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Konu 11
BAKTERI IDENTIFIKASYONUNDA KULLANILAN

STANDART, BiYOKIMYASAL VE FiZzYOLQJIK
TESTLER

Aydin M. Bakteri identifikasyonunda kullanilan standart biyokimyasal ve fizyolojik testler. Ed. Cengiz, Misirligil, Aydin.
Tip ve dis hekimliginde genel ve 6zel Mikrobiyoloji. Konu 11. Sa:91-110. Gunesg yayinevi, Ankara, 2004.

Bircok infeksiyon hastaliginda patojen mikroorganizmanin kimliginin tespit edilmesi
tedavinin ilk basamaklarindan birisini olugturur. Bir mikroorganizmanin kimliklendiriimesi
identifikasyon adini alir. identifikasyon iglemleri, o bakterinin ait olduju genusun ve spesifik
epitetinin belirlenmesine kadar devam ettirilir. Gerektiginde tiplerine (serotip, genotip.. vs) ve
varyetelerine kadar ilerletilir.

Bir bakterinin taksonomik cetvelde dogru adresini tespit etmek, ancak hangi ortak atayi
paylastigina bakarak mumkin olur. Bir bakterinin soy agacinin tespit edilmesi, o bakterinin
atasindan getirdigi genetik mimariyi (DNA homolojisi ve rRNA oligonukleotit katalogunu) esas alir
ve herhangi bir sebeple gecici olarak edinmis olabilecedi fenotipik 6zelliklerinden bagdimsizdir.
Fakat her laboratuvarda rutin olarak yapilamayacak kadar zor, zaman alan ve pahal iglemler
gerektirir. Bu nedenle incelenecek bakterinin fenotipik profiline bakilarak identifikasyonunun
yapilmasi gunceldir, hizli sonug¢ verir ve gereklidir. Bu amagla, incelenen bakteri 6rnegi
laboratuvarda cesitli (biyokimyasal ve fizyolojik) testlere tabi tutularak hangi testlere nasil
reaksiyon verdigi tespit edilir. Test sonuclari, 6nceden hazirlanmis tablolar ile karsilastirilarak, o
bakterinin genus ismi ve spesifik epiteti bulunur.

identifikasyona fenotipik profilin esas alinmasi monotetik bakterilerin identifikasyonu icin
yeterlidir. Fakat politetik bakteriler icin asagidaki sebeplerle bazen yaniltici olabilmektedir:

- bakteriyel taksonominin kalabalik olmasi,

- baazi tarlerin varyetelerinin (biyovar, serovar, patovar, fagovar, morfovar) bulunmasi,

- fenogramin hiyerarsik yapisi,

- incelenecek bakteri drneginde herhangi bir zamanda olabilecek fenotipik (ve hatta
genotipik) adaptasyonel degisimler,

- bakterilerin konjugasyon ve transdiksiyon vyolu ile birbirlerine bazi biyokimyasal

davraniglari aktarabiliyor olmasi, (6rnegin proteaz, iireaz, aminoasit kullanimi, laktoz, sukroz, rafinoz,
galaktoz, ksiloz ve sitrat kullanimi aktarilabilir 6zelliklerdir. Ayrica streptokoklar ve stafilokoklar arasinda

hemolizin ve koagulaz yapimi da aktarilabilmektedir),
- her bakterinin birden fazla fenonunun bulunabilecegi ,
- spontan pleiotrofik mutasyonlar olabilecegi,
- ayni laboratuvarda ayni bakteri 6érnegine yapilan her 100 testten 5 tanesinin aykiri sonug
verdigi,
gozonune alindiginda dogru identifikasyon yapmanin zor oldugu daha iyi anlasilir. Bu fenotipik
karakter degisimleri, tahminlerin ve bilinenin ¢ok Uzerindedir. Bir bakterinin mevcut fenotipik
kimligini yeni mi kazandigini yoksa atasal kimligi mi oldugunu DNA homoloji testleriyle bile
anlamak zordur. Bakteriler arasinda aktarilan bir 6zellik, identifikasyonda rehber alinan bir 6zellik
ise kusurlu sonuglara kaynak teskil edebilir. Ayrica 9 numarall kaynakta yazdigina gore,
identifikasyon testlerinde nerede durulacagini bilmek zordur. incelenen her bakteri 6rnegi ayni
konagin baska florasindan izole edildiginde, hatta ayni konagin ayni florasindan baska bir tarihte
yeniden izole edildiginde bile farkli bir fenotip gosterebilmektedir. Her bakteri susu kendine has ve
ansiklopedik olmayan karmasik bir dogaya sahiptir. identifikasyonu yapilan herhangi bir bakteri
susu herhangi bir zamanda kendi genusuna 6zgul olan biyokimyasal kurallari ihlal edebilecegi
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gibi, kural ihlal etmeyi aligkanlik haline getiren bakteriler de vardir (Franciella novicida gibi).

Batin bu bilgiler dogrultusunda ortaya ¢ikan gercek odurki; incelenecek mikroorganizmaya
laboratuvar kosullarinin elverdigi en ¢cok sayida testi yapmak ve tek bir test sonucuna gereginden
fazla bagli kalmamak gerekir. Ayrica, mumkun olursa bakteriyel identifikasyonu bilgisayar yardimi
ile ve taksometrik esaslar dogrultusunda yapmak en dogru sonucu verebilir.(Bkz. Ek-4).

FiZYOLOJIK TESTLER:

Bakteri hiicresinin metabolik faaliyetlerine digsardan hicbir miidahale yapiimadigl ve sadece
goOzlem esasli testlerdir, baglicalari sunlardir:

Anaerop Ureme:

Tanim: Bu test, bakterinin zorunlu anaerop mu oldugunu ifade eder.

Prensip: Bakteri kendisine en uygun iki ayri besiyerine ekilerek birisi aerop, digeri anaerop
olarak inktibe edilir.

Degerlendirme: Anaerop besiyerinde olmasina ragmen ayni bakteri kolonisinin aerop
besiyerinde bulunmamasi o bakterinin zorunlu anaerop oldugunu gosterir.

Subpasajlara bu testi yapmak givenli sonu¢ vermeyebilir. Clnki birka¢ pasajdan sonra
bircok anaerop bakteri oksijen toleransi gelistirebilir ve aerop ortamda kismen Udremeye
baslayabilir.

Yanlis pozitif sonuclar Haemophilus genusunda olabilir. Bu bakteriler aerop ortamda faktér
X (Protoporphirin 1X) gereksindigi halde anaerop ortamda buna gereksinim gostermez.
Haemophilus’lar cukulata agar disinda bir besiyerine ekilerek bu test yapildiysa anaerop Urer ama
aerop Uremeyebilir. Bdyle bir yanlis pozitif sonuca karsi dikkatli olmak gerekir.

Yanlig negatif sonuclar ise disgonik anaerop genuslarda olur. Bazi anaeroplar 4-7.inci
gunden sonra Ureyebilirler (Actinomyces gibi). Bu nedenle besiyerleri 2.inci giinde yoklanarak,
7.inci gun sonuna kadar bekletilmelidir.

Gram boyama :

Tanim: Boya maddesine gecirgen olan hicre duvarinin mimarisi hakkinda bilgi verir. (Gram
kelimesi 6zel isimdir, bilyik harf ile baglayarak yaziimalidir).

Prensip: Kristal viyole hiicre duvarindaki peptidoglikan kompleksine penetre olur. Eger
hicrede dis duvar yok ise (yani incelenen bakteri Gram negatif ise), kristal viyole magnezyum
ribonukleat kristalleri halinde gticre icerisine ¢oker. Bu ¢okelti, alkolde ¢6ziinmez, dekolorizasyon
ile giderilemez. Eger, hiicrede bir digduvari var ise (yani incelen bakteri Gram pozitif ise), uygulanan
kristal viyole hicre igerisinde alkolde ¢Oziinebilen bilesikler halinde kalir. Bu boyanin bu 6zelligi
sayesinde bakteri membranlari hakkinda fikir sahibi olunur.

islem: Bkz. Konu-7 Mikrobiyolojide boyama yéntemleri.

Koopler's Gram modifikasyonu (anaerop Gram boyama): Anaerop bakteriler narindir ve 1si ile
kolayca deforme olabilecekleri icin, materyalin fiksasyonu metanol yada aseton ile yapllir.
Dekolorizasyona direng gosteremeyen anaerop Gram pozitif bakterilerin Gram pozitif boyanmig
olarak kalmalarini saglamak icin kristal viyole ile muamele sirasinda preparat Gzerine 3-5 damla
taze hazirlanmis 5% lik sodyum bikarbonat damlatilir. Ayrica sulu fuksin icerisine safranin ilave
edilir. Diger islemler Konu-7'de anlatildigi gibi yapihr.

Bu test anaerobik bakterilere uygulandiginda sunlar hatirlanmalidir=

1. Eger incelenen anaerop bakteri Gram negatif ise renkleri genellikle, bir Gram negatif
bakteri icin olmasi beklenenden daha solgun ve daha acik pembedir. Bu nedenle, mikroskop
sahasinda ilk bakista boya artifaktl veya besiyeri kalintisi gibi gérinen olusumlarin bir anaerop
Gram negatif bakteri hicre kimesi olup olmadidi dikkatle incelenmelidir, (Bacteroides
pneumosintes boyledir).

2. Anaeroplar dekolorizasyona direng gosteremezler. Gram pozitif anaeroplar daima Gram
negatif boyanmaya meyil gosterirler, bu nedenle Gram pozitif boyananlar genellikle Gram
pozitiftirler, ancak Gram negatif boyananlarin belkide Gram pozitif olabilecegi hatirlanmalidir. Bir
anaerobun Gram pozitif oldugu, Tween-80 iceren agarda Uremesinin artmasi, brucella agarda
inhibe olmasi ve vankomisin diski ile inhibe olmasi ile dogrulanabilir.
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3. Ayni mikroskop sahasinda ayni hicreler farkli renk tonunda boyanabilirler, saf kiltirden
alinan anaerop bakterilerinin bu goruntuleri bir kontaminasyonu dugtndurebilir.

4. Ayni hicrenin bir yarisi bagka renk olabilir. Bu boyanma spor veya metakromatik cisim
olarak yanlis yorumlanabilir (taze materyalde spor bulunmayacagi hatirlanmalidir).

Degerlendirme: Bkz. Konu-7 Mikrobiyolojide boyama ydntemleri.

Gram boyama icin kilttrlerin daima taze olmasi uygundur, eskimig kilttrler ve zorunlu
aneroplarin Gram negatif boyanmaya megilli oldugu hatirlanmalidir, yanlis negatif sonuc¢
verebilirler. Protoplastlar daima Gram pozitiftir.

Boya solusyonlarinin icerisinde kontaminasyona bagll Greme olmamasi icgin icerisine 1 ml
kloroform katihr veya CCl, konur. Bu madde solusyonu muhtemel bir kontaminasyondan korur.

Pozitif kontrol igin stafilokoklar, negatif kontrol icin E. coli ayni lam Utzerinde isleme tabi
tutulabilir.

Hareket muayenesi:

Tanim: Bakteri hicresinin hareket organeli flajelladir. Ancak bunun disinda da hareket
edebilmeleri mumkindir. Boyasiz taze preparat 40x biyldltme ve asili damla teknigi ile
incelendiginde baglica su tip hareketler gozlenebilir:

1. Titresim hareketi (Twitching Motility): Bu gercek bir hareket sekli olmayip hicrenin
bulundugu mikroskop sahasindan bagka bir sahaya dogru yol almasini saglamaz, Streptococci ve
Staphilococci dahil olmak Gizere pek ¢ok turde bulunur. Bu bakteriler hareketsiz kabul edilir.

2. Ameboid Hareket (Ameboid Movement): Hicrenin hareket edecedi ybne dogru
sitoplazmasini sol-gel kivamina getirme yetenegi vardir, bu durumda hicre gidecegi yonde bir
pseuodpod (yalanci ayak) olusturur ve sitoplazma sol kivamina gelerek pseuodpod igine dogru
akar. Daha sonra sitoplazma eski kivamina déner. Boylece hiicre yer degistirmis olur.

3. Akarak hareket (Gliding Movement): Hiicre, kati ylizeye temasinda iyi aciklanmamig bir
mekanizma ile hi¢bir salinim yapmadan "kayar sekilde" yer degistirebilir. Bu bakteriler hareketsiz
kabul edilir.

