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ACIKLAMALAR

ALAN Laboratuvar Hizmetleri
DAL Alan Ortak
MODULUN ADI Diliisyon Serileri Hazirlama
MODULUN SURESI 40/25
1. Bireye/0grenciye numunenin 0&zelligi ve teknigine
MODULUN AMACI uygun dillisyon serileri hazirlamaya yonelik bilgi ve
becerileri kazandirmaktir.
1. Numunenin 06zelligine ve teknigine uygun olarak
diliisyon sivisi hazirlayabileceksiniz
MODULON OGRENIM | = [ P e e numne
NAZANIAEAR hazirlayabileceksiniz.
3. Analiz numunesinden c¢aligma amacina uygun olarak
diliisyon serileri hazirlayabileceksiniz.
Ortam: Laboratuvar
Donanim: Pepton, sodyum kloriir, disodyumhidrojen fosfat,
Cre e . potasyum dihidrojen fosfat, spatiil, tartim kabi, terazi, balon
gg!rr[:mf) AGRITIE/II;IM joje, saf su, pipet, deney tiipleri, erlen, su gegirmez yaglh
DONANIMLARI pamuk, aliiminyum folyo, tiipliikk, cam yazar, otoklav, kayit
fisleri, termometre, alkol, bunzen beki ya da laminar flow
kabin, kesici bir alet, blender, stomacher, manyetik karistirict,
tiip karigtiricisi (vorteks), analiz numunesi
Modiil icinde yer alan her Ogrenme faaliyetinden sonra
verilen 6l¢me araglart ile kendinizi degerlendireceksiniz.
OLCME VE Ogretmen modiilin sonunda O0lgme aract (g¢oktan segmeli
DEGERLENDIRME test, dogru-yanlis testi, bosluk doldurma, eslestirme vb.)

kullanarak modiil uygulamalar1 ile kazandiginiz bilgi ve
becerileri dlgerek sizi degerlendirecektir.




GIRIS

Sevgili Ogrenci,

Mikroorganizmalarin yasamimizda Onemli bir yere sahip olmasi, hangi amagcla
yapiliyor olursa olsun, mikrobiyolojik ¢alismalarin 6nemini artirmaktadir. Toprak, su, bitki,
hayvan, gida vb. birgok materyalden kaynaklanan enfeksiyonlari 6nlemek, halk sagligini
korumak, mikroorganizmalarin iiriinlerde bozulma yapmasini Onleyerek iiriin kalitesini
iyilestirmek amaciyla mikrobiyolojik analizlerin yapilmasi zorunludur.

Yasamimizda bdyle dnemli bir yere sahip olan mikrobiyolojik analizlerin gerekli 6zen
ve titizlikle yapilmasi, sonuglarin dogru elde edilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir. Bu
anlamda analiz hazirliklarindan 6rneklerin alinmasi ve analizlerin sonuglandirilmasina kadar
her asamada son derece dikkatli olunmalidir.

Mikrobiyolojik analizlerin 6nemli asamalarindan biri de uygun sekilde diliisyon
¢ozeltilerinin, analiz numunesinin ve diliisyon serilerinin hazirlanmasidir. Bu konunun iyi
Ogrenilmesi ve gerekli titizlikle uygulanmasi elde edilen sonuglarin giivenilirligini
artiracaktir.

Bu modiili tamamladiginizda; mikrobiyolojik analizler icin laboratuvara gelen
orneklerden analiz numuneleri ve gerekli diliisyon g¢ozeltilerini hazirlayabilecek, analiz
Orneginin seyreltme islemlerini yapabileceksiniz.






OGRENME FAALIYETIi-1

( OGRENME KAZANIMI )

Numunenin 6zelligine ve teknigine uygun olarak diliisyon sivisi hazirlayabileceksiniz

( ARASTIRMA )

> Internet, kiitiiphane, laboratuvar vb. yerlerden diliisyonun tanimini arastirmiz.

»  Yakinda bulunan mikrobiyoloji laboratuvarlarmni ziyaret ederek diliisyonun
amacini, hangi ¢ozeltileri kullandiklarini ve diliisyon sirasinda nelere dikkat
ettiklerini arastiriniz.

> Aragtirma sonuglarinizi siniftaki arkadaglarinizla paylasiniz.

1. DILUSYON SIVISI (SEYRELTME
COZELTISI) HAZIRLAMA

1.1. Diliisyonun (Seyreltmenin) Tanimi ve Onemi

Diliisyonun kelime anlami, seyreltmedir. Konsantre bir ¢dzeltiden seyreltik (diliie) bir
¢ozelti hazirlanmasina seyreltme (diliisyon) denir. Mikrobiyolojide ise incelenecek
numunenin birim miktarinda bulunan mikroorganizma sayisin1 azaltmak amaciyla
mikroorganizma igermeyen sivilarla numunenin karigtirilmasi iglemine diliisyon denir.

25:50 (1/2) oraninda

25 ml 25 ml
seyreltilmis 50 ml
Orjinal solusyon Tuz cozeltisi Y Cbzeiti

Sekil 1.1: Orijinal soliisyonun seyreltilmesi

Ornegin 25 ml orijinal soliisyon 25 ml tuz ¢ozeltisi ile karistirilirsa; soliisyon 25 /50 =
Y oraninda seyrelmis olur (Sekil 1.1).



Ayni sekilde 1 ml orijinal solisyon 50 ml’ye kadar ¢oziicii ile tamamlanir ve bu
dilisyondan 1 ml alinarak 100 ml’ye tamamlandiginda 1/5000 oraninda diliisyon elde
edilmis olur. Bu durumda diliisyon fakt6rii 5000 olur. Elde edilen ¢6zeltide 6lgiilen madde
konsantrasyonu 5000 ile carpildiginda, orijinal solusyondaki madde konsantrasyonu
bulunmus olur.

> Diliisyon orami: Seyreltilmis ¢ozeltideki ¢oziinen madde miktarinin, konsantre
cozeltideki ¢oziinen madde miktarina oranina diliisyon (seyreltme) orani denir.
Diliisyondaki mikroorganizma sayisinin orijinal drnege gore kac kat seyrelmis
oldugunu belirten orandir.

Diliisyon orani(DO) = numune miktart / ( numune miktart + diliisyon sivist miktari )

»  Diliisyon faktorii: Diliisyonla yapilan analiz sonucunda elde edilen sonucu
orijinal 6rnege uyarlamak amaciyla kullanilan c¢arpana ise diliisyon faktorii
denir.

Diliisyon faktovii (DF) = ( numune miktart + diliisyon sivist miktart ) / numune miktari

Ornegin; 10¥lik  (1/1000) diliisyondan yapilmus  ekimde  diliisyondaki
mikroorganizma sayist orijinal 6rnege gére 1000 kat seyreldiginden diliisyon faktorii 1000
ve sayilan koloni miktar1 1000 ile carpilarak orijinal 6rnekte bulunan mikroorganizma
miktar1 bulunur.

Ornek 1: 25 ml numune 225 ml diliisyon sivisi ile homojenize edilerek hazirlanan
diliisyonun, diliisyon orani ve diliisyon faktoriinii hesaplayimiz.

DO=25/25+225 =25/250=1/10
DF =10

Ornek 2: 1/5 ’lik diliisyondan 2 ml alinip 8 ml ’lik diliisyon sivistyla homojenize edilerek
hazirlanan diliisyonu, diliisyon orani ve diliisyon faktoriinii hesaplayiniz.

DO=(1/5)x(2/2+8) =(1/5)x(2/10)=1/25
DF =25

Ornek 3: 1/25 ’lik diliisyondan 5 ml alimip iizerine 20 ml diliisyon sivis1 karistirilarak elde
edilen yeni dilisyonun diliisyon orani ve diliisyon faktoriinii hesaplayiniz.

DO=(1/25)x (5/(5+20)) =(1/25)x (5/25)=1/125

DF =125



Analizi yapilacak 6rnegin ml’sinde binlerce hatta milyonlarca mikroorganizma
bulunabilir. Bu sekilde direk orijinal ornekteki mikroorganizma sayisini bulmak miimkiin
olmamaktadir; bu yiizden genellikle incelenecek oOrneklerin uygun serilerde diliisyonlari
hazirlanmaktadir.

Diliisyon hazirlama, mikrobiyolojik agidan incelenecek orijinal 6rnek igindeki
mikroorganizma sayisinin belli oranlarda sulandirilarak daha aza indirilmesini amaglayan bir
islemdir. Diger bir ifadeyle dilisyonun amaci, bir materyaldeki hiicre sayisini bir seri
seyreltme yaparak kademeli bir sekilde azaltmak ve petri kutusunda fazla koloni
olusturmadan mikroorganizma sayimini belirleyebilmektir (Sekil 1.2).

Mikrobiyolojik analizlerde genellikle seyreltmenin 1’e 9 seklinde yapilmasinin sebebi
hesap kolaylig1 icindir; ancak bazi 6zel durumlarda degisik seyreltme oranlari da
kullanilabilmektedir.

Orjinal
1 mi Ornek
Dilusyon —+
OO

9-mi

1710 1100 110° 110 1105 1/108
(10 (10% (10 (10% (109 (109

Sekil 1.2: Orijinal 6rnekten desimal diliisyon serilerinin hazirlanmasi

1.2. Diliisyon Sivilari

Diliisyon hazirlamada kullanilan sivilara diliisyon sivisi (diliient=seyreltme ¢ozeltisi)
denilmektedir. Saf su, fizyolojik tuzlu su (FTS, serum fizyolojik), 1/4 kuvvetinde ringer
cozeltisi, % 0,1’lik peptonlu su, tamponlanmis peptonlu su ve nutrient broth en sik kullanilan
diliisyon sivilaridir.

Saf su; gol, baraj ve deniz suyundan mikrobiyolojik analiz yapilacagi zaman
kullanilan diliisyon sivisidir. Saf su besin 6gelerince zengin gidalarin homojenizasyonunda
ve diliisyonlarinda kullanilmamalidir.

Diliisyon sivilarmin, incelenen 6rnege veya mikroorganizma kiiltliriiniin 6zelligine
gore secilip kullanilmasi ¢ok Onemlidir; aksi takdirde, seri dillisyonlarin hazirlanmasi
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esnasinda hiicreler canlilik 6zelliklerini yitirebilir. Ornegin; gol suyundaki bakteri sayisi
belirlenmek istendiginde, diliisyon sivisi olarak steril damitik su veya steril gdl suyu
kullanilabilir; ancak incelenecek 6rnek besin 6gesi bakimindan (organik maddelerce) zengin
bir ortam ise, diliisyon sivist olarak damitik su tercih edilmemelidir; ¢linkii bakteri
hiicrelerinin i¢inde bulundugu sivi ortamin osmatik basinci (¢6ziinen madde konsantrasyonu)
yiiksektir.

