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1. LABORATUVAR CALISMASI ICIN
KISISEL HAZIRLIKLAR

»  Persone kisisel temizlige dikkat etmeli, tirnaklar kisa kesilmis olmali, saglar
uzun ise baglanmalidir. Bu hem hijyen hem de bunzen beki aevinden yanma
tehlikesini engeller.

»  Laboratuvaraher giris ve cikista eller mutlaka dezenfekte edilmelidir.

»  Grip, nezle, benzeri hastaliklara yakalanmis personel ¢zel koruyucu maske ile
caligmalidhr.

>  Laboratuvara girerken beyaz ve temiz onlikk giyilmelidir. Onlik digmeleri
kapal1 olmalidir.

»  Calisma bittikten sonra onluk cikarilip yerine asilmalidir. Bulasma olmamasi
icin laboratuvar disinda giyilmemelidir.

»  Ellerinde kesik, yara olan personel laboratuvarda eldiven ile ¢alismalidir.

1.1. Laboratuvar Kiyafetleri ve Tasimas Gereken Ozellikler
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Resim 1.1: Laboratuvar 6nligu
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1.2. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Genel Calisma Kurallari

» Laboratuvara sadece |aboratuvarda galisanlar girmelidir.

» Kisisel temizlik kurallarinatitizlikle uyulmalidir.

» Mikrobiyoloji laboratuvarinda mutlaka mikrobiyoloji egitimi  alms  kisiler
caligmalidir.

» Laboratuvarda kesinlikle hichir sey yenmemeli ve bulundurulmamalidir.

» Calisirken laboratuvar kap: ve pencereleri kapal: tutulmalidir.

» Laboratuvar hijyeni agisindan laboratuvarda gereksiz her tlrli malzemenin
bulunmasi 6nlenmelidir.

> Ise baslamadan o6nce calisma tezgahlari dezenfekte edilmeli ve her calisma

bitiminde tezgahlar tekrar dezenfekte edilmelidir

» Mikroorganizma kilturlerine elle dokunulmamali, kiltlrlerin kapaklar: agik
birakilmamali, kdltirler ve laboratuvar metaryelleri  laboratuvar disina
cikarilmamalidir.

» Laboratuvarda yuksek sesli konusulmamali, ani hareketlerden kaginilmalidhr.

» Laboratuvarda bulunan ¢op tenekelerinin icine otoklavlanabilir posetler koyulmali,
atilacak her turlii malzeme otoklavlandiktan sonra atilmalidir.

» Dezenfeksiyondaticari olarak pazarlanan Urinler kullanilmalidir.

» Mikroorganizma Uremis materyalin kirilmasi, mikroorganizmanin dokulmesi

durumunda laboratuvar sorumlusunabildirilmelidir.

» Dezenfeksiyon sirasinda ve kirnilmis malzemenin  toplanmasinda e diven
kullanimalidir.

» Laboratuvar araglari bos ya da dolu olarak onlik cebinde tasinmamali, tipler
tUplUkte tutulmal1, masa veya tezgah tizerine gelisigizel birakilmamalidir.

» Laboratuvardan ayrilmadan 6nce su ve hava gazi musluklari ile kullanilmayacak
bolimlerin el ektik salteri kapatilmalidir.

» Pipetleme yapilirken Uflenmemelidir.

> Etiket kullanilacaksa, etiketler dile sirilmemelidir.

» Kullamlacak tim arag gereg sterilize edilmelidir.

» Sterilizasyonundan kusku duyulan malzemeler kullanilmamalidir.

» Laboratuvar sorumlusunun yaptigi gorev paylasimina kesinlikle uyulmalidir.

» Mikroskop, terazi, etuv, sterilizator gibi aetler her kullammmdan sonra
kapatilmalidir.

» Mikroskop her kullammdan énce temizlenmeli ve temiz birakilmalidir.

» Direkt olarak mikroorganizmalar ile temas eden pipet, lam, lamel gibi malzemel eri

» kullandiktan sonra dezenfektan ¢ozeltis bulunan 6zel kaplara konulmalidir.

» Pipetler kullammdan ©nce pipet kutusu icinde sterilize edilmeli ve kullamm
aralarinda pipet kutusunun agzi kapali tutulmalidir.

» Analiz sonunda ¢alisma raporu hazirlanarak sorumluyatedim edilmelidir.

» Sizeait olmayan hichir seye dokunmamali ve hicbir seyin yeri degistirilmemelidir.
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1.3. Mikrobiyoloji Laboratuvarlari

Fransizca “laboratoire” olan sozcik okunusuyla laboratuvar olarak dilimize girmistir.
Gida laboratuvar: “Uretim, arastirma-gelistirme ve kontrol amaciyla gida ve gida
hammaddelerinin Ozelliklerinin belirlendigi, bunun icgin gerekli ara¢ gereglerin
bulundugu yer” olarak tammlanmaktadir.

Gida laboratuvarlarinda yapilan inceleme ve analizler

»  fiziksd,
> kimyasal,
»  mikrobiyolojik analizler olarak ayrilir.

Fiziksel ve kimyasal analizler aym laboratuvarinda yapilabilirken mikrobiyolojik
analizlerin ayrn laboratuvarda yapilmast gerekir. Cinki hem gidadan insanlara
mikroorganizma bulasmamasi hem de analiz sonucunun givenilir olmas: icin gidadaki
mikroorganizma sayisinin degismemesi gerekir. Bu nedenle steril ortamda titiz ve dikkatli
calisilmalidir. Bu daiyi diizenlenmis bir mikrobiyol oji laboratuvarda yapilabilir.

Gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda hammaddede, yardimct maddelerde, calisma
ekipman: ve atmosferinde, ambalgy materyalinde, kullanma suyunda, islenmis gidada
bulunabilen mikroorganizmalarin aranmasi veya sayim yapilir.

Genel olarak gidalarda saprofit ve patojen mikroorganizmalarin bulunmast istenmez.
Gida cesidine gore belirli mikroorganizmalarin gidalarda bulunmasi kaginilmazdir. Gidanin
elde edildigi hammaddede dogal olarak bulunan, insan sagligina zarar vermeyen ve islem
geregi tumuyle 6ldurdlemeyen bu mikroorganizmalarin belirli sayilarda gidada bulunmasina
izin verilir.

Mikroorganizmalarin yiksek sayida bulunmast isletmenin hijyenik sartlarinin iyi
olmadiginin ve ¢alisanlarin hijyen kurallarina uymadigimin isareti olarak kabul edilir.

Gidamin  belirlenmis  kalite simirlart  iginde olup olmadigr cesitli  analizlerle
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kontrol edilir.

1.3.1. isletmedeki Yeri

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinin, isletmelerin zemin katlarinda, dogal 151k alabilen ve
isletmeden bagimsiz olarak ingaedilmesi gerekir.

Gida mikrobiyolojisi laboratuvarimin en 6nemli  Ozelligi ayri bir ekim odast
bulunmasidir. Bu oda genel ve basit olarak ana laboratuvardan cam ile ayrilmig bir bélme
seklinde kurulabilir.

1.3.2. Tasimas Gereken Teknik Sartlar
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» Tavan, duvar ve tezgdhlar mikroorganizma barindirmayan ve kolay
temizlenebilir malzemeden yapilmalidir.

»  Laboratuvarda toz bulunmamali, fiziki yerlesimde buna dikkat edilmelidir. Arag
gerec toz tutmayacak sekilde yerlestirilmeli, dolaplar tavana kadar olmali,
dolaplarin yerden yuksekliginin de 20 cm olmasi dolap altimn rahat
temizlenmesini saglar.

>  Havalandirma, laboratuvara taze hava saglayacak sekilde, nem ve sicakligi
kontrol ederek yapilmalidir. Pencereden saglanan dogal havalandirma yaninda
mekanik sistemlerle 1sitma ve sogutma da yapilabilir. Filtrasyon sayesinde de
tozlanmanin 6nlne gegilir.

>  Laboratuvarda yeterli sayida elektrik prizi, su muslugu, eviye ve hava gazi
bulunmalidir. Musluklarin agcma-kapama vanalari basit olmali, prizlerin
sigortalar: kolay ulasilabilir yerde bulunmalidir.

Oncelikle vanalarin ve sigortalarin yerini ve nasil kapatilacagin 6grenmelisiniz.

Laboratuvara direkt gines 1sigimn girmesinden sakimlmali, dogal 1s1k veren
florasan lambalar tercih edilmelidir.

Otoklav ve yikama odasi ortamda nem olmamas: igin tercihen mikrobiyoloji
|aboratuvarlar: disinda olmalidir.

Besiyerleri ve kimyasal maddeler kuru, serin ve karanlik dolapta depolanmalidir.
Steril olan ve olmayan malzeme ayr1 dolaplarda depolanmalidir.

Sogutucu ve inkibatér gibi sicakliga duyarli ekipmanin yerlestirilmesinde
dikkatli olunmalidhr.

Laboratuvarda ilk yardim dolabi bulunmalidir. Personel basit kazalarda (kesik,
yanik vb) nasil davranacagini bilmeli yani ilk yardim egitimi almis olmalidir.
Ekim odasi veya mikrobiyolgji laboratuvarinda UV (ultra viyole) lambasi
kullanilarak havada veya yuzeylerde sterilizasyon saglanabilir.

