Bolim 9

MiIKROORGANIZMALARIN iZOLASYON VE IDENTIFIKASYONU

Mikrobiyolojide izole edilen bir bakterinin tanimlanmasi ¢ogu kez onemlidir. Ornegin, bir gida
maddesinden izole edilen bakterinin gergekten Salmonella cinsine ait olup olmadiginin belirlenmesi
gereklidir. Buna gére Urin imha edilebilir veya givenli bir sekilde pazarlanabilir.

Ne oldugu hi¢ bilinmeyen bir izolatin tanimlanmasi ile belirli bir cins ya da tar olup olmadiginin
belirlenmesindeki yéntemler ve yaklasimlar oldukg¢a farklidir. Ornegin, izolatin Salmonella olup
olmadiginin incelenmesindeki uygulamalar ile izolatin ne oldugunun arastiriimasindaki uygulamalar
farkhdir.

Tanimlamada basit ve yaygin olarak morfolojik analizler ve biyokimyasal testler uygulanmaktadir. Faj
tiplendirmesi ve genetik esasli testler, ancak gelismis laboratuvarlarda ve genellikle bilimsel arastirma
amaciyla kullaniimaktadir.

Her bakteri veya bakteri grubunun kendine 6zgu bir biyokimyasal 6zelligi bulunmaktadir. Diger bir
deyisle, her bakteri kendine 6zgi enzimlere sahip olup, belirli maddeleri yine kendine 6zgi bir bigimde
metabolize ederek gesitli yikim ve yapim Urtnleri meydana getirmektedir.

Bilinmeyen veya tanimlanmak istenen bir bakteriye, belirli biyokimyasal testler uygulanir ve elde edilen
sonuglar, Bergey’s Manual ve diger ilgili kaynaklardaki bilgiler ve tanimlama listeleri ile kargilastirilarak,
bakteri tanimlanmasinda dnemli bir adim atilmis olur. Bakterilerin tanimlanmasinda onlarin diger bazi
dzelliklerinin de belirlenmesi gerektigi unutulmamalidir. Ornegdin bazi biyokimyasal testler asagidaki
sekilde siniflandirihir:

A. Protein, amino asitler ve diger azotlu bilesikler ile ilgili reaksiyonlar (jelatinin hidrolizi, kazeinin
hidrolizi, nitratin indirgenmesi, litmuslu sute etki gibi)

B. Karbonhidrat ve diger karbon bilesikleri ile ilgili reaksiyonlar (nisastanin hidrolizi, karbonhidrat
fermentasyon testleri, metil kirmizisi testi, sitrat testi gibi)

C. Yaglar ve ilgili bilesikleri inceleyen reaksiyonlar (tributirin hidrolizi, lipoliz, lesitin hidrolizi gibi)

D. Diger testler (Katalaz testi, oksidaz testi, fosfataz testi gibi)

9.1. izolasyon ve identifikasyon igin Kullanilan Besiyerleri

Mikrorganizmalarin Uretilmesi, canliliklarinin devam ettiriimesi, saf kultlrlerinin elde edilmesi,
makroskopik morfolojilerinin ve biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi, biyolojik ve metabolik tGrlinlerinin
elde edilmesi vb. amaglarla, onlari bulunduklari ortam diginda gogaltmak icin kullanilan ve amaca uygun
olarak genelde mikroorganizmalarin gereksinim duydugu maddeleri ve 6zellikleri iceren besleyici
ortamlara besiyeri denir.

Besiyerleri mikroorganizmalarin gereksinim duydugu temel bazi maddeleri icerecek gsekilde
dizenlenmelidir. Genel olarak mikroorganizmalarin gereksinim duydugu, dolayisiyla da bilesimlerinde
yer verilmesi gereken maddeler sunlardir:

- Su.
- Karbon ve enerji kaynagi maddeler. Karbonhidratlar veya onlarin yoklugunda proteinler, vb.
- Azot kaynadi maddeler. Proteinler, peptonlar, amino asitler, azotlu inorganik tuzlar (KNOsz, (NHa)2
PO4 gibi) vb.
- Inorganik maddeler.
Makroelementler: Na, K, Cl, Ca, Mg, Fe, P, S vb.
Mikroelementler: Zn, Mn, Br, B, Cu, Mo, V, Sr vb.
- Ureme faktérleri. Vitaminler, Amino asitler, pirin ve pirimidinler vb.

