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ISTIKLAL MARSI

Korkma, sonmez bu safaklarda ylizen a sancak;
So6nmeden yurdumun Ustlinde tiiten en son ocak.
O benim milletimin yilchzichr, parlayacak;
O benimdir, o benim milletimindir ancak.

Catma, kurban olayim, ¢ehreni ey nazli hilal!
Kahraman irkimabir gil! Ne bu siddet, bu celdl?
Sana olmaz dokilen kanlarimiz sonra helél.
Hakkidir Hakk’ a tapan milletimin istiklal.

Ben ezelden beridir hir yagsadim, hir yasarim.
Hangi ¢ilgin bana zincir vuracakmis? Sasarim!
Kukremis sel gibiyim, bendimi gigner, asarim.
Yirtarim daglari, enginlere sigmam, tasarim.

Garbin &akini sarmissa celik zirhl duvar,
Benim iman dolu gogsiim gibi serhaddim var.
Ulusun, korkma! Nasil boyle bir iman bogar,
Medeniyyet dedigin tek disi kalmig canavar?

Arkadas, yurduma algaklar: ugratma sakin;
Siper et govdeni, dursun bu hayasizca akin.
Dogacaktir sanava dettigi guinler Hakk'in;
Kim bilir, belki yarin, belki yarindan da yakin.

Bastigin yerleri toprak diyerek gegme, tan:
Dusln atindaki binlerce kefensiz yatan.
Sen sehit oglusun, incitme, yaziktir, atan:
Verme, diinyalar: alsan da bu cennet vatan.

Kim bu cennet vatanin ugruna olmaz ki feda?
Suheda figkiracak toprag: siksan, stihedal
Cani, canani, buttin varim alsin da Huda,
Etmesin tek vatammdan beni diinyada ciida.

Ruhumun senden ilaht, sudur ancak emeli:
Degmesin mabedimin gégsiine ndmahrem eli.
Bu ezanlar -ki sehadetleri dinin temeli-

Ebedi yurdumun Ustiinde benim inlemeli.

O zaman vecd ile bin secde eder -varsa- tasim,
Her cerfhamdan i1ahi, bosanip kanl1 yasim,
Figkirir ruh-1 micerret gibi yerden na’ sim;

O zaman yUkselerek arsa deger belki basim.

Dalgalan sen de safeklar gibi ey sanl1 hil&l!
Olsun artik dokulen kanlarimin hepsi heldl.
Ebediyyen sanayok, irkimayok izmihl&l;
Hakkidir hiir yasamis bayragimin hirriyyet;
Hakkidir Hakk’ a tapan milletimin istiklal!

Mehmet AKkif Ersoy



GENCLIGE HIiTABE

Ey Turk gengcligi! Birinci vazifen, Turk istiklalini, Turk Cumhuriyetini,
ilelebet muhafaza ve mudafaa etmektir.

Mevcudiyetinin ve istikbalinin yegéane temeli budur. Bu temel, senin en
kiymetli hazinendir. Istikbalde dahi, seni bu hazineden mahrum etmek
isteyecek dahili ve hérict bedhahlarin olacaktir. Bir gun, istiklal ve cumhuriyeti
midafaa mecburiyetine dusersen, vazifeye atilmak icin, icinde bulunacagin
vaziyetin imkan ve seraitini disinmeyeceksin! Bu imkan ve serait, ¢ok
namiisait bir mahiyette tezahiir edebilir. Istiklal ve cumhuriyetine kastedecek
dismanlar, butiin dunyada emsali gorilmemis bir galibiyetin mumessili
olabilirler. Cebren ve hile ile aziz vatamn butin kaleleri zapt edilmis, bitiin
tersanelerine girilmis, battn ordular: dagitilmis ve memleketin her kosesi bilfiil
isgal edilmis olabilir. Bltun bu seraitten daha elim ve daha vahim olmak tzere,
memleketin dahilinde iktidara sahip olanlar gaflet ve dalalet ve hatta hiyanet
icinde bulunabilirler. Hattd bu iktidar sahipleri sahsi menfaatlerini,
mustevlilerin siyasi emelleriyle tevhit edebilirler. Millet, fakr u zaruret iginde
harap ve bitap dismds olabilir.

Ey Tiirk istikbalinin evladi! Iste, bu ahval ve serait icinde dahi vazifen,
Turk istiklal ve cumhuriyetini  kurtarmaktir. Muhta¢ oldugun kudret,
damarlarindaki asil kanda mevcuttur.

Mustafa Kemal Atatiirk
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DERS MATERYALININ TANITIMI

Ogrenme birimi

Ogrenme biriminin
adini gosterir. numarasini gosterir.

once yapilmasi gereken

Derse baslanmadan

hazirliklari gosterir.

MiKROBIYOLOJi

MALZEMELERI VE
ARACLARI

eldiven mikroskop

1.4, Mikroskop ve Mikroskobun Kullarm:

Mikrobiyoloji Malzemeleri ve Araglar I

P»>-1.1.1. Laboratuvar Kiyafetle

)C Konu basligini gosterir.

1. Laboratuvar galismalarinda is saghgi ve givenligi neden énemlidir?
2. Gida analizlerinde giivenilir sonuglarin elde edilmesinde laboratuvar diizeninin Gnemini
e

3. Gidalarda bulunan bakteri, kiif ve mayalarn morfolojik ozelliklerinin nasil tespit
edildigin aragtirmz.

1. MiIKROBIYOLOJi MALZEMELERI VE ARACLARI <&

1.1. Mikrobiyoloji Lab
oloji laboratuvan; mida maddelerinin iretiminde ham maddeden baslayarak hazirlama,
@itim asamalarimn timiinde bulunabilen mikroorga-

tuvarinda Kisisel Hazirliklar

Mikrobiye
isleme, iretim, ambalajlama, depolama, tasima ve
nizmalari arandifa ve sayildi bir laboratuvardir

genellikle canlt ile @ laboratuvar
givenligini tehlikeye atan baz1 durumlar ortaya gikabilir. Bu nedenle alisilan tim mikroorganizmalar
patojen kabul edilerek aseptik teknikler Aseptik teknik, uzak ve

anndinlimis ortam ve kosullarda galismak olarak tanimlanabilir. Aseptik teknik uygulamalar; incelenmek
istenen killtilere, gevreden istenmeyen mikroorganizmalarin bulasmasin engellemek ve Killtirdeki
‘mikroorganizmalarin gevreye ve galisanlara bulasmasin Snlemek bakimindan dnem arz etmektedi.

Ayniea laboratuvar giivenliginin saglanmas, saghikhi ve gitvenilir sonuglar elde edilebilmesi igin
laboratuvar galismalarinda kisisel koruyucu donammlarin dogru kullanim, kisisel hijyen ve laboratuvar
Kurallarina uyulmas gibi ilave Snlemlerin alinmas gerekmektedir

in Tagimasi Gereken Ozellikler
Laboratuvar calismalan igin calisma sartlanna uygun ve rahat gahsmayr saglayabilecek ozellikte
Kuyafetler segilmelidir. Cok bol giysiler ile bedeni siki saran kiyafetler laboratuvarda rahat hareket etmeyi
u

Laboratuvarda alisilan siire boyunca herhangi bir ¢ozelti ya da kimyasal madde dokilmesine ve cam
fanklarma karst tedbir olarak su gegirmez, kolay temizlenebilir, kaymayan ve burnu kapah ayakkabilar
giyilmelidir. Tozlu cevre kosullan, mikrobiyolojik analiz sonuglanni olumsuz etkilediginden gamurlu

ayakkabilarla laboratuvara girilmemelidir,

Y L} 1.12. Laboratuvarda Kullamlmasi G
e r Koruyucu Donanimlar

N ’;f} Mikroorganizma; insan viicuduna deri yoluyla, solunum_
v i ya da agz yoluyla alindiginda bulagi. Mikrobiyoloji <

ek

= laboratuvaninda. galiglirken gozler. cildi, vicudu ve
S =
U‘ giysileri korumak amaciyla kullanilmas gereken kisisel
B Iaboratuvar g, mask:
Gl 1.1 Kisisel koruyucu donammlar 802 ya da yiz koruyucu, bone ve eldiven olarak sialanabili
(Gorsel 1.1).
Laboratuvar 6nlig cildin ve giysilerin mikroorganizma, toz, kimyasal madde ve boyalardan korun-
s bulasmanin laboratuvar disinda dnler. Laboratuvar onliigii

‘malzemeden retilmis olmalidir. Onliigiin boyu, diz kapagam ortecek uzunlukta olmalidir. Onligin kollar

Ogrenme biriminde neler
Ggrenilecedini gosterir.

Alt konu ba;lzk/anm) ( Konu anlatimini

gosterir. gosterir.

Degerlendirme formunu gosterir.

Mikrobiyoloji Malzemeleri vf Araglar

»

e o —_— m

1. UYGULAMA : LABORATUVAR CALISMALARINDA KISISEL HAZIRLIKLAR |

Is Saghi1 ve Gilvenligi Tedbirleri
\' Caligma alanimizda kullanmayacaginiz herhangi bir malzeme bulundurmayiniz.
V' Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklannin yazih oldugu belgeyi yaninizda

bulundurunuz,

V' Beden oleillerinize uygun, rahat ve gilvenli galismay: saglayabilecek Kisisel koruyucu donammlar
Kullaninz

{ Galismada Kisisel koruyucu giivenli galismays herhangi
bir fiziksel hasarin veya kontaminasyonun olup olmadigini kontrol ediniz.

V' Uygulama sonunda kullandigniz bone, eldiven, maske vb. tek kullammiik KKD'leri usuliine uygun
sekilde imha ediniz.

V' Calisma bitiminde kullandigimz diger arag gereg ve donammlan sterilize edini.
Kullamlacak Madde ve Malzemeler
Laboratuvar nliigii Nitril eldiven Su
Maske Goz ya da yilz koruyucu ' Sabun
Bone El dezenfektant V' Kagit havlu

islem Basamaklart
1. Laboratuvara girmeden dnee iizerinizde mont, hirka, ceket, sal, atki vb. giysiler ile saat, kulaklik,
ganta gibi herhangi bir taki veya aksesuar var ise bunlan gikariniz.
2. Saglanniz omuz hizasinda ise salariniza arkadan toplayiniz.
3. Ellerinizde kesik, yara ve benzeri durumlar var ise bunlarin iizerini su gegirmez bir bantla kapatiniz.
4. Ellerinizi el yikama talimatlan dogrultusunda yikaymiz ve dezenfekte ediniz (Gérsel 1.12).
5. Laboratuvar nliginiizi giyiniz ve onligin tim digmelerinin kapah oldugundan emin olunuz.

6. Swrasiyla bone, maske ve g6 ya da yiiz koruyucusunu takiniz; ardindan eldivenlerinizi giyiniz.

7. Grup galismast yaparak mikrobiyoloji laboratuvarindaki olast tehlikeleri ve bunlara bagh olarak
olusabilecek riskleri belirlemek iin inceleme yapiniz.

8. Ders og ile birlikte tehlikelere ve risklere karsi kullanilmas: gereken KKD’ler
hakkinda grup tartismast yapiniz.
9. C ik Eldivenls

cildinize temas etmesini dnleyiniz

10. Ellerinizi el yikama talimatlan dogrultusunda yikaymiz ve dezenfekte ediniz (Gorsel 1.12).

11. Sirastyla gz ya da yiiz koruyucunuzu, maskenizi ve bonenizi gitvenli bir sekilde gikariniz.

12. Laboratuvar onliiginizi gikanmz, ellerinizi el yikama talimatlan dogrultusunda yikaymiz ve
dezenfekte ediniz (Gorsel 1.12),
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Bu 6grenme biriminde;

» Hijyen ve sanitasyon kurallarina uygun sekilde kisisel hazirlik yapmayi,

e Saglik ve glivenlik kurallarina, ergonomi ilkelerine ve aseptik kurallara uygun sekilde laboratuvar
diizenlemeyi,

» Mikrobiyoloji laboratuvari arag gereglerini amacina uygun sekilde kullanmayi,

e Mikroskobu teknigine uygun sekilde kullanarak verilen preparatta goriintii bulmayi
deneyimleyerek 6greneceksiniz.

OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAURAMLAR
1.1. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Kisisel Hazirliklar Lalgoratuv.ar onlik maske bone
1.2. Mikrobiyoloji Laboratuvarinin Diizeni eldiven mikroskop

1.3. Mikrobiyoloji Laboratuvari Arag¢ Gereci
1.4. Mikroskop ve Mikroskobun Kullanimi
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1. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI

1. Laboratuvar ¢calismalarinda is sagligi ve giivenligi neden énemlidir?

2. (Gida analizlerinde giivenilir sonuglarin elde edilmesinde laboratuvar diizeninin 6nemini tartisiniz.

.

1.1. MIKROBiYOLOJi LABORATUVARINDA KISiSEL HAZIRLIKLAR

Mikrobiyoloji laboratuvari; gida maddelerinin iiretiminde ham maddeden baglayarak hazirlama,
isleme, Uretim, ambalajlama, depolama, tagima ve dagitim asamalarinin tiimiinde bulunabilen mikroorga-
nizmalarin arandig1 ve sayildigi bir laboratuvardir.

Mikrobiyoloji laboratuvarinda genellikle canli mikroorganizma ile ¢alisildigindan laboratuvar
giivenligini tehlikeye atan bazi durumlar ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle calisilan tiim mikroorganizmalar
patojen kabul edilerek aseptik teknikler uygulanmalidir. Aseptik teknik, mikroorganizmalardan uzak ve
arindirilmis ortam ve kosullarda ¢aligmak olarak tanimlanabilir. Aseptik teknik uygulamalari; incelenmek
istenen kiiltiirlere, cevreden istenmeyen mikroorganizmalarin bulagmasini engellemek ve kiiltiirdeki
mikroorganizmalarin ¢evreye ve ¢alisanlara bulagsmasini 6nlemek bakimindan 6nem arz etmektedir.

Ayrica laboratuvar giivenliginin saglanmasi, saglikli ve giivenilir sonuglar elde edilebilmesi igin
laboratuvar caligmalarinda kisisel koruyucu donanimlarin dogru kullanimi, kisisel hijyen ve laboratuvar
kurallarina uyulmasi gibi ilave 6nlemlerin alinmasi1 gerekmektedir.

1.1.1. Laboratuvar Kiyafetlerinin Tasimas1 Gereken Ozellikler

Laboratuvar galismalar1 i¢in ¢aligma sartlarina uygun ve rahat ¢aligmayi saglayabilecek Ozellikte
kiyafetler secilmelidir. Cok bol giysiler ile bedeni siki saran kiyafetler laboratuvarda rahat hareket etmeyi
engelleyeceginden bu tiir kiyafetler tercih edilmemelidir.

Laboratuvarda galigilan siire boyunca herhangi bir ¢ozelti ya da kimyasal madde dokiilmesine ve cam
kiriklarina karsi tedbir olarak su gecirmez, kolay temizlenebilir, kaymayan ve burnu kapali ayakkabilar
giyilmelidir. Tozlu g¢evre kosullari, mikrobiyolojik analiz sonuglarini olumsuz etkilediginden ¢amurlu

ayakkabilarla laboratuvara girilmemelidir.

1.1.2. Laboratuvarda Kullanilmas1 Gereken
Koruyucu Donanimlar

Mikroorganizma; insan viicuduna deri, solunum ya
da agiz yoluyla bulasir. Mikrobiyoloji laboratuvarindaki
caligmalarda gozleri, cildi, viicudu ve giysileri korumak
amaciyla kullanilmasi gereken kisisel koruyucu donanimlar;
| laboratuvar 6nliigii, maske, goz ya da yiiz koruyucu, bone
Gérsel 1.1: Kisisel koruyucu donanimlar ve eldiven olarak siralanabilir (Gorsel 1.1).

Laboratuvar 6nltigi; cildin ve giysilerin mikroorganiz-
ma, toz, kimyasal madde ve boyalardan korunmasini saglar. Ayrica bulasmanin laboratuvar disinda yayil-
masini Onler. Laboratuvar onliigii aleve dayanikli malzemeden iiretilmis ve diz kapagini 6rtecek uzunlukta
olmalidir. Onliigiin kollar1 uzun olmali, énliik {izerinde cep bulunmamalidir. Acil durumlarda hizlica ¢i-




karilabilmesi igin ¢it¢it diigmeli Onliikler tercih edilmelidir. Tiim ¢alisanlarin en az bir adet yedek onligi
bulunmalidir.

Maske, laboratuvar calisanlarinin mikroorganizma kiiltiirlerinden ve kimyasallardan etkilenmelerini
onlemek amacrtyla kullanilir. Mikrobiyolojik ¢aligsmalarda cilde uyumlu, kullanimi pratik ve tek kullanimlik
steril maskeler tercih edilmelidir.

Goz ve yliz koruyuculari, ¢alisma esnasinda mikroorganizmalarin ve tehlikeli materyallerin sigrama
tehlikesine karsi kullanilir. Bu koruyucular, dayanikli malzemeden iiretilmis ve dezenfekte edilebilir
ozellikte olmalidir. Kolay takilabilmeli, sinirsiz goriis ve hareket saglamalidir.

Bone, ¢aligma esnasinda calisanlarin saglarina herhangi bir kimyasal veya mikrobiyolojik madde
bulasmamas1 ve alev ¢atisinda yapilan islemlerde saglarin yanmamasi i¢in kullanilir. Yanmaz kumastan
yapilmus, cilde uyumlu ve tek kullanimlik steril boneler tercih edilmelidir.

Eldiven; ¢alisma esnasinda fiziksel, kimyasal ve biyolojik maddelerin etkilerinden korunmak amaciyla
kullanilir. Eldiven se¢imi risk degerlendirmesine gore yapilmalidir. Mikrobiyolojik caligmalarda, kimyasal
coziiciilere ve kiif toksinlerine karsi genel bir koruma sagladigindan tek kullanimlik nitril eldivenler tercih
edilmelidir.

1.1.3. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Uyulmasi Gereken Genel Calisma Kurallar

e Laboratuvar ¢calismalarinda genel hijyen tedbirlerine mutlaka uyulmalidir.

e Laboratuvarda rahat ¢alismay1 saglayabilecek ve olasi kazalardan koruyabilecek kiyafetler tercih
edilmelidir. Laboratuvarda ¢aligma esnasinda beyaz laboratuvar 6nltigii giyilmeli ve onligiin tiim
diigmelerinin ilikli olmasina dikkat edilmelidir. Yapilan ¢alismanin niteligine ve maruz kalinan
tehlikenin tiiriine gore diger kisisel koruyucu donanimlar da (eldiven, maske, galos, géz ya da yiiz
koruyucu) kullanilmalidur.

e Laboratuvarda sakiz ¢ignenmemeli, hi¢bir sey yenilip i¢ilmemelidir.

e Laboratuvarda baskalarmin da c¢alistigi distiniilerek giiriilti yapilmamalidir. Laboratuvarda
calisan kisi, kendi glivenligini ya da diger calisanlarin giivenligini tehlikeye atacak gereksiz ve ani
hareketlerden kaginmalidir.

e (Calismaya baglamadan 6nce bankolar %70’lik alkolle dezenfekte edilmelidir.

e (Calismalar sirasinda hava akimindan olusacak kontaminasyonlari 6nlemek igin laboratuvarin kapisi
ve pencereleri kapali tutulmalidir.

o Steril kabinde ¢alisma Oncesi cihazin UV sterilizasyon ve havalandirma sistemi en az 20 dakika
calistirtlmalidir.

e (Calisma esnasinda eller, mikroorganizmalar ile kontamine olabileceginden yiize, géze ve agza
temas ettirilmemelidir.

e Bakteri kiiltiirlerine ve kimyasallara agizla pipetleme yapilmamalidir. Bu amagla bir puar, pipet
pompasi veya mikropipet kullanilmalidir.

o Icinde mikroorganizma kiiltiirii bulunan petri kutular1 ve tiipler agz1 acik sekilde tezgah iizerine
birakilmamalidir. Tiipler, tiip sporunda dik olarak tutulmalidir.

e Lam, lamel, pipet, tiip, petri kutusu gibi kontamine arag gere¢ tezgah iizerinde birakilmamali; i¢inde
dezenfektan ¢dzeltisi bulunan kiivetin igerisinde toplanmalidir.

e Yanici kimyasallarla bek alevine yaklasilmamalidir.

e Mikroorganizma kiiltlirlerine ve kimyasallara elle dokunulmamali, bunlarin bulundugu kaplarin
agz1 acik birakilmamali, tadina bakilmamali ve bu materyaller koklanmamalidir.

e Mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan buzdolabinda, analiz numuneleri haricinde tiikketim amagh
higbir gida maddesi bulundurulmamalidir.

Mikrobiyoloji Malzemeleri ve Araclari
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e Analiz numunelerinin, kiiltiir materyallerinin ve kimyasallarin bulundugu kaplarin agz1 kapali
tutulmali ve bu malzemeler dogru bir sekilde etiketlenmelidir. Kullanilan etiketler, kendinden
yapisan Ozellige sahip olmalr; dil ile 1slatilmamalidir. Etiketler tarih, ¢alisan kisinin ad1 ve soyadi,
calisilan mikroorganizma ile ilgili genel bilgiler igermelidir.

e C(Cihazlar kullanilirken cihaz kullanim talimatlarma uyulmalidir. Cihazlarin arizalanmasi1 veya
malzemelerin zarar gérmesi durumunda hemen ders 6gretmenine haber verilmelidir.

e (Cihazlar, calisma bitiminde uygun bigimde kapatilmalidir. Cihazlarin bakimi ve temizligi talimatlara

uygun olarak yapilmalidir.

e Laboratuvarda kullanilan hi¢bir arag¢ gere¢ ve malzeme, sterilize edilmeden yikanmamali ya da
¢Ope atilmamalidir.

e Calismanin sonunda ¢alisilan alan mutlaka temizlenmeli ve dezenfekte edilmelidir.

e Steril olan malzemeler ile steril olmayan malzemeler ayr1 dolaplarda depolanmalidir.

e Sterilitesinden emin olunmayan hi¢bir malzeme kullanilmamalidir.

e Ders 0gretmeninin izni olmadan hi¢gbir madde ve malzeme laboratuvar disina ¢ikarilmamalidir.

e Laboratuvar 6nliigii ve diger kisisel koruyucu donanimlarla laboratuvar disina ¢ikilmamalidir.

1.2. MiKROBiYOLOJi LABORATUVARININ DUZENI

Gida laboratuvarlarinin 6zellikleri islevlerine gore bazi farkliliklar gosterir. Laboratuvarda materyalin
calisanlara, calisanlarin materyallere zarar vermemesi bakimindan fiziki yerlesim ile rahat ve diizenli bir
laboratuvar ortami son derece dnemlidir.

1.2.1. Mikrobiyolojik Kalite Kontroliiniin Onemi

Gida giivenligi; gida zincirinin herhangi bir basamaginda ortaya ¢ikabilecek fiziksel, kimyasal ve
mikrobiyolojik risklerin 6nlenmesi i¢in alinan tedbirler biitiiniinii ifade eder. Mikrobiyal ajanlar, gida
kaynakli tehlikeler arasinda ilk siray1 almaktadir.

Gida maddelerinin tiretiminde ham maddeden baslanarak son iirline kadar olan agsamalarin tiimiinde
hijyenik kosullar saglanamadiginda gida kaynakli hastalik ve zehirlenmeler yoniinde bir riskle karsilagilmasi
ka¢inilmazdir. Ayrica gidalarin bozulmasi ve ¢iiriimesi, istenmeyen mikroorganizmalarin ¢ogalip cevreye
yayilmast gibi tehlikeler ortaya c¢ikar. Bu amagla temel mikrobiyolojik analizler ile gidalarin hijyenik
durumlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Gidanin mevzuatta belirlenmis kalite sinirlari iginde olup olmadigi
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yapilan ¢esitli analizlerle kontrol edilir. Gidadaki mikroorganizma
sayisinin fazla olmasi, isletmenin hijyenik sartlarmin iyi olmadigimin ve ¢aliganlarin hijyen kurallarina
uymadigmin isareti olarak kabul edilir. Gida zinciri boyunca etkin bir kontroliin gergeklestirilmesi,

mikrobiyal bulasmanin ortadan kaldirilmas: veya tolere edilebilir
diizeye diisiiriilmesi 6nem arz etmektedir.

£

1.2.2. Mikrobiyoloji Laboratuvarimn Tasimasi
Gereken Ozellikler ve Laboratuvar Yerlesim
Plam

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda materyalin ¢alisana, cali-
sanin materyale zarar vermemesi ve giivenli ¢aligmanin saglana-
bilmesi i¢in mikrobiyoloji laboratuvarlarinin sahip olmasi gereken
ozellikler ve fiziki yerlesimi planlanirken dikkat edilmesi gereken

hususlar asagida siralanmistir (Gorsel 1.2).
Gorsel 1.2: Mikrobiyoloji laboratuvart




e Mikrobiyoloji laboratuvarinda ekim odas1 mutlaka ayr1 olmalidir.

e Kontaminasyonun azaltilmasi bakimindan mikrobiyoloji laboratuvarma cift kapi ile giris
saglanmalidir.

e Duvarlar, zemin ve tezgahlar kolay temizlenebilir 6zellikte olmali; deterjan ve dezenfektanlardan
etkilenmemelidir.

e Laboratuvar gereksiz ekipman ile doldurulmamalidir.

e Laboratuvar donatimlarinin yiizeyleri, toz tutmayan ve kolay temizlenebilir 6zellikte olmalidir.

e Laboratuvar dolaplari tavana kadar yapilmali, tezgahlar zeminden en az 20 cm yiikseklikte olmalidir.
e Laboratuvarda sicaklik ve nem dengesini saglayacak havalandirma sistemi bulunmalidir.

e Laboratuvarda yeterli sayida elektrik prizi, su muslugu, evye, gaz baglantis1 bulunmalidir. Acil
durumlarda rahatlikla acilip kapanabilen vanalar olmalidir.

e Laboratuvar ortaminda asiri nemi 6nlemek i¢in otoklavlar laboratuvar disinda olmalidir.

Mikrobiyoloji Malzemeleri ve Araclari

e Laboratuvarda aydinlatma yeterli olmali, laboratuvara giines 1s1¢nin direkt girmesi engellenmelidir.

1.3. MIKROBIYOLOJi LABORATUVARI ARAC GERECI g’)

Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan arag¢ gerecin iyi tanmmasi, kullanim amacinin dogru
anlagilmasi ve hatasiz kullanimi yapilan analizlerin giivenilir sonuglar vermesi bakimindan énemlidir.
Laboratuvarda cam, porselen, metal ve plastikten yapilmis bircok malzeme bulunmaktadir.

1.3.1. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Kullanilan Cam ve Porselen Malzemeler

Cam Balon: Besiyeri hazirlamada ve saklamada
kullanilan, boyun kismi uzun, alt kismi balon seklinde olan
sterilize edilebilir cam malzemedir.

Erlen (Erlenmayer): Diliisyon c¢ozeltilerinin ve
besiyerlerinin  hazirlanmasinda, aktarma islemlerinde
ve numune kabi olarak kullanilan, konik bi¢imli cam
malzemedir.

Test Tiipleri: Farkli boy ve caplarda bulunan cam
tiiplerdir. Besiyeri, ¢ozelti ve kiiltlirlerin konulmas1 amact
ile kullanilmaktadir.

Fermantasyon (Durham) Tiipleri: Biiyik test
tiiplerinin igine ters olarak yerlestirilmis kiigiik tiiplerdir.
Gaz olusturarak test edilen mikroorganizmalarin sivi
besiyerinde olusturduklart gazin tiip iginde toplanarak
goriiniir hale getirilmesinde kullanilir (Gorsel 1.3).

Gorsel 1.3: Tipler

Lam:  Mikroskopta  incelenecek  preparatlarin
hazirlanmasinda kullanilan dikdortgen seklindeki cam
malzemedir (Gorsel 1.4). Thoma lami (maya sayiminda),
Howard lam1 (kiif sayiminda), ¢ukur lam gibi 6zel amagli - '
tiretilmis lamlar da bulunmaktadir.

Lamel: Lamdan daha ince yapida olan kare veya
dikdortgen seklindeki cam malzemedir. Lam {izerinde
hazirlanan preparatin tizerini kapatmak amaciyla kullanilir.

Gorsel 1.4: Lam
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Otoklav Sisesi (Duran Bottle): Cozeltilerin

— ve kati besiyerlerin hazirlanmasinda ve
: saklanmasinda  kullanilan  otoklavlanabilir
: T kapakli siselerdir (Gorsel 1.5).

i - PetriKutulari: Cesitlicap ve biiytikliiklerde

/ . 7 .
: cam veya polistirenden yapilmis i¢ ice gegmis

>, g o . .
. | iki kapaktan olusur. Mikroorganizmalarin
; | 4 izolasyonunda ve sayiminda igine “sterilize
! _ 4 edilmis kati besiyeri” konularak kullanilir

-l (Gorsel 1.6).
Gorsel 1.5: Otoklav siseleri Gorsel 1.6: Petri kutular

Porselen Havan ve Tokmak: Mikrobiyolojik analizi yapilacak numunelerin parcalanmasinda
kullanilan, iki par¢adan olugan porselen malzemedir.

1.3.2. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Kullanilan Ekim Malzemeleri

Oze: Mikrobiyolojik stvi ve kati1 drneklerin besiyerine aktarilmasinda ve yayilmasinda kullanilir.
Sicaklik iletkenligi olmayan bir sap ve sicakliga direngli nikel-krom karisimindan veya platinden olusan
uc olmak iizere iki kisimdan olusur. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tek kullanimlik steril plastik 6ze,
yuvarlak uclu metal 6ze (halka) ve igne 6ze olmak iizere {i¢ tip 6ze kullanilmaktadir (Gorsel 1.7).

Ekiivyon: Ucunda 6zel bir pamuk saril1 olan tahta, plastik veya metal malzemeden olusan ¢ubuklardir.
Sterilize edildikten sonra ylizeyden 6rnek alma islemlerinde kullanilir (Gorsel 1.8).

Otomatik Pipet (Mikropipet): Mikrolitre diizeyinde kapasiteye sahip, hacmi ayarlanabilen 6zel bir
pipettir. Hizli ve hassas ¢alismaya olanak saglar, kullanimi pratiktir. Mikropipetlerin ¢alisma esnasinda
kolayca degistirilebilen farkli hacim oSlgiilerinde tek kullanimlik uglari bulunmaktadir. Calisma dncesinde
calisilacak 6rnege uygun uclar segilir, otoklavda sterilize edilir ve kullanima hazir hale getirilir (Gorsel 1.9).

i | ’e

Gorsel 1.7: Halka 6ze ve igne 6ze Gorsel 1.8: Ekiivyon Gorsel 1.9: Otomatik pipet

Cam Pipetler: Sivi mikroorganizma kiiltiirlerinin s1v1 veya kat1 besiyerine aktarilmasinda kullanilir.

Drigalski Spatiilii (Drigalski Ozesi): Yayma ekim yonteminde sivi numunenin agarli besiyeri
yiizeyinde homojen yayilmasinda kullanilan, ucu tiggen seklinde kivrilmis cam ¢ubuklardir.

Baget: Numuneyi agarli besiyeri {izerinde yayma, karistirma ve ezme islemlerinde kullanilan cam
cubuktur.

1.3.3. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Kullanilan Malzemelerin Temizligi

Cam malzemeler, mikroorganizmalarla kontamine olmussa 6ncelikle 121 °C’de 15-20 dakika otoklavda
sterilize edilmelidir. Bu sayede agarli ortamlarin eriyerek temizlenmesi saglanmis olur.

Kullanilmis pipetler, lam ve lameller sterilizasyon oncesi %5’lik lizol veya 1000 ppm aktif klor
iceren bir kapta biriktirilir. Ancak kanserojen bilesiklerin olusma riski géz onilinde bulundurularak klorla
bilesiklerin formaldehitle temas1 6nlenmelidir. Bir defa kullanima mahsus olan plastik malzeme kullanimi
takiben mutlaka otoklavda sterilize edildikten sonra atilmalidir. Daha sonra cam malzeme deterjanl




¢ozeltiyle firgalanip iyice durulandiktan sonra distile sudan gegirilerek kurutulur. Cam malzemeden,
ozellikle pipetlerden deterjan ile ¢ikmayan organik kalintilar siilfirik kromik asit gibi kuvvetli oksitleyici
asitlerle temizlenebilir (Tayar ve Hecer, 2015).

1.3.4. Mikrobiyolojik Calismalarda Kullanilan Bashica Laboratuvar Cihazlan

Steril Kabin (Biyogiivenlik Kabini, Ekim Kabini): Havanin
filtre edilerek mikroorganizma kiiltiirlerinin  elimine edildigi
kapali ortamlardir. Kabin ic¢inde sterilizasyon amagli UV lambasi
bulunmaktadir. Ayrica iri ve kiiglik partikiilleri tutmak icin farkl BIYOGUVENLIK
gbozenek yapilarina sahip filtreler igermektedir. Steril kabin, analiz
edilecek {iriine disaridan mikroorganizma bulagmasini  O6nlemek
amaciyla kullanilir (Gorsel 1.10).

(LT

Tiip Karistirier (Vorteks): Tiip icerisindeki sivilarin homojen hale
getirilmesinde kullanilan kiiciik laboratuvar aletidir.

Mikrobiyoloji Malzemeleri ve Araclari

Mikrodalga Firin: Agarli besiyerlerin ¢ok kisa stirede eritilmesinde
kullanilir. Mikrodalga firin besiyerlerin eritilmesi sirasinda ani
isinmalara ve kaynamalara sebep olabilir. Bu yilizden firinin dikkatli Girsel 1.10: Steril kabin ":'B
kullanilmasi gerekir.

Homojenizatorler: Kati gida numunelerinin ilk ¢6zeltilerini hazirlamak i¢in kullanilir. Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda steril torbalar ile kullanilan peristaltik homojenizator [stomacher (stomekir)] veya doner
bigakli homojenizatdr [blender (blendir)] olarak iki tip homojenizatér mevcuttur.

inkiibatorler: Besiyerine ekim yapildiktan sonra mikroorganizmalarin kuru ve sicak ortaminda
gelistirilmesi ve iretilmesi amaciyla kullanilan ve sicaklik siire ayarmin yapilabildigi inkiibasyon
dolaplaridir.

Membran Filtrasyon Diizenegi: Ozellikle igme ve kullanma sularinin, berrak meyve sular1 gibi s1vi
gidalarin mikrobiyolojik analizlerinde kullanilmaktadir. Bu diizenekte 6rnekler, mikroorganizmalarin bo-
yutlarindan daha kiiclik gozeneklere sahip filtrelerden siizdiiriiliir. Bu sayede numunede bulunan mikroor-
ganizmalar, filtreden gecemeyerek filtre tizerinde birikir.

1.4. MIKROSKOP VE MiKROSKOBUN KULLANIMI

Mikroorganizma boyutlarinin belirlenmesinde uluslara-
rast metrik sisteme ait 6l¢ili birimleri kullanilmaktadir. Met-
rik birimler ve kiyaslamalar1 asagida gosterilmistir: Okiller ¢—

Mikroskop tlpi

e Mikrometre (um) = Mikron = 10 mm
e Nanometre (nm) = Milimikron = 10 mm
e Angstrom (A) =107 mm

Revolver €— - Govde kolu

Insan gozii 200-250 mikrondan daha fazla biiyiikliikte-
ki objeleri gorebilir. 0,1 milimetreden (mm) daha kiigiik ci-
simler ve varliklar ¢iplak gdzle goriilemez. Mikroorganizma
boyutlart ise 0,1-10 mikron arasinda degisir.

Objektifler €—

- d Kaba ayar
Laboratuvar ¢alismalarinda mikroorganizmalarin go- 20 < i dligemesi
riintiilenebilmeleri ve onlarda meydana gelen degisiklikle- Kondanstr

rin incelenebilmesi icin bilyiitilmesi gerekmektedir. Mik- Diyafram «—
roorganizmalarin dereceli bir sekilde mercekler yardimiyla
biiytitiilerek detayli olarak incelenmesini saglayan araclara

mikroskop adi verilir (Gorsel 1.11).

ince ayar
diugmesi

Gorsel 1.11: Mikroskobun kisimlar1
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1.4.1. Mikroskop Cesitleri

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sik kullanilan, farkli amaclara yonelik gelistirilen mikroskop c¢esitleri
ve ozellikleri asagida verilmistir.

Basit Isik Mikroskobu

Mikrobiyolojik ¢aligmalarda en sik kullanilan ve en basit yapiya sahip mikroskop ¢esidi basit 151k
mikroskobudur. 1.000-3.000 araliginda biiylitme giiciine sahiptir. Bakterileri, kiifleri, mayalari, protozoonlari
ve riketsiyalari basit 151k mikroskobu kullanarak gérmek miimkiindiir.

Basit 151k mikroskobu genel olarak mekanik, optik ve aydinlatma kisimlarindan olusmaktadir.

Mekanik Kisim

Mikroskobun mekanik kismi; mikroskop tiipii, tabla, ayak, kaba ayar ve ince ayar vidasindan
olusmaktadir. Bu pargalarin gorevleri su sekilde siralanabilir:

Mikroskop Tiipii: G6vdenin iist kisminda bulunan, okiiler ve objektifleri tasiyan kisimdir.

Govde (Kol): Mikroskopta bulunan optik sistemi ve diger mekanik kisimlar1 tagiyan, mikroskobun dik
durmasini saglayan ana kisimdir.

Tabla: Preparatin yerlestirildigi kistmdir. Tablanin tizerinde preparati sabitleyen klipsler veya preparatin
hareketini saglayan vidalar bulunmaktadir.

Ayak: Mikroskobun zeminde sabit durmasini saglayan ve mikroskobu tasiyan kisimdir.

Kaba Ayar Vidasi (Makro Vida): incelenecek 6rnegin objektife yaklastirilip uzaklastirilmasini
saglayan kisimdir.

Ince Ayar Vidasi1 (Mikro Vida): incelenecek 6rnegin netlik kazanmasini ve ince ayarin yapilmasini
saglayan kisimdir.

Optik Kisim

Mikroskopta incelenecek preparatlarin biiyiitiilmesini saglayan kisimdir. Optik kisim, okiiler ve
objektiflerden olusmaktadir. Bu parcalarin gérevleri soyle siralanabilir:

Okiiler: Mikroskop tiipiiniin iist kisminda yer alan mercek sistemidir. Uzerinde biiyiitme oranlarini
belirten 5X, 10X, 15X gibi numaralar yazilidir. Bir mikroskopta okiiler tekli (monokiiler) veya ikili
(binokiiler) olabilir. Okiilerler genellikle 10X biiylitme giiciine sahiptir.

Objektifler: Mikroskop tiipiiniin alt kisminda bulunan doner bir disk (revolver) lizerine yerlestirilmis
mercek sistemidir. Objektiflerin lizerinde biiyiitme oranlar1 (10X, 20X, 40X, 60X, 100X) ve agiklik sayilart
(0,30, 0,75, 1,00, 1,75) yazilidir. En giiclii biiyiitme giiciine sahip objektif 100X, immersiyon objektifi
olarak da adlandirilir.

Aydinlatma Kism
Mikroskopta incelenecek preparati aydinlatan 151k diizenidir. Aydinlatma kismi; 151k kaynagi, ayna,
kondansor ve diyafram pargalarindan olusur. Bu pargalarin gorevleri sdyle siralanabilir:
Isik Kaynagi: Preparatin aydinlatilmasi igin ayak igerisine monte edilmis aydinlatma sistemidir.
Ayna: Isik kaynagindan gelen 15181 objektif ve okiilere ileten kisimdir.
Kondansoér: Tablanin hemen altinda yer alan, 15181 preparat {izerinde toplamaya yarayan parcadir.

Diyafram: Kondansériin alt kisminda yer alir. Incelenecek preparata gore kondansore giden 1s18mn
azaltilmasini veya ¢ogaltilmasini saglar.

Karanhik Saha Mikroskobu

Isiga duyarli mikroorganizmalarin (spiroketler, spiral sekilli bakteriler vb.) goriintiilenmesinde ve




mikroorganizmalarin hareketlerinin incelenmesinde kullanilir. Incelenecek &rnegin karanlik bir zemin
iizerinde aydinlik bir alan olarak ortaya ¢ikmasi ile goriintii netlik kazanir.

Faz Kontrast Mikroskobu

Sivi ortamdaki boyanmamis ve canli mikroorganizmalarin hiicre i¢ ve dis yapilarinin, DNA
morfolojilerinin incelenmesinde kullanilir. Hiicreler ile hiicrelerin bulundugu ortam arasindaki kontrast
farkliliklarini artirarak goriintii igindeki yapilarin daha net gériinmesini saglamak i¢in gelistirilmistir.

Floresan Mikroskobu

Cap1 yaklagik 0,1 pm olan mikroorganizmalarin 6zel floresan boyalar yardimiyla incelenmesinde
kullanilir. Bu mikroskoptan antijen-antikor tepkimelerinin belirlenmesinde de yararlanilir.

Elektron Mikroskobu

Atom, viriis, organel ve viral parcaciklar gibi ¢ok kiigiik boyutlu 6rneklerin incelenmesinde kullanilir.
Elektron mikroskoplarinda 11k kaynagi yerine kisa dalga boyuna sahip elektronlar kullanildigindan bu
mikroskop, 151k mikroskobuna gore 1.000 kat daha fazla ayirma giicline ve biiylitme 6zelligine sahiptir.

1.4.2. Mikroskobun Bilyiitme Giicii

Objektif, kendi odak uzakliginin altinda bulunan bir cismin goriintiisiinii okiilere hakiki, biiyiik ve ters
olarak aktarir. Bu goriintii, okiilerde daha da biiytitiilerek goze iletilir (Temiz, 2016).

Bir mikroskop biiyiitmesi asagidaki esitlikte goriildiigii gibi hesaplanir:

Mikroskop biiyiitmesi = Objektif biiylitmesi x Okiiler biiylitmesi

1.4.3. Basit Isik Mikroskobu ile Calisma Teknikleri ve Bu Konuda Dikkat Edilecek
Hususlar

e Mikroskop tasinirken carpma ve darbelerden uzak tutulmali, tasima esnasinda bir el ile gévdeden
diger el ile mikroskobun altindan tutulmalidir.
e Mikroskobun yerlestirildigi tezgahin saglam ve sallantisiz olmasina dikkat edilmelidir.

o Mikroskopta ilk ayarlanan goriis alani ile yetinilmemelidir. inceleme esnasinda tablanin vidalari
hareket ettirilerek uygun birkac goriis alant bulunmali ve bunlarin her biri ayr1 ayri incelenmelidir.

e (alisma bitiminde mikroskop en kii¢iik objektife ayarli bir sekilde birakilmalidir.

1.4.4. Mikroskobun Temizligi ve Bakimi

Bir mikroskopta iyi bir goriintii elde edilebilmesi ve mikroskobun uzun émiirlii olabilmesi i¢in dikkat
edilmesi gereken hususlar asagida siralanmistir:

e Mikroskoplar; nemli, tozlu ortamlarda ve yiiksek sicaklikta birakilmamalidir. Aksi halde
mikroskobun mercekleri bozulur ve mercek, 6zelligini kaybeder.

e Mikroskop asla 1slak veya nemli birakilmamalidir.

e Objektifler temizlenirken bir damla saf su ile mercek yiizeyi islatildiktan sonra kagit mercek
temizleyici ile kurulanmalidir.

e Objektiflerde yagdan kaynakli bir kirlilik olusmussa mercekler, bir damla ksilol veya %70 eter
ile %30 etil alkol karisimindan olusan bir temizleyici ile nemlendirilen kagit mercek temizleyici
ile silinmelidir. Hemen ardindan silinen mercek kurulanmali ve kimyasal temizleyici ylizeyden
uzaklastirtimalidir.

e Her caligma bitiminde mikroskobun ve 6zellikle mercek sistemlerinin temizligi dikkatli bir sekilde
yapilmalidir. Mikroskop, tizerine kilif gecirilerek kutusu icinde muhafaza edilmelidir.

Mikrobiyoloji Malzemeleri ve Araclari
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@ Uygulama Yaprag Sure : 2 Ders Saati O

1. UYGULAMA : | LABORATUVAR CALISMALARINDA KiSiSEL HAZIRLIKLAR |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/
\/

\/

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Beden 6l¢iilerinize uygun, rahat ve giivenli calismay1 saglayabilecek kisisel koruyucu donanimlari
kullaniniz.

Calismada kullanacagimiz kisisel koruyucu ekipmanlarda giivenli calismay1 engelleyecek herhangi
bir fiziksel hasarin veya kontaminasyonun olup olmadigini kontrol ediniz.

Uygulama sonunda kullandigimiz bone, eldiven, maske vb. tek kullanimlik KKD’leri usuliine uygun
sekilde imha ediniz.

Caligma bitiminde kullandiginiz diger arag gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/
\/

Laboratuvar onltigi ' Nitril eldiven 7 Su
Maske ' Géz ya da yiiz koruyucu ' Sabun
Bone \' El dezenfektani \' Kagit havlu

Islem Basamaklari

1.

S A ol

10.
11.
12.

Laboratuvara girmeden once lizerinizde mont, hirka, ceket, sal, atki vb. giysiler ile saat, kulaklik,
canta gibi herhangi bir taki veya aksesuar var ise bunlari ¢ikariniz.

Saglariniz omuz hizasinda ise saglarinizi arkadan toplaymiz.

Ellerinizde kesik, yara ve benzeri durumlar var ise bunlarin {izerini su ge¢irmez bir bantla kapatiniz.
Ellerinizi el yikama talimatlar1 dogrultusunda yikayiniz ve dezenfekte ediniz (Gorsel 1.12).
Laboratuvar onliigiiniizii giyiniz ve onliiglin tiim diigmelerinin kapali oldugundan emin olunuz.
Sirastyla bone, maske ve goz ya da yliz koruyucusunu takiniz; ardindan eldivenlerinizi giyiniz.

Grup calismast yaparak mikrobiyoloji laboratuvarindaki olasi tehlikeleri ve bunlara baglh olarak
olusabilecek riskleri belirlemek i¢in inceleme yapiniz.

Ders 6gretmeni ile birlikte belirlediginiz tehlikelere ve risklere karst kullanilmasi gereken KKD’ler
hakkinda grup tartigmasi yapiniz.

Caligma bitiminde dncelikle eldivenlerinizi ¢ikariniz. Eldivenlerin kontamine olmus dis ylizeylerinin
cildinize temas etmesini Onleyiniz.

Ellerinizi el yikama talimatlari dogrultusunda yikayiniz ve dezenfekte ediniz (Gorsel 1.12).
Sirastyla g6z ya da yiiz koruyucunuzu, maskenizi ve bonenizi giivenli bir sekilde ¢ikariniz.

Laboratuvar onliigiiniizii ¢ikariniz, ellerinizi el yikama talimatlari dogrultusunda yikayiniz ve
dezenfekte ediniz (Gorsel 1.12).




Islem Uygulama Semasi

Ellerinizi Nasil Yikamahsiniz?

KENDINIZi VE BASKALARINI ENFEKSIYONLARA KARSI KORUYUN

p

7

O

1l

Elinizi su ile 1slatin.

Avucunuzun igine
yeteri kadar sabun alin.

Avug i¢lerinizi ovun.

Sag elinizle sol elinizin,
sol eliniz ile de sag elinizin
iist kismint ovun.

X

2

O

s

Parmaklarinizin
aralarini ovun.

Ellerinizi sekildeki gibi
kenetleyerek tirnaklarimizi
temizleyin.

Her iki elin bagparmagini

diger elinizle temizleyin.

Parmak uglarinizi avug
iginde ters daireler
¢izecek sekilde temizleyin.

BA

0

l_++

—/
i ;.‘
%

Ellerinizi su ile iyice

Ellerinizi tek kullanimlik

Muslugu kapatmak i¢in

Bu islemle elleriniz

durulaymn. kagit havlu ile kurulayn. kagit havlu kullanin. temizlenmis olur.
EL DEZENFEKTANI §5$
UYGULAMASI

53

Ellerinize yeteri miktarda
el dezenfektan: alin.

El dezenfektanini
ellerinize siiriin.

Dezenfektan kuruyana
kadar ellerinizin tim
yiizeylerini iyice ovun.
(20 saniye)
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Gorsel 1.12: El yikama ve dezenfeksiyonu talimat
Islem basamaklarina gore gerceklestirilen is ve islemlerle ilgili olarak Tablo 1.1°i doldurunuz.
Tablo 1.1: KKD Kullanimi

Mikrobiyoloji Laboratuvarindaki Olas1 Tehlikeler Kullanilacak KKD
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Sonug ve Yorum

“Laboratuvar Cahsryalarmda Kisisel Hazirhiklar” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir. Be-
ceriye iligkin gézlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE

OLCUTLER
1 2 3 4 5

Uygulamada kullamilacak KKD’leri hazirladi.

Laboratuvara girmeden saclarini toplar, varsa takilarim ¢ikardi.
Laboratuvar onliigiinii giydi.

Ellerini talimatlara uygun olarak yikadi.

Ellerini talimatlara uygun olarak dezenfekte etti.

Laboratuvar ortamindaki olasi tehlikeleri tespit etti.

Uygulama raporunu yazdi.

Siireyi verimli sekilde kullandi.

Form Puanu: Gercek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 Uizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.




@ Uygulama Yaprags Stire : 2 Ders Saati

2. UYGULAMA : ‘ LABORATUVARIN DUZENLENMESI

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

' Laboratuvar calismasmin gerektirdigi kigisel koruyucu donanimlart (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarimi kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani aseptik hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

A

Analize baglamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

2

Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagini dikkatli agciniz ve ¢dzeltilerin etrafa bulasmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayniz.

' Analizde kullanilan arac gerec¢ ve donanimlart sterilize ediniz.

\' Laboratuvar ¢alismalarindan énce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\ Laboratuvar sarf malzemeleri ve kimyasallar V' Kalem
\ Laboratuvar donatim malzemeleri \' A4 boyutunda kagitlar
' Etiket ' Bant

Islem Basamaklar:
1. Laboratuvarda bulunan tiim cihazlarin temiz ve elektrik baglantilarinin kapali olup olmadigini
kontrol ediniz.
2. Laboratuvardaki cihazlarim kullanim talimatlarinin olup olmadigimi kontrol ediniz.

Mikroskop, hassas ve analitik terazi gibi hassas ekipmanlarin Ortiilerinin 6rtiilii olup olmadigin
kontrol ediniz.

Mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan besiyerlerinin ve kimyasallarin listesini ¢ikariniz.

Besiyerlerini, s1v1 ve kat1 besiyerleri olarak gruplandiriniz ve islem uygulama semasindaki tabloyu
doldurunuz.

Laboratuvarda bulunan besiyerlerinin ve kimyasallarin iiriin etiketlerini kontrol ediniz.

Laboratuvarda daha 6nceden hazirlanmig ve etiket bilgisi bulunmayan veya son kullanma tarihi
gecmis kimyasal, ¢ozelti ve besiyerleri var ise bunlari usuliine uygun sekilde imha ediniz.

8. Hazirlanmis ¢6zelti ve besiyerlerini son kullanma tarihi en eski olanlar en 6nce kullanilacak sekilde
yerlestiriniz.

9. Cozelti ve besiyerlerinin yerlestirilecegi dolaplari etiketleyiniz ve dolaba yerlestirilen malzemelerin
listesini disaridan goriinecek sekilde dolabin kapagina asiniz.

10. Laboratuvar malzemelerini cam, metal, plastik, porselen ve ekim malzemeleri seklinde gruplandiriniz
ve iglem uygulama semasindaki tabloyu doldurunuz.
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11. Malzeme dolaplarini1 steril malzeme ve steril olmayan malzeme seklinde ayiriniz ve dolabin
kapagina digaridan goriinecek sekilde etiketlerini yapistiriniz.

12. Dolabin raflarini, yerlestirilecek malzemeye gore (erlen, petri kutulari vb. sekilde) etiketleyiniz.

13. Steril olan ve olmayan malzemeleri dolap raflarina etiketlere uygun sekilde yerlestiriniz. Dik
konumda dengede duramayan kaplar ile uzun cam malzemeleri tezgahlarin altindaki raflara yatay
konumda yerlestirmeye dikkat ediniz.

14. Steril malzemelerin, sterilizasyon tarihi en eski olanlar en 6nce kullanilacak sekilde 6n tarafta
olmasina dikkat ediniz.

15. Dolaba yerlestirilen malzemelerin listesini disaridan goriinecek sekilde dolabin kapagina asiniz.

islem Uygulama Semasi

Islem basamaklarina gore gergeklestirilen is ve islemlerle ilgili olarak Tablo 1.2’yi ve 1.3’ii doldurunuz.

Tablo 1.2: Laboratuvardaki Besiyerleri ve Kimyasallarin Listesi

Kat1 Besiyerleri Sivi Besiyerleri Kimyasallar

Tablo 1.3: Laboratuvar Malzemeleri Listesi

Cam Malzemeler Metal Malzemeler Plastik Malzemeler Ltrus Ekim Malzemeleri
Malzemeler




Temizlik ve Dezenfeksiyon

' Calisma bitiminde ¢alisma alanimz temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.

v Kullanilan ekipmanlari temizleyip dezenfekte ederek yerlerine kaldiriniz.
V' Atiklar1 uygun atik kutusuna atiniz.
\

Laboratuvarin elektrik, gaz ve su baglantilarmin kapali olup olmadigini kontrol ediniz.

Sonuc¢ ve Yorum

Mikrobiyoloji Malzemeleri ve Araclari
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“Laboratuvarin Diizenlenmesi” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE

OLCUTLER
1 2 3 4 5

Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Mikrobiyoloji laboratuvarindaki cihazlar diizenler.

Mikrobiyoloji laboratuvarindaki arac gereci uygun sekilde
dolaplara yerlestirdi.

Laboratuvar sarf malzemelerinin listesini hazirladi.

Malzeme dolaplarinin etiketlemesini yapti.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamim ve
malzemeleri temizledi.

Siireyi verimli sekilde kullandi.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 tGizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz
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@ Uygulama Yapragi Sure: 2 Ders Saati O

3. UYGULAMA : ‘ CAM MALZEMELERIN KULLANIMI '

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2 2 =2 2

2

\/
\/

Laboratuvar ¢alismasinin gerektirdigi kisisel hazirliklarinizi yapimiz ve kisisel koruyucu donanimlari
(Onliik, eldiven, maske, koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarimi kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacagimiz alani aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagimi dikkatli aciniz ve ¢ozeltilerin etrafa bulagmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayniz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/
\/

Bunsen beki " Pipet pompasi veya puar ' Siit numunesi
1 mI’lik steril cam pipet %701k etil alkol
Steril dillisyon ¢ozeltisi ' Kagit havlu

Islem Basamaklari

A o e

8.
9.

Caligsma tezgahint %70’lik etil alkol ile dezenfekte ediniz (Gorsel 1.13).
Bunsen bekini yakarak alev ¢atist olusturunuz.

Steril pipet kutusunun kapagini agarak kutunun agzini alevden gegiriniz.
Kutuyu yatay tutarak hafifce sallayiniz ve sag elinizle bir adet pipet aliniz.
Pipet kutusunun agzin1 alevden gegirerek kapatiniz.

Pipetle siit numunesinden 1 ml aliniz.

Diliisyon sivisinin bulundugu tiipii, tliplin alt kismina yakin yerden sol elinizin bas ve isaret
parmaklari arasina aliniz.

Sol elinizde bulunan tiipilin agzini sag elinizin serge parmagi ile avug ayasina sikigtirarak aginiz.

Diliisyon ¢6zeltisinin agzini alevden gegirerek pipetteki siit numunesini tiipe aktariniz.

10. Pipetle aktarma yaparken pipeti tiiplin kenarlarina degdirmemeye dikkat ediniz.

11. Tiiplin agzin1 alevden gegirerek avug ayanizda tuttugunuz kapagi ile kapatiniz.




Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 1.13: Cam malzemelerin teknigine uygun sekilde kullanimi

Temizlik ve Dezenfeksiyon

\' Caligma bitiminde ¢alisma alaninizi temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.

2 2 2 2

Atiklar1 uygun atik kutusuna atiniz.

Kullanilan ekipmanlari temizleyip dezenfekte ederek yerlerine kaldiriniz.

Cihazlarin temiz ve kapali konumda birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.

Laboratuvarin elektrik, gaz ve su baglantilariin kapali olup olmadigimi kontrol ediniz.

Mikrobiyoloji Malzemeleri ve Araclari
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Sonuc¢ ve Yorum

“Cam Malzemelerin Kullanim1” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gdzlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir. Be-
ceriye iligkin gézlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE
1 2 3 4 S

OLCUTLER
Is saghig ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullamlacak arag gereci hazirladi.
Cam malzemeleri amacina uygun kullandi.

Cam malzemeleri uygun sekilde temizledi.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak calisma ortamini ve
malzemeleri temizledi.

Siireyi verimli sekilde kullanda.

Form Puani: Ger¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,85 ile carparak 100 lizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.
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4. UYGULAMA -  EKIM ARACLARININ KULLANIMI

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/
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\/
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Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarimi kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacagimiz alani aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagimi dikkatli aginiz ve ¢ozeltilerin etrafa bulagmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayniz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢aligsmalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/

\/
\/
\/

Bunsen beki ' Dezenfektan igeren kiivet
Oze ' Kagit havlu
Kat1 besiyeri dokiilmiis petri kaplar ' 1/10 oraninda seyreltilmis siit numunesi

%70’lik etil alkol

Islem Basamaklar

1.
2.

Calisma tezgahini %70’lik etil alkol ile dezenfekte ediniz (Gorsel 1.14).
Bunsen bekini yakarak alev ¢atist olusturunuz.

Ozeyi bunsen bekinin dis alevinde (mavi alev) dike yakin konumda tutarak akkor haline gelinceye
kadar sterilize ediniz.

Siit numunesinin bulundugu diliisyon tiipiini hafif egerek 6ze ucunu sivi 6rnege daldiriniz, 6ze
ucuyla s1vi iginde hafif karistirma islemi yapiniz.

Ozeyi, tiipiin ceperlerine degdirmeden disar1 ¢ikariniz.

Agarl1 besiyerini igeren petri kutusunu sol elinizin ayasina yerlestiriniz ve bu elin bas ve isaret
parmagi ile kapak kismini aginiz.

Ozeyi, bu araliktan igeri daldirarak dze ucunun drnek alinan kismini, agar yiizeyinin bir bdlgesine
temas ettiriniz.

@ Mikrobiyoloji Malzemeleri ve Araclari I
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8. Daha sonra bu yayilma alanindan baslayarak 6ze ile slirme islemi yapiniz. Siirme islemi yaparken
0zeyi, agar yiizeyinde uygun ag1 ile tutmaya ve agar yiizeyini par¢alamadan temas ettirmeye dikkat
ediniz.

9. Ekim sonunda petri kutularini, agarh yiizeyi yukarida kalacak sekilde tezgahin tizerine koyunuz.

10. Islem bittikten sonra dzeyi, bek alevinde akkor haline getirerek sterilize ediniz.

islem Uygulama Semasi

%70k |
o Etil Alkol
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Gorsel 1.14: Ekim malzemelerinin teknigine uygun sekilde kullanimi1
Temizlik ve Dezenfeksiyon

\' Calisma bitiminde ¢alisma alaninizi temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.
Kullanilan ekipmanlari temizleyip dezenfekte ederek yerlerine kaldiriniz.
Cihazlarin temiz ve kapali konumda birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.

Atiklar1 uygun atik kutusuna atiniz.

2 2 2 2

Laboratuvarin elektrik, gaz ve su baglantilarinin kapali olup olmadigini kontrol ediniz.




Sonuc¢ ve Yorum

Mikrobiyoloji Malzemeleri ve Araclari
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“Ekim Arac¢larinin Kullanim1” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE
1 2 3 4 5

OLCUTLER
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullamlacak arag gereci hazirladi.
Ekim malzemelerini amacina uygun sekilde kullanda.
Ekim malzemelerini uygun sekilde temizledi.
Aseptik calisma yapti.
Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak calisma ortamini ve
malzemeleri temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.

Form Puani: Ger¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 Uzerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.
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5. UYGULAMA : 'MiKROSKOBUN KULLANIMI '

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

A .

\/

Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alan1 aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayimiz.

Analize baslamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmig besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha

ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/
\/

Basit 151k mikroskobu \ Immersiyon yag: (sedir yag1)

Hazir preparat ' Kagit lens temizleyici veya yumusak dokulu

Mercek temizleyici (ksilol ya da % 70 eter ve tilbent

%30 etil alkol karigimi)

Islem Basamaklar:

L.

