C’'de 1 saatlik islem
uygulanir.

Sekil 5.1 Otoklav

Sekil 5.2 Koch kazani

Tindalizasyon: Sicaklikla bozulan sivi maddeler, arka arkaya belli bir sicaklikta i1sitilarak birkag
guinde sterilize edilir. Madde, yapisina bagh olarak 56°C- 100°C arasinda, 3 gin arka arkaya
birer saat 1sitilir. ilk 1sitma sonunda bakterilerin ve vegetatif sekillerin cogu 6liir, sporlar canli



kalir. Bir giin oda sicakliginda bekletilmekle bu sporlar acilip vejetatif hale gelir. ikinci giin bir
defa yarim/bir saat isitmayla bunlar da 6lir. Ayrica bir glin daha bekletilip tGglnci bir 1sitma
uygulandiginda sterilizasyon tamamlanmis olur.

Pastorizasyon: Sterilizasyon degildir. Sporlari 6ldiirmez.

En yaygin uygulama sitlin pastdrizasyonudur.
» 62.8-65.6 °C’'de 30 dakika veya 71.7 °C’de en az 15 saniye tutulur.
» hizla 10 °C’'nin altina sogutulur.

Koagiilasyon: Koagiilator ismi verilen cihazlarda besiyerlerinin 80°C -85°C’de tutulmasidir ve
iki gin boyunca, giinde 1 saat 85 °C’de islem tekrarlanir.

Ultra High Temperature Sterilition (UHTS): Stit 135 C—150 °C’de, 1-4 saniye tutulur. Daha sonra
vakum altinda sogutma kazanlarina puskartaldr.

Once 75°C’ye getirilen siit siiratle 22°C’ye sogutulur. Aseptik sartlarda steril kaplara doldurulur.

Kaynatma: Nemli sicakligin en kolay ve yaygin kullanim sekli olan kaynatma ile sterilizasyonda
dikkat edilmesi gereken noktalar sunlardir:

e Kaynatma ile sterilizasyon icin 100°C’de 30 dakika yeterlidir.

e Sterilize edilecek aletlerin timu kaynar su igcine batmis bulunmalidir.

5.1.1.3. Siizme ile Sterilizasyon

Termolabil sivilar icin kullanilir. Ozellikleri farkli
filtrelerle yapilan islemdir. Sterilizasyon amaciyla 0.2
um gozenekli tek kullanimhk membran Afiltreler
kullanilir. Antibiyotik, serum ve vitamin ¢oOzeltilerinin
sterilizasyonunda tercih edilir.

&
3
‘ |
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Sekil 5.3 Siizme ile sterilizasyon
5.1.1.4. Radyasyon Sterilizasyonu

iyonlastirici Radyasyon (Gama isini, hizlandirlmis elektron): Elektromanyetik radyasyon
gama isinlari ve X isinlarindan kaynaklanir. Taneciklerden olusan radyasyon ise; alfa tanecikler,
beta tanecikler, pozitronlar, nétronlar ve hizlandirilmis elektronlardan olusur. Sterilizasyon
amacli yalnizca gama isinlari ve hizlandirilmis elektronlar kullanilir.

iyonize radyasyonla yapilan sterilizasyonun en énemli 6zelligi, i1si enerjisine gerek duyulmadan
malzemelerin ambalajlari icinde sterilize edilebilmesidir. DNA ve RNA (izerinde etkilidir.



lyonlastirici radyasyonlar, radyasyonun gectigi malzemenin elektronlarini atomlarindan ayirir.
Tum kimyasal etkiler bu elektronlar tarafindan yapilir.

Ultraviyole (UV) Radyasyonu: Ultraviole isiginin dalga boyu 328 ile 210 nanometre arasindadir.
Maksimum bakterisidal etki 240-280 nm dir. UV isinlari her yapiya niifuz edemez. Bu nedenle
ylizeylerde ve havada bulunan mikroorganizmalarin éldiriilmesi amaciyla kullanilir. icme
suyunun dezenfeksiyonunda UV isinlari kullaniimistir.

Odalar dezenfekte edilirken, personel koruyucu kiyafet ve yeterli g6z koruyucusu kullanmalidir.
Ancak derin dokuya niifuz etmez.

Sekil 5.4 UV ile sterilizasyon

5.1.1.5. Kimyasal Sterilizasyon Yéntemleri

Gaz Sterilizasyonu: Isiya duyarli malzemeler igin uygundur.
> Alkilleyici Gazlar: Etilen oksit, formaldehit, propilen oksit.

> Oksitleyici Gazlar: Hidrojen peroksit, perasetik asit, klor dioksit, ozon.



5.2.UYGULAMA 1: STERILIZASYON UYGULAMALARI

MADDE VE MALZEMELER

e Petri kutular e Cam balon
e Cam tupler e Sivi besiyeri
e Cam pipetler e Pamuk

o Erlenmayer e Paket kagidi

DENEYIN YAPILISI

Cam petri kutularini tek tek kagida sarin

Tuplerin agzini pamuklayin

Cam pipetlerin agzini pamuklayin ve kagitla paketleyin
Erlenmayerlerin agzini pamuklayin

Balonlarin agzini pamuklayin

Cam malzemeleri Pastor firinina, besiyerini otoklava koyun
Cihazlari g¢alistirin

NoukwbNpeE
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UYGULAMA 1: SONUGC VE YORUM

11



6. DEZENFEKTANLAR

Dezenfeksiyon; kimyasal maddelerin cansiz ylzeylere uygulanmasiyla yalnizca patojen
mikroorganizmalarin yok edilmesi islemidir.

Dezenfektanin etkinligi, dogru konsantrasyon ve temas stiresi ile dogrudan iliskilidir; uzun siire
beklemesi etkisini azaltir.

Sonuna “-sid” eki eklenen maddeler (6rnegin bakterisid, fungisid, sporosid) ilgili
mikroorganizmayi 6ldiiren ajanlari tanimlart>2.

Tablo 6.1. Dezenfektanlarin etki mekanizmalarina gore siniflandirilisi

DEZENFEKTANLAR

Etki Mekanizmalari Kimyasal yapilari Kullanim alanlar

Hicre Zarini Kuaterner Amonyum Yu.zey d.e?enfek.swonu’. cilt
; Bilesikleri, Fenoller, Alkol antisepsisi, tibbi aletlerin dig

Etkileyenler ) > temizligi

.. .. s Termometre dezenfeksiyonu,
Hucre Protemlerml ﬁgigll’tsggﬁ a(ldgﬂig Afll‘l;a) cerrahi aletler, antiseptik
Denatiire Edenler g S, soliisyonlar
Niikleik Asitleri Halojenler (iyot, klor), Su aritimi, tibbi aletler,
etkileyenler Formaldehit, Oksidanlar laboratuvar yiizeyleri

Enzimlerin islevine Etki Agir metaller (glimiis nitrat), = Goz damlasi (giimiis), ylizey
Edenler Hidrojen peroksit dezenfeksiyonu, yara temizligi

Yiiksek diizey dezenfeksiyon
(endoskop, 1s1ya duyarli tibbi
aletler), sterilizasyon

Bakteri Sporlarina Etki  Glutaraldehit, Etilen oksit,
Edenler Perasetik asit

Ulusal ve uluslararasi kuruluslar, dezenfektan aktivitesini belirlemek igin gesitli test kosullarini
ve sonuglarini bildirmistir. Testler tim diinyada standart olarak yapilir ve sonuglar paylasilir
21,22 By standartlari belirleyen kuruluslar asagidaki gibidir.

v" American Association of Official Analytical Chemist (AOAC)

v' German Society for Hygien and Microbiology(Deutsch Gesellschaft fiir Hygiene und
Microbiologie (DGHM)

v’ Association French of Normalisation (AFNOR)
v’ British Standards Institution (BSI)

v’ European Free Trade Association (EFTA)

v Comitee Europee de Normalisation (CEN)

v’ Tiirk Standartlar Enstitiisi (TSE)

12



6.1. DEZENFEKTAN SECiM KRITERLERI

Dezenfektan seciminde asagidaki hususlar g6z oniinde bulundurulmalidir;
Hedef mikroorganizma tiiri ve direnc diizeyi

Ortamin organik materyal igerip icermedigi

Ylzey ve ekipman malzemesi

Dezenfektanin kimyasal yapisi, toksikolojisi ve korozif etkisi

Maliyet ve kullanim kolayhgi

VVVVYYVY

Ayrica, dezenfektana slirekli maruziyet direng gelisimine yol agabileceginden, aralikh etkinlik
degerlendirmeleri yapilmahdir'®,

6.2. DEZENFEKTAN TEST YONTEMLERI

Dezenfektanlarin etkinligini degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen testlerde belirli
parametreler dikkate alinir. Bu testler, dezenfektanlarin mikroorganizma tzerindeki 6ldirici
etkisinin nicel olarak saptanmasina olanak saglar. Testlerde esas olarak asagidaki
degerlendirmeler yapilir:

v Cesitli temas sureleri sonunda mikroorganizmanin canli kalmasi,
v" Ne kadarinin 6ldugu,
v" Hangi yogunluktaki dezenfektanin etkili oldugu.

Bu testlerde kullanilan yontemler;

Dezenfektan sulandirma sivilari,

Testte kullanilan mikroorganizma suslarinin tiiri ve yogunlugu,

Temas siireleri,

Test ortamindaki organik ve bozucu maddelerin varligi gibi faktérlere gore farklilik
gosterebilir.

YV VY

Ancak yontem farkhliklarina ragmen test sonuglari benzer kriterlerle yorumlanir.

Bu testler genellikle 6n tarama niteliginde olup, bir dezenfektanin minimum etkili
konsantrasyonu ile etkili olabilmesi icin gereken minimum temas siiresini belirlemeye
yoneliktir.

13



6.3.UYGULAMA 2 : DEZENFEKTAN AKTIVITESINi OLCMEK

MADDE VE MALZEMELER

Dezenfektan madde e Notrallestirici madde
Sulandirma sivisi e Sericam tlpler

Sivi besiyeri e 1,2,5,10 mllik pipetler
Kati besiyeri o Oze

Mikroorganizmalar e 100 ml lik cam balonlar

DENEYIN YAPILISI

1.

Seri tiiplere 5 ml sulandirma sivisi koyun. ilk tiipe 5 ml dezenfektan koyun. Tiipi iyice
karistirpp 5 ml aktarimlarla dezenfektanin 2 katlh (cift katli) dillisyonlarini yapin. Kag
mikroorganizma kullanilacaksa o sayida tip serisi ve dilisyonunu hazirlayin.

Kullanilan mikroorganizmalarin 24 saatlik taze kiltlrlerinden MacFarland 0.5
yogunlugundaki sispansiyonlarini hazirlayin.

Bu siuispansiyonlardan her tiipe 0.02 ml damlatin.

Deneme vakti 6ncesi, seri tliplere 2 damla nétralizan madde ilave edin.

5 dakika sonra her tlipten bir 6ze dolusu kiltir alarak kati besiyeri ylizeyine gizerek ekim
yapin.

