BAKTERILERIN IDENTIFIKASYON
YONTEMLERI

KAPSUL BOYAMA

SPOR BOYAMA



- Bir bakterinin identifikasyonunun yapilabilmesi igin; onun once
kulturunun yapilmasi ve daha sonra cesitli deneylerle cinsinin
ve turunun tesbiti gerekir.

- Icerisinde bulunan m.o.lari Uretmek veya m.o. bulunup
bulunmadigini arastirmak amaciyla, klinik materyalden alinan
orneklerin  ozel aletler kullanilarak uygun besiyerine
aktarilmasina ekim denir.

- Bir besiyerinde uUremis olan m.o.larin ¢ogaltmak, saf kultur
halinde elde etmek, biyokimyasal ozelliklerini incelemek vb.
amaclarla bagka besiyerine aktarilmasina pasaj denir.

- M.o.larin cesitli ozelliklerinin incelenmesi tek koloni veya saf
kultur halinde elde edilmesine baglhdir.



Karisik kulturden saf kultur elde etmek igin cesitli yontemler
gelistirilmigtir.

Bunlar:
1. Tek Koloniden Uretme ile Saf Kiiltiir Eldesi:

- Petri kutusunda azaltma
- Dilusyon Yontemi (tupte ve petride sulandirim)

- Ozel besiyeri kullanma



2.Kimyasal Yontemlerle Saf Kultur Eldesi: Kimyasal
maddeler kullanarak, bunlara duyarli olan
mikroorganizmalarin uremesini elimine ederek direncli
olanlarin saf kulturlerinin elde edilmesi amaclantr.

3.Fiziksel Yontemlerle Saf Kultur Eldesi: Cesitli fiziksel
etkenlere duyarliliktan yararlanarak saf kultur eldesidir.

4.Deney Hayvanlarinin Kullaniimasi: Bazi
mikroorganizmalar, karisik Kkulturlerin duyarli hayvanlara
enjeksiyonlari sonunda saf olarak elde edilir.




EKIM YONTEMLERI

Alinan ornekler
sivi (idrar, kan, BOS vs.),
viskoz (tukuruk, balgam, irin vs.),

kati (doku ornekleri, biyopsi materyalleri vs.) olabilir.



Katl Besiyerlerine EKim

1. SlUrme_YoOntemiyle Ekim: Incelenecek materyal ekivyonla
steril kati besiyeri uzerinde belli bir bolgeye yayilir. Daha sonra
alevde yakilip sogutulmus bir 6ze yardimiyla besiyeri uzerine tek
koloni dusecek sekilde ekilir.

2. Batirma Yontemiyle Ekim: Dik sekildeki tuplerde
dondurulmus besiyerlerine, duz igne ozeler yardimiyla yapllir.

3. Calkalama_Yontemi: Seri dilusyonlar hazirlanir, steril petri
veya tlplere belirli miktarlarda konulur, 42 - 45 °"C’ye kadar
sogutulmus besiyeri ilave edilir.

Sivi Besiyerlerine Ekim
Tup, balon, erlenmayerlerdeki sivi besiyerlerine, 0ze veya pipet
yardimi ile kati ve sivi besiyerlerinden yapilan cesitli amaclara
yonelik ekim seklidir.




SAF KULTURUN TESHISI

Saf kalturt elde edilen bir mikroorganizmanin cinsini ve
turunu teshis etmek icin bazi ozelliklerinin incelenmesi
gerekir. Bunlar:

1. Morfolojik Inceleme: Bakterinin hiicre sekli, bUyUkIigi
ve boyanma oOzelliklerinin incelenmesidir.

2. Kultur Morfolojisi: Bakterinin GUremesi icin gerekli sicaklik,
oksijen, besiyerinin pH’si, koloni pigmenti ve sekli gibi
ozelliklerinin incelenmesidir.




3. Biyokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi: Kimyasal
maddeler ilave edilmis besiyerinde Uureyen bakterinin
burada meydana getirdigi reaksiyon  sonuclarinin
incelenmesidir.

4. Antijen Yapilarinin __Incelenmesi: Cesitli serolojik
reaksiyonlarla antijenik ozelliklerin incelenmesidir.

5. Patojenligin _Tayini: Belirli mikroorganizmalar, cesitli
deney hayvanlarinda patojen ozellik gosterir.




BIYOKIMYASAL TESTLER

Sitokrom oksidaz, oksidatif fosforilasyon

yapan bakterilerin kullandiklar ;
enzimdir.

Sitokrom oksidaz, fenilendiamin b F

bilesiklerini okside ederek indofenole
dénistirdr. Oksidaz *

2-3 damla oksidaz ayiraci uzerine, oze ile
supheli koloniden bir miktar

alinarak surulur.

Kahverengi, siyah — Mor renk testin pozitif
oldugunu gosterir.
Neisseria turleri oksidaz +, Oksidaz -

Enterobacteriaceae turleri oksidaz -'tir.



