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Hemoliz testi:

Testin anlami bakterinin hemolitik aktivitesinin
varliginin tespitidir. Bu test, aksi belirtilmemisse
koyun kanini esas alir.

Anaeroplar icin at veya tavsan kani kullanilmasi
istenebilir. Kanli agarda treyen bakteri kolonilerinin
cevresinde eritrositlerin  parcalanarak, bir zon
olusmasi olarak tanimlanir. Eritrositlerin parcalanmasi
haemolysin enzimi ile olur
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Bu test esas itibari ile bakterinin bu enzimi yapip
yapmadiginin tespitidir. Hemolizin'ler O ve S olmak

uzere iki farkl sekilde bulunabilirler.

S (Surface) tipindeki hemolizinler agar yiizeyinde, O
tipindeki hemolizinler ise agarin derinliklerinde
hemoliz yaparlar. Oksijensiz ortamda hemoliz zonu
genigler. Pozitif kontrol icin Bacillus cereus veya A
grubu streptokok, negatif kontrol icin S. epidermidis
kullanilabilir.



A) Beta hemolitik streptokoklar: Kanli agar
plaklarinda tretildikleri zaman kolonilerin etrafinda
eritrositlerin tam olarak erimesine bagl olarak seffaf
zonlar olusur bu durumda Beta hemolitik streptokok
denir.

B) Alfa hemolitik streptokoklar: Kanli agar plaklarinda
uretildikleri zaman kolonilerin etrafinda eritrositlerin
tam olarak eritilmemesi sonucu yesil plaklar olusur. Bu
durumda alfa hemolitik streptekok denir.



C) Gamma Hemolitik: non hemolitik: Kanli agarda
herhangi bir hemoliz olusturmayan streptokoklara
denir.
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Katalaz testi:

Genellikle aerobik ve fakiltatif anaerobik
mikroorganizmalarin sahip oldugu katalaz enzimi,
ortamdaki hidrojen peroksiti su ve oksijene ayrigtirir.

Stvi veya kati besiyerinde gelistirilen bakteri kiltiiriine
H202 ilave edildiginde, serbest oksijenin gaz kabarciklari
halinde gozlenebilmesi, hidrojen peroksitin ayrismasini,
dolayisiyla katalaz enziminin varligini gosterir.

Tiip veya Petri kutusundaki agarli kiltir yiizeyine 1 ml %3
ik H202 ilave edilerek gaz cikisi olup olmadigi incelenir.
Hava kabarciklarinin ¢ikisi testin pozitif oldugunu gosterir.



/

/

Koagulaz (Coagulase) testi:

Koagiilaz’'lar, sitratli veya okzalath plazmay1 koagiile
edebilen birbirinden ¢ok farkli iki tane bakteri enzimidir.

1) Ortama salinan serbest koagiilaz: Kiiltiir filtratlarina
gecer, tup testi gerektirir.

2) Hiicre duvarina bagl koagiilaz (clumping faktor): Kiltir
filtratlarinda bulunmaz. Lam testi yeterlidir.

Koagiilazlarin tespiti bilhassa Staphylococcus aureus'un ve
Yersinia pestis’in kendi genusunun diger tiyelerinden
ayirimina yardimai olur. Incelenecek bakteri lamda ve tiipte
tavsan plazmasi ile muamele edilip plazmada koagtilasyon
aranir.



a) Bagli koagiilaz'in tesbiti (Lam Test): Incelenecek
bakteri kolonisi, lam tizerinde iki ayr1 yerde ezilir, bir
tanesi tizerine 1 damla izotonik tuzlu su, digerine
plazma ilave edilir. Mukayeseli olarak goz ve
mikroskopla agliitinasyon aranir. 5 saniye icerisinde
koagiilasyon olusumu pozitif reaksiyonu gosterir. 2
dakika icerisinde olusmamis ise test sonucu negatiftir.



