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1. MIKROBIYOLOJi LABORATUVARINDA GENEL CALISMA KURALLARI

Laboratuvar calismalarinda dikkatsizlik ve ihmal sonucunda kazalar meydana
gelebilmektedir. Bu bakimdan iyi planlama, dikkatli ¢alisma ve iyi alinmis 6nlemler
onemli ol¢ciide koruyucu fonksiyonlara sahiptir. Bu baglamda, gilivenli binalarin,
ekipmanlarin se¢imi ve yerlesimi, yeterli bilgi ve giivenlik 6nlemleri yaninda, siirekli
olarak tedbirli ve deneyimli olmak gerekmektedir. Laboratuvarlarda ¢alisan Kkisiler;
toksik kimyasallar,tutusabilir, parlayici, patlayici, korozif, patojen, karsinojenik ve
radyoaktif maddeler ile ultraviyole, yiiksek voltaj vb. riskler ile karsi karsiyadir.
Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda ise bu tehlikelere ilave olarak hastalik etkeni
olabilecek mikroorganizmalarla g¢alisiimasindan kaynaklanabilecek riskler de
(kontaminasyon tehlikesi) s6z konusudur. Mikroorganizmalarin hastalik etkeni
olabilecekleri her zaman g6z 6niinde bulundurulmaly, gerekli 6nlemler alinmalidir.

Calisma yerinin temiz ve diizenli tutulabilmesi icin yeterli biyiikliikte oda

temin edilmis olmalidir. Laboratuvarda su diizenlemeler yapilmahdir (EK-1):

1 Genel hijyenik tedbirlere mutlaka uyulmali, ¢alisirken mutlaka temiz
laboratuvar 6nliigii giyilmelidir. Ozellikle mikrobiyoloji laboratuvar i¢in yandan
acilan, yakasi tamamen kapali onliikler segilmeli, laboratuvar alanini terk ederken
onliik ¢ikarilmali, bununla yemege vb.. genel yerlere gidilmemelidir. Enfeksiyon
riskleri yiliksek organizmalarla calisirken lastik eldivenler giyilmeli, eldivenler,
onliikler yikanmadan o6nce dezenfekte edilmeli veya otoklavlanarak dekontamine
edilmelidir.

2. Laboratuvarda gida maddelerinin bulunmamasi, sigara ve cay
icilmemesi gereklidir.

3. Laboratuvar masasi c¢alismaya baslamadan 6nce ve calisma bittikten
sonra dezenfektan bir madde ile silinmelidir.

4. Calisirken elleri agza, yiize, goze veya burna strmemeli, kullanilan
malzemeler de agiza temas ettirilmemelidir.

5. Gomlek ceplerine siv1 veya kati kiiltiir ihtiva eden tliip ya da petri

konulmamalidir.



6. Ekim yaparken pencere acilmamali, konusulmamali, gereksiz el kol
hareketleri yapilmamaldir.

7. Sterilitesinden siiphelenilen malzemeler kullanilmamalidir.

8. Ozeler ekim islemlerinde kullanilmadan 6nce ve sonra mutlaka 6zel bek
alevinde kizil kor haline gelecek sekilde yakilmalidir.

9. Mikroskop, su banyosu gibi malzemeler her giin kullanilmasi sebebiyle
her kullanimdan sonra temizlenmelidir.

10. Etrafa mikroorganizma ytiklu kiltiir tiipleri kirilinca, tizeri dezenfektan
bir maddeye batirilmis pamukla ortiilmeli etkisi gegince toplayip alinmalidir.

11. Kirli tlp-pipet, lam-lamel vb. malzemeler dezenfektanli bir kaba
konulmahdir. Ozeler ateste yakilarak yerlerine kaldirilmahdir.

12.  Petri kutulan veya kiiltirler kapag: acik olacak sekilde masa iizerine
birakilmamalidir.

13. Laboratuvarda sinek, bocek vb. bulunmamalidir. Mikroorganizma
tasiyarak tehlikeli olabilirler.

14. Calisma programi laboratuvara girmeden hazirlanmalidir.

15. Yapilan tim calismalarin kayitlari zamaninda ve dogru olarak
tutulmalidir.

16. Isaretlemelerde cam kalemleri veya kendiliginden yapisabilir etiketler
kullanilmali ve kesinlikle dille 1slatilmaya ¢alisiilmamalidir.

17. Calisma bittikten sonra eller sabunlu su ile yikanmali, dezenfektan
madde ile dezenfekte edilmelidir.

18. Gunlik temizlikte dezenfektanli su kullanilarak laboratuar zemini
silinmelidir. Haftalik c¢alisma sonunda laboratuvardan ayrilirken % 4’lik
formaldehidle fumigasyon veya silme yoluyla genel dezenfeksiyon yapilmali, hemen
laboratuvar terk edilmeli ve hafta basinda cam pencere agmadan alkolle silinerek
islem tamamlanmaldir.

19. Laboratuvarda ilk yardim igin saglik dolabi, g6z tahrislerine karsi 6zel
yikama siseleri, yanik pomatlari ve gerekli diger malzeme bulundurulmalidir.

20. Ellerinde ve yiiziinde ciddi enfeksiyon bulunan ve kontaminasyona
neden olabileceginden siiphe edilen personele mikrobiyolojik muayene

yapmamalidir.



21. Duvarlar, tavan, yer ve esyalar kolay temizlenecek ve gerektiginde
dezenfekte edilebilecek sekilde diizgiin ylizeyli, duvarlarla tavan ve esyalar kolay
temizlenebilecek ve gerektiginde dezenfekte edilecek sekilde diizgiin yiizeyli
olmalidir.

22. (Calisma sahasi direkt giines 1s181na kars1 korunmus olmalidir. Odalar iyi
aydinlatilmis olmalidir.

23. Calisilan kiiltiirlere tiiplere, preparatlara ve biitiin temas yiizeylerine,
canli mikroorganizmalarin bulunabilecegi ve her an bir kontaminasyona neden
olabilecegi diisiincesiyle ¢ok dikkat gostermek ve oOzenle hareket etmek gerekir.
Ayrica, bu etkenlerin solunum, sindirim sistemlerine etkilerini, goz, deri ve
yaralardan olabilecek enfeksiyonlarla meydana getirebildikleri lokal patolojileri de
dikkate alinmahdir. Ozellikle Brucella spp. gibi bazi1 mikroorganizmalarin da hasarsiz
deriden bile dogrudan girebilecegi gozden uzak tutulmamalidir. Buna gore
laboratuvar personelinin enfeksiyon tehlikesine maruz kalmamas1 ve 06zellikle
calisilan materyalin kontamine olmamas1 icin alinabilecek o6nlemler asagida
Ozetlenmistir.

24. Sporlanmis kiiltiirlerle ¢alisirken sagilmasi halinde solunum sisteminde
ve allerjik hasarlanmalara sebep olmamak icin, derhal ortiilmeli, havalandirma ile
atmosfere yayilimi  onlenerek, dezenfektanlarla muamele edilip derhal
uzaklastirilmaldir.

25. Test tipleri mutlaka tiip sporunda dik olarak tutulmali, bankolara yatik
sekilde birakilmamalidir. Bankolar calismaya baslamadan o6nce %70’lik alkollii
pamukla silinerek dezenfekte edilmelidir.

26. Kullanilacak pipetlerin agza gelen uclar sterilizasyondan 6nce pamukla
tikanmali ve 6zellikle pipetlemede agza ka¢gma riskleri 6nlenmelidir. Bu durum her ne
kadar c¢alisma hizi biraz yavaslarsa da glivenceyi arttirirlar.

27. Mikroorganizma kiltirleri ile temas halinde olan homojenizator ve
blender icin 6zel 6nlemler alinmali, havay1r kontamine etmemeleri icin genelde
agizlar1 kapali calisiimaldir.

28. Calismanin sonunda c¢alisilan alan ve masalar mutlak temizlenmeli,
kontamine malzeme ve Kkiiltiirler otoklavlanarak sterilize edilmeli ve sonra yikamaya

alinmalidir. Tezgahlar ve zemin temizlik sonunda dezenfekte edilmelidir.



2. STERILIZASYON, DEZENFEKSiYON, ANTIiSEPSi VE UYGULAMA YONTEMLERI

Sterilizasyon
Ortamdaki tiitm canli ve spor halindeki mikroorganizmalarin éldiiriilmesi

islemidir. Bu islemin uygulandig1 madde veya cisimde gelisme ve cogalma yetenegine

sahip hicbir mikroorganizma kalmamalidir.

Sterilizasyonun amaci;

J Hastalik etkenlerinin etrafa yayillmasina ve bulasmasina engel olmak,
J Besiyerlerini ve diger ortamlar1 mikroorganizmlardan arindirmak,
J Malzeme ve aletlerin mikroorganizmlarla bulasmasini engellemek,

Gidalarin bozulmasini 6nlemektir.

Sterilizasyon merkezleri genellikle 4 boliimden olusturulur:
1. Dekontaminasyon bélimii,
2. Hazirlik ve paketleme bolimi,
3. Sterilizasyon boélimyij,
4

. Depolama bélimii.

Dekontaminasyon bo6liimii mutlaka diger alanlardan ayr1 bir boliim olarak insa
edilmelidir. Diger 3 boliim bir arada genis bir alana yerlestirilebilecegi gibi ideal olan
bu alanlarin da ayr1 ayr1 odalara boliinmesidir. Dekontaminasyon, nesnelerden
patojen mikroorganizmalarin uzaklastirilmasidir. Bu da temizlik ve dezenfeksiyon ile
saglanir.

Dekontaminasyon islemi el ve firca yardimiyla yapilabilecegi gibi ultrasonik
yikayicilar da bu amacla kullanilabilir. Mikroorganizmalarin kuru ortamda iiremesi

azaldigindan, her temizlikten sonra mutlaka kurulama yapilmahdir.

Dezenfeksiyon

Cansiz  nesneler lizerinde bulunan potansiyel olarak patojen
mikroorganizmalar1 elemine eden, genellikle bakteri sporlarini etkilemeyen,

siklikla dezenfektan ad1 verilen kimyasal maddelerle gergeklestirilen bir yontemdir.



Tindalizasyon

Bakteriler icin besleyici 6zellige sahip ve yiiksek 1sida bozulabilecek sivi
maddeler, belirli 1s1 derecelerinde birka¢ giin ust Uste tutularak steril edilir. Bu
amagla benmari ismi de verilen ve belirli sicaklik derecelerine ayarlanabilen su
banyolar kullanilir. Hidrolize olabilecek ¢6zeltiler 70°C 'de, kan, serum gibi proteinli
maddeler ile agilar 56 °C 'de tindalize edilir. icinde steril edilecek besiyeri veya
cozeltiler bulunan tiip veya siseler agizlar1 disarida kalacak sekilde benmarideki su
icine daldirilir. Isitma siiresi ¢ogunlukla 1 saattir. Islem 3 giin iist iiste tekrarlanir.
Direngli sporlar icin daha uzun siirede tutulabilir. Islem aralarinda c¢ozelti veya

besiyeri iceren tiipler +4 °C 'de buzdolabinda bekletilir.

Pastorizasyon

Siit ve sit urinlerinin, meyve sularinin hastalik yapici mikroorganizmalardan
arindirilmasi i¢in kullanilan yontemidir. Siit 63-65°C’de en az 30 dk veya 72-74 9C’de
30-40 sn tutulur ve birden sogutulur. Bu sekilde siitteki patojen bakteriler 6liir. Sadece
1sitya dayanikli nonpatojen bakteriler ve sporlar canli kalir. Bundan dolay1 siit,

pastorizasyondan sonra kullanilincaya kadar 10°C’nin altinda tutulmalidir.

UHT (Ultra High Temperature) Sterilizasyon

Siit ve meyve sularinin aniden 135-150 9C’ye kadar 1sitilmasi bu 1sida 4 saniye

tutulmasi ve aniden sogutulmasi islemidir.

Bir Ortam veya Maddenin Mikroorganizmalardan Arindirilmasinda
Kullanilan Yontemler

Tamimlar

Bakteriyostatik:Bakterilerin ltiremesini inhibe eden ancak 6ldiirmeyen
maddeler.

Bakterisid:Bakterilerin vejetatif formlarini 6ldiiren maddeler.

Virusid:Viruslari inaktive eden maddeler

Germisid:Gelisme donemini tamamlamis olan mikroorganizmalara 6ldiriicti
etki yapma durumu

Fungisid:Patojenik olan ve olmayan mantarlar1 6ldiiren maddeler.

Sporisid: Sporlari 6ldiliren ajanlara verilen genel bir isimdir.



