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ACIKLAMALAR

KOD 541G10067
ALAN Gida Teknolojisi
DAL/MESLEK Gida Kontrol/ Gida Laboratuvar Teknisyeni
MODULUN ADI Kiiltiir Elde Etme
MODULUN TANIMI Bu modiil ekim islemleri, inkiibasyon ¢esitleri ile saf ve stok
kiiltiir elde etme becerisi kazandiran bir 6grenme materyalidir.
SURE 40/32
- Bu modiil i¢in ¢’Mikrobiyolojik Analizlere Hazirhk’’,
IS0 101 “Besiyeri Hazirlama’’,ve “’Mikrobiyolojik Numune
Hazirlama’’ modiillerini bagarmig olmak 6n kosuldur.
YETERLIK Kiiltiir elde etmek.
Genel Amag:
Uygun ortam saglandiginda teknigine uygun bir sekilde kiiltiir
hazirlayarak mikrobiyolojik analizler i¢in muhafazasin
yapabileceksiniz.
P Amaclar:
1 QDTN e 1. Teknigine uygun olarak aseptik sekilde ekim islemlerini
(Inokiilasyon ) yapabileceksiniz.
2. Teknigine uygun olarak inkiibasyonu yapabileceksiniz.
3. Teknigine uygun olarak saf kiiltiir ve stok kiiltlir elde
edebileceksiniz.
Mikrobiyoloji laboratuvari, hazirlanmis kati, sivi, yilizey
EGITIM OCGRETIM numuneleri, steril 6ze, steril pipet, steril ekiivyon, steril kati,
ORTAMLARI VE sivi, dik ve agarli besiyerleri, steril drigalski cubugu (spatiilii),
DONANIMLARI steril ekim araglari, steril besiyerleri, inkiibatér, saat,
buzdolab etiiv, su banyosu, ekim yapilmis besiyerleri.
Bu modiil i¢inde yer alan her uygulama faaliyetinden sonra
verilen Olgme araglar1 ile kazandiginiz bilgi ve becerileri
OLCME VE Olcerek kendi kendinizi degerlendireceksiniz.
DEGERLENDIRME Modiil sonunda 6gretmeniniz tarafindan yapilan yazili veya

uygulamali 6lgme araglar ile kazandiginiz bilgi ve beceriler
degerlendirilecektir.




GIRIS

Sevgili Ogrenci,

Ortamlarda bulunabilecek  mikroorganizmalar  kontrollii ~ sartlarda iiretilerek
incelenebilir. Bu amagla gida tiretimi yapan isletmeler ve kontrol merkezleri gibi kuruluslar,
cesitli ortamlardan numuneleri sivi veya agarli besiyerlerine ekerek dogru 1s1 ve siirede
inkiibasyonu saglar.

Mikrobiyolojik  numunedeki mikroorganizmalarin  var olup  olmadiklarmin
belirlenmesi, mikroorganizma sayimlari, tanimlanmasi (cins ve tiirlerinin saptanmasi) gibi
nedenlerle kiiltiir elde edilir.

Numunelerin besiyerlerine ekimi sonucu bircok bakteri tiirii birarada iirer. Oysa
mikroorganizmalarin mikrobiyolojik agidan incelenebilmesi i¢in diger tiirlerden ayri olarak
iretilmesi gerekir. Bu nedenle izole koloniler saflastirilarak saf kiiltiir, elde edilen saf kiiltiir
de mikrobiyolojik ¢alismalar i¢in saklanarak stok kiiltiir elde edilir.

Mikrobiyolojik c¢alismalarda kiiltiir elde etmek, mikroorganizmalar1 tanimak ve
incelemek agisindan vazgecilmez uygulamalardan birisidir. Bu nedenle kiiltiir elde etmeyi
bilmek ve uygular duruma gelmek gida teknolojisi alaninda calisan sizleri ozellikli
kilacaktir.

Gida kontrol alaninda egitim goren sizlerin diger konularda oldugu gibi kiiltiir elde
etmede de bilgi ve beceri kazanmaniz agisindan bu modiil sizlere yardimct olacaktir.






OGRENME FAALIYETI- 1

AMAC

Teknigine uygun olarak aseptik sekilde ekim iglemlerini (inokiilasyon)
yapabileceksiniz.

ARASTIRMA

> Ekim isleminde kullanilan aktarma tekniklerini arastiriniz.
»  Kati ve sivi besiyerlerine ekim teknikleri hakkinda ¢esitli kaynaklardan
arastirma Yyapiniz.

1. EKIM ISLEMI

1.1. Tammm Dikkat Edilecek Noktalar

Ekim (inokiilasyon), numunenin steril besiyerine aseptik teknige uygun olarak
aktarilmasi olayidir.

Ekim islemleri sirasinda su hususlara dikkat edilmelidir:

»  Seyreltme islemi bitirildikten sonra hizla ekim yapilmalidir. Bu amagla bir
Ornegin ekimi tiimiiyle bitirildikten sonra diger 6megin seyreltme islemine
baslanmalidir.

»  Diliisyonlarin yapilmasindan sonra, petri kutularina ekim sirasinda, materyalin
mikroorganizma yiikii hakkinda eger yaklasik bir bilgimiz varsa, tiim
diliisyonlardan degil sadece 3 diliisyondan paralel ekim yapilir.

»  Ekim sirasinda 6rnegin kontaminasyonu kesinlikle Onlenmelidir. Bu amagla
calismalar bunzen beki alevi kullanilarak yapilmalidir.