15 dakika sonra her tlpten bir 6ze dolusu kiiltlir alarak kati besiyeri ylzeyine ¢izerek
ekim yapin

30 dakika sonra her tlpten bir 6ze dolusu kultlr alarak kati besiyeri ylizeyine gizerek
ekim yapin

Kontrol olarak;

Dezenfektan konmamis besiyerine mikroorganizma ekin. Her mikroorganizma igin ayri
tlp kullanin.

» Besiyerine notralizan madde ve mikroorganizma damlatin

» Butin serileri 37°C'lik ettve kaldirin

» 24 saat sonra petrilerde olusan kolonileri degerlendirin

14



UYGULAMA 2: SONUC VE YORUM
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7. MIKROORGANIZMALARI NASIL URETIRiZ?

Mikroorganizmalarla ¢alismak, bu organizmalarin laboratuvar kosullarinda liretimini ve uygun
ortamlarda saklanmasini gerektirir. Mikroorganizmalarin saglikli bir sekilde tGreyebilmesi igin
uygun besiyeri se¢cimi bliyiik 6nem tasir. Her mikroorganizma tiir(, farkli besinsel ve fiziksel
gereksinimlere sahiptir. Bu nedenle bakteri, mantar, virus, riketsiya ve klamidya gibi gruplar
icin farkl iceriklerde hazirlanmis besiyerleri kullanilir. Besiyerleri genel olarak canh ve cansiz
olmak utzere ikiye ayrilr:

Tablo 7.1. Canli ve cansiz besiyerleri

BESIYERLERI
Canli Besiyerleri Cansiz Besiyerleri
Embriyolu yumurta Temel Besiyeri
Doku kaltaru Zenginlestirilmis besiyeri
Deney hayvani Ozel besiyeri

7.1.BAKTERILERIN URETILMESi

Mikroorganizmalarin  gelisimi i¢in hazirlanan ortamlara besiyeri, bu ortamlarda
mikroorganizma gelistirme islemine ise kiiltiir yapmak denir. Kiltir islemi sonucunda elde
edilen, mikroorganizma igeren ortama Kkiiltliir adi verilir. Eger kiltlr yalnizca tek bir
mikroorganizma tiri iceriyorsa bu saf kiltiir, birden fazla tir iceriyorsa kansik kiiltiir olarak
tanimlanir.

Kultir yapilabilmesi igin, besiyerinde mikroorganizmanin blyimesi igin gerekli olan tim besin
maddeleri, su, uygun pH, sicaklik, nem ve oksijen diizeyi saglanmalidir. Ayrica, besiyerinin steril
olmasi ve islem boyunca bu sterilitenin korunmasi onemlidir. Saf kiiltiirlerde lreyen
mikroorganizmalar genetik ve fizyolojik olarak homojen 6zellikler gosterir.

Saf kiltirden alinan mikroorganizmanin yeni bir besiyerine veya deney hayvanina aktarilmasi
islemine pasaj yapmak denir. Kati besiyerlerinde treyen bakteriler, koloni adi verilen goriinir
yapilar olusturur. Her koloni, genellikle ayni tir mikroorganizmalardan olusur®®.

Virus, riketsiya ve klamidya gibi zorunlu hiicre ici parazitler yalnizca canli besiyerlerinde
Uretilebilirken; bakteri ve mantarlar, cansiz besiyerlerinde Uretilebilir.

7.1.1. Besiyerlerinin Fiziksel Yapilarina Gore Siniflandiriimasi
Bakterilerin Uretildigi besiyerleri, fiziksel durumlarina gore, kati, yari kati ve sivi hazirlanabilir.

Besiyerlerinin tamaminda temel olarak; su, karbon ve azot kaynaklari, mineraller ve bazi
gelisme faktorleri yer alir. Bu temel bilesenlerin ¢cogu et suyu (meat extract) icinde dogal olarak
bulunur. Et suyuna pepton, tuz gibi maddeler eklenerek buyyon adi verilen sivi besiyeri elde
edilir. Buyyon, 6zellikle aerob bakterilerin Giretimi icin kullanilan genel amacli bir ortamdir.
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Buyyona agar agar eklenerek kati formda jeloz elde edilir. Jelozun icine %10 oraninda defibrine
koyun kani eklenirse, bu besiyeri kanli agar adini alir. Kanli agar, birgok bakteri tiriniin Gretimi
icin zenginlestirilmis bir ortam saglar.

Bazi mikroorganizmalarin izolasyonu veya tanimlanmasi igin ise segici veya ayirt edici
ozelliklere sahip 6zel besiyerleri kullanilir. Bu besiyerlerine, serum, glikoz, bazi amino asitler,
indikatér maddeler, boyalar katilarak amaca gore zenginlestirilmis besiyerleri hazirlanir.

Petri1 Kab1 Dokme

Sterilize edilmis ve eritilmis agar petrilere dokilir
ve donmasi igin bekletilir.

Agar sisesinin boynu,
alevden gecirilir,

Kapak, alt kisim
iizerinde tutulup,
mumkiin oldugunca
az agilir.

Her bir petri kabi yaklasik 20 ml sivi alir

Sekil 7.1 Mikrobiyolojide kati besiyerinin hazirlanisinin sematik gésterimi 2324,
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7.2.UYGULAMA 3 : BESIYERiI HAZIRLAMA

MADDE VE MALZEMELER

o Ticari toz besiyeri e Cam balon

e Distile su e Cam tupler

e pH kagidi e Petri kutular

e Terazi e 1,2,5, 10 mllik pipetler
e Su banyosu e Pamuk, pens

e Otoklav

DENEYIN YAPILISI

Cam balona suyun bir kismini koyun.

Maddeleri tartip suya ilave edin.

Kalan suyu ilave edip, su banyosunda eritin.
Balondaki karisimin pH sini kontrol edin.

Karisimi tiiplere istenilen miktarda pipetle dagitin.
Tuplerin agzini ¢cok siki olmayacak sekilde pamuklayin.
Tupleri uygun bir tasiyicida otoklava koyun.

NoukwNeE
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UYGULAMA 3 :SONUC VE YORUM
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8. BAKTERILERI GOREBILMEK iCIN HANGI ISLEMLER YAPILIR?

Bakteriler mikroskobik canlilar olduklari igin giplak gozle gorilmeleri mimkin degildir. Bu
nedenle, gdzlemlenebilmek igin bazi laboratuvar islemlerine ihtiyag vardir.

> Once bakteriyi cogaltmak gerekir
» Karisik bakteriyi ya da tek cins bakteriyi uygun bir yontemle boyamak gerekir.
» Boyali preparati mikroskopta gorebiliriz.

Farkh ozellikleri incelemek icin saf kiltir elde edilmesi gerekir. Karisik kiltirlerden saf kaltlr
elde etmek amaciyla izolasyon yontemleri kullanihr. Saf kdiltirde yalnizca tek bir
mikroorganizma tird bulunur; bu da tani, tanimlama ve antibiyotik duyarllik testleri gibi
analizler icin buylik 6nem tasir.

8.1.BAKTERILERIN iZOLASYONU VE KULTUR YONTEMLERI

izolasyon, karisik mikroorganizma popiilasyonlarindan tek bir mikroorganizma tiiriinii
saflastirmak amaciyla yapilan islemdir. Mikrobiyoloji ¢alismalarinda daima saf kdltiur ile
calisilmalidir. izolasyon igin bircok yéntem vardir.

8.1.1. Ekim Yontemleri

izolasyon ekimleri sirasinda platin telden yapilmis igne ya da yuvarlak uglu éze kullanilir. Tim
islemler, aseptik tekniklere uygun sekilde ve bir alev kaynagi (6rnegin Bunsen brilori)
yakininda gergeklestirilmelidir.

2-3 mm gaph
halka
!

e
\ Lup
Platin tel

Tutacak \\ Alevin en

. / N " sicak noktasi

Sekil 8.1. Bek alevi, tel é6ze ve ekim 6ncesi sonrasi 6zenin sterilizasyonu




8.1.1.1. Sivi besiyerine ekim yéntemi:
Sivi besiyerine yapilacak ekimlerde; pipet, yuvarlak uglu 6ze veya
ekiivyon kullanilir.

Her ekimde, ekim yapilacak tlpin agzi dikkatli bir sekilde agilip
alevden gegcirildikten sonra 6rnek alinarak, besiyeri ylizeyine
damlatilir. Ekim yapilan tliplin agzi tekrar alevden gegirilerek
kapatilir. Kullanilan ekim malzemesi, icinde dezenfektan olan
siviya atilir.

Kati besiyerine yapilacak ekimlerde 0ze, eklivyon, pastor pipeti
kullanilir. Kati besiyeri, tlipte yatik olabildigi gibi, petri kutularinda
da hazirlanir.

Sekil 8.2. Yatik besiyeri
ylizeyinde ekim

1. asama 2. asama 3. asama 4. asama

1. Yogun Ureme 2. Daha Az Yogun Ureme

4. Tek koloni 3. Zayif Ureme

.
Ossila

Sekil 8.3. Kati besiyeri yiizeyine seyrelterek ekim yontemi
Kaynak: Ossila (n.d.).
8.1.1.2. Kati besiyeri yiizeyine seyrelterek ekim yéntemi:
Karisik kiltirlerin ekiminde kullanilan ydontemdir?>. Bu ydntem ozellikle karisik kiiltiirlerden
tek kolonilerin elde edilmesini amaglar.

Petri hayali olarak bolgelere bollnir.

Oze veya ekiivyon ile alinan érnek, ilk bélgeye yayilir.

ik cizilen cizgilerin bir kenarina dokunularak ikinci bélgeye

ikinci bolgedeki cizgilere birkac kez dokunularak diger bolgelere ekim yapilir 2°.
24 saat inkiibatore kaldirilir.

Bu siire sonunda, ilk bélgedeki bakteri iremesi cok yogundur?’.

Son bolgede ise tek koloniler gozlemlenir 28.

NouhkwhRE
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A B C

- J
- B s
Xinkubasyon | 5 )
—_— —_— .- g %
N s A |
Agar yUzeyine pipetle @Yozeyde drnegin @ YUzeyde kolonilerin Gremesi
bakteri ekimi yayllmasi

Sekil 8.5. Kati besiyeri yiizeyine yaygin ekim yéntemi
Microbial Notes’tan uyarlanmistir.

8.1.1.3. Kati besiyeri yiizeyine yaygin ekim ydntemi:
Sivi 6rneklerdeki mikroorganizma yogunlugunu sayi ile ifade etmek amaciyla uygulanir. Belirli
hacimlerde 6zeyle alinan 6rnek (6rnegin 0.01 ml veya 0.001 ml) tiim besiyeri yiizeyine yayilir®.
Her bir olusan koloni sayilir ve bu sayede mikroorganizma yogunlugu kantitatif olarak ifade
edilir. Bu teknik, 6zellikle hijyen ve kalite kontrol testlerinde kullanilir.