YV V VVV V V¥V

UV lambasi laboratuvarda calisma yapilirken kapali tutulmali, calisma saati disinda
acik tutulmalidir.

UV 1s1g1min gozlerde korl Uk, deride kanser yapabileceginin unutulmamasi gerekir.

Caml1 ekim odasinda yanan UV lambasinin oda disinda ¢alisanlara zarari olmaz.

»  Lambayanarken kapinin agilmasi durumunda sesle uyar: sistemi devreye girerek
calisanlar: uyarmalidir.

» UV lambasinin kontrol diigmesinin disarida olmasi glivenlik agisindan dnemlidir
(Resm 1.1).
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Resim 1.2:UV uyans
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2. ARAC - GERECLERI STERILIZASYONA
HAZIRLAMA

2.1. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Kullamlan Arag Geregler
Gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda su arag gerecler bulunur;

Cam malzemeler
Metal malzemeler
Plastik malzemeler
Diger malzemelerdir

YV VY

2.1.1. Cam Malzemeler

Gida laboratuvarinda en sik ve cok kullanilan malzemelerdir. Cam malzemelerin
kullanim yeri ve dayaniklilig: Uretildigi camin kalitesine gore degisir.

Cam malzemeler adi cam ve pyrex’ten Uretilir. Adi cam ucuz olmasina ragmen yilksek
sicaklik, basing ve ani sicaklik degisikliklerine dayaniksiz oldugundan laboratuvar
malzemesi Uretimine pek uygun degildir. Pyrex cam; sicaklik, asit ve alkalilere dayamklidir.
Bu nedenle laboratuvarda kullanilan cam malzemelerin blyik cogunlugu bu malzemeden
Uretilmigtir.

Cam malzemeler sunlardir: Deney tupleri, durham tipleri, petri kutulari, lam, lamel,
pipetler, erlenler, baonlar, dlcl balonlar: (baon joje), beherler, dl¢h silindiri (mezdr), cam
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cubuklar (baget) ve drigalski spattil idur.
Ozdllikleri ve Kullamm Alanlary;

Deney tupleri; at kismu yuvarlak, kapali, agiz kismu agik cam malzemelerdir.
Cogunlukla 18x180 mm veya 15x150 mm boyutlar: tercih edilir. TUpluk veya spor denilen
tlp koruyucularina dizilerek, dillisyon ¢ozeltileri ve besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanlir
(Resm2.1).

Durham tupleri; 7x25 mm boyutlarindadir. Gaz olusturarak test edilen
mikroorganizmalarin tesbit icin sivi besiyeri ekimlerinde kullanilir. Test tlpinin igine ters
yerlestirilerek Uzerine sivi besiyeri konulur ve sterilize edilir.

Resim 2.1: Deney tlpleri Resim 2.2: Petri kutusu

Petri kutusu; i¢ice gecmis iki cam kapaktan olusur. Genellikle yikseklik 1.5 cm, ¢cap
9 cm'dir. Daha kiclk veya daha blylk petri kutulari da vardir. GUnimizde saydam
plastikten ve tek kullammlik olarak Uretilen petri kutularimin kullamm yayginlasmustir.
Kuglk olamn icine ince tabaka sterilize edilmis besiyeri dokdltr ve mikroorganizmalarin
izolasyonu ile sayim yapilir (Resim 2.2).

Lam; genellikle 26x76 mm boyutlarinda dikdortgen cam malzemedir. Preparat
hazirlamada kullamlir. Thoma lam (maya sayiminda), Howard lami (kif sayiminda), cukur
lam gibi 6zel tipte lamlar da kullanlmaktadir.

Lamel; kare seklinde ¢cok ince camdan yapilmigtir. Genellikle 20x20 mm veya 22x22
mm boyutlarindadir. Temiz lameller lam Gzerindeki 6rnegi kapatmada kullanlir.

Pipetler; belli hacimlerde sivi ama ve aktarma islemlerinde kullamlan i¢i bos,
dereceli veya derecesiz 6zel cam veya plastik borulardir.

Her pipetin uc ve agiz kismu bulunur. Ug kismn damlalik seklinde inceltilmigtir. 0.1-
0.2-0.5-1-2-5-10-20-25 ve 50 ml gibi degisik olculerde pipetler vardir.

Pipet Cesitleri

»  Otomatik Pipet: Siviy1 gekme ve birakma digmeleri vardir. Sivi miktarim pipet
hacmi kadar otomatik olarak ceker (Resim 2.3.).
14
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»  Tek Kullammhk Steril Pipet: Plastik materyalden bir sefer kullamm icin
yapilmis pipetlerdir (Resim 2.4.).

>  Tam Olgii Pipeti (Bullii Pipet, Joje Pipet, Pastor Pipeti): Uzerlerinde agza
yakin kissmda hacmi bildiren bir ¢izgi vardir. Orta kismu siskindir (Resim 2.5.).

>  Derecdi pipet: Uzerlerinde taksimat bulunan pipetlerdir (Resim 2.6.).

Resim 2.3: Otomatik pipet Resim 2.4: Tek kullanimlhik pipet

Resim 2.5: Tam dl¢l pipeti

Resim 2.6: Dereceli pipet

Mikrobiyoloji laboratuvarinda daha gok 0,1-1 ml arasi hacimde pipetler kullanilir.

Mikrobiyolojik calismalarda dogru pipet secimi ve dogru pipetleme ¢ok onemlidir.
Bunun icin aktarilacak hacim igin uygun olgulii pipet secilmelidir. Ornegin 1 ml siv1
aktarilacaksa 1 ml’lik pipet secilmelidir. 1 ml’lik pipet yoksa2 ml’lik pipet kullamlabilir.

Pipetleme sirasinda, incelenen sivinin yutulma tehlikesine karst dnlem olarak lastik

puvar (Not: Maddede Temel Degisimler Modultndeki bilgilerinizi hatirlayimz.) veya bullu
pipetler kullanilabilir.

15
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Pipetlerle asagidaki sekilde calisiimalidir

Resim 2.7: Numunenin pipete ¢ekilmes

»  Mikrobiyoloji laboratuvarinda mutlaka steril pipetlerle ¢alisiimalidir.

»  Steril pipetler, pipet kutusundan veya paketlenmis ise k&gidindan uygun sekilde
cikarilmall, asla ug kisimina dokunulmamali ve sterilliginin bozulmamasina
dikkat edilmelidir.

>  lIstenilen hacimdeki steril pipet, orta ve bas parmak arasinda tutularak ucu
cozeltiye daldirilmalidir (Resim 2.7.).

»  Pipetin agiz kissundaki bosluktan hafif bir emme hareketiyle istenilen hacim
miktarim biraz geginceye kadar ¢ozelti pipet icine cekilmelidir. Pipete sivi
cekilirken vyavas vyavas cekilmeli, aksi taktirde agza kacabilecegi
unutulmamalidir.

» Agiz kismt hizla isaret parmagiyla kapatiimali, pipetin ucu ¢Ozeltiden
cikartilmalidir. Ust kisimdaki isaret parmagimin baskisi pipet icerisindeki ¢ozelti
istenen hacim cizgisine gelinceye kadar azaltilmalidir. istenen hacim cizgisi ile
pipet icerisindeki ¢ozeltinin yarim ay kavisinin at ucu birbirine tam teget oldugu
zaman isaret parmagi tam olarak kapatilmalidir.

»  CoOzelti aktarilmak istenen yere pipetin at ucu degdirilip isaret parmagi
kaldinlarak bogaltilmalidir. Pipetlenen sivi bosatilirken kendi  kendine
bosalmasi saglanmali, agiz kismundan higbir zaman tflenerek bosaltilmamalidir
(Resim 2.8.).

»  Pipetler bosaldiktan sonra u¢ kisimlarinda bir miktar sivi kalabilir. Bu durum
normaldir. Pipet bu sivi kalacak sekilde isaretlenmistir.

»  Zehirli veyakict maddeler kesinlikle agizla gekilmemelidir.

Erlen; erlenmayer olarak da isimlendirilen bu malzeme dip kismi genis, agiz kism
dar bir bogazla sona eren konik sekle yakin bir gorinime sahiptir. Agz tirash ya da tiragsiz
olabilir. Bunun yanisira kapakli ve kapaksiz olanlar1, hacim gostergeli ve nuce erlenleri de
vardir. En ¢ok 100-500 ml arasindaki hacimde erlenler kullanilir. Mikrobiyolgji

|aboratuvarinda;
> Besiyeri hazirlanmasinda,
»  DilUsyon ¢ozeltisi hazirlanmasinda,
»  Aktarmaisleminde,
> Numune kabr olarak kullanilir
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Balon; govdesi kiresal, dibi diiz veya yuvarlak; az veya ¢ok uzun, dar bir bogazi olan
cam malzemelerdir. Laboratuvarlarda en fazla kullamlan 250-1000 ml arasinda olanlardir.
Mikrobiyolojik caligmalarda besiyerlerinin hazirlanmasinda ve sterilizasyonunda kullanilir
(Resm 2.9).