4. Sarmal hareket (Oscillatory Movement): Tipik olarak Spirochetales'de gorulur. 3 ayri
hareket gurubunu kapsar, i) Hiucre bir ucundan asilarak pandul gibi salinir, ii) Saat yoninde yada
tersi yonde spiral seklinde doner. (spiroketler, Cristaspira, Treponema, Borrelia genuslari saat
istikameti tersine donerler. Leptospira’lar saat istikametine donerler.) iii) Hlcre endoflajelleriyle
sikisir, sonrada bosalmis yay gibi 6ne dogru firlar. Bu bakteriler hareketli kabul edilir.

5. Flagellar hareket (Flagellum Mediated Locomotion): Hucre, peritrikdz yada monotrikdz
flajelleriyle aktif sekilde hareket edebilir. Aksi belirtimemisse hareketlilik bu anlamda alinir. Bu
bakteriler hareketli kabul edilir.

6. Dalgalanmalar (Metachronal Waving): Silya esasina dayandigl dusunilmektedir.
Hucrenin dalgalanma frekansi genellikle 15 Hz (1 saniyede 15 defa) civarindadir. Bu bakteriler
hareketsiz kabul edilir.

Prensip: Mikroskop ile bakteri hicresinin hareketliliginin goz ile tespitinden ibarettir. Bu
testin esasi flajellar hareketin tespit edilmesidir.

islem: (Asili damla teknigi) Bunun icin bir koloni materyali bu is icin yapiimis 6zel bir lam
uzerinde ezilir, Gzerine bir damla steril tuzlu su konulur. Lam ters cevrilerek damlanin ylzey
gerilimi ile lamin ylzeyinde asili kalmasi saglanir. Mikroskopun kandansort asagi c¢ekilir, lamin
Islak ytzii kondansére dogru gevrilirek yavasca tablaya yerlestirilir, 40x buyultme ile incelenir.

Hareket tespiti icin indirekt yontemlerde vardir, Hareket besi yeri bunun icin uygundur. %3-
5 agar iceren pekgok yari kati besiyerinin bir ucuna ekim yapilarak inktibasyonu takiben yayiima
olup olmadigina bakilir.

Degderlendirme: Lamin 6nceden isitilip sogutulmus olmasi varsa hareketi kamgilar. Pozitif
kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa veya Proteus turleri kullanilabilir. Negatif kontrol igin bir
stafilokok kullanilir.

Kapsul muayenesi:

Tanim: Bakteri hicresinin dig duvarini orten glikokaliks yapidaki mukoid ortt (kapsul)nin

varligini aramak icin yapilan bir testtir. Ancak taze izolatlar icin varliginin ya da yoklugunun
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identik degeri olabilir. Clunkl bakteriler pasajlar sirasinda kapsdullerini kaybederler. Bu test,
Pneumococci, Meningococci ve Klebsiella'lar icin identiktir ve aslinda virtilans faktort olarak
degerli bir bulgudur. Ug turlii kapsul bulunur. 1) Makrokapsil= negatif boyama ile kolayca
izlenir, 2) Mikrokapsul ancak serolojik tekniklerle gdsterilir 3) Slim tabaka tam bir kapsul degildir
daha cok bakterinin adezinleri (dekstran, seluloz, glukan)dir.

Prensip: Bu test, makrokapsuliin boyama yontemleri ile gosterilmesi esasina dayanir.

islem: 1)Bir kapsiil boyasi veya basitce ¢ini murekkebi ile boyanir. 2) Canli bakteri drnegi
0zgul kapsul antikoru ile muamele edilerek kapsul sisme reaksiyonu aranir.

Degerlendirme: Boyanan kapsul 40x biyultme ile 1s1d1 kiran genis parlak bir tabaka olarak
gorulur. Tipe 6zgul standart antikorlar ile muamele edilen bakterinin genisleyen kapsulu siserek
mikroskopta gorilebilir hale gelir.

Seliler morfoloji:

Tanim: Bakteri hicresinin morfolojisi genus seviyesinde identifikasyona yardimci olur.

Prensip: Huicre seklinin laboratuvar sartlarinda tespiti esasina dayanir.

islem: incelenecek bakteri 6rnegi, tirine uygun kati besiyerinden alinmalidir. Tiriine
uygun bir boyama metodu ile boyanir ve mikroskopta incelenir. Daha iyisi canli boyalarla
boyamak veya materyali dogrudan mikroskopta incelenmektir.

Degerlendirme: Bkz. Konu.5 Bakterilerin siniflandiriimalari.

Materyali alevden gecirerek degil, aseton ya da alkolde bekleterek tespit etmeli, bdylece
bakteri hucresinin deformasyonuna engel olunmalidir. Ayrica kullanilan tuzlu suyun izotonik
olmasi sarttir. Sivi besiyerinde Uretilen bakteri hiicresinin uzamaya megilli oldugu hatirlanmalidir.
Hucre duvarinin bulunmadigi bakterilerde (Mycoplasmacaea gibi) labil morfolojiler bulunabilir.
Spor muayenesi:

Tanim: Bazi genuslar (Bacillus ve Clostridium gibi) uygun olmayan yasam kosullarinda
spor yapabilirler, bdyle bir 6zelligin gosterilmesi sadece genus ve hatta familya seviyesinde
ayirima yardimci olabilir. Sporun yapisinda dipikolinik asit (pyridine 2,6-dicarboxylic acid), keratin
ve kitin'e benzer proteinler gibi normalde bakteri hicresinde bulunmayan kompleks yapilar
bulunur.

Prensip: Spor gelisimi yalnizca fena ortam kosullarinda mumkindir. Bakteri logaritmik
uremenin sonunda karbon, azot, fosfat kaynaklarinin tikenmesi ile fena kosullara dogru zorlanir.

islem: Saf bakteri kultiriinden alinan ¢ok miktarda materyal kiiciik hacimde bir besiyerine
ekilerek 7-10 giin etlivde ve 4-6 gin oda isisinda bekletilir. Sportlasyonu tahrik amaci besiyeri
icerisine bakteri susuna 6zgul mineraller ilave edilebilir. CO, gazinin ortamdaki konsantrasyonu
azalirsa Clostiridium’lar daha kolay sporlanirlar. Dogrudan yada boyanarak mikroskopta incelenir.

Degerlendirme: Sporlar degisik terkipteki spor boyalari ile boyanabilecegi gibi olgunlagmis
sporlar direkt mikroskopi ya da Gram boyasi ile de gozlenebilir. Hicre icerisinde olabilecek
metakromatik cisimcikler ile karistirmamak icin spor boyalari yardimi ile tani koymak daha
dogrudur. Erlich-Ziehl-Neelsen boyasi ile sporlar kirmizi renkte boyanirlar. Malasit yesili de
kullanilabilir.

Klinik materyalden hazirlanmis taze preparatta spor aranmaz (yoktur). Logaritmik Greme
fazindaki genc kultiirden yapilan preparatlarda da spor aranmaz.

Degisik sicakliklarda treme (5, 22, 42 °C de Ureme) :

Tanim: Testin anlami, uygun olmayan sicakliklarda bakteri hicresinin  metabolik
faaliyetlerin devam edip etmeyeceginin belirlenmesidir.

Prensip: Bazi bakterilerin konak doku disinda yiksek veya diusuk isida metabolik
faaliyetlerine devam edebiliyor olmasi, o susun kimligi hakkinda bilgi vericidir.

islem: Tire uygun vasat icerisine inokiile edilen bakteri 22 veya 42 °C'ye ayarlamis etiivde
veya buzdolabinda 24-48 saat inktibe edilir.

Degerlendirme: Koloni gelisimi, pozitif test sonucu olarak yorumlanir. 22 ve 42°C i¢in pozitif
kontrol Pseudomonas aeruginosa , 5°C i¢in Listeria monocytogenes kullanilabilir.
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Yukarida anlatilanlar disinda bakteri fizyolojisini tanimaya yarayan baska bazi uygulamalar
da vardir. Ornegin koloni morfolojisi, kag¢ giinde iredigi, koloninin floresan verip vermedigi gibi.
Besiyerini koklamak 16 numarali kaynakta yazdidina goére ciddi sorunlara sebep olmaktadir.
Koklanmamalidir. Ancak klttr plaginin uzaktan duyulan bir kokusu varsa not edilebilir.

BiYOKIMYASAL TESTLER:
Seker fermentasyon testleri:

Tanim: Bir bakteri hicresinde hangi sekerleri fermente edebilen metabolizmanin
bulundugu o bakteri susu icin identik deger tasir.

Prensip: Esas itibari ile, bu test, incelenecek bakterinin treyebilecedi besiyerinin terkibine
sadece denenecek olan karbonhidratin ilave edilerek, fermente olup olmadiginin izlenmesinden
ibarettir. Bakteri, inkilbasyon dénemi sonunda bu sekeri fermente edip asit olusturabilmis ise
ortamin pH'si 5.5 sinir de@erinin altina dusecektir. pH indikatorii veya bir pH-metre yardimi ile
asidite tespiti yapilir. Burada dikkat edilecek nokta besiyeri icerisinde denenecek sekerden bagka
karbonhidrat bulunmamasi gerektigidir. BoOylece bakteri ortamdaki yegane karbonhidrati
kullanmaya zorlanir. Bakterinin ve karbonhidratin tirtine goére laktik, suiksinik, asetik, formik asitler
olusabilirler. Hangi asit(ler)in olustugunun bir 6nemi yoktur.

islem: Saf kiilturiinden bir 6ze dolusu koloni materyali, bakteri icin uygun olan ve icerisinde
sadece karbonhidrat bulunan besiyerine ekilir. Bakterinin Ureyebilmesi icin 06zel besiyeri
gereksinimi yok ise, bir genel kullanim sivi besiyerine ekilir. Bakterinin tlriine uygun sicaklikta
uygun sure inktbe edilir.

Seker fermantasyon bazal medium:

Pepton 59
Brom-Timol Mavisi 0.001 g
Distile Su 11t
Denenecek seker 19

(Denenecek seker; Arabinoz, dekstroz, glukoz, ksiloz, sukroz, laktoz, maltoz, mannoz, mellibiyoz, rafinoz, ramnoz,
sellobiyoz, trehaloz... olabilir)

Bu besiyeri icerisine seker ilavesi yapildiktan sonra Durham tlpU ters cevrilerek havasi
alinmali ve tindalizasyon ile sterilize edilmelidir.

Anaeroplara yapilacak testlerde ise PY-Broth besiyeri kullanilir, ekimden 6nce kaynatilip
sogutulmahdir. Gerekirse icerisine anaerop bakterinin ihtiyaclari (vit Ky , sistein, lizin veya hemin)
ilave edilir. Ekimi takiben yizeyi 1 ml steril mineral yagi ile kapatiimalidir.

Degerlendirme: inkilbasyon dénemi sonunda olusan sari renk ortamdaki sekerin
fermentasyonu sonucunda asit olugtugunu ve pozitif test sonucunu isaret eder. Kontrol olarak
ekim yapilmamisg bir tip besiyeri ile birlikte inklibe edilmelidir.

Brom-timol mavisi pH=7'de acik yesildir, pH<5.5'de sari renk alir, ancak pH>7.5'de ise
koyu yesil yada mavi renk alir. Karar verilemeyen durumlarda bir pH-strip ya da pH-metre ile pH'In
5.5'un altinda oldugunu dogrulamak gerekir. 5.5 - 6.5 arasi pH dereceleri “zayif asit* seklinde
yorumlanmalidir. Alcaligenes gibi bazi bakteriler ve bazi anaeroplar ortamdaki peptondan
amonyak olusturarak asit vasati tamponlayarak, pH tespitini maskeleyebilirler. Bu nedenle uzun
inkiibasyondan kacinmalidir, ayrica inkiilbasyon boyunca tipler belirli araliklarla yoklanmalidir.
Herhangi bir anda pH'nin 5.5'un altina digmesi ve besiyerinin sari renk almasi pozitif sonug igin
yeterlidir. pH nin yeniden yikselmesi ve yeniden acik yesil renk olusumu test sonucunu negatif
yapmaz.