A

Mikroskobun temizligini kontrol ediniz, herhangi bir kirlilik olmas1 halinde mikroskobu, usuliine

uygun sekilde temizleyiniz.

Preparat1 tablaya, 6rnek konulan yiizli objektife bakacak sekilde yerlestiriniz.

Diyaframi sonuna kadar a¢iniz ve kondansorii yukari kaldirimiz.

Oncelikle 40X biiyiitme giiciine sahip objektif altinda kaba ayar diigmesi ile griintii bulunuz.
Revolveri ¢evirerek 60X biiyiitme giicline sahip objektif altinda ince ayar diigmesi ile goriintiiyii
netlestiriniz.

Revolveri tekrar 40X’te ayarlaymmz ve 45°lik agiyla saga cevirerek preparat iizerine bir damla
immersiyon yag1 damlatiniz.

Ardindan revolveri gevirerek 100X biiylitme giiciine sahip objektif altinda 151k miktarini azaltiniz
ve ince ayar diigmesi ile gorlintliyl netlestiriniz.




Islem Uygulama Semasi

Islem basamaklarina gére gerceklestirilen is ve islemlerle ilgili olarak Tablo 1.4’ii ve 1.5’i doldurunuz.

Tablo 1.4: Objektiflere Gore Mikroskop Biiyiitmeleri
Okiiler Biiyiitmesi Objektif Biiyiitmesi Mikroskop Biiyiitmesi  Objektif Biiyiitme Giicii

Diisiik/Orta/Yiiksek

Tablo 1.5: Mikroskop Kullanimi

Mikroskopla inceleme Esnasinda Yasanan Aliman Tedbirler
Aksakhiklar

Temizlik ve Dezenfeksiyon

\/

A .

Caligma bitiminde immersiyon yagi kurumadan tiim mercekleri mercek temizleyici ile iyice
temizleyiniz.

Mikroskobu talimatlara uygun olarak temizleyiniz.

Temizlik sonrast mikroskobu en diisiik objektifte birakiniz ve mikroskobun oOrtiistinii orterek
muhafaza ediniz.

Calisma alaninizi temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.
Kullanilan ekipmanlar1 temizleyip dezenfekte ederek yerlerine kaldiriiz.
Atiklar1 uygun atik kutusuna atiniz.

Laboratuvarin elektrik, gaz ve su baglantilarinin kapali olup olmadigini kontrol ediniz.

Mikrobiyoloji Malzemeleri ve Araclari
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Sonuc¢ ve Yorum

“Mikroskobun Kullanim1” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE
1 2 3 4 5

OLCUTLER
Is saghig ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullamlacak arag¢ gereci hazirladi.
Mikroskobu preparat incelemeye hazir hale getirdi.
Mikroskopta goriintiiyii buldu.

Preparati tiim objektiflerle inceledi.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortama ile
mikroskobun temizligini ve bakimini yapti.

Siireyi verimli sekilde kullandi.
Form Puani: Ger¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 lizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.




OLCME VE DEGERLENDIRME

\4

Mikrobiyoloji Malzemeleri ve Araclari

1. (

) Laboratuvar ¢alismalari sirasinda, laboratuvar giivenligini saglamak amaciyla kisisel koruyucu
donanimlar kullanilmalidir.

) Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan ekim araglari; ekiivyon pipet, 6ze, drigalski spatiilii
olarak siralanir.

) Gidalarda mikroorganizma yiikiiniin limitlerin istiinde olmasi, isletmelerin hijyen sartlarini
yerine getirdiginin gostergesidir.

) Basit 151k mikroskobunun optik kisimlarini ayna, diyafram ve tabla olusturur.

Mikroorganizmalarda gaz olusumunu goézlemlemek igin test tiipiiniin igine ........................
yerlestirilir.

Ekimi yapilan mikroorganizmalarin gelistirilip ¢ogaltilabilmesi igin gerekli sicaklik ve siirenin
saglandigi dolaplara ........................ adi verilir.

Gozle goriilemeyen organizmalarin mercekler yardimiyla biiyiitillerek incelenmesini saglayan
araglara ........................ adi verilir.

Viriislerin ve viral pargaciklarin incelenmesinde ........................ mikroskobundan yararlanilir.

Asagidakilerden hangisi laboratuvar o6nliigiiniin tasimasi gereken 6zelliklerden biri degildir?
A) Onliigiin boyu diz kapagim drtecek uzunlukta olmalidir.
B) Onliigiin kollar1 uzun olmaldir.
C) Onliik iizerinde bol cep bulunmalidr.
D) Onliik aleve dayanikli malzemeden yapilmis olmalidur.
E) Onliik hizlica ¢gikarilabilir 6zellikte olmalidur.

Asagidakilerden hangisi laboratuvar ¢aliyma kurallar1 arasinda yer almaz?
A) Steril olan ve olmayan malzemeler gruplandirilmali ve ayri yerlerde depolanmalidir.
B) Laboratuvarda ¢alisanlarin dikkatini dagitacak davraniglardan kagiilmalidir.
C) Caligmaya baslamadan 6nce ¢alisma tezgahlar %70’1lik alkolle dezenfekte edilmelidir.
D) Laboratuvar ¢alismalar1 esnasinda kap1 ve camlar agik tutulmalidir.

E) Calisma Oncesinde, sirasinda ve sonrasinda is sagligi ve giivenligi tedbirlerine uyulmalidir.

@
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11.  Asagidakilerden hangisi basit 151k mikroskobunun mekanik kisimlarindandir?
A) Diyafram
B) Isik kaynagi
C) Kondansor
D) Okiiler
E) Tabla

|
ro

Asagidakilerden hangisi mikrobiyoloji laboratuvarimin tasimasi gereken ozelliklerden
degildir?

A) Laboratuvarda nem ve sicaklik kontrolii saglanmalidir.

B) Laboratuvar yiizeyleri kolay temizlenebilir 6zellikte olmalidir.

C) Laboratuvar, giines 151g1m1 direkt alabilen bir bolgede olmalidir.

D) Laboratuvarda yeterli sayida su muslugu ve evye bulunmalidir.

E) Laboratuvar zemini kolay temizlenebilir 6zellikte olmalidir.

13. I. Mikroskopta incelenecek drnegin objektife yaklastirilip uzaklastiriimasini saglayan kisimdir.
I1. Mikroskop tablasinin alt kisminda yer alan, 15181 preparat {izerinde toplamaya yarayan kisimdir.
I11. Mikroskobun 151k kaynagindan gelen 15181n objektif ve okiilere iletilmesini saglayan kisimdir.

Numaralandirilarak verilen tanimlarin karsihigi asagidakilerden hangisinde dogru olarak
verilmistir?

A) Diyafram - Isik Kaynagi - Tabla

B) Ince Ayar Vidasi - Okiiler - Kondansor

C) Ince Ayar Vidasi - Kondansér - Tabla

D) Kaba Ayar Vidasi - Kondansdor - Ayna

E) Kaba Ayar Vidasi - [sik Kaynagi - Ayna

14.  Asagidakilerden hangisi mikrobiyolojilaboratuvarinda kullanilan ekim malzemelerindendir?
A) Drigalski spatiilii
B) Durham tiipleri
C) Erlen
D) Lam
E) Otoklav sisesi

15.  Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan malzeme ve araclarin temizligi ile ilgili asagidaki
ifadelerden hangisi yanhstir?

A) Kontamine olmus cam malzemeler, temizlenmeden 6nce 80 °C’de 20 dakika etiivde sterilize
edilmelidir.

B) Cam malzemelerden deterjan ile ¢ikmayan organik kalintilar kuvvetli asitlerle temizlenmelidir.

C) Lam, lamel, tiip, petri kutusu gibi kontamine arag gere¢ %>5°lik lizol veya 1.000 ppm aktif klor
iceren kapta biriktirilmelidir.

D) Steril malzemelerin, sterilizasyon tarihi en eski olanlar en 6nce kullanilacak sekilde dolaplarin
On tarafina yerlestirilmesi gerekir.

E) Tek kullanimlik plastik malzemeler kullanildiktan sonra sterilize edilmeli ve atilmalidir.




2. MIKROBIYOLOJIK
ANALIZ
NUMUNESH
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Bu 6grenme biriminde;
e Laboratuvari mikrobiyolojik analize hazirlamayi,
e Aseptik kurallara ve teknigine uygun olarak mikrobiyolojik 6n numune almayi,

e Aseptik kurallara ve teknigine uygun olarak mikrobiyolojik 6n numuneden analiz 6rnegi
hazirlamayi deneyimleyerek 6greneceksiniz.

OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAURAMLAR
2.1. Aseptik Teknige Uygun Labor_atuyar Hazirlig Dezenfeksiyon 6rnek homojenizasyon
2.2. Mikrobiyolojik Analizler icin On Ornek Alma karistirici tartim

2.3. Analiz Ornegini Hazirlama
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Mikrobiyolojik Analiz Numunesil
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2. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI

1. Mikrobiyolojik analizlerde aseptik sartlarda ¢alismak neden 6nemlidir?

2. Mikrobiyolojik analizlerde hatalarin kaynaklar1 neler olabilir?

3. Gida giivenliginde Salmonella ve Listeria cinsi bakterilerin 6nemini aragtiriniz.

o

2.1. ASEPTIK TEKNIiGE UYGUN LABORATUVAR HAZIRLIGI

Caligma alanindaki mikroorganizmalar, yapilan analizin giivenilirligi agisindan 6nemli bir tehdit
olusturmaktadir. Calisma ortamindaki patojen mikroorganizmalarin etkili bir sekilde yok edilmesi ve
toplam mikroorganizma yiikiiniin azaltilmas1 i¢in laboratuvar ortami, temizlik sonrasi uygun yontemlerle
mikroorganizmalardan arindirilmalidir.

2.1.1. Dezenfeksiyonun Tanimi

Cansiz ortamda bulunan patojen mikroorganizmalarin ve ¢ok direnc¢li olmayan diger mikroorganizma-
larin fiziksel veya kimyasal ajanlarla yok edilmesi veya tiremelerinin durdurulmasi islemlerinin tiimiine de-
zenfeksiyon ad1 verilir. Dezenfeksiyon amaciyla kullanilan maddelere dezenfektan veya sanitizer denir.

Etkili bir dezenfeksiyon igslemi; mikrobiyoloji laboratuvarinda kontaminasyonun 6nlenmesi, laboratu-
var glivenliginin saglanmas1 ve glivenilir analiz sonuclariin elde edilebilmesi bakimindan énemlidir.

2.1.2. Dezenfektan Maddelerin Cesitleri ve Ozellikleri

’. ! Mikrobiyoloji  laboratuvarlarinda  yaygin  olarak  kullanilan

" ‘ dezenfektanlar ve 6zellikleri asagida verilmistir (Gorsel 2.1):
. Alkoller: Yiizey sterilizasyonunda %70’lik etil alkol veya izo propil
alkol yaygin olarak kullanilir. Drigalski spatiiliiniin, ambalajlarin ve
caligma tezgahlarmin dezenfeksiyonunda etil alkol tercih edilir. Saf alkol,
} | hiicreye niifuz edemedigi i¢in %70-80’lik alkolden daha az etkilidir. Bu
J% 5 nedenle saf alkol, mutlaka saf su ile seyreltilerek kullanilmalidir.

Formaldehit: Formaldehitin %5-10 konsantrasyonu; kapali haldeki
oda, duvar, doseme gibi yiizeylerin sterilizasyonunda etkili olur.
Uygulama sonrasi 24 saat beklenilmeli, ardindan nétralize edilmelidir.
Islem bittikten sonra ortam havalandirilmalidir. Formaldehitin buhari zehirli oldugundan dikkatli

\

Gorsel 2.1: Cesitli dezenfektanlar

calisiimalidir.

Klor: Tiim bakteri ve sporlarina karsi etkili ve yaygin kullanilan bir dezenfektandir. Genellikle sivi
formunda kullanilir. Yiiksek konsantrasyonda korozif etkiye sahiptir. Klor ¢ozeltileri zamanla etkisini
kaybettiginden her zaman taze hazirlanmalidir. 525 ppm klor ¢ozeltisine %7 iyonik olmayan deterjan ilave
edildiginde ¢ozelti ¢ok etkili bir dezenfektan haline gelir.

Iyot Bilesikleri: Hizli etki eden, korozif olmayan bir yapiya sahiptir. Laboratuvarlarda yaygin olarak
kullanilir. Sporlar dahil tiim mikroorganizmalarda etkilidir. 75-150 ppm iyot konsantrasyonu, temiz
yiizeylerin ya da temiz suyun dezenfeksiyonunda oldukga etkilidir.




Peroksitler: Hidrojen peroksitin %3’liikk konsantrasyonu genel dezenfeksiyonda ve yara temizliginde
etkilidir. %30-50’1ik konsantrasyonu ekipmanlarin ve kaplarin ylizeylerinin sterilizasyonunda etkilidir.
Ancak ortamda organik maddelerin varligi, hidrojen peroksitin antiseptik etkisini 6nemli 6l¢lide azaltir.

2.1.3. Dezenfektan Maddelerin Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Kullanimi

Etkili bir dezenfeksiyon isleminin saglanabilmesi sunlara bagldir:

e Laboratuvarmn temizligi
e Upygulanacak materyalin temizligi
e Uygun dezenfektan segimi

o Dezenfektan etki siirelerinin iyi bilinmesi

Mikrobiyolojik Analiz Numunesi

e Dezenfektanlarin 6nerilen temas siirelerine uyulmasi
e Dezenfektan ¢ozeltilerinin dogru konsantrasyonda hazirlanmasi
e Ticari dezenfektanlarin talimatlarina uyulmast
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e Saglik Bakanliginca izin verilmis iirlinlerin kullanilmast

2.1.4. Dezenfektanlarin Muhafazasi
Dezenfektanlarin muhafazasinda dikkat edilecek hususlar su sekilde siralanabilir:

e Dezenfektanlar giines 1s1§1ina maruz birakilmamali, hava ile uzun siire temas etmemelidir.

e Dezenfektan ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra hemen etiketlenmelidir. Etiketin iizerinde soliisyonun
konsantrasyonu, hazirlandigi tarih ve soliisyonu hazirlayan kiginin bilgileri bulunmalidir.

e Dezenfektanlarin saklandigi kaplar, dezenfektanlarla tepkimeye girmeyecek 6zellikte olmalidir.
e Dezenfektanlar laboratuvarda kapali ve kilitli, uygun bir yerde muhafaza edilmelidir.

2.1.5. Laboratuvar Tezgahlarinin ve Masalarin Dezenfeksiyonu

Laboratuvar ¢alismalarina baslamadan dnce laboratuvar tezgahlar
ve masalar temizlenmeli, daha sonra uygun bir dezenfektan (%70’lik (P
etil alkol) ile dezenfekte edilmelidir (Gorsel 2.2).

Laboratuvarlarda ortam atmosferinin ve yiizeylerin sterilizasyonu,
UV lambasi ile de saglanabilir. UV lambasi sadece ¢aligma saatleri
disinda agik birakilmalidir. UV 15181, korlik ve kanser gibi risklere
sebep olabileceginden lamba calisirken laboratuvara girilmemelidir.

Gorsel 2.2: Tezgahlarin dezenfeksiyonu

2.2. MIKROBIYOLOJIK ANALIZLER iCIN ON ORNEK ALMA

Gidalarin, tiretiminden tiiketimine kadar olan asamalarda hijyen kurallarina uyulmamasi ve uygun
kosullarda muhafaza edilmemesi durumunda gidalara istenmeyen mikroorganizmalar ve bunlarin toksinleri
bulasir. Mikroorganizma ile kontamine olmus gidalar; hastaliklara, zehirlenmelere hatta o6liimlere yol
acabilir. Gida gilivenligi zincirinde son halkay1 olusturan tiiketicilerin gilivenilir ve kaliteli gidalara
ulagabilmeleri bakimimdan mikrobiyolojik kontroliin dnemi biiyiiktiir.

Omek alma, mikrobiyolojik kalitenin kontroliinde en temel asamadir. Ciinkii analizler gidalardan
alinan &rnekler iizerinden uygulanir. Ornek almanin (numune alma, 6rnekleme) temel prensibi yi1gmin (ana
kiitlenin) biitiinlinii temsil eden 6rnegi elde etmek ve bunu, alindig1 andaki kosullarinda hicbir degisime
ugratmadan analize almaktir.

Ornek alma asamalari su sekilde siralanabilir:

o Ornek miktarmin belirlenmesi
e Ornek alma planinin yapilmasi
o Ornegin usuliine uygun sekilde alinmasi
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2.2.1.

Ornegin uygun kosullarda laboratuvara génderilmesi

Ornegin analize hazirlanmasi

Ornek Alma Kaplarimin Ozellikleri

Mikrobiyolojik numune almak i¢in makas, bigak, konserve acacagi, sonda, spatiil, kasik, metal tiip,
pamuklu cubuk, pipet, metal termometre, 6rnek tasima kabi, terazi, polietilen poset, sise, kavanoz, blender
veya stomacher (stomekir) posetleri ve filtre cihazlari kullanilir. Orneklemede kullanilacak ekipmanlar
ornegin 6zelligine gore ¢esitlilik gostermektedir (Gorsel 2.3).

Gorsel 2.3: Bazi steril numune kaplar

Ornek alma kaplarinin tasimasi gereken dzellikler su sekilde siralanabilir:

2.2.2.

Ornek almada kullanilacak tiim materyaller mutlaka temiz, kuru ve steril olmalidar.
Kabin sekli ve kapasitesi 0rnegi alinacak iiriine uygun olmalidir.

Kaplarda herhangi bir kirik veya ¢atlak bulunmamalidir.

Nem gecirmeyen 6zellikte olmalidir.

Sterilizasyona dayanikli olmalidir.

Kullanilan kapaklar yag gecirgenligi ve emiciligi olmayan; 6rnegin kokusuna, aromasina ve yapisina
etki etmeyecek 6zellikte olmalidir.

Kapaklarin i¢ kisimlar koku gecirmeyen materyal ile kaplanmis olmalidir.
Kabin i¢ine digaridan mikroorganizma girmesini dnlemek i¢in kaplar hermetik kapakli olmalidir.

Kapag1 olmayan kaplar1 kapamada kullanilan tikaglar, dnceden aliiminyum folyo veya serit ile
sarilmig olmalidur.

Tek kullanimlik steril torbalar, 6rnek alma sonrasinda usuliine uygun sekilde kapatilmalidir. Ornegin
daha iyi korunabilmesi i¢in bu torbalar ikinci bir plastik posete konulmalidir.

Ornek Alma Sirasinda Dikkat Edilecek Hususlar
Ornekler; laboratuvar calisanlari, laboratuvar sorumlulari veya mikrobiyoloji iizerine egitim almis
kisiler tarafindan alinmalidir.

Ornegi alacak kisi, giday1 direkt etkileyecek gribal enfeksiyon, dksiirme veya bulagici hastalik
etkeni tagimamalidir.

Uriin ambalajli ise ambalaji agilmamus ve zarar gormemis paketlerden drnek alinmalidir.

Uriin, biiyiik ambalajlar iginde ise ambalajin dis yiizeyi %70’lik alkol ile dezenfekte edilmelidir.
Daha sonra aseptik teknige uygun olarak {iriinii temsil edecek sekilde {iriiniin farkli bolgelerinden
ornek alinmasi gerekir.

S1vi ya da yari1 sivi Uriinlerden 6rnek alma isleminde dnce steril bir aragla iiriin iyice karigtirilarak
homojen héle getirilmeli daha sonra aseptik teknige uygun olarak 6rnek alinmalidir.

Omek alma asamasinda havadan mikroorganizma bulasmasini engellemek icin hava akiminin
bulunmamasina dikkat edilmelidir.

Uriin y13in halinde ise y1ginin birgok bélgesinden gelisigiizel drnek alinmasi uygundur.
Musluk suyundan 6rnek alinacagi zaman, muslugun agzi alkolle yikanip alevden gecirilmelidir.




Ornek, suyun musluktan bir siire akitilmasindan sonra belli zaman araliklari ile akistan alinmalidir.
o Uriin kiigiik paketler halinde ise tesadiifi 6rnek alma y&ntemine gore drnek almmalidir.
e Ornek alma asamasinda 6rnek kaplarmin agz1 45° egimle agilmali ve drnek konulduktan sonra
hemen kapatilmalidir.

e Alinan 6rnek laboratuvara tagimirken triiniin etiket bilgilerinde yazan muhafaza kosullarina uygun
onlemler alinmalidir.

2.2.3. Ornek Miktarim Etkileyen Faktorler

Ulusal ve uluslararasi bir¢ok standartta, sayima dayali analizlerde kullanilacak 6rnek miktar: onar g
(ml) olarak belirtilmistir. Patojenlerin var / yok testlerinde bu miktar 25 g’dur.

Gidalarda toplam bakteri, koliform grubu bakteriler, stafilokok tiirleri, maya ve kiif analizleri i¢in onar
g, Salmonella ve Listeria analizleri i¢in yirmi beser g olmak iizere en az 60 g analiz numunesine ihtiyag
duyulmaktadir. Analizin tekrar edilebilecegi diisiiniilerek laboratuvara en az 200-250 g veya ml 6rnek
getirilmesi gerekir. Bunun yani sira iiriiniin 6zelligi ve fiziksel formu (kati, sivi, toz), yapilacak analizin
cesidi ve sayisi, irlinliin ambalaj sekli, ana kiitlenin biiyiikliigii, kontroliin yapilma nedeni gibi faktorler
iiriin miktarin etkilemektedir.

Ornek miktari ile ilgili genel kurallar su sekilde 6zetlenebilir:

e Ambalaj boyutu kiiciildiik¢e alinan 6rnek sayisi artirilir.

e Cocuklara, yaslilara, hastalara ve hamilelere yonelik hazirlanan iriinlerden daha fazla 6rnek
almmalidir.

e Biiyiik ambalajli iiriinler ile dokme ve yigin halinde olan iirlinlerin birgok noktasindan drnek
alinmasi gerekir.

e Cabuk bozulan gidalardan daha fazla 6rnek alinmalidir.

e Analiz esnasinda findik, fistik ezmesi gibi homojenizasyonu zor olan {iriinlerden daha fazla miktarda
ornek alimmalidir.

e Pazar payi yiiksek iirlinlerden daha fazla 6rnek alinmasi gerekir.

e Salgin durumlarinda aliman 6rnek miktari, rutin kontrollerde almman 6rnek miktarindan fazla
olmalidir.

e Basit teknoloji ile iretim yapan isletmelerden modern {iretim yapan igletmelere gore daha fazla
numune alinmalidir.

2.2.4. Ornek Alma Plam

Gidalar i¢cin Mikrobiyolojik Spesifikasyonlar Uluslararasi Komisyonu ICMSF [International
Commission on Microbiological Spesifications For Foods ( Intmesmil Kimisin an Maykrobaylacikil
Spesifikeysins For Fuudz)] tarafindan mikrobiyolojik kalite kontroliinde iki ve {i¢ sinifl1 6rnekleme planlar1
onerilmektedir. Ornekleme planlarinin seciminde gidanin yapisi, bozulma potansiyeli, gidaya uygulanan
islemler ve tiiketici profili (bebek, yasli, hasta, hamile vb.) dikkate alinmalidir.

Ornekleme plani, partideki {irinlerin tamaminin kabul edilmesi veya reddedilmesi igin partiyi temsil
eden Omneklerin kacinda kabul edilebilir kacinda kabul edilemez diizeyde mikroorganizma bulunmasi
gerektigini tespit etmek bakimindan 6nem arz eder.

Iki ve ii¢ stmifl1 planlar n, ¢, m ve M degerleri esas almarak yapilir. Bu degerlerin agiklamalari Tablo
2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1: Ornek Alma Planinda Esas Alinan Degerler

n Analiz edilecek ornek sayisi

c Ornek grubu icinde kabul edilebilir diizeyde maksimum 6rnek say1si

m ¢ sayidaki ornekte bulunmasina izin verilen (kabul edilebilir) mikroorganizma sayisi
M Analiz edilecek 6rnekte kabul edilebilir limitleri agan mikroorganizma sayisi

Mikrobiyolojik Analiz Numunesi
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iki Sinifli Ornekleme Planlari

Partinin tamamen kabul edilmesi veya reddedilmesi seklinde yapilan ornekleme planlaridir. Bu
planlamada bir defa analiz yapilir ve sadece n, ¢, m degerleri dikkate alinir. Gidalarda bulunmasina izin
verilmeyen Salmonella, Escherichia coli (Eserihiya koli) gibi patojenler var veya yok seklinde belirtilir.
Toplam bakteri, maya ve kiif gibi mikroorganizmalarin ise sayimi yapilir ve drnekte belirli limitlerde
bulunmasina izin verilir. Var / yok testinin sonucuna veya mikroorganizmalarin izin verilen limitleri agip
agsmamasi durumuna gore parti tamamen kabul edilir veya reddedilir.

Bu konu ile ilgili 6rnekler asagida verilmistir:

Ornek 1: Escherichia coli analizi icin n=5 ve ¢=0 ibaresi analiz edilen 5 6rnekten hicbirinde Escherichia
coli bulunmamalidir anlamina gelmektedir. Analiz sonucunda 6rneklerden en az birinde Escherichia coli
tespit edilmesi durumunda parti reddedilir. Partinin kabul edilebilmesi i¢in analiz edilen 5 6rnekte de negatif
sonug alinmalidir.

Ornek 2: Maya ve kiif analizi icin n=10, ¢=2 ve m=10° kob/ml ibaresi analiz edilen 10 6rnekten
en fazla 2 (¢) tanesinde istenmeyen mikroorganizma sayisi en fazla 10° kob/ml (m) olabilir anlamina
gelmektedir. Eger analiz sonucunda bu limitlerdeki 6rnek sayisi en fazla 2 ise parti kabul edilir, 2°den fazla
ise parti reddedilir.

Uc Simifli Ornekleme Planlari
Bu planlamada n, ¢, m ve M degerleri dikkate alinir. Ug smifli 6rnekleme planlarinda analize alinan
orneklerin higbirinde mikroorganizma sayisinin M degerinden yiiksek olmamas1 gerekir.
Mikrobiyolojik kalite acisindan ii¢ sinifli 6rnekleme planlarinda gida ornekleri ti¢ sinifta toplanir
(Erkmen, 2017).
o Ornek iinitelerinden herhangi biri m degerinden az sayida mikroorganizma igerir ise tamamiyla
kabul edilebilir sinirdadir.

o Ornek {initelerinden herhangi biri m ve M degerleri arasinda mikroorganizma igerir ise sinirl kabul
edilebilir durumdadur.

o Ornek iinitelerinden herhangi biri M degerinden ¢ok sayida mikroorganizma igerir ise tamamiyla
kabul edilmeyecek durumdadir.
Bu konu ile ilgili 6rnekler agagida verilmistir:
Ornek 1: Kiif analizi i¢in n=5, ¢=2, m=10?kob/g ve M=103kob/g seklinde yapilan drnekleme planina
gore partinin kabul edilebilmesi i¢in;
e Analize alinan 5 (n) 6rnekten sadece 2 (c) tanesinde kiif sayisi en fazla 10° kob/g (M) olmalidur.
e Geriye kalan 3 (n-c) 6rnekte kiif sayis1 en fazla 10? kob/g (m) olmalidir.

Bu durumda;

o Orneklerden biri 10° kob/g (M) degerini gegerse parti reddedilir.

e 5(n)6rnegin i¢inde 3 (n-c) veya daha fazla sayida 10*kob/g (m) degeri gegilirse parti yine reddedilir.
Ornek 2: Koliform analizi igin n=5, ¢=2, m=9 kob/ml ve M=95 kob/ml seklinde yapilan 6rnekleme

planina gore partinin kabul edilebilmesi i¢in;

e Analize alinan 5 (n) 6rnekten sadece 2 (c) tanesinde koliform grubu bakteri sayisi en fazla 95 kob/
ml (M) olabilir.

Bu durumda;

e Analize alinan 5 6rnekten herhangi birinde veya daha fazlasinda koliform grubu bakteri 95 kob/ml
degerini gegerse parti reddedilir.

e 2’den fazla 6rnekte koliform grubu bakteri 1-94 kob/ml oldugunda parti yine reddedilir.

Ornek 3: Salmonella spp analizi i¢in n=10, ¢=0, m=0 kob/g ve M=0 kob/g seklinde yapilan 6rnekleme
planina goére partinin kabul edilebilmesi i¢in analiz edilen 10 (n) 6rnekten hicbirinde Salmonella spp




olmamalidir. 10 6rnekten herhangi birinde Salmonella spp tespit edilmesi durumunda parti reddedilir.

2.2.5. Uretim Yerlerinden Mikrobiyolojik Ornek Alma Asamalari

Ornek alma esnasinda; iiriiniin cinsine, dzelliklerine, parti biiyiikliigiine ve bulundugu materyalin
niteligine gore farkli 6rnek alma teknikleri uygulanir. Ornek alma asamasinda kullanilan arag gerecin ve
kaplarin tekrar sterilize edilmesi gerekebilir. Kullanilan ekipmanin ¢esidine gore asagidaki sterilizasyon
yontemlerinden biri uygulanir:

e Otoklavda 121 °C’de 15-20 dakika stireyle buharli sterilizasyon yapmak
e Etiivde 170-175 °C’de en az 60 dakika siireyle kuru sterilizasyon yapmak
e FEkipmani en az %70’lik alkole daldirdiktan sonra alkolii yakmak

e Ekipmanin biitiin yiizeyini dogrudan alevden gegirmek

e Bakterisit etkisi 100 ppm klor es degerinde olan bir dezenfektan i¢inde 30 saniye beklettikten sonra
steril saf su ile silmek ve steril havlu ile kurulamak suretiyle sterilizasyon iglemi yapmak

Bir isletmede ¢esitli gidalardan, gida bilesenlerinden ve ekipmanlardan érnek alma isleminde kullanilan
teknikler asagida verilmistir:

Sivi Gidalardan Ornek Alnmasi: Gida oncelikle steril bir aragla karstirilarak, alt iist edilerek
veya mekanik karistiricilar yardimiyla homojen héle getirilir. Ardindan uygun bir steril ara¢ yardimiyla
(genellikle pipet) miimkiin oldugunca hizli 6rnek alinir.

Kati Gidalardan Ornek Ahnmasi: Gida maddesinin boyutlar1 uygunsa (beyaz peynir, ekmek, vb.)
gidanin tamami drnek olarak alinir. Gida maddesinin bilyiik ambalajlarda, y1gin hélinde veya biiylik parcalar
halinde olmasi durumunda (parga et, tulum peyniri, baz1 sekerlemeler, salga vb.) gidanin bir parcasinin
ornek alinmasi gerekir. Bunun i¢in steril bir kasik, sonda, bigak veya spatiil kullanilabilir. Eger gida maddesi
kiiciik paket iginde ve tagmabilir 6zellikte ise ambalajin tamami uygun kosullarda 6rnek olarak alinir.

Kuru Gidalardan Ornek Alinmasi: Bu tip gidalar (siit tozu, un, tahil, hububat gibi) toz veya graniil
halinde bulunur ve degisik boyutlarda olabilir. Bu gidalardan tek 6rnek alinacaksa 6rnek miimkiin oldugunca
ambalajin ortasina yakin bir yerden alinir. Bunun i¢in ambalajdaki tist kisimlar steril bir kasikla uzaklastirilir
ve steril kosullarda 6rnek alinir. Eger birden fazla 6rnek alinacaksa yaklasik 75 ¢cm uzunlugunda steril
sondalar kullanilarak farkli katmanlardan 6rnek alinir.

Sogutulmus Gidalardan Ornek Alinmasi: Kirmizi et, kanatl hayvan etleri ve balik gibi gidalardan
bigakla veya ylizeyden siirme (swab) ve kazima yontemleri ile 6rnek alinir.

Dondurulmus Gidalardan Ornek Ahnmasi: Dondurulmus gida bir kutu i¢inde ve biiyiik boyutlu
ise ornekler steril bir keski, testere veya matkap yardimiyla alinir. Eger gida maddesinin buzu kismen
¢oziilmiis ise steril bir bicakla 6rnek alma islemi gerceklestirilir.

Konserve Gidalardan Ornek Alinmasi: Ornek alinacak konserve kutusu incelenir. Kutuda herhangi
bir sigsme, sekil bozuklugu vb. durumlar yoksa kutunun 6rnek alinacak kismi ve ¢evresi %70’lik alkol ile
dezenfekte edilir. Kutunun kapag1 alevden gecirilir. Eger konserve kutusu bombajli ise alev ile sterilize
edilmez. 100 ppm (100 mg/kg) klor ile silinir ve 30 saniye bekletildikten sonra steril su ile silinir. Bu
islemlerden sonra kutu steril bir agacak yardimiyla agilarak usuliine uygun sekilde 6rnek alinir.

Musluklardan Su Ornegi Ahnmasi: Musluga takil plastik ~

boru varsa ¢ikarilir, muslugun i¢ ve dis kismi temizlenir. Musluk e

gevresi %70’lik alkolle dezenfekte edilir, ardindan alevle K‘  — 3 }_?r
yakilarak sterilize edilir. Sterilizasyondan sonra musluk sonuna . o v S _ 41
kadar agilir, suyun bir siire akmasi saglanir. Ornek kabinin agiz 19 \ |
kismina el degdirmeden aseptik kosullarda 6rnek alinir (Gorsel H o

2.4).
Ekipmanlardan Ornek Ahnmasi: Steril bir ekiivyon
kullanilarak siirme yontemi ile &rnek alinr. Gorsel 2.4: Musluktan su 6rnegi alinmasi

-
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2.2.6. Alinan Orneklerin Tasinmasinda ve Muhafazasinda Dikkat Edilecek Hususlar

e Alnan 6rnekler, mikroorganizma sayilarinda artma veya azalma olmayacak sekilde laboratuvara
getirilmelidir. Bu 6rnekler analize alinincaya kadar iirliniin 6zellikleri degismeyecek sekilde uygun
sicaklik ve kosullarda muhafaza edilmelidir.

e (Cabuk bozulabilen dondurulmamis iirlinler (siit ve siit liriinleri, et ve et iirlinleri, taze meyve ve
sebzeler vb.) 0-5 °C’ye sogutulmali ve bu sartlarda laboratuvara ulastirilmalidir. Bu 6rnekler 24
saat icerisinde analize alinmayacaksa 50 g’lik porsiyonlar haline getirilerek -20 °C’de muhafaza
edilmelidir. Yapilan islem, analiz raporunda mutlaka belirtilmelidir.

e Dondurulmus gidalar, -18 °C’de laboratuvara getirilmeli ve analiz edilinceye kadar donmus durumda
(-18 °C’de) muhafaza edilmelidir.

e Kurutulmus ve konserve gidalar oda sicakliginda muhafaza edilmeli ve son kullanim tarihinden
once analize alinmalidir.

e Bombajli veya bombaj riski bulunan konserve kutularinin patlama tehlikesine karsi kutular ikinci
bir ambalaja alinmals, iiriinler bu sekilde laboratuvara getirilmelidir.

o Orneklerin alinmasi ve laboratuvara getirilmesi esnasinda dogrudan giines 1s131na maruz kalmalari
engellenmelidir.

e Alman tim Ornekler i¢in numune alma tutanagi ve etiketi titizlikle doldurulmali, drnekler bu
tutanakla beraber laboratuvara getirilmelidir.

2.3. ANALiZ ORNEGINIi HAZIRLAMA

Analize alinacak Ornegin ambalaji genel mikrobiyoloji

. p WV kurallarina gore acilmali ve ambalajin agilmasi sirasinda
24 ‘] orneklerin mikrobiyal yiikiinde degisime sebep olabilecek
. !‘: "- \ ‘ hatalardan kagiilmalidir. Yapilan analizlerde dogru ve giivenilir

s : sonuglar elde edilebilmesi i¢in drneklerin analize hazirlanmasi

esnasinda dikkat edilmesi gereken hususlar soyle siralanabilir
(Gorsel 2.5):

e Ornegin bulundugu ambalaj acilmadan 6nce ambalajin
dis kisimlart %70’lik alkolle temizlenir. Bu islem yapilirken
alkoliin gidaya temas ettirilmemesine dikkat edilmelidir.

e Ornegin bulundugu ambalaj agilirken kullanilan tiim arag
gerec (makas, pens, konserve agacagi vb.) steril olmalidir.

Gorsel 2.5: Ornegin analize hazirlanmasi

e Dondurulmus gidalarin, analiz edilmeden 6nce orijinal ambalajinda 2-5 °C’de 18 saat i¢inde veya
45 °C’nin altinda 15 dakika i¢inde ¢ozdiriildiikten sonra bekletilmeden analize alinmasi gerekir.

e Bombajli {irlinlerin agilmasi sirasinda laboratuvar ¢alisanlarinin zarar gérmemesi ve laboratuvarin
kontamine olmamasi i¢in gerekli tedbirler alinmalidir.

e Sivi veya yari s1vi Orneklerin bulundugu kaplar agilmadan 6nce iyice karistirilmalidir.

2.3.1. Ornegin Laboratuvara Kabulii ve Laboratuvar Kayitlari

o Ornegin laboratuvara gereken kosullarda getirilip getirilmedigi kontrol edilir. Ornegin uygun
kosullarda  getirilmedigi tespit edildiginde ya Ornek
laboratuvara kabul edilmemeli ya da numune kabul formuna
bununla ilgili tiim olumsuzluklar yazilmalidir (Gorsel 2.6).

o Orneklerin bulundugu ambalajlarda herhangi bir delik,
yirtik, kirik, catlak olmamasina dikkat edilmelidir.

—— i
—

| o Alman 6rnege ait tiim evraklarin, imzalarin ve miihiirlerin
't (resmi numunelerde) tam olup olmadigi kontrol edilmelidir.

“-— -
e —— "

Laboratuvara gelen ve kabul edilen ornek icin gerekli
Gorsel 2.6: Laboratuvar kayitlariin tutulmasi & an &




bilgilerin kayda alinmasi gerekir.

e Ayni ornekte kimyasal test de yapilacaksa oOncelikle mikrobiyolojik analizler i¢in analiz ve sahit
numuneler ayrilmalidir.

2.3.2. Ambalajin Ac¢ilmasi

e Alevden gegirilemeyecek (kagit, plastik vb.) ambalajlar 6nce %70’lik alkol, ardindan steril saf su
ile silinir.

e Konserve kutular agilirken eger kutuda bombayj, sekil bozuklugu vb. durumlar yoksa kutunun agiz
kismi ve gevresi %70’lik alkol ile dezenfekte edilir. Ardindan kutunun kapagi alevden gegirilir.
Konserve kutusu bombajli ise kutu 6nce 100 ppm (100 mg/kg) klor ile silinir. 30 saniye bekletildikten
sonra steril su ile silinir. Bombajli kutular alevden gegirilmemelidir. Bu islemlerden sonra kutu
steril bir agacak yardimiyla acilir ve usuliine uygun sekilde analiz numunesi hazirlanir.

o Ornegin bulundugu ambalaj cam, metal vb. maddeden yapilmis ise bu ambalajlarn agiz kismi ve
gevresi %70’lik alkolle silinir, ardindan alevden gegirilir.

2.3.3. Analiz Orneklerini Tartma

Analiz 6rneklerinin, mikrobiyolojik 6zelliklerinde herhangi bir degisime ugratilmadan tartilabilmesi
icin dikkat edilmesi gereken hususlar soyle siralanabilir:

e Sivi6rnekler dogrudan analize alinabilir. Kat1 gidalar ise tartim, homojenizasyon gibi 6n iglemlerden
gecirildikten sonra analize alinmalidir.

e Kati1 6rneklerin tartimi aseptik sartlarda yapilmalidir. Tartim islemleri i¢in 0,1 g duyarlilikta hassas
teraziler kullanilmalidir.

e Tartim islemi, daha Once sterilize edilmis saat cami, petri kutusu ve aliiminyum folyo gibi
materyallerin i¢inde yapilir.

e Kati gida maddesi, tartim esnasinda problem yaratacak boyutta ve nitelikte ise tartim 6ncesi aseptik
kosullara uygun sekilde iirlin boyutunun kii¢iiltiilmesi gerekir.

e Tartim sirasinda 6rnegin hedeflenen agirliga getirilmesi icin kontaminasyon tehlikesini artiracak
diizeyde ugrasilmamalidir. BoOyle durumlarda tartim hatasi, seyreltme sivisinin miktarinin
degistirilmesi ile giderilir. Bu konu ile ilgili 6rnek asagida verilmistir:

Ornek: Standart bir analizde 10 g gida 6rnegi iizerine 90 ml seyreltme sivisinin konulmasi gerekir.
Analize alinacak drnek 10,4 g olarak tartildi ise fazla tartim 10,4-10=0,4 g’dir. Bu durumda;

10 g 6rnek i¢in 90 ml seyreltme sivis1 gerekiyorsa
0,4 g 6rnek igin Y ml seyreltme sivis1 gerekir.

Y=3,6 ml seyreltme s1vis1 gerekir.

Sonug olarak 10,4 g 6rnek igin gerekli seyreltme s1vist miktar: 90+3,6=93,6 ml olur. Bu islemle standart
1/10 seyreltme orani korunmus ve tartim sirasindaki kontaminasyon tehlikesi azalmis olur.

2.3.4. Homojenizasyon islemi ve Kullanilan Araclar

Analize alinacak kat1 veya yar1 kat1 gida rneklerinin bir seyreltme sivisi iginde homojen hale getirilmesi
islemi homojenizasyon olarak adlandirilir. Bu islemle; olusturulan ¢ozelti igindeki iiriin dagiliminin ve
ozelliklerinin ¢ozeltinin her yerinde ayni olmasi, mikroorganizmanin aseptik kosullarda kisa siirede ve en
yliksek oranda seyreltme sivisina gegirilmesi hedeflenir.

Mikrobiyolojik Analiz Numunesi
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Homojenizasyon isleminde kullanilan araglar ve bunlarin 6zellikleri agagida verilmistir:
Manyetik Karistirici

Manyetik karistirict; yogurt, ket¢ap, seker, dondurma, siit tozu gibi seyreltme sivisinda kolayca
eriyebilen kat1 ve yar1 kat1 gidalarin homojenizasyonunda kullanilir (Gorsel 2.7).
Tiip Kanistiricr (Vorteks)

Tiip karistiricy; siit, ayran, meyve suyu gibi tiip igerisinde bulunan sivi gidalarin karigtirilmasinda
kullanilir (Gorsel 2.8).

Gorsel 2.7: Manyetik karistiric Gorsel 2.8: Tiip karistirict

Doner Bicakh Karistirici (Blender)

Blender, kat1 gidalarin kesilerek, parcalanarak ve ezilerek homojenize edilmesinde kullanilir (Gorsel
2.9). Doner bigaklar1 vasitasiyla yiikksek donme hizinda gidanin etkin bir sekilde pargalanmasini saglar.
Kuru yemis, makarna, biskiivi gibi sert ve kuru gidalar diginda salam, sosis gibi iiriinler de blenderde
homojenize edilebilir.

Peristaltik Tip Karistiric1 (Stomacher)

Stomacher, genellikle et {irlinlerinin pargalanmadan homojenize edilmesinde kullanilir (Gorsel 2.10).
Ornekler ve seyreltme sivisi, 6zel steril bir torba igerisinde cihazin pedalli ayaklar1 sayesinde ezilerek
homojenize olur. Sert ve kuru gidalar stomacherda homojenize edilmemelidir. Aksi halde stomacherin steril
torbalar1 yirtilabilir.

Gorsel 2.9: Blender Gorsel 2.10: Stomacher

Pulsifier (Palsifayer)

Pulsifier, stomachera benzeyen calisma mekanizmasina sahiptir. Analize alinacak gida 6rneginin steril
bir torba ic¢inde yliksek frekansla titrestirilip sok dalgalari yaratilarak mikroorganizmalarin sivi ortama
gecirilmesi prensibine dayanir. Ornek, bu cihazla tamamen pargalanmadig1 igin seyreltme sivisina az
miktarda gida gecisi olmaktadir.




e Uygulama Yapragi Sure : 3 Ders Saati O

1. UYGULAMA : | ASEPTIK TEKNIGE UYGUN LABORATUVAR HAZIRLIGI

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2 2 2 2

\/

Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alan1 aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/
\/

Dezenfektan kiivetleri ' Uygun dezenfektan ¢ozeltileri
Temizlik bezleri V' %70°lik etil alkol
Kagit havlu

islem Basamaklar

1.

Laboratuvarin temizlik kontroliinii yapiniz. Zeminde ¢op olmamasina ve tezgdhlarin lizerinde
herhangi bir ara¢ gere¢ bulunmamasina dikkat ediniz.

Laboratuvar ortaminda herhangi bir kirlilik mevcut ise uygun temizlik ¢dzeltileri ile temizleyiniz.
Usuliine uygun sekilde dezenfektan ¢ozeltilerini hazirlayiniz.

Kaplarin {izerine dezenfektan ¢ozeltisinin adini, ¢zeltinin hazirlanma tarihini ve konsantrasyonu,
¢oOzeltiyi hazirlayanin adini ve soyadini yaziniz.

Laboratuvar yiizeylerini (zemin, tezgah, masalar, dolaplar vb.) uygun dezenfektan ¢ozeltileri ile
dezenfekte ediniz.

islem Uygulama Semasi

Islem basamaklarina gore gerceklestirilen is ve islemlerle ilgili olarak Tablo 2.2’yi doldurunuz.

Tablo 2.2: Dezenfektan Cozeltisi Hazirlama

Hazirlanan Dezenfektan Cozeltisi Cozeltinin Cozeltinin Kullanilacag Yiizeyler

Konsantrasyonu

Mikrobiyolojik Analiz Numunesi
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Temizlik ve Dezenfeksiyon

Caligma bitiminde ¢alisma alaninizi temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.
Kullanilan ekipmanlari temizleyip dezenfekte ederek yerlerine kaldiriniz.
Cihazlarin temiz ve kapali konumda birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.

Atiklart uygun atik kutusuna atiniz.

A

Laboratuvarin elektrik, gaz ve su baglantilarmin kapali olup olmadigini kontrol ediniz.

Sonuc¢ ve Yorum

“Aseptik Teknige Uygun Laboratuvar Hazirh@” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

.. .. DERECE
OLCUTLER C

1 2 3 4 5
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Dezenfektanh kiivet hazirladi.

Temizligi yapilmis ¢alisma alanmini uygun sekilde
dezenfekte etti.

Dezenfektan maddeleri uygun sartlarda muhafaza etti.
Uygulama raporunu hazirladi.

Siireyi verimli sekilde kullandi.
Form Puani: Gercek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,85 ile carparak 100 tizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 arahiginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.




e Uygulama Yaprags Siire : 2 Ders Saati O

2. UYGULAMA :  ON ORNEK (ALAN ORNEGI) ALMA |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2 2 2 =2 =2

\/

Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,

koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani aseptik hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayimiz.
Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Uygulamaya baslamadan once analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi

yaninizda bulundurunuz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/

Steril numune siseleri 7' %70’lik etil alkol
Bunsen beki \' Pamuk

islem Basamaklar

L.

2
3.
4

b

Ornegi alacaginiz muslugun agzinda hortum vb. eklentiler varsa bunlari ¢ikariniz.

Muslugun agiz kismini iyice temizleyiniz.

Muslugu sonuna kadar agarak suyun birkag dakika akmasini saglayimiz. Ardindan muslugu kapatiniz.
Muslugu, %70’1lik alkol dokiilmiis ve yakilmis bir pamuk tamponla 1 dakika boyunca sterilize
ediniz.

Muslugu tekrar dikkatle agarak birka¢ dakika suyun akmasini saglayiiz.

Steril numune sigesini dipten tutarak agiz kismina el degdirmeden sisenin kapagimi dikkatlice
aciiz. Sisenin kapagini, i¢ kismi agagi1 bakacak sekilde tutmaya dikkat ediniz.

Sisenin agzini alevden geciriniz ve numuneyi aldiktan hemen sonra kapagi sikica kapatiniz.
Sisenin tepesinde bir miktar bosluk kalmasina dikkat ediniz.

Aldigimiz 6rnegi uygun sartlarda laboratuvara getiriniz ve 6rnegi analize alincaya kadar muhafaza

sartlarina uygun olarak saklayiniz.

10. Numune alma tutanagini ve etiketini usuliine uygun sekilde doldurunuz.

Mikrobiyolojik Analiz Numunesi
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Islem Uygulama Semasi

Islem basamaklarina gore gerceklestirilen is ve islemlerle ilgili olarak Tablo 2.3’ii doldurunuz.

Tablo 2.3: Numune Alma Tutanag: ve Etiketi (EK-1)

EK-1

Tutanak No
Isyerinin Ad1
Adresi

Tarih:

Saat:

Yasal Dayanak 15996 Sayili Kanun
Numune Alinis Esast : Tirk Gida Mevzuati

Isyeri Acma ve Calisma Ruhsati No:
Isyeri Kayit/Onay Numaras:

NUMUNE ALMA TUTANAGI ve ETIKETI

ALINAN NUMUNENIN

Uriin Cinsi ve Ad1

Uretim Yeri ve Adresi

Numunenin Alindig1 Unite

Son Tiketim Tarihi

Numune Miktar1

Parti no / Seri no ve Parti Biiyiikligi

Numune Alinig Sebebi

Numunenin Alinis Kosullari

Numunenin Laboratuvara Gonderilis Kosullari

Plastik Giivenlik Mihriiniin Numarasi

Givenlik Etiketi Numarasi

Numune Sicaklik Degeri

tutanak tarafimizca imza edilmistir.

Resmi Kontrol Ekibinin

Yukarida belirtilen gida igletmesinin sahibi veya sorumlusu .......................... nin

huzurunda ......... adet numune alinarak ....................... miihri ile mihiirlenmis ve isbu

isveri vetkilisi veya Sorumlusunun

Adi Soyadi
Unvani
Imza

Adi Soyad :
Gorevi
imza

Not : Ozel mevzuatina bagli numune alma tutanaklari i¢in bu tutanak diizenlenemez.




Temizlik ve Dezenfeksiyon

Caligma bitiminde ¢alisma alaninizi temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.
Kullanilan ekipmanlari temizleyip dezenfekte ederek yerlerine kaldiriniz.
Cihazlarin temiz ve kapali konumda birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.

Atiklart uygun atik kutusuna atiniz.

2 22 2 2

Laboratuvarin elektrik, gaz ve su baglantilarmin kapali olup olmadigini kontrol ediniz.

Sonuc¢ ve Yorum

“On Ornek (Alan Ornegi) Alma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gézlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE

OLCUTLER
OLCU 1 2 3 4 5
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullamlacak arag¢ gereci hazirladi.

Ornekleme planina gore alinacak 6rnek miktarini
belirledi.

Aseptik sartlarda ornek aldi.
Alinan érnegi uygun sartlarda laboratuvara getidi.

Analiz evraklarii dogru sekilde doldurdu.

Temizlik kurallarina uygun olarak calisma ortamini ve
ekipmanlari temizledi.

Siireyi verimli sekilde kullandi.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 Uizerinden gercek puani hesaplayiniz.
Gercek puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise
uygulamayi tekrarlayiniz.

Mikrobiyolojik Analiz Numunesi I

'
&l
\gﬂ




Mikrobiyolojik Analiz Numunesil

¢
&)
I/

@ Uygulama Yapragi Siire : 3 Ders Saati O

3. UYGULAMA :  ANALIZ ORNEGI (ORNEK UNITESI) HAZIRLAMA

Is Saghig ve Giivenligi Tedbirleri

\/

A

\/

Laboratuvar ¢aligmasinin gerektirdigi kisisel hazirliklarinizi yapiniz ve kisisel koruyucu donanimlari
(6nliik, eldiven, maske, koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alan1 aseptik hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.
Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analize baslamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 =2

Usuliine uygun sekilde alinan kati ve sivi gida 6rnekleri

Steril seyreltme sivisi (serum fizyolojik, peptonlu su, Ringer ¢dzeltisi vb.)
Homojenizasyon i¢in gerekli ekipmanlar (blender, stomacher, vorteks, manyetik karistirict vb.)
Steril kesici (makas, bigak vb.)

Steril kasik, spatiil vb.

Steril tartim kaplar1 (50 mI’lik beher, petri kutulari, aliiminyum folyo vb.)
Hassas veya analitik terazi

Steril metal termometre

Bunsen beki

Steril pipet

%70’lik etil alkol

Steril saf su

Islem Basamaklar

AN e

Grup ¢alismasi yapiniz ve her grupta bir kat1 ve bir sivi 6rnek olacak sekilde 6rneklerinizi seginiz.
Orneklerin bulundugu materyalleri agmadan 6nce usuliine uygun sekilde temizleyiniz.

Analize alacak gida 6rneklerinin sicakligini ve pH degerini 6lgerek Tablo 2.4’1 doldurunuz.
Usuliine uygun olarak alinan kat1 gida 6rneklerinden aseptik kosullarda 10 g tartiniz.

S1v1 gida 6rneklerinden steril pipetle aseptik kosullarda 10 ml alimiz.

Hedeflenen 6rnek miktari ile tartilan drnek miktari arasinda fark var ise drnek ve seyreltme sivisi
arasinda 1/10 oranini saglayacak sekilde seyreltme sivisinin miktarini ayarlayiniz (Tablo 2.5).

Tartimini yaptiginiz 6rnegi seyreltme sivisinin bulundugu materyale yerlestiriniz.




8. Analize alinacak ornegi, ozelligine uygun bir sekilde ve uygun teknikte seyreltme sivisi ile
homojenize ediniz.

9. Islem sonunda uygulanan yontemin islevselligini tartisiniz.

Islem Uygulama Semasi
Islem basamaklarina gore gerceklestirilen is ve islemlerle ilgili olarak Tablo 2.4 {i ve 2.5” i doldurunuz.

Tablo 2.4: Laboratuvara Kabul Edilen Orneklerin Etiket Bilgileri
Gida Orneginin Laboratuvara Geldigi Tarih ve Saat

Ornek

Mikrobiyolojik Analiz Numunesi

Ambalaj Ozellikleri
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Miktar
pH
Sicakhk

Aciklama

Tablo 2.5: Ornegin Analize Hazirlanmasi

Analiz Ornegi  Hedeflenen Tartilan Ornek  Hesaplama Seyreltme Sivisi Homojenizasyon
Agirhk Miktar: Miktar: Yontemi

Temizlik ve Dezenfeksiyon

Caligma bitiminde ¢alisma alaninizi temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.
Kullanilan ekipmanlari temizleyip dezenfekte ederek yerlerine kaldiriniz.
Cihazlarin temiz ve kapali konumda birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.

Atiklart uygun atik kutusuna atiniz.

2 22 =2 2

Laboratuvarin elektrik, gaz ve su baglantilarmin kapali olup olmadigini kontrol ediniz.
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Sonuc¢ ve Yorum

“Analiz Ornegi (Ornek Unitesi) Hazirlama” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iligkin gbzlem sonucunuzu “X” igareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE
1 2 3 4 S

OLCUTLER
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Laboratuvara gelen érnegin kaydini tuttu.

Aseptik calisma ortamimi hazirladi.

Analiz orneginin sicaklik dl¢iimiinii yaparak laboratuvar
formuna kaydetti.

Analiz 6rnegini tartti.

Analiz 6rnegini homojenize etti.
Uygulama raporunu hazirladi.
Siireyi verimli sekilde kullanda..

Form Puani: Ger¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,22 ile carparak 100 tizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 arahiginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.
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OLCME VE DEGERLENDIRME

1. () Dezenfeksiyon amactyla kullanilan maddelere dezenfektan adi verilir.
2.( ) Dezenfektanlar giines 1s1g1n1 iyi alabilen alanlarda depolanmalidir.

3.( ) Iki simfli 6rnekleme planinda n=7 ve ¢=0 ise partinin kabul edilebilmesi i¢in analiz edilen 7
ornekte de negatif sonug alinmasi gerekir.

4.( ) Ornekleme isleminde ambalaj boyutu biiyiidiikk¢e daha fazla sayida érnek alinir.

)
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5.( ) Sert ve kuru gidalarin homojenizasyonunda stomacher kullanilir.

6.( ) Ornek alma esnasinda iiriin cinsine ve parti biiyiikliigiine gore farkli 6rnek alma teknikleri
uygulanir.

7. Ornek alinacak konserve kutusu bombajli ise kutu énce %70°1ik......................... ile ardindan
steril saf su ile silinmelidir.

8.  Dondurulmus 6rnekler laboratuvara ......................... sicaklik kosullarinda getirilmelidir.

9.  Tip icerisinde bulunan sivi 6rneklerin karigtirtlmasinda ......................... kullanilir.

10.  Bir ylizeydeki patojen mikroorganizmalarin fiziksel veya kimyasal ajanlarla yok edilmesi islemine
......................... ad1 verilir.

11. I. Alkol
I1. Formaldehit
111 Iyot bilesikleri
IV. Peroksitler
Yukaridaki maddelerden hangileri mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin kullanilan
dezenfektanlar arasindadir?

A) IvelV

B) I, Il ve 111

O LUvelV

D) II, Il ve IV
E) LI, Il ve IV
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12.
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14.

15.

16.

Asagidakilerden hangisi analize alinacak 6rnegin homojenizasyonunda kullanilan araclardan
biridir?

A) Ekiivyon

B) Etiiv

C) Inkiibator

D) Manyetik karistirict

E) Otoklav

I. Ornegin analize hazirlanmasi
II. Ornek miktarinin belirlenmesi
I11. Ornegin uygun kosullarda laboratuvara gonderilmesi
IV. Ornek alma planinin yapilmasi
V. Ornegin usuliine uygun sekilde alinmasi
Verilen bu 6rnek alma asamalarinin dogru siralams asagidakilerden hangisidir?
A) I-II-V-IV-1II
B) H-IV-V-lII-1
C) UI-V-II-I-1V
D) IV-II-II-V-1
E) V-IV-1I-1II-I

25 g gida 6rneginin homojenizasyonu i¢in 225 ml seyreltme ¢ozeltisi hazirlanmis fakat tartim 25,7
g yapilmistir.

Buna gore seyreltme oranimnin 1/10 olmasi icin steril torbaya ka¢ ml daha seyreltme
sivisi eklenmelidir?

A) 5,9

B) 6,1

C) 6,3

D) 7.4

E) 7.6

Asagida verilen 6rnek alma islemleri ile ilgili ifadelerden hangisi yanhstir?

A) Ornekler laboratuvara getirilirken giines 1518101 iyi alabilen kaplarda muhafaza edilmesi gerekir.

B) Ornek alma sirasinda alevden gegirilemeyen ambalajlar énce %70’lik alkol ardindan steril saf
su ile silinir.

C) Cabuk bozulabilen dondurulmamis iiriinlerin analize alinincaya kadar 0-5 °C sicaklikta muhafaza
edilmesi gerekir.

D) Et ve balik gibi gidalardan yilizeyden siirme ve kazima yontemleri ile 6rnek alinir.

E) Ekipmanlardan steril bir ekiivyon kullanilarak siirme yontemi ile 6rnek alinir.

Asagidakilerden hangisi 6rnek miktarim etkileyen faktorlerden biri sayllmaz?
A) Kontroliin yapilma nedeni

B) Ornekleme planinin yapildigi yer

C) Uriiniin ambalaj sekli

D) Uriiniin fiziksel formu

E) Uriiniin pazar pay1




STERILIZASYON

Bu 6grenme biriminde;
e Teknigine uygun olarak arag gerecleri sterilizasyona hazirlamayi,

e Aseptik teknigine uygun olarak arag gereglerin sterilizasyonunu yapmayi deneyimleyerek

Ogreneceksiniz.
OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAURAMLAR
3.1. Arag Gereci Sterilizasyona Hazirlama Sterilizasyon buhar alev filtre 1si

3.2. Arag Gerecin Sterilizasyonu radyasyon
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3. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI | \
kler

1. Gidalarim mikrobiyolojik analizlerinde kullanilan materyallerin tagimasi gereken ozelli
nelerdir?

2. Indikatér mikroorganizmalarm &nemini ve kamu kontrol kuruluslari tarafindan belirlenen
indikator mikroorganizmalari arastiriniz.

3.1. ARAC GERECI STERILIZASYONA HAZIRLAMA

Bir ortamdaki veya bir materyaldeki mikroorganizmalarin tamamimin yok edilmesi ya da ortamdan
uzaklastirilmasi islemine sterilizasyon denir. Sterilizasyon islemi uygulanmis ortam veya materyal sterildir
ve bu sterilitenin islem sonrasi1 korunmasi gerekir.

Mikrobiyoloji laboratuvarinda sterilizasyon islemi ile laboratuvardaki cesitli ara¢ gereclerin, ekipman-
larin, besiyerlerinin, ¢ozeltilerin ve ¢alisilmis mikroorganizma kiiltiirlerinin {izerinde veya i¢ kisimlarinda
bulunan mikroorganizmalar uzaklastirilir (Gorsel 3.1). Bu sayede bu ortamlarda bulunan mikroorganizma-
larin vejetatif formlar1 ve direngli sporlar1 ortamdan arindirtlmis olur.