Resim 1.1: Bunzen beki

Petri kutusuna yapilacak ekimlerde 6rnek ile ilgili bilgilerin asetat kalemi ile
kapaklara dogru olarak yazilmasi gerekmektedir. Bunlar;

Besiyeri tiiri,

Numune numarasi veya adi,

Tarih,

Inkiibasyon 1s1 derecesi,

Diliisyon faktorii,

Petri kutusuna pipetlenen hacim miktar1 gibi bilgilerdir.

Inkiibasyon sonunda petri kutusunda sayilacak olan koloni adedi bu faktor ile
carpilarak materyaldeki canli mikroorganizma sayis1 hesaplanir. Ornegin, 2
numarali diliisyon tiipiinden petri kutusuna 1 ml pipetlendiyse, kutu kapagina
sadece 10-? yazilir. Bu yazim sekli ekim ve sayim islerinin farkl: kisiler
tarafindan yapildig1 yogun laboratuvarlarda karigikligin 6nlenmesi i¢in etkin bir
yoldur. Ancak kapaklarin karigmasi olasiligi ile petri kutularinda yazimlar
tabana da yapilabilmektedir.



Resim 1.2: Petri kutularinin yazim

> Ekim islemi numune kati ise igne, sivi ise 0ze ile gergeklestirilir.
> Ekim islemi seri olarak gergeklestirilmelidir.
> Tiim islemler esnasinda aseptik ¢aligma kurallarina uyulmalidir.
1.2. EKim Teknikleri
Mikrobiyolojide ekim, sivi ve agarli besiyerine yapilir.
1.2.1. Siv1 Besiyerine Ekim Islemi;

1.2.1.1. Siv1 Besiyerine Oze ile Ekim Islemi

> Stvi  besiyerine ekim isleminin ilk agsamasi, aktarilacak sivi
mikroorganizmalarin bulunduklart sivi iginde homojen dagilimini saglamak igin
vorteks tlip karistiricisi kullanilarak calkalanmasidir. Bu cihazin olmadigi
durumlarda tiip iki el ayasi arasina yerlestirilir, el ayalar ile siirtme hareketi
yaptirilarak homojen karigim saglanabilir ya da tiiplin alt kismina birkag kez
vurulabilir. Ekimi yapilacak numune kat1 ise karistirma iglemi yapilmaz.

> Homojen karigimi saglanmig numune tiipii sol ele alinir.

A\

Oze, alevde akkor haline getirilerek sterilize edilir.

> Sol elde bulunan tiipiin kapagi ya da agzindaki pamuk tikag, 6ze tutulan sag elin
parmaklariyla, tiip hafifce ekseni etrafinda ¢evrilerek ¢ikarilir. Tiipiin agiz kismi

alevden gegirilir.



Resim 1. 3: Tiip agzimin alevden gecirilmesi

Tip hafif egilerek 6ze ucu sivi Ornege daldirilir. Oze ucuna sivi iginde
karistirma hareketi yaptirilir. Oze tiipe hi¢ degmeyecek sekilde disar1 gikartilir.

Oze ile drnek alimini takiben drnegi igeren tiipiin agiz kismu alevden gegirilir ve
agz1 kapatilir. Isi biten bu tiip, tipliige konur.

Sol ele steril sivi besiyerini igeren tiip alinir ve olabildigince dip tarafindan
tutulur, kapag: veya pamuk tikaci alev ¢atisi altinda 6ze tutan sag elin kiigiik ve
yiiziik parmaklariyla avug igine sikigtirilarak gikarilir.

Tipilin agz1 alevden gegirilir ve tiip hafifge egik vaziyette alev catisi altina
indirilir.
Oze tiip igerisine siv1 seviyesine kadar sokulur ve 6ze ucu siviya daldirilmadan,

sivl yiizeyinin hemen istiindeki kuru bir tiip bolgesine degdirilir ve siirtme
hareketleri yaptirilarak incelenecek 6rnegin bu bolgede yayilmasi saglanir.

Daha sonra, 6ze ucu sivi besiyerine daldirilir ve 6zeye karistirma islemi
yaptirilir

(:)ze ucu besiyerinden ¢ikarilarak tekrar 6rnegin yayildigi bolgeye temas ettirilir.
Ozeye bu bolgede siirtme hareketleri yaptirilir, incelenecek drnegin besiyerine
dogru yikanarak aktarilmasi saglanir.

Oze ile gerceklestirilen bu ekim duruma goére birkag kez tekrarlanabilir.
Sonugta, Ornegin sivi besiyerine aktarilmasi (inokiilasyonu) saglanmig olur.
Besiyerinin agzi kapatilir.

Son olarak 6ze sterilize edilir.

Tiipteki sivi besiyerine ekim, drnek ve steril besiyeri tiipleri ayni elde tutularak
da gergeklestirilebilir.



1.2.1.2. Siv1 Besiyerine Pipet ile Ekim Islemi

A\

Homojen karigimi saglanmig numune tiipii sol ele alinir.

Pipet birkag kez alevden gegirilir.

Sol elde bulunan tiipiin kapagi ya da agzindaki pamuk tikag, 6ze tutulan sag elin
parmaklartyla, tiip hafifce ekseni etrafinda ¢evrilerek ¢ikarilir. Tiipiin agiz kism
alevden gegirilir.

Tiip hafif egilerek pipet ucu sivi 6rnege daldirilir.

Pipetle gerekli hacimde sivi ¢ekilir. Pipet ucu tiipe hi¢ degmeyecek sekilde
disar1 ¢ikartilir.

Pipet ile ornek alimini takiben drnegi igeren tiipiin agiz kismi alevden gegirilir
ve agzi kapatilir. Isi biten tiip tipliige konur.

Sol ele steril sivi besiyerini igeren tiip alinir ve olabildigince dip tarafindan
tutulur, kapagi veya pamuk tikaci alev catisi altinda pipet tutan sag elin kiigtik
ve yiiziik parmaklariyla avug igine sikistirilarak gikarilir.

