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Ders igerigi

* Giris
—  Enfeksiyon hastaliklarinin gériniimleri hakkinda bilgi / Mikrobiyoloji laboratuvari ile

iliskilendirme

* Klinik 6rneklerin mikrobiyoloji tani laboratuvarinda bakteriyolojik tani amaciyla islenme
algoritmasi
Bakteriyel tani, izolasyon ve identifikasyon basamaklarinin siralanmasi
kkk
Ogrenim Amag ve Hedefleri

*  Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin gérevlerini 6grenmek
* Enfeksiyon hastaliklarinin laboratuvar tanisindaki algoritmayi kavramak
* Mikrobiyoloji laboratuvarinda 6rnek islenmesi ile ilgili basamaklarin temelini 6grenmek
* Klinik 6rneklerin bakteriyel tani amaciyla nasil islenecegini bilmek

*  Bakterilerin kiiltlire dayal konvansiyonel tani yéntemlerini kavramak

kkk

Enfeksiyon hastaliklarinin laboratuvar tanisi;
1. Etiyolojik ajanin varligi agisindan hasta materyalinin direkt muayenesi
2. Ayni orneklerdeki ajanin kiltlr yoluyla tretilmesi
3. Kdilture edilen mikroorganizmanin identifikasyon yoluyla analiz edilerek tanimlanmasi
4

Antimikrobiyal duyarliliginin belirlenmesi asamalarini igerir.
Enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda altin standart,patojenlerin izolasyonu & identifikasyonudur.

Son yillarda mikrobiyoloji laboratuarlarinda, hizli antijen saptama testleri ve niikleik asit temelli
molekdiler testleri, mikroskopi ve kultir yontemleri ile birlikte kullanilmaya baslanmakta ve bir

gelisim yasanmaktadir.

%+ Bir klinik 6rnekten izole edilen patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasi &
«* Bu mikroorganizmalarin, vicudumuzun cesitli bolgelerinde bulunan normal flora
mikroorganizmalarindan ayirt edilmesi, enfeksiyon hastaliklarinin tanisi ve tedavi protokollerinin

belirlenmesi bakimindan biylik 6nem tasir.
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Mikroorganizma — klinik gériinim?

Bazi enfeksiyon hastaliklarina dogrudan klinik gérinime bakilarak tani konulabilmektedir, ancak
patojenlerin pek ¢ogu, insanlarda, oldukga genis bir ‘klinik sendrom gesitliligine’ neden olmaktadir.
Bazi durumlarda da tek bir klinik sendroma bircok patojenden herhangi biri yol acabilmektedir. Ornegin
influenza virus enfeksiyonlari, solunum yolu sendromlarina yol agmakta ancak klinik goriinim;
streptokok, mikoplazmalar ya da 100’den fazla virustan herhangi biri ile olusan klinikten ayirt
edilememektedir. Bu gibi nedenlerle, siklikla spesifik etiyolojik ajanin tanimlanabilmesi igin
mikrobiyolojik laboratuvar yontemlerine ihtiya¢c duyulmaktadir.

“Tanisal tibbi mikrobiyoloji” hastaliklarin etiyolojik ajanlarinin tanimlanmasi disiplinidir. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinin gérevi / isi, hastalik etkeni olan mikroorganizmalari saptamak igin hasta
orneklerini test etmek & ayni zamanda tanimlanan mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal ilaglarin
in vitro etkinlikleri hakkinda bilgi saglamaktir.

Uygun test secilmeli!

Klinik mikrobiyoloji laboratuvari personeli 6rnek islenmesinde oldugu kadar; klinisyene uygun 6éneriler
sunma konusunda da yeterli olmalidir. Klinisyen de laboratuvara, hastanin yasi, cinsiyeti, dn tanisi gibi
temel bilgilerle birlikte, gerektiginde klinik sendromun ne oldugu, baslangic¢ tarihi, hastanin daha 6nce
almis oldugu antimikrobiyal tedavinin igerigi, immuinolojik durumu ve altta yatan baska hastaliklarinin
olup, olmadig gibi detay bilgileri de saglamalidir. Bu bilgiler 1siginda klinik mikrobiyolog, toplanacak
ornegin tipi ve zamani, saklama ve laboratuvara nakil kosullari hakkinda katki saglayabilir. Laboratuvara

gelen 6rnegi en uygun ne sekilde isleyecegine karar verebilir.

ENFEKSIYONUN GORUNUMU

Enfeksiyonun gorinimi, mikroorganizmanin viicuda giris yeri, hangi organ ya da sisteme egilim
gosterdigi, mikrobiyal virllans, hastanin yasl, cinsiyeti ve bagisiklik durumu, altta yatan baska
hastaliklarinin olup, olmadigl ve herhangi bir protezinin bulunup, bulunmadig gibi pek ¢ok faktore
baglidir.

Enfeksiyonun belirti ve bulgulari lokalize olabilecegi gibi, sistemik de olabilir ve ates, lslime,
hipotansiyonu icerebilir. Bazi durumlarda enfeksiyonun gorinimi{ tani icin yeterli olabilse de

¢ogunlukla nonspesifiktir.

ENFEKSIYONUN MiKROBIYAL NEDENLERI
Enfeksiyon etkenleri; bakteriler (mikobakteri, klamidya, mikoplazma ve riketsiyalari daigeren), virlsler,

mantar ya da parazitler olabilir. Enfeksiyon endojen ya da ekzojen kaynakl olabilir.

Endojen enfeksiyonlarda, mikroorganizma (cogunlukla bakteri) hastanin kendi viicut florasinin bir
parcasidir. Endojen enfeksiyonlar mikroorganizmanin normalde bulunmasi gereken bir bdlgeden
baska bir viicut bolgesine gecmesi ya da sayica Ustlinliik kazanmalari gibi durumlarda ortaya cikar

ortaya cikar. Ornegin;
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Flora bakterisinin st solunum yollarindan alt solunum yollarina aspire edilmesi ya da, travma ya da
cerrahi girisimler sonucunda deri ya da mukozal bariyerlerin delinmesi gibi..

Vajinal kandida enfeksiyonlarindaki gibi normal flora elemaninin firsatgi patojen hale gelmesi gibi...

Buna zit olarak ekzojen enfeksiyonlarda mikroorganizma toprak ya da su gibi cevreden ya da baska
bir insan ya da hayvandan bulasir.
Enfeksiyonun kaynagini tahmin etmek énemli! NEDEN?
v" Uygun radyoloji ve laboratuvar tetkiki istemi yapabilmek &

v Mikrobiyolojik muayene igin uygun érnegin segimine karar vermek agisindan..

ORNEK SEGiMi, ALINMASI VE iSLENMESI

Mikrobiyolojik muayene igin 6rnek seciminde; mutlaka hastaligin gelisimini yansitacak bolgelerden
alinmasina ve tam bir mikrobiyolojik incelemeye imkan saglayacak miktarda olmasina dikkat
edilmelidir. Mikrobiyolojik materyal aliminda en popiler yéntem: Ekivyonlarla alinan sirinti
ornekleridir! Dezavantaji: Bu yontemle genellikle ¢ok az miktarda 6rnek toplanabilmektedir. Aslinda
sadece deri ya da miikdz membran orneklerinin toplanmasinda kullanilmalidir. Hiicre igi
mikroorganizmalar igin hiicre iceren kazinti 6rnegi alinmasina dikkat edilmelidir. Deri ve miikoz
membranlar ¢ok sayida ve ¢esitli endojen floraya sahiptirler. Bu nedenle 6rnek toplanmasi sirasinda
kontaminasyonun onlenmesi icin ¢ok dikkat edilmelidir. Alternatif olarak slrintli Ornegi yerine
aspirasyon ya da biyopsi teknikleri ile endojen flora iceren alan bypass edilebilir. Transtrakeal
aspirasyon ile alt solunum yolu salgilarinin aspire edilmesi ya da idrarin suprapubik mesane
aspirasyonu ile alinmasi bu gibi durumlara 6rnek olarak verilebilir. Kontamine olmadan 6rnek alma
imkani yoksa, mikrobiyoloji laboratuvarinda segici besiyerleri kullanilarak endojen floranin
baskilanmasi ya da kantitatif klltlr yapilmasi gerekir. Eger mimkiinse ornekler antibiyotik tedavisine
baslanmadan 6nce alinmalidir (neden?) Bu asamada uygun ve yeterli 6rnegin, uygun zamanda alinmasi

icin klinisyen ve mikrobiyolog arasinda kesin bir ishirligi esastir.

Bakterilerin izolasyon basamaklari
* Hastadan muayene materyali (6rnek) alinmasi
»  Ornegin laboratuvara nakli
»  Ornegin makro/mikroskopik incelenmesi
* Bakteriizolasyonu igin kullanilan gesitli ydontemlerin uygulanmasi
—  Kaltar

—  Kdltlr disi yontemler
* Mikrobiyolojik inceleme icin 6rnek alinmasi, saklanmasi ve tasinmasi: ANLATILDI!

MIiKROBIYOLOJiIK MUAYENE
Mikrobiyolojik muayene 6rnegin laboratuvara ilk girdigi andan itibaren baslar. Laboratuvara ayni anda
birden fazla 6rnek geldiginde 6ncelik; BOS, doku, kan, steril viicut sivilari gibi kritik olanlara verilir.

idrar, bogaz kiiltiirli, balgam, diski, yara érnekleri sonrasi icin saklanabilir.
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Ornegin makroskopik (gozle) incelenmesi

Bltln Ornekler once gbzle makroskopik olarak incelenmelidir. Ayni 6rnek Uzerinde birden fazla
mikrobiyologun c¢alistigi durumlarda, daha sonraki incelemeleri yapacak kisilerin de &rnegin
makroskopisi hakkinda fikir sahibi olmalari gereklidir. Mikrobiyolojik inceleme igin gdnderilen herhangi
bir kati 6rnegin (diski, balgam, doku vs.) tzerinde kanli/mukuslu alanlar olmasi materyalin enfektif
oldugu gorusiint destekler. Bu nedenle 6rnekte kan ve mukus iceren alanlar varsa, belirlenmeli; kiltir
/ direkt baki icin isaretlenerek, bu bolgelerden calisiimalidir. Sivi 6rnekler icin de genel gérinimleri
(renk, bulanikhk, koku vs.) mutlaka not edilmelidir, yonlendirici bilgiler igerir.

Direkt mikroskopik muayene
Bltln uygun oérneklere direkt mikroskopi yapilmalidir. Burada amag;
1. Ornegin kalitesinin degerlendirilmesi,
2. Hastaileilgili erken bilgi edinilmesi,
3. Kdilturde Greyen mikroorganizmalarin, direkt bakida gorilenlerle karsilastiriimasinin
saglanmasidir.
Direkt mikroskopik muayene genellikle; bogaz 6rnegi, nazofaringeal 6rnek ve diski 6rneklerinde

yapiimaz.

NEDEN?

Ornegin kalitesinin degerlendirilmesi

Orn., tiikriik 6zelligi gbsteren balgam reddedilebilir. Squamoz epitel hiicre sayisina bakilarak, gercek
alt solunum yollari salgisi olmadigi séylenebilir.

Hasta ile ilgili erken bilgi edinilmesi

Ornegin, I6kosit icermesi enfeksiyz etken lehine yorumlanir.

Kiiltiirde lireyen mikroorganizmalarin, direkt bakida goriilenlerle karsilastirilmasinin saglanmasi
Ornegin, boyali preparatta (Gram boya) 3 farkl mikroorganizma goriiliirken, kiiltiirde 2 adet irerse,

Gglnclinin anaerop oldugu disdndlebilir.

Mikroskopi cesitleri
GUnumuizde bes mikroskopik yontem kullanilmaktadir:
1. Isik mikroskopisi
2. Karanlik alan mikroskopisi
3. Faz kontrast mikroskopisi
4. Floresan mikroskopisi
5. Elektron mikroskopisi

Mikrobiyoloji laboratuarinda en sik 1stk mikroskobu kullanilir.

