Mikrobiyal Biyume ve
Kontrolu

Prof. Dr. Bektas TEPE
Mikrobiyoloji
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Mikrobiyal Konsorsiyumlara Giris

- Dogada baz1 metabolik stlirecler, bir araya gelip is birligi yapan
mikroorganizmalar tarafindan ylrttilir ve bu diizen “konsorsiyum” olarak
adlandirilir.

- Metan (CH.) oksidasyonunun siilfat (SO.4*) indirgenmesiyle eslestigi anoksik
deniz tortullarindaki siire¢ bu tiir bir konsorsiyuma ornektir.

- Bu reaksiyonda aciga cikan az miktardaki enerji, 1ki farkli mikroorganizma
arasinda paylasilir.

- Konsorsiyumun karbon déngilisiindeki rolii nedeniyle calisma
mekanizmasinin detaylh olarak anlasilmasi énemlidir.
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Konsorsiyumdaki Tki Temel
Mikroorganizma

- Konsorsiyumdaki metani oksitleyen mikroorganizma,
ANME olarak bilinen bir Archaea tiirtidiir (fotografta
mavi).
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- Sulfati1 indirgemeden sorumlu olan ortak ise bir
Bakter1 turiadiir (fotografta kahverengi).

- ANME—-Bakteri konsorsiyumu, biiylik bir metan

yatagl olarak kiiresel karbon ekonomisinde kritik
kabul edilir.

- Bu nedenle, mekanizmanin ¢oziimlenmesi iklim
degisikligi ve deniz biyokimyas1 acisindan biiytlik
onem tasir.
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Konsorsiyumu Ayirma Cabalari

- Arastirmacilar uzun yillar boyunca konsorsiyumu parcalamayi denemis
ancak metan oksidasyonunun iki organizmanin birlikte varligini
gerektirdigini gozlemlemistir.

- Baz1 arastirmacilar, siilfat indirgeyicinin yapay bir elektron alicisi ile
degistirilebilecegini 6ne stirmiistiir.

- Bu yaklasimin bagarili olmasi halinde, metanotrofun saf kiiltiirde
buyttilebilecegl diistinilmistiir.

- Deneylerde AQDS adi verilen bir elektron alicisi kullanilarak bu hipotez
sinanmistir.
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Yapay Elektron Alicilari ve
ANMEnin Tepkisi

- AQDS kullanildiginda stilfat indirgenmesi devre dis1 birakilmis ancak CHas
oksidasyonu devam etmistir.
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- Bu stirecte ANME, CH.ten aldig:1 elektronlar: siilfat indirgeyici ortagina
1letmek yerine AQDS’ye aktarmistir.

- Anaerobik solunumu destekleyen bagka elektron alicilarinin da metan
oksidasyonunu siirdiirebildigi gosterilmistir.

- Bu bulgular, ANME’nin gelecekte saf kiiltiirde elde edilebilecegine dair
umut vermektedir.
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Saf Kultiiriin Bilimsel Onemi

- Bir mikroorganizmayi saf kiiltirde yetistirmek, fizyolojisi ve biyokimyasi
gibi bircok yontliniin ayrintili olarak incelenebilmesi acisindan “altin
standart” kabul edilir.

- ANME—silfat indirgeyici konsorsiyumunda birden fazla fizyolojik siire¢ ayni
anda aktif oldugundan bu reaksiyonlari ¢6ziimlemek biiytik bir bilimsel
zorluktu.

- ANME’nin konsorsiyumdan ayrilarak saf kiiltiirde bliytitiilmesi
basarildiginda, organizmanin pek cok biyolojik 6zelligi daha net
calisilabilecektir.
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Hicresel Buyiimenin Temelr:

Tkili Boéliinme

- Mikrobiyal bliytime, hiicre sayisindaki artis olarak

tanimlanir ve hiicre boliinmesinin sonucunda
gerceklesir.

- Hicrede makromolekiiller biriktikce hiicre duvari,

zar, flagella ve ribozom gibi temel yapilar olusur.

- Cubuk bicimli bakterilerde (6rnegin E. coli)

hiicreler uzar ve ardindan iki yavru hiicre olusacak
sekilde boliinitir.

- Bu bolinme gekli “ikili boliinme” olarak

adlandirilir.

Bektas Tepe
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One generation

Cell
elongation

Septum
formation

Completion of
septum;
formation of
walls; cell
separation
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Septum (Bolme) Olusumu
ve Boliinme Cesitler:
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Patricia Dominguez-Cuevas

(@ (k) (c)

- Caulobacter gibi tomurcuklanarak cogalan tiirlerde ise
boélinmede daralma olur ancak septum olusmaz

(asagidaki figlir). ? 8 {

3. Cell division of stalked organism: Caulobacter

H— - Boliinme sirasinda iki yavru hiicreyi ayiran yapi
Q “septum” olarak adlandirilir ve hiicre zari ile hiicre
o duvarinin ice dogru biylimesiyle olusur. I Equal products of cell division:
= o—>—CP—o @
o0 - Septum olusumu tamamlandiginda hiicreler Binary fission: moet bacteria
S birbirinden ayrilir. IL. Unequal products of cell division:
> 1. Simple budding: Pirellula, Blastobacter
. .o - . ) .o — — — ‘ ? ‘ ;
| — - Baz1 bakterilerde, 6rnegin Bacillus subtilis’te, hiicre —0" —
o . . oo
'= duvarl daralmadan Septum Olusur (ﬁsttekl flgur). 2. Budding from hyphae: Hyphomicrobium, Rhodomicrobium,
Pedomicrobium
= S———0——0—09
A

4. Polar growth without differentiation of cell size:

Prof. Dr. Bektags TEPE

Rhodopseudomonas, Nitrobacter, Methylosinus

@P—P -G —P@

Bektas Tepe
gezimania_tr



Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Hucre Nesiller: ve Nesil Stiresi

- Bir hiicre iki hiicreye ayrildiginda bir neslin gerceklestigi kabul edilir ve bu
slirenin tamamlanmasina nesil sliresi denir.

- Bir nesil boyunca, hiicrenin tiim bilesenleri orantili bicimde artar ve her
yavru hiicre, yasamina bagimsiz basglayabilecek kadar makromolekiil ve iyon
alir.

- Replike olmus DNA’nin iki yavru hiicre arasinda ayrilmasi, DNA'nin
boliinme sirasinda sitoplazmik membrana bagl kalmasina dayanir.

- Hiicre zar1 boyunca olusan bogumlanma, 1ki kromozomun ayrilmasini ve her
bir yavru hiicreye bir kopya gecmesini saglar.
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Nesil Stuiresini Etkileyen Faktorler

- Bir bakteri tiirtiniin nesil siiresi; besinsel kosullar, genetik 6zellikler ve
sicakliga baglh olarak degisir.

- En 1y1 besinsel kosullarda, laboratuvar ortamindaki E. coli kiltiirleri
yaklasik 20 dakikada bir béliinebilir.

- Baz1 bakteriler bu stireden daha hizli béliintirken cogu tiir saatler veya
glinler siiren nesil siirelerine sahiptir.

- Dogal ortamlarda ise bakteri biiylimesi, laboratuvar ortamindaki
maksimum hizdan ¢ok daha yavas gerceklesir.
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Dogal Ortamlarda Biiyime ve
Rekabet

- Dogada, laboratuvar kosullarindaki kadar besin ve ideal cevresel faktorler
bulunmadigindan biiylime hizi sinirlidir.
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- Mikrobiyal hiicreler, dogal habitatlarda genellikle mikrobiyal topluluklar
icinde yasar.

- Bu topluluklarda mikroorganizmalar, besin ve alan i¢cin komgulari ile
rekabet etmek zorundadair.

- Dolayisiyla dogal ortam biliyiimesi, cogu zaman potansiyel maksimum
bliylime hizinin oldukca altindadir.

=)
(=)
e
(= -
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



—
=
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Tomurcuklanarak Bolinme:
Farkl Bir Hiicresel Yaklasim

I. Equal products of cell division:
—ED—CQP—O @

Binary fission: most bacteria

Cogu bakteride hiicre boliinmesi 1kili béliinme 1ile
olur; ancak bazi1 bakterilerde farkl: boliinme

bicimleri gozlenir.
II. Unequal products of cell division:

- Tomurcuklanan bakterilerde hiicre biiylimesi esit 1. Simple budding: Pirellula, Blastobacter
olmayan gekilde gerceklesir ve ortaya tamamen D —P—S— Q@@
yeni bir yavru hiicre (}lkar. 2. Budding from hyphae: Hyphomicrobium, Rhodomicrobium,
Pedomicrobium
. Tkili boliinmede iki esdeger hiicre olugsurken, O—=—0—=—C=0
tomurcuklanmada ana hiicre kimliéini korur ve 3. Cell division of stalked organism: Caulobacter

yavru hiicre ondan ayrilir.

- Bu mekanizma, belirli bakteri gruplarinin yasam ? 8 Q
dongiilerinde 6nemli bir yere sahiptir. '

4. Polar growth without differentiation of cell size:

Rhodopseudomonas, Nitrobacter, Methylosinus

—P -G —PO@
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Tomurcuklanmanin Hiucresel

Ozellikler
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k I. Equal products of cell division:

@ - Tomurcuklanan bakterilerde, yeni hiicre duvari te
. . . = — ‘ I ? E—
Q bir noktadan olusturulur; bu olgu polar biiytime — > 0@
e Binary fission: most bacteria
o olarak adlandirilir.
@ Z II. Unequal products of cell division:
o0 - Buna kargilik ikili boélinmede hiicre duvari tiim 1. Siihple Butking- Pisiis, Basibbacicr
.o . . . — —) m—(
3 hiicre boyunca eklenir; bu siire¢ interkalar D— O = @@
E\ buyume dlI' 2. Budding from hyphae: Hyphomicrobium, Rhodomicrobium,
Pedomicrobium
. o oo o oo L4 .
i - Polar bliiytimede biiylik sitoplazmik yapilar, QO—C—=—0—C=0C
— boliinme sirasinda paylastirilmadigi i¢in geligen 3. Cell division of stalked organism: Caulobacter
on tomurcukta yeniden sentezlenmelidir. f -
ol
€3
. g
A - Bu durum, tomurcuklanan bakterilere daha g 8 Q Z
karmasik i¢ yapilara sahip olabilme avantaji : 3
v 4. Polar growth without differentiation of cell size: oS
saglar. A
Rhodopseudomonas, Nitrobacter, Methylosinus .
@P—P—GC—PQ@ &
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Tomurcuklanan Hucrelerde
Uzantilar ve Yasam Dongtiler:

I. Equal products of cell division:
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artirarak (;Ok seyrek besin bulunan ortamdan daha 3. Cell division of stalked organism: Caulobacter
verimli besin almasini saglar.

L - Bazi tomurcuklanan bakteriler stalk veya hifa gibi

O sitoplazmik uzantilar olusturur; klasik 6rnekler O -Q — =e>—-oo
o Caulobacter ve Hyphomicrobium tirleridir. PHeSy TRaSEmeS bactens

= a II. Unequal products of cell division:

o0 - Ancalomicrobium gibi tirler ise birden fazla kol 1. Simple budding: Pirellula, Blastobacter
3 benzeri eklentiler tiretir ve bunlar hiicreden disar: D——S0— Q@
== dogru uzanlr. 2. Budding from hyphae: Hyphomicrobium, Rhodomicrobium,
: Pedomicrobium

i - Bu uzantilar, hiicrenin ylizey/hacim oranini @—=—0—— =9

E
A

- Bircok tomurcuklanan bakteri, oldukca ayrintili ve ? 8 Q
Ozgin yasam dongililerine sahiptir. '

4. Polar growth without differentiation of cell size:

Rhodopseudomonas, Nitrobacter, Methylosinus

—P -G —PO@
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Mikrobiyal Yasam Tarzlari:
Askida veya Yuzeye Bagh Buyume

- Bakteriler ikili boliinme veya tomurcuklanma ile
boliinseler de, biiytimeleri iki yasam tarzindan
biriyle gerceklesir.
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- Askida blyiime (planktonik) 6zellikle su kolonunda
yasayan organizmalarda gorilir.

- Bir diger yasam bicimi ise yiizeye bagh (sessile)
bliytimedir; burada hiicreler bir ytizeye tutunarak
geligir.

- Bu ylizeye tutunan hiicreler zamanla biyofilm ada
verilen yapilara dontigebilir.

—
=
(o=
o
o0
(1=
—
[ o
o
oo
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Michael T. Madigan

(b)

Bektas Tepe
gezimania_tr



Gy
(@)
>
on
[©)

—
o

o=

[an)

—~q
[}
o
£~

[an)

3
=
10
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
e
~
Q
g

- Biyofilmler, hiicrelerin yer aldig:1 ve polisakkarit
agirlikl bir matriks iceren yapilardir (Figir a).

baslar ve ardindan yapiskan bir matriks tiretimi
gerceklegir.

- Matriks tiretimini, hiicrelerin biiytiyuip gelismesi ve @
dayanikli, gecirimsiz bir biyofilm yapisinin olusmasi
1zler.

- Bazi biyofilmler, farkli organizmalarin tabakalar
halinde bulundugu ¢ok katmanli mikrobiyal matlar
haline gelir (Figlr b).
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Dogadaki Biyofilmler ve Koruyucu
Etkiler:

- Biyofilmler dogada yaygindir; ¢ciinki siki dokulu yapilar: toksik maddelerin
(6rnegin antibiyotikler) iceriye sizmasini engeller.
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- Bu yapilar, protozoa gibi avcilarin bakterileri tiiketmesini zorlastirir.

- Aynmi1 zamanda hiicrelerin akinti ile ortamdan tasinmasini engelleyerek daha
elverisli olmayan bolgelere siirtiklenmelerini onler.

- Bu nedenle, biyofilm olusturma pek ¢cok mikroorganizma i¢in avantajl bir
yasam stratejisidir.
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Biyofilmlerin Insan Saglig1 ve
Teknolojl Uzerindek: Etkiler:

- Tibb1 implantlar (yapay kalp kapaklari, protezler) ve kateter gibi cihazlar
tizerinde olusan biyofilmler, tedavisi zor enfeksiyonlara yol acabilir.
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- Kistik fibrozis hastaligindaki belirtilerin temelinde, akcigerleri doldurup gaz
degisimini engelleyen yogun bir biyofilm tabakasi bulunur.

- Biyofilmler, su dagitim sistemlerinde tikanmalara ve yakit depolarinda H-S
gibi bozucu maddelerin liretimiyle kirlenmeye neden olabilir.

- Bu nedenle biyofilmler hem saglhikta hem endiistride 6nemli etkiler yaratir.
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Mikrobiyal Biiyiimenin Niceliksel
Yonler:

- Hicre boliinmesi sirasinda tek bir hiicre 1ki yeni hiicre olusturur ve bu
stirecte toplam hiicre sayisi ile hiicre kiitlesi iki katina cikar.
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- Bakteriyel kiiltiirlerde hiicre sayisi cok hizli artabildiginden mikrobiyal
bliytiime niceliksel yontemlerle ele alinir.

- Bu kisimda, hiicre cogalmasinin sayisal olarak nasil degerlendirildigi
aciklanacaktir.
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K 1
D 1 3
O 2x107 I =
i=6h 1
H— - Yari-logaritmik grafikler, kiiltiiriin nesil siiresini gercek ooi_en| | oopuaton Ll
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= 0 1 2 3 4 5 6
(o=
=D - Y ekseninde hiicre sayisinin iki katina denk gelen 1ki nokta . fme
o0 secilir ve bu noktalardan X eksenine cizilen dikeylerin araligi
. . o« e . o e ® = 10%) — 107) =
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i hiicre sayisini ve n ise gerceklesen nesil sayisini ifade plot
eder °w D Arithmetic 2
e . Eg plot =102 T3
58 5E =
5% {0 58 P
A zZ8 Z= g
4
<
100 =
o 1 2 3 4 5 | 5
Time (h) E
) =
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Nesil Sayisinin ve Nesil Siuiresinin
Hesaplanmasi

- Nesil stiresi g, toplam tistel bliytime stiresinin (t) gerceklesen nesil sayisina
(n) oranidir.
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- N ve N, bilindiginde, n degeri logaritma kullanilarak n = 3.3(log N — log N)
seklinde hesaplanair.

- Boylece, olctilebilir hiicre sayilar: tizerinden tistel biiyliyen bir kiltiirtiin
nesil siiresi belirlenebilir.
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Siope = log (4 x 107)—log (2 x 107)

Sayisal Bir Ornegin
Incelenmesi

Brock Biology of

Microorganisms, 15. Ed.

Cells/ml

st m———— =

2 % 107
r=6h
— - Figtir b’de verilen biiylime verilerinde N = 108, N, = 5x107 ve t 071 _en| | Popuaton
Q = 2 olarak alinmistir.
o 0 1 2 3 4 5
v . . . . . Ti
.>, - Bu degerlere gore n = 1 bulunur ve boylece nesil stiresi g =t/n el
sy
o0 = 2 saat olarak hesaplanir.
P R Sope - oa (10%-og 6 x 10") G
— - Ustel biiytime 1ki saat daha devam ederse hiicre sayis1 olan 8 x 107
2x108, 4x10%a ulasir. 6 x 107
H==0 T
1
£ 4x10 :
(ol — .3 E |
m S 3x107 I | Population =
I'| doubles in A
; 2h | E
A 2 x 107 — ] Z
i
-0 )
e A
g=L=2h A
7 G
%, 1 2 3 4 5 g%

(b)
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Siope =log (4 x 107)—log (2 x 107)

Yari-logaritmik Dogrunun ..
Egimi 1le g'nin Hesab1

. =6
- Ustel bliytime verileri yari-logaritmik grafikte diiz bir ¢izgi 071 _gn| |Gobdaton
olusturur ve ¢izginin egimi log(AN)/At degerine egittir.
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Cells/ml

2 x 107

L 1 J
e N S ey

=
—
]
o
Y
3]
m

- Bu egim 0.301 n/t (veya 0.301/g) ile 1ligkilidir ve boylece g
degeri egimden dogrudan hesaplanabilir.

(@

IRVl Slope = log (10°) —log (6 x 107) Ko
2

- Figiir b’deki 6rnekte egim 0.301/2 yani 0.15 olup g yine 2 saat 8 x 107
olarak elde edilir. 6 x 107

—
=
(=
o
o0
(1]
—
( e
|
ra)
A

I
_ 7 I
= 4 %10 I
2 I

S 3x107 1| Population =

I'| doubles in A

; 2h , =

2 x 107 oh g

i

=2 A

n=1 o

g=L=2h A

1% 107 )

0 1 2 3 4 5 £
Time (h)

(b)
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Anhk Biuyime Hiz (k)
Kavrami

. Ustel bitytimeyi tanimlayan bir diger 6nemli ifade anlik
bliylime hizidir (k) ve birim zaman basina bliylime oranini
gosterir.

- Anhk artis dN/dt = kN seklinde tanimlanir ve bu denklem
entegrasyon ile N = N e** formuna doéntsturilir.

- Bu ifade log, a ¢evrildiginde log N = kt/2.303 + log N, elde
edilir ve bu dogrusal form yari-logaritmik grafiklerle
uyumludur.