Bilhassa anaerop olan bazi bakteriler, inkiibasyon donemi boyunca sekeri degil ama renk
indikatorint degrade edebilmektedir. Ortamda asit bulunmadigi halde renk indikatort sari renk
alabilir. Yanhs pozitif sonuc verebilir. Besiyerine 1 damla bromtimol mavisi damlatarak pH'in
gercgekten asit olup olmadigini dogrulamak gerekebilir.

Durham tupleri icerisinde olusmus gaz kabarciklar fermentasyon sonucu olusan katabolik
gaz urunlerin (CO2, Hy, H,S) bulundugunu kalitatif olarak gosterir.
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Anaeroplar icin gaz yapiminin tespiti amaci ile durheim tipleri kullaniimaz, GLC (Gas-
Liquid Chromotography) yontemi kullanilir.

Aminoasit ( Arginin-Lysin-Ornithin ) dekarboksilasyonu:

Tanim: Dekarboksilaz'lar aminoasitlerin karboksil kismi ile reaksiyona girebilen bir grup
enzim substratlaridir. CO, aciga c¢ikaran bu reaksiyon dekarboksilasyon olarak isimlendirilir. Her
bir dekarboksilasyon enzimi yalnizca bir aminoasit i¢in spesifiktir. Arginin, Lysin ve Ornithin
dekarboksilasyonu 3 ayrn testtir ve bu aminoasitlerin bir bakteri 6rne@i tarafindan kullaniimasi
genus bazinda identiktir.

Prensip: Dekarboksilasyon testleri icin Moeller decarboxylase buyyon kullanilir. Eger
incelenen bakteri 6rnegi besiyerine konulan aminoasiti kullaniyorsa alkali aminler ortaya ¢ikar ve
pH yukselir. Arginin, dnce citrullin’e ve sonra agmatin 'e hidrolize olur. Bu bir dihidroliz olayidir.
Lysine, cadaverin'e; ornithin, putrescine’'e deamine olur. Hepsi alkalin aminlerdir. pH indikatoru
besiyerinin alkali oldugunu gdsteriyorsa olumlu sonuc¢ anlamina gelir.

islem: Moeller decarboxylase buyyon icerisine denenecek amino asitlerden bir tanesi ilave
edilir ve incelenecek bakteri ekilir. Amino asit ilavesi yapiimamis bir besiyeri kontrol igin
kullaniimalidir. inkiibasyonun ilk saatlerinde besiyeri sari renk alabilir. Bunun sebebi ortamda
bulunan glukozun fermentasyonudur. Eger inkiibasyon sonunda amino asit dekarboksile olursa
ortaya cikan alkalin aminler pH't 7 nin tzerine ¢ikarir. pH indikatérii mavi-yesil renk alirsa sonug

pozitiftir.
Moeller decarboxylase broth:
Pepton 59¢g
Beef extract 590
Bromcresol purple 0.01 g
Cresol red 0.005 ¢
Glucose 05¢g
Pyridoxal 0.005 g
Amino asit 10g (L-arginin, L-lysine veya L-ornithin)
Distile su 11t pH=6.0ayarlanir.

(Aminoasitlerin D- formu kullanilacaksa 2 kati miktarda kullaniimalidir.)

Degerlendirme: ilk saatlerde olusmasi beklenen sari renk degerlendiriimez. inkiibasyon
sonunda besiyeri renginin koyu yesil olmasi pozitif, sar olarak kalmasi negatif sonucu gosterir.
Hicbir sararma olmadan orjinal renginde kalip kalmadigi ekim yapilmamis kontrol tipua ile
karsilastirilarak yanhs pozitif sonuclardan kaginmak gerekir

Negatif kontrol olarak Enterobacter aerogenes, pozitif kontrol olarak ise Enterobacter
cloacae kullanilabilir.

DNAZ testi:

Tanim: Bazi bakteriler deoksiribonuclease enzimi yaparlar. Bu test bakteride bdyle bir
enzimatik aktivitenin mevcudiyetinin arastinimasidir. Bu test, Staphylococci icerisinden
S.aureus'u ayirabilmek icin plazma koagulaz testinden daha kiymetlidir.

Prensip: Burada kullanilan besiyerinde DNA vardir. Bakterinin DNAz aktivitesi varsa koloni
cevresinde bulunan DNA parcalanacaktir. inkilbasyonu takiben uygulanan ayira¢ bir DNA
boyasidir. Koloni etrafinda DNA bulunup bulunmadigi ortaya ¢ikarir.

islem: incelenecek bakterinin saf kulturiinden bir koloni DNAz besiyerine ekilir, uygun sure
inkiibe edilir. inkiibasyonu takiben olugan koloniler {izerine 1 damla ayira¢ uygulanir. Seffaf zon
aranir.

Deoksiribonuklaz Agar:

Desoxyribonucleicacid 29

Phytone 59
Sodium chloride 59
Trypticase 159
Agar 159

Distile su 1t pH=7.3 ayarlanir.
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Ayirag:
1N HCI veya %0.1 Toluidin Mavisi

Degerlendirme: incelenen bakteri DNAz pozitif ise koloni etrafinda berrak ve seffaf bir zon
gorulur. Toluidin mavisi kullaniimis ise bu saha parlak pembe renk alacaktir. Bu gorintl testin
sonucunun pozitif oldugu anlamina gelir. DNAz aktivitesini tahrik edebilmek icin besiyerine Ca™™
katilmasi dnerilmistir. Ancak besiyerine Trypticase Soya Agar katilirsa buna gerek kalmaz. Pozitif
kontrol S. aureus'tur.

Eskulin hidrolizi :

Tanim: Eskulin (aesculin) bir glikozittir. 6,7-dihydroxycoumarin’in 6-3-D-glucosyl derivatidir.
Eskulinin  hidrolizlenmesi ve fermentasyonu farkh iki kimyasal reaksiyondur. Eskulin
fermentasyonunun mikrobiyolojik énemi yoktur ama eskulinin hidrolizlenmesi testi bilhassa bazi
anaeroplar ve streptokoklar igin identiktir.

Prensip: Eskulin, hidrolize olunca 6-7-dihydroxycoumarin acgiga ¢ikar, bu madde ortamda
bulunan ferrik sitrat ile reaksiyona girer. Ferrik sitrat ultra viyole isikta floresans verdigi halde
reaksiyona girdikten sonra floresans vermez hale gelir.

islem: incelenecek bakterinin saf kiiltiriinden bir 6ze dolusu materyal 5 ml eskulin buyyona
ekilir. Ekilmemis kontrol buyyon ile birlikte tire uygun stire boyunca inkiibe edilir ve hergin
ultraviyole 1sik altinda yoklanir.

Eskulin Buyyon:

Aesculin 19
Ferric citrate 05¢
Peptonlu su 11t

Degerlendirme: Ekim yapilmamig buyyon, ekim yapilmig buyyon ile yanyana getirilerek
ultraviyole lambaya yakinlastirilir. Ekim yapilmamis buyyon floresans verirken, ekim yapiimis
buyyon isimiyor ise pozitif test sonucu olarak yorumlanir.

Buyyondaki siyah kahverengi renk H,S ve demir sulftirlerin olusumuna bagl olup eskulinin
hidrolizlendigi anlamini tagimaz.

Anaeroplar icin eskulin hidrolizi bakilacaksa, anaerop atmosferden cikarildiktan sonra ilk
15-20 dakika icerisinde bakilmaldir. Aksi halde yanls pozitif sonug verirler.

Fenil alanin deaminasyonu:

Tanim: Phenylalanine, fosfofenolpiruvattan sentezlenen fenil pirGvat'in aminlenmis bir
derivasyonudur. Aromatik bir amino asittir. Bazi bakteriler bundan fenil pirtivik asit elde edebilirler.

Prensip: Bu test, icerisinde fenil alanin bulunan bir ortamda fenil pirtivik asit olusup
olusmadiginin, ayirag ilavesi ile tespit edilmesi esasina dayanir.

islem: incelenecek bakteri tiipte hazirlanmis Phenylalanine agar'a ekilip tiire uygun sure
inkiibe edilir. Uremeyi takiben koloniler tizerine 1 damla ayira¢ damlatilarak yesil renk aranir.

Phenylalanine agar

D- veya L-Phenylalanine 29
Yeast extract 39
Sodium chloride 59
Sodium phosphate 19
HCI 2.5 mi
Agar 12 g
Distile su 11t
Ayirac:

Ferric chloride 12 g

Distile su 100 ml pH = 7.3 ayarlanir.
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Degerlendirme: Hemen olusan koyu yesil renk ortamda fenil pirtivik asit bulundugunu yani
pozitif test sonucunu gosterir. Besiyeri igerisine karbonhidrattan zengin bir katki kullaniimamalidir.
Negatif kontrol icin E. coli, pozitif kontrol icin herhangi bir Providencia, Proteus veya Morganella
susu kullanilir.

Tirozin saydamla stirma:

Tanim: Tirozin, fosfofenolpiruvat'tan sentezlenen hidroksifenilpiruvat'in aminlenmis bir
derivasyonudur. Aromatik bir amino asittir. Bilhassa Bacillus, Nocardia, Pseudomonas,
Acetobacter ve eugonic Mycobacteria'lar bu aminoasitten melanin olusturabilir.

Prensip: Tirozin’in deamiasyonu tyrosinase enzimi ile olur ve bu test, ortaya ¢ikan siyah
renkli melanin'in tespit edilmesine dayanir.

islem: Tirozin agar icine veya et infuzyon buyyon icerisine 0.1% tyrosine ilave edilerek
ekim yapilir. Tre uygun sure kadar inkiibe edilerek her giin siyah renk aranir.

Tyrosine agar (Gordon&Smith, 1955):

Pepton 59
Sigir et Ozeti 39
Agar 159
L-Tyrosine 59
Distile su 11t

Tyrosine agar'a ekim yapiimigsa siyah koloni olusumu yaninda, koloni cevresinde ve
altinda (agar icerisinde) saydamlagsma goérulmesi beklenir.

Degerlendirme: Koloni c¢evresinde hem siyah pigmentasyon ve hem de agarda
saydamlasma pozitif test sonucu olarak yorumlanir. inkiibasyon isisi mumkiin oldugu kadar
dusuk (30 °C civarinda) tutulmahdir. Besiyerine karbonhidrat ilave edilmemelidir.
indol testi (Triptofan’dan indol yapimi):

Tanim: indol bir benzyl pyrrole olup, fosfofenolpiruvattan sentezlenen indolgliserolfosfat'in
aldehite baglanmasiyla ortaya c¢ikar. Aromatik bir aminoasittir. Typtophanase enzimine sahip olan
bakteriler triptofani 6nce deamine, sonra hidrolize ederek indol olustururlar.

Prensip: indol, p-dimethylaminobenzaldehyde (Kovac's ve Ehrlich's ayiraci) 'nin aldehit
koku ile reaksiyona girmeye isteklidir. Bu reaksiyon gerceklesirse besiyeri kirmizi renk alir.

islem: Bakteri 6rnekleri triptofan'dan zengin bir besiyerinde inkiibe edilmelidir. Bu amag ile,
Sulfide indole Motility (SIM), Motility indole Ornithine (MIO) veya indol Nitrat besiyerleri
kullanilabilir. indol deneyinde su besiyeri de kullanilir:

Tryptophan buyyon (1% tryptophan) besiyeri:

Pepton veya pancreatic casein digest 29
Sodium chloride 0,59
Distile su 100ml
Kovac's ayiracl

Saf amyl veya isoamyl alkol 150ml
p-Dimethylaminobenzaldehyde 10g
HCI 50ml
Ehrlich's ayiraci

p-Dimethylaminobenzaldehyde 29

Etil alkol 190m|
HCI 40ml|

Triptofan iceren besiyerinde bakteri 6rneginin 18-20 saatlik kulturl yapilir. Kovac's ayiraci
kullanilacaksa 10-15 damla ayira¢ tupin i¢ duvarindan yavagca akitilir. Eger Ehrlich's ayiraci
kullaniliyor ise, 6nce 1 ml ksilen (xylene) konularak besiyeri muhteviyatinin tipuin dibine ¢okmesi
beklenir ve tlp sarsiimadan Ehrlich's ayiraci konur. Renk degisimi gozlenir.
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Degerlendirme: Birka¢ saniye icerisinde, ayirac ile buyyon arasinda veya ayirac ile ksilen
tabakasi arasinda olusan parlak kirmizi renk pozitif sonucu bildirir. Besiyerine karbonhidrat ilave
edilmemelidir.