3.1.1 Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Sterilizasyonun Onemi

Gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda, g¢alismalarin gilivenilir ve dogru sonu¢ vermesi agisindan
laboratuvar kurallarina eksiksiz uyulmasi ve kullanilan malzemelerin steril olmasi gerekir. Ayrica insan
sagligini tehdit eden patojen mikroorganizmadan korunmada, dis ortamdan istenmeyen mikroorganizmanin
bulagmasinin onlenmesinde ve kontamine materyallerin yeniden kullanilabilir héle getirilmesinde
sterilizasyon iglemi ¢ok dnemlidir.

Besiyerleri, ¢ozeltiler, laboratuvar ara¢ gereci ve ekipmanlari steril olmazsa bunlardan gelebilecek
mikroorganizmalar, analizi yapilan gidadan gelmis gibi degerlendirilir ve yanlis yorumlara yol agar.

Ornegin, analizde kullanilacak herhangi bir malzemede bir 6nceki analizden kalma bir kontaminasyon
durumu varsa yeni yapilan analizde gida numunesi hijyenik kosullarda {iretilmis olsa dahi numunede
mikrobiyal iireme goriilecektir. Bu da numunenin hatali degerlendirilmesine sebep olacaktir.

Gorsel 3.1: Sterilizasyon odas1




3.1.2. Sterilizasyon Yontemleri

Sterilize edilecek materyalin 6zelligine gore farkli sterilizasyon yontemleri uygulanabilir (Gorsel

3.2).

rAlevden gecirme

-Alevde tutma

~Ist uygulamasi

rKuru sicak havada bekletme

“Buharla sterilizasyon

-Filtre ile sterilizasyon

~Kimyasal maddelerle sterilizasyon

Sterilizasyon Y ontemleri

fyonize radyasyon

-Radyasyon sterilizasyon

[yonize olmayan radyasyon

Gorsel 3.2: Sterilizasyon yontemleri

Basingsiz buharla sterilizasyon

Basingli buharla sterilizasyon (otoklavda)

rKaynatma

-Tindalizasyon

Doymus su buharinda tutmak

Laboratuvarda besiyerlerinin, ¢ozeltilerin ve diger materyallerin sterilizasyonunda kullanilacak 1s1
uygulamalari sterilize edilecek materyalin 6zelligine, hacmine ve igerigine gore farklilik gostermektedir.

Alevden Gecirme

Analiz sirasinda steril tiip, erlen, balon, pipet gibi cam malzemeler ile steril pens, bigak gibi araglarin

kontaminasyonunun dnlenmesi i¢in uygulanan islemdir. Bu iglem, malzemelerin agiz kisimlarinin agilip
kapatilmasi sirasinda kisa siireli olarak art arda ii¢ kez bunsen beki alevinden gegirilmesi ile gerceklestirilir.

Alevde Tutma

Ekim Oncesinde ve sonrasinda 6zenin ucunun akkor haline
gelinceye kadar bunsen beki alevinde tutularak sterilize edilmesi
islemidir (Gorsel 3.3).

Steril olmayan bicak, pens, drigalski Ozesi gibi araglarin
yiizeylerindeki mikroorganizmalarin uzaklastirilmasinda da bu
yontemden yararlanilir.

Bu materyallerin uglari, en az %70 yogunlukta olan alkole
daldirildiktan sonra aleve tutulur ve materyaller alev catist altina
indirilerek ylizeydeki alevin sonmesi beklenir. Bu islemle bu
materyallerin ylizey sterilizasyonu saglanmis olur.

Gorsel 3.3: Ozeyi alevde tutma islemi
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Kuru Sicak Havada Bekletme

Bos, temiz ve sterilizasyon hazirlig1 yapilmis cam malzemeler ile metal malzemelerin kuru sterilizatorde
(pastor firin1) veya etiivde belli sicaklikta ve belli stirede tutularak sterilize edilmesi islemidir.

Buharla Sterilizasyon

Buharla yapilan sterilizasyonda sterilize edilecek materyalin 6zelligine gore basingli buhar ve basingsiz
buhar yontemlerinden uygun olani secilmelidir.

e Basingh Buharla Sterilizasyon: Besiyerlerinin, cesitli ¢ozeltilerin, ekiivyonlarin, membran
filtrelerin, bazi laboratuvar ara¢ gereglerinin, kullanilmis malzemelerin ve mikroorganizma
kilttirlerinin 1,5-2 atmosfer basing altinda, su buhar1 ortaminda sterilize edilmesi islemidir. Bu
islem i¢in otoklav ad1 verilen ekipmanlar kullanilir.

e Basin¢siz Buharla Sterilizasyon: Buharla doymus bir ortamda basing uygulanmadan yapilan
sterilizasyon iglemidir. Bu islem tindalizasyon, kaynatma ve doymus su buharinda tutmak seklinde
ti¢ farkli yolla yapilabilmektedir.

* Tindalizasyon: Yiiksek 1sida bozulabilen besiyerlerine (karbonhidrat, yumurta, serum vb.

igeren) ve bazi ¢ozeltilere uygulanan kademeli sterilizasyon islemidir. Bu islem, su banyosu
veya Koch kazani kullanilarak yapilir. Sterilize edilecek madde, su banyosunda 80 °C’de
1 dakika tutulur ve oda sicakliginda ya da 37 °C’de bir saat bekletilir. Ardindan kaynar su
banyosunda 95-98 °C’de 30 dakika tutulduktan sonra hizla sogutulur ve oda sicakliginda ya
da 37 °C’de 8 saat bekletilir. Bu islem arka arkaya ii¢ kez tekrarlanir.

* Kaynatma: Yiiksek sicaklikta bozulan bazi ¢ozeltilere, jelatin veya seker igeren bazi besiyer-

lerine, baz1 metal ve cam malzemelere uygulanan sterilizasyon islemidir. Sterilize edilecek
materyal, su banyosunda 100 °C’de 30 dakika tutularak kaynatma islemi gerceklestirilir.

* Doymus Su Buharinda Tutmak: Sterilize edilecek malzemelerin doymus su buhari elde

edilen 6zel kazanlarda [Koch (Koh) kazani] 100 °C’de 90 dakika tutulmasi iglemidir.

Filtreyle Sterilizasyon

Stvi ortamda (igme suyu, siit, meyve suyu vb. c¢ozelti Ozelligi gosteren materyal) bulunan
mikroorganizmalarin belli gdzenek caplarina sahip filtrelerden gegcirilerek uzaklastirilmasi islemidir. Bu
yontem daha ¢ok vitamin, amino asit, enzim ve seker gibi isil isleme dayaniksiz ¢ozeltileri sterilize etmek igin
kullanilir. Filtrasyon amaciyla membran filtreler, diatom topragi filtreleri, asbest siizgegli filtreler, porselen
filtreleri ve cam tozlu filtreler kullanilir. Filtre ile sterilizasyon yonteminde hava da sterilize edilebilir. Bu
amagcla gelistirilen, yiiksek etkinlikte partikiil yakalayici anlamina gelen HEPA [High Efficiency Particulate
Arresting (Hay Ifisinsi Pirtikyilit Iresting)] adli filtreler mevcuttur.

Kimyasal Maddelerle Sterilizasyon

Tek kullamimlik steril irtinler ile 1siya duyarli bazi malzemelerin sterilizasyonunda ve mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda tezgahlarin dezenfeksiyonunda bu yontemden yararlanilir. Kimyasal maddelerle steri-
lizasyon isleminde mikroorganizmalarin protein, enzim denatiirasyonu gerceklesir ve niikleik asit yapilari
zedelenir. Bunun sonucunda mikroorganizmalarin {iremeleri olumsuz etkilenir veya mikroorganizmalar
oliir. Bu amagla kullanilan kimyasal maddelere dezenfektanlar, antibiyotikler ve boyalar 6rnek olarak ve-
rilebilir.

Radyasyonla Sterilizasyon

Iyonize olan ve olmayan radyasyon olmak iizere iki farkl1 sekilde uygulama vardir. Sterilize edilecek
materyalde sicaklik artisi olmadigindan bu islem soguk sterilizasyon olarak da adlandirilir.



o 1Iyonize Radyasyon: Is1 enerjisine ihtiya¢ duyulmadan ambalaj igindeki materyallerin
sterilizasyonunda kullanilan yontemdir. Bu yontem kullanilirken 6zel gilivenlik tedbirlerinin
alimmas1 gerekir.

o lyonize Olmayan Radyasyon: Gida isletmelerinde arag¢ gerec, tezgah ve ambalaj kagitlar gibi
diizgiin yilizeylerin yani sira havanin, suyun ve odanin sterilizasyonu i¢in uygulanan bir yontemdir.
Ultraviyole (UV) 1sinlar1 ile yapilir. Bu yontemde UV 1smlart yiizeysel etkili oldugundan
mikroorganizma yiikiinde azalma meydana gelse bile tam sterilizasyon saglanamamaktadir.

3.1.3. Arac¢ Gerecin Sterilizasyona Hazirlanmasi

Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilacak
cam veya metal malzemeler, usuliine uygun bigimde
temizlenip kurutulduktan sonra sterilizasyon
hazirligindan gegirilmelidir.

Tip, pipet, balon, erlen ve meziirlerin agiz
kisimlari i¢in stvilart emmeyen, yagl ve uzun lifli
pamukla (kalayci pamugu) tikag hazirlanmalidir.
Genis agizli kaplarin agiz kisimlari, pamukla ya da
gazli bezle sarilmis pamuk tikacla kapatiimalidir.
Pamuk tikaglar, kaplarin i¢ kismina mikroorganiz-
ma girisini engeller.

Tikaglar, uygun bir kagit parcasi veya ali-
minyum folyo gibi yanmaya ve tutugmaya karst
dayanikli materyal ile sarilarak sterilizasyon i¢in Gorsel 3.4: Sterilizasyon indikator bandi
paketlenir. Vidali kapakli sigeler i¢in pamuk tikaca
gerek duyulmamaktadir.

Petri kutulari, drigalski spatiilii, cam baget, makas, spatiil vb. cam veya metal malzemeler uygun bir
kagit pargasi ile usuliine uygun sarilarak sterilizasyona hazirlanir.

Sterilizasyon isleminin etkinliginin kontrol edilmesi ve olasi sterilizasyon hatalarinin belirlenmesi i¢in
biyolojik veya kimyasal indikatdrler kullanilir. Biyolojik indikatdr olarak direngli bakteri sporlarini igeren
test materyali, kimyasal indikator olarak karakteristik degisiklik gosteren (renk degisikligi vb.) kimyasal
maddeler iceren kagit serit (sterilizasyon indikator bandi) veya diger test materyalleri kullanilir (Gorsel
3.4).

3.2. ARAC GERECIN STERILIZASYONU

Gida mikrobiyolojisi laboratuvarlarinda en sik kullanilan sterilizasyon yontemleri kuru sicak hava ve
buhar ile sterilizasyondur.

3.2.1. Kuru Sicak Hava ile Sterilizasyon Araclari

Bu islem i¢in pastor firmi (sterilizator) ya da etiiv kullanilir. Pipet, petri kutusu, erlen, balon gibi bos
cam malzemeler ile porselen ve metal malzemelerin sterilizasyonu i¢in en uygun yontemdir. Besiyerlerinin
ve ¢ozeltilerin sterilizasyonunda bu yontem kullanilmaz.

Sterilize edilecek malzemelerin tamamen kuru olmasi gerekir. Bu nedenle 1slak malzemeler dncelikle
60-70 °C’de kurutulmali daha sonra sterilizasyon islemi uygulanmalidir.

Cam ve metal malzemelerin sterilizasyonunda Tablo 3.1’deki sicaklik-siire normlarindan biri uygulanir.



)
'I_.o

[E?} Sterilizasyon I

Tablo 3.1: Kuru Hava ile Sterilizasyonda Sicaklik Siire Normlari

Sicakhik Uygulama Siiresi
170-175 °C’de 1 saat
160-165 °C’de 2-2.5 saat

150 °C’de 3-3.5 saat

3.2.2. Buharla Sterilizasyon Araclar

Buhar ile sterilizasyon; besiyerlerinin, ¢ozeltilerin ve kuru sicaklikta bozulabilen materyallerin
sterilizasyonunda kullanilan yontemdir. Kuru sicakliga gére nemli sicakligin 6ldiiriicii etkisi daha fazladir.

Basingsiz buhar ile sterilizasyon yonteminde Koch kazanindan ve su banyosundan yararlanilir. Koch
kazaninda akim halindeki su buharindan faydalanilarak sterilizasyon islemi gerceklestirilir. Su banyosu,
icinde saf su bulunan ve bu suyu istenilen sicaklikta sabit tutmaya yarayan termostath ve ¢ift cidarlt bir
ekipmandir.

Basingli buharla sterilizasyonda otoklav adi verilen cihazlardan yararlanilir (Gorsel 3.5). Otoklavlar,
uygun sicaklikta doymus su buharimin elde edilmesini ve bunun kontrollii basing altinda belli bir siire
tutulmasini saglar. Kullanim amacina ve kapasitesine gore farkli boyutlarda ve hacimlerde liretilmis yatay
ve dikey tip otoklavlar mevcuttur. Besiyerlerinin ve diliisyon ¢dzeltilerinin sterilizasyonunda, sicakliga
dayanikli arag gerecin sterilizasyonunda, kullanilmis ve isi bitmis mikroorganizma kiiltiirlerinin imhasinda
otoklav kullanilir. Otoklavla sterilizasyonda sicaklik derecesi ve uygulama siiresi; sterilize edilecek
materyalin 6zelligine, bulundugu kabin tipine ve hacmine bagh olarak degisiklik gosterir. Ozel bir uyari
bulunmadigi takdirde otoklavla sterilizasyonda, 121 °C sicaklik ve 15-20 dakika uygulama siiresi yeterli
olmaktadir.

[ITTITENY
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Gorsel 3.5: Otolav




e Uygulama Yaprag Siire : 3 Ders Saati

1. UYGULAMA : | ARAC GERECIN STERILIZASYONA HAZIRLANMASI

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2 2 2 2

\/

Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alan1 aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/

2 2 2 2 =2

Test tiipleri " Beher \' Gazli bez

Erlen \ Spatiil ' Makas

Balon \' Pens \' Parsémen kagidi ya da
Cam petri kutulari v Deterjan ¢ozeltisi samanl kagit

Cam pipetler ' Safsu "/ Bunsen beki

Metal pipet kutusu ' Kalayci pamugu V' Aliiminyum folyo

islem Basamaklar

1.

Grup ¢aligsmasi yaparak mikrobiyoloji laboratuvarinda sterilize edilebilecek malzemeleri listeleyiniz.
Malzemeler ile sterilizasyon yontemleri arasinda uygun eslestirmeleri yapimiz.

Sterilize edilecek malzemelerin temizligini kontrol ediniz.

Malzemelerde herhangi bir kirlilik varsa malzemeyi deterjan ¢ozeltisi ile firgalayip durulayiniz.
Deterjanla ¢ikmayan kirlilikler i¢in uygun temizleme ¢ozeltisi olarak siilfirik kromik asit ¢ozeltisi
kullanimiz.

Yikanmis malzemeleri saf sudan gegirerek kurumaya birakiniz. (Kurutma islemi i¢in kurutma askisi
veya etiiv kullanabilirsiniz.)

Test tlplerinin agiz kisimlarina yagli pamuktan hazirlanan tikaci, tlip igerisine 1-2 cm girecek
sekilde yerlestiriniz. Hazirli§1 tamamlanan tiipleri, gruplar halinde aliiminyum folyoya sariniz ve
metal tiip sporuna yerlestiriniz.

Metal pipet kutusunun dibine aliiminyum folyo yerlestiriniz ve pipetleri, sivri uglart kabin dibine
gelecek sekilde metal pipet kutusuna yerlestiriniz. Pipet kutusunun kapagini sikica kapatiniz. Pipet
kutusunun bulunmadigi durumlarda pipetlerin agiz kisimlarina kiigiik pamuk pargast koyunuz.
Pipetin uglarin1 bunsen beki alevinden gecirerek pipet diginda kalan pamuk liflerini uzaklastiriiz
ve pipetleri usuliine uygun sekilde teker teker kagitlara sariniz.

Petri kutularini, tek tek veya gruplar halinde uygun bir bigimde kagida sarmiz.

Sterilizasyon I
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8. Cam balonlarin agiz kisimlarini, gazli bezle sarilmis pamuk tikagla kapatiniz ve aliiminyum folyo
ile sariniz.

9. 250 ml’lik erlen igerisine 150 ml saf su ekleyiniz. Erlenin agiz kismini1 gazli bezle sarilmis pamuk
tikagla kapatiniz ve aliminyum folyo ile sarniz.

10. Pens ve spatiil gibi metal malzemeleri uygun bir bicimde kagida veya aliiminyum folyoya sariniz.

islem Uygulama Semasi

Islem basamaklaria gore gerceklestirilen is ve islemlerle ilgili olarak Tablo 3.2’yi doldurunuz.

Tablo 3.2: Laboratuvar Arag Gereglerinin Sterilizasyona Hazirlanmasi

Sterilize Edilecek Materyal Uygulanacak Sterilizasyon Sterilizasyon Islemi i¢in
Yontemi Kullanilacak Cihaz /
Ekipman

Temizlik ve Dezenfeksiyon

v Calisma bitiminde ¢alisma alaninizi temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.
Kullanilan ekipmanlari temizleyip dezenfekte ederek yerlerine kaldiriniz.
Cihazlarin temiz ve kapali konumda birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.

Atiklar1 uygun atik kutusuna atiniz.

A

Laboratuvarin elektrik, gaz ve su baglantilarinin kapali olup olmadigini kontrol ediniz.



Sonuc¢ ve Yorum

“Arac¢ Gerecin Sterilizasyona Hazirlanmas1” Uygulamasi
DEGERLENDIiRME FORMU

Yénerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iligkin gbzlem sonucunuzu “X” igareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE

OLCUTLER
1 2 3 4 5

Is saghig ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullanilacak arac gereci hazirladi.

Sterilize edilecek malzemelerin temizligini kontrol etti.

Cam malzemelerin agzim teknigine uygun olarak
hazirladig1 tikacla dogru sekilde kapatt.

Pipet ve petrileri kagit veya aliiminyum folyolara
teknigine uygun sekilde sardi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢aliyma ortamim ve
malzemeleri temizledi, sterilize etti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Siireyi verimli sekilde kullandi.

Form Puani: Ger¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 lizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.
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2. UYGULAMA : ' ARAC GERECIN KURU HAVA ILE STERILIZASYONU |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2 2 2 =2

\/

Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarint kontrol ediniz.
Calisacaginiz alan1 aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayimiz.

Uygulamaya baslamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklariin yazili oldugu belgeyi

yaniizda bulundurunuz.

Laboratuvar ¢aligmalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/

\/
\/
\/

Sterilizasyon hazirligi yapilmis cam malzemeler (petri kutulari, pipetler, bos test tiipleri)
Sterilizasyon hazirligi yapilmis metal malzemeler (spatiil, pens, pipet kutusu, metal tiip sporu)
Sterilizasyon kontrol band1

Etiiv ya da sterilizator

islem Basamaklar

L.

AL B

1. uygulamada sterilizasyon hazirlig1 yapilmis materyallerin yiizeyine sterilizasyon kontrol band1

yapistiriniz.

Malzemeleri etiive ya da sterilizatére uygun sekilde yerlestiriniz (Gorsel 3.6).

Malzemeleri yerlestirirken etiiv / sterilizatdr duvarlarina temas etmemesine dikkat ediniz.

Hava dolagiminin saglanmasi i¢cin malzemelerin arasinda yeterli bosluk birakmaya dikkat ediniz.
Etiiv / sterilizatoriin fisini prize takiniz ve agma tusuna basarak cihaza elektrik gelmesini saglayiniz.
Etiiv / sterilizatoriin sicakligini 170-175 °C, siiresini 1 saat olarak ayarlayiniz.

Stire sonunda etiiv / sterilizatorii kapatiniz. Ani 1s1 degisiminden dolayr cam malzemelerin
catlamalarimi 6nlemek i¢in cihazin sicakligi diismeden kapagini agmayiniz.

Islem sonunda sterilize edilmis malzemeleri, steril malzemelerin bulundugu depolama alanina

malzeme koduna gore yerlestiriniz.




Islem Uygulama Semasi

S
&* o STERILIZATOR
E Sterilizasyon bandl-—g'a 0 :;‘s; !

)

Q) ve ()

@)

Gorsel 3.6: Kuru hava ile sterilizasyon islemi

Temizlik ve Dezenfeksiyon

\' Caligma bitiminde ¢alisma alaninizi temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.
Kullanilan ekipmanlari temizleyip dezenfekte ederek yerlerine kaldiriniz.
Cihazlarin temiz ve kapali konumda birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.

Atiklar1 uygun atik kutusuna atiniz.

< 2 2 =2

Laboratuvarin elektrik, gaz ve su baglantilarinin kapali olup olmadigini kontrol ediniz.

Sterilizasyon
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Sonuc¢ ve Yorum

“Arac Gerecin Kuru Hava ile Sterilizasyonu” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gdzlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE

OLCUTLER
1 2 3 4 5

Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullamlacak arag gereci hazirladi.

Sterilize edilecek malzemeleri uygun sekilde etiive ya da
sterilizatore yerlestirdi.

Etiiv / sterilizatoriin sicaklik ve zaman ayarini yapti.

Sterilize edilmis malzemeleri uygun sartlarda muhafaza
etti.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini ve
malzemeleri temizledi, sterilize etti.

Uygulama raporunu hazirladi.
Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 tizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.



Uygulama Yapragi Siire : 3 Ders Saati

3. UYGULAMA : ARAC GERECIN BUHAR iLE STERILIZASYONU

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/
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\/

Laboratuvar ¢alismasinin gerektirdigi kisisel hazirliklarinizi yapimiz ve kisisel koruyucu donanimlar
(6nliik, eldiven, maske, koruyucu gdzliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacagimiz alani aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda

bulundurunuz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
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Sterilizasyon 6n hazirligi yapilmis cam balon

Sterilizasyon 6n hazirligi yapilmis ve i¢inde saf su bulunan erlen

Saf su

Otoklav

Otoklav poseti

Seyreltme ¢ozeltisi igeren vidali kapakli otoklav siseleri (duran bottle)

Otoklav bandi

islem Basamaklar

L.

Otoklavin su seviyesini kontrol ediniz. Otoklavin su haznesini su seviye gostergesine kadar saf su
ile tamamlayiniz (Gorsel 3.7).

Otoklavin fisini prize takiniz ve cihaza elektrik gelmesini saglayiniz.

1. uygulamada sterilizasyon hazirlig1 yapilmis materyallerin {izerine otoklav band1 yapistiriniz ve
bunlari otoklava yerlestiriniz. Malzemeleri yerlestirme seklinin otoklavda buharin dolasimina engel
olmamasina dikkat ediniz.

Otoklavin kapagini dikkatli bir sekilde kapatiniz ve vidalari iyice sikistiriniz.

Otoklavin sicakligini 121 °C’ye, siireyi 15 dakikaya ayarlaymiz ve otoklavi calistirmiz.

Klasik tip otoklavla g¢alisiyorsaniz otoklavda sicakligi ve siireyi ayarlamadan once buhar ¢ikis

vanasini sonuna kadar acarak otoklavin havasini alimiz. Daha sonra otoklavi 121 °C’ye ayarlaymiz.
Termometre sicakligi 90 °C’yi gosterdiginde buhar cikis vanasii kapatiniz. Otoklav otomat

Sterilizasyon I
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10.
I1.
12.

yaptiginda ayarlanan sicaklik derecesine ulagsmis oldugundan 15 dakika siireye ayarlayiniz.
Sterilizasyon iglemi sonunda manometre gostergesinin 0’a inmesini bekleyiniz. Otoklavin i¢indeki
malzemelerin ani olarak kaynamasina, siselerden tagsmasina veya kapaklarmin patlamasina neden
olmamak i¢in basing sifira diismedigi siirece cihazin kapagini kesinlikle agmayiniz.

Manometre gostergesi sifira indikten sonra otoklavin kapagini acarak kisa bir siire bekleyiniz,
sterilize edilmis malzemeleri otoklavdan ¢ikariniz.

Islem bitiminde otoklavin saf su tankini (hazneyi) kullanim talimatlara uygun olarak bosaltiniz.
Otoklavi, kapatma tusuna basarak kapatiniz ve cihazin fisini ¢ekiniz.
Otoklavin raflarini talimatlara uygun olarak temizleyiniz.

Sterilizasyon sonrasi bos cam malzemeleri, steril malzeme dolabina malzeme koduna gore
yerlestiriniz. Saf su ve seyreltme ¢dzeltisinin bulundugu cam malzemelerin iizerine cam kalemi ile
etiket bilgilerini yaziniz. Malzemeleri buzdolabina uygun sekilde yerlestiriniz.

Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 3.7: Arag gerecin otoklavda sterilizasyonu

Temizlik ve Dezenfeksiyon

2 22 2 2

Calisma bitiminde ¢alisma alaninizi temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.
Kullanilan ekipmanlar1 temizleyip dezenfekte ederek yerlerine kaldirimiz.
Cihazlarin temiz ve kapali konumda birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.
Atiklart uygun atik kutusuna atiniz.

Laboratuvarin elektrik, gaz ve su baglantilarinin kapali olup olmadigini kontrol ediniz.



Sonuc¢ ve Yorum

“Arac¢ Gerecin Buhar Ile Sterilizasyonu” Uygulamasi
DEGERLENDIiRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.

Beceriye iliskin gdzlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.
ye 1igKin g $ y $ N

OLCUTLER

Is saghig ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Sterilize edilecek malzemeleri uygun sekilde otoklava
yerlestirdi.

Otoklavin basing, sicaklik ve zaman ayarini yapti.

Sterilize edilmis malzemeleri uygun sartlarda muhafaza
etti.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamim ve
malzemeleri temizledi, sterilize etti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Siireyi verimli sekilde kullandi.

Form Puani:

DERECE
1 2 3 4 5

Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 Uzerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi

tekrarlayiniz.
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OLCME VE DEGERLENDIRME >

1. () Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan ekipmanlarin steril olmasi, yapilan analizlerin dogru
sonu¢ vermesi bakimindan 6nemlidir.

2.( ) Tindalizasyon islemi uygulanan materyalde sicaklik artisi olmadigindan bu islem soguk
sterilizasyon olarak da adlandirtlir.

3.( ) Radyasyon ile sterilizasyonda iyonize radyasyon ve iyonize olmayan radyasyon olmak iizere iki
farkli uygulama mevcuttur.

4. ( ) Besiyerlerinin ve ¢gozeltilerin sterilizasyonunda pastor firini veya etiiv kullanilir.

5.  Bir maddenin %ﬁzeyinde veya igerisinde bulunan mikroorganizmalarin tamamiin oldiiriilmesi
veya uzaklastirilmasi islemi .......................... olarak adlandirilir.

6.  Yiiksek 1sida bozulabilen bazi besiyerlerine ve ¢ozeltilere uygulanan kademeli sterilizasyon iglemi
........................... olarak adlandirilir.

7.  Sterilizasyon isleminin etkinliginin kontrol edilebilmesi i¢in kimyasal indikator olarak ..................
........................... kullanilir.
8.  Kullanilmis ve isi bitmis mikroorganizma kiiltlirlerinin imhast .......................... ile yapilir.

9. I. Antibiyotik
II. Boya
I1I. Dezenfektan
Yukaridakimaddelerden hangisiveyahangilerikimyasalsterilizasyonda kullanilmaktadir?
A) Yalniz | B) YalmzII C) Ivelll D) Il velll E) L 1Ivelll

10. Asagidakilerden hangisi basingsiz buharla sterilizasyon yontemlerinden biridir?
A) Alevde tutma
B) Filtre ile sterilizasyon
C) Kaynatma
D) Kimyasal maddelerde bekletme
E) Otoklavda sterilizasyon

11.  Havanin sterilizasyonunda asagidaki filtrelerden hangisi kullamilir?
A) Asbest siizgegli
B) Diatom topragi
C) HEPA
D) Membran
E) Porselen

12.  Basinch buharla sterilizasyon yonteminde asagidaki ekipmanlardan hangisi kullanilir?
A) Etiiv
B) Koch kazani
C) Otoklav
D) Pastor firini
E) Su banyosu
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Bu 6grenme biriminde;

e Dilisyonun tanimini, diliisyon ¢ozeltilerinin hazirlanma asamalarini ve hesaplamalarini,
* Dilusyon ¢ozeltilerinin sterilizasyonunu ve muhafaza edilmesi islemlerini,

e Desimal diliisyon hazirlamada dikkat edilecek noktalari,

e Sivive kati gidadan desimal dillisyon serileri hazirlama uygulamalarini 6greneceksiniz.

OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAVRAMLAR

4.1. Diltsyon Cozeltisi Diliisyon tampon ¢ozelti desimal
4.2. Desimal Dillisyon Serisi Hazirlama cozelti pH




4. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI

1. Cevrenizde bulunan gida isletmelerinin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan diliisyon
cozeltilerini arastiriniz.

“y

2. Meyva suyunu sulandirarak tadindaki ve goriiniisiindeki farkliliklart sinifta tartisiniz.

.

4.1. DILUSYON COZELTISI

Diliisyon, canli mikroorganizma sayisi yiiksek olan 6rneklerde sayma isleminin kolaylikla yapilabilmesi

icin hiicre sayisinin belirli oranlarda seyreltilerek (diliie edilerek) en aza indirilmesini saglayan bir tekniktir.

Istatistiksel bir kural olarak dokme ve yayma kiiltiirel sayim yéntemlerinde bir petri kutusundaki koloni
sayisinin 30-300, damla kiiltiir yonteminde ise her damlada 10-30 arasinda olmas1 gerekir. 1 g yogurtta 108
adet canli bakteri oldugu varsayilirsa 1 g yogurdun dogrudan petri kutusuna alinmasi halinde 108 sayida
koloni olusacaktir. Bu kadar fazla sayida koloninin petri kutusunda sayilmasi olanaksizdir. Bunun gibi canli
mikroorganizma sayisi yiiksek olan drneklerde sayim, diliisyon (seyreltme) teknigi ile yapilir.

Stv1 {iriinler, yogurt, seker, dondurma, tuz, siit tozu gibi suda kolay ¢o6ziinen gidalar; 6n hazirlik
uygulanmadan diliisyon sivisi i¢inde karistirilarak homojenize edilebilir ve bu sekilde analize alinabilir.

Ancak bazi gidalarda 6n iglemler 6nem tagimaktadir.
Diliisyon tekniginde seyreltme i¢in kullanilan sivilara, diliisyon sivisi (seyreltme s1visi) denir.

Diliisyon islemi uygulanirken seyreltme sivisinin se¢imi ve seyreltme oraninin belirlenmesi, dikkat

edilmesi gereken iki 6nemli husustur.

4.1.1. Diliisyon Sivilar1 ve Tampon Cozeltiler

Mikrobiyolojik analizlerde seyreltme sivist olarak ISO 6887 ye gore genellikle serum fizyolojik (%0,85
NaCl) veya serum fizyolojik (%0,85 NaCl)+pepton (%0,1) kullanilmaktadir (Tayar ve Hecer, 2015).
Diliisyon sivist olarak kullanilan bu sivilar; izotonik &zellikte, yani mikroorganizmalarin canliliklarini
siirdiirebilecegi 6zelliktedir. Seyreltme sivisi olarak distile su tek bagina kullanilmaz; distile su canli hiicreler
icin izotonik degildir. Seyreltme igin distile su kullanilarak yapilan analizlerde gercek mikroorganizma
sayisina ulasilamaz. Asagida seyreltme i¢in kullanilan bazi dillisyon ¢dzeltilerinin ve tampon ¢ozeltilerin

hazirlanmalar1 anlatilmistir (Temiz, 2016) (Tablo 4.1).

Swvilarin pH degerleri sterilizasyondan sonra sodyum hidroksit veya hidroklorik asit ¢ozeltileriyle
ayarlanir. Diliisyon sivisi, ana diliisyon i¢in beher ve erlenlere, ondalik diliisyonlar i¢in uygun hacimdeki
deney tiiplerine dagitilarak sterilize edilir. Siit {iriinlerinin mikrobiyolojik analizinde diliisyon sivisi olarak %4
kuvvetinde Ringer ¢ozeltisi kullanilir. Bu ¢6zelti, siit tirlinleri harici diger 6rneklerde kullanilmaz. Peynirde
%2 sodyum sitrat ¢ozeltisi; recel, meyve suyu gibi yiiksek seker icerikli gidalarda ozmofilik; ozmotolerant
maya sayiminda %20’lik glikoz ¢ozeltisi seyreltmelerde kullanilir.




Tablo 4.1: Diliisyon Stvilart ve Tampon Cozeltiler

Diliisyon Sivilar1 ve
Tampon Cozeltiler
Serum fizyolojik

Tamponlanmis peptonlu su

Ya kuvvetinde Ringer ¢ozeltisi

%0,1°1ik peptonlu su

%15°lik sodyum kloriir ¢ozeltisi
(halofilik mikrororganizmalarin
teshisinde)

%20’lik sukroz ¢ozeltisi
(osmofilik veya osmotolerant

mikroorganizmalarin teshisinde)

0,1 M Fosfat tamponu

Hazirlanisi

8,5 g sodyum kloriir (NaCl), 1.000 ml distile su i¢inde ¢ozlindiiriilerek
test tiipti, erlen, balon gibi cam kaplara dagitilir (9 ml, 90 ml vb.),
otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize edilir.

10 g pepton, 5 g sodyum kloriir, 9 g disodyum hidrojen fosfat
(Na,HPO,.12H,0) ve 1,5 g potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)
1.000 ml distile suda ¢oziindiiriiliir. pH 7.0+0,1’¢ ayarlanir. Tiip veya
erlenlere aktarilarak otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize edilir.

2,25 g sodyum kloriir (NaCl), 0,105 g potasyum kloriir (KCl), 0,12
g kalsiyum kloriir (CaCl,.6H,0) ve 0,05 g sodyum hidrojen karbonat
(NaHCO,) 1.000 ml distile suda ¢oziindiirilir. pH 7,0+0,1’e ayarlanr.
Tip veya erlenlere aktarilarak otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize
edilir.

1 g pepton, 1.000 ml distile suda ¢oztndiiriiliir. pH 7.0+0.1°e ayarla-
nir. Tiip veya erlenlere aktarilarak otoklavda 121 °C’de 20 dk. sterilize
edilir.

150 g sodyum kloriir (NaCl) iizerine distile su azar azar eklenerek
¢oziindiriiliir ve 1.000 ml’ye tamamlanir. Cozelti, tiip veya erlenlere
aktarilarak otoklavda 121 °C’de 20 dk. sterilize edilir.

200 g sukroz lizerine distile sudan azar azar eklenerek ¢oziindiirtiliir
ve 1.000 ml’ye tamamlanir. Erlenlere gerekli miktarda dagitilarak
otoklavda 121 °C’de 20 dk. sterilize edilir.

A ve B ¢ozeltileri hazirlanir.

A cozeltisi: 13,6 g potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), 1.000 ml

distile su i¢inde ¢Ozlindiirilir.

B ¢Ozeltisi: 26,8 g disodyum hidrojen fosfat heptahidrat
(Na,HPO,7H,0), 1.000 ml distile su i¢inde ¢oziindiirtilir.

Cozelti hacmi (ml)

pH AB

6,70 52,48
6,81 48,52
7,00 34,66
7,10 28,72
7,30 20,80

7,42 16,84

Dilusyon
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4.1.2. Diliisyon Cozeltisi Hazirlama islemi

—

Diliisyon ¢6zeltisi hazirlama islemi orijinal 6rnegin diliisyon
sivilariyla belirli oranlarda karistirilmasiyla gergeklestirilir
(Gorsel 4.1). Ana diliisyon hazirlanirken siit tozu, kakao gibi
iiriinlerde 6rneklerin siispansiyonu i¢in 1sitma islemi uygulanir.
Kurutulmus gidalarin ¢oziindiiriilme islemi sirasinda bazi
mikroorganizmalarin  tekrar aktiflesecegi unutulmamalidir.
Diliisyon  ¢ozeltilerinin  oda  sicakliginda  kullanilmasi
gerekmektedir.

Diliisyon ¢ozeltisi hazirlanmadan 6nce yapilacak analize
bagli olarak kullanilacak diliisyon ¢ozeltisi se¢imi yapilir.
Cozeltiler i¢in gerekli madde miktarlar1 hesaplanarak ¢ozeltiler
hazirlanir. Sterilize edilen dillisyon ¢ozeltileri seyreltme islemi
icin hazir hale getirilir.

Gorsel 4.1: Diliisyon ¢ozeltisi hazirlama

4.1.3. Diliisyon Cozeltileri Hazirlanirken Dikkat Edilecek Hususlar

Diliisyon ¢o6zeltileri hazirlanirken mikrobiyolojik analizin dogru ve giivenilir olabilmesi i¢in asagidaki
maddelere uygun hareket edilmelidir:

Diliisyon ¢ozeltilerinin oda sicakligina getirilmesi saglanmalidir.

Baz1 6rnekler i¢in 6zel tedbirler alinmalidir.

pH ayarlamalar1 yapilmalidir.

Diliisyon iglemi, analize baglanmadan hemen 6nce yapilmali ve 30 dk. igerisinde ekim gercekles-
tirilmelidir.

Diliisyon islemi, gida maddesinde bulunan olasi mikroorganizma sayisina gore yapilmalidir.
Diliisyon s1visi, gidanin ve mikroorganizmanin 6zelligine uygun secilmelidir.

Diliisyon sivisi, gidanin mikroorganizma igeriginde degisiklik olusturmamali, mikroorganizmalarin

canliligini etkilememelidir.

Diliisyon isleminde kullanilan ¢dzeltinin osmotik basinci, gidanin osmotik basincina yakin veya
dengeli olmalidir.

Kullanilan malzemelerin ve cihazlarin kalibrasyonu 6nceden yapilmalidir.

Kaplarin agzi, uygun bir sekilde kapatilarak sterilize edilmeli, sterilize edilen ¢dzeltiler uygun ko-
sullarda saklanmalidir.

4.1.4. Diliisyon Cozeltileri Hazirlanirken Yapilan Hesaplamalar

Diliisyon sirasinda kullanilan ¢ozeltilerin istenilen miktarda ve dogru konsantrasyonda hazirlanmasi
esastir. Bunun i¢in 6nceden bazi hesaplamalarm yapilmasi gerekmektedir. Tablo 4.1°de verilen hazirlama
prosediirlerine gore hesaplamalar, gereken hacimde diliisyon sivisi igin yapilabilir.

Ornegin, 500 ml %0,85°lik serum fizyolojik hazirlamak gerektiginde soyle bir hesaplama yapilmalidir:

8,5 g sodyum kloriir (NaCl) 1.000 ml distile su i¢inde ¢oziindiirtiliiyorsa

X g sodyum klortir 500 ml distile suda ¢oziindiiriliir.




Buradan X=4,25 g sodyum kloriiriin 500 ml distile suda ¢oziindiiriilmesi gerektigi
bulunur. Bu ¢dzeltinin 500 mI’lik balon joje igerisinde yapilmast uygundur. 4,25 g
sodyum klortir tartilarak bir miktar distile suda ¢oziindiiriiliir ve daha sonra 500 mI’lik
balon jojenin hacim 6l¢iim ¢izgisine kadar distile suyla tamamlanir. Cozelti hazirlama
isleminde kullanilan hassas hacim 6l¢iim araci balon joje Gorsel 4.2°de goriilmektedir.

Ornegin, 500 ml % kuvvetinde Ringer ¢ozeltisi hazirlamak gerektiginde sdyle bir
hesaplama yapilmalidir:

2,25 g sodyum kloriir (NaCl) 1.000 ml distile su i¢inde ¢ozlindiiriiliiyorsa \ 5005
X g sodyum klortir 500 ml distile suda ¢oziindiiriiliir.

o - N . ... Gorsel 4.2: Balon joje
Buradan X=1,125 g sodyum kloriiriin 500 ml distile suda ¢éziindiiriilmesi gerektigi

bulunur.

0,105 g potasyum kloriir (KCl) 1.000 ml distile su i¢inde ¢ozlindiiriilityorsa
X g potasyum kloriir 500 ml distile suda ¢oziindiiriiliir.

Buradan X=0,0525 g potasyum kloriiriin 500 ml distile suda ¢oziindiiriilmesi gerektigi bulunur.

0,12 g kalsiyum kloriir 1.000 ml distile su iginde ¢ozlindiiriiliiyorsa
X g kalsiyum kloriir 500 ml distile suda ¢oziindiiriiliir.

Buradan X=0,06 g kalsiyum kloriiriin 500 ml distile suda ¢ozlindiiriilmesi gerektigi bulunur.

0,05 g sodyum hidrojen karbonat ~ 1.000 ml distile su i¢cinde ¢oziindiiriilityorsa

X g sodyum bikarbonat 500 ml distile suda ¢oziindiiriiliir.

Buradan X=0,025 g sodyum bikarbonatin 500 ml distile suda ¢ézlindiiriilmesi gerektigi bulunur.

Hesaplanan kimyasallar analitik terazide hassas bir sekilde tartilarak balon jojeye aktarilir. Cozlindiirme
islemi yapilir ve 500 ml’lik balon jojenin hacim 6l¢iim ¢izgisine kadar distile suyla tamamlanur.

Tablo 4.1°de yazilan diger diliisyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi gerektiginde de bu 6rneklere benzer
sekilde orant1 kurularak hesaplamalar yapilir. Istenen diliisyon ¢dzeltisi hacmi igin gereken kati madde
miktarlar1 hesaplanir. Bulunan miktarlarda tartimlar alinarak distile suyla ¢ozeltiler hazirlanir.

4.1.5. Diliisyon Cozeltilerinin Otoklavda Sterilize Edilmesi

Diliisyon ¢ozeltileri, hazirlandiktan sonra ana diliisyon i¢in uygun hacimdeki balon veya erlenlere;
ondalik diliisyonlar i¢in ise deney tiiplerine aktarilir. Deney tiipiindeki miktar sterilizasyondan sonra 9 ml
veya bunun katlar1 hacminde olmalidir. Erlendeki miktar1 ise 90 ml veya katlar1 miktarinda olmalidir.
Hazirlanan tlip ve erlenlerin agizlar1 pamuk, aliiminyum folyo veya kapakla kapatilarak 121 °C’de 15-20
dk. kadar otoklavda sterilize edilir (Gorsel 4.3, Gorsel 4.4).

Gorsel 4.3: Sterilize edilen diliisyon ¢ozeltileri Gorsel 4.4: Otoklav
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4.1.6. Steril Edilmis Diliisyon Cozeltilerinin Saklanmasi

r

] Steril edilerek otoklavdan g¢ikarilmig diliisyon

cozeltileri hemen kullanilmayacak ise 0 ile +5
= °C sicaklikta, 1 aydan fazla olmamak sartryla
| muhafaza edilebilir (Tayar ve Hecer, 2015). Steril

¢ozeltiler, gida kalite kontrol laboratuvarlarinda
I bulunan sogutucularda saklanir (Gorsel 4.5).

Sogutucu olarak kullanmlan buzdolaplarinda,
¢ozeltiler herhangi bir kontaminasyona sebebiyet
. vermeyecek sekilde diger malzemelere temasi
olmadan saklanmalidir. Buzdolabinin sicakliginin 0
4 ile +5 °C araliginda olup olmadigi kontrol edilmeli,
gerekiyorsa ayarlamalar yapilmalidir. Uzun siireli
elektrik kesintisinin oldugu durumlarda sogutucu
sicakligr degiseceginden sogutucudaki g¢ozeltiler
kullanilmamalidir. Cozeltilerin kapaklari, kullanilacaklari zamana kadar asla agilmamalidir. Cozeltiler
kullanilmadan 6nce kapaklarin sterilizasyon kontrolii yapilmalidir.

Gorsel 4.5: Mikrobiyoloji laboratuvarinda sogutucu

4.2. DESIMAL DILUSYON SERISi HAZIRLAMA

Gida Orneklerinde yapilan mikrobiyolojik analizlerde mikroorganizma yogunlugunu azaltarak
mikroorganizmalar1 sayilabilir hédle getirmek i¢in diliisyon islemi uygulanmaktadir. Bu diliisyon yani
seyreltme islemi, asamali olarak yapilmaktadir. Diliisyonlar yapilirken numune 6nceden hazirlanmig
diliisyon ¢ozeltisiyle belirli oranlarda seyreltilerek diliisyon serileri olusturulmaktadir.

l ! l 1 ! 4.2.1. Desimal (Ondalikli) Diliisyon Cozeltileri
—

=2 = ¥~ —~
AZ 82 2 1= Mikroorganizma yogunlugunun onar kat azaltilmasiyla
é é é (1/10, 1/100, 1/1.000 gibi) yapilan diliisyon serilerine
= = -| desimal diliisyon serileri denilmektedir (Gorsel 4.6). Bunun
% é é disinda iki katli ve dort kath diliisyon serileri de yapilabilir.
é é % Diliisyondaki mikroorganizma sayisinin orijinal gidaya
Ginin sl m = pm = |m Z| gore kag defa seyrelmis oldugunu gosteren orana diliisyon
I - _.:.é " § oram denir. Ekim sonunda petri kutusunda sayilan koloni
= ) miktarma bakarak 1 ml 6rnekte bulunan mikroorganizma
oo g g e miktarinim belirlenmesini saglayan faktore ise diliisyon

faktorii denilmektedir.
Gorsel 4.6: Desimal diliisyon serileri

4.2.2. Desimal Diliisyon Hazirlamada Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar
e Desimal diliisyon hazirlanirken ¢caligma boyunca aseptik kosullarin saglanip saglanmadigina dikkat
edilmelidir.
e Diliisyon isleminden 6nce numunenin ¢ok iyi bir sekilde homojenize edilmesi son derece dnemlidir.

e Karigtirma iglemi i¢in manyetik karigtirici yeterli olmuyorsa bazi numunelerde stomacher veya
blender kullanilmalidir.

e Tiplere yapilan seyreltmeler sirasinda her seyreltme i¢in farkli pipet kullanilmasina ve pipetlerin
steril olmasina dikkat edilmelidir.

e Analiz edilecek gida maddesi, baharat 6rnegi gibi suda tam olarak ¢dziinmeyen bir madde ise ilk
seyreltinin yapildig1 erlen, oda sicakliginda bir stire bekletilir. Bu sekilde {ist taraftan pipetleme




yapilarak pipetin tikanmasi 6nlenmis olur.

e Anaerob bakteri sayimi yapilacak ise homojenizasyon sirasinda gidanin asir1 oksijenle temasi
onlenmelidir. Bu sebeple karistirict kullanilmamalidir. Gida 6rnegi, icinde kum olan havanda
ezilmelidir.

e Seyreltme yapildiktan sonra 15 dakika iginde ekim yapilmis olmalidir. Homojenizasyon agamasindan
itibaren bu siire 30 dakikay1 gegmemelidir.

4.2.3. Desimal Diliisyon Cozeltileri Hazirlama Asamalari

Desimal diliisyon ¢dzeltilerini hazirlamada homojenizasyon (ilk seyreltme) ve sonraki seyreltmeler
standart 1:9 oraninda yapilmaktadir. Baslangigta 10 g (ml) gida 6rnegi 90 ml diliisyon ¢ozeltisi ile
homojenizasyon islemine tabi tutulur. Seyreltmenin 1:9 oraninda yapilmasinin asil nedeni hesaplama
kolaylig1 diisiiniildiigii i¢indir.

Sivi Gidadan Desimal Diliisyon Serileri Hazirlama Asamalari

Stv1 gidadan desimal diliisyon serisi hazirlama islemi herhangi bir 6n isleme ihtiyag duyulmadan
dogrudan yapilabilir. Tyice karistirilmis s1vi 6rnekten pipetle s1vi almarak diliisyon islemi gergeklestirilir.
Caligma sirasinda steril kosullarin saglanmasi ve devam etmesi dnemlidir.

1 ml s1v1 gida 6rnegi 1. tiipe konur, iizerine 9 ml diliisyon s1visi eklenir. Baslangicta her bir tiipte 9 ml
diliisyon s1vis1 bulunmaktadar. Islem, 1. tiipten alinan 1 ml sivinin ikinci tiipe aktarilmast; 2. tiipten alinan
1 ml sivinin 3. tiipe aktarilmasi seklinde devam eder.

Kat1 Gidadan Desimal Diliisyon Serileri Hazirlama Asamalari

Kat1 gidadan hazirlanan serilerde en 6nemli fark, homojenizasyon asamasinin olmasidir. Kat1 6rneklerin
en uygun sekilde ve kisa siirede homojenize edilmesi gerekmektedir. Homojenizasyon sirasinda steril
kosullar devam ettirilmelidir. Dondurulmus numunelerin ¢dziindiirme islemi 6zenle yapilmali ve numuneler
en uzun 18 saatte ¢oziindiiriilmelidir. Yag oran1 yiiksek gidalarda Tween 80, diliisyon i¢in kullanilabilir. Kati
numunelerin homojenizasyonu; blender, stomacher gibi cihazlarla daha kolay yapilabilir. Homojenizasyon
sirasinda kullanilan beher, erlen gibi cam malzemelerin steril olmasi gerekmektedir. 10 g kadar kat1 gida
maddesi 90 ml diliisyon s1vist bulunan ortamda homojenize edilerek 1:10 oraninda ilk seyreltme yapilmis
olur.

Homojenizasyon islemi ger¢eklestirildikten sonra elde edilen sividan 1. tiipe 1 ml aktarilir, 9 ml diliisyon
sivist ile karistirildiginda 1. tlipteki seyreltme orani 1:100 olur. Bu sekilde ayni sivi numunede oldugu gibi
her tiipte 6nceden bulunan 9 ml diliisyon sivisi iizerine 1 ml bir 6nceki tlipten aktarilarak 1:100, 1:1.000,
1:10.000... seklinde devam eden seyreltmeler yapilmis olur.

Diliisyon islemleri sirasinda biyogiivenlik kabininde ve bek alevi yaninda ¢alisma yapmak gereklidir.
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1. UYGULAMA - DILUSYON COZELTiSI HAZIRLAMA VE STERILIZE ETME

f‘@
@' Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

' Laboratuvar calismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nlik, eldiven, maske,

DiIUsyonI

koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.
Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarimi kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan dnce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda

bulundurunuz.
Calisacaginiz alani steril hale getiriniz.
Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

' Pepton ' Spatiil ' Pamuk

' Analitik terazi \' 2 adet 100 ml’lik balon \ Aliiminyum folyo
' Sodyum kloriir joje ' Erlen (500 ml)

J Safsu ' Manyetik karistirict

Islem Basamaklar:

1. 100 ml %0,85’lik sodyum kloriir i¢in hesaplama yaparak tartilacak sodyum kloriir miktarini bulunuz.
100 ml %0, 1’lik pepton i¢in hesaplama yaparak tartilacak pepton miktarini bulunuz.
Tartim islemlerini gerceklestiriniz.

Balon jojelerde etiketleme islemlerini yaparak kat1 malzemeleri aktariniz.

2.

3

4

5. Cozindiirme islemlerini gerceklestiriniz.

6. Saf suyla tamamlama islemlerini gergeklestirerek ¢ozeltileri hazir hale getiriniz.

7. Cozeltileri erlende karigtirarak istenen ¢ozeltiyi hazirlaymiz.

8. Erlendeki ¢ozeltinin agzini pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatiniz.

9. Erlendeki hazirlanmis diliisyon ¢6zeltisini otoklavda 121 °C’de 20 dakika sterilize ediniz.

10. Sterilize edilmis ¢dzeltiyi buzdolabinda uygun kosullarda muhafaza ediniz.




Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 4.7: Diliisyon ¢ozeltisi hazirlama ve sterilize etme

Hesaplama

1. %0,85’lik sodyum kloriir ¢ozeltisi hazirlama:
8,5 g NaClx V (ml)

Sodyum kloriir(g)= 1000

2. %0,1’lik pepton ¢ozeltisi hazirlama:
1 g pepton x V (ml)

Pepton (€)== 100 mi

V (ml)=Hazirlanmak istenen diliisyon ¢dzeltisinin hacmi (Balon joje hacmi)
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Temizlik ve Dezenfeksiyon

Kullanilacak alan1 ve malzemeleri sterilize ediniz.

Islem tamamlandiktan sonra cam malzemeleri temizleyiniz ve sterilize ediniz.
Cihazlarin temiz birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.

Copleri atik kutusuna atiniz.

Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

Kullanilan cam malzemeleri yerlerine kaldirmiz.

Sonuc¢ ve Yorum

“Diliisyon Cozeltisi Hazirlama Ve Sterilize Etme” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yénerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE
1 2 3 4 5

OLCUTLER
is saghgi ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullamlacak arag gereci hazirladi.
Diliisyon cozeltilerini hazirladi.
Diliisyon cozeltilerini sterilize etti.

Diliisyon cozeltilerini uygun sekilde muhafaza etti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢caliyma ortamini,
malzemeleri temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.

Form Puani: Gerg¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 tGizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.




Uygulama Yapragi Stire : 2 Ders Saati

2. UYGULAMA : ‘ DESIMAL DILUSYON SERISI HAZIRLAMA

DiIUsyonI

4]
&
I/

Is Sagh@ ve Giivenligi Tedbirleri

' Laboratuvar calismasimnin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlart (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Biyogiivenlik kabininde ¢aliginiz.
Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani steril hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

2 2 2 2 =2

Analize baslamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

2

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara karsi dikkatli olunuz.

' Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

' Analizde kullanilan arag gere¢ ve donanimlart sterilize ediniz.

"' Laboratuvar ¢alismalarindan dnce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

' Kati ve stv1 rnek \' Diliisyon sivist

' Deney tiipleri ' Manyetik karistirict

' Erlen ' Isitict bek

\/' Stomacher veya blender ' Analitik terazi

' Pipetler ' 1. uygulamada hazirlanan diliisyon sivis

Islem Basamaklar:

Ornek Hazirlama
Kati1 Gidadan Ornek Hazirlama

1. 10 g kat1 gida 6rnegi tartiniz ve stomacher posetine veya blender igine aliniz.

2. Uzerine 90 ml diliisyon sivist ekleyiniz ve uygun teknikle (blender veya stomacher kullanarak)
homojenize hale getiriniz.

3. Bu 6rnegi erlene aktariniz ve erleni 10! olarak etiketleyiniz.

Sivi Gidadan Ornek Hazirlama

1. 10 ml s1v1 gida 6rnegini pipetle aliniz, iginde 90 ml diliisyon sivisi olan erlene ekleyiniz.
2. Hazrlanan karisimi, uygun bir teknikle (manyetik karistirici kullanarak) homojenize hale getiriniz.
3. Erleni 10" olarak etiketleyiniz.




o)
0,

DiIUsyonI
N3

Diliisyon Serilerini Hazirlama
Asagida bir numunenin 10 diliisyon oranina on kat seyreltilmesi prosediirii verilmistir:

Her biri 9 ml steril diliisyon sivis1 igeren bes adet test tiipii hazirlayiniz.
2. Tupleri 102, 103, 10+, 10, 10 diliisyonlari olarak etiketleyiniz.

Steril bir pipet aliniz. Pipete hassas bir sekilde 1 ml 6rnek veya kiiltiir alarak toplam hacim 10 ml
olacak sekilde, 1. tiipe (10) aktarmiz (Otomatik pipet kullaniyorsaniz ¢ozeltiyi pipete birkag kez
¢ekip bosaltarak karistiriniz. Pipet ucunu ¢ikartiniz, yeni bir pipet ucu takiniz.).

102 diltisyon igeren tiipten 1 ml aliniz ve 2. tiipe (107%) bosaltarak karistiriniz.

Ayni prosediirii, diger tiipler i¢in de tekrar ediniz. 1 ml 6rnegi karistirip hazirladiginiz tiipten alarak
bir sonraki tiipe, yani i¢inde 9 ml diliisyon s1vis1 bulunan tiipe ekleyiniz.

6. Islemi tiim tiipler igin bitirdiginizde 6. tiip, 10 diliisyon oranina sahip oldugundan emin olunuz. Bu
durumda 1.000.000°da 1 seyreltme yapilmig olacaktir.

Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 4.8: Desimal diliisyon serisi hazirlama

Sonuc¢ ve Yorum

“Desimal Diliisyon Serisi Hazirlama” Uygulamasi
DEGERLENDIiRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE

OLCUTLER
OLCU 1 2 3 4 5

Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Desimal diliisyon hazirlama ilkelerine gore malzemeleri
hazirladi.

Siv1 gidadan desimal diliisyon serileri hazirladi.
Kati gidadan desimal diliisyon serileri hazirladi.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini,
malzemeleri temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullandi.

Form Puani: Ger¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 (izerinden gercek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.

Dilusyon

4
'
I/




DiIUsyonI

OLCME VE DEGERLENDIRME >

2. () Seyreltme sivisinin igerigi ve yapilacak analiz, diliisyon islemlerinde dnemlidir.
3.( ) Sit Girlinlerini seyreltmek i¢in Ringer ¢ozeltisi kullanilir.
4.( ) 100 ml %0,85’lik sodyum kloriir ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 8,5 gram sodyum klortir tartilir.

5.( ) Desimal diliisyon serisi hazirlamak i¢in mikroorganizma yogunlugunun her bir erlende 100 kat
azaltilmas1 gerekir.

6. ( ) Sivi gtdadan numune hazirlanirken stomacher kullanilir.

7. ( ) Diliisyon ¢ozeltilerinin otoklavda 121 °C’de 15-20 dk. sterilize edilmesi uygundur.

8.  Diliisyonlar islemi uygulanirken n numune o6nceden hazirlanmis diliisyon ¢ozeltisiyle belirli
oranlarda seyreltilmeli ve ......................col olusturulmalidir.
9.  Anaerobik mikroorganizmalar belirlenecek ise homojenizasyon sirasinda gidanin = asirt

................................ temasi1 Onlenmelidir.

10.  Diliisyondaki mikroorganizma sayisinin orijinal gidaya gore kag¢ defa seyrelmis oldugunu gosteren

11.  Kanistirma islemi i¢in manyetik karistirict  yeterli olmuyorsa bazi numunelerde

................................ VEYA eeviiiiiiiiiiiinenennnn.. ... kullanilmalidir.

12. Homojenizasyon asamasinin Olmasl, .............cceeveereenennennn gidalarda diliisyon hazirlanirken
gereklidir.

13.  Dilisyon hazirlama sirasmda ...............c.ooiiin kosullarin saglanmasi ve devam etmesi
onemlidir.

14. Desimal dillisyon ¢ozeltilerini hazirlamada homojenizasyon ve sonraki seyreltmeler
................................ oraninda yapilir.

15.  Seyreltme yapildiktan sonra .................coceeiiennn.e icinde ekim yapilmis olmalidir.

88




16.

17.

18.

19.

Dilusyon

Asagidakilerden hangisi mikrobiyolojik analizlerde uygulanan diliisyon isleminin
amaclarindan biri degildir?
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A) Mikroorganizma sayisinin belirli bir oranda azaltilmasini saglamak
B) Cozeltileri dogru konsantrasyonda hazirlamak

C) Mikroorganizmalari sayilabilir hale getirmek

D) Hiicre yogunlugunu azaltmak

E) Kolonileri azaltarak sayim iglemini kolaylagtirmak

Bir et numunesini seyreltmek i¢in 250 ml %0,85’lik serum fizyolojik hazirlanmas1 gerekmektedir.
Verilen bu islem i¢in tartilacak NaCl miktar1 ka¢ gramdir?

A) 0,125
B) 1,125
C) 2,125
D) 4,250
E) 8,500

Asagidakilerden hangisi desimal diliisyon hazirlanirken dikkat edilecek durumlardan biri
degildir?

A) Analiz boyunca aseptik kosullarin saglanmasi

B) Analizde kullanilacak pipetlerin steril olmast

C) Segilen diliisyon stvisinin analize uygun olmasi

D) Diliisyon ¢6zeltisinin osmotik basincinin 6rnekle dengeli olmast

E) Diliisyon islemi ardindan 1 saat igerisinde ekimin gergeklestirilmesi

Desimal diliisyon serisi hazirlanirken asagidakilerden hangisi uygun bir seyreltme olmaz?
A) 1/10

B) 1/100

C) 1/250

D) 1/1.000

E) 1/10.000
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DEREN BESIYERI

Bu 6grenme biriminde;

e Besiyeri bilesimini ve mikroorganizmalar acisindan énemini,

o Besiyeri cesitlerini,

e Besiyeri hazirlama asamalarini ve hesaplamalarini uygulama yaparak 6greneceksiniz.

OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAVRAMLAR

5.1.Tartim Yapma Besiyeri agar brooth selektif maya
5.2. Hazirlama ve Sterilize Etme ekstrakti jelatin
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5. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI

1. Mikroorganizmalar i¢in besiyerinin, insanlar i¢in besinlerin 6nemi arasinda nasil bir iliski vardir?
Grup ¢aligmasi yaparak tartiginiz.

2. Mikrobiyolojik analizlerde besiyeri sterilizasyonunun 6nemini arastiriniz.

o

5.1. TARTIM YAPMA

Besiyeri hazirlama islemi, mikrobiyolojik analizlerde en temel ve Onemli adimlardan biridir.
Mikroorganizmalarin ihtiya¢ duydugu uygun besin maddeleri ile ozelliklerini tasiyan besiyerini
hazirlamak icin besiyeri bilesenlerini, 6zelliklerini ve ¢esitlerini dogru kavramak ve hesaplanan besiyeri
kompozisyonlarina uygun tartim almak gerekmektedir.

5.1.1. Besiyeri ve Bilesimi

Mikroorganizmalarin ortamlart disinda bir yerde ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan ve ihtiya¢ duyduklari
besin maddelerini ve oOzelliklerini igeren ortamlara besiyeri (ortam veya vasat) denir. Besiyerleri;
mikroorganizmalarin {iretilmesi, canliliklarinin devam ettirilmesi, saf kiiltlirlerinin elde edilmesi,
morfolojilerinin ve biyokimyasal dzelliklerinin incelenmesi i¢in besleyici ortam olarak kullanilir (Okmen,
2020).

Besiyerlerinin asagidaki 6zelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir:

e Analizi yapilacak mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu besin dgelerini ve kimyasallari igermelidir.

e Besiyerinde mikroorganizmanin optimum yasam kosullarini1 (uygun pH, nem, osmotik basing,
oksidasyon-reduksiyon potansiyeli) saglamak {izere uygun sartlar olusturulmalidir.

e Disaridan gelebilecek kontaminasyonlarin engellenebilmesi icin besiyerleri uygun kaplarda
hazirlanmalidir.

e Besiyerinin hacmi, kabin hacmiyle orantili tutulmali; kap hacminin yaklasik 2/3 veya 3/4’{inden

fazla besiyeri hazirlanmamalidir.

e Sterilizasyon islemine ¢ok dnem verilmeli, besiyeri sterilite kontroliinden gegirilmis olmalidir.

Besiyerinde bulunmasi gereken mikroorganizmalarin ihtiyag duydugu maddeler soyledir:

Karbon ve Enerji Kaynagi Maddeler: Mikroorganizmalar; cesitli karbonhidratlar (6zellikle glukoz
ve fruktoz gibi monosakkaritler), karbonhidratlarin yoklugu ve yetersizligi durumunda protein, amino
asit, yag, yag asidi, alkol vb. organik maddeleri karbon ve enerji kaynag1 olarak kullanir. Ayrica enerji
kaynagi olarak CO, deki karbonu kullanan mikroorganizmalar bulundugu gibi, giines 151811 kullananlar da
bulunmaktadir.

1. Azot Kaynag Maddeler: Protein, pepton, amino asit vb. organik maddeler ile KNO, ve (NH,),PO,
gibi azotlu inorganik tuzlar, mikroorganizmalar tarafindan azot kaynagi olarak kullanilir. Peptonlar,
kisa zincirli ve suda eriyen bazi amino asit ve peptitleri icerdiginden daha ¢ok tercih edilir.

2. Inorganik Maddeler: Mikroorganizmalarin gelisimi agisindan elzem olan, ayrica ozmotik basicin




ayarlanmasinda rol oynayan ve bazi enzimlerin kofaktorii olarak gorev yapabilen Na, K, Cl, P, S,
Ca, Mg, Fe gibi makro elementler ile Zn, Mn, Br, B, Cu, Co, Mo, V, Sr gibi iz elementler kullanilir.
Mikroorganizmalarin ihtiyaci i¢in gerekli olan bu maddeler; maya ekstrakti, et ekstrakti, tampon,
agar ve peptondan temin edilebilir, bunlar1 ayrica eklemeye gerek yoktur.

3. Ureme Faktorleri: Mikroorganizmalarin sentezleyemedigi fakat gelisimleri icin gerekli olan gesitli
vitamin, amino asit, piirin ve pirimidin gibi maddeler besiyeri ortamina eklenir.

4. Su:Mikrobiyolojik calismalarda canlilik agisindan gerekli olan su, saf su olarak ortama katilmaktadir.
Igeriginde yogun miktarda Ca, Mg gibi sertlik iyonlar: igeren sular, mikroorganizmalar i¢in uygun
degildir.

5. Antibiyotikler: Selektif besiyeri hazirlamak amaciyla besiyerine ilave edilebilen maddelerdir.

6. Katilastiric1 Ajan: Mikroorganizmalar agisindan inert olan, deniz yosunlarindan elde edilen
agar, besiyeri ortamina eklenerek katilastirici olarak kullanilir. Besiyeri ortamina %1-2 oraninda
karigtirillan agar, uzun zincirli bir polisakkarittir. Katilastirici ajan olarak jelatin katildiginda
proteolitik enzim aktivitesi de belirlenebilir.

Besiyerinde bulunmasi gereken mikroorganizmalarin ihtiya¢ duydugu maddeler agagidaki kaynaklardan
saglanabilir:

Agar: Besiyerlerinde katilastirici ajan olarak kullanilan, bazi deniz yosunlarindan elde edilen uzun
zincirli polisakkaritlerdir.

Pepton: Proteinlerin hidrolizi sonucu elde edilen kimyasal maddelerdir. Cogu mikroorganizma,
hidrolize edecek enzim sistemleri bulunmadigi igin proteinleri azot kaynagi olarak kullanamaz. Bu yiizden
kisa zincirli ve suda ¢dzlinen peptonlar, besiyerine azot kaynagi olarak eklenir.

Yeast (Yist) Ekstrakt (Maya Ekstrakti): Ekmek mayasi [Saccharomyces cerevisiae (Sakromaysis
servisiey)] hiicrelerinden hidroliz ya da otoliz yoluyla elde edilen bir besiyeri bilesenidir. Maya ekstrakti,
besiyerlerine %1 oraninda katilir.

Beef (Bif) Ekstrakt (Et Ekstrakti): Yagsiz sigir etinden elde edilen, hazirlama asamasinda igindeki
sekerleri fermantasyon yoluyla uzaklastirilan, suyun bir kismi1 ugurularak vitamin, mineral ve iireme
faktorleri agisindan zenginlestirilen bir kaynaktir. Pek ¢ok besiyeri bilesiminde bulunur. Et ekstrakti,
besiyerlerine %1 oraninda katilir.

Karbonhidratlar: Mikroorganizmalar i¢in enerji kaynagi olarak kullanilan glukoz ve fruktoz gibi
monosakkaritlerdir. Disakkaritler ve polisakkaritler de eklenebilmektedir. Karbonhidratlar besiyerlerine
genellikle %0,1-1 oraninda eklenmektedir.

Tampon Maddeler [Buffer (Bafir)]: Ani pH degisimlerini kontrol altina almak i¢in kullanilan zayif
asitlerin veya bazlar tuzlaridir. Fosfat, karbonat, asetat ve sitratlar besiyerlerinde en sik kullanilan tampon
maddelerdir. Pepton, peptit ve amino asit gibi maddeler de belirli dlgiide tamponlama yetenegine sahip
maddelerdir. Bir besiyerinde bu maddeler bulunuyorsa ayrica tampon eklemeye gerek olmayabilir.

Tuz (NaCl): Mikroorganizmalarin sodyum ihtiyacini saglamak ve izotonik ortam yaratmak igin
kullanilir.

Jelatin: Siit emmekte olan hayvanlarin kemiklerinden elde edilen kolajenin, 1s1l islem uygulanarak
hidrolize edilmesiyle elde edilen protein yapidaki maddelerdir. Besiyerlerine katilastirict ajan olarak
%12-15 oraninda eklenir.

Kan: Kanli agar gibi bazi besiyerlerinin bilesimini zenginlestirmek veya bakterilerde hemoliz durumunu

belirlemek amaciyla eklenir. Saglikli hayvan (koyun, tavsan gibi) veya insandan elde edilen kan, sterilize
edilmis ve 45-50 °C’ye sogutulmus olarak %5-7 oraninda aseptik kosullarda besiyerine katilir.
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5.1.2. Besiyeri Cesitleri

Besiyerlerinin siniflandirilmasi genel ve fiziksel 6zelliklerine, kaynaklarina ve kullanim alanlarina gore

yapilabilir. Tabloda 5.1°de besiyeri siniflandirmalart goriilmektedir.

Tablo 5.1: Besiyeri Siniflandirmalar:

@ Simiflandirma Cesit Icerik / Ozellik

Genel dzelliklerine gore Canli Viriis ve riketsiyalari iiretmek i¢in kullanilan doku

besiyerleri kiilttrleri, deney hayvanlari ve embriyolu tavuk
yumurtast

Dogal Uziim siras1, melas, malt suyu, peynir alt1 suyu gibi
besiyerleri dogal tirtinler
Sentetik Mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu besin dgelerini ve
besiyerleri diger bilesenleri belirli oranda ihtiva eden iiriinler

Fiziksel 6zelliklerine gore

Kati besiyerleri

S1v1 besiyerleri

%1,5-2 oraninda katilastirma ajani (agar, jelatin,
pihtilastirilmig serum, yumurta, silika jel, alginatlar,
karragenanlar ve poliakrilamidler) iceren tirlinler
(Ornek: nutrient agar, EMB agar)

Katilastirma ajani igermeyen {iriinler
(Ornek: nutrient broth, pepton water)

Yari sivi %0,75 oraninda katilastirma ajani igeren triinler
besiyerleri

Kaynaklarina gore Hayvansal Et suyu, balik unu, yumurta sarisi, karaciger, siit gibi
kaynakli hayvansal tiriinler iceren besiyerleri
Bitkisel Uziim suyu, malt suyu, portakal serumu gibi bitkisel
kaynakli iiriinler iceren besiyerleri

Kullanim alanlarina gére Genel Birgok mikroorganizmanin tiremesine olanak saglayan
besiyerleri besiyerleri (Ornek: nutrient broth, nutrient agar)

Ozel besiyerleri

Belirli bir amag veya belirli bir mikroorganizma igin
kullanilan besiyerleri (Ornek: tryptone soya broth,

iire broth, Nessler ayiraci, kanli agarda hemolitik ve
hemolitik olmayan Salmonella tiirlerinin ayirt edilmesi
vb.)

Ozel besiyerleri asagidaki basliklar altinda siniflandiriimaktadar:

Canlandirma Besiyeri: Canlilik orani ¢ok diisiik olan mikroorganizmalarin adaptasyonu i¢in kullanilan
siv1 besiyerleridir. Bu mikroorganizmalar 6ncelikle canlandirma besiyerine alinarak gelistirilir, daha sonra
uygun bir besiyerine aktarilir ve mikrobiyolojik analizi yapilir. Tryptone soya broth, bu gruba verilecek
en iyi Ornektir.

Secici (Selektif) Besiyeri: Sadece istenen mikroorganizmanin gelisimini saglayacak sekilde formiile
edilmis besiyerleridir. Selektif besiyerlerinde istenmeyen mikroorganizma gelisimi tamamen veya belirli
ol¢lide inhibe edilir. Besin Ogeleri, inhibitorler ve indikatorler olmak iizere {i¢ grupta bilesen yer alir.
Bilesimde mikroorganizmalarin gelisebilmesi i¢in gereken temel besin dgelerine yer verilirken istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisimini engelleyecek inhibitorler eklenerek besiyerine secicilik kazandirilir.
Besiyerine 6zgii mikroorganizmalarin gelisip gelismedigini gézlemlemek amaciyla da bilesime belirli bazi
indikatorler eklenir.

EMB agar; koliformlarin,
SS agar; Salmonella ve Shigella bakterilerinin,




Baird-Parker agar; Staphylococcus auerus’un,

Violet Red Bile Agar (VRBA); koliform grubu bakterilerin,
Brilliant Green Bile Broth (BGBB); koliform grubu bakterilerin,
MacConkey broth (Purple); koliform grubu bakterilerin,
Glocose azide broth; enterokoklarin (fekal streptokoklarin),

Talyum asetat iceren herhangi bir glukoz agar; laktik streptokoklarin teshis ve izolasyonunda
kullanilan selektif besiyerleridir.

Secimli (Elektif) Besiyeri: Belli bir mikroorganizmanin gelisimini minimum seviyede saglayabilen
besiyerleridir. Lizin agar i¢inde karisik bir kiiltiir i¢indeki mayalarin minimum ihtiyaclarin1 saglayarak
gelismesi veya yeast extract lactate broth besiyerinin propiyonik bakteriler i¢in se¢imli olmasi 6rnek olarak
verilebilir.

Differansiyel (Farklara Doniik) Besiyeri: Belli mikroorganizma tiirlerinin karakteristik koloniler
olusturmasi ile kolayca tanimlanmasini saglayan besiyerleridir. Kanli agar besiyeri, hemolitik ve non-
hemolitik bakteri tlirlerinin ayirt edilebildigi differansiyel besiyerine érnektir.

Zenginlestirme Besiyeri: Istenen bir mikroorganizmanin bolca iiremesini saglamak amaciyla o
mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu gereksinimleri (pH, besin 6gesi vb.) saglayan, inkiibasyon kosullari
da buna gore diizenlenmis 6zel sivi besiyerleridir. Istenmeyen mikroorganizmalar, segilen kosullarda
engellenmis olur. GC broth stafilokoklar, EE broth enterik bakteriler, selenite broth veya tetrathionate broth
ise Salmonella cinsi bakterilerin izolasyonu amaciyla bagvurulan zenginlestirme besiyerleridir.

Biyokimyasal Test Besiyerleri: icerisinde indikatér ve test yapilacak kimyasal maddeler
(karbonhidratlar, arjinin, iire, nitrat, sitrat vb.) bulunan siv1 veya kati besiyerleridir. Mikroorganizmalarin
test edilen maddeyi herhangi bir biyokimyasal degisime ugratip ugratmadigini belirlemek suretiyle gercek-
lestirilir. Ure broth ve karbonhidrat fermantasyon test besiyerleri bu gruba drnek olarak verilebilir.

Dogrulama Besiyerleri: Mikroorganizmalarin metabolizma tirtinlerini belirleyerek teshis edilmesine
olanak veren besiyerleridir. Olugsan metabolizma {iriinlerinin varlig1, inkiibasyondan sonra ortama eklenen
indikatorlerle belirlenir. Tryptone water ve glukoz fosfat broth dogrulama besiyeri olarak kullanilabilir.

indirgenmis Besiyerleri: Ortama indirgen maddeler eklenerek anaerobik mikroorganizma gelisiminin
saglandig1 besiyerleridir. Sistein ve tiyoglikolat indirgen maddelere 6rnek olarak verilebilir.

5.1.3. Hazir Besiyeri Hesaplamalan

Besiyeri hazirlanirken bilesime giren maddeler belli bir oranda olmali ve kullanilacak hacimde
besiyeri hazirlanmalidir. Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan besiyerlerinin i¢inde bulunan maddeler
ayr1 ayr tartilarak verilen Olciide besiyeri hazirlanabilir. Ticari olarak satilan hazir besiyerleri de bu
amagla kullanilabilir. Hazir besiyeri kullanilacaksa besiyeri etiket bilgilerine bakilarak toplam kati madde
tizerinden bir hesaplama yapilmasi gerekmektedir. Asagida bazi besiyerlerinin bilesimleri ve hazirlaniglart
verilmistir:

Nutrient Agar / Broth Besiyeri

Maya ekstrakti 30¢g
Pepton 50¢g
NaCl 80¢g

Agar...20,0 g (Nutrient broth hazirlanirken agar kullanilmaz.)
Distile su...1.000 ml

Bilesenler, 1 I distile suda 1sitilarak ¢oztindiriliir. pH 7,0’ye ayarlanir, agar eklenir, kaynatilir ve
agar ¢ozlinene kadar 1s1l isleme devam edilir. 121 °C’de 15 dakika sterilize edilir.

Besiyeri
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Plate Count Agar / Broth Besiyeri

Maya ekstrakti 25¢g

Tripton 50¢g

Glukoz 1,0g

Agar 15,0 g (Plate count broth hazirlanirken agar kullanilmaz).
Distile su 1.000 ml

Bilesenler, 1 1 distile suda 1sitilarak ¢ozlindiiriiliir. pH 7,0’ye ayarlanir, agar eklenir, kaynatilir ve
agar ¢cozilinene kadar 1s1l isleme devam edilir. 121 °C’de 15 dakika sterilize edilir. 45°C’ye sogutulur
ve steril petri kaplarina doldurulur.

Lactose Broth Besiyeri

Pepton 50¢g
Yeast extract 30g
Laktoz 50¢g
Fenol kirmizist 0,05¢g
Distile su 1.000 ml

Bilesenler, 1 1 distile suda 1sitilarak ¢oziindiiriiliir. pH 6,9°a ayarlanir. Durham tiipii igceren tiiplere
istenen miktarda paylastirilir. 121 °C’de 15 dakika sterilize edilir. Otoklavi agmadan dnce sicakligin
75 °C’nin altina diismesi beklenir.

Lauryl Sulfate Tryptose Broth Besiyeri

Triptoz 200 g
Laktoz 50¢g
K,HPO, 275¢
KH,PO, 2,75¢g
NaCl 50g
Sodyum lauryl siilfat 0,1g
Distile su 1.000 ml

Bilesenler, 1 It distile suda 1sitilarak ¢oztindiiriiliir. pH 7,2‘ye ayarlanir. Durham tiipii iceren tiiplere
istenen miktarda paylastirilir. 121 °C’de 12 dakika sterilize edilir, stirenin 15 dakikay1 gegcmemesi
gerekir. Sterilizasyondan sonra hemen sogutulur.

Ornek Hesaplama: 100 ml nutrient agar hazirlamak igin gereken besin elementlerinin hesaplanmasi

asagida verilmistir.

Besiyeri Hazirlanacaksa

1.000 mI’de bulunmasi gereken miktarlar;
Maya ekstrakti, 3,0 g; pepton, 5,0 g; NaCl, 8,0 g; agar, 20,0 g olarak belirtilmigtir. O halde;
1.000 ml saf su igerisinde 3 g maya ekstrakt1 varsa

100 ml saf su igin X g maya ekstrakt1 kullanilmalidir.

X=0,3 g maya ekstrakti
1.000 ml saf su igerisinde 5 g pepton varsa

100 ml saf su igin X g pepton kullanilmalidir.

X=0,5 g pepton




1.000 ml saf su icerisinde 8 g NaCl varsa

100 ml saf su i¢in X NaCl kullanilmalidir.
X=0,8 g NaCl

1.000 ml saf su igerisinde 20 g agar varsa

100 ml saf su i¢in X agar kullanilmalidir.
X=2 g agar

Hazirlanmisi: 0,3 g maya ekstrakti, 0,5 g pepton, 0,8 g NaCl ve 2 g agar tartilarak 100 ml saf suda
¢Oziindiiriliir.

e Hazr Besiyeri Kullanilacaksa

1.000 ml igerisinde bulunan katt madde miktar1 3,0+5,0+8,0+20,0=36 g ise
100 ml’de 3,6 g katt madde bulunur.
Hazirlamisi: 3,6 g hazir besiyeri tartilarak 100 ml saf suda ¢6zlindiirtiliir.

Besiyeri hazirlama islemi, asagidaki basamaklardan olugmaktadir:

e Bilesime giren maddelerin istenen hacme gore hesaplanmast
e Hesaplanan maddelerin tartilmasi

e Besiyeri karigimlarinin ve bilesenlerinin bir kaba aktarilmasi
o Icerigi olusturan maddelerin saf suda ¢dziindiiriilmesi

e Kontrollii 1sitma islemi

e Eksilen hacimde saf su ilavesi, gerekiyorsa siizme islemi

e pH ayarlama ve sterilizasyon islemi

5.2. BESIYERI HAZIRLAMA VE STERILIiZE ETME

Tartim1 alinan hazir besiyeri karisimlarinin veya besiyeri bilesenlerinin kaba aktarma, ¢dziindiirme,
berraklagtirma, pH ayarlama gibi hazirlama islemlerinden gecirilmesi gerekmektedir. Hazirlama
islemlerinden gegirilen besiyerleri, sterilizasyona hazirlanir. Otoklavda belirlenen siire ve basingta sterilize
edilir.
5.2.1. Besiyeri Karisimlarim ve Bilesenlerini Kaba Aktarma ve Coziindiirme

Hazir besiyeri karisimlar1 veya besiyeri bilesenleri hassas bir sekilde tartildiktan sonra uygun bir kaba
aktarilir ve ¢ozlindiirme iglemi gergeklestirilir.

Hesaplama ve Tartim

Ticari besiyeri hazirlamalarinda ambalaj iizerinde belirtilen icerik oranlar1 dikkate alinarak istenilen
miktarda tartim yapilir. Besiyeri hazir karisim halinde degilse bilesime giren maddeler, hazirlanacak hacme
gore tek tek hesaplanir ve tartilir,

Kaba Aktarma

Hesaplanan besiyeri bilesenleri, erlen veya balon gibi uygun bir cam kaba aktarilir. Kabin temiz ve kuru
olmas1 gerekmektedir. Kaba aktarma islemi yapilirken maddelerin kabin agiz kismina yapigmamasi igin
gereken onlemler alinmalidir.

Coziindiirme

Bu islem i¢in calisilacak hacimde saf su kullanilmalidir. Saf suyun belirli bir miktari, oda sicakliginda
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toz karigim iizerine eklenir ve karistirilir. Saf suyun diger kismi ise yavas yavas karisim {izerine eklenerek
stirekli karistirilir. Oda sicakliginda yapilan ¢oziindiirme isleminin tam olmasi igin 15 dakika kadar bekletilir.
Bu islem, besiyerinde bulunan sicakliga duyarli bilesenlerin dekompozisyonunun, tam ¢dziindiirme i¢in
yapilacak 1s1l igslem sirasinda onlenmesi agisindan énemlidir. Kaba, cam boncuk konularak daha iyi bir
karigtirma ve homojenizasyon saglanabilir. S1vi seviyesinin kontrolii igin s1v1 seviyesi, cama yazar kalemle
kap iizerine isaretlenir.

Isitma

Besiyerinde agar olmas1 durumunda agarin tamamen erimesi, homojen ve berrak bir goriintii olusuncaya
kadar su banyosu icerisinde kontrollii bir sekilde 1sitilmasi ile saglanmaktadir. Bu islem, mikrodalga firin
icerisinde de yapilabilir. Sik sik karistirmak ve karigimin tamamen ¢ézlinmesini saglamak gerekmektedir.
Buharlagma ile kaynayan su, dnceden ¢izilen hattan kontrol edilerek saf su ile tamamlanir.

5.2.2. Besiyeri Berraklastirma

Besiyerinde bulunan dogal c¢okelti maddelerinin veya zor ¢o6ziinen maddelerin besiyerinden
uzaklastirilmast gerekmektedir. Bu islem, genellikle adi siizme kagidi veya gazli bez iizerine pamuk
konularak hazirlanan filtrelerle yapilir. Santrifiijleme veya sedimantasyon yoluyla da yapilabilir.

5.2.3. Besiyerinde pH Ayarlama ve pH Ayarlamanin Onemi

Besiyerinin pH degeri 1 N veya 0,1 N NaOH ve HClI ile ayarlanmalidir. pH belirleme islemi pH metre,
pH kagidi veya indikatdrlerle yapilabilir. Genellikle tercih edilen yontem pH metre kullanimidir. Ayarlama
isleminden 6nce pH metre kalibrasyonu yapilir. Genis bir behere aktarilan ve manyetik karistirici tizerine
yerlestirilen besiyerine elektrot daldirilarak olgiim gergeklestirilir. Ayarlama isleminde asit veya baz,
behere damla damla eklenir ve pH metre 6l¢iim sonucu siirekli kontrol edilir. Kisa siireli beklemelerle
6l¢lim sonucunun dengeye gelmesi saglanir. pH ayarlama, besiyerinde optimum kosullarin saglanmasi
agisindan onemlidir.

5.2.4. Besiyerinin Sterilizasyonu

Besiyerleri, amacina uygun kaplara aktarildiktan sonra sterilize edilmelidir. Once kaplarin sterilizasyonu,
daha sonra aseptik kosullarda kaplara aktarim ve bu kap iginde sterilizasyon gergeklestirilmelidir.
Sterilizasyon islemi genellikle otoklavda 121 °C’de 15 dakika 1s1l islem uygulanarak yapilmaktadir. Gorsel
5.2’de mikrobiyolojik analiz i¢in hazirlanmis ve sterilize edilmis besiyerleri gosterilmektedir.

Gorsel 5.2: Hazirlanmis besiyerleri




Besiyeri sterilizasyonu, besiyerinin konulacagi kaplarin sterilizasyonu ve besiyerinin sterilizasyonu
olarak degerlendirilmelidir. Besiyerleri iki sekilde sterilize edilebilir:

Hazirlandig1 balon veya erlen gibi cam kap iginde sterilize edilir.

2. Hazirlandig1 kaptan daha kiigiik kaplara (tiip, sise, balon veya erlen) belirli hacimlerde dagitilir
ve bunlarin i¢inde sterilize edilir. Durham tiipti kullanilacaksa dagitimdan once test tiiplerine ters
olarak yerlestirilir.

Besiyeri igeren kaplarin sterilizasyonu igin kaplarin agizlarma uygun bir pamuk parcasi tikaglanir.
Balon ve erlen gibi kaplarin agzi uygun bir kagitla sarilir. Tiipler beher veya teneke kutuya yerlestirilir ve
ag1z kisimlarn sarilir. Besiyeri sterilizasyonu igin otoklav kullanilir ve hazirlanan erlenler tstleri kapatilmig
sekilde otoklav sepetine yerlestirilir (Gorsel 5.3). Genellikle 121 °C’de 15-20 dakika sterilizasyon
gerceklestirilir. Sicakliga duyarli maddeler igeren besiyerlerinde sterilizasyon siiresi 15 dakikay1 gegmez.
Tindalizasyon yonteminden de faydalanmak miimkiindiir.

Sterilizasyondan sonra kabinda hazirlanan besiyerleri yaklasik 50 °C’ye kadar sogutularak aseptik
kosullarda petrilere doldurulur. Kiigiik kaplarda sterilize edilen besiyerleri, dik veya yatik bir sekilde
sogumaya birakilir (dik ve yatik agarli besiyerleri). Durham tiipiiyle sterilize edilenler ise musluk suyu
altinda hemen sogutulur ve Durham tiiplerinin tamamen besiyeriyle dolup dolmadigi kontrol edilir.
Ayrica sterilite kontrolii yapilmasi gerekir. Bu amagla besiyerlerinin uygun sicakliklarda inkiibasyonu
yapilir. Inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizma iiremesi gozlenirse yeterli sterilzasyon yapilmadig
diistiniilerek bu besiyerleri kullanilmaz. Sterilite kontrolii i¢in ayrilan bos besiyerleri, ekim yapilanlarla
birlikte inkiibasyona alinir ve sonug birlikte degerlendirilir.
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Gorsel 5.3: Otoklavda sterilize edilecek besiyerleri
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@ Uygulama Yaprag Siire : 2 Ders Saati O

1. UYGULAMA -  HAZIR BESIYERI HESAPLAMA, TARTIM VE HAZIRLAMA |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

Laboratuvar ¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayimiz.

Analize baslamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Calisacaginiz alani steril hale getiriniz.
Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donanimlart sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢aligmalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/

\/
\/
\/

Nutrient agar ' Manyetik karistiric1 / 1sitict ' 2 adet baget
Analitik terazi ' pH metre \' 0,1 NNaOH
Nutrient broth V' 2 adet 250 mI’lik beher V' 0,INHCI
Spatiil ' 2 adet 250 m!’lik erlen

Islem Basamaklari

—_

o ©® =2 kv

Hazir besiyeri iiriin etiketlerini dikkatlice inceleyiniz.

Etiket iizerindeki besin igeriklerini defterinize not ediniz.

Nutrient agar ve nutrient broth arasindaki farki etiket bilgilerinden teyit ediniz.

250 ml nutrient agar i¢in tartilacak hazir nutrient agar besiyeri miktarini hesaplayiniz.
250 ml nutrient broth i¢in tartilacak hazir nutrient broth besiyeri miktarini hesaplaymiz.
Tartim islemlerini gergeklestiriniz.

Etiketleme islemlerini yaparak kati malzemeleri aktariniz.

Kati malzemeleri aktarirken erlenin agiz kismina tanecik yapismamasina dikkat ediniz.

Igerisinde nutrient broth ve nutrient agar hazir besiyeri bulunan erlenlere 250 ml saf su ilave ederek
¢Oziindlirme iglemini gergeklestiriniz.

10. Coziindiirme islemi sirasinda manyetik karisticida kontrollii bir sekilde 1sitma yapabilirsiniz.

11. Karistirma esnasinda 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCI kullanarak pH=6,8’¢ ayarlayiniz.




Islem Uygulama Semasi

Besiyeri
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Gorsel 5.4: Hazir besiyerinden tartim alma ve kaba aktarma

Hesaplama
o Nutrient Agar I¢in

Etikette yazan hazirlama miktarina gore 250 ml besiyeri hazirlamak i¢in gerekli miktar1 hesaplayiniz.

o Nutrient Broth i¢in

Etikette yazan hazirlama miktarina gore 250 ml besiyeri hazirlamak icin gerekli miktar1 hesaplaymiz.
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Besiyeril
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Temizlik ve Dezenfeksiyon

Kullanilacak alan1 ve malzemeleri sterilize ediniz.

Islem tamamlandiktan sonra cam malzemeleri temizleyiniz ve sterilize ediniz.
Cihazlarin temiz birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.

Copleri atik kutusuna atiniz.

Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

A -

Kullanilan cam malzemeleri yerine kaldirimiz.

Sonuc¢ ve Yorum

“Hazir Besiyeri Hesaplama, Tartim ve Hazirlama” Uygulamasi

DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gdzlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

OLCUTLER —1 DERSECE T
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Besiyeri bilesenlerini hesaplada.

Teraziyi tartima hazirladi ve tartim alda.

Besiyerini coziindiirdii ve pH ayarlamasi yapdi.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullandi.

Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 tizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.




@ Uygulama Yapragi Siire : 2 Ders Saati

2 UYGULAMA : | BESIYERI BILESENLERINI HESAPLAMA, TARTIM VE HAZIRLAMA |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/
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Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Biyogiivenlik kabininde c¢alisiniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani steril hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baslamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara karsi dikkatli olunuz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/
\/
\/
\/

Maya ekstrakti \ Agar " Su banyosu

0,1 N NaOH \" Pepton ' 250 mI’lik beher
0,1 N HCI V' Analitik terazi V' 250 mI’lik erlen
Manyetik karistirict \ pH metre ' Spatiil

NaCl ' Safsu ' Pipet

5.2.3. Islem Basamaklar:

a) Nutrient Broth Hazirlama

1.

2
3.
4.
5

Hesaplama isleminde buldugunuz bilesen miktarlarini analitik terazide temiz bir spatiil yardimiyla
tartiniz.

Tartilan bilesenleri 250 ml’lik behere aktariniz.
200 ml saf su ekleyiniz ve beherdeki karigimi manyetik karistiricida karistiriniz.
Ortamin pH degerini 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCl ile 6,8’¢ ayarlayiniz.

Cozeltiyi 250 ml’lik erlene aktariniz. Erlenin agzin1 pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatiniz.

b) Nutrient Agar Hazirlama

1.

2.

Hesaplama isleminde buldugunuz bilesen miktarlarini analitik terazide temiz bir spatiil yardimiyla
tartiniz.

Tartilan bilesenleri 250 ml’lik behere aktariniz.

Besiyeri
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200 ml saf su ekleyiniz ve manyetik karigtiricida karistiriz.
Ortamin pH degerini steril edilmis 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCl ile 6,8’¢ ayarlayiniz.
Cozeltiyi 250 ml’lik erlene koyunuz ve iizerine agar ilave ediniz (%1,5 w/v).

Cozeltinin agzim pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatiniz. I¢indeki agarin erimesi icin erleni,
subanyosunda kaynama sicakligina yakin bir sicaklikta 1sitiniz.

Islem Uygulama Semasi

a) Nutrient Broth Hazirlama
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Gorsel 5.5: Nutrient broth hazirlama
b) Nutrient Agar Hazirlama
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Gorsel 5.6: Nutrient agar hazirlama

Hesaplama

a) 200 ml Nutrient Broth icin
Maya ekstrakti (%0,3)

Pepton (%0,5)

NaCl (%0,8)

b) 200 ml Nutrient Agar I¢in
Maya ekstrakti (%0,3)

Pepton (9%0,5)

NacCl (%0,8)

Agar (%2)

Temizlik ve Dezenfeksiyon

\/

A e

Kullanilacak alani ve malzemeleri sterilize ediniz.

Islem tamamlandiktan sonra cam malzemeleri temizleyiniz ve sterilize ediniz.

Cihazlarin temiz birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.
Copleri atik kutusuna atiniz.
Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

Kullanilan cam malzemeleri yerine kaldirimiz.

6
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Sonuc¢ ve Yorum

“Besiyeri Bilesenlerini Hesaplama, Tartim ve Hazirlama” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yénerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

OLCUTLER o DERsECE T
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullamlacak arag¢ gereci hazirladi.

Besiyeri bilesenlerini hesapladi.

Teraziyi tartima hazirladi ve tartim alda.

Besiyerini ¢coziindiiriip pH ayarlamasi yapd.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.
Siireyi verimli sekilde kullanda.

Form Puani: Gercek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 lGizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.




Uygulama Yapragi Stire : 2 Ders Saati

3. UYGULAMA -  BESIYERI STERILIZASYONU |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

' Laboratuvar calismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlart (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Biyogiivenlik kabininde ¢aliginiz.
Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarint kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani steril hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

2 2 2 =2 =2

Analize baglamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha

ediniz.
Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

' Etiiv \ Petri kaplari
\ Inkiibator ' Besiyeri ¢ozeltileri
' Otoklav

islem Basamaklar
1. Kullanilacak petri kaplarimi 180 °C’de etiivde 2 saat sterilize ediniz.

2. Bu 6grenme biriminin 2. uygulamasinda hazirlanan besiyerleri otoklavda 121 °C’de 15-20 dakika
sterilize ediniz.

3. Etiiv ve otoklavdan ¢ikan malzemeleri oda sicakliginda sogumaya birakiniz.
4. 48 °C’ye soguyan nutrient agarin 20 ml’sini, aseptik kosullarda erlenden petrilere dokiiniiz.
5. Agarm katilasmasini bekleyiniz ve buharlasmay1 6nlemek i¢in petrileri ters ¢eviriniz.

6. Agarlar katilastiktan sonra petrileri kontrol i¢in 35 °C’de inkiibatorde 1 gece bekletiniz.

7. Hazirlanan petrileri buzdolabinda muhafaza ediniz.

Besiyeril
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Islem Uygulama Semasi
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Temizlik ve Dezenfeksiyon

2 2 2 2 =2 2

Copleri atik kutusuna atiniz.

Gorsel 5.7: Besiyerinde sterilizasyon

Kullanilacak alan1 ve malzemeleri sterilize ediniz.

Cihazlarin temiz birakilip birakilmadigimi kontrol ediniz.

Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

Kullanilan cam malzemeleri yerine kaldiriniz.

Islem tamamlandiktan sonra cam malzemeleri temizleyiniz ve sterilize ediniz.




Sonuc¢ ve Yorum

Besiyeri

“Besiyeri Sterilizasyonu” Uygulamasi

DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.

Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

.. .. DERECE
OLCUTLER

1 2 3 4 5

Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Cizme yontemiyle kati besiyerine cizim islemini gerceklestirdi.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak calisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 3,3 ile carparak 100 tizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.




Besiyeri I

OLCME VE DEGERLENDIRME >

) Besiyerine ortam veya vasat da denilmektedir.

) Besiyeri hazirlanirken ortam kosullari 6nemsizdir.

) Besiyerinde pH ayar1 yapilirken 0,1 N NaOH veya HCI ¢ozeltileri kullanilir.
) Ure broth, fermantasyon test besiyerine drnektir.

) Besiyerini katilagtirmak i¢in agar ve jelatin birlikte kullanilir,

) Sterilizasyon islemi sirasinda Durham tiipleri, besiyeri tiiplerinin i¢ine diiz konur.

) Besiyeri ¢ozeltilerinin otoklavda 121 °C’de 15-20 dk. sterilize edilmesi uygundur.

*

=

Besiyeri hazirlanirken 1sitma islemi .........cccccoveveennenne. gibi katilastirict ajanlarin iyice ¢oziinmesi
acgisindan 6nemlidir.

Besiyerlerin ..........ccooveevveviienenns onlemek icin uygun kaplarda muhafaza edilmesi gerekir.

Istenen bir mikroorganizmanin bolca iiretimini saglamak amaciyla hazirlanmis 6zel besiyerlerine

Fiziksel 6zelliklerine gore katl, .....c..cccecevenennnee. VE et besiyerleri mevcuttur.
Besiyeri hazirlama islemi sirasinda .........ccccoeveeeennee ilk asamadir.

Sterilizasyon islemi, besiyeri hazirlanirken ¢ok 6nemli oldugundan her sey ..........ccccoceevieneee
kontroliinden ge¢mis olmalidir.

pH ayarlamada pH metre disinda ............ccccvvevrennenne kullanilabilir.

Kanli agar, bakterilerde ..........ccccoceeeeienens durumunu belirlemek amaciyla besiyerine eklenir.




16.

17.

18.

19.

20.

ASAGIDAKI SORULARIN DOGRU CEVABINI ISARETLEYINIZ.

Asagidakilerden hangisi 6zel besiyeri cesitlerinden degildir?
A) Canlandirma

B) Elektif

C) Selektif

D) Sentetik

E) Zenginlestirme

Plate Count Agar (PCA) hazirlanirken pH kaca ayarlanir?
A) 6,8
B) 6,9
C) 7,0
D) 7,1
E) 7,2

Asagidakilerden hangisi besiyeri sterilizasyonunda dikkat edilecek durumlardan biri degildir?

A) Analiz boyunca aseptik kosullarin saglanmasi

B) Analizde kullanilacak cam malzemelerin steril olmasi
C) Secilen besiyeri ¢esidinin analize uygun olmasi

D) Uygun sicaklikta inkiibasyonun gergeklestirilmesi

E) Caligilacak alanin steril hale getirilmesi

Asagidakilerden hangisi nutrient broth besiyeri icinde bulunmaz?
A) Agar

B) Maya ekstrakti

C) NaCl

D) Pepton

E) Safsu

Asagidakilerden hangisi dogrulama besiyeri 6zelliklerindendir?

A) Metabolizma tiriinlerini belirleyerek bunlarin teshis edilmesine olanak verir.

B) Canlilik oran1 ¢ok diisiik olan mikroorganizmalarin adaptasyonu i¢in kullanilir.

C) Test edilen maddeyi herhangi bir biyokimyasal degisime ugratmast amaciyla kullanilir.
D) Karakteristik mikroorganizma kolonileri olugmasi ile kolayca tanimlanmasini saglar.

E) istenen bir mikroorganizmanin bolca iiremesini saglamak amaciyla besin saglar.

Besiyeri
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6. EKiM

OGRENME BiRiMi YONTEMLERI

Bu 6grenme biriminde;

Mikrobiyolojik analizlerde ekim islemini ve ekim ile ilgili kavramlari,

Ekim yontemlerini, ekim yontemlerinin amaclarini ve ekim isleminin basamaklarini,
inkiibasyonun amacini ve énemini,

Ekim yontemlerinin uygulamalarini 6greneceksiniz.

OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAVRAMLAR

6.1. Sivi Besiyerine Ekim Yapma Kiltdr inokllasyon koloni ¢izim yayma
6.2. Cizme Yontemi ile Ekim Yapma

6.3. Dokme Plak Yontemi ile Ekim Yapma
6.4. Yayma Yontemi ile Ekim Yapma
6.5. inkiibasyon

dokme inktibasyon




6. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI

Mikroroganizmalara neden ekim igslemi uygulanir? Arastiriniz.

2. Ekim islemi dncesi yapilmasi gereken hazirliklari grup ¢alismasi yaparak arkadaslarimizla gozden
geciriniz.

3. Mikrobiyolojik c¢aligmalarda mikroorganizmalarin kendilerine ©6zel sartlarda tutularak
¢ogaltilmasi ne amagla gereklidir? Tartiginiz. E

6.1. SIVI BESIYERINE EKIiM YAPMA

Ekim yapmak iizere 6rnek alma ve kiiltiir iretme islemleri, mikrobiyolojik analizlerin en 6nemli
asamalarindandir. Uzerinde veya igerisinde mikroorganizma iiretilmis veya iiremis besiyerine Kkiiltiir
denilmektedir. Besiyerinde yalnizca bir mikroorganizma tiretilmis kiiltiirlere saf kiiltiir, iki veya daha fazla
tiirde mikroorganizma tiirii iretilmig kiiltiirlere karisik kiiltiir denir.

Kiiltiir yapma isleminde besiyerinin sivi veya kati olmasina gore yapilan uygulamalar farklilik
gostermektedir. Sivi besiyerinde olusturulmus kiiltiirlere siv1 kiiltiir, kati besiyerinde olusturulmus
kiiltiirlere kat1 kiiltiir denir. Kat1 besiyerlerinde genellikle katilastirma ajan1 olarak agar kullanilir.

Mikroorganizmalarin bulunduklar1 ortamdan belirli tekniklerle alinarak uygun besiyerine aktarilmasi
ve burada gelistirilmelerinin saglanmasi asamalarini iceren islemlere Kiiltiir yapma (Kkiiltivasyon) denir.
Kiiltiir yapma;

e Mikrobiyolojik 6rnek alma ve 6rnegin inokiilasyona (ekime) hazirlanmasi,

e Besiyerine inokiilasyon,

o Inkiibasyon asamalarmdan olusmaktadir.

Kiiltiir yapma isleminden once bir¢ok 6n hazirlik gerekmektedir. Bunlardan ilki steril besiyerinin
hazirlanmasidir. Uygun besiyeri se¢imi, besiyerinin usuliine uygun olarak hazirlanmasi ve sterilizasyonu
asamalarindan sonra kiiltiire ait bilgiler; besiyerinin hazirlandigi petri kutusu, erlen, tiip veya balon iizerine
cam kalemiyle yazilir. Besiyeri kabinin {izerine yazilmasi gereken bilgiler; 6rnegin ad1, varsa kodu, diliisyon
orant, besiyeri adi, inkiibasyon sicaklig1 ve siiresidir.

Mikrobiyolojik analizlerden kiiltiir hazirlanmasi igin istenen ornek; kati, sivi veya gaz bir madde
olabildigi gibi ylizey 6rnegi veya kiiltiir 6rnegi de olabilir. Tablo 6.1; mikrobiyolojik 6rnekler, 6rnek alma
tekniklerini ve inokiilasyona hazirlik islemlerini gosteren agiklamalar igermektedir (Temiz, 2016).

Tablo 6.1: Mikrobiyolojik Ornek Cesitleri ve Yéntemleri

Ornek Ornek Alma Teknigi Inokiilasyona Hazirhk
Stvi Ornekler: Su, siit, meyve Steril bir rnek kabina orijinal Direkt inokiilasyon

suyu gibi gida maddeleri ambalajindan direkt olarak akta-

rilir. Aktarma igin steril pipetler Sulandirma

kullanilir. Seri diliisyonlarini hazirlama

Kati Ornekler: Un, et, peynir, Steril bir 6rnek kabina orijinal Direkt inokiilasyon

bitki ile hayvan doku ve organ- ambalajindan direkt olarak akta-

lar1 vs. rilir. Aktarma i¢in steril spatiil, Sulandirma

kasik, bigak, pens gibi araclardan - gerj diliisyonlarin hazirlama

yararlanilir,




Gaz Ornekler: Ortam havast, la-

Ozel hava 6rnekleme cihazindan

Direkt inokiilasyon

boratuvar havasi vs. gecirilerek direkt olarak alinir. %

Canh Yiizeyler: El, yiiz, tirnak, Steril ekiivyon gibi bir aractan Direkt inokiilasyon %

sac gibi viicut ylizeyleri yararlanilir. 0
Sulandirma E
Seri diliisyonlarini hazirlama o

Cansiz Yiizeyler: Odalarda ta- Steril ekiivyon gibi bir aragtan Direkt inokiilasyon =

ban, tavan, masa, tezgah; islet- yararlanilir. Yiizey yikama, kazi- 59
Sulandirma

melerde kazan, tank gibi ekip-
man ve ambalaj yiizeyleri

Sivi Kiiltiirler

ma veya styirma seklinde 6rnek
alabilir.

Gelistigi kabin igerisinde tutulur.

Seri dillisyonlarini hazirlama
Direkt inokiilasyon

Sulandirma

Seri diliisyonlarini hazirlama

Kati Kiiltiirler Gelistigi kabin igerisinde tutulur. Steril bir 6ze ucu ile koloni alim1

Numunenin steril besiyerine aseptik kosullarda aktarilmasi islemine ekim, asilama veya inokiilasyon
denilmektedir. Ekim iglemi sirasinda kullanilacak malzemelerin mutlaka steril olmas1 gerekmektedir. Steril
olmayan hi¢bir malzeme steril besiyerine daldirilmamalidir. Pipet kutusu i¢inde steril edilmis pipetler, bek
alevi altinda kutudan ¢ikarilarak alevden gecirilir ve ekim isleminde kullanilir. Islem tamamlandiginda
pipetler, icinde dezenfektan bulunan bir kaba konulur. Islem 6ze ile gerceklestiriliyorsa dzenin ucu bek
alevinden gegirilerek kontaminasyon riski énlenmis olur. Ekim islemi yapilirken aktarilacak rnegi ve steril
besiyerini igeren kaplarin agiz kisimlari, islemler 6ncesi ve sonrasi bek alevinden gecirilmelidir. Bu sekilde
kaplarin agiz kisimlarinda yaratilan konveksiyon akimiyla kaplara havayla girebilecek mikroorganizmalar
engellenmekte ve varsa kontaminasyon yaratacak mikroorganizmalarin yok edilmesi de saglanmaktadir.

Su, siit, meyve suyu gibi oda sicakliginda sivi halde bulunan gida maddeleri ile kat1 gida maddelerinin
uygun bir steril ¢oziicli icinde homojenize edilmesiyle veya diliisyon serileri yapilarak hazirlanmig sivi
ekstrakt ¢ozeltileri sivi 6rneklerdir. Sivi 6rnekler, farkli 6zellikler tagiyan besiyerlerine degisik metotlarla
aktarilabilmektedir. Ornek kati ise direkt inokiilasyon yapilabilecegi gibi siv1 hale getirilerek ve diliisyonlar
hazirlanarak da analize alinabilir.

S1v1 besiyerine ekim islemi, mikrobiyoloji laboratuvarinda sik olarak uygulanan inokiilasyonlardandir.
Bu islem, usuliine uygun hazirlandiginda hem sivi hem de kati 6rnekler i¢in miimkiin olabilmektedir.

6.1.1. S1v1 Besiyerine Ekim Isleminde Kullamlan Arac¢ Gerec

S1v1 besiyerine ekim isleminde pipet, 6ze gibi aktarma ekipmanlar1 kullanilir. Siv1 besiyerleri; erlen,
beher veya balon gibi kaplarda muhafaza edilir. Bek alevi, ekim islemi sirasinda sterilizasyon amagli
olarak kullanilir. Tiiplerdeki besiyerini karistirmak icin vorteks cihazindan yararlanilabilir. Ekim islemi,
biyogiivenlik kabini igerisinde gerceklestirilmelidir.

6.1.2. S1iv1 Besiyerine Oze ile Ekim Islemi Asamalar:

S1vi besiyerine aktarma igleminin ilk asamasi, aktarilacak drnegin (sivi ise) iyice calkalanmasidir.
Bunun amaci, 6rnegin igerisinde bulunan mikroorganizmalarin sivi igerisinde homojen olarak dagilimini
saglamaktir. Tiip elle karistirilacaksa sol elde tutularak sag isaret parmagiyla tiipiin alt kismina birkag kez
vurulur veya tilip iki el ayasmin arasina yerlestirilerek ileri geri slirtme hareketi yapilir. Laboratuvarda




kullanilan, vorteks adi verilen tiip karistirict
aletler de bu amaca yonelik olarak iiretilmis
yardimcilardir.

Sivi besiyerine ekim islemi Ozeyle veya
pipetle gerceklestirilebilir. Islem  ozeyle
yapilacaksa tiip iyice karistirildiktan sonra 6ze
bek alevinde akkor héle getirilerek sterilize
edilir (Gérsel 6.1). Oze, alev catis1 altinda
sogutulduktan sonra sol elde bulunan tiipiin
kapagi, 6ze bulunansag el parmaklartylaagilarak
tiipiin agz1 alevden gegirilir. Tlpin i¢inden bir

' 0ze ornek alinir ve 6ze disar1 ¢ikarilir. Alevden
Gaorsel 6.1: Siv1 besiyerine ekim gegirilerek sterilize edilir. Tiipiin agz1, sag elde
bulunan tipa ile kapatilarak yerine konulur.
Steril s1v1 besiyerini igeren tiip alinir, aseptik kosullarda acilir. Oze ucu sivinin igerisine daldirilmadan
s1v1 yiizeyinin Uist kismindaki kuru bolgeye siirtiilerek 6rnek bu bolgeye yayilir. Daha sonra 6ze ucu sivi
besiyerine daldirilarak karistirilir, besiyeri igerisinden ¢ikarilir ve 6rnegin daha énceden yayilmis oldugu
bolgeye degdirilerek siirtme hareketi yapilir. Bu sekilde inokiilasyon yapilmis olur. Son olarak besiyerinin
bulundugu tiipiin agz1 ve 6ze sterilize edilir. Tiipler karistirilarak islem tamamlanir.

6.1.3. S1v1 Besiyerine Pipet ile Ekim Islemi Asamalar

S1v1 besiyerine pipet ile inokiilasyon yapilacaksa 6ze ile ¢alisildiginda uygulanan tiim islemler pipet
ile ekim isleminde de aynen uygulanir. Karistirilarak homojenize edilen tiip, sol ele almir. Sterilize edilen
pipet; aseptik kosullarda, acilan tiiplin icine daldirilir. Pipetle istenen hacimde sivi cekilerek steril sivi
besiyeri igeren tiipe daldirilir. Tiipiin agz1 alevden gecirildikten sonra kapatilir ve steril besiyeri igeren
tiipiin kapag1 veya pamuk tikaci ¢ikarilarak pipet ucu tiipiin i¢erisindeki besiyerine daldirilmadan besiyeri
seviyesinin {ist kismindaki kuru bélgeye degdirilir ve pipetteki sivi bosaltilir. Bu sekilde inokiilasyon iglemi
tamamlanmig olur. Besiyeri kapatilir ve pipet alevden gecirilerek temizleme kiivetine konur. Son olarak,
ornek ve besiyeri tiipleri iki el ayasi arasinda yuvarlanarak homojen bir sekilde karigtirilir.

6.2. CIZME YONTEMI ILE EKIM YAPMA

Cizme yontemiyle ekim iglemi; drnek ile temas
ettirilen 6zenin, petri kutusundaki kat1 besiyerinin
farkli bolgelerine sirayla siiriilmesiyle numunenin
miktarinin ve igerdigi mikroorganizma sayisinin
giderek azaltilmasi esasina dayanir. Bu sekilde her
stirme alanma bir onceki alandan daha az sayida
mikroorganizma diiser. En son alandaki say1 ise
teke iner. Bakterilerin teke dustiikleri bolgelerde
cogalmasiyla bir tek koloni olusur. Bu yilizden bu
yonteme tek koloni diisiirme yontemi de denir.

Koloni, her bir bakteri hiicresinin ya da
sporunun kati bir besiyerinde diistiigii herhangi
bir noktada, inkiibasyon siiresince ¢ok sayida
boliinmeler gecirerek olusturdugu ve ciplak gozle

) ) o ) goriilebilen hiicre toplulugu seklinde bir yapidir
Gorsel 6.2: Petri kutusundaki agarli besiyeri ylizeyine

inokiilasyon sekilleri (Temiz, 2016). Tek koloni diigiirme teknigi, agarl




besiyeri yiizeyine Gorsel 6.2°de gosterildigi gibi farkli sekillerde uygulanabilir.

6.2.1. Cizme Yontemi ile Ekim Isleminde Kullanilan Ara¢ Gerec

Cizme yontemiyle ekim isleminde aktarma islemi 6ze ile yapilir. Agarli besiyeri, petri kabi icerisinde
muhafaza edilir. Bek alevi, ekim iglemi sirasinda sterilizasyon amagli olarak kullanilir. Ekim iglemi,
biyogiivenlik kabini icerisinde ger¢eklestirilmelidir.

6.2.2. Cizme Yontemi ile Ekim islemi Asamalari

Cizme yontemiyle koloni olusturmada amag, agarli besiyerinde her canli hiicrenin belirli bir ink{ibasyon
siiresi sonunda 1 adet koloni olusturmasidir. Gorsel 6.3’te bu yontemle olusturulmus izole koloniler
goriilmektedir.

Cizme yontemiyle ekim isleminde mikrobiyolojik analizi yapilan inokiile edilecek 6rnek, 6ze veya
pipet ile siv1 besiyerine ekim islemi uygulamasindaki gibi alinir. Ekim yapilacak petri kutusunda, 6nceden
istenen Ozelliklerde hazirlanmis agarh besiyeri vardir. Petri kutusu, sol elin avug i¢ine yerlestirilir. Petri
kutusunun kapag1 bu elin bas ve isaret parmagi ile acilir. Oze, bu araliktan iceri sokulur ve i¢inde drnek
bulunan 6ze ucu, agar yiizeyinde bir bolgeye temas ettirilir. Ornek, temas ettirilen bolgede hafifce ezilir ve
birka¢ mm ¢apinda yayilir. Bu yayilma alanindan baglanarak 6ze ile siirme islemi uygulanir. Stirme iglemi
ayr1 koloniler elde etme amaciyla 4 farkli bolgenin ¢izilmesi seklinde uygulanir. Besiyerini yirtmadan 6ze
ile ylizeye ¢izgiler ¢izilir. Birbirine dik {iglii paralel ¢izgiler halinde siirme yapilirken ii¢ ¢izgi bitiminde
0ze yakilir ve yeniden ii¢ ¢izginin bittigi yerden ve her seferinde bir ¢izgiden baslayarak ilk ¢izgilere dik
cizgiler seklinde siirme yapilir. Oze yakma islemi her kdsede tekrarlanir ve bu sekilde seyreltme yapilarak
tek koloniye diisiirmek hedeflenir. Oze ile bir defada zikzak ekim ile tek koloniye diisiirme de stk uygulanan
bir yontemdir.

6.3. DOKME PLAK YONTEMI iLE EKiM YAPMA

Gorsel 6.3: Cizme yontemiyle elde edilen izole koloniler

Bu yontem, i¢i bos steril petri kutular1 ve sivilastirilmig agarh besiyeri kullanilarak ¢ogunlukla 6rnekte
bulunan canli mikroorganizmalarin veya mikroorganizma sporlarinin kiiltiirel sayimlarint ger¢eklestirmek
amaciyla uygulanir. Bu ekim yonteminde inkiibasyon, aerobik kosullarda yapilirsa canli aerobik
mikroorganizma sayist; anaerobik kosullarda yapilirsa canli anaerobik mikroorganizma sayisi tespit edilir.

Dokme plak yontemi ile ekim yapma, bakteri, kiif ve mayalarin saf kolonilerinin elde edilmesinde
kullanilan bir yontemdir. Hazirlanan numuneden alinan 1 ml 6rnegin steril bos bir petri kutusunun tam
ortasina aktarilmasi ve iizerine 45 °C’de tutulan, katilagsmamis besiyeri dokiilmesi suretiyle uygulanan bir
yontemdir.
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6.3.1. Dokme Yontemi ile Ekim Isleminde Kullamilan Ara¢ Gerec

Dokme yontemiyle ekim isleminde pipetler aktarma araci olarak kullanilir. Sivi besiyerleri; erlen,
beher veya balon gibi kaplarda muhafaza edilir. Bek alevi, ekim islemi sirasinda aseptik kosullari
saglamak ve korumak amaciyla kullanilir. Ekim islemi, petri kaplarinda ve biyogiivenlik kabini igerisinde
gerceklestirilmelidir. D6kme yOnteminde su banyosu, agarli besiyerinin eritilmesi ve istenen sicaklikta
giivenli bir sekilde tutulmasi agisindan gereklidir. Mikrodalga firinlar da besiyeri eritme islemi igin
kullanilir. (Gorsel 6.4).

Gorsel 6.4: Agarli besiyerini istenen sicakliga getirmek i¢in kullanilan ekipmanlar

6.3.2. Tek Tabaka Dokme Yontemi ile Ekim Islemi Asamalar:

Tek tabaka dokme yontemiyle ekim yonteminde, steril bir pipetle sivi1 kiiltiirden veya s1vi 6rnekten 1 ml
alinir ve steril bos bir petri kutusuna aktarilir (Gérsel 6.5). Onceden 44-48 °C’ye ayarlanarak hazirlanmis su
banyosunda tutulan uygun bir agarli besiyeri, i¢ine 1 ml 6rnek konulmus olan petri kutusuna yaklasik 15-20
ml kadar dokiiliir (Gorsel 6.5). Besiyeri onceden katilasmig ise kaynar su banyosunda veya mikrodalga
firinda eritilir. Daha sonra 44 ile 48 °C arasi bir sicakliga sogutularak hazir hale getirilir. Petri kutusu,
bulundugu diizlem {izerinde sekiz ¢izdirme hareketi ile veya ii¢ defa saat yoniinde, {i¢ defa aksi yonde
cevrilerek homojen bir sekilde karistirilir. Besiyerinin katilasmasi i¢in bir siire beklenir.

Gorsel 6.5: Dokme plak tekniginde drnegin konulmasi ve besiyerinin dokiilmesi

6.3.3. Cift Tabaka Dokme Plak Yontemi ile Ekim Islemi Asamalari

Cift tabaka dokme plak yontemi, birinci ekim islemi gerceklestirilmis agar plaklarinin tizerine, 6nceden
uygun bir sekilde hazirlanmig ve 45 ile 50 °C arasi bir sicaklia sogutulmus steril ve agarli besiyerinden 5 ml
olacak sekilde ikinci bir tabaka halinde dokiilerek uygulanir. Bu yontemin amaci, kolonilerin yayilmasin
engellemek ve hafif anaerob bir ortam olusturarak fakiiltatif anaerob mikroorganizmalarin gelisebilecegi
ortami1 olusturmaktir. Cift tabaka dokme plak yonteminde her iki tabaka icin genellikle ayn1 agarl besiyeri
kullanilir. Farkli besiyerinin kullanildigi nadir durumlar da vardir. Dokiilen miktarin 5 ml olarak ayarlanmast
ve tiim ylizeye yayilmasi, bu yontemde en dnemli hususlardir. Katilasma tam olarak saglandiktan sonra
inkiibasyon islemi baslatilabilir.




6.4. YAYMA YONTEMI iLE EKiM YAPMA

Bu yontem, daha once petri kaplarina dokiilerek katilagmasi saglanmis besiyerlerinin ylizeyine, ucu
kivrimli 6zel bir cam gubuk olan drigalski spatiilii (drigalski 6zesi) ile 6rnegin yayilmasi ve uygun kosullarda
inkiibe edilerek kolonilerin sayilmasi esasina dayanir.

6.4.1. Yayma Yontemi ile Ekim isleminde Kullanilan Ara¢ Gere¢

Yayma yontemiyle ekim isleminde drigalski adi verilen 6zel bir cam ¢ubuk, aktarma araci olarak
kullanilir (Gorsel 6.6). Sivi besiyerleri; erlen, beher veya balon gibi kaplarda muhafaza edilir. Bek alevi,
ekim islemi sirasinda sterilizasyon amach olarak kullanilir. Ekim iglemi, petri kaplarinda ve biyogiivenlik
kabini igerisinde gercgeklestirilir.