1.Kimyasal Yontemler 2.Fiziksel Yontemler

e Dezenfeksiyon e [s1uygulamak
e Antisepsi -Nemli Is1
e Kemoterapi » Subuhartile

=100 °C (Koch kazani)

3.Mekanik yontemler >100 °C (otoklav)
» Sicaksuile
e Filtrasyon Kaynatma
Tindalizasyon

-Membran filtreler (*)

-Seitz filtreleri -Kuru Is1

-Berkefeld filtreleri » Sicak hava firini

-Chamberland filtreleri > Alevden gegirme

e Isin uygulamak

-UV 151

e Santrifugasyon
e Ezmek
e Basing uygulamak “x1sini

e (Calkalamak Tyt
e Dondurmak

e Kurutmak

e Elektrik akimi uygulamak

Tablo-1: Mikroorganizmalarin arindirilmasinda kullanilan yontemler

1. Kimyasal Yontemler

a) Dezenfeksiyon: Dezenfektan maddeleri ile saglanmaktadir.

b) Kemoterapi: Antibakteriyel kemoterapi (Antibiyotik: sulfonamidler)

c) Antisepsi: Canli ortamlardan bakteriyel kontaminasyonu kimyasal
ajanlar (antiseptik maddeler) ile 6nlemektir.

Sepsis: Yunancada c¢iirlimek-piitrifiye = olmak demektir. Bakteriyel

kontaminasyonu tanimlar.



Asepsis: Belirli bir kontaminasyonun olmamasi durumudur. Canh

ortamlardan bakteriyel kontaminasyonu fiziksel ve mekanik araclarla 6nlemektir.

Dezenfektan tipleri ve Antiseptikler;

> Fenoller (Karbolik asit)

-Fenoller, bakterisid etkilidir, virus ve mantarlara etki etmez. Plasma
membranlarini parcalayarak, proteinleri denatiire eder. Krezoller, genel dezenfektan
olarak kullanilir. Bis-fenoller antiseptik olarak kullanilir.

-Deride irritasyon yapar ve keskin bir kokusu vardir, Ornegin; Krezol, Lizol,

Klorkrezol..vb.

> Halojenler

-lyodin-Povidon: Bakterisid etkilidir. Viruslara etki eder ancak mantarlara
karsi etkisi bulunmamaktadir. Proteinleri denatiire eder.

-Iyodoforlar:lodin ile ayn1 etkdedir ancak daha yavas etkisini gosterir. Cerrahi
operasyonlarda kullanilir. ()rnegin;Betadine, Isodine

> Alkoller

Proteinleri denatiire etmek suretiyle bakteri, zarfsiz viruslar ve mantarlari
oldurir.

Ancak endosporlu bakterilere etkimez. Buharlasir, rezidii birakmaz. Agik
yaralarda proteinleri koagule etmesi sebebiyle kullanilmamalidir. Enjeksiyonlar
oncesinde derinin lizerindeki mikroorganizmalarin uzaklastirilmasinda kullanilir.

-Etanol: 70% konsantrasyonu etkili bir dezenfektandir.

-Isopropanol:Etanolden daha etkili bir dezenfektandir.

> Kuaterner Amonyum Bilesikleri

Katyonik deterjanlardir.Gram pozitif bakterilere etkirler. Mantar, amip ve
zarfli viruslara da etki ederler.Gligcli antimikrobiyal etkili, kokusuz, stable ve
nontoksiktir, dezavantaji kopiik olusturmasi ve organik materyalle karsilasirsa
effektivitesini kaybetmesidir.

- Setrimid (Cetrimide): Bakterisid etkili birantiseptiktir.



-Zefiran (Benzalkonyum Kloriir):Antiseptik ve dezenfektan o0zelliktedir.
Bakteriler, mantar ve protozoonlar tuzerinde aktivite gosterir. Cozeltiler
konsantrasyonlarina gore bakterisidal veya bakteriyostatik aktivite gosterir.Bakteri
sporlarina ve Mycobacterium tuberculosis' e kars1 etkisizdir.

(Pseudomonas suslart bu dezenfektanlara karsi direnclidir, hastane

infeksiyonlari olusturabilirler)

> Aldehitler

Etkili antimikrobiyaller igerirler. Cesitli fonksiyonel grup proteinle kovalent
bag olustururlar.

-Formaldehit(Gaz formu)

Miikemmel dezenfektandir.Formalin,%37’lik sivi suspansiyonu seklinde
kullanilir.Virus ve bakterilere etkir.Mukoz membranlar: irrite eder, kokusu c¢ok
yogundur.

-Glutaraldehit

Formaldehidden daha az irritan ve daha fazla etkilidir.Sterilizasyon yapan
dezenfektanlardan biridir.10 dakikada bakterisidal, tiberkiilosidal ve virlisidal
etkilidir;3-10 saatte ise sporisidal etkilidir. Hastane ekipmanlarinin sterilizasyonunda

kullanilir.Cidex: %?2’lik soliisyonu dezenfeksiyon amaciyla kullanilmaktadir.

> Peroksijenler

-Hidrojen Peroksit: Cansiz objelerin sterilizasyonunda kullanilir.Agcik
yaralarda kullanimi katalaz enzimi ile yikimlanmasi sebebiyle uygun degildir.Kontakt
lens dezenfeksiyonunda kullanilir.

-Benzoil Peroksit: Akne tedavisinde kullanilmaktadir.

-Perasetik Asit: Sterilizasyon ve dezenfeksiyon amaciyla cesitli iretici
firmalar tarafindan sivi, gaz ve buhar formlarinda kullanilmistir. Perasetik asit, keskin
bir kokuya sahip ve berrak bir sividir. Ticari olarak % 35-40 lik soliisyonlar
halindebulunur. Bakteri ve mantarlar1 5 dakikadan az, endosporlari ise 30 dakikada
inaktive eder. Toksik rezidii birakmamasi1 sebebiyle gida ve medikal aletlerin

dezenfeksiyonunda kullanilir.



> Gaz Sterilizatorler

-Etilen Oksit (EO): Yiiksek 1s1 ve basingh buhar ile steril edilemeyen hassas
malzemelerin sterilizasyonunda en uygun yontemdir. EO, giiclii bir antimikrobik ajan
olup bilinen tiim virisleri, bakterileri ve bakteri sporlarini yok eder. EO,
mikroorganizmalarin RNA ve DNA lari ile reaksiyona girip onlarin genetik yapilarini
bozar. Isiya dayaniksiz olan malzemelerin sterilizasyonunda ve 4-8 saat icinde tiim

bakterileri ve sporlari 6ldiirtir. Saf formu toksik ve patlayicidir.

> Agir Metaller

Giimiis: Goz infeksiyonlarinda,

Bakir: Balik havuzlarinin dezenfeksiyonunda,

Civa:Deri yaralarinin dezenfeksiyonunda,

Selenyum: Fungal infeksiyonlarin tedavisinde ve kepek sampuanlarinda,

Cinko: Ag1z dezenfektani ve antifungal olarak kullanilmaktadir.

2. Fiziksel Yontemler

L Is1 uygulamak

Mikroorganizmalarin enzim ve diger protein yapilarini denatiire etmek
suretiyle 6lmelerine neden olur.Steril edilecek malzemenin 1siya dayanikli olmasi
gerekir.Is1 ile sterilizasyonda etkili olan baz1 degiskenler vardir:

-Is1 Derecesi: Is1 derecesi arttik¢a sterilizasyon isleminin stiresi kisalir.

-Etki Siiresi: Is1 ile ters orantilidir. Isinin derecesi arttikca etki stiresi i¢in
gereken zaman kisalir.

-Ortamin Nemi: Nem orani arttikca sterilizasyon icin gereken 1s1 derecesi ve
etki stiresi kisalir. Mikroorganizma icindeki su orani arttikca protein koagiilasyonu
cabuklasacagindan sterilizasyon kolaylasir. Bakteri sporlar: icinde az su bulundugu
icin sterilizasyona daha dayaniklidirlar.

-pH: Notr ortamda sterilizasyon stiresi uzar. Asit ve alkali ortamlarda ise
kisalir.

-Ozmotik Basing: Osmatik basincin artmasida hiicre i¢i suyun azalmasina yol

acacagindan olumsuz etki yaratir.



A)Nemli Is1

Sterilizasyon ortaminda su bulunmasi, mikroorganizmalarin koagiilasyonunu
kolaylastirir. Nemli 1s1 ile sterilizasyonda su buhari ya da sicak su kullanilabilir (Nemli

1s1 kuru 1s1dan daha etkilidir).

a)Su Buhar ile Sterilizasyon

-Basingsiz Buhar ile Sterilizasyon: Basingsiz buhar ile sterilizasyonda temel
ilke, doymus ve akim halindeki basingsiz su buhar1 ortaminda 100° C ile

sterilizasyondur (Ornegin; Arnold kazani veya Koch kazani)

-Basin¢li Buharla Sterilizasyon:Buharla doymus bir ortamda, basing altinda
ve 100 °C nin tzerindeki 1silarda yapilan sterilizasyon islemidir. En 6nemli 6zelligi,
hizli, ucuz ve toksik atik olusturmaksizin sterilizasyon saglamasidir. Bu islemde
otoklavlar kullanilir.Yiiksek basing, 1s1 ve nemle ¢alisan bir makinadir. 121 °C, 1.1
atmosfer basincinda(normal atmosferik basincin iki kati), 15 dakika icinde tim

mikroorganizmalar (vejetatatif ve endospor formlar1 dahil) inaktive olurlar.

Sekil-1: Yatay Otoklav Cihazi
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b)Sicak Su ile Sterilizasyon

-Kaynatma: 100°C 'de 5-10 dakika kaynatma ile mikroorganizmalarin vejetatif
sekilleri ile baz1 bakteri sporlar1 6ltr. 100°C 'de 30 dakika kaynatma ile sterilizasyon
saglanabilir

-Tindalizayon: Hidrolize olabilecek ¢ozeltiler 70°C 'de, kan, serum gibi
proteinli maddeler ile asilar 56 °C 'de tindalize edilir.

B)Kuru Is1

Mikroorganizmalar tizerinde oksidasyon olusturarak etkili olmaktadir.

a) Kuru Sicak Hava ile Sterilizasyon: Kuru sicak hava ile ¢alisan
sterilizatorlere Pasteur firin adi verilir.Pasteur firininda cam, madeni esya, baz toz
halindeki maddeler, siizge¢ kagitlar1 ve yaglar steril edilebilir. Ancak cam malzeme
kesinlikle 1slak olmamalidir. Pasteur firinlarinda farkl isilarda farkli siirelerde
sterilizasyon yapilir. 170-175 °C 'de 1 saat, 160-165 °C 'de en az 2 saat, 150 °C de en
az 150 dakika siire gerekir.Besiyerleri ve sivilarin sterilizasyonu icin bu y6ntem
kullanilamaz.

b) Yakma ve Alevden Gecirme (Flambe etme): Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda siirekli kullanilan igne, 6ze gibi malzemelerin sterilizasyonu i¢in
kullanilir ve alevde kizil dereceye kadar 1sitilmalar1 gerekir. Cam kaplarin agizlari
veya cam aletler alevden gecirmek suretiyle {izerlerinde bulunan
mikroorganizmalardan arindirilirlar.

IL. Isin Uygulamak

Is1 ve diger yontemlerle steril edilemeyen ortamlarin sterilizasyonunda
1sinlardan yararlanilir. Bu 1sinlarin ¢evreye de etkili olmalar1 nedeniyle sinirli ve

onlem alinarak uygulanmalari gerekir.

10°mnm 103 nm 1 nm 103|nm 10% nm 1m 10‘:m
Gamma X-rays uv Infrasad Micro- Radio
rays waves waves

Visible light

380 400 500 600 700 750
Wavelength (nm)

Sekil-2: Dalga boyu spektrumu
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-Iyonize Radyasyon: Gamma isinlari, X 1sinlari, electron bombalama veya
yuksek enerjili 1sinlar 1 nanometreden diisiik dalga boyuna sahiptir. DNA'da
mutasyon olusturarak peroksit liretimine neden olur. Dezavantaji insan dokularina
penetre olarak genetik mutasyonlara sebep olmasidir. En biiytik kullanim yeri
endiistriyel alanlardir.

-Noniyoinize Radyasyon: Ultraviyole 1sinlarin (UV) dalga boylar1 10nm ile
380 nm arasinda degismektedir ve iyonize isinlarin aksine radyasyon enerjileri ve
penetrasyon gii¢leri azdir. Bu nedenle daha ¢ok havay1 ve yiizeyleri dezenfekte etmek
icin kullanilirlar. Operasyon odalari, doku kiiltiirii yapilan odalar, antibiyotiklerin
hazirlandig1 odalar, mikoloji laboratuvarlar ultraviyole isinlarin kullanilabildigi
yerlere ornek olarak gosterilebilir. Sularin sterilizasyonu icin de UV 1sinlan
kullanilabilir.