Resim 2.9: Balonlar Resim 2.10: Balon joje

Balon joje; dar uzun boyunlu, boyun kisminda 6l¢l gizgisi bulanan, agiz kism tirasl
veya tirasisiz olabilen cam malzemelerdir. Olgli cizgisine kadar tam dolduruldugunda
Uzerinde belirtilen hacim kadar sivi alir. Farkli boy ve hacimde olanlari vardir. Genellikle
istenen hacimde ¢ozelti hazirlamada kullanilir (Resim 2.10).

Beherler; alti diiz, bardak seklinde, silindir cam kaplardir. Agiz kismi sivi aktarmaya
uygun yapilmstir. Farkli boy ve hacimde olanlari vardir. En ¢ok kullanmilanlar 50, 100, 250,
500, 1000 ml olanlardhr.

Resim 2.11: Beher Resim 2.12: Silindir ( mezir)

Beherler mikrobiyoloji laboratuvarinda;

|sitma,

»  Karngtirma,

»  Tartim,

»  Aktarma,

»  Besiyeri ve ¢ozelti hazirlama,

17
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>  Ornek kabr olarak kullamlir (Resim 2.11.).
Mezir; genelde sivilarin 6lgimiinde ve aktariminda kullanilir (Resim 2.12.).
Cam cubuk (baget); cam cubuk baget olarak da isimlendirilir. Cam 3-10 mm,

uzunlugu 10-30 cm arasindadir. Uclar1 alevle koreltilmistir. Cozeltilerin karistirilmasinda,
ezilmesinde ve kaptan kaba aktarilmasinda kullanilir.

Resim 2.13: Drigalski spatulu

Drigalski spatllt; cam gubugun, ucunun Uggen seklinde kivrilmas: ile olusan
Ozelerdir ( Resim 2.13). Tamamu cam ol abilecegi gibi tutmayeri metal, yayma yeri cam veya
silikon kapli camdan da yapilabilir. Ticari olarak hazirlanmis tek kullammlik modelleri de
mevcuttur.

Y ayma yontemiyle ekimde, sivi numunenin petri kutusu igindeki kati besiyeri Gzerine
aktarilmasindan sonra yiizeye homojen sekilde yayilmasinda kullanilir.

2.1.2. Metal Malzemeler

Meta malzemelerde aranan genel ¢zellikler asit, alkali ve oksitlenmeye dayanikl:
olmalaridir. Guinumuizde, gida laboratuvarinda kullamlan metal malzemeler daha ¢ok krom-
nikel aasimli demir malzemeler, aliminyum ve paslanmaz ¢elik malzemelerdir. Bunlar;

Bek,

Ug ayak,
Kafedi td,
Ornek kaplari,
Masa,
Tuplik,
Spatill,

Pens,

Oze sap1 ve ucu,
Boyatdli,
Pipet kutulart,

VVVVVVVVVYVYYVY

Kuvet takimlar: sayilabilir
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Ozdlikleri ve Kullamim Alanlart:

Bek; hava gazi veya butangazla calisan ve ayarli alev verebilen bir aractir.
Mikrobiyoloji laboratuvarinda bek;

> Alev catisi olusturma,

»  Isitmaveyakaynatma

>  Metal mazemelerin dzellikle 6zelerin |
adevden geciriimesinde ve akkor
haline getirerek sterilize edilmesinde
kullanilir (Resim 2.14.).

Resim 2.14: Bek, ¢ ayak, kafedli tel
) Uc ayak; bekte 1sitma veya kaynatma yapilacag: zaman gerekli olan bir malzemedir.
Oncelikle U¢ ayak Uzerine kafedli tel konulur, Uzerine beher veya erlen gibi malzeme
yerlestirilir ve bek yakilarak amaca uygun kullanilir (Resim 2.14).

Kafedli tel; Uc ayak Uzerinde 151 dagitict olarak kullanilir. Ciplak alevle direkt temas
nedeniyle cam malzemelerin ¢atlama ve kirilmalarim 6nler (Resim 2.14).

Masa; erlen, tp vb. sicak malzemenin tasinmasinda kullanlir.
Halka; erlenlerin su banyosunda su iginde kalmasini saglamak amaciyla kullamlir.

Tuplik; deney tuplerinin konuldugu 2 veya 3 katli metal, tahta ve plastikten Uretilen
bir aractir. Daha cok metal ve plastik olanlar kullamlir (Resim 2.15.).

Resim 2.15: Farkli tiipliikler

Spatl; mikrobiyolgjik analizler icin numune ve kimyasa maddelerin alinmast,
tartimi, karistirilmasi ve ezilmesinde kullanilir. Bir ucu kasik seklindedir (Resim 2.16).

Pens; paslanmaz metal malzemedir. Daha ¢ok tartim sirasinda ve cam tarti kaplarinin
tutulmasinda kullanilir (Resim 2.17).
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|
Resim 2.16: Spatdil Resim 2.17: Pens

Oze; numunelerin transferinde kullanilan, ucunda nikel-krom veya platinden yapilmus,
yuvarlatilmis tel bulunan sap kismi 1sidan etkilenmeyen bir malzemedir. Bu telin uzunlugu
ortalama 5 cm, ucundaki cemberin ¢apr ise 34 mm olmalidir. U¢ kismu halka seklinde

kivrilmis platin veya pasanmaz telden, sapi da meta veya bakalitten olusur. Bunlara
yuvarlak uclu 6ze de denir.

Mikrobiyolojik calismalarda g tip 6ze kullamiimaktadir. Bunlar;

»  Tek kullammlik steril plastik 6zeler; yuvarlak uglu 6ze veya igne 6ze ile aym
amacla kullanilir, plastikten yapilmistir ve tek kullammliktir (Resim 2.18.).

»  Yuvarlak uglu metal dzeler; cok az miktarda numuneyi aktarma isleminde, daha
¢ok mikroorganizmalar: besiyerine aktarip, yaymak veya preparat hazirlamada
kullanilir (Resim 2.19.).

>  Igne 6zeler; 6zeye benzer, fakat telin ucu dizdiir. igne 6ze, besiyerine daldirma
veya cizme yontemleriyle ekim yapmak icin ve ylzeyden mikroorganizma
kolonisi almak amaciyla kullanilir (Resim 2.20.).

Wt Y
Resim 2.18:Plastik 0ze gesitleri Resim 2.19: M etal 6ze cesitleri Resim 2.20: igne 6ze

Ozeile calisma esnasinda su kurallara uyulmalidir:

>  Ozekalem gibi tutulmalidir. Ug kismi bek alevinin mavi kisminda dike yakin bir
konumda, ucu tamamen kirmizi renk alincaya (akkor) kadar tutulmalichr
(Resim.2.21). Bu sirada 6ze alev icerisinde sallanmamalidir.
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Resim 2.21: Ozenin sterilize edilisi

»  Daha sonra 6ze dev gatisi altinda tutularak 10-15 saniye kadar sogumast igin
beklenmelidir. Oze ucunun sicakken kullanimi 6rnekteki mikroorganizmalar:
oldurebilir.

»  Numunenin alinacagi ¢Ozelti igerisine 6ze ucu daldinlarak karistirma hareketi

yapilir. Bu sayede ¢ozeltinin 6ze ucundaki yuvarlak kismi bir film gibi sarmasi

saglamr. Sayet sivi 6rnek bu sekilde halkay:r sarmamissa 0ze ucu yanlis
kivrilmistir. Oze ucu bek alevinde yakilarak diizeltilmelidir.

Oze ucu tipe hig degdirilmeden disar: gikartilir.

Kat1 besiyerindeki bir kiltirden aktarma yapilacagi zaman, 6ze ucu Ureme

boélgesine hafifce stirtlilerek érnek alinir.

Ozeyle alinan numune kat1 veya sivi besiyerine ekilir.

Ekim islemi bitince 6ze tekrar bek alevinde tutularak sterilize edilir.

VV VYV

Pipet kutusu; pipetlerin sterilize edilmesinde ve sterilize pipetlerin saklanmasinda
kullanlir (Resim 2.22.).

Resim 2.22: Pipet ve petri kutusu

Kivet takimlary; metal, cam, plastik olanlar1 vardir. Dezenfektan kabi olarak veya
preparat boyama islemlerinde kullanilir.

Boya teli; preparat hazirlamrken boyama isleminde kullamlan cam veya metal
malzemedir.

2.1.3. Diger Araclar

Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullamilan diger araclar ekiivyon, puar, piset, plastik
21
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numune kaplari ve havanlardir.

GunumUizde sert ve saydam plastikten spatil, silindir, huni, yaninda tlip ve piset gibi
malzemeler, tek kullanimlik petri kaplar: da Uretilmektedir. Daha Onceleri camdan yapilan
pek cok malzeme plastikten tretilmeye baslanmstir.

Ozdlikleri ve Kullamim Alanlart;

Ekivyon; ucunda pamuk saril1 olan tahta, plastik veya metal cubuklardir. TUp icinde
bulunup sterilize edilenleri veyatek kullammmlik olanlar1 vardir. Mikrobiyolgjide yiizeylerden
ornek alinmasinda kullanmlir (Resim 2.23.).

Puar; pipetlerin arkasina takilarak, agizla cekilmes tehlikeli olan sivi veya
cOzeltilerin, Ozellikle de patojen mikroorganizma igeren besiyerlerinin pipetlenmesinde
kullanlir.