9.1.1. Besiyeri Cesitleri



Besiyerleri gesitli sekillerde siniflandirilir.

Genel olarak besiyerleri asagidaki sekilde gruplandirlabilir:

a. Canli besiyerleri: Virus ve riketsiyalari retmek igin kullantlir.

b. Dogal besiyerleri: Bilesimlerinde GzUm sirasi ve malt suyu gibi dogal Grinler bulunmaktadir.

c. Sentetik besiyerleri: Mikroorganizmalarin gereksinim duydugu maddelerin belirli oranlarda bir araya

getiriimesiyle formdle edilen besiyerleridir.

Fiziksel 6zelliklerine gore besiyerleri kati ve sivi besiyerleri olmak tzere ikiye ayrilir.

Kati besiyerleri, icinde katilastirici bir ajan (jelatin, pihtilastirici serum, yumurta, mikroorganizmalar
icin inert maddelerden olan silika jel; karragenanlar, aljinatlar ve poliakrilamitler) olan besiyerleridir,
ornegin Nutrient agar, EMB agar gibi.

Sivi besiyerleri, icinde katilastirici ajan bulunmayan ve daha ¢ok Gremeyi tesvik edici besiyerleridir
(Pepton Water, Nutrient Broth).

Bunlarin disinda ayrica yar kati besiyerleri vardir. Bunlar sivi ve kati besiyerleri arasinda yer alirlar.
Bu besiyerleri, agar ve jelatin gibi katilagsmay saglayan maddeleri icermeleri nedeniyle kati besiyerlerine
benzerlik gbstermelerine ragmen, bu maddelerin oranlar diusuk oldugu icin jelimsi yapiya sahiptir. Bu
tip besiyerleri 6zellikle bakterilerde hareketliligin saptanmasinda kullaniimaktadir.

Besiyerleri kaynaklarina gére hayvansal (et suyu, balik unu, yumurta sarisi, karaciger gb.) ve bitkisel
kaynakl (portakal serumu gb.) olmak uzere ikiye ayrilir.

Besiyerleri, kullanim amacina gore de genel ve 6zel besiyerleri diye ikiye ayrilir.

Genel besiyerleri, Laktik asit bakterileri ve Uretimi zor patojen bakteriler hari¢, birgok
mikroorganizmanin Uremesine olanak saglayan besiyerleridir, drnegin; Nutrient Broth, Nutrient Agar
gibi.

Ozel besiyerleri, Belli bir amag veya belli bir mikroorganizma icin kullanilan besiyerleridir. Ozel

besiyerleri su sekilde siniflandirilir:

Canlandirma besiyerleri: Canlilik orani ¢ok dusik veya belli bir ortamda hasar gérmus
mikroorganizmalarin canlandirldigi, adaptasyonlarinin saglandigi veya kolaylagtirildigi sivi
besiyerleridir.

. Selektif (segici) besiyerleri: incelenen érnekteki belli bir mikroorganizma veya mikroorganizma

grubunun tipik olarak gelisimine olanak saglayacak sekilde formiile edilen besiyerleridir. Ornekteki
diger istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini tamamen veya belli dlgtlerde durdurmak (inhibe
etmek) icin besiyerine bir ya da daha fazla sayida inhibitér ajan eklenir. Selektif besiyerlerinde
besiyerine 6zgl mikroorganizmalar tipik bir gelisme gdsterirken besiyerine 6zgl olmayan
mikroorganizmalar ya hi¢ gelisemezler ya da atipik olarak gelisebilirler. Kati selektif besiyerlerinde
mikroorganizmalar koloni olustururken, sivi besiyerlerinde renk degisimi veya gaz olusumu gibi
degisimler olustururlar.