Ultraviyole 1sinlari kullanirken bazi noktalara dikkat edilmelidir:

UV kaynagi ile dezenfekte edilecek esya arasinda bir engel olmamal;; DNA'da
mutasyonlara neden olmasi, gozde ve deride iritasyon yapmasi nedeni ile gozliikle
veya cam arkasindan gozleme yapilmali; 151n kaynaginin kullanma stiresine dikkat
edilmeli, kullanilacagl ortamda insanlar disar1 ¢ikarilmali, etkisi azaldiginda lamba
degistirilmelidir. Uzun siireli kullanimlardan sonra ortam havalandirilmalhdir.

-Mikrodalga Radyasyon:1 mm’den 1 metreye kadar uzunlktaki dalgaboyunu
kapsamaktadir. Isi, su molekiilleri tarafindan absorbe edilir. Bu radyasyon boylar
ilesu icermeyen bakteriyel endosporlar oélmezler. Ornegin; Trisinella salginlari
mikrodalgada pisirilen domuz etleri nedeniyle meydana gelmistir.

IIlI. Dondurmak

Bakteriyostatik etki olusturur. Mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini
distirerek, tiremelerini ve toksin tiretmelerini engeller.

Buzdolabi Isis1: 0 to 7°C.

Dondurma: 0°C’nin [}

Hizli dondurma:Pek ¢ok mikroorganizmay1 6ldiirmez.

Yavas dondurma:Hiicrenin yapisinda bozulmaya neden oldugu i¢in daha etkilidir.
Ornegin; Vejetatif bakterilerin %35’indan fazlasi 1 yil kadar canli kalirken, parazitler

birkag gilin icinde 6ltrler.
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IV.  Kurutmak (Desikasyon)

Mikroorganizmalar suyun bulunmadig1i ortamda hicresel aktivitelerini
gerceklestiremez ve lireyemezler. Ortama su verilirse tekrar canlanabilirler.

Ornegin; Clostridium sp. ve Bacillus sp. endospor olusturur ve yillarca yasarlar.

Neisseria gonnorrhea ise sadece birkac saat yasar.

V. Elektrik Akim1 Uygulamak
Mikroorganizmalardan dogru veya alternatif akim gecirilirse mikroorganizmalar
tizerinde oldiirtici etkiye sahiptir. Sivi ortamlarda dogru akim (siddetine ve ge¢cme
stiresine bagh olarak), ortamdaki ozon ve klorini agiga cikartir ve bu da bakterisid

etkilidir.

3. Mekanik Yontemler

L. Filtrasyon
*Membran Filtreleri
Mikroorganizma barindiran sivilarin kiiciik porlari olan filtre kagidina aktarilarak
mikroroganizmalardan ari hale gelmesidir. Genellikle 1siya duyarli olan serum, asi,

enzim, antibiyotik ve sekerlerin sterilizasyonunda kullanilir.

HEPA filtreleri (High Efficiency Particulate Air Filter):

Havadaki bakterilerin yok edilmesi amaciyla operasyon odalarinda kullanilir.

Selilloz Membrane Filtreleri: Selilloz asetat (filtrelerinin porlarinin caplari
degiskendir, arastirmalarda ve endiistride kullanilirlar.Bunlar;

0.22-0.45 pm Porlar:Bakterilerin gecisini engeller. Ornegin; Spirochetes,
mycoplasmalarve viruslar dahil degildir.

0.01 pm Porlar: Tiim viruslar ile bazi proteinlerin gecisini engeller.
IL Santrifiigasyon

Yiiksek devirli santrifiijlerle hem bakteriler hem viruslar bir sivi igerisinde

cokebilirler ancak santrifiigasyon yardimiyla tiim bakteriler giderilemez.
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III. Ezmek
Santrifiij yardimiyla ¢okeltide bulunan mikroorganizmalar ezme aletine konarak

ezilebilir ve pargalanabilir ancak buitiin mikroorganizmalar giderilemez.

IV. Basin¢ Uygulamak

Devamli ve yiiksek basing altinda mikroorganizmalar 6lebilirler.
V. Calkalamak

Mikroorganizmalarin devamli ve sertce calkalanmasi bazilarinin 6liimiine neden

olsa da biiyiik bir kismi canlh kalabilir.
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3. MiIiKROSKOP TURLERI VE OZELLIKLERI

> Isik Mikroskobu
Laboratuvarda genel amagclar icin kullanilan genellikle biiylitme kapasiteleri
1000-3000 arasinda olan, 6zel bir aydinlatma sistemine gerek olmadan giines 15181 ve

elektrik 15181 ile calistirllan mikroskoplardir.

Yapisi ii¢ boliimde incelenir:
1-Optik Kisim

2-Aydinlatma Kisim
3-Mekanik Kisim

Okler

Bertrand Mercegi

Analiz6r Mercegi

Kama takma yuvasi

Kaba netlik ayar topuzu

Ince netlik ayar topuzu
RN Kesit sabitleme Klipsleri

RO ——Ddner tabla sabitleme
Diyafram
Filitre
Agma-Kapama digmesi Polarizér

Sekil-3: Mikroskop Boliimleri

> Karanlik Saha Mikroskobu
Ozel kondansatér yardimi ile saglanan karanhk sahada alttan gelen 1sik,
kondansatoriin ortasinda siyah, 151k gecirmeyen bolge nedeni ile yanlardan girerek

preparat Uzerine gelir. Bu sistemde 151k objektif icine direkt giremez yanlardan
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dagilim gosterir. Bunun sonun da bakteriler parlak saha ise karanhik gorilir. Bu
mikroskop 06zellikle spiroketleri incelemede ve hareket muayenesi yapmada

kullanilir.

> Stereo Mikroskop
Stereo mikroskoplar 1sik mikroskobundan farkli olarak sabit diirbiin mantig:
kullanarak ¢alisan 3 boyutlu goériintii tireten bir mikroskop tiirtidir. Mycoplasma sp.

gibi bakterilerin koloni morfolojisinin incelenmesinde kullanilir.

> Fluoresans Mikroskobu

Cesitli boyalar ve uranyum gibi bazi maddeler UV 1si8ilna maruz
birakildiklarinda gériinmeyen bazi 1s1k dalga boylarini gériiniir duruma yani 1s1kli bir
hale gecirirler. Eger dokular, bakteriler ya da hiicreler bu tiir boyalar ile boyanip UV

15181 altinda mikroskopta incelenirse 151k sacan parlak cisimler halinde gériilmektedir.

> Faz-Kontrast Mikroskobu
Canli mikroorganizmalar ya da hiicre icindeki c¢esitli organizasyonlar

olusturduklari kontrastliklardan faydalanilarak incelenebilmektedir.

> Elektron Mikroskobu

Elektron mikroskobunda 1sik kaynagi yerine dalga boyu c¢ok kisa olan
elektronlar ve cam mercekler yerine de elektromanyetik kondansatérler
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin 1s1k mikroskobunda goriilemeyecek kadar
kiiciik yapilarim1 incelenmede kullanilir. Scaning Elektron Mikroskobu (SEM) ve

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) olmak tlizere 2 ¢esidi bulunmaktadir.
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4, MARAZi MADDELERIN ALINMASI VE GONDERILMESI

Bakteriyolojik incelemeler icin gonderilecek marazi maddeler:

> Lezyonlu Organ:El ayasi biiytikliigiinde lezyonlu organ parcalar1 %50
gliserinli serum fizyolojik icinde laboratuvara gonderilmelidir. Ancak uzun siirede
ulastirilacaksa gliserinin bakterisid etkisi bulunmaktadir.

> Kan:Kan orneklerinde etilen daimintetra-asetik asit (EDTA) veya
heparin gibi an antikoagulanlarin kullanilmasi yaygindir. Serolojik ve biyokimyasal
analizler i¢in kan 6rnegi miimkiin oldugu kadar temiz bir sekilde ven6z yoldan alinir.
ideal olarak, kan alinacak bélgedeki deri tras edilmeli(veya tiiyler koparilmali) ve %
70’lik alkolle silinmeli ve kurumasi beklenmelidir. Antikoagulanile alinan érneklerin
alindiktan sonra en kisa zaman igerisinde sadece nazik hareketler ile alt iistedilerek
tam olarak karistirilmasi gereklidir.Serum ornekleri icin jelli tiipler kullanilabilecegi
gibi yoklugunda alinan kan oda 1sisinda 1-2saat siireyle pihti olusmaya baslayincaya
kadar birakilmalidir. Daha sonra steril bir ¢ubuk ilegevresi cizilerek ve tiipler 4
0C’deki buzdolabinda birka¢ saat veya bir gece bekletilir daha sonra 6rnek 1000
devirde yaklasik 10-15 dakika stireyle santriflij edilir ve serum yavasga pipetle
alinabilir.

> Diski ve Barsak igerigi: Diski ornekleri, mikrobiyolojik muayene i¢in
svapla alinarak uygun transport medyum icerisinde 42C’de tasinmalidir. Barsak
icerigi, 50 cc’lik siselere alimir.ince barsak icerigi laboratuvara aymi giin icinde
ulastirilamayacak ise 50 ml ince barsak igerigine 5 damla kloroform ilave edilerek
gonderilmelidir.

> Siuit: Mastitis teshisi i¢cin hasta meme loplan icerisindeki ilk stitler ayr
bir kaba alinmalidir. Steril sartlarda alinan 5 - 8 ml siit numunesi soguk zincirde, en
gec 24 - 48 saat icerisinde laboratuvara ulastirilmalidir. Laboratuvara ulastirmada, 2
glin gecikecekse; bakteriyel aktivitenin 6nlenmesi icin 50 cc siite % 10’luk Borik
Asit'ten 5 cc konmalidir.

> Goz ve Nazal AKinti: Ornekler, konjunktivadan palpebranin ayrik
tutularak nazikge svap yardimi ile alinmasiyla toplanir. Daha sonra svaplar, transport
medium igerisine konulur. Nazal akintilar (tiikiirik, gozyasi), tercihen tel saph

dakron, pamuk ve gazl bez svaplariyla alinmalidir. Svabin transport medium ile
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1slatilmasi veya nemlendirilmesi, 6rneklerin alinmasinda yardimci olabilir. Svap, bir
dakika kadar sekresyonlar ile temas ettirilmelidir. Daha sonra transport medium
icerisine yerlestirilmeli ve gecikmeden 4°C’de laboratuvara gonderilmelidir.

> Apse: Apse ornekleri, apse duvarindan kazinti ile birlikte toplanmalidir.
Apsenin orta kismindaki irin genellikle sterildir. En iyi kultiir sonuglari, yeni meydana
gelmis apselerden 6rnek toplandiginda alinir.

> Abort (atik): Fetal abomasal igerik (ruminantlarda), akciger, karaciger
ve fotus icinde ve Uzerindeki biiyiik lezyonlardan ornekler alinmalidir. Sigir ve
koyunlarda plasentanin infekte kisimlari, 2 veya daha fazla kotiledon, uterus akintisi,
leptospiral abort olasiliginda ana hayvanin 20 ml orta idrar1 alinmaldir. Serolojik
testler i¢cin serum 6rnekleri alinmalidir.

> idrar: idrar 6rnekleri, idrar analizi, bakteriyel mikroskopi, kiiltiir veya
klinik bir bakteritrinin bulunup bulunmadigini saptamak i¢in génderilebilir. Normal
olarak idrarda bakteri bulunmamalidir. idrarin alinmasinda dikkat edilecek nokta ise
olabildigince iiretradan ve c¢evreye bulastirmadan alinmasidir. Bakteriyolojik
prosediirler agisindan tercih edilen toplama yontemleri sistosentez, katater veya orta
idrar1 érnekleridir. idrar yolu enfeksiyonlarinin arastirilmasi icin en iyisi taze sabah
idrarinin alinmasidir. Ornekler en gec 4 saat icinde ekimleri yapilmahdir.

> Genital Bolge Akintilar1 ve Semen: Ornekler vajinal veya prepusyal
yikama ya da uygun svaplarin kullanilmasi yoluyla alinabilir. Semen 6rnekleri en iyi
sekilde bir yapay vajina kullanilarak alinabilir. Siklikla spesifik transport medium
kosullarina gereksinim duyulur.