Bektas Tepe
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Cells/ml

(@

Cells/ml

(b)

4 x 107

2 x 107

1x 108

8 x 107

6 x 107

4 % 107

3 x 107

2 x 107

1 x 107

Siope =log (4 x 107)—log (2 x 107)

=6
n=1 Population
g=L=6h doubles in 6 h

e N S ey

=
—
]
o
Y
3]
m

Siope = log (10°) ~log ( x 10) kg
2

Population
doubles in
2h

|
|—2n—T

- - — ———
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Siope =log (4 x 107)—log (2 x 107)

k ve g Arasindaki Iligki ve ..
Uygulamalar

=6
- Yari-logaritmik dogrunun egimi (k/2.303), 0.301/g ile 071 _gn| |Gobdaton
esdegerdir ve boylece k degeri g lizerinden k = 0.693/g
seklinde hesaplanair.

Gy
o
>
o0
[©)

—
o

B

[an)

4
(]
o
£~

[an)

el
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Cells/ml

e N S ey
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o
Y
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m

@
- n ve t degerleri bilindiginde hem g hem de k hesaplanabilir ve

bu, mikroorganizmalarin farkli kosullarda biiytime
performansini karsilastirmada kullanilir.

IRVl Slope = log (10°) —log (6 x 107) Ko
2

8 x 107

6 x 107

- Bu parametreler, bir kiiltiirde uygulanan bir iglemin [ ====-----
bliylimeyi artirici ya da azaltici etkisini degerlendirmek i¢in 4% 107
ozellikle yararhdir.

Cells/ml
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3 x 107 Population =
doubles in Ay
2h , =

2 % 107 oh g

3

=2 m

n=1 o
g=%t=2h A

1 % 107 )
0 1 2 3 4 g &

(b)
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Ustel Buiyliimenin Sonuclar:
g
X - Ustel bitytimenin ilk dbnemleripde hiicre sayisindaki ™ B R
O artis yavasgtir ancak zamanla giderek hizlanir. o { o 2 %‘3
- e e .. . 1.5 g 2.5 ;:gig %@
=D - Biiyiimenin ilerleyen sathalarinda, hiicre sayisi 2 1o 6 4,096 2"
o0 patlayici bicimde artabilir ve bu durum yandaki 3 o 0 iosmer (22%
e figtirde gosterilen deneyde acikca goriulmektedir. Y ' —
= - Ornegin, 1lk 30 dakikada hiicre tiretim hizi 30 1000 3403
s =3 dakikada 1 hiicre iken, 4—4.5 saat arasinda 30 pot
— dakikada 256 hiicreye, 5.5—6 saat arasinda ise 30 22 i d 2%
on dakikada 2048 hiicreye ulasir. gg 500 ~§§ z
9E 8% =
A - Bu nedenle, laboratuvar kilturlerinde bakteri ] 10 28 E»
popiilasyonlari ¢ok kisa stirede ¢ok yiiksek degerlere 100 3
ulagabilir ve nihai popililasyonlar 7xX10° hiicre/ml . 5
diizeylerine ¢ikabilir. Time (7 E

(b)
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Ustel Biiyiimenin Giinliik Hayatta
Etkiler:

. Ustel bitytime yalnizca teorik bir kavram degildir; giinliik yasamda da
kendini gosterir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Ornegin, stitiin bozulmasina neden olan laktik asit bakterileri taze siit
1icinde cok diiglik sayida bulunur ve buzdolabi sicakliginda yavas biytr.

- Oda sicakliginda birakilan taze siit az miktarda laktik asit tiretir ve bu
genelde kaliteyl bozmaz.

- Ancak bir haftalik siit ayni1 kogullara birakildiginda, bir haftalik birikmis
bliyimenin etkisiyle cok daha fazla laktik asit liretilir ve siit hizla bozulur.
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o ° X X X oo X X l;%a
Mikrobiyal Buyiume Donglisinin
Genel Yapisi

§
S ¢ Mlkrobly?,.l b}'iyiime yalnizca tstel fazdan
O ibaret degildir.
= - Kapal1 bir kapta (tiip ya da flask) biiyliyen Growth phases
o0 mikroorganizmalar sinirsiz sekilde tistel ) F““‘!“""“‘*“““"ji"’“’""“m Death |
S bliylime slirdiiremez. . 8
= : E”?.L‘il.“éens o &
.= - Bunun yerine, asagidaki figiirde g e B
i gosterildigi gibi tipik bir biiylime egrisi ° |
— olusur. |
o - Bu egri, bliyiime déngilisiiniin dort Time
A

asamasini icerir: gecikme (lag), tistel,
duragan (stationary) ve olim fazlar:.
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- Eger tlistel buiyliyen bir kiiltiir ayn1 ortam

Gecikme (Lag) Fazinin Ozellikleri

- Taze bir besiyerine aktarilan kiiltirde

bliylime hemen baslamaz; belirli bir
gecikme donemi goruliir.

- Lag fazinin siliresi, inokulumun ge¢cmisine,

besiyerinin icerigine ve biiylime
kosullarina baglh olarak degisir.

Log,q viable
organisms/ml

ve kogullara aktarilirsa lag fazi neredeyse
hic olmaz ve biiylime hemen baglar.

- Eski bir kultirden yapilan aktarimlarda

1se hiicrelerin bazi temel bilesenleri
tikenmigstir ve bunlari yeniden
sentezlemek i¢cin zamana ihtiyac¢ duyulur.

Bektas Tepe
gezimania_tr

Growth phases

I—Lag—l—Exponential-lismtlonary Death
1 1
1 1

Tu rbldlty
(optical density) .
Viable count

Time
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Besince Zengin ve Fakir Ortamlar

Aras1 Transfer

- Besince zengin bir ortamdan besince fakir
bir ortama aktarilan hiuicrelerde mutlaka
lag fazi goruliir.

- Bunun nedeni, ortamda bulunmayan
temel metabolitleri sentezlemek i¢in yeni
enzimlerin liretilmesine 1htiyac
duyulmasidir.

Log,q viable
organisms/ml

- Gerekli enzimlerin sentezi ve yeterli
metabolit havuzunun olugsmasi icin
zamana ihtiyac vardir.

- Bu stlireclerin tamami lag fazi boyunca
gerceklesir.

Bektas Tepe
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Growth phases

I—Lag—l—Exponential-lismtlonary Death
1 1
1 1

Tu rbldlty
(optical density)
Viable count

Time
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4050 S
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Ustel (Exponential) Fazin Baslamasi

ve Ozellikler:

- Hicre popiilasyonu diizenli araliklarla
ikiye katlandiginda tistel faz baslamig

olur.

. Ustel fazdaki hiicreler en saglikli

durumdadir ve enzim ya da diger hiicresel

bilesenlerin calismalar: i¢in en uygun

orneklerdir.

- Ustel bitytime hiz1, hem biiylime ortaminin
Ozelliklerine hem de organizmanin genetik
yapisina bagh olarak buyuk farkliliklar

gosterir.

- Bu nedenle, bir organizmanin ne kadar
hizli biiytiyebilecegini ancak laboratuvar

kosullar: saglandiginda 6grenmek

mumkiundiur.

Bektas Tepe
gezimania_tr
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Growth phases

Death

I—Lag—l—Exponential-lismtlonary
i |

Tu rbldlty
(optical density)
Viable count

Time

-
o

= 0.75

- 0.50

53
o
33}

0.1

Optical density (OD)
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Farklh Organizmalarda Biiylime
Hizlan
§
- - Genel olarak prokaryotlar, 6karyotlara
kiyasla daha hizl biytir.
- Kigciik okaryotlar biiylik 6karyotlardan Growth phases
daha kisa siirede béliinme egilimindedir. Fm+ﬂ1f

10 i | 410

0.75 8
Eprﬁg%ensr[y \ 050 2
Viable count 3
- Diinya’nin derin, besince fakir

bolgelerinde yasayan bazi Time o1
mikroorganizmalar ayda bir kez, hatta
yilda bir kez boéliinebilir.

. Ustel biiyiime siireleri birkac dakikadan
birkac haftaya kadar genis bir aralikta
degisebilir.
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Ustel Biiyiimenin Stirdiiriilememesi

- Bir bakterinin 20 dakikalik béliinme
stiresiyle 48 saat boyunca tistel bliylime
stirdiirmesi teorik olarak Diinya’nin
agirliginin 4000 kati bir kiitle growth phases
Olustururdu. ) I—Lag—li-Exponential-liiStatlonary Death 1

4075
Tu rbldlty
(optical density) - 0.50
Viable count

0.1

0D)

- Bu durum pratikte miimkiin degildir
cunki besiyerindeki temel besin
maddeler1 tiikenir.

Optical density (

- Ayrica hiicrelerin olusturdugu atik
trinler zamanla birikerek bliytimey1 Time
simirlar.
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- Bu nedenlerle kiltiir iistel biytimeyi
birakir ve duragan faza gecer.
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- Bu fazda baz1 hiuicreler bolunirken bazilar:

Duragan (Stationary) Fazin

Ozellikler

- Duragan fazda popiilasyonun net hiicre

sayisinda artis ya da azalma olmaz;
bliylime hiz1 sifira iner.

- Hicreler biiylimey1 biraksa da enerji

metabolizmasi ve bazi biyosentetik
surecler diisiik hizda devam edebilir.

Log,q viable
organisms/ml

olir ve bu 1ki slire¢ birbirini dengeledigi
1cin net artis olmaz (kriptik bliiytime).

Bektas Tepe
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Growth phases

I—Lag—l—Exponential-lismtlonary Death
1 1
1 1

Tu rbldlty
(optical density)
Viable count

Time

<10

= 0.75
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Olim (Death) Faz1 ve Popiilasyon

Dinamikleri

- Zamanla popiilasyon 6liim fazina girer ve

hiicre sayisi listel bir hizla azalmaya
baglar.

- Ancak 6liim hizi, tistel bliiylime hizindan
cok daha dustiktiir; pek cok hiicre aylarca
hatta yillarca yasayabilir.

- Biyiume egrisindeki tiim fazlarin
popiilasyon diizeyinde tanimlandig:
unutulmamalidir.

- Lag, tistel, duragan ve 6lim fazlar: tek bir

hiicre i¢cin degil, hiicre popiilasyonlari icin
anlam tasir.

Bektas Tepe
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Growth phases

I—Lag—l—Exponential-lismtlonary Death
1 1
1 1

Tu rbldlty
(optical density)
Viable count

Time

= 0.75

0.1

0D)

Optical density (
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Bireysel Hucre Bliiylimesi ve Ekolojik
Onemi

- Tek bir hiicrenin biiylimesi, popiilasyon
bliyimesinin 6n kosuludur ancak bliyiime
fazlari bireysel hiicreler i¢cin gecerli
degildir.
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Growth phases

I—Lag—l—Exponential-lismtlonary Death

10 i i - 1.0

- Biylime fazlari, ancak cok sayida hiicre | | 075 O
bir araya geldiginde 6lgiilebilir hale gelir. £ Qprf.’.'él'f‘éensw \ 050 8
3 i Viable count =

- Ekolojik acidan anlamli olan da
popiilasyon diizeyinde gerceklesen
mikrobiyal etkinliklerdir.

0.1

Time

- Bu nedenle, yandaki bliiytime egrisi bir
hiicreyi degil, hiicre toplulugunu temsil
eder.
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Surekli Kultiriun Temel Mantigi

- Stuirekli kiiltiirlerde ortam, taze besiyerinin sabit hizla eklenmesi ve esit
hacimde kiltiiriin ortamdan uzaklastirilmasiyla siirekli dengede tutulur.

- Bu sistemde kiiltliir hacmi, hiicre sayis1 ve besin—atik diizeyleri belirli bir
esikte sabitlenir ve kiiltir kararli duruma (steady state) ulasir.

- Surekl kiilturler, besinlerin tiitkenmesi ve atiklarin birikmesi nedeniyle
kosullarin stirekli degistigi batch kiltiirlerden farkl olarak acik sistemdir.
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o0 . Lt%a:
Kemostat: Temel Ozellikler ve
Kontrol Parametreleri
§
“ . Strekli kiltiirlerin en yaygin tipi olan  medumrom b, D
kemostat, hiicrelerin biiyiime hizimin =~
ve yogunlugunun bagimsiz sekilde oromergas  meihl e
kontrol edilebildigi bir diizendir. — headspace
B ulture
- Kemostat’ta biiytime hizini belirleyen vesso

temel faktor seyreltme hizi (D = F/V)
olup; taze besiyeri giris ve ¢ikis hizini
ifade eder. =

i~ Culture
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- Hiicre yogunlugunu belirleyen bir
diger onemli faktor, besiyerine giren
smirlandirici besin maddesinin
(6rnegin C veya N kaynagi) miktaridir.

Effluent containing
microblal cells \

Hubert Bahl
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Kemostat'ta Baslangic Bliiyuimesi ve
Ger1 Besleme Mekanizmasi
§
: - Kiiltir 11k inokiile edildiginde hiicre inianom © b, D
sayisl hizli artar ve artig hizi, digari e
tasinmayla kaybedilen hiicrelerden e o -
f&Zladlr. —_— headspace
™ Culture
- Hicre sayis1 arttikca besiyerindeki vessel

siirlandirici besin hizla azalir ve bu
azalma biylime hizini diigiiren dogal
bir geri besleme olusturur. &

i~ Culture
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Overflow
=l

- Besin diizeyi, hiicre kaybinin telafi
edildigi bir esige diistiigiinde sistem
kararli duruma gelir ve artik hiicre
yogunlugu zamanla degismez.

Effluent containing
microblal cells \

Hubert Bahl
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Kararli Durumun (Steady State)
Niteligl
e ey | R oo

hiz1 ile digar1 tasinan hiicre miktari birbirini
dengeler.
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- Bu denge dinamik bir dengedir: hiicreler
sturekli biiylirken ayni anda sistemden
uzaklastirilir.

Growth rate ()
Growth Vield ( )

- Biiyiime hizinin besin derisimine bagimlilig:
ve geri besleme mekanizmasi, deneysel olarak
pompa hizi1 ayarlanarak biiyiime hizinin
secilebilmesini saglar.

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Nutrient concentration (mg/ml)
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A &
Batch Kiltur 1le Karsilastirma
i - Batch kiiltiirde besin diizeyi hem biiylime IFl_a;cj a#d » Only yield aﬁemedAI
2 hizini1 hem de hiicre verimini etkilerken, besin S
o miktari maksimum biliyiime hizini asinca ~ —
= yalnizca hiicre verimi artar. | ‘
(- — L
3 - Kemostat’ta ise besin diizey1 ve seyreltme hizi & E
) ayri ayri kontrol edildiginden biiytime hizi g £
°§ 1stenen degerde sabit tutulabilir. 15 §
— - Bu yapi, kemostat1 biiytime kinetigi
on (;zill.smalaler.lda cok giicli bir deneysel sistem 0 01 0o 03 04 05
haline getirir. Nutri .
1z utrient concentration (mg/ ml)
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° ° § '%
Seyreltme Hizinin (D) Etkiler:
§
J— - Seyreltme hizinin degisimiyle biiytime hizi _ _
—a L D S 10 B !
O genis bir aralikta kontrol edilebilir. 2 10 ﬁ ° = ! ]
o = 8 ® 4 1°
=D - Cok duisiik ya da c¢ok yliksek D degerlerinde % S | =
o0 sistem kararli durumu koruyamaz ve aktif £ | £ a 1, =
e biiyiime siirdiiriilemez. ° S o
N = 4 | 8 0 1 2
.= - Sinirlandirici besinin konsantrasyonu 2 5 128
i artirildiginda, hiicre yogunlugu artar; ancak *E oL & J
bliiytime hiz1 sabit D nedeniyle ayni kalir. = - |
@ v Limiting nutrient
=a ° %0 0.25 0.5 0.75 ho °
A Dilution rate (h™) Washout
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Farkli Yogunluklarda Hiucre
Popilasyonlar: Olusturma
§
1 - Dve Sll’llI'l&l’ldlI'lClubeSin d,l'izeyleri R R S
O ayarlanarak 10° hiicre/ml’den 10° 3 R 3
o hiicre/ml’ye kadar ¢ok farkh yogunluklarda £ | % s 16
= kiltiirler Gretilebilir. £ g IS
(- E &L E 4 | B
e - Ayni biiyime hizinda, yalnizca hiicre % % ) 2
= yogunlugu degistirilerek ince ayarh E af g o2 ] §
°§ populasyonlar elde edilebilir. o 3 12
y 2 2+ 4 1 .
-~ - Bu 6zellik, fizyolojik deneylerde = ‘ IR
on standartlastirilmig kiiltiirlerle calismay: ol o ! 0
kolaylasgtirir. 0 0-25 0-5 075 ji0
A Dilution rate (h™) Washout
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Kemostat'in Deneysel Avantaji:
Uzun Stireli Ustel Buyume

- Kemostat, hiicreler1 tistel fazda haftalarca hatta aylarca tutabilir; bu faz,
fizyolojik deneyler icin en ideal olandir.
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- Kiltir istenildigi an 6rneklenebilir ve stirekli ayni bliyiime hizinda taze
ustel faz hiicrelerine erisilebilir.

- Bu sistem sayesinde ribozom iceriginin biiylime hizina gore degisimi gibi
temel fizyolojik ilkeler ortaya konulabilir.
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Ekoloj1 ve Evrim Calismalarinda
Kemostat Kullanimi

- Kemostat, dogal ortamlardaki diisiik besin derisimlerini taklit edebilir ve bu
da tirler arasi rekabetin farkli biiyime hizlarinda incelenmesine imkan
saglar.
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- Seyreltme hizi (D) veya smirlandirici besin degistirilerek karigik kiiltiirlerde
hangi tiirtin baskin ¢iktig1 gézlemlenebilir.

- Saf kiiltiirlerde biiyiime baskisi olusturularak, yeni fizyolojik ozellikler
gelistiren mutantlarin secilimi hizlandirilabilir.
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Dogadan [zolasyon ve Zenginlestirme
Icin Kemostat

- Dogal bir 6rnekten, belirli besin ve seyreltme hizi (D) kosullarina uyum
saglayan stabil popililasyonlar secilebilir.
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- Baslangic popiilasyonu daraltmak icin seyreltme hizi (D) yavasca artirilarak
tek bir organizma baskin hale getirilebilir.

- Bu yontemle toprak bakterileri arasinda 6 dakikalik boliinme stliresine
sahip, bilinen en hizli biiyliyen bakteri izole edilmistir.
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Mikroorganizmalarin Kultirde
Yetistirilmesi

- Laboratuvar ortaminda mikroorganizmalarin nasil yetistirildigi ve
biiylimelerinin nasil 6l¢iildiigii mikrobiyolojide temel bir calisma alanidir.
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- Bu stirecler, hem mikrobiyologlarin hem de laboratuvarlarin giinliik
rutininde sikca yer alan uygulamalardir.

- Kiltirleme yontemlerinin dogru anlasilmasi, mikroorganizmalarin
biyolojisini ayrintili bicimde inceleyebilmek i¢in zorunludur.
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Kultiir Ortamlarinin Onemi

- Mikroorganizmalar, biiytimelerini destekleyecek sekilde 6zel olarak
hazirlanmis kiiltiir ortamlarinda yetistirilir.

- Laboratuvar kiiltiirti, herhangi bir mikroorganizmanin detaylh
incelenebilmesi icin gerekli oldugu icin ortam secimi ve hazirlanisi biytk
Ozen gerektirir.

- Kiultir ortamlar: kullanilmadan once mutlaka sterilize edilir ve bu
sterilizasyon tipik olarak basin¢ altinda 1sitarak calisan otoklav ile saglanir.

- Otoklavin calisma prensipleri ve sterilizasyonla i1lgili diger yontemler bu
bolimiin ilerleyen slaytlarinda ele alinacaktir.
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Kultur Ortami Siniflar

- Mikrobiyolojide kiiltiir ortamlar: genel olarak tanimlanmis (defined) ve
kompleks (complex) olmak tizere 1ki ana sinifa ayrilir.