Resim.2.23: Eklivyon Resm 2.24: Puar

Havanlar; degisik buyuklukte olan havanlar, kat1 gida drneklerinin mikrobiyolojik
analize hazirlanmasinda kullanilir (Resim 2.25.).

Piset: Cogunlukla plastikten Uretilen saf su kaplaridir (Resim 2.26.).

"l

Resim 2.25: Porselen havan ve havan €li Resim 2.26: Pi

2.1.4. Laboratuvarda Kullamlan Ekipmanlar
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Otoklav; gida mikrobiyolojisi |aboratuvarinin en énemli cihazlar arasindadir. Temel
gorevi basing atinda buharla sterilizasyondur. Degisik kapasite ve sekillerde, farkli marka ve
modellerde otoklavlar bulunmaktadir (Resim 2.27).

Otoklav

»  Besiyerleri ve dilusyon ¢ozeltilerinin sterilizasyonunda,
»  Mikrobiyoloji laboratuvar: arag gereclerinin sterilizasyonunda,
»  Eski kdltdrlerin imha edilmesinde kullanilir.

Mikrobiyoloji laboratuvarinda yanlis sonuglarin alinmasinda 6nemli faktorlerden biri
otoklavin hatal1 kullaniimasidir.

inkiibatér; laboratuvarin calisma yikine ve kullamm amaglarina gore farkl
buyuklUklerde ve cesitli Ozelliklerde olabilir. Mikrobiyolojik analizlerde besiyerine ekim
yapildiktan sonra uygun sicaklik ve stirede ortam inkubatorlerle saglanmr (Resim 2.28).

Resim 2.27:Otoklav " Resim 2.28: inkibator

Sterilizator; 0-300°C sicaklik araligina sahip etivdir. Cam ve metal malzemelerin
kurutulmasi ve sterilizasyonu amaciyla kullanilir. Yikannug cam malzemenin kurutulmast
icin 50-60°C, cam ve metal malzemelerin sterilizasyonu igin 180°C'deki sicakliklar
uygulanir.

Saf su cihazi; besiyerleri ve c¢esitli  cozeltilerin  hazirlanmasinda,  yikanms
malzemelerin  durulanmasinda  kullamlan saf suyun dretimini saglar.  Mikrobiyoloji
laboratuvarinda taze hazirlanmis ve pH'1 6,5-7.5 olan suyun kullanilmas: 6nerilir (Resim
2.29.).
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I
Resim 2.29; Saf su cihazi

Hassas terazi; genelikle 11000 g duyarlilikta tartim yapan araglarchr. Istenilen
miktardatartim almaislemlerinde kullanilir (Resim 2.30.).

R&iZ.SO: Cesitli hassasteraziler _
pHmetre; besiyeri ve ¢ozeltilerin pH ayarlamasinda kullanilan araglardir.

Su banyosu; 0-100°C sicaklik araliginda termostatli gift cidarl: araglardr.

Su banyosu;

Besiyeri ve ¢ozeltileri sterilize etmek,

Agarl1 besiyerlerinin sterilizasyon sonrasi katilasmasini 6nlemexk,

Kat1 besiyerlerinin yeniden eritmek,

Ozel calismalarda inkilbasyon saglamak amaciyla kullanilmaktadir (Resim
2.31).

YV VY

Homojenizatorler; kat1 6rneklerin ilk ¢cozeltilerini yapmak icin stomacher ( steril
torbal1 peristaltik homojenizattr) (Resim 2.32.) veya blender (rotary homojenizator)
kullanlar.
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Resim 2.31: Subanyosu  Resim. 2.32: Homojenizator

Asilama kabini; analiz edilecek Urlne disaridan toz ve mikroorganizma bulasmasin
Onlemek amaciyla kullanilan kabinlerdir (Resim 2.33.).

Resim 2.33: Asilama kabini

Karistirialar; amaca uygun manyetik karistirici ve tip karistiricisi her mikrobiyoloji
laboratuvarinda bulunmast gereken basit ancak ©nemli cihazlardandir. Manyetik
karistirncimn 1sitici tablaya sahip olmasi tercih edilir. Tlp karistiricisi, ekimi yapilacak sivi
numunenin homojenizasyonunda kullanmlir (Resim. 2.34.).

- - - S [
| e R

Resim 2.34: Manyetik karistiria ve tip kalstlrlm
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Koloni sayici; panosuna petri kutusu yerlestirilerek koloni sayimimn yapilabildigi
aractir. Aydinlatma, buyitme sistemleri bulunur. Numaratér sistemi bulunanlar1 da vardir
( Resim 2.35).

e

Resim 2.35: Koloni Sayici

Laboratuvarin iglevine gore yeterli niteliklerde mikroskop veya binokiler mikroskop,
mikrodalga firin, membran filtrasyon seti, sogutucu (buzdolabi-derin dondurucu), UV, d
lambasi gibi araclar da gida mikrobiyolgji laboratuvarinda bulunmalidr.



Edited by Foxit PDF Editor
Copyright (c) by Foxit Corporation, 2003 - 2010
For Evaluation Only.

2.3. Sterilizasyon

2.3.1. Tanim

Bir ortamdaki tim mikroorganizmalarin oldurilmes ya da ortamdan uzaklastirilmasi
islemine sterilizasyon denir. Sterilizasyon islemi uygulanmis materyale steril denir. Steril
kap, steril besiyeri vb.

2.3.2. Mikrobiyolojik Calismalarda Sterilizasyonun Onemi

Gida mikrobiyolgjisi laboratuvarinda sonucglarin givenilir olmasi icin laboratuvar
calisma kurallarina eksiksiz uyulmas: gerekir. Bunlarin en énemlis de kullamlan bitiin
malzemenin sterilizasyonudur.

Besiyerleri, cozeltiler, cam malzeme vb. malzeme steril olmazsa  bunlardan
gelebilecek mikroorganizmalar gidadan gelmis gibi degerlendirilir. Ornegin, cam mal zemede
onceki deneyden bir mikroorganizma bulasmast kalmissa, yeni yapilan anadizde de gida
ornegi hijyenik kurallara uygun Uretilse dahi mikrobiyel tUreme goérilecek ve gidanin hatalt
degerlendirilmesine neden ol acaktir.

2.4. Cam Malzemenin Sterilizasyona Hazirlanmas

Iyice temizlenmis tip, pipet, balon, erlenmayer ve mezirlerin agizlan sivilan
emmeyen 0zel yagli pamuk (kalayci pamugu) ile kapatilarak iginin kontamine olmamasi
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saglanir.
Tupler;

»  Pamugun cam icinde kalan kismu mimkin oldugu kadar |if uclar
bulundurmayacak sekilde katlanir.

»  Pamugun tup icindeki kismi 1.5-2 cm, distaki kissm ise 1 cm olmalidir.
»  Pamuktan tutulup ¢ekildiginde tlpl de kaldiracak sikilikta olmalidir.
»  Ortamdan gelecek mikroorganizma kontaminasyonuna karsi pamugun tup
disinda kalan kisminin ¢apr tlp ¢capindan genis olmalidir.
»  Pamuklarin uglart yakilarak pamuk lifleri uzaklastirilmalidir.
Pipetler;

»  Pipetlerin sivri uglarnn kabin dibine gelecek sekilde madeni pipet kabi icine
yerlestirilir ve kapag: kapatilir.

»  Pipet uclarimin kirnlmamast icin metal kutunun dibine aiminyum folyo
yerlestirilir.

»  Pipet kutusu yoksa pipetler k&gitlara sarilarak sterilizasyona hazirlanmalidir.

Erlen ve balonlar;
TUplerin pamuklanmasinda dikkat edilecek hususlarla aynidir.
Petri kutulary; yikama, durulama, saf sudan gecirme ve kurulama isleminden sonra

tek tek veyaikili, Gclu gruplar h8linde k&gitlara sarilarak veya kagida sarmadan 6zel metal
kutulara gruplar halinde yerlestirilerek sterilizasyona hazir hale getirilir.

2.5. Metal ve Porselen Malzemelerin Sterilizasyona Hazirlanmasi

Mikrobiyoloji |aboratuvarindaki metal malzemeler; numune alinmasi sirasinda spatil
ve ekim asamasinda kullanilan igne, 6ze gibi araglardir. igne, 6ze vb. araglar her kullamm
Onces ve sonrasinda bek alevinde akkor haline gelinceye kadar tutularak, spatil ise kagida
sarilarak etiliv veya otoklavda sterilize edilir.

Porselen malzemeler de yikamp kuruduktan sonra k&gida sanlarak etlivde

sterilizasyona birakilir. Cam, metal, porsedlen malzemeyi sarmada samanli kagit veya
parsomen kagidi kullanilir.
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3.1. Arac Gereglerian

Sterilizasyon tim mikrobiyolojik calismalarda c¢ok 6nemlidir. Mikrobiyolojik
calismalarda kullanilan tim ara¢ gereclerin steril olmast zorunludur. Aksi takdirde arag
gerecte bulunan mikroorganizmalar analizi yapilan gidaya bulasacagindan yanlis sonug
alinmasina neden olur. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, besiyerleri, dillsyon ¢ozeltileri,
pipetler, petri kutular: vb. malzemeler, 6zelliklerine gore farkl: yontemlerle sterilize edilir.