Hizh tani amaci ile filtre kagidina p-dimethylaminocinnamaldehyde emdirilerek indol
yapimi aranabilir. Bu madde karsinojendir, dikkatli calismak gerekir.

Pozitif kontrol i¢in E.coli, negatif kontrol icin Klebsiella, Enterobacter, Hafnia veya Serratia
grubu bakteriler kullanilabilir.

Hidrojen stilfit (H »S) yapimi:

Tanim: Bazi bakteriler icerisinde kikurt bulunan (gibi) aminoasit yada baska sulfath
bilesikleri kullanarak hidrojen sulfit (H,S) olugturabilirler.

Prensip: incelenecek bakteri, karbonhidrattan fakir, kiikiirtli aminoasitten zengin bir
besiyerinde Uretilerek, aminoasitleri kullanmaya zorlanir. H,S olugsuyorsa demirli veya kursunlu
indikatorler ile tespit edilir.

islem: incelenecek bakteriden bir koloni amaca en uygun olarak Demir-Klorurlii-Jelatin
Besiyerine ekilir. inkilbasyonu takiben olusan demir siilfiir (FeS) sebebiyle siyah koloni olusumu
aranir.

Degerlendirme: incelenen bakteri daha kolay Ureyebilecedi bagka bir kati besiyerine
ekilecekse bu besiyeri tiip icerisine dokiilmeli ve karbonhidrattan fakir olmalidir. inkiilbasyondan
once kursun asetat emdirilmis steril stizge¢ kagidi, besiyerine degmeyecek sekilde tipin agzina
sikigtirilarak yerlestirilir. H,S volatildir. inkilbasyonu takiben olusan H.S, kagit lizerinde siyah
renkli kursun silfir (PbS) olusturur. lyi oksijenlendiriimis ortamda H,S olugsmayacag!
hatirlanmalidir. Bu test anaeroplara yapildiginda anaerobik atmosfer bozulduktan sonra ilk yarim
saat icerisinde koloni etrafinda siyah bir renklesme pozitif sonu¢ anlamina gelir.

Pozitif kontrol olarak E.coli, B.subtilis kullanilabilir.

Hemoliz testi:

Tanim: Testin anlami bakterinin hemolitik aktivitesinin varliginin tespitidir. Bu test, aksi
belirtiimemisse koyun kanini esas alir. Anaeroplar i¢in at veya tavsan kani kullaniimasi istenebilir.
Kanli agarda ureyen bakteri kolonilerinin ¢evresinde eritrositlerin parcalanarak, bir zon olugmasi
olarak tanimlanir.

Prensip: Eritrositlerin parcalanmasi haemolysin enzimi ile olur. Bu test esas itibari ile
bakterinin bu enzimi yapip yapmadidinin tespitidir.

islem: Bir 6ze dolusu bakteri, 50 ml/l koyun kani iceren kanli agara ekilerek tiirine uygun
sicaklikta ve sire inkiibe edilir. Koloni cevresinde eritrositlerin lizis oldugu bir zon olusumu aranir.

Degerlendirme: Koloninin ¢evresi mikroskopta 10x buyultme ile daima kontrol edilmeli ve
agar derinlikleri dahil olmak Uzere eritrositlerin bulunmadigi bir zonun varligi aranmalidir (3
Hemoliz). Koloni ¢evresinde kismen parcalanmis eritrositlerin mevcudiyetinde demirli bilesiklerin
olusturdugu yesil renkli bir zon g6zlenecektir (a Hemoliz). Koloni c¢evresinde eritrositlerin
parcalanmadigi durum ise negatif test sonucu olarak yorumlanir (y hemoliz).

Hemolizin'ler O ve S olmak uzere iki farkh sekilde bulunabilirler. S (Surface) tipindeki
hemolizinler agar yiizeyinde, O tipindeki hemolizinler ise agarin derinliklerinde hemoliz yaparlar.
Oksijensiz ortamda hemoliz zonu genigler.

Pozitif kontrol icin B. cereus veya A grubu streptokok, negatif kontrol i¢cin S. epidermidis
kullanilabilir.

Jelatinaz testi:

Tanim: Jelatin, kollajenin kaynatiimasi ile ortaya c¢ikan bir proteindir. Sicak suda
bekletildiginde jel kivamina gelir. 28-35 °C arasinda sol kivamindadir. Bilhassa Clostridium turleri
basta olmak Uzere bazi bakteriler jelatinaz (bazen kollajenaz) enzimleri ile jelatini parcalar.

Prensip: Jelatinli besiyerinde Ureyen bakterinin jelatinaz enzimi varsa kolonisi etrafinda sol
kivaminda bir zon gelismesi esasina dayanir.

islem: incelenecek bakteri igne dze ile agar ylizeyine batirilarak ekim yapiimalidir. 24.unci
saatten itibaren her gin yoklanmalidir. Koloninin etrafinda jelatinin dekompoze olarak sol
kivamina gelmesi incelenir.
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Jelatin Agar:

Pepton 59

Sigir et ozeti 39

Agar 159

Gelatin 49

Distile Su 11t pH=7.4ayarlanir

Degerlendirme: Jelatinde bdyle bir sulanma pozitif test sonucunu gosterir. Besiyerinin her
tarafinda sol kivaminda ¢6zilme olmugsa 1-2 saat buzdolabinda birakilarak tekrar kontrol
edilmelidir. Bu durumda besiyerindeki jelatin yeniden jel kivamina gecer ama koloni etrafinda
dekompoze jelatin varsa hala sol kivaminda kalacaktir.

Besiyerine karbonhidrat konulmamalidir. Bakteri, kolay enerji temin edebilecegi
karbonhidratlar bulursa jelatini sindirmeye gereksinim duymayabilir. Bu durumda yanlis negatif
sonugclar alinabilir. Besiyerine Ca' ilave edilmesi ve tUreme Isisinin biraz altinda inkiibe edilmesi
bakterinin (varsa) jelatinaz aktivitesini kamcilar. Kollajenaz aktivitesi fazla olan proteolitik tirler
jelatini de parcalayarak yanlis pozitif sonug verebilir.

Anaeroplar bu veya bagka besiyerinde test edilebilir. Bir alternatif metot olarak uygun stre
inktbe edildikten sonra, koloniler Gizerine mercuric chloride (Hg,Cl,) damlatilir. Bu madde serbest
jelatin tarafindan baglanarak renk dedistirecektir. Dolayisi ile koloni etrafinda renksiz bir zon
gorulmesi pozitif jelatinaz aktivitesini isaret eder.

Katalaz testi:

Tanim: Katalaz (catalase) bakterilerin Urettigi bir enzimdir. Aslinda bir hemoproteindir.
Superoksit dismutaz ve indirgenmis flavoproteinlerin oksitlenmesi sirasinda bakteri hcresi
icerisinde aciga ¢ikan toksik hidrojen peroksiti su ve oksijene kataliz eder. Katalaz, streptokoklar
haric pekcok aerobik ve fakultatif mikroorganizma tarafindan Uretilir. Bu nedenle katalaz testi
siklikla Micrococcaceae ve Streptococcaceae ayiriminda kullanilir.

Prensip: incelenecek bakterinin katalaz uretimini tespit etmek amaci ile bakteri kolonisine
H.O, damlatilir. Bakterinin katalaz enzimi varsa kabarciklar seklinde O, gazi cikigi tespit edilir.
Reaksiyon soyledir: 2H,0, —> 2H,0 + O..

islem: incelenecek bakteri kolonisi kiirdan kullanarak lam tizerinde ezilir. Uzerine 1 damla
hidrojen peroksit (%3) damlatiir. Gaz kabarciklari aranir.

Degerlendirme: Hizla baslayan ve kisa sire icerisinde kaybolmayan kabarciklar pozitif
reaksiyon anlamina gelir. Bazi bakteriler katalazdan baska (Non-hem katalaz) enzimler ile
hidrojenperoksiti dekompoze edebilir. Bu nedenle 20-30 saniye sonra olugan veya bir ka¢ kiguk
kabarcik seklinde olusarak hemen kaybolan gaz kabarciklarl pozitif test sonucu olarak
yorumlanmaz.

Kanl besiyerinden alinan koloniler yanhs pozitif sonug¢ verebilir, ¢inku, eritrositlerin
icerisinde de katalaz enzimi mevcuttur ve 0ze ile koloni materyali alinirken besiyerine temas
ederek yanliglkla oradan eritrositleri almak mumkundur.

Anaerop bakteriler icin test dncesi materyal yarim saat kadar hava ile temasta birakilmal
ve kullanilan peroksit soltiisyonu %15 lik olmahdir.

H,O, stok solusyon isik almayan kahverenkli bir sise icerisinde ve buzdolabinda
saklanmalidir. Aksi halde inaktive olarak yanlig negatif sonug¢ verebilir. Pozitif kontrol olarak
Staphylococcus aureus, negatif kontrol olarak herhangi bir Streptococcus kullanilabilir. Burada
anlatilan katalaz test standartlari ve yontemleri Mycobacterium'lar icin gecerli degildir.

Potasyum siyanit (KCN)'te treme:

Tanim: Potasyum siyanit solunum fermentlerini (cytochrom, porphyrin) bloke eder. Bir
bakterinin KCN iceren bir besiyerinde ureyebilmesi, hicrenin nonfermentatif yol diginda bir
solunum mekanizmasinin bulundugunu goésterir ve bilhassa Arizona ve Salmonella genuslarinin
Citrobacter genusundan ayiriminda 6nem tasir.

Prensip: incelenecek bakteri 6rnegi KCN iceren besiyerine ekilerek inkiibe edilir.
Ureyebiliyorsa o bakterinin fermentatif solunum mekanizmasi var demektir.
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islem: Asagidaki bazal buyyona KCN ilave edilmeden bir tiipe ayrilir ve kontrol besiyeri
olarak kullanilir. KCN ilave edilmis buyyon ile birlikte ekim yapilarak tiriine uygun sire kadar
inktbe edilir. Her giin yoklanir,

KCN Buyyon (Moeller, 1954):

Pepton 10g
Sodium Chloride NaCl 59
Potassium Phosphate, KH,PO4 0.2g
Disodium Phosphate, Na;HPO, .2H,0 5.64¢9
Distile su 11t
Potassium Cyanide, KCN %5 15 ml

Degderlendirme: KCN igeren ve icermeyen besiyerinin herikisinde de treme tespit edilirse
test sonucu pozitif olarak yorumlanir. KCN'li buyyonda treme yok iken kontrol buyyonda treme
varsa negatif test sonucu olarak yorumlanir. Her ikisinde de Greme yok ise o bakterinin Gremesi
icin mutlak gereksindigi 6zel besiyerine, son konsantrasyonu 1:13300 olacak sekilde KCN
katillarak test tekrarlanmalidir. Test kalitatiftir, Uremenin az yada fazla olmasi test sonucunu
etkilemez.

Pozitif kontrol olarak Citrobacter, Providencia, Proteus, Klebsiella, Hafnia, Serratia,
Enterobacter kullanilabilir. Negatif kontrol olarak Shigella, Salmonella, Arizona veya E.coli
kullanilabilir.

KCN toksik olup kilit altinda bulunmalidir ve buharlasmasinin engellenmesi icin lastik
kapakli tiplerde saklanmaldir. KCN iceren besiyerleri kullanildiktan sonra dogrudan otoklava
konulmaz. Laboratuar guvenligini saglamak icin atilacak besiyerleri icerisine 6nce %4 KOH'den
en az 0.1 ml konulmali ve tiipe bir parca kristalize FeSO, atilarak siyaniriin tamamen baglanmasi
saglanmahdir.

Koagulaz (Coagulase) test:

Tanim: Koagulaz'lar, sitrath veya okzalath plazmay koagule edebilen birbirinden ¢ok farkh
iki tane bakteri enzimidir. 1) Ortama salinan serbest koagulaz : Kaltur filtratlarina gecger, tup testi
gerektirir. 2) Hicre duvarina bagl koagilaz (clumping faktor): Kaltdr filtratlarinda bulunmaz. Lam
testi yeterlidir. Koagulazlarin tespiti bilhassa Staphylococcus aureus'un ve Yersinia pestis’in kendi
genusunun diger Gyelerinden ayirimina yardimci olur.