Gorsel 6.6: Drigalski spatiilii

6.4.2. Yayma Yontemi ile Ekim islemi Asamalar1

Yayma yontemiyle ekim islemi, petri kutusunda
bulunan agarli besiyeri yiizeyinde gerceklestirilir. Bu
yontemde oOncelikle petri kutusundaki kati besiyeri
ylizeyinde bir nokta segilir ve buraya 0,1 ml 6rnek
aktarilir. Ornek aktarilan bu nokta, petrinin dértte birine
karsilik gelen bir nokta olabilir. Kat1 besiyeri ylizeyinin
kuru olmasi gerekir. Aktarilan bu sivi 6rnek, drigalski
spatiiliiyle besiyeri ylizeyine yayilir (Gorsel 6.7).

Yayma islemi ncesinde steril drigalski spatiilii etil alkol

cozeltisine daldirilir ve u¢ kismi bunsen beki alevine . . . L
Gorsel 6.7: Drigalski spatiilii kullanilarak yayma

degdirilerek tekrar sterilize edilir. Alev alan drigalski yontemi ile ckim yapilmast

spatiilii alev catis1 altina indirilir ve alevin s6nmesi

beklenir. Ekim Oncesinde besiyerinin bos kismina degdirilerek drigalski spatiiliiniin sogumasi beklenir.
Yayma islemi sirasinda petri kutusunun alt kapagi sol elle hafif¢e sallama hareketi yapilarak dondiirtiliirken
drigalski spatiilii sag ele alinarak besiyeri lizerine siirtme hareketi yaptirilir. Bu hareket, 6zenin siirtme
baslangi¢ noktasina gelene kadar siirdiiriiliir. Petri kutusu 15 dakika ters ¢cevrilmeden bekletilir ve besiyerinin
aktarilan 6rnegi absorbe etmesi yani emerek i¢ine almasi saglanir.

6.5. INKUBASYON

Kiiltiir elde etme siirecindeki son asama inkiibasyondur. Ekim islemi ger¢eklestirilmis besiyerini igeren
kabin, istenen mikroorganizma gelisimini saglamak i¢in uygun bir inkiibatorde, belirli bir sicaklikta ve
siirede tutulmasi gerekmektedir. Uygun besiyerine ekimi yapilmig mikroorganizmanin, optimum sicaklik ve
siirede optimum yasam sartlarini ve gelisimini en iyi sekilde saglamasi gerceklesmektedir. Agarli besiyeri
bulunan petri kaplari, inokiilasyondan sonra bir siire bekletilip ters c¢evrilerek inkiibatdrde veya etiivde
inkiibe edilir. Petri kutulariin ters gevrilmesi islemi, petri kutusu icinde olusabilecek su damlalarinin
kapakta yogunlasarak tekrar besiyeri iizerine damlamasina engel olmak i¢in yapilir.
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6.5.1. inkiibasyon isleminde Kullanilan Cihazlar

Bu islem icin genellikle etiiv veya su banyosu gibi cihazlardan yararlanilmaktadir (Gorsel 6.8).
Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bu amagla kullanilan 6zel inkiibatorler de bulunmaktadir. Laboratuvar
ortaminda, tezgah iizerinde gerceklesen inkiibasyon iglemi de uygulanmaktadir. Ancak bu islem, kontrollii
bir inkiibasyon degildir. Degisen ortam sicakligina gore yani oda sicakligi olarak kabul edilen 22-25 °C
araliginda sapmalar gosterebilir. Kiiflerin liretimi i¢in bu yontem Onerilebilir.

Petri kutusuna yapilan ekim islemleri i¢in 6zel inkiibatorlerden veya etiivden yararlanilir. Su banyosu,
tiiplerde uygulanan inkiibasyon islemleri i¢in onerilir. Bu islemde tiipler, bir tiipliik i¢ine yerlestirilir ve su
banyosu icerisindeki suyun tiipleri yan yatirma ihtimaline kars1 6nlemler alinir.

Gorsel 6.8: Inkiibasyonda kullanilan cihazlar (etiiv ve su banyosu)

6.5.2. inkiibasyonda Dikkat Edilecek Hususlar

Inkiibasyon siiresi ve sicaklig1 belirlenirken yontemde belirlenen degerlere uyulmali, ¢alismanin
amacina ve duruma gore uzman deneyiminden yararlanilmalidir.

Inkiibator igerisinde istenen sicaklik degerinin olup olmadigi termometre ile kontrol edilmeli,
cihazlarin diizenli kontrolleri yapilmalidir.

Inkiibatorde sicaklik degisimi olmamasi igin cihazin kapagi sik sik agilip kapanmamalidir.

Petri kaplar1 tek sira halinde etiive yerlestirilmeli, ancak zorunlu durumlarda birden fazla sayida
petri kabinin iist liste konulmasina izin verilmelidir.

Etiive kaplar yerlestirilirken ayni anda ¢ok sayida tiip, petri kabi vs. konulmamasina ve kaplar
arasinda bosluk birakilmamasina dikkat edilmelidir. Bu durum, sicakligin etiiv i¢erisinde homojen
bir sekilde dagilimi ag¢isindan onemlidir.

Anaerob mikroorganizmalar ile ¢alisildiginda inkiibator icerisindeki gaz durumuna dikkat
edilmelidir.

37 °C tzerindeki sicakliklarda inkiibator igerisindeki nem durumu ve petri kutularindaki yiizey
kurumasi kontrol edilmelidir. Gerekirse petriler, stre¢ filmle sarilarak inkiibasyona birakilmalidir.

Petri kaplar1 inokiilasyon iglemini takiben bir slire beklendikten sonra genelde ters bir sekilde
inkiibatore yerlestirilir. Bu sekilde, petri kabi i¢erisinde olusabilecek su baharinin kapakta kondense
olup besiyerine damlama riski dnlenmis ve boylece kiiltiiriin kontaminasyonu ile daha fazla sayida
koloni olusumu engellenmis olur.

Kiif kiiltiirlerinin elde edilmesi isleminde petri kaplari etiive diiz konumda konur. Bunun amaci, kiif
sporlarinin kapaga diisiip ¢alisma sirasinda ¢evreye yayilmasini engellemektir.

Inkiibasyon sicaklig1; mikroorganizmanin psikrofil (sogugu seven), mezofil (1lig1 seven), termofil
(sicag1 seven), ekstrem termofil (¢cok sicagi seven) karakterde olmasina gdore optimum kosullar
icin belirlenmektedir. Gorsel 6.9, mikroorganizmalarin sicaklik isteklerine gore c¢ogalabilme
sicakliklarini gostermektedir.
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Gorsel 6.9: Mikroorganizmalarin gogalabilme sicakliklari

6.5.3. inkiibatérde Inkiibasyon

Mikrobiyolojik analizlerde mikroorga-
nizmalar iretmek icin uygun sicaklik ve
stirede caligma imkani1 saglayan cihazlara
inkiibator denir (Gorsel 6.10). Laboratu-
varda inkiibasyon iglemi i¢in G6zel olarak
tretilmis ve 0-90 °C sicaklikta ¢aligabilen
inkiibatorler kullanilir. Bunun disinda genel
amacl etiivler de inkiibasyon amaciyla
kullanilabilir. Inkiibatérlerin bu sicaklik
araliginda tretilmesinin sebebi, mikroorga-
nizmalarm daha yiiksek sicakliklarda ya-
samalarin miimkiin olmamasidir. Ancak
ekstrem termofiller (Gorsel 6.9’da gosteril-

Gorsel 6.10: Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan inkiibator

digi gibi) ¢ok yiiksek sicakliklarda yasayabilir. Bu mikroorganizmalar da gidalarda genellikle bulunmaz.

Etiivler; daha genis sicaklik araliginda ayarlanabilen, inkiibasyon amaciyla da kullanilabilen cihazlardir.
Laboratuvarda inkiibasyon islemi i¢in kullanilan etiiviin genel amaglar i¢in kullanilmamasi, yalnizca
mikrobiyolojik islemler i¢in ayrilmasi olusabilecek kontaminasyon risklerini 6nlemek agisindan énemlidir.

Inkiibatorde ya da etiivde inkiibasyon islemi daha gok petrilerin inkiibasyonu i¢in uygulanmaktadir.
Petri kaplari cihaz igerisine aralikli olarak yerlestirilmeli, Gist Giste yerlestirmelerden kagmilmalidir. Etiiv
veya inkiibatorlerin sicaklik kontrolleri diizenli olarak yapilmali, etiiv ve inkiibatorler her analiz 6ncesi ve

sonrasi sterilize edilmelidir.

6.5.4. Su Banyosunda Inkiibasyon

Ekim isleminin ardindan istenen mikrobiyal biiyiimeyi saglamak i¢in uygun sicaklik ve siire

kosullarin1 saglamada kullanilan bir diger metot da
su banyosunda inkiibasyon islemidir (Gorsel 6.11).
Su banyosunda inkiibasyon islemi, homojen bir 1s1
dagilimi sagladigi i¢in oldukca sik kullanilan ve
onerilen bir yontemdir. Su banyosu 6zellikle erlen,
tiip, balon gibi cam malzemeler i¢in kullanilir. Bu
malzemelerin su banyosunda yan yatmamasi i¢in
gerekli dnlemler alinmalidir. Tiipler, tiipliik i¢erisinde
su banyosuna konulurken diger cam malzemeler,
kaplari boyun kisimlarina agirlik halkalar gecirilerek
veya su banyosuna ait 6zel bosluklara yerlestirilerek
inkiibasyona alinabilir. Petri kaplari, su banyosunda

sterilize edilemez.

Gorsel 6.11: Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan su
banyosu

Ekim Yontemleri
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1. UYGULAMA : SIVI BESIYERINE EKIM YAPMA |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\' Laboratuvar calismasimin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlar1 (6nlik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Biyogiivenlik kabininde ¢aliginiz.
Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani steril hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayimiz.

2 2 2 2 =2

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yanimizda
bulundurunuz.

2

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

v Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

\' Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donamimlari sterilize ediniz.

\' Laboratuvar ¢alismalarindan dnce ve galisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

' Nutrient broth /' Bunsen beki \ Steril deney tiipleri
' Sivi kiiltiir V' Ozeler ' Vorteks
' Safsu ' Pipetler

Islem Basamaklari

1. Sivi besiyerini; tiiplin alt kismina dogru vurma, tiipii iki el ayasi arasina yerlestirerek el ayalarina
siirtme veya vorteks cihazinda karistirma yontemlerinden birini tercih ederek homojenlik saglanacak
sekilde karistiriniz.

Pipeti birkag kez alevden gegiriniz.

Tiipii hafifge egerek pipet ucunu sivi 6rnege daldiriniz.

Pipetle bir miktar s1viy1 ¢ekiniz ve pipetin ucu tiipe degmeyecek sekilde tiipten ¢ikariniz.
Tiipiin agzini alevden gegirip kapatiniz ve tiipi, tiipliige koyunuz.

Sol elinizle s1v1 besiyerini igeren tiipii aliniz.

A o

Tiipii dip tarafindan tutup kapagmi ya da tikacini alev catisi altinda tutarak pipet tutan sag elin
kiigiik ve yiizlik parmaklariyla avug iginde sikigtirarak aginiz.

8. Pipeti, tiipln icerisindeki besiyeri seviyesinin hemen {izerinde kuru bir tiip bolgesine degdiriniz.
Pipetin kendi kendine bosalmasini saglayiniz.

9. Aktarma (inokiilasyon) islemini bitirip besiyerinin agzini kapatiniz.
10. Pipeti birkag kez alevden gegirip temizleme kiivetine koyunuz.

11. Teknigine uygun karistiriniz.




Temizlik ve Dezenfeksiyon.

\' Cihazlarin temiz birakilip birakilmadigini kontrol ediniz.
Copleri atik kutusuna atiniz.
Ortami1 ve malzemeleri sterilize ediniz.

Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

Ekim Yontemleri

< 2 2 2

Kullanilan cam malzemeleri yerlerine kaldirmiz.

islem Uygulama Semasi
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Gorsel 6.12: Sivi besiyerine pipetle ekim islemi uygulama semasi
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Sonuc¢ ve Yorum

“S1vi Besiyerine Ekim Yapma” Uygulamasi

DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

. DERECE

OLCUTLER
1 2 3 4 5

Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullamlacak arag¢ gereci hazirladi.

Siv1 besiyerine ekim islemi icin gereken malzemeleri hazirladi.

Siv1 besiyerine 6zeyle ekim yapdi.

Sivi besiyerine pipetle ekim yapda.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak calisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puani: Gerg¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 lizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.




@ Uygulama Yapragi Stire : 2 Ders Saati O

2. UYGULAMA : l CIZME YONTEMI ILE EKIM YAPMA '

is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

" Laboratuvar cahsmasimin gerektirdigi kisisel koruyucu donanmmlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Biyogiivenlik kabininde ¢aliginiz.
Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani steril hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

A .

Analize baglamadan dnce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara karsi dikkatli olunuz.
Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

\' Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donamimlari sterilize ediniz.

\' Laboratuvar ¢alismalarindan dnce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler
' Nutrient agar V' Ozeler " Bunsen beki

- Sivi kiiltiir \ Steril petri kaplari

islem Basamaklar

1. Kati besiyeri (agarli) hazirlaymiz ve besiyerinin soguyarak katilagsmasini bekleyiniz.

2. Ilgerisinde kat1 besiyeri bulunan petri kutusunu 6zenin girecegi sekilde cok az aginiz. (Petri kutusunu
sol elin ayasina yerlestiriniz ve kapagi sag elin bas ve isaret parmagi ile aginiz.)

Ekimi yapilacak 6rnegi, 6ze ile steril bir sekilde aliniz.

4. Ozeyi agilan araliktan igeriye sokarak agar yiizeyinin bir bolgesine temas ettiriniz.
Bu bolgede 6ze ucundaki kiiltlirii besiyeri iizerinde hafifce ezerek bir miktar yayma islemi
gergeklestiriniz.

6. Bu bolgeden baglayarak siirme islemi gerceklestiriniz. (Siirme islemini konuda anlatildigr sekilde
birkag sekilde yapabilirsiniz. En ideal olan, 4 ayr1 bolgenin ¢izilmesidir.)

7. Ekimigleminde ¢izme yapiyorsanizigne uclu 6ze, siirme yapiyorsaniz yuvarlak uclu 6ze kullanmanin
daha uygun oldugunu unutmamaya dikkat ediniz.

Ekim Yontemleri
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Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 6.13: Kat1 besiyerine ¢izme ekim iglemi uygulama semasi

Temizlik ve Dezenfeksiyon

\/

Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi 6zeleri ve diger tek kullanimlik
malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tiim malzemeyi
¢Ope atiniz.

Caligilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanl
su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya
birakiniz.

Copleri atik kutusuna atiniz.
Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.




Sonuc¢ ve Yorum

Ekim Yontemleri

JJ
00

“Cizme Yontemi ile Ekim Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU
Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gbzlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iligkin gbzlem sonucunuzu “X” igareti koyarak isaretleyiniz.
. DERECE
OLCUTLER
1 2 3 4 5
Is saghig1 ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullanilacak arac gereci hazirladi.
Cizme yontemiyle kati besiyerine ekim i¢in uygun malzemeleri
hazirladi.

Cizme yontemiyle kati besiyerine ekim asamalar1 kurallarina
uydu.

Cizme yontemiyle kati besiyerine ¢izim islemini gerceklestirdi.
Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢aliyma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullandi.
Form Puani: Gerg¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 lizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.
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3. UYGULAMA : DOKME PLAK YONTEMI ILE EKIM YAPMA

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

< 2 2 2 2

Laboratuvar ¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donamimlar1 (Onliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Biyogiivenlik kabininde ¢aliginiz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani steril hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayimiz.

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donanimlar sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

5.3.2. Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/

A .

Nutrient agar

S1vi kiiltiir

Ozeler

Steril petri kaplari

Bunsen beki

islem Basamaklar

Steril bir pipetle siv1 kiiltiirden veya s1vi 6rnekten 1 ml aliniz ve steril bos bir petri kutusuna aktarimiz.

Onceden 44-48 °C’ye ayarlanarak hazirlanmis su banyosunda tutulan uygun bir agarli besiyerinden
yaklasik 15-20 ml kadarini, i¢ine 1 ml 6rnek konulmus olan petri kutusuna dokiiniiz (Besiyeri
onceden katilagmis ise kaynar su banyosunda veya mikrodalga firinda eritiniz. Daha sonra besiyerini
44-48 °C’ye sogutarak hazir hale getiriniz.).

Petri kutusunu, bulundugu diizlem {izerinde sekiz ¢izdirme hareketi ile veya ii¢ defa saat yoniinde,
li¢ defa aksi yonde ¢evirerek kutunun homojen bir sekilde karismasini saglayiniz.

Besiyerinin katilasmasi icin bir siire bekleyiniz.




Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 6.14: Dokme plak yontemi ile ekim islemi uygulama semasi

Temizlik ve Dezenfeksiyon

\/

Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiiz ve tim
malzemeyi ¢ope atiniz.

Caligilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanl
su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya
birakiniz.

Copleri atik kutusuna atiniz.
Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.

Ekim Yontemleri
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Sonuc¢ ve Yorum

“Dékme Plak Yéntemi ile Ekim Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE
1 2 3 4 5

OLCUTLER
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.
Tek tabaka dokme yontemi uygulama asamalarina uydu.

Doékme plak yontemine uygun uygulamayi gerceklestirdi.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.

Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,85 ile carparak 100 tizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.




@ Uygulama Yapragi Siire : 2 Ders Saati ‘

4. UYGULAMA : | YAYMA YONTEMI iLE EKIM YAPMA |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

' Laboratuvar calismasimin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlart (6nlik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Biyogiivenlik kabininde ¢aliginiz.
Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani steril hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

A e

Analize baglamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

2

Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmig besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

\' Analizde kullanilan arag gerec ve donanimlar sterilize ediniz.

' Laboratuvar ¢calismalarindan énce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler
' Nutrient agar ' Drigalski spatiilii \ Etil alkol
' Sivi kiiltiir \ Steril petri kaplari /" Bunsen beki

islem Basamaklar

1. Drigalski spatiiliinii, etil alkol ¢ozeltisine daldiriniz ve u¢ kismini bunsen beki alevine degdirerek
sterilize ediniz (Alev alan drigalski spatiiliinii alev catisi altina indiriniz ve alevin sénmesini
bekleyiniz.).

2. Kat1 besiyerini aliniz ve ekim oncesinde drigalski spatiiliinii besiyerinin bos kismina degdiriniz,
spatiiliin sogumasini bekleyiniz (Kati besiyerinin yiizeyinin kuru olmasina dikkat ediniz.).

Petri kutusundaki kat1 besiyeri yiizeyinde bir nokta se¢iniz ve pipetle 0,1 ml 6rnek aktariniz.

4. Aktarilan bu siv1 6rnegi, 6nceden steril edilmis drigalski spatiiliiyle besiyeri ylizeyine yayimiz
(Yayma islemi sirasinda petri kutusunun alt kapagina sol elle hafifce sallama hareketi yaptiriniz ve
dondiiriiliirken drigalski spatiiliinii sag ele alarak besiyeri lizerine slirtme hareketi yaptiriniz.).

Yayma islemini, pipetle 6rnegin aktarildig yere (baslangic noktasina) gelene kadar stirdiirtiniiz.

6. Petri kutusunu 15 dakika ters ¢evirmeden bekletiniz.

Ekim Yontemleri
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Islem Uygulama Semasi

%70'lik
Etil Alkol
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Gorsel 6.15: Yayma plak yontemi ile ekim islemi uygulama semasi

Temizlik ve Dezenfeksiyon

\/

Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tim
malzemeyi ¢ope atiniz.

Caligilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanl
su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya
birakiniz.

Copleri atik kutusuna atiniz.
Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.




Sonuc¢ ve Yorum

Ekim Yontemleri
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“Yayma Yontemi ile Ekim Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

.. .. DERECE
OLCUTLER
1 2 3 4 5

is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Yayma yontemiyle ekim islem basamaklarim uyguladi.
Yayma yontemiyle ekim yapdi.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.
Siireyi verimli sekilde kullanda.

Form Puani: Gercek Puani:
Degerlendirme: Form puanini 2,85 ile carparak 100 tizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.
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5. UYGULAMA : l INKUBASYON iSLEMI

Ekim Y('jntemleril
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Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Biyogiivenlik kabininde calisiniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacagimiz alani steril hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayimiz.

Analize baslamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara karsi dikkatli olunuz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/
\/

1, 2, 3 ve 4. uygulamada hazirlanan kiiltiirler
Su banyosu

Etiiv ya da inkiibator

islem Basamaklar

\/
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1, 2, 3 ve 4. uygulamada hazirlanan ekimi yapilmis numunelerde {iiremesini istediginiz
mikroorganizmalar i¢in uygun sicaklik ve siireleri belirleyiniz.

1. uygulamada hazirlanan tiipteki kiiltiirleri su banyosunda inkiibe ediniz.

2, 3 ve 4. uygulamada hazirlanan petrilerdeki kiiltiirleri ink{ibator veya etiivde inkiibe ediniz.
Kiifler i¢in inkiibasyon gergeklestirilecekse islemi, oda sicakliginda gergeklestiriniz.
Inkiibasyon sicakliklarini énceden ayarlaymiz.

Yeterli inkiibasyon saglanmamissa bir siire daha isleme devam ediniz.

Deney Tiiplerinin Su Banyosunda inkiibasyonu

1.
2.
3.
4.

Su banyosunun sicakligini ve icerisindeki su miktarini diizenli olarak kontrol ediniz.
Tiipleri su banyosuna uygun bir tiipliik igerisinde yerlestiriniz.
Belirlenen siire boyunca tiipleri su banyosunda tutunuz.

Siire sonunda tiipleri su banyosundan ¢ikararak iiremeleri kontrol ediniz.




Petri Kaplarimn Etiiv veya Inkiibatorde inkiibasyonu

1. Ekimi yapilmig petri kaplarini inkiibatore yerlestiriniz.
2. Petrileri iist iiste koymamaya dikkat ediniz.

3. Eger iist iiste yerlesim yapilacaksa cam petrilerde 6’dan, plastik petrilerde 8’den fazla petri kabini
st Uiste koymamaya dikkat ediniz.

Ekim Yontemleri

4. Inkiibatdr sicakligini kontrol ediniz.

Siire sonunda petri kaplarini ¢ikararak iiremeleri kontrol ediniz.

'
&l
\gﬂ

6. Yeterli inkiibasyon saglanmamissa bir siire daha isleme devam ediniz.

islem Uygulama Semasi

uygun
amﬂﬂikmaﬁ:@&@m

Petri kaplari Deney tupleri

Gorsel 6.16: Kiiltiirlerin inkiibasyon islemi uygulama semasi
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Sonuc¢ ve Yorum

“Inkiibasyon Islemi” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gbzlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE

OLCUTLER
1 2 3 4 5
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Su banyosunda inkiibasyon uyguladi.

Etiivde inkiibasyon uyguladi.

Ekimi yapilmis petrilerin iki gruba ayrilmasi islemini yapti.
Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile carparak 100 Uzerinden gercek puani hesaplayiniz. Gercek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI" sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.




l OLCME VE DEGERLENDIRME >

Ekim Yontemleri

1. () Mikrobiyolojik analizlerde besiyerinde tek bir mikroorganizmanin iiretimi gergeklestiriliyorsa
bunlara saf kiiltiir denir.

2. ( ) Kati1 6rneklerde besiyerinin katilastirilmasi i¢in NaCl kullanilir.
3.( ) Drigalski spatiilii, ¢cizme plaka yonteminde kullanilan 6zel bir aragtir.

4.( ) Cift tabaka dokme yoOntemi, anaerobik mikroorganizma gelisiminin istendigi durumlarda
yapilan bir uygulamadir.

5.( ) Inokiilasyon islemi sirasinda 6ze ucunun sterilizasyonu, bunsen bekiyle alev uygulamasi
yapilarak saglanir.

6.( ) Alev catis1 altinda ekim yapmak, mikrobiyolojik analizlerde uygulanan sterilizasyon
islemlerinden biridir.

7.( ) Inkiibasyon islemi, ekim yontemlerinde ilk asamadir.
8. () Cizerek ekim isleminde igne uglu 6ze kullanilir.
9. ( ) Petri kaplari, etiive genellikle ters sekilde yerlestirilir.

10. () Yayma plaka yonteminde s1v1 besiyeri, kiiltiir tizerine 44-48 °C’de dokiiliir.

11.  Mikroorganizmalarin bulunduklar1 ortamdan steril tekniklerle alinarak uygun besiyerine aktarilmasi

ve burada gelistirilmesi iglemine ......................e.e. denir.

12 Etivde ....ooooiiiiiiiii iizeri sicakliklarda nem kaybinin 6nlenmesi i¢in gerekli dnlemler
alimmalidir.

13.  Yayma plaka tekniginde, ekim islemi tamamlandiktan sonra ............................ sliresince

bekletilerek petri kabi ters gevrilir.

14. Kati ekim tekniklerinde besiyeri igerisinde ............................ gibi katilastirict bir ajan
bulunmasi gerekir.

15.  Petri kaplar1 inkiibatOr icerisine ...............c.ooevuennnn. sira halinde yerlestirilmelidir.
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16.

17.

18.

19.

ASAGIDAKI SORULARIN DOGRU CEVABINI ISARETLEYINIZ.

Asagidakilerden hangisi ekim yapilan petri kabi iizerine yazilan bilgilerden biri degildir?
A) Inkiibasyon sicaklig

B) Tarih ve saat

C) Diliisyon orant

D) Besiyeri adi

E) Inkiibasyon amaci

Cizme yontemiyle ekim yapilirken asagidakilerden hangisi kullanilir?
A) Deney tiipl

B) Erlen

C) Oze

D) Pipet

E) Vorteks

Asagidakilerden hangisi sivi besiyerine ekim isleminde dikkat edilecek durumlardan biridir?
A) Analizi yapilacak 6rnegin ¢oziindiiriilmesi

B) Drigalski spatiiliiniin steril edilmesi

C) Dort ayr bolgeye siirme islemi uygulanmasi

D) Besiyerinin iyice katilagmis olmasi

E) Pipetlerin steril olmas1

Asagidakilerden hangisi inkiibasyon i¢cin uygun ortam degildir?
A) Etiiv

B) Oda sicaklig

C) Su banyosu

D) inkiibator

E) Derin dondurucu




R K(LTUREL SAYIM
OGRENME BIRIM! YONTEMLERI

Bu 6grenme biriminde;

e Kiiltiirel sayimin amacini,
e Dokme plak yontemiyle kiiltiirel sayimi,
¢ Koloni sayimini ve koloni sayicinin kullanimini,

e En Muhtemel Say1 (EMS) yontemini,

e Gidalarda EMS analizi yapma ve analiz sonucunu degerlendirme islemini 6greneceksiniz.

OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAVRAMLAR

7.1. Kiltirel Sayim ve Koloni Sayimi Dokme plak thoma howard lam pozitif




Kalturel Sayim Yt')ntemleril

7. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI

1. Kiiltiirel sayim size ne gagristirtyor?

=

2. Mikroskobik sayim yontemini arastiriniz ve notlarinizi arkadaslarinizin notlariyla karsilastiriniz.

.

3. EMS yontemi ile incelenen 6rnekte hangi canli mikroorganizmalarin sayimi yapilir?

7.1. KULTUREL SAYIM VE KOLONI SAYIMI

Gidalarda bulunan belirli bir mikroorganizma tiirliniin veya grubunun miktarinin belirlenmesi amacryla
mikrobiyolojik sayim yontemleri kullanilir. Mikrobiyolojik sayimlar; kiiltiirel, dogrudan ve dolayl
yontemler olarak ii¢ ana grupta toplanabilir (Gorsel 7.1). Bu sayim yontemlerinden en sik kullanilani
kiiltiirel sayim yontemleridir.

DOKME PLAK YONTEMI

KULTUREL SAYIM CIFT TABAKALI DOKME

YONTEMLERI PLAK YONTEMI

YUZEYE YAYMA
YONTEMI

[

THOMA LAMI ILE SAYIM

— ——— YONTEMI
MIKROSKOBIK (DIREKT)

SAYIM YONTEMLERI

YONTEMLERI

HOWARD LAMI ILE
SAYIM YONTEMI

=
=
7]
pe
o
el
o
=
o
o
oc
=
=

EN MUHTEMEL SAY!
(EMS) YONTEMI

DOLAYLI (INDIREKT)
SAYIM YONTEMLERI

Gorsel 7.1: Mikrobiyolojik sayim yontemleri

Kiiltiirel sayim yontemlerinde sadece canli hiicreler sayilir, 6lii hiicreler sayima dahil olmaz. Kiiltiirel
sayim yontemleri ile amaca gore farkli besiyeri ve inkiibasyon kosullar1 kullanilarak farkli mikroorganizma
gruplar sayilir. Mikroskobik (direkt) sayim yontemlerinde 6rnek, dogrudan mikroskop altinda incelenerek
toplam mikroorganizma sayimi yapilir.

Dolayl (indirekt) sayim metodunda mikroorganizma sayilarinin belirli hiicresel nitelikleri, biyolojik
canlilik ve mikroorganizmalarin besiyerlerinde meydana getirdikleri degisimler dolayli olarak tespit edilir.
Dolayli sayim yontemleri ¢ok ¢esitlidir. Bunlarin birgogunda kisa siirede sonuglar alinabilmektedir. Bu
yontemler; duyarliliklarinin diisiik olmasi, maliyetin yiiksekligi ve belirli diizeyde gerece ihtiya¢ duyulmast
gibi dezavantajlara sahiptir. Bu sayim metodunda hiicreler iiremeleri sirasinda bulanikliga ve gaz olusumuna
neden olur. Bu da saymm1 zorlastirdig1 i¢in mikroorganizma sayilarinin tahmin edilmesi gereken durumlar
meydana getirir. Bu tahmin etme yontemi ile yapilan sayima EMS metodu 6rnek olarak verilebilir.




7.1.1. Kiiltiirel Sayimin Amaci ve Yontemleri

Kiiltiirel saymmin amact; her tiirli gida maddesindeki ve gidanin bulundugu hava, toprak ve su
icerisindeki mikroorganizma sayisini belirlemektir.

Kiiltiirel sayim yontemleri, biyolojik canlilarin koloni meydana getirmesi ve bu kolonilerin “Her
biyolojik canli bir koloni meydana getirir.” prensibi ile gidadaki canli hiicre sayisinin hesaplanmasi esasina
dayanir. Bu yontemde sayim yapilacak drnekten belirli bir miktar alinir ve besiyerine ekim yapilir. Belirlenen
inkiibasyon siiresi sonunda petri kaplarindaki koloniler sayilarak gida maddesindeki veya analizi yapilan
malzemedeki canli hiicre say1s1 hesaplanir. Bu metotta 6lii hiicreler sayilamadigi i¢in sadece canli hiicreler
sayilmig olur. Sonuglar da sadece koloni olusturabilenlerin sayildigini belirtmek i¢cin koloni olusturan
birim kob (colony forming unit; cfu) olarak verilir. Sayim raporunda; incelenen numunenin sivi, kati veya
ylizey olmasina gére kob/ml, kob/g veya kob/cm? seklinde yazilir.

Mikroskobik sayim yontemleri; kiiltiirel sayim yontemleri ile kiyaslandiginda sayimin sadece dakika ile
ifade edilen siirelerde tamamlanmasi ve sadece boya, lam, lamel kullanilarak ¢ok ucuza mal edilmesi gibi
iki biliylik avantaja sahiptir. Bu yontemin; 6lii ve canli hiicrelerin beraberce sayilmasi gibi kayda deger bir
dezavantaj1 da vardir. Bununla beraber canli ve 6lii hiicrelerin beraber sayilmasi 6zellikle gida endiistrisinde
ham maddenin mikrobiyal kalitesi hakkinda yeterli bilgi vermektedir.

Incelenen 6rnegin mikrobiyolojik kalitesine ve yapilan sayim sonuglarinin meveut yénetmelik, tiiziik
ve standart ile izin verilen sinirlarda olup olmadigina bakilarak karar verilir. Giivenilir gida tespit etmede
kullanilan en kolay yontem kiiltiirel sayimdir. Kiiltiirel sayim yapabilmek i¢in sira ile asagidaki iglemler
yapilir.

e Sayimi yapilacak numune, ekime hazirlanir.

e Numuneye uygun seri diliisyonlar hazirlanir.

e Uygun agarli besiyerine ekimi yapilmis petri kaplart belirlenen siire kadar inkiibasyona birakilir.
e Bu siire sonunda olusan koloniler sayilir.

e Diliisyon faktorii ile sayilan toplam koloni ¢arpilarak numunedeki canli hiicre tespit edilir.

e Sayim raporu incelenen numunenin 6zelligine gore kob/ml, kob/g veya kob/cm? seklinde yazilir.

e Herbesiyeri ve inkiibasyon siiresi tim mikroorganizmalarin gelismesi i¢in istenen ortami olusturmaz.
Genellikle toplam bakteri sayisi, toplam canli sayisin1 gosterir. Analiz adlari; inkiibasyon derece ve
siirelerine gore psikrofilik, mezofilik ve termofilik bakteri sayimi1 olarak ifade edilir.

Yapilacak analizde herhangi bir mikroorganizma ¢esidi aranacaksa segici (selektif) besiyerleri kullanilir.
Secici besiyerleri ile sayim yapilirken sayimi yapilmak istenen mikroorganizma grubunun ¢ogalmasina
uygun fakat diger mikroorganizmalarin gogalmasini engelleyen inhibitor kullanilir. Plate Count Agar (PCA)
besiyeri toplam bakteri sayimlarinda, Violet Red Bile Agar (VRBA) besiyeri ise dokme plak yontemi ile
koliform bakteri sayiminda kullanilir.

Dokme Plak Yontemiyle Kiiltiirel Sayim

Maya, kiifler ve bakteri ile bunlarin sporlarinin sayimi dokme plak yontemi ile yapilir. Bu yontemde
yapilan kiiltliriin aerobik kosullarda inkiibasyonu yapiliyorsa canli aerobik mikroorganizma sayisindan;
anaerobik kosullarda inkiibasyonu yapiliyorsa canli anaerobik mikroorganizma sayisindan bahsediliyor
demektir. Yapilan analiz, numunedeki sporlari veya canli mikroorganizmalar1 saymay1 amaglar.

Hazirlanan 6rnekten veya seyretilmis 6rneklerden birer ml alinir ve steril petri kaplarina eklenir. Petri
kaplarinin {izerine, hazirlanan agarli besiyerlerinden on beser ml eklenir ve karistirilir. Katilasan besiyerleri,
belirlenen siire kadar inkiibatérde inkiibasyona birakilir. Bu siire sonunda olusan koloniler sayilarak canlt
mikroorganizma sayisi tespit edilmis olur. Bu igslemler yapilirken besiyeri, numune bulunan petri kabina
¢ok sicak eklenmemelidir. Sayimi yapilacak mikroorganizmalara zarar verilebilir. Bu nedenle besiyeri
ekleme sicakligina dikkat edilmelidir. Ayrica petri kabina besiyerini ekleme sirasinda agarli besiyerinin 45
°C’nin altinda katilasacagi unutulmamalidir.

Petri kaplarindaki besiyeri ve kiiltliriin homojen sekilde karismasi i¢in kaplar diiz bir zemin iizerinde ii¢
kez sekiz rakami cizecek sekilde hareket ettirilir. 45-50 °C’de ddkiilen besiyeri hizli bir sekilde donacagi
icin homojenizasyon iglemi seri bir sekilde yapilmalidir.

Kalturel Sayim Yontemleri
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Bu metodun dezavantajlar1 sunlardir:

e Petri kabina eklenen besiyerinin sicak olmasit mikroorganizmaya zarar verebilir.

e Petri kaplarindaki besiyerinin donmasimi 6nlemek ig¢in 50 °C’deki su banyosunda bekletilerek
yapilan ekimler sirasinda besiyerleri sicaktan dolay1 zarar gorebilir.

e Yasanabilecek ekim yanligliklarinda yedek besiyeri kullanim1 sikintiya sebep olabilir.

e Ekimi yapilan mikroorganizmalarin petri kaplarinin tabanina veya besiyeri yiizeyine yakin olmalari
oksijen farkliliklarina sebep olur. Bu da farkli diizeyde mikroorganizma gelisimine sebep olabilir.

Ornekten 1 ml ekim yapildig1 igin yayma ydntemine gore 10 kat daha az mikroorganizma igeren
orneklerde sayim yapilmasi yontemin avantajidir.

Cift Tabakalh Dokme Plak Yontemiyle Kiiltiirel Sayim

Cift tabakali dokme plak yontemiyle kiiltiirel sayim metodunda besiyeri bulunan petri kabina ekimi
yapilir. Ekimi yapilan katmanin iistiine, 45-50 °C’ye sogutulan steril agarli besiyerinden 5 ml, ikinci bir
besiyeri katmani olarak plagin biitiin yilizeyini Ortecek bicimde eklenir ve anaerob ortam olusturulur.

Bazi analizlerde aranacak mikroorganizma grubuna gore ikinci tabaka besiyeri olarak farkli besiyeri
cesidi kullanilabilir. Ancak genellikle ikinci kat olarak ayni besiyeri kullanilir. Buna &rnek olarak her iki
katta da Violet Red Bile Agar’in (VRBA) kullanildig: ¢ift tabakali dokme plak yontemiy le koliform grubu
bakterilerin aranmasi verilebilir. Bu analizde dikkat edilmesi gereken ikinci tabaka besiyerinin 5 ml olarak
eklenmesi ve bunun tiim petri yiizeyini 6rtmesidir. Bu sekilde ekim yapilan birinci kat besiyerinin stii,
ikinci kat besiyeri ile kaplanarak anaerob kosullar olusturulur ve fakiiltatif anaerop mikroorganizmalarin
gelismesi saglanir.

Doékme yonteminde birinci tabaka olan agarli besiyeri tam olarak donduktan sonra ikinci besiyeri
katmani eklenir ve bu katman tam katilagtiktan sonra inkiibasyona alinir. Yiizeye yayma yonteminde ise
hazirlanan numune besiyerine eklendikten sonra besiyerinin numuneyi yeteri kadar emmesi i¢in yaklasik
10 dakika bekletilir. Numune besiyeri tarafindan emildikten sonra su banyosunda 45- 50 °C>de bekletilen
besiyerinden 5 ml kadar1 ikinci kat olarak eklenir ve inkiibasyona birakilir. Hem yiizeye yayma hem de
dokme plak yontemlerinde ¢ift tabakali dokme plak yontemi kullanilir.

Yiizeye Yayma Yontemiyle Kiiltiirel Sayim

Yayma yonteminde Onceden hazirlanmis belirli seviyede yilizeyi kurumus besiyeri iizerine 0,1 ml
ornek veya seyreltilmis 6rnek eklenerek drigalski spatiiliiyle tiim yiizeye Gorsel 7.2°deki gibi yayilir. Daha
sonra inkiibatorde uygun sicaklikta ve siirede inkiibasyona birakilir. Bu islem sonrasinda olusan koloniler
sayilir. Bu yontemde 6nceden petri kutularina dokiiliip katilagtirilmis sekilde saklanmig besiyeri setlerinin
kullanilmasi, analizlerin kolay ve seri bir sekilde yapmasini saglar.

Yayma yontemiyle yapilan analiz sirasinda kullanilan drigalski
spatiilii steril olmalidir. Bu nedenle kullanilan drigalski spatiilii tek
kullanimlik olmali ve tek kullanimlik ise paketinin yirtilmamig
olmasimma 6nem verilmelidir. Eger tek kullamimlik olmayan metal

_ veya plastik drigalski spatiilii kullanilacaksa statiil kullanilmadan
0~ once alkol ¢ozeltisiyle (%70 v/v) sterilize edilmelidir. Kullanilan
‘ \ alkol ¢ozeltisi diizenli olarak yenilenmelidir. Bu islem sirasinda

¢ drigalski spatiilii 5-10 dakikadan az olacak sekilde alkol ile temas

g } ettirilmelidir. Analiz sirasinda 6nceden hazirlanmig yeterli miktarda

spatiil hazir bulundurulmalidir. Alkolden ¢ikarilan spatiil, beki
alevinden gegirilmeli ve spatiil tizerindeki alkol hizli bir sekilde
r uzaklastirilmalidir. Bu islemin amaci, sterilizasyon degil alkolii

(i w' ; uzaklagtirmaktir.

Gorsel 7.2: Yiizeye yayma yontemleri Yayma yonteminde numuneden 0,1 ml eklenmesinin nedeni,




besiyerinin daha fazla hacmi emmemesi degil yapilacak hesaplama iglemlerini kolaylastirmaktir. Numune
0,1 ml eklendigi igin olusan koloni sayisi 10 ile ¢arpilarak seyreltme diliisyonunun 1 ml’sindeki koloni
sayist kolayca bulunur. Bulunan say1 ile seyreltme faktorii ¢arpilarak orijinal numunedeki say1 bulunur.
Liizum goriildiigli zamanlarda 0,25-0,5 mI’lik numune ve diliisyon serilerinden de ekimler yapilabilir.

Yiizeye yayma yonteminin dokme plak yontemine gore avantajlart sunlardir:

e Her seyden 0nce ylizeye yayma metodunun uygulanist dokme plak yontemine gore hizli ve basittir.

o Ornekteki mikroorganizma sayisi fazla ise bu yontemi kullanmak dékme yontemini kullanmaya
gore daha kolaydir. Bu nedenle yayma yontemini kullanmak laboratuvar calisanlara fayda saglar.

Yiizeye yayma yonteminin dokme plak yontemine gore dezavantajlart sunlardir:

e Dokme plak metodunda sicakliga hassas mikroorganizmalar ¢alisirken besiyeri sicakligi zorunlu
aerobik mikroorganizmalar agar i¢in gelisme olanagi vermez bu da analiz hatalar1 olusmasina
neden olur.

e Yayma metodunda kullanilan drigalski 6zesine bir miktar mikroorganizma bulagmasi nedeniyle
diisiik sayim sonuglari elde edilebilir.

e Yiizeye yayma metodunda zorunlu aerobik bazi bakteriler agar yiizeyinde ¢ok c¢abuk gelisir ve
yanindaki bakteri kolonilerine karigabilir. Bu da sayimlar1 zorlastiracagindan hatali sonuglara neden
olur.

7.1.2. Koloni Sayimi ve Koloni Sayicisinin Kullanimi

Inkibatérde yapilan inkiibasyon sonunda petri kutularinda olusan koloni sayimi seri bir sekilde yapilir.
Inkiibasyon siiresi bittikten sonra sayim yapilamayacaksa petri kutular1 +4 °C’de en fazla 24 saat saklanmal,
sonrasinda hizli bir sekilde sayim islemi yapilmalidir. Inkiibasyon sonucunda 30 ile 300 arasinda koloni
olusan petri kablarinda sayim islemi yapilir. Olusan bu koloniler bir tek mikroorganizmadan olusmustur.
Aymn diliisyon serisinden ekim yapilan 2-3 plakta sayim yapilir ve bunlarin ortalamasi alinir.

Petri plaklarinda gelismis biitiin koloniler sayilir. Bulunan ortalama canli sayisi, kullanilan diliisyonun
lem*tindeki canli hiicre sayisini verir.

Koloni sayicis; biiyiiteci olan, alttan aydinlatmali, karelere boliinmiis tablasi bulunan laboratuvarlarda
kullanilan bir donanimdir (Gorsel 7.3). Koloni sayici asagidaki yonergelere uyularak kullanilir:

e Sayimi yapilacak petri kutusu karelere boliinmiis tablaya koyulur.

e Koloni sayicinin tablaya 1s1k veren lambas1 agilir.

o Incelenecek tiim koloniler biiyiiteg yardimiyla saylir.

e Sayilan koloni adetleri analiz defterine veya bir kagida yazilir.

Gorsel 7.3: Koloni sayici
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Koloni sayicisindaki isaretli kareler toplam kareler, alaninin 1/5’ine esittir. Bu nedenle isaretli karelerde
sayilan koloni adedi 5 ile garpilir.

Ornek: Bir mikrobiyolojik analiz sonunda koloni sayicida yapilan sayimda toplam isaretli karelerdeki
bakteri sayis1 60 bulunmustur. Toplam sayilan koloni adedini bulunuz.

Koloni sayicida sayilan bakteri adedi 5 ile ¢arpilir.
60 x 5 =300 adet koloni bulunur.

Bir petri kutusunun ve koloni sayicisinin panosunun daire ¢apt 9 cm’dir. Alani ise 64 cm?dir. Bu
durumda koloni sayicisi pano alaninda 64 kare vardir.

Koloni sayimi sirasinda agagidaki hususlara dikkat edilmelidir.
e Koloni sayimi yapilirken laboratuvarda bulunan koloni sayicisinin aydinlatma diigmesi ¢alismazsa

veya koloni sayici yoksa petri kaplarinin alt yiizli cama yazar kalem ile 4 veya 8 esit kisma ayrildiktan
sonra olusan koloniler sayilir. Bulunan sayilar 4 veya 8§ ile ¢arpilarak toplam koloni sayis1 bulunur.

e Petri kaplarinda 10°dan az ve 350’den fazla sayida koloni tireyen petri kaplari hesaba katilmamalidir.

e Aymi diliisyon serisinden paralel olarak ekim yapilan petri kaplarindaki mikrop kolonileri, her
diliisyon i¢in birbirine yakin sayida olmali ve birbirinin iki katin1 agmamalidir.

e Petri kaplarina ekim yapilmadan 6nce diliisyon serileri homojenize edilmelidir.

e Koloni sayimma katilan 3 ayr diliisyona ait petri kutularinda birbirlerinden ¢ok farkli adetler
sayildiginda o petri kutular1 hesaba katilmaz. Bu gibi durumlarda ekimde veya sayimda hata
ihtimali oldugu i¢in islem tekrar edilmelidir.

e Orijinalindeki ortalama mikrop sayisi, son ii¢ diliisyondan tiger petri kutusuna yapilan ekimlerde
iireyen koloniler sayilarak ve her diliisyon i¢in ortalama alinarak bulunur.

Koloni Sayisim1 Hesaplama

Kati besiyerinde yapilan sayim sonuglariin bulunmasinda koloni olusturan birim dikkate alinir. Koloni
sayis1 hesaplandiktan sonra sonug, kat1 gidalarda kob/g (Ornek: 2,5 x 102 veya 250 kob/g), s1v1 gidalarda ise
kob/ml (Ornek: 5,8 x 10' veya 58 kob/ml) olarak verilir. Gidalarda aranan mikroorganizma sayilar1 asagida
verilen drneklerdeki gibi iki sekilde hesaplanabilir.

1 ml numuneden ekim yapildiysa formiil su sekildedir:

kob/g (ml) = iki paralel plagin ortalamasi x Diliisyon faktorii

0,1-0,25 ml vb. numuneden ekim yapildiysa formiil,

Sayi/ml = (Koloni sayis1 X Diliisyon faktorii) / Diliisyon tiipiinden petri kutusuna aktarilan hacim (ml)
olur.

Ornek 1: Sivi bir gida 6rneginde aerobik bakteri say1s1 belirlenmek isteniyor. 10,10~ diliisyonlarinda
koloni say1st >300 olarak bulunuyor ve asagidaki tablo hazirlaniyor (Tablo 7.1).

Tablo 7.1: Sivi Gida Orneginde Toplam ve Ortalama Koloni Sayilart

Diliisyon 10?2 103 10+ 105
Birinci Paralel 300 220 36 16
Ikinci Paralel 240 206 48 20
Toplam 540 426 84 36
Ortalama 270 213 60 18

Yukaridaki tabloya gore koloni sayisi yaklasik 30-300 arasinda olan biitiin diliisyonlarin ortalamasi
alinarak hesaplamalar yapilir.




( 107 diliisyon serisinin iki paralel plagin ortalamasi x Diliisyon faktérii)
( 107 diliisyon serisinin iki paralel plagin ortalamas: x Diliisyon faktorii)
+ ( 107 diliisyon serisinin iki paralel plagin ortalamasi x Diliisyon faktorii)
3
kob/g(ml) = [( 270x10°) + ( 213x10°) + ( 60x10")] / 3
kob/g(ml) = [( 270x10°) + ( 2.130x10°) + ( 6.000x10°)] / 3
kob /g(ml) =8.400x10° / 3
kob /g(ml) =2.800x10°kob/g(ml) = 280.000 kob/g(ml)
Ormnek 2: Koloni sayicisiyla isaretli karelerde 40 adet koloni sayilmistir. Diliisyon faktorii ise 1072 dir.
Buna gore gidada aranan mikroorganizma sayisi:

kob /g(ml) =

kob /g(ml) = Koloni sayicisinda isaretli karelerdeki sayim sonucu x5x Diltisyon faktérii
kob /g(ml) = 40x5x10°
kob /g(ml) =20.000

(Not: Diliisyon faktérii = 1/ diliisyon oranidir. Ornegin 1/10° = 10° gibi)

7.2. EN MUHTEMEL SAYI (EMS) YONTEMi

Y 6nteme En Muhtemel Say1 [Most Probable Number (MPN)] isminin verilmesinin sebebi, numunedeki
mikroorganizma sayisinin istatistiki sekilde elde edilmis tablolarla kiyaslanarak hesaplanmasidir.
Tiip diliisyon yonteminin degisime ugramis haline EMS Yontemi denir. Bu yontem istatistiksel olarak
hazirlanmig EMS tablolarina dayali bir metottur. Y6ntem, ¢oklu tiip veya kuvvetle muhtemel say1 yontemi
olarak da adlandirilir.

EMS yonteminde ardisik olarak hazirlanan 3 seyreltik sivi besiyerine ekim yapildiktan sonra inkibatérde
belirlenen sicaklikta ve siirede inkiibasyon yapilir. Inkiibasyon sonunda gaz olusanlari pozitif olarak kabul
eden istatistiksel yontemlerle elde edilmis tablolardan faydalanilarak numunedeki koloni olusturan birim
sayist hesaplanir.

7.2.1. Sularda En Muhtemel Say1 (EMS) Yontemi

Mikrobiyolojik su tahlillerinde En Muhtemel Say1 (EMS) yontemi ile toplam koliform ve E. coli aranir
ve sayilir. Bu analiz, uygun bir pipetle tiip besiyerlerine eklenen su 6rneginin inkiibasyonu sonunda goriilen
gaz olusumu, renk degisikligi ve bulaniklik yoniinden incelenmesine dayanir. Su numunesinden 3 ardigik
diliisyon serisi hazirlanir. Her diliisyon serisine Gorsel 7.4’teki gibi 3 veya 5 adet tiipe inokule edilir ve
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda tiiplerde gaz olusumu ve bulaniklik gdzlenirse E. coli varlig
kabul edilir. Bu analiz sonunda ¢oklu tiiplerde goriilen gaz olusumu, renk degisikligi ve yogunluk farki
sonucunda bakteri varlig1 bakimindan tahmini bir say1 da verir.

Gorsel 7.4: Sularda EMS yontemi
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Coklu tiiplerdeki yaklasik say1 degeri Tablo 7.2 kullanilarak elde edilir.

Ornek:

1. tlipte gaz var (+).

2. tlipte gaz yok ( - ).

3. tiipte gaz yok ( -).

EMS Tablo 7.2’den kontrol edildiginde 100 cc’deki koliform bakteri sayis1 23’tiir.
Tablo 7.2: I¢me ve Kullanma Sularinda EMS Tablosu

1. Tiip (10 cc) 2. Tiip (1 cc) 3. Tiip (0,1 cc) 100 cc’deki Koliform Bakteri
Sayist

+ + 240’tan fazla

+ + - 240

+ o + 95

i - - 23

- + + 19

- - 9

- - + 9

= = = 0

7.2.2. Gidalarda En Muhtemel Say1 (EMS) Yontemi

Yontemde, hazirlanan numuneden ardisik ii¢ diliisyon serisinin sivi besiyerlerine ekim yapilir ve
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresince tiipler gézlemlenir, gaz olusturan tiipler pozitif olarak kabul
edilir. Istatistik yontemlerle elde edilmis tablolardan yararlamlarak 6rnegin mikroorganizma yiikii bulunur.
Bu yontem canli mikroorganizmalara yonelik kiiltiirel sayim yontemidir.

Tiim bakteri ve maya sayimlarinda, uygun besiyeri kullanmak kosuluyla EMS yontemi kullanilabilir.
Kiifler, s1v1 besiyerlerinde rahat gelisemedikleri icin EMS yontemiyle sayillamaz. Nutrient broth besiyeri
kullanilarak toplam mezofil acrop bakteri sayilabilir. Bu metot ile salmonella da sayilabilir.

Inkiibasyonu takiben, her bir diliisyondaki pozitif tiip sayis1 (mikroorganizma iiremesi veya gelisimi
gdzlenen tiip sayisi) belirlenir. Daha sonra mevcut EMS tablosunda bu pozitif tiip sayisina, karsilik gelen
mikroorganizma sayisi bulunur. Bu sayi, ¢alisilan diliisyonlar da dikkate alinarak sonug olarak kaydedilir.
Sonuglar, kullanilan EMS tablosuna gore sayi/ml veya say1/100 ml seklinde verilebilir. Tablo 7.3te 3’li
tiip yontemine gore EMS tablosu (Giiven ve Zorba, 2020) verilmistir.

Ornek:

Birinci sirada 1. tip = (+) Ikinci sirada 1. tiip = (+) Ugiincii sirada 1. tiip = (-)
2. tiip = (+) 2.tip=(+) 2.tip=(-)
3.tip=(+) 3.tip=(-) 3.tip=(-)

Birinci sira toplami = 3 pozitif

Ikinci sira toplami = 2 pozitif

Ucgiincii sira toplami = 0 pozitif

Bunlar kodlanirsa: 3 + 2 + 0 = 320 kodunu olusturur.

EMS tablosundan (Tablo 7.3) bakilirsa 320 = 9,5 EMS/ml veya EMS/g olur.




Tablo 7.3: Uglii Tiip Yontemine Gore Ems Tablosu (Ems %95 Giiven Araliginda)
Pozitif Tiipler Mikroorganizma Sayisi
0,1 ml 0,01 ml EMS/ml
0 0
0,3
0,3
0,6
0,6
0,4
0,7
1,1
0,7
1,1
1,1
1,5
1,6
0,9
1,4
2
1,5

Kategori

Pt
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1. UYGULAMA - | KOLONI SAYIMI ILE KULTUREL SAYIM YAPMA |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacagimiz alani aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baslamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara kars dikkatli olunuz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donanimlart sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

" Stomacher \" Fizyolojik su ' Etiiv \' Gida 6rnegi
' Kati besiyeri ' Deney tiipleri ve tiipliik ' Termometre /" Koloni sayicisi
\ igne 6ze A Steril petri kutulari ' Pipet /" Su banyosu
Islem Basamaklari

1. Saymm yapilacak 6rnegin aseptik olarak tartimini yapimiz.

2. Ornegi fizyolojik suyla stomacherda homojen hale getiriniz.

3. Sulandirilmis 6rnekten diliisyon serileri hazirlayiniz.

4. Seyreltim degerlerini, petri kutularina 6énceden yaziniz.

5. Steril pipetlerle petrilere, her diliisyondan 1 ml aktarimniz.

6. Kati besiyerini sicak su banyosunda eritip 45 °C’ye sogutunuz.

7. Her petriye 10-15 ml besiyeri dokiiniiz.

8. Agar katilasmadan petrilere diiz bir yiizey iizerinde {i¢ kez sekiz hareketi yapiniz ve ornek ile

besiyerinin homojen karismasini saglayimiz.
9. Kapag kapatilan petri kutularini, besiyeri katilagincaya kadar bekletiniz.

10. Uygun agarl1 besiyerine ekim yapiniz.

11. Ekim yapilmis petri kutularini ters ¢evirerek 20 °C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakiniz.




Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 7.4: Koloni saymmu ile kiiltiirel sayim uygulama agamalari
Hesaplama

1. Inkiibasyon bitiminde 30 ile 300 arasinda koloni igeren seyreltimlerin petrilerini segerek saymiz.
Saydiginiz petrileri hemen not ediniz.

2. Koloni sayist yaklasik 30-300 arasinda olan biitiin diliisyonlarin ortalamasini alarak hesaplamay1
yapiniz.

Kalturel Sayim Yontemleri
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Temizlik ve Dezenfeksiyon

' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tiim
malzemeyi ¢Ope atiniz.

V' Caligilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

v Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanli
su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya
birakiniz.

\ Cépleri atik kutusuna atiniz.
\ Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

v Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldirmiz.

Sonuc¢ ve Yorum

“Koloni Saym Ile Kiiltiirel Sayim Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.

Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

OLCUTLER DLRECH
1 2 3 4 5

Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Ornegin uygun diliisyonlarim1 hazirlada.

Agarl besiyerine ekim yapti.

Uygun sekilde inkiibasyon islemini yapti.

Koloni sayicisinda ya da goz ile kolonilerin sayimini yapti.

Sayim sonucunun hesaplamasim yapti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanin 2 ile ¢arparak 100 {izerinden gergek puani hesaplaymiz. Gergek puaniniz
50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi tekrarlayiniz.
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2 UYGULAMA : | SULARDA EN MUHTEMEL SAYI YONTEMI ILE KULTUREL SAYIM YAPMA |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

' Laboratuvar calismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlart (6nlik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Kalturel Sayim Yontemleri

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.

Calisacagiiz alani aseptik hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

A .

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

2

Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagmi dikkatli aginiz ve ¢dzeltilerin etrafa bulagmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayniz.

' Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

' Analizde kullanilan arag gerec¢ ve donanimlart sterilize ediniz.

\/' Laboratuvar ¢alismalarindan dnce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

' Deney tiipii v Durham tiipii V' Tuplik ' Erlen

\ Besiyerleri V' Gida 6rnegi ' Pipet ' Etiv

<" Blender \' Diliisyon sivist ' Mikser \' Tartim kaplar

\ Spatiil \/ Stomacher ' Safsu ' Bek / steril kabin
\ Hassas terazi \' Su banyosu A Petri kutusu ' Cama yazar kalem

Islem Basamaklar:
Tahmin Deneyi

Ug adet deney tiipiiniin igerisine Durham tiipleri ve 10 ml steril LSTB besiyeri koyunuz.

2. Orijinal su 6rneginden 10, 1 ve 0,1 ml alarak {i¢ tiipe inokiilasyon yapimz (Bu ekim yoOntemi
uygulandiginda 10 ml su Orneginin inokiile edildigi tiiplerdeki LSTB besiyerleri ¢ift giicli
hazirlayiniz.).

Sonra hafif calkalayarak 6rnegin besiyerine karismasimi saglayiniz.

Calkalama isleminden sonra tiipleri 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakiniz.

Inkiibasyon siiresi sonunda pozitif gaz tiiplerini belirleyiniz ve EMS tablosunu kullanarak suyun
mililitresindeki olas1 toplam koliform sayisini hesaplayiniz.

Dogrulama Deneyi

1. Gaz olugmus tiip sayist kadar deney tiipii aliniz ve i¢erisine Durham tiiplii Brillant Green Bile (%2)
Broth besiyeri hazirlaymiz.
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2. Gaz olugmus tiipleri hafifce egerek 6zenin igini bir zar gibi kaplayacak sekilde 6rnek aliniz ve
Durham tiiplii Brillant Gren Bile (%2) Broth besiyerine inokiilasyon yapiniz.
3. 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakiniz.
Hesaplama
1. Siire sonunda i¢inde gaz olusan pozitif tiipleri ayiriniz.
2. EMS tablosunu kullanarak suyun mililitresindeki toplam koliform sayisini saptayimiz.
3. EMS yonteminin uygulanmasinin sonucunda ¢ikan degerleri, Tablo 7.2’den kontrol ediniz.

Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 7.5: Sularda EMS yontemi ile kiiltlirel sayimin uygulama asamalari

Temizlik ve Dezenfeksiyon

\/

Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tim

malzemeyi ¢ope atiniz.
Caligilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanl




su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya
birakiniz.

\ Copleri atik kutusuna atiniz.
\ Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarimi kesiniz.

v Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldirmiz.

Sonug¢ ve Yorum

Kalturel Sayim Yontemleri
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“Sularda En Muhtemel Say1 Yontemi ile Kiiltiirel Sayim Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE

OLCUTLER
1 2 3 4 5

Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Analizde kullamlacak besiyerlerini hazirladi.

Ornekten besiyerine ekim yapti.

Uygun sekilde inkiibasyon islemini yapti.
Pozitif ve negatif tiipleri belirledi.

Sayim sonucunun hesaplamasim yapti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2 ile ¢arparak 100 iizerinden gergek puani hesaplaymiz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.
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Laboratuvar ¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarimi kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacagimiz alani aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara karsi dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagimi dikkatli aciniz ve ¢ozeltilerin etrafa bulagmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayniz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢aligmalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

Deney tiipii " Durham tiipii ' Tipliik ' Erlen

Besiyerleri V' Gida 6rnegi \ Pipet \' Etiv

Blender \' Diliisyon s1vist ' Mikser " Tartim kaplar
Spatiil \/ Stomacher \ Safsu ' Bek / steril kabin
Hassas terazi ' Su banyosu V' Petri kutusu \' Cama yazar kalem

Islem Basamaklari

AN I O e

Gida numunesinden 3 ardigik diliisyon (10°, 10!, 10?) hazirlayiniz.

