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MIKROBIYOLOJi LABORATUVARINDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR

Mikrobiyoloji uygulamalarinda mikroorganizmalardan uzak ve arindirilmis kosullarda
calismak ancak aseptik teknik ile saglanir. Aseptik teknik iki amaca doniik olarak uygulanir:
1-Incelemek istenilen kiiltiirlere cevreden diger istenmeyen ve incelmeyi yaniltacak
mikroorganizmalarin bulagsmasini (kontaminasyonunu) ve kiiltiiriin karigik bir kiiltiir halini
almasin1  onlemek, 2-Kiiltiirdeki mikroorganizmalarin 6zellikle patojen olabileceklerin
cevreye ve laboratuvarda  calisanlara  bulagsmasim1i  6nlemek  (kontaminasyon:
mikroorganizmalarin ~ ¢evreye  ve  cansiz  materyale  bulasmasi,  enfeksiyon:

mikroorganizmalarin canliya bulagsmasi).

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kontaminasyon tehlikesi her zaman mevcuttur. Ciinki
mikroorganizmalar derimizde, bogazimizda, burnumuzda, dokundugumuz tiim yiizeylerde,
havada (toz partikiilleri ve aerosoller ile tasinirlar) ve ¢esme suyu gibi hemen her ortamda
bulunmaktadir. Bu nedenle de bir saf kiiltiir elde edilmek istendiginde, steril bir besiyeri ile
ise baglanilmali ve besiyeri digsaridan istenmeyen mikroorganizmalarin girisini engelleyecek
Onlemler alinmalidir. Bunun igin laboratuvarda aseptik kosullarda, yani asepsis’e
(mikroorganizmalar1 uzaklastirma ve arindirma) dikkat edilerek calistirllmalidir. Bu amagla,
calismalar her zaman alev altinda yapilmalidir. Mikroorganizma veya incelenecek 6rnegin bir
ortamdan digerine aktarilmasi esnasinda aktarma icin kullanilacak ara¢ ve gereclerde
steriliteye dikkat edilmelidir. Ornegin, 6ze her kullanimdan once ve sonra bunzen beki
alevinde usuliine uygun olarak yakilmalidir. Kullanilacak besiyerleri ve biitiin cam ve metal

ekipman kullanimdan 6nce ve sonra yine usuliine uygun olarak sterilize edilmelidir.

Kullanilacak besiyerleri ve sivilar (dilusyon sivisi vb.) uygun bir cam kap i¢inde hazirlanarak
sterilize edilmelidir. Besiyerleri sterilizasyon sonrasi baska bir kaba veya ortama
aktarilacaksa, bu kaplarin da daha 6nceden sterilize edilerek kullanima hazir hale getirilmesi
gereklidir. Besiyerlerini iceren kaplarin icine, havada toz partikiilleri veya aerosoller ile
tasinan mikroorganizmalarin girigini engelleyecek onlemler alinmalidir. Bu amagla, 6rnegin
cam tlipler veya balonlar agizlarina sterilizasyon oncesinde bir pamuk parcasi ile usuliine
uygun sekilde tika¢ yapilmali yada bu amacla agz1 metal veya yiiksek sicaklifa dayanikli
plastik vida kapakli tiipler kullanilmalidir. Calisma aninda, bu pamuk tika¢ veya kapak,

bunzen beki alev catis1 altinda ¢ikarilmali ve yapilacak islem seri bir sekilde tamamlanarak



hi¢ beklenilmeden yerine tekrar yerlestirilmelidir. Pamuk tikag¢ veya kapak tlip veya balonun
agzindan ¢ikarildiktan sonra, hicbir sekilde kontaminasyon kaynagi olabilecek herhangi bir

yiizeye birakilmamali ve temas ettirilmemelidir.

Pipetler kullanilmadan 6nce pipet kutusu i¢inde sterilize edilmeli ve kullanim aralarinda pipet

kutusunun agz1 kapali tutulmalidir.

Ellerin laboratuvarda bulundurulacak uygun bir antiseptik ¢ozelti ile yikanmasi1 gereklidir.
Laboratuvarda hicbir sey yenilmemeli veya i¢ilmemeli, ekim yaparken konusulmamali,
aksirtp hapsurulmamali (aerosol etkisi) ve gereksiz hareketlerden kaginilarak laboratuvar

havasinin enfeksiyon ve kontaminasyon kaynagi haline doniismesi engellenmelidir.

Aseptik calismanin dikkate alindigi, mikrobiyoloji laboratuvarinda uyulmasi gerekli temel

bazi kurallar asagida siralanmistir.

MIKROBIYOLOJi LABORATUVARINDA UYULMASI GEREKEN CALISMA

KURALLARI

1. Laboratuvara girerken beyaz ve temiz bir onliikk giyilmelidir. Onliik, giysilerin (veya
derinin) mikroorganizma, toz, kimyasal madde ve boyalardan kirlenmesini ve
korunmasini sagladigi gibi, giysilerdeki toz ve kiiltiirlerin besi yerlerine, kullanilan arag ve
gereglere kontamine olmasini engeller. Laboratuvar 0Onliigli laboratuvar disinda
giyilmemelidir.

2. Laboratuvara gereksiz esya (palto, kitap, defter vb.) sokulmamalidir.

3. Laboratuvarda herhangi bir sey yenilmemeli ve i¢ilmemeli (6zellikle sigara i¢ilmemeli),
caligirken eller yiize siiriilmemeli, agi1za herhangi bir sey sokulmamalidir.

4. Calisma sirasinda masanin tizerinde gerekli malzemeden baska esya bulunmamali, masa
lizerine oturmamalidir.

5. Iginde kiiltiir bulunan tiip, petri kutusu gibi malzeme acgik olarak masa iizerine
birakilmamali, tlipler Onliikk cebinde tasinmamali, masa iizerine gelisi giizel
konulmamalidir (6zellikle s1v1 kiiltiir igerenler). Tiipler tiipliikkte tutulmalidir.

6. Calisirken laboratuvar kapi1 ve pencereleri kapali tutulmali, laboratuvarda yiiksek sesle
konusulmamali, mikroorganizma veya sporlarin1 etrafa yayacak gereksiz ve ani

hareketlerden sakinilmalidir.
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Kiiltiirlerin yere veya masaya dokiilmesi veya kiiltiir kaplarinin kirilmasi halinde durum
hemen laboratuvar sorumlusuna bildirilmeli ve dokiilen kiiltiirlin lizeri aninda uygun bir
dezenfektan ¢ozeltisi ile kaplanarak (6rnegin %10’luk hipoklorit ¢ozeltisi) 15-30 dakika
beklenilmeli ve daha sonra temizlenmelidir.

Oze uglar1 her kullanimdan énce ve sonra Bunzen beki alevinde usuliine uygun sekilde
yakilarak sterilize edilmelidir.

Pipetleme yapilirken kesinlikle tiflenmemelidir.

Etil alkol gibi yanici, tutusucu maddeler Bunzen beki alevi ¢evresinden uzak tutulmalidir.
Ellerde kesik, yara ve benzeri durumlar varsa, bunlarin iizeri ancak su gecirmez bir bantla
kapatildiktan sonra c¢alisilmali, aksi takdirde calisilmamali ve durum sorumluya
iletilmelidir.

Mikroskopun objektif ve okiiler kism1 her kullanimdan 6nce ve sonra ince mercek kagidi
ile veya bir tiilbent vasitasiyla dikkatlice mercege zarar vermeden temizlenmelidir.
Laboratuvardaki mikroskop, pH metre, terazi gibi aletler ¢ok dikkatli kullanilmali ve her
kullanimdan sonra kapatilmalidir.

Calisma bittikten sonra kirli malzemeler kendilerine ait kaplara konulmalidir. Ornegin;
kullanilmis pipetler, lam ve lamel hemen i¢inde dezenfektan ¢ozeltisi bulunan &zel
kaplara aktarilmalidir.

Calisma sonunda, kullanilan cam malzemeler sorumlunun belirttigi sekilde sterilize

edilmeli veya yikanmalidir.

Laboratuvardan ¢ikmadan Once havagazi ve su musluklart ile mikroskop lambalari
kapatilmalidir.

Calisma bittikten sonra eller sabunlu su ve gerektiginde antiseptik bir sivi ile
yikanmalidir.

Laboratuvardan kiiltiir ve benzeri materyal disartya ¢ikarilmamalidir.

Laboratuvar caligmas1 siiresince, laboratuvar gorevlilerinin ikaz, uyar1 ve isteklerine
uyulmalidir.

Ogrenciler yapilacak olan laboratuvar galigmasi ile ilgili bilgileri 6grenmek zorundadirlar.
Laboratuvar bitiminde, bir ¢aligsma raporu hazirlanarak sorumluya teslim edilmelidir.
Calisma raporu asagidaki pozisyona uygun olabilir:

-Bashik

-Amag

-Sonuglar ve Yorum



MIKROBIYOLOJI
LABORATUVARINDA
KULLANILAN MALZEME
VE ARACLARIN TANITIMI



I. CAM MALZEMELER

PETRI KUTUSU: Petri kutusu biri kiigiik digeri biiyiik i¢ ice girebilen iki par¢adan
olusmaktadir. Cam ve plastikten, cesitli biiyiikliikte olabilir. Uygun yontemler ile steril
edildikten sonra, ig¢lerine steril kati besiyerleri dokiilerek mikroorganizmalarin
inkiibasyonunda kullanilir, 1887 yilinda ilk kez PETRI tarafindan tanimlandig1 icin bu ad

ile anilir.

DENEY TUPU: Farkli boy ve capta, bir tarafi acik silindir seklinde, cam veya plastikten
yapili malzemedir. Iglerine sivi besi ortamlar1 veya soliisyonlar konularak kullanilir.
Kullanim amacina uygun olarak c¢ok cesitli tipleri vardir. Ornegin, santrifiij, kapiller tiip,

derecelendirilmis olanlar gibi.

ANAEROBIK TUPLER: Ortamdaki oksijeni tutarak anaerobik bir ortamm meydana
gelmesini temin eden kimyasal maddelerin kondugu bir bolmesi olan 6zel olarak yapilmis
tiiplerdir. Anaerobik mikroorganizmalarin iiretiminde kullanilirlar. Cesitli hacimlerde

olabilirler.

DURHAM TUPU: Yaklasik 7x25 mm boyutlarinda olup, mikroorganizmalarin sivi
besiyerinde belli bir maddeyi kullanip gaz olusturup olusturmadigini tespit etmek icin
kullanilir. Test tiipiiniin igine ters olarak yerlestirilir. Daha sonra bu test tiipii, i¢ine sivi

besiyeri konularak sterilize edilir.

RENKLI SISELER: Boyalar gibi 1siktan zarar gorebilen gesitli soliisyonlarin saklanmasi

i¢in kullanilan gesitli hacimlerde olabilen siselerdir.

DAMLALIK: Cesitli boya c¢ozeltilerini veya reaktifler damlatmak i¢in kullanilan

siselerdir.

PIPET: ince uzun camdan yapilmis borucuklardir. Uzerinde ml. cinsinden bdlmeler

bulunan yaklasik 30 cm. boyunda olan bu cam borular ¢esitli hacimlerde (0.5, 1, 2, 5, 10,



25 ml. ) bulunurlar. Agiz kismindan emilerek sivi materyal pipet icine alinir, dl¢iiliir ve

transferi yapilir. Pipetler metal kutular igerisinde veya kagida sarilarak steril edilir.

ERLENMAYERLER: Tabanlar1 genis, agiz kisimlar1 ¢esitli ¢ap ve sekillerde olabilen,

besiyerlerin hazirlanmasinda kullanilan cam malzemelerdir.

BEHERLER: A&z ve taban kisimlar1 ayni capta olan, gesitli besiyeri ve ¢ozeltileri

karistirmada kullanilan cam malzemelerdir.

HUNI: Bir siispansiyonun bir kaptan dar agizli bir baska kaba aktarilmas1 veya siiziilmesi
icin kullanilan; alt kismi ince boru, {ist kismi ise genis koni seklinde olan cam

malzemelerdir. Cesitli biiyiikliiklerdedir.

MEZUR: Sivilari belirli hacimlerde alabilmek igin bolmelere ayrilmus 6l¢ii silindirleridir.

LAM: Camdan yapilmis, dikdortgen seklinde, birka¢ mm. kalinligindaki laboratuvar
malzemesidir. Mikroorganizmalarin dogrudan veya boyanarak mikroskop altinda

incelenmesinde kullanilir.

LAMEL: Lam iizerine kapatilan daha kiigiik ebatli, camdan yapili, kare yada dikdortgen

seklindeki malzemedir. Lamelin eni lamdan 1-2 mm. daha kisadir ve daha ince yapidadir.

THOMA LAMI: Bu lamda 25 biiyiik kare bulunur ve bu biiyiik karelerin her biri 16
kiiclik kareye boliinmiistiir. Baz1 thoma lamlarinda ise, 16 biiyiik kare ve her bir biiyiik
kare 25 kiiciik kareye boliinmiistiir. Bu lamda esas, 0,1 mm? hacimde sayim yapilmasidr.

Her bir kiiciik karenin hacmi lam tizerinde yazili olarak belirlenmistir.

BALON: Alt kismi1 balon, iist kismi silindir seklindedir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda,

besiyerlerinin hazirlanmasinda, sterilizasyonunda ve saklanmasinda kullanilir.

MEZUR: Cam malzemeden yapili, iizerinde ml. cinsinden bdlmeler bulunan, silindir
seklinde bir Olcii kabidir. Cesitli kaplarda ve biiylikliikkte meziirler vardir. Sivi

malzemelerin 6l¢iilmesinde kullanilirlar.



PASTEUR PIPETI: Bir ucu agik cam tiiptiir. Dar ucunun ¢ap1 1 mm.dir. Genis uca

pamuk takilir. Kullanmadan 6nce genis ucuna plastik piston takilir.

BAGETLER: Bunlar da c¢esitli uzunluk ve kalinliklarda olabilirler ve ¢ozeltilerin

karistirilmasinda kullanilirlar.

DRIGALSKIi SPATULU: Kat1 besi yeri iizerine aktarilan kiiltiiriin (s1v1) homojen olarak
yayilmasinda kullanilan camdan yapilmis aragtir. ince bir cam bagetin 6zel bir sekilde
kivrilmast ile elde edilebilir. Drigalski spatiiliiniin tamami cam olabilir yada tutma yeri
metal, yayma yeri cam veya silikon kapli camdan da yapili olabilir. Alkol ile yada

aliminyum folyelere sarilarak otoklavda steril edilir.

2. ARAC VE GERECLER:

TUPLUK: Metal ya da tahtadan yapilmis tiiplerin dik olarak igine yerlestirilip

taginmasini ve saklanmasini saglayan tastyicidir. Supor (support) olarak da adlandirilirlar.

OZE: Is1y1 az ileten metal bir sap ile platin veya yumusak bir telden yapilmis uca sahiptir.
Bu ug amaca gore gembersel veya igne seklinde (transfer ignesi) olabilir. Oze ucu alevde
kirmizi  renk olana kadar tutuldugunda steril edilir. Oze Orneklerin ve
mikroorganizmalarin besi yerine yayilmasinda ve transferinde kullanilir. Ozenin yuvarlak

tel kismi1 genellikle 0.01-0.005 ml. s1v1 tasir.