Boylesi bir ortamdaki bakterileri damitik suya aktarinca, osmatik basingtaki biiyiik
degisim bakteri hiicrelerinde hasarlara, hatta 6liimlere neden olabilir. Bu durumda da yanlis
sonuglar alinacag agiktir.

Buna gore, diliisyon sivilarinin se¢iminde, incelenecek drnekteki osmatik basing ile bu
ornegin diliie edilecegi diliisyon sivisindaki osmatik basincin birbirine ¢ok yakin olmasina
dikkat edilmelidir.

1.2.1. Fizyolojik Tuzlu Su (Serum Fizyolojik-FTS)

FTS; tip, dis sagligi ve veteriner hekimlik gibi bir¢ok saglik alaninda yaralarin
temizlemesi, solunum yolu enfeksiyonlart sonucunda tikanan burunlarin agilmasi vb.
amaglarla kullanildigr gibi laboratuvar uygulamalarinda da siklikla yararlanilan tuzlu su
cozeltisidir. Genel amagl seyreltme ¢ozeltisi olarak yararlanilan fizyolojik tuzlu suyun (%
0.85-0.90’luk NaCl), osmotik basinci mikroorganizmalarin osmotik basincina esdeger yani
izotoniktir.

> Hazirlamisi

o 8,5 g NaCl 1000 ml saf su igerisinde ¢Oziindiiriiliir.

o Test tiipli, erlenmayer veya balon gibi cam malzemelere gerekli
miktarlarda dagitilir.
o Sterilizasyona hazirlanir.

. Otoklavda 121°C’de 15 dk. sterilize edilir.

1.2.2. Peptonlu Su (% 0,1)

Genel amacglh bir seyreltme ¢ozeltisidir. Mikrobiyolojik analizlerde bazen besiyeri
amaciyla da kullanilmaktadir.

> Hazirlamisi

o 1 g pepton 1000 ml damitik su ¢6zeltisi iginde ¢oziindiiriiliir.

o pH’1 uygun bir ¢ozelti ile 25°C’de 7,0 = 0,2 olacak sekilde ayarlanir.

o Tiplere veya erlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb.)
dagitilir.

o Sterilizasyona hazirlanir.

o Otoklavda 121°C’de 20 dk. sterilize edilir.



1.2.3. Tamponlanmis Peptonlu Su

Asit veya baz ilave edildigi zaman ¢ok az pH degisimi gosteren ¢ozeltilere "tampon”
cozeltiler denir. Laboratuvarlarda yapilan bazi deneylerde kullanilan ¢ozeltilere asit veya baz
ilave edildiginde veya mikroorganizmalarin iiremesi neticesinde ortama biraktiklari
atiklardan dolayr pH degerlerinin fazla degismemesi istenir. Tampon ¢ozeltilerin
kullanilmast ile bu degisim dnlenmektedir.

Tampon ¢ozeltiler, zayif asit veya bazlarla bunlarin kuvvetli tuzundan olusur. Tampon
olarak en ¢ok kullanilan maddeler; fosfatlar (KH,PO,, Na,HPQO,), karbonatlar, asetat ve
sitratlardir.

Bu besiyeri ISO 6887 tarafindan genel amacgh bir seyreltme ¢ozeltisi olarak da
Onerilmektedir. Piyasada tamponlanmis peptonlu suyun 500 g ve 5 kg’lik ambalajlarda toz
formu satilmaktadir.

Tamponlanmis peptonlu su seyreltme amaci ile
kullanmilacak ise mutlaka 25,5 g/L. konsantrasyonda
hazirlanmahdir.

> Bilesimi;

10,0 g/l pepton,

5,0 g/l NaCl (sodyum kloriir),

9,0 g/l Na,HPO,.12H,0 (disodyumhidrojen fosfat),
1,5 g/l KH,PO, (potasyum dihidrojen fosfat),

1000 ml su seklindedir.

> Hazirlamisi

o Toz ya da tablet ticari tampon maddeden 25,5 g tartilir.

o Hazir karisim bulunmadiginda, bilesenler istenen hacme gore
hesaplanarak tartilir.

o Balonjojeye aktarilarak saf su iginde gerekirse su banyosunda isitilarak
¢Oziindiiriiliir.

. pH’1 uygun bir ¢ozelti ile 25°C’de 7,0 + 0,2 olacak sekilde ayarlanir.
Tiiplere veya erlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb.)
dagitilir.

o Sterilizasyona hazirlanir.

o Otoklavda 121°C’de 15 dk. sterilize edilir.



1.2.4. Peptonlu Fizyolojik Tuzlu Su (MRD- Maximum Recovery Diluents)

Giintimiizde TS 6235 ve ISO 6887’ye gore formiilii serum fizyolojik (% 0,85) +
pepton (% 0,1) olan bu ¢dzelti FTS yerine oldukga fazla kullanilmaktadir.

1 litresinde 8,5 g tuz (NaCl) ve 1 g pepton bulunan ve pepton-tuz olarak da anilan bu
seyreltme ¢ozeltisinin toz formu piyasada 500 g’lik ambalajlarda ticari olarak satilmaktadir.

> Bilesimi;

1,0 g/l pepton,
8,5 g/l NaCl (sodyum kloriir),
1000 ml su seklindedir.

> Hazirlanisi

Ticari toz formundan ISO 6887 've gore 9,5 g/l hesabi ile
hazirlanmaktadir.

Ticari toz formu bulunmadigi durumlarda bilesenler istenen hacme gore
hesaplanarak tartilir.

Bilesenler, su igerisinde, gerektiginde 1sitict manyetik karistirici iizerinde
biraz 1sitilmak suretiyle ¢oziindiiriiliir.

Uygun bir ¢ozelti ile pH’1 25°C’de 7,0 £ 0,2 olacak sekilde ayarlanir,
Tiiplere veya erlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb.)
dagitilir.

Sterilizasyona hazirlanir.

Otoklavda 121°C’de 15 dk. sterilize edilir.

Otoklav sonrasinda oda sicakliginda 1 ay siire ile kontamine edilmedigi takdirde

kullanilabilir.

1.2.5. ¥4 Kuvvetinde Ringer Cozeltisi

Basta peynirler olmak {izere siit iiriinlerinin mikrobiyolojik analizinde seyreltme sivist
olarak % kuvvetinde Ringer ¢ozeltisi kullanilmalidir. Siit {iriinleri disinda Ringer kullanmak
gerekli degildir. Bu ¢ozeltinin de piyasada hazir ticari tabletleri bulunmaktadir.

> Bilesimi;

2.25 g/l sodyum kloriir (NaCl),

0.105 g/l potasyum kloriir (KCI),

0.06 g/l kalsiyum kloriir, susuz (CaCl,),

0.05 g/l sodyum hidrojen karbonat (NaHCO5),
1000 ml su seklindedir.



> Hazirlanisi

Hazir ticari formundan 1 tablet alimp 500 ml damitik su i¢inde
¢Ozlindiirilir.

Hazir tablet bulunmadiginda, bilesenler istenen hacme gore hesaplanarak
tartilir.

pH’1 uygun bir ¢ozelti ile 25°C’de 6,9 + 0,2 olacak sekilde ayarlanir.
Tiiplere veya erlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb.)
dagitilir.

Sterilizasyona hazirlanir.

Otoklavda 121°C’de 15 dk. sterilize edilir.

1.2.6. % 15’lik Sodyum Kloriir Cozeltisi

Bu ¢ozelti, yiiksek tuz konsantrasyonunu seven (halofilik), diger bir ifadeyle gelismesi
icin sodyum kloriire ihtiya¢ duyan mikroorganizmalarin teshis ve sayimlarinda diliisyon
stvisi olarak kullanilmaktadir.

> Hazirlanisi

150 g sodyum Kkloriir iizerine damitik sudan azar azar eklenerek 1000
ml’ye tamamlanir ve ¢6ziindurilir.

Tiiplere veya erlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb.)
dagitilir.

Sterilizasyona hazirlanir.

Otoklavda 121°C’de 20 dk. sterilize edilir.

1.2.7. % 20’lik Glikoz Cozeltisi

Regel, meyve suyu konsantresi gibi yiiksek sekerli orneklerde, yliksek seker
konsantrasyonuna dayanikli (osmotik basinca dayanikli-osmotolerant) ya da yiiksek seker
konsantarsyonunu seven (osmofilik) mikroorganizmalarla ilgili g¢aligmalarda kullanilan
seyreltme ¢ozeltisidir.

> Hazirlamisi

200 g glikoz ftizerine damitik sudan azar azar eklenerek 1000 ml’ye
tamamlanir ve ¢ozinduriliir.

Tiiplere veya erlenmayerlere gerekli miktarlarda (9 ml, 90 ml vb.)
dagitilir.

Sterilizasyona hazirlanir.

Otoklavda 115°C’de 20 dk. sterilize edilir.



1.2.8. Ozel Seyreltme Cozeltileri

>

% 2’lik Sodyum Sitrat Coézeltisi: TS 7895 EN I1SO 8261’e gbre peynirlerin
homojenizasyonunda kullanilan seyreltme c¢ozeltisidir. Bu amacgla 20 g/L
konsantrasyonda olacak sekilde Trisodyum Sitrat dihidrat (Na;CsHs07.2H,0)
distile su icinde 45 — 50°C arasindaki bir sicaklikta 1sitilarak ¢oziiliir. pH "1
uygun bir ¢ozelti ile 25°C'de 7,5 £ 0,2 olacak sekilinde ayarlanir. Amaca uygun
erlen ve/ veya tliplere dagitilip, otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilir.

Anaeroblar icin Seyreltme Cozeltisi: Anaerob mikroorganizmalarin (yalnizca
O,’siz ortamda yasayabilen) analizinde kullanilan ve bilesiminde ortamdaki
O,’i baglayan maddeler bulunan seyreltme ¢ozeltisidir. Bu amagla Pepton from
Casein % 0,1 ; Cystein chloride monohydate % 0,05 ; Sodyum Kloriir % 0,85
olacak sekilde bilesenler distile su iginde gerekirse isitilarak eritilir ve uygun
kaplara (erlen ve/ veya tiipler) dagitilarak otoklavda 121°C 'de 15 dakika
sterilize edilir.

Tween 80: Krema gibi yag oram yiiksek gidalarin seyreltilmesinde kullanilan
¢ozeltilerin icine sterilizasyon Oncesi % 1 oraninda katilir. Toprakla
calisildiginda bakterilerin toprak agregatlarina yapismasini  engelleme
ozelliginden dolay1 tercih edilir.