Selektif besiyerlerine asagidaki érnekler verilebilir :

EMS Agar : Koliform grubu bakterilerin teghisi ve ayrimi

SS Agar : Salmonella ve Shigella cinsi bakterilerin izolasyonu ve teghisi
Baird Parker Agar : Staph.aureus’un izolasyonu ve sayimi

Violed Red Bile Agar : Koliform grubu bakterilerin teshisi

Glucose Azide Broth : Fekal streptokoklarin belirlenmesi

. Elektif (secime doniik) besiyerleri : Belli bir mikroorganizmanin minimum beslenme

gereksinmelerini karsilayacak sekilde formile edilen besiyerleridir.



g.
h.

. Diferansiyel (farklara doniik) besiyerleri : Belli mikroorganizma tirlerinin karakteristik koloniler

olugturarak tanimlanabilir hale geldigi agarli besiyerleridir.

Zenginlestirme besiyerleri : izole ediimek istenen mikroorganizmanin bolca (retilebilmesi
amaciyla; bu mikroorganizmanin bir veya birkag fizyolojik istegini (pH, besin 6gesi gereksinimi vb.)
optimum dlizeyde karsilayacak sekilde formile edilen ve inkiibasyon kosullarinda da (inkiibasyon
sicakligi ve siresi) bu yonde 6nlemler alinan 6zel sivi besiyerleridir.

Biyokimyasal test besiyerleri

Tamamlama ya da dogrulama besiyerleri

indirgenmis besiyerleri

9.1.2. Besiyerlerinin sahip olmasi gereken 6zellikleri

Bir besiyeri asagidaki 6zelliklere sahip olmalidir.

1.
2.

Uretilmek istenen mikroorganizmanin gereksinim duydugu maddeleri icermelidir.
Besiyerinin, mikroorganizmanin gereksinim duydugu optimal kosullara (uygun pH, nem, osmotik
basing ve oksidasyon-rediksiyon potansiyeli) sahip olmasini sadlayacak dnlemler alinmalidir.

3. Kontaminasyona engel olabilmek i¢in uygun ve 6zel kaplarda hazirlanmalidir.
4,
5. Hazirlandiktan sonra sterilite kontrolinden gegirilmelidir.

Sterilizasyona blylk 6zen gosteriimelidir.

Her besiyerinin bilesiminde cesitli sayida ve miktarda maddeler yer almaktadir. Besiyerlerinin
bilesimlerini ve hazirlanis sekillerini birgok mikrobiyoloji kitaplari ile besiyeri Ureten firmalarin el
kitaplarinda bulmak mimkindir. Besiyerleri kuru formda ve hazir karisimlar halinde ticari olarak
Uretilmektedir.

- Mikroorganizmalarin besin istekleri

Bir besiyerinde mikroorganizma gelisimini saglayabilmek agisindan mikroorganizmalarin besin
isteklerinin bilinmesi gereklidir. Herhangi bir mikroorganizmanin gelisimine uygun bir besiyerinde 7 temel
faktor Gnem tasimaktadir. Bunlar; su, karbon, enerji, azot, mineraller, gelisme faktorleri ve pH'dir.

Su: Protoplazma % 70-85 su igerir. Tek hicreli bir organizmanin varligi cevresindeki su ile sirer.
Hucre disindaki besinler hiicre igine alinir ve meydana gelen metabolitler hiicre digina salinir.
Hucrenin tim enzimatik reaksiyonlari yeterli miktarda su bulunmasi halinde gerceklesir.

Karbon: Organizmalar gereksinim duyduklari karbon kaynaklarina gore 2 grupta toplanmistir. Bunlar
tuim hicre yapilarinin sentezi icin karbon kaynagi olarak karbon dioksidi kullanan ototroflar ve karbon
kaynagi olarak bir ya da daha fazla organik maddeye gereksinim duyan heterotroflardir.
Heterotroflar, ilaveten karbon diokside de ihtiya¢c duyarlar, hatta ortamdan bu gaz uzaklastirilirsa
gelisme dnemli élciide gecikir.