Prensip: incelenecek bakteri lamda ve tiipte tavsan plazmasi ile muamele edilip plazmada
koagulasyon aranir.

islem ve degerlendirme: Deneyde sitratll veya okzalatll tavsan veya insan plazmasi
kullanilir. Plazma sitratli ise, sitrati kullanan bakteriler, plazma icerisinde bulunan sitrati kullanarak
koagulasyon yapabilir ve yanlig pozitif sonu¢ verebilirler. Bu sebeple pozitif kontrol olarak
Staphylococcus aureus, negatif kontrol olarak Staphylococcus epidermidis kullaniimalidir, veya
antikoagulan olarak sitrat yerine okzalat kullaniimahdir.

a) Bagli koagiilaz'in tesbiti (Lam Test): incelenecek bakteri kolonisi, lam Uzerinde iki ayri
yerde ezilir, bir tanesi Uzerine 1 damla izotonik tuzlu su, digerine plazma ilave edilir. Mukayeseli
olarak g6z ve mikroskopla aglttinasyon aranir.

5 saniye icerisinde koagilasyon olusumu pozitif reaksiyonu gosterir. 2 dakika icerisinde
olusmamis ise test sonucu negatiftir. Pozitif test sonugclari, lam tzerinde plazma ihtiva etmeyen
koloni ile daima karsilastiriimalidir. Her ikisinin de pozitif oldugu durumlarda bir degerlendirme
yapmaktan kaciniimalidir, ¢tinki izotonik olsa bile tuzlu su ile temas eden bazi bakteriler spontan
aglutine olabilir.

b) Serbest koagiilazin tesbiti (Tiip Test): incelenecek bakterinin 18-24 saatlik buyyon
kaltirinden 1 ml taze plazma Uzerine eklenip 1 saat araliklarla koagulasyon aranir, bulunamaz
iIse 18 saat oda isisinda birakilarak tekrar okunmalhdir. Tup incelenirken hafifce egilmeli ancak
calkalanmamalidir. Plazmada koagulasyon gorilmesi pozitif sonuctur.
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Thiomersal kullanan bireylerin plazmasi kullanildiginda koagulasyonu engeller, heparin
engellemez. Plazma igerisine 0.5 ml 5% kalsiyum Klorit eklenmesi veya seker hastalarinin
plazmasinin kullaniimasi bu testi daha duyarl ve givenli yapar.

Yoklamalar sirasinda bir defa koagulasyon gérilmesi, ilerleyen yoklamalarda koagulasyon
kaybolsa bile pozitif sonu¢ anlamina gelir. Cunku, inkibasyon sirasinda olusabilecek pihti, ayni
bakterinin olusturabilecegi fibrinolizin enzimi ile tekrar yok edilebilir. Bu sebeple daha uzun
inkiibasyondan kaginiimalidir.

Negatif lam test gOsteren butin suslar tip testine alinmalidir. Cunki bagh koagulazi
olmayan bakterilerin serbest koagulazlari bulunabilir. Ama bir bakterinin serbest koagulazlan
varsa genellikle bagh koagulazlari da vardir.

Lipaz ve Lesitinaz testi:

Tanim: Lipolitik bakteriler lipaz enzimleri ile yaglar parcalayabilirler. Bazi bakterinin
identifikasyonunda 6énemli bir kriterdir.

Prensip: Yaglar lipoliz ya da hidroliz ile gliserin ve yag asitlerine parcalanir. Deneyin
prensibi besiyerinde bu maddelerin pH indikatori ile tespit edilmesine dayanir.

islem: Bakterinin saf kiltiriinden lipaz besiyerine ekim yapilarak tiiriine uygun sure inkiibe
edilir.

Lipaz Besiyeri (Davis & Ewing, 1964):

Pepton 10g
Yeast Ectract. 39
Sodium Chloride, NaCl 59
Agar 209
Victoria Blue, 1:1500 ag.sol., 100 mi
Misir yagi %5 viv 50 ml
Distile su 900 ml

Degerlendirme: Koloni etrafinda olusan mavi renk yagin parcalandigini dolayisi ile o
bakterinin lipazlari oldugunu ve pozitif test sonucunu isaret eder. Yandan beyaz isik ile
aydinlatildiginda koloni bir inci tanesi gibi parlyor ise lipaz aktivitesi vardir. Renk olusmamasi veya
kirmizi renk olusmasi negatif test sonucu olarak degerlendirilmelidir.

Agar icerisinde ve koloni ¢evresinde presipitatlarin bulunmasi bakterinin lesitinaz aktivitesini
gosterir. Koloni Uzerine 1 damla su konularak bakildiginda koloni etrafinda presipitat ihtiva
etmeyen parlak genis bir zon var ise bu, lesitinaz pozitif anlamina gelir.

Malonat fermentasyonu :

Tanim: Bazi bakteriler sodyum malonat'i kullanma ve fermentleme 0zelligine sahiptir.
Salmonella - Arizona ve Klebsiella -Aerobacter —Serratia ayiriminda faydaldir.

Prensip: Malonat'in yikim drtnleri baziktir. Bu test bakteri Greyen ve icerisinde malonat
bulunan besiyerinin pH sinin tespiti esasina dayanir.

islem: incelenecek bakteri tiriine uygun siire malonat buyyonda inkiibe edilir, pH
indikatoru ile alkali degisim aranir.

Modifiye Malonat Buyyon:

Ammonium sulphate 29
Dipotassium phosphate, K,;HPO, 0.6¢g
Potassium phosphate, KH,PO, 049
Sodium chloride 29
Sodium malonate 39
Brom-timol mavisi, %5 alk.sol 5 ml
Distile su 11t

Degerlendirme: Mavi ve koyu yesil renklesme pH'in ytkseldigini yani pozitif test sonucunu
gosterir. Rengin degismemesi ya da sarlya donismesi negatif test sonucunu gosterir. Daima ekim
yapilmamis bir buyyon ile birlikte inkibe edilmelidir. Besiyerine karbonhidrat konulmaz. Cunku
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karbonhidrat fermentlenerek asit olusturur ve varsa alkali maddeleri tamponlayarak yanlis negatif
sonuclara sebebiyet verebilir. Serratia’lar negatif kontrol olarak kullanilabilir.
Mukat fermentasyonu:

Tanim: Mukat bazi bakteriler tarafindan fermentlenir. Shigella , Escherichia, Salmonella,
Arizona ve Citrobacter ayirminda énem tasir.

Prensip: Mukat (mukik asit) fermente olabilir yapidadir ve son rin kuvvetli bir asittir. Bu
test, mukat bulunan besiyerinde, son trtin olan asitlerin olustugunu gézleme prensibine dayanir.

islem: Bakterinin saf kiiltiriin organik asit besiyerine ekilerek tiiriine uygun siire inkiibe
edilir. indikator ile pH tespit edilir.

Organik Asit Besiyeri (Ellis et al.,1957):

Pepton 109

Brom-timol mavisi %2 12 ml

Mukat 10g

Distile su 1t pH=7.4 ayarlanir

(Bu besiyeri, D-Tartarat ve sitrat kullanimini tespit etmek icin de kullanilabilir. Bu durumda, besiyerine
kullanilan mukat yerine tartarat veya sitrat konur)

Degerlendirme: Karbonhidrat fermentasyon testlerinde oldugu gibi pH indikatortintin koyu
yesilden sari renge dogru donismesi pH'In 5.5 altina duserek asit olustugu anlamina gelir, pozitif
sonucu igaret eder. Bu besiyerine karbonhidrat ilavesinden kaginmak gerekir.

Bazi kaynaklar sonucun dogrulanmasi amaci ile, hem kontrol tipine ve hem de ekim
yapilmis tipine noétral kursun asetat eriyiginin 0.5 ml ilavesini gerekli gérmektedirler.

Pozitif kontrol olarak E.coli, negatif kontrol olarak da herhangi bir Shigella veya
Edwardsiella tyesi kullanilabilir
Metil kirmizisi testi:

Tanim: Karbonhidratlardan ileri seviyede (pH<4.4) asit olusumunu tesbit i¢in kullanilir. Bu
durum ancak karisik asit fermentasyon yolunu kullanan bakterilerde mimkundur.

Prensip: Her bakterinin rahatca fermente edebilecegi bir seker (mesela glukoz) bulunan
besiyerinde Uretilen bakterinin pH ‘1 4.4’0n altina dusurecek kadar kuvvetli asit yapip
yapmadiklarinin pH indikatoéri veya pH-metre ile aranmasi esasina dayanir.

islem: Bu test icin Voges-Proskauer (MR/VP) buyyon kullanilir. En az 48 saat inkiibe edilir,
surenin uzun olmasi bilhassa gereklidir, 48 saat dolmadan okuma yapilmaz. Tipe 5 damla metil
red ayiraci (besiyerinin her mililitresine 1 damla ayirag) ilave edilir ve kirmizi renk aranir.

Methyl-Red/Voges-Proskauer (MR/VP) buyyon

MR/VP broth Polypepton 79

Glucose 59

Dipotassium phosphate 59

Distile su 11t pH=6.9ayarlanir
Metil red ayiraci

Methyl red 0.1¢g

Ethyl alcohol 95% 300 ml

Distile su 200 ml

Degerlendirme: Besiyeri ylzeyinde (tamaminda olmayabilir) kirmizi bir renk olusumu pozitif
sonugtur, turuncuya dogru giden ara renkler pozitif degildir. Daha iyisi bir pH-metre ile besiyeri pH
sinin 4.4 sinirinin altinda olup olmadiginin okumaktir.

Pekgok bakteri basit bir seker olan glukozu fermente edebilir diye dusiundlerek bu
besiyerine karbonhidrat olarak glukoz secilmis ve yeterli goralmusttr. Halbuki, Gardnerella
vaginalis ve Eubacterium tirleri gibi bazi bakteriler glukozu kullanamadigi halde baska
karbonhidratlardan ¢ok kuvvetli (ph<4.4) asit olusturabilir. Belkide bu test icin kullanilan MR/VP
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buyyon, karbonhidrat bakimindan daha zengin hale getiriimelidir. Béylece potansiyel yanlis
negatif sonuglar engellenmis olacaktir.

Pozitif kontrol amaci ile E.coli, negatif kontrol amaci ile Enterobacter aerogenes veya
Klebsiella pneumonia kullanilabilir.

Bu test bu safhada Voges-Proskauer testi ile devam ettirilebilir:

Voges-Proskauer testi:
(Bu testi uygulamak icin yukarda anlatilan Metil kirmizi testinin yapilmis olmasi gerekir.)

Tanim: Bazi bakteriler, karbonhidrati butanediol fermentasyon yolu ile fermente ederler.
Sonugta, acetyl-methyl carbinol, veya onun kursorleri acetoin ve 2,3,butanediol olusur. Bazi
enterobakteriler (Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia ) icin identiktir.

Prensip: incelenen bakteri butanediol fermentasyon yolunu kullandiysa ortamda bulunan
acetoin ve 2,3,butanediol ayiraclarin ilavesiyle diasetile oksitlenir ve a-naphtol ile birlesip kirmizi
renk verir. Testin amaci bu kirmizi rengin aranmasidir.

islem: Metil red testinde anlatildigi gibi Uretilen bakteri 6rnegi lizerine, besiyerinin her
mililitresine 0.6 ml ayirag-1 ve 0.2 ml ayirac-2 ilave edilir. Tup kuvvetle calkalanip yatik
pozisyonda yarim saat beklenir. Kirmizi renk aranir. Bu yontem Barritt metodudur. O'meara
metodunda ise a-naphtol yerine creatine kullanilhr.

Ayirac-1

a-Naphthol (5%) 59
Ethyl alcohol 100 ml
Ayiracg-2

Potassium hydroxide (40%) 40 g
Distile su 100 mi

Degerlendirme: Ayirac ilavesinden 15-30 dakika sonra olusan kirmizi renk pozitif sonug
anlamina gelir. Degerlendirme 1 saatten sonra yapilmamalidir, ¢inki negatif sonuglanan
testlerde bile yaklasik bir saat sonra bakir rengi olusur.