1.3. Diliisyon Cozeltisi Hazirlarken Dikkat Edilecek Noktalar

YV VY

Diliisyon sivilari, ekim 6ncesinde hazirlanmali ve sterilize edilmelidir.

Sonuglarin kesinligini arttirmak amaciyla, seyreltilerin hazirlanmasinda susuz
temel bilesenlerin veya susuz ticarl hazir bilesimlerin kullanilmasi tavsiye edilir.
Uretici firmalarin talimatlarina uyulmalidir.

Aksi belirtilmedikge, sadece analitik safliktaki reaktifler kullanilmali, aksi
belirtilmedikge damitik, mineralleri giderilmis veya es deger saflikta su
kullanilmalidir.

Besiyeri pH’min gerekli olan her ayarlamasinda, besiyeri hacmindeki,
dolayisiyla bilesimindeki degisimi en aza indirmek amaciyla, sodyum hidroksit
(NaOH) veya hidroklorik asitin (HCI) uygun molariteli ¢ozeltileri kullanilmali
yani genel olarak besiyeri hacminin daha diisiik oldugu durumlarda daha yiiksek
molariteli ¢dzeltiler kulanilmalidir.

Diliisyon sivisinin ¢esidi incelenen 6rnege veya mikroorganizma kiiltlirliniin
ozelligine gore secilmelidir. Eger diliisyon sivisi analiz edilecek 6rnege veya
mikroorganizma kiiltiiriine gore se¢ilmezse diliisyon serileri hazirlama sirasinda
mikroorganizmalar canliliklarin1 kaybedebilir; bu da hatali sonu¢ bulunmasina
neden olur.

Diliisyon s1visi, incelenecek 6rnegin mikrobiyal yiikiinde bir degisiklige neden
olmamalidir. Bu amagla kullanilan seyreltme ¢ozeltisinin osmotik basincinin
incelenecek 6rnegin osmotik basincina es deger veya ¢ok yakin olmasina dikkat
edilmelidir.
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A\

Tartimlar hassas terazide titizlikle yapilmalidir.

A\

Su miktar1 dogru olarak alinmali ve kati maddelerin siv1 igerisinde tamamen
¢ozlinmesi saglanmalidir.

> Seyreltme ¢ozeltileri, 6 ayda bir toksik maddelerin varligi agisindan kontrol
edilmelidir.

> Seyreltme ve homojenizasyon amaciyla hazirlanan ¢ozeltilere gerekirse manyet
(balik; manyetik tas) ilave edilmelidir. Ancak homojenizasyon i¢in stomacher
ya da blender kullanilacak ise besiyerine manyet ilavesi yapilmaz.

A\

Diliisyon s1vilart tercihen renkli ve mutlaka kapakli kaplarda saklanmalidir.

> Diliisyon sivisinin adi ve hazirlandigr tarih, kap iizerinde agik bir sekilde
yazilmalidir.

> Hazirlanan diliisyon sivilart hemen kullanilmayacaksa, karanlikta, 0 °C - 5 °C
arasindaki bir sicaklikta, bir ay1 ge¢cmeyecek bir siireyle, hacminde ve
bilesiminde herhangi bir degisiklige yol ac¢mayacak sartlarda muhafaza
edilmelidir.

> Sterilize edilmis dilisyon sivilarinin  kontamine edilmemesine 6zen
gosterilmeli, kugsku duyulursa bu ¢6zelti asla kullanilmamalidir.

1.4. Sterilizasyona Hazirhk

Diliisyon sivilari hazirlandiktan sonra genellikle tiiplere (9 ml) ya da erlenlere (90 ml)
aktarilmaktadir. Eger analiz sirasinda 6mek ve diliisyon sivist manyetik karistirict ile
karigtirilacaksa, diliisyon sivisinin igerisine manyet (balik vb.) ilave edilmelidir.

Cam malzemenin sterilizasyonunda oldugu gibi seyreltme ¢ozeltisi aktarilan erlen ve
tipler yagli pamuk ile kapatildiktan sonra aliminyum folyalarla sarilarak tiipliiklere
yerlestirilir (Resim 1.1/ bk.Sterilizasyon ve Dezenfeksiyon Modiilii).

Resim 1.1: Sterilizasyon i¢in hazirlanmus tiip ve erlenler
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Tiipler asla cam behere konularak sterilize edilmemelidir; ¢linkii cam beherde tiipler
arasinda sikigsan hava 1s1y1 iletmez. Tiipler ideal olarak tel sepette, yoksa tabandan delinmis
bos konserve kutularinda sterilize edilmelidir. Erlen ve tiipliikler otoklav sepetine
yerlestirildikten sonra otoklavda sterilize edilir (Resim 1.2 ve 1.3). Dogru ¢alismayan, geg
1sinan otoklav kullanilmamalidir.

Resim 1.2: Otoklav sepeti Resim 1.3: Otoklav
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Asagidaki islem basamaklari ve Onerileri dikkate alarak 500 ml tamponlanmis
peptonlu su hazirlayiniz.

Kullanilan arag gerecler

> Pepton
> Sodyum kloriir
> Disodyumhidrojen fosfat
> Potasyum dihidrojen fosfat spatiil
> Tartim kabi
>  Terazi
> Balon joje
»  Safsu
> Pipet
> Deney tiipleri
»  Erlen
> Su gegirmez yagli pamuk
»  Aliiminyum folyo
»  Tuplik
> Cam yazar
»>  Otoklav
Islem Basamaklar Oneriler
» Laboratuvar kiyafetlerinizi giyiniz.
» Hazirlanacak miktara gore pepton, » Ellerinizi her ¢caligma 6ncesinde
sodyum kloriir, disodyumhidrojen fosfat, yikayiniz ve dezenfekte ediniz.
potasyum ve dihidrojen fosfat » Caligsma ortaminizin temiz olmasina
miktarlarini hesaplayiniz. dikkat ediniz.
» Hesaplamalarinizi kontrol ediniz.
» Hesaplanan miktarlarda bilesenleri
tartiniz.
s » Gerekli kimyasallar1 tezgah iizerine
¢ikariniz.
» Spatiilii ve tartim kabin1 hazirlayiniz.
» Hassas teraziyi 6nceden ayarlayiniz.
» Tartim kabinin darasini almay1
unutmayiniz.
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» Tartilan bilesenleri 500 ml’lik balon
jojeye aktariniz.

> Balon jojeye bir miktar saf su ekleyiniz.

» Bilesenlerin ¢oziinmesini saglayiniz.

» Bilesenlerin tamami ¢dziindiikten sonra
balon jojenin 6l¢ii ¢izgisine kadar saf su
ile doldurunuz.

> Bilesenlerin tamamen ¢oziinmesine
dikkat ediniz.

» Balonjojeye saf su eklerken dl¢ii
cizgisine yaklasildiginda daha dikkatli
olunuz.

» Sivi okuma kurallarma uyunuz.

» (Cozeltinin pH’ 1 6l¢ilip 7,0’a ayarlayiniz

N\
\ =% 5\_ (
".?\'tl
N .

BE Y 4

> Onceden pH metreyi kalibre etmeyi
unutmayiniz.

» Hazirlanan ¢ozeltiden tiiplere 9’ar ml,
erlene 90 ml koyunuz.

» Sivi okuma kurallarina uyunuz.

» Tiip ve erlenmayerlerin agizlarini
pamuklayip folyolaymiz.

» Tiip ve erlenmayerin agzini modiilde
anlatildig1 gibi pamuklayip aliiminyum
folyo ile sariniz.

» Tiip ve erlenlerin iizerine gerekli bilgileri
yaziniz.

» Asetat kalemi kullanimiz.
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» Tiip ve erlenleri otoklav sepetine
ardindan otoklava yerlestiriniz.

Dikkatli olunuz.

» Sterilizasyon yapiniz.

YV VYV VYV VY

Uygun sterilizasyon sicakligi ve siiresini
seciniz.

Caligma ortamini, kullanilan arag ve
gerecleri temizleyiniz.

Laboratuvar onliigiiniizii ¢ikarip asiniz.
Ellerinizi her ¢calisma sonrasinda
yikayiniz.

Laboratuvar son kontrollerinizi yapiniz.
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Asagidaki sorularda dogru secenegi isaretleyiniz.

1. Asagidakilerden hangisi mikrobiyolojik analizlerde seyreltme isleminin amacidir?
A) Mikroorganizmanin {iremesi igin ortam hazirlamak
B) Mikroorganizma sayisini artirmak
C) Petri kutusunda sayilabilecek diizeyde koloni olugturmak
D) Ornek orijinalligini korumak

2. 10" liik diliisyondaki mikroorganizma sayisi, orijinal Ornege gore ka¢ defa
seyreltilmigtir?

A) 4 defa

B) 1000 defa

C) 40 defa

D) 10000 defa
3. Deniz suyunda mikrobiyolojik analiz yapilacagi zaman hangi dillisyon s1visi
kullanilmalidir?

A) Fizyolojik su

B) Peptonlu fizyolojik su
C) Safsu

D) Peptonlu su

4, Tamponlanmig peptonlu su, seyreltme amaciyla kullanilacaksa hangi konsantrasyonda
hazirlanmalidir?

A) 59/l

B) 8,59/

C) 9,50/

D) 25,5 g/l

5. Sit triinlerinin mikrobiyolojik analizinde, seyreltme sivisi olarak asagidakilerden
hangisi kullanilir?

A) Vi kuvvetinde ringer ¢ozeltisi

B) Peptonlu fizyolojik su

C) % 15’lik NaCl ¢ozeltisi

D) Higbiri

6. 500 ml FTS ¢6zeltisi hazirlamak i¢in kag g NaCl tartiimalidir?
A)2.125¢
B)85¢g
C)4.25¢
D)1.00g
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7. Asagidakilerden hangisi tampon olarak kullanilan maddelerden degildir?
A) Damutik su
B) Sitratlar
C) Karbonatlar
D) Fosfatlar

8. Osmotolerant (osmatik basinca dayanikli)) mikroorganizmalarla c¢alisilirken hangi
diliisyon ¢ozeltisi kullanilmaktadir?

A) % 15’lik NaCl ¢ozeltisi

B) % 20’lik glikoz ¢6zeltisi

C) % 2’lik sodyum sitrat ¢6zeltisi

D) Tween 80

DEGERLENDIRME

Yukaridaki teste verdiginiz cevaplari, modiiliin sonundaki cevap anahtar1 ile
karsilastiriniz. Eksik konularimiz varsa bu eksikligin neden kaynaklandigini diisiinerek
arkadaglarimizla tartigimz. Ogretmeninize damisarak tekrar bilgi konularma déniip
eksiklerinizi gideriniz. Eksikliklerinizi tamamladiktan sonra uygulamali teste ge¢iniz.
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UYGULAMALI TEST

250 ml fizyolojik tuzlu su hazirlayiniz. Yaptiginiz uygulamay kontrol listesine gore
degerlendirerek, eksik veya hatali gordiigiiniiz davraniglari tamamlama yoluna gidiniz

Degerlendirme Olgiitleri Evet | Hayr

1. Laboratuvar kiyafetlerinizi giydiniz mi?

Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?

w

Gerekli malzemeleri belirleyip yeterli miktarlarda bulundugunu
kontrol ettiniz mi?