Enerji: Sahip olduklari pigmentlerle glines enerjisini kullanabilen organizmalar fotoototrof olarak
adlandinilir. Bu organizmalar i¢in hazirlanan besiyerleri enerji kaynagi igermez. Bakterilerin ¢ogu
kemoheterotrof siniflamasina uymaktadir. Bu bakteriler, glikoz ya da amino asit gibi organik enerji
kaynagina gereksinim duymaktadir.Her iki kemosentetik grup igin de besiyerine katilan enerji
kaynaginin orani % 0,5 duzeyindedir.

Azot: Ototrof organizmalarin inorganik azot kaynaklarini kullanabilmelerine karsin, heterotroflar azot
kaynagi olarak amino asitler, peptit, proteoz pepton gibi protein pargcalanma Urlnlerini
kullanmaktadir. Nutrient sivi besiyerinde kullanilan beef ekstrakt ve pepton, heterotroflarin bu
besiyerinde gelismeleri icin gerekli azot kaynagini olusturmaktadir.

Mineraller: Tim organizmalar normal gelisimleri i¢cin sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum,
mangan, demir, ¢inko, bakir, fosfor, kobalt gibi metalik elementlere gereksinim duymaktadir.



- Geligsme faktorleri: Temel karbon ve enerji kaynaklarindan mikroorganizma sentezleyemedigi ve
hicrenin temel bilesenleri olan maddeler gelisme faktorleridir. Bu tanim bazi amino asitleri ve
vitaminleri kapsamaktadir.

- Hidrojen iyonu konsantrasyonu: Besiyerinin pH degeri belirli sinirlar icinde degilse organizmalarin
gelisimi tamamen durabilir. Mikroorganizmalarin enzimleri bu faktérden &nemli Olglde
etkilenmektedir. Bakterilerin gogu 7 pH veya biraz altinda gelisebildiginden, nutrient sivi besiyerinin
pH degeri 6,8’e ayarlanmaktadir. Ancak patojenler alkali pH degerlerinin tercih etmektedir. pH degeri
7,3’e ayarlanmig Tripticase Soy sivi besiyeri, gelisimi zor patojenler i¢in uygun bir besiyeridir.

9.2. izolasyon Metotlari

Mikroorganizmalar dogada saf halde bulunmamaktadir. Diger taraftan belli bir mikroorganizmanin
Ozelliklerinin incelenebilmesi ve idendifikasyonunun yapilabilmesi i¢in onun saf kultir halinde ve diger
mikroorganizmalardan ayri olarak elde edilmesi gerekir.

Uzerinde veya icinde mikroorganizma uretilmis (ya da Uremis) besiyerlerine kultiir denir. Kultir tipleri ;
saf , karisik, sivi ve kati kilttrddar.

- Saf kiltir: Besiyerinde yalnizca tek bir mikroorganizma Uretilmis kiltirlerdir.

- Kansik kiiltiir: iki veya daha fazla gesitte mikroorganizma tiir(i ayni besiyerinde uretilmisse buna
karisik kultir denir.

- Swvi kiiltiir: Sivi besiyerinde olusturulmus kaltarlerdir.

- Kati kiiltiir: Kati besiyerlerinde (agar iceren) gelistiriimis kalttrlerdir.

Mikroorganizmalar dogada karmasik, birbiriyle baglanti veya baglantisiz olarak yasamaktadirlar.
Bunlarin klon olarak incelenmesi, ancak birbirinden ayirt edildiginde mimkin olabilmektedir. Bu
bakimdan belirli bir mikroorganizmanin 6zelliklerinin incelenebilmesi ve teshisinin yapilabilmesi icin saf
kiltur olarak elde edilmesi gereklidir. Saf olarak elde edilme islemine izolasyon denilmektedir.