OK UCLU iGNELER: Ucu halka seklinde olmayan &zeler olarak diisiiniilebilirler. Kat:

besiyerlerinin igerisine ekim yapmada ve bakteri kolonilerini tek tek secmede kullanilirlar.

EKUVYON: Ucuna pamuk sarilmis, tahtadan yapilmis bir gubuktur. Ornek alma

islemlerinde kullanilir. Aliiminyum kagitlara sarilarak steril edilir.

PISETLER: Camdan veya plastikten yapilmis olabilirler. Icerisine damitik su konur ve
gerektigi zaman kullanilirlar. Lastikten yapilmis olanlarin ucunda ince bir plastik boru

vardir.



BUNZEN BEKI: Ayarli seklinde alev elde etmede kullanilan, havagazi veya tiip gaz ile

calisan aletlerdir. Sterilizasyon isleminde kullanilir.

BOYA KUVETI: Mikroorganizmalarin boyanmasi igin kullanilan ve iizerine iki paralel
cam boru veya ¢cubugun yerlestirildigi kaplardir.

FILTER HOLDER: Arasma, cesitli delik ¢aplarna sahip filtrelerin takilarak sivilarmn

sterilize edilmesinde kullanilan aletlerdir.

FILTRELER: Sivilan siizmede sterilize etmede kullanilirlar. Yapildiklari maddelere
gore degisik tipte filtreler mevcuttur. Bunlar;

a) Diyatome topragindan yapilmis olan Berkefeld Filtreleri,

b) Porselenden yapilmis olan Pasteur-Chamberland Filtreleri,

C) Asbestten yapilmis Seitz Filtreleri,

d) Cam tozu veya liflerinden yapilmis olan Cam Tozu Filtreleri,

e) Selliiloz asetat veya seliiloz nitrattan yapilmis olan Membran Filtreleridir.

MULTIDISKLER: Bir merkez etrafinda siralanmus degisik antibiyotik veya ilaglarin

emdirildigi kagit diskleri ihtiva ederler. Antibiyogram testlerinde kullanilirlar.

SIRINGALAR: Degisik hacimlerde olabilirler ve enjeksiyon islemlerinde kullanilirlar.

MIKROPIPETORLER: Son yillarda otomatik  pipetorler  gelistirilmistir.
Mikropipetorler mikrobiyologlar ve molekiiler biyologlar tarafindan ¢esitli 6rneklerin
analizinde dogru ve tam Ol¢ltim/hazirliklar yapmak i¢in kullanilirlar. Mikropipetorler
dogru kullanildiklarinda soliisyonlarin istenilen hacimlerde kii¢iik miktarlarinin basarili
bir sekilde dagitilmasini saglarlar. Bu 0zellikle ¢ok hacimlerde dogru olarak

calisilmasinda 6nemlidir.

ETUV (INKUBATOR): Sabit 1s1 saglayan bir aractir. Elektrik enerjisi ile calisir.
Paslanmaz metal malzemeden yapilmis, bir kapak ile agilip kapanan inkiibator bir cesit

firm gorevi yapar. Etiiv termostati yardimi ile istenilen sicaklia ayarlanir ve ekimi



yapilan 6rnekler tiremeleri igin etiivde belirli siirelerde tutulur (inkiibe edilir). CO: etiivil,

sogutmali etiiv ve ¢alkalamali etiiv gibi ¢esitleri vardir.

STERILIZATOR (PASTEUR FIRINI): Elektrik enerjisi ile calisir. Etiive benzer, tek
farki; sterilizatorde 1simin mikroorganizmalarin iiremeleri i¢in degil, Oldiirmeleri igin
kullanilmasidir. Cam malzemeler Pasteur firmni1 i¢inde 150 °C’de 3 saat, 160 °C’de 2 saat

ya da 170 °C’de 1 saat tutularak kuru 1s1 ile steril edilirler.

OTOKLAV: Nemli 1s1 ile sterilizasyonda kullanilir. Otoklav ile ilgili genis bilgi i¢in

laboratuvarda sterilizasyon-dezenfeksiyon boliimiinde anlatilmaktadir.

SU BANYOSU (BENMARI): Paslanmaz metalden yapili, i¢indeki suyu istenilen 1s1da
tutan bir aragtir. Elektrik enerjisi ile ¢alisir. Calkalamali olanlar1 da vardir. Serum, enzim

inaktivasyonunda kullanilir.

SANTRIFUJ: Tipler icerisinde santrifiije yerlestirilen materyali/soliisyonu dakikada
belli bir hizda dondiiren alettir. Eger boyle bir soliisyonda bakteri varsa merkez kag
kuvvetinin etkisi ile bakteriler yogunluklar1 dolayisiyla dibe c¢okerek sividan ayrilir.
Santrifiij kullanilarak yogunluk farkindan dolayr soliisyonlardaki farkli birimlerde
birbirinden ayrilabilir. Yiiksek devirli sogutmali santrifiijlerin yani sira, masa istii tipte
kiiclik santrifiijlerde laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Belirli hiicrelerin

yogunlastirilmasinda da santrifiij kullanilir.

SPEKTROFOTOMETRE: Spektrofotometre dérnek safliginin kalitatif analizinde, DNA-
protein oranlamasinda, hiicre yogunlugu 6l¢iimiinde, enzimlerin katalizledigi reaksiyon
Olctimlerinde kullanilir. Spektrofotometrenin temelinde c¢esitli maddelerin 6zel dalga
boylarimi farkli olarak absorbe etme ilkesi yer alir (UV; 200-400 nm., visable; 400-700
nm., infrared; 700-900 nm.). Fotometrik Olgiim belli bir dalga boyunda &rnek
absorbansinin direkt dlcililmesini veya enzimatik reaksiyon {irlinlinlin veya direkt olarak
absorbansinin indikatorii olarak rol oynayan ilgili maddelerin indirekt Olglimiinii
kapsar.Biitlin spektrofotometreler dalga boylarmin absorbsiyonu ve
konsantrasyonlarindaki degisikleri belirlemek i¢in dizayn edilmis, ayni temel yapisal

unsurlari tagirlar.
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pH METRE: pH farkli yollarda 6lgiilebilir. PH 6lgmede en dogru ve pratik yol pH metre
kullanilmasidir. PH metre bir cam elektrot ile referans elektrot arasindaki potansiyel
degisimini Olger. Modern pH metrelerde bu iki elektrot bir elektrotta toplanmistir ve
“kombinasyon elektrot” olarak adlandirilir. Cam elektrot, cam bir ampul tasir. Bu ampul
oldukga ince, 6zel bir camdan yapilidir ve H* gegisine izin verir. Sonugta cam membran
lizerinden bir potansiyel olusur. Bu potansiyel dogrusal olarak pH ile ilgilidir. H*
konsantrasyonu bilinen tamponlara kars1 standardizasyon gereklidir. Ciinkii, cam elektrot
icindeki H* konsantrasyonu zamanla degisebilmektedir. Sicaklik ayarlamasi da gerekli bir

unsurdur, ¢ilinkii 6l¢iilen potansiyel ile pH arasindaki ilgi 1s1ya baglidir.

STERIL KABIN: Laboratuvarlarda kontaminasyon riski ¢alisma alanlarinin yiizeylerinin
uygun dezenfektanlar ile silinmesiyle, havanin filtre edilerek fungi, bakteri spor ve
hiicrelerinin elimine edilmesi ile saglanabilir. Bakteriyolojik ¢alismalar bazen steril kabin
(safety cabinet) icinde yapilir. Cesitli steril kabinler vardir. Bunlardan birisi SINIF 11 steril
kabinlerdir. Bunlarda steril hava devamli olarak ¢alisma yiizeyine dik olarak akar ve hava
daha sonraki filtrasyon i¢in disariya verilir. Caligmalar kabinin Oniindeki agik panel
yardimi ile yapilir. SINIF III steril kabinler ise gaz sizdirmaz kabinlerdir. Hava igeri
alinmadan ve verilmeden Once filtre edilir. Calismalar 6n panele monte edilmis kol
uzunlugundaki plastik eldivenler yardimim ile yapilir. Kabinin i¢ine yaklagsma ise ayr1 iki
kap1 sterilizasyon/dezenfeksiyon ¢emberi yolu ile olur. SINIF II kabinler laboratuvarlarda
yaygin olarak kullanilirken, SINIF III kabinler ¢ok patojen mikroorganizmalar ile

calisirken kullanilir.

FERMENTOR: Mikroorganizmalarin iiretilmesi ve bazi metabolik iiriinlerin elde
edilmesi ic¢in kullanilirlar. Sicaklik, karigtirma, pH ve O2 kontrolleri vardir. Degisik

hacimlerde olabilirler.

ROTARY CALKALAYICI: Belirli bir sicakliga ve dakikada belirli bir devre

ayarlanabilen inkiibatorlerdir. Calkalamali kiiltiir elde etmede kullanilirlar.

TERAZILER: Hassas (miligram seviyesinde) ve kaba (gram seviyesinde) teraziler

mevcuttur.
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BUZDOLABI: Stok kiiltiirleri saklamak icin kullanilirlar ve genellikle +4°C’de sabit

tutulurlar.

LIiYOFILIZE CIHAZI: Bakteriler, viriisler ve serum gibi maddeler kendiliklerinden oda
sicakliginda kurutulacak olurlarsa biinyelerindeki bozulmazlar ve yillarca canli olarak
kalabilirler. Dondurarak kurutma islemi Liyofilin Cihazlarinda yapilir. Liyofilize
ampiillerinin igerisine katki maddeleri ile birlikte bakteri veya viriis konur. Kuru buz ve
alkol veya cellosel karisiminda (-76 °C) gevrilerek siiratle donmas1 ve yiiksek vakum
altinda kurumasi saglanir. Daha sonra tiipiin agzi1 alev tabancasi ile kesilir. Bu sekilde

hazirlanan ampiiller yillarca canliligin1 kaybetmeden saklanabilirler.

TUP KARISTIRICI: Tipteki sivilari karistirmaya yarayan ve elektrikle calisan
aletlerdir.

MANYETIK KARISTIRICI: Bazi besiyerlerinin karistirilmasi veya bazi kimyasal
maddelerin ¢ozelti hazirlanirken eritilmesi i¢in kullanilan, manyetik olarak c¢alisan

aletlerdir.

MIKROSKOP: Mikroorganizmalart ¢ogunlukla gdzle gérmek miimkiin degildir.
Goriinebilmeleri i¢in biiyiitiilmeleri ve gozle goriiliir hale getirilmeleri gereklidir. Bu
nedenle mikroskop, mikrobiyoloji laboratuvarinin vazgecilmez aletidir.

Mikroskobun ¢esitli tipleri olup, uygulama laboratuvarinda kullanilanlari adi 151k
mikroskobudur. Bunlar mekanik ve optik olmak tizere baslica iki kisimdan ibaret
bulunmaktadir. Ust tarafta dikey pozisyonda ve her iki ucuna merceklerin yerlestirildigi
Ana Tiip ve bazi mikroskoplarda da ana tiip icinde ayrica ayarlanabilen ¢ekme tiip
bulunmaktadir. Bu tip mikroskoplarin kullanilmalarindan 6nce c¢ekme tiiplin yan
tarafindaki 160 sayisinin goriilecek sekilde yukari kaldirilmasi gerekmektedir. Bununla
beraber bir ¢ok mikroskoplarda tiip sabit oldugundan bunun ayarlanmasina liizum yoktur.
Ana tiipiin alt tarafinda, tizerine preparatin kondugu Tabla bulunmaktadir. Bazi
mikroskoplarda tabla sabit oldugu halde bazilarinda muayenesi yapilacak objenin yatay
pozisyonda hareketini saglayan mekanik kisim bulunmaktadir. Bu tip tablalara da

Mekanik Tabla adi verilmektedir. Ana tiiple tablayr kol birlestirmektedir. Kol bazi
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mikroskoplarda diiz oldugu halde bazilarinda biikeydir ve mikroskobun kaldirilmas veya
taginmasinda hizmet goriir. Dogrudan dogruya kolun ve tablanin alt tarafinda at nali
seklinde ayak ile desteklenen direk seklinde bir siitun bulunmaktadir. Kol ve siitunun
birbirine Egilme yeri (Eklem) ad1 verilen bir mekanizmayla bagli bulunmaktadir.

Ana tiipiin iist ucuna yerlestirilen mercek sistemine Okiiler denmekte ve 4x isareti bulunan

goriintliyli 4 defa biyiittiigiinii ifade etmektedir. Okiilerin zarar gérmemesi icin ine

yumusak ve lif birakmayan bir bez (tiilbent) ile temizlenmesi gereklidir. Mikroskop

kullanilmadan 6nce ana tiipten cikartilarak silinmesi adet haline getirilmelidir.

Ana tiipiin alt ucunda yuvarlak seklinde Dondiirme Mekanizmasi ve bunun alt tarafinda
ise Objektif adi verilen mercek sistemi baglanmis bulunmaktadir. Objektifler muhtelif
uzunlukta olup burun kisminin dondiiriilmesi suretiyle bunlardan herhangi biri ana tiipilin
merkezinden inen hat {izerine getirilebilir. Objektif de okiiler gibi ince yumusak kagit ile
temizlenmelidir.

Mikroskopta bulunan ¢ objektiften en kisasi az biliylitme gii¢lii objektif olup iizerinde 4x
isareti bulunmaktadir. Bundan daha uzun olanina Yiiksek Biiyiitme Giiclii Objektif ad1
verilmekte ve iizerinde 40x isareti bulunmaktadir. En uzun olan objektife ise immersiyon
objektifi denilmekte ve lizerinde 100x isareti bulunmaktadir.

Immersiyon objektifindeki mercegin alt tarafi o kadar kiiciiktiir ki yeteri kadar 1s1k
mercekten iceri gecemez. Bunu saglamak iizere immersiyon objektifinin kirilma indisi,
camin indisinin ayn1 olan sedir yagina batirilarak kullanilmas1 gerekmektedir. Bu sebepten
immersiyon objektifi kullanilacagi zaman preparat {lizerine bir damla sedir yagi damlatilir
ve objektif bu yaga batirilarak gézlem yapilir.

Mikroskop kolunun her iki yaninda birer adet kaba ayar vidasi ve bunlarin i¢ kisminda
yine birer adet ince ayar vidasi bulunmakta ve ayar bu vidalar vasitasiyla yapilmaktadir.
Tablanmn alt tarafinda Kondansor ve Iris Diyaframi bulunmakta ve objektife gelen 151k
bu diyafram ile kontrol edilmektedir. Kondansoriin solunda ve onu tablaya bagliyan
mekanizmaya Tabla Alti Kolu adi verilmektedir. Bunun alt ucunda kondansorii kaldiran
veya indiren Ayar Vidast bulunmaktadir ki buna Hizh Vida denilmektedir.