3.2. Sterilizasyon Y ontemleri
Asagidaki 4 yontem yaygin olarak kullanilir;
>  lsuygulamas

Alevden gecirme
Alevde tutma
Kuru sicak havada bekletme
Buharla sterilizasyon
0 Basingli buharla sterilizasyon (otoklavda)
0 Basingsiz buharla sterilizasyon
o Kaynatma
0 Tinddizasyon
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VVY

>

0

(0]

0 Doymus su buharinda tutmak
Filtreile sterilizasyon
Kimyasal maddelerle sterilizasyon
Radyasyon ile sterilizasyon
e  Iyonizeradyasyon
e  Iyonize olmayan radyasyon

st Uygulamasi

° Alevden gecirme; analiz sirasinda steril tlp, erlen, pipet ve balon gibi
cam malzemelerin agiz kisimlarinin agilip kapanmas: esnasinda kullanilan
bir yontemdir.

. Alevde tutma; ylUzeyden kontaminasyonu onlemek amaciyla pens, 6ze,
igne gibi malzemelerin iki U¢ kez bunzen beki alevinden gegirilerek
sterilize edilmesidir. Ozeler kullammdan énce ve kullandiktan sonra ucu
akkor hale gelinceye kadar bunzen beki alevinde tutulmalidir.

° Kuru sicak havada bekletme; genellikle sterilizasyona hazirlannus bos
ve temiz cam malzemeler ile meta malzemelerin sterilizatorde belli
sicaklik ve stirede tutularak sterilize edilmesidir.

° Buharla Sterilizasyon

Basanch buharla serilizasyon (yas sterilizasyon); kuru sicak havada sterilize
edilemeyen arag gerecler ile Ozellikle besiyerleri ve cesitli cozeltilerin sterilize
edilme yontemidir. Bazi durumlarda sterilizasyona hazirlanmis bos, temiz
mal zemeler de otoklavda basingli buharla sterilize edilebilir.

Basin¢siz buharla sterilizasyon;

° Kaynatma; otoklavda sterilize edilemeyecek ve yiksek sicaklikta yapisi
bozulan baz1 besiyerlerinin sterilize edilmesinde kullanilan yontemdir. Bu tip
besiyerleri bunzen beki aevinde, su banyosunda, mikrodalga firinda
kaynatilarak sterilize edilir. Kaynatma ile yeterli bir sterilizasyon icin merkez
sicakligin 95-98°C’ ye ¢ikmasi ve bu sicaklikta birkag dakika kalmas: gerekir.

° Tindalizasyon; sicakliga duyarli besiyerlerinin veya ¢ozeltilerin 3 giin arka
arkaya 1sitma ve sogutma ile sterilize edilmes islemidir. Su banyosunda
80°C'da 1 dakika tutulup oda sicakliginda 1 saat beklenir. Sonra yine kaynar su
banyosunda 95-98°C’ de 30 dakika tutulur ve hizla sogutulup oda sicakliginda 8
saat daha beklenir ve bu islem iki kez daha uygulanir.

°  Doymus su buharinda tutmak; doymus su buhar1 elde edilen 6zel kazanlarda
yapilir. Sterilizasyon stiresi 100°C’ de yaklasik 90 dakikadhr.

Filtreile sterilizasyon; bakterilerin gegemeyecegi kadar kiicuk gozenekleri olan
Ozel filtrelerin kullamldigr bir sterilizasyon yontemidir. Duzenekte bulunan

36



Edited by Foxit PDF Editor
Copyright (c) by Foxit Corporation, 2003 - 2010
For Evaluation Only.

ekipman onceden sterilize edilmelidir. Filtrasyon tekniginde sadece sivilar degil
hava da sterilize edilebilir. Bu amacla en cok sinterlenmis cam filtreler
kullanlir.

»  Kimyasal maddelerle sterilizasyon; mikrobiyoloji laboratuvarinda daha ¢ok
tezgahlarin  dezenfeksiyonunda  kullamilir.  Cesitli  kimyasal  maddeler
mikroorganizmalar 6ldirdr. Bu amagla;

° Dezenfektanlar,
° Antibiyotikler,
° Boyalar kullaniimaktadr.

» Radyasyon ile sterilizasyon; UV gibi iginlarin kullanildigi  sterilizasyon
yontemidir. Maddede sicaklik yikselmediginden isinlarla sterilizasyona soguk
sterilizasyon denir.

. fyonize radyasyon; kullamrken yiiksek risk nedeniyle 6zel giivenlik
tedbirleri alinmasim gerektiren bir yoOntemdir. Genel olarak
radyasyon sterilizasyonu dendiginde iyonizeisinlar kastedilir.

Iyonize olmayan radyasyon; UV 1sini ile yapilir. UV 1sinlari yiizeysel
etkili oldugundan, tam sterilizasyon saglamaz; sadece
mikroorganizma sayisinda azalma meydana getirir. Gida
isletmelerinde hava, su, arag ger eg ve oda sterilizasyonunda kullanilir.

3.3. Kuru Sicak Havada Bekletme (Kuru Sterilizasyon) Islemleri

Mikrobiyoloji laboratuvarinda cam ve metal malzemelerin sterilizasyonu icin
180°C'de calisan bir etlive ihtiyag vardir. Etiivde sadece cam ve meta malzeme sterilize
edilmeli, duzenli olarak temizlik yapilmali, belirli araliklarla da dezenfeksiyon yapilmalidir.

~d

[

Resim 3.1: Etlv
Etlvde sterilizasyon asamalari;

Arac gereclerin sterilizasyona hazirlanmast,

Sterilizasyona hazirlannmis malzemelerin etlive uygun sekilde yerlestirilmesi,
Etlvin calistirlmasi,

Sterilizasyon sonunda ettiviin bosal tilmasidr.
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3.3.1. Arac gereclerin Sterilizasyona Hazirlanmasi

Ogrenme faaliyeti 2'de malzemelerin  sterilizasyona hazirlanmas:  konusunu
hatirlayiniz.

3.3.2. Sterilizasyona Hazirlanmis M alzemelerin Etiive Uygun Sekilde
Yerlestirilmes

»  Etivin en sicak bolgesi alt ve Ust duvarlari, en soguk bolges ise kapaga yakin
yeridir. Y erlestirmede buna dikkat edilmelidir.

»  Sterilize  edilecek malzeme, hava srkilasyonu saglayacak sekilde
yerlestirilmelidir.

»  Paketlenmis malzeme boyutlar: 10 x 10 x 30 cm’ den daha blytik olmamalidir.

3.3.3. Etuvin Calistirilmasi

> Normal doldurulmus sterilizatdrlerde sterilizasyon slresi 160°C'de 2 saat,
170°C’ de 1-1.5 saattir.

»  Etlv calstirilip istenen sicaklik termometrede goruldikten sonra sterilizasyon
siresi baglatilir.

»  Etlv calisirken kapag: agilmamalidir. Nedeni agildigr anda sicaklik disecek ve
sterilizasyon saglikli olarak yapilamayacaktir. Sicakken kapag: agilacak olursa
cam esyalar ani sicaklik degisimi nedeniyle catlayabilir.

»  Slre bitiminde ettiv kapatilir.

»  Sogumasi icin 1-2 saat kendi h@linde birakilir.

3.3.4. Sterilizasyon Sonunda Etuvin Bosaltiimasi

Sterilize edilmis arag gereg soguyup oda sicakligina geldikten sonra etiivden alinarak
muhafaza edilmek Uzere dolaplara kaldirilir.

3.4. Mikrodalga Firinda Sterilizasyon ve Kullanimi

Mikrodalgalar, radyan enerjinin elektromanyetik dalgalaricir. Dalga boylar1 0.025—
0.75 cm, frekandar1 ise 40020000 megahertz olan isinlardir (bir megahertz saniyede bir
milyon titresim demektir).

Direkt alev, sicak hava, sicak buhar gibi 1sil islemlerde 1s1 ylzeyden iceriye dogru
ilerlerken mikrodalga 1sitmasinda; 1s1 merkezden disa dogru ol maktadhr.

Otoklavla sterilizasyon zaman alir ve bazen sterilize edilecek malzemelere zarar
verebilir. Filtre ile sterilizasyon ise pahali ve az kullanilan bir yontemdir. Bu nedenlerle
sterilizasyonda mikrodal ga firinda kullanil abilir.

Mikrodalga firin daha cok besiyerlerinin eritilmesinde kullanilmaktadir.
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4. DILUSYON (SEYRELTME) COZELTiSi
HAZIRLAMA

4.1. Tanim ve Onemi

Seyreltme yapma, mikrobiyolojik yonden incelemeye alinan orijinal drnek icindeki
mikroorganizma sayisinin belli oranlarda seyreltilerek (dilUe edilerek) daha aza indirilmesini
amaclayan bir islemdir. Bu amagla kullanilan sivilara diltisyon ¢ozeltisi (seyreltme sivisr)
denir.