Kulture ait bilgiler, 6rnek besiyerine aktarilmadan dnceki bir agsamada, besiyerinin hazirlandigi petri
kutusu, tlp, balon veya erlenmayer gibi kaplarin uygun bir yerine cam yazar bir kalemle yazilmalidir. Bu
bilgiler sunlar olabilir:

- Inkiibasyonun baslatildidi tarih, gerekirse saat
- Ekilen 6rnegin adi veya kodu

- Ornegin dilisyon orani

- Gerekirse besiyerinin adi

- Gerekirse inkUbasyon sicakligi ve suresi.

izolasyon amaciyla cesitli metotlar kullaniimaktadir.

1. Buyyon dilisyon metodu

2. Agar dilisyon metodu

3. Sirme metodu

4. Selektif ve zenginlestiriimis besiyeri metodu.

- Buyyon diliisyon metodu

Mikroorganizmalarin saf olarak elde edilmesinde sivi besiyerleri 6zellikle buyyon dilisyon metodu
eskiden beri kullanilmaktadir. Bunun igin icinde buyyon bulunan bir seri tip hazirlanir. Bu tiplerden
ilkine, bakterinin izole edilecegi numuneden pipetle steril sartlarda belli bir miktar asilanir. Tup iyice
calkalandiktan sonra bu birinci tipten pipet yardimiyla ikinci tipe, ikinciden Ugincliye ve bu sekilde
devam edilerek istenilen miktarda seyreltme yapilir. Seyreltme yeteri kadar yapildidinda son tipte birkag
veya tek hlcre kalabilir.

Belli bir inkiibasyon suresinden sonra orijinal numunede en fazla bulunan mikroorganizma bu en
sonuncu dillisyon tlplinde saf kiltir halinde Greme gosterir.



Bu metodun bazi sakincalari vardir. Baglangigta en ¢gok mikroorganizma gruplari esit miktarda ise son
tupte ikisi de bulunacaktir. Ayrica bu yéntemle sadece 6rnekte en fazla bulunan mikroorganizma izole
edilebilecektir.

- Agar diliisyon metodu

Bu metotta buyyon icine katilasmayi saglamak icin agar ilave edilmekte ve seyreltme buyyon dilisyon
metodunda oldugu gibi yapildiktan sonra petri kutularina doékilmektedir. 40°C’nin altinda tutulan
petrideki agar katilastiktan sonra petri belirli bir sicaklikta inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonunda
agar uzerinde koloniler (hiicre grubu) olusur. Eger yeterli dilisyon yapilmigsa koloniler birbirlerinden ayri
diserler. Steril bir 6ze veya asi ignesi ile secilen koloni tekrar sivi veya kati besiyerine ekildiginde
mikroorganizmalar geliserek saf kiltirler olusturulur. Bu metot ilk kez Robert Koch tarafindan
uygulandidi igin “Koch metodu” da denilmektedir.

- Siirme metodu

Bu yontemde kati besiyeri petri kutularina énceden steril kosullarda konulur. Besiyeri katilagtiktan sonra
bunun Uzerine 6ze ile mikroorganizma kiiltirinden (érnek) sirilir. Oze lzerinde binlerce bakteri
bulundugundan bunun kati besiyeri Uzerinde zikzaklar ¢izerek surdlmesi kolonilerin tek tek
dislrtlmesini saglar.

- Selektif ve zenginlestirilmis besiyeri metodu

Bazi boyalar gram-pozitif, bazilari gram-negatif bakterilerin gogalmasini 6nledigi gibi, pH degeri dusuk
besiyerleri de bir ¢ok bakterinin gelismesini 6nlemektedir. Bu durumdan mikroorganizmalarin
izolasyonunda yararlaniimaktadir. Ornegin Endo agar, gram-pozitif bakteriler icin uygun olmaktadir.
9.3. identifikasyon Metotlari

izole edilerek saflastirilan mikroorganizmalarin identifikasyonlari agagidaki yéntemler ile yapilmaktadir.
- Morfolojik Ozelliklerin Saptanmasi

Bunun i¢in mikroorganizmalar sivi ve kati besiyerinde yetistirilir. Bakterinin sekli, sivi besiyerinde zar
yapip yapmadigi, tortu olusturup olusturmadigi, kati besiyerinde kolonilerin goériinis ve yapilari saptanir.