Pipetin alt ucu tiip igerisindeki besiyerine daldirilmadan, besiyeri seviyesinin
hemen istiindeki kuru bir tiip bolgesine degdirilerek, pipetin kendi kendine
bosalmasi ve 6rnegin s1v1 besiyerine aktarilmasi (inokiilasyonu) saglanmis olur.

Besiyerinin agz1 kapatilir.
Pipet tekrar birkag kez alevden gegcirilip temizleme kiivetine konur.

El ayalar1 ile siirtme hareketi yaptirilarak aktarilan Ornegin ve besiyerinin
homojen karisim saglanir.

Resim 1. 5: Aélilémn alevden
gecirilmesi

g

Resim 1. 6: Ozeyle numunenin  Resim 1.7: Agizlarin tekrar Resim 1.8: Ozeyle ekim

alinmasi alevden gecirilmesi yapilmasi
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1.2.2. Agarh Besiyerine Ekim Islemi
Petri kutularina dokiilmis agarl besiyerlerine;

> Stirme
> Yayma
> Dokme plak yontemlerinden birisi kullanilarak ekim yapilabilir.

1.2.2.1. Sitrme Yontemi

Bu yontemle petri kutusundaki kat1 besiyerinin belirlenen farkli bdlgelerine numune
ile temas ettirilen Ozenin sirayla siiriilmesiyle numunenin miktar1 ve icerdigi
mikroorganizma sayisit giderek azalir. Boylece bakterilerin her siirme alanina bir &nceki
alandan daha az sayida diismeleri saglanir. Son siirme alaninda bakteri sayisi teke diiser. Bu
bakteriler teke diistiikleri bolgelerde ¢ogalarak tek koloni olusturur.

Bu yontemle ekimin amact her canli hiicrenin inkiibasyon sonucu bir (1) adet koloni
olusturmasidir. Bu nedenle siirme yontemine tek koloni diisiirme yontemi de denir.

Siirme yontemiyle ekim su sekilde yapilir:

»  Ekimi yapilacak ornek 6ze veya pipet ile sivi besiyerine ekim islemindeki gibi
almuir.

»  Agarli besiyerini i¢eren petri kutusu sol elin ayasina yerlestirilir ve bu elin bag
ve isaret parmagi ile kapak kismi acilir.

>  Oze bu araliktan igeri sokularak &ze ucunun ornek alman kismi agar yilizeyinin
secilecek bir bolgesine temas ettirilir. Ornek bu bélgede hafifge ezilerek birkag
mm ¢apinda yayilir.

»  Daha sonra 6ze ile bu yayilma alanindan baglayarak siirme islemine gegilir.
Stirme islemi degisik sekillerde gergeklestirilebilmektedir. Ancak ayr1 ayn
koloni elde edebilmek i¢in en ideal olan1 4 ayr1 bolgenin ¢izilmesidir.



Sekil 1.1: Siirme yontemiyle ekim sekilleri

> Stirme yapilirken 6zenin agar yiizeyinde uygun agi ile tutulmasma ve agar
ylizeyini parcalamadan temas ettirilmesine dikkat edilmelidir.

Resim 1.9: Kat1 besiyerine siirme islemi



>

Siirme olay1 ilerledik¢e 6rmekteki mikroorganizma sayisi, 6zenin ilk siiriildiigi
bolgeye gore gittikge azalacaktir. Bunun sonucunda da inkiibasyondan sonra,
son siirme islemlerinin yapildig1 agar yiizeyi bolgelerinde izole koloniler elde
edilebilecek, diger bir deyimle koloniler tek tek diisebilecektir. Ikinci, iigiincii
ve dordiincii ekim bolgelerine her geciste o6ze, bek alevinde tutularak
sogutulduktan sonra bir dnceki bolgeye temas ettirilir ve siirme islemine devam
edilir.
STERIL OZE VEYA
iLK EKIM IGNE &EimINCI

O

'

iNKUBASYON

TEK HOCREDEN STERIL OZE VEYA
KOLONi OLUSUMU JGNE ILE UCUNCU

cizim
Sekil 1.2: Siirme yontemiyle koloniyi teke diisiirme

Siirme islemi bitince petri kutusunun kapagi kapatilarak inkiibasyona birakilir.

Agar ylizeyinde bir bolgeden diger bolgeye gegiste kag defa siirme yapilacagi, aktarma
yapilan 6rnekteki mikroorganizma yiikiinii tahmin etmeye baglidir.
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Resim 1. 12: Ugiincii siirme Resim 1. 13: Dérdiincii siirme

1.2.2.2. Yayma Yontemi

»  Ekim oncesinde standart petri kutularina 12-15 ml agarli besiyeri dokiilerek
yiizeyin kurumasi saglanir.

»  Petri kutusuna gerekli bilgiler yazilir.

Resim 1. 14: Petri kutusunun yazilmasi
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»  Numunenin bulundugu tiip ya da kaptan 1 ml lik gibi diisiik hacimli bir pipetle
0.1 ml 6rnek alinir.

»  Petri kutusundaki kat1 besiyeri yiizeyine pipetle 0.1 ml 6rnek aktarilir.

b 2=

Resim 1. 15. Numunenin kat1 besiyerine aktarimi

»  Drigalski spatiilii, temiz ve yeterli konsantrasyonda alkol ile sterilize edilir.
Spatiil tizerinde kalan alkol, besiyerine aktarilan mikroorganizmalar {izerinde
olumsuz etki yapabilecegi icin alevden gegirilerek uzaklastirilir. Ancak
mikroorganizmaya zararli olabilecek kadar 1sitilmaz. Besiyeri tizerinde kiiltiir
aktarilmamis bir yerde dokundurularak soguyup sogumadigi kontrol edilir ve
ornek besiyeri yiizeyine homojen olarak yayilir.