Seyreltmede iki husus cok onemlidir. Bunlar seyreltme c¢ozeltisinin secimi ve
seyreltme oramdir. Seyreltme ¢Ozeltisinin mikrobiyal sayi Uzerinde bir degisiklige neden
olmamasi gerekir. Bu amaclaen yaygin kullanilan seyreltme ¢ozeltileri;

»  fizyolgjik tuzlu su,

»  peptonlu su,

»  tamponlannus peptonlu su,

»  peptonlu fizyolojik tuzlu su,

» VA Ringer ¢ozeltisidir.

»  Seyreltme ¢ozeltis olarak en fazlafizyolojik tuzlu su (FTS) kullanilir.

» 14 Ringer cozeltisi siit ve siit Grinlerinin seyreltilmesinde kullanilir.

»  Sekerli bir gidada ozmofil (yiksek osmotik basinca dayanmkli) maya aranacak
ise seyreltmede % 20'lik sakkaroz ¢ozeltisi kullanilmast mikroorganizmalar
olumsuzluklardan korur.

»  Halofil (tuzlu ortamda yasayabilen) mikroorganizmalarin aranacagi zaman,

gidanin  tuz oramna yakin konsantrasyonda NaCl'li su ile seyreltme
yapilmalidir.
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Seyreltme yapmamn amaci, petri kutusunda sayilabilecek (30-300 arasinda) koloni
elde edilecek sekilde ekimin yapilabilmesidir. Bu islemin yarar: petri kutusunda fazla kol oni
olusturmadan sayimi kolaylastirmaktir. Ornegin 1 g yogurtta 1.000.000 adet/gr bakteri varsa,
1 g yogurdun petri kutusuna ekimi halinde sayilamayacak kadar ¢ok koloni olusur. Bu
nedenle canli mikroorganizma sayisi yuksek olan drneklerde ekim, seyreltme teknigi ile

yapilir.
4.2. Seyreltmede Kullanmlan Cozeltiler

4.2.1. Fizyolojik Tuzlu Su (Serum Fizyolojik-FTYS)

Osmotik basinci mikroorganizmalarin osmotik basincina esdeger %0.85-0.90' [uk
tuzlu sudur. Hazirlanist;

» 8.5 g sodyum klortir 1000 ml damtik su (saf su) icinde ¢ozdurdilr.

»  Test tlplerine veya erlenmayere ve balon gibi cam kaplara gerekli miktarlarda
(9 ml, 90 ml vb.) dagatilir.

»  Sterilizasyona hazirlanir.

4.2.2. Peptonlu Su (% 0.1)

Genel amacli bir seyreltme ¢ozeltisidir. Hazirlamisi;

1 g pepton 1000 ml damitik su ¢ozeltisi icinde ¢ozindardl Or.

pH'= 7.0'aayarlanir.

Tuplere veya erlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb) dagitilir.
Sterilizasyona hazirlanir.

YV VYV

4.2.3. Tamponlanms Peptonlu Su

Belirli sinirlar arasinda asitlik ve akalilik degisimlerine karsi koyma 6zelligine sahip
cOzeltiler tampon cozeltiler olarak tammlamr. Bunlar genellikle zayif asit veya bazlarla
bunlarin kuvvetli tuzlarinin karisinudir. Tampon olarak en ¢ok kullanmlan maddeler, fosfatlar
(KH2PO4, KH,PO,4, Na,HPQ,), karbonatlar, asetat ve sitratlardir.

Tamponlanmis peptonlu cozeltiler cok 6zel bakterilerle calisildiginda kullamlir. Ekim
yapilincaya kadar gecen slrede tamponlanmis peptonlu ¢ozelti, mikroorganizmalarin hiicre
yapisinda bir degisiklik meydana gelmeden stabil kalmasini saglar.

Hazir tampon maddelerin kullanimi pratik ve guvenilirdir. Sivi haldekilerin son
kullanim tarihleri g6z 6niine alinmal1, 6zellikle tablet veya en azindan toz héalinde bulunanlar
bu agidan tercih edilmelidir.

>  Bilesimi;

. pepton 10.0 g/L;
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. NaCl (sodyum klorir) 5.0 g/L;
. Na,HPO,.12H,0 (disodyumhidrojen fosfat) 9.0 g/L;
. K,HPO, (potasyum dihidrojen fosfat) 1.5 g/L seklindedir.

Hazirlansi;

»  Tozyadatablet ticari tampon maddeden 25.5 g/L tartilir.

»  Haar tablet bulunmadiginda, bilesenler istenen hacme gore hesaplanarak tartilir.
>  Baonjojeye aktarilarak saf su icinde ¢ozindurl Ur.

»  pH 25 °C 'da 7.2+0.2 olmalichr. pH metre veya pH kagitlar: ile olcllir. pH=

7.2+0.2 den disiikse baz ¢ozeltisi ile, pH =7.2+0.2 den biyikse asit ¢ozeltis ile
ayarlanir.

500 ml’lik erlenlere 250'ser ml olacak sekilde ya da diger hacimlerde uygun
cam malzemeye dagitilir.

Hazirlanmig tampon ¢ozelti berrak ve sar1 renklidir.

Sterilizasyon hazirliklar: yapilir.

TUp ve erlenlere hazirlama bilgileri yazilir.

VVYV V¥V

Belli hacimde hazirlanan tampon ¢ozelti saf ve taze suyla hazirlandiktan sonra kigik
hacimli, temiz ve agz1 kapal1 polimerik kaplara, Uzerinde hava boslugu kalmayacak sekilde
boltunerek + 4°C'de ve karanlikta saklanmalidir. Tercihen oda sicakligina geldikten sonra
veya sicaklik duzeltmes ile kullamlmalidir. Tampon ¢ozeltinin kuguk hacimleri bir kez
kullanildiktan sonra atilmalichr.

Uyari: Tamponlanms Peptonlu Su genel amagh besiyeri olarak da kullamlmaktadir.
Seyreltme amaci ile kullamlan peptonlu su bilesimi ile Salmonella analizinde 6n
zenginlestirme icin kullanmilan " Tamponlanmis Peptonlu Su" bilesimi ¢ok farklidir.
Tamponlanmis Peptonlu Su canlandirma ya da seyreltme amaa ile kullamlacak ise
mutlaka 25.5 g/L konsantrasyonda hazirlanmalidir.

4.2.4. Peptonlu Fizyolojik Tuzlu Su

Ekim siresinin uzamas: durumunda mikroorganizmalarin zarar gérmesini onlemek
icin kullamlan seyreltme ¢ozeltisidir. Hazirlanst;

» 10 g pepton, 5 g sodyum klorir, 9 g disodyumhidrojen fosfat (Na,HPO,.12H,0)
ve 1.5 g potasyum dihidrojen fosfat ( KH,PO, ) 1000 ml damitik su iginde
¢Ozundurdl r.

»  pH=7.0'aayarlanr.

»  Tuplere veyaerlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb.) dagitilir.

»  Sterilizasyona hazirlanir.

4.2.5. /4 Kuvvetinde Ringer Cozeltis
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Osmotik basing nedeniyle zarar gormis mikroorganizmalar veya osmotik basinca
duyarl1 bakteriler icin kullanilan seyreltme ¢ozeltisidir. Hazirlanist;

» 225 g sodyum klortr, 0.105 g potasyum klorur, 0.12 g kasiyum klorir
(CaCl,.6H20) ve ve 0.05 g sodyum hidrojen karbonat ( Na H CO3), 1000 ml
damitik su icinde ¢ozUndarl Gr.

»  pH=7.0aayarlanr.

»  Tuplere veyaerlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb) dagitilir.

»  Sterilizasyonahazirlanir.

4.2.6. % 15'lik Sodyum Klor ir Cozeltisi

Bu ¢ozelti halofilik mikroorganizmalarin teshis ve sayimlarinda diltsyon sivist olarak
kullanilir. Hazirlamsi;

» 150 g sodyum klorir Uzerine damitik sudan azar azar eklenerek 1000 ml’'ye
tamamlamr ve ¢ozindurdlOr.

»  Tuplere veyaerlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb) dagitilir.

> Sterilizasyona hazirlanir.

4.2.7. % 20'lik Sakkaroz Cozeltisi

Osmofilik veya osmotolerant mikroorganizmalarla ilgili ¢alismalarda dilisyon sivist
olarak yararlanilir. Hazirlanist;

» 200 g sakkaroz Uzerine damitik sudan azar azar eklenerek 1000 ml’'ye
tamamlanir ve ¢ozundurdl dr.

»  Tuplere veyaerlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb) dagitilir.

»  Sterilizasyona hazirlanir.

4.3. Dilusyon CoOzeltis Hazirlarken Dikkat Edilecek Noktalar

Diltsyon sivisinin segiminde, incelenecek drnekteki osmotik basing ile dilisyon
sivisinin osmotik basincinin birbirine yakin olmasina dikkat edilmelidir.
Tartimlar hassas terazide titizlikle yapilmalidir.

Su miktar: dogru olarak alinmalidir.

COzelti balonjojede hazirlanmalidir.

Kat1 maddelerin sivi icerisinde tamamen ¢ozunmes saglanmalidir.

Diltsyon sivilar: daha sonra kullanilacaksa buzdol abinda saklanmalidir.