8.1.1.4. Oksijensiz kati besiyerine ekim yéntemi:
Anaerob ve mikroaerofilik r———"
mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilir.
Ornek uygun sekilde seyreltilir ve petriye
konur. Uzerine otoklavdan ¢ikmis ve 45 °C’ye
kadar  sogutulmus besiyeri  dokilerek
katilastirilir.  Boylece  mikroorganizmalar
oksijensiz ortamda gelisebilir.

Uygun besi  24-48 saatlik Tipik
| yerine membran inkubasyon  kolonilerin

filtrenin Uremesi
yerlestirilmesi

8.1.1.5. Membran filtre ybntemi:

Suyun membran filirede

Bu yontem, icme suyu ve hava gibi distk suziimesi . i _
yogunluklu 6rneklerin analizinde tercih edilen ___MEMBRAN FILTRASYON YONTEMI
yontemdir. Numune, selliloz ester yapili bir Sekil 8.6. Membran filtrasyon yéntemiyle
membran filtreden sizilir®. Filtre daha mikrobiyolojik analiz adimlari.

sonra uygun bir besiyeri ylzeyine
yerlestirilerek inkiibasyona alinir.

Kaynak: Biology Reader
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8.2. UYGULAMA 4: iZOLASYON, TEK KOLONi DUSURME

MADDE VE MALZEMELER

e Cesitli sivi bakteri kiltirleri (A, B, C, D) o Oze
e Eosin Metilen Blue Agar(EMB), McConkey Agar, e Bek alevi
Miller Hinton Agar ve Kanli Agar

DENEYIN YAPILISI

1. Petrilere isim, soyisim ve kilturin adini yazin

2. Ozeyi alevde yakarak, besiyerinin bir kenarinda sogutun

3. Kiltirden alinan 6ze dolusu mikroorganizma, besiyerinin bir kenarindan baslayarak,
petrinin dort bolgesine cizerek ekim yapin

4. Ozeyi alevden gegcirerek birakin

5. Ekim yapilan petrileri 37 °C’lik etiive kaldirin
BIR SONRAKI GUN petrileri kontrol edin.
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UYGULAMA 4 : SONUC VE YORUM
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9. BAKTERI KOLONILERI

Bakteri kolonilerinin renk, koku, buyiklik, bicim ve hemolitik aktivite gibi o6zellikleri,
bakterilerin cins diizeyinde taninmasini kolaylastiran 6nemli fenotipik kriterlerdir. Genellikle
bakteri kolonileri 1-4 mm c¢apindadir; ancak bazi tirlerde koloniler giplak gozle ayirt
edilemeyecek kadar kiiglik olabilir.

Staphylococcus aureus gibi
pigment Ureten bazi bakterilerin
olusturdugu pigmentler suda
¢o6zinmez; bu durumda koloni
rengi dogrudan pigmentin rengine
karsilik gelir. S. aureus, altin sarisi
renkte koloni olusturarak ile ayirt
edilebilir (Sekil 9.1) 3.

Sekil 9.3. Pseudomonas aeruginosa Sekil 9.2. Kanli agarda alfa ve gama
hemoliz gésteren bakteri kolonileri

Pseudomonas aeruginosa gibi bazi bakteri kolonileri suda ¢6zlinebilen hiicre disi pigment
olusturarak besiyerini mavi, yesil, kahverengiye boyar (Sekil 9.2) 32. Bakterilerin hemoliz
yapma yetenekleri, kanli besiyerlerinde arastirilir. Bazi bakteriler, salgiladiklari enzimlerle
eritrositleri parcalayarak koloni cevresinde seffaf bir alan olusturur. (Sekil 9.3).

Tablo 9.1. Bakterilerde gorlen 4 farkli koloni tipi.

Koloni Tipi Goriiniim ve Ozellikleri

S (Smooth) | Kenarlari diizgiin, yuvarlak, homojen, hafif kabarik kolonilerdir.
R (Rough) | Kenarlari pirtikla, yuzeyleri burusuk kolonilerdir.

M (Mucoid) | Polisakkarit kapsilii olan bakterilerin olusturdugu yapiskan, parlak, 6ze
ile dokununca siinen kolonilerdir.

L (Levant) | Hicre duvari eksik veya defektif bakterilerin olusturdugu diizensiz ve
camsi gorinimli kolonilerdir.
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Sekil 9.4. E.coli,kanli agar

a, kanl agar **

Sekil 9.5. Pseudomonas aeruginos
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Sekil 9.6. Pseudomonas aeruginosa, tripticase soy agar *

P &

Koloni Sekli

Filamentéz Rizoid Diizensiz
Kenarlari
Ipliksi Kivrimh Loblu
Dikey kesiti
Kabarik Konveks Diiz Kabarcikl Krater
(Diigmeli)

Sekil 9.7. Mikrobiyal kolonilerde en bilinen morfolojik gériiniim tipleri 3°
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9.1. UYGULAMA 5 : BAKTERI KOLONILERININ INCELENMESI

MADDE VE MALZEMELER

Degisik kati besiyerleri (A, B, C, D, E)

Farkh mikroorganizma kultirleri (a, b, c, d, e)
Oze

Bek alevi

DENEYIN YAPILISI

1. En az bes besiyeri ve bes mikroorganizma kullanin.

2. Kati besiyeri ylizeyine ¢izgi yontemiyle kiiltirden ekin

3. Plaklari 37 °C ‘lik ettive kaldirin

4. 24 saat sonra plaklardaki kolonilerin pigment, hemoliz, koloni morfolojilerini
inceleyin.
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10.MiKROSKOBIK GOZLEM VE BOYAMA TEKNIKLERI

Mikroorganizmalar ciplak gozle gortlemeyecek kadar kiclik yapilardir. Bakteri, mantar,
riketsiya ve klamidya gibi mikroorganizmalarin goézlemlenebilmesi icin 1sitk mikroskobu
kullanilir (EKLENTI 11). Ancak bazi mikroorganizma tiirleri 151tk mikroskobu ile goriilemeyecek
kadar kictktlr. Bu durumda 6zel boyama yontemleri uygulanarak elektron mikroskobu gibi
daha yiksek ¢oziinilrlige sahip mikroskoplar ile incelenmeleri gerekmektedir.

Mikroskobik gozlemde kontrasti artirmak ve mikroorganizmalari daha net gorebilmek
amaciyla boyama islemi yapilir. Mikroskoplarin gorintileme kalitesi, sahip olduklari
rezolisyon mesafesi ile dogrudan iliskilidir. Rezollisyon, yanyana duran iki noktanin
birbirinden ayirt edilebildigi en kiiciik mesafeyi tanimlar. insan géziiniin rezollisyon siniri
yaklasik 0.1 mm iken, 1sitk mikroskobu yaklasik 200 nm, elektron mikroskobu ise 0.1 nm
seviyesine kadar detay sunabilir.

Tablo 10.1 Isik ve elektron mikroskobunun gozlem araliklarini gosteren diyagram

Gozlem Aract  Gorme Araligi Gozlemlenebilir Nesneler

Insan sag teli (~70 pm)

Kum tanesi

Karinca (~3 mm)

Kurbaga yumurtasi

Biiyiik tek hiicreli organizmalar (6rnek: amip)

Ciplak Goz 1 mm-100 um

Hayvan ve bitki hiicreleri (10-100 pum)
Bakteriler (0.5-5 pm)

Mitoz boliinme evreleri

Hiicre ¢ekirdegi, mitokondri

Isik

Mikroskobu 100 pm —200 nm

Viruslar (20-300 nm)
Ribozom (~20 nm)
Proteinler (~5-10 nm)
DNA sarmal1 (~2 nm)
Atomik yapilar (~0.1 nm)
Nano-malzemeler, ylizeyler

Elektron

Mikroskobu 200inm=0.1 nm

10.1. BAKTERILERi BOYAMA

Bakterilerin mikroskopta gorilebilmeleri icin boyanmalari gerekir. Boyanmis preparatlar isik
mikroskobu ile incelenir!* (Sekil 10.1). Guniimuzde dogal boyalar (6rnegin karmen, kina kina)
yerini sentetik boyalara birakmistir. ilk sentetik boyalar anilinden elde edildiginden bu boyalar
"anilin boyalar" olarak adlandirilir. Boyalar yapilarindaki iyonik yike gore Gg sinifa ayrilir:

Asidik Boyalar: Negatif ylkli (-); asit fuksin, eozin, safranin, malasit yesili, pikrik asit gibi.
Bazik Boyalar: Pozitif ylikli (+); metilen mavisi, kristal viyole, bazik fuksin.
NoOtr Boyalar: Asidik ve bazik boyalarin karisimidir. Taze hazirlanmalidir. Giemsa, Wright.
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3. Karbol fuksin
dokiin

4. Lami isihin

1.Temiz veya 2. Numuneyi '3
yagsiz bir lam yayin -
alin

Aside dayanikl
bakteriler

6. Metilen mavisi
dokin
Aside dayaniksiz
/ bakteriler s
o ’ 7. Lami havada

. kurutun
Aside ‘

Dayaniki o

Boyama » i

' 8. Mikroskobik

Yéntemi o gozlem

Sekil 10.1. Asit-fast boyama adimlarini gésteren sematik diyagram. 37

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda boyama yontemleri, amaca gore Basit Boyama ve Kombine
Boyama seklindedir.

Basit Boyama Yonteminde, tek bir cesit boya kullanilir. Kisa sirede yapilir. Bakterilerin
yalnizca morfolojik yapilari ve biyikllkleri hakkinda bilgi edinilir. Tek boya kullanildigi icin,
tiim bakteriler kullanilan boyanin renginde ve ayni renk goriinir. Ornegin metilen mavisiyle
boyanmis bir preparatta, acik mavi zemin Uzerine, tim bakteriler mavi gorinir.

Kombine (bilesik) Boyama Yonteminde, birden fazla boya kullanilir. Birden fazla boya
kullanilarak bakterilerin ceper yapisi, kapsiil, flagella ve c¢ekirdek gibi yapilar incelenebilir.
Gram boyama ve Ziehl-Neelsen boyama gibi teknikler bu sinifa girer (Sekil 10.2). Bu teknikler
bakterilerin tanilanmasi ve siniflandirilmasi agisindan biyik 6nem tasir.

Gram Pozitif Bakteriler

Gram Negatif Bakteriler |

Sekil 10.2. Kombine boyama yéntemleri ile Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin morfolojik
farklarini gésteren sekil

Kaynak: Aryal, 2018, Microbe Notes
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10.2. UYGULAMA 6 : BASIT BOYAMA YONTEMI

MADDE VE MALZEMELER

e Bakteri kiiltlra (Saf ve karigik kltir) e Bekalevi

e Metilen mavisi ve Fuksin e Su

o Oze e Kurutma kagidi
e Lam e immersiyon yagi

DENEYIN YAPILISI

1. Bek alevinde 6zeyi yakin.

2. Tapln pamugunu alevin yaninda agin.

3. Tapin agzini alevden gegirin, 6zeyi tlpln Ust kisminda sogutup, kiltiirden bir 6ze

dolusu aln.

TUpun agzini tekrar alevden gegirip pamuklayin.

Kdltard lam ylzeyine yayin.

Ozeyi tekrar alevden gegirin.