Nitrat reduksiyonu:

Tanim: Bakterinin nitratdan oksijen koparabildiginin arastirilmasidir. Nitratlari nitrite
indirgeyen nitrate reductase enzimleri Pantoa agglomerans, bazi Serratia ve Yersinia trleri harig
batiin Enterobacteriaceae familyasinda ve anaeroplarda nitrat rediktazlar genellikle bulunur. Bu
test Haemophilus, Neisseria ve Branhamella genusuna ait tUyelerin de birbirlerinden ayirimlarinin
yapilabilmesi i¢in faydali bir testtir.

Prensip: Reaksiyonun kimyasal profili s0yledir: NO3™ + 2e” + 2H —> NO; + H,0
Testin prensibi incelenen bakterinin Gretildigi nitrath ortamda nitrit aranmasidir. Bakteri kolonisi
Uzerine veya buyyona ayliraclar damlatildiginda ortamda nitrit varsa
p-sulfobenzene-azo-a-naphthylamine olusur. Bu madde kirmizi renkli bir diazonium boyasidir.

islem: Bu test icin bakteri 6rnegi asagidaki besiyerinde tiiriine uygun siire inkiibe edilir. Her
iki ayirag sirasiyla 0.5 ml damlatilir. Renk degisimi gozlenir.

Nitrate Broth or Nitrate Agar:

Beef extract 39
Pepton 50
Potassium nitrate (KNO3) 19
Agar (nitrit icermeyen) 12 g
Distile su 11t
Ayirac A:

Sulfanilic acid 8¢
Acetic acid 5N,30% 11t
Ayirac B:

a-Naphthylamine 59

Acetic acid (5 N),30% 11t
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Degerlendirme: 30 saniye icerisinde kirmizi renk olusmasi pozitif sonu¢ anlamina gelir.
Besiyerinin renginde bir degisim olmamasi su sonuglardan birisini ifade eder: 1) Bu bakteri nitrati
nitrite reduklememistir, bu halde testin sonucu gercekten negatiftir. 2) Bu bakteri nitrati nitrite
rediklemis, ama nitrit siratle bagka komponentlere baglanarak ayiraclardan gizlenmigtir. Testin
sonucu pozitiftir ama negatif gérinmektedir. (Ornegin nitrat iki defa rediiklenirse sonugta nitrit degil, NHs, N,
NO, N,O veya hydroxylamine sekline donusir. Ayraglar bunlar tespit edemez). Bunu anlamak igin, negatif
sonuc¢ veren besi yeri icerisine kicuk bir metalik ¢inko parcasi atilarak nitratlar manuel olarak
nitrite indirgenmeli ve kirmizi renk olugsumu aranmalidir. Bu dogrulama isleminin sonucunda
kirmizi renk goridlmesi, ortamda indirgenmemis nitrat bulundugunu ve bakterinin nitrat
rediktazlarinin bulunmadigini yani testin sonucun negatif oldugunu gosterir.

Kontrol amaci ile negatif testler tekrarlanabilir veya negatif kontrol olarak Acinetobacter
baumannii, pozitif kontrol olarak ise Escherichia coli kullanilabilinir.

Bu test Mycobacterium’lar igin yapilacaksa besiyeri modifiye edilmeli, laktik asit ilave
edilmeli ve inkiibasyon siresi tire uygun olarak uzatiimahdir.

Oksidaz testi:

Tanim: Cytochrome C oxydase enziminin varligini arayan bir testtir. Bu enzim demir iceren
bir hemoproteindir, nonfermentatif (aerobik) solunuma katilir. Pseudomonas, Neisseria, Vibrio ve
Pasteurella’larda bulunur zorunlu anaeroplarda genellikle bulunmaz.

Prensip: incelenen bakteride bu enzim bulunuyorsa ayiragi indofenol mavisi'ne oksitler ve
mavi renk aciga gikar.

islem: %1 lik Kovac's oksidaz ayiraci (Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride)
veya Gordon - McLeod's oksidaz ayiraci (Dimethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride) veya
ticari oksidaz disk ve ayiraclari kullanilabilir. Direkt Plak Teknik: 2-3 damla ayira¢ dogrudan
bakteri kolonisi tizerine damlatilir. indirekt Strip Teknik: Ayiraclardan birisi bir siizge¢ kagidina
emdirilir ve tizerine bakteri kolonisi tatbik edilir. Onerilen metot budur.

Degerlendirme: 10 saniye igerisinde bakteri kolonisinin temas ettigi stizge¢ kagidinin veya
Uzerine ayira¢ damlatilan koloninin koyu mavi renk almasi pozitif sonuctur. 60 saniye icerisinde
olusan renklesme durumunda test tekrarlanmaldir, daha ge¢ olusabilecek renklesmeler
degerlendiriimez. Nikel, krom ve paslanmaz celikden yapiimis Ozeler yerine agactan yapiimis
kirdanlar kullaniimahdir. Clinkt metal ytzeyinde olusan oksitler testin sonucunu yanlis pozitif
yapar. Negatif kontrol olarak E. coli , pozitif kontrol i¢in ise P. aeruginosa kullanilabilinir.
R-D-galaktozidaz (ONPG) testi:

Tanim: Bakteri hicresi laktozu kullanabilmek igin 6nce: 1) Laktozu bir permease enzimi ile
hiicre icerisine alir, daha sonra, 2) hicre icerisine aldigi laktozu intraselller bir enzim olan 3-
galactosidase ile hidrolize eder. Bu test, 3-galaktozidaz'in varligini yani laktoza potansiyel etkili
bakterileri ortaya cikartir. Bu test sonucu pozitif olan bir bakteri kaktozu fermente etmek zorunda
degildir.

Prensip: Eger bakteride 3-galaktozidaz enzimi varsa ortamda bulunan O-Nitrophenyl-3-D
Galactopyranoside (ONPG) parcalanacaktir.Sonucta galaktoz ve O-Nitrophenyl agiga c¢ikacaktir.
Bunlardan O-Nitrophenyl sari renklidir.

islem: incelenecek bakterinin saf kiiltiriinden bir koloni ONPG buyyona ekilerek tiiriine
uygun sure inktibe edilir. Sari renk aranir.

ONPG Buyyon:

Peptonlu su 750 mi
ONPG stok solusyonu 250 ml
ONPG Stok Solusyonu:

ONPG 69
0.01M NayHPO4, 11t

Degerlendirme: inkiibasyonu takiben olugsan sari renk pozitif test sonucunu verir. ONPG
stok solusyonu buzdolabinda ve karanlikta saklanmalidir.
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Safraya tolerans:

Tanim: Bazi bakteriler barsagin dogal konakgisi olup bir karaciger salgisi olan safranin
%40 konsantrasyonlarina bile tolerans gosterirler. Bu test o bakterinin safrada yani barsakta
yasaylp yasayamadigini tespit eder. B. fragilis'in diger Gram negatif anaeroplardan ayiriminda ve
bazi enterobakteriler ve D grubu streptokoklarin ayiriminda anahtar testtir. Bu test,
Pneumococcus genusuna uygulanan safrada lizis testinden bagimsizdir.

Prensip: icerisinde %40 safra bulunan bir besiyerinde {reme olup olmadigina
bakilmasindan ibarettir.

islem: incelenecek bakterinin saf kolonisi safrall agar icerisine ekilir, turiine uygun
sicaklikta uygun stre inklibe edilir, treme aranir.

Safrall Agar:

Kurutulmus 6kiz safrasi 40 g
At serumu 50 ml
Et infuzyon agar(veya ture uygun besiyeri) 11t

Degerlendirme: inkiibasyonu takiben sadece tireme aranir. Koloni morfolojisi, koloni rengi
veya mikroskopi bakilmaz. Bakteri kolonisinin mevcudiyeti pozitif test sonucu icin yeterlidir.

Ticaretten temin edilebilen safra diskleri de vardir, antibiyotik diskleri gibi ekim yapilmis
agar yuzeyine birakihp zon dlcimi yapilabilir. Disk kullanimi anaeroplar icin tercih edilir.

Safrada lizis :

Tanim: Pnoémokoklari diger streptokoklardan ayirmak icin yapilan bir testtir. Pnémokoklar
enterik ekolojiye (safraya) fazla duyarldirlar. Ortamda safra mevcudiyetinde pnémokok otolizinleri
(alanin-muramyl-amidase) aktive olur ve bakteri hiicresi parcalanir. Bu test safraya tolerans testi
degildir ve bu test icin safrada erime ifadesi makul bir terim dedgildir.

Prensip: Bakteri kilttrt Gzerine safra eklenir, buyyonun optik gecirgenligine bakilarak lizis
aranir. Otolizise direnen pnomokoklarin yanlis negatif sonuclarini engellemek icin ve bakterinin
otolizinlerini aktive etmek icin buyyona sodium deoxylate eklenebilir.

islem: Pnémokok oldugundan siiphelenilen streptokok 6rnegi iki ayri buyyonda bolca
uretilip pH s1 7.4-7.6 ya ayarlanir, %10 luk sodium deoxylate sollisyonu eklenir. Bir tanesinin
Uzerine %9-11 lik 6klz safrasi (veya onun yerine ona esde@er olarak safra asiti olan sodium
taurocholate) eklenir. 15 dakika etlvde birakilir. Her iki tup, optik okuyucuda veya goz ile
bakilarak mukayese edilir, kontrol tupine kiyasla kdltir sivisinin renginin acilip acilmadigi
yoklanir.

Degerlendirme: Safra ilave edilen buyyonda, kontrol tipine kiyasla renk acilmasi pozitif
test sonucudur. Negatif kontrol olarak enterokok kullanilabilir.

Sitrat kullanimi :

Tanim: 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.

Prensip: Bu test yapilirken bakteri érnegi protein ve karbonhidratlardan yoksun bir ortama
ekilerek sitrati kullanmaya zorlanir. EGer bakteri sitrati kullanabilirse bazik trlinler agiga c¢ikarir.
Cunkl, besiyeri icerisinde sitrata bagll olarak bulunan katyonlar, sitrat ayriinca amonyaga,
amonyuma (NH;") ve amonyum hidroksite (NH4OH) doniisur. Olusan alkali ortamda bulunan
bromtimol mavisi pH indikatoérl olarak baz olusumunu gosterir.

islem: Denecek bakterinin saf kultiriinden 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
aranir.

Simmons Citrate agar:

Ammonium dihydrogen phosphate 1lg
Dipotassium phosphate 19
Sodium chloride 59

Sodium citrate 29
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Magnesium sulfate 0.20¢
Agar 159
Bromthymol blue 0.08 ¢
Distile su 11t

Degerlendirme: 48 saatlk inkibasyonu takiben koloni gelismesi pozitif test sonucu igin
yeterlidir. CUinkd bu besiyerinde bakterinin kullanabilecegi sitrattan baska bir karbon kaynagi
yoktur. Koloni geligsiyorsa sitrati kullanabiliyor demektir. Koloniler etrafinda koyu mavi renk
olusumu pozitif sonucu destekler. Koloni gelismis ancak mavi renk almamis besiyerlerinin, daha
uzun sure inkiibasyonu yapilarak renk olusumu aranmasina gerek yoktur. Ancak beklenirse mavi
renk olusacaktir.

Pozitif kontrol icin Enterobacter aerogenes, negatif kontrol icin Esherichia coli kullanilabilir.
Ureaz testi:

Tanim: Ure (NH>-CO-NH,), karbonik asitin bir diamide tiirevidir. Butiin diamitler kolayca
amonyak ve COy'e hidrolize olurlar, daha sonra amonyum karbonata dénusurler. Bazi bakteriler
Ureaz (urease) enzimleri ile su reaksiyonu katalizlerler: (NH,-CO-NH,) + 2 H,O + urease —> CO,
+ H,0O + 2NH3 <—> (NH4)2CO3

Prensip: Bakteri, icerisinde ure bulunan besiyerinde Uretilerek tre'nin bazik yikim drunleri
pH indikatord ile izlenir.

islem: incelenecek bakterinin saf kulturiinden bir 6éze dolusu Stuart's {ire buyyona veya
Christensen's Ure agar'a ekim yapilarak tirtine uygun sire inkiibe edilir. pH indikatortindeki renk
degisimi gozlenir.