S
Resim 1. 16. Drigalski 1spatul ile numunenin yayilmasi

»  Numune yiizeye yayildigi icin tiim mikroorganizmalar esit oranda oksijen
varlig1 nedeniyle ayn1 morfolojide koloni olusturacaktir.

»  Bu yontem gida maddesinin graminda 100’den fazla Staphylococcus aureus
bulunma olasilig1 varsa uygulanmaktadir.
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1.2.2.3. Dokme Plak Yontemi

Bakterinin 45-50 °C’a kadar sogutulmus kati besiyerinin her tarafina karistirllmak
suretiyle ekilmesidir.

Dokme plak yonteminde ekim su sekilde yapilir.

»  Diliisyonu yapilmig gida 6rneginden 1 ml sivi pipete alinir ve steril bos petri
kaplarina aktarilir.

Resim 1. 17: Numunenin alinmasi Resim 1. 18: Numunenin bos petriye
aktarilmasi

>  Ornegin iizerine 15-20 ml, yaklasik 45°C’ taki agarh besiyeri dokiiliir. Besiyeri
sicaklig1 fazla olursa termal sok nedeni ile mikroorganizmalar zarar goriir,
diisiik olursa dokme esnasinda katilasacagi icin istenen sonug elde edilemez.

Resim 1. 19: Besiyerinin dokiilmesi

13



»  Besiyeri dokiildiikten hemen sonra diizgiin bir zeminde dikkatlice hafif egim
verilerek ileri geri hareket ettirilir. Bu sayede numune ve Ornegin tam olarak
karigmasi saglanir.

Resim 1. 20: Petriye ileri geri sallama hareketinin yaptirilmasi

> Petri kutularinin diizgiin bir zeminde kendi halinde jellesmesi saglanir.

> Uygun sicakliktaki inkiibasyona birakilir.

Besiyerine diger yontemlerden fazla numune aktarildigi i¢cin daha hassas sonug verir.
Bu yontemde numunenin tiim besiyeri kiitlesine yayilmasi nedeniyle mikroorganizmalar
taban ve yilizeye yakin kisimlardaki oksijen varligi nedeniyle farkli morfolojide koloni
olusturabilecektir.

1.2.3. Yiizeylerden Alinan Orneklerin Ekim islemi
Yiizeylerden 6rnek alma;

Ekiivyon

Agar sucugu

Sellobant teknigi

Yiizey kazima ya da yilizeyden ince kesitler alma,

Yiizey yikama

YV V V V V V

Diliisyon s1visina daldirma tekniklerinden biri segilerek yapilabilmektedir.

14



Ekiivyon:

A\

Steril ekiivyon 6rnek alinacak bolgeye gotiiriiliir.
Ekiivyon ¢ubugu aseptik kosullarda tiipiinden ¢ikarilir.

Uctaki pamuk kisma degisik egimler verdirilerek Ornek alinacak yiizeye
kuvetlice bastirilir. Bu sayede yiizeydeki mikroorganizmalarin pamuk ucunun
tamamina ge¢mesi saglanir. Ekiivyon ¢ubugu bu islemler sirasinda iist ucundan
tutulur.

Ekiivyon c¢ubugu daha sonra hicbir yere temas ettirilmeden tiipiine
yerlestirilerek tiip hizla laboratuvara ekim igin gotiriiliir.

Ekiivyon cubuk, alev gatis1 altinda tlipten ¢ikarilarak u¢ kismi daha dnceden
hazirlanmig petri kutusundaki agarli besiyeri yiizeyinin kenar kismindaki
herhangi bir noktaya temas ettirilir. Bu islem sirasinda besiyerinin
yirtilmamasina dikkat edilmelidir.

Daha sonra petri kutusunun kapagi kapatilir.
Ekiivyon gubugu tiipiine yerlestirilerek sterilize edilmek tizere ayrilmalhidir.

En son asamada ise petri kutusundaki besiyerinde Ornegin temas ettirildigi
noktadan baslamak {izere 6ze ile siirme ekime gegilir.

Yiizeydeki mikroorganizmalar sayilmak istendiginde ise ekiivyon c¢ubugu
laboratuvarda tiipten ¢ikarilarak, daha &nceden hazirlanmis olan tiipteki steril 10 ml’lik
diliisyon sivisina aseptik kosullarda daldirilir ve tiipiin agz1 kapatilir. Bu islemler sirasinda
cubugun tiipe giren kismnina elle dokunulmamalidir. Daha sonra sivi besiyerine ekim
islemleri takip edilerek ekim gercgeklestirilir.

Agar sucugu:

Direkt olarak bir besiyerini 6rnekle temas ettirme esasina dayanir. Steril agar sucugu
yiizeye temas ettirilir daha sonra steril bistiiri ile ince kesitler alinarak steril petri kutusuna
yilizeye siiriilen kismi iiste gelecek sekilde yerlestirilip laboratuvara gonderilir. Yaygin
kullanimi yoktur.

Sellobant teknigi:

Bu ydnteme ¢ok sik bagvurulmamaktadir.

>

YV V V V

Incelenecek yiizeye sellobantin yapiskan yiizeyi temas ettirilerek érnek alinr.
Ornek alinan kisim petri kutusundaki agarli besiyeri yiizeyine temas ettirilir
Diger yliziinden hafifce baski yapilarak belli bir stire beklenir.

Daha sonra da bant buradan ¢ikarilarak bir dezenfektan ¢ozeltisine atilir.