Isik Mikroskopisi
Calisma prensipi: Alttan gelen 1s18In 6rnegin icinden gectikten sonra; bir dizi mercek sisteminden

kirilarak yansimasi ve bu sirada olusan goérintinin blyitilmesi esasina dayanir.
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Kondansator: Isik kaynagi ile preparatin yerlestirildigi tabla arasinda yer alir. Isinlar toplayip, optik
sisteme ileten bir mercek sistemidir.

Diyafragma: Kondansatoriin hemen altinda yer alir. Bir kol araciligiyla acilip kapanabilir. Kondansatore
gelen istk miktarinin ayarlanmasina yarar.

Objektif: Genel olarak (g farkh bilyuklikte objektif lensi kullanilir. 10x; Preparat alanini taramak igin
tercih edilir. 40x; Parazitler ya da filament6z mantarlar gibi biiylik mikroorganizmalari gormek amaciyla
tercih edilir. 100x; Bakterileri, maya mantarlarini ya da blyik mikroorganizmalarin hiicre detaylarini
incelemek lizere kullanilir (immersiyon yagi ile birlikte) .

Okiiler: Genellikle 10 ya da 15 kat biydtdrler.

Biiyiitme giicii: Objektif X Okiilerin biiyiitme giiciidir. Orn: 100 x 10 = 1000

Rezoliisyon (¢Oziiniirliik): Yan yana duran iki noktanin birbirinden ayri olarak fark edilebildikleri en
yakin mesafedir. Cozunurlik glici mikroskoptaki mercek sisteminin iki objeyi birbirinden ayirabilme
yetenegidir! IM’da birbirine ¢ozlinirliik glicinden daha yakin olan noktalarin gériintileri Gst iste biner
ve ayirt edilemez. IM’larinin ¢ézindrlik glich bakterilerin tek tek gorilmelerine olanak verir ancak;
bakteriyel yapilarin ayirimina yetmez! IM’da en iyi ¢ozlinlirlik glicine immersiyon yagi kullanilarak
ulasilir (100’luk objektif ile) Clinkl immersiyon yagi objektif lensi ile lam arasindaki boslugu doldurarak,
1Is1gin ornekten gectikten sonra dagilmasini engeller. Bu sekilde iyi bir IM’da 0.2 mm’lik rezollsyon
glicline ulasilabilir. Viruslari izlemek igin yeterli degildir. Diger mikroskopi yontemlerine ihtiyag vardir.
Bakteriyel yapilarin detayl izlenmesi igin yeterli degildir. Boyama yéntemleri ya da diger mikroskopi
yontemlerine ihtiyag vardir.

Kontrast: IM’nun bir diger anahtar bilesenidir. Objenin arkasindaki zeminden ayirimini ifade eder.
IM’da en iyi kontrast boyama yontemleri ile elde edilir. Bylece bakteriyel yapilarin detaylar hakkinda

bilgi sahibi olunabilir.

Karanlik alan mikroskopisi

Objektif ve okiler yapilari IM ile aynidir. Fark yaratan yapi: KONDANSATOR’diir! Kondansatériin ortasi
siyah boya ile karartiimistir. Preparat sadece oblik isinlarla aydinlatilir. Isik mikroorganizmanin icinden
degil cevresinden yansidigindan; hiicre yapisindaki detaylar izlenemez® Coézinirlik glici IM’na gore
belirgin oranda arttirilir (0.2 mm’ye karsin 0.02 mm’ye ulasilir) © 0.2 mm’dan daha ince olan ve iyi
boyanamayan Treponema pallidum ve Leptospira spp. gibi mikroorganizmalar ancak bu vyolla

izlenebilir.

Faz kontrast mikroskopisi

Fark yaratan yapi; 6zel faz objektifleridir. Amag; mikroorganizmalarin gorilebilmesi icin gerekli

kontrasti saglamaktir. Bu kontrast boyama ile de saglanabilir ancak bu ydntemin avantaj
mikroorganizmalarin boyanmasi temeline dayanan gozlem sadece Oli mikroorganizmalarin
saptanmasina olanak tanirken, faz kontrast mikroskopisinde boyamaya gerek olmadigi icin canh

mikroorganizmalarin da izlenebilirmesidir ©
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Floresan mikroskopisi

Floresan 1si1g8in rengi kullanilan boya ve filtreye baglidir. Akridin oranj, Auramine, Floresein
izotiyosiyanat (FITC), Kalkoflor beyazi siklikla kullanilan boyalardir. Kullanilan floresan boyanin
bilesimine gore;

1. Florokromlama

Bakteri hiicresinin bir bolimu ile floresan boya arasinda direkt kimyasal etkilesim olur. Bu etkilesim
IM’daki boyamaya benzemekle birlikte; boyali hiicreler IM’nda izlenene gore 10 kat daha giiclii
saptanir!!! IM ile bir 6rnekte mikroorganizma goriilebilmesi icin; 10° hiicre / ml gerekirken, FM’da; 10*
hicre / ml bulunmasi yeterlidir...

2. immunofloresans

IM

Antikor ile floresan boya kimyasal olarak baglanir ve mikroorganizmalarin “6zgil” olarak
saptanmasinda kullanilir. Legionella spp, Bordetella pertussis, Chlamydia trachomatis gibi hasta
orneginde zor / yavas ureyen bakterilerin saptanmasinda tercih edilir. Antikorlar ile konjuge edilmek

icin en ¢ok kullanilan boya; Floresein izotiyosiyanat (FITC), elma yesili floresans verir.

Direkt mikroskopik muayene

Gelen ornekten direkt preparat hazirlanarak, boyasiz inceleme yapilabilecegi gibi, bakteriyolojide
boyali preparatlar tercih edilir. Isik mikroskoplarinin rezoliisyon gicli (¢ozlndrligi) bakteri
hicrelerinin tek tek goriilmelerine olanak vermekle birlikte, bakteriyel yapilarin ayirimi igin yeterli
degildir. Isik mikroskobunda hem bakteriyel yapilar inceleyebilmek hem de objenin arkasindaki
zeminden ayirimini ifade eden “kontrast”1 yikseltebilmek icin boyama teknikleri kullanilir. Bu sayede
mikroorganizmalar hakkinda daha detayh bilgi saglanmis olur. Boyasiz preparatlar kabaca
mikroorganizmalarin; genel sekilleri (basil, kok, kokobasil) hakkinda bilgi verebilir ve eger varsa epitel
hicrelerinin ve I6kositlerin (iltihap hicreleri) izlenmesini saglarlar. Boyall preparatlar scilen boyaya
bagli olarak, mikroorganizmanin htiicre duvar yapisi, kapsil, spor varlig, aside direngli boyanma 6zelligi
vb. hakkinda bilgi verir. Isik mikroskopisi icin boyama teknikleri hem dogrudan hasta érnegine hem de
kiiltirde tretilmis mikroorganizma kolonisine uygulanabilir. Bakteriyolojide en yaygin kullanilan boya

Gram boyasidir.

Gram boyama

Gram boyama ile yapilan inceleme, bakterilerin hiicre duvar yapilari hakkinda bilgi saglayarak,
siniflandiriilmanin ve dolayisiyla taninin ilk basamagini olusturur. Gram boyama bir bilesik boyama
yontemidir ve hazirlanan preparat Ulzerine sira ile cesitli boyalarin uygulanmasi ile yapilir. Bunun

sonucunda bakteriler Gram pozitif ve Gram negatif olarak ikiye ayrilirlar.

ONEMI

Bu islem, bakteriyel tani koyma asamalarinin ilk basamagidir ve daha sonra yapilacak taniya yonelik
testler, bakterinin gram pozitif ya da negatif olmasina gore farkhlklar icerir. Ayni zamanda tedavide
kullanilacak ajan da bakterinin gram pozitif ya da negatif 6zellik géstermesine gére degisir. GRAM

POZITIF bakterilerin hiicre duvarlarinda peptidoglikan tabakasi daha kalindir ve bu kalin tabaka Gram
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negatif bakterilerde bulunmayan teikoik asit icermektedir. GRAM NEGATIF bakterilerde ise hiicre
duvari yiksek oranda lipit bulunduran lipopolisakkarit tabakasindan olusmustur.

Gram boyama
Gram pozitif / negatif ayirimi renksizlestirme basamaginda ortaya c¢ikar. Gram pozitiflerde bulunan
teikoik asit alkol ile dekolarizasyona direng gosterir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda bol
miktarda bulunan lipitler ise alkol karsisinda ¢ozliniirler ve bakteriler almis olduklari mor renkli boyayi
geri birakirlar.

Konak hiicre iginde yasayan mikroorganizmalar (6rn. Chlamydia), hiicre duvari tasimayanlar
(Ureoplasma ve Mycoplasma’lar), farkli duvar yapisi 6zellikleri bulunduranlar (aside direngli boyanan
mikobakteriler gibi) ya da 1stk mikroskobunun ¢ézinirlGgi ile gériinemeyecek kadar ince olanlar
(spiroketler) disindaki hemen hemen her bakteri Gram ile boyanir.

Direkt mikroskopi ile tani / 6n tani konulabilen enfeksiyon hastaliklari / etkenleri
Actinomyces

Treponema pallidum

Dermatofitler

Neisseria meningitidis

Neisseria gonorrhoeae

Bacillus anthracis

Paraziter hastaliklar

Gardnerella vaginalis

Mobiluncus

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium leprae

Clostridium tetani

Cryptococcus neoformans menenjiti
Pneumocyctis jirovecii

Whipple hastalgi

Candida vajiniti

Altin Standart
Enfeksiyon hastaliklarinin tanisi amaciyla ¢ok sayida siratli ve pratik tani yontemleri gelistirilmis
olmakla beraber, patojenlerin izolasyonu ve identifikasyonu halen "altin standart" olarak kabul

edilmekte ve 6nemini korumaktadir.

Klinik Mikrobiyolojide Mikroorganizmalar;
e Hastalik etkeninin taninmasi (identifikasyonu),
e Etkenin antibiyotik duyarliliklarinin saptanmasi,

e Cevre ve toplum saglinin denetlenmesi (epidemiyolojik arastirmalar),
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e Asi, antiserum, antijen elde edilmesi,

e Bilimsel arastirmalar yapmak igin uretilirler.

izolasyon ve identifikasyon
Mikroorganizmalar laboratuvar sartlarinda, Gremeleri ve cogalmalari icin gerekli besin maddelerini
iceren besiyerlerinde Uretilirler. Mikroorganizmalarin lireyebilmek igin ihtiya¢ duyduklari maddeler

trler arasinda farkhlik goésterir. Karbon, nitrojen ve su, tim canli varliklar igin ortak gereksinimlerdir.

Besiyerinin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler

Uretilmek istenen mikroorganizmanin gerek duydugu tiim maddeleri icermelidir. Mikroorganizma
Uremesi igin gerekli olan pH, nem, ozmotik basin¢ ve oksidasyon-rediiksiyon potansiyeline sahip
olmaldir. Kontaminasyonu engelleyecek uygun kaplarda hazirlanmaldir. Uygun sekilde sterilize
edilmis olmalidir. Sterilizasyon kontrolii yapilmis olmalidir. Uygun sartlarda (siklikla buzdolabinda)
saklanmalidir.

Mikroorganizmalarin uygun cevre kosullari saglanarak, ¢ogaltilmalari islemine liretim, bir besleyici
ortamda Uretilmis olan mikroorganizmalarin tiimine kiltiir, yalniz tek bir organizmadan retilen
kilttre saf kiltiir (ayni genotipik ve fenotipik 6zellikleri paylasirlar), tim ozellikleri belirlenmis, saf

kilttr halindeki mikroorganizmalara kéken (sus) adi verilir.