> Deri: Mikrobiyolojk muayene i¢in infekte deri lezyonlarindan biyopsi
veya kazint1 6rnekleri steril kaplar icerisinde en kisa zamanda laboratuvara ulastirilir.
Fungal infeksiyonlar icin ayrica deri kazintilar1 ve tirnak kullanilir. Fungal
enfeksiyonlarin tespiti icin alinan orneklerde, lezyonlarda bulunan yabanc
maddeleri, kontaminant mantar sporlarini ve diger ajanlar1 gidermek icin; lezyonlar,
%70 alkole batirilmis pamukla iyice silinirler. Alkol kuruduktan sonra, pens, kiiret,
bistiiri, vs. ile lezyonlarin kenarlarindaki aktif bolgelerden deri kazintis1 alinarak
steril kuru petri kutularina veya siselere, yeteri miktarda toplanir ve agz1 iyice
kapatilir. Kanathh hayvanlarda Marek hastaligindan siiphelenildiginde viral

antijenlerin saptanmasi i¢in tily u¢larinin alinmasi gereklidir.
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Marazi Maddenin Kabul Kriterleri

1-Marazi maddeleri ¢ok taze olmali ve yeteri miktarda alinmahdir.

2- Hastadan, atesli donemde materyal alinmasi tercih edilmelidir. Clinkii kanda
fazla miktarda etkene rastlamak miimkiindiir. Atesli durumda iken genellikle kan
alinarak hemokiiltiirler yapilir. Kronik devrede ise, genellikle kanda mikroorganizma
yoktur. Etkenler doku ve organlara yerlesir ve burada da bozukluklar meydana
getirirler. Hastalik etkenleri viicuttan cesitli sekret (siit, sperma, tiikiiriik, v.s.) ve
ekskretlerle (idrar, gaita, krase, burun akintilari, uterus akintilari, v.s.) disar1 atilirlar.

3- Muayene icin gonderilecek organ ve dokular: lezyonlu karaciger, akciger,
dalak, bobrek, beyin, lenf yumrulari, uzun kemik, barsak, deri ile kan, siit, idrar,
sperma, BOS, vicut bosluklarindaki eksudatlar, gozyasi akintisi, tracheal ve
intrauterin svaplar ve frotilerdir. Alinan numuneler bakteriyolojik muayeneye uygun
olmali, materyal taze kadavradan alinmalidir. En ge¢ 6liimden 2 saat sonra alinip
soguk zincirde en kisa siirede laboratuvara ulastirlmalidir. Kisa siirede
laboratuvara ulastirllamayacak ise % 50 steril gliserinli FTS igerisinde
gonderilmelidir.

4- Marazi maddeler, antibiyotik veya Kkemoterapotik maddelerin
uygulanmadig1 hastalardan veya antibiyotik uygulamasindan 6nce alinmalhdir. Eger
antibiyotik tatbik edilmisse, viicuttan atilma siiresini bekleyip ondan sonra materyal
alinmalidir.

5- Marazi maddeler, aseptik kosullarda alinmali ve steril kaplara konarak
hemen soguk zincirde laboratuvara ulastirilmalidir. Laboratuvarda ayni giin ekim
yapilmayacak ise -20°C’de muhafaza edilmelidir.

6- Alinan kanlar, usuliine uygun olarak serumu c¢ikarilir ve gonderilir. Eger
isteniyorsa antikoagulanl tiipler icerisinde de kan gonderilebilir.

7-Bakteriyolojik, mikolojik ve virolojik incelemeler i¢in kullanilan kaplarin ve
tiplerin steril olmasi gereklidir. Marazi maddesi almak icin makas, bisturi ve
penslerin de ayni sekilde kaynatilarak sterilize edilmesi ve soguduktan sonra
kullanilmasi uygundur.

8- Gonderilen numuneler ayr ayri alinip, lizerlerine etiket bilgileri eksiksiz

yazilmalidir.
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5. MIKROORGANIZMALARIN URETILMESIi VE BESIYERLERI

A)Canh Ortamlar B)Cansiz Ortamlar

1-Doku kiiltiirleri 1-Genel Besiyerleri

2-Embriyolu Yumurtalar -Buyyon(sivi)

3-Deneme Hayvanlari -Agar (kat1)
-Konvansiyonel Hayvanlar 2-Ozel Besiyerleri
-SPF(Specific Pathogen Free)Hayvanlar -Selektif Besiyerleri
-Mikropsuz (Germ Free) Hayvanlar -Diferensiyel Besiyerleri

-Zenginlestime Besiyerleri
-Biyokimyasal test. Besiyerleri
-Transport Besiyerleri

-Ozel Amach Besiyerleri

A)Canli Ortamlar:Biyolojik Test Sistemleri

1. Doku ve Hiicre Kiiltiirleri: Tiip, sise, petri kutusu vb. gibi laboratuvar kaplarinda

uygun besleyici sivilarin igerisinde iiretilerek kullanilan canli dokulardir. Hiicreler
dokulardan ex vivo olarak birka¢ giinde saflastirilabilir, ayristirilabilir. Hiicreler
kandan kolayca elde edilebilir; ancak sadece beyaz kan hiicreleri kiiltiirde iireme

yetenegine sahiplerdir.

2. Embriyolu Yumurtalar: Yumurtanin hayvan orijini (tavuk, o6rdek, hindi),
inokulasyon yollar (korio-allantoik membran, amniyon boslugu, allantoik bosluk, sar1
kesesi) ve embriyonun yasi; lretilmesi istenen etkene gore degisir. SPF (specific
pathogen free) yumurtalar icinde belli bakteriyel ve viral etkenlere karsi olusmus
antikorlar bulunmamalidir. Sonuglar1 diger hayvanlarin yumurtalarindan elde

edilenlere gore daha giivenilirdir.
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3. Deney Hayvanlari: Bakteriyel ve viral etkenlerin izolasyon ve identifikasyonlarinda
canli ortamlarin basinda deney hayvanlari gelmektedir. Bunlar ¢cogunlukla fare, kobay,
tavsan, hamster, tavuk ve diger hayvanlardir. inokule edilen maddede bulunan etkenin
ozelligine gore hayvanin tiirt, yasi, cinsi ve inokulasyon yollar1 degismektedir.

-Konvansiyonel Hayvanlar: Herhangi bir saglik kontroliinden ge¢meyen
hayvanlardir ve genel amaglar i¢in kullanilirlar. Sadece yem ve su vermekten 6te hi¢bir
0zel beslenme ve bakim wuygulanmadigl i¢in apatojen ve patojen etkenleri
sistemlerinde ve derilerinde bulundurabilirler. Bu hayvanlara uygulanan ¢alismalarin
sonuglari giivenilir degildir.

- SPF(Specific Pathogen Free)Hayvanlar: Bu hayvanlarin sistemlerinde
cesitli mikroorganizmalar bulunabilir ancak patojenik mikroorganizmalar
(Tuberkiiloz, Salmonellozis ve bazi viral etkenler) yoniinden temizdir. Bu hayvanlarin
yetistirilmesi i¢cin verilecek yem ve suyun mikrobiyolojik incelemeleri yapilmis olmasi
ve havasinin filtrelenerek verilmesi gerekmektedir. Bu hayvanlarla yapilan
calismalarin sonuclari daha giivenilirdir.

- Mikropsuz (Germ Free) Hayvanlar: Herhangi bir apatojen yada patojen
mikroorganizmalari ihtiva etmedikleri gibi kanlarinda da bu etkenlere karsi antikor
olusmamalidir. Mikropsuz hayvanlar sezeryan operasyonu ile 6zel hava kontrol
linitelerinde (Thord Gustafsson) yetistirilirler. Elde edilen sonuglar ¢cok daha giivenilir

ve dogrudur.

B)Cansiz Ortamlar: Biyolojik Olmayan Test Sistemleri

Besiyerleri, mikroorganizmalarin (Rikettsia, Chlamydia ve bazi viruslar haric)
invitro lireme ve ¢ogalmalarini saglayan steril ortamlardir. Besiyerleri (besi ortami,
ortam, vasat, kiiltiir ortami, kiltiir vasati, kiltiir besiyeri) mikroorganizmalarin
gelistirilmesi icin formiilize edilmis ortamlardir. Bunlar, mikroorganizmalarin
gelistirilmesi, izolasyon, identifikasyon, sayim, duyarlilik testleri, sterilite testleri,
klinik 6rneklerin incelenmesi, gida, su ve cevre kontrolleri, biyolojik triinlerin elde
edilmesi, antibiyotik ve vitamin analizleri, endiistriyel analizler vb. gibi ¢ok farkh

amaglara yonelik olabilir.
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1- Genel Besiyerleri: Genel besiyerleri laboratuvarlarda
hazirlanabilmektedir. Bilesimine giren maddeleri kolay bulunur ve ucuzdur. Herhangi
bir inhibitor madde icermeyen, besin maddelerince yeterli veya zengin, herhangi bir
mikroorganizma grubunun gelismesini 6zel olarak desteklemeyen, bazi zor
gelisenlerinde dahil oldugu ¢ok sayida mikroorganizmanin gelismesini saglayan

besiyerleridir.

> Buyyon (broth) (siv1 besiyeri): Fransizcada ‘bouillon’ kaynatmak
anlaminda kullanilmaktadir. Buyyon, bakterilerin liremesi icin kullanilan et suyu
anlamina gelmektedir.

> Agar (kat1 besiyeri): Cesitli deniz yosunlarindan ekstrakte edilen kuru,
yapiskan karakterde bir maddedir. Toz veya lifler halinde hazirlanir. Sivi ortamlari
katilastirmak icin %2-3 oraninda kullanilirken, yari-kati ortamlar icin %0.3-0.5

oraninda s1v1 besiyerine ilave edilir. Agar, 90-98 °C’de erir ve 40-42 °C’de katilasir.

2- Ozel Besiyerleri: Bu tiir ortamlar calisma amacina gore hazirlanarak

kullanilir ve yapilar1 daha komplikedir.

-Selektif Besiyerleri: Selektif besiyerleri, karisik bir mikrobiyal floradan
gelismesi istenmeyenleri olabildigince fazla baskilamak, ancak gelismesi istenenler
icin-tersine olarak-minimum diizeyde olumsuz etki yapmak tizere formiilize edilir. Bu
amaclagenellikle cesitli inhibitér maddeler kullanilir. Ornegin; Besiyerlerine katilan
Kristal Viyole, Gram pozitif bakterilerin iiremesini inhibe ederken; Potasyum Tellurit,
Thallium Acetate, Sodyum Azid gibi maddeler Gram negatif bakterilerin liremesini

inhibe etmektedir.

-Diferansiyel Besiyerleri: Diferansiyel besiyerlerinde gelismesi istenen
mikroorganizma yaninda diger mikroorganizmalar da gelisebilir. Ancak basta koloni
morfolojisi olmak tlzere cesitli farkliliklar ile hedef mikroorganizma digerlerinden
ayrilir. Ayirt edici koloni 06zelligi, c¢esitli pH indikatorleriboya maddeleri,
indirgeyiciler, diger indikatorler vb. maddelerin besiyerine ilavesi ileyapilir. Pek ¢ok

mikroorganizma belirli bir karbohidrati kullanirken asit olusturur vebuasitlik pH
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indikatérii ile kolayca belirlenebilir. Ornegin; MacConkey Agar, EMB Agar, Hemoliz
reaksiyonlari icin Kanli Agar.

-Zenginlestirme Besiyerleri: Karisik bir mikroflora icinde hedeflenen
birmikroorganizmay1 gelistirmek, sayisini artirmak, hiicrede olasi hasarlarin
giderilmesinisaglamak vb. amaglarla kullanilan zenginlestirme besiyerleri, 6n
zenginlestirmebesiyerleri ve selektif zenginlestirme besiyerleri olarak gruplandirilir.
Ornegin; Tetrathionate broth vb.

-Biyokimyasal Testler icin Besiyerleri: Bir mikroorganizma izolatinin
tanimlanmasi icin halen en ¢ok kullanilan testler biyokimyasal nitelikli olanlardir.
identifikasyon besiyerleri, mikroorganizmanin belirli bir besin maddesini (6rnegin,
laktoz) kullanip kullanmadiginin saptanmasi, belirli bir besin maddesinden
metabolizma sonunda tayin edilebilecek metabolitleri (6rnegin; Triptofandan indol)
olusturup olusturmadiginin belirlenmesi vb. amaglar ile kullanilr.

-Transport Besiyerleri: Cevre kosullarina duyarlh olan bakterilerin izole
edilebilmesi icin 06zel besiyerlerinde laboratuvara ulastirilmasi gereklidir.
Bakterilerin bu ulasim sirasinda aktivitelerini koruyabilmesi i¢in bu besiyerleri
kullanilmaktadir. ﬁrnegin; Amies, Stuart Medium

-Ozel Amach Besiyerleri: Agar disk difiizyonu ile yapilan antimikrobiyal
duyarlilik ve minimal inhibisyon konsantrasyon testleri, vitamin ve aminoasitlerin
mikrobiyal yolla belirlenmesi, saf kiiltiirlerin korunmasi (koleksiyonu), tasinmasi gibi

0zel amaglara yonelik olarak kullanilan ¢esitli besiyerleri de vardir.