b) Serbest koagiilazin tesbiti (Tiip Test): Incelenecek
bakterinin 18-24 saatlik buyyon kiltiirinden 1 ml taze
plazma tizerine eklenip 1 saat araliklarla koagtilasyon
aranir, bulunamaz ise 18 saat oda 1sisinda birakilarak tekrar
okunmalidir. Tip incelenirken hafifce egilmeli ancak
calkalanmamalidir. Plazmada koagtilasyon gortilmesi
pozitif sonuctur. Thiomersal kullanan bireylerin plazmasi
kullanildiginda koagiilasyonu engeller, heparin
engellemez. Plazma icerisine 0.5 ml 5% kalsiyum klorit
eklenmesi veya seker hastalarinin plazmasinin kullanilmasi
bu testi daha duyarli ve giivenli yapar.
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Sitrat kullanimi :

Sodium citrate bir sitrik asit tuzudur ve trikarboksilik
asit siklusu (Tricarboxylic Acid Cycle, TCA, Krebs'
cycle) icerisinde bir metabolit olarak yer alir. Bazi
bakteriler karbonhidratlarin disinda bu metaboliti de
bir enerji ve karbon kaynagi olarak kullanabilirler. Bu
test yapilirken bakteri 6rnegi protein ve
karbonhidratlardan yoksun bir ortama ekilerek sitrati
kullanmaya zorlanir.



Eger bakteri sitrati kullanabilirse bazik tirtinler agiga
cikarir. Cink besiyeri icerisinde sitrata bagli olarak
bulunan katyonlar, sitrat ayrilinca amonyaga,
amonyuma (NH4+) ve amonyum hidroksit’e
(NH40OH) donitsiir. Olusan alkali ortamda bulunan
bromtimol mavisi pH indikatori olarak baz
olusumunu gosterir. Denenecek bakterinin saf
kiltiriinden bir koloni Simmon’s Sitrat agar'a (veya
Koser’s sitrat agarina) ekilir, optimal siireden biraz
daha uzun bir siire inkiibe edilir. Ureme ve mavi renk
arantr.






- Enterik bakteriler

Ureaz Pozitif Bakteriler:

Proteus spp.
Morganella morganii
Providencia spp.
Klebsiella spp.
Citrobacter spp.

NEGATIVE POSITIDE
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Biyokimyasal Testier
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TestS To'Know

Indole

Methyl Red/Voges Proskauer
Citrate

H,S production in SIM

Urea hydrolysis

Motility

Lactose fermentation
Sucrose fermentation
Glucose fermentation & gas production
Triple Sugar Iron

Nitrate Reduction Test
Oxidase

Thioglycollate
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Organik Bilesik ---> CO, +H,0
l Elektron alicisi
0,
=
Organik Bilesik --—> C0,
NOZ §o4 co,
=
Organik Bilesik ---> Fermentasyon urunleri
8 71
Oksidasyon Rediiksiyon
S



HERMENTASYONTESTI

> Bakteri + Karbohidrat -=--======---- > Organik Asit + Gaz

v
pH indikatorii Durham tiipii
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Glucose Broth
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_ Glucose Broth
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Positive for sugar
fermentation with acid
production only.

Negative for sugar
fermentation.

Positive for sugar
fermentation with acid
production and gas
production.
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IMVIC TESTLERI

2 Koliform Grubu bakterilerden E. coli ve Enterobacter ‘ in
ayriminda kullanilir.

INDOL URETIMI
S Triptofan =-e--e--e-mu- > Indol + Piriivik asit + NH,
Indol + Kovaks Cozeltisi ==------ > Tiipiin list kisminda

olusumu varsa + reaksiyon



uninoculated negative
tube test
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MEtyIRea/ones Proskaner
(MR/UIP)