250 ml fizyolojik tuzlu su i¢in gerekli miktar1 hesapladiniz m1?

Hesaplanan miktar1 tarttiniz m1?

Tartilan tuzu 250 ml’lik balonjojeye aktardiniz mi?

N o | &

Balonjojeye bir miktar saf su ekleyerek tuzun ¢éziinmesini
sagladiniz mi?

©

Balonjojenin 6l¢ii ¢izgisine kadar saf su eklediniz mi?

9. Pipet yardimiyla tiiplere 9’ar ml, erlene 90 ml FTS dagittiniz mu?

10. Tiip ve erlenlerin agizlarin1 pamuklayip folyoladiniz mi?

11.  Tiip ve erlenlerin iizerine gerekli bilgileri cam kalemiyle yazdiniz
mi?

12.  Tipleri tiipliiklere yerlestirdikten sonra erlenleri ve tiipliikleri
otoklav sepetine yerlestirdiniz mi?

13.  Otoklav sepetini otoklava yerlestirdiniz mi?

14.  Uygun sicaklik ve siirede sterilizasyon yaptiniz mi?

15.  Laboratuvarm son kontrollerini yaptimiz mi1?

16.  Onliigiiniizii ¢ikarip yerine astiniz mi?

DEGERLENDIRME

Degerlendirme Olgiitlerine gbre, Hayir cevabiniz varsa oOgretmeninize damisarak
modiiliin ilgili konularin tekrar ederek eksikliklerinizi gideriniz. Tiim cevaplariniz Evet ise
diger 6grenme faaliyetine geginiz.
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OGRENME FAALIYETIi-2

( OGRENME KAZANIMI )

Mikrobiyolojik analizler i¢in numunenin 6zelligine uygun teknikleri kullanarak
numune hazirlayabileceksiniz.

( ARASTIRMA )

>

>

Cevrenizdeki mikrobiyoloji laboratuvarlarini ziyaret ederek analiz numunesi
hazirlanirken nelere dikkat edildigini arastiriniz.

Analiz numunesi hazirlanirken ne gibi iglemler yapildigini arastiriniz.

2. ANALIZ NUMUNESI HAZIRLAMA

Orneklerin alinmas1 ve laboratuvara ulastirilmas: sirasindaki yetersiz uygulamalar,
mikrobiyolojik analizlerde hatali sonuglara neden oldugu gibi, hastaliklarin yanlis tedavisine
de neden olmaktadir. Bu nedenle Orneklerin analize hazirlanmasindan Once, Ornek
alimmasindaki bazi kurallarin bilinmesi gerekmektedir.

Kaynak ne olursa olsun, biitiin oOrneklerin alinmasinda bazi genel kurallar
bulunmaktadir. Bunlar:

>

YV VVYV

Steril  kosullarda ¢alistlmali, Ornegin ¢evreye, ¢evreden de Ornege
kontaminasyon engellenmelidir.

Yeterli miktarda 6rnek alinmali, az ya da ¢ok fazla olmamalidir.

Ornegin 6zelligine uygun yontem ve malzemeler kullanilarak rnek alinmalidir.
Aliman ornek, uygun tasima besiyeri iginde ya da uygun kaplarda derhal
laboratuvara gonderilmelidir.

Eger laboratuvara hemen ulastirilamiyorsa Ornegin  Ozelligine gore
saklanmalidir. Ornegin, normal flora iceren ornekler buzdolabi sicakliginda
(+4°C'de), steril viicut sivilar1 ise 37°C'de (idrar bu kuralin disinda)
bekletilmelidir.

Alinan 6rnek hastalik teshisine yonelik ise:

o Ornek, antibiyotige baslanmadan 6nce ve miimkiin oldugunca erken
alinmalidir. Kontrol amaciyla antibiyotik kesildikten 48 saat sonra
alinmalidir.

o Mikroorganizmalarin en yogun ve canli oldugu bdlgeden Ornek
alinmalidir.
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o Hastaligin uygun zamaninda alinmalidir. Mesela tifoda birinci hafta kan
kiiltiirii, daha sonra digki kiiltiirii yapilmalidir.

o Hastaligin o6zelligine gore o&rnek alinmalidir. ishalde diski, akciger
enfeksiyonunda balgam, tonsillitte bogaz 6rnegi alinmasi gibi.

> Alman her o6mek i¢in 6rnek kabinin iizerine yapistirilmak iizere bir etiket
doldurulmalidir. Bu etiketteki bilgiler, 6rnegin 6zelligine gore degismektedir.

Mikrobiyolojik analiz i¢in aliman 6rneklerin miimkiin olan en kisa siire igerisinde
laboratuvara getirilmesi gerekmektedir. Orneklerin, icerdikleri mikroorganizma sayisini
azaltacak ya da artiracak kosullardan tiimiiyle arindirilmis olarak laboratuvara getirilmesine
dikkat edilmelidir. Alinan 6rneklerin laboratuvara getirilmesi, 6rnek 6zelligine uygun olarak
yapilmalidir.

2.1. Analiz Numunesinin Hazirlanmasi Sirasinda Alinacak Onlemler

> Analiz edilecek 6rnegin bulundugu kap veya ambalaj agilirken homojenizasyon
islemi veya aktarma sirasinda ¢evreden ornege, drnekten de cevreye ve diger
orneklere kontaminasyon onlenmeli (aseptik kosul), laboratuvarin kapi ve
pencereleri kapali tutularak hava akimi engellenmelidir.

> Ambalaj a¢ilirken kullanilan makas, konserve veya sise agacaklari, bigak vb.
onceden kagit veya alliminyum folyoya sarilarak sterilize edilmis olmali veya
steril, tek kullanimlik olanlar tercih edilmelidir.

»  Ambalajin alkolle dezenfeksiyonunda dikkat edilecek en dnemli nokta; alkoliin
Ornege karigmasinin onlenmesidir; aksi durumda alkoliin mikroorganizmalar
iizerine olumsuz etkisi nedeniyle analiz sonucu hatali olmaktadir.

> Ornekte normal olmayan koku, goriiniis Vb. varsa kaydedilip sahit 6rnek,
buzdolabinda saklanmalidir.

> Elektrik  kesintisi gibi durumlarda zorunlu olarak analiz hemen
uygulanamayacaksa acilan ambalaj tekrar kapatilmaz. Bu durumda ambalaj
igindeki ornek laboratuvardaki steril bir kaba aktarilarak kesinti sonuna kadar
saklanmalidir.

2.2. Numunenin Laboratuvara Kabulii

Oncelikle drnek, analizi yapilacak laboratuvar tarafindan kabul edilmelidir. Bunun
icin laboratuvar personeli drnegin laboratuvara gerekli kosullarda getirilip getirilmedigini
kontrol etmeli, eger uygun kosullarda getirildiginden emin olursa 6rnegi analiz i¢in kabul
etmelidir. Aksi bir durum s6z konusu ise ya analiz i¢in kabul etmemeli ya da kabul formuna
ornekle ilgili olumsuzluklari belirtmelidir (Tablo 2.1).

Laboratuvara getirilen ve analiz ig¢in kabul edilen 6rnek tizerinde laboratuvarin

Ozelligine gore Grnegin laboratuvara kabul tarihi, kabul saati ve drnekle ilgili tiim bilgiler
yazilmalidir.
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Aym Ornekte kimyasal analizler de yapilacaksa, dncelikle mikrobiyolojik analiz igin
analiz ve sahit 6rnekleri ayrilmalidir. Laboratuvara kabul edilen 6rnegin paraleli, sahit olarak
iiriin ozellikleri degismeyecek sekilde saklanmalidir. Analiz i¢in gelen ornekler miimkiin
olan en kisa zamanda analize alinmalidir.

...................... LABORATUVARI NUMUNE KABUL FORMU

Tarih

Saat

Numune

Parti Nu.

Miktar

Sicakhik

Aciklama

Tablo 2.1: Laboratuvar numune kabul formu 6rnegi

2.3. Ambalajin Acilmasi

Kapali ambalaj igerisinde laboratuvara getirilen orneklerin analiz sirasinda 6rnegin
¢evreden ve gevrenin Ornekten kontaminasyonunun Onlenmesi i¢in laboratuvar kurallarina
uyulmalidir. Bu amagla asagidaki hususlara dikkat edilmelidir:

>
>
>
>

Oncelikle aseptik ¢alisma ortanmi hazirlanmalidir.

Ambalajin agilmasi sirasinda kullanilacak aletler (makas, bistiiri vb.) 6nceden
sterilize edilmis olmalidir.

Eger ornek sivi veya yari sivi ise Ornek kabi acilmadan Once 1iyice
calkalanmalidir.

Kapali ambalaj agilmadan once agilacak olan kisim ve gevresi %70’lik alkol
veya uygun bir kimyasalla silinip dezenfekte edilmelidir.

o Eger ambalaj metal, cam gibi materyalden yapilmis ise alkolle silindikten
sonra alevden gegirilmelidir.

o Ambalaj plastik gibi alevden gegirilemeyecek bir malzemeden yapilmis
ise alkolle silindikten sonra steril su ile silinerek alkol uzaklastiriimalidir.

o Dezenfeksiyon amaciyla kullanilan alkol higbir sekilde Ornege
karismamalidir; aksi halde analiz sonucu hatali ¢ikar.

Sivi 6rnekler dogrudan analize alinabildigi halde kat1 drnekler 6n islemlerden (ezme,
parcalama gibi) gecirilmelidir.
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2.4. Analiz Numunelerinin Tartilmasi

Kat1 6rneklerde belirli bir agirligin tartilmasi aseptik kosullar altinda yapilmalidir. Bu
amagla en fazla dikey tip ekim kabininden (laminar flow kabin) yararlanilmaktadir.

Tartimin yapilacagit kap, Onceden sterilize edilmis, seyreltme sivisini rahatlikla
alabilecek biiyiikliikte olmalidir. Bu amagcla genellikle erlen ve beher gibi cam kaplardan
yararlanilmaktadir. Ancak terazi {lizerine gereksiz agirlik konulmasinin sakincali olmasi ve
istenilen miktardan daha fazla ornek tartildiginda bunun geri alinmasindaki zorluklar
nedeniyle, prensip olarak tartimlar erlen, beher gibi kaplara degil steril saat cami, petri
kutusu veya aliiminyum folyoya yapilip tartilmis 6rnek daha sonra erlene veya blendere
alinmalidir; ancak pratikte 50 ml’lik beherler de sik¢a kullanilmaktadir.