Nutrient broth besiyeri hazirlayimiz ve 9 adet deney tiiptine 10 ml koyunuz.

9 adet deney tiipiinii tiger sirali sekilde tlipliige diziniz ve igine Durham tiipii koyunuz.
Her diliisyondan art arda sirali 3 tiipe 1 ml aktarim yapiniz.

Besiyeri ve numunenin karismasi i¢in tiipleri hafif¢e calkalayiniz.

Calkalama islemi sonunda tiipleri 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakiniz.

Hesaplama

1.

Inkiibasyon sonunda Durham tiipleri icinde gaz olusan veya bulaniklik goriilen (pozitif) tiipleri
ay1riniz.

2. EMS tablosunu kullanarak gidanin mililitresindeki mikroorganizma sayisini saptayiniz.

3. EMS yonteminin uygulanmasinin sonucunda ¢ikan degerleri, Tablo 7.3 ten kontrol ediniz.




Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 7.6: Gidalarda EMS yontemi ile kiiltiirel sayimin uygulama asamalari
Temizlik ve Dezenfeksiyon

' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tim
malzemeyi ¢ope atiniz.

V' Calisilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

v Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanl
su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya
birakiniz.

\ Copleri atik kutusuna atiniz.
\/' Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

' Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.




Kalturel Sayim Yontemleri
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Sonuc¢ ve Yorum

“Sularda En Muhtemel Say1 Yontemi ile Kiiltiirel Sayim Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE
1 2 3 4 5

OLCUTLER
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullamlacak arag gereci hazirladi.
Analizde kullamlacak besiyerlerini hazirladi.
Ornekten besiyerine ekim yapti.
Uygun sekilde inkiibasyon islemini yapti.
Pozitif ve negatif tiipleri belirledi.

Sayim sonucunun hesaplamasim yapti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak calisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.

Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2 ile ¢arparak 100 iizerinden ger¢ek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi1
tekrarlayiniz.
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OLCME VE DEGERLENDIRME

1. (

2. (

5. (

) Kapakta yogunlasan su damlaciklarinin besiyeri tizerine damlamasini 6nlemek i¢in petriler ters
¢evrilmeden inkiibe edilir.

) Koloni sayicisindaki igaretli kareler, toplam kareler alaninin 1/5’ine esit oldugu i¢in sayilan
koloni adedi 5 ile ¢arpilir.

) Kiifler, siv1 besiyerlerinde rahat gelisemedikleri icin EMS yontemi ile sayilir.

) EMS yontemi, tiip diliisyon yonteminin bir modifikasyonudur. istatistiksel olarak hazirlanmis
EMS tablolarma dayali bir sayim yontemidir.

) Kiiltiirel sayim yontemlerinde, canli hiicrelerin koloni olusturmasi ve bu kolonilerin sayilmasi
prensibi ile sayim yapilir..

&

N

o

°

Omek ve agarli besiyeri, petrilere konulduktan sonra iic kez sekiz hareketi cizdirilerek
..................... karigmasi saglanir.

EMS yodnteminde inkiibasyonu takiben, her bir diliisyondaki ..................... tiip sayist belirlenir.

Kiiltiirel sayim yontemlerinde, sadece..................... hiicreler sayilmakta ve 6lii hiicreler sayima
dahil olmamaktadir.

..................... sayimlarinda genel amagl besiyerleri Plate Count Agar kullanilir.

Sularda EMS yonteminde tiiplerin 37 °C’de ..................... saat inkiibasyonu yapilir.

Dokme plak yontemiyle kiiltiirel sayimda asagidaki mikroorganizmalardan hangisi sayilamaz?
A) Bakteriler B) Kiifler ve sporlart C) Mantarlar D) Mayalar E) Virisler

Inkiibasyon bitiminde hangi petriler dikkate alinarak sayim yapilmalhidir?
A) 5 ile 10 arasinda koloni olusturanlar

B) 10 ile 100 arasinda koloni olusturanlar

C) 25 ile 250 arasinda koloni olusturanlar

D) 30 ile 300 arasinda koloni olusturanlar

E) 50 ile 500 arasinda koloni olusturanlar

Kaltarel Sayim Yontemleri
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13.

14.

15.

16.

17.

Gidalarda EMS yonteminin uygulanmasi sonrasinda su veriler elde ediliyor:

Birinci sirada  1.tiip=(+) Ikincisirada 1.tip=(-) Uglincii sirada
2.tiip=(+) 2.tip=(+)
3.tip=1(-) 3.tip=1(-)

Bu sonuc¢larin kodlanmasi asagidakilerden hangisidir?
A) 1-2-3
B) 2-2-3
C) 2-2-0
D) 1-1-0
E) 2-1-0

EMS yontemi ile ilgili asagidaki ifadelerden hangisi yanhstir?

A) Numune s1v1 ise ekimde ilk seyrelti olarak kullanilabilir.

B) Ekim miktari fazla ise besiyeri, ¢ift giiclii besiyeri seklinde hazirlanabilir.
C) Kullanilacak besiyeri mutlaka s1vi besiyeri olmalidir.

D) EMS yoéntemiyle maya sayimi yapilamaz.

E) EMS yonteminde ardisik 3 seyreltiden sivi besiyerlerine ekim yapilir.

Ayni diliisyondan ekim yapilan kag¢ plagin sayimi yapilir ve ortalamasi alinir?
A) 1-2 plakta
B) 2-3 plakta
C) 3-4 plakta
D) 4-5 plakta
E) 5-6 plakta

Kat1 besiyeri sicak su banyosunda eritilip ka¢ 0C’ye kadar sogutulmahdir?
A) 43°C
B) 44°C
C) 45°C
D) 46°C
E) 47°C

Asagidakilerden hangisi EMS yonteminde pozitif sonucun gostergesi olamaz?

A) Bulaniklik olugmasi

B) Durham tiipiinde gaz birikmesi
C) Kolonilerin olugmasi

D) Renk degisimi olmast

E) Yogunluk farki olusmasi

L.tip=(-)
2.tip=(-)
3.tip=(-)




P KUF VEMAYA
ORENME BiRiM TAYINi
s

Bu 6grenme biriminde;
Mikroskobik sayim yontemlerinin amaci ile prensibini ve gesitlerini,
Standartlara uygun mikroskobik kiif ve maya sayiminin yapilisini,
Ekim yontemiyle sayim yapmanin amaci ile prensibini ve cesitlerini,
Standartlara uygun ekim yontemiyle kif ve maya sayiminin yapilisini deneyimleyerek
ogreneceksiniz.

OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAVRAMLAR

8.1. Howard Lami ile Kifli Saha Sayimi kif maya pozitif alan sayim alani
8.2. Thoma Lami ile Maya Sayimi preperat
8.3. Ekim Yontemiyle Maya ve Kuf Tayini
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8. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI

Kiif ve mayalar1 diger mikroorganizmalardan ayiran 6zellikler nelerdir?

2. Kiif ve mayalarin sekillerini internetten arastiriniz ve notlarinizi sinifta karsilastiniz.

3. Giinliik hayatta kiif ve mayalar birbirinden nasil ayirt edilir? Tartisiniz.

o

8.1. HOWARD LAMI iLE KUFLU SAHA SAYIMI

Gorsel 8.1: Mikroskobik sayim

Direkt mikroskobik sayim yontemlerinde amag, kiiltiirel sayim
yontemlerindeki gelisim siiresini beklemeden numuneden direkt
Ornek alarak mikroskop altinda incelemektir. Cogunlukla bu amaca
yonelik Thoma lami, Howard lam1 gibi 6zel lamlar ve normal lamlar
ile membran filtreler kullanilmaktadir.

Bu sayim yontemlerinde 2 prensip vardir:

1. Saymu yapilacak sivi veya diliisyon ornegi, lamlarin veya
filtrelerin lizerine uygun bir sekilde yayilir.

2. Lam veya filtre iizerine yayilan 6rnek, boyama yapilarak ya da
direkt mikroskop altinda sayilir (Gorsel 8.1).

Saymm sonuglari, alinan 6rnegin 6zelligine gore (s1v1 ornek, kati
ornekten diliisyon hazirlanarak) sayi/ml veya sayi/g seklinde ifade
edilir. Bu sayim yontemlerinin avantajlar1 oldugu kadar dezavantajlart
da bulunmaktadir.

Mikroskobik sayim yontemlerinin avantajlar:

Maliyet disiiktiir.
Hizli sonug alinir.
Hazirlanmasi basittir.

Sayim yapilirken mikroorganizmalarin morfolojik yapilar1 da gozlemlenebilir.

Mikroskobik sayim yontemlerinin dezavantajlari

Islem uzun siire aldig1 igin analizi yapan kisinin goziinii zorlar ve yorar.
Sayim sirasinda canli ve 6lii hiicreler birbirine karistirilabilir.

Numune, 6zellikle lifli bir yapida ise yapidan kaynakli lifler mikroorganizma gibi algilanabilir. Bu
da sonucun yanlis ¢ikmasina sebep olur.

Numune, preparat tizerine homojen dagilmayabilir, hiicreler kiimelesebilir ve sayim yanlis olabilir.

Boyama iglemi yapildiktan sonra mikroskobik incelemede preparat {izerinde boyanmamis alan veya
mikroorganizma kalabilir ve sayim yanlis ¢ikabilir.

Howard yontemi ile kiif sayiminda Howard lami ad1 verilen 6zel lamlar kullanilmaktadir (Gorsel 8.2).
Bu metot; basta salga ve domates iiriinleri olmak iizere meyve suyu, pulp, marmelat ve benzeri birgok
gidaya uygulanmaktadir.

Bozulma ve ciirime etmeni olan bazi kiifler, kullanilan meyve veya sebzeden {iretilmis iiriinlere




gecebilmektedir. Bu durum iiriiniin kalitesinin diismesine sebep olur. Howard metodu ile kiif saymm
yapilarak ham maddenin yeterli kalitede olup olmadigi, yikama ve ayiklama isleminin yeterince yapilip
yapilmadigi, hijyenik kosullarin saglanip saglanmadigi hakkinda bir kaniya ulasilir.

Howard Kuf Sayma Lam ve Lameli 1.382 mm diametre '
Lamelin altindan 0.1 /ornekalan!|(25ll) q (/\ ( /F\ (
mm bosluklu merkez L mel /—< \J\/ 9\ >:/ F)
d 2 ) ‘
e 1 99 @ () \)
: ER Y T R Y
B —E () &) (C ()
)\ ) D A A A a4
10 0 0 0 O
w W
900 00
Balme havuizu i 20 milimetre
Gorsel 8.2: Howard lam ve lameli Gorsel 8.3: Howard lameli

Ozel iiretilen Howard lam1 ve lameli; sayim alani olarak icerisinde 19 mm capinda 25 adet daire seklinde
gorilis sahasi bulunan ve 20 x 15 mm boyutlarinda dikdortgen bir alan bulunduran lamel ve iki tarafinda
0,1 mm yiikseklikte ¢ikintilar bulunan lamdan olusur (Gorsel 8.3). Lamel bu ¢ikintiya oturunca numunenin
yerlesecegi 0,1 mm derinlik olusur ve bdylece her seferinde belli ve esit hacimdeki numuneler bu hiicreye
alimis olur.

Goriis sahasi igerisindeki 25 dairede kiif miselleri aranir. Kiif misellerinin bulundugu daireler (dairenin
1/6’sindan daha biiyiik kiif miselleri) pozitif, bulunmayan daireler negatif olarak degerlendirilir. Bu
yontemin uygulamasinda dikkat edilmesi gereken en onemli nokta, mikroskop altinda sayimi yapacak
kisinin bu konuda tecriibeli olmas1 ve kiif miselleri ile meyve veya sebzenin igeriginden gelebilecek lifleri
karistirmamasidir.

Yontemin uygulamasinda, oncelikle numunenin brix degeri (kuru madde miktar1) ayarlanir. Numune,
damitik su ilavesiyle seyreltilir ve reaktif indeksi 20 °C’de 1,3448-1,3460 arasinda olana kadar seyreltme
islemi devam ettirilir. Bu degerin suda ¢oziiniir kuru madde olarak

karsiligi yiizde 8,2-8,4 arasinda gelmektedir. Seyreltme islemi
sonunda numuneden yaklasik bir iki damla alinarak Howard lami :"E‘?j ,f:_?-} Lf’_, {-—; [":\j
iizerinde bulunan 0,1 mm derinligindeki alana damlatilir ve lamel, lam \\: ;: /""'j ‘_“f\ \““,_‘\
iizerindeki ¢ikintilara denk gelecek sekilde yerlestirilir. [ :} 'a_w '\k_'/m" (,_:,-:' "\:_)
Hazirlanan preparat, mikroskopta 10X okiiler ve 10X objektifi ile E_A\J {:/ . |’: __| l\f:) I:,-—“
incelenir. Goriis sahast igerisindeki 25 dairede kif miseli aranir. Kif =g ;dj:_'\ = = ==
misellerinin bulundugu daireler pozitif, bulunmayan daireler negatif @ QW v &
olarak degerlendirilir ve yilizde pozitif alan hesaplanarak numune {"T\ - & :‘ @ 2\
hakkinda yorumlama yapilir (Gorsel 8.4). NS NSNS

Pozitif alan (%) = Saydan pozitif alan say:st x100 Gorsel 8.4: Howard lameli ile sayim

Sayumi yapilan toplam alan say:ist

Yapilan hesaplama sonunda elde edilen deger dogrudan kiif sayisini veya miktarini degil, dolayli olarak
kiif yiikiini ( kiif yogunlugunu) belirtir.

Bu kontroller genel olarak {iretim sirasinda, her hattan 24 saatlik ¢aligma siiresinde, belirli araliklarla 10
ornek alinip her 6rnege 2 kere sayim yapilarak uygulanir.

Kaf ve Maya Tayini
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8.2. THOMA LAMI iLE MAYA SAYIMI

Thoma lamu ile sayim yontemi, gida numunelerinde toplam canli ve 6lii maya sayismin veya kiif
sporu sayismin belirlenmesi amaci ile kullanilir. Ozellikle kiif sporlarinin sayimi ancak bu yolla miimkiin
olmaktadir. Bu yontemde Thoma lami ad1 verilen 6zel lamlar kullanilir.

Thoma Laminin Ozellikleri

20,

Sekilde goriildiigii gibi tizerinde
dik yonde iki g¢ukur kanal
ve bu kanallar1 tam ortadan
kesen yatay yonde bir kanal

’
’

Lamin kesiti /

- > °
I
1
1

1/20mm

— — ¥
? bulunmaktadir (Gorsel 8.5).
1/1Ginm Yataydaki kanal, ortada bulunan

- |

alan1 alt ve list bolme olarak iki sayim
alanina boler. Sayimlar bu alanlarda
yapilir ve sayim sonunda her iki alanin
mikroorganizma sayilarinin ortalamasi
alinir.

Bir kiiglik kare

Ustten gdriinimi prizmanin olguleri

Gorsel 8.5: Thoma lami1

. e Bir sayim alaninda 16 biiyiik kare ve her biiyiik karede 25
kii¢iik kare bulunmaktadir (Gorsel 8.6).

Toplamda 1 sayim alaninda 400 kiiciik kare bulunmaktadir.
Bir kiigiik karenin hacmi 1/4.000 mm?® ve bir sayim alaninin
‘ hacmi ise 0,1 mm’tir. Buna goére sonuglar cm® (ml) olarak
‘ ! hesaplanacagindan sayim sahasinda bulunan deger 10.000 ile

/ carpilir.

: e Bir sayim alaninda bulunan 16 biiyiik karenin hepsinde sayim
y yapilmaz. Caprazlama olarak 8 biiyiik karede sayim yapilir ve
y bulunan deger 2 ile ¢arpilir (Gorsel 8.7).

e o

/£ N [ ]

.
.

Biiyiik kare iizerinde sayim yapilirken dikkat edilmesi gereken

Gorsel 8.6: Thoma lam1 mikroskop
hususlar sunlardir:

gorilintiist
_ e Sayima alinan kiigiik kareler igindeki hiicreler ile karenin tist
ve sag tarafindaki ¢izgilere teget veya ¢izgileri kesen hiicreler
y 4 sayima alinir.
| R e Kiiciik karelerin alt ve sol tarafindaki cizgilere teget veya
| 3 Fo | ¢izgileri kesen hiicreler sayima alinmaz.
\ |
\ AT | Yontemin uygulamasinda ilk olarak incelenecek sivi numuneden
\ . / < . 1es c1es
\ : s,/ dogrudan 6rnek alinir veya diliisyon hazirlanir. Kati numuneye diliisyon
\ TRH / hazirlanir ya da kiif spor siispansiyondan birkag 6ze dolusu numune
€ ‘ e 5/ almir. Thoma laminin ortasinda bulunan iki sahaya aktarim yapilir.

Aktarim sonunda lamin {izerine bu lama 6zgii lamel yerlestirilir ve
homojen bir dagilim saglanmasi i¢in lamelin iizerine yavasga bastirilir.
Hazirlanan preparat mikroskopta 6nce 20X objektifi ardindan da 40X
objektifi ile goriintii netlestirmesi yapilir. Netlestirme sonunda en sol
ve Ustteki biiyiik kare ortalanir ve bu biiyiik karede yer alan kiiciik karelerdeki hiicrelerin sayimina baglanr.
Sayim sonunda asagidaki formiil kullanilarak toplam kiif, maya, kiif sporu sayisi toplam sayi/ml olarak
hesaplanir.

~ -

Gorsel 8.7: Thoma lam1 sayimi

Toplam mikroorganizma (kiif, maya)=16 Biiyiik kare sayim ortalamasi x 10.000 x Diliisyon faktorii




8.3. EKIiM YONTEMIYLE MAYA VE KUF TAYINi

Maya ve kiifler, islenmis veya islenmemis bir¢ok gidada bozulma etkenidir. Ozellikle kiifler, kendisinin
yani sira iirettikleri mikotoksinler ile de insan saglig1 acisindan onemli risk teskil eder. Maya hiicreleri
birbiriyle temas halinde olmayan tekli hiicreler seklinde goriiliir. Kiifler ise art arda dizilen ¢oklu hiicrelerden
olusur. Bu hiicreler mikroskopta ipliksi sekilde gozlemlenir. Genel olarak maya ve kiifler genis pH araliginda
(pH 2-10) gelisebildikleri i¢in sayim sirasinda bakteriler ile karistirilabilmektedir. Bunun engellenebilmesi
icin maya ve kiif gelisiminde kullanilan besiyerlerine bakteri gelisimini engellemek amaciyla asit veya
antibiyotik eklenerek besiyeri, maya ve kiif i¢in secici besiyeri héline getirilir.

Asitlendirilmis Besiyerleri: Bakterilerin diisiik pH degerinde gelisememesi ilkesine dayanarak yiiksek
asitli ortam yani diisiik pH degerine sahip besiyerleri olusturulur. Besiyerlerini asitlendirmek amactyla (pH
3,5-4,5 araliginda) besiyerine organik asit ¢ozeltileri eklenir. Bu asitlere drnek olarak tartarik, laktik veya
sitrik asit ¢ozeltileri verilebilir.

Asitlendirilmis besiyeri hazirlanirken onceden sterilize edilip 45 °C’ye kadar sogutulmus besiyeri
manyetik cubuk ile orta hizda karigtirilirken secilecek organik asit ¢ozeltisi belli oranda eklenir. Besiyeri daha
sonra petri kutularina dokiiliir ve besiyerinin katilagmasi beklenir. Asit ilave edilmis besiyeri katilagtirildiktan
sonra tekrar eritilmez. En yaygin kullanilan besiyerleri, Potato Dextrose
Agar (PDA) ve Malt Extract Agar (MEA) besiyerleridir (Gorsel 8.8).

Sayim islemi standart yayma veya dokme yontemi ile yapilir.
Dokme yontemi ile caligilirken termal soklart engellemek igin
besiyeri sicakliginin 45 °C’yi ge¢cmemesine dikkat edilmelidir.
Besiyeri yiizeyinde maya ve kiiflerin daha hizli tiremesi, diizgiin ve
standart koloni olusumu vb. kolayliklar1 nedeniyle yayma yonteminin
kullanilmasi daha avantajlidir. EMS yontemi, kiiflerin sayiminda pratik
olmasa da maya sayiminda genellikle kullanilmaktadir.

Antibiyotik Katkili Besiyerleri: Kullanilan antibiyotik ile
besiyerlerinde bakterilerin gelisiminin engellenmesi, kif ve maya
gelisiminin etkilenmemesi istenmektedir. Bu amagla en yaygin
olarak kullanilan antibiyotikler, chloramphenicol (kloramfenikol) ve
gentamisindir. Antibiyotik katkili besiyerleri, temel besiyerlerine bu
antibiyotikler ilave edilerek hazirlanabilecegi gibi hazir olarak da temin
edilebilir. Ticari olarak gecen baslica antibiyotik ilaveli besiyerlerine
ornek olarak YGC (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol) agar ve
OGY (Oxytetracycline Glucose Yeast) agar verilebilir (Gorsel 8.9).

Toplam maya ve kiif sayimi1 i¢in petri kaplari inkiibatérde genel
olarak 20-28 °C’de yaklasik 5 giin inkiibasyona birakilir. Asirt kiif
miseli gelismesi sonucunda sayim zorlugu yasanacagindan sayim 3.
gilinlin sonundan itibaren alinmalidir. Bu siire sonunda maya ve kif
gelisimi gozlemlenmemisse 2 giin daha inkiibasyon devam ettirilir. Gorsel 8.9: YGC agar besiyeri
Maya kolonileri, her zaman O©nce sayilmali ve petri kutusunda
isaretlenmelidir. Aksi halde kiif kolonileri hizla gelisir ve maya kolonilerini 6rterek sayimini giiglestirir.

Kaf ve Maya Tayini
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1. UYGULAMA : | HOWARD LAMI iLE KUFLU SAHA SAYIMI |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri
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Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baslamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagini dikkatli aginiz ve ¢dzeltilerin etrafa bulagsmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayiniz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/
\/

Howard lam1 " Mikroskop ' Piset
Howard lameli \/' Pastér pipeti ' Otoklav
Refraktometre ' Safsu ' Gida numunesi

Islem Basamaklari

1.

Numunenin kuru madde miktarini 6lgmek i¢in refraktometre aliniz ve haznesine pastor pipeti ile saf
su damlatarak sifir ayar1 yapiniz.

Hazneyi pamuk ya da yumusak pegete ile temizleyiniz. Hazneye bu sefer pastor pipeti ile numuneden
1-2 damla aliniz ve % brix degerini okuyunuz.

Kuru madde oran1 %8 olana kadar numuneye saf su ile seyreltme islemi yapiniz. (Refraktometrede
reaktif indeks 20 °C’de 1,3447-1,3460 olana kadar)

Seyreltme islemi sonunda pastor pipeti ile numuneden 1 damla aliniz ve Howard lami {izerine
koyunuz.

Howard laminin {izerine Howard lamelini kapatiniz ve hazirlanan preparatt mikroskobun tablasina
yerlestiriniz.

Mikroskopta goriintli aramasi yaparak sirastyla 4X, 10X, 40X ve en son 100X objektife geciniz.
100X objektifte 25 sahanin timiinde ayr1 ayr1 sayim yapiniz ve pozitif sahalarin sayisini not ediniz.

Buraya kadarki iglemleri 2 ayr1 preparat daha hazirlayarak ve bunlarin sayimini yaparak 3 paralelli
calisiniz.

Hesaplama islemine geginiz.




Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 8.10: Howard lamu ile kiiflii saha sayim1 uygulamasi

Hesaplama

1. Not edilen 3 ayr1 preparatin pozitif saha sayisinin ortalamasini aliniz.

2. Elde edilen pozitif saha sayisin1 formiilde yerine yazarak % pozitif alan degerini hesaplayiniz.

Temizlik ve Dezenfeksiyon

V' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve
malzemeleri ¢ope atimniz.

Caligilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

Kullanilan Howard lam1 ve lamelini 6nce 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanli su veya
yikama ¢Ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gegirip kurumaya birakiniz.

Mikroskobu ortiisii ile kapatiniz.
Copleri atik kutusuna atiniz.

Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

A

Kullanilan cam malzemeleri yerlerine kaldirimiz.

Kaf ve Maya Tayini
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Sonuc¢ ve Yorum

“Howard Lamu Ile Kiiflii Saha Sayim1” Uygulamasi
DEGERLENDIiRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gdzlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE
1 2 3 4 5

OLCUTLER
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Refraktometreyi uygulama icin dogru sekilde hazirladi.
Numunenin % brix ayarini dogru sekilde yapti.
Kurallara uygun olarak preparat hazirladi.
Mikroskopta pozitif sahalarin sayimini dogru sekilde yapti.

Howard lamu ile sayim sonucu hesaplamalar yapti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢calisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,22 ile ¢carparak 100 tizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gergcek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.




@ Uygulama Yapragi Stire : 2 Ders Saati

2. UYGULAMA : 'THOMALAMIILEMAYASAYIMI '

is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2 2 2 2

2

\/
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Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarimi kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alan1 aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklariin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagmi dikkatli aginiz ve ¢ozeltilerin etrafa bulagmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayiniz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donanimlart sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/
\/

Thoma lami1 ' Pastdr pipeti \ Safsu
Lamel v Mikroskop V' Gida numunesi
Otoklav ' Piset

1.1.3. islem Basamaklari

1.
2.

Sayimi1 yapilacak numuneye diliisyon hazirlama iglemi yapiniz.

Hazirlanan diliisyondan pastdr pipeti ile Thoma lami {izerine (sivinin lamel {izerinden tasmamasina
dikkat ederek) 1-2 damla aliniz.

Lameli lizerine dikkatlice yerlestiriniz ve lamelin iizerine hafif¢e bastirarak numunenin homojen
dagilimim saglaymiz.

Hazirlanan preparati mikroskobun tablasina yerlestiriniz.

Sirastyla 10X ve 20X objektiflerde goriintiiler alip 40X objektifte kiigiik karelerde sayim islemine
geciniz.

Capraz olarak 8 biiylik karede sayim yapiniz ve bu sayilari 2 ile garparak not ediniz.

Buraya kadarki islemleri 2 ayr1 preparat daha hazirlayip bunlar sayarak 3 paralelli olarak yapiniz.

Hesaplama islemine geginiz.

Kaf ve Maya Tayini
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Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 8.11: Thoma lami ile maya sayimi1 uygulamasi

Hesaplama

1.
2.

Not edilen 3 ayr1 preparatin sayimlariin ortalamasini aliniz.

Elde edilen sayim ortalamasimi formiilde yerine yazarak numunedeki toplam maya degerini
hesaplayniz.

Temizlik ve Dezenfeksiyon

\/

2

\/
\/
\/
\/

Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz, 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiiz ve
malzemeleri ¢Ope atiniz.

Caligilan tezgah ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

Kullanilan Thoma lami1 ve lameli 6nce 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanli su veya
yikama ¢0zeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gegirip kurumaya birakiniz.

Mikroskobu ortiisii ile kapatiniz.
Copleri atik kutusuna atiniz.
Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

Kullanilan cam malzemeleri yerlerine kaldirimiz.




Sonuc¢ ve Yorum

Kaf ve Maya Tayini
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“Thoma Lam Ile Maya Sayim” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iligkin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE
1 2 3 4 5

OLCUTLER
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Thoma lamim ve diger ara¢ gereci hazirladi.
Maya Kkiiltiiriiniin diliisyonlarim1 hazirladi.
Kurallara uygun olarak preparat hazirladi.
Mikroskopta sayim yapti.

Sayim sonucunun degerlendirmesini yapti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak calisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puanai: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,22 ile ¢arparak 100 iizerinden gergek puani hesaplaymiz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.
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3. UYGULAMA :  EKIM YONTEMIYLE KUF VE MAYA TAYINI |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2

\/

Laboratuvar calismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alan1 aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayimiz.

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagini dikkatli aginiz ve ¢dzeltilerin etrafa bulasmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayiniz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmig besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢aligmalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/
\/
\/
\/

Erlen ' Tip ' Manyetik karistirict \ Balk
y
Pamuk V' Inkiibator \' Otoklav \ Petri kab1
Oze \' Stomacher \' Drigalski spatiilii \' Vorteks
g p

PDA \' MEA V' YGC agar \ OGY agar

g g
%1’lik FTP veya peptonlu su ' Gida Numunesi

Islem Basamaklar:

1.

A

Besiyerlerini, besiyeri kutularinda yazdigi oranda 250 ml’lik erlende hazirlayimiz ve otoklavda
sterilize ediniz.

S1v1 haldeki besiyerini petri kaplarina dokiiniiz ve besiyerinin katilagsmasini bekleyiniz.
Numuneyi, stomacher kullanarak homojen héle getiriniz.

Tiiplere %]1’lik FTP veya peptonlu su koyarak 10-e kadar diliisyon islemi yapiniz.

Istediginiz ekim yontemini secerek o ydnteme uygun bir sekilde hazirlanan besiyerlerine ekim
islemini yapiniz.

Ekim sonunda kiif veya maya gelisimi i¢in besiyerlerini inkiibatére koyarak 25-27 °C’de 5-7 giin
inkiibasyona birakiniz.

Inkiibasyon islemi tamamlaninca sayim ve hesaplama islemini yapiniz.




Islem Uygulama Semasi
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Hesaplama Gorsel 8.12: Ekim yontemi ile kiif veya maya tayini uygulamasi

1. Inkiibasyon sonunda 10-150 koloni igeren petri kaplarini sayim islemine almiz.

2. Saymm sonunda buldugunuz degeri, numunenin durumuna goére kob/g veya kob/ml cinsinden
yaziniz.

Temizlik ve Dezenfeksiyon

1. Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger
malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapimiz ve malzemeleri atik
kutusuna atiniz.

Calisilan tezgahi alkol ile dezenfekte ediniz.

W

Kullanilan cam malzemeleri 6nce 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanli su veya yikama
¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gegirip kurumaya birakiniz.

Copleri atik kutusuna atiniz.
Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

Kullanilan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.

N ok

Kalan besiyerlerini buzdolabinda muhafaza edebilirsiniz. Muhafaza etmeyecekseniz kimyasal atik
kutusuna atabilirsiniz.
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Sonuc¢ ve Yorum

“Ekim Yontemiyle Kiif ve Maya Tayini” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gdzlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE

OLCUTLER
1 2 3 4 5

Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Kiif ve maya analizinde kullamlan hazir besiyeri karisimim
hazirladi.

Hazirlanan besiyerine ekim yaparak inkiibe etti.
Inkiibasyon bitince sayim yapt.

Sayim sonucunun hesaplamasim yapti.
Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak calisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullandi.
Form Puani: Gerg¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,22 ile garparak 100 {izerinden gergek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.




OLCME VE DEGERLENDIRME

\ 4
i

Kaf ve Maya Tayini

1. () Mikroskobik sayim yontemlerinde uygulama zordur ve sonug geg¢ alinir.

2.( ) Direkt mikroskobik sayim yontemlerinde numunedeki mikroorganizmalarin gelisim siiresi
beklenmeden preparat hazirlanarak mikroskop altinda incelenir.

3.( ) Ham maddede yikama ve ayiklama igleminin yeterince yapilip yapilmadigi Howard metodu ile
kiif sayimi yapilarak belirlenir.

4.( ) Howard laminda goriis sahasi igerisinde 16 adet ¢alisma alani bulunur.
5.( ) Kiif sporlarinin sayiminda kullanilan 6zel lam Thoma lamidir.

6.( ) Maya ve kiif tayininde kullanilan besiyerlerinde bakteri gelisimini engellemek amaciyla
besiyerlerine bir baz ¢ozeltisi eklenir.

7.( ) Antibiyotik katkili besiyerlerinde antibiyotik bakterilerin gelisimini engeller;

8.  Howard laminda yapilan mikroskobik sayimda, kiif misellerinin bulundugu daireler ...................... ,
olarak degerlendirilir.
9.  Thoma laminda sayim sonunda toplam kiif, maya, kiif sporu sayisi toplam ........................ olarak
ifade edilir.
10.  Tartarik, laktik veya sitrik asit ¢Ozeltileri .........ccoevvevirevieevieereenennen. besiyerlerinin hazirlanmasinda

kullanilan asitlere 6rnek olarak verilebilir.

11. Asagidakilerden hangisi direkt mikroskobik yontemlerin avantajlarindan degildir?
A) Direkt mikroskobik yontemlerin maliyeti diisiiktiir.
B) Direkt mikroskobik yontemleri ile hizli sonug alinir.
C) Sayim sirasinda canli ve 6lii hiicreler birbirine karistirilabilir.
D) Direkt mikroskobik yontemlerin hazirlanmasi basittir.

E) Mikroorganizmalarin morfolojik yapilar1 da gézlemlenebilir.
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14.

15.

Howard laminda goriis sahasi sayis1 asagidakilerden hangisinde dogru olarak verilmistir?
A) 16
B) 20
C) 25
D) 32
E) 35

Thoma laminda toplamda 1 sayim alaninda bulunan Kkiiciik karelerin sayis1 asagidakilerden
hangisinde dogru olarak verilmistir?

A) 16
B) 25
C) 100
D) 250
E) 400

Asagidakilerden hangisi en yaygin kullanilan asitlendirilmis besiyerlerinden biridir?
A) EMB
B) MEA
C) OGY Agar
D) VRB Agar
E) YGC Agar

Asagidakilerden hangisi en yaygin kullanilan antibiyotik ilaveli besiyerlerinden biridir?
A) EMB

B) MEA

C) OGY Agar

D) PDA

E) VRB Agar




L MiKROSKOBIK
OGIINEEIIIIIMI iNCELEME
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Bu 6grenme biriminde;

e Preparatin tanimini, preparat hazirlamanin 6nemini ve hazirlama asamalarini,

e Kullanilmamis ve kullaniimis lamlarin temizlenmesini,

o Bakteri hiicre morfolojisini ve hiicre dizilislerini,

o Bakteri morfolojisi ile ilgili cesitli resimleri inceleme ve degerlendirme islemini 6greneceksiniz.

OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAVRAMLAR

9.1. Numuneden Preparat Hazirlama Lam lamel preperat fiksasyon morfoloji
9.2. Mikroskopta Inceleme kok basil sarmal spiroket




4]
]
o9

9. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI

1. Mikroskobun kullanim alanlarini sinifta tartisiniz.

2. Bakteri morfolojisi ile ilgili ¢esitli resimleri inceleyiniz.

Mikroskobik inceleme
) I

9.1. NUMUNEDEN PREPARAT HAZIRLAMA

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mikroskopta incelemek i¢in lam ve lamel yardimiyla hazirlanan
numuneye preparat denir. Hazirlanan preparat 6zel boyalar ile boyandigr zaman boyanan bu preparata
boyali preparat denir. Gida fabrikalarinin mikrobiyoloji laboratuarlarinda, bozuk oldugu diisiiniilen gida
numunesinden ve isletmeye kabul edilen siitten kiiltiirel sayim sirasinda siiphelenilen kolonilerin cinsini
belirlemek i¢in preparatlar hazirlanir. Preparat; lamin iizerine analizi yapilacak 6rnek konup lamin iistii
lamel ile kapatildiktan sonra yayma, kurutma, fiske etme gibi iglemler yapilarak hazirlanir.

Mikroskopta goriintiiniin net olarak goriilebilmesi i¢in kullanilan lam ve lamellerin temiz olmasina,
c¢izik olmamasina ve kalitesinin iyi olmasina dikkat edilmelidir.

9.1.1. Preparatin Tanimi ve Preparat Hazirlamanin Onemi

Mikroskobik inceleme icin preparat hazirligi ¢cok onemlidir. Cesitli bigcimlerde bakteriler ile ilgili
preparatlar hazirlanmaktadir. Canli bakterilerin mikroskobik agidan incelenmesi preparat yardimi ile yapilir
ancak canli haldeki mikroorganizmalarin incelenmesi, ebatlarinin ¢ok kiigiik ve goriiniislerinin renksiz
olmasi nedeniyle ¢ok kolay degildir. Fakat boliinme 6zelliklerini ve hiicre hareketlerini gdzlemek igin
mikroorganizmalarin canli olarak incelenmesi gerekir.

Preparat hazirlamada sunlara dikkat edilmelidir:

e C(Ciziksiz, ¢cok temiz ve yagsiz lamlar kullanilmalidir.
e Kullanilan igne, 6ze ve pastor pipetleri de temiz ve steril olmalidir.
e Lam tutulurken uglardan tutulmali, cok dikkatli ¢alisiimalidir.

e Hazirlanan preperatta lam ve lamel arasinda hava kabarcigi bulunmamasina 6zen gosterilmelidir.
Bu amaglalam ile lamel arasinda 45° a¢1 olacak sekilde lamel, 6rnek iizerine yerlestirilmeli ve
kapatilmalidir.

e Mikroskopta inceleme islemi bitince kullanilan preparatlar %5’lik fenol, %4’liikk formol, veya
%3’lik hipokloritli suya birakilarak dezenfekte edilmelidir.

9.1.2. Lamin Temizlenmesi
Preparat hazirlamada kullanilan yaklagik 25 mm eninde ve 75 mm boyundaki dikdortgen cama lam
denir. Kaliteli bir lamin kalinlig1 1-1,5 mm olmalidir. Bu kalinlik lama dayaniklilik kazandirir.

Hig¢ kullanilmamis yeni lamlar kullanilmadan 6nce temizlenir ve yikanir. Bunun sebebi yeni lamlarin
parlak goriinmesi igin siiriilen kimyasallar1 uzaklastirmak i¢indir. Bu kimyasallar uzaklastirilmaz ise
numune lamin iizerine yeterince yapismaz.

Lamlarin kullanilmasina iliskin dikkat edilecek bazi 6nemli noktalar sunlardir:

e Lamlarin kaliteli olmasi




e Kullanilmamis lamlarin uygun kosullarda depolanmasi
e Yeni veya eski lamlarin iyi temizlendikten sonra kullanilmasi
e Yeniden kullanilan lamlarin, temizleme sirasinda kalitesinin bozulmamasina dikkat edilmesi

Lamlar, piyasadan satin alinirken iyi segilmeli, iyi saklanmali ve depolanmalidir. Temizlik i¢in her
kullniminda temizlik i¢in gereken 6zen gosterilmelidir.

Kullamilmamis Lamlarin Temizlenmesi

Hig kullanilmamig lamlar, bikromatli siilfirik asit ¢dzeltisi iginde 12 saat tutulmak suretiyle temizlenir.
Bir diger yontem ise bir kisim %96’lik etil alkol ve bir kisim eter karigiminin kullanilmasidir. Yeni lamlar
bu karisimlar ile temizlendikten sonra kullanilir ise yaymalar daha iyi olur. Boylece yeni lamlar saglikli
sonuglar verir.

Hig kullanilmamisg (yeni) lamlarin temizliginde agagidaki iglem basamaklar1 takip edilir:

e Lamlar, birbirine temas etmeyecek sekilde 1zgaralara yerlestirilir.
e Bikromatl siilfirik asit ¢dzeltisinin bulundugu bir kaba konur.

e Kapta 12 saat tutulduktan sonra lamlar, bikromatl siilfirik asit ¢dzeltisinden alinarak musluk altinda
durulanir.

e Son durulama saf su ile yapilmalidir.
e Kuruyan lamlar vakit ge¢irmeden onluk ya da yirmilik halinde paketlenir.

e Daha sonra kabin i¢indeki siv1, saklama kabina aktarilir ve saklanir. Bu s1v1 defalarca kullanilabilir.

Paketleme ve kullanima hazirlama islemleri sirasinda lamlar, kenarlarindan tutulmalidir. Lamlarin
ylizeyine asla el ve parmaklar ile dokunulmamalidir. Aksi takdirde lam kirlenir ve tiim emekler bosa gider.
Yapilan ¢alismadan saglikli sonug alinamaz

Kullanilmis Lamlarin Temizlenmesi

Mikroskopta elde edilecek goriintiiniin kaliteli olmasi i¢in kullanilan lam, temiz ve kaliteli olmalidir.
Laboratuvarlarda tasarruf etmek ic¢in sik sik aymi lamlar kullanilir. Gliniimiizde hem ihtiya¢ hem de
ekonomik ve teknik prosediir nedeniyle bu tekrar tekrar kullanimlar azalmistir. Yine de kullanilmak
istenen kirli lamlar, bir daha ki sefere kullanilmak i¢in kullanim sonrasinda mutlaka dezenfektan igerisinde
temizlenerek saklanmalidir.

Kirli lamlarm temizligi asagidaki sekilde yapilir:

¢ Yikama kabinda sicak su ile detarjanli su hazirlanir.

e Deterjanli suyun igerisine konulan lamlar 1-2 giin bekletilir.

e Kirlerin tamamen uzaklastirilmasi i¢in lam yumusak bir bezle ovulur.

e Yikama kabindaki kirli su dokiildiikten sonra lamlar az deterjanl su ile bir kez daha yikanir.

e Lamlar ¢esme altinda durulanir.

e Son olarak saf su ile durulanir.

e Durulanan lamlar yumusak bir bezle veya kagitla silinir.

e Kuruyan lamlar, onluk ya da yirmilik paketler halinde paketlenir.

Silme, paketleme ve kullanima hazirlama islemleri sirasinda lamlar kenarlarindan tutulmalidir. Lamlarin

ylizeyine asla dokunulmamalidir. Yipranmis, ¢izilmis ve yeterince temiz goriinmeyen lamlar kullanilmadan
atilmalidir.

Mikroskobik inceleme
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9.1.3. Preparat Hazirlama Asamalari

Mikroskopta incelemek i¢in hazirlanan preparatta kullanilan lam; etil alkolle slatilir, temiz bir bezle
silinir ve alevden gegcirilir. Preparat, agagidaki yonergeler izlenerek hazirlanir.

Preparatlarin Tespit Edilmesi (Fiksasyon)

Mikroskopta gozlemlenecek bakterilerin lamdan akip gitmesini dnlemek, yapistirmak ve sabitlemek
icin yapilan isleme tespit (fiksasyon) denir. Bu islem 1s1 uygulamasi ve kimyasal maddeler kullanilarak
yapilir.

Isil Uygulama (Alevle) ile Tespit: Kurutulan preparat, 6zel pens yardimi ile 3-4 defa alevden
gecirilerek tespit islemi yapilir. Alevden gecirme seri bir sekilde yapilmalidir. Hizli olunmazsa
preparat zarar gorebilir. Yapilan bu islem sonrasi lamin sogumasi beklenir.

Kimyasal Maddelerle Tespit: Etil alkol, metil alkol ve aseton yardimi ile kimyasal tespit islemi
yapilir.
e Etil alkolle tespitte preparat diiz bir yere konur. Uzerine saf alkol dokiiliir. 8-10 dakika sonra
saf su ile yikanir.

o Saf metil alkolle tespitte preparat diiz bir yere konur. Uzerine metil alkol dokiiliir ve 3
dakika tutulur. Preparat ¢ok hafif akan suda yikanip kurutulur.

e Aseton ile tespitte preparat asetonda 5 dakika tutulur. Aseton ile tespit, 6zellikle floresans
mikroskopisi i¢in hazirlanan preperatlara uygulanir.

Boyasiz Inceleme icin Preparat Hazirlama

e Swvi kiiltiir, 6ze yardimiyla 2-3 damla lamin ortasina damlatilir.
e Lam ile lamel arasinda hava kabarcig1 kalmayacak sekilde 45° egimle lamel lamin tizerine kapatilir
(Gorsel 9.1).

Direkt Boyama Yontemleri I¢in Preparat Hazirlama

e FTS (fizyolojik tuzlu su) veya saf su damlalik yardimi ile bir damla lamin iizerine damlatilir.
o Igne 6ze ile alinan &rnek, su damlasi yaninda ezilerek su damlasi ile karigtirilir,
o Ornek, ince bir tabaka olacak sekilde lamin iizerine yayilir.

e Lam sallanarak havada kurutulur. Kurutma isleminde lam iizerinde bulunan mikroorganizmalar
lama yapisir. Bu mikroorganizmalar, lam su ile yikanmadik¢a akip gitmez.

e Boylece lam {izerine mikroorganizmalarin tespiti yapilmis olur.

KURUTMA KAGIDI

Gorsel 9.1: Lam, lamel ve kurutma kagidi




9.2. MiKROSKOPTA INCELEME

Mikrobiyoloji dalmin gelismesi mikrosko-
bun icad ile baslamustir. {1k zamanlarda kullani-
lan 151k mikroskobu, gelisen teknoloji ile yerini
elektronik mikroskoba birakmistir. Bu mikros-
kop, mikroorganizmalarin goriiniislerini ve ya-
pilarin1 daha iyi inceleme olanagi sunmustur.
(Gorsel 9.2).

Mikroskobik inceleme

9.2.1. Bakteri Morfolojilerini Inceleme ,1_°>
D0
Gelisen teknoloji bakterilerin biiyiikliikleri-

ni, sekillerini, dizilislerini ve hiicre yapilarmni
daha 1iyi inceleme olanagi saglamistir. Bakteri
morfolojisi, mikroskobik morfoloji ve makros-

kobik morfoloji olmak iizere ikiye ayrilir.

Mikroskobik Morfoloji: Genel olarak seffaf
olan bakterilerdir. Boyanan bakteriler mikrosko-
bik olarak incelenir.

Makroskobik Morfoloji: Bakterilerin ka-
t1 ve sivi besiyerlerinde olusturdugu yapilar,
ireme sekilleri ve sebep olduklar1 degisimler
makroskobik morfoloji i¢inde incelenir. Bu in-
celeme koloni morfolojisi olarak bilinir.

®
e,

Gorsel 9.2: Mikroskop

Mikroskopta Bakteri Morfolojilerinin incelenmesi Sirasinda Dikkat Edilecek Hususlar
Mikroskopta mikroskobik incelemede iyi bir gézlem icin sunlara dikkat edilmelidir:

o Incelemenin ¢ok ince tabaka halinde yayilmis olan preparatta yapilmasi faydali olur.

e Goriintii netlesince preparat oynatilmadan lamin iizerine immersiyon yagi damlatilir.

o Immersiyon objektifiyle daha ileri incelemeler yapulir.

e Mikroskopta mikroorganizmalarin mikroskobik morfolojilerinin arastirilmasinda asagida verilen
baz1 sorunlarla karsilagilabilir. Ornegin eni boyu birbirine ¢ok yakin kokobasil olarak isimlendirilen
morfolojiye sahip basiller, mikroskopta ¢ok titiz bir sekilde incelenmelidir. Bunlarin gercekte
kok mu yoksa basil mi olduguna karar vermek ¢ogu zaman zordur. Bir de saf kiiltiirden preparat
hazirlanmis ise incelenen mikroskop sahasinda, ¢cok az sayida da olsa eni boyu ayirt edilemiyecek
boyutlarda basillere rastlanabilir. Bu konuda ¢ok dikkatli ¢alisilmalidir.

o Farkli besiyerlerinde gelistirilmig bakterler farkli sekil ve boyuta sahip olabilir.

e Kurutma ve tespit islemleri sirasinda hiicrelerde biiziigmeler meydana geldigi i¢in incelenen
bakterinin ger¢ek boyutlarinin belirlenmesin de sorunlarla karsilasilabilir.
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Bakteri Hiicre Morfolojisi ve Hiicre Dizilisleri

Gecmiste yapilan arastirmalar hastaliklardan bazilariin bulasici oldugunun eskiden beri bilindigini
gosterse de hastaliga sebep olan canlilarin gdzle goriilmeyen mikroorganizmalar olacagi o donemde
disiiniilmemisti. Bilim adamlar1 senelerce bu konu iizerine bir¢ok deney, gozlem ve arastirmalar
yapmuslardir.

Bakterilerin Mikroskobik Morfolojileri

Mikroskobun icadi ile insanoglu i¢in yeni muhtesem kapilar aralanmis ve bu sayede gozle goriilemeyen
canlilar hakkinda yeni bilgilere ulasmanin yolu agilmis oldu. Mikroskop sayesinde bu kii¢iik canlilarin
gortliniisleri ve birgok 6zellikleri saptanir hale geldi. Giinlimiize kadar yapilan bu arastirmalar sayesinde
mikroskobik canlilardan bazilarinin insan ve hayvanlarda hastaliklara yol agtig1 belirlenmeye baslandi. Bu
sayede mikroskop ve mikroorganizma incelemesinin dnemi artmis oldu.

Antonie van Leeuwenhoek, (Antony Ven Leunayk) kendi yaptig1 basit bir biiyiitme aleti ile gorebildigi
bazi mikroorganizmalari incelemis, onlarin hareketlerini izlemis ve resimlerini ¢izmistir. Cizdigi bu
resimler sayesinde ii¢ morfolojik 6zellik net olarak goriilmektedir. Giiniimiizde de bakteriler i¢in bu ii¢
temel morfolojik karaktere gore bir ayrim1 yapilmaktadir.

Bakteriler; yuvarlak (kok), cubuk (basil), sarmal (spriral) ve degisik bigimli (pleomorfik) olmak {izere
dorde ayrilir.

a) Yuvarlak Bicimdeki Bakteriler

Genellikle Coccus (kokkus) adi verilen bakteriler
yuvarlak sekilde goriiliir. Bunlar, ¢ubuk veya spiral
formda olanlara oranla morfolojik olarak cins veya
tiir icinde daha fazla homojen dagilim gdsterirler.
Caplari, ortalama 0,8-1,0 mikrometre (um) arasinda
degismektedir. Hastalik olusturan tiirlerin ¢aplar1 0,8-1,5
pum arasinda yer almaktadir. Koklarda boliinme sirasinda,
) . / caplarinda bir yonde uzamalar goze c¢arpmakta ve

Y / " kokobasil goriiniimiine rastlanmaktadir

Diplococei

Streptococci

J S. uberis yumurta, N. gonorrhoeae ve N. meningiti-

J dis fasulye veya kahve ¢ekirdegi ve S. pneumoniae lanset

Sarcina Tetrad Staphylococci veya mum alevi benzeri formlar gosteren koklar bulun-
maktadir

Gorsel 9.3: Kok Bakterilerin formlari, genelde bir genetik karakter

tagimasina ragmen besiyerinin bilesimi, tireme donemi ve
kosullari ile diger gevresel faktorlere de az ¢ok bagimli bulunmaktadir. Ancak koklarda boliinme sirasinda,
caplarinda bir yonde uzamalar gdze ¢arpmakta ve kokobasil goriiniimiine rastlanmaktadir.

Bireysel koklar, iiremede ortadan boliinme sekillerine gére yan yana dizilerek veya gruplar olusturarak

degisik morfolojik formlar meydana getirir. Bunlar, koklarin tespit edilmesinde ve isimlendirilmesinde de
kolaylik saglar. Kok ¢esitleri sunlardir:




Monokok [Monococcus (Monokokkus)]:
Boliinmeden sonra birbirinden ayrilarak bagimsiz,
yani mikroskopta tek olarak gdriinen bakterilerdir
(Gorsel 9.4).
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Diplokok [Diplococcus (Diplokokkus)]: Tek
yonde boliindiikten sonra olusan iki kardes hiicre,
ikiser ikiser birbirlerine yapisik olarak kalirsa
mikroskop altinda cift ¢ift goriilen diplokoklart
meydana getirir. Insan ve hayvanlarda pndmonilere
ayrica hayvanlarda mastitislere neden olan
Streptococcus pneumoniae 6rnek olarak verilebilir
(Gorsel 9.5).

Streptokok [Streptococcus (Streptokokkus)]:
Eger bireysel koklar birbirlerine paralel diizlemler
iizerinde boliinliyor ve boliinme sonunda birbirlerine
bir protoplasmik koprii ile bagli kalryorsa mikroskop
altinda az (10-20 kok) veya ¢ok sayida (100°den
fazla) koktan olusmus kisa veya uzun zincirlere
(tespih tanesi gibi dizilmig) rastlanir. Bdyle
goriiniime sahip mikroorganizmalara Streptokok
ad1 verilir. Mastitisli siitten yapilan preparatta uzun
zincirli S. agalactiae ornek olarak verilebilir
(Gorsel 9.6).

Stafilokok [Staphylococcus (Stafilokokkus)]:
Eger bireysel koklar ¢esitli yonlerde boliiniiyor ve
boliinen koklar birbirlerine bagli olarak kaliyorsa
mikroskop altinda az veya ¢ok sayida koktan
olusmus kiimeler goriiliir, bunlara Stafilokok adi
verilir. ~ Staphylococcus  aureus  (Supuratif
bozukluklar yapar.) ve S. epidermidis (Genellikle
deride supuratif lezyonlar olusturur.) S. aureus
kiiltiiriinden froti 6rnek olarak verilebilir (Gorsel
9.7).

Sarsina  (Sarcina): Koklarm  bdliinmesi
birbirlerine dikey 3 y6nde meydana geliyorsa o
zaman, 8-12 veya 16 koktan olusan paket veya
balya goriiniimiinde gruplar meydana gelir. Sarcina
maxima ve S. ventriculi 6rnek olarak verilebilir
(Gorsel 9.8).

Gorsel 9.8: Sarcina
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Tetrakok [Tetracoccus (Tetrakokkus)]: Koklarin
boliinmesi, birbirlerine dikey iki yonde ve bir yiizey
iizerinde meydana geliyorsa dortli koklardan
yapilmig gruplar meydana gelir ki bunlara Tetrakok
(tetrad) adi verilir. Gaffkya homari 6rnek olarak
verilebilir (Gorsel 9.9).

Gorsel 9.9: Tetracoccus
b) Cubuk Bicimindeki Bakteriler

Basiller mikroskopta ¢ubuk seklinde goriilen bakterilerdir. Yapilan incelemeler gostermistir ki silindirik
veya buna yakin bir gériinlime sahip basillerin enleri, boylarindan daha kisadir ancak bu durum bakterinin
cins ve tiirlere gore degisiklik gostermektedir.

Cubuk bakteriler mikroskopta incelendiginde tek, ¢ift ya da uzun veya kisa zincirler olusturmus sekilde
goriiliir. Tek halde goriilenlere basil, zincir olusturmus halde goriilenlere streptobasil, oval ve kok benzeri
goriilenlere de kokobasil denir.

Cubuk bi¢imli mikroorganizmalardan bazilari, suni kiiltiir ortamlarinda (siv1 veya kati) tirediklerinde,
bireysel bakteriler bolinmeyi takiben birbirlerinden ayrilmayarak sa¢ benzeri uzun flamentler meydana
getirir.

Bir¢ogunun eni 0.5-1.0 pm, boyu 1.0-4.0 pm kadardir. Spor olusturan ¢ubuk bicimindeki bakteriler
spor yapmayanlara gore daha biiyiiktiir. Biiyiik bir kism1 hareketlidir. Silindirik sekilli hiicrelerin uglari
yuvarlak ya da diiz olabilir. Bazﬂarlnda ise kenarlardan bir veya iki uca dogru daralarak sivri bir hal alir.

Diplobasil: ikiye boliindiikten sonra birbirinden
ayrilmayip mikroskopta ikiserli sekilde goriliir
(Gorsel 9.10).

Gorsel 9.10: Negatif salmonella

Streptobasil: Boliinmeden sonra birbirinden
ayrilmayip mikroskopta zincir seklinde goriiliir
(Gorsel 9.11).

Gorsel 9.11: Streptobasillus
¢) Sarmal Bicimli Bakteriler

Bu bakteriler mikroskopta hiicresinin ekseni etrafinda spiral bicimde sarilmis sekilde goriiliir. Sarmal
bicimde olan mikroorganizmalarin kendi etrafindaki kivrimlar1 az veya ¢ok sayida olabilir. Spiral
seklinde olan mikroorganizmalarin boylar1 4-20 um arasinda degisir. Cinsler, uzunluk ve kivrimlarin
siklig1 bakimindan farklidir. Spiral bakteriler; vibrio,spiroket ve spirillum olmak {izere ii¢ grup incelenir.




Biiyiiklikleri 1-100 pm arasinda degisim gosterir.
Kamgilart (flagellalari) yoktur fakat uzun eksenleri
etrafinda donerek hareket edebilir.

Vibrio: Mikroskoptaki goriiniisleri genellikle
virgiil seklinde olup iki tanesi yan yana geldiginde
(S) seklindedir. Virgiil seklinde polar flagellaya sahip
Gram negatif ve aktif haraketli mikroorganizmalardir
(Gorsel 9.12).
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Spiril  (Spirillum): 1ince, biikiilebilir sarmal
seklinde olan, birden fazla kivrima sahip, sert viicutlu
ve flagella yardimi ile aktif hareket eden
mikroorganizmalardir. Gram negatiftir (Gorsel 9.13).

Spiroket (Spirochaeta): Kalin, esnek olmayan
sarmal seklinde olan, birgok sik kivrima sahip ve
viicutlar1  biikiilebilen bakterilerdir. Flagellalari
yoktur. Ekseni etrafinda donerek aktif hareket eder

(Gorsel 9.14).

Gorsel 9.14: Spirochaeta
d) Pleomorfik (Degisik Morfolojik Ozellikler Gosteren) Bakteriler

Mikroskopta yapilan incelemelerde bazi kosullar altinda, degisik morfolojik o6zellikler gosteren
bakteriler goriiliir. Bu bakteriler {i¢ grupta incelenir. Bunlar;

PPLO yani pleuro pneumonia like organism (plora pnomanya layk organizm) formu bakteriler, L formu
bakteriler ve involiisyon formlaridir (atipik veya diizensiz hiicre formlar1).

PPLO (Pleuro Pneumonia Like Organism) Formu Bakteriler

Bunlarin sivi ortamdaki kiiltlirlerinden yapilan preparatlarda oval, yuvarlak, yildiz, halka ve yiiziik
seklinde goriiniise sahip bireysel mikroorganizmalar oldugu gériiliir. Insan ve hayvanlarda birgok hastaliga
neden olan mikoplasmalar (PPLO, Pleuro pneumonia like organizm) hiicre duvarindan yoksundur. Ornek
olarak Mycoplasma pneumonia verilebilir.

L Formu Bakteriler

Bakteriler, hiicre duvari sentezini engelleyen penisilin gibi maddelerin bulundugu ortamlarda tiretilirse
hiicre duvarina sahip olmayan formlar meydana gelir. Bunlara L-formlar1 ad1 verilir. Her tiirlii fizyolojik
aktiviteye sahip olan bu sekildeki mikroplar izotonik ortamlarda uzun siire kalabilir. Bunlar oval, yuvarlak
veya degisik formlar gosterir. Ortamdan antibiyotikler uzaklastirildiginda bakteriler tekrar eski seklini alir
ve hiicre duvarini sentezler. Degisken olmayan L-formundaki bakteriler ise bu anormal yapida iiremelerini
stirdiiriir.




4]
]
o9

Mikroskobik inceleme
) I

Involiisyon Formlar (Atipik veya Diizensiz Hiicre Formlari)

Mikroorganizmalarin tretildigi ortamin karakterinin degistigi durumlarda gida, pH, osmotik basing,
oksijen azalmasi, yiizey gerilimin degismesi, metabolitlerin birikmesi vb. sekillerinde birgok varyasyonlar
meydana gelir. Bunlara involiisyon formlari ad1 verilir. Boyle degisiklikler arasinda uzun, oval, flamentoz,
branslagma, sisme, koselenme, boliinmenin gecikmesi vb. anormal formlar gozlenebilir. Kiiltlirlerde

optimal kosullar saglanirsa bakteriler, eski normal formuna kavusur.

Bakterilerin Makroskobik Morfolojileri

Bir bakteri uygun bir kat1 besiyerinde ve uygun sicaklik, siire, rutubet, oksijen iiretirse bir siire sonra
gozle goriilebilen kiime olusturur. Olusan bu kiimeye koloni denir. Bir koloni, milyonlarca veya milyarlarca

mikroorganizmadan olusabilir. Koloni morfolojisi bakterilerin siniflandirilmasinda dnemli bir kriterdir.

Kat1 besiyerinde meydana gelen koloniler morfolojilerine gére dort grupta incelenir. Bunlar, S
(Smooth) koloni, R (Rough) koloni, L koloni ve M (mukoid) kolonidir.

S [Smooth (Smudh)| Koloni: Hastalik vakalarindan yeni izole olan geng bakteriler bu tipte koloniler
meydana getirir. Hastalik olgularindan yeni izole edilen suslara ait koloniler kiigiik, yuvarlak ve tizeri
diizgiin bir goriiniimdedir. Kat1 besiyerinde kiigiik, yuvarlak, kenarlar1 ve iizeri diizgiin, kabarik, parlak ve
homojen bir bigimde goriinen kolonilerdir. Koloninin biiyiikligii ve sekli; besiyerinin bilesimine, oksijen
durumuna ve sicakliga gore degisir. Streptokok, korinebakteri, pastorella, brusella gibi mikroorganizmalarin
olusturdugu koloniler kiigiik olup 0.5-1.0 mm ¢apindadir. Buna karsin E. coli, B anthracis, B. subtilis

olusturudugu kolonileri daha biiyiiktiir.