Ayakla tabla arasinda yuvarlak sekilde bir Ayna bulunmaktadir. Bu ayna birbirine dikey
iki eksenden birisi lizerinde ¢evrilebilir ve 1sinlar1 preparasyon iizerine yansitir. Aynanin
bir yiizli diiz bir yiizii ise i¢ biikeydir. Bunlardan bagka preparatin tabla ilizerinde sikica

tutulmasin1 Kiskag saglar.
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Elektron mikroskobu hari¢ tutulacak olursa, mikrobiyoloji laboratuvarinda adi 151k
mikroskobu, faz-kontrast mikroskobu, fluoresans mikroskobu ve karanlik alan
mikroskobu ¢ok fazla kullanilir. Bakteriler genellikle x1000 biiyiitmede incelenirler. Bu
bilylitme ise immersiyon objektifi ile elde edilir. Immersiyon objektifi ile calisirken
incelenecek olan preparatin iizerine bir damla immersiyon veya sedir yagi damlatilir.
Immersiyon objektifinin delik ¢ap1 oldukca kiiciiktiir. Bu sebeple, kondansoérden gelen
1sinlarin ¢ok az1 bu agikliktan gegebilir. Isinlarin biiyiik bir kismi yanlara dogru kirilarak
kaybolur. Iste bu yiizden prepatin iizerine sedir veya immersiyon yag1 konur ve 1sinlarin
yanlara dogru kirilarak kaybolmasi engellenir. Sedir ve immersiyon yaginin yogunlugu
fazla oldugu icin (havadan) kondansorden ve dolayisiyla objeden gelen 1sinlarin
dagilmasina engel olur ve obje daha iyi goriiliir.

Immersiyon objektifi ile calisilirken dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta, obje en
kiictik biliylitmede bulunmali, daha sonra immersiyon objektifine gecilmelidir (x100). Bu
biiyiitmede sadece mikro vida ile goriintii aranir.

Adi 151k mikroskobunda, boyanmis ve dolayisiyla 6lmiis bakteriler incelenirken, karanlik
alan mikroskobunda bakteriler boyanmadan incelenirler. Bu sekilde bakterilerin hareketli
olup olmadiklar1 ve kirpik durumlart rahatlikla goriilebilir. Karanlik alan
mikroskobundaki kondansor adi 151tk mikroskobundaki kondansérden farklidir. Bu
sekildeki objeler iizerine egik 1sinlar gonderilir ve bakteriler karanlik bir sahada parlak
olarak goriiliirler.

Fluoresans mikroskobunda, 151k kaynagi normal 151k olmayip ultraviyole 1sindir. Bu da
yiiksek basingli civa basingl lambalar kullanilarak elde edilir. Bakteriler normal olarak bu
1sinlar altinda fluoresans 151k sagmazlar. Ancak bu bakteriler Auramin, Korifosfin o,
Tioflavin S, Berberin siilfat, Fuksin Morin ve Primulin gibi fluoresans renk veren
boyalarla muamele edildikten sonra fluoresan mikroskobunda bakilacak olurlarsa karanlik
bir sahada fluoresans renk veren parlak cisimler seklinde goriiliirler.

Faz-Kontrast mikroskobunda ise, adi 151k mikroskobundan farkli olarak kondansor ve
objektifte olmak flizere iki adet difraksiyon (isinlarin kirilmasi) levhast bulunur. Bu
levhalar, elen 15181 dalga boyuda 1/4’liik bir gecikmeyle gelirler. Bu sekilde faz-kontrast
mikroskoplarinda, 1s1k kaynagindan dogrudan dogruya gelen isinlar ve cisimlerden
kirllarak gelen 1sinlar olmak tizere iki tip 1sin vardir. Faz-kontrast mikroskobunda
bakteriler canli olarak incelendigi i¢in, bakteri hareketlerini, boliinmesini, ¢esitli yap1

elemanlarini, inkliizyonlarini incelemek miimkiindiir.
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SOGAN ZARI HUCRESININ INCELENMESI

Canlilar1 meydana getiren, yasama ve ¢ogalma yetenegindeki en kiiciik yap1 birimine Hiicre

denir. Hiicre ilk kez 1665 yilinda ingiliz bilim adami1 Robert Hook tarafindan kesfedilmistir.

Mikroskobun gelismesiyle hiicre hakkindaki bilgiler gelismis ve Hiicre Teorisi ortaya

cikmistir. Hiicre teorisine gore:

1-Canlilarin temel yap1 ve gorev birimi, hiicrelerdir.

2-Biitlin canlilar bir veya bir¢ok hiicreden meydana gelmistir.

3-Hiicreler bagimsiz olmakla birlikte, is boliimiine de katilabilirler.

4-Hiicrelerde canlinin kalitim maddeleri bulunur.

5-Hiicreler kendilerinden 6nceki hiicrelerin boliinmesiyle meydana gelirler.

Hiicreler li¢ ana boliimden olusur. I.Hiicre zar1  1l. Sitoplazma  III. Cekirdek

AMAC

Sogan zar1 hiicresini 151k mikroskobu ile incelemek

MATERYAL

Arac ve gerecler:
mikroskop
kuru sogan
bigak
lam
lamel
damlalik

pens

L N o g s~ wDbd -

bistiiri veya jilet
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ISLEM

1- Bigak yardimiyla sogani1 birkag pargaya bdliiniiz. Etli parcalardan birini biiyiitecle

inceleyiniz.

2-Etli yapragin i¢ kismindaki ince zar1, pens yardimiyla ayiriniz. Bu zar1 da Biiylitecle

inceleyiniz.

3-Sogan zarindan bistiiri veya jilet yardimiyla kii¢iik bir kesit alarak, incelenecek 6rnegi

lamin {izerine koyunuz.
4-Damlalik ile preparatin iizerine bir damla su damlatiniz.

5-Lamelle, lama 45 derece ac1 yapacak sekilde preparatin lizerine yavasga hava almayacak

sekilde kapatiniz.

6- Hazirladiginiz 6rnegi mikroskopta inceleyerek, gordiiklerinizi ¢iziniz.

ﬁ'»—»“‘; . "

Sodan zanmn peas yardemyla gukarm lmass

Ve

J '- Larme!

\SOM i Sodan zan
zan . - ‘\ Lam

PS— | -
chzedns

Soru:

1. Gordiiklerinizi ¢izerek mikroskobun c¢alisma sistemini anlatiniz.
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LABORATUVARDA STERILIiZASYON VE DEZENFEKSiYON

Mikrobiyoloji ¢alismalar1 ve arastirmalarindaki pek ¢ok islem canli mikroorganizmalarin
kullanilmasini igerir. Canli mikroorganizmalar ile yapilan c¢alismalarda laboratuvarda
kullanilan her mikroorganizmanin potansiyel zararli olabilecegi, her kiiltiir sivisinin
patojen organizmalar ve toksik maddeler tasidiklarini unutmamak gerekir. Bu nedenle,
mikroorganizmalarin elimine edilmesi veya aktivitelerinin inhibe edilmesi ile ilgili
metotlara gerek vardir. Bazen biitiin canli yasam formlarmin tamamen ortadan
kaldirilmasi veya sadece zararli organizmalarin elimine edilmesi gerekebilir. Ayrica canli
dokularin i¢indeki ve/veya tizerindeki patojenik bakterilerin inaktivite edilmesinde de bazi
problemler vardir.

Mikrobiyal populasyonlarin kontrol altina alinmasinda cesitli yontemler vardir. Bu
islemler 1s1 uygulamasi, kimyasal sterilizasyon, filtrasyon ve radyasyon olarak
gruplandirilabilir.

Bir ortam veya maddenin tiim canli mikroorganizmalardan arindirilmasi islemine
STERILIZASYON ad1 verilir. Sterilizasyonda biitiin mikroorganizmalar 6ldiiriildiigii
icin “kismi sterilizasyon” gibi bir terim anlamsizdir.

Sterilizasyon metotlar etkili, ¢abuk, basit, ucuz ve pek ¢ok ¢esitli materyale uygulanabilir

olmalidir.

1. SICAKLIK iLE STERILIZASYON: Bakterileri tiirleri hiicrelerindeki igerdikleri su

miktarma bagl olarak sicakliga karsi farkli hassasiyet gosterirler. Endosporlar vejetatif

hiicrelerden daha direnclidir. Vejetatif hiicreler kaynayan su iginde genellikle hizla dliirlerken,

endosporlar daha uzun siire yasayabilirler.

Isinin sterilizasyon giicli sadece sicakliga degil, zamana, nem oranina ve ¢evre sartlarina

baglidir. Sicaklik kuru ve nemli olarak sterilizasyon islemlerinde kullanilir.

1.1. KURU ISI iLE STERILIZASYON: Buhar basinci ile steril edilmeyen porselen, tiip,

balon, pipet, petri kutusu gibi cam malzemenin ve toz halindeki maddelerin sterilizasyonu

kuru sicaklik ile ¢aligan elektrikli veya gazli firinlarda yapilir. Bu firinlar Pasteur firmni olarak

adlandirlirlar. Bu firmlarda cam malzemeler 150 °C’de 3 saat, 160 °C’de 2 saat ya da 170

0C’de 1 saat’de sterilize edilir.
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1.2. NEMLI ISI iLE STERILIZASYON: Besiyeri, diliisyon sivisi, gesitli ¢ozeltiler, belirli
gida maddeleri hazirlandiklar1 cam veya metal kaplarda otoklavda sterilize edilebilir (zorunlu
durumlarda ic¢i bos tiip, pipet, Petri kutusu belli bir hazirliktan sonra otoklavda sterilize
edilebilir. Buda birtakim riskleri beraberinde getirmektedir.

Sterilizasyon icin beklenen siire; otoklavdaki tiim materyaller i¢in etkili olmali, sterilizasyon

sicakligina ulagsmak igin yeterli olmali ve biitiin organizmalarin 6ldiiriilmesi igin istenilen

stirede olmalidur.

Otoklavda kullanilan genel sicaklik/zaman kombinasyonlarini sdyle siralayabiliriz;

-115 °C’de 35 dakika

-121 °C°de 15-20 dakika

-134 °C’de 4 dakika

Otoklavda basaril1 bir sterilizasyon i¢in asagida sayilan noktalara dikkat edilmelidir;

1. Tam bir sterilizasyon i¢in gerekli siirenin otoklav igine yerlestirilen materyalin kalite ve
miktara gore degisecegi unutulmamalidir.

2. Otoklavda steril edilecek malzemeler gevsek olarak aralarinda buharin en kiigiik
gozeneklere girmesine izin verecek sekilde yerlestirilmelidir.

3. Otoklavin basinct hizli bir sekilde diistiriilmemelidir. Aksi halde kaplar igindeki sivililar
kaynar, kaplarindan tagar ve tikaglar: atabilir.

4. Otoklava konulan malzemelerin agizlar1 buharin kaplarin i¢ine girmesine engel
olmayacak sekilde ¢ok siki kapatilamamalidir.

5. Etkili bir sterilizasyon i¢in buhar doymus olmalidir. Buhar istenilen sicaklikta olmali ve
miimkiin olabildigi kadar gaz formda su icermelidir.

6. Kazanin i¢inde su bulunmamalidir. Ciinkii hava basing-sicaklik iligkisini bozar. Ayni
basing altinda hava-buhar karisimi sadece buharin sahip oldugu sicakliktan daha az
sicakliga ulasir. Bu yiizden hava kazandaki ve kazan i¢indeki biitiin materyalden hava
vanasi kapanmadan once ¢ikarilmalidir.

Laboratuvarlarda evlerde kullanilan diidiiklii tencereler birer otoklav olarak kullanilabilir.

Ciinkii bu tencerelerin c¢aligmas1 ve kullanilmasi prensipte otoklav ile aynidir. Hastanelerde

kullanilan biiyiik otoklavlarda ise buhar bir kaynaticidan kazana pompalanir. Zaman, basing

ve buhar kalitesi gibi faktorler otomatik olarak kontrol edilir. Baz1 otoklav modellerinde
buhar kazanin iist kismindan verilir, bdylece hava kazanin alt tarafina kayar. Bu kii¢iik
otoklavlarda kullanilan yukar1 dogru yer degistirmeden daha etkilidir. Cilinkii bu sartlarda

buhar havadan daha hafiftir.

19



Baska bir ¢esit otoklavda ise, kazanin i¢indeki hava buhar verilmeden once pompa ile
bosaltilir. Bu islem delikli materyallerden buharin hizli ve etkin bir sekilde gegmesine izin
Verir.

Bazi materyaller otoklavda steril edilmezler. Ornegin; su gecirmeyen maddeler (petroleum
jelly), 1s1 ile bozunabilen maddeler. Bu maddeler Pasteur firinda veya filtrasyon ile steril
edilebilirler.

Otoklavin saglikli ¢alisip ¢alismadigi, otoklavin igerisine yerlestirilen digital bir termometre
ile, kiikiirt gibi 120 °C’de eriyen maddeler 6zel bir tiipiin igine yerlestirilerek, boyali kagitlar
ile veya biyolojik indikatorler (Bacillus subtilis veya B. stearothermophilus gibi sporlu

bakteriler) yardimu ile test edilebilir.

1.2. ISLAK STERILIZASYON

1.2.1. KAYNATMA ILE STERILiZASYON: Kaynatma yolu ile mikroorganizmalarin
sadece vejetatif formlar1 oliir. Etkili bir sterilizasyon i¢in 100 °C’de 30 dakikalik bir zaman
gereklidir. Bu yontemde sterilizasyon edilecek materyallerin tiimiinin suyun igine batik
durumda kaynatilmasi, kaynatma islemi bittikten sonra malzemelerin nceden steril edilmis
bir pens ile tutularak sudan ¢ikarilmasi gerekmektedir. Kaynatma islemi sterilizasyondan ¢ok

bir dezenfeksiyon islemi saglar.

1.2.2. TINDALIZASYON: 100 °C’nin iizerindeki sicakliklarda bozunabilen besi yerleri
(sekerli, jelatinli besi yerleri) ve baz1 ¢ozeltiler dayanabildikleri sicaklik derecelerine gore (56
—100 °C) birkag giin arka arkaya 1sitilarak steril edilebilirler. Bu ydntemde steril edilecek
materyal genellikle 100 °C’de yarim saat araliklarla 3 giin tutulur. Boylece vejetatif hiicreler
oliir. Ancak sicaklik 100 °C’nin {izerine ¢ikarilmadig1 icin sporlar canli kalir. Materyal ertesi
giine kadar oda sicakliginda bekletilir. Bu siire iginde 1.gilin isleminden etkilenmeyen sporlar
vejetatif forma doniisiir. Materyal 2.giin yine 100 °C’de yarim saat tutulur. Ayn1 islemler bir
giin daha tekrarlanir ve tindalizasyon islemi 3 giin i¢inde tamamlanir.

Tindalizasyon islemi otoklav kapagi tamamen kapatiimadan 100 °C’deki buharin serbestce
disar1 ¢ikacagl durumda, benmari adi verilen metal su banyolarinda, Koch Kazan1 ve Steam
Arnold isimli arag ile yapilabilir.