Sivi/Kati besiyeri; Pasaj/Subkiiltiir

Sivi besiyerleri az sayidaki mikroorganizmalarin Gretilmesi icin daha ylksek duyarliliga sahiptir (neden?)
Bununla birlikte farkli mikroorganizmalari iceren karisik érnekler, sivi besiyerlerinde Uretildiklerinde,
identifikasyon icin kati besiyerlerine yapilan subkdltirlere (pasajlara) ihtiyac duyulur) Bu
subkultirlerde mikroorganizmalarin tek tek ayirimlarn yapilabilir. Pasaj / subkiltir; bakterinin eski

besiyerinden yeni bir besiyerine nakli ile elde edilen ikinci kltirdr.

Sivi / Kati besiyerleri

Sivi besiyerlerinde ireme oldugunda genellikle sayi olarak sonug verilemez. Bununla birlikte kati
besiyeri bir bakima sivi besiyerine gore daha az duyarh olmakla birlikte, eger gerek duyulursa izole
edilen bakterilere ait kolonilerin tek tek sayilarak, kantitatif sonug verilmesine olanak verir (6rn. idrar

kiltdrleri) Hatta bazi cins ve tirler kati besiyerindeki koloni morfolojilerine bakilarak taninabilirler.

Kati besiyerinde lireme

KOLONI: Tek bir bakteri hiicresinin cogalmasiyla olusan bakteri toplulugudur. Her bir koloni, tek bir
hicreden koken alan saf kiltirlerdir. Koloni gérinima ile bayaklGgu, rengi, sekli, kenar yapisi;
dizenli/duzensiz, ylizey yapisi; bombe-basik-dlz, yluzey gorunimi; mat-opak-translucent, hemolitik
paterni ya da pH indikatoériinde renk degisimi yapmasi, kokusu gibi ozellikleri kastedilmektedir. S

(smooth), R (rough) ve M (mucoid) koloni (kapsulli bakterilere ait) tipleri vardir.
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KULLANIM AMAGCLARINA VE iGERIKLERINE GORE BESIYERLERI

Bakterileri laboratuvar ortaminda liretmek icin ylzlerce farkh besiyeri mevcuttur. Bunlardan bazilari
cok sayida farkli bakterilerin Gremesi icin elverisli ortam teskil ederken, bazilari sadece tek bir tir
bakterinin Gremesine izin verir. Bazilari substratlarin metabolizmasi sonucu olusan pH degisikliklerini
tespit etmek icin pH indikatorleri igerir. Bazilari bakterilerin kapsil veya spor olusturmalarini
kolaylastiran maddeler tasir.

Besiyerlerinin Siniflandirilmasi
Genel Uretim Besiyerleri
Basit (temel) Besiyerleri (Peptonlu su, buyyon, adi agar)
Zengin Besiyerleri (Kanli agar)
Ozel Besiyerleri
Segici (selektif) Besiyerleri (EMB, MacConkey)
Ayirtici (farklilastirici) Besiyerleri (EMB, SS vb)
Ayiragli Besiyerleri (Sitrat, Ure vb)
Ozgiil Besiyerleri (Loewenstein-Jensen)
Zenginlestirici besiyerleri (Thioglycollate broth, brain-heart inflizyon  broth, tryptic soy
broth )

Kiiltiir Besiyerinin Secimi: Besiyeri, gelen 6rnek ve muhtemel patojene gore segilir. Oncelikle ekim
yapilacak ornegin nereden alindiginin, o6rnekte bulunabilecek mikroorganizmalarin ve bu
mikroorganizmalarin beslenme gereksinimlerinin bilinmesi gerekir. Orn; adi agar ¢cok sayida bakterinin
Gremesi icin uygun ortam teskil eder, ancak belirli bakterileri Gretebilmek icin ortama zenginlestirici

veya inhibe edici maddeler ilave etmek gerekir.

Ekim Teknikleri

* Florali/kati 6rnekler (bogaz, balgam, yara, gaita, vb) “tek koloni diisirme yontemi” ile ekilir.

*  Florasiz/sivi 6rnekler (idrar, BOS, vb) 6rnekteki mikroorganizma sayisini tanimlayabilmek igin

“idrar ekim” teknigi ile ekilir.

Tek koloni diisiirme teknigi:
Amacg: Kolonileri tek distrerek farkl koloni tiplerini birbirinden ayirmaktir.
idrar ekim teknigi:
Kalibre (icine aldigi sivinin hacmi bilinen) 6ze ile ekim yapilir. Kalibre 6zeler 1 ul (0,001 ml) veya 10 pl
(0,01 ml) 6rnek alabilir. Amag; 1 ml drnekte kag koloni bakteri oldugunu hesaplamaktir. Ornek: 0,001
ml 6ze kullanilarak yapilan idrar klltiriinde 24 saat sonra plakta 13 koloni olusturan birim (KOB; colony
forming unit=CFU) goriliyor. idrar kiiltiiriiniin sonucunu KOB/ml cinsinden hesaplayiniz. Cevap: 0,001
ml - 13 CFU; 1 ml — x; x=13/0,001; x= 13.000 SONUG: 13.000 KOB/ml Greme olmustur.
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Mikroorganizmalarin Uremesi Uzerine Etkili Olan Gevresel Faktorler
Mikroorganizmalarin treyebilmesi igin dort kritik cevresel faktor vardir:

1. Isi

2. pH

3. 0Oyve CO,
4. Nem

Isi

Psikrofil Bakteriler: -8 - +15 C°

Mezofil Bakteriler: 20 — 45 C°

Termofil Bakteriler: >50 C°

istisnalar bulunmaktadir. Ornegin Campylobacter jejuni 42°C’de (rer. Listeria monocytogenes &
Yersinia enterocolitica; 20-40°C’'ler arasinda (ireyebilmekle birlikte, 0°C’de de c¢ogalabilirler. Bu
Ozelliklerinden dolayl bu mikroorganizmalar icin laboratuvarda “sogukta zenginlestirme” yapilabilir.

pH; hidrojen iyon konsantrasyonudur. pH:7 nétral, 7'nin alti asidik, 7'nin (zeri alkalendir. Patojen
mikroorganizmalar genellikle pH (6.5) 7.2 ile 7.4 arasinda Urerler. Besiyeri hazirlarken pH’ya dikkat

edilmesi gereklidir.

Oksijen / Karbondioksit
e Aerobik bakterilerde son elektron alicisi oksijendir. Oksijensiz ortamda iireyemezler. Orn;
Pseudomonas, Neisseria, Brucella, Bordetella, Francisella
e Fakiiltatif anaeroplar hem oksijenli hem de oksijensiz ortamda yasarlar. Orn; patojen
bakterilerin cogu
e Mikroaerofiller icin distk diizey oksijen yeterlidir.
e Kesin anaeroplar icin oksijen oldiricudir.
Oksijenin yani sira ortamdaki karbondioksit miktari da énemlidir; %5-10 gibi ylksek karbondioksit
miktarinda iyi Gireyebilen mikroorganizmalara kapnofilik denir. Orn; H.influenzae, N.gonorrhoeae
Bunlar bilindigi zaman, muhtemel etken patojene gore gelen klinik 6rnek uygun inkubasyon kosullarina
kaldirlir.

inkubasyon kosullar
Aeroplar; %21 02, % 0.03 CO; (atmosfer havasi)
Anaeroplar; %5-10 H,,
%5-10 CO,,
%80-90 N,,

%0 O, iceren anaerobik jar iginde,

Kapnofiller; %5-10 CO,,
%15 O, iceren CO;'li etliv ya da mumlu kavanozda,
Mikroaerofiller; %5-10 CO,,

%8-10 O, iceren 6zel jar icinde bekletilir
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Nem: Besiyerleri 37°C'de inklibe edilirken, buharlasma nedeniyle su igeriklerini kaybederler. Su,
bakterinin metabolik aktivitesi icin gereklidir. Su kaybi rolatif olarak besiyerindeki kati komponentlerde
artisa yol acar; bu da bakteri hiicresinin ozmotik sok sonucu lizisine neden olur. inkubasyon sirasinda
nem kaybina dikkat edilmelidir.

Sonug olarak; patojen mikroorganizmalarin ¢ogu, 35-37°C’de, nemli ortamda, %3-5 CO; varliginda,
24-A48 saatte iyi Urerler.

izolasyon ve identifikasyonun Basamaklari: Laboratuvara gelen drnegin makroskopik ve
mikroskopik incelenmesi sonrasinda 6érnekten énce besiyerine ekim yapilip; sonra lam Uzerine
aktarilarak direkt mikroskopik incelemeye alinir.

Kiltiirde Greme goriildiikten sonra;

1. Asama: Kiltlr plaklarinin degerlendirimi; inklibasyon sonrasi kolonilerin olusumu (6rn 24 sa);
boyut, yapi, renk, hemoliz 6zelligi, oksijen ihtiyaci

2. Asama: Kolonilerin Gram ile boyanmasi; mikroorganizmalarin mikroskopik incelenmesi

3. Asama: izole edilen bakterinin tiplendirilmesi; genellikle fizyolojik testler kullanilarak
Mikroskopik morfoloji ve boyanma 6zellikleri

Makroskopik (koloni) morfolojileri

Ureme igin gerekli cevresel faktérler

Antimikrobiyal direng paternleri

Besin ihtiyaci ve metabolik kapasiteleri

4. Asama: Antibiyotik duyarlilik testleri

Kiiltiir olmaksizin hizli tani
NE ZAMAN VE NEDEN?
e Zayif ireme gosterenler
e Kdltiir yapilamayanlar
Treponema pallidum
Mycobacterium lepra

e Acil tani gereken durumlar igin

iDENTiFIKASYON

Bakterinin adini koymak gereklidir ¢inkd, klinik 6nemi saptanmalidir: Patojen mi? Kontaminant mi?
Antimikrobiyal direnc testi gerekip, gerekmedigine karar verilmeli ve antimikrobiyal tedavi
yonlendirilmelidir. Mikroorganizmanin diger hastalar, calisanlar ya da toplum icin risk tasiyip,
tasimadigi belirlenmelidir.

identifikasyon semalari fenotipik ya da genotipik olabilir. Genotipik yaklasim; bir gen / gen parcasinin;
RNA (rininin saptanmasi seklindedir. Yiksek oranda 6zgiil ve olduk¢a duyarlidir. Fenotipik
ozelliklerle mikroorganizma identifikasyonu, genlerin kendilerinden ziyade Urlnlerinin analizi temeline
dayanir. Bakterilerin fiziksel ya da metabolik 6zelliklerinin gézlenmesiyle yapilir. Siklikla kullanilan

fenotipik 6zellikler:
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e Mikroskopik morfoloji ve boyanma 6zelligi

e Makroskopik (koloni) morfolojisi

e Uremeicin gerekli cevresel faktorlerin saptanmasi

e Antimikrobiyal direng paternlerinin gosterilmesi

e Besin ihtiyaci ve metabolik kapasitenin ortaya konulmasidir.
Mikroskopik morfoloji ve boyanma 6zellikleri
Bazi durumlarda boyanma 6zelligi tek basina kesin identifikasyonda kullanilir. Orn, floresan isaretli
spesifik antikorlar ve floresan mikroskopi ile; Legionella pneumophila ve Bordetella pertussis tanisi
konulabilir.
Makroskopik (koloni) morfolojisi
Koloninin buyukIGga, sekli, rengi, ylizey gorliniimu, agar ylizeyinde koloni ¢evresinde izlenen her tirli
renk degisimini (hemoliz gibi) icerir. Kesin tani koydurmaz; 6n bilgi saglar.
Ureme icin gerekli gevresel ihtiyaglar
Oksijen, karbondioksit, 1si gibi Greme igin gerekli cevresel ihtiyacglardan iki yonll yararlanilabilir. Klinik
on taniyi biliyorsak uygun besiyeri ve inkubasyon kosullarini segebiliriz. Birkag¢ farkl besiyeri ve
inkubasyon kosuluna ekim yapip; hangisinde ireme goriyorsak; mikrobiyolojik 6n taniya gidebiliriz!
Orn; Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae yiiksek miktarda
karbondioksit ister. Campylobacter jejuni 42°C’da Urer. Yersinia enterocolitica 0°C’de canli kalir.
Antimikrobiyal direng / duyarlihk
On tani saglar. Orn; Gram pozitif bakteriler “vankomisin”e duyarli, Gram negatifler ise direnglidir.
Dolayisiyla vankomisin diski etrafindaki inhibisyon zonu Gram pozitif bakteri oldugunu gosterir. Benzer
sekilde colistin ya da polymixin’e Gram pozitifler direncli, Gram negatifler duyarlidir. (Bazi istisnalar
bulunabilir, 6n tani saglar)
Besin ihtiyaci ve metabolik kapasite

Bir bakteri izolatinin; besin ihtiyaci & metabolik kapasitesinin ortaya konulmasi genellikle cins ve tiir

diizeyinde tanim yapmak icin kullanilan en yaygin yaklasimdir. Bakterinin besin ihtiyaci ve metabolik
kapasitesini saptayabilmek icin kullanilan tiim yontemler ya bakterinin enzimatik yeteneklerinin
ortaya konulmasi ya da tuzlar, antimikrobiyaller, toksinler gibi cesitli inhibitorlerin varliginda
bakterinin lireyebilmesi ya da yasamini devam ettirebilmesi 6zelliklerinin saptanmasina dayanir.
Enzimatik icerigin saptanmasi

Enzimler genetik olarak kodlandigi icin; enzimatik icerik mikroorganizmanin genetigini yansitir.