Kdltdran havada kurumasini bekleyin.

Lami, alttan alevden 3-4 kez gegcirin. Klltlrin lama yapisarak fikse olmasini saglarsiniz.

Lam soguyunca, Uzerini kaplayacak sekilde boyay! dékiin.

10 2-3 dakika sonra, lami oldugu yerde ters cevirerek boyay! dokiin ve preparati suyla
yikayin.

11.Preparati kurutma kagidiyla bastirmadan kurutun.

12.Preparata bir damla immersiyon yagi damlatip, 100X objektifle inceleyin.

© 0N U A
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11.GRAM BOYAMA YONTEMI

Gram Boyama Yontemi, birden fazla boya kullanilan kombine bir boyama yontemidir. Boyanan
bakterilerin sekil ve buyuklikleri yaninda hiicre duvari yapilari da saptanabilir.

Bakteriye seklini veren ve dayanikhligini saglayan hiicre duvarinin temel maddesi peptidoglikan
polimeridir. Peptidoglikan tabaka Gram (+) bakterilerde %50’den fazla, Gram (-) bakterilerde
%5-10 oraninda bulunur.

Peptidoglikanin boyanma 6zelliginden yararlanarak bakterilerin Gram (+) ya da Gram (-) oldugu
saptanir. Yontemde kullanilan kristal viyole ve lugol (iyot) hiicre duvarindaki peptidoglikan ile
alkolde ¢o6ziinmeyen bir tuz olusturur.

Alkol ve asetonla yikama sonrasi kalin peptidoglikan tabakasina sahip bakteriler (Gram+),
olusan tuzun renginde (mor), ince peptidoglikan tabakasina sahip bakteriler (Gram-) ise renksiz
kalacaktir. Suyla yikama sonrasi uygulanan fuksin, renksiz durumdaki bakterileri kirmizi
boyayacaktir.
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Sekil 11.1. Gram boyama ile bakteri morfolojisi 3"3%; (A) ‘Kar/§/k kiiltir (B) Brucella spp. mikroskobi

goriintiisi. (kamu mali).
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11.1. UYGULAMA 7 : GRAM BOYAMA YONTEMI

MADDE VE MALZEMELER

e Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas e Ligol
aeruginosa, Streptococcus spp. saf ve karigik kulturleri e Alkol-aseton karisimi (1/1)

e Oze e Fuksin

o Bek alevi e Su

e Lam e Kurutma kagidi
e Kristal viole e immersiyon yagi

DENEYIN YAPILISI

1. Bek alevinde 6zeyi yakin

2. Kaltdr tipiniin agzindaki pamugu, bek alevi yaninda acin. Pamuk, tlip ve 6ze hicbir yere

dokundurmamalidir

Tlpln agzini alevden gegirin

Ozeyi tiipiin st kenarinda soguttuktan sonra kiiltiire daldirin ve bir 6zeyi doldurun.

Tupiln agzini tekrar alevden gecirip pamugu kapatin

Lamin yiizeyine ézedeki kiiltiirii yayin, Ozeyi tekrar yakin

Lamdaki kiltlirin sogumasini bekleyin

Soguyan preparati alttan isitarak fikse edin

Preparatin ylzeyine kristal viole dokln. 1 dakika bekleyin, suyla boyayi akitin

. Lugol ¢ozeltisi ile 1 dakika bekletin ve suyla yikayin

10 Alkol-aseton karisiminda 30 saniye yikayin (dekolorize edin). Preparati suyla tekrar
yikayin.

11.Fuksin ile 30 saniye boyayin, suyla yikayin

12.Praparati kurutma kagidi ile kurutun

13.Bir damla immersiyon yagi damlatip, 100X objektifinde inceleyin.

B w
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12.ASIDE DIRENGLI BAKTERILER

Tuberkiiloz hastaligina neden olan Mycobacterium tuberculosis, hiicre g¢eperinde yliksek
oranda lipit ve mikolik asit iceren 6zgiin bir yapiya sahiptir. Bu lipitler, bakterinin hidrofobik
ozelligini artirir ve konvansiyonel bakteri boyalariyla kolay boyanmasini engeller. Bu nedenle
Gram boyama gibi klasik yontemler bu tiir bakterilerde etkisiz kalir. Bu 6zellikleri nedeniyle
"aside direngli bakteriler" sinifinda yer alirlar.

Mycobacterium tirlerinin boyanabilmesi icin 6zel bir boyama yontemi olan Ziehl-Neelsen
yontemi kullanilir. Bu yontemde, preparata karbol fuksin adli boya uygulanir ve boya alimini
kolaylastirmak amaciyla lam alttan hafifce isitilir. Isitma islemi, bakteri hiicre duvarindaki
lipoidal tabakanin gecici olarak yumusamasini saglayarak boyanin hiicre i¢ine gecmesini
muimkun kilar. Isitmanin ardindan soguyan hiicre ¢ceperi yeniden sertlesir ve alinan boya hiicre
icinde sabitlenir.

Daha sonra preparat, asit-alkol karisimi ile yikanir. Bu yikama, aside direngli olmayan
bakterilerin boyalarini kaybetmesine neden olurken, aside direngli bakteriler boyayi tutmaya
devam eder. Son asamada yapilan metilen mavisi ile kontrast boya uygulanir. Béylece aside
direncli bakteriler kirmizi, diger tim hticreler ise mavi renkte goérunir (Sekil 12.1).

Ziehl-Neelsen yontemi, Ozellikle tiberkiiloz basta olmak lzere Mycobacterium tirlerinin
tanimlanmasinda kritik &neme sahiptir.
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Sekil 12.1. Asit direncli bakterilerin boyama 6rnekleri

(A) Asit direncli basil, Ziehl Neelsen boyama %, (B) Mycobacterium tuberculosis Ziehl-Neelsen boyama
40 (C) Ziehl Neelsen teknidi ile boyanmis balgam érnedi yaymasinda gériilen Mycobacterium
tuberculosis
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12.1. UYGULAMA 8 : EHRLICH ZIEHL NEELSEN BOYAMA YONTEMI

MADDE VE MALZEMELER

e Mycobacterium tuberculosis slispansiyonu e Lam
e Oze e Metilen mavisi ve Karbol fuksin
e Bek alevi o Asit-alkol karisimi (%3HCI+%97 etil alkol)
e Preparati alttan 1sitmak igin hazirlanan e Su
pamuklu alev

DENEYIN YAPILISI

1. Ozeyi alevden gecirin

2. Bakteri siispansiyonu bulunan tliplin agzini alev yaninda agip, 6ze dolusu bakteri
sliispansiyonundan alin

Tlpun agzini alevden gecirip kapatin

Kdltara lam ylzeyine yayin, 6zeyi tekrar yakin

Kdltaran kurumasini bekleyin

Lamin altindan 3-4 kez atesten gecirerek fikse edin

Lamin ylzeyini kaplayacak sekilde karbol fuksin dékiin

Preparati alttan isitarak (kaynatmadan) bakteri duvarinin gevseyip boyayi iceri almasini
saglayin (3-5 dakika)

9. Preparatin boyasi buharlasip azalirsa, boya ilave edin

10.Preparati suyla yikayin

11.Preparati asit-alkol karisiminda kirmizi rengini giderin

12.Preparati suyla yikayin

13.Lam ylizeyine metilen mavisi dokin, 1 dakika bekleyin

14.Preparati suyla yikayin, kurutma kagidi ile kurutun

15.Preparat ylzeyine bir damla immersiyon yagi damlatarak X100 objektifle inceleyin

N Uk W
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13.BAKTERi SPORLARI

Bazi bakteriler, gevresel kosullarin degismesiyle — 06zellikle besin eksikligi, pH degisimleri,
sicaklik dalgalanmalari ve nem oranindaki diisus gibi durumlarda — spor olusturma yetenegine
sahiptir. Spor olusumu, bakterilerin genetik olarak programlanmis bir hayatta kalma
stratejisidir. Bu yapilarin temel islevi, bakterinin olumsuz ¢evresel kosullara karsi direncini
artirmak ve kosullar iyilestiginde yeniden vejetatif forma donitsimini saglamaktir.

Sporlar, sitoplazma igerisinde olusan ve ¢ok dayanikh, katmanli yapilardir. Sicakliga, kuruluga,
radyasyona ve kimyasal maddelere karsi ylksek direng gosterirler. Spor gapinin bakteri
govdesinin ¢apindan buyik olmasi durumunda, bakteri hiicresi mikroskop altinda siskin
gorinilr. Bu morfolojik 6zellige sahip bakterilere Clostridium tirleri 6rnek verilir. Spor ¢api,
bakteri govdesine esit ya da daha kiglikse ve hiicre siskin gorinmiyorsa bu bakteriler
genellikle Bacillus tiurleridir. Bacillus cinsi bakteriler aerob, Clostridium cinsi ise anaerob 6zellik
gosterir.

Sporun capi bakteri govdesinin ¢apindan buylk ise, bakteri gbvdesi siskin gértiiniim alir. Bu
gortiinimdeki bakteri grubuna Clostridium denir.

Sporun hiicre igindeki konumuna gore siniflandirma da yapilir. Sporlar, olustuklari bakterinin
bir ucunda bulunursa terminal spor, ucuna yakin bir kisimda bulunursa subterminal spor, tam
ortada yer alirsa santral spor adini alir (Sekil 13.1).

S ni ~

Sentral
Terminal Subterminal

Sekil 13.1. Sporlarin hiicre i¢ci konumuna gére isimlendirilmesi #?

13.1. RAKETTA BOYANMA YONTEMI

Bakteri sporlarinin mikroskobik olarak goézlemlenmesi, sporlarin kalin ve direncli yapilari
nedeniyle standart boyama yontemleriyle mimkiin degildir. Bu nedenle 6zel boyama
tekniklerine basvurulur. Raketta boyama yontemi (Schaeffer-Fulton) en yaygin kullanilan spor
boyama yontemlerinden biridir. Bu teknikte, sporlar icin kullanilan malakit yesili boyasi, lam
alttan isitilarak uygulanir. Isi etkisiyle boyanin sporun icine nifuz etmesi saglanir. Daha sonra
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preparat yikanarak, safranin gibi kontrast boya ile vejetatif hiicreler boyanir. Boylece
mikroskop altinda sporlar yesil, vejetatif hlcreler ise kirmizi/pembe olarak gorindr.

Bu teknik, 6zellikle spor olusturan Bacillus ve Clostridium tirlerinin teshisinde kritik rol oynar
ve tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilir (Sekil 13.2, 13.3).

Liys, o e

WARTR B s, e

Sekil 13.2. Bacillus subtilis spor yapilari (CC BY-SA 3.0).

Sekil 13.3. Endospor boyama ile gérsellestirilmis Bacillus subtilis hiicreleri.