2 Organizmanin, glikoz fermentasyonu sonucu
olusturup olusturmadigini belirlemek icin yapilir .

2 Glukoz---> Piruvat---> Karigik Asit Fermentasyonu---> +CO, +H,

> Metil Red indikatorii  pH: 4.4 ve altinda >
pH: 6 = Sari



Methyl Red: + —
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Voges ProsKaueri/ur)

2 Organizmanin, glukoz fermentasyonu sonucu
olusturup olusturmadigini belirlemek icin yapilir.

> Glikoz -----> Piruvat ----=> Nétral Uriin + CO, + H,

> Asetil Metil Karbinol + a- naftol + KOH --- > -
renk olusumu - + reaksiyon
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ME/NP continuen

= MR—a + result is red (indicating pH below 6) and a — result is yellow (indicating
no acid production)

= VVP—A + result is red after VP reagents are added (indicating the presence of
acetoin) and a — result is no color change.
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sitratTest

2 Simons Sitrat Agar kullanilir.
© Na-sitrat-------------- -> Piruvik asit + CO, + Oxaloasetik asit
Na +CO, +H,0------> Na,CO, ( Alkali pH)
= Brom Timol Mavisi Indikatoru pH 6 -> Sar
pH 7 - Yesil
pH 7.6 2
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Left positive and right negative.
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H,S Uretim

SIM Ortami kullantlir.

Sistin
Sistein-----======-- 2> S+H, - - H,S
Metionin
H,S olusumunu gozlemlemek igin ortama veya

tuzlari ilave edilir.
H,S + PbS0, — PbS kahverengi
H,S + FeS0, —FeS siyah







Besiyerlerinde bakterilerin Uretilmesi

* Mikroorganizmalari * Ekim yapildiktan sonra
laboratuvarlar sartlarinda besiyerleri, bakterilerin
tiretebilmek igcin optimal liremesi ve cogalmasi
fiziksel sartlarin saglanmasi amaciyla inkiibator (etiiv) adi
gereklidir. verilen cihazlarda belirli siire

+ Bu amacla l.)ekletlllr.

* Farkli besiyerleri * Inkiibasyon siiresi, bakterinin
« inkiibasyon isisi, ozelliklerine gore degisebilir.

* inkiibasyon siiresi,

* atmosfer 6zellikler
degistirilerek belirli
mikroorganizmalarin iiremesi
icin daha elverisli ortamlar
hazirlanabilir.



Bakteri kolonileri

S koloni: Yuvarlak, diizgiin kenarli,
diizgiin yiizeyli, nemli ve
homojen goriiniimlii
kolonilerdir.

ingilizce “smooth” = diizgiin
kelimesinden tiiretilmistir.

En yaygin gériilen koloni tipidir.

R koloni: Kenarlar girintili ¢ikintili,

yiizeyleri burusuk veya tanecikli,
genellikle basik goériiniimlii
kolonilerdir (Ingilizce “rough” =
piiriizlii kelimesinden
tiiretilmistir). Mycobacterium
tuberculosis ve Corynebacterium
diphtheriae gibi bakteriler dogal
olarak R koloniler olustururken,
normalde S koloni olusturan
bakteriler de, eskimis kiiltiirlerde
veya uygun olmayan kosullarda
tiretilmeleri sonucunda R koloni
olusturabilir.


http://images.google.com/imgres?imgurl=http://www.ann-clinmicrob.com/content/figures/1476-0711-4-18-5.jpg&imgrefurl=http://www.ann-clinmicrob.com/content/4/1/18/figure/F5&h=336&w=448&sz=18&hl=tr&start=1&um=1&tbnid=kgsPf33r8C8TsM:&tbnh=95&tbnw=127&prev=/images%3Fq%3Dlowenstein-jensen%26svnum%3D10%26um%3D1%26hl%3Dtr%26rlz%3D1T4SUNA_en___TR217%26sa%3DN

Bakteri kolonileri

Bomba koloni: Bazi bakterilerin
(6rnegin Shigella sonnei)
olusturduklari S kolonisinin bir
tarafinda, R koloni tipinde bir
koloni uzantisi goriiliir (patlamis
bombaya benzetildiginden dolayi
bomba koloni adi verilmistir).