- Tanimlanmis ortamlar, saf kimyasallarin belirli miktarlarda eklenmesiyle
hazirlanir ve bilesimler:i hem niteliksel hem niceliksel olarak tam olarak
bilinir.

- Her kiiltir ortaminda karbon kaynagi kritik 6neme sahiptir ve miktari ile
turi kultire alinacak mikroorganizmaya bagli olarak degisir.
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Tanimlanmig Kualtur
Ortamlarinin Ozellikler:

- Bazi1 tanimlanmig ortamlar “basit” olarak kabul edilir ¢clink
sadece tek bir karbon kaynagi icerir ve bu duruma E. coli i¢cin
verilen yandaki 6rnek ortam dahildir.

- Bu ortamda E. coli, glukozdan baslayarak gerekli tiim organik
molekiiller: kendisi sentezlemek zorundadair.

- Tanimlanmis ortamlarin tercih edilmesi, o6zellikle
mikroorganizmanin metabolik gereksinimlerini ayrintili olarak
bilmek isteyen arastirmacilar icin avantaj saglar.

Bektas Tepe
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K;HPO, 7 g
KH,PO, 2 g
(NH;);504 1 g
MgS0,0.1g
CaCl;002g
Glucose 4-10 g

Trace elements (Fe, Co,
Mn, Zn, Cu, Ni, Mo)
2-10 ug each

Distilled water 1000 ml

pH 7
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o0 o0 ga m
Kompleks Kiultiir
Glucose 15 g Py
h=
Orta I 1ar1 Yeast extract 5 g 4 5
Peptone 5 g g
=
. . . . . . KH2PO4 2 g
. - Pek cok mikroorganizmanin kiiltiire alinmasi i¢cin ortamin e ot
tam bilesiminin bilinmesi gerekmediginden, kompleks BHlECater AL
pH 7

ortamlar cogu zaman yeterli ve pratik bir secenek
olusturur.

- Kompleks ortamlar; kazein, et ekstrakti, maya ekstrakti
veya soya gibi mikroorganizma, hayvan ya da bitki kokenli
urinlerin hidrolizatlarindan elde edilir.
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- Bu ortamlar ticari olarak susuz (dehidre) halde bulunur ve
sadece saf su ile karistirilarak hazirlanabilir.

- Ancak bu ortamlarin dezavantaji, besinsel iceriklerinin tam
olarak bilinmemesidir.
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Zenginlestirilmis (Knriched)
Ortamlar ve Ozel Kullanimlar

- Zenginlestirilmis ortamlar, besinsel acidan yliksek gereksinimleri olan
(fastidious) mikroorganizmalarin, 6zellikle de bircok patojenin
kiiltirlenmesi icin kullanilan kompleks ortamlardir.
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- Bu ortamlar, serum veya kan gibi ek besleyici maddeler icererek daha secici
bir biiylime saglayabilir.

- Ayrica, bazi kiiltiir ortamlar: tan1 amaclh calismalarda kullanilmak tizere
secici, ayirici (differential) veya her 1kisi birden olacak gsekilde hazirlanir.

- Ayirici ortamlara eklenen indikator boyalar, belirli metabolik reaksiyonlarin
gerceklegip gerceklesmedigini renk degisimi ile gosterir.
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Secicl ve Ayirict Ortamlarin
Kullanimai

- Secici ortamlar bazi mikroorganizmalarin biiytimesini baskilarken
digerlerinin biiytimesine 1zin verir ve boylece hedef organizmalarin
1zolasyonunu kolaylastirir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Salmonella ya da gida kaynakli hastaliklara yol acan belirli E. coli suslar:
1cin gelistirilmis secici ortamlar buna 6rnektir.

- Ayirici ortamlar, biiylime sirasinda gerceklesen belirli metabolik olaylari
gorunir kilan indikatorler icerir ve bu ortamlar klinik tanida yaygin
bicimde kullanilir.
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- Yanda verilen dort kultir
ortamindan licli tanimlanmas,

biri ise komplekstir ve
kompleks ortam hem E. coli
hem de Leuconostoc
mesenteroides i¢cin bliytimey1
destekler.

Basit tanimlanmis ortam F.
coli’nin bliyiimesini
desteklese de L.
mesenteroides i¢cin yeterli
degildir ¢ciinki bu tirin ek

besinlere gereksinimi vardir.

Besin Gereksinimler:

K;HPO, 7 g
KH,PO, 2 g
(NH4);504 19
MgS040.1g
CaCl, 002 g
Glucose 4-10 g

Trace elements (Fe, Co,
Mn, Zn, Cu, Ni, Mo)
2-10 ug each

Distilled water 1000 ml

pH7

K,HPO, 0.6 g
KH,PO, 0.6 g
NH,CI3 g

MgS0, 0.1 g
Glucose 25 g
Sodium acetate 25 g

Amino acids (alanine, arginine, asparagine,
aspartate, cysteine, glutamate, glutamine,

glycine, histidine, isoleucine, leucine, lysine,

methionine, phenylalanine, proline, serine,
threonine, tryptophan, tyrosine, valine)
100-200 pg of each

Purines and pyrimidines (adenine, guanine,
uracil, xanthine) 10 mg of each
Vitamins (biotin, folate, nicotinic acid,
pyridoxal, pyridoxamine, pyridoxine,
riboflavin, thiamine, pantothenate, p-
aminobenzoic acid) 0.01-1 mg of each
Trace elements (as in first column)
2-10 pg each

Distilled water 1000 ml
pH 7

Bektas Tepe
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Glucose 15 g
Yeast extract 5 g

Peptone 5 g

KH5PO, 2 g

Distilled water 1000 ml
pH 7

KH,PO,05¢
NH,CI0.5¢
MgS0, 0.1 g
CaCl,0.05¢g
KClI05g
Na;S,03 2 g

Trace elements (as in first
column)
2-10 pg each

Distilled water 1000 ml
pH 7

Carbon source: CO, from air
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. - L. mesenteroides’in
K;HPO, 7 g K;HPO, 06 g Glucose 15 g KH;PO,05¢
tanlmlanmls ortamda KH,PO, 2 g KH,PO, 0.6 g Yeast extract 5 g NH,C 0.5 g
yetisebilmesi igin birgok ek M e s £
beSinin tek tek ilave edilmeSi CaCl, 002 g Glucose 25 g Distilled water 1000 ml KCl05g
. . Glucose 4-10 g Sodium acetate 25 g pH 7 Na,5,032 g
gereklr kl bu Oldukca Trace elements (Fe, Co, Amino acids (alanine, arginine, asparagine, Trace elements (as in first
zahmetli bir hazirhktir. Mo e e, st soloucine, Euine: eve 510y each

=)
(=)
e
(= -
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Kompleks ortam kullanmak
1se bu tiir i¢cin ¢cok daha pratik

bir ¢oziim sunar.

Distilled water 1000 ml
pH7

methionine, phenylalanine, proline, serine,
threonine, tryptophan, tyrosine, valine)
100-200 pg of each

Purines and pyrimidines (adenine, guanine,
uracil, xanthine) 10 mg of each
Vitamins (biotin, folate, nicotinic acid,
pyridoxal, pyridoxamine, pyridoxine,
riboflavin, thiamine, pantothenate, p-
aminobenzoic acid) 0.01-1 mg of each
Trace elements (as in first column)
2-10 pg each

Distilled water 1000 ml
pH 7

Distilled water 1000 ml
pH 7

Carbon source: CO, from air
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Farklh MlkI’OOI'g anizmalarin Besinsel £
m @
g
Kapasiteler: " g
~
1telerl :
o
=
- - Yanda listelenen doérdiinci
. . K;HPO, 7 g K;HPO, 06 g Glucose 15 g KH;PO,05¢
Ortam, Thiobacillus KH,PO, 2 g KH,PO, 0.6 g Yeast extract 5 g NH,C 0.5 g
thioparus’un buyumesuu (NH,),50, 1 g NH,CI 3 g Peptone 5 g Mg50, 0.1 g
. MgS0, 0.1 g Mg50, 0.1 g KH,PO, 2 g CaCl,0.05g
de Stekler ancak dlger CaCl, 002 g Glucose 25 g Distilled water 1000 ml KCl05g
. 1 h . b e e e Glucose 4-10 g Sodium acetate 25 g pH 7 Na,5,032 g
Organlzma arln lg lrlnln Trace elements (Fe, Co, Amino acids (alanine, arginine, asparagine, Trace elements (as in first
.o .o . . Mn, Zn, Cu, Ni, Mo) aspartate, cysteine, glutamate, glutamine, column)
buyume Sinil de Stek].emez . 2-10 pg each glycine, histidine, isoleucine, leucine, lysine, 2-10 pg each
Distilled water 1000 ml methlqn|ne, TEETE T prohne,l ZE I, Distilled water 1000 ml
threonine, tryptophan, tyrosine, valine)
pH7 100-200 pg of each pH 7

- Bunun nedeni 7. thioparus’un
hem kemolitotrof hem de
ototrof olmasi1 ve bu nedenle

Purines and pyrimidines (adenine, guanine, Carbon source: CO, from air

uracil, xanthine) 10 mg of each
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Vitamins (biotin, folate, nicotinic acid,
pyridoxal, pyridoxamine, pyridoxine,
riboflavin, thiamine, pantothenate, p-
aminobenzoic acid) 0.01-1 mg of each

Organik karbon Trace elements (as in first column)
o« e o 2-10 pg each

gerek81n1m1n1n Distilled water 1000 ml

bulunmamasidir. PH7
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Farkli Mikroorganizmalarin Besinsel

Kapasiteleri

- T. thioparus tim karbonunu
CO:-'den saglar ve enerjisini

tiyosulfatin (NazS:0s)
oksidasyonundan kazanir.

- Bu 6zellikleri sayesinde,
yanda yer alan organizmalar
arasinda en yiiksek
biyosentetik kapasiteye sahip
tirdir.

K;HPO, 7 g
KH,PO, 2 g
(NH4);504 19
MgS040.1g
CaCl, 002 g
Glucose 4-10 g

Trace elements (Fe, Co,
Mn, Zn, Cu, Ni, Mo)
2-10 ug each

Distilled water 1000 ml

pH7

K,HPO, 0.6 g
KH,PO, 0.6 g
NH,CI3 g

MgS0, 0.1 g
Glucose 25 g
Sodium acetate 25 g

Amino acids (alanine, arginine, asparagine,
aspartate, cysteine, glutamate, glutamine,

glycine, histidine, isoleucine, leucine, lysine,

methionine, phenylalanine, proline, serine,
threonine, tryptophan, tyrosine, valine)
100-200 pg of each

Purines and pyrimidines (adenine, guanine,
uracil, xanthine) 10 mg of each
Vitamins (biotin, folate, nicotinic acid,
pyridoxal, pyridoxamine, pyridoxine,
riboflavin, thiamine, pantothenate, p-
aminobenzoic acid) 0.01-1 mg of each
Trace elements (as in first column)
2-10 pg each

Distilled water 1000 ml
pH 7

Bektas Tepe
gezimania_tr

Glucose 15 g
Yeast extract 5 g

Peptone 5 g

KH5PO, 2 g

Distilled water 1000 ml
pH 7

KH,PO,05¢
NH,CI0.5¢
MgS0, 0.1 g
CaCl,0.05¢g
KClI05g
Na;S,03 2 g

Trace elements (as in first
column)
2-10 pg each

Distilled water 1000 ml
pH 7

Carbon source: CO, from air
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(zenel Sonug: )
Besin Gereksinimlerinin Onemai

- Mikroorganizmalarin besinsel gereksinimleri birbirinden cok farkl:
olabilmektedir.
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- Basarili bir kiltiirleme i¢in organizmanin fizyolojisini ve besinsel
ithtiyaclarini dogru anlamak biiylik 6nem tasir.

- Mikroorganizmaya saglanacak besinlerin tiirii ve miktari, tamamen bu
gereksinimlere uygun sekilde ayarlanmalidir.

- Dogru besinsel kogullar saglandiginda, kiiltiirleme siireci hem kolaylasir
hem de arastirma acisindan daha giivenilir hale gelir.
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Laboratuvar Kulturlerinin
Temel1

- Steril bir kiltir ortami hazirlandiginda, mikroorganizmalar bu
ortama inokiile edilerek uygun kogullarda inktibe edilir.
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- Laboratuvar calismalarinda inokiilasyon genellikle saf kiiltiirlerle
yapilir ve kiiltiir ortami sivi ya da kati olabilir.

- Kat1 ortamlar agar ile katilastirilir ve hiicreler burada koloniler
adi verilen goriiniir, izole kitleler olusturur.

- Koloni sekli, bliytkligl ve rengi; organizmanin 6zelliklerine, besin
durumuna ve kiltir kosullarina bagl olarak degisir.

darmeA. S hapho, Usva by oI ChEgo
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Kolonilerin Islevi ve Koloni

Cesitliligi

- Bazi1 mikroorganizmalar pigment lireterek kolonilerin renk
kazanmasina neden olur.
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- Koloniler, bir kiiltiiriin yapis1 ve olasi saflig1 hakkinda
mikrobiyologa gorsel ipuclari sunar.

- Karigik kiltiirlerden (6rnegin dogal érnekler, Figiir e) ya da
kontamine saf kiiltiirlerden inokiile edilen plaklarda genellikle
birden fazla koloni tipi goriliir.

- Bu cesitlilik, kiltirin karisik olup olmadigi konusunda 6n
degerlendirme yapilmasini saglar.
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Aseptik Teknik: Uretim ve Koruma

— - Steril bir kultir ortamai ;-}7{‘ - é‘i /;/ -
hazirlandiktan sonra, sonraki adim / e Ne i /T" :
aseptik teknik gerektiren ﬂ 6 & 4 e &
inokilasyondur. ~& &

- Aseptik teknik, kiltiirler: ve sivi/katr = @ mnserms siauacuure
steril ortamlar:i manipiile ederken
kontaminasyonu onlemek icin
uygulanan adimlar bitintdir. o

Isolated colonies Confluent growth at
at end of streak beginning of streak
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James A Stapio, Unhersiyy of Chicago
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(b) Streaking a Petri plate
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Aseptik Teknik: Uretim ve Koruma

¢ - Siv1 kiiltiirlerde amag, tiip veya sise /ﬁ’ ” 3 /f s
agzini hava akimlarindan ve steril / e Ne /s /’;; )
olmayan ylzeylerden koruyarak 0 (& A4 Nen

: . 7 ! S 4=
transfer yapabilmektir (Figiir a). - -
- Agar plaklarinda ise 6zellikle agar (@ Transteringa i cuture

yluzeyini aerosollerden ve diisebilecek
partikiillerden korumaya 6zen
gosterilir (Figiir b). o

Isolated colonies Confluent growth at
at end of streak beginning of streak
\
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Saf Kultir Elde Etme ve Aseptik
Teknik Becerisi

- Saf kiltirlerin korunmasi i¢in aseptik teknigin iyi derecede uygulanmasi
sarttir; ciinkl havada oldukca fazla kontaminant bulunur.
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- Izole bir koloniyi secip yeniden ¢izerek saf kiltiir elde etmek,
mikrobiyolojide temel uygulamalardan biridir.

- Farkli ve 6zel bliyiime gereksinimleri olan bakteri gruplari icin gelistirilmis
baska saf kiiltir elde etme yontemleri de vardir (1lgili yontemler Boliim
19°da tartisilmaktadar).

- Bu uygulamalar, laboratuvar ortaminda kiltiirlerin dogrulugunu ve
glivenilirligini stirdiirmek icin kritik 6nem tasir.
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Mikrobiyal Hiicre Sayimai

- Hicre sayilarini belirlemek, bir kiiltiiriin ya da mikrobiyal toplulugun
durumu hakkinda nicel bilgi saglar.

- Mikrobiyal popiilasyonlar:i saymak i¢cin ¢esitli yontemler gelistirilmis olup
her birinin avantajlari ve sinirliliklari bulunur.

- Klasik yaklasim olan “toplam sayim” yontemai, kiiltiirlerin ya da dogal
orneklerin mikroskobik incelemeyle degerlendirilmesine dayanir.

- Bu yontem, hizl1 bir genel degerlendirme sunmasi nedeniyle yaygin olarak
uygulanir.
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Toplam Hiicre Sayima:
Mikroskobik Inceleme

- Toplam hiicre sayimi, 6rnekteki hiicrelerin mikroskop altinda goézlenip

sayilmasiyla yapilir.

- Sayimlar, lam tizerinde kurutulmus 6rnekler veya sivi 6rnekler tizerinden
gerceklestirilebilir; kurutulmus preparatlar kontrast artirmak icin

boyanabilir.

Ridges that support coverslip

Coverslip

Sample added here. Care must be
taken not to allow overflow; space
between coverslip and slide is 0.02 mm
(510 mm). Whole grid has 25 large
squares, a total area of 1 mm? and

a total volume of 0.02 mm®.

To calculate number

per milliliter of sample:

12 cells x 25 large squares x 50 x 10°

1
|
1
1

|
Number/mm? (3 x 109

e

- d o N-"
Ve |e |
N||®| @ o I
|
o’ | = —
o = L
|
-~ - = - I
- - N + ™ - - 1
. . . RN |
Microscopic observation; all cells are ~. I
counted in large square (16 small squares): S

|
Number/mm? (1.5 x 109

A
|
I
I
|
I
I
|
I
I

12 cells. (In practice, several large squares
are counted and the numbers averaged.)
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Toplam Hiicre Sayima:
Mikroskobik Inceleme

- Si1va1 ornekler icin, ylizeyine karelerden olugsan bir 1zgara kazinmis 6zel sayim

odaciklar: kullanilir.

- Kapak yerlestirildiginde her kare belirli bir hacme karsilik gelir ve bu
hacimdeki hiicre sayis1 mikroskopta sayilarak hesaplanir.

Ridges that support coverslip

Coverslip

Sample added here. Care must be
taken not to allow overflow; space
between coverslip and slide is 0.02 mm
(510 mm). Whole grid has 25 large
squares, a total area of 1 mm? and

a total volume of 0.02 mm®.

To calculate number

per milliliter of sample:
12 cells x 25 large squares x 50 x 10°

1
|
1
1

|
Number/mm? (3 x 109

e

- d o N-"
Ve |e |
N||®| @ o I
|
o’ | = —
o = L
|
-~ - = - I
- - N + ™ - - 1
. . . RN |
Microscopic observation; all cells are ~. I
counted in large square (16 small squares): S

|
Number/mm? (1.5 x 109

A

12 cells. (In practice, several large squares
are counted and the numbers averaged.)
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Number/cm?® (ml) (1.5 x 107)
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Hicre Yogunlugunun Hesaplanmasi ;
S
s
-— - Izgara lizerindeki karelerde goriilen hiicre sayisi, odacigin tanimli hacmine
Q gore degerlendirilerek 6rnegin mililitre basina diisen hiicre sayis1 bulunur.
o= . .. : . . 1 .- .
=D - Bu yontem, hizli ve temel bir nicel tahmin saglar; 6zellikle yogun 6rneklerde
el
o0 oldukca kullanishdir.
S
e
| o Ridges that support coverslip -z _--="""To calculate number
« _ e -7 per milliliter of sample:
° = Coverslip - 2 S 12 cells x 25 large squares x 50 x 103
L) o |0 I A A
= cfje| o o I | oo
—— | oo
(aa ofl | < ;’ ! ! Lo =
o | L 1 I I A
- = I ! oo =
DR Ll .. i Number/mm?(3 x 103 | I i
A Sample added here. Care must be TTe + e - : | ' : ﬁ
taken not to allow overflow; space Microscopic observation; all cells are T.. I Number/mm? (1.5 x 109 | D
between coverslip and slide is 0.02 mm counted in large square (16 small squares): Tl i T
a
2
&

(510 mm). Whole grid has 25 large
squares, a total area of 1 mm? and
a total volume of 0.02 mm®.