Tindalizasyon islemi ile sterilizasyon bazen {i¢ giin i¢inde tamamlanmaz. Bu gibi durumlarda

stire birkag giin daha arttirilabilir.
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1.2.3.PASTORIZASYON: Tam bir sterilizasyon degildir. Siit, meyve sulari, krema, bira,

sarap gibi alkollii iceceklerdeki patojen mikroorganizmalarin (biitin mikroorganizmalari

degil) yas 1s1 uygulayarak oldiiriilmesi islemidir. iki ¢esit pastdrizasyon uygulanir;

1. LTH( Low Temperature Holding): Pastorize edilecek materyal 63 °C’de yarim saat tutulur
ve sicaklik en kisa siirede 10 °C’ye diisiiriiliir. Buradaki 63 °C besinlerde zararli olan
Mycobacterium tuberculosis’in bu sicaklikta 15 dakika dldiigiiniin deneysel olarak tespiti
sonucunda bulunmustur.

2. HTST (High Temperature Short Time): Materyal 72 °C’de 15 saniye tutulur ve

sicaklik en kisa siirede 10 °C’ye indirilir.

2. KIMYASAL MADDELER ILE STERILIZASYON: Sterilizasyon i¢in kullanilan
kimyasallar oldukga reaktiftirler ve canli dokulara zarar verirler. Bu yiizden kullanimlarinda
cok dikkatli olmak gerekir. Sadece uygun alet ve yetistirilmis personel bulunan kurulus ve
enstitiilerde kullamlirlar. Ornegin, Etilen oksit (C2H4O)-suda eriyen siklik eter-10.8 °C’nin
tizerinde gazdir. Hava ile temasinda patlayicidir. Bu yiizden azot, CO2 gibi gazlar ile
seyreltilmis halde kullanilir. Sterilizasyon i¢in ise gaz karisimi 6zel kabinler icinde kullanilir
ve etilen oksitin konsantrasyonu dikkatli bir sekilde kontrol edilir. Protein ve niikleik
asitlerdeki c¢esitli gruplar ile reaksiyona giren etilen oksit klinik araclarin, yatak, carsaf vb.

maddelerin sterilizasyonunda kullanilir.

DEZENFEKSIYON

Baz1 kimyasal maddelerin uygun konsantrasyonlarindaki cozeltileri gaz ya da buharlar
mikroorganizmalar1 6ldiirme (bakterisidal) veya tiremelerini durdurma (bakteriyostatik)
ozelligi gosterir. Kimyasal maddeler kullanarak patojen mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi
islemine DEZENFEKSIYON ad1 verilir. Dezenfeksiyon tam bir sterilizasyon degildir, yani
sterilizasyon yerine kullanilamaz. Ciinkii dezenfeksiyon i¢in kullanilan maddeler
(dezenfektanlar) bazi mikroorganizmalar1 ve sporlar1 etkilemez. Dezenfeksiyon islemi daha
cok cansiz objeler ve ylizeyler i¢in kullanilir. Kimyasal dezenfeksiyon yaygin olarak
kullanilmasina ragmen, bazi iglemler i¢in fiziksel metotlar daha uygundur.

Genel amag i¢in kullanilan dezenfektanlarin ideal olarak cok genis kapsamli ve potansiyel
patojenleri dldiirme Ozelligine sahip olmas1 gerekir. Fakat, bir dezenfektan genellikle bazi

organizmalara digerlerinden daha fazla etkilidir. Dezenfektan maddenin etkinligi; diliisyon
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oranina, sicakliga, pH’ya, organik madde veya deterjan varligina, ortamdaki mikroorganizma
cinsine ve ylikiine baglidir.

Dezenfektan maddenin etkili olabilmesi i¢in uygun sartlarda, uygun konsantrasyonda ve
zaman araliginda kullanilmasi gerekir. Hipokloritler gibi baz1 dezenfektanlar kararli degildir.
Baz1 dezenfektanlarinda etkili olabilmesi i¢in eriyik halinde olmast gerekir. Bazi
dezenfektanlar diisiik konsantrasyonlarda etkili olurken, bazi bakterileri metabolize
edebilirler. Ornegin; Pseudomonas tiirleri karbonik asit (fenol) in seyreltik soliisyonlarinda
bliytiyebilirler.

Dezenfeksiyon isleminde kullanilan gesitli kimyasal maddeleri sdyle siralayabiliriz; siilfirik
asit (H2SOa4), hidroklorik asit (HCI), borik asit, benzoik asit, etil alkol, kloroform, fenol,
krezol, lizol, hidrojen peroksit, potasyum permenganat, sonmemis kireg, kire¢ siitii, timol,
iyot, klor, sodyum hipoklorit, kalsiyum hipoklorit, klor amin, antiformin, etilen oksit, sabun

ve deterjanlar, agir metaller, kuaternar amonyum bilesikleri (QACs), boyalar.

Genel olarak yaygin sekilde kullanilan bazi dezenfektanlara drnekler agagida verilmistir:

FENOL VE FENOL TUREVLERI: Uygun konsantrasyonlarda bakterisidaldir. Sitoplazmik
membranin permiabilitesini etkilerler. Lizol, metilfenoliin sabun ile solubilize edilmis
karigimidir. % 0.5 lik konsantrasyonda 15 dakikada spor yapmayan pek ¢ok bakteriyi 6ldiiriir.
Endosporlar % 2 lik lizolde birkag gilinde yasayabilir. Fenol rahatsiz edici bir kokuya sahiptir
ve kullanildiktan sonra yiizeyde yapiskan bir iz birakir.

KLOR: I¢gme sularmin ve yiizme havuzlarinin dezenfeksiyonunda kullanilir. Direk olarak ya
da hipoklorit asit yolu ile etki eder. Organik materyaller veya reaksiyona girdigi diger
maddeler etkinligini azaltir. Hemen hemen biitiin bakterilere ve bakteri sporlarina karsi
oldukga etkilidir. Gaz halinde iken c¢ok tehlikelidir. Bu yiizden genellikle hipoklorit veya
kloraminler olarak sivi halde kullanilir. Klor ¢ozeltileri zamanla etkilerini kaybettikleri icin

taze olarak hazirlanmalidir.

KUATERNER AMONYUM BILESIKLERI: Katyonik deterjanlardir. Besin ve siit
endiistrisinde kullanilan aletlerin dezenfeksiyonunda kullanilirlar. Diisiik konsantrasyonlarda
bakteriyostatik etki gosterirler. Yiiksek konsantrasyonlarda ise bakterisidal etki gosterirler.

Gram pozitif bakteriler ilizerinde daha etkilidirler. Sitoplazmik membranin biitiinligiini
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bozarlar. Sabunlar ve bazi katyonlar (Ca*?, Mg*?), diisiik pH ve organik maddeler etkinligini
inhibe ederler. Kokusuz olmalari, yiizey boyamadiklari, metallerde korozik etki

gostermedikleri, stabil olduklari, ucuz ve nispeten toksik olmadiklari i¢in tercih edilirler.

HIPOKLORITLER: Bakteri ve sporlara karsi olduk¢a etkindirler. HOCI kuvvetli
bakterisidaldir. Sodyum hipoklorit ticari hipoklorit dezenfektanlarin stabilizeri olarak yaygin

olarak kullanilmaktadir.

ALKOLLER: Genellikle etil alkoliin % 50-70 lik konsantrasyonlar1 kullanilir. Yiizey
dezenfeksiyonunda kullanilirlar, sporlart etkili degildirler. Alkol mutlaka su ile karistirilarak
kullanilmalidir, ¢linkii; saf alkol hiicre duvarindaki proteinleri bloke ederek hiicre igine niifuz
edemez. Alkoller etkilerini proteinleri denatiire ederek degil, lipid ¢oziicii ve dehidre edici

ozelliklerinden dolay1 gdsterirler.

FORMALDEHIT: Zehirli buhar1 nedeni ile kullanimima 6zen gosterilmelidir. % 37-40 lik
konsantrasyonlarinda sivi  (formol) veya para formaldehit (kati) halde ylizey

dezenfeksiyonunda kullanilirlar.

AGIR METALLER: Giimiis, civa, bakir, ¢inko, altn tuzlari yaygin olarak kullanilir.
Mikroorganizmalar iizerinde “sidal” etkiye sahiptirler. Hiicre enzimlerini ¢6zelterek veya -SH
gruplart ile birleserek enzimleri inhibe ederler. Cok az miktarlarda ¢ok etkili olmalarinin
nedeni bazi hiicre proteinlerinin bu iyonlara ilgisinin fazla olmasidir. Bazi bakteriler
plasmidler tarafindan kodlanan agir metal direngliligine sahiptirler. Materyal bu maddelerden

yapilmis kagitlar arasina saklanarak uygulanir.

PEROKSITLER: Hidrojen peroksitin %3’lik sulu ¢ozeltisi dezenfeksiyonda kullanilir.
Antimikrobiyal etkisi ¢ok zayiftir.

BOYALAR: Malasit yesili, Brilyant green, Kristal viyolet gibi mikroorganizmalarin
boyanmasinda kullanilan baz1 boyalar bakterisidal etkiye sahiptirler. Kristal viyolet Gram
pozitif koklar tarafindan etkilidir. Akrifavin ve proflavin boyalar 6zellikle gram pozitif

bakteriler iizerinde etkilidir. Boyalarin yogunluklar: ve mikroorganizma tiirii onemlidir.
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FiZIKSEL AJANLAR iLE DEZENFEKSIYON: U.V., DNA vya zarar verebilir ve uygun
sartlar altinda bakterilerin 6liimiine neden oldur. UV’nin etki giicii oldukca zayiftir (toprak
tarafindan kolayca adsorbe edilir), fakat UV lambalar1 (254 nm) havanin ve kapali alanlardaki

yiizeylerin dezenfeksiyonunda kullanilir.

ANTISEPSIS: canli dokularin dezenfeksiyonuna ANTISEPSIS adi verilir. Enfeksiyondan
korunmak veya enfeksiyonu tedavi etmek i¢in uygulanir. Genel olarak kullanilan dezenfektan
maddeler fazlaca sulandirilarak antisepsi uygulanir. Bu maddeler ise antiseptik maddeler

olarak adlandirilirlar. Antiseptiklere ait bazi 6rnekler asagida verilmistir:

Detol: Genel amagla seyreltik olarak kullanilan fenol antiseptiktir. Evsel dezenfeksiyonda
daha konsantre formlar1 kullanilir.

Hekzoklorafen: Antiseptik sabunlarda kullanilir. Bir bis fenoldiir (Molekiil 2 fenol grubu
tasir). Gram pozitif bakterilere kars1 etkindir.

70:30 Etanol-Su Karigimi: Deri antiseptigi olarak kullanilir. Sabunlar antiseptik tasimadiklar
stirece ¢ok az ya da hi¢ antibakteriyal aktivite gostermezler. Sabun bakterilerin, kir ve
yaglarin deriden uzaklastirilmasini saglar.

QACs: Antiseptik kremlerde kullanilir.

Iyod: Alkol ya da sulu soliisyonlar1 potansiyel bakterisidaldir. Ayrica sporisidal bir

antiseptiktir.

3.FILTRASYON IiLE STERILIiZASYON: Yiiksek 1s1 ile sterilizasyon uygulandiginda
fiziksel ve kimyasal yapilarinda degismeler olabilecek serum, enzim, vitamin, antibiyotik,
protein vb. maddeler 1s1ya dayaniksiz olduklarindan filtreden gecirilerek steril edilirler.
Filtrenin yapis1 ve kalitesi yaninda, filtrasyonda etkili olan faktorler arasinda filtre edilecek
s1v1 i¢indeki mikroorganizmanin elektrik yiik, filtrenin kendi elektrik yiikii ve por biiylkligi
sayilabilir.

Cok ¢esitli filtreler vardir; membran filtreler, porselen, cam tozu, amyant (Setiz) diyatome
(Berfeld), asbest, seliiloz asetattan yapilmis filtreler 6rnek olarak verilebilir.

Bir sterilizasyon metodu olan filtrasyon ayn1 zamanda mikroorganizmalarin izolasyonu ve
¢esitli metabolizma {iriinlerinin elde edilmesinde ve havanin sterilizasyonunda da kullanilir.
Filtrasyonda mikroorganizmalar ya filtrenin kiiclik deliklerine mekanik olarak tutunur ya da

elektrik yiiklerindeki farklilik nedeni ile filtreye absorbe olur.
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Membran filtreler mikrobiyolojide en c¢ok kullanilan filtrelerdir. Bunlarin por ¢aplari
genellikle 0.45 um dir. Bu filtreler bakteriler i¢in kullanilir. Son yillarda 0.01-10 um lik por
caplt olan filtreler yapilmistir. Membran ve molekiiler filtreler biyolojik olarak reaksiyona
girmeyen maddelerden yapilmistir. Delik ¢ap1 ¢ok kiigiik (0,2 upm) olan virlislerin ve ¢ok
kiictik partikiillerin ayrilmasinda kullanilan filtrelerde vardir. Filtre cihazi kullanilmadan 6nce

alimiinyum kagitlara ayr1 ayri sarilarak steril hale getirilirler.

4.RADYASYON ILE STERILIiZASYON: 2000-3800 A° dalga boylar1 arasindaki seritte
yer alan ultraviyole 1sinlar1 (UV) mikroorganizmalar {lizerinde bakterisid Ozellige sahiptir.
Gilinesten gelen UV i1sinlari, su ylizeyinde ve havada serbest dolasan mikroorganizmalari
oldrtir.

Radyasyon ile sterilizasyon kisitli bir uygulama alanina sahiptir ve eki mekanizmasi hakkinda
¢ok az ayrint1 bilinmektedir. Radyasyon uygulamalari iyonize radyasyon ve iyonize olmayan

radyasyon olarak ikiye ayrilabilir:

Iyonize Olmayan Radyasyon: Buna en iyi 6rnek UV isinlaridir. UV 1sinlar1 kisa dalga boylu
olduklar1 i¢in ¢ok az etki etme Ozelligi gosterirler. Bu ylizden UV i1smlart hava ve
yiizeylerdeki mikroorganizma populasyonlarinin sayisini azaltmak i¢in kullanilir. Bu yiizden
kullanicilar tarafindan gerekli tedbirler alinmalidir.

Yapilan deneyler sonucunda UV spektrumunda en etkin dalga boyunun her bir
mikroorganizma cinsi i¢in farkli oldugu saptanmistir. E.coli, Yersinia enterocolitica,
Salmonella, Shigella, Pseudomonas ve Protous cinsi Gram negatif bakteriler radyasyona kars1
en hassas olanlardir. Gram pozitif bakterilerin ise bir kism1 radyasyona direng gosterirken, bir
kismi ise direngsizdir. Sporlar radyasyona karsi olduk¢a direnglidir. Mayalar ise
radyasyondan hiicrelerin diploid ya da haploid olusuna gore farkl sekilde etkilenirler.

UV 1ginlan ile sterilizasyon UV lambalari ile saglanir. Ticart UV lambalart 260 nm dalga
boyunda 1sinlar ¢ikarir. UV etkisi lamba ile steril edilecek materyal arasindaki uzakligin
karesi ile ters orantilidir.

UV isinlart hiicre i¢indeki niikleik asitlere etki ederek, hiicrenin metabolik faaliyetlerini bozar
ve hiicrenin 6liimiine neden olur. Hiicre mutasyona urayarak da canli kalabilir. Ancak bu
mutasyona ugrayan hiicreler giines 1518ina maruz birakilirsa bir bagka onarim mekanizmasi ile

normal hallerine donebilirler.
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UV sinlart mikroorganizmalarin  kontrolii yaninda mutasyona neden olduklari igin

mikroorganizmalarin islahinda da kullanilir.