M koloni (mukoid koloni): Parlak,
stimiiksii goriiniimlii, yapiskan ve
viskoz ozellikte kolonilerdir.
Kapsiillii bakterilerin
olusturduklari tipik koloni seklidir.




Bakteri kolonileri

L-form bakterilerin 6zel
besiyerlerinde olusturduklari ¢cok kiigiik
kolonilerdir. Koloni besiyerinin icerisine
dogru girer.

Mycoplasma cinsi igerisinde yer alan
tiirler 6zel besiyerlerinde
tiretildiklerinde ¢ok kiigtik, yiizeyleri
graniillii, ortalari daha koyu goriinen
(sahanda yumurta goriiniimii), besiyeri
icerisine dogru uzanmis koloniler
olustururlar. Ureaplasma tiirleri ise yine
cok kiiciik ve besiyeri icerisine uzanan
koloniler olustururlar
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Koloni morfolojisi



http://www.bact.wisc.edu/themicrobialworld/mtbcolonies.jpg

Koloni morfolojisi
Lowenstein- Jensen besiyeri




Hemoliz

* Bazi bakteriler eritrositleri
parcalayan hemolizin adi
verilen enzimler olustururlar.

* Hemolizine sahip bakterilerin,
kanl agarda olusturdugu
kolonlerin etrafi halka seklinde
hemoliz zonu ile gevrilidir.

e Ug tiirlii hemoliz vardir.
* Alfa (a) hemoliz
* Beta (6) hemoliz
« Gamma (y) hemoliz (hemolizsiz)

* Mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda bakterinin
hemolizin enzimine sahip
olup olmadiginin tespit
edilmesi 6nemli bir
ozellikdir.

* Kanli agar besiyeri hemolitik
bakteriler ile non-hemolitik
bakterilerin ayrimina olanak
saglayan ayirt ettirici bir
besiyeridir.



Hemoliz

* Beta hemoliz: koloni etrafindaki
eritrositler tamamen parc¢alanmasi ile
olusan tam hemolizdir. Koloninin
etrafinda tamamen seffaf bir halka
seklinde goriiliir.

* Alfa hemoliz: eritrositler tam olarak
parcalanmamistir. Koloninin etrafinda
yesilimsi sari renkli, tam seffaf
olmayan bir halka seklinde goriiliir.




Hemoliz tipleri



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/cc/Streptococcal_hemolysis.jpg

Hemoliz



http://www.pathology.vcu.edu/education/cardio/images/2e-c.jpg

Kan kdltdrd

Hemokdiltir

* Kan, normal sartlarda saglikli * Kanin bakteriyolojik kiiltiirii
insanlarda sterildir. icin genellikle Castaneda’nin

* Cesitli infeksiyon hastaliklarinin IC:IfICI!ZI k Ikan kaltdrd besiyeri
seyri esnasinda patojen uttantitr.
mikroorganizmalar kanda * Bu besiyeri, hem kati hemde
bulunabilir. sivi besiyerinin ayni sisede

* Bakteriyemi: bakterilerin kan birarada kullanildigi bir

ortamdir.

dolasiminda bulunmasi

» Ekilecek kan miktari, sivi
besiyerinin yaklasik 1/10’u
kadar olmalidir.

e Viremi: viruslarin kan
dolasiminda bulunmasi

* Fungemi: mantarlarin kan
dolasiminda bulunmasi



* Buyyon veya peptonlu su gibi sivi
besiyerlerinde iireyen bakteriler
besiyerinde homojen bir
bulaniklik, dipte ¢okiintii, yiizeyde
zar olusturabilir veya besiyerini
pihtilastirabilirler.

* Kati besiyerlerinde iireyenler ise
besiyerinde "koloni" adi verilen
gozle goriiliir kiimeler
olustururlar.