12 cells. (In practice, several large squares
are counted and the numbers averaged.)
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Hicre Yogunlugunun Hesaplanmasi

- Ancak dogru sonuc icin sayim odaciginin 6zellikleri ve hesaplamada
kullanilan dontisiim faktorler: titizlikle uygulanmalidar.

- Mikroskobik tekniklerin dogru kullanimi, sonuclarin giivenirligi acisindan

kritik 6neme sahiptir.

Ridges that support coverslip

Coverslip

Sample added here. Care must be
taken not to allow overflow; space
between coverslip and slide is 0.02 mm
(510 mm). Whole grid has 25 large
squares, a total area of 1 mm? and

a total volume of 0.02 mm®.

To calculate number

per milliliter of sample:
12 cells x 25 large squares x 50 x 10°

A

1
|
1
1

e

Number/mm? (3 x 109

-=" d o N-"
Ve |e |
N||®| @ o I
|
o® P ) :
o = L
|
-~ - S I
- - N + ™ - - 1
. . , RN |
Microscopic observation; all cells are ~. I
counted in large square (16 small squares): S

|
Number/mm? (1.5 x 109

12 cells. (In practice, several large squares
are counted and the numbers averaged.)
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Mikroskobik Sayimin Simirliliklari

- Ozel boyama teknikleri uygulanmadikea, canli ve 6lii hiicreler birbirinden
ayirt edilemez.

- Hicreler cok kiiciik oldugunda goériintiilemek zorlasabilir ve bu durum
sayim hatalarina yol acabilir.

- Diistik yogunluklu siispansiyonlarda (yaklasik 10¢ hiicre/mL’nin alt1)
mikroskop alaninda hiicre goriilmesi glictiir; 6rnek cogu zaman
yogunlastirilip kiicliik bir hacimde yeniden siispanse edilmelidir.

- Motil (hareketli) hiicreler sayimdan 6nce 6ldiiriilmeli veya hareketsiz hale
getirilmelidir; ayrica 6rnekteki partikiiller hiicrelerle karistirilarak yanlig
sayimlara neden olabilir.
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Mikroskobik Hiicre Sayimlarinin
Rolu

- Mikrobiyal ekolojide, bazi sinirliliklarina ragmen dogal 6rneklerde
mikroskobik hiicre sayimlar: sikca kullanilir.
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- Bu yontemde, hiicrelerin goriiniir olmasini saglamak i¢in 6rnekler cesitli
boyalarla boyanir.

- Kullanilan bazi boyalar, hiicrelerin filogenetik 6zellikleri veya metabolik
durumlari hakkinda ek bilgiler saglar.
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Genel Kullanilan Boyalar

- DAPI boyasi, DNA ile reaksiyona girdigi icin tiim hiicreleri boyar.

- Diger bazi genel floresan boyalar, hiicre zarinin biitiinliigiine bakarak canlh
ve Olu hiicreleri ayirt edebilir.

- Bu sayede 6rnekteki canlilik durumu, dogrudan mikroskobik inceleme
sirasinda anlasilabilir.
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Filogenetik Olarak Spesifik Boyalar

- Belirli tiirleri ya da akraba gruplar: hedefleyen floresan boyalar, 6zgiil
nikleik asit problarina boya baglanmasiyla hazirlanir.

- Ornegin, sadece Bacteria veya sadece Archaea tiirlerini boyayan filogenetik
boyalar kullanilabilir.

- Bu tir boyalar, es zamanli kullanilan genel boyalarla birlikte 6rnekteki her
bir domain’in oranini belirlemeyl miimkiin kilar.
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Metabolik Genler: Hedetleyen
Problar

- Bazi floresan problar, belirli metabolik stirecleri katalizleyen enzimleri
kodlayan genleri hedefler.
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- Bir hiicre bu 6zel problarla boyanmissa, o hiicrenin belirli bir metabolizmaya
sahip oldugu sonucu cikarilabilir.

- Bu yaklasim, hiicrenin mikrobiyal topluluk icindeki ekolojik roliiniin
anlasilmasina katki saglar.
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Seyrek Hiicre Yogunluklarinda
Filtreleme Kullanimi

- Okyanus suyu gibi diigiik hiicre yogunluguna sahip 6rneklerde dogrudan
sayim gli¢ olabilir.
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- Bu durumda hiicreler once bir filtre tizerinde yogunlastirilir.

- Filtre tizerinde yogunlastirilan hiicreler boyandiktan sonra mikroskobik
olarak sayilabilir.
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- Mikroskobik hiicre sayimlari, kolay uygulanabilir olmalari nedeniyle

- Bu yontem, dogal mikrobiyal ortamlar hakkinda temel diizeyde hizl1 bilgi

Kkolojik Calismalarda Mikroskobik

Sayimlarin Onemi
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ekolojik arastirmalarda siklikla tercih edilir.

saglar.
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Yasayan Hiicre Kavrami ve Canlh
Hiicre Sayimi

- Viable (canli) hiicre, boliinebilme ve yavru olusturabilme kapasitesine sahip
hiicre olarak tanimlanir.
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- Cogu durumda arastirmacilarin asil ilgilendigi hiicre tipi canli hiicrelerdir.

- Bu nedenle, agar plaklarinin kullanildig: canli hiicre sayimi yontemi, yani
plak sayimi (plate count), tercih edilir.
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Plak Sayimi Yonteminin Temel
Varsayimi

- Plak sayimi yaklasiminda, her canli hiicrenin bir koloni olusturacagi kabul
edilir.
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- Bu nedenle koloni sayilari, dogrudan canli hiicre sayilarini yansitir.

- Bu varsayim, yontemin yorumlanmasinda temel noktay1 olusturur.
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Canli Hiicre Sayimi Yontemler:

- Plak saylimi 1@111 iki temel Spread-plate method

=—n
ey surf
o uygulama bulunur: spread- o
ate (yvayma plak) yontemi Q 3
= plate (yayma plak) y | | ;
— ve pour-plate (dokme plak) ——— S
— yontemi. o _ | g
Sample is pipetted onto Sample is spread evenly over Typical spread-plate results
surfacle oflagar plate stl.xrface of agar using sterile
0.1
m . Spread-plate (yayma plak) (0.1 ml or less) glass spreader
>‘ uygulamasinda, Pour-plate method
.= seyreltilmig kiltirin e e
. (X3 .o . .
kiiciik bir hacmi agar °°’°“'es
g yluzeyine yayilir. — — / 5
o0 .. | e *smce
‘ Pour-plate (dOkme plak) Sample is pipetted into Sterile medium is added and Typical pour-plate results
A yontemlnde kultur hacmi sterile plate mixed well with inoculum

steril Petri1 kabina eklenir
ve uzerine ~50°C’dek1
erimis agar dokilerek
karigtirilir.
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Uygulamada Dikkat Edilmesi
Gerekenler

- Yayma plak ve dokme plak yontemlerinde koloni sayisinin ¢ok fazla ya da
cok az olmamasina dikkat edilmelidir.
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- Agir1 yogun plaklarda bazi hiicreler koloni olusturamaz ve koloniler
birlesebilir.

- Cok az koloni varsa, elde edilen sonuclarin istatistiksel glivenilirligi diiger.
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Sayim Araliginin Onemi

- Plak sayimi icin ideal ve gecerli sayim araligi 30 ile 300 koloni arasindadair.

- Bu aralik, hem asir1 birlesme hem de diisiik giivenilirlik sorunlarini azaltir.

- Bu nedenle, plak hazirlarken koloni sayisini bu araliga getirecek uygun
seyreltme yapilmalidir.
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'_O‘ 10
Seyreltme Isleminin i
° o W © ﬁ% g%
erekliligl -
s
o . . . Sample to
. — - Cogu ornekte sayilabilir koloni sayisina ulasmak i be counted
Q icin 6rnek mutlaka seyreltilir.
B 1 ml 1ml 1 ml 1ml 1ml
=D - Canli sayim 6nceden bilinmedigi i¢cin genellikle [‘5 F‘g ?5 \['5 ?]( P]
o0 birden fazla seyreltme hazirlanir. : : : - : -
m I . 9-ml —
— - Bu amacla cogunlukla ardisik 10 kat seyreltiler broth
hazirlanir. Total  1/10 1100 1/10°  1/10% 1/10° 1/108
o dilution (10-') (107 (103 (109 (109 (109
Q Plate 1-ml samples
e ¥ ¥ ¥ ¥ ¥}
o
=
— : =
A ' : I 159 17 2 0 g
Too many colonies colonies colonies colonies colonies 4
to count M
159 x 10° = 159 x 10° A
Plate Dilution Cells (colony-forming o
count factor units) per milliliter of Q%

original sample
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10 Kat ve 100 Kat
Seyreltmeler

- 10 kat (107?) seyrelti hazirlamak i¢cin 0.5 ml 6rnek
4.5 ml seyrelticiyle karistirilabilir.

- 100 kat (1072) seyrelti olusturmak i¢in 0.05 ml
ornek 4.95 ml seyrelticiye eklenebilir.

. Tki ardigik 10! seyreltme de aym sekilde 102
toplam seyreltmeyi olusturur.

Bektas Tepe
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% Sample to

1imi be counted

1

1 ml

\r ml }(1m| )r1m|)(
0 80 0
o ||

Total 1/10 1/100 1108 17104
dilution (10-1) (102 (103 (104

Plate 1-ml samples

¥ ¥ 3

By

' I 159 17

ml ){( 1 )
H o

1/10° 1/108
(1075) (1075)

V ¥

2 0

T
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Serl Seyreltmelerin
Kullanima

- Yogun kiltiirlerde, ardisik seri seyreltmeler
yapilarak uygun seyrelme diizeyine ulasilir.

- Ornegin 107 seyreltmeye ulagmak icin ti¢ ardigik
1072 ya da alt1 ardisik 107! seyrelti yapilabilir.

- Bu islem, plakta sayilabilir koloni araliginin elde
edilmesini saglar.
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dilution (10-1) (102 (103 (104 (10°5) (109)

Plate 1-ml samples

BN

' I 159 17 2 0

T
Too many colonies colonies colonies colonies colonies
to count
159 x 10° = 1.59 x 10°
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Plak Sayimi Kaynakli Hata Tirleri

- Canli sayimda koloni sayisi, inokulum miktari ve kiltirin canlilig: kadar
kullanilan ortam ve inkiibasyon kogullarindan da etkilenir.

- Inktibasyon stiresi, 6zellikle karigik kiltiirlerde bazi kolonilerin gec
gelismesine bagh olarak sonuclar: degistirebilir.

- Ayrica, ¢ok kiiciik koloniler gézden kacabileceginden sayim hatalari
olusabilir.
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Uygulama Hatalar: ve Ornek
Ozellikler:

- Pipetleme hatasi, numunenin homojen olmamasi veya yeterince
karistirilmamasi onemli hata kaynaklaridir.
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- Dokme plak yonteminde sicakliga duyarli hiicreler zarar gorebilir.

- Bu nedenle 6rnek hazirlama ve plaklama asamalarinda dikkatli ve tutarh
calismak gerekir.

=)
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Koloni-Olusturan Birim (CFU)
Kullanimi

- Plak sayimi verileri genellikle gercek canli hiicre sayis1 yerine koloni
olusturan birim (CFU) olarak ifade edilir.
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- Bunun nedeni, bir koloninin birden fazla canli hiicre iceren bir kiimecikten
olusabilmesidir.

- Bu ifade bicimi, olas1 hiicre yigilmalarinin yarattig: belirsizligi azaltir ve
veriyl daha dogru temsil eder.
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Plak Sayimi Yonteminin Kullanim
Alanlar

- Plak sayimi, baz1 sinirlamalari olmasina ragmen hizli ve kolay
uygulanabildigi i¢cin bircok mikrobiyoloji alt alaninda yaygin sekilde
kullanilmaktadair.
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- Gada, siit tirtinleri, tibbi numuneler ve su analizlerinde canli hiicre sayima
rutin bir yontem olarak uygulanair.

- Yontemin ytuksek duyarlilig: sayesinde, bir 6rnekte tek bir canli hiicre bile
varsa plakada tespit edilebilir.

- Bu ozellik, ozellikle gidalar veya diger materyallerde mikrobiyal
kontaminasyonun hassas bicimde belirlenmesine olanak saglar.
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Secicl Ortamlarin Plak Sayimindaki
Rolu

- Secici besiyerleri ve uygun inkiibasyon kogullari, karisik érneklerde belli
tirlerin hedeflenerek sayilmasini mimkiin kilar.
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- Ornegin, %10 NaCl iceren kompleks bir ortam, ¢cogu deri bakterisini
baskilarken potansiyel patojen Staphylococcus tiirlerinin izolasyonunu
kolaylastirir.

- Gida endiistrisinde hem kompleks hem de secici ortamlarin ayni érnege
uygulanmasi, kalite ve giivenligin hem nicel hem nitel degerlendirilmesini
saglar.

- Kompleks ortam toplam hiicre sayisini verirken, secici ortam belirli bir
patojenin o gidada bulunup bulunmadigini gosterir.
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Hedefli Plak Sayimi1 Uygulamalar:

- Plak sayimi yontemi atik su ve diger su analizlerinde de yaygin olarak
kullanilir.

- Ornegin, enterik bakteriler (E. coli gibi) secici ortamlarda kolayca gelistigi
1cin yizme alanlarinin giivenligini degerlendirmede 6nemli gostergelerdir.

- Bir su orneginde enterik bakteri tespiti, digkisal kirlilige isaret eder ve
suyun insan temasi i¢cin uygun olmadigini gosterir.
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Buylk Plak Sayim Anomalisi
(Great Plate Count Anomaly)

- Dogal 6rneklerin dogrudan mikroskobik sayimlari, ayni 6rnegin kultir
ortaminda yetistirilebilen hiicre sayisindan ¢cok daha yiiksek degerler verir.
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- Bu durum, plak sayimi yonteminin toplam hiicre sayisini belirlemede
glivenilir olmayabilecegini gosterir.

- Mikrobiyolojide bu fark “biiyiik plak sayim anomalisi (great plate count
anomaly)” olarak adlandirilir.
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Plak Sayimi Neden Daha Distik
Hicre Sayis1 Gosterir?

- Mikroskobik sayimlar, 6li hiicreler dahil tiim hiicreleri icerirken, canli
sayim yontemleri yalnizca canli hiicreleri tespit eder.
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- Asil 6nemli olan, dogal ortamlardaki farkli mikroorganizmalarin besin ve
bliyliime gereksinimlerinin ¢ok cesitli olmasidir.

- Tek bir besiyeri ve bliiyiime kogulu, mikrobiyal toplulugun yalnizca belirli bir
alt kiimesini biyutebilir.

- Ornegin, toplam canli hiicre sayis1 10° hiicre/g olsa bile ortam yalnizca 10°
hiicre/gh destekliyorsa plak sayimi gercek sayinin yalnizca %0.1’ini
gosterebilir.
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Plak Sayimi Sonuclarinin
Sinirliliklar

- Plak sayimi1 sonuclari 6nemli bir uyari tasir: “toplam” hiicre sayilari
genellikle gercek hiicre sayisini ciddi sekilde az gosterir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

el
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Buna karsin, hedef organizmalara yonelik secici ortamlarla yapilan sayimlar
cogu zaman oldukca gtivenilir sonuclar verir.

- Secici ortamlarda, hedef mikroorganizmalarin fizyolojisi bilindigi i¢in canl
hiicre toparlanma orani neredeyse %100’e yakindir.

- Ancak tek bir ortamla yapilan toplam sayimlar genellikle gercek
degerlerden bir veya birkac kat daha diisiik cikar.
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Glnimiuzde Hicre Sayiminda
Alternatif Yaklasimlar

- Son yillarda hiicrelerin dogrudan sayilmasi yerine, hiicreyi temsil eden
molekiiler “proxy” yaklasimlari yaygin olarak kullanilmaktadir.
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- Geligtirilen bircok molekiiler yontem, dogal 6rneklerde belirli
mikroorganizmalarin hem tespit edilmesini hem de miktarinin
belirlenmesini mimkiin kilar.

- Bu yontemlerin detaylari ve yorumlanmasi Boliim 19’da detaylica ele
alinacaktir.
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Turbidimetr:: )
Hiicre Kiitlesine Dayali Olcim

- Ekponansiyel biiytime sirasinda hiicrelerin tiim bilegsenleri, hiicre
sayisindaki artigla orantili olarak cogalir.
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- Hicre kiitlesi de bu silirecte arttigi i¢cin, hiicre siispansiyonlarinin 15181
dagitmasi turbidi 6l¢limiine temel olusturur.

- Hicre stispansiyonu bulanik gortiniir, ¢iinki hiicreler gecen 15181 sacar;
hiicre sayis1 arttikca bulaniklik (turbidite) artar.

- Bu nedenle, turbidite 6l¢ciimleri laboratuvar kiiltiirlerinde hiicre sayisini
hizli bicimde tahmin etmek i¢in kullanilir.
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Spektrofotometre 1le Turbidite

Olcimiu

- Mikrobiyal turbidite
Olciimlerinde 480 nm (mavi),
540 nm (yesil) ve 660 nm
(kirmizi) 1s1k yaygin olarak
kullanilir.

- Kisa dalga boylarinda
duyarlilik daha yiiksekken,
yogun hiicre
stispansiyonlarinda daha uzun
dalga boylar: daha dogru
sonug verir.
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Optik Dansite (OD) ve Hiicre Sayisi
Arasindaki Iligk

- Turbiditey1 gercek hiicre
sayisina donustiirmek i¢cin
onceden hazirlanmigs bir
standart egriye 1thtiyac vardir.

- Ancak yliksek hiicre
yogunluklarinda 1s1g1n
hiicreler arasinda geri
sacilmasi lineerligi
bozdugundan OD-hiicre sayisi
1ligkisi (Figtlir ¢) gecersiz hale
gelir.
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Turbidimetr: Yonteminin
Kullanishlhgi

- Uygun bir standart egri olusturuldugunda, turbidite 6l¢timleri bakteri
bollugunun hizla tahmin edilmesini saglar.
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- Bu yontem hem toplam hiicre sayimi1 hem de canli hiicre sayimai i¢in pratik
bir alternatif olabilir.

- Turbidimetri, 6zellikle hizli biiytiiyen kiiltiirlerde zaman kazanmak ic¢in
yaygin gsekilde tercih edilir.
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Turbidite Ol¢timlerinin Siirhiliklar

- Baz1 mikroorganizmalar sivi kiiltirde esit dagilmadigindan turbidite
Olctimleri gercek hiicre kiitlesini her zaman yansitmayabilir.

- Bircok bakteri kiiciik veya biiylik kiimeler olusturdugunda OD degerleri
toplam biyokititleyi dogru temsil etmez.

- Bazi bakteriler, tiiplerin ya da diger kaplarin ytizeylerine biyofilm
olusturarak tutunabilir.

- Kiimelenme ve biyofilm olusumu engellenmediginde OD o6l¢iimleri hiicre
sayisini dogru belirlemekte yetersiz kalir.
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Turbidite Olciimlerinin Giivenilirligi
Nasil Artirilir?

- Kiltirde hiicrelerin karisik kalmasi i¢cin karistirma, calkalama veya benzeri
yontemlerle kiimelenme azaltilmalidir.
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- Yiizeylere tutunan hiicrelerin biyofilm olusturmasi engellenerek 6l¢iimlerin
dogrulugu korunabilir.