Katalaz, hidrojen peroksid (H,0,)’i parcalayarak su ve oksijene
donusturen enzimdir.

Supheli bakteri kolonisinden alinan bir parga, temiz bir lam Gzerinde
bir damla SF icerisinde suspanse edilir ve Uzerine 1-2 damla %3’luk
H,O, damlatilir. Oksijen kabarciklarinin olugsmasi testin pozitif
oldugunu gosterir.

*Eritrosit icermeyen besiyeri

Staphylococcus turleri katalaz +, Streptococcus turleri katalaz —'tir.




KOAGULAZ TESTI

Koagulaz, fibrinojeni fibrine donusturerek plazmayi pihtilastiran
enzimdir.

Test lam Uzerinde ya da tup icerisinde yapilabilir.

Staphylococcus’lar icin onemli test.






IMVIC

'ndol
Vetil kirmizisi

Voges Proskauer

Sitrat (Citrate)

Ozellikle Enterobacteriaceae ailesinde yer alan tirlerin
identifikasyonu icin kullanilan birkag farkl reaksiyondan olusur.



Indol, triptofan’in triptofanaz enzimi ile
parcalanmasi sonucu olusur.

Incelenecek bakteri % 1 triptofan iceren bir
sivi besiyerine ekilir (buyyon ya da peptonlu
su). En az 24 saatlik inokulasyondan sonra
uzerine, tupun kenarindan yavasca akitmak
suretiyle, 0.5ml Kovaks ayiraci ilave edilir.

Besiyerinin ust kisminda parlak kirmizi bir
halka olusmasi testin pozitif oldugunu gosterir.

E.coli indol +, Salmonella typhi indol -




Bakterilerin glukozu fermente ederek ortamin
pH'In1 4.4’Un altina dusurmeleri esasina dayanir.

Incelenecek bakteri pepton ve glukoz igeren
tamponlanmis Clark-Lubs besiyerine ekilir. En az
48 saatlik inkubasyon sonrasi 5-6 damla Metil
Kirmizisi ayiraci ilave edilir.

Kirmizi renk testin pozitif, renk negatif
oldugunu gosterir.

E.coli metil red +
Klebsiella pneumoniae metil red -




Bazi bakteriler karbonhidratlari parcalayarak
asetoin (asetil metil karbinol) olusturur.
Asetoin olusumunu arastirmak icin, Clark-Lubs
besiyerine ekim yaplilir ve 48 saatlik
Inkubasyondan sonra ortama

Voges Proskauer ayiraclari (a-naftol ve KOH)
ilave edilir. Asetoin KOH varliginda diasetile
donusur ve a-naftol varliginda renk kirmiziya
doner.

Kirmizi renk testin pozitif oldugunu gosterir.

E.coli VP -,
Klebsiella pneumoniae VP +.



Karbon kaynagi olarak tek sitrati kullanabilen
bakterileri ayirt etmek amaciyla yapllir.

Bu amacla sitrat ve bromtimol mauvisi igeren
Simmons sitrat agar besiyeri kullanilir.
Sitratin tuketimi sonucu alkali karbonatlar ve
bikarbonatlar olugursa, pH yukselir,
besiyerinin renginin maviye donusmesi testin
pozitif oldugunu gosterir.

E.coli sitrat -
Klebsiella pneumoniae sitrat +




Ozellikle Enterobacteriaceae ailesi
uyelerini tanimlamak amaciyla
kullantilir.

Besiyerinde sekerlerin
(laktoz:sukroz:glukoz — 10:10:1)
fermentasyonu ve fermentasyon
sonucu gaz ve hidrojen sulfid (H,S)
olusturmalari temeline dayanir.




- Besiyerinin dip kismi kirmizi ise bakteri glukozu
fermente edememistir.

- Glukozu fermente edip, laktoz ve sukrozu
parcalayamayan bakteriler, dipte sari, Ust tarafta
Kirmizi renk olustururlar. COnkl Ust kisimda
yeterince asit Uretilememistir.




- Besiyerinin tumu sari ise glukoz, laktoz ve sukroz
bakteri tarafindan kullaniimis ve cok miktarda
asit uretilmistir.

- Sekerlerin fermentasyonu sonucu gaz olusumu
besiyerinin yukari dogru itilmesi, besiyerinin yer
yer parcalanmasiyla anlasilir.

- H,S olugturan bakteriler besiyerinin dip kisminin
siyahlagsmasina yol acarlar.




UREAZ TESTI:
CO(NH,), + H,0 — 2 NH, + CO,

Bakterilerin Ureaz aktivitesini
arastirmak icin yapllir.

Urenin hidrolizi sonucu ortaya
cikan amonyak alkali bir urundur
ve besiyerinin rengini pembeye
donusturur.

https://microbiologyinfo.com/category/biochemical-test/page/2/



Bircok bakteri karbonhidratlari pargalayarak asit olusturur.
Bazilari hem asit hem gaz olusturur.