Besiyerlerinin Hazirlanmasinda Dikkat Edilecek Kurallar

1- Besiyeri kutusunun tizerinde yazan oranlara gore toz besiyeri distile su
ilesiispanse edilir. Is1 yardimi ile homojen bir sekilde karismasi icin benmari
icerisinde bekletilir.

2- Dikkat edilecek diger bir nokta ise pH’dir. Her besiyeri istenen pH
derecesine gore ayarlanmalidir. Sayet pH, istenen deger lizerinde ise asidik bir
madde( HCI), altinda ise bazik bir madde (NaOH) katilarak derecesi ayarlanir.

3- Besiyerlerinin bir kismi otoklavda, bir kismi sadece kaynatilarak
sterilize edilir.Baz1 besiyerlerinin formilden hazirlanmas1 gerektigi gibi, selektif

besiyerlerinin bir kismina sterilizasyon sonrasinda ¢esitli katkilar ilave edilir.
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4- Cogu besiyeri, otoklavda 121°C’de 1.1 atmde ve 15 dakikadasteril hale
getirilerek sogumasi (50°C)icin bekletilir. Steril petri kutularina (¢apa bagh olarak)
steril ortamda aktarilir.Ornegin; 9 cm ¢apindaki petrilere 20 ml miktarda aktarilir.

5- Oda derecesinde katilasmaya birakilan besiyeri, inkiibatérde 37 °C’'de
24 saat inkiibasyona birakilir ve siire sonunda kontrolii yapilir. Eger kontaminasyon
sekillenmis ise petriler kullanilmaz. Steril olan besiyerleri kullanilmak tizere temiz bir

ortamda muhafaza edilir.
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6. BOYALAR VE BOYAMA YONTEMLERI

Bakterinin yapisy, icinde iiredikleri ortamdan, ¢ok az bir refraktif indeksle
ayrildigindan, laboratuvarlarda kullanilan 1sik mikroskoplariyla iyi goriilmeleri
zordur. Bu semitransparent yapi, ancak boyanarak ve bulunduklar1 yerle olan
kontrastliklar: artirilarak daha belirgin hale getirilebilirler.

Mikroorganizmalar boyandiktan sonra, mikroskopta kolay goritlebildikleri
gibi, buyukliik, sekil, spor, kapsiil, i¢ yapilar1 hakkinda da gerekli bilgiler elde
edilebilir (EKk-2). Ayrica, boyanma o0zelliklerine gére de bazi mikroorganizmalar
(Mycobacterium sp. gibi) identifiye edilebilirler. Bu nedenle, bakterilerin
identifikasyonunda boyama ¢ok 6nemli role sahiptir. Bunun i¢cin ¢ok 6zel boyama
yontemleri ortaya konulmustur.

Gliniimiizde, mikrobiyoloji alaninda dogal boyalar (karmin, orsein, indigo,
kinakina, v.s) ¢ok az kullanilmasina karsin, sentetik boyalardan ¢ok daha fazla
yararlanilmaktadir. ilk sentetik boya, anilinden elde edildigi icin biitiin sentetik
boyalara anilin boyalar1 adi verilmistir. Boyalar, genellikle katran distilasyon
(damitma) tUrtiini olup benzen derivatlaridirlar.

Boyalarin ¢ogu organik bilesiklerden olup benzen halkasi ile birlesmis
kromofor ve okzokrom gruplarini igerirler. Kromofor grubu ihtiva eden benzen
halkasina kromojen halkasi denir. Kromojen grubu, birlesige boya o6zelligi verir.
Ancak, boyle birlesik renkli olmasina karsin hentiz boya karakterine degildir. Ciinkii,
bu boyanin doku veya lifle baglanma yetenegi yoktur. Olusan renk mekanik yoldan
kolayca giderilebilir. Ger¢ek boya haline gecebilmesi i¢cin kromofor grubu yani sira,
diger gruplarn da (okzokrom) ihtiva etmesi gereklidir. Bunlar bilesige elektrolitik
dissosiasyon o0zelligi kazandirarak, bilesikle tuz olusumunu saglar ve kromofor

grubunun daha etkili olmasina yardim eder.

Boyalar, boya molekiiltiniin elektrik yiiklerine gore, asit, bazik ve notr olarak ti¢

boliime ayrilir;

Asit Boyalar
Iyonize olduklar1 zaman, molekiiliin porsiyonu negatif elektrikle yiiklenir. Asit

boyalar, sitoplazmay1 boyamada kullanilir. Ornegin; Asit Fuksin, Safranin, Eosin vs.
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Bazik Boyalar

Iyonize olduklar1 zaman, molekiiliin boya kismu pozitif elektrikle yiiklenir.
Bakterilerde asit yapida olan organizasyonlar1 (6zellikle, niikleer sistemi) ve
molekiilleri boyamada bazik boyalardan yararlanilir. Ornegin; Metilen mavisi, Bazik
Fuksin

Notr Boyalar

Asit ve baz boyalarin uygun oranda karisimlarindan elde edilir. Ornegin;

Giemsa, Wright vs.

BOYAMA ASAMALARI

Preparatin Hazirlanmasi
Preparatin Kurutulmasi

Preparatin Tespiti

> W b

Preparatin Boyanmasi

1. Preparat Hazirlanmasi

> Nekropsi ya da biyopsi sonucu elde edilen organ parcalar kesit yiizleri
lama siiriilerek hazirlanir.
> Patolojik sivilar veya sivi bakteri kiiltiirlerinden bir damla alinarak lam

lizerinde ince bir tabaka halinde yayilir.

> Ekiivyon ¢ubugundan (svap) preparat hazirlamak icin ekiivyon lama
suralir.

> Kandan hazirlanacak ise froti hazirlanir.

> Preparat, kat1 kiiltiirden bir koloni alinarak 1 damla Fizyolojik Tuzlu Su

(FTS) icerisinde siispanse edilerek preparat hazirlanir.

2. Preparatin Kurutulmasi: Oda ya da etiiv 1sisinda ya da bek alevi
lizerinde yanmayacak kadar yiikseklikte yatay ya da dairesel hareketler ile preparat
kurutulur.

3. Preparatin Tespiti (Fiksasyon)

Kurutulan preparat; bakterileri 6ldiirmek, lama yapistirmak ve yapilarini

muhafaza edebilmek icin tespit edilir. Tespit islemi 2 sekilde yapilabilir:
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Fiziksel Tespit: Preparat, bek alevinden li¢ kez gecirilerek yapilir.

Kimyasal Tespit: Kan ve doku preparatlarina kimyasal tespit uygulanir.

Bunun icin Metil Alkol ile 3-4 dakika ya da Etil Alkol ile 8-10 dakika muamele edilir.

4. Preparatin Boyanmasi (Asagida boliimlerde anlatilacaktir.)

BOYAMA YONTEMLERI

1.Basit Boyama 2.Bilesik Boyama

-Karbol Fuksin ile Boyama -Diferansiyel Bilesik Boyama

-Negatif Boyama -Striiktiirel (Yapisal) Bilesik Boyama

Tablo-2: Boyama Yontemleri

1. Basit Boyama: Preparattaki mikroorganizmanin sadece morfolojisi
hakkinda bilgi edinmek icin bir tek boya solusyonu kullanilarak yapilan boyama
yontemidir. Preparata boya bir kez uygulanir ve bakteri, kullanilan boyanin rengine

gore boyamr.()rnegin;Karbol Fuksin, Kristal Viyole ve Metilen mavisi

-Karbol Fuksin ile Boyama; Yontemine uygun olarak hazirlanip kurutulmus
ve fiziksel tespit yapilmis olan preparatin lizerine boya soliisyonu dokiilerek 5-10 sn
beklenir.Daha sonra preparat hafif akan su ile yikanir, kurutulur ve sedir yag ile
x100°liikte incelenir. Bakteriler kirmizi renkte goriliir. Aym sekilde farkli bir boya
solisyonu kullanildiginda da preparat kullanilan boyanin rengini alacaktir ve

mikroskopta incelendiginde bakteriler kullanilan boyanin renginde goriilecektir.
-Negatif Boyama; Bu yontemde bakteriler degil bulunduklar1 saha boyanir.

Bunun i¢in lam iizerine ¢ini miirekkebi veya nigrosin konularak tzerine bakteri

kultiri eklenir. Kurutularak incelenir. Saha koyu, etkenler acgik renkte gozlenir.
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Sekil-4: Negatif Boyama

2. Bilesik Boyama; Birden fazla boya soliisyonu kullanilanilan boyama
yontemidir.Bilesik boyamalar kendi arasinda 2 gruba ayrilmaktadir. Bunlar;
-Diferansiyel Bilesik Boyama; Bakterileri birbirinden ayirmak i¢in kullanilir.

Ornegin; Gram Boyama, Ziehl-Neelsen Boyama

-Striiktiirel (Yapisal) Bilesik Boyama; Bakterilerin i¢ ve dis yapilan
hakkinda bilgi edinmek icin uygulanan boyama yoéntemidir. Ornegin; Spor boyama,

Kapsiil (Giemsa) Boyama, Flagella Boyama

R/

¢ Gram Boyama Yontemi

Amact: Bu teknik mikrobiyolojide, bakteri ve mayalarin klasifikasyonu ve
identifikasyonu amaciyla kullanilmaktadir. Gram boyama, bakterileri hiicre
duvarlarinin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore iki biiyiik gruba ayirmak igin

kullanilan deneysel bir yontemdir.

Uygulanisi:
> Preparat hazirlanir, kurutulur, fiziksel tespit edilir.
> Kristal viyole ile 2-3 dakika boyanir.

> Hafif akan su ile yikanir.
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> Lugol solusyonu ile 1-2 dk muamele edilir.

> Hafif akan su ile yikanir.

> Etil Alkol (%95) ile dekolore edilir (dekolorizasyon), bu islem alkol
renksiz akincaya kadar devam eder.

> Hafif akan su ile yikanir.

> Bazik Fuksin (sulu fuksin, safranin) ile 30-40 sn boyanir. Hafif akan su

ile yikanir, kurutulur, immersiyon objektifinde bakilir.

Sonug:

* Gram pozitif bakteriler mavi-mor renkte goriltrler.

* Gram negatif bakteriler kirmizi renkte gortiliirler.

Gram Positive Gram Negative
N N
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Sekil-5: Gram boyama yontemi

Gram-negatir bakteri
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Sekil-7: Gram pozitif koklar Sekil-8:Gram negatif comaklar

R/

< Ayrica LANA (L-alanine-4-nitroanilidine) testi Gram negatif bakterileri,

KOH (Potasyum Hidroksit) testi ile de Gram pozitif bakterileri identifiye edebiliriz.

++» Ziehl-Neelsen Boyama Yéntemi

Amacr: Mikobakteri tiirleri (Tiiberkiiloz, Paratiiberkiiloz) gibi asidorezistans
bakterileri boyamak i¢in kulanilan bilesik ve diferansiyel bir boyama yontemidir.
Mikobakteriler diger mikroorganizmalardan farkli olarak etraflarinda kalin bir
balmumu tabakasina sahiptirler. Bu tabaka hem bakterileri asit-alkole direncli kilar,
hem de normal boyalar ile boyanmasini engeller. Bu nedenle boyanin igerisine fenol
konur ve preparat alttan hafifce 1sitilarak boyama yapilir ve balmumu benzeri lipid
tabakasi1 yumusatilir. Béylece boyayi kolayca alan lipid tabakasi asit alkolde dekolore
olmaz ve boyay1 birakmaz.

Uygulanisi:

1) Preparat hazirlanir, kurutulur, tespit edilir (doku i¢in kimyasal, koloni
icin fiziksel tespit uygulanir).

2) Suizgec¢ kagidindan stiziilen Karbol Fuksin ile lamlarin tstii kaplanir ve
daha sonra alttan 1sitilarak 4-5 dakika boyanir. Bu 1sitma sirasinda boya kristallerinin
cokmesine neden olan kaynatmamaya dikkat edilmelidir.

3) Hafif akan su ile yikanir.

4) Asit-alkol (%95 alkol, %5 HCI) ile dekolore edilir (Dekolorizasyon).

5) Hafif akan su ile yikanuir.

6) Metilen mavisi ile 20-25 sn. boyanur.

30



7) Hafif akan su ile yikanir.

8) Kurutulur, immersiyon objektifi ile incelenir.

Sonug:
> Asido-rezistans olan Mycobacterium sp. asit alkolle dekolore

olmadigindan pembe-kirmizi renkte ve dokular arasinda kiimelenmis olarak

gorultrler.

>
dekolore oldugundan mavi renge boyanirlar.