Tartimda kullanilan terazi 0,1 g duyarlilikta olmali ve tartimlar bu hassasiyetle
yapilmalidir Standart bir mikrobiyolojik sayim analizi i¢in kati &rneklerden 10 g 6rnek
yeterlidir, fakat 6zel homojenizasyon gereksinimleri ve 6zel bakteri sayimlari igin farkli
miktarlarda da ornek tartilabilmektedir.

' Bazi ornekler dnceden kiigiltiilmiis olsa bile tam olarak 10,00 g tartilmasi zordur.
Istenen agirligin tam olarak tarttmini yapmak i¢in kontaminasyon riskini artiracak kadar
ugrasilmamahidir. Boyle durumlarda tartim hatast  seyreltme sivisi  miktariin

degistirilmesiyle ortadan kaldirilabilir; ancak burada tartimin % 5’ten daha fazla olmamasina
dikkat edilmelidir.

Genellikle mikrobiyolojik analizlerde 10 g 6rnek tizerine 90 ml seyreltme sivisi
konulmaktadir yani seyreltme orani, 10/10+90=10/100= 1/10’dur. Eger 10 gramdan daha
farkl1 bir miktarda tartim yapilmigsa seyreltme sivist miktar1 su sekilde hesaplanmaktadir:

>  Ornek 10 g yerine 10.25 gram tartilmissa;

10,25 — 10 = 0,25 g’lik bir fazla tartim s6z konusudur.

10 g 6rnek igin 90 ml seyreltme sivisi gerekirse
0,25 g ornek i¢in X ml seyreltme s1vis1 gerekir.

X= (O,25><90)+10 =2,25ml
seyreltme s1visi gerekir.

> Bu durumda seyreltme sivist miktar1 90+2,25= 92,25 ml olur yani 90 ml steril
seyreltme s1vist yerine 92,25 ml alinarak standart 1:10’luk oran elde edilebilir:

10,25+(92,25+10,25) =10,25+102,5=1/10
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90 ml olarak hazirlanmig seyreltme sivisinin {lizerine Steril bir pipetle 2,25 ml daha
steril (yedek) seyreltme sivisi eklemek 6rnegi tam olarak tartmaktan daha kolaydir; ancak
unutulmamalidir ki bu uygulama hedeflenen agirliktan daha fazla tartimlar i¢in gecerlidir.

Tartilan 6rnek 6zelligine gore iginde seyreltme sivisi bulunan erlene, blendere veya
stomacher torbalarina alinmalidir.

2.5. Homojenizasyon islemi ve Kullamlan Araclar

Mikrobiyolojik analizlerde homojenizasyon genellikle kat1 ve yar1 kati numunelerin
bir seyreltme sivisi icinde esit dagilimini saglayan bir islem olarak tanimlanmaktadir. Burada
homojenlikten kasit, gidadaki mikroorganizmalarin analiz yapilacak tiim kiitleye homojen
olarak dagitilmasidir.

Mikroorganizmalar sivi materyalde homojen ya da homojene oldukga yakin olarak
dagilmiglardir. Basit bir karistirma ile yeterli bir homojenizasyon saglanabilir. Buna karsin,
kat1 6rneklerde mikroorganizmalar homojen dagilmadiklari i¢in sayim 6ncesinde materyalin
uygun bir sivi iginde uygun bir yontemle homojen hale getirilmesi gerekmektedir.
Mikrobiyolojik analizlerde materyalin ¢ogu defa sivi olmas1 gerekir, buna gore kat1 drnekler
stvilastiriimaktadir.

Dolayisiyla sivi veya suda kolayca eriyen oOrnekler herhangi bir 6n hazirlik
yapilmadan dogrudan manyetik karigtirici ile mikrobiyolojik analize hazirlanabilmektedir;
ancak diger orneklerde blender veya stomacher ile parcalama ve homojenizasyon zorunlu
olmaktadir.

Homojenizasyon islemi genel olarak 1’e¢ 9 seklinde yapilmaktadir. Buna gore 1 kisim
numune ile 9 kisim seyreltme sivisi ile homojenize edilmektedir.

Numunenin o6zelligine gore farkli homojenizasyon teknikleri kullanilmaktadir.
Ornegin; numune seker, tuz gibi suda kolay eriyebilen maddeler ise 10 g 6rnek dogrudan 90
ml uygun bir steril seyreltme sivist iginde eritilmektedir. Un gibi bir gida maddesi ile
calisihyorsa 1’e 9 orami yeterli olmaz, homojenizasyon hesap kolayligi acisindan 1’e 19
seyreltme ile yapilir.

Suda kolay erimeyen kati materyal, blender ya da stomacher ile homojenize
edilmektedir. Anaeroblar ile ¢alisilirken blender kullanilmamalidir. Bu tip numuneler, iginde
kum olan havanda ezilmelidir.

Toprakla calisildiginda bakterilerin  toprak agregatlarina yapismasi nedeniyle
homojenizasyon Tween 80 ya da seyreltik NaOH veya KOH ile yapilmaktadir.

Homojenizasyon islemi sirasinda dikkat edilmesi gereken hususlar sunlardir:

> Homojenizasyon islemi yapilirken pargalayici veya karistiricinin hizi ve
karigtirma siiresi ¢ok iyi ayarlanmalidir.
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o Parcalama veya karistirma isleminin uzun siirmesi veya yiiksek hizda
yapilmast mikroorganizma hiicrelerinin merkezka¢ kuvvetinin etkisiyle
mekaniksel olarak ve 1sinma nedeniyle zarar gormesine neden
olmaktadir. Bu da hatali sayim sonuglarinin ortaya g¢ikmasina sebep
olmaktadir.

o Yetersiz par¢alama veya diisiik hizda karigtirma ise numunedeki tiim
mikroorganizmalarin sivi faza gegirilememesine neden olmaktadir.

> Homojenizasyon islemi sirasinda numune oda Sicakliginda olmalidir; ¢iinkii
homojenizasyon islemi sirasinda sicaklik biraz artmaktadir. Eger numuneye
buzdolabindan ¢ikartilip ¢ikartilmaz homojenizasyon islemi uygulanirsa,
sicaklik farki nedeniyle 1siya duyarli mikroorganizmalar zarar gorecektir.

> Numunenin oda sicakligina gelme siiresini kisaltmak i¢in disaridan 1s1
verilmemeli ve uzun siire oda sicakliginda beklenilmemelidir.

> Ozellikle gram negatif bakterileri osmotik soktan korumak igin bazi
numunelerde kademeli homojenizasyon uygulanmalidir. Bunun igin;

. Steril bir erlene 10 g numune ve tzerine 10 ml seyreltme sivisi
konulmakta,
Karigtirilarak 6rnegin 1slanmasi saglanmakta,

. Daha sonra ise gerekli seyreltme c¢ozeltisinin kalan kismi eklenerek
homojenizasyon islemi tamamlanmaktadir.

»  Clostridium  gibi  anaerob  bakterilerilerle  yapilacak  analizlerin
homojenizasyonunda blender kullanilmamalidir; ¢linkii blender kullanimi
sirasinda olusan anafor, anaerob bakterilerin oksijen ile temas etmesine neden
olmakta ve bu da anaerob bakteriler tizerinde 6ldiiriicti etki yaptigindan sonucun
hatali ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu durumda laboratuvar tipi rende, havan
veya degirmenler kullanilmalidir.

2.5.1. Manyetik Karistirici ve Tiip Karistiric

Seker, tuz gibi seyreltme sivisinda kolay eriyebilen numunelerin homojenizasyonunda
ve dillisyon ¢ozeltisi hazirlanirken manyetik karistiricilar kullanilmaktadir. Tiiplerdeki sivi
numuneler ile diliisyon sivilarinin iyice karigmasini saglamak i¢in ise, deney tiipli igeriginin
merkezden disa dogru gevrilmesi prensibi ile ¢alisan tiip karistiricis1 (vorteks) denilen
karistiricilardan yararlanilmaktadir.

Resim 2.1: Manyetik karistirici Resim 2.2: Tiip karigtiricist (vortex)
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2.5.2. Doner Bicakh Karnistirici (Blender)

Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan blenderin gévde ve kapaginin sterilizasyona
uygun paslanmaz ¢elikten yapilmis olmasina dikkat edilmelidir.

Genellikle mutfak tipi blenderin kullanilmasi pek onerilmemektedir; ancak bir¢ok
laboratuvarda olduk¢a sik kullanildigina rastlanmaktadir. Boyle durumlarda ise gévde ve
kapagin sterilizasyonunda alkol veya uygun bir dezenfektan ¢ozelti kullanilmalidir.
Sterilizasyondan sonra blender govdesi, dezenfektan ¢ozeltisini uzaklastirmak amaciyla steril
saf su ile yeterince c¢alkalanmalidir; ¢linkii dezenfektan ¢6zelti numunedeki
mikroorganizmalar1 olumsuz etkilemekte ve bu da hatali sonuglara sebep olabilmektedir.

Blender ile cahsilirken asagidaki hususlara dikkat edilmelidir:

> Blenderin govdesi ve kapagi analiz Oncesinde mutlaka sterilize edilmis
olmalidur.

»  Analiz edilecek numune ve gerekli seyreltme ¢ozeltisinin bir kismi blender
icerisinde homojenize edildikten sonra 250 ml’lik bos ve steril bir erlene
aktarilmali, seyreltme sivisinin geri kalan kismi ile blender ¢alkalanip erlene
ilave edilmelidir.

> Blender baslangigta diisiik hizda g¢alistirilmali, daha sonra hiz arttirilarak 2
dakika maksimum hizda parcalama yapilmalidir. Daha sonra 2—3 dakika olusan
koptigiin dagilmasi beklenmelidir.

> Blender dakikada 15002000 devir hizla ¢alistirilmali, homojenizasyon siiresi
en disiik hizda bile 2,5 dakikay1 gegmemelidir.

Resim 2.3: Blender

25



2.5.3. Peristaltik Tip Karistirici1 (Stomacher)

Mikrobiyolojik analizlerin bir¢ok alaninda kullanilan “Stomacher” lar 6zel torbalar
icindeki numuneyi pedallartyla ezerek homojenize eden ve ornekteki mikroorganizmalarin
diliisyon sivisi iginde serbest hale gecirilmesini saglayan araglardir (Resim 2.4).