Icerisinde substrat olarak bir karbonhidrat, pH indikatéri olarak
Andrade ayiraci ve gaz olusumunu gostermek i¢cin “Durham
tupu” bulunan karbonhidrat besiyerleri kullanilir.

Besiyeri renginin kirmiziya donusu asit olusumunu, Durham
tupunde gaz kabarcigi gorulmesi gaz olusumunu gosterir.



Nitrat reduktaz enzimine sahip bakteriler nitrati redukte
ederek nitrite donustururler.

Besiyeri renginin kirmiziya donusmesi, ortamda nitrit
varligini gosterir.

Enterobacteriaceae ailesinin uyeleri genel olarak nitratlari
redukte eder.



DIGER BIYOKIMYASAL REAKSIYONLAR:

-Oksidasyon fermentasyon testi

-Arginin dihidrolaz, lizin ve ornitin dekarboksilaz testleri
-Jelatinaz testi

-Eskdulin hidrolizi testi

-Fenilalanin deaminaz testi vb.



KAPSUL

Bazi bakterilerde hucre zarfinin en dis
Kismini olusturur.

Hucre duvarinin etrafinda bulunan
genellikle polisakkarit yapisindaki
tabakadir. Bazi bakterilerde kapsul
maddesi mukoid gorunumdedir.

0.2 — 10 ym kalinliginda olabilir.

Yapisi gevsek olup %95-98 oraninda
su igerir. Bu yuzden hucre zarinin
gecirgenligini engellemez.

kapsulu

D-glutamik asit
unitelerinden
olusan polipeptit

\yapldadlr.

/Bacillus anthracis\

)




- Bazi bakteri kapsulleri yogun bir katman halinde deqil,
fibrillerden olusmus gevgek bir ag seklinde bulunur, bu tur
kapstillere “glikokaliks” denir. Orn; Streptococcus mutans

- Patojen Dbakterilerin virulansi genellikle kapsul olusturma
yetenekleriyle direkt iligkilidir.

- Kapsul, bakteriyi fagositoza karsi korur, patojen bakterilerin
dokuda yayilimini kolaylastirir.

- Kapsul, canliligin devami icin zorunlu bir yapi degildir.

Cevresel faktorlerin etkisiyle ortadan kaldirilabildigi gibi, uygun
kosullarda yeniden olusabilir.

- lyi antijenik yapi1 g0sterirler.

- Kapsul bazik boyalarla kolay boyanmadigindan basit
boyamalarda gorulmez. Negatif boyamalarla gosterilir.



Kabuk(korteks)

SPOR Protein kilif

Eksosporium (kh.li protein
zar)
Kalsiyum dipikolinat

Bazi bakterilerin uygun olmayan ¢evre sartlarinda olusturdugu, Isi
ve kuruluk gibi fiziksel faktorlere karsi ve yetersiz beslenme
sartlarinda dayaniklihgini arttiran yapidir.

Ureme elemani degildir.

Uygun olmayan kosullarda spor olugsmasi — sporulasyon

Uygun kosullarda sporun acilip vejetatif bakterinin ortaya ¢cikmasi-
jerminasyon.

Bakteri sporlari protoplasma ve kalin bir kiliftan olustugu icin
kuvvetli boya ¢oOzeltileri ile ve alttan 1sitmak suretiyle boyanirlar.



- Sporlar yuvarlak veya oval sekilli olabilir.

- Bazi bakteri sporlari, bakterinin kendisinden daha genis olup
siskinlige yol acarken (Orn; Clostridium tetani), bazilari hlcrenin
genisligini asmazlar (Orn; Bacillus anthracis).

- Bakterideki yerlesim bolgelerine gore sporlar;
Bakterinin bir ucunda ise Terminal
Ortasinda ise Santral
Ucu ile ortasi arasinda ise Subterminal

3 o

2 |



Konu: Kapsul Boyama

Yontem: Kapsul Boyama (Gins Yontemi)

-Preparat tesbit edilir

-Metilen mavisi (sulu fuksin) dokulur
-1 dakika beklenir

-Su ile yikanir ve kurutulur
-100X’luk objektifle incelenir

METILEN MAVisi




Kapsul Boyama Mikroskop Goruntusu

Metilen mavisi




Kapsul Boyama Mikroskop Goruntusu

Sulu fuksin




Konu: Spor Boyama

Yontem: Spor Boyama (Wirtz-Conklin Yontemi)

-Preparat tesbit edilir
-Malasit yesili dokulur
-6-7 dakika alttan kaynatmadan isitilir
-Su ile yikanir

-%0,5’lik safranin dokulur

-1 dakika beklenir

-Su ile yikanir ve kurutulur
-100X’1Uk objektifle incelenir




Spor Boyama Mikroskop Goruntusu
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