Asido-rezistans olmayan diger bakteriler ve dokular asit alkolle

\ ),i - . "’ . » ¢
Sole 5t w o Ry
Sekil-9: M. avium subsp. paratuberculosis ~ SekKil-10: M. tuberculosis veya M. bovis

X Kapsiil (Giemsa) Boyama Yontemi
Amacr: Bilesik ve striiktiirel bir boyama yontemidir. Anthrax etkeni Bacillus

DS

anthracis, vicut icerisinde (in vivo ortam) kapsiil olusturur ve bu kapsiil Giemsa

boyama ile tespit edilir. Doku veya organlardan alinan érneklerin kesit yiizleri lama

suriilerek preparat hazirlanir ve Giemsa boya soliisyonu ile boyanir.

Giemsa soliisyonu hazirlamak i¢in;
1 preparat icin 5 cc distile su cam tiipe alinir. Distile su alev {izerinde

kaynatilarak serbest oksijeni cikartilir. Clinkli serbest O; boyayla reaksiyona girerek

boyanin etkinligini azaltir. Tiip ¢esme suyunda sogutulur. Uzerine her cc icin 1 damla
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olacak sekilde Giemsa stok soliisyonundan eklenir. Boylece boyamada kullanilacak

Giemsa sollisyonu hazirlanir.

Uygulanisi: Doku veya organlardan preparat hazirlanir, kurutulur, lizerine

metil alkol dékiilerek 3-4 dakika kimyasal tespit yapilir. Yikanir. Hazirlanan Giemsa

boya soliisyonu ile 30-45 dakika boyanir. Yikanir, kurutulur, immersiyon yagi

objektifinde incelenir.

Sonug: Etkenler birbirine eklenmis ¢omaklar tarzinda mavi renkte, kapsiil ise

etkenin etrafinda kirmizi renkte gorulir.
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Sekil-11: Kapsiil boyama uygulanan bakterilerin goriniimi

¢ Spor Boyama Yéntemi

Amac:

Bacillus ve Clostridium cinslerine ait tiirler endospor olusturma yetenegine
sahiptirler. Bu endosporlar bakterinin vejetatif formuna oranla ytliksek 1s1 ve
dezenfektanlar gibi fiziksel ve kimyasal yontemlere karsi daha direnglidir. Bu direnci
saglayan sporun disindaki koruyucu tabaka, ancak boyama sirasinda preparatin

alttan 1sitilmasi ile gevsetilir ve sporun boyayi almasi saglanir.
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X3

%

Uygulanisi:

. Preparat hazirlanir, kurutulur, fiziksel tespit yapilir.

. %>5’lik Malasit yesili ile alttan 1sitilarak 5 dakika boyanir.

. Hafif akan su ile yikanir.

. Safranin veya sulu fuksin ile 30 sn boyanir.

. Hafif akan su ile yikanir.

. Kurutulur, sedir yagi damlatilarak x100 objektifte incelenir.
¢ Sonug:

Sporlar basilin ortasinda yesil renkte, basilin kendisi kirmizi renkte boyanir.

Sekil-12: Spor boyama uygulanan bakterilerin goriintimi

+ Mantar Boyama Yéntemi

Kiltur icin; deri kazintisy, kil, tirnak, stit, yem ve i¢ organlar gibi 6rnekler SDA
(Sabouraud Dekstroz Agar) batirilarak bir kag¢ bolgeye ekilir. 25 °C ya da 37 °C'de 7-

15 giin inklibasyona birakilir.

Direk muayene (Laktofenol pamuk mavisi ile):

. Soliisyonda bulunan laktik asit mantar elementlerinin muhafazasinda,

fenol 6ldiirmesinde ve pamuk mavisi de boyanmasinda gorev almaktadir.
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Uygulanisi:

v Lam tlizerine bir damla alkol konur.
v Uzerine igne ile alinmis ya da bir miktar kesiti alinmis mantar elementi

konur ve yayilir.

v Alkollin ugmasi beklenir.

v Bir-iki damla boya soliisyonu (Laktofenol pamuk mavisi) konur ve
oze ile hafif¢e yayilr.

v Uzerine lamel kapatilir ve hafifce bastirilir ve yayilma saglanir.

v Boyanin etkilemesi i¢cin 10 dakika beklenir ve mikroskop altinda

muayene edilir.

Sekil-13: Trichophyton sp. Sekil-14: Microsporum sp.

Sekil-15: Aspergillus sp. Sekil-16: Penicillium sp.
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7. BAKTERILERIN BiYOKIMYASAL AKTIVITELERININ OLCULMESI

Bakteriye 0zgli biyokimyasal aktivitelerin cesitli testler ile belirlenmesi,
bakterilerin izolasyon ve identifikasyon semalarini meydana getirmektedir.
Biyokimyasal testleri, manuel olarak ya da otomatize sistemler ile uygulamak
miimkindir. Bu testlerin bir kismi agsagida anlatilmaktadir (Ek-3).

A) Katalaz Testi:

Genellikle aerobik mikroorganizmalarin oksidasyon ve rediiksiyon olaylarinin
sonucunda hidrojen peroksit parcalanir, su ve oksijen aciga c¢ikar, boylece hidrojen
peroksitin toksik etkisi ortadan kaldirilabilir. Olusan O képiirme seklinde kendini
gosterir. Koplirmenin gorilmesi pozitif, goriilmemesi negatif olarak degerlendirilir.

Test iki sekilde yapilabilir.

a. Lamda Katalaz: Lam tizerine bir damla %30’luk hidrojen peroksit

damlatilir. Uzerine de 6ze ile alinan koloni siispanse edilir. Kabarciklar seklinde gaz

cikisi testin (+) oldugunu gosterir.

b. Tupte Katalaz: Test edilecek organizmanin sivi kiiltiirii tizerine %3’liik

hidrojen peroksit damlatilir. Gaz ¢ikisi testin (+) oldugunu gosterir.

positive negative
catalase catalase

Sekil-17:Lamda katalaz testi Sekil-18: Kanli Agarda koloniden katalaz testi

B) Oksidaz Testi:
Bu test, bakteriler tarafindan sentezlenen ve intraselliler olan oksidaz

enziminin (sitokrom C oksidaz) varligin1 ortaya koymada kullanilir. Deneyden ayni

zamanda c-cinslerin ve tirlerin ayiriminda yararlanilir. Oksidaz reaksiyonu,
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bakterilerde (aerobik olanlarda ) sitokrom oksidaz sisteminin bulundugu ifade eder.
Anaerobik bakterilerde oksidaz sistemi yoktur.

Oksidaz stripine 6ze ile alinan koloni siispanse edilir.1-2 dakika icerisinde
stripin renginde degisiklik yoksa negatif, mor veya mavi renk almasi testin pozitif

oldugunu gosterir.

Sekil 19: Oksidaz stripleri

Q) Koagulaz Testi:

> Koagulaz, plazmay1 koagule eden pro-trombin benzeri bir enzimdir.
> Patojen stafilokoklari apatojenstafilokoklardanayirmada kullanilir.
> Testte genellikle tavsan plazmasi kulanilir.

Test iki sekilde yapilabilir:

a. Lamda: Clumbing faktor'de denir. Baghh koagulazlarin tespitinde
kullanilir. Temiz bir lam {izerine bir damla tavsan plazmasi ile test edilecek
organizmadan 1-2 koloni alinarak karistirihir. 5-10 dk icersinde goriilen

partikiillesme ve kiimelesme testin (+) oldugunu gosterir.

b. Tiipte: Bagli ve serbest koagulazin varligini tespit etmek icin kullanilir.
Bir tiip icersine 1/5 yada 1/10 sulandirilmis tavsan plazmasi konur. Uzerine 0.1 ml
kiltlr ekilir. 37 derecelik etiive kaldirilir. 1, 3, 6, 24. saatlerde kontrol edilir. Olusan

koagulasyonun siddetine gore +1, +2, +3, +4 olarak degerlendirilir.
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Positive  Negative

Coagulase

Photo by Tom Barkman

Sekil-20:Tipte koagulaz testi Sekil-21: Lamda koagulaz testi

D) Eskiilin Testi:

D grubu Streptokoklar ve Enterokoklar eskiilini hidrolize ederek eskiiletin
meydana getiriler. Bu da besiyerinin icerisindeki demir sitrat ile birleserek siyah-
kahverengi bir renk olusturur.

Testte Edwards besiyeri kulanilir. Bu besiyerine %5-10 kan, demir sitrat ve
glikozid gibi bir eskiilin kaynag ilave edilir. Uzerine de test edilecek mikroorganizma

ekilir. 37 °C’ de 18-24 saat sonunda siyah-kahverengi bir renk pozitif; seffaf renk

olusumu negatiftir.

Sekil-22: Edwards besiyerinde Eskiilin hidrolizi ~ Sekil-23: Tiipte Eskiilin Testi:

1.tlip ekim yapilmamis, 2.pozitif, 3.negatif
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E) CAMP Testi:
> Streptococcus agalactiae, CAMP faktorii denen bir madde sentezler.

> Bu madde tek basina hemoliz yapamamasina karsin B-lizin sentezleyen
Staphylococcus aureus suslari ile karsilasinca sinerjik etki ile tam hemoliz meydana

getirir.

> Kanli agara ¢api boyunca B-lizin sentezleyen Staphylococcus aureus
susu ¢izgi seklinde ekilir.

> Buna dik olarak, hatlar1 birbiri ile temas etmeyecek sekilde siipheli

Streptococcus sp. susu ekilir.

> CAMP faktori sentezleyen ve f-lizin sentezleyen suslar degiskenlik

gostermektedir (Ornegin; Corynebacterium pseudotuberculosis, Rhodococcus equi..).

> 37 9Cde 24 saat inkiibasyon sonucunda ekim hatlarinin Kkesistigi

noktada varim daire va da semsive tarzinda tam hemoliz alanlarinin olusmasi

pozitif olarak degerlendirilir.

Staphylococcus aureus

N

Streptococcus sp. (CAMP - ) Streptococcus agalactiae (CAMP+)

Sekil-24: CAMP Testi
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F) Karbonhidrat Fermentasyon Testi

v Baz1 bakteriler sahip olduklar1 enzimler ile aerobik yada anaerobik

sartlarda Karbonhidratlar: ayristirma 6zelligine sahiptir.

v Bu metabolizma sonucunda organik asitler, notral uriinler ve gazlar

olusur. Bakteri tirleri arasinda olusan bu son triinler arasinda bazi farklar vardir.

v Asit irtinlerin olusmasi besiyerindeki indikatorlerin renk degistirmesi
ile anlasilir. Gaz olusumu ise tiiplere ters olarak yerlestirilen Durham tiipleri ile

degerlendirilir. Test iki sekilde yapilabilir:

a. Sivi1 Besiyerinde:

Glikoz, galaktoz, laktoz, maltoz, fruktoz, sukroz, mannoz, vb. sekerler testte
kullanilir. Test edilecek sekeri %1 oraninda ihtiva eden 5 ml’lik siv1 besiyerinin

tizerine 0.1 ml'lik bakteri kiiltiirii ve 3-4 damla indikatér madde (Or; Andrade, Brom

Thimol Mavisi) damlatilir. 37C de 1-10 giin inkiibasyonun sonunda sekerlerin
kullanilmasi durumunda; asit olusumu yoniinden degerlendirilir. Gaz olusmus ise

Durham tipiinde gaz kabarcigi birikir.

1. 2. 3. 4,

Sekil-25: 1.inokule edilmemis, 2.negatif reaksiyon, 3. pozitif reaksiyon

(gaz tiretimi yok), 4. pozitif reaksiyon(gaz iiretimi var)

b. Kat1 Besiyerinde:

v Triple Sugar Iron (TSI) Agar— Besiyeri icerisinde Ustte laktoz, ortada

sukroz ve altta da glikoz bulunur. Besiyeri ayrica demir ihtiva eder. indikatériin rengi
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pembedir. Inkiibasyon sonucu pozitif olanlar déniisiir. Ureme esnasinda H2S
aciga cikmis ise demir ile birlesir ve siyah renkli demir stilfit olusur. Besiyeri ve tiip

arasinda bosluk bulunmasi gaz ¢ikisinin (+) oldugunu gosterir.

Sekil-26: TSI testi : Soldan saga; 1.inokule edilmemis, 2.Laktoz, siikroz, glikoz ve gaz iiretimi

pozitif, 3.Inokule edilmemis, 4.Laktoz negatif; siikroz,glikoz ve demir iiretimi pozitif

v MacConkey Agar (MC) — Bu besiyerinde, laktoz ve indikator olarakta
noétral red bulunur. Laktoz pozitif koloniler pembe renkli, negatifler ise renksiz

koloniler olustururlar.

v Eosin Metilen Blue (EMB) Agar — Bu besiyerinde laktoz ve indikator

madde olarak eosin metilen blue boyasi bulunur. Laktoz pozitif koloniler metalik yesil

parilti veren koloniler olustururlar, negatifler ise renksiz koloniler olustururlar.