Iyonize Radyasyon: X 1sinlar1 ve y (gama) 1sinlar1 bu grupta yer alir. X 1sinlarmin dalga boyu
100 A°dan y 1sinlart ise 1 A ° dan daha kisadir. Bu 1sinlar molekiillerden elektron kopararak
onlarin iyonlagmasina neden olur. Cok yiiksek penatrasyon ozelligine sahiptirler. Bu 1sinlar
polietilen veya sentetik maddelerden yapilmis cihazlarin, malzemelerin steril edilmesinde,
besin ve ila¢ endiistrisinde kullanilmaktadir.

Biyolojik materyalin sterilizasyonunda iyonize isinlarin kullanilmasi “soguk sterilizasyon”
olarak adlandirilir. Ciinkii, bu islemlerde ¢ok az 1s1 olusur. X 1sinlar tiretildikleri merkezden
her yone dogru yayildiklar1 i¢in uygulayicilarin ¢ok dikkatli olmalart gerekir. y Isinlart ¢ok
derin niifuz etme oOzelliginden dolay1 biiyilk hacimli maddelerin ig¢inde veya iizerindeki
mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesinde kullanilirlar. Bu 1sinlarda ¢alisanlarda zarar verebilecegi
unutulmamalidir. Etkin penetre Ozelliklerinin yani sira, uygulayicilara verebilecekleri

zararlardan dolay1 bu 1sinlarin kullanim alanlari sinirli olmustur.

KATOD ISINLARI: Yeterli siddette uygulandiginda germisidal etkiye sahip 1sinlardir.
Kolay iiretilirler ama penetrasyon giicleri zayiftir. Uygulandiklart maddeyi ¢ok kisa siirede

sterilizasyona ugratirlar.

FOTOOKSIDASYON: Bir bakteri populasyonu blirli bir siire kuvvetli 15132 maruz
birakilirsa, bakterilerin hiicrelerinde yer alan riboflavin ve porfirinlere 15181n etkisi sonucu
oOliirler. Fluoresan (rose bengal, metilen blue vb.) boyalar ile boyanan mikroorganizmalar
kuvvetli 151k altinda tutulursa, boyalar 1s1ktan enerji absorbe eder. Bu enerjiyi fluoresan 1518a

cevirir ve bitisik protein molekiilii aktarir. Proteinlerde bu enerji ile okside olur ve hiicre oliir.

SONIK RADYASYON: Ultrasonik dalgalarin bakterisidal etkisi vardir. Bu ses dalgalar
2000000 saykilin (titresim menzil birimi) lizerinde titresim yapan ses dalgalaridir. Ultrasonik
ses dalgalari, sivi icindeki mikroorganizmalara uygulandiginda hiicreler yirtilmakta ve
icerikleri agiga ¢ikmaktadir. Bu metod mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesinden ziyade, hiicre

¢eperi ve hiicre i¢i yapilarin, enzimlerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir.
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BESI ORTAMLARI VE BESI ORTAMLARININ HAZIRLANMASI

Besi ortami (medium) mikroorganizmalarin biiylimeleri, saklanmalar1 ve transferleri icin
hazirlanan kati veya sivi preparasyonlardir. Mikroorganizmalarin kiiltiir edilmeleri
(bliyiitiilmeleri) i¢cin hazirlanan herhangi bir besi ortaminda mikroorganizmanin tiiriine gore
gerekli olan tiim beslenme gereksinmeleri bulunmalidir. Bunlar;

a. Enerji kaynagi olarak gorev yapan bir karbon kaynagi,

b. Su,

C. Azot kaynagi,

d. Siilfat kaynag,

e. Fosfat kaynagi, Fe™?, Mg*? vb. cesitli mineraller olarak siralanabilir.

Besi ortamlarinin ¢esitlerinden s6z etmeden Once, bakteriolojide siklikla kullanilan bazi
terimleri aciklamak basit laboratuvar iglemlerinde kolaylik saglayacaktir. E. coli gibi bir
mikroorganizmayi gelistirmek i¢in 6nce uygun ve steril bir besi ortami1 hazirlanir. Daha sonra
bu mikroorganizmanin canli hiicrelerini igeren bir miktar materyal steril besi ortamina
aktarilir. Bu az miktardaki materyale INOKULUM (as1) ad1 verilir. Aktarma islemine ise
INOKULASYON (asilama) ad1 verilir. Inokiile edilmis besi yeri uygun sartlar altinda bir
siire bekletilir. Bu isleme ise INKUBASYON ad1 verilir. Inkiibasyon siiresince bakteriler
biiyiir ve boliiniirler, boylece kiiltiir olugur. Kiiltiir; igcerisinde ve {izerinde mikroorganizmanin
gelistigi besi ortamidir.

S1v1 besi yerleri test tiipleri i¢inde kullanilir. Bu tiipler cam ve kapakli, degisik hacimlerde
olabilir. 25 ml. kapasiteli cam kapakli tiipler UNIVERSAL BOTTLE adini alir.

Pek ¢ok kat1 besi yeri ortami, besin maddeleri igeren soliisyonlarin agar ile katilagtirilmasi
sonucu jel gibi (jelly-like) yapisal 6zellik kazanir. AGAR mikrobiyologlar i¢in ideal bir
katilagtiricidir.  Agar Gelidium adli kirmizi deniz alginden elde edilen kompleks bir
polisakkarittir. Bakteriler ve funguslar agar1 kompleks yapisindan dolay: parcalayamazlar,
bdylece agar sadece besi ortamlarini katilastirma gorevi goriir. Agar ayrica tasidigi 6zel erime
ozelliginden dolay1 da katilastirc1 olarak kullanilir. Ciinkii kati agar 90-100 °C’de erir, sivi
agar da 42 °C civarinda katilasir ve 37 °C’de erimez.

Kat1 besi ortamlar1 genellikle 9 cm. ¢apli petri kutularinda kullanilir. Steril kat1 besi ortami
eritilmis halde steril petri kutularina dokiiliir ve donmasi i¢in bekletilir. Kat1 besi yeri iceren
petri kutular1 PLATE olarak adlandirilir.

S1v1 besi ortami gerekli besin bilesenlerinin sadece suda eritilmesi ile elde edilir. Sivi besi

ortamina agar ilavesi ile kati besi ortami elde edilir.

29



BESI ORTAMI CESITLERI
Kemotrofik bakteriler i¢in olan besi ortamlarinda sadece temel inorganikler bulunur. E. coli
gibi heterotrof mikroorganizmalar ise basal besi ortamlarinda bulunan genel organik
maddelere gereksinim duyarlar. Bu basal besi ortamlari;
-  PEPTONLU SU; %1 pepton (protein hidrolizinin eriyebilen {iriinii), %0.5 NaCl; igerir.
- NUTRIENT BROTH; %1 pepton, %0.5 NaCl2, %0.5-1 beef extract (et ekstresi) igerir.
- NUTRIENT AGAR; nutrient brothun %1.5-2 agar ile katilastirilmasi ile elde edilir.
Pek cok bakteri basal besi ortmina gelisemez. Bu temel ortama yumurta, serum, kan gibi
maddelerin ilavesi ile bu bakterilerin gelismesi saglanabilir. Basal ortamlara bu maddelerin
eklenmesi ile lusan besi ortamlari ZENGINLESTIRILMiIS ORTAMLAR olarak
adlandirilir. Bu nalara 6rnek olarak; Kanli agar (blood agar), cikolata agar, serum agar
verilebilir.
SECICI BESI ORTAMI (SELEKTIF) ise; belirli bir grup mikroorganizmanin biiyiimesini
diger bir grup mikroorganizmanin biiyiimesine karsi destekleyen besi ortamidir. Temel
ortama bazi kimyasal maddelerin ilavesi ile veya ortam pH sinin ayarlanmasi ile elde edilen
secici besi ortamlarina Mac Conkey’s broth-agar 6rnek olarak verilebilir. Mac Conkey’s broth
icindeki bile salt (sofra tuzu) enterik olmayan bakterilerin gelismesini inhibe edreken, enterik
olanlar1 etkilemez. Bu besi ortami ile inokulumda her iki grup bakteride bulunuyorsa
bunlardan enterik formlarin izolasyonu saglanabilir. Sunu da unutmamak gerekir ki; biitiin
besi ortamlar1 segicidir, ¢linkii her bir grup bakterinin gelisimini esit derecede saglayan bir
besi ortam1 yoktur.
Zenginlestirilmis besi ortami kullanarak 6rneklerde az sayida bulunan ve ¢alisilmak istenilen
mikroorganizmanin yakalanmasi ve belirlenmesi sansi artar. Ornegin; Selenite broth ile
orneklerde ¢ok az sayida olan Salmonella typhi kolayca belirlenebilir (Selenite broth enterik
bakterileri inhibe eder).
AYIRT EDICIi ORTAMLAR (DIFERANSIYEL) (kat1) da bakterilerin farkli tiirleri
birbirinden koloni karakterleri ile ayirt edilir. Temel ortama ilave edilen kimyasal maddeler
yardimi ile mikroorganizmanin herhangi bir biyokimyasal 6zelliginden faydalanilir. Ornegin;
Mac Conkey’s agar da E.coli gibi laktoz kullanan enterik bakteriler kirmizi koloniler olusturu,
cliinkli olusturduklar1 asidik iirinler besi ortamindaki indikatoriin pHsimi etkiler. Laktoz
kullanmayan enterik tiirler ise bu ortamda renksiz koloniler meydana getirir.
Bazi besi ortamlar1 ne agar nede jelatin igerir. Ornegin; Dorset’s egg homojenize edilmis

tavuk yumurtasi ve tuzun isitilmasi ile yapilir. Bu besi ortamlari mikroorganizmanin dnce
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gelismesini, sonra saklanmasi i¢in kullanilir. Bu tip besi ortamlarma KORUYUCU BESI
ORTAMI (maintenance medium) adi verilir. Dorset’s egg Mycobacterium tuberculosis’in
saklanmasi i¢in kullanilir.
Pek cok besi ortami bilesenleri tam olarak bilinmeyen maddeler (pepton, ¢esme suyu vb.)
icerir. Bazen bir besi ortaminda iz miktarda bile bulunan maddelerin hepsinin bilesenlerinin
bilinmesi gerekir. Bu tiir besi ortamlarma FORMULU BILINEN BESI ORTAMLARI
(defined) adi verilir. Bu tip besi ortamlar1 saf maddelerden belirli oranlarda hazirlanir.
Ornegin; belirli miktardaki inorganik tuzlar, glukoz, aminoasit vb. distile ya da deiyonize
suda karigtirtlir. Bu beis ortamlar1 iizerinde ¢alisilan bakteri tiirinlin  beslenme
gereksinimlerinin belirlenmesinde kullanilir.
TRANSFER BESI ORTAMLARI mikroorganizmalarin gegici saklanmasi amaci ile veya
0zel bir mikroorganizmanin varli@inin arastirilacagi materyalin (6r. Swab) transferinde
kullanilir. Bu besi ortaminin ana gorevi mikroorganizmanin canliligini korumaktir. Biiylimeyi
desteklemez, ¢ilinkii biiylime sonucu olusan atiklar mikroorganizmay1 ve yasayabilirliligini
etkileyebilir. Stuart’s transfer besi ortami anaerobik bakteriler i¢in ve 6zellikle Neisseria igin
uygundur.

BESI ORTAMLARININ HAZIRLANMASI
Laboratuvarda kullanilan besi ortamlarinin formiilleri pek c¢ok laboratuvar kitabinda veya
ticari Uriin kataloglarinda kolaylikla bulunabilir. Ortamlarin formiilleri bulunduktan sonra,
icerdikleri kimyasal maddeler hassas terazilerde tartilarak uygun miktarda su ile besi
ortaminin yapilislarinda tarif edilen tiim isleler uygulanarak karistirilir.
Ticari firmalar tarafindan pek cok besi ortami kimyasal olarak dehidre (susuz) halde toz
olarak laboratuvarda kullanicilara sunulmaktadir. Boyle besi ortamlar1 da uygun
miktarlari,uygun hacim suda eritilerek hazirlanabilir.
pH degeri Olciilen besi ortamlar steril edilir ve uygun steril kaplara aktarilir. Bazen de besi
ortamlar1 6nce uygun kaplara aktarilir, daha sonra steril edilir.
Pek ¢ok agarli besi ortaminda toz besi ortami su ile karistirilir, daha sonra agarin erimesi i¢in
hafifce 1sitilir. Bundan sonra otoklavda sterilizasyon islemi yapilir. Sterilizasyon isleminden
sonra besi ortami yaklasik 45 °C’ye kadar sogutulur. Bu 1sida agar erimis halde kalir. Steril
sartlar altinda agarli besi ortamindan 15-20 ml. Besi ortamu steril petri kutularina aktarilir ve
soguyup agarin donmasi i¢in beklenir.
Bazen agarli besi ortami igeren petrilerde, agar ylizeyi kurutulmalidir. Yiizeydeki nemin

buharlagmasi i¢in, kapagi yar1 agik petriler 37 °C’de Pasteur firmminda 20 dakika bekletilir.
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Tiipte yatik agar hazirlamak icin ise; otoklavdan ¢ikarilan tiipler egik konumda donmaya
birakilir.

Baz1 besi ortamlar igerdikleri bilesenlerden bir veya birkagimin yiiksek i1sidan bozunmasi
nedeni ile otoklavda steril edilemezler. Boyle besi ortamlar1 otoklav yerine buharla isleme
tabi tutulurlar. Glukoz, 1styla bozunan seker, vitamin i¢eren besi ortamlarinda ise, soliisyonlar

filtre ile steril edilir ve otoklavda steril edilmis besi ortamina ilave edilirler.
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BAKTERILERIN BOYANARAK INCELENMESI
Mikroorganizmalar, mikroskopta incelendikleri zaman yar1 saydam ve renksiz olduklar1 i¢in
iyl gortinemezler. Mikroorganizmalarin morfolojik ve sitolojik 6zelliklerinin incelenebilmesi

amactyla, mikroorganizmalarin boyanmalari mikrobiyolojide biiyiilk 6nem tasir.

Mikroorganizmalarin  boyanmalar1 i¢cin 6nce bunlarin preparatlarin  hazirlanmasi
gerekmektedir. Hazirlanan preparatlarin fiksasyonu sirasinda mikroorganizmalar canlilarini
ve hareket kabiliyetlerini kaybederler. Zeminle bir kontrast olusturarak daha iyi incelenebilir
hale gelirler. Bakterileri boyayarak incelemenin 6nemli bir diger avantaji da, farkli boyanma

ozelliklerinin farkli bakterilerin tanilarinda 6nemli rol oynamasidir.

Mikrobiyolojide kullanilan boyalar dogal veya yapay olmakla birlikte genellikle yapay
boyalar kullanilmaktadir. Yapay boyalar, maden komiiriiniin distilasyonu sirasinda elde edilen
benzen halkasi iceren organik bilesiklerdir. Boyalar, benzen halkasina bagli kromofor ve
oksokrom gruplarini igerir. Boyadaki benzen reknsiz organik bir solvent olup, buna bagh
kromofor grubu renk ozelliklerini, oksokrom grubu ise bilesige elektrik ayrisimi 6zelligini

Verir.