Resim 2.4: Stomacher

Makine ig¢erinde bulunan iki pedal, numune torbasi tizerinde ileri geri hareket ederek
nazikce ama etkili bir bigimde diliisyon sivisi ile numuneyi iyice karistirmaktadir. Bu islem
sirasinda  diliisyon sivist Ornegin dokulart icerisine niifuz etmekte ve bu islemin
tekrarlanmasiyla analiz i¢in uygun soliisyon olusturulmaktadir (Sekil 2.1).

[RiT S v 3 ATH

Sekil 2.1: Stomacher’in pedal hareketi

Stomacher ile ¢calisirken asagidaki yol izlenir:

»  Mikrobiyolojik analizi yapilacak numune ve diliisyon sivisi 6zel steril torbaya
aktarilir.
Torba aygittaki yerine yerlestirilir (Resim 2.5).
Eger gerekiyorsa karistirma bolmesi ayarlanabilir pedallar sayesinde ayarlanir.
Makinenin gerekli ayarlar1 yapilir (Resim 2.6).
Kapagi kapatilir ve karigtirma islemine baglanir (Resim 2.7).
Pedal hareketlerinin yardimi ile torba igerisindeki numune parcalanir ve
diliisyon s1visi homojenize edilir (Resim 2.8).

VVVYVYYV

Bazi makinelerde otomatik filtrasyon diizenegi bulunmaktadir. Buradaki filtre
diizenegi bakterilerin gegmesine izin veren ancak partikiillerin ve lifli kisimlarin gegmesine
izin vermeyen bir sisteme sahiptir. Stomacher 6zel torbalari; plastik, tek kullanimlik
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(disposable), 40-400 ml hacimli, otoklavda sterilize edilebilir 6zellikte torbalardir.
Stomacherin 6zel torbasini delme riski olan drneklerin homojenize edilmesinde bu ekipman
kullanilmamalidir.

Resim 2.5: icinde numune ve diliisyon sivist Resim 2.6:Makinenin ayarlarmin yapilmasi

bulunan torbanin yerlestirilmesi

Resim 2.7: Kapagin kapatilmasi Resim 2.8: Numunenin parc¢alanmasi

Stomacher ile homojenizasyonun avantajlari sunlardir:

> Ozel steril torbalar kullanildigindan cam malzeme ve cihazin sterilizasyonuna
ihtiya¢ duyulmamaktadir.

> Her ornek icin ayr1 temizlik ve dezenfeksiyon gerektirmediginden
homojenizasyon islemi kisa siirede yapilmaktadir.

»  Blenderdeki gibi 1sinma problemi olmaz.

> Etlerin renk indirgenme testlerini yaparken, homojenizasyon islemi sirasinda
blender kullanilmasi ette bulunan bazi indirgen maddelerin diliisyon sivisina
gecmesine sebep olmakta ve bu da test sonuglarinda hataya neden olmaktadir.
Bunun igin etlerin renk indirgenme testlerini yaparken, homojenizasyon igin
stomacher kullanilmamalidir.
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Asagidaki islem basamaklar ve onerileri dikkate alarak, laboratuvara getirilen
toprak orneginden 10 gram alp mikrobiyolojik analiz icin analiz numunesi
hazirlayiniz.

Kullanilacak arac¢ ve gerecler:
Kayat figleri
Termometre

Terazi

Alkol

Bunzen beki ya da laminar flow kabin
Steril tartim kaplari
Steril diliisyon s1vis1
Cam yazar

Spatiil

Pamuk

Kesici bir alet
Blender

Stomacher
Manyetik karistirict
Analiz numunesi

VVVVVVVVVVVYVYYVYY

Islem Basamaklar Oneriler

» Laboratuvara gelen toprak numunesinin
kabul kaydini tutunuz.

veceveeeeeeo.. LABORATUVARI NUMUNE KABUL FORMU

Taril :

Saat : » Laboratuara gelen toprak

;““:F:_“ : numunelerinin ayirip kabul kaydini
art s, H

Mikfar : ayr1 ayri tutunuz

Sicakhk 3

Aciklama

> Tlgili modiiliindeki bilgilerinizi
hatirlaymiz.

» Sterilizasyon ve Dezenfeksiyon-1
modiiliindeki bilgilerinizi hatirlayiniz.

» Analiz 6ncesi hazirliklarinizi yapiniz.

» Aseptik ¢alisma ortami hazirlayiniz.

» Analiz numunesinin bulundugu ambalajin | » Dezenfeksiyondan sonra dezenfektan
cevresini dezenfekte ederek aciniz. maddeyi uzaklagtirmay1 unutmayimiz.

28



» Tartim sirasinda tam 10,000 gram
almaya 6zen gosteriniz.

» 10 gram toprak numunesini steril bir » Aseptik ortamda ¢alismaya dikkat
erlene tartiniz. ediniz.

» Kullandiginiz malzemelerin steril
olmasi gerektigini unutmayiniz.

» Diliisyon ¢6zeltisini daha 6nce

» 90 ml miktarda diliisyon sivisi ekleyiniz. hazirlamayi ve sterilize etmeyi
unutmayiniz.
» Numuneyi homojenize ediniz. » Uygun karistiriciyt kullanimniz.

» Arag gereglerinizi temizleyiniz.
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Asagidaki sorularda dogru secenegi isaretleyiniz.

1. Asagidakilerden hangisi drneklerin alinmasi sirasinda dikkat edilmesi gereken genel
kurallardan degildir?
A) Kontaminasyon engellenmelidir.
B) Tim mikrobiyolojik ornekler derin dondurucuda saklanarak laboratuvara
ulastirilmalidir.
C) Ornekler antibiyotik tedavisinden &nce almmalidir.
D) Hastaligin 6zelligine gore 6rnek alinmalidir.

2. Mikrobiyolojik analiz ¢alismasinda 1/10’luk diliisyon hazirlarken 10 g 6rnek yerine
10,15 g tartilmigsa kullanilmasi gereken seyreltme ¢ozeltisi miktari ne olur?
A) 90,00 ml
B) 90,35 ml
C) 91,35 ml
D) 92,35 ml

3. Asagidaki bakterilerden hangisinin aranmasi ve sayimi i¢in kullanilacak 6rnegin
homojenize edilmesinde blender kullanilmamalidir?
A) Anaerob bakteri
B) Lipolitik bakteri
C) Halofilik bakteri
D) Aerob bakteri

4, Topraklarda mikrobiyolojik analiz yapilacagi zaman homojenizasyon islemi sirasinda
asagidakilerden hangisi kullanilmalidir?
A) Tween 80
B) Ringer ¢ozeltisi
C) Fizyolojik tuzlu su
D) Peptonlu su

5. Kademeli homojenizasyon ne amagla uygulanmaktadir?
A) Numunenin agiri 1sinmasini 6nlemek i¢in
B) Bakterilerin oksijenle temasini azaltmak igin
C) Yetersiz par¢alanmayi 6nlemek igin
D) Gram negatif bakterileri osmotik soktan korumak i¢in

6. Asagidakilerden hangisi mikrobiyolojik analiz &rneginin stomacherle homojenize
edilmesinin avantajlarindan biri degildir?
A) Ornekteki mikroorganizmalar, diliisyon sivisi iginde serbest héle geger.
B) Isinma problemi olmaz, homojenizasyon islemi kisa siirede yapilir.
C) Her 6rnek i¢in cihazin temizlik ve dezenfeksiyonunu gerektirir.
D) Steril 6zel torbalar kullanildigindan 6nceden sterilizasyona gerek yoktur.
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7. Genellikle mikrobiyolojik sayim analizi igin kat1 6rneklerden ka¢ g tartilmasi yeterli
olmaktadir?
A)10g
B)15¢g
C)25¢g
D)40g

8. Bir tiip ig¢indeki s1v1 6rnegin karistirllmasinda asagidakilerden hangisi kullanilir?
A) Blender
B) Stomacher
C) Manyetik karigtirict
D) Vorteks

DEGERLENDIRME

Yukaridaki teste verdiginiz cevaplari, modiiliin sonundaki cevap anahtart ile
karsilastiriniz. Eksik konulariniz varsa bu eksikligin neden kaynaklandigini arkadaslarinizla
tartigimz. Ogretmeninize damsarak ya da bilgi konularina donerek eksiklerinizi gideriniz.
Eksikliklerinizi tamamladiktan sonra uygulamali teste geginiz.
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UYGULAMALI TEST

Laboratuvara gelen yaprak orneginden analiz numunesi hazirlaymiz. Yaptiginiz
uygulamay1 kontrol listesine gore degerlendirerek, eksik veya hatali gordiigiiniiz davranislar
tamamlama yoluna gidiniz.

Degerlendirme Olgiitleri Evet |Hayir

Laboratuvara gelen numunelerin kabul kaydini tuttunuz mu?

Analiz 6ncesi hazirliklarinizi yaptiniz mi?

Aseptik calisma ortami hazirladiniz mi?

Mlw i E

Analiz numunesinin bulundugu ambalajin ¢evresini dezenfekte
ederek agtimiz mi?

Analiz numunesini steril bir kaba tartiniz m1?

Uygun miktarda diliisyon sivis1 eklediniz mi?

Numuneyi homojenize ettiniz mi?

O N | O

Arag ve gereglerinizi temizlediniz mi?

DEGERLENDIRME

Degerlendirme Olgiitlerine gore, Haywr cevabimiz varsa Ogretmeninize danisarak
modiiliin ilgili konularini tekrar ederek eksikliklerinizi gideriniz. Tiim cevaplariniz Evet ise
diger 6grenme faaliyetine geginiz.
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OGRENME FAALIYETIi-3

( OGRENME KAZANIMI )

Analiz numunesinden calisma amacina uygun olarak diliisyon serileri
hazirlayabileceksiniz.

( ARASTIRMA )

> Diliisyon serilerinin hangi amaglar igin yapildigini arastiriniz.
> Cevrenizdeki mikrobiyoloji laboratuvarlarini ziyaret ederek diliisyon serileri

hazirlanirken nelere dikkat edildigini ve ne gibi islemler yapildigini arastiriniz.

3. DILUSYON SERILERI HAZIRLAMA

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan diliisyon serileri sabit konsantrasyondan bir alt
diisiik konsantrasyona ulagmak i¢in yapilan seri seyreltmelerdir. Seyreltme orani genellikle
1/10 ve katlar1 (desimal) oraninda yapilir. Seyreltme faktorii dikkatli sekilde hesaplanmak
sartiyla kat1 besiyerindeki sayimlarda 1/2, 1/4 oraninda seyreltme de yapilabilir.[’

Diliisyon serileri hazirlama, diger bir ifadeyle seyreltme teknigini su sekilde
6zetlemek miimkiindiir:

> Mikrobiyolojik analizi yapilacak ornegin 1 graminda “A” sayida bakteri
oldugunu distinelim.
> Bu 6rnekten bir erlenel0 gram tartilirsa, erlende “10A” sayida bakteri olur:

1 gram Ornekte “A” sayis1 kadar bakteri varsa
10 gram 6rnekte “10A”sayis1 kadar bakteri olur.