- Baz1 bakteriler dogal olarak planktonik yapida olup uzun stiire askida
kalabilir.

- Ancak cogu bakteri uygun ylzey saglandiginda zamanla biyofilm olusturur
ve turbidite ile dogru hiicre sayimi yapmak zorlasir.
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Cevresel Ktkenlerin Biyume
Uzerindeki Rolu

- Mikroorganizmalara ideal besinler saglansa bile ¢cevresel kosullar uygun
degilse bliyiime gerceklesmez.
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- Sicaklik, pH, su aktivitesi ve oksijen, bliyimeyi dogrudan belirleyen dort
ana cevresel faktordiir.

- Bu faktorlerden herhangi biri organizmanin dayanabilecegi sinirlarin disina
cikarsa biiylime durur.
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Sicakligin Mikroorganizmalar
Uzerindek: Cift Yonlu Etkisi

- Cok diisiik ya da cok yiiksek sicakliklarda mikroorganizmalar bliyliyemez ve
bazilari 6lebilir.
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- Her tiriin bliiyimeye 1zin veren minimum ve maksimum sicakliklari dogal
habitatlarinin sicaklik 6zelliklerini yansitir.

- Sicaklik arttikca enzimatik reaksiyonlar hizlanir ve biiylime daha hizlh
gerceklegir.

- Ancak belirli bir sicakligin tizerinde proteinler ve hiicresel bilesenler geri
donisiimsiliz sekilde zarar gorebilir.
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° ) ) i%a
Mikroorganizmalarin Kardinal
Sicakliklar: )

§
L - Her mikroorganizmanin biiyliyemeyecegi bir s
O minimum, en hizli biiytidiigi bir optimum ve at maximal possible rate
o bliylyemeyecegi bir maksimum sicaklig: > Optimum
. Z vardir. o Enzymatic reactions occurring
m © at increasingly rapid rates
3 - Bu l¢ deger, yani kardinal sicakliklar, her tir £
— icin kendine 6zgiidiir ve tiirler arasinda 8
g biiyiik farkliliklar gésterebilir.
2 Minimum )
- Bazi1 mikroorganizmalarin optimum sicakligi Maximurm \
o0 0°C civarindayken bazilar:1 100°C'nin /
uzerinde optimuma sahiptir. \ Temperature /
A Membrane gelling; transport Protein denaturation; collapse

- Bir organizmamn buyuyeblldlgl genel sicaklik processes so slow that growth of the cytoplasmic membrane;
- . . . . cannot occur thermal lysis
aralig1 genis olsa da tek bir tiir genellikle
40°C’den daha genis bir aralikta biiyliyemez.
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Minimum, Optimum ve Maksimum
Sicakliklarin Belirleyicileri

- Maksimum biliyiime sicakligi, temel bir hiicresel bilesenin, 6rnegin énemli
bir enzimin, denatiire oldugu noktayi yansitir.
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- Minimum sicakligi belirleyen faktorler tam olarak bilinmemekle birlikte,
zarin yari akiskan yapisini korumasi kritik 6nem tasir.

- Zar yeterince akiskan olmadiginda madde tasinmasi ve enerji liretimine
1ligkin stirecler gerceklesemez.

- Optimum sicaklik, hiicresel bilesenlerin en yliksek verimle calistig1 araliktir
ve genellikle maksimuma minimumdan daha yakindir.
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Polaromonas vacuolata

Sicakliga Gore Mikroorganizma
A &
Gruplar:
§
L - Mikroorganizmalar bliylime optimumlarina gére dort genis grupta incelenir:
2 psikrofil, mezofil, termofil ve hipertermofil.
(o=
=D - Mezofiller yaygin olarak dogada bulunur ve en ¢ok calisilan mikrobiyal
o0 gruplardir.
=\ petertte
Example: Hyperthermophile
.g Geoba%ﬂus srearorhe:mophi.’us %Z;?ﬂi;cm e nyon?or;;) 33 1
. % Ezicifrrrn]e?igﬁia coli & 88° 106°
A
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Sicakliga Gore Mikroorganizma
Gruplar:

- Mezofiller, sicak kanli hayvanlarin bagirsaklarinda ve iliman ile tropik
cevrelerde yaygindir.
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- Escherichia coli tipik bir mezofile ornektir ve kardinal sicakliklari ayrintil
bicimde tanimlanmastir.

Example:
Geobacillus stearothermophilus Example: ample:

Mesophile Thermococcus celer Pyrolobus fumarii
xample: 60°
Escherichia coli 88° 106"

Psychrophile
xample:

Polaromonas vacuolata

Growth rate
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[ [ J [ l;%a
Mezofillerin Kardinal Sicakliklar::
° - ® §§
A &
E. coli Ornegl
=
i - E. coli’nin optimum biylime sicaklig1 yaklasik 39°C civarindadir.
Q
F= - Maksimum biyime sicaklig: 48°C, minimum sicaklig1 ise 8°C olarak
=D belirlenmigtir.
(-
S, et
Example: Hyperthermophile
.g Geoba%ﬂus srearorhe:mophi.’us %Zg;%ﬁ;cws i Py?on?or;)i:s .
2 s Escherichia coli i 88’ 106°
@ = % Psychrophile
m S P;?aTg)rr?f:Jnas vacuolata
A
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Mezofillerin Kardinal Sicakliklari:
E. coli Ornegl

- Boylece E. coli'nin bliylime aralig1 yaklasik 40°C’lik bir sicaklik genigligine
sahiptir.
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- Bu sicaklik araligi, mezofillerin yasam alanlarinin cesitliligini yansitir.

Example:
Geobacillus stearothermophilus Example: ample:

Mesophile Thermococcus celer Pyrolobus fumarii
xample: 60°
Escherichia coli 88° 106"

Psychrophile
xample:

Polaromonas vacuolata

Growth rate
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Ekstrem Ortamlarda Yasayan
Mikroorganizmalar

- Psikrofiller cok soguk; termofiller ise cok sicak cevrelerde bulunur.
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- Hipertermofiller, sicakligin 100°C’ye ulastig1 sicak su kaynaklarinda
yasayabilir.

- Derin deniz hidrotermal bacalarinda sicaklik 100°C’y1 asabilir ve
hipertermofiller bu kosullara uyum saglamistir.

- Bu organizmalarin ekstrem kosullarda hayatta kalmak icin gelistirdigi
fizyolojik ve biyokimyasal uyarlamalar oldukca dikkat ¢ekicidir.
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Soguk Ortamlarda Mikrobiyal
Yasamin Genel Cercevesl

- Asgir1 sicak ve asir: soguk bolgeler, insanlar icin “u¢” kosullar gibi goriinse de
bir¢cok mikrobiyal habitat aslinda bu tiir ortamlarla tanimlanmaktadair.
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- Bu zorlu yasam alanlarinda gelisen canlilara ekstremofil adi verilir ve bu
organizmalar bu sert kosullarda rahatlikla yasayabilir.
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Dinya’nin Soguk Bolgeler1 ve
Mikrobiyal Cesitlilik

- Diinya yiizeyinin biiyiik bir kismi 1 \ W
soguktur ve okyanuslarin - »f
ortalama sicaklig1 yaklasik 5°C .
civarindadair. VR g
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- Acik okyanuslarin derinliklerinde
sicaklik yil boyunca 1-3°C
arasinda sabit kalir.

John Gosink and James T. Staley
——
y
John Gosink and James T. Staley

James T, Staley

- Arktik ve Antarktik’in genis
alanlari stirekli donmus haldedir
ya da yazin yalnizca birkac hafta
cozulir.
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- Buzullarin icindeki ve altindaki
sivi su kanallari ise yogun bir
mikrobiyal yasama ev sahipligi
yapar.
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Donmus Ortamlarda Sivi Su ve
Yavas Metabolizma

- Tamamen donmus goriinen maddelerin icinde bile, ¢6ziinen maddelerin
yogunlastigi kiiclik s1v1 su cepleri bulunur.
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- Mikroorganizmalar bu cepler icinde metabolizma ve biiytime faaliyetlerini
surdirebilir, ancak bu silirecler son derece yavastir.

- Bu kiiciik su alanlari, donmus ortamlarda mikrobiyal yasamin siirekliligini
miumkin kilar.
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i * et ° L %5
Surekli Soguk ve Mevsimsel Soguk
Ortamlarin Ayrimi

§
- - Bir ortamin stirekli soguk olup olmadigi, L
mikrobiyal yasam icin 6nemlidir; bazi e
bélgeler yalnizca mevsimsel olarak g‘;\#‘ _
soguktur. "

- Iliman bolgelerdeki goller kisin kisa stireli

buzlanma yasasa da su genellikle yalnizca
kisa bir stire 0°C’de kalir.
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- Antarktik goller ise birkac metre
kalinliginda kalic1 bir buz tabakasi tasir ve
altindaki su siitunu tiim y1l boyunca 0°C
veya daha soguktur.

s 2 93 7
Deborah Jung and Michael T. Madigan

- Deniz sedimanlari, buzullar ve buz alt:
goller stirekli soguk kabul edilir ve yogun

mikrobiyal yasam barindirir.
Bektas Tepe
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Soguga Uyum Saglamis
Mikroorganizmalarin Kaynagi

- Soguk derecelere en 1y1 adapte olmus mikroorganizmalarin cogu, siirekli
soguk ortamlardan elde edilmistir.
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- Bu bolgelerdeki uzun siireli diisiik sicakliklar, psikrofilik organizmalarin
evrimlesmesi ve korunmasi i¢in ideal kogsullar yaratir.
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Psikrofil ve Psikrotolerant
Mikroorganizmalar

- Psikrofil, optimum biiyiime sicakligi 15°C ve alt1 olan; maksimum biiyiime
sicakligr 20°C’nin altinda kalan; minimum biiytiime sicakligi ise 0°C veya
altina inebilen mikroorganizmalardir.
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- 0°C’de buylyebilen ancak optimum sicakliklar: 20-40°C arasinda olan
mikroorganizmalar psikrotolerant olarak adlandirilir.

- Psikrofiller genellikle stirekli soguk ortamlarda bulunur ve 1liman
sicakliklara i1sitilmalari onlar: 6ldirebilir.

- Bu nedenle laboratuvarda psikrofil calismalari1 sirasinda 6rneklerin higbir
agsamada 1sitnmamasina dikkat edilir.
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Deniz Buzunda ve Kar Yuizeylerinde
Psikrofilik Canlilar

- Psikrofilik alg ve bakteriler, kutup bolgelerinde
mevsimsel olarak olusan deniz buzunun i¢inde ve
altinda yogun katmanlar halinde gelisir.
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- Kalic1 kar o6rtiisii ve buzullarin ytizeylerinde de
geligirler ve bulunduklar ytizeye belirgin renkler
kazandirirlar.

T. D. Brock

- Kar algi Chlamydomonas nivalis, sporlarinda
bulunan astaksantin pigmenti nedeniyle kar
yuzeyine parlak kirmizi bir renk verir.

- Tlgili diger kar algleri farkl: karotenoid
pigmentler icerdiginden, bu alanlar yesil,
turuncu, kahverengi veya mor renkte de
goriilebilir.
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Psikrofilik Bakterilerden Onemli
Ornekler

- Pek cok psikrofilik Bakteri ve az sayida psikrofilik Archaea izole edilmistir.
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- Kalic1 don (permafrost) bakterisi Planococcus halocryophilus, -15°C’de yavas
da olsa biiyliyebilir ve bu sicaklik, herhangi bir bakteri i¢cin belgelenmis en
distiik bliytime sicakligidir.

- Bununla birlikte teorik degerlendirmeler, mikrobiyal metabolizmanin
bundan daha soguk sicakliklarda da gerceklesebilecegini diistinduriir.
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Asir1 Dusuk Sicakliklarda Metabolik
Faaliyet

- Tundra topraklarinda mikrobiyal solunumun neredeyse -40°C’de bile
Olciilmiis olmasi, metabolik sinirlarin ¢cok daha diisiik olabilecegini gosterir.
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- -20°C’de, donmus malzemelerde kiicilik s1vi su cepleri bulunur ve soguga
uyumlu bakterilerin enzimleri bu sicakliklarda da iglev gosterebilir.

- Boylesine diisiik sicakliklarda bliyiime, miimkiinse bile son derece yavastir;
ancak yavas bliyiime bile bir popiilasyonun varligini stirdiirmesine yetebilir.
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Psikrotolerant Mikroorganizmalarin
Yayginligl

- Psikrotolerant mikroorganizmalar dogada psikrofillere kiyasla ¢cok daha
genis bir dagilima sahiptir.
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- Iliman iklimlerdeki toprak ve su ortamlarindan; buzdolabi sicakliginda
saklanan et, slit tirtinleri, sebze, meyve ve elma gsarabindan siklikla izole
edilirler.

- 0°C’de buiyluyebilseler de cogu bu sicaklikta iy1 bir bliytime gostermez ve
laboratuvar kiiltiirlerinde gozle goriilir gelisme haftalar stirebilir.

- Buna karsilik ayni organizmalar 30°C’de bircok mezofil kadar hizl
blytyebilir.
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Psikrotolerant Organizma (Cesitliligl

- Psikrotolerant canlilar Bacteria, Archaea ve mikrobiyal 6karyotlar:
kapsayan genis bir cesitlilige sahiptir.
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- Bu cesitlilik, soguk ortamlarin yalnizca psikrofil degil ayni zamanda
psikrotolerant tiirler tarafindan da yogun bicimde kolonize edildigini
gosterir.
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Psikrofillerin Soguk Ortamda
Yasama Uyumlari

- Psikrofiller, diisiik sicakliklarda islev gésteren ve hatta optimum calisan
enzimler tretir; bu enzimler iliman sicakliklarda kolayca denatiire olabilir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

el
=
0
—
&
g
n
o=
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Bu 6zelliklerin molekiiler temeli tam olarak bilinmemekle birlikte, protein
yapisindaki 6zgiin diizenlemelerle iligkili oldugu anlasilmaktadar.

- Bilinen baz1 soguk-aktif enzimlerin, sogukta etkin olmayan enzimlere
kiyasla daha fazla a-heliks ve daha az B-tabaka igcerdigi belirlenmistir.

- Bu farkliliklar, diisiik sicakliklarda reaksiyonlar: gerceklestirmek icin
enzimlere daha fazla esneklik kazandirir.
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Enzimlerde Yapisal Esneklik ve
Amino Asit Kompozisyonu

- B-tabakalarin a-helikslere gore daha sert yapilara sahip olmasi, soguk-aktif
enzimlerde a-heliks oraninin artmasina bagli olarak esnekligin saglamasina
olanak verir.
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- Bu enzimler, polar amino asit bakimindan daha zengin ve hidrofobik amino
asit 1cerigl bakimindan daha disuktiir.

- Mezofillerde bulunan homolog enzimlere kiyasla daha az sayida zayif bag
(hidrojen ve iyonik baglar) icerirler.

- Bu 6zelliklerin tiimi birlikte, enzimlerin diisiik sicakliklarda esnek ve
1slevsel kalmasina katki saglar.
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Sogukta Zar Akiskanhginin
Korunmasai

- Psikrofillerin sitoplazmik zarlar: diisiik sicakliklarda dahi islevsel kalacak
sekilde uyum saglamistir.
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- Bu zarlar, doymamis ve daha kisa zincirli yag asitlerini yliksek oranda icerir
ve bu durum zari diisiik sicakliklarda akigskan tutar.

- Bazi psikrofil bakterilerde, coklu doymamais yag asitlerinin bulunmasi zarin
asir1 sogukta bile esnek kalmasina yardimeci olur.

- Boylece hiicre, diisiik sicakliklarda tagsima ve enerji tiretimi gibi temel
1slevlerini stirdirebilir.
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Soguk Soku Proteinleri ve Kriyo-
koruyucular

- Soguk soku proteinleri, bir tiir molekiiler saperondur ve sogukta hassas
proteinlerin aktif durumda kalmasina yardimeci olur.
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- Bu proteinler ayrica belirli mRNA’lara baglanarak diisiik sicakliklarda
translasyonu kolaylastirabilir.

- Kriyo-koruyucular ise antifriz proteinleri veya gliserol, bazi1 sekerler gibi
ozel ¢cozlicilerden olusur; bunlar buz kristallerinin hiicre zarini delmesini
engeller.

- Cok soguk seven bakterilerde bol miktarda liretilen hiicre ylizeyi
ekzopolisakkaritleri de ek bir kriyo-koruma saglar.
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Donmanin Bakteriler Uzerindeki
Etkiler: ve Kultur Saklama

- Donma, mikrobiyal biiylimey1 durdurabilir ancak her zaman 6liime yol
acmaz; hatta kimi durumlarda canliligin korunmasina yardimeci olabilir.
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- Bu ozellik, bakter1 kiiltiir koleksiyonlarinin korunmasinda uzun stiredir
kullanilmaktadir.

- Hicreler, %10 DMSO veya gliserol iceren bir ortamda slispanse edilerek -
80°C (ultra soguk dondurucu) veya -196°C (s1v1 azot) kosullarinda yillarca
canli kalabilir.

- Bu yontem, mikroorganizmalarin psikrofil 6zelliklerinden yararlanilarak
geligtirilmig etkili bir saklama stratejisidir.
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Yiksek Sicaklikta Yasam

- Mikroorganizmalar, glinesle 1sinan topraklardan kaynayan sicak su
kaynaklarina kadar ¢ok sicak ortamlarda da yasama uyumu gelistirmistir.

- Bu ortamlarda yasayan canlilar ¢cevre sicakliklarina yliksek diizeyde adapte
olmuslardir ve cesitli 6rnekleri ilerleyen boliimlerde tekrar ele alinacaktir.

- 45°C lizerinde optimuma sahip organizmalar termofil, 80°C lizerindekiler
1se hipertermofil olarak adlandirilir.

- Bu canlilar, bulunduklar: yiiksek sicaklikli ortamlarin kimyasal ve fiziksel
ozelliklerine gore 6zellesmistir.
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Termal Ortamlarin Cesitliligl

- Gunes 1s121na acik toprak ylizeyleri 6gle saatlerinde 50°C’nin tizerine
cikabilir ve bazi ylizeyler 70°C’ye kadar 1sinabilir.

- Kompost ve silaj gibi fermantasyon ortamlari da 70°C’ye ulasabilir ve bu
ortamlarda termofiller yaygin olarak bulunur.

- En uc yiiksek sicaklik ortamlar: ise sicak su kaynaklaridir; burada termofil
ve hipertermofil cesitliligi oldukca fazladir.

- Bu kaynaklar diinya genelinde bulunur ve sicaklik 6zellikleri farklilik
gosterebilir.
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Chemoorganotrophs/chemolithotrophs 95

B 3
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Kimyasal Cesitlilik :
~
=
== - Kara kokenli pek (;Ok sicak su kaynagl kaynama Presently known upper temperature limits
c . . for growth of living organisms
noktasina yakin sicakliklara sahiptir. I
(o=
= - Okyanus tabanindaki hidrotermal bacalar ise 350°C ve | macroorganisms
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. . o . . Eukaryotic microorganisms
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hiicrelerin gelisebilmesi mimkiindiir. Algee 55-60 E
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Hipertermofillerin Sicak Kaynak
Ekolojisi

- Kaynayan sicak su kaynaklarinda cesitli
hipertermofiller bulunur ve bunlarin arasinda hem
kemoorganotrof hem de kemolitotrof tiirler yer alir.
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- Bu canlilarin biiytime hizlari, bir mikroskop laminin
kaynaga daldirilmasi ve zamanla olusan mikrobiyal
kolonilerin incelenmesiyle belirlenebilir (Figir b).