Kaynak: WMrapids, Wikimedia Commons (CC BY-SA 3.0)
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13.2. UYGULAMA 9 : RAKETTA BOYAMA YONTEMI

MADDE VE MALZEMELER

e Sporlu bakteri kiltura
o Oze

e Bek alevi

e lam

DENEYIN YAPILISI

Preparati suyla yikayin

Preparati suyla yikayin

©oONOUAWN R

¢ Malasit yesili

e Fuksin

e Preparati alttan isitmak igin alevli gubuk
e Su

Ozeyi alevden gecirin, Kiiltiir tipinin agzini alevden gecirerek agin

Oze dolusu kiiltiirden alarak, tiipiin agzini tekrar alevden gecirerek kapatin
KaltGrl lam ylzeyine yayin, praparati alevden gegirerek fikse edin
Preparat ylzeyine malasit yesili dokiin

Preparati kaynatmadan, alttan alevli pamukla isitin

Lam yizeyine fuksin dokiin. 30 saniye bekleyin

. Preparati kurutma kagidiyla kurutup, bir damla immersiyon yagi damlatin

10 Mikroskopta, 100X objektifle inceleyin.

Lama malasit
yesilinin
dokUImesi

o‘ )
\\. ~ / - \\~ o
oOmo . | : [ | q’
Sicaklik Suyla Lama
uygulamasi yikanmasi Safranin
dokUlmesi

Sekil 13.4. Endospor boyama isleminin sematik gésterimi.

Kaynak: microbiologyinfo.com sitesinden uyarlanmistir 45. (Erisim: 25.07.2025)
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14. MiKROORGANIZMALARIN ANTIBIYOTIKLERE DUYARLILIKLARI

Mikrobiyolojik tanilama siirecinde, izole edilen mikroorganizmanin tanimlanmasindan sonra
uygulanacak tedavinin belirlenebilmesi igin antibiyotik duyarllik testlerine ihtiya¢ duyulur. Bu
testler, bakterinin hangi antibiyotiklere duyarli oldugunu ve tedavide kullanilacak antibiyotigin
en diisiik etkili dozu olan Minimal inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) diizeyini saptamayi
amaglar. Ayni zamanda, mikroorganizmanin mevcut antibiyotiklere karsi gelistirdigi direng¢ de
bu testlerle ortaya konur. Uygun antibiyotigin, uygun dozda ve sirede kullanilmasi hem tedavi
basarisini artirir hem de antibiyotik direncinin gelismesini dnler.

Antibiyotik duyarlilik testleri, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) gibi uluslararasi
kuruluslarin belirledigi standartlar dogrultusunda yarGtalir.

14.1. ANTIBIYOTiK DUYARLILIK TESTLERI

Antibakteriyel ilaglarin, mikroorganizmaya maksimum etkiyi gosterirken konaga minimum
zarar vermesi beklenir. Bu ilaglar arasinda antibiyotikler énemli bir yer tutar. Enfeksiyon
bolgesinde antibiyotigin etkili olabilmesi icin, minimal inhibisyon konsantrasyonu (MiK)
diizeyinde bulunmasi hedeflenir.

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi direnci, etki spektrumu igerisinde bulunduklari
antibiyotigin  terap6tik konsantrasyonuna karsi  kazandigi  dayanikhliktir.  Direngli
mikroorganizmalarin ¢oklugu tedaviyi gliclestirmesi yaninda ekonomik kayiplara da vyol
acmaktadir. Mikroorganizmalarin gelistirdigi direng tedaviyi zorlastirir ve ekonomik kayiplara
yol acabilir. Antibiyotiklerin bakteriler Gzerindeki bakterisidal (6ldlriicl) ya da bakteriyostatik
(Gremeyi durdurucu) etkileri gesitli in vitro yontemlerle belirlenebilir.

Bu nedenle, mikroorganizmalarin antibiyotiklere duyarlilik diizeylerinin bilinmesi; etkili,
hedefe yonelik ve uygun dozda bir tedavi planlamasi acisindan biylik 6nem tasir. Ayrica,
direngli suglarin tespiti hem bireysel tedavi hem de toplum saghg agisindan kritiktir
Enfeksiyonlarda uygun antibiyotigin, uygun dozda ve uygun sirede kullaniimasi problemleri en
aza indirebilir.

14.2. ANTIBIYOTiK DUYARLILIK TEST YONTEMLERI

Antibiyotik duyarlilik testleri genel olarak kati besiyerlerinde difiizyon ve sivi ve kati
besiyerlerinde dillisyon yontemlerine dayanir (Tablo 14.1).

Tablo 14.1. Antibiyotik duyarhlik testleri

Difiizyon Dillisyon
Agar diflizyon Sivi besiyerinde dillisyon Agar diliisyon
v' Kuyu ydéntemi v' Makrodillisyon

v" Yari-kati agarda
v Oluk yéntemi v" Mikrodiliisyon mikrodillisyon

v’ Disk diftizyon yéntemi
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14.2.1. Kati Besiyerlerinde Difiizyon Yontemleri
14.2.1.1. Kuyucuk difiizyon yéntemi:

Bu yontemde esas; besiyerinin ylizeyine acilan standart captaki kuyucuklara konulan etken
maddenin gesitli dilisyonlarinin kati besiyerine diflizyonu ve besiyerine énceden yayilmig
mikroorganizmalarin Giremelerine etkisini gbzlemlemektir(Sekil 14.1 45).

Sekil 14.1. Kuyucuk difiizyon yéntemi *
14.2.1.2. Oluk Yéntemi:

Kati besiyerine acilan uzunca bir oluk icine antimikrobiyal madde
¢Ozeltisi konur. Acilan oluga, farkli noktalardan degecek sekilde
cesiti  mikroorganizmalar  ¢izilir.  Oluktan difize olan
antimikrobiyal maddenin, ¢izilen mikroorganizmanin lGremesine
etkisine bakilir. Bu yontemde tek antimikrobiyal madde ve ¢ok
saylda mikroorganizma denenebilir (Sekil 14.2).

Sekil 14.2. Oluk yéntemi

14.2.1.3. Disk Difiizyon Yéntemi (Kirby-Bauer Testi):

Kati besiyerine inokiile edilen mikroorganizmalarin,
besiyeri ylzeyine yerlestirilen disklerden difiize olan
antibiyotige cevabi incelenir (Sekil 14.3%7). inkiibasyon
suresi sonunda disklerin gevresinde olusan inhibisyon
zonlari, antibiyotigin etkinligini belirler. Zon gaplari CLSI
standartlarina gore yorumlanir.

Sekil 14.3. Disk Difiizyon yéntemi *°



14.2.2. Antibiyotik Disk Hazirlig1 (Uygulama igin)
1. Yuksek kalite absorban Whatman Filtre Kagidi No 6 kullanilr.
2. Delme makinesi ile 6 mm gapli yuvarlaklar hazirlanir.

3. Daire seklindeki kagitlar petri kutularinda, Pastor firininda sterilize edilir.

Sekil 14.4. Antibiyotik diskleri *¢

14.2.3. Antibiyotik Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi
1. Antibiyotikler toz halinde ticari firmalardan temin edilir

2. Steril distile suda belli miktarda ¢ozilen antibiyotik ¢ozeltisine belli sayida disk atilir.
Disklerin siviyi emmeleri sonunda kurutulur ve desikatorde saklanir

3. Her diskin icerdigi antibiyotik miktari bilinmektedir

4. Antibiyotik diskleri, ticari olarak piyasada bulunur. Her diskin izerinde antibiyotigin ismi ve
konsantrasyonu yazilidir

Antibiyotik Kodu

inhibisyon Zonu

Bakteriyel Ureme

=I5 tﬂ

1
1
7

MiK, pg/mL

SREEY:

-
n,
o

RRE8

Etestte MiK'in 6nceden tanimlanmis degeri

28
O

Sekil 14.5.Antibiyotiklerin minimum inhibitér konsantrasyonunu (MIK) belirlemek icin yapilan test *°
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_| Bakteri yayilmig agar
yiizeyine antibiyotik
= diskinin konmasi

ETKiSiZ ANTIiBiYOTIK

Disk etrafinda bakteri
Uremesi 6nemli 6lgide
Bakteri Uremesi disk etrafinda || azalir; inhibisyonun genis
azalir; inhibisyon zonu zonu goérunir.

gorunir.

Bakteri iremesinde degisiklik
yoktur.

Sekil 14.6. Agar disk diftizyon yénteminin sonug¢larina daha yakindan bakis °°

UREME SONRASI

UREME ONCESI

Bakteri iremesi yok
Petrideki agar (inhibisyon zonu)

Antibiyotik diskleri besiyeri o
Bakteriyel ureme

Sekil 14.7. Agar plak lizerinde antibiyotik disklerinin yerlesimi ve inhibisyon bélgeleri ile duyarlilik testi
51
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14.2.4. Sivi Besiyerleri Dillisyon Yontemleri

Bu yoéntemin adim adim uygulamasi ve Ornek deney diizeni bir sonraki béliimde
detaylandirilacaktir.

14.2.4.1. Makrodiliisyon

Bliylk hacimli sivi besiyerlerinde antibiyotiklerin seri diliisyonlari yapilir. Her tlpe esit miktarda
bakteri inokile edilir. Berrak kalan tiip, antibiyotigin bakteriyel Giremeyi engelledigi en diisiik
konsantrasyonu (MiK) verir (Sekil 14.8).

Sterility Negative Positive

check control control
shsBlsMlvlvlviv/vleicle
\I-\/ v C klj kzj 3 4 \?’/ 6 7 8

After Incubation

HY § HoedEH

.

00

A B C 1

Minimum Inh|b|syon
Konsantrasyonu (MiK)

Sekil 14.8. Makrodiliisyon yéntemi °*

14.2.4.2. Mikrodiliisyon

96 kuyulu plaklar kullanilarak yapilan bu yontemde daha az reaktif kullanimiyla seri diliisyonlar
gerceklestirilir. Daha ekonomik ve hizhdir.

14.2.5. Agar Diliisyon
14.2.5.1. Yari-kati agarla mikrodiliisyon

Antibiyotikler Yari-kati agar besiyerine belirli konsantrasyonlarda eklenir ve bakteriler bu ortamlara
inokiile edilir. Ureme gézlemiyle MiK belirlenir.
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14.3. UYGULAMA 10 : DISK DiFUZYON YONTEMI

MADDE VE MALZEMELER

e Miuiller Hinton Agar e Belirli ticari antibiyotik diskleri
e (Cesitli mikroorganizma slispansiyonlari e Pens
(A, B, C) o Oze

DENEYIN YAPILISI

1. Uygun besiyeri segin.

2. McFarland 0.5 yogunlugundaki bakteri sispansiyonunu ylizeye yayin, birka¢ dakika
ylzeyin kurumasini bekleyin.

3. Steril bir pens ile antibiyotik iceren diskleri petri kenarindan en az 15 mm ve birbirinden
en az 20-30 mm uzaklikta olacak sekilde yerlestirin.