Stirme ekim yontemi uygulanarak inkiibasyona birakilir.
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Bunlarin disinda;

»  Yiizey kazima ve yiizeyden ince kesitler alma
»  Yiizey yikama

»  Diliisyon sivisina daldirma gibi yontemlerde uygulanabilmektedir.

1.2.4. Dik Agarh Besiyerine Saplama Ekim

Tiipteki yiiksek tabakali (10-15 ml besiyeri bulunan) kati besiyerine, bakterinin uzun
bir igne ile tliplin dip kisimlarina kadar batirilmasiyla yapilan ekim yontemidir. Bu sekilde
bakterinin jelatin eritmesi veya karbonhidrath jelozlu besiyerinde gaz olusturmasi kolayca
incelenir, iireme bolgesine gore bakterinin aerob, anaerob, fakiiltatif veya mikroaerobmi
oldugu, bakterinin hareketli olup olmadig1 hakkinda bilgi edilir.
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UYGULAMA FALLIYETI

Uygun aktarma teknigini kullanarak farkli besiyerlerine ekim yapma.

islem Basamaklar1

Oneriler

» Pipet veya 0Oze ile aktarma
tekniklerinden hangisini
kullanacaginiza karar veriniz ve buna
gore asagidaki islem basamagini
uygulaymiz.

» Karar verirken Ogretmenizden
yararlanabilirsiniz.

» Verdiginiz karar dogrultusunda karariniza
uygun iglem basamagini uygulayiniz.

» Laboratuvar kiyafetlerinizi giyiniz.

» Gerekli ise koruyucu malzeme kullaniniz.

» Ellerinizi her ¢alisma Oncesi ve sonrasi
yikayip dezenfekte ediniz.

> “Analiz  Oncesi  Hazirhk”modiiliinde
ogrendiginiz sekilde hazirlaniniz.

» Bunzen bekini yakiniz.

» Aktarma yapilacak gereci se¢iniz.

» Pipetle aktarma yapiniz.

» Pipet kutusunu bek alevi altinda aginiz.

» Aktarim yapilacak sivi numune igin en
ideal hacimli pipeti se¢iniz.

» Pipet kullanmilmadan igerisinde  sivi
damlasi olup olmadig1 kontrol ediniz.

> Pipeti sag elinize aliniz.

» Numunenin almacagi tiipi sol elinize
alarak sag elin parmaklariyla agzindaki
kapag1 veya pamuk tikaci ¢ikartiniz.

» Kapagi veya pamuk tikaci parmaklarinizin
arasinda ¢ikarttiginiz sekilde tutunuz.

» Asla tezgaha birakmayiniz.

» Tiipiin agzin1 alevden gegiriniz.

> Istenilen hacimden biraz fazla siviy1 pipete
¢ekiniz.

» Pipetin igine s1v1 ¢ekildikten sonra iist ucu
isaret parmaginizla kapatiniz.

» Pipet igindeki siviyr isaret parmaginizi
hafifce acarak hacmi istenen seviyeye
getiriniz.

» Pipet icindeki sivi ve pipet disindaki
hacim ¢izgileri birbirine teget olunca isaret
parmaginizi  tekrar  pipetin  agzina
kapatiniz.
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10 ml pipet
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» Numune tlipliniin agzin1 tekrar alevden
geciriniz.

» Agzim1  pamuk tikacini  yerlestirerek
tiiplige koyunuz.

» Pipeti yan veya iist kismu alta gelecek
sekilde tutmayimiz.

» Aktarim yapilacak steril tiip ya da petri
kutusuna  pipetin  igerigini  isaret
parmaginizi kaldirarak bosaltiniz.

» Parmaginizi birden ¢ekmeyiniz.

> Oze ile aktarma yapiniz.

o
&
~

> Ozeyi sol elinizle kalem gibi tutunuz.

» Bunzen bekinde 6zenin ucu akkor haline
gelinceye kadar tutarak sterilize ediniz.

» Tipiin agzin1 alevden gegiriniz.

> Ozeyi s1ivi numuneyi alacaginiz tiip
igerisine daldiriniz.

> Ozeye karistirma hareketi yaptirarak halka
icinin numune ile kaplanmasini saglaymiz.

» Steril tlip ya da petri kutusuna 6zenin
ucunu hafifce temas ettirerek numuneyi
aktariniz.

» Besiyerinden hangisini kullanacaginiza
karar veriniz ve buna gore asagidaki
uygun islem basamagini uygulayiniz.

» Elinizde varolan besiyerine uygun olarak
karar veriniz ya da ogretmenizden bu
konuda yararlaniniz.

18




Sivi besiyerine 6ze ile ekim yapmak i¢in;

@

& g

» Aktarma tekniklerini kullanarak 6zeye
aldigimiz  numuneyi sag elinizde
tutunuz.

» Sol elinize sivi  besiyerini alarak
agzindaki kapak ya da pamuk tikaci
numune tiipiindeki gibi ¢ikartarak aleve
tutunuz.

» Tipli hafifce egerek Ozeyi sivi
seviyesine gelene kadar daldiriniz.

» S1v1 besiyerinin hemen iizerindeki kuru
i¢ cepere Ozeyi siirtiiniiz.

» Sonra Ozeyi Dbesiyerinin igerisine
daldirarak karistirimiz.

> Ozeyi tekrar numunenin siirtiildiigii
kuru ylizeye cikartarak yikama iglemi
yapiniz.

> Ozeyi tiipiin icinden ¢ikartiniz.

» Tiiplin agzim1 aleve tutarak agzini
kapatiniz ve gerekli bilgileri yazdiktan
sonra tiipliige yerlestiriniz.