T. D. Brock

- Lam ytlizeyl mikroorganizmalarin tutunmasi i¢cin uygun
bir ortam saglar ve hiicre sayisi verilerinden jenerasyon
stireler1 hesaplanabilir.
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- Bu tir ekolojik calismalar, kaynayan kaynaklarda ke
bliylime hizlarinin oldukca yiiksek olabildigini ve e
jenerasyon sliresinin yaklasik 1 saate kadar
diisebildigini gostermektedir.
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Hipertermofillerin Cesitliligl ve
Sicaklik Araliklar:

- Farkl1 morfolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip bircok hipertermofil hem
Bacteria hem de Archaea tiyeleri arasindan kiltiire edilmigtir.
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- Baz1 hipertermofilik Archaea tiirler:1 100°C’nin tizerinde optimum biliylime
sicakliklarina sahipken hicbir Bacteria tirid 95°C’nin lizerinde bliylime
gostermez.

- Kaynama noktasinin tizerindeki sicakliklarda kultir calismalar: yapmak
1cin basincli kaplar gerekir ve bu kaplar ortamin 100°C tistiinde
kaynamadan 1sitnmasini saglar.

- Bilinen en 1s1 toleransli canlilar hidrotermal bacalarda yasar ve
Methanopyrus cinsi Archaea 122°C’ye kadar biiylyebilen en u¢ 6rnegi temsil
eder.
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Termofillerin Dogal ve Yapay
Ortamlardaki Dagilimi
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- Termofiller, hipertermofillerin aksine 45—-80°C arasi
sicakliklarda gelisir ve orta diizeyde sicak ya da aralikli
olarak 1sinan cevrelerde bulunur.

- Kaynar su kaynagindan ayrilan suyun kademeli sogumasi
bir sicaklik gradyani olusturur ve bu gradyan boyunca
farkl: tirler farklh sicakhik araliklarinda yerlesir (Figir a).

100 [rm——

- Bu dogal sicaklik gradyanlar: incelenerek cesitli

1 2 3 4
Time (h)

mikrobiyal gruplarin ist sicaklik sinirlari belirlenmisgtir. 28
3 13 11 ‘%g 10 Starch ——2215% _ ijigosaccharides E
- Termofiller ayrica sicak su 1siticilari, enerji santrallerinin = %= g 2
sicak su cikislari gibi yapay sicak ortamlarda da yaygin 8 sl g
olarak bulunur. — 110 3
110°C plus Ca®* R
A
z
ol

®)
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Yiuksek Sicakliklarda Protein
Stabilites:

- Termofillerin ve hipertermofillerin enzimleri ile proteinleri, mezofillerdekine
gore 1s1ya ¢cok daha dayaniklidir ve yliksek sicakliklarda en 1y1 performansi
gosterir.
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- Bu 1s1 dayanimi, amino asit dizilerindeki kiiciik degisikliklerin protein
yapisini giiclendirmesi ve katlanmayi korumasa ile iligkilidir.

- Isiya dayanikli proteinlerde bazik ve asidik amino asitler arasinda daha
fazla 1iyonik bag ile oldukc¢a hidrofobik protein i¢ kisimlar: bulunur.

- Bazi hipertermofillerde yliksek miktarlarda liretilen di-inositol fosfat,
digliserol fosfat ve mannosilgliserat gibi ¢oziinebilir bilesikler proteinleri 1s1l
denatiirasyona karsi stabilize eder.
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Isitya Dayanikli Enzimlerin
Biyoteknolojik Kullanima

- Termofillerden ve hipertermofillerden elde edilen 1siya dayanikli enzimlerin,
yiksek sicakliklarda reaksiyon katalizleyebilmeleri sayesinde 6nemli ticari
kullanim alanlar: vardir.
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- Bu enzimler, mezofilik enzimlere kiyasla daha kararhdir ve ticari
preparatlarin raf 6mrini uzatir.

- Thermus aquaticus’tan izole edilen Taq polimeraz, PCR’1n otomatik
dongtilerle gerceklesmesini saglayan klasik bir ornektir.

- Endistride belirli uygulamalar icin kullanilan baska bircok 1s1iya dayanikl
enzim de ticari olarak temin edilebilmektedir.
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Termofil ve Hipertermofillerde Zar
Stabilitesi

- Yiksek sicakliklarda yasam siirdiirebilmek icin hiicre zarinin da i1siya
dayanikli olmasi gerekir, ¢linkii 1s1 lipid cift tabakasini dogal olarak bozma
egilimindedir.
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- Termofillerde ve bircok hipertermofilik Bacteria’da zar, mezofillerde
bulunana kiyasla daha fazla uzun zincirli ve doymus yag asidi icerir.

- Doymus yag asitleri daha giiclii bir hidrofobik yap1 olusturur ve uzun zincirli
yag asitlerinin erime noktasi daha yiiksektir; bu 6zellikler zar dayanimini
artirir.

- Hipertermofillerin cogu Archaea’dir ve membranlarinda yag asitleri yerine
1zopiren birimlerinden olusan ve gliserol fosfata eter bagiyla baglanan C,,
hidrokarbonlar bulunur.
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Hipertermofillerde Tek Tabakal1 Zar
Yapisi

- Pek cok hipertermofil Archaea’nin zari, diger canlilardaki tipik cift tabakal
yapl yerine kovalent bagl tek tabakali bir lipid monolayer seklindedir.
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- Bu tek tabakali yapi, zarin iki tarafini tek bir biitiin olarak birlestirerek
yiksek sicakliklarda erimeyi engeller.

- Bu benzersiz mimari, hipertermofillerin ¢cok yiiksek sicakliklarda bile zar
biitinliigtini korumasina olanak saglar.

- DNA stabilitesi gibi diger 1s1] dayanim mekanizmalarina Bolim 17’de
deginilecektir.
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Mikroorganizmalarin Biyimesini
Etkileyen Cevresel Faktorler

- Sicakligin bliylime tizerine belirgin etkisi oldugu gibi, pH, ozmolarite ve
oksijen gibi bircok cevresel faktor de mikroorganizmalarin bliytimesini
sekillendirir.
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- Mikroorganizmalar cevresel degisimlere karsi belirli tolerans araliklar:
gelistirir ve bliyiimeleri bu araliklarin disina cikildiginda sinirlanir.
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pH Araliklar :
5
2
o - Bir ¢ozeltinin asidik ya da bazik ozelligi pH pH Example M“'ESHE‘” '“E’H?f:
=) degeriyle ifade edilir ve notralite pH 7 olarak T 1 10-14
O kabul edilir. 1y Volcanic solls, waters | 101 102
o rm— : . T .2 2 .h?:rlgﬂnrllj#écgrainage L
o0 - Her mikroorganizma yaklasik 2—3 pH birimlik bir £ Vinegar o5 o
o e oy e e . o 3 Rhubarb
e aralikta buytiyebilir ve en hizli buytimeyi 2 Peaches
> . d o b 1 . b H . b 1 b, 4 — Acid soil 107 10710
= gosterdigl belirgin bir pH optimumu bulunur. Tomatoes 05 100
5 American chegse
.= o o . Cabbage s g
'Q - Dogal ortamlarin cogun pH 3 ile 9 arasindadir ve OB 525 imon, shrimp 01
pH optimumu bu aralikta olan organizmalar en Neutrallty 7 = pure water ==t 10~7 107
[oi—: 3
on yaygin olanlardir. - 8  Seawater 108 10° =
g Very alk?lin{_él 109 108 E
natural sol -
A 9 10 . Alkaline lakes 1070 10 g
= Soap solutions
£+ ELELLLA 11 = Household ammonia 10" 107 ’:8.
2 Extremely alkaline B i &
< 12y soda lakes 107 107 :
Lime (saturated solution) kS
13 I 02 10! A
- 14 107% 1
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Notrofiller ve Asidofiller

- pH 5.5-7.9 arasinda en 1y1 biiyliyen

mikroorganizmalar notrofil olarak adlandirilir
ve Escherichia coli buna bir érnektir.

- Optimum biylime pH’s1 5.5’1n altinda olan

organizmalar asidofil olarak siiflandirilir ve
bazilari orta derecede, bazilar: ise ¢cok diisiik
pH’larda en iy1 biytr.

- Pek cok bakteri ve mantar pH 5 veya daha

altinda biyirken, daha az sayida organizma
pH 3’liin altinda optimum biiylime gosterir.

- pH 2'nin ve hatta pH 1’in altinda buytiyebilen

asidofiller oldukca nadirdir.

Bektas Tepe
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Relationships of microorganisms to pH

Meutrophile 7 Escherichia coli
(pH =575 and < &)

Acidophile (pH < 5.5)

un

Rhodopila globiformis

3 Acidithiobacillus
ferrooxidans

Picrophilus oshimae

Alkaliphile (pH = 8) 8 Chloroflexus aurantiacus
9 Bacillus firmus
10 Natronabacterium gregoryi

®picrophilus and Natronobacterium are Archaes; all others are Sacteria.
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Asidofil Biyolojisi ve Zar Stabilites:

- Glclu asidofiller pH 7’de biiyliyemez ve ¢cogu optimum araliklarinin iki pH
biriminden daha yukar: degerlerde bliylime gosteremez.

- Bu organizmalarda sitoplazmik zarin stabilitesi kritik olup, pH nétr
seviyelere ylikseldiginde zar yapisi bozulur ve hiicreler parcalanair.

- Zar stabilitesinin korunmasi icin yliksek proton konsantrasyonlari
gereklidir ve bu durum asidofil yasamin temel bir 6zelligidir.

- En bilinen 6rneklerden biri, pH 0.7 ve 60°C’de optimal biiyliyen, pH 4in
tizerinde kendiliginden parcalanan Picrophilus oshimae’dir.
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Asidofillerin Dogal Yasam Alanlar:

- Picrophilus oshimae, asir1 derecede asidik ve volkanik aktivitelerle iligkili
jeotermal topraklarda yasar.

- Bu ekstrem kosullarda bulunabilen asidofiller, cevresel proton yogunlugu
sayesinde zar butinliklerini koruyabilir.

- Asidofil ekosistemler, yiiksek asiditeye uyum saglamis sinirli sayida
mikroorganizmanin yasam alanini olusturur.
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Alkalifiller: Yiuksek pH
Ortamlarinda Yasam

- pH optimumu 8 ve tizerinde olan mikroorganizmalar alkalifil olarak
tanimlanir ve bazilar1 pH 10’un tizerinde bile biiytime gosterebilir.
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- Alkalifiller genellikle soda golleri ve yiiksek karbonatli topraklar gibi
oldukca bazik ortamlarda bulunur.

- Bu grupta en cok calisilan tiirlerden biri Bacillus firmus olup pH 7.5-11
araliginda biiyliiyebilen genis toleransl bir bakteridir.

- Baz1 ekstrem alkalifiller ayni1 zamanda halofil 6zellik gosterir ve cogu
Archaea grubuna aittir.
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Alkalifillerin Ekolojik ve Endiistriyel

Onemi

- Baz fototrofik mor bakteriler de gticlii alkalifil 6zellik tasir ve yiiksek pH
seviyelerine uyum gostermistir.
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- Belirli alkalifiller, alkali kogullarda aktif kalan proteaz ve lipaz gibi
hidrolitik enzimler salgiladiklar: icin endiistride kullanilir.

- Bu enzimler 6zellikle deterjan sektoriinde protein ve yag lekelerinin
uzaklagtirilmasinda etkilidir.
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Alkalifillerde Enerji Yonetimi ve
Sodyum Motor Kuvvet

- Alkalifillerde zar biyonerjetiginin saglanmasi é6nemli bir sorundur, ¢inki
yiksek pH, proton gradyaninin korunmasini zorlastirir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

el
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Bacillus firmus, tasima reaksiyonlarini ve kamci hareketini proton gradyani
yerine sodyum iyonlariyla saglayarak sodyum motor kuvvet olusturur.

- Buna karsin, ATP sentezi i¢cin hala proton motor kuvveti kullanilir ve
protonlarin zar ytizeyinde tutuldugu diistiniilmektedir.
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Sitoplazmik pH nin Korunmasi

- Bir organizmanin biiylime i¢cin optimal pH degeri yalnizca dis ortamai ifade
eder; hiicre ici pH ise makromolekiillerin stabilitesi nedeniyle 5—9 arasinda
tutulur.

- Bu durum hem ekstrem asidofillerin hem de alkalifillerin sitoplazmalarini
notraliteye yakin bir aralikta korudugunu gosterir.

- Boylece hiicresel yapilarin ve enzimatik siireclerin bozulmadan devam
etmesi saglanir.
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pH Degisimlerine Kars1 Tamponlarin
Kullanimai

- Mikroorganizmalar sivi kiiltiirlerde cogaldikca ortam pH’sinda biiytk
degisiklikler olabilir ve bunu 6nlemek i¢in kiiltiir ortamlarina tampon
maddeler eklenir.
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- Her tampon yalnizca dar bir pH araliginda etkili oldugundan, ihtiyac
duyulan araliga uygun tampon secimi yapilir.

- Notrofil tiirlerin kiiltiirlerinde potasyum fosfat (KH2PO.) veya sodyum
bikarbonat (NaHCO:s) siklikla kullanilir.

- Asidofil ve alkalifiller icin cesitli organik tamponlar kullanilir ve 6zellikle
hiicrelerden elde edilen enzimlerin optimal pH’da tutuldugu enzim
analizlerinde 6nemli rol oynar.
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T 3
) ° ) ) ° 5
Roglc
Su Aktivitesi ve Mikroorganizmalar
° ) S g
m g
:
Icin Onemi :
3)
g
- - Su, yasamin temel cozucusu oldugundan, Water activity of several substances
Q mikroorganizmalarin bliiylime hizini dogrudan
e—y .
o etkller- 1.000 Pure water Caulobacter, Spirillum
° Z ) . o 0.995 Human blood Streptococcus, Escherichia
m - Bir ortamin su miktar: kadar, Su 191nde 0.980 Seawater Pseudomonas, Vibrio
m gozunmus tuz ve seker glbl g()zunen 0.950 Bread Most gram-positive rods
> maddelerin duzey1 de suyun 0900 Maple syrup, ham Gram-positive cocci
: e Lo Y . such as Staphylococcus
:: kU-llanllablllrllglnl bellrler- 0850 Salami Saccharomyces rouxii (yeast)
0.800 Fruit cake, jams Z ygosaccharom yces bailii
- Cozlinen maddeler suyu bagladig: icin, (yeast), Penicillium (fungus)
by . . . . 0.750 Salt lakes, salted fish  Halobacterium, Hal
on ortamda su olsa bile mikroorganizmalar i¢in 7 etes, seledin Haobactentm, Fioroccus
. . g 0.700 Cereals, candy, Xeromyces bisporus and
kullanilabilir su miktar: azalabilir. i e
A

SSelected examples of Bacteria and Archaea or fungi capable of growth in culture media adjusted to

- Su kullanilabilirligi, su aktivitesi (aw) ile ifade ®eswdveter=tin
edilir ve 0 1le 1 arasinda degisen degerlerden
olusur.
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Su Aktivitesi ve Ozmotik Denge

- Yiksek su yogunlugundan diisiik su yogunluguna dogru gerceklesen su
geclsl osmoz ile saglanir.

- Hiicre sitoplazmasi genellikle dis ortama gore daha fazla ¢oziinen madde
1cerdigi icin suyun hiicre icine dogru akmasi normal durumdur.

- Bu kosullarda hiicre pozitif su dengesine sahip olur ve biiylimesini
surdirebilir.

- Ancak cevre sitoplazmaya gore daha yiiksek ¢6ziinen madde icerirse su
hiicre disina cikar ve hiicre dehidrasyona ugrayarak biliyliyemez.
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Halofillerin Tuz Gereksinimi
2
L - Dogal ortamlarda ozmotik baski 6zellikle tuz Halophile |
O konsantrasyonunun yiiksek oldugu bolgelerde gf;‘p’?ﬂﬁgocm AR Eramde
S onem kazanir. aureus Halobacterium
> salinarum
E - Deniz suyu yaklasik %3 NaCl icerir ve denizel
3 mikroorganizmalar genellikle bu tuz diizeyine 2
— ihtiyac duyar. s
= 8
i - Denizel mikroorganizmalar aw = 0.98 degerinde °
— optimal bliyiime gosterir.
Q@ - NaCl gereksinimi bagka tuzlarla (KCl, CaCl., .
A MgC(Cl) karsilanamaz; bu nedenle bu coli \
0 5 10 15 20

organizmalar halofil olarak adlandirilir.
NaCl (%)
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Habitatlara Gore Halofil Cesitleri

- Farkli halofil tiirlerinin NaCl gereksinimleri bulunduklari ortama gore
degigir.

- Deniz mikroorganizmalari genellikle %1—4 NaCl, hipersalin ortamlardakiler
%3—12 NaCl ile en 1y1 biiyiimey1 gosterir.

- Cok daha tuzlu ekstrem ortamlardan izole edilen tiirler daha yliksek NaCl
diizeylerine ihtiyac¢ duyabilir.

- Aci1 su bolgelerinden elde edilen mikroorganizmalar halofil olabilecegi gibi
olmayabilir de.
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Halotolerans, Ekstrem Halofiller ve
Diger Grupl
§
S - Halotolerant canlilar belirli diizeyde ¢6ztiinmiis Halophile
O maddeye dayanabilir ancak en 1y1 biiyiimeyi tuz gf;‘p"‘;‘}ﬂ;ocm e scheri T
g eklenmemis ortamlarda gosterir. aureus Halobacterium
E - Ekstrem halofiller, biiytime i¢cin genellikle %15—
S 30 NaCl gibi ¢ok yliksek tuz diizeylerine 2
— gereksinim duyar. s
= 8
D - Ozmofiller, sekerce zengin ortamlarda °
— yasayabilir.
— - Xerofiller, diisiik su igerigine sahip ¢ok kuru e
A ortamlarda biiyliyebilen canhilardir. coll \
0 5 10 15 20

NaCl (%)
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Su Aktivitesinin Mutlak Alt Siniri

. Uc¢ yasam domain’inden ekstrem halofiller tizerinde yapilan calismalar,
yasamin alt aw sinirinin 0.61 oldugunu gostermistir.

- aw degeri 0.6'nin altindaki ortamlarda su, organizmalar i¢cin biyokimyasal
yollarla bile elde edilemeyecek kadar bagli hale gelir.

- Buna karsin ylizeye bagli suyu ifade eden matriks su aktivitesi daha disuk
degerlerde bulunabilir ve yine de canli topluluklar: icerebilir.

- Ornegin hiper-arid ¢ol topraklarinin aw degeri giindiiz 0.1’e kadar diigebilir,
ancak nem gece veya yagisla ylikselerek 0.6'nin lizerine ¢iktiginda
mikrobiyal bliyiime mimkiin hale gelir.
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Uyum Mekanizmasi Olarak Compatible
Soliitler (Uyumlu Coziinenler)
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- Bir organizma yliksek aw ortamindan diisiik aw ortamina gectiginde, su
kaybini 6nlemek i¢in i¢ soliit (¢6zlinen) diizeyini artirarak pozitif su
dengesini korur.

- Bu soliitler ya ortamdan hiicre icine alinir ya da hiicre icinde sentezlenir.

- Hicre isleyisini bozmadiklar: icin bu maddelere compatible soliit (uyumlu
cOzlinen) ad1 verilir.