4. Petrileri 37 °C’lik etlivde 16-20 saat inkiibe edin.

5. Olusan zon caplarini olgilin.

6. Antimikrobiyal maddenin etkinligi, disklerin ¢evresinde olusan lGremenin engellendigi
zonun Olgllmesiyle belirlenir.

7. Sonuglari, milimetrik olarak yapilan zon O6lciimleri National Committee for Clinical
Laboratory Standartds (NCCLS) tablosunda yer alan sinir degerleriyle karsilastirarak;
izolatlar igin direngli, orta direngli ve duyarli olarak belirleyin.
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Tablo 14.2 Antibiyotik inhibisyon zon ¢aplaria gore duyarlilik
siniflandirmasi 2

Antibiyotiklerin adi (doz)

Duyarl Orta duyarli Direncli
Amoxicillin (30 u g/disk) 218 14-17 <13
Cloxacillin (5 g g/disk) 225 22-24 <21
Cephalothin (30 g g/disk) 218 15-17 <14
Cephradine (25 u g/disk) 218 13-17 <12
Cefuroxime (30 pzg/disk) 223 15-22 <14
Cefixime (5 ug/disk) 219 16—-18 <15
Kanamycin (30 u g/disk) >18 14-17 <13
Streptomycin (10 g g/disk) 215 12-14 <11
Neomycin (30 xg/disk) 217 13-16 <12
Vancomycin (30 uzg/disk) 212 10-11 <9
Erythromycin (15 g g/disk) 223 14-22 <13
Azithromycin (15 g g/disk) 218 14-17 <13
Ciprofloxacin (15 g g/disk) 221 16-20 <15
Levofloxacin (5 pg/disk) 217 14-16 <13
Tetracycline (30 u g/disk) 215 12-14 <11
Doxycycline (30 ug/disk) >14 11-13 <10
Cotrimoxazole (25 u g/disk) 216 11-15 <10
Chloramphenicol (30 g g/disk) 218 13-17 <12
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15.ANTiIMIKROBIYAL MADDENIN MiNIMAL INHIBISYON
KONSANTRASYONU (MiK)

Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIiK), bir antibiyotigin mikroorganizmanin iremesini
makroskobik olarak engelledigi en diisiik konsantrasyonu ifade eder. MiK tayininde kullanilan
yontem, test edilecek maddenin sayisi, miktari, ¢ozinirlGgli yaninda kullanilacak
mikroorganizmanin cinsine, 6zelligine ve yogunluguna gore degiskenlik gosterebilir. Antibiyotik
kullanirken dikkat edilecek ilk nokta, hedefteki mikroorganizmalara yeteri miktarda
antimikrobiyal maddenin ulasmasidir. Doku ve viicut sivilarinda, MIK degerine ulasan
antibiyotik, uygulamayi basarili kilar.

Antimikrobiyal etkinligi belirlemede; antiviral, antifungal ve antibakteriyel testler kullanilabilir.
Antifungal ve antibakteriyel testlerde ayni teknik uygulanir fakat besiyerleri, inkiibasyon
kosullari farkhdir. Yeni maddelerin denendigi testlerde, kontrol referans bir madde olmalidir.

MiK saptanmasinda amaca uygun yéntemin dogru belirlenmesi gerekir. Sonuglarin giivenilir ve
tekrarlanabilir olmasina ilaveten en az emekle en kisa slirede ve en ekonomik olan yontem
tercih edilmelidir!. Aktivitesi arastirilan madde, tek ve saf bir madde olmadig), soliisyon veya
¢ozelti karisimi oldugu zaman test sonuglari, Minimal inhibitér Diliisyon (MiD) olarak belirtilir.

Antimikrobiyal bir maddenin MiK degeri, mikroorganizmanin makroskobik olarak (iremesinin
gorilmedigi en disuk antibiyotik konsantrasyonunu ifade eder. Uygulamada makrodillisyon
yontemi daha c¢ok emek ve madde gerektirdigi icin mikrodilisyon yontemi yayginhk
kazanmistir.

1. Test icin bakteri kolonisini izole edin.

Antibiyotiklerde sivi dilusyon
yontemiyle Minimal inhibisyon
Konsantrasyon (MiK) dlg¢imi

3. Solda gésterilen bir gecelik inkubasyon sonrasinda, antibiyotik dilisyon serilerine zenginlestiriimis besiyeri ilave
edin. Ornek konsantrasyonlar asagida gésterilmistir. inokule edilen bakterilerin son yogdunlugu 5 x 105 cfu/ml’dir.

2. 4-5 koloninin
zenginlestiriimis sivi
besiyerinde bir gecelik
kOIOronU hazrrlayin.

@ (oreme kontrolt)

b 4 L 4 L A M L " 4 Y L J \

/ Bakterisiz besiyeri kontrold

4. Bir gecelik inkubasyon
sonrasi antibiyotiksiz
besiyerinde gérinen
bakterileri sayin.

5. Bir gecelik inkubasyon sonrasinda bakteri Gremesini kontrol edin. MIK, Gremenin gériimedigi antibiyotik
konsantrasyonunun en disik oldugu dozdur. Bu érmekte, MK 64 mg/L'dir.

Sekil 15.1. Swvi diliisyon yéntemi >3
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MIK tayini, sivi besiyerinde, antibiyotigin belirli konsantrasyonlarinin belirli yogunluktaki
mikroorganizma slispansiyonlari ile, 35-37°C'de, 16-20 saat inklibasyonu sonunda,
antimikrobiyal maddenin hangi sulandirimina kadar mikroorganizma lizerine etkili oldugunun
belirlenmesi prensibine dayanir. Antimikrobiyal bir maddenin MiK degeri, bakterinin
makroskobik olarak Gremesinin goriilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonunu ifade eder.

Seyreltme duyarlilik testleri yeni antimikrobiyal ajanlar igin yapilan dillisyon testlerinden elde
edilen sonuglar MIK sonuglari ti¢ kategori olarak belirlenir.

1. Duyarli
2. Orta derecede duyarh
3. Dayanikh

ilgili firma tarafindan, antimikrobiyal referans maddeler son kullanma tarihleri, jenerik isimleri,
potensleri belli olarak saglanmalidir. Bu maddeler +20°C veya daha soguk yerlerde ve desikator
icinde saklanmalidir.

Antimikrobiyal ajanlarin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin su disindaki kullanilmasi gereken
¢Ozicllere 6rnek Tablo 15.1.’de verilmistir.

Tablo 15.1. Antimikrobiyal ajanlar ve ¢ozliciilerine érnekler

Antimikrobiyal Ajan Kullanilan Céziicii
Amoksisilin Fosfat tamponu (pH 6.0)
Kloramfenikol %95 Etanol

Seftazidim Sodyum karbonat
Rifampin Metanol

Antimikrobiyal maddenin stok c¢ozeltisi, uygun c¢o6zicisi ile asagidaki formil uyarinca
hazirlanir.

o Agirlik (mg): Hazirlanacak stok ¢ozeltide kullanilacak antimikrobiyal maddenin miktari

e Hacim (mL): Hazirlanacak ¢6zeltinin toplam hacmi

e Konsantrasyon (pg/mL): Hedeflenen ¢ozeltinin konsantrasyonu

e Potens (ug/mg): Etkin maddenin safligi veya giicii (6rnegin Uretici tarafindan verilen
deger)

Agirlik (mg) = Hacim (mL) X Konsantrasyon(ug/mL)

Potens(ug/ml)
veya

Hacim (mL) = Agirlik (mg) X Potens(ug/ml)
Konsantrasyon(pug/mL)
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15.1. MAKRODILUSYON
Konsantrasyonu belli antimikrobiyal maddenin stok ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra seri tiiplerde
sivi besiyeri ile iki kath diltsyonlari yapilir. Dillisyon serilerindeki her tiipe MacFarland 0.5
yogunlugundaki mikroorganizma siispansiyonu inokile edilir. Uygun siire sonunda lireme

makroskobik olarak degerlendirilir.

x‘f:,*_i fsze&;’&ﬁ:’
| ! Wt ‘
e iy

=

pg/mL pg/mL Hg/mL pg/mL pg/mL

Sekil 15.2. Makrodiliisyon yéntemi ile MIK tayini >

15.2. MiKRODILUSYON

Mikrodilisyon yontemi, antibiyotik duyarhlik testlerinde en yaygin kullanilan yontemlerden
biridir. Bu yontemde, 96 kuyucuklu, konik, diiz ya da yuvarlak tabanh mikroplaklar tercih edilir
(Sekil 15.3, 15.4, 15.5). Antibiyotik diliisyonlari, cok kanalli pipetlerle kuyucuklara aktarilir.
Uygulamadaki sorunlarin ve madde-malzeme miktarinin en aza indigi mikrodiliisyon yontemi

en ¢ok kullanilan yontemdir.

03 iy W |

Sekil 15.3. Mikrodiliisyon yénteminde kullanilan cok kanalli pipet >° ve 96 kuyulu plak ¢
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A maddesinin konsanirasyonlan (ug/mL)
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g o5 |E O OO %%E;:f«?« Sinerji (Kismi inhibasyon
E E = Konsantrasyon < 0.5)
Ehe o0

T | Belirsiz kuyu

-é 012 _____ GO ; | ‘]I[[[[H]D (Kismi inhibasyon

o

o |H Q Mic OO ' Konsantrasyon = 0.5-4)

Sekil 15.4. Mikrodiliisyon yéntemi sematik gériiniim >’

dUsUk _ yUksek
konsantrasyon ~ konsantrasyon

 klindamisin —|:

—

=———— MIC >32 ug/mL

|
.

o
<

y
.

e MIK 0.06 pug/mL
penisilin { (
MIK 8 ug/mL
eritromisin —I: (
{ , sterilite
| kontrolU

Ureme
kontrolU

Sekil 15.5. Mikrodiliisyon yéntemi >®
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15.3. UYGULAMA 11 : MiK BELIRLENMESI

MADDE VE MALZEMELER

e Steril test tlpU serileri e Toz halindeki ticari antibiyotikler
e 1,5,10 ml'lik pipetler e Farkli mikroorganizma kdltirleri
e Miuller Hinton Sivi Besiyeri ve Miiller Hinton e (Cesitli ¢gozlcller

Agar

DENEYIN YAPILISI

1. Her mikroorganizma igin ayri olmak lizere seri halinde hazirlanmis steril test tlplerine 2
ml Mdiller- Hinton Broth koyun.

2. Kullanilacak antibiyotikten, konsantrasyonu 1000 pg/ml olacak sekilde formile uygun
olan miktarda tartin. Distile su, dimetil slilfoksit, metanol, polietilen glikol, laktik asit veya
fosfat tamponu (pH 6-8) gibi kendisine uygun bir ¢ozlictiniin uygun miktarinda ¢6zin.

3. Antibiyotigin hazirlanan konsantrasyonundaki stok c¢ozeltisinden, birinci tipe 2 ml
koyun.

4. Homojen karisim saglanip her seferinde 2 ml aktarimlar yaparak gift kath dillisyon serileri
hazirlayin. Her aktarimda farkli pipet kullanin.

5. Sondan bir 6nceki tipten 2 ml disari atin. Bu tlip besiyeri kontroli olup, buna antibiyotik
koymayin.

6. Testte ¢ozlicl ve mikroorganizma kontrollerini de yapin.

7. Standart mikroorganizmanin bir gecelik taze kiltirinden MacFarland 0.5
yogunlugundaki kiltir siispansiyonunu hazirlayin.