R [Rough (Raf)| Koloni: Eskimis veya bir¢ok pasaja maruz kalmis suslarin bazi kolonilerinin kenarlari
centikli, izeri piiriizlii ve mat bir goriiniimdedir. Kat1 besiyerinde kenarlar ve tizeri piiriizlii, mat ve graniillii
bir yapida goriinen kolonilerdir. Bacillaceae familyasina ait aerobik B. anthracis, B. cereus, B. subtilis ve
anaerobik klostridium cinslerde kolonilerin kenarlar1 flamentlidir. Proteus vulgaris kanli agar {izerinde,

dalgalar halinde yayilan bir tireme tarzi gosterir. B. anthracis’in R tipli kolonilere 6rnek olarak verilebilir.

L Koloni: Bunlarda hiicre duvari olmadig1 i¢in sekilleri de diizgiin degildir. Sivi ortamlarda genellikle
kiimeler tarzinda iirer. Hayvanlarda ve insanlarda hastalik yapan PPLO’lar da kat1 besiyerlerinde L koloni
morfolojisine benzer karakter gosterir. Kati besiyerlerinde {istli ve kenarlar1 diizensiz, ortast diigmeli ve
graniillii bigimde goriinen kolonilerdir. Bu tarz olusuma penisilin, kimyasal maddeler ve yiiksek ozmotik
basincin etkisi fazladir. L koloni formlari, laboratuvar kosullarinda olusturulan abnormal formlu bakteri
kolonileridir.

M [Mukoid (Mukoyd)] Koloni: Oze degdirilince iplik gibi uzama gosteren, yapiskan kolonilerdir.
Kapsiil veya miikoid salgiiireten bakteriler tarafindan olugturulur. M (mukoid) koloni tipi kapsiil veya mukoid
salgi olusturan D. pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Leuconostoc mesenteroides mikroorganizmalarda

bu tarz koloni formasyonuna rastlanir.




Bakteri Morfolojisi ile ilgili Cesitli Gorseller

Gorsel 9.24: Salmonella Gorsel 9.25: Clostridium perfingers Girsel 9.26: Clostridium difficile




4]
]
o9

\_) Mikroskobik incelemel

- 3 -} Ty 5 _K‘\ " a'
. N e - - -
- - o - - e N

Gorsel 9.31: Staphylococcus aureus

s A‘d |

Gérsel 9.30: Streptococcus

Gorsel 9.32: Streptococcus thermophilus
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Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarimi kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacagiiz alani aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Bikromatl siilfirik asit ¢ozeltisi kullanirken viicudunuzun herhangi bir yerine degdirmeyiniz.
Yanici sivilarla ates yaninda ¢aligsmayiniz.

Lamlar temizledikten sonra mutlaka kurutunuz.

Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donanimlar sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢aligmalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/

\/
\/
\/

Lam \/ Pastdr pipeti ' Pens

Bek alevi \' Beher \' Bikromath siilfirik asit
Lamel ' igne 6ze gozeltisi

Piset V' Gida numunesi

Islem Basamaklar:

1.
2.

XN bhw

Temiz bir lam aliniz.

Incelenecek &rnek s1v1 ise lama damlatmadan dnce iyice calkalaymiz. Steril bir pipet yardimryla bir
damla damlatiniz.

Ornek kat ise lama bir damla saf su koyunuz.

Ozeyi yakip sogutunuz.

Ornek alip damlanin kenarinda eziniz.

Sonra su damlasi ile azar azar karistirarak lamin {izerine ince bir tabaka halinde yayip smear yapiniz.
Ozeyi tekrar yakip sogutunuz.

Lamin havada kurumasini bekleyiniz.

Lamin alt yiizlinl li¢ defa bek alevinden gegirerek mikroorganizmalarin lam {izerinde tespitini
(fiksasyon) yapiniz.

10. Hazirlanan preparati 151k mikroskobunda inceleyiniz.

Mikroskobik inceleme
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@ Mikroskobik incelemel

Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 9.33: Preparat hazirlamanin uygulama asamalari
Temizlik ve Dezenfeksiyon

' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tim
malzemeyi ¢Ope atiniz.

V' Caligilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

v Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanli
su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya
birakiniz.
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\ Copleri atik kutusuna atiniz.

w
\ Elektrikli cihazlarm elektrik baglantilarim kesiniz. g
T
v Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz. &
x
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“Kat1 Kiiltiirden Preparat Hazirlama” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yénerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

OLCUTLER —1 DERgECE —1 =
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullamlacak arag gereci hazirladi.

Temiz bir lam ald1 ve lamin ortasina bir damla saf su koydu.

Ozeyi yaktiktan sonra kiiltiirden 6rnek alir ve aldig1 6rnegi su
damlasi ile ezdi.

Lamin havada kurumasim bekledi.

Lamun alt yiiziinii iic defa bek alevinden gecirdi.
Teknigine uygun sekilde preparat hazirladi.
Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak calisma ortamini ve
malzemeleri temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puani: Ger¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2 ile ¢arparak 100 lizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gergek puaniniz
50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi tekrarlayiniz.




Mikroskobik inceleme
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2 UYGULAMA - | MIKROSKOP KULLANARAK DAHA ONCEDEN HAZIRLANMIS BIRI

PREPARATI INCELEME

Is Saghig ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2 2 =2 2
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Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.
Mikroskobun optik kismina asla alkol degdirmeyiniz.
Mikroskobu 1slak birakmayiniz.

Mikroskobun optik kisimlarinin temizliginde mercek kagidi veya yumusak dokulu bir tiilbent

kullanimiz.
Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donanimlar sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/
\/
\/

Mikroskop
Preparat
Pens

Immersiyon yag1

islem Basamaklar

1.

A

Mikroskobun optik kisimlarin1 mercek kagidi veya yumusak dokulu bir tiilbent kullanarak
temizleyiniz.

Mikroskobun lambasini yakiniz ya da aynay1 151k kaynagina ¢eviriniz.

Incelenecek preparati yerlestiriniz.

Objektifi ayarlayiniz. Goriintiiyii netlestirmeyi unutmamaya dikkat ediniz.

Goriilen sekilleri ¢iziniz.

Goriilen sekilleri degerlendiriniz.




Islem Uygulama Semasi
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Mikroskobik inceleme
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Gorsel 9.34: Mikroskop kullanarak preparati inceleme asamalari

Temizlik ve Dezenfeksiyon

' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tim
malzemeyi ¢ope atiniz.

V' Calisilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

v Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanl
su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya
birakiniz.

v Copleri atik kutusuna atiniz.
\/' Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

" Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.
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Sonuc¢ ve Yorum

“Mikroskop Kullanarak Daha Onceden Hazirlanms Bir Preparat1 inceleme” Uygulamasi
DEGERLENDIiRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iligkin gbzlem sonucunuzu “X” igareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE

OLCUTLER
1 2 3 4 5

Is saghig ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Mikroskobun parc¢alarim eksiksiz olarak uygun yere yerlestirdi.

Mikroskobun lambasini yakar ya da aynayi 151k kaynagina
cevirdi.

incelenecek preparati yerlestirdi.

Objektifi ayarlad: ve goriintityii netlestirdi.
Goriilen sekilleri cizer ve degerlendirdi.
Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamim ve
malzemeleri temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puani: Gercek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2 ile ¢arparak 100 lizerinden gercek puani hesaplaymiz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.
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1. () Bakteriler genel olarak saydamdir. =

o
2. ( ) Kullanilmamis lamlarin kétii kosullarda saklanmasi incelemeyi olumsuz etkiler. _\é
3.( ) Mikroorganizmalar, preparat hazirlama agamasinda sekil degisikligine ugrar. 2@

4.( ) Preparatlar, bek alevinin mavi kismindan gegirilir.
5.( ) Temizlenmis lamlar, yumusak dokulu bir tiilbentle kurulanmalidir.
6. ( ) Yuvarlak sekilde goriilen bakterilere genel olarak basil ad1 verilir.

7.( ) Mikroorganizmalarin mikroskobik morfolojilerinin incelenmesinde herhangi bir sorunla
karsilasilmaz.

8. ( ) Sarmal bigimli olan mikroorganizmalarin kendi etrafindaki kivrimlari az veya ¢ok sayida
olabilir.

9. Asagidakilerden hangisi preparatin tanimidir?
A) Temizleme ¢ozeltisidir.
B) Mikroorganizmalari tespit etme islemidir.
C) Bir sterilizasyon yontemidir.
D) Mikroskopta incelenmek {izere hazirlanmig numuneli lamdir.
E) Mikroorganizmalari smear islemidir.

10.  Asagidakilerden hangisi preparat hazirlanirken dikkat edilecek noktalardan biridir?
A) Preparat hazirlamada kullanilan araglar temiz olmalidir.
B) Preparat, iizerinden elle tutulmalidir.
C) Lamlarn yiizeyi ¢izik olmalidir.
D) Hig kullanilmamig lamlarin temizlenmesine gerek yoktur.
E) Lamlar ¢cok temiz, yagsiz ve ¢iziksiz olmalidir.

+ 11.  Hi¢ kullanilmams lamlar asagidakilerden hangisi ile temizlenmelidir?
A) Hipokloritli su
B) Bikromatl: siilfirik asit ¢ozeltisi
C) Fenol
D) Formol
E) Metanol
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12.

13.

14.

15.

16.

Asagidakilerden hangisi smear yapma olarak tammmlamir?
A) Incelenecek 6rnegin lam iizerine ince bir sekilde yayilmasi
B) Ornegin, lam iizerine kalin bir sekilde yayilmasi
C) Kat1 6rnegin lam iizerinde incelenmesi
D) Sivi 6rnegin lam iizerinde incelenmesi

E) Bakterilerin lama yapismalarini saglanmasi

Asagidakilerden hangisi yuvarlak bicimli bakterilerdendir?
A) Diplobasil

B) Diplokok

C) Sarsina

D) Spiroket

E) Vibrio

Kisa ve uzun zincirlere sahip cubuk sekilli bakterilere verilen ad asagidakilerden hangisidir?
A) Diplobasil

B) Sarsina

C) Stafilokok

D) Streptobasil

E) Streptokok

Mikroskop altinda iiziim salkimi halinde goriinen bakteriler asagidakilerden hangisine aittir?
A) Sarsina

B) Stafilokok

C) Spiroket

D) Streptokok

E) Vibrio

Tek kivrimh virgiil hilinde goriilen bakterilere verilen ad asagidakilerden hangisidir?
A) Pleomorfik

B) Spiril

C) Spiroket

D) Tetrakok

E) Vibrio




MIKROSKOBIK
BOYAMA

Bu 6grenme biriminde;

e Mikroorganizma boyama isleminin 6nemini,

e Boyama cozeltilerinin cesitlerini ve hazirlanmasini,

e Mikroorganizmalari boyama yontemlerini uygulama yaparak 6greneceksiniz.

OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAVRAMLAR

10.1. Boyama Yontemine Cozelti Se¢me
10.2. Basit Boyama
10.3. Gram Boyama

10.4. Spor Boyama

kristal viyole primer boya negatif
boyama smear
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10. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI

1. Mikroorganizmalari boyama iglemi sizce neden yapilir? Sinifta tartiginiz.

“p

2. Hangi mikroorganizmalar boyanabilir? Arastiriniz.

o

10.1. BOYAMA YONTEMINE COZELTI SECME

Mikroorganizmalarin canli haldeyken mikroskopta incelenmeleri zordur. Ozellikle canli halde
hareketli olduklarindan inceleme yapilacak mikroorganizmalar gdriintii alanindan kayabilmekte ve baska
mikroorganizmalarla karigabilmektedir. Smear (yayma) islemi, tespit (fiksasyon) islemi ve boyama islemi
ile mikroorganizmalar bulunduklar1 zemine sabitlenir. Zemine sabitlenen mikroorganizmalar zeminden
farkli renkte olacaklari igin kolayca ayirt edilir. Ayrica boyama islemi ile mikroorganizmalarin hiicresel
icyapilar1 ve morfolojik tipleri daha rahat gozlemlenebilmektedir.

10.1.1. Mikroorganizmalar1 Boyamada Kullanilan Cozeltiler

Mikroorganizmalar, boya c¢ozeltileri ile farkli reaksiyon verdiklerinden tiim mikroorganizmalari
tek bir boya ¢ozeltisi ile boyamak miimkiin degildir. Buna bagli olarak mikroorganizmalar1 tanimada
mikroorganizmanin 6zelligine gore farkli boya ¢ozeltisi segilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir,

Mikrobiyoloji alaninda elde edilis sekline gore boya ¢dzeltileri ikiye ayrilir:

1. Dogal Boyalar: Genellikle bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilir ve gida mikrobiyolojisi
alaninda pek kullanilmaz. Bunlara 6rnek olarak indigo, kinakina ve orsein verilebilir.

2. Yapay (Sentetik) Boyalar: Laboratuvar kosullarinda {iretilen boyalardir ve gida mikrobiyolojisi
alaninda en fazla bu tip boyalar kullanilir. Sayilar1 oldukg¢a fazladir. Bunlara 6rnek olarak asit fuksin,
metilen mavisi, safranin ve eosin verilebilir.

Mikrobiyolojide kullanilan boyalar i¢in bir diger siniflandirma ¢esidi ise kimyasal 6zelliklerine gore
siiflandirmadir. Bu siiflandirmaya gore ii¢ tip boya vardir:

1. Bazik Boyalar: Kimyasal yapis1 pozitif yiiklii oldugu i¢in negatif yiiklii hiicreleri boyar. Boyamada
en sik kullanilan boya ¢esididir.
Asidik Boyalar: Kimyasal yapis1 negatif yiiklii oldugu i¢in pozitif yiikli hiicreleri boyar.

3. Notral Boyalar: Kimyasal yapilarinda hem asidik hem bazik 6zellik gosterdikleri igin hiicre
boyamasinda hem pozitif hem negatif yiiklii hiicreleri boyayabilir. Bu boyalar genellikle kan hiicresi
boyamasinda kullanilir.

10.1.2. Boya Cozeltisi Hazirlama

Boya c¢ozeltisi genel bir isim olsa da her boya c¢ozeltisi ayni sekilde hazirlanmaz. Bazilarinin
hazirlanmasinda etil alkol kullanilirken bazilarinin hazirlanmasinda damaitik (saf) su kullanilir. Tablo 10.1°de
en sik kullanilan boya ¢ozeltileri ve bu boya ¢dzeltilerinin hazirlanislart verilmistir.

Tablo 10.1: Boya Cdzeltileri ve Hazirlaniglart




BOYA KULLANILAN KULLANIM
} o _ HAZIRLANISI
COZELTISI MIKTAR AMACI
Tartilan boya 10 ml etanol (%95°lik) igerisinde
. Basit ve spor
SAFRANIN 0)5¢ ¢Oziindiirtiliir. 100 ml damitik su ilave edilerek iyice
boyama
karigtirilir ve siiziliir.
. Tartilan boya 30 ml etanol (%95°lik) icerisinde Basit ve
METILEN
. 03¢g ¢oziindiiriiliir. 70 ml damutik su ilave edilerek iyice  aside direngli
MAVISI
karistirilir ve siiztliir. boyama
Tartilan boya 20 ml etanol (%95°lik) igerisinde
KRISTAL ¢Oziindiiriilir. 0,8 g amonyum okzalat tartilir ve 80  Basit ve Gram
: 2g .
VIYOLE ml damitik su igerisinde ¢oziindiiriliir. 1ki ¢ozelti boyama
iyice karigtirilir ve siiziiliir.
Tartilan boya 100 ml damutik su igerisine aktarilir ve
. . kaynar su banyosunda yarim saat tutulur. Uzerine Negatif
NIGROSIN 10g
0,5 ml formalin koruyucu olarak eklenir. Cift katl boyama
filtre kagidindan stiziiliir.
MALASIT Tartilan boya 100 ml damitik su igerisinde
o Sg Spor boyama
YESILI ¢Oziindiiriliir.
BAZIK Tartilan boya 100 ml damitik su igerisinde Basit ve Gram
. 0,1g
FUKSIN coziindiriliir. boyama
Tartilan boya 10 ml etanol (%95°lik) igerisinde
KARBOL ¢oziindiirtlir. 90 ml %5’lik fenol ¢ozeltisi ilave Aside direngli
. 03¢g
FUKSIN edilerek iyice kanstirilir. 1 giin dinlendirildikten boyama
sonra kullanilir.
SULU
Karbol fuksin boya ¢ozeltisi 10 kat sulandirilarak Basit ve Gram
KARBOL
. hazirlanir. boyama
FUKSIN
Iyotlg Iyot ile KI havanda iyice ezilir. Sonra 100 ml
LUGOL Gram boyama
Ki2g damitik su yavas yavas katilir ve iyice karistirilir.

10.1.3. Boya Cozeltisi Kullanma ve Saklama Kosullari

Boya ¢ozeltileri, igeriginde bulunan kimyasallarin etkilerine gore farkli kullanim ve saklanma
kosullar1 gerektirir. Genel olarak igerisinde etil alkol bulunanlar, parlayici etkide oldugu i¢in ¢alisma
sirasinda ates ile temastan kaginilmalidir. Iyot igerikli olanlar 1s1ktan etkilendikleri i¢in koyu renkli siselerde
saklanmalidir. Tablo 10.2°de en sik kullanilan boya ¢ozeltilerinin kullanim ve saklama kosullar1 verilmistir.

Mikroskobik Boyama
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o - Tablo 10.2: Boya Cdzeltilerinin Kullanim ve Saklama Kosullar

©
= BOYA COZELTISI KULLANIM VE SAKLAMA KOSULLARI
§ SAFRANIN Kabi sikica kapali olarak kuru ve iyi havalandirilmis yerlerde saklaymiz.
> Isidan ve tutugmaya yol acabilecek her seyden uzak tutunuz.
= Hazirlandiktan sonra 28 giinden fazla kullanilmamalidir. Serin ve ka-
o METILEN MAVISI ranlik bir yerde muhafaza ediniz. Hazirlanma ve son kullanma tarihini
_g yaziniz.
S KRISTAL VIiYOLE Agz1 sikica kapali olarak kurg ve iyi havalandirilmig yerlerde saklayiniz.
Isidan ve tutusmaya yol agabilecek her seyden uzak tutunuz.
’1:'9 NiGROSIN Iceriginde énem arz edecek tehlikeli bir madde bulunmamaktadir. Kabi
sikica kapali olarak kuru ve iyi havalandirilmis yerlerde saklayimiz.
MALASIT YESILi Asindiricr etkilidir. Kabi sikica kapali olarak kuru ve iyi havalandirilmig

yerlerde saklayniz.

) ) Asindiric1 6zelliginden dolay1r 6nem arz etmektedir. Kabi sikica kapali
BAZIK FUKSIN olarak kuru ve iyi havalandirilmis yerlerde saklayiniz. Isidan ve tutusma-
ya yol agabilecek her seyden uzak tutunuz.

Asindiric1 ve patlayici 6zelliginden dolay1 6nem arz etmektedir. Kabi si-
KARBOL FUKSIN kica kapali olarak kuru ve iyi havalandirilmis yerlerde saklayiniz. Isidan
ve tutugmaya yol acabilecek her seyden uzak tutunuz.

) Asindirici ve patlayict 6zelliginden dolay1 6nem arz etmektedir. Kabi si-
SULU KARBOL FUKSIN  kica kapali olarak kuru ve iyi havalandirilmis yerlerde saklaymiz. Isidan
ve tutusmaya yol acabilecek her seyden uzak tutunuz.

Isiktan uzak tutunuz. Kapagi sikica kapali olarak kuru ve iyi

LUGOL havalandirilmis yerlerde saklayiniz.

10.1.4. Boyama islemine Preparat Hazirlanmasi

Mikroorganizmalarin boyanarak incelenmeleri i¢in preparatlarin hazirlanmasinda boyama haricinde 2
asama bulunmaktadir:

1. Smear Islemi: Mikroorganizma igeren numunenin lam {izerine bir 6ze yardimiyla yayilmasi
islemidir (Gorsel 10.1).
2. Fiksasyon (Tespit): Isil islem uygulanarak (alevde fiksasyon) veya kimyasal maddeler kullanilarak

(kimyasal maddelerle fiksasyon) lam tiizerine yayilan mikroorganizmalarin canliligimi kaybedip
lama yapismasini saglama iglemidir (Gorsel 10.2).

— 7

Gorsel 10.1: Smear iglemi Gorsel 10.2: Fiksasyon islemi

Preparati hazirlanacak numune kati ise temiz bir lamin ortasina bir damla damitik su alinir. Bu suyun
yanina kiiltiirden bir 6ze dolusu numune alinarak su damlasi ile azar azar karistirilir ve lamin ylizeyine ince
bir film halinde yayilir (smear islemi). Numunenin s1v1 ve kiiltlir yogunlugu az ise damitik su kullanilmadan




direkt lam tizerine bir damla numune alinarak da ylizeye yayma iglemi yapilabilir.

Smear igleminden sonra preparatin havada kurumasi beklenir. Kuruma islemi bittikten sonra
mikroorganizmalarin canlili§ini yitirmesi ve lama yapismasi i¢in lam, bek alevi iizerinden 3 defa gegirilir
(alevle fiksasyon islemi). Bu islem seri olarak yapilmalidir. Aksi halde mikroorganizmalar asir1 sicakliktan
deforme olabilir ve boyanmalari gii¢lesir. Kimyasal maddelerle fiksasyon islemi yapilacak ise etil alkol,
metil alkol veya formalin gibi kimyasal maddelerden bir damla, lam iizerine damlatilir ve maddenin
kurumasi beklenir. Bu agamada kimyasal maddeden lama fazla damlatilmasi, lam {izerinden numunenin
akmasina sebep olabilecegi igin dikkatli olmak gereklidir.

10.2. BASIT BOYAMA

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan boyama yontemleri iki ana baglikta toplanir: Basit boyama
yontemi ve bilesik boyama ydntemi.

BOYAMA
YONTEMLERI
[
| _ |
BASIT BILESIK
BOYAMA BOYAMA
YONTEMLERI YONTEMLERI

| |
VIi<YR(I)SL-II;Ai|I:E NEGATIF GRAM SPOR
e BOYAMA BOYAMA BOYAMA

Hizli bir sekilde mikroorganizma hakkinda bilgi edinilebilen ve tek bir boya ¢ozeltisi kullanilan
yontemdir. Hazirlanan preparata boyama islemi bir kere yapilir ve mikroskop altinda inceleme iglemine
gecilir. Ozellikle bakterilerin hiicre duvarlari negatif yiiklii oldugu i¢in pozitif yiiklii yani bazik boyalar
kullanilarak bakteriler boyanir. Bu boyama ydntemlerinden en sik kullanilanlari, kristal viyole ile boyama
ve negatif boyamadir.

10.2.1. Kristal Viyole ile Boyama

Bu yontemde, hazirlanmig preparat boyama diizeneginin {izerine
konur. Numunenin iizeri kristal viyole c¢ozeltisi ile kaplanir ve 20-30
saniye kadar bekletilir. Siire dolunca boya, preparatin iizerinden akitilir
ve preparat saf su ile yikanir. Yikama isleminden sonra preparat kurutulur,
iizerine bir iki damla immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta
immersiyon objektifi (100X) ile incelenir. Mikroorganizmalar
mikroskopta mor renkli olarak goriiniir (Gorsel 10.3).

Gorsel 10.3: Kristal viyole ile
boyamada mikroskop goriintiisii
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10.2.2. Negatif Boyama

Bu yontemin en 6nemli 6zelligi, kullanilan boya ¢ozeltisi asidik 6zellikte oldugu ve mikroorganizmanin
hiicre duvarindan gegemedigi icin mikroorganizmanin boyanmayip zeminin boyanarak mikroorganizmanin
biiyiikliigli ve yapisi hakkinda bilgi edinilmesidir. Bu yontemde hazir preparat kullanilmaz. Temiz bir lamin
ucuna bir &ze ile 6rnek almir. Uzerine bir iki damla nigrosin veya ¢ini miirekkebi ¢ozeltisi damlatilir. Ornek
ile boya ¢ozeltisi birbirine karistirilir ve lamin {izerine yayma islemi yapilir. Hazirlanan preparat kurutulur,
iizerine bir iki damla immersiyon yag1 damlatilarak mikroskopta immersiyon objektifi (100 X) ile incelenir.
Mikroorganizmalar, mikroskopta seffaf renkli, zemin ise koyu renkli goriiniir (Gorsel 10.4)

Gorsel 10.4: Negatif boyamada mikroskop goriintiisii

10.3. GRAM BOYAMA

En az ii¢ kimyasal madde ile iki veya daha fazla boya ¢6zeltisi kullanilarak yapilan boyama yontemidir.
Bu ii¢ kimyasalin birincisine primer boya ad1 verilir. Primer boyanin gorevi, rengini tiim hiicreye vermektir.
Ikinci kimyasal, renk giderici (dekolorizasyon) olarak adlandirilir. Renk gidericinin gorevi, primer boyanin
hiicreden veya hiicrenin belli bir yapisindan ¢ikmasia yardimer olmaktir. Ugiincii kimyasala zit boya adi
verilir. Zit boya, primer boyaya karsittir. Renk giderici uygulandiktan sonra primer boya hiicreden ¢ikt1
ise zit boyamayla hiicre, zit boya rengini alacaktir. Eger renk giderici uygulandiktan sonra primer boya
hiicreden ¢ikmadiysa zit boya hiicreyi boyayamayacaktir. Bu sekilde de hiicre tipleri ve ayrimlari yapilmig
olacaktir. Bilesik boyama yontemlerinden en sik kullanilanlart Gram boyama ve spor boyamadir.

Bakteriyoloji ve bakteri boyamada ¢ok dnemli olan bu yontem, 1884 yilinda yonteme ismini veren
Christian Gram tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemle bakteriler hiicre yapilarina gore iki biiyiik gruba
ayrimistir. Bir gruba Gram pozitif bakteriler, bir gruba da Gram negatif bakteriler ad1 verilmistir.

Gram boyama yontemindeki kimyasallarin ¢esidi ve kullanim amac1 asagida verilmistir:

Primer (Birincil) Boya: Primer boya, hazirlanan preparata uygulanan ilk boyadir. Bu islem i¢in kristal
viyole ¢ozeltisi kullanilir ve ortamdaki tiim mikroorganizmalar mor kristal renge boyanir.

Mordan (Gram lyot Cézeltisi): Bu ¢ozelti, primer boyanin hiicre igerisinde baglanma 6zelligini artirir.
Bu isleme renk sabitlestirme (mordan) denir. Hiicre iginde bulunan mor rengi yogunlastirdigindan tiim
bakteriler koyu mor renkte goriiniir.

Renk Ac¢icl (Renk Giderici): Bu islem igin %95°1ik etil alkol ¢6zeltisi kullanilir. Kullanilan etil alkol,
Gram negatif bakterilerin hiicre duvarini pargalayarak bu bakterilerin tuttugu renk c¢ozeltisini disariya
birakmasina ve bakterilerin renksizlesmesine neden olur. Gram pozitif bakterilerde de sadece hiicre
duvarinda kii¢iilme olur fakat tutulan renk ¢6zeltisi disariya birakilmaz.




Zat Boya: Kullanilan boya ¢ozeltisi genellikle sulu fuksin veya safranindir. Bu islem uygulanirken renk -
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Gorsel 10.5: Gram boyama iglemi basamaklarinda bakterilerin 6rnek mikroskop goriintiileri

acma islemi ile mevcut rengini disariya birakmis olan Gram negatif bakteriler pembe renge boyanirken =
Gram pozitif bakteriler ortamda mor renkli olarak kalir (Gorsel 10.5). 3
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Gram boyamada dikkat edilmesi gereken en dnemli noktalar; kullanilacak boya ¢ozeltilerinin taze
olmasi, kullanilacak bakteri kiiltiiriiniin 24 saatlik olmas1 ve preparat hazirlanirken uygulanan islemlere
dikkat edilmesidir. Bu noktalara dikkat edilmemesi durumunda yanlig sonuglar alinabilir.

10.4. SPOR (ENDOSPOR) BOYAMA

Bakteriler cevre kosullar1 uygun olmadiginda, kuvvetli kimyasallar ve radyasyon muamelesine karsi
oldukca direngli, 1s1ya ¢ok dayanikli, kalin ¢eperli ve oval bir yap1 olusturur. Bu yapiya endospor adi
verilir. Bacillus ve Clostridium cinslerinin tiirleri endospora sahiptir. Bu bakteriler, endosporlarini hiicrenin
cesitli yerlerinde olusturarak farklilik yaratmaktadir. Endosporlarin hiicredeki yerlerini ve 6zelliklerini
belirlemek i¢in boyama yapilmasi gerekir. Ancak endosporlar fiziksel ve kimyasal etkenlere kars yiiksek
dirence sahip olduklarindan boya ¢ozeltilerini biinyelerine almaz. Bu yiizden boyama islemi yapilirken
endosporun direncini kirabilmek i¢in 1s1l iglem uygulamasi ile boyama yapilmasi gerekmektedir.

Spor boyamada primer boya olarak malasit yesili ¢ozeltisi kullanilir. Cozeltinin endospora etki
edebilmesi i¢in boyama islemi kaynar su banyosu lizerinde yapilir. Primer boya islemi tamamlandiktan
sonra preparat sogutulup saf su ile yikanir ve sonrasinda safranin ile zit boyama iglemi yapilir. Primer boya
islemi yapildiginda ortamdaki tiim hiicreler yesil héalde iken zit boyama islemi sonunda vejetatif hiicreler
pembe, endosporlar yesil renkte goriiniir (Gorsel 10.6).

PRIMER BOYA ZIT BOYA
UYGULAMASI SONRASI UYGULAMASI SONRASI

B1e:

Gorsel 10.6: Spor boyama islemi basamaklarinda bakterilerin 6rnek mikroskop goriintiileri
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Uygulama Yapragi

Sure : 2 Ders Saati O

1. UYGULAMA : BOYA COZELTIiSi HAZIRLAMA |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2

\/
\/

Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayimiz.

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagii dikkatli a¢iniz ve ¢dzeltinin etrafa bulagmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayiniz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmig besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢aligmalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/

\/
\/
\/

Saat cami ' 250 mI’lik beher \ Spatiil
Analitik terazi ' Siizgeg kagidi ' Huni
250 mI’lik balon joje " 1.000 mI’lik koyu renkli sise ' Meziir
Metilen mavisi \" Etanol

Islem Basamaklari

1.
2.

Toz haldeki metilen mavisini analitik terazinin yanina alarak kapagi dikkatlice aginiz.

Analitik terazinin igine saat cami yerlestirerek spatiil ile 0,3 g toz metilen mavisi tartiniz.

Metilen mavisi bulunan saat camini, i¢inde 30 ml etanol bulunan 250 m!’lik balon jojenin icerisine
huni yardimiyla bosaltiniz.

Balon jojeyi hafif calkalayarak toz metilen mavisinin ¢éziinmesini saglayiniz.

Meziir ile dl¢iiliip pisete konmus 70 ml saf suyu balon jojeye ilave ediniz ve ¢alkalamaya devam
ediniz.

Calkalama isleminden sonra 250 ml’lik behere basit siizme diizenegi kurarak siizme islemini
yapiniz.

Slizme islemi sonunda hazirlanan ¢odzeltiyi 100 ml’lik koyu renkli cam siseye aliniz, etiketini
hazirlayiniz ve agzi sikica kapali olarak kuru ve iyi havalandirilmis yerlerde depolayiniz.




Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 10.7: Boya ¢ozeltisi hazirlama uygulamasi
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Temizlik ve Dezenfeksiyon

' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tim

malzemeyi ¢Ope atiniz.
\' Caligilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

v Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanli
su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya

birakiniz.
\ Copleri atik kutusuna atiniz.
\/' Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

/' Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.
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Sonuc¢ ve Yorum

“Boya Cozeltisi Hazirlama” Uygulamasi
DEGERLENDIiRME FORMU
Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gézlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iligkin gdzlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

OLCUTLER - DERSECE —T
Is sagh@ ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullamlacak arag gereci hazirladi.

Mikroorganizmalar: boyamada kullanilan ¢ozeltileri hazirladi.

Teknigine uygun olarak cozeltilere etiket hazirladi.

Cozeltileri uygun sartlarda muhafaza etti.

Uygulama raporunu hazirladi.
Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.
Siireyi verimli sekilde kullanda.

Form Puani: Gercek Puani:
Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile ¢arparak 100 iizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.
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2. UYGULAMA : BOYAMA iSLEMI iCIN PREPARAT HAZIRLAMA

m@ Mikroskobik Boyama I

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri
\' Laboratuvar calismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlart (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz. .
Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alan1 aseptik hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayimiz.

<2 2 2 2

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda

bulundurunuz.
Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagimi dikkatli aginiz ve ¢ozeltilerin etrafa bulagsmamasina

dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayiniz.

' Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.
Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donanimlar sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

V' Lam ' Safsu ' Bek alevi
' Alkol ¢ozeltisi V' Yuvarlak uglu 6ze ' Piset

Islem Basamaklar

1. Temiz ve ¢iziksiz bir lam aliniz, alkol ile dezenfekte ediniz.

2. Numune kat1 ise lamin {izerine bir damla saf su koyunuz ve yuvarlak uglu 6ze ile numuneden bir

miktar alip bu su ile karistiriniz.
3. Numune siv1 ise lamin tizerine numuneden 1 damla alimiz.
4. Numuneyi lamin iizerine yaymniz ve kurumasimi bekleyiniz (smear).

5. Kuruma islemi tamamlaninca lami 20-30 sn. siireyle bek alevinden gegiriniz ve bu iglemi 3 defa

tekrarlayiniz (fiksasyon).
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Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 10.8: Preparat hazirlama uygulamasi

Temizlik ve Dezenfeksiyon

' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapimiz ve tim

malzemeyi ¢Ope atiniz.

' Calisilan tezgahi alkol ile dezenfekte ediniz. Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121
°C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanli su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak

malzemeleri saf sudan ge¢irip kurumaya birakiniz.

Copleri atik kutusuna atiniz.

Bek alevini kapatiniz ve gaz ¢ikisini kontrol ediniz.

Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.




Sonuc¢ ve Yorum

“Boyama Islemi I¢in Preparat Hazirlama” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.

Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

OLCUTLER DERECE
1 2 3 4 5

Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Numuneyi uygun sekilde lam iizerinde hazirladi.

Smear islemini yapti.

Fiksasyon islemini yapti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri

temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullanda.

Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,5 ile ¢arparak 100 {izerinden gergek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan arali§inda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.

Mikroskobik Boyama
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3. UYGULAMA : KRISTAL ViYOLE iLE BASIT BOYAMA YAPMA |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2

\/

Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,

koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaglarinizin da koruyucu donanimlarmi kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani aseptik hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢aligma alaninizda bulundurmayimiz.

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda

bulundurunuz.
Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara karsi dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagmi dikkatli aciniz ve ¢ozeltilerin etrafa bulagmamasina

dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayiniz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmig besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.
Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donanimlart sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\' Lam ' Safsu " Boyama stand1

\' Kristal viyole boya ¢dzeltisi ' Mikroskop \ Pastor pipet

islem Basamaklar

L.

1. uygulama yapragindaki islem basamaklarini uygulayarak boya ¢ozeltisini hazirlayiniz veya hazir
boya ¢ozeltinizi tezgaha aliniz.

2. uygulama yapragindaki islem basamaklarini uygulayarak preparat hazirlaymiz.

Boyama sistemini kurunuz.

Pastor pipet ile kristal viyole boya ¢ozeltisinden aliniz ve preparattaki numunenin {izerini kaplayarak
1 dk. bekleyiniz.

Siire sonunda fazla boyayi akitiniz ve preparati saf su ile yikaymiz.
Yikama islemi sonunda preparati kagit bir bezin {izerinde kurumaya aliniz.

Kuruma iglemi tamamlaninca preparatin iizerine 1-2 damla immersiyon yagi damlatarak mikroskopta
100X objektifte inceleyiniz.




Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 10.9: Kristal viyole ile basit boyama uygulamasi
Temizlik ve Dezenfeksiyon

' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tiim

malzemeyi ¢Ope atiniz.

\' Calisilan tezgahi alkol ile dezenfekte ediniz. Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121
°C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanli su veya yikama ¢dzeltisi ile temizleyiniz. Son olarak
malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya birakiniz.

\' Cépleri atik kutusuna atiniz.
" Mikroskobu, ortiisii ile kapatiniz.

' Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.
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Sonuc¢ ve Yorum

“Kristal Viyole ile Basit Boyama Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIiRME FORMU
Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

OLCUTLER DERECE
1 2 3 4 5
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullamlacak arag¢ gereci hazirladi.
Boyama sistemini hazirladi.
Kristal viyole ile boyama islemini yapti.
Yikama islemini yapti.
Kurutma islemini yapti.
Mikroskopta inceleme yapti.
Uygulama raporunu hazirladi.
Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.
Siireyi verimli sekilde kullandi.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:
Degerlendirme: Form puanin 2 ile ¢arparak 100 {izerinden gergek puani hesaplaymiz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan arali§inda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.




@ Uygulama Yaprag Siire : 2 Ders Saati

4. UYGULAMA : GRAM BOYAMA iLE BILESiK BOYAMA YAPMA

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri
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Laboratuvar calismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baglamadan dnce analiz defterinizi ve islem basamaklarimin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara karsi dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagini dikkatli aciniz ve ¢dzeltilerin etrafa bulagsmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayiniz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/

\/
\/
\/

Lam \/ Pastér pipet ' Alkol ¢ozeltisi

Saf su ' Piset \/' Kristal viyole boya
Mikroskop ' Lugol ¢ozeltisi gozeltisi

Safranin boya ¢ozeltisi " Boyama stand1

Islem Basamaklari

L.

NS AW

1. uygulama yapragindaki iglem basamaklarini uygulayarak kristal viyole, lugol ve safranin boya
¢ozeltilerini hazirlaymiz veya hazir boya ¢6zeltilerini tezgaha aliniz.

2. uygulama yapragindaki islem basamaklarini uygulayarak preparat hazirlayiniz ve boyama
sistemini kurunuz.

Hazirlanan preparat1 kristal viyole ¢ozeltisi ile kaplaymiz ve 1 dakika bekleyiniz.

Fazla boyay1 dokiiniiz ve preparati bol saf su ile yikayimniz.

Preparatin tizerini lugol ¢ozeltisi ( gram iyot ¢dzeltisi) ile kaplaymmiz ve 1 dakika bekleyiniz.
Lugol ¢ozeltisinin fazlasini dokiiniiz ve preparati bol saf su ile yikayiniz.

Yikama isleminden sonra dekolorizasyon islemi i¢in preparatin iizerine %95’lik etil alkol yaymiz
ve 10-15 saniye bekleyiniz. Siire sonunda preparati saf su ile yikayniz.

Yikama isleminden sonra preparatin {izerine karsit boya olarak safranin ekleyiniz ve 20-30 saniye
bekleyiniz.

Fazla boyay1 dokerek preparati bol saf su ile yikayiniz ve havada ya da kurutma kagidi tizerinde
kurutunuz.

m@ Mikroskobik Boyama I
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10. Preparati mikroskop tablasina koyarak iizerine bir iki damla immersiyon yagi damlatip 100X
objektifi ile incelemeye geginiz.

Islem Uygulama Semasi

KRISTAL
vivolE
clizeLtisl

Gorsel 10.10: Gram boyama ile bilesik boyama uygulamasi

Temizlik ve Dezenfeksiyon

V' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon iglemi yapiniz ve tim

malzemeyi ¢Ope atiniz.

\' Calisilan tezgahi alkol ile dezenfekte ediniz. Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121
°C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanl su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak




malzemeleri saf sudan ge¢irip kurumaya birakiniz.
\ Copleri atik kutusuna atiniz.
\ Mikroskobu, ortiisii ile kapatiniz.

' Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.

Sonuc¢ ve Yorum

“Gram Boyama ile Bilesik Boyama Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

OLCUTLER o DERgECE —T
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Kristal viyole ile boyama islemini yapti.

Mordan islemini yapti.

Dekolorizasyon islemini yapti.

Safranin ile boyama islemini yapti.

Mikroskopta inceleme yapti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullandi.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2 ile ¢arparak 100 iizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 aralifinda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.

Mikroskobik Boyama
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Uygulama Yapragi Siire : 2 Ders Saati O

5. UYGULAMA : SPOR BOYAMA iLE BILESiK BOYAMA YAPMA |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2

\/
\/

Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarint kontrol ediniz.
Calisacaginiz alan1 aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baslamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagini dikkatli aciniz ve ¢dzeltilerin etrafa bulasmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayniz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢aligmalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/

Lam ' Malasit yesili boya ¢ozeltisi ' Bek alevi \' Beher, pens
Saf su \ Safranin boya ¢ézeltisi ' Piset ' Kurutma kagidi

Islem Basamaklar1

L.

woe

A S )

1. uygulama yapragindaki islem basamaklarini uygulayarak malasit yesili ve safranin boya
¢oOzeltilerini hazirlaymiz veya hazir boya ¢ozeltilerini tezgaha aliniz.

2. uygulama yapragindaki islem basamaklarini uygulayarak preparat hazirlaymiz ve beherin
icerisine su koyarak kaynar su banyosu diizenegi hazirlayiniz.

Preparat1 beherin igine diismeyecek sekilde iist kisma koyunuz ve preparatin {izerini malasit yesili
boya ¢ozeltisi ile kaplayimiz.
Preparatta boya ¢ozeltisi varken {izerine preparat boyutunda kesilmis kurutma kagidi koyunuz.

Boya ¢ozeltisini ¢eken kurutma kagidi islanacaktir. Bu 1slakligi devamli kontrol ederek kurutma
kagidinin kurumasina izin vermeden malasit yesili eklemeye devam ediniz.

5-6 dk. siire sonunda pens ile preparatin iizerindeki kurutma kagidini aliniz.
Preparat1 saf su ile yikayarak fazla boyanin akmasiniz saglayimiz.
Yikama islemi sonunda preparatin iizerine safranin boya ¢ozeltisini dokiiniiz ve 20-30 sn. bekleyiniz.

Siire sonunda preparati saf su ile yikaymiz ve oda kosullarinda kurumaya birakiniz.

. Preparati mikroskop tablasina koyarak {izerine bir iki damla immersiyon yagi damlatip 100X

objektifi ile incelemeye geginiz.




Islem Uygulama Semasi
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SAFRANIN
COZELTISE

Gorsel 10.11: Spor boyama ile bilesik boyama uygulamasi

Temizlik ve Dezenfeksiyon

V' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiiz ve tiim

malzemeyi ¢ope atiniz.

\' Calisilan tezgahi alkol ile dezenfekte ediniz. Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121
°C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanli su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak
malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya birakimiz.

\ Copleri atik kutusuna atiniz.

/" Mikroskobu, értiisii ile kapatiniz.
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' Bek alevini kapatiniz ve gaz ¢ikisini kontrol ediniz.

" Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.

Sonuc¢ ve Yorum

“Spor Boyama ile Bilesik Boyama Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU
Yénerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gdzlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

OLCUTLER DLRECS
1 2 3 4 5

Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullamlacak arag gereci hazirladi.

Malasit yesili ile boyama islemini yapti.

Yikama islemini yapti.

Safranin ile boyama islemini yapti.

Kurutma islemini yapti.

Mikroskopta inceleme yapti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini, malzemeleri
temizleyip sterilize etti.
Siireyi verimli sekilde kullanda.

Form Puani: Gerg¢ek Puani:
Degerlendirme: Form puanini 2 ile ¢arparak 100 iizerinden gercek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan arali§inda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.




OLCME VE DEGERLENDIRME
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Mikroskobik Boyama

1. (

2.(

) Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilen boyalara yapay boyalar denir.

) Alevde fiksasyon isleminde preparat, alevin tizerinde uzunca tutularak mikroorganizmanin lama
iyice yapismasi saglanir.

) Basit boyama yonteminde genellikle bazik boyalarin kullanilmasinin sebebi, bakterilerin hiicre
duvarlarmin pozitif olmasidir.

) Kristal viyole ile basit boyama sonrasinda mikroorganizma seffaf goriinir.

4

b

>

*®

°

Mikroorganizma igeren numunenin bir 6ze yardimiyla lam iizerine yayilmasina .................... denir.

Mikroorganizmanin canliligini yitirerek 1s1l islem veya kimyasal yollarla lama yapismasini saglamak
icin yapilan i$leme .........ccooeiiiiiieniieee e denir.

Metilen mavisi, safranin gibi boya ¢ozeltileri elde edilis sekline gore ..........ccevvveruvennee. boyalardir.

Bilesik boyama yontemlerinde, primer boyanin hiicreden veya hiicrenin belli bir yapisindan
¢ikmasina yardimer olan kimyasallara ...........ccocoveeeeineneninininincneens denir.

Gram boyamada kullanilacak boya ¢ozeltilerinin taze olmasi ve kullanilacak bakteri kiiltiiriiniin ...
...................................................... olmasi 6nemlidir.

Spor boyama yonteminde, c¢ozeltinin endospora etki edebilmesi i¢in boyama islemi
............................... tizerinde yapilir.

Asagidakilerden hangisi yapay boyalardan degildir?
A) Asit fuksin

B) Eosin

C) Indigo

D) Metilen mavisi

E) Safranin

0)
1_'0
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14.

15.

“Kimyasal yapis1 negatif yiiklii oldugu icin pozitif yiiklii hiicreleri boyayan boyalardir.”
tamim asagidaki boyalardan hangisine aittir?

A) Asidik

B) Bazik

C) Dogal

D) Notral

E) Yapay

Kristal viyole ile yapilan basit boyamada mikroorganizmalar asagida verilen hangi renkte
goriiliir?

A) Kirmiz1

B) Mor

C) Pembe

D) Seftaf

E) Yesil

Gram boyama ile yapilan bilesik boyamada Gram negatif-pozitif bakterilerin mikroskop
altindaki rengi asagidakilerden hangisinde dogru olarak verilmistir?

A) Kirmizi-yesil
B) Mor-kirmizi
C) Pembe-mor

D) Pembe-yesil
E) Yesil-mor

Spor boyama yonteminde zit boyama islemi sonunda endosporlar mikroskop altinda hangi
renkte goriiniir?

A) Kirmizi

B) Mor

C) Pembe

D) Seftaf

E) Yesil




ISLETME
ORTAMINDA HiJYEN
VE SANITASYON
KONTROLU

1.
OGRENME BiRiMi

Bu 6grenme biriminde;

o sletmelerde hijyen ve sanitasyon kontroliiniin amacini,

e Calisanlarin ellerinden ekim yapma asamalarini ve dikkat edilecek noktalari,

e Kritik kontrol noktalarinda mikrobiyolojik kontrollerin 6nemini, programlarini ve 6zelliklerini,
e Saptanmis kritik kontrol noktalarindan mikrobiyolojik 6rnek alma asamalarini 6greneceksiniz.

OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAVRAMLAR

11.1. Cahsanlarin Ellerinden Ekim Yapma Hijyen aseptik dizeltici faaliyet
11.2. Kritik Kontrol Noktalarindan Ekim Yapma mikrobiyolojik tehlike kritik kontrol
11.3. Isletme Ortamindan Ekim Yapma relEE EEER




isletmelerde Hijyen ve Sanitasyon KontrolG I

11. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI

1. Isletmelerde hijyen ve sanitasyon kontroliiniin faydalari nelerdir?

“

2. Tehlike analizleri ve kritik kontrol noktasi sistemini arastiriniz ve notlarimizi karsilastiriniz.

3. Isletme ortamindan (havadan) ekim yapmanin amaci nedir?

o

11.1. CALISANLARIN ELLERINDEN EKIiM YAPMA

Gida fabrikalarinda yapilacak hijyen ve sanitasyon kontrolleri ile ilgili ¢alisma planlar1 hazirlanir ve
calismalarin denetlemeleri periyodik olarak yapilir. Planlar her gida fabrikasinin 6zelligine gore degisik-
likler gosterir. Planlama dahilinde gida fabrikalarinda galisan elemanlarin kullandiklari arag gerecin, dona-

nim ylizeylerinin, ¢aligma bankolarinin ve ortamin
mikrobiyolojik denetlemeleri yapilir. Toplam bakteri
e X miktari, patojen bakteriler, toksijen bakteriler agisin-
O ’, dan yapilan kontroller ile hijyenik kaliteyi olumsuz
. etkileyen durumlar tespit edilir ve gerekli 6nlemler

alinir,

Isletmelerin ortam denetlemeleri yapilirken
caligma ortamlarindan ¢alisma planlarinda belirtilen
periyotlarda numune alinir ve ekimi yapilir. Calisan
elemanlarin ellerinden numune alinir, numunenin
ekimi ve hijyen kontrolii yapilir. Calisma yiizeyle-
rinden ise nemli steril swap (Gorsel 11.1) yardimu ile

Gorsel 11.1: Steril swap numune alinir ve ekimi yapilir.

Hijyen ve sanitasyon denetlemelerinin gida

fabrikalarina saglayacagi yararlar sunlardir:

e Givenilir ve saglikli tirinler tiretimini saglar.

o Uriin kalitesini gelistirir.

o Uretimdeki verimi artirir.

o Uretim miktarini artirir,

o Uriinler insan saglig1 i¢in giivenilir olarak iiretilir.

e Rekabet edilebilir iiriinler tretilir.

e Kanuni yiikiimliiliiklerin yapilmasini saglar.

e Tiiketicinin aldatilmasini engeller.

e (ida sanayisinin ilerlemesini saglar.

o Uretilen iiriinlerin dis pazarlarda tercih edilmesini saglar.

o Uretilen iiriinlerin pazar payinimn artmasini saglar.

Isletmelerde hijyen ve sanitasyon denetimlerinin amaci, yapilan hijyen ve sanitasyon planlarinin
etkinligini O6lgmektir. Yapilan planlamalarin 6l¢iimii sirasinda uygulanan mikrobiyolojik denetimler




cok onemlidir. Uretilen gidanin ham maddesinin aktarilmasi, islenmesi, paketlenmesi, depolanmasi
ve pazarlanmasi sirasinda olusacak bulagmalar hijyen ortamimin saglanmasi ile en aza indirilir. Bunun
saglanabilmesi icin ¢alisanlarin hijyen kurallarmma uymasina dikkat edilmesi, ¢evrenin kontroliiniin ve
donanimlarin periyodik bakimlarinin yapilmasi gida fabrikalar1 i¢in dnemlidir.

11.1.1. Cahsanlarin Ellerinden Ekim Yapma Asamalar ve Dikkat Edilecek Noktalar
4 )

Isletmelerde ¢alisan elemanlarin ellerinden diizenli
olarak haftalik, aylik olarak ve liizum goriilen her sartta
numune alindiktan sonra ekim yapilir. Ekim islemi
i¢in alinan bu numuneler personelin ¢alisma ortaminda
alinir.

Calisanlarin  ellerinden numune alma islemi, '
cogunlukla bes parmagin ve tirnak uglarinin steril agarlt ' /
petri kutularma bastirilmas: ile yapilir. Gliniimiizde

gelisen teknolojiyle {iretilen hizli hijyen Kkitleri ile
numune almir. Bu kitlerde kalem ucuyla ellerden
numune alinir ve ugta olusan renk degisimleriyle sonug

elde edilir. \_ Y,

Toplam bakteri i¢in (Gorsel 11.2) PCA (plate count Gorsel 11.2: PCA besiyeri
agar) ve koliform grubu icin VRBA (violet red bile agar) besiyerleri kullanilarak personelin ellerinden ekim
yapilir. Toplam bakteri sonucunun, personelin ¢alisma ortami 6zelligine gore kabul edilebilirligi farklilik
goriilebilir. Ancak koliform grubu bakterilerin ¢ikmasi fekal bulasma gostergesi olacagindan kesinlikle
1stenmez.

Personelin ellerinden ekim yapilirken asagidaki hususlara dikkat edilmelidir:

e Aseptik kosullarda ekim yapilmalidir.
e Personel bilgileri ekim dncesinde petri kutularinin tizerine yazilmalidir.

e Petri kutusunun tabanina numune alinan kisinin adi soyadi, ¢alisma ortami ve besiyeri cinsi cam
yazar kalem ile yazilmalidir.

e Numune aliminda petri kutusuna parmak uglar1 ve tirnaklar tam basilmal1 ancak parmak bastirilirken
agar fazla dagitilmamalidir.

e (evreden bulagsmalar1 6nlemek i¢in ekim sirasinda aseptik kosullarda islemler yapilmalidir.

e Numune alma iglemi seri ve hizli yapilmalidir.

e Ekim siiresinde inkiibasyon sicaklig1 diizenli olarak kontrol edilmelidir.

e 6’dan fazla petri kutusu iist iiste inkiibatore yerlestirilmemelidir.

e Petrikutulariile inkiibator duvariile arasinda 1s1dagilimini kolay olacak sekilde bosluk birakilmalidir.

e Sonuglar dogru ve eksiz olarak mutlaka ¢izelgeye islenmeli ve sorumlu birime teblig edilmelidir

Sonuglar ¢izelgeye yazildiktan sonra boliim sorumlusuna bildirilir ve gerekli tedbirler alinir. Sorumlular
tarafindan personele gerekli uyarilar yapilir ve dikkat etmeleri gereken kurallar hatirlatilir. Calisan

personelde hastalik tespit edilmesi durumunda gerekli dnlemler alinir, gerek goriiliirse calisan eleman bir
siire ¢alistirilmaz.

11.2. KRITiK KONTROL NOKTALARINDAN EKiM YAPMA

Gida fabrikalarinda, gida tretimi sirasinda gerekli olan temizlik kosullarinin tespit edilmesi ve bu
kosullarin saglanmasi olanagi sunan uygulamalara HACCP Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktalar:
sistemi denir. HACCP, sayesinde gida imalatinda ve dagitim asamalarinda tiiketici i¢in saglik riski
olabilecek sorunlar tespit edilir ve bu sorunlar ortadan kaldirilir. HACCP, gida gilivenliginin olusmas1 igin
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uygulanan bir sistemdir (Gorsel 11.3).

Gida sanayisinde iiretim yapan isletmeler giivenilir gidalar tiretmek i¢in (HACCP) Tehlike Analizi
ve Kritik Kontrol Noktalar sistemini ¢calisma hayatinda uygulamak zorundadir. Giiniimiizde tiiketiciler
daha bilingli oldugundan dolay1 gida iiretiminin giivenli bir sekilde yapilip yapilmadigina dikkat etmektedir.

Tehlike Analizi Kritik ve Kontrol Noktalar1 ingilizce Hazard Analysis and Critical Control Points
(Hezird Enaliziz end Kritikil Kontrol Points) sozciiklerin bas harflerinden HACCP meydana gelmistir.

,,,,,, 5 —

HAZARD ANALYSIS CRITICAL CONTROL POINTS
(TEHLIKE) (ANALiZ) (KRITIK) (KONTROL) (NOKTALARI)

=
=

Gorsel 11.3: HACCP sistemi

Ulkemizde gida giivenligi konusunda 1998 yilinda gidalarim iiretimi, tiiketimi ve denetlenmesine dair
bir yonetmelik c¢ikarilmistir. Bu yonetmelik, HACCP standartlarinin uygulanmasinda gerekli olmustur.
2002 yilindan itibaren de basta et, siit ve su triinlerini igleyen firmalar olmak tizere gida liretimi konusunda
faaliyet gosteren biitiin firmalarin kademeli olarak HACCP Gida Giivenligi Kalite Yonetim Sistemi
standartlarina uymalar1 zorunlu tutulmustur.

HACCP programi; Birlesmis Milletler Diinya Saglk Orgiitii ile Gida ve Tarim Orgiitii tarafindan
ticaretin adil olmasini saglamak amaciyla uluslararasi gida standartlari, yonetmelikleri ve uygulama
esaslarimi bir araya getirmek i¢in olusturulan Kodeks Alimentarius Komisyonunun (CAC) gerekliliklerini
karsilamaktadir. Bu program ayrica ISO 22000 Gida Giivenligi Ydnetimi gibi yonetim standartlariin
gerekliliklerini desteklemek i¢in de kullanilabilir.

11.2.1. Kritik Kontrol Noktalarinda Mikrobiyolojik Kontroller ve Onemi

HACCP uygulamalari, {liretim sirasinda tedarik zincirinin tamaminda tehlikelerin saptanmasina ve
bunlarin diizeltilmesini saglayacak kontrollerin uygulamaya konulmasina olanak saglar. Gida giivenligi ile
ilgili sorunlar diizeltmek i¢in Tehlike Analizi Kritik Kontrol Noktalar1 uygulamalar1 kullanilir.

HACCEP ekibi tarafindan gida fabrikalarinda kritik kontrol noktalar1 belirlenir. Gida fabrikalarinda
tiiketiciye en iyi iirtinii vermek ve lirlinlerindeki kaliteyi artirmak i¢in kullanilan HACCP uygulamalarindaki
en 6nemli basamak, kritik kontrol noktalarini tespit etmektir.

Kritik kontrol noktasi tespit edilmedigi zaman kabul edilemez saglik sorunlar1 ortaya ¢ikar. Gida
iiretiminde kontrolii saglayan gida gilivenligine yonelik sorunlar1 6nleyen, yok eden veya kabul edilebilir
seviyeye diisiiren noktaya kritik kontrol noktas1 (CCP) denir.

HACCP uygulamalarinin diizenli bir sekilde yapilmasi amaciyla bir program hazirlanir, planin denetimi
ve kalite giivenligi saglanir. Hazirlanan planlarda kritik kontrol noktalar1 ve alinacak onlemler belirlenir.




Bu noktalarin mikrobiyolojik denetimi, belirlenen siirelerde alinan numuneler ile yapilir. Yapilan ekimler
ile tehlikeler kontrol altina alinir ve riskler en az seviyede tutulur. Bu sayede hijyen ve sanitasyon kontrol
planlarina uygun gida tiretimi gergeklestirilir. Kritik kontrol noktalari, gida fabrikalarinda siirekli kontrol
altinda tutulur.

Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktalarinin Avantajlari

Yapilan kontrollere imalatgilarin, tiiketicilerin ve toptancilarin giivenmesini saglamak
Uretilen gidanin dagitimi sirasinda gida giivenlik risklerini etkili bir sekilde yonetmek
Uygulamanin geligsmesi i¢in sistemi siirekli gozden gecgirmek ve iyilestirmek

Gida giivenligi ile ilgili uluslararasi kurallar1 kapsayan tehlike kontrolleri uygulamak

HACCP’yi ISO 22000 ile uyumlu héle getirerek gida giivenligi uygulamalarim iyilestirmek

Uygun hijyen sartlart meydana getirmek amaciyla kimyasal ve fiziksel risklerin yaninda mikrobiyolojik
riskler i¢in de denetimler yapilmalidir. Gida mikrobiyolojik bakimdan giivenilir ise saglik acisindan da
giivenilirdir.

Gida fabrikalarinda ortaya ¢ikabilecek mikrobiyolojik risk sunlardir:

Gida fabrikalarinda ortaya ¢ikabilecek mikrobiyolojik risk sunlardir:
Gida imalati, iretim prosesi, saklama ve pazarlama aninda ¢evreden mikroorganizma bulasmasi

Gida imalati sirasinda kullanilan ham madde ve yardimc1 madde i¢inde bozulmalara sebep olacak
mikroorganizmalarin, toksinlerin ve patojenlerin bulunmasi

Bu mikroorganizmalarin {iretim sirasinda yok edilmesinde yeterli teknolojinin kullanilmamasi

Gida imalati, iiretim prosesi, saklanma ve pazarlama aninda hatali ve yanlig tekniklerin kullanilmasi

Kritik kontrol noktalarinda denetimler, numune alinacak yere ucu pamuklu swap siirtiilmesi veya
numune alinacak yerden bir par¢a alinmasi ve ekim islemi yapilmasi suretiyle yapilir.

Secici besiyeri ile kontrolil istenen yerden direkt yapilan ekimde mikrobiyolojik kontrolii yapmak ve
mikrobiyolojik yonden iistiin {irlin elde etmek i¢in asagidaki hususlara dikkat edilmelidir.

Gida iretiminde kullanilacak ham maddeyi isletmeye nakletme ve saklama uygun sekilde
yapilmalidir.

Kaliteli bir iiriin elde etmek i¢in bakteri yiikii olabildigince az, nitelikli ham madde temin edilmelidir.
Uretim siirecinde her tiirlii bulasma 6nlenmelidir.