- Compatible soliitler sekerler, alkoller ve amino asit tiirevlerinden olusan,
yiuksek coziinlirliige sahip organik molekiillerdir.
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Compatible Soliit Turler: ve
Dagilimlar:

- Halofilik bakterilerde yaygin olarak bulunan glisin betain, glisinin bir
analogudur ve onemli bir compatible soliittiir.
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- Diger yaygin soltiitlere siikroz, trehaloz, deniz algleri tarafindan tiretilen
dimetilsiilfoniyopropiyonat ve gliserol 6rnek gosterilebilir.

- Xerofilik mantarlarda gliserol en sik kullanilan compatible soliitlerden
biridir.

- Bunun aksine, ekstrem halofilik Archaea ve baz1 ekstrem halofilik Bacteria,
compatible soliit olarak organik maddeler yerine KCI biriktirir.
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Compatible Soliutlerin Genetik
Sinirlari ve Ekolojik Yansimalar:

- Bir hiicrenin biriktirebilecegi compatible soliit miktari, dis ortamin
olusturdugu baskiya gore ayarlanir.
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- Ancak bir organizmanin ulasabilecegi maksimum compatible soliit diizey1
genetik olarak belirlenmigtir.

- Bu nedenle farkli canlilar, farkli tuzluluk seviyelerine uyum saglayacak
sekilde evrimlesmigtir.

- Bu genetik kapasite, canlilarin non-halotolerant, halotolerant, halofil veya
ekstrem halofil olarak siniflandirilmasina temel olusturur.
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Mikroorganizmalarin Oksijenle
fliskisi
- Oksyenin (O2) bircok mikroorganizma icin temel bir besin oldugu ve bu

organizmalarin oksijen olmadan metabolizma ya da bliylime
gerceklestiremedigi bilinir.
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- Baz1 mikroorganizmalar ise bunun tam tersine, O: varliginda biiyliyemez ve
hatta oksijen tarafindan o6ldirilebilir.

- Bu nedenle mikroorganizmalar, oksijene olan ihtiyaclarina veya oksijene
karsi toleranslarina gore farkli gruplara ayrilir.

- Bu smiflandirma, cevresel faktorlerin mikroorganizma bliytimesini nasil
etkiledigine dair onceki kisimlarla paralellik gosterir.
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Oks1jen Gereksinimlerine Gore
Mikroorganizma Siniflar:

- Mikroorganizmalar, O: ile iligkilerine gore cesitli gruplara ayrilir.
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- Aeroblar, havada bulunan %21’lik O: seviyesinde bliytiyebilir ve
metabolizmalarinda O: kullanarak solunum yapar.

- Mikroaerofiller, yalnizca havadakinden daha diisiik O: seviyelerinde
bliytiyebilen aerob organizmalardir.

- Bircok aerob tiir ayn1 zamanda fakiltatiftir ve uygun kiltir kosullarinda O:
bulunmadiginda da buyuyebilir.
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Anaeroblarin Alt Siniflar:

- Oksyenle solunum yapamayan organizmalar anaerob olarak adlandirilir.

- Anaeroblar 1ki gruptur; aerotolerant anaeroblar oksijeni soluyamasalar bile
varliginda biiylyebilirken, zorunlu anaeroblar O: tarafindan inhibe edilir
veya oldurilir.

- Dogada O: icermeyen (anoksik) habitatlar yaygindir ve camurlar,
batakliklar, suyla doymus topraklar, hayvan bagirsaklari ve derin yeralt:
ortamlari gibi alanlari icerir.

- Bu nedenle anaerob mikroorganizmalar dogada hem cok yaygin hem de
oldukca cesitlidir.
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Zorunlu Anaeroblar ve Ornek
Mikroorganizmalar

- Zorunlu anaerob 6zellik yalnizca tic grup organizmada bilinmektedir; cok
cesitli Bakteriler ve Archeae’lar, baz1 mantarlar ve bazi protozoonlar.
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- Prokaryotik anaeroblarin bilinen ornekleri arasinda gram-pozitif endospor
olugsturan Clostridium tiirleri ve metan iireten metanojen Archeae’lar
bulunur.

- Zorunlu anaeroblarin O duyarlilig: tiirden tiire oldukca degisir; bazi
Clostridium tirleri eser miktarda O:’ye dayanabilir.

- Buna karsilik, metanojenler O-.’ye maruz kaldiklarinda hizla olir.
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Aeroblar Icin Kiiltiir Kosullar

- Aeroblarin bliylimesi i¢cin kiiltir ortaminda yogun bir havalandirma
saglanmasi gerekir.

- Organizmalar biiylirken ortamdaki O: hizla tiiketildigi icin yalnizca
diftizyon yoluyla gelen oksijen yeterli olmaz.

- Bu nedenle kiiltiir kaplarinin kuvvetlice calkalanmasi ya da steril hava
kabarciklarinin ince cam tiipler veya gozenekli cam disklerle ortama
verilmesi gerekir.

- Bu islemler, aerob kiiltiirlerde siirekli ve yeterli oksijen seviyesini korur.
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. ° o o ° 2%5:
Anaeroblar Icin Oksijensiz Ortam
Olusturma
4 B » B =
T - Anaerob kiiltiirlerde temel amac¢ O: saglamak '
O degil, tamamen uzaklastirmaktar.
o= y
=D - Ustline kadar doldurulmus ve sizdirmaz : | _ | .
o0 kapaklarla kapatilmig kiiltir siseleri, az duyarh
3 anaeroblar icin yeterince anoksik kosullar | .
= I g 4 4 e
D - Ortamda eser miktarda O: kalmasini | g : i 4
— engellemek icin indirgen ajanlar eklenebilir; e . | £ et 5 P
N bunlardan biri, O.’yi suya indirgeyen £ e .
tiyoglikolattir. £ S $ E
- Tiyoglikolat iceren tiyoglikolat besiyeri, bir , ' _ g 3
organizmanin O: gereksinimini test etmek icin @ © @) @ e
yayginca kullanilan bir ortamdir. E
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Tiyoglikolat Besiyerinde Oksijen
“ 2 %;
Dagilimi
=
1 - Tiyoglikolat besiyeri, az miktarda agar '
O 1icerdiginden viskoz fakat akiskan bir yapidadir
o ve O2’nin tip boyunca sinirli sekilde yayilmasini |
= saglar. : | - - )
()
e - Tiyoglikolat ortam O: ile reaksiyona girdikten | !
— sonra, oksijen yalnizca tiiptin hava ile temas iﬁ $ i% ; ;:f‘ : 33 Quesone
:g eden list kismina niifuz edebilir. & b i S
— - Zorunlu aeroblar sadece tiiptin Gist kisminda, F Y | PR
on fakultatifler tiim tupte fakat en ¢ok tst bolgede £ e
biiyiir. £ %
A

- Mikroaerofiller tepeye yakin ama tam tepe
noktasinda olmayan yerde, anaeroblar ise
yalnizca O2’nin ulagsamadig1 dip kisimda biytir.
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Redoks Indikatorii ve Anoksik
Kultur Yontemlera

- Tiyoglikolat besiyerinde bulunan rezazurin, ortamin oksik bolgelerini
gosteren bir redoks indikatoéridir ve oksitlenmis halde pembe, indirgenmis
halde renksiz gorintir.
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- Zorunlu anaeroblar icin tiim O2’nin uzaklastirilmasi gerekir ve tiipler ya da
plaklar O’siz gazla doldurulmus kavanozlarda inkiibe edilebilir (Figir a).
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Prof. Dr. Bektags TEPE

Coy Laboratory Products

@ (b)

Bektas Tepe
gezimania_tr




Redoks Indikatorii ve Anoksik
Kultur Yontemlera

- Tamamen anoksik bir atmosferde calismak gerektiginde, 6zel anoksik
eldiven torbalari kullanilarak acik kiltiirlerle giivenli sekilde calisilabilir

(Figiir b).
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- Bu yontemler, O:'ye asir1 duyarh mikroorganizmalarin giivenli bicimde
kiiltiire alinmasini saglar.

=)
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Coy Laboratory Products

@ (b)

Bektas Tepe
gezimania_tr




Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Oksyen Neden Toksiktir?

- Anaerob mikroorganizmalarin O: varliginda Reactants Products

(]

1 bliyliyememesinin sebebi, molekiiler O o — O ”
oksijenin kendisi degil, Oznin déniisebildigi 2+ e 2 (superoxide)
toksik yan tirtinlerdir. O7" +& + 2H"—= Hy0, ol alliainie )

H,O5 + & + H"=— H,O + OH* (hydroxyl radical)
- Oksijen temasinda ortaya c¢ikabilen bu yan OH* + & + H* = H,0 (water)
urunler arasinda stiperoksit anyonu (02",
hidrojen peroksit (H20:) ve hidroksil radikali Dutcome_: .
(OH ) bulunur 02 + 4e + 4H = 2 H20
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- Bu molekiiller, O2’nin suya indirgenmesi
surecinde olugsan ara lirtinlerdir ve hiicre
1cinde ciddi zararlara yol acabilir.

- Flavoproteinler, kinonlar ve demir-kikiirt
proteinler1 gibi cogu hiicrede bulunan
elektron tasiyicilari da bu indirgeme
reaksiyonlarini katalizleyebilir.

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Oksyjen Turevlerinin Hicrede
Yarattigr Hasarlar

- Bir organizma O:'ye maruz kaldiginda, solunum yapamasa bile bu toksik
oksijen formlarina mutlaka maruz kalir.
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- Stiperoksit anyonu ve hidroksil radikali gliclii oksitleyicilerdir ve hiicredeki
makromolekiilleri oksitleyerek ciddi hasarlar olusturabilir.

- Hidrojen peroksit de hiicre bilesenlerine zarar verebilir fakat O.~ ve OH -
kadar toksik degildir.

- Bu nedenle, bu toksik molekiilleri etkisiz hale getiremeyen hiicreler O-
varliginda hayatta kalmakta zorlanir.
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Toksik Oksijen Molekiillerinin
Kontrol Altinda Tutulmasi
§
. - Yasamin oksijenli bir ortamda Ho05 + Hy0 2 H,0 + O,
surdiirilebilmesi, hiicrelerin toksik (a) Catalase
oksijen tiirlerini etkili bicimde kontrol
edebilmesine baglidir. HyOp + NADH + H™ == 2H,0 + NAD*

. . . ) (b) Peroxidase
- Mikroorganizmalar, sltiperoksit anyonu

(O27) ve H20:- gibi toksik molekiilleri yok Os + 05 + 2H*=H)0, + O,
eden enzimlere sahiptir. (c) Superoxide dismutase
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- Bu enzimler, oksijen kokenli zararlarin 405 + 4H*=2H,0 + 30,

hiicresel yapilara ulagsmasini (d) Superoxide dismutase/catalase in combination
engelleyerek temel koruma saglar.
Os + 2 H" + rubredoxinggyceq= H20s + rubredoxinggized

- Bitkiler ve hayvanlarda oldugu gibi (e) Superoxide reductase
mikroorganizmalar da bu molekiillerin
doniisiimiinde benzer mekanizmalar

kullanir.
Bektas Tepe
gezimania_tr
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Katalaz ve Peroksidaz:
H.0O>nin Zararsizlastirilmasi

- Katalaz enzimi, H.O.'y1 parcalayarak O H,0, + Hy0,> 2 H,0 + O,

olusumuna aracilik eder. (a) Catalase
- Peroksidaz ise H.0:'y1 suya H,O, + NADH + H* == 2H,0 + NAD*
donugstirerek hiicreyi toksik etkiden (b) Peroxidase

korur.
OE_ + 02_ + 2H'= HEOE + Og

- Bu 1ki enzim, H-O: birikiminin hiicresel -
(c) Superoxide dismutase

yapilara zarar vermesinin 6niine gecer.
402_ + 4H++2H20 + 302
- Her 1ki enzim de aerobik yasam icin

L. . d) Superoxide dismutase/catalase in combination
kritik bir koruma hatti olusturur. (d) Sup

Os + 2 H" + rubredoxinggyceq= H20s + rubredoxinggized

(e) Superoxide reductase
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gezimania_tr

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

B

[an)

4
(]
2
£~

[an)

el
=
0
—
&
g
n
o=
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Prof. Dr. Bektags TEPE




S
5
oo i i X § g
Superoksit Dismutazin Rolu
2
T - Stiperoksit dismutaz, iki O> molekiliini H,0, + Hy0o> 2 H,0 + O,
(= H.0: ve O-’ye dontstlrerek stiperoksit ) catalase
o radikallerini etkisiz hale getirir.
.Z H,O, + NADH + H* == 2H,0 + NAD*
o0 - Boylece stiperoksit dismutaz ile (b) Peroxidase
3 katalaz/peroksidaz ardisik bir sistem
E\ olusturarak O.”u tamamen zararsiz O + 05 + 2H*= Hs0, + O,
= Urtinlere ¢evirir. (c) Superoxide dismutase
. - Aeroblar ve fakiiltatif aeroblar genellikle 405 + 4H*—=2H,0 + 30,
o0 her 1ki enzim tipini de igerir. (d) Superoxide dismutase/catalase in combination -
=
A - Stuperoksit dismutaz aerobik 05 +2 H* + rubredoxinagyceq== H20s + rubredoxinqygizeq z
. . . . . ’M
organizmalar icin vazgecilmezdir. (e) Superoxide reductase =
2
£
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Anaeroblarda Alternatif Korunma
° ° o '%
Sistemleri
§
i - Baz1 aerotolerant anaeroblar stiperoksit H,0, + H,0,> 2 H,0 + O,
O dismutaz igermez; bunun yerine O>’u (a) Catalase
o H-0: ve O2ye donlistiiren manganez
= kompleksleri kullanir. HOp + NADH + H* == 2H,0 + NAD*
(@ a) (b) Peroxidase
S - Bu mangan sistemleri enzimsizdir,
= superoksit dismutaz kadar etkili olmasa Oz + 05~ + 2H*= H,0, + O
:g da hiicre icin yeterli koruma saglar. (c) Superoxide dismutase
— - Baz1 katiksiz anaerob Archaea ve 405 + 4H"=>2H0 + 30,
(e Bacteria tiirler1 stiperoksit dismutaz (d) Superoxide dismutase/catalase in combination
bulundurmaz.
A

Os + 2 H" + rubredoxinggyceq= H20s + rubredoxinggized
- Bu organizmalarda stperoksit, oksijen () guperoxide reductase
turetmeden H:0-'ye indirgenen
stuperoksit rediiktaz ile uzaklastirilir.
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Mikrobiyal Buyliimenin Kontrol
Edilmesi

- Mikrobiyal bliiytime kontroli, giinliik yasamda ve endiistriyel
uygulamalarda 6nemli pratik sonuclara sahiptir.
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. Ornegin, sebzeleri yikamak veya viicut yiizeyini temizlemek mikrobiyal
yuki azaltir ancak tiim mikroorganizmalari ortadan kaldirmaz.

- Sterilizasyon, viriisler dahil tiim mikroorganizmalarin tamamen ortadan
kaldirilmasidir ve bazi1 durumlarda kesinlikle gereklidir.
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Dezenteksiyon, Dekontaminasyon ve
Buylimenin Sinirlandirilmasi

- Mikrobiyal bliyiime ¢cogu zaman yalnizca sinirlanarak veya yavaslatilarak
kontrol edilebilir.
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- Dekontaminasyon, bir yiizeyl ya da nesneyi giivenle kullanilabilir hale
getirmek icin yapilan islemleri ifade eder.

- Dezenfeksiyon, 6zellikle patojenler: hedef alir ancak tiim
mikroorganizmalari ortadan kaldirmak zorunda degildir.

- Is1, radyasyon ve filtrasyon gibi fiziksel yontemler yaygin bicimde kullanilir.

- Bu kisimda ozellikle 1s1 izerinde durulacaktir.
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Is11le Sterils
s1 1le dterilizasyonun
. i g 4 §§
5 =
Temel Prensibi : g
= 1
L - Isiin sterilizasyon etkisi, belirli bir sicaklikta mikrobiyal 5
O canliligin 10 kat azaltilmasi i¢cin gereken stlireyle
o tanimlanir; bu stiire decimal reduction time (logaritmik o 10 20 80 40 80
N azaltma siresi) (D) olarak adlandirilir. Time (min)
(ma @
S - D degeri ile sicaklik arasindaki iligki tistel niteliktedir;
E\ logpy—sicaklik grafigi dogrusal bir ¢izgi olusturur.
“ £ 100
i - Sicaklik arttikca 1siya bagh 6lim hizi da artar. £
E c
E’ - Isinin tiird onemlidir: Nemli 1s1 daha 1y1 niifuz eder ve 5 " 0 .
ayni sicaklikta kuru 1siya gore mikroorganizmalari daha 2 . A E
A hizl1 etkisiz hale getirir. 3 4
E B
& o1 &
2
£

100 105 110 115 120 125 130
Temperature (°C)
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Termal Olim Zamani ve Nifus
Buyukligiuniun Etkisi
- Bir organizmanin 1siya duyarliliginin bir diger 6l¢iitii termal 6lim

zamanidir; bu, belirli bir sicaklikta tiim hiicreler: 6ldiirmek icin gereken
stredir.
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- Bu siire, farklh inkiibasyon zamanlarinda 1sitilan 6rneklerin kiiltiirde
bliylylp bliyimedigine bakilarak belirlenir.

- Termal 6liim zamani, baslangictaki hiicre sayisindan biiytk olclide etkilenir;
yiksek yogunluklu 6rneklerin tamamen o6ldiirtiilmesi daha uzun stirer.

- D degerinden farkl olarak, termal 6liim zamani poptilasyon blytkliigiine
bagimlidir.
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Endosporlar, Ortam Kosullari ve Is1
Direnci

- Endospor olusturan bakterilerin varligi hem logaritmik azaltma hem de
termal 6liim zamanlarini uzatabilir.
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- Olgun endosporlarin su icerigi diisiiktiir ve kalsiyum dipikolinat ile
SASP’ler (Small Acid-Soluble Spore Proteins) 1siya karsi yiiksek dayaniklilik
saglar.

- Is1 uygulanan ortamin 6zellikleri 6ldiirme oranini etkiler; bu durum o6zellikle
konserve gibi gidalarin sterilizasyonlarinda énemlidir.

- Asidik ortamda mikrobiyal 6liim daha hizlidir; konserveler (6rn; salca),
meyveler ve turgular nétr pH’h yiyeceklere kiyasla daha kolay sterilize
edilir.
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- Seker, protein ve yag gibi maddeler 1sinin niifuzunu azaltarak
mikroorganizmalarin direnc¢ géstermesine neden olabilir; tuz ise
organizmaya bagli olarak direnci artirabilir veya azaltabilir.
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Otoklavin Temel Mantig
toklavin 1emel Vlantigl
§
: - Otoklav, icinde basin¢landirilmig buhar pesar T gr— .
kullanilan kapali bir 1sitma sistemidir. o, e

valve

g
(1.

- Dayanikli endosporlarin 6ldiriilebilmesi i¢in Yy -
5 . Door — || 7 ' J§ 7 Jacket chamber
suyun 1 atm’deki kaynama noktasinin -

w=—n
ey
Q
ey
o=
—
@ mesmme
m . . . ﬂ1grmc|)vmeterh J
S tizerinde sicakliklara cikilmasi gerekir. e == Arexts trougn vem:
>\ " P o "
. eam supply v -
— - Otoklav, buhar1 1.1 kg/cm? (15 1b/in?) basinca ** o ;
H bl L =
i cikararak 121°C sicakliga ulasir. @ ©
. . . . o .e . Autoclave time
5 - Icerideki mikroorganizmalar: 6ldiiren sey 120 . ' = .
basing degil, basing¢ altinda olusan yliksek - T E
= 120
A sicakliktir. g IF Z
b Sterilization time 2
% 110 [:8
= Temperature Temperature &
46 glr e?lll)ilz?c: being of autoclave Q
0 10 20 30 40 50 60 g
ol

Total cycle time (min)

@)
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Otoklavda Sterilizasyon Stiresi

- 121°C’de, az miktardaki endospor iceren

materyalin steril olmasi icin yaklasik 15
dakika gerekir (Figiir b).