Tek enzim testleri

Kiltiirde Gremis mikroorganizma tizerine hemen uygulanabildigi icin hizli sonug verirler. Uygulama ve

degerlendirimlerinin kolayhgindan dolayi identifikasyon semalarinda anahtar rol oynarlar.

1. Katalaz
2. Oksidaz
3. indol

4. Ureaz
5. PYR

12
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KATALAZ
Aerobik karbonhidrat metabolizmasinin son triini olan hidrojen peroksiti parcalayan enzimdir.
katalaz

H.0; _ H,O + O,

%3’lik hidrojen peroksit sollisyonu Uzerine bakteri eklendiginde hava kabarciklarinin (Oz)olusumu;
katalaz enzimi varligini gosterir. Stpheli bakteri kolonisinden alinan bir parga, temiz bir lam Uzerinde
bir damla fizyolojik tuzlu su icerisinde stispanse edilir. Uzerine 1-2 damla %3'liik H,O, damlatilir. Oksijen
kabarciklarinin  olusmasi testin pozitif oldugunu gosterir. Eritrositlerde de katalaz enzimi
bulundugundan dolayi, test edilecek bakteri kan icermeyen bir besiyerinden alinmaldir.

Mikroorganizma Katalaz

Gram pozitif koklar Streptokoklar Negatif
Stafilokoklar Pozitif
Sporsuz Gram pozitif Listeria monocytogenes Pozitif
basiller Corynebacteria Pozitif

Digerleri Negatif

OKSIDAZ

Sitokrom oksidaz, oksidatif fosforilasyon yapan bakterilerin kullandiklari enzimdir. Bu bakteriler
tarafindan elektron transportu ve nitrat metabolik yollarinda kullanilir. Oksidaz testi bu enzimin
aktivitesini 6lcmeye yonelik bir testtir. Steril bir petri kutusu icerisine yerlestirilmis kurutma kagidina
2-3 damla oksidaz ayiraci (dimetil veya tetrametil fenilendiamin dihidroklorid) damlatilir. Uzerine, 6ze
ile stipheli koloniden bir miktar alinarak strtliir. 10—-60 saniye icerisinde mor veya kahverengi-siyah bir
renk olusmasi testin pozitif oldugunu gosterir. Agar yilizeyinden alinan bakteri kolonisi tercihen 24
saatten eski olmamalidir; koloniyi almak icin platin ya da plastik 6ze kullaniimaldir; demir 6ze yanlis
pozitif sonuca yol agar. Benzer sekilde MacConkey besiyeri gibi karbonhidrat fermentasyon
besiyerlerinden alinan koloniler de kullanilmamalidir; pH disikligine bagli yanhs negatif sonug

alinabilir. Oksidaz testi esas olarak Gram negatif bakterilerin ayinminda kullanilir.

Mikroorganizma OKSiDAZ

Enterobacteriaceae

Stenotrophomonas NEGATIF

maltophilia

Acinetobacter spp

Pseudomonas

Aeromonas spp POZITIF

Neisseria*

13
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iNDOL
triptofanaz
Triptofan » Pirtvik asit + amonyak + indol

Triptofan bir aminoasittir. indol deneyi ile triptofani parcalayan, triptofanaz enzimi varlig arastirilir.
Ozellikle E.coli’nin identifikasyonunda kullanilir. E.coli indol pozitifdir. incelenecek bakteri triptofan
iceren bir sivi besiyerine inokiile edilir. Bu amacgla genellikle peptonlu su veya buyyon kullanilir. En az
24 saatlik inklibasyondan sonra Uzerine, tipiin kenarindan yavasca akitilmak suretiyle, 0.5 ml Kovaks
ayiraci (para-dimethyl aminobenzaldehyde) ilave edilir. Olusan indol aldehitlerle (ayiragtaki)
reaksiyona girince kirmizi renk verir. Besiyerinin {ist kisminda parlak kirmizi bir halka olugmasi testin

pozitif oldugunu gosterir.

UREAZ
Ureaz

Ure —— 5 Amonyak (pH'y1arttirir) + su + CO,

Ure bakteriler tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilir. Ureaz testi de bakterilerin iireaz aktivitesini

arastirmak icin yapilir. Ure iceren agar ya da sivi besiyerinde amonyak olusumu sonucu degisen pH’ya

bagli renk farkinin gosterilmesi ile yapilir. Bu amagla indikator olarak fenol kirmizisi iceren Christensen
lire besiyeri kullanilir. Urenin hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan amonyak alkali bir Giriindiir ve besiyerinin

rengini saridan pembeye donistiiriir. Fenol kirmizisi alkali pH’da kirmizidir!

Mikroorganizma UREAZ

Proteus mirabilis

Corynebacterium urealyticum

Helicobacter pylori POZITIF
Brucella
Escherichia coli NEGATIF

PYR

Gram pozitif koklari; 6zellikle A grubu beta hemolitik streptokoklar (Streptococcus pyogenes) ve

enterokoklari ayirmada kullanilan bir testtir. L-pyrrolidonyl arylamidase enziminin varligi esasina
dayanir. Substrat emdirilmis disk su ile islatilir. Uzerine bir-iki koloni bakteri siiriiliir. Oda isisinda 2 dk

beklenir. Reagen damlatilir. Kirmizi renk olusumu gozlenir.

Substrat: L-pyrolidonyl-beta-naphtylamide
Enzim: L-pyroglutamil aminopeptidaz
Uriin: Beta-naftilamid

Bu Urriin “cinnamaldehit” reageni ile karsilasinca parlak kirmizi renk ortaya cikar.
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Stafilokoklar,
PYR (+) Enterokoklar,
Streptococcus pyogenes
PYR (-) Diger streptoklar

METABOLIK ARAYOLLARA AiT TESTLER
Tek enzim testlerinin aksine, birbirleriyle etkilesen birka¢ enzimi icerirler. Bu etkilesimler sonucu
ortaya cikan son Uirliniin gosterilmesine dayanirlar.
Ug genel sinifa ayrilirlar:
1. Karbonhidrat oksidasyon ve fermentasyonu
2. Aminoasit degradasyonu
3. Tek substrat utilizasyonu

OKSIDASYON - FERMENTASYON TESTLERI

Bakterilerin spesifik karbonhidratlar oksidatif olarak mi, fermentatif olarak mi kullandiklarinin ayirt
edilmesi temeline dayanir. Oksidatif siire¢ oksijene ihtiya¢ duyar. Fermentasyonda oksijene ihtiyag
yoktur. Her iki yol sonucunda da asit son Grlinler olusur. Bakteriler rutin olarak alti karbonhidrat igin

test edilmektedirler:

1. Glukoz
2. Ksiloz

3. Mannitol
4. Laktoz

5. Sikroz
6. Maltoz

Besiyeri az miktarda pepton ve bu karbonhidratlardan herhangi birini tek olarak icerecek sekilde
hazirlanir. Yari kati bir besiyeridir. icine pH degisimini gésterecek ayira¢ konur (Bromtimol mavisi *,
Andrade ayiraci, Fenol kirmizisi vb...) iki ayri OF besiyerine ekim yapilip, birinin {izeri mineral yag ile
kapatilarak oksijen ile baglantisi kesilir. Agzi acik tlip ylzeyinde renk degisimi olursa bakterinin
oksidatif, her iki tlp sararirsa fermantatif yolu kullandigi sonucuna varilir. Oksidasyon-fermentasyon

testleri mikroorganizmalari bliyik gruplara ayirmada kullanilir:

Glukoz igin
Enterobacteriaceae Fermentatif
Pseudomonas Oksidatif

AMINOASIT INDIRGENMESI

Aminoasit olarak genellikle lizin, arginin, ornitin, fenilalanin kullanilir. Testin esasi; dekarboksilaz
enzimlerinin aminoasitlerden karboksil gruplarini ayirip, bdylece aminoasitlerin aminlere
donlstirilmesi ve bunun gosterilmesine dayanir. Amin’ler ortam pH’sini arttirir ve indikator renk
degistirir. Dekarboksilasyon aktivasyonu icin asit ortama gerek duyan, anaerobik bir sirectir.

Bakterilerin aminoasidler Uzerine olan etkilerini géstermek amaciyla; pepton, glukoz, aminoasid
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(herhangi biri) ve indikator olarak bromkrezol moru iceren besiyerlerine ekim yapilir ve tizerlerine steril
mineral yag ilave edilerek hava ile iliskileri kesilir.
e Bakteri 6nce glikozu kullanir; pH diser, indikator sararir (asit ortam olusur); aminoasit
dekarboksilasyonu baslar; olusan aminler pH’yi arttirir; renk tekrar mora doner.
e Bir gecelik inkubasyon sonrasi; mor renk: pozitif; sari renk: negatif (dekarboksilaz
aktivitesi yok)
TEK SUBSTRAT UTILIiZASYONU
Bir mikroorganizmanin tek bir besin (6rn; karbonhidrat) ya da karbon kaynagi varliginda tireyebilmesi
(6rn; sitrat, malonat, asetat) identifikasyonu icin dnemli bilgiler saglar. Bu testler mikroorganizmanin
boyle bir besiyerine inokllasyonundan sonra inkubasyonu takiben tGreme gorilmesi (besiyerine ilave
edilen cesitli indikatorlerin renk degistirmesi ya da bakteri kolonilerinin gortlmesi ile anlasilir) ile
yorumlanir. icinde tek bir karbonhidrat (laktoz, siikroz, glukoz vb) ve ters cevrilmis kiigiik bir tip
(Durham tiipl — gaz olusumunu gostermek igin) iceren sivi bir besiyerine ekim yapilir. Amag; bakterinin

o karbonhidrati kullanip kullanmadigini arastirmaktir.

Tek seker testleri
Bakteri besiyerindeki sekeri kullaniyorsa olusan asit pH’ya bagl indikator renk degistirir (besiyeri sariya

doner). Asit ile beraber gaz da olusuyorsa, Durham tiipinin icinde hava kabarcigi goraliir ve tiipin

yukariya itilmesinden anlasilir.