8. Tum dillisyon serileri tGizerine 0.02 ml kiltiir sispansiyonu damlatin.

9. Uremenin varligini 37°C’lik etiivde bir gece inkiibasyon sonrasi makroskobik olarak
tuplerdeki bulanikliga bakarak degerlendirin

10.Uremenin engellendigi son tiipteki antimikrobiyal madde konsantrasyonunu MiK olarak
kaydedin

11.Antimikrobiyal maddenin bakteriyostatik veya bakterisit etkilerinin belirlenmesi igin,
MiK tiipiinden temiz bir besiyerine ekim yapilip 37°C’de bir gece inkiibe edin

12.Mikroorganizmalar Urememis ise, antimikrobiyal maddenin etkisi bakterisit, yeni
besiyerinde lGiremisse etki bakteriyostatiktir.
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UYGULAMA 11 : SONUC VE YORUM
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16.FARMASOTIK FORMLARIN KONTAMINASYONU

Farmasotik endistrisinde kontaminasyon; hammadde, yardimci maddeler, ekipman, ambalaj,
personel, hava, su ve Uretim tesisinden kaynaklanabilir. Farmasotik sahada mikrobiyolojik
kontrollerin yalnizca bitmis Urinlerde yapilmasi yeterli degildir.

Uluslararasi Eczacilik Federasyonu (FIP), Amerikan Farmakopesi ve ingiliz Farmakopesi ilaglarin
icerebilecegi mikroorganizma limitlerini belirlemistir.

GOz preparatlari, parenteral preparatlar, agik yara ve yaniklarda uygulanan ilaglar steril olmak
zorundadir. Diger ila¢ formulasyonlarinin gram veya mililitresindeki total aerobik bakteri sayisi
1 000, mantar sayisi 100’ gegmemelidir.

Ayrica bu Urunlerde S.aureus, P.aeruginosa, Salmonella spp., E.coli bulunmamalidir.
Transdermal preparatlarin 1 g veya ml ‘sindeki total aerobik bakteri ve mantar sayisi 100°0,
pediatrik preparatlarin 1 g veya 1 ml’sinde total aerobik bakteri sayisi 500U, total mantar sayisi
50’yi gegcmemelidir.

Kozmetik Urinlerin ¢ogu steril degildir ve steril olmasi gerekmez. Bununla birlikte, kozmetik
Uriinde, mikroorganizmaya bagli olarak, bazi spesifik sinir degerler vardir. Bu Grriinler S. aureus,
P. aeruginosa, Salmonella spp., Shigella spp., E. coli bakterilerini hi¢ icermemelidir.

Kozmetik Urlinlerde mikrobiyolojik kalite sinirlari, Tlirk Standartlari Enstitlst (TSE) ile uyumlu
olarak Cosmetic Toiletries and Perfumery Association (CTPA) tarafindan belirlenmistir. Buna
gore, gram veya mililitrede saprofit mikroorganizma sayisi 1000'i, bebek triinlerinde ise 100'Q
gecmemelidir.

Tablo 16.1. Mikrobiyolojik Limitler (1 g veya 1 mL'de)

L Total Aerob Mantar
Uriin Turii .
Bakteri Sayisi Sayisi

Farmasotik formlar 102 10?
Transdermal preparatlar 10? 10?
Bebek kozmetik Uriinlerinde 10? 10?
Pediatrik preparatlar 5 x 10? 10?
Enjektabl preparatlar - -
GOz damlalari - -
GG 0 inde kullanil

0z ve .go% g"evresm e kullanilan 5 x 102 102
kozmetik Grtinlerde
Diger kozmetik trtinlerde 103 10?
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0,1 ml

Sekil 16.1. Bes adimda bakterilerin seri seyreltilmesi >°

110 14100 171000 1/10,000 1/100,000 1/1,000,000
DF =10 DF =100 DF =1000 DF =10,000 DF =100,000 DF =1,000,000

1 ml 1 mi 1 ml %1ml ‘ 1 mi ‘ 1 ml
9mi

Sml Sml Iml Sml OSmi
. <. 1ml 1ml 1ml
E. coli ornegi
DF = Dilisyon Faktori
140,000 1/100,000 141,000,000

DF =10,000 DF =100,000 DF =1,000,000

Sekil 16.2. Seri seyreltme yéntemi ©°

X1 e, X10 s X100

Sekil 16.3. Bakterilerin seri seyreltilmesi ve petriye ekimi ©*
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16.1. UYGULAMA 12 : FARMASOTiIK FORMLARIN MiKROBIYOLOJiK ANALizi

MADDE VE MALZEMELER

e Steril test tlipu serileri e Cesitli cozlcller
e 1,5,10 ml lik pipetler e Ornekilag veya kozmetik tiriinler
e Miiller Hinton Broth e Oze

e Miuller Hinton Agar

DENEYIN YAPILISI

1. Testte incelenecek 6rnegi (1 g veya 1 ml), uygun ¢ozliclide, steril manyetik karistirici veya
pipetleme ile homojen olarak karistirin

2. iki dizi halinde steril test tiiplerine 9 ml sivi besiyeri koyun

3. Cozlicide hazirlanmis bilinen konsantrasyondaki 6rnegin stok sulandirimindan, birinci
tlpten baslayarak 1 ml koyup homojen karisim saglayin ve her seferinde 1 ml aktarimlar
yaparak on katli dilisyonunun yapin. Sonuncu tipten 1 ml atin.

4. Petri kutularinin her birisine karsiligindaki tiplerin sulandirim oranlarini yazin. Her bir
sulandirimdan 3 ayri petriye 100 mikrolitre ekin

5. Petri kutularini bir gece 37 °C’de inklibe edin

6. Ertesi glin olusan kolonileri sayin. Ortalama 30-300 koloni olusan plaklar
degerlendirmeye alinir. Koloni  olusturan birim sayisini= CFU= Colony Forming Unit
belirleyin ve asagidaki formile gore ml deki mikroorganizma sayisini hesaplayin

1
N=chuX;XD

N: Ornek icindeki toplam mikroorganizma sayisi (1 ml)

Xcfu ¢ En az 3 petride sayilan koloni olusturan birimlerin (CFU) ortalamasi
v: inokiilasyon hacmi (mL)

D: Seyreltme katsayisi

Sekil 16.4. Diliisyon ©?
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UYGULAMA 12 : SONUC VE YORUM
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17.EKLENTI I- Laboratuvarlarda Calisma Glvenligi

Mikrobiyolojik materyalle c¢alisilan laboratuvarlarda calisanlarin infeksiy6z ajanlardan
korunmasi ve ¢evre giivenligi icin standart uygulamalarin timinde uyulmasi gerekli temel
kurallar vardir:

1. Laboratuvar uygulamalarinda kullanacak malzemeler uygulama sirasinda laboratuvarda

10.

11.

12.

bulundurulmalidir.

. Laboratuvar galismalari sirasinda beyaz onlik giyilmelidir.
. Laboratuvarlarda yemek, icmek, sakiz cignemek ve sigara icmek yasaktir.

. Laboratuvarda calisirken eller agza, burna, yize veya goze sirilmemelidir ve saclarin

toplanmis olmasi gerekmektedir.

. Preparatlarin boyama islemlerinde; fiksasyon i¢in bek alevi, dekolorizasyon igin ise alkol

kullanilmaktadir; bu islemler sirasinda alkol ile bek alevine yaklagilmamalidir.

Herhangi bir kazaya neden olmamak i¢in laboratuvar sorumlusundan habersiz higbir islem
yapilmamali, kilttr tiplerinin kirilmasi gibi laboratuvar kazalarinda dezenfeksiyonun
saglanmasi igin laboratuvar yetkililerine zaman gegmeden bilgi verilmelidir.

Kontamine Oze, pipet vb. bankolarin lizerine konulmamali, 6ze bek alevinde flambe edilip
sogumas! beklendikten sonra bir sonraki kullanim igin yerine kaldirilmalidir. Diger
kontamine malzemeler (tlip, pipet, vs.) ise dezenfektan iceren beher veya kiivetler igine
birakilmalidir.

Mikroskoplar kurallara uygun kullaniimali; ksilol ve gazli bez yardimi ile temizlenerek
birakilmalidir. Bankolar laboratuvar sorumlusunun verdigi dezenfektan ile temizlenmelidir.

Laboratuvardan ¢ikmadan hemen once eller yikanmalidir.

Kontamine Oze, pipet vb. bankolarin lizerine konulmamali, 6ze bek alevinde flambe edilip
sogumas! beklendikten sonra bir sonraki kullanim igin yerine kaldirilmalidir. Diger
kontamine malzemeler (tlip, pipet, vs.) ise dezenfektan iceren beher veya kiivetler igine
birakilmalidir.

Mikroskoplar kurallara uygun kullaniimali; ksilol ve gazli bez yardimi ile temizlenerek
birakilmalidir. Bankolar laboratuvar sorumlusunun verdigi dezenfektan ile temizlenmelidir.

Laboratuvardan ¢cikmadan hemen 6nce eller yikanmalidir.
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Tablo 17.1. Diinya Saghk Orgiuti (DSO) tarafindan laboratuvar calismalari igin
mikroorganizmalar dort risk grubuna ayrilmistir
Kullanim
Ornek Biyogiivenlik Alanlar1 /
Grup Tanim Mikroorganizmalar Seviyesi Laboratuvar
Tiirii
Bireysel ve
toplumsal riski
olmayan ya da bu
ickin & li 5lci T |
risxin oE\em JEETeG Bacillus subtilis, Bacillus "eume_/
az oldugu . ) . . Ogretim /
Grup 1 . . licheniformis, Seviye 1
mikroorganizmalar. . . Arastirma
: . Escherichia coli
Insanda enfeksiyona Laboratuvarlari
neden olmadigi
kesin olarak bilinen
mikroorganizmalar.
insanlarda hastalik Bacillus cereus,
. Bacteroides fragilis,
yapabilen, ancak ) .
. . Borrelia burgdorferi, -
etkili tedavi ve . Temel / Klinik
Clostridium spp., . . .
korunma yollari D Mikrobiyoloji /
Campylobacter jejuni, . ol s
Grup 2 | bulunan Seviye 2 Halk Saghgi /
. . Pseudomonas
mikroorganizmalar. ) Arastirma
ol v aeruginosa,
Toplum saghgi Laboratuvarlari
i Staphylococcus aureus,
acisindan risk )
Candida spp. ve daha
sinirhdir.
fazlasi
HIV, Hepatit B, D, C
Toplumsal risk viruslari; Bacillus
duslik, bireysel risk anthracis, E. coli Tecrit / Ozel
lksek; etkili i 157:H7, B Il . T
Grup 3 yuksek; etkili tedavi O 5 H7, rucella . Seviye 3 ani/
ve korunma turleri, Mycobacterium Arastirma
yontemleri tuberculosis, Laboratuvarlari
mevcuttur. Salmonella typhi,
Yersinia pestis vb.
Hem bireysel hem
t?plumsal r|§k|n s . - Maksimum
yiksek oldugu, etkili  Herpesvirus simiae, )
. .. Tecrit / Cok
korunma ve tedavi Kirrm-Kongo Hemorajik . -
Grup 4 N . . Seviye 4 Tehlikeli
yontemlerinin Ates virusu, Ebola .
. . Patojen Calisma
genellikle virusu
. Laboratuvari
bulunmadig

mikroorganizmalar.
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18.EKLENTI II- MiKROBIYOLOJi LABORATUVARINDA KULLANILAN
MALZEME VE CIHAZLAR

Laboratuvarda kullanilan malzemelerin kolay temizlenebilir, sterilizasyona dayanikh
materyalden olmasina 6zen gosterilmelidir.