> Erlendeki bu ornek iizerine 90 ml seyreltme ¢ozeltisi ilave edilirse; toplam
miktar 100 ml olur. Seyreltme sivisi steril oldugundan, bu ¢ozeltiden hig bakteri
gelmez yani 100 ml igerisindeki bakteri sayisi yine “10A” kadardir

> Dolayistyla bunun 1 ml’sinde bulunan bakteri sayis1 10A / 100 = 0,1A olacaktir:

100 ml°de “10A” sayis1 kadar bakteri varsa
1 ml’sinde “0,1A” sayist kadar bakteri olur.
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Sonug olarak erlendeki bu ¢ozelti orijinal 6rnege gore 10 kez seyreltilmistir ve bu
durum 107 olarak ifade edilmektedir. Seyreltme islemleri, bu ¢6zeltiden 1 ml alinip iginde 9
ml seyreltme sivisi bulunan tiipe aktarim ile devam etmektedir (Toplam miktar 10 ml). Ayni
sekilde tlipteki bakteri sayisi erlene gore 10, orijinal 6rmege gore ise 100 kez seyreltilmis
demektir ve her ml’sinde 0,01A bakteri vardir. Bu durumda 107 seklinde gosterilmektedir:

10 ml’de “0,1A” sayis1 kadar bakteri varsa
1 mI’sinde “0,01A” sayis1 kadar bakteri olur.

3.1. Desimal (Ondalikl) Diliisyon Serilerinin Hazirlanmasi

Sayimda hesaplama kolayligi sagladigindan en ¢ok kullanilan standart diliisyon
serisidir. 1/10 (10™); 1/100 (102); 1/1000 (107%); 1/10000 (10™... seklindeki diliisyon
serisine desimal (ondalikli) diltisyon serisi denilmektedir.

3.1.1. S1ivi Numuneden Diliisyon Serisi Hazirlama

Daha once de belirtildigi gibi diliisyon serileri, mikrobiyolojik sayimlarin daha kolay
yapilabilmesi amaciyla hazirlanmaktadir; ancak sivi numunelerde mikroorganizma sayisinin
cok az oldugu bir durum séz konusu ise diger bir ifadeyle petri kutularinda sayilabilecek
kadar koloni gelismesi bekleniyorsa hi¢ seyreltme yapilmadan da dogrudan ekim yapilabilir.
Boyle bir durumda 1 ml 6rnekteki mikroorganizma miktari bulunacagindan diliisyon faktori
1 olur.

Sivi ornekler, kati Orneklerden farkli olarak bazi 6n islemlerden gegirilmeden
dogrudan analize alinabilmektedir. Sivi drneklerin ondalikli diliisyonlarin1 hazirlamak igin
asagidaki basamaklar izlenmektedir.

> Oncelikle ambalaj ya da érnek alma sisesindeki stvi numune iyice karistirilarak
homojenize edilir.

> 1. diliisyon (1/10): Sisedeki sivi numuneden 1 ml alinip igerisinde 9 ml steril
seyreltme s1vist bulunan bir tiipe aktarilir.

Boylece tiipteki mikroorganizma sayisi orijinal numuneye gore 10 defa seyrelmis olur
ve tiipiin her mI’sinde 1/10 oraninda seyreltilmis mikroorganizma bulunur. Tiipteki ¢6zelti
orijinal s1v1 drnege gore 10 defa seyreldiginden (1/10) bu durum 10-1 olarak ifade edilir. Bu
1. dilisyondur.

> 2. diliisyon (1/100): 1. tiipteki ¢ozeltiden 1ml alinip iginde 9 ml steril seyreltme
¢ozeltisi bulunan baska bir tiipe aktarilir.

Boylece 2. tlipteki mikroorganizma sayisi; 1. tiipe gore 10, orijinal numuneye gore ise
100 defa seyrelmis olur. 2. tiipteki ¢dzelti orijinal 6rnege gore 100 defa seyreldiginden bu
durum 107 olarak ifade edilir.
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> 3. diliisyon (1/1000): 2. tiipteki ¢6zeltiden Iml alimp ig¢inde 9 ml steril
seyreltme ¢6zeltisi bulunan 3. tiipe aktarilir.

Boylece 3. tiipteki mikroorganizma sayisi; 2. tiipe gore 10, orijinal numuneye gore
1000 defa seyrelmis olur. 3. tiipteki ¢ozelti orijinal s1v1 6rnege gére 1000 defa seyreldiginden
bu durum 10-3 olarak ifade edilmektedir.

Bu isleme istenen seyreltme oranina kadar devam edilmektedir (Sekil 3.1).

1 ml
1 ml 1 ml 1 ml
H L &
el g J
9ml 9ml 9ml] 9ml
SIVI ORNEK seyreltme sivist seyreltme sivist seyreltme sivist seyreltme sivist
Dilusyon orani === 1( 102 103 10

Sekil 3.1: Sivi 6rnekten desimal diliisyon serisi hazirlama

Daha hizli bir sekilde seyreltmeye imkan veren diger bir yontemde ise 1 ml 6rnek 99
ml seyreltme sivisi kullanilmaktadir.

»  Ambalaj ya da oOrnek alma sisesindeki sivi numune iyice karistirilarak
homojenize edilir.

> 1. diliisyon (1/100): Sisedeki sivi numuneden 1 ml alinip igerisinde 99 ml steril
seyreltme s1visi bulunan bir erlene aktarilir.

Boylece tiipteki mikroorganizma sayisi orijinal numuneye gore 100 defa seyrelmis
olur. Erlendeki ¢ozelti orijinal sivi drnege gore 100 defa seyreldiginden (1/100) bu durum
10-2 olarak ifade edilir. Bu 1. diliisyondur.
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> 2. diliisyon (1/10000): 1. erlendeki ¢6zeltiden I1ml alinip iginde 99 ml steril
seyreltme ¢dzeltisi bulunan bagka bir erlene aktarilir.
Boylece 2. erlendeki mikroorganizma sayisi; 1. erlene gore 100, orijinal numuneye
gore ise10000 defa seyrelmis olur. 2. erlendeki ¢ozelti orijinal 6rnege gore 10000 defa
seyreldiginden bu durum 10-4 olarak ifade edilir.

» 3. diliisyon (1/1000000): 2. erlendeki ¢ozeltiden 1ml alinip i¢inde 99 ml steril
seyreltme ¢ozeltisi bulunan 3. erlene aktarilir.

Boylece 3. erlendeki mikroorganizma sayisi; 2. tiipe gore 100, orijinal numuneye gore
1000000 defa seyrelmis olur. 3. erlendeki ¢ozelti orijinal sivi 6rnege gore 1000000 defa
seyreldiginden bu durum 10-6 olarak ifade edilmektedir.

Bu isleme istenen seyreltme oranina kadar devam edilmektedir (Sekil 3.2).
1 ml

99 ml] 99 ml 99 ml]

SIVI ORNEK seyreltme sivisi seyreltme sivisi seyreltme sivist
o _— : 2 4 6
Diliisyon orani == :— 10 10 10

Sekil 3.2: Sivi 6rnekten farkh bir desimal diliisyon serisi hazirlama

3.1.2. Kati Numuneden Diliisyon Serisi Hazirlama

Daha 6ncede belirtildigi gibi kat1 bir 6rnekten mikrobiyolojik analiz yapilacagi zaman
Ornegin analize alinmasindan once birtakim 6n islemlerden gegcirilmesi gerekmektedir. Bu
konulardan bir énceki 6grenme faaliyetinde detaylica bahsedilmistir.

S1v1 drneklerde oldugu gibi burada da homojenizasyon ve sonraki seyreltmeler 1’e 9
seklinde yapilmaktadir. Bu amagla genellikle 10 g 6rnek 90 ml seyreltme sivist ile
homojenize edilmektedir. Ancak Salmonella, E. Coli O157:H7 serotipi ve Listeria analizinde
25 g 6rnek 225 ml seyreltme ¢ozeltisi ile homojenize edilmektedir. Yine 11 g numunenin 99
ml seyreltme ¢6zeltisinde homojenize edilmesi de uygulanan bir yontemdir.
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3.1.2.1. Ornek Miktar1 10 gr Oldugunda Diliisyon Serileri Hazirlama

Kat1 oOrneklerin ondaliklt diliisyonlarint hazirlamak i¢in asagidaki basamaklar
izlenmektedir:

> 1. diliisyon (1/10): 10 g 6rnek 90 ml seyreltme ¢ozeltisi ile homojenize edilir.

Yukarida anlatildigi gibi seyreltme orami 10/10+90=10/100= 1/10 olur. Erlendeki
¢ozelti, orijinal 6rnege gore 10 defa seyreldiginden ve 10-1 olarak ifade edilir. Bu, 1.
diliisyondur.

» 2. diliisyon (1/100): Bu ¢ozeltiden 1ml alinip 9 ml seyreltme ¢6zeltisi bulunan
bir tiipe aktarildiginda tiipteki mikroorganizma sayist erlene gore 10, orijinal
Ornege gore ise 100 defa seyrelmis olur. Tiipteki ¢6zelti orijinal 6rnege gére 100
defa seyreldiginden bu durum 107 olarak ifade edilir. Bu, 2. diliisyondur.

» 3. diliisyon (1/1000): 1. tipteki ¢ozeltiden 1ml aliip i¢inde 9 ml steril
seyreltme ¢ozeltisi bulunan 2. tiipe aktarilir.

Boylece 2. tiipteki mikroorganizma sayisi; 1. tiipe gore 10, orijinal numuneye gore
1000 defa seyrelmis olur. 2. tiipteki ¢ozelti orijinal drnege gore 1000 defa seyreldiginden bu
durum 10 olarak ifade edilmektedir.

Bu isleme istenen seyreltme oranina kadar devam edilmektedir (Sekil 3.3).

10¢g
@ Lol 1 ml 1 ml
&
| NN
L4 = by
/ \_ -/
KATI ORNEK 90 ml 9ml 9ml 9ml
seyreltme sivist seyreltme sivist seyreltme sivist  seyreltme sivisi
Diliisyon oram1 == 10 ! 107 10° 10"

Sekil 3.3: Kat1 6rnekten desimal diliisyon serisi hazirlama
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3.1.2.2. Ornek Miktar1 10 gr’dan Farkh Oldugunda Diliisyon Serileri Hazirlama

»  Analiz edilecek numune 10 g degil de 25 g tartilmigsa ilk seyreltme igin basit

bir orant1 ile gereken seyreltme ¢ozeltisi miktar1 hesaplanir.