Kullanilan indikatoriin 6zelligine gére asagidaki gibi karar verilir:

indikator Asit Notr Alkali

Andrade kirmizi sari renksiz
Bromtimol Mauvisi sarl hafif mavi mavi — koyu mavi
Bromkrezol Moru sarimsi morumsu mor

Fenol Kirmizisi sarl renksiz pembe

INHIBITOR OZELLIKLERIN BELIRLENMESI
Bakteri izolatinin bir ya da daha fazla inhibitér madde varliginda treyebilmesi identifikasyonu igin
degerli bilgiler saglar.
e Cesitli NaCl konsantrasyonlarinda lireyebilme enterokoklar ve Vibrio tirlerinin
identifikasyonunu saglar.
e Optokine duyarlilik ve safra tuzlari varliginda erime Streptococcus pneumoniae’nin
identifikasyonunu saglar.
e Safra varliginda eskiilini hidrolize edebilme yetenegi enterokoklarda bulunur.

e Etanol varliginda canlihigini devam ettirebilme 6zelligi Bacillus tirlerinin identifikasyonunu
saglar.
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TSI (triple sugar iron) besiyeri
Ozellikle Enterobacteriaceae ailesinin Uyelerini tanimlamak amaciyla kullanilan bir besiyeridir. Bu
besiyerinde; sekerlerin fermentasyonu, sekerlerin fermentasyonu sonucu gaz olusumu ve hidrojen
silfid (H,S) olusumu olmak Uzere, bakterilerin li¢ temel 6zelligi incelenir. Besiyeri; glukoz, laktoz ve
siikroz olmak Gizere Uc farkli seker, pH indikatori olarak fenol kirmizisi ve H,S olusumunun gostergesi
olarak ferrik ammonyum sitrat ( & sodyum tiyosulfat) icerir. Besiyerindeki stikroz ve laktoz miktari,
glukoz miktarinin 10 katidir. Glukozu fermente eden bakteriler, 6 saatlik inkibasyonu takiben
besiyerinin hem dip kisminin hem de ylzeyinin sari renge donlismesine yol agarlar. 18-24 saat sonra
dip kisim glukozun anaerobik kosullarda fermentasyonu sonucu olusan organik asitler sonucu sari
(asidik) kalir. Yizey fermentasyon Urlinlerinin (peptonlarin) aerobik kosullarda oksidasyonu sonucu
alkali aminlere donmesi sonucu kizarir (alkali olur). Glukoza ek olarak, laktoz ve siikroz da fermente
edilirse, olusan ylksek miktardaki fermantasyon Uriinleri ylizeydeki alkali aminleri nétralize eder ve
ylizeyin de asidik (sari) kalmasini saglar. Onerilen 18-24 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda 24
saatten sonra degerlendirilmemelidir. Bakteriler glukoz veya laktozu kullanamiyorsa, enerji kaynagi
olarak besiyerinde bulunan proteinleri ve aminoasitleri kullanirlar. Protein metabolizmasi primer
olarak oksijenin bol oldugu besiyeri ylizeyinde meydana gelir ve ortaya c¢ikan alkali Grlinler besiyeri
yuzeyinin kirmizi renk almasina yol agarlar. Reaksiyonlar sirasinda CO, ve H, olusumu besiyerinde
kirilmalara ya da besiyerinin tlpln dibinden ya da yanlarindan ayrilmasina yol acar. Bu durum gaz
olusumu seklinde degerlendirilir. Sodyum tiyosilfatin hidrojen silfite (H.S’e) indirgenmesi, asit ortam
gerektirir; H,S, besiyerindeki ferrik amonyum sitrat ile reaksiyona girer; bu da tiipiin dibinde ya da
ylzeyin hemen altinda siyah renkli ferréz siilfat olusumu olarak izlenir.
Degerlendirme:
e Besiyerinin dip kisminin kirmizi kalmasi (orijinal renkte) bakterinin glukozu fermente
edemedigini, dolayisiyla Enterobacteriaceae ailesinin liyesi olmadigini gosterir.
e Glukozu fermente edip laktoz ve slikrozu parcalamayan bakteriler dipte sari, list tarafta
kirmizi renk olustururlar.
e Besiyerinin timinin sari renge donlismesi ise glukoz'un yanisira laktoz ve/veya slikroz'un da
bakteri tarafindan kullanildigini gosterir.
e Sekerlerin fermentasyonu sonucu gaz olusumu besiyerinin yukariya dogru itilmesi veya
besiyerinde yer yer parcalanmalarin olusmasi ile anlasilir.

e H,S olusturan bakteriler besiyerinin dip kisminin siyahlasmasina yol agarlar.

Hareket muayenesi

Bakterinin hareketli olup, olmadigini anlamak da identifikasyon semasi basamaklarindan birisidir. Bu
amagla tiipte yari kati bir besiyerine igne 6ze ile dik ekim yapilir. inkubasyon siiresi sonunda bakteri
hareketsizse sadece ekim c¢izgisi boyunca; hareketliyse tim besiyerinde lireme izlenir. Hareket
muayenesi ‘Kregi besiyeri’ adi verilen, icinde iki ucu acik kiicik bir boru iceren tipte yarn kati bir
besiyeri ile de yapilabilir. Ekim igne 6ze ile kii¢lik boru icine yapilir, bakteri hareketliyse inkubasyon

sliresi sonunda borunun alt ucundan g¢ikarak tiim besiyerini bulandirir.
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IMVIC (indol, metil kirmizisi, Voges Proskauer, sitrat testleri)
Ozellikle Enterobacteriaceae ailesinde yer alan tiirlerin identifikasyonu icin kullanilan birkac farkli
reaksiyondan olusur.

IMVIC testleri - indol Deneyi

Tritofandan triptofanaz enzimi ile indol olusumu arastirilir. 1 gecelik buyyon kiltird tGzerine Kovaks
ayiracl (dimetilaminobenzaldehit) veya Ehrlich aywraci* (Etil alkol + Dimetilaminobenzaldehit)
damlatilir. Yizeyde pembe halka olusursa test pozitiftir.

IMVIC testleri - Metil Red & Voges Proskauer Deneyi
Birlikte degerlendirilirler. Bir mikroorganizmanin glukoz fermentasyonu yapip yapamadigini saptarlar.
Temelleri; bazi mikroorganizmalarin glukoz fermentasyonu sonucu asit son lrlinler; bazilarininsa nétral

son (rinler (2-3 butanediol ya da asetoin gibi) olusturmalarinin saptanmasi esasina dayanirlar.

IMVIC testleri — Metil Red Deneyi

Metil kirmizisi testi, karisik asit fermentasyonunu saptamaya yoneliktir. Bakterilerin glukozu fermente
ederek ortamin pH'ini 4.4'iin altina distirmeleri esasina dayanir. incelenecek bakteri pepton ve glukoz
iceren tamponlanmis Clark-Lups besiyerine inokiile edilir. En az 48 saatlik inklibasyondan sonra ortama
5-6 damla metil kirmizisi ayiraci ilave edilir. Bu ayirag pH 4.4 ve altinda kirmizi, pH 6.2 ve lzerinde ise
sari renk verir, dolayisiyla kirmizi renk olusmasi testin pozitif oldugunu gosterir. Reaksiyon hemen

degerlendirilir.

Mikroorganizma MR Renk
Escherichia coli Pozitif Parlak kirmizi
Klebsiella pneumoniae Negatif Sari

IMVIC testleri — Voges Proskauer Deneyi
Glukoz fermentasyonu ile olusan asit son Urlnlerin asetoin ya da 2,3-butanediol’e donistirilmesi
arastirilir. 1 gecelik Clark Lups besiyeri kiltiirti Gizerine 6nce alfa-naftol ayiraci (0,6 ml), daha sonra KOH

ayiraci (0,2 ml) damlatilir, besiyeri calkalanir, 5-10 dk beklenir. Besiyeri pembelesirse test pozitiftir.

Mikroorganizma VP Renk
Klebsiella pneumoniae Pozitif Kirmizi
Escherichia coli Negatif Sari

IMVIC testleri — Sitrat testi

Tek karbon kaynagi olarak bakterinin sitrati kullanmasi arastirilir. Bu amagla sitrat ve pH indikatori
olarak bromtimol mavisi iceren Simmons sitrat agar besiyeri kullanilir. Bakteriler 24 saatlik
inkibasyondan sonra (inkiibasyon siiresi 4 giine kadar uzayabilir), olusan alkali Urlinler nedeniyle

besiyerinin rengini maviye donistirir.
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Mikroorganizma Sitrat Besiyeri rengi
Klebsiella pneumoniae Pozitif Mavi
Escherichia coli Negatif Yesil

Koagiilaz testi
Koagiilaz, ozellikle patojen stafilokoklar tarafindan (retilen ve fibrinojeni fibrine donustirerek

plazmayl pihtilastiran enzimdir. Koaglilaz testi ile koagililaz enzimi aranir. Koagilaz testi,
Staphylococcus aureus’un (stafilokok cinsi igerisindeki en 6nemli insan patojeni olan tir) diger
stafilokoklardan ayirt edilmesinde kullanilan en 6nemli testtir. Koagiilaz enziminin fazla olmasi
reaksiyonun daha ¢abuk ve belirgin olarak meydana gelmesine neden olur. Test, tiip icerisinde veya

lam Gzerinde yapilabilir.

Lam Deneyi

Lam deneyinde, kiltir filtratina gecmeyen ve bakteri hiicresi ylizeyinde bulunan "bagh koagiilaz"
(clumping factor = kiimelestirici faktér) arastirilir. Stipheli bakteri kolonisinden bir parca 6ze ile
alinarak lam tzerinde bir damla sitratli tavsan plazmasi ile karistirilir. Bakteri hiicre duvarina bagh
bulunan faktoriin plazmadaki fibrinojeni pihtilastirmasi bakterilerin kiimelesmesine yol agar. 10-30

saniye icerisinde gozle gorilir kiimelerin olusmasi testin pozitif oldugunu gosterir.

Tiip Deneyi

Tip deneyinde, bakterilerin bulunduklar ortama saldiklari “bagh olmayan koagiilaz” arastirilir.
Burada, hiicre disina salinan protein yapidaki enzim plazmadaki trombin molekill ile etkilesime
girerek bir kompleks olusturur; bu kompleks fibrinojeni fibrine cevirir. Stipheli bakteri kolonisi 1/5
oraninda sulandirilmis sitrath tavsan plazmasi igerisinde siispanse edilir ve 37°C’lik su banyosunda 1-4
saat inklbe edilir. Pihti olusmasi (sispansiyonun jel halini almasi) testin pozitif oldugunu gosterir. Tlp
deneyi ile lam deneyi siklikla paralel sonug¢ vermekle birlikte, lam deneyinde negatif sonug veren
siipheli suslar tiip deneyi ile de test edilmelidir. Ozellikle metisilin’e direngli Staphylococcus aureus

suslari lam yontemi ile negatif sonug verebilir.

Basitrasin duyarlihig

Basitrasin diski A grubu beta hemolitik streptokoklarin (Streptococcus pyogenes) tanisinda kullanilir:
Duyarhdirlar!

DIKKAT: A grubu yaninda C ve G grubunda yer alan streptokoklar da basitrasine duyarli olabildikleri

icin A grubunun kesin identifikasyonunda PYR pozitif olmalarindan yararlanilir.

Optokin duyarlihig
Optokin diski Streptococcus pneumoniae tanisinda kullanilir: Duyarlidir!
14 mm’nin izerinde zon ¢api verir; zon ¢api 14 mm’nin altinda ise ancak safrada eriyebilme 6zelligi

tasiyorsa pnomokok denir.
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identifikasyon ?

identifikasyon icin yapilacak testlerin seciminde;
Bakterinin tipi,

Klinik 6nemi,

Mevcut testlerin neler oldugu géz 6niinde bulundurulur.