Isleme yontemlerinden etkin ve uygun olan1 kullanilmalidur.

Uretilen gidanin 6zelliklerine uygun ambalaj malzemesi kullanilmalidir.

Uretilen iiriiniin uygun kosullarda tiiketiciye ulastirilmasina ve saklama kosullarma dikkat
edilmelidir.

11.2.2. Kritik Kontrol Noktalari I¢in Hazirlanan Mikrobiyolojik Kontrol Programlari

ve Ozellikleri

Planlarin basarrya ulagabilmesi i¢in kritik kontrol noktalarinda mikrobiyolojik kontrollerin diizenli
bir sekilde yapilmasi dnemlidir. Her bir kritik kontrol noktasi ve alinacak tedbirler ile ilgili planlarin
hazirlanmas1 HACCP birimi tarafindan yapilir. Hazirlanan ¢izelgelerde yapilacak mikrobiyolojik kontrol
siklig1, kontroliin nasil ve kim tarafindan yapilacagi yazilmalidir (Tablo 11.1).
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T - Tablo 11.1: Kritik Kontrol Noktalar1 i¢in Hazirlanmis Ornek Program
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Denetim, gozlem, degerlendirme ve hazirlanan planlar uzun vadeli olarak yapilir. Mikrobiyoloji
laboratuvart sorumlulari, gerekli tedbirleri almak i¢in diizenli olarak kritik kontrol noktalarindan kontrol
ornekleri alarak denetim yapar ve gerekli 6nlemleri alir. Bu amagla fabrikalarda diger birimlerden ayri
yerlere mikrobiyoloji laboratuvarlar1 kurulur. Kaliteli, giivenli ve saglikli bir iiretim i¢in kritik kontrol

noktalarinda mikrobiyolojik kontrol planlart ¢ok 6nemlidir.

Gida tiretimi yapan isletmelerde sanitasyon kontrollerinin basamaklari sunlardir:

e Ham madde ve yardimci maddelerin fabrikaya girisi
e Proses basamaklar1 ve kritik kontrol noktalari
e Ambalajlama ve paketleme

e Saklama ve depolama




Iadesi yapilan iiriinler

Kalite giivenligini saglamak icin yapilmasi gereken planlamalar sunlardir:

Uretilecek iiriiniin kalite standartlar1 tespit edilir.

Uriiniin mikrobiyal seviyesi belirlenir.

Kontrol tekniklerinden uygun olan yontem i¢in karar verilir.

Numune alinacak yerlere, giinliik, haftalik ve aylik dilime karar verilir.

Yapilacak analiz teknikleri belirlenir.

Mikrobiyolojik kontrol planlarimin gorevleri sunlardir:

Calisan elemanlarin hijyen kontroliinii yapmak

Test planlar1 hazirlamak, numune almak ve uygulamak

Kritik kontrol noktalarinin denetimlerini yapmak

Diizenli olarak giinliik ara¢ gereg, donamim ve ekipman kontrollerini yapmak
Hijyen calismalari i¢in standartlar olusturarak Ar-Ge yapmak

Mikrobiyolojik kontrol sonuglarmin sorumlu béliime rapor edilmesini saglamak
Yapilan kontrol sonuglarinin kayitlarini saklamak

Mikrobiyolojik kontrol planlarindan sorumlu bir miidiiriin belirlenmesi ve miidiiriin yonetime karsi
sorumlu olmasini saglamak

Mikrobiyolojik kontrol planlarina gore asagidaki islemler yapilmahdir.

Yapilacak ¢alismalar ile ilgili tarif ve akim semalar1 hazirlanmalidir.

Calisan elemanlar icin egitimler diizenlenmelidir.

Diizenli olarak sanitasyon denetimler yapilmalidir.

Planlar yanliglara agik olmadigi i¢in ¢alisan personel tecriibeli olmalidir.

Bulasma riski olan kritik kontrol noktalar1 diizenli denetlenmelidir.

Yapilan calismalar, plan sorumlusu tarafindan yonetime diizenli olarak rapor edilmelidir.
Yapilan caligmalar ile ilgili kayit ve raporlarin arsivi yapilmalidir.

Bu planlar her zaman yenilenmeye ag¢ik olmalidir.

11.2.3. Saptanmus Kritik Kontrol Noktalarindan Mikrobiyolojik Ornek Alma

Asamalarn ve Dikkat Edilecek Noktalar

Mikrobiyolojik kontroliin en énemli basamagi numune almada hazirlanan plana uygun c¢alismaktir.

Gida fabrikalarinda iiretilen iiriiniin parti biiyiikligii, {irin cinsi, ambalaji ve aranacak mikroorganizma gibi

faktorler kritik kontrol noktalarindan mikrobiyolojik numune alma basamaklarinin olugmasini etkiler.

Kritik kontrol noktalarindan alinan numuneler, mikroorganizma sayisinda artis ya da azalis olmamast
icin uygun kosullarda hizli bir sekilde analizin yapilacagi laboratuvara getirilir. Numuneler alinirken olasi
hatalar1 6nlemek icin petri kutularinin, deney tiiplerinin ve kaplarin iizerlerine cam yazar kalem ile gerekli
bilgiler yazilmalidir. Numune almada hedef, giday1 temsil eden numune elde etmek ve numune alma
kosullarini degistirmeden almaktir.
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Tablo 11.2: Ornek Uriin Mikrobiyoloji Analiz Formu

ISLETME ADI:
ORNEK URUN MIKROBiYOLOJi ANALIZ FORMU

.. ANALIZ SONUCLARI t ..
. ORNEK X SONUC (adet/ml) ANALIZI
ORNEGIN ORNEK CALISAN

ALIS . YAPAN
ADI TARIHI ALIS SAATI HAT TOPLAM | TOPLAM | TOPLAM LABORANT
BAKTERI MAYA KUF

Belirlenmis kritik kontrol noktalarindan mikrobiyolojik numune alma basamaklar1 sunlardir:

e Numune almada basarili olmak i¢in numune alma plan1 hazirlanir. Hazirlanan tablolarda numune
ile ilgili tiim bilgiler ve aranan 6zellikler yer almalidir. (Tablo 11.2).

e Aseptik sartlarda alman numuneler, hizli bir sekilde laboratuvara getirilir. Bunun amaci
mikroorganizma sayisindaki degisimi Onlemektir. Hazirlanan plan dahilinde onceden saptanan
noktalardan biitiin partiyi temsil edecek sekilde ve steril kosullarda numune alinr. Istenirse
laboratuvar ortaminda da numune alinabilir.

e (Calisma ortami gerekli temizlik ve analiz 6ncesi hazirliklar yapilir, besiyerleri hazirlanir.
e Aseptik sartlarda alinan, hazirlanan 6rnekler ile ekim ve inkiibasyon islemi yapilir.
o Inkbasyon sonunda koloni sayimi yapulir.

e Analiz sonuglaria gore ilgili formlar doldurulur.

11.3. ISLETME ORTAMINDAN (HAVADAN) EKiM YAPMA

Gida fabrikalarinda iiretim ortaminin havasmin hijyeni konusunda fikir sahibi olmak icin ortam
havasindan ekim yapmak tartisilan konu olmasina ragmen giivenilir gida iiretimi i¢in 6nemli bir konudur.

Uretim sahasinda kritik kontrol noktalarina yerlestirilen steril filtreler ile havanin mikrobiyolojik
kontrolii saglanir. Bu filtreler, hijyenik havanin siirekliligini saglayarak ortam hijyenine katkida bulunur.
Havanin mikrobiyolojik kontrolii genellikle ortamdan ekim yapilarak saglanir.

Gida fabrikalarinda iiriinlerin islenmesi sirasinda ve diger etkilerle ortam havasi siirekli kirlenir. Ortam
havasinin kontrol edilebilmesi i¢in havanin kirlenme sebepleri ve bu sebeplere karsi alinacak dnlemler
belirlenmelidir. Uretim ortamindan ekim yapmanin amaci, hijyen ve sanitasyon kontrol planlarinin
yeterliligini 6lgmektir.

Mikrobiyolojik agidan kirlenen ortamda tiretilen iiriiniin saklanmasi zordur, tiriiniin bozulmasi hizlanir.
Bozulan {irlinler, bu {irlinleri tiikketen insanlarda gida zehirlenmesine sebep olur. Tiim bu etkiler g6z 6niine
alindiginda ortam havasindan yapilan ekim ve kontroller ¢ok 6nemlidir. Ayrica bu ortamlarda calisan
elemanlarin saglig1 ve {iretilen tirliniin kalitesi de bozulur.

Uretim ortamindan yapilan ekimler, havanin kirlenmesine sebep olan mikroorganizmalar ve havanin
mikrobiyolojik temizligi hakkinda bilgi verir. Elde edilen bu bilgiler gerekli tedbirlerin alinmasini saglar.




11.3.1. Isletme Ortamindan (Havadan) Ekim Yapma Plam ve Ozellikleri

Gida fabrikalarinda tiretim ortaminin havasindan ekim yapmak icin asagida verilen 6zellikler dikkate
alinarak bir plan hazirlanir.

Ortam havasi ekimi yapma planinin 6zellikleri sunlardir:

Gida fabrikalarinda {iretim yapilan her bir ortam i¢in hangi siklikta hava ekimi yapilacagi tespit
edilir.

Ekim yapilacak steril agarl1 besiyerlerinin ortamda kalis siiresi belirlenir.

Hava ekimini yapacak olan laboratuvar personeli tespit edilir.

Havadan yapilacak numunelerin, ortami tam temsil etmesine dikkat edilir.

Numune alinacak ortamda steril agarli petri kutulart 15-30 dakika arasinda bekletilir.

Ortam havasinda koliform grubu aranmaz.

Toplam bakteri, kiif ve maya i¢in hava 6rnegi alinir.

Tablo 11.3’teki gerekli bilgiler, ekime baslanirken ve ekim sonunda doldurulur.

Gida fabrikalarinda standart veri saglamada 6rnek alma cihazlarn kullanilabilir. Bu cihazlarla
ortam havasindan belirli bir miktarda ve belirli bir siirede 6rnek alinir. Hava, 6rnek alma cihazlari
kullanilarak hava vakum pompasi ile ¢ekilir ve acik birakilan besiyerine ¢arpar.

Yapilan ekim sonuglar1 sorumlu kisi tarafindan yonetime rapor edilir.

Yapilan analiz sonuglart ile ilgili tiim veriler saklanir.

Tablo 11.3: isletme Ortami (Hava) Mikrobiyolojik Kalite Kontrol Formu

ISLETME ADI:
ISLETME ORTAMI (HAVA) MIKROBiIYOLOJIK KALITE KONTROL FORMU
ORNEK | KONTROLU | BESiYERININ ORTAMDA ANALIZ SONUCLARI (adet/ml ) ANALIZI
ALMA YAPILAN | KALIS SURESI YAPAN
TARIHI ORTAM BASLAMA BiTiS TOPLAM | TOPLAM | TOPLAM | LABORANT
BAKTERI MAYA KUF
ANALIZI YAPAN: KONTROL EDEN:

11.3.2. Isletme Ortamindan (Havadan) Ekim Yapma Asamalar1 ve Dikkat Edilecek

Noktalar

Gida fabrikalarinda iiretim ortamindan ekim yapilirken asagidaki hususlara dikkat edilir.

Hava ekimi toplam bakteri ile kiif ve maya i¢in yapilir.

Mikroorganizmalar havada spor formunda bulundugu i¢in yapilan uygulamalarda koliform grubu
bakterilere bakilmaz.

Alman hava numunesi, ortam havasini tam yansitmalidir.
Ortamdan ekim islemi yapilirken hizli ¢alisilmalidir.

Numune alinacak petri kutularinin iizeri 6nceden yazilmalidir.
Hava 6rnekleme cihazlari dogru numune almayi saglar.

Inkiibasyon sirasinda minimum ve maksimum sicakliklar termometre ile diizenli bir sekilde kontrol
edilmelidir.

Inkiibasyon sirasinda inkiibatér kapagini acilmasi sicaklik degisimlerine neden olacagindan gerek
goriilmedikce kapak agilmamalidir.
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@ Uygulama Yapragi Suire : 4 Ders Saati O

1. UYGULAMA : CALISANLARIN ELLERINDEN EKiM YAPMA

Is Saghig ve Giivenligi Tedbirleri

\/

2 2 2 =2

Laboratuvar calismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani aseptik hale getiriniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baslamadan dnce analiz defterinizi ve iglem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan ara¢ gere¢ ve donanimlart sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢alismalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/
\/

Etiv \' Koloni sayicist \ Kati besiyeri

Termometre A Steril petri kutular " Cama yazar kalem

Islem Basamaklari

1.

W

4.
5.
6.
7.

Aseptik kosullarda hazirlanan agarli petri kutularina, ¢alisanlarin bes parmaginin ve tirnak uglarimin
agar1 dagitmayacak sekilde tam bastirilmasini saglayiniz.

Numune aldiktan sonra petri kutusunun kapagini kapatiniz.

Kapagimi kapattiginiz petri kutusunun lizerine besiyeri adini, numuneyi alan kiginin adini soyadini

ve calisma ortamini cama yazar kalem ile yaziniz.

Aseptik kosullarda 6rnek alinan petri kutusunu 2 giin 37°C’de inkiibatorde bekletip inokiile ediniz.
Inkiibasyon sonunda petri kutularida sayim yapiniz.

Sayim sonuglarimi ilgili forma isleyip personele bildiriniz.

Sonugclart ilgili birime bildirerek gerekli 6nlemlerin alimmasini saglaymniz.




Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 11.4: Calisanlarin ellerinden aseptik kurallara ve teknigine uygun sekilde numune alip ekimini uygulama
agsamalari
Tablo 11.4: Mikroorganizmalarm Sayiminda Kullamlan Uygun Agar ve Inkiibasyon Kosullart

Hedef Mikroorganizma Agar Inkiibasyon Kosullar
Kiif ve maya Malt Extract Agar Aerobik ortam
25°C/ 5 giin
Koliform grubu bakteriler Violet Red Bile Agar (VRBA) Mikroaerobik ortam
(Cift katl1 besiyeri) 37 °C / 24+2 saat
Toplam aerobik Plate Count Agar (PCA) Aerobik ortam
Mezofilik bakteri 30°Cyada37°C
7243 saat

Temizlik ve Dezenfeksiyon

V' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tiim
malzemeyi ¢ope atiniz.

\' Caligilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismin1 alkol ile dezenfekte ediniz.

\' Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanli
su veya yikama cozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya
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birakiniz.
\ Copleri atik kutusuna atiniz.
\ Elektrikli cihazlarm elektrik baglantilarim kesiniz.

v Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.

Sonuc¢ ve Yorum

“Calisanlarin Ellerinden Ekim Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU
Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.
.. .. DERECE
OLCUTLER
1 2 3 4 5
Is saghg ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Aseptik kosullarda hazirlanan agarh petri kutularina, calisanlarin
bes parmaginin ve tirnak uc¢larimin agari dagitmayacak sekilde
tam bastirilmasini sagladi.

Kapagim kapattig1 petri kutusunun iizerine besiyeri adim,
numuneyi alan Kisinin adin1 soyadini ve calisma ortamini cama
yazar kalem ile yazd.

Uygun sekilde inkiibasyon islemini yapti.
Inkiibasyon sonunda petri kutularinda sayim yaptu.
Sayim sonuclarim ilgili forma islerdi

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢alisma ortamini ve
malzemeleri temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullandi.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanin 2 ile ¢arparak 100 {izerinden gergek puani hesaplaymiz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.




e Uygulama Yapragi Sure : 4 Ders Saati O

2. UYGULAMA : KRITIK KONTROL NOKTALARINDAN EKIiM YAPMA |

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

' Laboratuvar calismasmin gerektirdigi kigisel koruyucu donanimlart (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Calisacaginiz alani aseptik hale getiriniz.

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

A

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.
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Analizde agik alev kullaniliyorsa yanmalara kars1 dikkatli olunuz.

Analizde kullanilacak ¢ozeltilerin kapagmi dikkatli aginiz ve ¢ozeltilerin etrafa bulagmamasina
dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamayniz.

' Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

' Analizde kullanilan arag gerec¢ ve donanimlart sterilize ediniz.

\ Laboratuvar ¢alismalarindan énce ve calisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

' Erlen ' Etiiv \/ Hassas terazi

' Besiyerleri ' Tartim kaplar ' Su banyosu

V' Gida 6rnegi | Safsu ' Petri kutusu

' Pipet ' Bek/ steril kabin ' Cama yazar kalem

Islem Basamaklari

1. Uretim bandindan sonra ambalajlanmis son {iriin olan meyve suyunu alip homojenize ediniz.

2. Steril pipet yardimiyla meyve suyu numunesinden birer ml ¢ekerek iki adet steril petri kutusuna
aktariniz.

Daha 6nceden hazirlanan besiyerlerini petri kutularina hizla ilave ediniz.
Ekim kabininde “8” sekli ¢izerek besiyerinin homojen karismasini saglayiniz.

5. Besiyeri katilastiktan sonra kapagimi kapatiniz. Uygun sicakliktaki inkiibatore koyunuz. (Genellikle
VRBA ve PCA 37 °C’de 2 giin, MEA 28 °C’de 3 giin)

Inkiibasyon sonunda petri kutularinda sayim yapiniz.

Sayim sonuglarini ilgili forma isleyip personele bildiriniz.

8. Sonuglar ilgili birime bildirerek gerekli dnlemlerin alinmasini saglaymiz.
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Islem Uygulama Semasi
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Gorsel 11.5: Kritik kontrol noktalarindan ekim yapma uygulama asamalari
Temizlik ve Dezenfeksiyon

V' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tim
malzemeyi ¢Ope atiniz.

Calisilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz sonra deterjanl
su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya
birakiniz.

Copleri atik kutusuna atiniz.
Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldiriniz.




Sonuc¢ ve Yorum

“Kritik Kontrol Noktalarindan Ekim Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gozlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

DERECE

OLCUTLER
1 2 3 4 5
Is sagh@ ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullamlacak arag gereci hazirladi.
Ekim kabinini alkolle silerek dezenfekte etti.

Aseptik kosullar korumak i¢in bunsen bekini yakarak hazir
tuttu.

Usuliine uygun sekilde ekim islemini yapti.
Uygun sekilde inkiibasyon islemini yapti.
Sayim sonucunun hesaplamasim yapti.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢calisma ortamim ve
malzemeleri temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullandi.
Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanin 2 ile ¢arparak 100 {izerinden gergek puani hesaplaymiz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan arali§inda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.

isletmelerde Hijyen ve Sanitasyon KontrolG
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@ Uygulama Yapragi Stire : 4 Ders Saati O

3. UYGULAMA : ISLETME ORTAMINDAN (HAVA) EKiM YAPMA

Is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\ Laboratuvar ¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nlik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

V' Arkadaslarimizin da koruyucu donanimlarimi kullanip kullanmadiklarmi kontrol ediniz.

' Calisacagmiz alani aseptik hale getiriniz.

< Kullanmayacagmniz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

' Analize baslamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklarmin yazili oldugu belgeyi yanimzda
bulundurunuz.

' Analizde acik alev kullaniliyorsa yanmalara kars: dikkatli olunuz.
Analizde kullanilacak besiyeri ¢ozeltilerinin kapagini dikkatli agimmiz ve ¢ozeltilerin etrafa
bulasmamasina dikkat ediniz. Bu maddeleri kesinlikle koklamaymiz.

' Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

' Analizde kullanilan arag gere¢ ve donanimlart sterilize ediniz.

\' Laboratuvar ¢alismalarindan énce ve calisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

' Besiyerleri ' Petri kutusu ' Safsu

' Gida 6rnegi " Bek / steril kabin /' Cama yazar kalem

| Etiv ' Su banyosu

Islem Basamaklari

1. Steril agarli besiyerlerini petri kutularina hazirlayiniz.

2. Petri kutularin1 programda belirlenen yerlerde kapagi agik durumda 15-30 dakika bekletiniz.

3. Bekleme siiresi dolan bu besiyerlerini, kapagini kapatarak toplaymiz. ilgili formlar1 doldurunuz.

4. Petri kutular tizerine gerekli bilgileri cama yazar kalem ile yaziniz.

5. Toplanan petri kutularini etiivde inkiibe ediniz. Inkiibasyonda PCA’y1 37 °C’de 2 giin, MEA’y1 ise
28 °C’de 3 giin bekletiniz.

6. Inkiibasyon sonunda petri kutularinda sayim yapiniz.

7. Uygun formiilii kullanarak mikroorganizma sayisini hesaplayiniz.

8. Sayim sonuglarm ilgili forma igleyip personele bildiriniz.

9. Sonuglar ilgili birime bildirerek gerekli 6nlemlerin alinmasini saglayiniz.




Islem Uygulama Semasi
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Gérsel 11.6: Isletme ortamindan (hava) ekim yapma uygulama asamalari

Petri kutularinda sayim yapiniz. Havadaki mikroorganizma sayisini Tablo 11.5’e gore degerlendiriniz.

Tablo 11.5: Havadaki Mikroorganizma Sayis1 Kontaminasyon Degerleri

Havadaki Mikroorganizma Sayisi (cfu/m?) Kontaminasyon Durumu
500 Diisiik kontaminasyon vardir.
500-1500 Kontaminasyon vardir.

1500 ve yukarisi Yiiksek kontaminasyon vardir.

isletmelerde Hijyen ve Sanitasyon Kontrol
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Temizlik ve Dezenfeksiyon

' Analiz tamamlandiginda kalan numuneyi, numunenin temas ettigi pastor pipetleri ve diger tek
kullanimlik malzemeleri otoklava koyunuz. 121 °C’de 15 dk. sterilizasyon islemi yapiniz ve tiim
malzemeyi ¢Ope atiniz.

V' Caligilan tezgahin ve mikroskobun tabla kismini alkol ile dezenfekte ediniz.

v Kullanilan cam ve metal malzemeleri otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize ediniz. Sonra deterjanli
su veya yikama ¢ozeltisi ile temizleyiniz. Son olarak malzemeleri saf sudan gecirip kurumaya
birakiniz.

\ Cépleri atik kutusuna atiniz.
\ Elektrikli cihazlarin elektrik baglantilarini kesiniz.

v Kuruyan cam malzemeleri yerlerine kaldirmiz.

Sonug¢ ve Yorum

“Isletme Ortamindan (Hava) Ekim Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iliskin gézlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

.. . DERECE
OLCUTLER
1 2 3 4 5
Is saghig ve giivenligi tedbirlerine uydu.
Analizde kullamlacak arag gereci hazirladi.
Steril agarh besiyerlerini (petri kutulari) hazirladi.

Petri kutularini programda belirlenen yerlerde kapag: acik
durumda 15-30 dakika bekletti.

Uygun sekilde inkiibasyon islemini yapti.
Uygun formiilii kullanarak mikroorganizma sayisini hesapladi.

Sayim sonuglarini ilgili forma isledi.

Uygulama raporunu hazirladi.

Temizlik kurallarina uygun olarak ¢calisma ortamim ve
malzemeleri temizleyip sterilize etti.

Siireyi verimli sekilde kullandi.

Form Puani: Gerc¢ek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2 ile ¢arparak 100 iizerinden gergek puani hesaplaymiz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamayi
tekrarlayiniz.




l OLCME VE DEGERLENDIRME >

2.(
3.(

4. (

) Gida fabrikalarinda fiziksel ve kimyasal kontroller yapilarak hijyen ve sanitasyon ortami
saglanir.

) Gida isletmelerinde personellerin ellerinden ekim yapilirken MEA besiyeri kullanilir.
) Yapilan analiz sonucunda hasta olan personel gérevden uzaklastirilir.
) Yapilacak ekim Oncesi kabin sabunlu bez ile silinerek steril edilir.

) Gida fabrikalarinda {iretim ortamlarinda havadan yapilacak ekimlerde VRBA ve MEA
besiyerleri kullanilir,

) Uretim ortaminda ekim yapmanin amaci havanin fiziksel kontroliinii yapmaktir,

) Yapilan ekim sonuglar1 rapor edilip boliim sorumlusu bilgilendirilir.

) Koliform grubu bakterileri tespit etmek i¢in ortam havasindan ekim yapilir.

Ekim yapma asamalart .................ocoeivinennnn kosullarda gergeklestirilmelidir.

Calisanlarin ellerinden yapilan ekim sonuglarinda ........................ grubu bakterilerin ¢ikmasi
kabul edilemez.

Ham madde igeriginde bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin ve patojenlerin bulunmasi
........................ bozulmaya yol acar.

Isletmelerde havanin mikrobiyolojik kontrolii ....................ccccoeieiiiiiin.l. yapilarak saglanir.

Isletmelerde diger departmanlardan ........................ edilmis, yeterli bityiikliikk ve donanimda
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin kurulmasi gereklidir.

Havadan numune almada .............................. kullanim1 dogru numune almay1 kolaylastirir.

Gida isletmelerinde sanitasyonun olusturulmast ve devami yasal olarak ........................
sorumlulugundadir.

isletmelerde Hijyen ve Sanitasyon Kontrol
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E— ASAGIDAKI SORULARIN DOGRU CEVABINI ISARETLEYINiZ.

16.

[S=
>

18.

19.

20.

Asagidakilerden hangisi kritik kontrol noktalar ile ilgili hazirlanan planlarda yer almaz?
A) Uretim sirasinda

B) Mikrobiyolojik tehditler

C) Uretimde kalis siiresi

D) Diizeltici islemler

E) Kiritik kontrol noktasi

Asagidakilerden hangisi gida fabrikalarinda sanitasyon kontroliiniin sagladig1 yararlardan
degildir?

A) Uretim artis olur

B) Tiiketici memnun olur

C) Uriin kalitesinde artar

D) Giivenilir gida iiretilir

E) Depolama kolaylagir

Asagidaki ifadelerden hangisi mikrobiyolojik kontrol planlari icin kullanilmaz?
A) Calisanlar diizenli olarak egitime alinmalidir

B) Planlar yenilenmeye acik degildir

C) Cizelgeler ve akim semalart hazirlanmalidir

D) Yanliglara sebep olmamak i¢in egitimli ¢calisanlar kullanilmalidir

E) Yapilan islemler ile ilgili arsivler tutulmalidir

Asagidakilerden hangisi ortam havasinin ekiminde kullanilmaz?
A) Besiyerleri

B) Cama yazar kalem

C) Inkiibator

D) Petri kutusu

E) Steril swap

Asagidakilerden hangisi havadan ekim yapma ile ilgili yanhs bir ifadedir?
A) Havanin mikrobiyolojik kontrolii ekim yapilarak saglanir.

B) Hava ekimi genellikle toplam bakterilere bakmak i¢in yapilir.

C) Hava ekimi koliform grubu bakterilere bakmak i¢in yapilir.

D) Havanin kontroliinii saglamada steril filtreler de kullanilir.

E) Hava ekimi genellikle maya ve kiif grubu bakterilere bakmak i¢in yapilir.




12. MIKROBIYOLOJIK
OGRENME BiRiM] ANALIZ SONRASI
ISLEMLER

Bu 6grenme biriminde;
o Kullanilmis ara¢ geregleri ve ekipmanlarin temizlik, dezenfeksiyon ve / veya sterilizasyonunu,
o Mikrobiyolojik atiklarin usuliine uygun imhasini deneyimleyerek 6greneceksiniz.

OGRENME BiRiMi BOLUMLERI TEMEL KAVRAMLAR

12.1. Kullanilan Araglarin Temizligi ve Sterilizasyonu Temizlik dezenfeksiyon laboratuvar
12.2. Atiklarin Kuralina Uygun Atilmasi atiklari atik yonetimi
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12. Ogrenme Birimi

HAZIRLIK CALISMALARI

1. Mikrobiyoloji laboratuvarinda kontaminasyon kaynaklari neler olabilir?

2. Laboratuvar ortamimda mikrobiyolojik atik olarak sayilabilecek materyalleri listeleyiniz ve

sinifta tartisiniz.

12.1. KULLANILAN ARACLARIN TEMIZLIGI VE STERILIZASYONU

Temizlik, malzeme ve ylizeylerin deterjan ve enzimatik iirlinlerle silinerek veya yikanarak kirlerden

3. Mikrobiyolojik atiklarin imhasinin insan ve ¢evre sagligi agisindan dnemini arastiriniz.

(organik ve inorganik maddeler) armndirilmasi islemidir. Dezenfeksiyon islemi, kimyasal maddeler
kullanilarak cansiz bir nesne lizerindeki bakteri endosporlari diginda kalan tiim patojen mikroorganizmalarin
oldiiriilmesi, tremelerinin durdurulmas1 veya mikroorganizma yiikiiniin azaltilmasidir (Gorsel 12.1).
Sterilizasyon ise basit olarak bir materyaldeki her tiirlii mikroorganizmanin uzaklastirilmasi, materyalin
tiimiiyle mikroorganizmalardan arinmig hale getirilmesidir.

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan materyallerin temizligi, sterilizasyonu ve atiklarin imhasi, insan

ve gevre sagligi bakimindan 6nem arz eder.

Analizde kullanilacak besiyerleri, besiyeri katkilar1 ve diliisyon sivilart gibi materyallerin ihtiyaca
uygun olarak hazirlanmasi, israfin ve ¢evre kirliliginin

W Onlenmesi acisindan gereklidir. Ancak herhangi bir se-
beple gereginden fazla hazirlanan veya analizde kulla-
nilmayan bu maddelerden hazirlandigi giin kullanilma
zorunlulugu olanlar (rambach agar vb.) giin igerisinde
imha edilmelidir.

Antibiyotik icerenler besiyeri katkilar1
sulandirildiktan sonra uygun miktarlar halinde
dondurularak saklanabilir. Bu sekilde depolanmig olan
katkilar eritildikten sonra tekrar dondurulmamalidir,
S imha edilmelidir. Ozelligini kaybetmemis diliisyon
cozeltileri son kullanim tarihine kadar uygun bir
ortamda depolanabilir.

Gorsel 12.1: Yiizey dezenfeksiyonu

Analizde kullanilan tiim malzemelerin analiz sonunda sterilize edilmesi gerekir. Aksi halde kullanilacak
materyalden gelen mikroorganizmalar, analiz edilen 6rnekten gelmis gibi sahte (false) pozitif sonuclara
neden olabilir. Tek kullanimlik malzemeler sterilizasyon sonrasi yikanip uygun atik kutularma atilarak
imha edilmelidir. Tekrar kullanilabilen malzemeler (cam, metal vb.) sterilizasyon sonrasi uygun sekilde
temizlenmelidir. Bu islemlerle patojenlerin ¢evreye yayilmasi onlenebilir ve kanalizasyona verilen canl
mikroorganizmalarin dogal dengelerinin korunmasi saglanabilir.

12.1.1. Kullamilmis Ara¢ Gereci ve Ortam Dezenfekte Etme Asamalar ve Dikkat
Edilecek Noktalar

Dezenfektan, dezenfeksiyon amagl kullanilan kimyasal maddelerdir. Dezenfektanlar mikroorganiz-
malarin hiicre zar1 islevini bozar. Hiicre proteinlerini denatiire eder. Enzimlerin aktivitesini bozar ve niikleik




asitlerini etkiler. Boylece mikroorganizmalar1 6ldiiriir ya da onlarin iiremesini durdurur.

Dezenfeksiyon isleminin yararlar su sekilde 6zetlenebilir:

Besiyerlerini ve diger ortamlar1 mikroplardan arinmis hale getirmek
Saf kiiltiirlerin elde edilmesini saglamak ve bunlarin kontaminasyonlarina engel olmak
Malzeme ve aletlerin, mikroorganizmalara bulagsmasini énlemek

Hastalik etkenlerinin etrafa yayilmasina ve bulasmasina engel olmak

Laboratuvarda etkili bir temizlik ve dezenfeksiyon uygulanabilmesi i¢in dikkat edilmesi gereken
noktalar agagida siralanmistir:

Ortamin nemli ve kirli olmas1 dezenfektan maddenin etkinligini azaltir. Bu nedenle giinliik
dezenfeksiyon islemlerinde en son zemin dezenfeksiyonu yapilmasi gerekir.

Zemin temizliginde kovalar, fircalar (¢ikmayan kirler i¢in) ve paspaslar kullanilir.
Laboratuvar zeminindeki kaba kirler ¢ekpas ile temizlenir.
Biri pis (kirli paspasin yikandigi) digeri temiz su koymak i¢in kullanilan iki kova teknigi uygulanir.

Caligma tezgahlarinin temizligi i¢in 1/100 oraninda ¢amasir suyu, %4’liikk formaldehit veya %0,5’lik
virkonlu bez kullanilabilir.

Yiizey dezenfeksiyonu amaciyla fretilen, kullanimi pratik, sprey seklinde dezenfektanlar
kullanilabilir.

Temizlik maddeleri ve dezenfektanlar birbiri ile karistirilmamalidir.

Temizlik araglar1 kullanildiktan sonra iyice ¢alkalanir, deterjanla yikanir. Gerekirse dezenfektanlanir
ve mutlaka kurutulur. Kurutulduktan sonra ters ¢evrilerek muhafaza edilir. Cok kirlenmis temizlik
araglart %1 sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde bekletilir, durulanir, kurutulur ve kuru olarak muhafaza
edilir.

Temizlik malzemeleri kova iginde ve 1slak birakilmaz.

Laboratuvarda kullanilan temizlik araglari baska hicbir yerde kullanilmaz.

Caligma alanlari, kullanilan malzeme ve ekipman her analizin ve her gilinlin sonunda temizlenir, bir
sonraki ¢caligmaya hazir hale getirilir.

Dezenfektanlarin etkisini azaltan faktorler sunlardir:

Organik madde bulunmasi

Yogun sayida mikroorganizmalarin bulunmasi

Yanlis konsantrasyon olmast

Nemli ya da 1slak enstriimanlarm bulunmasi
Kullanim siiresi gegmis dezenfektanlarin kullanilmasi
Temas siiresinin yetersiz olmasi

Yanlis pH, 1s1 ve su sertliginin olmasi

12.1.2. Giinliik ve Haftahk Dezenfeksiyon Islemleri

Mikrobiyolojik analizlerde ¢alisanlara, cevreye kontaminasyon kaynakli zarar gelmemesi ve giivenilir
analiz sonuclarmin elde edilebilmesi bakimindan temizlik ile dezenfeksiyon islemlerinin planli bir sekilde
yapilmasi gerekir.

Analizlerde kullanilan cihazlar, ekipmanlar ve laboratuvar ortami (tezgahlar, masalar, zemin vb.) her
caligma sonrasinda dezenfekte edilmelidir. Cop kovalarinin, cihazlarin altta kalan kisimlarinin, malzeme

Mikrobiyolojik Analiz Sonrasi islemler
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—=T dolaplarinin, kapilarin ve kapi kollarinin ise haftada bir
temizlenmesi ve dezenfeksiyonu yeterlidir. Giinliik ve
haftalik dezenfeksiyonda takip edilen yol; goriiniir kir-
lerin temizlenmesi, temizlenen yerlerin kurulanmasi ve
dezenfeksiyonudur.

B Temizlik ve dezenfeksiyon islemleri i¢in materyalin
veya ortamin 6zelligine gore uygun konsantrasyonda de-
zenfektan ¢ozeltileri kullanilir. Bu ¢ozeltiler oldukea re-
aktiftir ve canli dokulara zarar verir. Bu ylizden bunlarin
kullanimlarinda ¢ok dikkatli olunmalidir. Sadece uygun
alet ve yetismis personel bulunan kuruluslar dezenfeksi-
yon islemini yapabilir (Gorsel 12.2).

Gorsel 12.2: Steriizaéon ile ylizey temizligi

12.1.3. Kullamilmis Arag¢ Gerecin Sterilizasyonunda Dikkat Edilecek Hususlar

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilmis ara¢ gerecin ve ekipmanlarin sterilizasyonunda otoklavdan
yararlanilir. Herhangi bir bulasmaya neden olmamak i¢in analizlerde kullanilacak malzemelerin
sterilizasyonu kontamine materyallerin sterilizasyonu ile ayn1 otoklavda yapilmamalidir.

Patojen bakteri oldugundan endise edilen ve patojen tehlikesi olmasa bile bozulmus gidalarin analizinde
kullanilan tiim malzemeler, sterilize edildikten sonra yikanir.

I¢inde mikroorganizma gelismesi olmus tiim test tiipleri ve petri kutular1 mikroorganizmanin patojen,
saprofit ya da yararli olup olmadigina bakilmaksizin otoklavlandiktan sonra yikanir.

Plastik petriler, pipetler ve damlalik gibi bir kullanimlik malzemeler atilmadan 6nce plastik torbalara
konularak otoklavlanir.

Sterilizasyon Sonrasi Yapilan Islemler
Sterilizasyon sonrasit malzeme ve ekipmanlarin bir sonraki analize hazir hale getirilmesi i¢in yapilan
hazirlik agsamalari asagida agiklanmistir.

Kaplardaki Atiklarin Bosaltilmasi

Sterilizasyon sonrasi i¢inde atik olmayan kaplar direkt yikanmaya génderilir. i¢inde atik bulunan
kaplarmn (petri kabi, numune kab1 vb.) i¢leri saglam bir torbaya bosaltilir. Torbalarin agzi siki bir sekilde
baglanir.

Kaplarin Yikanmasi

Otoklavda sterilize edilen ve i¢indeki maddelerden arindirilan araglar bu asamadan sonra yikanmaya
almir. Yikama elde yapilabilecegi gibi makinelerde de yapilabilir. Temizleme islemi; mekanik temizleme,
| ultrasonik temizleme ve manuel (elde) temizleme olmak
iizere 3 yontemle yapilabilir.

Mekanik temizlemede laboratuvarlar i¢in yapilmig
yikama makinelerinden yararlanilir (Gorsel 12.3). Bu
makineler ihtiyaca gore farkli ebatlarda ve modellerde
tercih edilebilir. Makinelerin i¢inde kullanilan 6zel
raflar sayesinde laboratuvar araglar1 kolaylikla makineye
yerlestirilir. Kiiciik laboratuvarlarda ev tipi bulasik
makineleri de kullanilmaktadir.

Ultrasonik temizlemede temizlenecek olan araglar
delikli kiivet, tel sepet gibi uygun kaplar igerisine
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Géorsel 12.3: Mekanik temizleme




yerlestirilir. Cihaza, iiretici firmanin 6nerdigi soliisyon
ilave edilir ve 3 dakika boyunca en az 35 KHz sikliktaki
ultrasonik dalgalar gonderilerek materyallerin temizligi
saglanir.

Elde yikama iglemi, otoklavdan ¢ikarilan laboratuvar
araglarmin yikanmasinda makinenin kullanilmadigi
durumlarda yapilir. (Gorsel 12.4). Elle yikamada su,
yeterince biiyiik ve derin en az iki yikama teknesi, 1s1ya
dayanikli kiiciik firgalar, agindirict1 olmayan temizlik
bezleri (hafif dereceli naylon) ve uygun nitelikteki
deterjanlar gerekmektedir.

Gorsel 12.4: Elde temizleme

Kaplarin Durulanmasi

Yikamadan sonra iyi bir durulama son derece dnemlidir. Durulama, saf suyla ya da yumusak suyla
yapilmali bu miimkiin degilse son durulama saf suyla olmalidir. Cam malzemede kalabilecek deterjan
kalintilar1 yapilacak analizlerde mikroorganizma gelismesini engelleyebilir. Cam malzemeler heniiz 1slak
iken tizerlerine %0,04 bromtimol mavisi damlatilarak test edilir. Eger koyu yesilden agik maviye renk
olusmaz ise deterjan kalmamis demektir. Renk olugmasi deterjan kaldigini gosterir. Bu durumda laboratuvar
araglar tekrar sudan gecirilip test edilmelidir.

Kaplari Saf Sudan Gegirilmesi

Durulama sonrasi cam malzemelerin i¢ ve dis kisimlarindan damitik ya da deiyonize (minerallerinden
arinmis) su birka¢ kez gecirilir. Bu islem araglar iizerindeki su lekelerini 6nlemede 6nemlidir. Bu lekeler
analiz sonuclarinin yanlis ¢itkmasina sebep olabilir.

Kurutma

Kurutma islemi tekrar kontaminasyon riskini azaltir. Aletlerin nemli kalmasi sterilizasyon seyrini
olumsuz etkiler. Yikanmig araglarin iistiinde ve dibinde kalan suya havadan mikroorganizma bulasabilir.
Kurutma iglemi yapilirken asagidaki noktalara dikkat edilmelidir:

e Kurutma islemi i¢in miimkiinse 65- 75 °C 1s1 saglayan kurutma kabinleri kullanilabilir.

e Kurutma kabini yoksa ve yikanmis kabi siiratle kurutmak gerekiyorsa iyice temizlenip damitik
su ile calkalandiktan sonra biraz saf ispirto ile
calkalanip kurumaya birakilabilir. Ispirto ugucu
bir madde oldugundan kuruma islemi kisa siirer.

e Kurutma i¢in acil durumlarda etiivden
yararlanilabilir.

e Elle kurulama yapilabilir. Bu sekilde yapilacak
kurulama isleminde tiiysiiz materyal kullanilir.

e Durulama suyunun dipte toplanip kurumasina
izin vermemek ic¢in durulanan cam malzemeler
ters durumda siiziilmeye birakilir (Gorsel 12.5).

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan 6zeler, bunsen
alevinde kor hale gelinceye kadar yakilarak sterilize
edilir. Spatiil vb. malzeme etanolden gegirildikten sonra Gorsel 12.5: Cam malzemelerin kurutulmasi
alevde yakilir,

Mikrobiyolojik Analiz Sonrasi islemler
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12.2.ATIKLARIN KURALINA UYGUN ATILMASI

Laboratuvar atiklar; belirli kurallar ¢ergevesinde laboratuvardan uzaklastirilmasi gereken, uygun bir
sekilde laboratuvardan uzaklastirilmadiginda insan sagligina ve ¢evreye zarar verme riski olan maddelerdir.

Gida laboratuvarlarinda analizler sirasinda farkli atik gruplari olugsmaktadir. Bunlarin siniflandirilmalari
Tablo 12.1°de verilmistir (Sahin ve Go¢men, 2019).

Tablo 12.1: Laboratuvar Atiklarinin Siniflandirilmasi

IFaboratuyvartatiklari

12.2.1. Atik Yonetimi

Atigin olusumunun 6nlenmesi, kaynaginda azaltilmasi, yeniden kullanilmasi, 6zelligine ve tiliriine gore
ayrilmasi, biriktirilmesi, toplanmasi, gecici depolanmasi, taginmasi, ara depolanmasi, geri doniisiimii, enerji
geri kazanimi dahil geri kazanilmasi, bertarafi, bertaraf islemleri sonrasi izlenmesi, kontrolii ve denetimi
faaliyetlerinin tiimiine atik yonetimi ad1 verilir (Atik Yonetimi Y 6netmeligi).

Gida laboratuvarlarinda gerek kimyasal gerekse biyolojik atik oldukc¢a yogun olarak bulunmaktadir.
Bu atiklarin laboratuvardan uzaklastirilmasi atik yonetim planina gore yapilmalidir. Atik yonetim planinda,
atiklarin nasil toplanacagi, depolanacagi ve uzaklastirilacagi detayl bir sekilde yer almalidir. Laboratuvar
atik yonetim sorumlusu belirlenmeli ve diger gdérev dagilimlart da yapilmalidir. Laboratuvarda atik
yOnetiminin iyi planlanmasi ve dogru uygulanmasi, atiklarin insan sagligia ve ¢evreye zararl etkisinin en
aza indirilmesi bakimindan biiyiik 6nem arz eder.

Kimyasal Atiklarin Bertaraf Edilmesi

Tehlikeli olmayan s1vi kimyasal atiklar, seyreltilip lavaboya dokiilerek bertaraf edilir. Tehlikeli olmayan
kat1 kimyasallar ise atigin tiirline gore evsel atik ya da atik yag kabina atilmalidir. Geri kazaniminin veya
bertarafinin laboratuvarda yapilmasi miimkiin olmayan kimyasal atiklar i¢in lisansli bir atik geri kazanim
veya bertaraf tesisi ile anlagsma yapilmalidir.

Biyolojik Atiklarin Bertaraf Edilmesi

Ekim yapilmis besiyerleri, diliisyon sivilarmin
bulundugu tiipler ve diger kontamine cam malzemeler,
icinde %70 etil alkol bulunan atik kiivetlerinde biriktirilir.
Bu materyaller daha sonra otoklavda sterilize edilir.
Sterilize edilen materyallerden bertaraf edilmesi gerekenler
atik yonetim planinda belirtilen atik kutusuna atilir. Tek
kullanimlik kontamine materyaller (petri kutusu, pipet
ucu vb.), otoklav posetli tehlikeli atik kabinda biriktirilir
(Gorsel 12.6). Daha sonra otoklavda sterilize edilerek tibbi
attk kutusuna atilir. Sterilizasyon etkinligi sterilizasyon
indikator bandi (otoklav bandi) ile kontrol edilir.

Gorsel 12.6: Cesitli boyutlardaki atik kaplar




Atiklarin Bertaraf Edilmesinde Dikkat Edilecek Hususlar

Atiklar miimkiin oldugunca geri kazanilmaya ¢alisilmalidir. Geri kazanimi miimkiin olmayan atiklar
ise daha zararsiz atik haline doniistiiriildiikten sonra atik yonetim planina uygun olarak bertaraf
edilmelidir.

Atik posetleri % oranindan fazla doldurulmamalidir. Iginde atik bulunan posetlerin agz1 sikica
kapatilmali sonra posetler bertaraf edilmelidir.

Kimyasal atiklarin bertaraf edilmesi sirasinda sagliga zararl gazlarin agiga ¢ikma tehlikesi bulunan
islemler ¢eker ocak igerisinde yapilmalidir.

Tehlikeli atiklar kirmizi renkli konteynerlerde toplanmalidir (Gorsel 12.7).

Atik kutular atik yonetim planina uygun olarak siniflandirilmali ve etiketlenmelidir.

Gorsel 12.7: Tehlikeli atik konteynerleri

Mikrobiyolojik Analiz Sonrasi islemler
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1. UYGULAMA - ANALIZ SONRASI TEMIZLIK VE DEZENFEKSIYON ISLEMLERINI
YAPMA
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Is Saghig ve Giivenligi Tedbirleri

Laboratuvar c¢alismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlari (6nliik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.
Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmayiniz.

Analize baslamadan dnce analiz defterinizi ve islem basamaklarinin yazili oldugu belgeyi yaninizda
bulundurunuz.

Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

Analizde kullanilan arag¢ gere¢ ve donanimlari sterilize ediniz.

Laboratuvar ¢aligmalarindan 6nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\/

\/
\/
\/

Laboratuvar ortami1 \' Yikama ve durulama \' Temizlik fircalari
Mop kiivetleri \' Uygun temizleme
Dezenfektan ' Paspas cozeltileri

V' Atk kutulari ' Temizlik bezleri

Temizlik kovalari

Islem Basamaklar:

1.

Yikama ve durulama islemleri i¢in yaklasik 45 °C sicaklikta saf su ile doldurulmus iki kiivet
hazirlaymiz.

Yikama kiivetine temizleme ¢ozeltisini uygun miktarda ilave ediniz.
Dezenfeksiyon islemi i¢in kullanilacak maddeleri uygun konsantrasyonda hazirlayiniz.

Malzeme dolaplarini uygun sekilde temizleyiniz ve dezenfekte ediniz. Malzemeleri kuralina uygun
olarak dolaplara yerlestiriniz.

Atik kutularmi firga yardimiyla uygun sekilde temizleyiniz ve kutulan ters gevirerek kurumaya
birakiniz. Temizlenmis atik kutularini uygun bir dezenfektan ile doldurunuz ve 10 dakika bekleterek
dezenfekte ediniz.

Caligma tezgahlarini, cihazlarin altinda kalan kisimlar1 ve masalar1 uygun temizleme ¢ozeltisi ile
temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.

Fayans ve ylizeyleri uygun sekilde temizleyiniz ve dezenfekte ediniz. Kuru siipiirme yapmayiniz.
Temizligi, temiz alandan kirli alana dogru yapiniz.

Kapi, kapi kollar vb. alanlar1 uygun sekilde temizleyiniz ve dezenfekte ediniz.

Yikamada kullanilan (firga, kiivet, temizlik bezleri vb.) araglari yikayarak bol suyla durulayimiz ve
kurumaya birakiniz.




Islem Uygulama Semasi

Islem basamaklarma gore gerceklestirilen is ve islemlerle ilgili olarak Tablo 12.2’yi doldurunuz.
Tablo 12.2: Laboratuvar Temizligi ve Dezenfeksiyonu

Temizligi ve Dezenfenksiyonu  Kullanilan Temizleme Cozeltisi ve Kullanilan Dezenfektan ve
Yapilan Alanlar Cozeltinin Konsantrasyonu Dezenfektanin Konsantrasyonu
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Sonuc¢ ve Yorum

“Analiz Sonrasi Temizlik ve Dezenfeksiyon islemlerini Yapma” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.
Beceriye iligkin gbzlem sonucunuzu “X” igareti koyarak isaretleyiniz.

OLCUTLER . DERSECE —T—
Is sagh@ ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Analizde kullanilacak arac¢ gereci hazirladi.

Uygun konsantrasyonda temizleme cozeltisi hazirladi.

Uygun konsantrasyonda dezenfektan cozeltisi hazirladi.

Calisma tezgahlarimin, masalarin, dolaplarin ve zeminin
temizligini uygun sekilde yapti.
Calisma tezgahlarimin, masalarin, dolaplarin ve zeminin
dezenfeksiyonunu uygun sekilde yapti.
Kullanilan temizlik araclarinin temizlik ve dezenfeksiyonunu
uygun sekilde yapti.
Uygulama raporunu hazirladi.
Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puani: Gercek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,22 ile garparak 100 {izerinden gergek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.
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2. UYGULAMA :  ATIKLARIN KURALINA UYGUN ATILMASINI SAGLAMA |

is Saghg ve Giivenligi Tedbirleri

\' Laboratuvar calismasinin gerektirdigi kisisel koruyucu donanimlart (6nlik, eldiven, maske,
koruyucu gozliik, bone vb.) kullaniniz.

Arkadaslarinizin da koruyucu donanimlarini kullanip kullanmadiklarini kontrol ediniz.

Calisacagimiz alani aseptik hale getiriniz.

Mikrobiyolojik Analiz Sonrasi islemler

Kullanmayacaginiz herhangi bir malzemeyi ¢alisma alaninizda bulundurmaymiz.

2 2 2 2

Analize baglamadan 6nce analiz defterinizi ve islem basamaklariin yazili oldugu belgeyi yaninizda

bulundurunuz. f‘@
" Analizler tamamlandiktan sonra kullanilmis besiyeri ve numuneleri teknigine uygun sekilde imha
ediniz.

\' Laboratuvar ¢alismalarindan nce ve ¢alisma bitiminde ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

Kullanilacak Madde ve Malzemeler

\ Sterilizasyon hazirhig1 yapilmis laboratuvar ' Temizleme ¢ozeltileri

araclart \ Etiket
' Atk kutulari V' Yikama ve durulama kiivetleri
A/ Farkli renklerde atik torbalar \' Fircalar
\ Piset V' %0,04°1iik bromtimol mavisi
\ Laboratuvar atiklart 7 Safsu
' Otoklav poseti \ Otoklav

islem Basamaklar
1. Atk kutularini atik tiirlerine gore siniflandirarak etiketleyiniz ve atik tiirlerine gore farkli renkte ¢op
posetleri kullaniniz.
Kullanilmisg arag gereci sterilizasyona hazir héle getiriniz.
Sterilizasyona hazir hale getirilen malzemeleri uygun bir bi¢imde otoklava yerlestiriniz.
Otoklavin sicaklik ve siire ayarini yaparak calistiriniz.

wohk v

Sterilize edilen kullanilmis petri kutulart ve test tiiplerindeki besiyerlerini uygun atik kutusuna
bosaltiniz.

6. Tek kullanimlik damlalik, petri kutusu gibi araclari sterilize edildigi torbayla birlikte uygun atik
kutusuna atiniz.

Cam araglar1 uygun bir fircayla kalintilar temizleninceye kadar fircalayiniz.

8. Cikmayan lekeleri temizleme c¢ozeltilerinden biriyle yikayiniz.
Yikanan malzemeleri durulama kiivetinde durulayiniz.

10. Cam malzemeler iizerinde deterjan kalintis1 kalip kalmadigini %0,04’°liik bromtimol mavisi ile test
ediniz.

11. Durulanmis biitiin araglar1 igten ve distan saf sudan geciriniz ve uygun bir sekilde kurutunuz.
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12. Yikamada kullanilan (firca, kiivet vb.) araglart yikayarak bol suyla durulayiniz ve kurumaya
birakiniz.
13. Firgalarin uygun sekilde kurumasini saglayiniz.

14. Cop torbasmin agzini sikica baglaymiz ve uygun konteynere atiniz.

Sonuc¢ ve Yorum

“Atiklarin Kuralina Uygun Atilmasini Saglama” Uygulamasi
DEGERLENDIRME FORMU

Yonerge: Bu uygulama ile ilgili gozlenmesi gereken beceriler “Olgiitler” siitununda listelenmistir.

Beceriye iliskin gdzlem sonucunuzu “X” isareti koyarak isaretleyiniz.

.. .. DERECE

OLCUTLER
1 2 3 4 5

is saghig ve giivenligi tedbirlerine uydu.

Uygulamada kullanilacak temizlik cozeltilerini uygun

konsantrasyonda hazirladi.

Kullanilmis malzemeleri teknigine uygun olarak sterilizasyona
hazir héle getirdi.

Malzemeleri uygun sicaklik ve siirede otoklavda sterilize etti.

Malzemeleri, sterilizasyon sonrasinda teknigine uygun sekilde
temizledi ve saf sudan gecirdi.

Yikanmis malzemeleri uygun bir yontemle kuruttu.

Laboratuvar atiklarim1 dogru sekilde simiflandirdi ve uygun atik
kutularinda biriktirdi.

Uygulama raporunu hazirladi.
Siireyi verimli sekilde kullanda.
Form Puani: Gercek Puani:

Degerlendirme: Form puanini 2,22 ile garparak 100 {izerinden gergek puani hesaplayiniz. Gergek
puaniniz 50 - 100 araliginda ise “BASARILI” sayilirsiniz. 0 - 49 puan araliginda ise uygulamay1
tekrarlayiniz.
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1. () Sterilize edilmemis kontamine atiklar biyolojik atik grubuna dahildir.
2.( ) Pipetlerden deterjan ile ¢cikmayan organik kalintilar ovucu tozlarla temizlenmelidir.
3.( ) Yikanmis araglarin {istiinde ve dibinde kalan suya, havadan mikroorganizma bulasir.

4.( ) Yikanmis araglara bromtimol mavisi damlatildiginda renk olugsmamasi, deterjan kaldiginin
gostergesidir.

5.( ) Dezenfeksiyon se¢imi i¢in maliyet analizi 6nemli bir konudur. z’,@

6. ( ) Dezenfeksiyonun amaci hastalik etkenlerinin etrafa bulasmasina engel olmaktir.

7.  Malzeme ve yiizeylerin deterjan ve enzimatik {iriinlerle silinerek veya yikanarak kirlerden
arindirilmasima ..., denir.

8.  Cam malzemelerin ilizerinde deterjan kalintis1 olup olmadigi, cam malzemeler heniiz 1slakken
tizerlerine %0,04°Lik ..............cooooiiinnl. damlatilarak tespit edilir.

9. Sadece cansiz ylizeylerin dezenfeksiyonu amaciyla kullanilan kimyasal maddelere

10.  Otoklavda sterilizasyonla ilgili olarak asagidakilerden hangisi yanhstir?
A) Is1 ve siire, otoklav icine konan malzemelerin biiyiikliigiine bagli olarak degisir.
B) Mikrobiyolojik analiz sonrasi uygulanan sterilizasyonda 1s1 ve siire daha fazladir.
C) Is1 ne kadar ytiksekse stirenin de ayn1 oranda uzatilmasi gerekir.
D) Bu yontemle 1stya dayanikli kontamine materyaller steril edilir.

E) Is1 ne kadar yiiksekse siirenin de ayni oranda kisalmasi gerekir.
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Laboratuvar aracglarmin yikanmasi ile ilgili olarak yanhs olan ifade asagidakilerden
hangisidir?

A) Yikama igleminin tiim agamalarinda saf su veya demineralize su kullanilmalidir.

B) Yikama elde yapilabilecegi gibi makinelerde de yapilabilir.

C) Deterjan kalintisi, analizlerde mikroorganizma {iremesini engelleyebilir.

D) Sudaki mineral kalintilar1 analiz sonucunu olumsuz etkileyebilir.

E) Yikamada kullanilan saf su veya demineralize su deterjanin etkinligini azaltir.

Asagidakilerden hangisi dezenfektanlarin etkisini azaltan faktorlerden_degildir?
A) Organik madde varlig

B) Yiizeyin yeterince nemli olmamast

C) Fazla mikroorganizmanin bulunmasi

D) Yanlis konsantrasyon

E) Yetersiz temas siiresi

N I e N N R T R




OLCME VE DEGERLENDIRME CEVAP ANAHTARI > -
x
1. OGRENME BiRiMi SONU OLCME VE DEGERLENDIRME =
DOGRU /YANLIS BOSLUK DOLDURMA TEST fE
1. D 5. fermantasyon (Durham) tiipii g, © 13. D E
2. D 6. inkiibator 10. D 14. A <Z(
3. Y 7. mikroskop 11. E 15. A o
4. 'Y 8. elektron mikroskobu 12. C <>(
L
)

2. OGRENME BiRiMi SONU OLCME VE DEGERLENDIRME

DOGRU /YANLIS BOSLUK DOLDURMA TEST f‘%
1. D 4. Y 7. alkol 10. dezenfeksiyon 11. E 14. C 523
2. Y 5. Y 8. -18°C 12. D 15. A
3. D 6. Y 9. tiip karstirict (vorteks) 13. B 16. B

3. OGRENME BIRIiMi SONU OLCME VE DEGERLENDIRME

DOGRU /YANLIS BOSLUK DOLDURMA TEST
1. D 5. sterilizasyon 9. E
2. Y 6. tindalizasyon 10. C
3. D 7. sterilizasy on indikator band1 (otoklav bandr) 11. C
4. Y 8. otoklav 12. C
DOGRU /YANLIS BOSLUK DOLDURMA NEST
1. D 5. Y 8. diliisyon serisi 12. kat1 16. B
2. D 6. Y 9. oksijenle 13. aseptik (steril) 17. C
3. D 7. D 10. diliisyon orant 14. 1/110 18. E
4. Y 11. stomacker-blender 15. biyogiivenlik kabini 19. C

5. OGRENME BiRiMi SONU OLCME VE DEGERLENDIRME

1. D 5. Y 8. agar 12. hesaplama ve tartim 16. D 20. A
2. Y 6. Y 9. kontaminasyonunu 13. sterilite 17. C
3. D 7. D 10. zenginlestirme 14. pH kagidi-indikator 18. C
4. 'Y 11. sivi-yari sivi 15. hemolitik olma 19. A

1. D 6. D 11. kiltiir yapma (kiiltivasyon) 16. E
2. Y 7. Y 12. 37°C 17. C
3. Y 8. D 13. 15 dk. 18. E
4. D 9. D 14. agar 19. E
5. D 10. D 15. tek

1. Y 5. D 6. homojen 10. 48 11. B 15. B
2. D 7. pozitif 12. D 16. C
3. Y 8. canl 13. E 17. C
4. D 9. toplam bakteri 14. D




8. OGRENME BiRiMi SONU OLCME VE DEGERLENDIRME

1. Y 4. Y 8. pozitif-negatif 11. C 15. C
2. D S. D 9. say1/ml 12. C
3. D 6. Y 10. asitlendirilmis 13. B
7. D 14. B

10. OGRENME BiRiMi SONU OLCME VE DEGERLENDIRME

DOGRU /YANLIS BOSLUK DOLDURMA TEST
1. Y 4. Y 5. smear islemi 8. renk giderici 11. C 14. C
2. Y 6. fiksasyon (tespit) 9. 24 saatlik 12. A 15. E
3. Y 7. yapay (sentetik) 10. kaynar su banyosu 13. B

11. OGRENME BiRiMi SONU OLCME VE DEGERLENDIRME

1. Y 5. Y 9. aseptik 13. izole 16. C 20. C
2. Y 6. Y 10. koliform 14. hava 6rnekleme cihazi 17. E
3. D 7. D 11. mikrobiyolojik 15. igverenin 18. B
4. Y 8. Y 12. ekim 19. E

1. D 4. Y 7. dezenfeksiyon 10. C
2. Y 5. D 8. bromtimol mavisi 11. E
3. D 6. D 9. dezenfektan maddeler 12. B
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