Sekil-27: EMB Agar (Metalik Yesil Rofle) Sekil-28: MC Agar (Laktoz pozitif koloniler)
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G)  Indol Testi:

v Baz1 bakteriler siwv1 besiyerinde bir aminoasit olan triptofan

pargalayarak indol halkasi a¢iga cikarirlar.

v Ortama kovaks ayiraci ilavesi ile olusan kirmizi halka testin pozitif
oldugunu yani indol halkasinin sekillendigini ifade eder. halka olusmus ise
negatif sonuctur.

Indole + Indole -

Sekil-29: indol Testi

H) H:S Testi:

v Bazi m.o lar sistin, sistein ve methionin gibi kiikiirtlii aminoasitleri
parcalayarak H2S gazi agiga cikarabilirler. Bu da ortamda bulunan agir metaller ile

birleserek siyah metal tuzlari olusturur.

v Sivi besiyerine bakteri ekilir. Yiizeyine temas etmeyecek sekilde kursun
asetat emdirilmis kagit serit tiiplere daldirilir. 37°C’de 2-7 giin inkiibasyona kaldirilir.

Kagit serit ucunda siyah renk olusumu (+) olarak kabul edilir.
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Sekil-30: H.S Testi (Soldaki negatif, sagdaki pozitif reaksiyon)

D Oksidasyon/Fermentasyon (O/F) Testi

v Bir bakterinin oksidatif veya fermentatif oldugunun tespiti i¢in yapilir.

Testin yapilisinda yari kat1 bir besiyeri olan Hugh Leifson besiyeri kullanilir.

v Test icin OF besiyeri iceren iki ayr1 tiipe igne u¢lu 6ze ile ekim yapilir ve

tiiplerden birinin tizeri siv1 parafin ile kapatilir. Boylece Oz ile temasi engellenir. 37

0C’'de 10 giin inkiibe edilir. Besiyerinde seker kullanilmis ise yesil renk sariya

donisiir.
> FERMENTATIF- Her iki tiipte sar1 renk olusmus ise,
> OKSIDATIF- 0:li tiip sar1, digeri yesil ise,

> NONREAKTIF (NONFERMENTATIF, NONSAKKAROLITIK)- iki tiipiin

renginde de degisme yok, yani yesil ise.

Sekil-31: Soldaki nonreaktif, ortadaki fermentatif ve sagdaki oksidatif reaksiyon
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)] Metil Red-Voges Proskauer Testi:

v Glikozun ayrismasi ile olusan asit tUrtinlerin saptanmasinda MR, nétral

tirtinlerin saptanmasinda VP testi kullanilir.

v Ortamin pH s1 4.4 ya da daha asag1 diistiiglinde ortama metil-red ayiraci

ilavesi ile kirmizi renk olusumu (+) , sari renk ise (-) olarak degerlendirilir.

v Bakteri kultiiriiniin tizerine VP ayiraci ilavesi ile olusan kirmizi renk

(+) olarak degerlendirilir.

negative positive
oges-Proskauer Voges-Proskauer

negative positive
methy red methy red

:

Sekil-32: Metil Red Testi Sekil-33: Voges Proskauer Testi

K) Ureaz Testi:

v Baz1 bakteriler sahip olduklari ilireaz enzimi ile lireyi, amonyak ve

karbondioksite pargalarlar. Olusan amonyak ortamin pH’sini yiikseltir.

v Ureli buyyona bakterilerin Kkiiltiirii ekilir ve 3709C’de inkiibasyona
birakilir.

4 Ure parcalanmis ise ortamin rengi pembeyve déniisir.  Ure
parcalanmamis ise ortamin rengi olur.
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Sekil-34: Ure Testi

L) Nitrat Rediiksiyon Testi

v Bazi bakteriler nitrat rediiktaz enzimleri ile nitratlari, nitritlere
indirgerler. Bazi durumlarda reaksiyon daha da ileri gider ve amonyak ile serbest

azot gazi olusur.

v Nitrath besiyerinde iiretilen bakteriler ile esit miktarda alfa naftilamin
ve sulfonilik asit ilave edildiginde koyu kiremit kirmizisi rengin olusmasi + olarak

degerlendirilir.

v Rengin degismemesi ya nitratin nitrite indirgenmedigini, ya da
reaksiyonun daha da ileriye giderek amonyak ve serbest azota indirgendigini

gosterir.

v Ortama bir miktar toz ¢inko ilavesi ile kirmizi renk olusumu testin (-)

oldugunu, rengin degismemesi de testin (+) oldugunu gosterir.
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Sekil-35: Nitrat Rediiksiyon Testi (Nitrat Broth)

Sol inokile edilmemis,orta pozitif ve sag negatif reaksiyon

M) Sitrat Testi:

v Bakterilerin cins ve tiir identifikasyonunda kullanilan bu test, besi
yerlerine katilan sitrati karbon kaynagi ve amonyum tuzlarin1 da nitrojen kaynagi
olarak kullanabilme yetenegini saptamaktadir. Bakteriler sitrati, sitrataz enzimi ile

ayristirmaktadir.

v Sitrat fermentasyonun icin kullanilan besi yerlerinde (Ornegin;
Simmons Citrate) amonyum tuzlarinin bulunmasi nedeniyle de, bakterilerin bu tuzu
nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenekleri de 6l¢tilmektedir. Amonyum tuzu

ayrisinca amonyak (NH3) meydana gelerek ortamin pH’s1 yiikselir.

Sekil-36: Sitrat Testi
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N) Hemoliz Testi:

Baz1 bakteriler, sentezledikleri toksik substanslarla kandaki eritrositleri
pargalayabilirler. Bu test genellikle streptokoklarin kanli agarda olusturduklari
hemoliz karakterini 6l¢mede ise yarar. Streptokoklar kanli agarda a (A), B (B) vey (C)
hemoliz olustururlar. Stafilokoklarda a-hemolizinler koloni etrafinda a¢ik alan, B-
hemolizinler ise yesil-bulanik bir zon meydana getirirler.

A B

Sekil-37: Hemoliz Testi

0) Lizin Dekarboksilaz Testi:

Baz1 bakteriler aminoasitleri dekarboksilaz enzimi yardimi ile dekarboksilize
ederek amin ve CO; meydana getirirler. Ortamda bazik karakterde olan aminlerin
toplanmasi nedeniyle ortamin pH’s1 yiikselir, rengin mor menekse rengine
(violet)donilismesi pozitif olarak degerlendirilir. Ph, 5,2’den asag1 oldugunda sari

renkte, 6.8’in lizerinde oldugunda mor renkte olur.

Sekil-38: Soldaki inokiile edilmemis, ortada negatif ve sagdaki pozitif reaksiyon

(Lysine Decarboxylase Broth)
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8. HAREKET MUAYENESI

Bakteriler kendilerinde bulunan flagella ile aktif olarak hareket ederler
(Ornegin; E. coli).Bazi bakteriler de, flagellaya sahip degildir. Bu nedenle hareket
edemezler. Ancak bulunduklar1 yerde molekiiler harekete (Brownian) sahiptirler
(Ornegin; Streptococcus sp. ve Staphylococcus sp.). Bazi bakterilerde, flagellaya sahip
olmamalarina ragmen aksiyal flamentleri sayesinde biikiilerek, kivrilarak aktif olarak
hareket edebilirler (Ornegin; Leptospira sp.).

Hareket muayenesinde kullanilan 5 yontem vardir:

. Lam-Lamel Arasi Yontem
. Asili Damla Yontemi
. Yar1 Kati Besi Yeri

. Flagella Boyama
= Elektron Mikroskop

Lam-Lamel Arasi Yontem

e Hareket muayenesi yapilacak olan bakteri kolonisi, siv1 besi yerinde uygun
kosullarda 18-24 saat liretilir. Kiilttir, etiivden ¢ikartildiktan hemen sonra
preparatin hazirlanmasina gegilir.

¢ Kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak temiz bir lam tizerine konur.

e Lam lzerine temiz bir lamel kapatilir.

¢ Bu sekilde hazirlanan preparat 151k mikroskobunda incelenir.

Isik mikroskobunda hareket muayenesi vaparken:

Mikroskop diiz bir zeminde bulunmali ve egilmemelidir.
x10, x40’lik objektifler kullanilmahdir.
Kondansator asagida olmahdir.

Diyafram kapatilmalhdir.

+ Mikroskopta bakteriler saga sola, asagi yukari yer degistiriyorlar ise
hareketli kabul edilirler.
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Asili Damla Yéntemi
Bu teknikte ortasi ¢ukur olan 6zel lamlara ihtiyag¢ vardir.
Taze siv1 kultiirden temiz bir lamel tizerine konur.
Lamel ters ¢evrilerek lamin ¢ukur kismina kapatilir.
Boylece meydana gelen damla boslukta sarkar vaziyete gelir ve lam

mikroskopta incelenir.

Yari Kati Besiverinde

Bu yontem icin tiiplerde hazirlamis yarikati besi yerleri kullanilir. Ornegin;
Hugh-Leifson Besiyeri

Bakterinin tek koloniden olusan saf ve taze sivi kiiltiiri hazirlanir.

Bu kiiltiire daldirilan steril, igne uclu 6ze dibe kadar daldirilir ve ¢ikartilir.

Inkubasyon siiresinin sonunda ekim hatt1 etrafinda dallanma ve yaygin bir
bulaniklik gozlenirse m.o. hareketli kabul edilir.

Bu stlirenin sonunda sadece ekim hatti etrafinda iireme varsa, saga sola

dallanma yok ise m.o. hareketsiz kabul edilir.

Sekil-39: SIM besiyerinde hareket muayenesi (soldaki -, sagdaki +)

Flagella Boyama

Bu amagla leifson ve codaka yontemleri kullanilmaktadir.

Elektron Mikroskop

Ancak 6zel calismalarda flagellanin varligini ortaya koymak amaci ile

uygulanir.
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9. ANTIBIiYOGRAM TESTLERI

¢ Disk Diflizyon (Kirby-Bauer),

% E-Testve

% Diliisyon yontemleri ile antibiyogram duyarlilik testleri yapilabilmektedir.

Kirby-Bauer Disk Difiizyon Teknigi

Mikroorganizma sayisinin McFarland standart tiipleri ile tayini: Bir ortamdaki

mikroorganizmalarin sayist takribi olarak, McFarland

standart

tiiplerinin

bulanikligin1 yardimi ile tayin edilebilir. McFarland standart tiipleri hazirlamak i¢in

H2S04 ve BaCl;’in molar eriyiklerinden %1’lik ¢ozeltiler hazirlanir ve asagidaki

cizelgede gosterilen oranlarda karistirilir. Cizelgede tiip numaralarina gore bakteri

sayilar gosterilmektedir.

Tiip No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
%1 H.S04 | 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9.0
%1 BaCl; 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Bakteri 300 600 900 | 1200 | 1500 | 1800 |2100 |2400 |2700 | 3000
sayis1

Milyon/cc

Tablo 3: McFarland tiiplerinde yogunluk tayini

(TR

(o ,}67

Sekil-40: McFarland Dansitometresi
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. Test edilecek bakterinin 6-8 saatlik buyyon kiiltiirtinden (hafif bulanik)
(0,5 McFarland yogunluguna goére) Mueller-Hinton Agar plaklarina 0,1-0,2 ml
miktarinda ekilir ve bir baget (drigalski spatiilii) ile iyice yayilir (steril svapta ayni

amag i¢in kullanilabilir).

. Agarin yiizeyi oda 1sisinda kuruduktan sonra (5-10 dk), agarin ylzeyine
farkli konsantrasyonlarda cesitli antibiyotikleri iceren diskler yerlestirilir ancak
disklerin birbirine uzakliklar1 24 mm’den az olmayacak sekilde yerlestirilir ve 18-24

saat inktibe edilir.

. Bu stirenin sonunda diskler etrafindaki inhibisyon zonlari, kompas veya
cetvelle Olciiliir ve standart zon tablosu ile karsilastirilarak duyarlh (Susceptible),

orta duyarl (Indermediate) ve direngli (Resistance) olarak degerlendirme yapilir.