Hizli tani testleri
e Hizl ... Degisken!
— Ayni glin? Birkag saat icinde?
* Konvansiyonel testlerdeki besiyeri hacmi ve bakteri inokiiliim miktarinin azaltiimasina
dayanan yaklasim Enzimatik aktivitenin saptanmasina dayali yaklasim (tek enzim testleri)
* Lateks agliitinasyonu gibi antijen-antikor reaksiyonlarina dayali yaklasim
* Tam otomatize sistemler

Konvansiyonel yontemler

*  Yari otomatik tanimlama sistemleri
— API, Mikroscan
*  Tam otomatik tanimlama sistemleri
— Vitek, Phoenix
Yeni yontemler
* Kitle spektrometresi
— MALDI TOF (Bir mikroorganizmanin proteinlerini de iceren kimyasal gruplarinin lazer
atimlari ile iyonize edilmesi ve ugus zamanlarinin saptanmasina dayali parmak
izlerinin ¢ikarilmasi olarak tanimlanabilecek kimyasal bir tani yontemi)
* Molekiler yontemler
— PCR

immunolojik ve Serolojik Yontemler

Ders igerigi
+ immiinokimyasal ve serolojik ydntemlerin kisa tanimi
* Antijen ve antikor kavramlarina genel bakis
» immiinokimyasal ve serolojik ydntemlerin kullanim alanlari
+ immiinokimyasal ve serolojik ydntemler
Ogrenim amag ve hedefleri
* Mikroorganizmalarin tanisinda kullanilan immiinokimyasal ve serolojik yontemlerin;
*  Temel mekanizmalarini,
*  Yapilis prensiplerini anlamak
Kiltiir ve biyokimyasal yontemlerle tanimlanamayan mikroorganizmalar
* Mikroorganizma invitro besiyerinde tremiyorsa (Treponema pallidum),
* Narin yapisi nedeniyle laboratuvara ulastiriimasinda sorun yasaniyorsa (RSV, VZV),

» Zor Uredigi icin uzun inkubasyon periyodlarina ihtiyac varsa (Leptospira, Bartonella spp.),

20



Prof. Dr. istar Dolapg!

» Klinik 6rnek antibiyotik tedavisine baslanmadan 6nce alinamadiysa...

* Klinik 6rnekte mikroorganizmaya ait spesifik bir Grlinlin tespiti yol gostericidir.

immiinokimyasal ve Serolojik Yontemler

* Antijen ve antikorlari kullanirlar

* Hasta 6rneginde dogrudan mikroorganizma antijenlerinin saptanmasi igin ya da

* Kiltirde Uretilmis mikroorganizmanin tanimlanmasi igin ya da

* Hasta serumunda etkene 6zgll antikor varliginin gésterilmesi icin kullanilabilirler

*  Antijen: insan viicuduna yabanci olan madde

*  Yiksek molekdil agirlikli protein
* Karbonhidrat
*  Mikroorganizmanin fiziksel yapisinin bir pargasi olabilir
*  Bakteri hiicre duvari
* Mikroorganizma tarafindan ortama salinan kimyasal bir Griin olabilir
* Toksin ya da enzimler
* Antikor: Antijenlere karsi insan bagisiklik sistemi tarafindan lretilen proteinler
Antijen
Bir antijenin immin yanit mekanizmalarini uyaran ve immun yanit Grlinleriyle reaksiyona giren her
bir kimyasal yapisina antijenik determinant (epitop) denir. Epitoplar; antijenlerin, kendi antikorlarina
karsi 6zgullGglini belirleyen 6zel kimyasal gruplardir. Bir antijenin Gzerinde farkli antikorlari baglayan
birden fazla epitop bulunabilir. Antijen yapisindaki maddelerde ¢ogu kez birden ¢ok belirtici grup
bulundugundan bunlar birden ¢ok antikor molekillini baglama yetenegindedirler. Bir antijen
molekilindeki belirtici gruplarin hepsi ayni kimyasal yapida olabildikleri gibi degisik kimyasal yapida
da olabilirler. Bu durumda ayni antijen molekiiline degisik yapi ve 6zellikteki antikorlar
baglanabilirler.

* Antijen-antikor birlesmesi epitoplar ile antikorlarda Y’nin kollarinin ug kisimlarinda yani
aminoterminal uglarda bulunan belirli bir grup aminoasitlerin olusturdugu, antikorun
birlesme yani (paratoplar) arasinda gercgeklesir.

* Antijen-antikor birlesmesi 6zgil oldugu icin; elde ikisinden birisi oldugu zaman onu ayirag
olarak kullanip digerini arastirmak, tanimak ve elde etmek miumkinddr.

Poliklonal antikorlar

*  Bir mikroorganizma lzerinde ¢ok sayida antijenik determinant bulundugundan konak
bagisikhk sistemi her bir epitopa karsi ayri (spesifik) antikor Uretir

* Bu antikorlar heterojendir ve poliklonal antikor olarak bilinirler

Monoklonal antikorlar

* Tek bir antikor Greten malign myeloma hiicrelerinin antikor Greten bir plazma B hiicresi ile
flizyonu sonucu elde edilen hibridoma hiicreleri tarafindan Gretilirler

* Tek bir tip antikor ifade edilir

immiinokimyasal ve Serolojik Yontemler

+ Invitro antijen-antikor birlesmesi mekanizmasina dayanan immiinolojik temelli yéntemler

oldugundan bu testlerde temel amag bilinmeyen bir reaktifi (6rn. antikor) bilinen bir reaktif

kullanarak (6rn.antijen) saptamaktir
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iki temel amaci vardir:
—  Klinik 6rneklerde mikroorganizma antijeninin saptanmasi
— Hasta serumunda etkene 6zgiil antikor varliginin gosterilmesi
Serolojik deneyler niceliksel temele dayali olarak yapilir
— Ortamda bulunan antijen ya da antikorun yalnizca bulunup bulunmadigi degil, ayni
zamanda ne kadar bulundugu da 6nemlidir
Klinik 6rnek olarak kan, semen, tlkurdk, idrar, gbzyasi ve goz ici sivisi, gaita, mide 6zsuyu,

lenf sivisi ve diger tiim vicut sivilar kullanilabilir

Kullanim alanlari

Enfeksiyon hastaliklarinin laboratuvar tanisi

Hasta serumunda 6zgiil antikor varliginin gésterilmesi ve titrasyonu

Klinik 6rneklerde etken mikroorganizma antijenlerinin belirlenmesi

Kultlrde izole edilen mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve tiplendirilmesi
Enfeksiyonlarin tedaviye yanitinin izlenmesi

Konjenital ya da yeni dogan enfeksiyonlarinin tanisi ve izlemi

immiin durumun belirlenmesi; gecirilmis enfeksiyonlarin ya da immiinizasyonlarin
degerlendirilmesi

Populasyon taramalari ile toplumlarda enfeksiyonlarin epidemiyolojisi hakkinda veri

saglanmasi

immiinokimyasal ve Serolojik Yontemler;

Mekanizmalarina (aglitinasyon, presipitasyon),
Uygulama sekline (otomatize, manuel),
Hizlarina (birkag saatten birkag giine kadar) ve

Kullanim amaglarina gore (antikor tipi tespiti, kantitasyon, vb.) cok sayida yéntem mevcuttur

Tlm patojen aglitinasyonu
Partikil aglltinasyon testi (lateks ve koaglitinasyon)
Flokilasyon testi
imminodiffiizyon testleri
Hemaglitinasyon inhibisyon testi
Notralizasyon testi

Kompleman fiksasyon testi

ELISA

IFA

RIA

Western blot

Tim Bakteri Agliitinasyonu

Bu yontemde tiim bakteri hiicreleri partikil olarak kullanilir ve antikorlar arastirilir
Kullanilan bakteriler kiiltlirde Uretilmis ve kimyasal yollarla oldirtlmustir

Genellikle tiplerde gerceklestirilir
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* Hasta serumu dillisyonlari yapilarak lizerine standart miktarda bakteri stispansiyonu eklenir
ve 1 gece etlivde inkiibe edilir
* Degerlendirmede, tiiplerin ¢alkalanmasiyla slispansiyon iginde olusan partikillerin varhgi
dikkate alinir
* Aglitinasyonun gorildigi en son serum sulandirimi serumun titresi olarak kabul edilir
*  Pratikte en yaygin olarak Brucella ve Salmonella enfeksiyonlarinda antikor tayini igin
kullanilmaktadir
Partikiil agliitinasyon
* Antikorlarin bir tasiyici partikiile baglandigi, antijen arama yontemidir
* Tasiyici partikillerin ylizeyinde antikoru baglayacak bdolgeler vardir
— Lateks (polystyrene) partikiilleri
* Lateks agliitinasyonu
— Staphylococcus aureus
*  Koaglitinasyon
Lateks Agliitinasyonu
* Taslyici partikiil olarak lateks boncuklar kullanilir
* Lam veya 0Ozel karteksler Uizerinde gergeklestirilir
* Lateks ylzeyi, antijen arastirilacaksa antikor molekdilleri ile, antikor arastirilacaksa antijen
molekdlleri ile kaplidir
*  Pozitif reaksiyonun degerlendirilmesi kiimelesmenin siddetine gore pozitif veya negatif
olarak yorumlanabilecegi gibi, +1 ile +4 arasinda da derecelendirilebilir
* LAtestiile alinan sonuglar kullanilan lateks partikilinin boyutuna, kullanilan antikorlarin
avidite ve affinitesine (monoklonal veya poliklonal), i1si, pH, iyon konsantrasyonu ve érnekteki
antijen konsantrasyonu gibi degiskenlere baglidir
* Dolayisiyla her calismada mutlaka pozitif ve negatif kontrol kullanilmalidir
Koagliitinasyon
*  Partikil olarak éldurilmis S. aureus (Cowan 1 susu) bakterisi kullanilir
*  Bu bakterinin hiicre duvarinda bulunan ‘protein A’ maddesi bliylik miktarda antikor baglama
ozelligi tasir
» Stafilokoklarin ylizeyine istenilen 6zgilliikte antikor moleklli —Fc (antijen baglama) bolgeleri
serbest olacak sekilde —Fab kismindan baglanir

* LA testinin aksine bu yoéntem sadece antijen tespitinde kullanilabilir

—  Ozgiillugl yiksek olmasina ragmen duyarliligi LA testine gére diisiik oldugundan
ornekten direkt antijen tespitinde 6nerilmez
Flokiilasyon testi
* Partikile antijen spesifik antikoruna baglandiginda agregat olusurken;
* Cozunmis antijen antikora baglandiginda presipitat olusur
— Presipitat: Konsantre olmus ince partikillerdir
*  Ensik kullanilan flokilasyon testi: VDRL'dir

— Sifiliz hastaligi etkeni Treponema pallidum tanisinda kullanilr
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— Mikroorganizmaya karsi olusan ve reagin adi verilen protein yapidaki antikorlar,
antijen olarak kullanilan kardiyolipin-lesitin ile kapli kolestrerol molekiilleri ile
birlesirler ve presipitat izlenir

— Reagin mikroorganizmaya spesifik olmadigi icin test duyarli ama yeterinde 6zgiil
degildir; iyi bir tarama testidir

Presipitasyon
* Suda erimis durumda bulunan antijenlerin saptanmasinda kullanilir
* Elektrolitli ortamda kendilerine 6zgli immiinoglobilinler (antikorlar) ile birlesen antijenler
ince granllii bir gokme olustururlar
* Klasik presipitasyon yontemi; ¢ift yonli immunodiffiizyon’dur

— Ouchterlony metodu

— Kartya da tlipte degil, agaroz jel lizerinde yapilir

— Genellikle mantarlara karsi olusan antikorlarin saptanmasinda uygulanir

Cift Yonlii immiinodiffiizyon (Presipitasyon); Agaroz jelde yapilir. Acilan kuyucuklardan ortadakine
antijen iceren hasta serumu, ¢evredekilere farkli antikorlar konulur. 18-24 saat boyunca agaroz jelin
porlu yapisi her iki molekdliin birbirine dogru hareketine olanak verir. Eger hasta serumunda, ¢cevreye
konulan antikorlardan birine uygun antijen varsa, esit olarak karsilastiklari yerde presipitin bandi
izlenir.
Hemagliitinasyon
* Bazlvirlsler dogal olarak insan ve bazi hayvan eritrositlerinin ylizey reseptorlerine
baglanarak onlari agliitine etme (birbirlerine yapistirarak ¢oktliirme) yetenegindedirler
* Bu bir antijen antikor olayi degildir
Hemagliitinasyon inhibisyon
*  Bu o6zellikten yararlanilarak hemaglitinaston yapan virlislere karsi 6zgil antikor varliginin
arastirilmasinda hemaglitinasyon onlenim testi kullanilir
+  Ornegin;

— Rubella

— Influenza

— Parainfluenza

— Arbovirlsler

— Adenoviruslar

— Herpes virus

— Sitomegalovirus

* Hasta serumunda virusa karsi antikor varligi arastirilir

* YOntemin esasl; hasta serumunda virusa karsi antikor varsa bunlarin virus partikillerine
baglanmasi ile virusun eritrositlere yapisacak ylizey yapilarinin bloke edilmesi sonucu
hemagliitinasyon yeteneginin engellemesidir

» Hasta serumu + stiphelenilen virusu iceren sistem + uygun eritrosit: aggliitinasyon
Antikor YOK (negatif sonug)

* Hasta serumu + stiphelenilen virusu iceren sistem + uygun eritrosit: aggliitinasyon izlenmedi
Antikor VAR (pozitif sonug)
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Notralizasyon

Notralizan antikor: Virusun enfektivitesini konak hiicrelerine baglanan parcasini bloke ederek
Onleyen antikor

Hasta serumu + stiphelenilen virusu iceren slispansiyon (hasta serumunda antikor varsa ag-
ab birlesmesi gerceklesir); karisim hiicre kiltiirtine ekilir (virusun Giremesini destekleyen)
Eger hasta serumunda antikor varsa virusun hiicre kiltiiriindeki hiicrelere baglanan
parcalarini bloke edeceginden; kiiltiirdeki hiicreler enfekte olmaz

Ya da tersi gerceklesir; kiiltirdeki hiicreler enfekte olursa hasta serumunda antikor yok
demektir..