Stuart's Urea Broth

Yeast extract 0.1g

Monopotassium phosphate 9.1¢

Disodium phosphate 95¢

Urea 2049

Phenol red 0.01¢g pH = 6.8 ayarlanir
Christensen's Urea Agar

Pepton 19

Glucose 1lg

Sodium chloride 59

Monopotassium phophate 29

Urea 209

Phenol red 0.012¢

Agar 159 pH = 6.8 ayarlanir

Degerlendirme: Bazi mikroorganizmalar (Proteus ve Actinobacillus gibi) 1-2 saat icinde
ureyi hidrolize edebilir, daha az aktif trler ise 2 veya 3 guin gereksinebilir. Her iki besiyeri de alkali
pH'da kirmizi renk alir. Bu renk degisimi pozitif reaksiyon anlamina gelir. Besiyeri sarl rengini
korumus ise negatif reaksiyon olarak yorumlanir.

Pozitif kontrol i¢cin Proteus'lar, negatif kontrol icin Escherichia coli, zayif pozitif kontrol i¢in
ise Klebsiella ttrleri kullanilabilir.

Diger biyokimyasal testler :

Adanitol (ribitol): Riboz'un indirgenme ile yikilmig Granudur. Bazi bakteriler bunu polihidrik bir
alkole donusturebilir.

Dulsitol (galactitol) ve sorbitol (glucitol): Glukozun aldehit gurubunun indirgenmesi sirasinda
ortaya c¢ikan polihidrik alkollerdir. C grubu streptokoklar, E. coli, K. pneumonia ve birgok
Salmonella i¢in identiktir.

Mannitol'e etki: Mannoz veya fruktozun yikim trinlerinden olup polihidrik bir alkoldur. E. coli, bazi
Salmonella, Mycobacterium ve Bacillus turleri tarafindan metabolize edilir.
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Eritritol: Eritroz (erythrose) isimli sekerin parcalanmasi ile ortaya c¢ikan bir alkoldur. Kimyasal
yapisl; CH,OH(CHOH),CH,OH dir. Bazi bakteriler eritritolu metabolize edebilirler.

inositol'e etki: inositol, hexahydroxycyclohexane genel ismi ile bilinir. Bakterilerin fosfolipitlerinde
yeralir. Dokuz farkll stereokimyasal formu bulunur. Baglicalari sunlardir : Myo-inositol, scyllitol
(aminoglikozit antibiyotiklerin c¢ekirdegini olugturur), d-inositol, ve I-inositol vs. Bazi bakterilerin
beslenme gereksinimidir. Bilhassa K. pneumonia ayirnminda faydalidir.

Salisin'e etki: O-Hydroxymethil-Phenyl-3-D-glucopyranoside. Bu maddenin bakteri tarafindan
metabolize edilip edilmedigi bilhassa S.pyogenes, K.pneumonia ve S.marcences i¢in identiktir.
Gliserol fermentasyonu: Gliserol bir alkoldtr. Alkolik fermentasyonun bir minér Granddar. Fakat
alkali ortamda veya ortamda bisulfit mevcudiyetinde ¢ok miktarda dihydroxyacetone phosphate
aciga cikar ve NADH, tarafindan glycerol-3-phosphate’a donusgturdlar. Daha sonra bu madde
defosforile edilerek enerji aciga cikarilir ve gliserol meydana gelir. Bu yolu kullanarak enerji temin
bazi bakteriler icin bu test identiktir. (Bacillus gibi).

Nisasta hidrolizi: Bakterinin tlrine uygun, proteinden zengin ama karbonhidrattan fakir bir
besiyerine nisasta ilave edilir. inokiilasyonu takiben, uygun sire inkiibe edilir, kolonilerinin tizerine
Gram's iodine solusyonundan 1-2 damla birakilir. Renksiz kalmasi nigsastanin hidrolize oldugunu
gosterir.

Kazein hidrolizi: Bakterinin turine uygun, karbonhidrattan zengin ama proteinden fakir bir
besiyerine inek suti ilave edilir. Uygun sire inkiibe edilir, kazein hidrolize olmugsa koloni ¢evresi
seffaftir.

ANAEROPLARIN IDENTIFIKASYONU:

Yukardaki testler anaerobik atmosfer altinda anaeroplar icin de yapilabilir. Eger testin
anaerobik bakteriler icin yapilmasi bir 6zellik arzediyorsa, bu durum test anlatilirken aciklanmistir.
Klinik 6nemi olan bazi anaerobik bakterilerin koloni morfolojisi, pigment ve floresans 6zellikleri
Tablo 11-1 ‘de verilmistir.

Tablo 11-1 Klinik 6nemi olan bazi anaerop bakterilerin kiltir 6zellikleri.

Muhtemel bakteri ce sidi

Bacteroides ureolyticus grubu, Ekinella

Bacteroides levii, B. macacae, Porphyromonas
asaccharolytica, P.gingivalis ve P. endodontalis, Prevotella
corporis, P. loeschii, P. denticola, P. melaninogenica, P.
nigrescens veya herhangi bir anaerop Gram negatif comak.
Prevotella intermedia, Prevotella loeschii

Fusobacterium tirleri

Kultar 6zelli gi
Agari delen koloni

Siyah pigmentli koloni

Kirmizi floresans
Yesilimsi floresans

Besiyerinin yesillenmesi

Fusobacterium turleri

Cift zonlu 3 hemoliz

Clostridium perfringens

Sahanda yumurta gérianimu

Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium varium

iri ve centikli koloni

Clostridium turleri

Meduz basi koloni

Clostridium septicum

Az digi goruntisui

Actinomyces turleri

Benekli koloni

Fusobacterium nucleatum

Buyyonda kiimelesme

Clostridium septicum, Clostridium sordelli

On Tani Plaklari (Presumpto plates, 3 |t kuadrant p

laklar):
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Tanim: Lombard ve
Dowell tarafindan gelistiriimis
ve CDC tarafindan kabul
gorip standardize edilmig bir
anaerop identifikasyon
Jelatin prosedurudir. Bu iglem igin
her birisi dérde boélinmis (¢
tane standart petri kutusu
kullanihir. Bu plaklar 1 den 3 e
kadar numaralandirilir. Herbir
petri kutusu sag Ustten
_ baglaylp, saat istikametine
® dogru donecek sekilde A
harfinden D harfine kadar
isimlendirilir ~ (1A,1B,1C,1D;
® 2A,2B,2C,2D; 3A,3B,3C,3D)
ve her birisine LD agar
(Lomber-Dowel agar) ve farkli

H Ekulin
hdol HS

Katlax

Lesitinax

Safa Lipaz

Plak-1

O Renizilin
Kanamin O

O R mpisin

S__ekll 1__1_Tl (?ntanl plaklar_l |Ie_ a}naeropvl_d_entlflkasyon yontemi. Herbirisi katk maddeleri iceren
dorde bolinmus (A...D) ve igerisinde degisik katki maddeleri bulunan LD agar . . ..
(Lomber-Dowel agar) besiyeri ve 2 tane CDC kanli agara ekim yapilir. Plak- besiyerleri konulur. Bdylece

1A-D sirasi ile LD eskulin agar, LD yumurta sarisi agar, LD safra agar, sade LD | birbirinden farkli 6zellikte olan
agar icerir. Plak-2A-D sirasi ile LD nigsasta agar, B-LD st agar, LD DNA agar, 12 tane plak serisi olusturulur.
LD glikoz agar icerir. Plak-3A-D sirasi ile LD laktoz agar, LD ramnoz agar, LD Bu ¢ petri kutusundan bagka

jelatin agar, LD mannitol agar icerir. 2 adet CDC anaerop kanli
agar da kullanilir. Bkz. Sekil 11-1.

Prensip: Tanimlanan bu yontemde anaerop identifikasyona pratik bir yaklasim esas
alinmigtir. Tek bir bakteri 6rnegine 24 tane biyokimyasal ve fizyolojik testi tek bir inkibasyonda
yapmak mumkundur. Besiyeri modifiye edilebilir. LD agar yerine 6rnegin PY agar kullanilabilir veya
besiyeri sayisi amaca 6zel sekilde artinlabilir. Boylece anaerop identifikasyona bir esneklik ve
cabukluk getirilmistir.

islem: incelenecek bakterinin sivi besiyerindeki 24 saatlik saf kilturii McFarland No.3
bulaniklik seviyesine ayarlanir ve her plaktaki 4 ceyrege ve 2 tane kanl agara esit miktarda ekim
yapilir. Birinci plagin D ¢eyregine ekim yapildiktan sonra (LD agar bulunan sol-tst geyrek) agar yuzeyine
steril bir kurutma kagidi yerlestirilir, bu kagit daha sonra indol testinde kullanilacaktir.

CDC kanh agar tzerine 2 IU penisilin, 1000 ug/ml konsantrasyonda kanamisin, 15 ug/ml
konsantrasyonda rifampin emdiriimis diskler yerlestirilir. Bunlarin ticari olanlari da vardir (Becton
Dickinson, MD).

ikinci CDC anaerop kanli agar lizerine SPS ve nitrat emdirilmis diskler yerlestirilir. SPS disk
hazirlamak icin %5lik SPS solusyonundan 20 pl alinir, standart antibiyotik duyarlk diskine (¥4 inch)
emdirilir, kurutulur. Ticarette Grobax diskleri adi ile bilinir (Roche diagnostic, Nutley, NJ). Bunlar
oda isisinda 6 ay, buzdolabi ve karanlikta daha uzun sire stabildir. Nitrat diski hazirlamak icin, 30g
KNO3; ve 0.1g Na;M00,4.2H,0 (sodium molibdate) 100 ml distile su icerisinde ¢ozulur. Por capi
0.45 um olan filtre kullanilarak sterillenir, kurutma kagidi diskine 20 pl olarak emdirilir ve kurutulur.

inokiile edilen plaklar, bakterinin tiiriine uygun siire inkiibe edilir.

Degerlendirme: 2 tane CDC kanli agarda hemoliz, pigment, floresans, Gram reaksiyon,
hareket ve penisilin, rifampin, kanamisin direnci bakilir. SPS, Penisilin ve kanamisin diski igin 12
mm, rifampin diski icin 15 mm den dar zonlar direncli, daha genis zonlar ise duyarh olarak not
edilir. Nitrat diski Uzerine, nitrat reduiksiyon testinde anlatilan ayiraglar damlatilir ve orada
anlatildigi sekilde degerlendirilir. Antibiyotik duyarlilik disklerinin yorumu Tablo 11-2’'de verilmistir.
Plak-1'in A c¢eyregi su testlere hizmet eder: eskulin hidrolizi, H,S olusumu ve katalaz. Plak-1B
ceyreginde lipaz ve lesitinaz aktivitesi bakilir. Plak-1C ve D c¢eyreklerinde sirasi ile safraya tolerans
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ve indol bakilir. Plak-2'de sira ile nigsastanin hidrolizi, kazein hidrolizi, DNAz aktivitesi ve glukoz
fermentasyonu bakilir. Plak-3'te A,B ve D c¢eyreklerinde sirasi ile laktoz, ramnoz fermentasyonu ve
mannitol’'u kullanma arastirilir. C ¢eyreginde jelatin hidrolizi incelenir. Bu testlerin teker teker nasil
yorumlanacagl bu konunun igerisinde ilgili baglik altinda anlatiimigtir. Bakteri identifikasyon
tablolar Ek-4 te verilmistir.

Tablo 11-2 On tani plaklarinda kullanilan antibiyotik disklerinin yorumlanmasi. {R, direncli; S,
duyarl; £, degisken sonuclari ifade eder.}
Denenen antibiyotik

Uretilen anaerop mikroorganizma Colistin Kanamisin |Vancomycin
(10u9) (1 mg) (5u9)

Batun Gram pozitifler

Gram negatif koklar
Bacteroides fragilis grubu
Bacteroides ureolyticus grubu
Diger Bacteroides'ler
Fusobacterium’lar

Prevotella

Hlnt+ (00|
T|N|D(WNVAT|WN|ZT
A|D|AO(D(D[O|WN

Anaerop identifikasyon kitleri:

identifikasyonda kullanmak (izere laboratuvarda hazirlanan butiin kimyasal maddeler,
besiyerleri ve ayiraclar, kiigik ampullere ve siselere doldurulup kutu icerisinde kullanima hazir bir
sekilde satilir. Bunlara identifikasyon kitleri denir. Ticari identifikasyon kitlerinin sayisi 24 n
Uzerindedir, ancak Uzerinde en ¢ok calisma yapilan API-20A (Analytab,NY) ve Minitek (Becton
Dickinson, MD)'tir. Her ikisi de asakkarolitik anaeroplar ve Gram negatif koklar icin yetersiz
gorunmektedirler. Yapilan karsilastirmali caligmalar Presumpto Plates (Ontani Plaklart) yonteminin
her turli identifikasyon kitinden daha degerli oldugunu goéstermistir. Bir calismada API-ZYM
(Analtab, NY), APl An-IDENT (Analytab,NY), IDS RapID-ANA II (Innovate Diagnostic, GA), Vitek
Anaerobe Identification ANI (Vitek Systems, MO), MicroScan Rapid Anaerobe Identification
System (American MicroScan CA) ve ATB 32A Anaerobes ID (bioMerieux, France) isimli kitler
karsilastiriimig, sonucta bu kitlerin identifikasyon dogruluk degerinin ortalama %60-70 arasinda
oldugu bulunmustur. Yazarlar bu ve benzer kitlerin kullanimdan kaldiriimasi temmenisinde
bulunmuslardir.