Boyalarin protein veya niikleik asitler gibi makromolekiiler, hiicre bilesenlerini boyama

kabiliyeti kromogen kismin iizerinde bulunan elektrik yiikiine baglidir.

Boyalar kimyasal ozelliklerine gore asit, baz ve ndtr boyalar olmak iizere ayrilir. Asit
boyalarda renk maddesi negatif elektrik yiikliidiir yani asit koktedir, bunlara aniyonik boyalar
ad1 da verilir. Asidik boyalar sodyum, potasyum, kalsiyum, amonyum tuzlari halindedir.
Asidik boyalar hiicrenin pozitif yiiklii bilesenlerine biiyiik ilgi duyarlar. Proteinler pozitif
olarak yiiklii hiicre bilesenleridir. Aniyonik boyalarla kolaylikla boyanirlar. Pikrik asit asidik
bir boyadir.

Bazik veya katyonik boyalarda renk maddesi baz koktedir yani pozitif elektrik yiikliidiir, bu
nedenle hiicrenin negatif bilesenlerine biiyiik 1lgi duyarlar. Bazik boyalar klor veya siilfat tuzu
seklindedir. Bakteriler negatif elektrik yikli niikleik asitlerce zengin olduklari i¢in bazik

boyalarla iyi boyanirlar. Metilen mavisi bazik bir boyadir.
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Asit ve bazik renk maddesinin birlikte olusturduklari tuza notral boya ad1 verilir. Asit boyalar,
bazik hiicre komponentlerini, bazik boyalar asidik hiicre komponentlerini boyarlar. Boyama
siiresi, boya ile bakteri hiicresi igindeki veya ylizeyindeki aktif bolgeler arasindaki iyon
degisimi reaksiyonlarin1 kapsar. Boyanma sirasinda hiicrenin katyon kismi boyanin katyon

kismu ile yer degistirir.

Boya ile suda ¢oziinmeyen bilesikler olusturma 6zelligine sahip olan ve bdylece boyanin
mikroorganizma hiicresine girmesini fazlalastiran maddelere mordan adi verilir. Amonyum
oksalat, potasyum hidroksit, tannik asit, osmik asit, ferrik asit, pikrik asit, iyot, aliiminyum,

potasyum, demir, ¢inko, bakir, krom mordan olarak kullanilmaktadir.

Bakterilerin hiicre yapilart ve morfolojik 6zelliklerini gorebilmek, ayirmak ve taniyabilmek
i¢in ¢ok sayida boyama yontemi vardir. Boyama yontemleri ikiye ayrilabilir.
1. Basit boyama

2. Diferansiyel boyama

Basit boyamada tek bir boya kullanilir. Mikroorganizmalarin morfolojik sekillerini ve

dizilislerinin gérmek amaciyla yapilir.

Diferansiyel boyama ayirt edici ve yapilari incelemek amaciyla yapilir. iki farkli boya

kullanilir.
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PREPARAT HAZIRLAMA

Mikroorganizmalarin boyanarak incelenebilmesi ig¢in Oncelikle preparatlarin hazirlanmasi
gerekmektedir. Hangi boyama yontemi kullanilirsa kullanilsin preparat hazirlama {i¢ asamada
gerceklesir. Bunlar; incelenecek Ornegin lam {lizerine yayilmasi, tespit edilmesi ve
boyanmasidir.

Mikroorganizmalar1 incelemek igin iki sekilde tespit yapilabilir. Bunlardan biri 1s1 ile yapilan
fiziksel tesbittir. Digeri ise etil alkol, metil alkol, alkol-eter karisimi, formalin, civa kloriir,
osmik asit gibi maddeler kullanilarak yapilan kimyasal tesbittir. Tesbit islemi sivi i¢indeki
siispansiyon haldeki hiicrelerin lama yapigsmasini saglar. Boyama sirasinda tesbit islemi

yapilmamis hiicreler ise yikama islemi ile uzaklasirlar.

AMAC

Preparat hazirlamak

MATERYAL
1. Kiiltiirler: Mikroorganizma kiiltiirleri (18-24 saatlik)
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Streptococcus feacelis
Bacillus cereus

Micrococcus luteus

1. Arac ve gerecler: Lam, Bunzen beki, 6ze, kurutma kagidi

ISLEM

1. Temiz bir lam {izerine bir damla su koyunuz. Sivi kiiltiir kullaniliyorsa su damlasi
koymaya gerek yoktur.

2. Ozenin ucunu alevde akkor haline gelinceye kadar tutunuz. Alevden fazla
uzaklastirmadan sogumasini bekleyiniz.

3. Ozenin yardimiyla bakteri kiiltiiriinden bir parca alip lamin ortasindaki su damlasinda
siispansiyon haline getiriniz. Stv1 kiiltiir kullaniliyorsa bir veya iki 6ze dolusu kiiltiir lam

izerine koyunuz.
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Bu siispansiyonu lam iizerine ince bir tabaka halinde yayiniz.

Preparati havada kurumaya birakiniz. Preparati kurutmak amaciyla asla iiflemeyiniz ve
havada sallamayniz.

Preparat kurduktan sonra lamin alt yiiziini 2-3 defa alevden gecirerek tesbit ediniz.

Preparat boyanmaya hazir haldedir.
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BASIT BOYAMA
Mikroorganizmalarin tek bir boya ile boyanmalaridir. Bu yontemde tesbit edilmis preparatin
tizerine tek bir boya dokiilerek belirli bir siire beklenir. Basit boyama yapilmis preparatlarda

biitiin hiicreler ayn1 sekilde boyanmig olarak goriiliirler.

AMAC

Basit boyama yontemi kullanilarak mikroorganizmalari incelemek

MATERYAL
1. Kiiltiirler: Mikroorganizma kiiltiirleri (18-24 saatlik)
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Streptococcus feacelis
Bacillus cereus

Micrococcus luteus

2. Boyalar: Metilen mavisi, kristal viyole, karbol fuksin, safranin boya ¢ozeltisi.

1. Aracg ve gerecler: Mikroskop, lam, Bunzen beki, 6ze, kurutma kagidi, ksilol.

ISLEM

1. Usuliine uygun preparat hazirlayiniz.

2. Preparatin iizerine boya ¢ozeltisi dokiiniiz. Metilen mavisi 1-1.5 dakika, safranin veya
karbol fuksin ile 30 saniye, kristal viyole ile 60 saniye muamele ediniz.

3. Bu siirenin sonunda boyay1 uzaklastirip, preparati su ile yikaymiz.

4. Preparat1 kurutma kagidi ile hafif¢e kurulaymiz.

5. Boyanan preparatlart mikroskopta en az biiyiiten objektif ve immersiyon objektifi ile

kontrol ederek degerlendiriniz.

GOZLEM SONUCLAR

1. Kullandiginiz boyaya gore her mikroorganizma i¢in gézlemlerinizi kaydediniz.
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2. GOriintli alaninin gesitli yerlerindeki hiicrelerin tek veya kiime halindeki sekillerini her

bir mikroorganizma i¢in ayr1 ayr1 sekillerini ¢iziniz.

KONU iLE ILGILi SORULAR

Tesbit terimini agiklayiniz?
Is1 ile tesbiti nigin yapariz?

Bakterilerin boyanmasina neden gerek vardir?

A wnp e

Farkli boyalarla yaptiginiz basit boyamalar hiicre morfolojilerinin tesbitinde nasil bir

sonug vermistir?
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NEGATIF BOYAMA

Mikroorganizmalarin biiyiikliigiinii ve seklini daha iyi gormek i¢in uygulanan boyama

teknigidir. Indirek boyama yontemidir. Bu boyama ydnteminde mikroorganizmalar degil

zemin boyanir. Nigrosin veya eosin gibi asidik boyalar kullanilir. Boyanmig zemin tizerinde

mikroorganizmalar agik olarak goriiliir. Negatif boyamda 1s1 ile fiksasyon islemi yoktur, bu

nedenle hiicreler sarar gormez. Boylece dogal sekilleri ve biiyiikliikleri kolayca incelenebilir.

Yine bu yontemle boyanmasi gii¢ olan bakterilerin incelenmesi miimkiindiir.

AMAC

Negatif boyama yontemi kullanilarak mikroorganizmalarin morfolojilerini incelemek

MATERYAL

1.

2.

3.

ISLEM

1. Temiz bir lamin bir tarafina bir damla nigrosin boya ¢ozeltisinden koyunuz.
2. Bir 6ze dolusu mikroorganizma siispansyonu alarak boya ile iyice karigtiriniz.
3. Karigimi diger bir lamin kenari ile iiniform olacak sekilde dikkkatlice yayiniz.
4. Preparati kurumaya birakiniz.

5. Immersiyon objektifi ile preparati inceleyiniz.

GOZLEM SONUCLAR

1. Her bir mikroorganizma i¢in goriiniis sekillerini ¢iziniz.

Kiiltiirler: Mikroorganizma kiiltiirleri (18-24 saatlik)
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Streptococcus feacelis

Bacillus cereus

Boyalar: Nigrosin veya eosin boya ¢ozeltisi., Cini miirekkebi

Arag ve gerecler: Mikroskop, lam, Bunzen beki, 6ze, kurutma kagidi, ksilol.
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2. Farkl bakterilerin mikroskobik goriiniislerini tanimlayiniz.
KONU ILE iLGILi SORULAR
1. Negatif boyama ile diger boyama teknigi arasindaki fark nedir?

2. Bu boyama teknigine ni¢in negatif boyama adi verilmektedir?

3. Negatif boyama i¢in nigrosin yerine metilen mavisi kullanilabilir mi? Agiklaymiz.
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GRAM BOYAMA

Gram boyama diferansiyel boyama teknigidir. Bu boyama tekniginde 4 farkli kimyasal
reagent kullanilir. ilk boya ile hiicre tamamen boyanir. Daha sonra dekolorize edici madde
kullanildiginda bir kisim hiicreler rengini verirken bir kismi da rengini korur. Daha sonra
birinci boyaya karsit bir boya kullanilir. Ilk boyanin rengin koruyan hiicreler ikinci boyayi
absorbe edemez ve mor menekse renginde goriiliirler. Ikinci boyay alan hiicreler ise kirmizi
renkli gériiliirler. Ikinci boyayr alan hiicreler ise kirmizi renkli goriiliitler. Burada Gram’m
iyot ¢ozeltisi mordan olarak is gérmektedir. Alkol ise dekolorize edicidir.

Gram negatif bakteriler kristal viyole rengini kaybederek, ikinci boya olan safraninin rengini
alip kirmizi renkli goriiliirler. Gram pozitif bakteriler ise kristal viyolenin rengini alir ve mor

menekse renkli goriiliirler.

AMAC

Bakterileri Gram pozitif ve Gram negatif olarak iki gruba ayirmak.

MATERYAL

1. Kiiltiirler: Mikroorganizma kiiltiirleri (18-24 saatlik)
Escherichia coli
Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

2. Boyalar: Kristal viyole ve karbol fuksin boya ¢6zeltisi, Gram’in iyot ¢ozeltisi, %96’ lik

alkol.

3. Arag ve gerecler: Mikroskop, lam, Bunzen beki, 6ze, kurutma kagidi, ksilol, sedir yagi.

ISLEM

1. 18-24 saatlik kiiltiirden lam {izerine aliniz ve usuliine uygun preparat hazirlaymiz.
2. Preparatin ilizerine kristal viyole boya ¢6zeltisini dokiiniiz ve 1-1.5 dakika bekleyiniz.

3. Boyay1 dokerek su ile yikaymiz.
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4. Bu siirenin sonunda boyay1 dokiiniiz ve preparatin iizerine Gramin iyot ¢ozeltisinden
dokerek 1 dakika bekleyiniz.

Bu siirenin sonunda Gramin iyot ¢ozeltisini dokiiniiz ve preparati su ile yikayiniz.

Bundan sonra lam1 %96°1lik alkole batip ¢ikararak 10-15 saniye alkol ile yikayiniz.

Lami1 musluk sulu ile yikayiniz.

Lamin tizerine karbol fuksin boya ¢ozeltisinden dokerek 20 saniye tutunuz.

© 0 N o o

Bu siirenin sonunda lamai su ile yikayarak kurutunuz.
10. Boyanan preparatlari mikroskopta en az biiyiiten objektif ve immersiyon objektifi ile

kontrol ederek degerlendiriniz.

GOZLEM SONUCLAR
1. Her mikroorganizma i¢in gozlemlerinizi kayediniz.
2. Gorilintli alanmin gesitli yerlerindeki hiicrelerin tek veya kiime halindeki sekillerinin her

mikroorganizma i¢in ayr1 ayri seklini ¢iziniz.
KONU iLE ILGILi SORULAR
1. Gram pozitif bakterilerde ni¢in kristal viyole tutulmaktadir?

2. Gram boyamanin mekanizmasini agiklayiniz?

3. Boyamada kullanilan kimyasal reaktifler hangi amacla kullanilmaktadir?

46



BAKTERILERDE
HAREKET



BAKTERILERDE HAREKET
Bakteriler hareketli veya hareketsiz olabilir. Bakterilerde hareket aktif veya pasif olabilir.
Aktif hareket, hareket organeli flagella ile saglanmaktadir. Flagella bulunmayan bakterilere
atrik denilmektedir. Hiicrede bir tek flagellum varsa monotrik, flagellum hiicrenin her iki
ucunda ise amfitrik, hiicrenin bir veya iki ucunda iki veya daha fazla ise lofotrik, hiicrenin
her tarafinda ise peritrik adi verilir. Aktif hareket eden bakteri yer degistirir.
Pasif hareket (Brownian hareketi) titresim seklinde kendini gdsterir. Sivi molekiillerinin
bakteri lizerine yaptigr molekiiler bombardiman ile agiklanabilir. Pasif harekette bakteri yer
degistirmez ancak titresim hareketi yapar.
Bakterilerde flagellum bulunup bulunmadig: flagella boyama yontemi ile ortaya konabilecegi
gibi bakterilerin hareket edip etmedikleri c¢esitli yontemlerle saptanabilmektedir. Bu
yontemlerden ikisi asilt damla ve yas preparasyon yontemidir. Asili damla metodunda bakteri
hareketi kolayca goriilebilir.
Bu yontem mikroorganizmalarin gelisme sathalarini incelemek i¢in kullanilabilecegi gibi,

onlarin saf olarak elde edilmeleri i¢in de kullanilabilir.

ASILI DAMLA YONTEMI
Asili damla metodunda bakteri hareketi kolayca goriilebilir. Bu yontem mikroorganizmalarin
gelisme safhalarini incelemek i¢in kullanilabilecegi gibi, onlarin saf olarak elde edilmeleri

i¢cin de kullanilabilir.

AMAC

Bakteri hareketini asili damla yontemi ile incelemek.

MATERYAL
1. Kiiltiirler: Mikroorganizma kiiltiirleri (48 saatlik)
Escherichia coli
Proteus vulgaris
Staphylococcus aureus
Bacillus cereus

Pseudomonas aeroginosa
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2. Arac ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, 6ze, kurutma kagidi, ksilol, sedir yagi vazelin-
parafin.