Bakteriyel toksin ve enzimlere karsi olusan antikorlar da nétralizasyon yontemiyle
arastirilabilir

Kompleman fiksasyon testi

Hasta serumunda antikor varligi arastirilir

iki ayri sistem iceren bir testtir

1.sistem (test): hasta serumu + hastaliga yol actigindan siiphelenilen antijen

2. sistem (indikator): koyun eritrositi + kompleman (sinirh miktarda) + komplemani fikse edici
antikor

Eger hasta serumunsa antikor varsa antijen ile birlestiginde tim komplemani baglayarak,
immiin kompleks olusturur; indikator sisteme kompleman kalmadigindan burada tam bir

immiin kompleks yapisi olusamaz; eritrositler pargalanmaz

Eger hasta serumunda antikor yoksa, 1. sistemde immiin kompleks olusumu izlenmez;
Serbest kalan kompleman 2. sisteme katilarak burada tam immuin kompleks olusumu sonucu

eritrositlerin parcalanmasina yol acar; Hemoliz izlenir.

isaretli Kati Faz Yontemleri

Hizli yontemler olarak bilinen bu testler tek bir serum 6rneginde istenilen antikor tipinin (IgG,
IgM, IgA, total) veya hasta serumunda bulunan antijenlerin kisa zamanda saptanmasina
olanak saglar

isaretli kati faz ydntemlerinin ortak ve temel mekanizmasi reaktiflerden birisinin (antijen veya
antikor) kati faza baglanarak hareketsizlestirilmesi ve daha sonra 6zgil birlesmenin isaretli bir

reaktif (konjugat) kullanilarak gosterilmesidir.

Baslica isaretli kati faz yontemleri

Yontem

isaretleme maddesi

Kati faz

Degerlendirme /
Goriintileme

Enzim immiinoassay
(ELISA, EIA)

Enzim

Mikroplak gukurlari,
polistren bilyeler

Spektrofotometre ile
absorbans 6l¢imu

Floresan immunoassay
(FIA)

Floresanli boya

Uzerine antijenlerin fikse
edildigi lamlar

Floresan mikroskobu ile
parlak sari-yesil
boyanmanin gorilmesi

Radyoimmiinoassay (RIA)

Radyoaktif madde

Tipler ve cam bilyalar

Gama sayacl ile
radyoaktivite olgimu
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Enzim Bagh Kati Faz Yontemleri (ELISA,EIA)

Konjugati isaretlemek igin enzimlerin kullanildigl yontemler ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) olarak adlandirilirlar.

Manuel ELISA yontemlerinde kullanilan kati faz, genellikle cukurlarina analitlerin (antijen veya
antikor) baglanmis oldugu 96 ¢ukurlu mikroplaklardir

ELISA ile antijen tespiti (Direkt ELISA / antigen-capture EIA)

Kati faza 6zgiil antikorlar baglanir
Mikroplak kuyucuklarina hasta serumu konulur
— Hastanin drneginde antijen varsa kati fazdaki antikora baglanir
Ardindan teste kati fazdaki antikorla ayni 6zgillige sahip enzimle isaretli antikorlar (ya da
sandvig ELISA’da isaretsiz antikor ve enzimle isaretli AHG) eklenir
Eger antijen kati fazdaki 6zgiil antikora ve eklenen ikinci antikora baglanirsa, enzim de olaya
katilmis olur
Son asamada ortama eklenen kromojenik substrat enzimle pargalanir ve olusan renk

degisikligi spektrofotometreyle saptanir

ELISA ile antikor tespiti (indirekt ELISA / EIA for antibody detection)

Mikroplak ¢ukurlarina 6zgil antijen baghdir
Cukurlara hasta serumu diltsyonlari eklenir
Ozgiil antikor (IgG veya IgM) varsa antijenle birlesir
Uzerine enzimle isaretli AHG eklenir
* Hasta serumundaki antikora baglanir
inkiibasyon ve yikama isleminden sonra hangi tip antikor arastiriliyorsa ona 6zgiil konjugat
eklenir
Ardindan kromojenik substrat eklenir
Reaksiyon sonucu olusan renk degisikligi hasta serumundaki antikor miktari ile dogru

orantilidir ve spektrofotometrik olarak degerlendirilir

Floresan antikor teknikleri

Bu yontemde kati faz lam(slide)lardir
Klinik laboratuvar uygulamasinda siklikla kullanilirlar
— Bakteriyel ya da viral antijenlerin saptanmasinda
Konjugatin isaretlendigi madde bir flokrom boyasidir ve degerlendirme floresans mikroskobu
ile yapilir

En sik kullanilan boya “fluorescein isothiocyanate (FITC)tir

Direkt floresans antikor testi (DFA)

Klinik 6rnekte antijen aramak icin kullanihr

Hasta serumundaki antijen cam ylzeyin (lam) Gzerine fikse edilir (formalin, metanol, etanol
ya da aseton ile)

Uzerine floresan boya ile konjuge edilmis monoklonal ya da poliklonal antikor uygulanir
inkubasyon ..... yikama

Floresan mikroskobunda inceleme
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* Antijenle birlesen floresanl antikor yikama islemiyle uzaklasmaz ve floresan mikroskobunda

gri-yesil floresan veren enfekte hiicreler gorlir.

indirekt floresans antikor testi (IFA)
* Klinik 6rnekte antijen tespiti yapilir

* Antijen aranan hastalik 6rnegi bir lamin Ustline tespit edilerek lizerine 6zgil antikor eklenir
»  Ornek bir siire bekledikten sonra yikanir
+ |kinci asamada 6rnege floresanla isaretli AHG eklenir
 isaretli AHG ilk asamada olusan antijen-antikor kompleksine baglanir ve floresan
mikroskobunda gri-yesil floresan izlenir
* Sonuglar 1-2 saat iginde alinabilir
immiinofloresan testler;
* |FA teknigi iki asamali oldugundan DFA’ya gore daha spesifiktir
* DFAise IFA’ya gore daha hizlidir
* Her ikisi de antijen tespitinde kullanilir.
Western Blot Yontemi
*  Buyodntemde poliakrilamid jel elektroforezi ile molekil agirliklarina gére ayristirilan bir
mikroorganizmaya ait tim dogal antijenler (protein, glikoprotein) bantlar halinde
nitroseliiloz kagit membranlara gegirilir
*  Bumembranlar seritler halinde hazirlanir
»  Uzerine hasta serumu diliisyonu eklenir
+ inkibe edilir
* Hasta serumunda bu antijenlere karsi 6zgil antikor varsa;
* Enzimle isaretli anti-insan antikorlarinin,

* Daha sonra da substratin eklenmesiyle saptanir

Molekiiler YOntemler

Ders igerigi
* Enfeksiyon hastaliklarinin laboratuvar tani yontemleri
* Mikrobiyolojide molekiler tani yontemlerinin yeri
*  Molekiiler tani testleri
— Hibridizasyon yontemleri

— Amplifikasyon yontemleri

Ogrenim Amag ve Hedefleri
*  Molekiiler ydontemlerin tibbi mikrobiyolojideki kullanim alanlarini kavramak
* Nukleik asit temelli tani testlerinin isimlerini siralayabilmek
» Hibridizasyon ve amplifikasyon yontemlerinin temelini kavramak

* Amplifikasyon testlerinden polimeraz zincir reaksiyonu hakkinda bilgi sahibi olmak
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Enfeksiyonun Ozgiil Laboratuvar Tanisi
* Mikroorganizmanin Uretilmesi
* Mikroorganizmaya ait antijenik yapilarin gosterilmesi
* Mikroorganizmaya 6zgii genetik materyalin gésterilmesi
* Mikroorganizmaya karsi konagin olusturdugu 6zgil immiin yanitin gosterilmesi ile konabilir.
Molekiiler Yontemler
Fenotipik yontemlerin yetersiz kaldigi durumlarda;
Ornegin;
» Zor lreyen patojenler s6z konusu oldugunda,
* Yavas Ureyen patojenlerin identifikasyonundaki yasanan glicliik / gecikmeleri ekarte etmek
icin,
* Bazi patojenlerin 6rnegin laboratuvara nakli sirasinda canliliklarini yitirmeleri durumunda,
+ invitro olarak bazi mikroorganizmalari tanimlayacak yéntemlerin yoklugunda
Genotipik yontemler enzimler gibi genlerin iiriinleri yerine dogrudan DNA ya da RNA’nin
saptanmasina yoneliktir.
Molekiiler tani testlerinin kullanimi
* Glg ve yavas lireyen bakteriler
—  Mycobacterium tuberculosis
— Legionella pneumophilia
»  Kdiltirt yapilmasi riskli bazi bakteriler
—  Francisella tularensis
—  Brucella spp.
* Canli olmayan mikrooorganizmalar
*  Kdltiiriin dogrulanmasi
*  Kdltiirt yapilamayan viruslar
— Human papilloma virus
— Hepatitis B virus
»  Orneklerde diisiik diizeyde bulunan viruslar
— Antikor negatif hastalarda HIV
— Transplant yapilan hastalarda CMV
*  Viral ylk tayini :
— Prognozun degerlendirilmesi
— Antiviral tedavinin izlenmesi
— Viral bulagma riski
* @Genotip tayini
— Insan kanserleri ile iliskili spesifik virus genotiplerini tespiti (HPV16)
* Antiviral ilag ve antibiyotiklere direncli suslarin tanisi
— HIV enfeksiyonlarinda tedaviye karar verme
* Molekiiler epidemiyoloji

— Hastane ve toplumda ¢ikan salginlarin ana kaynaklarinin tespiti

28



Prof. Dr. istar Dolapg!