VVVVY 'V

4.4. Diltisyon Cozeltis Hazirlama Hesaplamalar
Belirlenen miktarda seyreltme ¢ozeltisi hazirlamak igin;

»  Regeteye gore bilesen miktarlari hesaplanir,
»  Hesaplanan miktarlardatartim yapilir,
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»  Tartilan miktarlar balonjojeye aktarilip, bir miktar saf su ile ¢ozindirdl Ur,
»  Dahasonrabalonjoje, cizgisine kadar saf su ile tamamlanir.

Ornek hesaplamalar;
> 250 ml FTSHaarlama:
1000 ml FTSigin 8.5 g NaCl tartilirsa

250 ml FTSicin X gr tartulir
x =250 x 8,5/ 1000 = 2.125 g NaCl tartilir

250 mi'lik balonjojeye aktarilir. Bir miktar saf su ile NaCl ¢ozundirdldr, NaCl
tamamen ¢oziindikten sonra balonjojenin 6l ¢l ¢izgisine kadar saf su ile tamamlanir.

> 500 ml /4 Kuvvetinde Ringer Cozdltisi Hazirlama

1000 ml 1/4 kuvvetinde Ringer ¢ozeltisinin bilesiminde 2.25 g NaCl + 0.105 g KCI
+0.12g CaCl, + 0.05 g NaHCO;vardir. Her bilesen icin ayr1 ayri hesaplama yapilir.

1000 ml Ringer ¢ozdtisi icin 2.25 g NaCl tartilirsa
500 ml Ringer ¢Ozdltisi icin X NaCl g tartilir.
x =500 x 2.25/ 1000 = 1.125 g NaCl
1000 ml Ringer ¢Ozeltisi icin 0.105 g KCl tartilirsa
500 ml Ringer ¢Ozeltisi icin X g KCl tartilir.
x =500 x 0.105/ 1000 = 0.0525 g KClI
1000 ml Ringer ¢ozeltisi icin 0.12 g CaCl, tartilirsa
500 ml Ringer ¢Ozeltisi igin X g CaCl, tartilir.

X =500 x 0.12/ 1000 = 0.06 g CaCl,

1000 ml Ringer ¢ozdltisi icin 0.05 g NaHCO;tartilirsa
500 ml Ringer ¢ozeltisi igin X g NaHCQO; tartulir.
x =500 x 0.05/ 1000 =.0.025 g NaHCO;

1.125 g NaCl + 0.0525 g KCl + 0.06 g CaCl, + 0.025 g NaHCO; ayr1 ayn tartilarak
500 ml'lik balonjojeye aktarilir. Bir miktar saf su ile bilesenler ¢ozindurdlUr, bilesenler
tamamen ¢oziindikten sonra balonjojenin 6l ¢l ¢izgisine kadar saf su ile tamamlanir.

4.5. Sterilizasyona Hazir ik

Cam malzemenin sterilizasyonunda oldugu gibi seyreltme ¢ozeltisi aktarilan erlen ve
tupler yagli pamuk ile kapatildiktan sonra aliminyun folyalarla sarilarak tlpler tipliklere
yerlestirilir. Erlen ve tiplUkler otoklav sepetine yerlestirilerek sterilizasyona birakilir.
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ol n._.l""\ # I
Resim 4.1: Otoklav sepeti Resim 4.2: Otoklav
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5. COZELTILERIN STERILIZASYONU

5.1. Basingli Buhar (Otoklav) ile Sterilizasyon

Bu yontemde otoklav denen aletler kullanilir. Kaynama derecesi 100°C olan suyun
sicakligr ancak basing altinda yukseltilebilir. Kapal1 bir kap iginde basing arttikga su, sivi
fazim koruyabilir. Otoklav, elde edilen buharin kontroll G basing altinda kullanimim saglar.

Otoklavin temel gorevi; basing altinda buharla sterilizasyondur. Mikroorganizmalar
Uzerindeki 6ldurtct etkiyi basing degil, doymus su buhari ile elde edilen yiksek sicaklik
meydana getirmektedir.

Otoklavda sterilizasyon icin genel olarak 121°C'de 15-20 dakikalik bir sire yeterli
olmaktadir. Cinkl Clostridium ve Bacillus'larin sporlart ancak 121°C'de 15 dakikada yok
olmaktadir.

> Sterilizasyon siiresi;

o Sterilize edilecek materyalin hacmi,
. Doldurulus sekli gibi degisik faktorlerden etkilenir.

> Sicaklik derecesi ise;

o Sterilize edilecek materyalin 6zelligine,
. Materyalin i¢ine kondugu kabin tipine,
. Sterilize edilecek materyalin hacmine bagl: olarak degisir.

Otoklav cift cidarli buhar odasidir. Hava gazi veya elektrikle calisir. Yatay ve dik
tipleri bulunmaktadir (Resim 5.1.).
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Resim 5.1: Otoklav cesitleri

Sterilize edilecek malzemenin hacmine gore 121° C' deki otoklavlama siiresi;

Kap cinsi Sivi Hacmi Sire (dakika)
Test tipleri 5—-15ml 15
500 ml erlen 250 —300 ml 20
1000 ml erlen 500 - 750 ml 25
2000 ml erlen 1000 — 1500 mi 30

Otoklava malzemeler yerlestirilirken delikli tel sepetlere konulmalidir. Delikli sepet
kullanilmadigi zaman sterilizasyon gerceklesemez. Sepet buhar dolasimin engellemeyecek

sekilde yerlestirilmelidir.

Besiyerleri, dilisyon sivilar, cesitli ¢ozeltiler, konserve gibi gidaar hazirlandiklar
cam ve metal kaplarda otoklavda sterilize edilir.

Otoklavda sterilize edilecek besiyeri ve cozeltiler ile kullamlmis ve yikanmak Uzere
sterilize edilecek malzeme beraberce otaklavlanmamali, bu amagla iki farkli otoklav

kullanilmalichr.
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5.2. Otoklavin Kullanimi ve Basingh Buhar islemleri

> Klask tip otoklav kullanim asagidaki gibidir

Otoklav kontrol edilir.

Suyu eksikse saf su ile su seviye gostergesine kadar tamamlanr.

Istenen sicaklik derecesi ayarlanir.

Sterilize edilecek ¢ozelti tel sepetlere yerlestirilerek otoklava yerlestirilir.

Otoklavin kapag: kapatilir ve vidalar sikigtirilir.

Otoklav calistirilir.

Y |V |V |V |V |V |V

Otoklavin havasim amak icin buhar ¢ikis vanasi sonuna kadar acilir.

A\

Otoklavin termometresi 90 C'yi gosterdiginde buhar cikis vanasi kapatilir.

v

Otoklavin manometresi gozlenir.

» Otoklav otomat yaptiginda ayarlanan sicaklik derecesine ulasilmis demektir ve istenen
sterilizasyon siresi tutulur.

»  Sire tamamlaninca otoklav kapatilir.

> Manometre gstergesi 0 C'ye diistiigiinde otoklavin kapag: agilir.

» Kisa bir siire beklendikten sonra tel sepetlerdeki sterilize edilmis malzeme disar
alinir.
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»  Otomatik (Dijital) otoklav kullanim asagidaki gibidir
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7. ASEPTIK CALISMA TEKNIGI

Sepsi canli doku ve ortamlarda mikroorganizma bulunmasi, aseps ise doku ve
ortamlardan mikroorganizmalarin  uzaklastinnlmast ve arindirilmasidir.  Mikrobiyoloji
uygulamalarinin giivenirliligi ancak aseptik teknikle saglanir.

Aseptik teknigin amaclary sunlardir:

»  Cevreden, istenmeyen ve incelemeyi yaniltacak mikroorganizmalarin
incelenecek kiltirlere bulasmasim 6nlemek,

»  KUltrin karigik bir ktltar halini almasini engellemek,

»  Kdltirde bulunabilecek patojen mikroorganizmalarin cevreye ve laboratuvar
personeline bulasmasin 6nlemektir.

Mikrobiyoloji laboratuvarinda kontaminasyon tehlikes her zaman vardir. Cunku
mikroorganizmalar viicudumuzda ve ¢evremizde hemen her ortamda bulunmaktadir.

Mikrobiyolojik calismalarda hem disaridan hem de kullamlan malzemelerden
gelebilecek, istenmeyen mikroorganizmalarin girisinin engellenmesi gerekir. Bu da yalnizca
steril ortamlarda, steril malzemelerde ve steril calisma ile mimkanddr.

Aseptik calismada dikkat edilecek noktalar asagidaki gibidir;

»  Kullanilacak besiyerleri, biitin cam ve metal ekipman kullammdan 6nce ve
sonra sterilize edilmelidir ( 2. ve 3. fadliyetteki bilgileri hatirlayiniz veya tekrar
okuyunuz).

»  Mikroorganizma ve incelenecek Ornek bir ortamdan digerine aktarilirken
sterilizasyona dikkat edilmelidir ( 2. ve 3. faaliyetteki bilgileri hatirlayimz veya
tekrar okuyunuz).