* Koloni, tek bir mikroorganizmanin
kati besiyerinde iireyip ¢cogalmasi
sonucu meydana gelen
olusumlardir.

Besiyerlerinde bakterilerin Greme ozellikleri

e Bir kolonide bulunan tiim bakteriler

ayni atadan koken alir ve ayni
ozellikleri tasirlar.

Bakteri kolonilerinin goriiniimleri ve
Ozellikleri tiirden tiire (hatta ayni tiir
icerisinde yer alan bakteriler
arasinda bile) farkhiliklar gosterebilir.

Koloni morfolojisi
* sekli,
* biiyiikliigdi,
* kanli agar besiyerinde hemoliz
ozelligi
bakteri ve mantarlarin

tanimlanmasinda onemli ip uglari
verir.



Identifikasyon

Biyokimyasal testler ve
besiyerleri

izole edilen herhangi bir bakteri
e optimal iireme sartlari,
 izolman besiyerinin ozelligi
* koloni morfolojisi,
* boyanma ve mikroskopik ozellikleri
* sahip oldugu enzim sistemlerinin

tespit edilmesi ile tiir ve cins diizeyinde
adlandirilabilir.

* Bakterinin enzim sistemleri biyokimyasal
testler ve identifikasyon besiyerleri
yardimi ile incelenebilir.




Identifikasyon

Gram boyanma ézelligi

Gram pozitif basil



Identifikasyon

Gram boyanma ézelligi

Gram pozitif kok
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Identifikasyon

Gram negatif boyanan pleomorfik bakteriler
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Identifikasyon

* Izole edilen bir bakterinin
tanimlanmasinda tek koloni temel » Tek tek duran bakteriler inkiibasyon siiresi

alinir. Ancak tek bir koloni ¢ok sayida b;’y ';”C“ ?6’ tinerek cogalir ve koloni
biyokimyasal testin yapilmasina ofustururiar.

yetmez. Bu nedenle saf kiiltiir yapilir. * Degisik amagclarla saf kiiltiirii yapiimak

istenen koloni alinarak uygun sivi veya kati

» Sdaf kiiltiir: Bir tek koloniden ¢ok besiyerine pasajlanir.
sayida koloni elde etmek veya bir » Eger pasaj kati ortama yapildi ise tek koloni
baska deyis ile bir tek bakteriden diisiirme yéntemi ile koloni besiyeri yiizeyine
koken alan ayni tiirdeki bakteri yayilr.
toplulugudur. » Ekim yapilan plak etiive kaldirilip uygun isi ve

* Klinik ornekten saf kiiltiir elde etmek surede inktibe edilir

igin,
* Ilk 6nce érnekten uygun kati
besiyerine tek koloni diisiiriiliir.



Identifikasyon

(Izole edilen bakterinin tanimlamasi)

Bakterilerin tanimlanmasinda
bircok biyokimyasal reaksiyondan
yararlanilir.

Bu amagla kullanilan biyokimyasal
testlerin bircogunda testin sonucu,
olusan renk degisikligi ile
degerlendirilir.

Besiyerinde renk degisikligini
saglayan indikatdérler (ayiraglar)'dir.

indikatérler, ortam sartlarindaki
degisikliklere bagl olarak renk
degistiren maddelerdir.
* pH indikatérleri, ortamdaki pH
degisikliklerine gore renk
degistirirler.

Uninoculated Negative Positive




Identifikasyon
Indol testi




Identifikasyon
Metil kirmizisi testi
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Positive

. MRVP Broth  Negative
~ Uninoculated




Identifikasyon
Urease Hareket




Identifikasyon
TSI besiyeri

e laktoz
* Glukoz

e Sukroz

* H,S yapma

* Gaz olusturma




Identifikasyon
Tek seker besiyeri

* Asit
olusturma

* Gaz
olusturma