Niikleik asit temelli testlerin kullanim alanlari

a. Molekiiler yontemler

e Tan

e Tir dizeyinde tanimlama

» lag direnci saptanmasi

* Genotiplendirme

b. Kantitatif molekiiler ydntemler
e Tan

* Prognoz

* Tedaviizlemi

Niikleik asit temelli tani teknikleri
* Hibridizasyon yontemleri: Amplifikasyon metodlari kadar duyarli degildir
*  Amplifikasyon yontemleri: Duyarlilik artirmistir
— Hedef amplifikasyon — Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR); Polymerase chain reaction
(PCR)

Hibridizasyon
* DNA/DNA, DNA/RNA veya RNA/RNA arasinda melez molekiiller olusturulmasi temeline
dayanir
* Hibrit=Melez
* Hibridizasyon: Birbirine karsilik gelen (komplementer) iki niikleik asit sarmalinin (ipgiginin)
birlesmesi
— Oncesinde isiyla denatiire edilerek kendi karsiliklarindan ayrilirlar
iki niikleik asit iplikgigi vardir:
» Bilinen bir nukleik asit dizisi ya da bilinen mikroorganizmaya ait; arastirilan DNA/RNA’ya
karsilik gelen (komplementer) DNA / RNA; = Prob (isaretli)
» Klinik 6rnekte arastirilan mikroorganizmaya ait DNA/RNA =Hedef
* Nikleik asit sekans homolojisi gerektirir
* Dolayisiyla iki farkli kaynaktan gelen niikleik asitin eslesmesi akraba olduklarini gosterir
» Kaynaklardan biri tarafimizdan sentezlenen niikleik asit pargasiysa, hedefle eslesmesi
aradigimiz DNA dizisinin hedefte bulundugu anlamina gelir

*  Prob niikleik asidin tGiretilmesi ve isaretlenmesi

Amplifiye edilmeyen hibridizasyon
Ug asamadan olusur:
1. Test 6rneginin (hedef nikleik asitin) hazirlanmasi
2. Hibridizasyon
— Eger birbirlerine uygun degillerse karsilikli baglanma olmayacak; negatif sonug
alinacaktir

3. Sinyal saptanmasi
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— Probun nasll isaretlendigine baghdir
* Radyoaktif isaretlemede; radyoaktif film lzerinde goriintileme alinir
* Kolorimetrik, floresans ya da kemiliiminesans isaretleme yapilabilir
Amplifiye hibridizasyon
+ Ik hibridizasyon asamasini, hibrid niikleik asit molekiliiniin cogaltiimasi izler
* Hedef ¢ogaltmasini takiben sinyal saptanmasi yapilir

Hibridizasyon yontemiyle;
 istenilen DNA pargalarinin genomdaki yerlerinin belirlenmesi,
*  Bu pargalarin niikleotid dizilerinin arastirilmasi,
* Homoloji derecesine bakilarak farkli organizma gruplarina ait genlerin ya da
*  DNA parcalarinin niikleotid dizisi benzerlikleri arastirilarak, bu organizmalarin yakinlik
dereceleri molekiiler diizeyde tespit edilebilir
Hibridizasyon formatlari
I.  Sivifazli hibridizasyon
Il. Kati fazl hibridizasyon
—  Membran hibridizasyon
—  Southern (DNA) ya da Northern (RNA) Blot
—  Sandvig hibridizasyon
M. in-situ hibridizasyon
. Kati faz olarak hasta dokusu ya da hicrelerini kullanir
Amplifikasyon yéntemleri
1. Ekstraksiyon
2. Amplifikasyon

3. Goriuntlleme

Klinik 6rnekten niikleik asit izolasyonu (ekstraksiyon)
* Serum/ plazma
* Doku 6rnegi (biyopsi)
*  Vicut sivilari (BOS)
* Hucreler (I6kosit / lenfosit)
*  Sirlntd ornekleri
+ idrar, diski vb.
Bu asamada;
*  Hicre duvarinin pargcalanmasi
*  Proteinlerin pargalanmasi

* Sivida serbest hale gecen niikleik asitlerin saf olarak eldesi amaclanir.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) [Polymerase Chain Reaction (PCR)]
» Teknik ilk kez Dr.Kary B.Mullis tarafindan 1983 yilinda bulundu
— Kimya Dalinda Nobel 6dili, 1993
* Herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki 6zgil bolgelerin ¢ogaltiimasini
(amplifikasyonunu) saglayan basit ama cok basaril bir in vitro DNA sentezi yontemidir
— PCR’da hedef genomun g¢ogaltilmasi istenen 6zgilil DNA segmentine 6zgll yaklasik 20
bazlik 6zgill niikleotid dizileri (primerler) kullanilir

* DNA hibridizasyon yonteminde sadece s6z konusu materyaldeki mevcut DNA veya RNA
molekdllerinin saptanmasi amaglanirken PCR’da genetik materyalin ¢ogaltilmasindan sonra

varligl saptanmasi esas alinir

PCR Kullanim Alanlari
* Tanive teshis
— Mikroorganizmalarin saptanarak enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda
— Genetik hastalik teshisinde ( orak hiicre anemisi, kistik fibrozis, fragile X sendromu,
v.b.)
* Genetik yapisi degistirilen bitki veya mikroorganizmalarin tespiti
— Tarimda ( tohum safliginin belirlenmesi)
*  Molekiler klonlama (DNA klonlamasi)
* DNA baz dizilislerinin belirlenmesi

* Genetik akrabalik tespiti ve adli tip vakalarinin saptanmasi

Niikleik asit temelli amplifikasyon yontemleri;
Mikrobiyolojide;
* Hasta 6rneginde mikroorganizmalarin dogrudan saptanmasi
* Kiltirde Greyen mikroorganizmanin tanimlanmasi
+ identifikasyon 6tesinde mikroorganizmanin karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesi
— Antimikrobiyal direng genlerinin varliginin arastiriimasi
— lzolatlar arasi yakinlik derecesinin saptanarak salgin arastiriimasi
PCR;
* Nikleik asit dizileri kalip DNA’ ya gore cogaltilir
+ Ug temel asamadan olusur
— DNA’nin denatirasyonu
—  Primer dizilerin DNA’nin tek zincirlerine baglanmasi
— DNA polimeraz tarafindan zincir uzatma reaksiyonu
* PCR da bu li¢ asama 30-40 donglide olacak sekilde tekrarlanir
* Her reaksiyon ¢evriminde kalip zincir sayisi logaritmik olarak artar ¢ok sayida istenilen geni
tasiyan DNA pargasi olusur
* Baslangigtaki DNA molekill sayisi PCR’ in kag dongli uygulanacagini belirler. 1 — 100 kopya
DNA molekiilii ile baslaniyorsa 30 — 45 dongi, 1.000 — 100.000 ile baslaniyorsa 20 — 30 dongi
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yeterlidir. Bir dongli sonucunda baslangigta n olan DNA zincir sayisi 2 n’ e yikselir. Dongller
arka arkaya cok kez tekrarlanirken herbir dongiiniin GriinG, bir sonrakinde kalip olarak
kullanildigi icin her donglide istenen DNA segmentinin miktari 2 katina gikar.
* Tamponlar, enzim icin gerekli olan elektrolitleri ve koenzimleri saglar.
* Yine polimeraz enzimleri aktiviteler icin serbest magnezyum iyonlarina gereksinim gosterir.
Bu ylizden magnezyum iceren tamponlar kullanilir.
*  Bu basamaklar reaksiyon karisimini iceren tipleri kisa bir zamanda isitip sogutabilen otomatik
1si dongi cihazinda (thermal cycler) yapilir
PCR reaksiyonu igin gerekenler;
+ Kahlp
» Deoksinlkleotidtrifosfatlar (dATP,dGTP,dCTP ve dTTP)
* DNA polimeraz
e Primerler,
* Magnezyum igeren PCR tamponudur
Denatiirasyon
* DNA ipliklerini (sarmallarini) Nasil birbirinden ayirip, diizlestirecegiz?
—  YUKSEK ISI (> 90-95°C)
«  Amplifiye edilecek cift iplikgikli DNA zinciri yiksek sicakliga (94 °C) maruz birakilarak tek
iplik¢ikli hale dontstaraltr
Annealing (baglanma)
*  Primerlerin DNA’daki hedef bolgelerle 6zgiil hibridizasyonunun gerceklesmesi
*  Primerleri Nasil Baglayacagiz?

— Isiy1 Dlsdr (55 °C—65°C)

—  Primerlerin ayrilmis DNA zincirleri izerinde komplementer olduklari bolgelere eslesip
kalip DNA zinciri ile primer arasinda hidrojen baglarinin olusmasinin saglanacag bir
sicaklik derecesi vardir (Bu sicaklik derecesi primerin dizaynina gore degisir. Primerin
G+Cicgerigi, kag bazdan olustugu etkilidir.)

Extention (uzama)
* DNA ipliklerini Nasil Uzatacagiz?
— DNA polimeraz enzimi ile (Taq polimeraz; i1siya dayanikh)
*  Enzim hangiisida calisir?
— 70-72°C'de
—  Bu sicaklikta primerler uzar ve tamamlayici zincir sentezi olur
RT-PCR
* Hedef genetik materyalin, RNA virlslerinde oldugu gibi, RNA molekili olmasi durumunda ise
once revers transkriptase enzimi kullanilarak RNA molekiliine komplementer DNA (cDNA)
molekili sentezlenir
* cDNA iplikcigi RNA iplikciginden ayrildiktan sonra DNA polimeraz 1 enzimi kullanilarak cDNA
iplikgigine komlementer DNA iplik¢igi sentezlenir ve molekiil ¢ift sarmal DNA molekdliine
dondsir

* Buasamadan sonra PCR asamalari takip edilerek DNA molekuli ¢ogaltilr
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*  PCR, ¢ok duyarli bir yontem olmakla birlikte bu yéntemde farkli kaynaklardan gelen DNA
molekdllerinin test ortamini kontamine etmesi s6z konusu olabilmektedir

*  Bunun sonucunda reaksiyonda hedef mikroorganizmaya ait olmayan DNA molekiillerinin de
cogaltilmasi hataya neden olmaktadir

*  Butip bir DNA kontaminasyonunun énlenmesi amaciyla PCR 6zel laboratuvarlarda

uygulanmalidir

Uriinleri nasil saptariz?
Amplikon: Cogaltiimis hedef niikleik asiti iceren spesifik PCR amplifikasyon Grinu

1. Spesifik problarla (isaretli) hibridizasyon

*  Amplikon igindeki hedef sekansa spesifik isaretli prob (nikleik asit dizisi) kullanilir
* Siviya da kati fazli formatlarda yapilabilir
*  Problar radyoaktif, kolorimetrik, fluorometrik ya da kemiliminesans yolla isaretlenebilir
iki amaci vardir:
1. PCR Urininin gézlenmesini saglamak
2. Ozgulligi (specificity) arttirmak; spesifik olmayan baglanmalara bagli Giriinlerin

gozlenmesini 6nlemek

2. Jel elektroforezi
— PCR drinlerinin blyliklGgint biliyoruz
+ lyi tanimlanmis, molekdiler biiyiikligi bilinen bir PCR riindi igin hibridizasyon gerekmeyebilir
*  Amplikonlar jel elektroforezinde yirdtalir
* Beraberinde bir kuyucuga molekdler belirte¢ konulur
* Jel etidyum bromid ile boyanir

e UVisigl Gzerinde gézlemlenir

KLASIK PCR
— PCR sonundaki trlnler (amplikonlar) saptanir; analiz edilir
“REAL TIME PCR”(GERCEK ZAMANLI PCR)
— PCR devam ederken ortaya ¢ikan Grinler saptanmaya basladigl anda
degerlendirmege alinir
— Ayni zamanda kullanilan standartlar ile 6rnegin mililitresindeki kopya sayisini
hesaplamaya olanak tanir
* HIV, HCV enfeksiyonu gibi durumlarda hastalarin tedaviye yanitini izlemek icin viris yikiiniin
bilinmesi 6nemlidir
*  Birim hacimdeki viriisiin kopya sayisini kantite edebilen bu yéntemler icinde real-time PCR
yaygin bir kullanim alani bulmustur
Molekiiler yéntemler
*  Hizl
*  Duyarh
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e Tani koydurucu

*  Pahali

* Laboratuvar donanimi

* Deneyimli personel
Hem amplifikasyon hem de hibridizasyon ilgili mikroorganizmanin niikleik asit sekansini saptadiklari
icin spesifiktirler. Dolayisiyla pozitif sonug mikroorganizmanin (canh ya da 6li) érnekte bulundugu
anlamini tasidigi gibi adinin da koyulmasini (identifikasyonu) saglar.
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