Cam Aletler Agiklama

Tupler Numune alma ve saklama igin kullanilan cam tipler.

Pipetler Cam pipet veya otomatik pipet, sivi dlgmek ve aktarmak igin.
Pasteur Pipeti ince uclu, sivi aktariminda kullanilan cam pipet.

Balon Joje Sabit hacimli ¢ézelti hazirlamak igin kullanilir.

Erlenmayer Konik tabanli, karistirma ve saklama igin uygun cam kap.
Meziir Sivi hacmini 6lgmek icin kullanilan silindirik cam kap.

Cam Balon  Cesitli hacimlerde, kimyasal reaksiyon ve ¢ozelti hazirlama igin.

Petri Kutusu Mikrobiyolojik kilttrlerin yetistirilmesinde kullanilan cam veya plastik kap.

]
[
]

U\
Tupler Pipet Pasteur

Balon joje Erlenmayer  Mezlr

=

cam balon Petri kutusu

Sekil 18.1. Laboratuvarda kullanilan cam aletler



Ekimde Kullanilan Geregler Agiklama

Ekiivyon
Oze
igneler

Bunsen Beki

f)ze

Cihazlar

Santrifiij Cihazi

Pasteur Firini

Etiiv (inkiibator)
Benmari (Su Banyosu)
Otoklav

Steril Kabin (Laminar
Flow)

Hassas Terazi
Kaba Terazi
pH Metre

Turnusol Kagidi

Ekim islemlerinde kullanilan 6zel bir aparattir.
Kiltur ortamlarindan 6rnek almak igin kullanilan gubuk.
Mikroorganizma ekiminde kullanilan steril igneler.

Isitma ve sterilizasyon igin kullanilan gazli 1s1 kaynagi.

igneler Ekiivyon Bunsen beki

Sekil 18.2. Ekim islemlerinde kullanilan geregler

Aciklama

Numuneleri yliksek hizda dondiirerek yogunluk farklarina gére ayiran
cihaz.

Yuksek sicaklikta (genellikle 160-180 °C) kuru isi sterilizasyonu icin
kullanilan laboratuvar cihazi.

Sabit sicaklikta 6rnekleri bekletmek i¢in kullanilan cihazdir.
Sicak su icinde dolayli 1sitma yontemiyle numuneleri isitan sistem.

Basing ve yliksek sicaklikta sterilizasyon yapan cihazdir.
Hava akisi ile steril ortam saglayan c¢alisma kabini.

Miligram hassasiyetinde tartim yapan laboratuvar terazisi.
Daha buyik numunelerin tartimi icin kullanilan terazi.
Swvilarin pH degerini dijital olarak 6lcen cihaz.

Sivilarin asidik veya bazik oldugunu renk degisimiyle hizlica gosteren
test kagidi.
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il 4

Santrifiij cihazi Pasteur firini Etiiv (inkiibator)

-

Benmari (su banyosu) Otoklav Steril Kabin (Laminar Flow)

Hassas terazi Kaba terazi

E— ]
= IIII

Example Diagram

9 14

9077487 12 19,

stronger the acid

pH metre Turnusol kagidi

Sekil 18.3. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan cihazlar
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19.EKLENTI 1l

19.1. ISIK MiKROSKOBU
ilk optik alet, 1595 yilinda Hollandal gen¢ Zacharias Janssen tarafindan icat edilmistir. Bu
mikroskobun biyltme glicli yaklasik 3x-9x arasinda olup, ici bos bir tlplin her iki ucuna lens
yerlestirilerek olusturulmustur!?,

1660 yilinda Robert Hooke mikroskobunu gelistirerek mese agaci kabuklarindaki mantari
incelemistir. Ayni donemde Anton van Leeuwenhoek, tek mercekli basit bir mikroskop
kullanmistir. Leeuwenhoek, bakterileri ve protozoonlari gézlemleyen ve tanimlayan ilk kisidir?.

En yaygin kullanilan mikroskop, 1sik mikroskobudur. Preparat, i1sik demetleri ile aydinlatilir ve
gorinti iki mercek sistemi yardimiyla biyitilir. ilk gériintli objektifte olusur ve okiilerde
tekrar blyutilerek goézlemlenir. Gorintlinidn toplam blyuklGgl, objektif ve okiler
buyutmelerinin carpimi ile hesaplanir 99,

Okuler

Tup

Revolver

Kol

Obijektifler
aryo
wAry Makro-vida
Diyafram Mikro-vida
Isik
Kaynagi

Taban

Sekil 19.1. Isik Mikroskopu

Tip: Okuerin yerlestirildigi, genellikle 45° egimli borudur. Tekli ise monokiiler, ciftli ise
binokdiler olarak adlandirilir.

Revolver: Objektiflerin bagh oldugu doner dizendir. Genellikle 3 ila 6 objektif takilabilir.

Tabla (Saryo): Preparatin konuldugu, saga-sola ve yukari-asagi hareket ettirilebilen diiz metal
ylzeydir.

Makrovida ve Mikrovida: Revolverin yukari-asagi hareketini saglayarak kaba ve ince netlik
ayari yapar.
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Govde: Tlp, revolver ve diger parcalari tasiyan ana iskelet yapidir.

Taban: Mikroskobun zemine saglam basmasini saglayan parcadir ve genellikle 1sik kaynagini
barindirir.

Aydinlatma Kaynagi: 10-30 watt’lik ampullerle saglanan isik sistemidir.
Ayna: Bazi mikroskoplarda isik kaynagi yerine gevresel 15181 yansitmak igin kullanilir.
Diyafram: Isik yogunlugunu ayarlamak icin kullanilr.

Kondansator: Kondansator, preparatin altinda yer alan ve 15181 6rnege yonlendiren bir mercek
sistemidir®. Asagidaki lambadan veya aynadan gelen 1sig1 yogunlastirarak tabla Gzerindeki
ornegi aydinlatir.

Objektifler: Genellikle 4x, 10x, 40x ve 100x biiyutmeli merceklerdir. 100x objektif imersiyon
yagl (immersion oil) ile kullanilir.

Okiiler: Gozlemciye en yakin olan optik pargadir. Objektiften gelen goriintlyi ters gevirerek
gozlemciye iletir ve genellikle 8x—10x blyutme saglar.

» Rezoliisyon Mesafesi (Cozundirluk Siniri)
Mikroskobun ¢ozlndrlik glict, yani iki noktanin birbirinden ayri olarak gortlebilme siniri,

kullanilan i1s1gin dalga boyu (A) ile objektif mercegin sayisal agikligina (NA - Numerical Aperture)
baglidir. Bu iliski asagidaki formil ile ifade edilir:

_K*/l
~ NA

v R :Rezoliisyon mesafesi (hm veya pum cinsinden),

v A: Kullanilan 1s1gin dalga boyu (nm),

v NA : Sayisal agikhk (mercegin 15181 toplama kapasitesi),
v' K : Sabit, genellikle 0.61 olarak alinir.

» Sayisal acikhik (NA), objektifin gelen 1sig1 toplama ve yansitma kapasitesidir ve asagidaki
formil ile tanimlanir:
NA =n xsin(0)

e n:Ortamin kiricilik indisi (6rnegin hava i¢in 1.0, immersiyon yagi icin =1.5),

e 0 :Mercegin optik ekseni ile topladigl en genis isik Isininin yaptigi acl.

19.2. DIGER MiKROSKOPLAR
19.2.1.Floresan Mikroskobu

Florokrom maddelerin floresans vermelerinden yararlaniimistir. Florokrom maddeler, UV
Isinlarini absorbe eder. Absorbe edilen UV isinlari, goriilebilir dalga boyunda yeniden yansitilir.
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19.2.2.Elektron Mikroskobu

Isik kaynagi yerine, metal bir gubuktan yayilan elektronlar kullanilir. Transmission elektron
mikroskobu (TEM) ve Scanning elektron mikroskobu (SEM) gesitleri vardir. Viruslar incelenir.
Objektifleri manyetik plaklardan olusur. Elektronlar vakumlu ortamdan geger.

19.2.3.Karanlik Saha Mikroskobu

Traponema pallidum gibi 0.2 um’den ince veya iyi boyanmayan mikroorganizmalarin
gorinmesi igin kullanilir. Kondansatorleri farkhdir. Ortasi siyah boyayla karartiimis
kondansator, kaynaktan gelen i1sinlarin gegcmesine engel olur ve 6rnekler aydinlanmaz.

19.2.4.Faz Kontrast Mikroskobu

Kondansatoriin altina yerlestirilmis ve objektif icinde bulunan faz levhasiyla ayni geometriye
sahip halka seklindeki agikligi olan diyaframdan gegen isinlar 6nce kondansatdre sonra
preparata gelir.

Preparata gelen isinlarin bir kismi biyolojik yapilardan gegerken bir miktar kirihr ve kirllmamis
Isina gore daha yavas hareket ettiginde dalga boyunun % ( kadar geri kalir. Faz degisiminin
derecesi, biyolojik yapinin kalinligina ve kirilma indeksine baghdir.
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Aerob

Agar diflizyon

Agar diliisyon
AlKkol-aseton karigimi
Antimikrobiyal aktivite
Aside direngli bakteri
Asit-alkol karigimi
Ayirict besiyeri

Bacillus subtilis
Bakterisit
Bakteriyostatik

Basit boyama yontemi
Bazik boyalar

Bek alevi

Bilesik boyama yontemi

e Candida albicans
e Canli besiyeri
e Clostridium

e Cok kanall pipet

Dekolorizasyon
Dezenfeksiyon
Direngli

Disk diflizyon
Duyarlilik

Ehrlich Ziehl Neelsen boyama
Ekiivyon

Eosin Metilen Blue (EMB)
Escherichia coli

Etilen oksit



Farmasotik form

Faz kontrast mikroskobu
Fiksasyon

Filtrasyon

Flambe

Floresan mikroskobu
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Hemoliz
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Iki katl diliisyon
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Inkubatdr (etiiv)
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Kat1 basiyerikontaminasyon
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Kozmetik tirtin

Kristal viole

Kuyu yontemi

Kiiltiir

Lugol

MacFarland
Makrodiliisyon
Malasit yesili
McConkey
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Orta direncli
Otoklav
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Pastor firmi
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Rezoliisyon
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Santral spor

S1v1 besiyeri
Sporlu bakteri
Sterilizasyon
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Subterminal spor

Terminal spor
Tindalizasyon
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