Yorum Kategorileri:

a.Duyarli:"Duyarli” kategorisi, belli bir susa bagl bir infeksiyonun, o
infeksiyon ve infekte eden ajan icin Onerilen antimikrobiyal ajanla, eger bir

kontrendikasyon yoksa uygun sekilde tedavi edilebilecegini ifade eder.

b.Orta duyarli:"Orta duyarh" kategorisi, genellikle ulasilabilir kan ve doku
diizeylerine yakin antimikrobiyal MIK (Minumum Inhibisyon Konsantrasyon)
degerlerine sahip olan ve antimikrobiyal ajana cevap oranlar1 duyarl suslardan
daha diisiik olabilen suslar igerir. "Orta duyarh" kategorisi, ilaglarin fizyolojik
olarak konsantre oldugu viicut bolgelerinde klinik olarak uygulanabilirligini ya da

bir ilacin yiiksek dozda kullanilabilecegini ifade eder.

c.Direncli: Direncli suslar, antimikrobiyal ajanin normal dozlarda kullanildigi
zaman genellikle ulasabildigi sistemik konsantrasyonlari ile inhibe olmazlar ve/veya
spesifik mikrobiyal diren¢ mekanizmalarinin séz konusu oldugu MIK degerlerine

sahiptirler.
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Sekil-41: Antibiyogram Testinin Uygulanisi

Sekil-42:Antibiyogram Testinin Sekil-43: Dispenser ile Antibiyotik Disklerinin

Yorumlanmasi Yerlestirilmesi
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E-Test

Kat1 besiyerinde difiizyon yoluyla MiK (minumum inhibitér konsantrasyon)
degerinin saptanmasina olanak saglayan bir yontemdir. E-test yonteminde test
edilecek bakteri 0,5 McFarland yogunluguna getirilip Mueller-Hinton agar yiizeyine
steril bir ekiivyonla yayilir. Daha sonra agar yiizeyine, belli bir antibiyotik gradienti
iceren E-test seritleri yerlestirilir. Plaklar 18-24 saat siireyle 35 °C’de inkiibe edilip
MIK degeri belirlenir. MiK degeri serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit

tizerindeki dlgekle kesistigi noktadir.

MIC 0.25 pg/ml

Sekil-44: E-Test Yorumlanmasi

Position on Incubate Read the result
an inoculated

agar plate

Sekil-45: E-test Yonteminin Uygulanisi
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10.BAKTERILERIN SAYIM YONTEMLERI

Klinik o6rneklerde ya da besinlerde bulunan bakterilerin kantitatif olarak
saptanmasi i¢in bir¢ok yontem gelistirilmistir. Sayimi yapilacak mikroorganizmalar
uygun besi yerlerinde ¢ogaltilir ve sonuglar, kati besi yerlerinde gelisen kolonilerin
sayllmasi, sivi besi yerlerinde ise lreme gozlenen tiiplerin degerlendirilmesi ile
yapilir. Klinik mikrobiyoloji ve gida mikrobiyolojisinde en ¢ok kullanilanlar
mikroskobik olarak bakteri sayimy, siv1 besi yeri kullanarak bakteri sayimi ve kati besi

veri kullanarak bakteri sayimidir.

A) Direk Metotlar
a) Bakteri Sayimi
b) Froti Sayimi (Breed Metodu)
c) Karsilastirma Usiili

d) Elektronik Sayim

B) Indirekt Metotlar
a) Total Hacim Tayini
b) Tirbidimetrik Metot
c) McFarland Standart Tiipleri ile Tayin
d) Kimyasal Metot
e) Biyokimyasal Metot
f) Kuru Agirhik Tayini

C) Kiiltiir Yontemi
a) Diliisyonla Sayma
b) Roller Tiip Metodu
c) Frost'un Lam Metodu
d) Seliiloz Filtreleri ile Sayim

e) Koloni Sayimi
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e)KOLONI SAYIMI

Mikrobiyolojik kontrollerde, bakterilerin hangi familyaya ait olduklarinin
bilinmesi yeterlidir. Bu metotta ise mikroorganizma sayisinin dogru olarak sayilmasi
icin bazi1 kaideler bulunmaktadir. Bunlar;

1. Sayimi yapilacak o6rnek tiim malzemeyi temsil edecek nicelik ve
nitelikte olmalidir.

2. Mikroorganizmalar numune icinde homojen bir sekilde yayilmalhdir.
Her mikroorganizmanin bir koloni olusturacag diistiniilerek islemler yapilmalhdir.

3. islemlere vakit gecirmeden en kisa siirede baslanmaldir.

4, Sulandirma sivisi steril ve istenilen miktarda olmali, bakteriyostatik
veya bakterisid etkiye sahip olmamalidir.

5. Sulandirmalar genellikle 10 katli olarak yapilmalidir.

6. Sulandirma esnasinda da mikroorganizmalarin siviya homojen
dagilmasi saglanmali ve islem 15-20 dak i¢inde bitirilmelidir.

7. Ornek alma ve sulandirma esnasinda pipetlerin sadece u¢ kismi ile
islem yapilmalidir.

8. Her sulandirma i¢in ayr1 bir steril pipet kullanilmalidir.

9. Sulandirma miktar1 tecriibeye dayanarak ve kiltiirlerdeki {ireme
durumuna bakilarak ayarlanmalidir. Eger E.coli’ nin 24 saatlik buyyon kiiltiiriinden
sayim yapilacaksa, bu sulandirma 10-”’e kadar uzanabilir.

10. Ekimlerde miimkiinse en son 3 sulandirma kullanilmali ve her bir
diliisyondan en az 3 petri kutusuna ekim yapilmalidir.

11.  Petrilere genelde 0.05 veya 0.1 cc ekilir. Inokulum, drigalski spatiilii
veya L seklinde bagetlerle yiizeye iyice yayilir. Uygun 1s1da ve siirede etiivde inkube
edilir.

12. Saymm el ile veya kontak kalemli elektrikle calisan sayicilarla veya
elektronik sayicilarla yapilir. Sayimi kolaylastirmak i¢in petriler, alt yiizeyinden 4 esit
parcaya ayrilmalidir.

13.  Ureyen 350’den fazla ve 10’dan az sayida olan koloniler hesaba

katilmamalidir.
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14.  Aynidiliisyondan ekilen 3 petri kutusundaki mikroorganizma kolonileri
her diliisyon i¢in az ¢ok birbirine yakin sayida olmali ve birbirinin iki katini
asmamalidir.

15.  Proteus sp. iremesi olmus petriler dikkate alinmamalidir.

16. 3 ayr diliisyona ait petrilerin birinde beklenenden fazla veya az sayida
koloni olusumu varsa o petri hesaba katilmaz, eger bu gibi durumlar fazla ise tim
islem bastan tekrar edilmelidir.

17. Son 3 diliisyondan 3’er petri kutusuna yapilan ekimlerde treyen
koloniler sayilarak her diliisyon i¢in ortalama bulunur ve orjinaldeki ortalama
mikroorganizma sayisi hesap edilir.

18.  Orijinal kiiltiirdeki mikroorganizma sayisini hesaplamada su formiilden

yararlanilir.
N=1/V.X.D
Burada;
N = Orijinal slispansiyondaki mikrop sayisi,
V = Petri kutularina ekilen inokulum miktari (0.1 cc. veya 0.05 cc.)

X = Ortalama mikrop sayisi

D = Dillisyonun ters logaritmasi.
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Criginal
Ineculum

1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000 1:1,000, 000

Sekil-46: Koloni sayim1 yonteminde diliisyonlar

Sekil-47: Koloni Sayimi
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Yukarida yapilan ag¢iklamalara dayanarak bir kiiltiirdeki mikroorganizma

sayisinin hesaplanmasi kisaca soyledir.

E. coli’ nin 18 saatlik buyyon kiiltiiriinden 10-7, 10-8 ve 10-° * luk dilusyonlarinin

her birinden 3’ er petri kutusuna 0.1 cc. miktarinda ekimler yapiliyor ve bunlar 24

saat 37 9C ‘de inkiibe edildikten sonra iireyen koloniler sayiliyor ve asagidaki

sonuclar aliniyor:

Dilusyonlar | 1.petri 2. petri 3. petri Toplam Ortalama
Koloni Koloni
107 340 280 300 920 307
10-8 40 50 45 135 45
10-° 4 7 10 21 7

Yukaridaki bulgulara gore;

107 de 0.1 cc. de ortalama 307 bakteri kolonisi bulunursa, orijinal

slispansiyonun 1 cc. sinde ortalama;

1/0,1.307.107=30, 7. 10° bakteri/ cc. vardir.
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EK-1: LABORATUVAR KONTROL LISTESI
ANABILIM DALI: MiKROBIYOLOJi

Her madde igin ilgili harfi (E=Evet, H=Hayir) ISARETLEYINIZ.

1. ilk yardim
e [lk yardim malzemeleri goriiniir ve ulasilir yerde mi?
e ilk yardim dolaplarinin donanimi tamam mi?

e GOz yikama arag-gereci var mi, goriilebiliyor mu?

2. Yangin Sondiirticiler
e Yangin sondiirticti var m1?

Son bakim tarihi

3. Yangin Cikislari
e Acik bir sekilde isaretlenmis mi?

Engelsiz mi?

4. Dezenfeksiyon ve Sterilizasyon
e Su?
e Sabun?
e Dezenfektan maddeleri mevcut mu?
e Antiseptik maddeleri mevcut mu?

e Temiz ve tikanik olmayan eviyeler?

5. Ana Elektrik Donanimi
e Son on iki ay icinde, (sigorta degerleri, gevsek kablolar, toprak
hatti, yalitim) yetkili biri tarafindan kontrol edildi mi?
e Prizler ve diigmeler sikica vidalanmis mi1? Kirik var m1?
e Gevsek/acikta kablo var mi1?

e (Coklu elektrik prizleri gereginden fazla ytikli mii?
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6. Gaz Tipleri
e Tipler uygun sekilde depolanmis m1?

e Depolanmis gazlardan kacak belirtisi var mi1?

7. Havalandirma ve Aydinlatma
e (Odayeterince havalandiriliyor mu? (Herhangi bir fark edilebilir
duman/koku var m1?)
e Laminer hava kabinleri veya ¢eker ocak ¢alisir durumda mi1?
e Laminer hava kabinleri veya ceker ocagin penceresi istenildigi kadar
acilabiliyor mu?
e Isiklar calisiyor mu, givenli mi?

e Isiklandirma diizeyi yeterli mi?

8. Zemin

e Zemin guvenli durumda mi1?

9. Cop Kutulari
e Yeterli sayida/biiytikliikte kutu var mi1?
e Ayri ¢6p atma imkanlari var m1? Biyolojik atik ve cam ayr1

ayr1 isaretlenmis mi?

10.Depolama
e Raflar giivenli bir sekilde sabitlenmis mi, asinma var mi1?
¢ Dosya dolaplari duvara saglamca dayanmis mi, veya lizerinde
uyar1 notu var mi?
o Tehlikeli kimyasal maddelerin iizerinde uygun uyarilar var mi?
e Ozellikle tehlikeli kimyasal maddeler kilit altinda mi?
¢ Biiyiik kaplardaki asindirici sivilar yerde ve kimsenin ¢carpmayacagi
sekilde depolanmis mi1?
e Biiyiik kaplar dokiintiileri tutacak tablalara yerlestirilmis mi?
e Birbiriyle uyusmayan kimyasal maddeler birbirlerinden uzakta

depolanmis m1? (Orn. hidroklorik asit/formaldehit; sodyum /fosfor vb.)
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e Yanici maddeler, 1s1 kaynaklarindan uzakta depolanmis mi1?

¢ Kimyasal madde stoklarinin iizerinde tarih damgasi var mi, diizgiince

etiketlenmis mi?

e Kisa-6miirlii kimyasal maddelerin (Orn. potasyum, dietil eter)
bozulup bozulmadigl zamaninda kontrol edilmis mi?
e Agir seyler alcakta depolanmis mi1?

¢ Biyolojik 6rnekler, sizint1 tehlikesi olmaksizin siselerde mi?

11.Donanim ve Mefrusat

12.

13.

e (Cam egyalarin kenar ve agizlari ¢atlaksiz ve kiriksiz m1?
e Bunsen beki borularinda kagak var mi1?
e Gerektiginde kullanmak iizere giivenlik/patlama paravani var mi?

e Masa, tezgah, sandalye ve tabureler giivenli durumda m1?

G0z Koruma

e Laboratuvarda géz koruyucu var mi1?

e Var olan g6z koruyucusu gozliik tizerinde takilabilen cinsten mi?
e Gerektiginde kullanmak tizere yiiz koruyucu var mi1?

e (06z koruyucular temiz ve iyi durumda m1?

Personel

¢ Biitiin personele giivenlik yonetmeliginin birer kopyasi

verilmis mi?

¢ Biitiin personel laboratuvar giivenlik kurallarini biliyor mu?

e Biitiin personel ilk yardim malzemelerinin yerini biliyor mu?

¢ Biitiin personel binay1 bosaltma sirasinda yapilmasi gereken islemleri
biliyor mu?

¢ Biitiin personel goz yikama tatbikatini biliyor mu?

e Biitiin personel dokiintii temizleme sirasinda yapilmasi gereken

islemleri biliyor mu?
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