- Biyokimyasal Ozelliklerin Saptanmasi

Bu amagcla katalaz testi, oksidaz testi, nitratlarin rediksiyonu, indol ve H2S olusturma, kazein, Ure ve
jelatinin hidrolizasyonu ve gesitli sekerleri fermente etme 6zellikleri 6zel hazirlanan besiyerlerinde
belirlenir.

- Serolojik Deneyler

Mikroorganizmalarin  aglitinasyon, presipitasyon gibi serolojik 6zelliklerinden de onlarin
idendifikasyonlarinda yararlanilir.

9.4. Mikroorganizmalarin Sayimi

Bazi mikrobiyolojik problemlerin ¢dzimlenebilmesi igin bir ortamdaki mikroorganizmalarin sayi ve
cinslerinin ortaya konulmasi gerekmektedir.

Gidalarda bulunmasina izin verilen ve verilmeyen mikroorganizmalarin sayisi gida maddesinin ve
mikroorganizmanin cinsine gore buyuk degisiklik gosterir. Bunun yaninda cesitli Ulkeler, gelismislik
dizeylerine gore, gidalarda bulunmasi istenmeyen mikroorganizmalarin izin verilebilecek sayilari igin
farkh limitler kullanmaktadirlar. Mikroorganizmalarin bulundugu, onlarin dahil oldugu c¢alisma ve
arastirmalarda materyalin baglangigta ve/veya sonucgta bulundurdugu mikroorganizmalarin sayisi
bilinmelidir. Bu amagla pek ¢ok sayim teknigi gelistiriimistir. Sayim yontemleri ve teknikleri Uzerinde;
analizi yapilacak mikroorganizma cinsi ve turl, mikroorganizmanin materyalde bulunmasi beklenen



sayisl, sayim icin gerekli toplam sure, sayim maliyeti, sonuglarin givenirlilik orani gibi cok sayida faktor
etkilidir.

Asagida sayim metotlari kisaca agiklanmaktadir.
9.4.1. Direkt sayim metotlar
9.4.1.1. Breed metodu (Froti sayimi)

Bu metot sivilarda, 6zellikle sutlerde bakteri sayiminda kullanilir. Bu metotta sonu¢ kisa zamanda
alinmasina karsin, canl ve cansiz bakterilerin birlikte sayilmasi dezavantajidir. Metot, belli miktardaki
ornegi (0,01 ml) bir lam lzerinde isaretlenen 1 cm? lik alana yaymak, tespit etmek ve uygun bir boya ile
boyadiktan sonra mikroskop altinda saymak ve orijinal érnegin 1 ml'sindeki bakteri sayisini
hesaplamaktan ibarettir.

9.4.1.2. Thoma lami metodu

Ozellikle mayalarin sayiminda kullanilan bu metot bakteri ve spor sayimlarinda da kullanilmaktadir. Lam
Uzerinde kenarlari 1/20 mm ve derinligi 1/10 mm olan 400 kiguk kare (16 bUylk kareden her biri 25
kiciik kare igermektedir) bulunmaktadir, ki bunlarin hacmi 0,1 mm?3yapmaktadir. Alinan belli miktardaki
ornek igindeki bakterilerin karelerdeki sayimindan 1 ml'deki miktari hesaplanmaktadir.

9.4.2. Kulturel sayim metotlar
9.4.2.1. Koloni sayim metodu

icindeki mikroorganizma sayisi saptanmak istenen 6érnegin 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000 gibi
dilisyonlari hazirlanir, her birinden agarl besiyerine ekim yapilir ve érnekteki mikroorganizma sayisi
saptanir. Ornegin; 1/1.000’lik diliisyondan alinan 0,1 ml'lik ekimde 15 mikrorganizma sayilimissa bu
dilisyonun 1 ml'sinde 150 adet ve dilisyon orani 1/1.000 olduguna goére ana 6rnegin 1 ml’sinde 150.000
adet mikroorganizma vardir.
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