>  Calismalar her zaman aev atinda yapilmalidir. Ornegin, 6ze her kullammmdan
Once ve sonra bunzen beki alevinde akkor haline gelinceye kadar yakilmalidir
(Resim 7.1).
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Resim.7.1: Alev altinda sterilizasyon

7.1. Bek Altinda Calisma

Yukaridaki nedenlerle mikrobiyoloji laboratuvarinda her zaman aev atinda
calisiimalidir. Bunzen beki ile galigirken ¢ok dikkatli olmak gerekir. Laboratuvarda bekle
caisma srasinda meydana gelen kazalar cok tehlikeli sonuclara neden olahilir.
Mikrobiyoloji laboratuvarinda bunzen beki ile calisma ayni zamanda sterilizasyon
yontemlerinden birisidir.

L aboratuvarda bunzen beki ile calismada asagidaki islemlere dikkat edilmelidir

»  Calismaya baslamadan dnce hortum ve vana baglantilari gaz kagagi agisindan
kontrol edilmelidir.

»  Mikrobiyolgjik calismaya baslamadan Once laboratuvar tezgahlarinin
dezenfeksiyon etkisinin arttirilmast igin kullamimalidir.

»  Laboratuvarda calisma stiresince bunzen bek agik tutulmalichr.

»  Caismasirasinda bek yaninda alev alici, parlayict maddeler bulunmamalidir.

7.2. Aktarma Teknikleri

Mikrobiyolojide aktarma denildiginde;

>  Ozeiletipten tiipe,

>  Ozeiletiipten petri kutusuna,
>  Ozeile petri kutusundan tiipe,
»  Pipetletlpten tlpe,

»  Pipetletipten petri kutusuna

(Resm7.2),

>

Direkt aktarim sdz konusudur.
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Resim 7.2:Pipetle petri kutusuna aktar ma

Not: Bu konuda detayh bilgi “*Kultir Elde Etme’’ modulunde verilecektir.
> Aktarma Sirasinda Dikkat Edilecek Hususlar Sunlardir:

o Aktarma sirasinda kullamlacak aragc gerecler (6ze, pipet gibi) mutlaka
sterilize edilmis olmalidir. Sterilize edilmemis 6ze ve pipet numuneye ya
da besiyerine daldirilmamalidir.

o Aktarmada kullanilacak pipetler, sterilize edilmis olarak pipet kutusunda
veya k&gida sarilmis olarak muhafaza edilir. Usul ine uygun olarak bunzen
beki alev ¢atisi altinda gikarilir ve alevden seri olarak gegirilerek aktarma
isleminde kullanilir. Kullamilan pipetler, icinde dezenfektan cozelti
bulunan bir kaba konur. Oze ise kullanildiktan sonra da alevde tutularak
sterilize edilir

o Aktarmaislemi esnasinda, besiyerlerinin ve aktarma yapilacak numunenin
bulundugu cam kaplarin (tlp, baon, erlenmayer gibi) agiz kisimlari,
kullammdan 6nce ve sonra mutlaka bunzen beki aevinden gegirilmelidir.
Bu sayede kaplarin agiz kisimlarindan girebilecek mikroorganizmalar
uzaklastirilmsg olur.

o Cam malzemeler alevden gecirilirken kapak veya pamuk tikag, pipet ya
da 6ze tutan elin kiclk ve ylzik parmaklariyla usuline uygun olarak
cikartilip avug icinde tutulur. Kesinlikle ytzeylere birakilmaz.

o Aktarma mumkin olan en hizl1 sekilde gergeklestirilir.

) Aktarma islemi tamamlaninca kabin agz1 alevden gecirilerek kapak ya da
pamuk tikag yerlestirilir.

7.3. Calisma Ortamim Dezenfekte Etme

7.3.1. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda K ullanilan Dezenfektanlar ve Ozellikleri

Baz1 kimyasal cozeltiler ile bunlarin gaz ve buharlari, sterilizasyon ve dezenfeksiyon
amaciyla kullanilir. Dezenfeksiyon patojen mikroorganizmalarin yiizeylerden arindirilmast
islemidir.

Sterilizasyon ve dezenfeksiyon amaciyla kullanilan kimyasal maddeler;
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Ortamdaki mikroorganizmalarin cins ve tard,
Mikroorganizma yukd,

Istenen sterilizasyon giici,

Materyalin 6zellikleri,

Ortam sicakligi,

Temas siires gibi faktorlere bagli olarak kullamilmaktadir.

YVVVYVYYVYY

Genel olarak, bir kimyasal maddenin dezenfeksiyon etkinligi arttikga, toksiklik ve
koroziflik (asindirict) gibi kullammda istenmeyen oOzellikleri de artar. Dezenfektan etki;
kimyasal bilesigin konsantrasyonu, temas siresi, pH, sicaklik, nem ve organik maddelerin
varligina gore degisiklik gosterir.

Mikrobiyoloji labor atuvarinda yayain olarak kullamlan kimyasal maddeler sunlardir :

»  Alkoller : % 70 konsantrasyonlu etil akol veya izopropil alkol genellikle
ylzeylerin sterilizasyonu icin kullanlir. Alkol mutlaka saf su ile karistirilarak
hacimce % 70 - 80 konsantrasyonda kullanilmalidir. Saf alkol hacimce % 70
konsantrasyondaki alkole gore daha zayif etki gosterir.

»  Formaldehit : % 5 konsantrasyonlu formaldehit ¢ozeltis, bina veya odalarda
ylzey sterilizasyonunda etkin bir sekilde kullamlir. Formaldehit, zehirli buhari
nedeniyle hazirlanmasi ve kullanimi asamasinda dikkatli ¢alisilmalidir.

»  Klor : Tum bakterilere, bakteri sporlarina etkili olabilen en yaygin kullamlan
dezenfektan maddedir. Gaz halinde iken cok tehlikelidir. Bu ylzden genellikle
sivi hélde kullanilir. Gereginden yiksek konsantrasyonda ¢ozelti hazirlamrsa
metal ylzeylerde kuvvetli korozif etki yapar. Klor ¢ozeltileri zamanla etkilerini
kaybederler. Bu nedenle taze hazirlanmis c¢ozeltiler kullamimalidir. 525 ppm
klor ¢ozeltisine % 0.7 diizeyinde iyonik olmayan bir deterjan ilave edilirse daha
kuvvetli dezenfektan etki saglanir.

>  1lyot bilesikleri : Laboratuvarda en yaygin kullanilan dezenfektanlardandir. 75 -
100 ppm iyot konsantrasyonu, ylzey ya da suyun dezenfeksiyonunda etkin
olarak kullamilmaktadir. % 50'lik alkol icinde 1600 ppm konsantrasyonlu iyot
cOzeltis pek cok bakteri ve bakteri sporlar: Uzerinde hizli etki gosterir.

»  Perokdtler : Hidrojen peroksitin (H,O,) % 3'lUk seyreltik cozeltis elerin
temizlenmesi amaciyla kullanilabilir. Ancak zayif antimikrobiyal etkisi vardir.
Dusik pH'da yiksek konsantrasyondaki hidrojen peroksit etkin  bir
dezenfektandr.

7.3.2. Dezenfektanlarin Hazirlanmasi ve Kullaniimasinda Dikkat Edilecek
Noktalar

»  Dezenfektanlarin kimyasal madde oldugu unutulmamalidir.
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Kullanmlan kimyasal maddenin toksiklik ve koroziflik etkileri unutulmamalidir.
Dezenfektanin uygulanan yiizeye temas siiresi ve uygulama sicakligi énemlidir.
Dezenfektanlar bekleme siresinde etkilerini kaybettiginden her zaman taze
hazirlanmalidir.

Dezenfektan hazirlamada konsantrasyon oranlarimin dogru olmasina dikkat
edilmelidir.

Kimyasallar puar yardimiyla gekilmelidir.

Dezenfektan maddeleri 1siktan korumak icin koyu cam siselerde saklamak
gerekir.

Ticari dezenfektanlarin ambalaj1 Uzerindeki talimatlar her asamada ¢ok dikkatli
uygulanmalidir.

Materyalin dzelliklerine gore dezenfektan secilmelidir.

YV VYV VV YV VVYVYV

7.3.3. Laboratuvarda Zemin Dezenfeksiyonu

Laboratuvar ortaminda tozlanma olmamasi igin yerler stiptrilmemelidir.
Paspas sadece |aboratuvarda kullaniimalidhr.

Zemin belirli konsantrasyondaki klorlu bilesikler hazirlanarak silinmelidir.
Zeminin  Kirlilik derecesine gore gerektiginde dezenfektan ¢Ozeltis
degistirilebilir.

YVVVY

7.3.4. Tezgah ve Masalarin Dezenfeksiyonu

»  Calismaya baslamadan 6nce tezgah ve masa temizlienmelidir.
»  Dahasonra% 70'lik alkol veya ¢6zel ticari dezenfektanlar ile silinmelir (Resim
7.3).

Resim 7. 3: Tezgah icin sprey dezenfektan

» UV lambasi olan ortamlarda, 30 dakika veya 1 saat UV lambasi calistirilarak
ortam ve masa dezenfeksiyonu islemine devam edilmelidir.

» UV lambasi ¢alisirken laboratuvara girilmemelidir.

» UV lambasi kapatildiktan sonra laboratuvara girilerek bunzen beki acilmali ve
calisma stiresinde agik birakilmalidr.
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