- Nesne hacimli veya sivi miktar: fazla

oldugunda, 1s1n1n merkeze ulagsmasi geciktigi
1cin toplam stiire uzatilir.

- Otoklavlama siiresi materyalin buytlikligine

ve 1s1 gecls hizina bagli olarak degisir.

- Yiksek sicaklik, bu islemin antimikrobiyal

etkinliginin temel belirleyicisidir.
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Chamber

pressure r [r,p < — )
auge ‘
iy /4 ‘—IJ *—. Steam exhaust
Steam ST 5—
exhaust | Y Jr
valve |
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Door — || & 1 W™~ Jacket chamber
e & 2
Thermometer |

and valve ~_[]\{ \-[ — T —

= Alr exits through vent

Steam supply — 7
valve t
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J. Martirko

©

Autoclave time
1
1
130 Stop
steam
e
= 120
4
& e
2 Sterilization time
% 110
-
Temperature Temperature
of object being of autoclave
100 sterilized
0 10 20 30 50 60
Total cycle time (min)
()
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Pastorizasyonun Amaci

- Pastorizasyon, adini Louis Pasteur’den alir ve sterilizasyonla ayni sey
degildir.

- Pastorizasyon, sivilardaki mikroorganizmalari tamamen yok etmek yerine
onemli 6l¢cliide azaltmay1 hedefler.

- Bu islem, tiim bilinen patojen bakterileri 6ldiirecek sicaklik ve stirelerde
uygulanir.

- Mikrobiyal ylik azaltildigi icin bozulabilir sivilarin raf 6mri uzar.
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Sut Pastorizasyonu ve Flash Yontemi

- Stt, bir tiibiler 1s1 degistiricisinden gecirilerek pastorize edilir.

- Akis hizi ile 1s1 kaynaginin sicakligl ve buytlikligu dikkatle kontrol edilir.

- Standart flash pastorizasyonunda siit 15 saniyeligine 71°C’ye 1sitilir (veya
daha kisa stireler icin daha ytiksek sicakliklar uygulanir).

- Isitmanin ardindan siit hizla sogutulur.
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Ultra-Yuksek Sicakhik (UHT)

Pastorizasyonu

- UHT yonteminde siit 135°C’de 1-2 saniye tutulur.
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- Bu stirec¢ pastorizasyondan farkl olarak stitii tamamen steril hale getirir.
- UHT stt, acilmadikca oda sicakliginda uzun stire bozulmadan saklanabilir.

- Bu yontem o6zellikle uzun raf 6mri gerektiren tiriinler icin tercih edilir.
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Diger Fiziksel Kontrol Yontemler:

- Isiya ek olarak radyasyon ve filtrasyon da mikroorganizmalari yok etmek
1cin kullanilan fiziksel yontemlerdir.

- Ozellikle UV 151k, X-1s1nlar1 ve gama 1sinlar: etkili mikrobiyal
oldirtcilerdir.

- Her bir radyasyon tiri farkli bir etki mekanizmasina ve oldiricilik
derecesine sahiptir.

- Bu nedenle uygulama alanlari da birbirinden oldukca farklidir.
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UV Isinlarinin Etkisi

- 220-300 nm arasindaki UV 1ginlar1 DNA
tarafindan absorbe edilir ve 6liimeciil
mutasyonlara neden olabilir.

- UV, ylizeylerin ve havanin dezenfeksiyonunda
yaygin olarak kullanilir.

- Laboratuvarlardaki laminar akis kabinlerinin
yuzeyl ve i¢ havasi “germisidal” UV 1g181 ile
dezenfekte edilir.

J. Martinko

- UV, zayif niifuz giicii nedeniyle yalnizca ylizey ve
hava dezenfeksiyonunda etkilidir; kutulanmig
gidalar gibi hacimli nesnelerde kullanilamaz.
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Iyonize Radyasyonun Tanimi

. Iyonize radyasyon, carpistig1 molekiillerden iyonlar ve reaktif molekiil
tirleri olusturacak kadar enerjiktir.

- Bu radyasyonun birimi rontgen; sterilizasyonda kullanilan doz birimi ise rad
veya gray dir (1 Gy = 100 rad).

- X-151n1 kaynaklar: veya °Co ve *’Cs gibi radyoaktif maddeler iyonize
radyasyon turetir.

- Gama 1sinlar1 ve X-1sinlar1 yiksek enerji ve derin niifuz gilicli sayesinde
hacimli materyallerdeki mikroorganizmalari 6ldiirebilir.
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- Yanda, baz1 mikroorganizmalarin sayisinda 10 Radiation sensitivity of some representative
kat azalma (D10) icin gereken radyasyon dozlar1 ~ microorganisms
gosterilmigtir.
Bacteria
- . . ey . Clostridium botulinum Gram-positive anaerobe; forms 3,300
- D10 degeri, 1s1 1le yapilan sterilizasyondaki endospores
“10ga1‘itmik azaltma Zamanl” kavramlna benzer . Deinococcus radiodurans  Gram-negative, radiation- 2,200
resistant coccus
L actobacilius brevis Gram-positive, rod-shaped 1,200
Bacillus subtilis Gram-positive asrobe; forms 800
endospores
Escherichia coli Gram-negative, rod-shaped 300
Salmonella enterica Gram-negative, rod-shaped 200
{typhimurium)
. €|
Fungi ol
; ; =
Aspergillus niger Common maold 500 =
Saccharomyces cerevisize  Baker's and brewer's yeast 500 §
Viruses ';Qg
Foot-and-mouth Pathogen of cloven-hoofed 13,000 o
animals A
Coxsackie Human pathogen 4,500 Q%

8p10 is the amount of radiation necessary to reduce the initial population or activity level 10-fold
{1 logarithm, see Figure 5.33). Gy. grays. 1 Gy is eguivalent to 100 rads. The lethal dose for humans
is 10 Gy.
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Radiation (Grays)
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Iyonize Radyasyonda D10 Deger:
2
- % - Iyonize radyasyonun oldiirme egrisi yanda verilmistir. 1
F= - Endosporlar radyasyona kars1 daha direnclidir; virtusleri ?:z
=D oldirmek ise cogu bakteriye gore daha zordur. g
m S 0.1 |=—D10 —=%_10% survival
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Iyonize Radyasyona Kars: Direnc

- Mikroorganizmalar genel olarak cok hiicreli canlilara kiyasla daha fazla
radyasyon direncine sahiptir.

. Insanlar icin 6liimcil radyasyon dozu kisa stirede verildiginde yalmzca 10
Gy kadar olabilir.

- Bu nedenle sterilizasyon dozlari ¢cok daha yliksek seviyelerdedir.

- Radyasyonun etkisi hem enerji diizeyl hem de maruz kalma siiresiyle
1ligkilidir.
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Radyasyonun Uygulama Alanlari

- ABD’de cerrahi malzemeler, plastik laboratuvar gerecleri, ilaclar ve doku
oreftleri radyasyonla sterilize edilir.

- Baz1 gidalar ve baharatlar patojenlerden ve boceklerden arindirilmak icin
rutin olarak isinlanir.

- Taze Uiriinler, kiimes hayvanlari, et ve baharatlar bu yontemle giivenli hale
getirilir.

- Bu islem, tirtinlerin steril olmasini ya da en azindan patojen acisindan
giivenli olmasini saglar.
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Is11le Sterilizasyonun Sinirlar:

- Is1 cogu sivinin dekontaminasyonu icin etkili olsa da 1s1ya duyarli sivilar
genellikle filtre edilerek sterilize edilir.

- Sterilizasyon ic¢in filtre gozenek boyutunun ortalama 0.2 pm olmasi asgari
gerekliliktir.

- Bu kadar kiiciik gozenekler bile cogu viriisii tutamaz ve viriisler genellikle
filtrasyona karsi gecirgendir.

- Laboratuvar c¢ozeltileri gib1 kiiciik hacimler i¢cin 0.45 pm ve 0.2 pm goézenekli
filtreler yaygin olarak kullanilir.
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Mikrobiyolojide
Kullanilan Flltre Tipleri

)

- Mikrobiyolojide rutin olarak derinlik filtreleri, membran t}'
filtreleri ve niikleopor filtreleri kullanilir. .s:'
« A
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- Derinlik filtresi, list liste gelen kagit ya da cam liflerinden
olugsan bir tabakadir ve parcaciklar: 1if agi icinde tutar

(Figir a). c ‘ . .

- Derinlik filtreleri, 6zellikle biyogiivenlik kabinlerinde
hava giris ve cikisini temizleyen HEPA filtreleri
olusturarak onemli bir rol oynar (Figiir a).

T.0. Breck

- HEPA filtreler, 0.3 pym veya daha biylk parcaciklar:
%99.9dan fazla verimle uzaklastirir fakat bu islem
sterilizasyon saglamaz.
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Membran Filtreleri ile Sivi
Sterilizasyonu 1
5
: - Membran filtreleri, mikrobiyoloji
laboratuvarinda sivi sterilizasyonunda — |
en sik tercih edilen filtre tipidir. ; R pn— Filter

Syringe ~_ 5. ' it"’ Y

- Bu filtreler, yiiksek cekme dayaniml
polimerlerden tretilir ve cok sayida
kiiciik gbzenek icerir.

Filter < __]
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- Filtrasyon, bir siringa veya pompa
yardimiyla sivinin filtre aparatindan
gecirilmesiyle gerceklesir.

- Steril s1vi, filtrasyonun ardindan
dogrudan steril bir toplama kabina
aktarilir.
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Nikleopor Filtreler ve
Kullanim Alanlar:

- Nikleopor filtreler, 1sinlama ile islem gérmiis ve ardindan
kimyasal olarak asindirilmis ince bir polikarbonat
filmden tretilir (Figir c).
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- Bu 1slem, filtre izerinde son derece diizglin ve eg
buytkliikte gozenekler olusturur.

T.0. Breck

- Nikleopor filtreler, 6zellikle taramali elektron
mikroskopisi (SEM) icin 6rnek 1zolasyonunda siklikla
kullanilir.

- Sivilardan veya dogal 6rneklerden (6r. gol suyu) filtre ile
ayrilan mikroorganizmalar dogrudan filtre lizerinde
gozlemlenebilir (Figtir d).
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Antimikrobiyal Kimyasallarin Genel
Ozellikler1

- Mikrobiyal bliytimeyi kontrol etmek icin kimyasallar yaygin olarak
kullanilir ve bu maddelere antimikrobiyal ajanlar denir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Mikroorganizmalar: 6ldiiren maddeler -sidal ajanlar olarak adlandirilir
(bakterisidal, fungisidal, virisidal).

- Sadece buiylimey1 durduran maddeler ise -statik ajanlar olarak
smiflandirilir (bakteriostatik, fungistatik, viristatik).

- Bu kisimda dezenfektan olarak kullanilan kimyasallara odaklanacagiz;
antibiyotikler daha sonraki boliimlerde ele alinacaktir.
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Antimikrobiyal Ajanlarin Buytume
Uzerindek: Etkiler:

- Antibakteriyel ajanlar, kiiltirler tizerinde yaptiklar: etkilere gore -statik, -
sidal veya -litik olarak siniflandirilir.

- Bakteriostatik ajanlar genellikle protein sentezi gibi énemli bir
biyokimyasal siireci zayif baglanmalarla inhibe eder ve
uzaklagtirildiklarinda hiicreler biiylimeye devam edebilir (Figiir a).
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Log cell number

Bacteriolytic

Total cell count
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] ® ® ® o0 o0 qc%a
Antimikrobiyal Ajanlarin Bliylime
Uzerindek: Etkiler:

2
T - Bakterisidal ajanlar (6r. formaldehit) hedeflerine siki baglanarak hiicreleri
O oldirir fakat 6l hiicreler lizise ugramaz, bu ylizden kiltiir bulaniklig:
o degismez (Figir b).
e
o0 - Bakteriolitik ajanlar hiicreleri parcalayarak oldiiriir ve hem canli hem de
3 toplam hiicre sayis1 azalir; bir deterjan buna 6rnek olabilir (Figiir c).
=
[ =
e
N Bacteriostatic Y, Total cell coury _ Bactericidal Y, R _ Bacteriolytic
E g T \ Viable T g g Total cell count =
T‘g cellcount Remove @ @ E
§> agent §> Viable 7/ §> ) i
A cell count \cfﬁlbtl:iunt %
Time Time Time T
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- Inkiibasyon sonrasi tiipler bulanikliga gore | )
degerlendirilir ve tamamen inhibisyon
gorilen en diisiik derisim MIC olarak
belirlenir.

T. D. Brock

[ ] [ ] . ) ) oo l;%a
Minimum Inhibitor Konsantrasyon
o S%
(MIC) Test1 ‘.
§
T— - Bir antimikrobiyal maddenin etkinligini o
O degerlendirmek icin, test organizmasinin
o bliytimesini durdurmak icin gereken en
e dusiuk miktar yani MIC belirlenir.
e - MIC’1 belirlemenin bir yolu, test organizmas:1 | =/ || | = ¢ " | & ? iy
= iceren s1v1 besiyerlerine ajanin farkli rRnEn BRI S I VR P D | concentretion
g derisimlerinin eklenmesidir. T No growth
(aa
A

- Bu yontem, s1vi ortamdaki antimikrobiyal
etkinligi degerlendirmede standart bir

yaklasimdar.
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GrawHHinHiGdn discs (zones of inhibition).

° ° X X b b ga
Disk Diftizyon Yontema ile
° ° ° ° ° ° ° S ’%
Antimikrobiyal Etkinlik Analizi
5
L - Antimikrobiyal etkinlik, kat1 besiyerlerinde
O yapilan disk diftizyon testi ile de
g degerlendirilebilir. Nutin ‘ e T
agar plate a liquid cultgre of
N - Bilinen miktarlarda antimikrobiyal ajan iceren A =
S diskler, esit sekilde inokiile edilmis agar
E\ yluzeyline yerlestirilir. S i
i . Inkiibasyon sirasinda kimyasal diskin cevresine  sasrce {
— dogru difiize olur ve uzaklastikca derisimi azalir. s
- - Etkili kimyasal i¢eren disklerin etrafinda bir § (rebtorziaan g
A bliytime inhibisyon zonu olusur; zonun genigligi g
ajanin miktarina, ¢ézunurlugiune, difiizyon ko dipsnm— 3
katsayisina ve etkinligine baghdar. Zones of e e 5
£
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Disk Diftizyon Testinin Klinik
Uygulamalar:

- Disk diflizyon yontemai, klinik olarak izole edilen patojen bakterilerin
antibiyotik duyarliligini test etmek icin rutin olarak kullanilir.
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- Her diskin olusturdugu inhibisyon zonu, hangi ajanin etkili oldugunu
belirlemede temel olctittiir.

- Bu test, farkli antibiyotiklere kars1 duyarlilik profilinin hizli sekilde ortaya
cikarilmasini saglar.

- Klinik mikrobiyolojide, tedavi seciminde kritik 6neme sahip bir
degerlendirme araci olarak kabul edilir.
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Kimyasal Antimikrobiyal Ajanlara
Genel Bakais

- Kimyasal antimikrobiyal ajanlar, cansiz ylzeylerde ve viicudun dis
yuzeylerinde patojenlerin cogalmasini 6nlemek i¢cin kullanilir.
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- Bu ajanlar arasinda sterilantlar, dezenfektanlar, sanitizorler ve
antiseptikler yer alir.

- Farkli ajan tirleri, farkl etki giiclerine ve kullanim alanlarina sahiptir.

- Uygulamada amac, ylizeydeki ya da dokudaki mikroorganizmalari kontrol
etmek ve bulas riskini azaltmaktir.
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Sterilantlarin Tanimi ve Kullanim
Alanlar

- Sterilantlar, endosporlar dahil tiim mikroorganizmalar: yok eden kimyasal
maddelerdir.
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- Is1 veya radyasyon kullaniminin miimkiin olmadigi durumlarda
dekontaminasyon ve sterilizasyon amaciyla tercih edilir.

- Hastaneler ve laboratuvarlar; termometreler, lensli aletler, polietilen tiipler
ve kateterler gibi 1s1iya duyarli materyalleri diizenli olarak bu yontemle
1slemden gecirir.

- Bu islem, soguk sterilizasyon olarak bilinir ve etilen oksit gibi gazlar veya
formaldehit ve glutaraldehit gibi aldehitler kullanilarak gerceklestirilir.
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Dezenfektanlarin Ozellikleri ve
Kullanima

- Dezenfektanlar mikroorganizmalari 6ldirir ancak endosporlar: timiiyle
ortadan kaldirmayabilir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

B

[an)

4
(]
2
£~

[an)

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Daha cok ylizeylerde kullanilir; fenol ve katyonik deterjanlar buna 6rnektir.

- Zeminler, masalar, tezgah ylizeyleri ve duvarlar gibi alanlarda yaygin
olarak uygulanir.

- Tibbi ortamlar icin 6nemli bir enfeksiyon kontrol aracidir.
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Sanitizorlerin Rolu

- Sanitizorler dezenfektanlara gore daha hafif etkilidir ve mikroorganizma
sayisin1 azaltir ancak sterilizasyon saglamaz.

- Gida endiistrisinde karistirma ve pisirme ekipmanlari, tabaklar ve gerecler
uzerinde yaygin kullanilir.

- Su olmayan durumlarda kuru el temizligi amaciyla da kullanilabilir.

- Kontaminasyon riskini azaltan yardimci bir temizlik aracidir.
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Antiseptikler ve Kullanim Alanlar:

- Antiseptikler, mikroorganizmalari 6ldiiren veya biliylimelerini durduran;
ayni zamanda canli dokulara uygulanabilecek kadar diisiik toksisiteye sahip
maddelerdir.

- Genellikle el yikamada veya ylizeysel yaralarin temizlenmesinde kullanilir.
- Bazi antiseptikler ayni zamanda etkili birer dezenfektan olabilir.

- Etanol, konsantrasyon ve temas siliresine bagli olarak hem antiseptik hem
dezenfektan gorevi gorebilir.
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Antimikrobiyal Ajanlarin Etkililigini
Belirleyen Faktorler

- Organik maddeler bircok antimikrobiyal ajani baglayip etkisiz hale
getirebilir; bu nedenle kirli ylizeyleri dezenfekte etmek temiz ytizeylere gore
daha zordur.
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- Bakteriler, 6zellikle dokularin ytizeylerinde veya kirli tibbi cihazlarda
polisakkarit yapili biyofilmler olusturabilir.

- Biyofilmler, antimikrobiyal maddelerin yiizeye niifuzunu yavaslatabilir veya
tamamen engelleyebilir.

- Bu nedenle bir antimikrobiyal ajanin gercek etkisi, mutlaka kullanim
kosullar: altinda deneysel olarak test edilmelidir.
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Ktkililik Testinin Gerekliligl

- Antimikrobiyal ajanin etkisinin dogrulanmasi, uygulama 6ncesi ve sonrasi
mikrobiyal biiyiimenin 6l¢iilmesiyle miimkiindir.

- Bu testler yapilmadikca ajanin beklenen sekilde calistigindan emin
olunamaz.

- Gercek kosullarda etkinlik degerlendirmesi, giivenli kullanim i¢in temel bir
gerekliliktir.

- Uygulanan kimyasalin performansi ancak bu tir karsilastirmali testlerle
netlestirilir.
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