ISLEM

1. Temiz bir lamelin ortasina bir damla bakteri siispansiyonu koyunuz.

2. Cukur lam1 alevden gecirdikten sonra ¢ukur kismin etrafina vazelin-parafin karigimindan
suruniz.

3. Lameli ters olmak iizere ve kiiltiir siispansiyonu ¢ukur kismin ortasina gelecek sekilde lam
tlizerine kapatiniz.

4. Yiiksek biiylitme giiclii objektifle damlacigin kenar kismini inceleyiniz.

GOZLEM VE SONUCLAR:
1. Bakteri hareketini inceleyerek, hareket yonlerini gézlemleyerek ciziniz.
KONU ILE ILGILI SORULAR:

1. Brownian hareketi ne demektir?

2. Brownian hareketi ve gercek hareket arasindaki farklilig1 agiklaymiz?
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PROTOZOA INCELENMESI

Protozoa ya da Bir hiicreliler; genellikle mikroskobik, bir hiicreli ve dkaryotik canlilari igeren
bir Protista altalemidir.

Tek hiicreli olmalarina ragmen, ¢ok hiicrelilerde goriilen yasamsal islevlerin birgogunu
yapabilirler. Bu nedenle eski zamanlarda viicut maddesi hiicrelere ayrilmamis hayvanlar

olarak kabul edilmis ve "Hiicresizler" adiyla anilmstir.

Sitoplazmalarinda bulunan 6zellesmis yapilara "organel” denilmekte, hareket, sindirim,
bosaltim gibi hayatsal faaliyetlerini bunlarla saglamaktadirlar. Cogu bir c¢ekirdekli,
(Monoenergid), bir kism1 da herzaman ¢ok ¢ekirdek tasiyan (Polienergid) canlilardir. Bazilari
ise yasamlarmin belli bir kismida ¢ok ¢ekirdek tasirlar. Organel olarak; c¢ekirdek,
endoplazmik retikulum, ribozom, golgi aygiti, mitokondri, lizozom, peroksizom,
mikrotubuluslar ve filamentler bulundurular. Hareket organelleri olarak yalanciayaklar,
kamgilar, siller, sirler ve tentakiiller goriiliir. Beslenme sekillerinde ototrof, saprozoyik,
parazitik, kommensal, miksotrof ya da heterotrof beslenme goriiliir. Bosaltimda en belirgin
ozelliklerinden biri; ritmik olarak sisen ve kiiciilen vurgan (kontraktil) kofullarin
bulunmasidir. Bir¢cok denizel tiirde ve parazitlerde bu vurgan kofullar goriilmez.
Cogalmalarinda; eseysiz olarak; boyuna bdliinme, ¢oga bdliinme, enine boliinme, zirh
olusturduktan sonra ikiye béliinme, hiicre dis1 tomurcuk olusturma ve hiicre i¢i tomurcuk
olusturma goriiliir. Eseyli ¢ogalmalarinda; kaynasma (hologami), merogami ve konjugasyon
goriiliir. Tek olarak ya da koloni seklinde yasayan tek hiicreli canlilardir. Bugiine kadar

60.000 kadar tiirii tanimlanmis ve bunlarin yaklagik 1/4'0i parazit olarak bilinir.

AMAC

Su numunesinde protozoalar1 incelemek.

MATERYAL

Arag ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, damlalik.

ISLEM

1.Temiz bir lam ortasina bir damla su numunesinden koyunuz.
2. Lameli lam iistiine kapatiniz.

3. Mikroskopta inceleme yapiniz.
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http://tr.wikipedia.org/wiki/Mitokondri
http://tr.wikipedia.org/wiki/Lizozom
http://tr.wikipedia.org/wiki/Peroksizom
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Mikrotubulus&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Yalanc%C4%B1ayak&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kam%C3%A7%C4%B1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sil
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sir&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tentak%C3%BCl&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ototrof
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Parazitik&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Kommensal&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Miksotrof&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Heterotrof
http://tr.wikipedia.org/wiki/Koful
http://tr.wikipedia.org/wiki/E%C5%9Feysiz
http://tr.wikipedia.org/wiki/E%C5%9Feyli
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hologami&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Merogami&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Konjugasyon
http://tr.wikipedia.org/wiki/Koloni
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr

KONU ILE ILGILI SORULAR:
1.Aktif camurda bulunan protozoonlar hakkinda bilgi veriniz.

2.I¢me suyu olarak kullanilbilecek suda bulunabilecek protozoonlar hakkinda bilgi veriniz
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CANLI MIKROORGANIZMA SAYISININ BELIRLENMESI

Kiiltiirel sayim yapilacak bir 6rnegin ml’sinde binlerce hatta milyonlarca mikroorganizma
bulunabilir. Bu durum dikkate alinarak, genellikle incelenecek sivi 6rnegin (6rnek kati ve yari
kat1 ise homejanatin) uygun seri diliisyonlar1 hazirlanir. Diliisyon hazirlama, mikrobiyolojik
yonden incelmeye alinan orijinal 6rnek i¢indeki mikroorganizma sayisinin belli oranlarda
sulandirilarak (diliie edilerek) daha aza indirilmesini amaclayan bir islemdir. Bu amagla
kullanilan sivililara diliisyon sivisi (diliient) denir.

Damitik su, serum fizyolojik, %4 kuvvetindeki Ringer ¢ozeltisi, tamponlu fosfat diliisyon sivisi
ile Nutrient broth gibi bazi sivi besiyerleri en sik kullanilan diliisyon sivilaridir. Diliisyon
stvilar1 ekimler 6ncesinde hazirlanarak sterilize edilmelidir.

Diliisyon hazirlarken dikkat edilecek en onemli konu, her aktarmada ayr1 bir steril pipetin
kullanilmas1 ve aktarilacak drnegin, aktarmadan hemen 6nce kuvvetlice ¢alkalanarak homojen
bir karisimin saglanmasidir. Bu amagla, tlipler i¢in bir tiip karistiricidan yararlanilabilir.
Karistirma isleminden sonra, steril pipetle tiipteki drnege girilir ve 6rnek 1-2 kere ¢ekilerek

birakilir. Birakma aninda kesinlikle tiflenmez.

AMAC

Bir kiiltiirdeki canli mikroorganizma sayisinin belirlenmesi

MATERYAL.:
1. Kiiltiirler: Mikroorganizma kiiltiirleri (48 saatlik)

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Bacillus cereus
Saccharomyces cerevisiae

2. Besiyerleri: Fizyolojik su, nutrient agar.

3. Arag ve gerecler: Steril petri kutusu ve tiipler, pipet, 6ze, bunzen beki, cam kalemi, etiiv.
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ISLEM

1.
2.
3.

L N o O

9.

Icerisinde 9 ml fizyolojik su bulunan 8 adet deney tiipii aliniz.

Bu tiipleri 1 den 8’e kadar numaralandiriniz.

Ornekten 1 ml alarak 1 numarali tiipe ilave ediniz. Bdylece birinci tiipteki seyreltme 1/10
oraninda sulandirilmis olur.

Birinci tiipten 1 ml alarak, yine igerisinde 9 ml su bulunan transfer edilirse 1/100 oraninda
seyrelme saglanir.

Bu iglemler 8 tiip i¢in tekrarlaymiz.

Daha sonra her diliisyondan steril petrilere uygun miktarlarda koyunuz.

Her diltisyon hazirlamada ayr steril pipet kullaniniz.

Petrilerin lizerine 45 °C’ye kadar sogutulmus bulunan agarli besiyerinden yaklasik 15-20
ml dokiilerek rotasyon hareketi ile mikroorganizmalarin besiyeri i¢inde homojen
dagilimini saglayiniz.

Petrileri donmaya birakiniz.

10. Petrileri ters gevirip etiivde 37 °C’de 24 saat inkiibe ediniz.

GOZLEM VE SONUCLAR

Inkiibasyon sonunda, 30-300 koloni igeren koloni igeren petri kutular1 sayima alinir. Genel

olarak, ytlizeyde gelisen koloniler daha biiyiik, agar i¢inde gelisenler ise daha kiiciiktiir.

Sonuglar asagidaki gibi hesaplanir:

Direk sayim sonucu X diliisyon faktorii= sayr/ml

KONU iLE iLGIiLi SORULAR

1.
2.
3.

Diliisyon hazirlarken neden her seferinde ayri bir pipet kullanilmalidir?

Diliisyon ve diliisyon faktorii arasindaki farkliligi agiklaymiz?

Kullandiginiz  besiyerinde iiremeyen mikroorganizma var mudir? Varsa neden
tirememistir?

Kiiltiirel sayimda kag koloniden fazla ve ka¢ koloniden az plakalar sayllmaz? Neden?
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SAF KULTUR ELDE ETME YONTEMI

Mikroorganizmalar dogada yaygin olarak bulunurlar. Toprakta, suda, kanalizasyonda,
havada, besinlerde ve viicut yiizeyinde. Karistk halde bulunan mikroorganizmalarin
incelenebilmesi i¢in bunlarin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi gerekmektedir. Besi ortamlarinda
tiretilen mikroorganizmalarin tiimiine kiiltiir ad1 verilir. Ekim yapilan besi ortamlar1 uygun
kosullar altinda bekletilirse mikroorganizmalar iirerler. Birden fazla bakteri tiiriiniin tiredigi
kiiltiire karigik kiltiir adi verilir. Yalniz bir kiiltlir mikroorganizmanin {iiretilmesiyle elde
edilen kiiltiire saf kiiltiir ad1 verilir. Mikroorganizmalarin incelenmesi i¢in saf kiiltiirlere
gereksinim vardir. Kiiltlir ortamlar1 kati, yar1 kat1 ve siv1 olabilir. Kat1 besiyerleri tiipte veya
petri kutusunda olabilir. Tiipte besiyeri dik veya yatik olabilir.

Mikroorganizmalarin kiiltiirel morfolojik ve biyokimyasal ozelliklerinin incelenmesi ve
tanimlanmas1 (identifikasyon) icin saf kiiltiirlere gereksinim vardir. Bir mikroorganizmanin
saf halde elde edilmesi islemine izolasyon adi1 verilmektedir. Bu amagla ¢ok ¢esitli yontemler
uygulanmaktadir. Burada sadece siirme yoOntemi verilecektir. Kat1 besi yeri daha onceden
hazirlanarak petri kutularma dokiilir ve katilasmasi beklenir. Katilasma olduktan sonra

karisik kiiltiirden 6ze ile agar iizerine siiriiliir. Kolonilerin tek tek diismesi saglanir.

AMAC

Cizgi ekimi metodu ile karigik kiiltiirden saf kiiltiir elde edilmesi.

MATERYAL.:
4. Kiiltiirler: Mikroorganizma kiiltiirleri (48 saatlik)

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Bacillus cereus
Saccharomyces cerevisiae

5. Besiyerleri: Fizyolojik su, nutrient agar.

6. Arac ve gerecler: Steril petri kutusu ve tiipler, pipet, 6ze, bunzen beki, cam kalemi, etiiv.
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ISLEM

1.

Karigik kiiltiirden bir 6ze dolusu alarak petri kutusundaki besi yeri {izerine bir birine
paralel 3-4 ¢izgi ¢iziniz.

Ozeyi alevde steril ederek, petri kutusundaki besi yerinin kenara yakin bir yerine
dokundurarak sogutunuz.

Petri kutusunu 90 derece ¢evirerek dnceden ¢izmis oldugunuz cizgilere dik olacak sekilde
3-4 paralel ¢izgi ¢iziniz.

Ozeyi alevde steril ederek, petri kutusundaki besi yerinin kenara yakin bir yerine
dokundurarak sogutunuz.

Petri kutusunu 90 derece ¢evirerek dnceden ¢izmis oldugunuz cizgilere dik olacak sekilde
3-4 paralel ¢izgi ciziniz.

Ozeyi alevde steril ederek, petri kutusundaki besi yerinin kenara yakin bir yerine
dokundurarak sogutunuz.

Petri kutusunu 90 derece ¢evirerek dnceden ¢izmis oldugunuz cizgilere dik olacak sekilde

3-4 paralel ¢izgi ciziniz.

GOZLEM VE SONUCLAR

1.
2.

Petri kutularini inceleyerek goriintiiyii ¢iziniz.

Petri kutusundaki farkli 6zellikte tek tek diismiis koloniler var m1?

KONU iLE ILGIiLi SORULAR

1.

Asagidaki terimleri aciklayiniz;

Koloni, saf kiiltiir, karisik kiiltiir, izolasyon, identifikasyon.

2.

Saf kiiltiir ne ise yarar?
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SAF KULTURLERIN IZOLASYONU
Petri kutusundaki agar tizerine tek tek diisen koloniler steril 6ze yardimi ile alinip, i¢inde
yatik nutrient agar bulunan tiiplere transfer edilir. Bu kiiltiirlere de stok kiiltiir adi1 verilir.

Daha sonraki ¢alismalarda bu stok kiiltiirden yararlanilir.

AMAC

Saf kiiltirtin izole edilmesi.

MATERYAL

1. Kiiltiirler: Bir 6nceki ¢alismada zerinde tek koloni bulunan plaklar.

2. Besiyerleri: Yatik nutrient agar tiipleri.

3. Arac ve geregler: Oze, bunzen beki, cam kalemi, etiiv.

ISLEM

1. Tiipleri numaralandiriniz.

2. Aseptik sartlar altinda farkli 6zellik gosteren tek kolonileri ayr1 ayr1 yatik agar tiiplerine
aktariniz.

3. Kiltiirleri 25 °C’de 48-72 saat inkiibe ediniz.

GOZLEM VE SONUCLAR
1. Yatik agar tliplerinde gelisen kiiltiirlere gram boyama yaparak saflik kontrolii yapiniz.

2. Kiiltiirlerin isimlendirilmesini yapiniz.

KONU iLE ILGIiLi SORULAR

1. Kiiltiirlerin saflik kontrolii nasil yapilir?
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KUFLER VE MAYALAR
Funguslar (¢ogulu fungi), farkli ozelliklere sahip Okaryotik organizmalardan olusmus
taksonomik bir gruptur. Kiifler, miselyum olusturan ¢ok hiicreli funguslardir. Funguslarin
diger bir iiyesi olan mayalar ise, tek hiicrelidirler ve genelde miselyum olusturmamalariyla

karakterize edilirler.

KUFLER

Kiifler, dogada hemen her yere yayilmis olan, filamentli (uzantili ve ¢ok hiicreli funguslardir.
Kiif hiicreleri ard arda dizilerek, hif adi verilen hiicre iplik¢iklerini (uzantilarini) olustururlar.
Hifler ¢esitli dallanma ve budaklanmalar yaparak, karmasik bir hif toplulugu olusturacak
sekilde bir araya gelirler. Bu hif topluluklarina miselyum (mycelium=tekil, mycelia=gogul)
denilmektedir. Besiyeri yiizeyine, temas edecek sekilde paralel olarak uzanan veya besiyeri
icine giren hiflere vejetatif hif ya da beslenme hifi, besiyerinin {istiinde kalan ve ¢ogunlukla
kiiflerin tireme organelleri olan sporlar1 tagiyan hiflere ise fortil (fertile) (reproductive) hif
ya da hava hifi adi verilmektedir. Baz1 hiflerde enine bdlmeler (septa) bulunmkatadir. Boyle

hiflere septali, enine bolmelere ayrilmamis hiflere (diiz) ise septasiz hifler adi verilmektedir.