> Ozeyi bunzen bekinde akkor haline
gelinceye kadar tutarak sterilize ediniz.

» Tum c¢alismalarimizi alev catist altinda
yapiniz.

» Sorumluluklarini biliniz.

> Dikkatli olunuz.

» Ekim iglemini kontaminasyon riskini en
aza indirmek i¢in seri bir sekilde yapiniz.

» Sterilliginden kusku  duyulan veya
kontamine olan arag gerecleri
kullanmayiniz.

» Her kullamim Oncesi ve sonrasit Ozeyi
mutlaka alevden gegiriniz.

» Ellere bulagsma oldugunda ellerinizi
dezenfekte ediniz.

» Caligma sirasinda Ozeyi steril etmeden
tezgaha koymayniz.

» Tezgaha c¢aligma sirasinda  besiyeri,
dilisyon vb  dokiildiginde tezgahi
temizleyip dezenfekte ediniz.

» Diliisyon tiiplerini numune alimindan
sonra tipliige yerlestirirken alevden
gecirip pamuklarint  tekrar kapamay1
unutmayiniz.

Kati besiyerine ekim yapmak icin:

» Ekim yontemlerinden hangisini
kullanacaginiza karar veriniz ve buna
gore asagidaki uygun islem basamagini
uygulaymiz.

» Karar verirken Ogretmenizden
yararlanabilirsiniz.

Siirme yonteminde:

» Agarli kat1 besiyerine ekim yapmak
icin petri kutusuna 12-15 ml dokiiliip
sogutulmus besiyerini hazirlayiniz.

» Petri kutularina gerekli bilgileri dogru
ve eksiksiz olarak yazimiz. Ozeyi sol
elinizle kalem gibi tutunuz.

» Tiim c¢alismalarimizi alev catist altinda
yapimiz.

» Sorumluluklarinizi biliniz.

> Dikkatli olunuz.

» Seri galiginiz.

» Sterilliginden  kusku  duyulan veya
kontamine olan arac gerecleri
kullanmayiniz.

» Her kullanim oOncesi ve sonrasi 0zeyi
mutlaka alevden geciriniz.
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» Bunzen bekinde &zenin ucu akkor
haline gelinceye kadar tutarak sterilize
ediniz.

» Tiipiin agzin1 alevden gegiriniz.

> Ozeyi sivi numuneyi alacagmz tiip
igerisine daldiriniz.

> Ozeye karistirma hareketi yaptirarak
halka i¢inin numune ile kaplanmasini
saglayimiz.

» Steril tiip ya da petri kutusuna 6zenin
ucunu hafifce temas ettirerek numuneyi
aktarmiz.

» Stirme yontemiyle ekim yapmak icin
petri  kutusunu sol elin ayasina
yerlestiriniz.

» Bas ve isaret parmaklariyla kapagini
aralayarak sag elimizdeki numune dolu
Ozeyi agarli besiyerinin bir kenarina
temas ettiriniz ve biraz eziniz.

» Sonra 6ze yardimiyla istenilen sekilde
cizerek slirme yoOntemiyle ekimi
gergeklestiriniz.

» Petri kutusunun kapagin1 kapatarak
iizerine gerekli ekim bilgilerini yaziniz.

> Ozeyi alevde sterilize edip uygun
sekilde birakiniz.

» Ellere bulagma ellerinizi
dezenfekte ediniz.

» Calisma sirasinda 6zeyi steril etmeden
tezgaha koymayiniz.

» Tezgaha c¢alisma sirasinda
dilisyon vb  dokiildiigiinde
temizleyip dezenfekte ediniz.

» Diliisyon tiiplerini numune alimindan

oldugunda

besiyeri,
tezgahi

sonra tlipliige yerlestirirken alevden
gecirip pamuklarin1  tekrar kapamay1
unutmayiniz.

» Petri  kutusunun kapagmi  kapatarak

iizerine gerekli ekim bilgilerini yazmay1
unutmayiniz.
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Yayma yonteminde:

» Besiyerini steril ve usuliine uygun bir
sekilde petri kutusuna Dbosaltarak
katilagmasini bekleyiniz.

@nr_
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» Yayma yontemiyle ekim igin 0.1 ml’
lik numunenin oldugu pipeti agarh
besiyerinin yiizeyine bosaltiniz.

» Alkolle sterilize edilmis drigalski
1spatulu alevden geciriniz.

» Kiiltiir aktarilmamis besiyeri yiizeyinde
sogutunuz.

» Agarli besiyeri lizerindeki numuneyi
homojen olarak yayiniz.

» Petri kutusunun kapagin1 kapatarak
tizerine gerekli ekim bilgilerini yaziniz.

» Drigalski  1spatulunu  ve  pipeti
sterilizasyon i¢in ayiriniz.

» Tim caligmalarimz1 alev c¢atis1 altinda
yapiniz.

» Sorumluluklarini biliniz.

> Dikkatli olunuz.

» Ekim islemini kontaminasyon riskini en
aza indirmek i¢in seri bir sekilde yapiniz

» Sterilliginden kusku  duyulan veya
kontamine olan arac gerecleri
kullanmayiniz.

» Besiyerini petri kutusuna aktarirken uygun
sicaklikta olmasmma ve topaklagma
olmamasina dikkat ediniz.

» Her kullanim oncesi ve sonrasi drigalski
1spatulunu mutlaka sterilize ediniz.

» Ellere bulagma oldugunda ellerinizi
dezenfekte ediniz.

» Calisma sirasinda pipeti steril etmeden
tezgaha koymayiniz.

» Tezgaha c¢alisma sirasinda
dilisyon vb. dokiildiiglinde
temizleyip dezenfekte ediniz.