RaplID ANA II kiti kullanarak daha dnceden ne oldugu bilinen 300 anaerobun %87'sini dogru
olarak identifiye edilebilmigtir. Bir bagka calismada ise 566 anaerop bakteri kullaniimis ve ayni kit
ile ancak %68 bakteri 6rnegi dogru olarak identifiye edilebilmigtir.

Bazi anaerop identifikasyon kitleri, yogun inokulum (MacFarland No.5) kullanmak sureti ile 4
saatlik inklibasyon donemi sonunda bakterinin enzimatik (glycosidase, aminopeptidase)
aktivitesine dayanarak identifikasyon yapabilmektedir. 24-48 saatlik inkilbasyon dénemi olan kitler
ile bu 4 saatlik kitler arasinda kargilastirma yapan bir ¢calismada 563 anaerop bakteri kullaniimigtir.
Bu bakterilerden 268 tane Bacteroides ve Fusobacterium'un %74'U, 97 tane anaerobik kokun
%81'i, 78 tane sporsuz Gram pozitif anaerobik comagin %55'i, 120 tane Clostridium‘un %64l
dogdru identifiye edilebilmistir. Sonucta anlasiimistirki her iki sekilde elde edilen sonuclar birbirine
anlamli sekilde yakin ¢ikmaktadir ama dogruluklan tartismalidir. Yazarlarin ortak digtncesi ilave
testler gerektigi ve hizli sonug¢ gereksinimi diginda hicbir kitin anaerobik identifikasyon amaci ile
kullanilmamasi gerektigidir. Ayrica, kitlere inoklle edilecek bakteri 6rneginin dretici firmalarin
belirledigi besiyerlerinde hazirlanmasi gerekmektedir. Ornegin incelenecek bakteri 6rnegi
Schaedler Blood Agar veya Cycloserine-Cefixitin Fructose Agar icerisinde uretilmigse kitler hatal
sonuclar vermektedir. Dogru identifikasyon amaciyla dretici firmalar Kitlerin icerisine gereginden
fazla cesitlilikte besiyerleri ilave etmektedir, bunlar identifikasyon kitinin maliyetini artirmaktadir ve
uretici firmaya bagimli hale getirmektedir. Bir baska problem zamanla bozunabilecegi hakli
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gerekcesi ile vit K;, L-cystine ve yeast extract kitlere eklenememigtir. Oysaki bunlar bazi
Bacteroides ve Porphyromonas tirlerinin bagimli oldugu maddelerdir.
Gaz likit kromotografisi (Gas-Liquid-Chromotography , GLC):

Tanim: Anaerobizm konusunda anlatildigi Gizere, anaerop bakterilerin, Embden-Meyerhof-
Parnas yolu ile elde ettikleri heksoz yikim Grlnleri kendi tirlerine 6zguldir ve bu kimyasal
maddeleri Uredikleri ortama salarlar. GLC ile bakteri identifikasyonu, bakteriyi degil, bakterinin
Uredigi ortamdaki heksoz yikim Grdnlerini tespit etme esasina dayanir. Bu Urlnler, volatil veya
nonvolatil yag asitleridir. GLC ile incelenen bakterinin genusu tam olarak séylenebilir ama spesifik
epitetini kesin olarak sdylemek zordur. Ornegin bir bakterinin tredigi ortama bdtirik asit verdigi
tespit edilirse, bunun hangi Clostridium oldugunu sdylemek zordur. Clnkt Clostridium’lar icerisinde
14 tanesi Uredigi ortama butirik asit salar. Propinobacterium genusundaki bitlin bakteriler ortama
propiyonik asit salar. GLC bulgulari ile diger standart biyokimyasal ve fizyolojik test sonuclari
birlestirildiginde daha dogru bir identifikasyon yapilabilir. Kabul géren 2 tane GLC standardi vardir:
Thermal Conductivity Detectors (TCD) (He gazi basinci 75 Ib/in®> kolon isisi 115 °C, enjektor Isisi
180 °C, dedektor 1sisi 200 °C. ) ve Hydrogen Flame lonization Detectors (FID) (He gazi basinci 40
Ib/in?, kolon 1sisI 145 °C, enjektor 1sisi 180 °C, dedektdr isisi 190 °C). Her ikisinde de taslyici gaz
helyum’dur ve okumalar 1 saniyede 1 mV seviyesindedir. FID, nonvolatil asitlerin tayini icin

onerilmez.
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Sekil 11-2 Gaz likit kromotografi yonteminde kalibrasyon soltisyonunun verdigi pikler (A),
muhtelif bakteri 6rneklerinin PYG buyyonda, 35 °C de ve 48 saatlk kiltirinin Thermal
Conductivity Detector cihazi ile verdigi pikler (B,C,D). Bakteriler tarafindan hangi yag asitlerinin

besiyerine salindigi tespit edilir ve identifikasyon yapilir.
Pa, propionic acid; Aa, acetic acid; /BA, isobutyric acid; Ba, butyric acid; Va, isovaleric acid; Va, valeric acid; /Ca,
isocaproic acid; Ca, caproic acid.

Prensip: Bakterinin tretildigi sivi besiyeri, isitilmis helyum gazi icerisinden gegirilir bu sirada
olusan sicaklik degisimleri cihaz tarafindan elektriksel sinyallere donusturiltr, amplifiye edilerek
kayitlanir. Besiyerindeki her yag asiti belirli stirelerde yanar ve voltaj sigralamalari (pik) yapar.
Kacinci dakika bu elektrik sinyal degisimi meydana geldiyse, o sirada yanmakta olan yag asitinin
ne oldugunu kantitatif olarak ifade eder. Bunun igin 6nceden igerisinde bilinen miktarda bilinen yag
asitleri bulunan bir sivi cihazda okunup kayit edilerek cihaz kalibre edilmelidir. Volatil asit
kalibrasyon sollisyonu icin bir tlipe acetic, formic, propionic, isobutyric, butyric, isovaleric, valeric,
iIsocaproic, caproic asitler ve distile su sirasiyla 0.037, 0.057, 0.075, 0.092, 0.091, 0.109, 0.109,
0.126, 0.126, 100 ml konur. Hazir satilani da vardir (Supelco, Inc.). Nonvolatil asit kalibrasyon
soliisyonu icin bir tipe pyruvic, lactic (%85), succinic, phenylacetic asitler ve distile su sirasiyla
0.068, 0.084, 0.06, 0.08, 100 ml konur ve cihaza okutturulur. Sekill1-2A’daki gibi voltaj pikleri
elde edilir. Her bir pik hangi yag asitinin ne miktarda bulundugunu anlatir.

islem: Bakterinin kiltiriinin yapildigi ortamda volatil yag asitleri (acetic, propionic,
iIsobutyric, butyric, isovaleric, valeric, isocaproic ve caproic asitler)in varligini tespit etmek igin :
incelenecek bakteri 8 ml PYG buyyona ekilir, anaerobik sartlarda uygun siire inkiibe edilir, 2 ml
PYG buyyon, 13x100 mm lik temiz bir vida kapakli tiipe alinir, pH = 2 veya altinda oluncaya kadar
%50 (V/V) H,SOy4 ilave edilir, bu islem eterde ¢cozuntrlugu artiracaktir. 1 ml ethyl ether ilave edilir,
tubun kapagi sikilir ve kuvvetle calkalanir, bu sirada ucucu yag asitleri eter icerisinde ¢dziinecektir,
daha az parlayici oldugundan eter yerine Metyl-tert-butyl kullanilabilir. 1500-2000 rpm 15 dakika
santrifijlenerek eter-kultir emdalsiyonu c¢okturalur, tip, -20°C de bekletilir, bu islem sirasinda
besiyeri donar ama eter sivi halde kalacaktir. Tlplin kapag! acilarak eter bir baska tipe alinir ve
istenirse Uzerine birka¢ parca CacCl, parcasi atillarak varsa kalinti su baglanir. GLC paketi (Sp-
1220) icerisine 14 yl enjekte edilir.
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Nonvolatil yag asitleri (Pyruvic, lactic, fumaric, succinic, hydrocinnamic ve phenylacetic
asitler)in tespiti icin, 1 ml PYG buyyondaki saf kultirden temiz bir vida kapakli tipe alnir, 0.4 ml
H.SO4 ve 2 ml metanol eklenir, 55 °C lik su banyosunda en az 1 saat ve hatta mimkinse bir gece
bekletilir, 1 ml distile su ve 0.5 ml kloroform eklenir, bu safhada yag asitleri kloroform icerisinde
cozunecektir, santrifijlenerek kloroform emdulsiyonunun tipin dibine cokmesi saglanir. Enjektor ile
tupun dibindeki kloroform alinir, enjektdr ignesinin dig yluzeyi distile su ile yikanir, 14 yl emulsiyon
GLC paketine (SP-1000) enjekte edilir.

Tablo 11-3 Klinik 6nemi olan bazi anaeroplarin ve gaz likit kromotografisi ile

identifikasyonunu saglayan yag asiti profili. Peptone-Yeast-Extract-Glucose buyyonda, 35

°C de ve 48 saatlk kalttr kullanilmig, 6lgimler Thermal Conductivity Detector cihazi ile

yapilmistir.

Isobutyric acid
Isovaleric acid
Isocaproic acid
Caproic acid
Lactic acid

Phenyl acetic acid

Butyric acid
Valeric acid

Bacteroides capillosus
Bacteroides distasonis
Bacteroides fragilis
Bacteroides ovatus
Bacteroides splanchnicus
Bacteroides thetaiomicron
Bacteroides uniformis
Bacteroides ureolyticus
Bacteroides vulgatus
Porphyromonas asaccharolytica
Porphyromonas gingivalis
Prevotella bivia

Prevotella disiens

Prevotella intermedia
Fusobacterium gonidiaformans
Fusobacterium mortiferum
Fusobacterium naviforme
Fusobacterium nechroforum
Fusobacterium nucleatum
Fusobacterium varium

+ + + + Succinic acid
+

+ O+ O+

+ # + + + H 4 Propionic acid
+ B+ I -

+ o+
+

+ + +
1
1
1
1 1
1 1
1 1
1
+ + 4+ + + + + + o+
1

1

+ H + + + I+
1

+ H + + +
1
1
1
1

1
I+

P+ B+ B+ R+ B+ PACElHCAC

+ + + O+ o+
1
+ + + + + +
1
1
1
1
1
1

+ +

1 1 1 1

Degerlendirme: Elde edilen pikler kalibrasyon pikleri ile mukayese edilerek incelenen
anaerop bakterinin ortama saldigi heksoz yikim trdnlerinin ne oldugu not edilir ve Tablo 11-3 ile
karsilastirilir. Diger test sonuclari da uyumluysa identifikasyon tamamlanir.

Kontrol amaciyla ekilmemis bir PYG buyyona ayni iglemler yapilarak calismaya dahil
edilmelidir.

PYG buyyon yerine Chopped-Meat-Glucose buyyon kullanilirsa, surpriz asetik ve laktik asit
pikleri verebilir. Ekili olmasa bile bekletiimis besiyerleri 6nceden kestirilemeyen pikler verir.
Ekilmemis buyyon pikleri varsa, ekili buyyondan elde edilen piklerden bu piklerin buayukltklerini
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cikarmak gerekebilir. Ornegin ekilmis buyyonda butirik asit piki 6 mV, ekilmemis buyyonda 2 mV

ise, gercek pik aslinda 4 mV'tur.
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