MAYALAR

Mayalar tek hiicrelidirler ve genellikle yuvarlak, oval veya silindirik bir hiicre morfolojisine
sahiptirler. Bir kisim maya ise limon (apiculate) ya da sise sekillidir. Her mayanin kendisine
0zgii bir hiicre morfolojisi vardir. Ancak saf bir maya kiiltiiriinde bile, ireme kosullarina veya
kiltiir yasina bagli olarak, farkli sekil ve boyutlarda maya hiicrelerine rastlanabilmektedir.

Maya hiicreleri, bakteri hiicrelerinden 2-10 kat daha biiyiiktiirler.

AMAC

Kiif ve mayalarin morfolojilerinin incelenmesi.

MATERYAL
1.Besiyeri: Potato Dektroz agar dokiilmiis petri kutular1 (PDA)

2. Arag ve gerecler: Bunzen beki, transfer ignesi, lam, lamel, boya ¢ozeltileri, mikroskop.
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ISLEM

1.

Besiyeri dokiilmiis petri kutularinin kapaklarini agip laboratuvarin cesitli yerlerine
koyunuz.
Kapaklar agik halde 15 dakika bekleyiniz.

Petri kutularini kiif ve mayalarin gelismesi icin 1 hafta oda sicakliginda inkiibe ediniz.

Kiiflerin Mikroskobik Morfolojisi:

1. Temiz lamin iizerine 1-2 damla laktofenol veya laktofenol blue ¢ozeltisi damlatiniz.

2. Incelenecek kiif kiiltiiriinden transfer ignesi ile 6rnek alinarak, lamdaki boya ¢ozeltisi
tizerine dikkatlice ve bastirmadan yayiniz.

3. Ornegi besiyerinden kaziyarak ya da yapilabilirse kiiltiire zarar vermeden kiiciik bir
parga besiyeri (1-2 mm ¢apinda) ile birlikte aliniz.

4. Ornek alimirken, kiif sporlarmin etrafa sacilacag: gereksiz hareketlerden kagminiz ve
petri kutusu kapagini agik birakmayniz.

5. Ornegin {izerini lamel ile kapatiniz. Lam ile lamel arasinda hava kabarcig
kalmamasina 6zen gosteriniz. Eger hava kabarcig1 varsa bir kurutma kagidi ile siviyr
cektirerek hava kabarcigini yok ediniz.

6. Mikroskopta inceleyip, ¢iziminizi yapiniz.

Mayalarin Mikroskobik Morfolojisi:

1.
2.

Temiz lamin tizerine 1-2 damla Loffler’in metilen mavisi ¢ozeltisi damlatiniz.

Incelenecek maya kiiltiiriinden 6ze ile 6rnek alinarak, lamdaki boya ¢ozeltisi icinde
ezdiriniz..

Ornegin iizerini lamel ile kapatiniz. Lam ile lamel arasinda hava kabarcigi kalmamasina
0zen gosteriniz. Eger hava kabarcig1 varsa bir kurutma kagidi ile siviyr gektirerek hava
kabarcigini yok ediniz.

Mikroskopta inceleyip, ¢iziminizi yapiniz.

KONU iLE ILGIiLi SORULAR

1. Cevre Miihendisliginde kullanilan 3 adet kiif hakkinda bilgi veriniz.

2. Biyoteknolojide kullanilan mayalar hakkinda bilgi veriniz.
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SUYUN MIKROBIYOLOJIK INCELENMESI
Sularin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde giivenilir sonuglara
ulasilmasi i¢in su 0rneklerinin teknigine uygun bir sekilde alinmasi ve saklanmasi gerekir. Su

ornegi aliirken dikkat edilmesi gereken en 6nemli hususlar sunlardir:

a) Ornek, tanimlanmis bir biotop kismindan olmali, yani temsilci bir 6rnek olmalidir.
b) Ornege yabanci madde veya organizma karistirilmamalidir.

c) Ornek, miimkiin oldugunca hig bir degisiklige ugratiimadan analiz edilmelidir.

Omek almanin detaylari, ama¢ ve sartlara gore degisir. Bu hususta uluslar arasi
gegcerlilikte bir kural yoktur. Bazen 6rnekleri birlestirmek yerine ayr1 ayr1 analizlerini yapmak
¢ok daha faydali olabilir. Ornekte sicaklik degisimi gaz kaybina (H2S,CO2,02) sebep
oldugundan , sicaklik, pH, ¢oziinmiis gazlar mutlaka 6rnegin alindig1 yerde oSlgiilmelidir.
ornekte bir degisiklige sebep olmadig: taktirde amaca uygun bir koruyucu madde konulabilir.
Omek alindiginda hemen yapilmasi gereken coziinmiis oksijen tayini igin 6zel siseler
bulunur. 200-300 ml’ lik bu siselere, 6rnegin 4-8 saat muhafaza edilebilmesi igin 0,7 mi.
derisik siilfiirik asit ve 1 mi. Sodyum azotiir (2g NaN3, 100 ml. Damitik suda ) ilave edilir.
Biyokimyasal O ihtiyacinin belirlenmesi i¢in alinan 6rneklere hi¢bir zaman koruyucu madde
katilmamalidir. Bu amagla alinan birlesik veya tek 6rnekler 3-4°C te muhafaza edilmelidir.

Sulardan bakteriyolojik muayene i¢in su alma suyun sekline ve yerine, akis ve durus
tarzina gore olacaktir.

a) Cesmeden Ornek alma : Cesmeden Ornek alinmasi icin once musluk alev ile sterilize
edilir. Yarim saat kadar akitildiktan sonra klorlu su ise tiyosiilfat iceren, klorsuz ise steril
siselere 6rnek doldurulur.

b) Kuyudan Ornek alma : Kuyu suyu sabit karakterde oldugundan temsil 6rneginin bilesik
ornek seklinde olmasina gerek yoktur. Siseyi kuyuya sallandirdigimiz ip steril olmalidir ve ip
kuyunun disinda sisenin bogazina baglanir. Ipin bir ucu elde iken sise kuyuya atilir. Ayr1 bir
kagittaki steril sise kapagi, sise disar1 ¢ekilir ¢cekilmez siiratle sisenin agzina takilir.

c) Gollerden Ornek alma : Kiyidan en az 15-20 m. uzakliktan ve géliin suyunu temsil eden

bir yerinden 6rnek alinmalidir.
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d) Akarsudan Ornek alma : Akarsular biiyiik degisikliklerin etkisi altinda bulundugundan
bilesik Orneklerin analizini veya tek tek Orneklerin analizlerinin ortalamasinin alinmasini
gerektirebilir. Kiyidan uzak, akintinin ortasindan 6rnek alinmalidir.
e)Yiizme havuzundan Ornek alma : Ornek, havuzun en ¢ok kullamldig1 zamanda kiyidan ve
derinden tiyosiilfatl siseler i¢ine alinmalidir.
f) Tulumbas1 olan kuyulardan Ornek alma : Once 10 dk kadar isletilerek su akitilir. Sonra
bilinen yontemle su aliir. Ancak belirli bir hastalik etkeni, 6rnegin, tifoya neden olan
mikroorganizma aranacak ise, 6rnek ilk gelen sudan alinmalidir.
g) Su aritma tesislerinden O6rnek alma : Su aritma tesislerinden birlesik veya tek tek
ornekler initenin degisik bolgelerinden degisik zamanlarda alinmalidir. Boylece kimyasal
madde ihtiyaci ve temizlenme derecesi belirlenmis olur.
Orneklerin alinmasiyla analizleri igin laboratuvara ulastirilmasi arasinda gecen siire uzarsa
suyun kalitesinde birtakim degisiklikler meydana gelir. Orneklerin bulundugu siseler, i¢inde
odun talas1 ile karisik buz pargalan bulunan teneke kutularda tasimirsa bu degisiklikler
miimkiin mertebe azalir. Orneklerin alindig1 cam siseler sudaki bazi katyonlari iyon degisimi
veya adsorbsiyonla kaybedebilir. Ayrica camin bilesimindeki sodyum, silikat ve bor 6rnegi
gecebilir. Dogal sulardan alinmis Orneklerde ¢esitli mikroorganizma gruplarina rastlamak
miimkiindiir, 6zellikle igme ve banyo sularinda hastalik yapici olanlariin bulunmasi ihtimali
tizerinde durularak Enterobacter,aceae, Salmonella typhi, S. typhimurium, Shigella
dysenteriae, E. coli, Vibrio parahaemolyticus, V. Cholerae, Leptospira icterohemorrhagie,
Mycobacterium tuberculosis, Clostridium perfingens, kaynagi diski olmayan gesitli tiirleri
Streptococus, Staphylococcus ve Neisseria tiirleri aranir.

Bir su 6rneginden asilanan ve Ozel sartlarda inkiibe edilen ortam, toplam mikrobiyal
populasyonun yalnizca bir kismin1 gosterir. Bu nedenle, farkli mikrobiyal tiplerin izolasyonu

ve sayiminda farkl teknikler uygulanir.

1. Toplam Bakteri Sayim
Seyreltme Plaka Yontemi
« Bir su érneginden steril petrilere 1.0 ve 0,1 ml/ lik miktarlarda koyunuz. Uzerine 45
°C ye kadar sogutulmus Nutrient Agar ilave ediniz.
e Petrilere 8 hareketi yaptirdiktan sonra donmaya birakiniz.

e Petrilere 35 ° C de 24 saat inkiibe ettikten sonra olusan kolonileri sayiniz.
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2. Kolorimetri

Bu islem koliformlarin (Koliform bakteri terimi i¢ine; aerobik ve fakiiltatif anaerobik,
Gram (-), spor olusturmayan ve 35 ° C' de 48 saatlik inkiibasyon sonunda laktozdan asit ve
gaz olusturan tiim basiller girmektedir. Ornegin; E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter

tiirleri) ve sayilarinin belirlenmesidir.

2.1 Kantitatif analiz

Bu analizde baslica ii¢ yontem kullanilir. Bunlardan birincisi, uygun bir besiyeri
kullanilarak seyreltme plaka tekniginin uygulanmasidir, ikinci yontem ise membran filtre
teknigi' dir. Sudaki toplam aerobik bakteri sayisini belirlemeye yonelik olarak kullanilan bu
yontem, laktoz iceren bir besiyeri kullanilarak uygulanirsa koliform bakterilerin sayisini
belirlemek amaci ile de kullanilabilir.

Kantitatif analiz i¢in en yaygin kullanilan teknik ise MPN (Most Probable Number) veya
EMS (En Muhtemel Say1) olarak bilinen tekniktir. EMS yontemi genellikle ayni1 diliisyondan
|' den fazla (genellikle 3 veya 5) tiip kullanilarak gercgeklestirilir. Ayni diliisyondan yapilan
paralel ekim sayisi arttikga, istatiksel olarak daha dogru sonuglar alinacaktir. Aymi

diliisyondan yapilan paralel ekim sayis1 sonsuza ulastiginda ise sayim sonucu kesinlesir.
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Sekil. 1.1 5 tiip kullanilarak EMS y6nteminin uygulanmasi (Gurgiin ve Halkman, 1988' dan)
Cesitli mikrobiyoloji kitaplarinda farkli sekillerde diizenlenmis EMS tablolarina

rastlanilmaktadir.
Olasilik Testi:

e Ayni su 0rneginden tek kuvvetli Lauril Triptoz Broth tiiplerinden ii¢ tanesine 1 ml., {i¢
tanesine 0,1 ml., ¢ift kuvvetli Lauril Triptoz Broth Broth tiiplerinden ii¢ tanesine 10
ml. agilayiniz.

e Biitiin tiipleri 35 °C de 48 saat inkiibe ediniz.

e Inkiibasyondan sonra bulamklik, renk degisimi, ve durham tiiplerinde gaz birikimi
ozelliklerine sahip olan tiipleri “pozitif” deger olarak kaydediniz. Bu 6zellige sahip
olmayan tiipleri ise “negatif” olarak kabul ediniz.

e 0.1, 1 ve 10 ml ekim yaptiginiz tiipler i¢in elde ettiginiz pozitif ve negatif degerleri

yanyana yaziniz, 6rnegin, 0.1 ml i¢in +-- , 1 ml i¢in ++-, 10 ml i¢in +++ degerleri gibi.

68



e Elinizdeki pozitif ve negatif degerleri kullanarak, ilisikte sunulan EMS Tablosundan

su 6rneginizin 100 mililitresindeki koliform bakteri sayisini belirleyiniz.

Onaylama Testi:

Renk degisimi ve gaz birikimi gozlediginiz tiiplerin birinden Eosin Metilen Blue (EMB)
Agar iceren petrilere ¢izgi ekim yapiniz.

Petrileri 35 °C de 24 saat inkiibe ettikten sonra beliren kolonileri inceleyiniz.(E. coli,
yansitilmis 1sikta yesilimsi metelik parlaklikta, direkt 1sikta mavimsi siyah goriiniimde
koloniler olusturur. E. aerogenes ¢ogunlukla mukoid, konveks ve kahverengimsi koloniler

olusturur.)

Tamamlama Testi:

EMB Agarda belirlediginiz tipik koliform kolonilerden bir adet Laktoz Broth tiipiine ve
bir adet egik Nutrient Agar tiipiine (ayn1 koloniden olmak kosuluyla) asilayimniz.

Tiipleri 35 °C de 24-48 saat inkiibe ediniz

Inkiibasyon sonucunda Laktoz Broth tiiplerinde gaz olusumunu kaydediniz. Nutrient Agar

kiiltiirinden Gram boyama yapiniz.

Gram negatif ¢ubuklarin gozlendigi Nutrient Agar kiiltiirlerinden ve E.coli, E. aerogenes

kiiltiirlerinden IMVIC testlerini uygulaymniz.

Bu amagla Indol Testi i¢in Tripton Broth, Metil Red ve Voges Proskouer Testleri igin
MR-VP Broth ve Sitrat testi i¢in Simon's Sitrat Agar tiiplerine asilama yapiniz.

Tiipleri 35 °C de 24-48 saat inkiibe ediniz.

Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirlerin IMVIC testlerini uygun ayiraglar yardimiyla

gerceklestiriniz.
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Su orneginizde E. coli olup olmadigini elinizdeki verileri asagidaki tabloda belirtilen

ozellikler ile karsilagtirarak belirleyiniz.

Tablo. 1.1. Suyun mikrobiyolojik analizinde aranan koliformlarin bazi biyokimyasal

ozellikleri (+;Olumlu, -; Olumsuz, d; Tiire gore degisebilen sonuglar1 ifade eder.)

(Tamer,1988' den)

Laktoz |Glukoz [H>S Indol Metil red |Asetoin |Sitiat Hareket
E. coli + + - + + - - i
Citiobacter [+ + d - + N n n
Klebsiella |+ + - - - ¥ n B
Enterobacter [+ + - - - + + n

KONU iLE ILGILi SORULAR

1. I¢me suyu ve kullanma suyunda bulunmas: gereken toplam bakteri, toplam koliform

degerleri hakkinda bilgi veriniz.

2. Su numunenizden elde ettiginiz sonug degerleri ve bakteri tiplerini yorumlayiniz.
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