» Diliisyon tiiplerini numune alimindan

besiyeri,
tezgahi

sonra tiipliige yerlestirirken alevden
gecirip pamuklarim1  tekrar kapamay1
unutmayiniz.

Dokme plak yonteminde:

Otomatik pipet

re

N

» Dokme plak yontemiyle ekim i¢in bos
steril petri kutularina 1 ml numune
pipetle aktarilir.

» Aseptik teknikle ¢aliginiz.

» Ekimi yapilacak diliisyonlar segildikten
sonra sayim sonuglarinin giivenilirligini
artirmak i¢in ayni tiipten 2 ya da tercihen
3 petri kutusuna ekim yapihir (2 paralelli, 3
paralelli ekimler). Sayim sonuglar1 paralel
ekim sonugclar1 ortalamasi olarak verilir.

21




» Numune iizerine 15-20 ml yaklasik
45°C’deki agarli besiyeri dokdiliir.

» Zemin tizerinde 888 hareketi
yaptirilarak numune ve besiyerinin
karigmasi saglanir.

» Petri kutusunun kapagini kapatarak

iizerine gerekli ekim bilgilerini yaziniz.

» Calisma sonrasi islemleri yapiniz.

» Sonucunuzu rapor ediniz.

> lIsinizin bittigi malzemeleri uygun sekilde
kaldirimiz.

» Caligma alaninizi temizleyip dezenfekte
ediniz.

» Ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

» Laboratuvarin son kontrollerini yapiniz.

> Onliigiiniizii ¢ikarip yerine asimiz.

» Analiz sonrasi islemleri yapiniz.
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OLCME VE DEGERLENDIRME

Bu faaliyet kapsaminda hangi bilgileri kazandigimzi asagidaki sorulan
cevaplayarak belirleyiniz.

Asagidaki seceneklerden dogru olam isaretleyiniz.

1. Yizeylerden ornek alma ve ekim islemlerinde asagidaki yontemlerden hangisi
kullanilir?
A)  Oze ile aktararak
B) Pipet ile aktararak
C)  Agar sucugu kullanarak
D) Drigalski ispatulu ile yayilarak

2. 1-Pipet 2-Oze 3-Ekiivyon  4-Drigalski 1spatulu
Yukaridakilerden hangisi ya da hangileri siv1 besiyerine ekim yaparken kullanilmaz?

A) Yalmz4
B) 3ve4
C) 1ve?
D) 1,3ve4

3. Mikroorganizmalarin transferinde kullamilan, ucunda nikel-krom veya platinden
yapilmus, yuvarlatilmis tel bulunan araca ne ad verilir?

A) Oze

B)  Ekiivyon

C) Drigalski ispatulu
D) Pipet

4.  Petri kutusundaki agarli besiyerine aktarilan numunenin drigalski spatiilii ile
diizeltildigi ekim yontemi agagidakilerden hangisidir?
A)  Yayma yontemi
B)  Dokme plak yontemi
C) Siirme yontemi

D) Higbiri
5. Asagidakilerden hangisi yilizeylerden ornek almada ve ekimde kullanilan araglardan
birisidir?
A)  Pipet
B) Oze
C) Ekiivyon
D) Etiv
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Bosluklar: asagidaki tabloda verilen dogru kelime ile eslestiriniz.

6.  Aktarllacak  numune  tipiinii  homojen  olarak  karigtirmaya  yarayan

ATACA. .. eueetneee ettt et denir
7. Deney tiipli cep ya da banko iizerine degil ...................... ad1 verilen tasiyicilara
konulmalidir.
Homojenizator
Tiiplik

Vorteks tiip karistiricist

Dogru/yanls testini uygulayimz.

8. () Agarli besiyerine siirme yontemiyle ekimin amact her canli hiicrenin inkiibasyon
sonucu 1 adet koloni olusturmasidir.

9. () Ekim (inokiilasyon), numunenin steril besiyerine aseptik teknige uygun olarak
aktarilmasi olayidir.

10. () Siirme ekim tekniginde numunenin besiyeriyle tam olarak karigmasi i¢in petri
kutusuna 888 hareketi yaptirilir.

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi cevap anahtari ile karsilastirimiz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit yasadiginiz sorularla ilgili konulari tekrar ediniz.

Tiim sorulara dogru cevap verdiyseniz uygulamali teste geginiz.
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UYGULAMALI TEST

Eski kasar numunesini uygun diliisyona getirerek kiif varligini belirlenmek amaciyla
PDA ( Potato Dextrose Agar) besiyerine yayma yontemiyle ekim yapiniz. Yaptiginiz
islemleri agagidaki degerlendirme tablosuna gore kontrol ediniz.

KONTROL LiSTESI

Degerlendirme Olgiitleri Evet Hayir

Calisma Oncesi hazirliklarinizi yaptiniz mi?

Aseptik caligma sartlarini olusturdunuz mu?

Numuneyi uygun diliisyona getirdiniz mi?

Pipet veya 0Oze ile aktarma tekniklerinden hangisini

kullanacaginiza karar verdiniz mi ?

Standart petri kutusuna 12-15 ml PDA dokerek yiizeyin

kurumasini sagladiniz mi?

6. 1 ml’lik bir pipetle 0.1 ml. numuneyi diliisyon tiiptinden
aldimz mi1?

7. 0.1 ml lik numunenin oldugu pipeti agarli besiyerinin yiizeyine
bosalttiniz mi1?