10 g 6rnek i¢in 90 ml seyreltme ¢ozeltisi gerekirse
25 g 6rnek i¢in X ml seyreltme ¢ozeltisi gerekir.
X= (25>< 90) +10 = 225ml seyreltme cozeltisi gerekir.

Yani 25 g gida 6rnegi 225 ml seyreltme ¢ozeltisi ile homojenize edildiginde seyreltme
orant 1/10 (10-1) olur. Yukarida anlatildig: gibi seyreltme faktorii de 10-1dir.

»  Diger islemler, 10 g Ornegi tartarak diliisyon hazirlama uygulamasindaki
gibidir.
1 ml 1 ml
2 L &
KATI ORNEK 225 ml 9 ml 9 ml 9 ml
seyreltme sivist seyreltme sivist seyreltme sivis1  seyreltme sivisi
Diliisyon oram1 == 10 ! 107 10° 10

Sekil 3.4: Kati 6rnekten farkh tartimla desimal diliisyon serisi hazirlama
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3.2. Diliisyon Serileri Hazirlanirken Dikkat Edilecek Noktalar

>

YV V V¥V

A\ 74

Aktarilacak Ornek, aktarmadan hemen Once kuvvetli bir bigimde c¢alkalanarak
homojen bir karigim saglanmalidir.

Diliisyon serileri hazirlarken dikkat edilecek en 6nemli konu, her aktarmada
ayr bir steril pipetin kullanilmasi gerekliligidir.

Karistirma isleminden sonra steril pipetle tiipteki 6rnek 1-2 kere ¢ekilerek
birakilmali, birakma aninda kesinlikle tiflenmemelidir.

Diliisyon islemleri ile ekim arasinda gegen siire kisa olmalidir. Seyreltme islemi
bittikten sonral5 dakika iginde ekim islemi bitirilmelidir. Siire uzarsa koliform
gibi hizli ¢gogalan bakterilerin sayilar artabilir.

Homojenizasyon islemi ile ekim arasindaki siire en ¢ok 30 dakika olmalidir.
Eger ekim 6ncesinde mikroorganizmalarin canlandirma iglemi yapilacaksa, bu
siire gecerli degildir. Canlandirma isleminin ne kadar siire ile yapilacagi
talimatta belirtilmelidir.

Kuru gidalarla, hardal, findik ezmesi, krema gibi zor eriyen numunelerde
erimeyi kolaylastirmak i¢in ilk seyreltmenin yapilacagi erlene sterilizasyon
oncesi cam boncuk atilmalidir.
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Asagidaki islem basamaklar1 ve Onerileri dikkate alarak kati bir 6rnekten hazirlanan
homojenize analiz numunesinden desimal 10-4’liik diliisyon serisi hazirlayiniz.

Kullanilacak arac ve gerecler:

Icerisinde diliisyon sivis1 bulunan steril deney tiipleri
Cam yazar

Steril pipetler

Tiiplik

Analiz numunesi

Vorteks (tiip karistiricisi)

YVVVYYYVY

Islem Basamaklar: Oneriler

> Icerisinde 9 ml diliisyon s1vis1 bulunan 3
adet steril tiip aliniz.

» Ugzerlerine gerekli bilgileri yaziniz.

> 1/10 oraninda seyreltilmis 107lik
homojenize numuneyi aliniz.

> Hazirlanmis 10™lik homojenize

numuneden steril bir pipetle 1 ml gekerek | 3 Kullanacagmiz malzemeleri dnceden
birinci tiipe aktariniz. sterilize ediniz.

» Tiipii elde veya tiip karistirict ile » Aseptik ortam hazirlamay1
karistiriniz. unutmayiniz.

> Hazirlanmis olan 107lik diliisyondan yeni > Her aktarmada yeni bir steril pipet
steril bir pipetle 1 ml ¢ekerek ikinci tiipe ku_llanlr}lz. N ) )
bosaltmniz. > ‘I[\/Illlflrltzlblyolgj|kuanallzlerdek| aktarma
—— - - eknikleri kurallarina uyunuz.

» Ikinci tiipii de elde veya tiip karistirici ile > Titiz ve dikkatli calismiz.

karistiriniz.

> Hazirlanmis olan 10°liik diliisyondan
yeni steril bir pipetle 1 ml ¢ekerek tiglincii
tiipe bosaltiniz.

> Ugiincii tiipii de elle veya tiip karistiric
ile karistirimiz.

> Boylece 10™lik diliisyonu hazirlanus
olunuz.
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_< OLCME VE DEGERLENDIRME )—

Asagida verilen bilgiler dogru ise bos birakilan yere (D) yanhs ise (Y) yazimz.
1. () Seyreltme oran standart olarak 1/100 oraninda yapilmaktadir.

2. () Salmonella, Listeria analizlerinde 25 g 6rnek 225 ml seyreltme ¢ozeltisi ile
homojenize edilmektedir.

3. () 10 g 6rnek kullanildig1 zaman seyreltme ¢ozeltisi miktar1 99 ml olmaktadir.

4, () Diliisyon serileri hazirlarken, her aktarmada ayr1 bir steril pipetin kullanilmasi
zorunlu degildir.

5. () Seyreltme islemi bittikten sonra 15 dakika i¢inde ekim islemi bitirilmelidir.

DEGERLENDIRME

Yukaridaki teste verdiginiz cevaplari, modiiliin sonundaki cevap anahtart ile
karsilastiriniz. Eksik konularimiz varsa bu eksikligin neden kaynaklandigini arkadaslarinizla
tartisiniz. Ogretmeninize damsarak ya da bilgi konularina dénerek eksiklerinizi gideriniz.
Eksiklerinizi tamamladiktan sonra uygulamali teste geginiz.
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UYGULAMALI TEST

S1v1 bir 6rnekten 10-3liik diliisyon serileri hazirlaymiz. Yaptiginiz uygulamay: kontrol
listesine gore degerlendirerek, eksik veya hatali gérdiigiiniiz davranislar1 tamamlama yoluna
gidiniz.

Degerlendirme Olgiitleri Evet | Hayir
Laboratuvar kiyafetlerinizi giydiniz mi?

Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?

Aseptik ortam hazirladiniz mi?

Icerisinde diliisyon s1vis1 bulunan 3 adet steril tiip aldiniz mi1?

Uzerlerine gerekli bilgileri yazdimiz mi1?

S1v1 6rnegi homojenize ettiniz mi?

No | gk~ N e

S1vi numuneden steril bir pipetle 1 ml ¢ekerek birinci tiipe
aktardiniz mi1?

Tiipii elde veya tiip karistirici ile karistirdiniz mi?

9. 1/10 oraninda seyreltilmis 10-1lik diliisyondan yeni steril bir
pipetle 1 ml ¢ekerek ikinci tiipe bosalttiniz m1?

10. Tiipii elde veya tiip karistirict ile karistirdiniz mi?

11. Hazirlanmis olan 10-2lik diliisyondan yeni steril bir pipetle 1 ml
cekerek {iglincii tiipe bosalttiniz m1?

12.  Ugiincii tiipii de elde veya tiip karistirict ile karistirdiniz mi?

13. Bdylece 10-3liik diliisyonu hazirlamis oldun mu?

DEGERLENDIRME

Degerlendirme 6lgiitlerine gore Hayir cevabiniz varsa 6gretmenize danisarak modiiliin
ilgili konularim tekrar ederek eksiklerinizi gideriniz. Tim cevaplarimz Evet ise modiil
degerlendirmesine geginiz.
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MODUL DEGERLENDIRME

Asagidaki sorularn dikkatlice okuyarak dogru secenegi isaretleyiniz.

1/5’luk diliisyondan 2,5 ml alinip 7,5 ml’lik diliisyon sivisiyla homojenize edilerek
hazirlanan diliisyonun diliisyon orani kagtir?

A) Va

B) 1/20

C) 1/15

D) 1/10

Yiiksek seker konsantrasyonuna sahip numunelerde diliisyon sivisi olarak
asagidakilerden hangisi kullanilir?

A) Ringer ¢6zeltisi

B) Saf su

C) % 20 glikoz ¢ozeltisi

D) FTS

Toprak numunesinde mikrobiyolojik analiz yapilacaksa diliisyon sivist olarak
asagidakilerden hangisi kullanilmalidir?

A) FTS

B) Su

C) %10 asetik asit

D) Tween 80

2,5 ml numune alinip 27,5 ml’lik diliisyon sivisiyla homojenize edilerek hazirlanan
diliisyonun diliisyon faktorii kagtir?

A) 12

B) 11

C) 30

D) 20

Asagidaki ifadelerden hangisi yanhistir?

A) Saf su besin dgelerince zengin gidalarin diliisyonlarinda kullanilmalidir.

B) Numunenin osmatik basinci ile bu kullanilacak diliisyon sivisininosmatik basinci
birbirine yakin olmalidir.

C) Homojenizasyon islemi sirasinda numune oda sicakliginda olmalidir.

D) Analiz sirasinda diliisyon manyetik karistirici ile karistirtlacaksa, diliisyon sivisinin
icerisine manyet (balik vb.) ilave edilmelidir.
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Asagida verilen bilgiler dogru ise bos birakilan yere dogru ise (D) yanhs ise (Y)
yaziniz.

6. () Anaerop mikroorganizma caligmalarinda homojenizasyon isleminde blender

kullanilmamalidir.

7. () Analiz i¢in gelen numuneler 3 giin i¢inde analize alinmalidir.

8. () Kapali ambalaj agilmadan once agilacak olan kisim ve gevresi %70’lik alkol veya
uygun bir kimyasalla silinip dezenfekte edilmelidir.

9. () Diliisyon hazirlama mikrobiyolojik agidan incelenecek numune igindeki

mikroorganizma sayisinin belli oranlarda sulandirilarak daha aza indirilmesini
amaglayan bir iglemdir.

10. () Vorteks karigtirici 6zel torbasi igerisine konan numune ile diliisyon sivisini
pedallartyla ezerek (doverek) homojenize eden ve Ornekteki mikroorganizmalarin
diliisyon s1visi iginde serbest héle gecirilmesini saglayan araglardir.

DEGERLENDIRME

Yapilan degerlendirme sonunda cevaplarinizi bir daha gézden gegiriniz. Kendinizi
yeterli gormiiyorsaniz modiilii tekrar ediniz. Biitiin cevaplariniz dogru ise modiilii
tamamladiniz, tebrik ederiz. Ogretmeniniz size ¢esitli dlgme araglari uygulayacaktir.
Ogretmeninizle iletisime geginiz.

44



CEVAP ANAHTARLARI
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MODUL DEGERLENDIRMENIN CEVAP ANAHTARI
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