8. Drigalski 1spatulunu temiz ve yeterli konsantrasyonda alkol ile
sterilize ettiniz mi?

9. Drigalski ispatulu alevden gegirerek alkolii uzaklastirdiniz mi?

10. Drigalski 1spatulu besiyeri iizerinde kiiltiir aktarilmamus bir
yerde gezdirerek soguttunuz mu?

11. Drigalski 1spatul ile numuneyi agarli besiyeri {izerinde
homojen olarak yaydiniz m1?

12. Petri kutusunun kapagini kapattiniz mi?

13. Petri kutusuna gerekli bilgileri yazdiniz m?

14. Petri kutusunu inkiibasyona biraktiniz mi?

15. Drigalski 1spatulunu ve pipeti sterilize ettiniz mi?

16. Caligma sonrasi iglemleri yaptiniz m1?

AlwNE

o

DEGERLENDIRME

Segeneklerinizin hepsi “Evet” ise bir sonraki 0grenme faaliyetine geginiz. Cevabi
“Hayir” olan iglemleri tekrar deneyiniz.
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OGRENME FAALIYETIi-2

AMAC

Teknigine uygun olarak inkiibasyonu yapabileceksiniz.

ARASTIRMA

»  Asagidaki mikroorganizmalarin inkiibasyon kosullarini arastiriniz.

. Bakteriler

o Kiifler

o Mayalar
»  Mikroorganizmalarin liremesinde ortam sicakligi ve siire iligkisini aragtiriniz.
»  Aragtirmalarinizi rapor haline getirip sinifta arkadaslarinizla paylaginiz.

2. INKUBASYON

Ekimi gerceklestirilen s1vi ya da kat1 besiyerinin bulundugu tiip veya petri kutusunun,
uygun bir inkiibatdrde, mikroorganizmalarin lreyebilecegi sicaklik ve silirede tutulmasi
islemine inkiibasyon denir.

Inkiibasyon siklikla etiiv ve su banyosunda gerceklestirilir. Kiiflerin inkiibasyonu oda
sicakliginda yapilabilmekle birlikte kontrolsiiz ortam oldugu i¢in tercih edilmemektedir.

2.1. Etiivde inkiibasyon

Mikrobiyolojik calismalarda kullanilan, 0-90°C aralifinda ¢aligmaya imkan veren
etiivlere inkiibator adi verilir. Inkiibatorde (etiivde) mikroorganizmalarin tiremesi i¢in uygun
sicaklik ve siire diger bir deyisle iireme ortami saglanir.

Inkiibatér ( etiiv ); mikroorganizmanin {iremesi i¢in gerekli 1s1ya gore ayarlanabilen ve
bu sicakligi belli derecede muhafaza edebilen elektrikli cihazlardir. En ¢ok 100°C civarinda
sicaklik saglanabilir. Sterilizator ve kurutma dolaplarina benzer, genellikle dort koselidir.
Tek veya iki kapili olanlari vardir. Anaerob tipleri de mevcuttur.
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Resim 2 1: Etiiv cesitleri
2.2. Su Banyosunda Inkiibasyon

Su banyosunda genellikle yiiksek sicakliga duyarli besiyerlerinin inkiibasyonu yapilir.
Burada 6nemli olan su banyosunun termostatli olmasi ve istenilen sicakligin homojen sekilde
dagilmasini saglayan karistirma diizeneginin olmasidir. Ayrica inkiibasyon siiresince sicaklik
kontrolleri de yapilmalidir.

Resim 2 2: Su banyosu

Su banyolarinda sicaklik 100°C” ye kadar ayarlanabilir. Bu banyo igine daldirilan bir
kaptaki maddenin sicakligi en fazla 80-85°C'ye yiikseltilebilir. Sicakligi ayarlanabilen,
termostatli su banyolari ile istenilen sicakligi ayarlamak miimkiindiir. Su banyolari ile uzun
stire calisilacaksa iglerindeki suyun tamamen buharlasmamasina dikkat edilmeli ve eksilen
su ilave edilmelidir.
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Resim 2 3: Su banyosu cesitleri

2.3. Inkiibasyonda Dikkat Edilecek Hususlar

Inkiibasyonda asagidaki hususlara dikkat edilmelidir;

>

Belirtilen inkiibasyon siiresi ile sicaklik derecesine dikkat edilmelidir. Bu
amacla inkiibatér sicakligi minimum-maksimum termometre ile kontrol
edilmelidir. Anaeroblar i¢in gaz atmosferine uyulmalhdir.

Inkiibasyon 37°C ve {istiindeki sicaklik derecelerinde gergeklestiriliyorsa petri
kutular1 ters c¢evrilerek (tabanlart {stte, kapaklari altta olacak sekilde)
inkiibatore konulmalidir. Bu sicaklik derecelerindeki inkiibasyon 24 saatten
fazla siirecekse, inkiibatore iginde su olan bir beher konularak petri kutularinda
yiizey kurumast Onlenmelidir. Petri kutularmin strech filme sarilmasi veya
naylon torba igerisinde inkiibatore birakilmasi da kurumayi Onleyici bir
uygulamadir.

Membran filitrasyon uygulamalarinda petri kutular1 diiz gevrilerek (kapaklar
iistte, tabanlar altta) inkiibatore konulmalidir.

Inkiibatorde cam petri Kutular1 6 'dan plastik petri kutularinda 8’den daha fazla
iist liste konulmamalidir.

Resim 2 4: inkiibatorde inkiibasyon icin yerlestirilmis besiyerleri
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Inkiibatorde sicaklik degismelerini 6nlemek icin kapagin gereksiz yere
acilmamasina 6zen gosterilmelidir.

Petri kutularinin ve inkiibator duvarlarinin arasindaki bosluk sicaklik dagiliminin
diizenli olmasi i¢in yaklasik 2.5 cm olmalidir.

Inkiibasyon sonrasinda petri kutusu tartilmalidir. inkiibasyon &ncesi ve
sonrasinda izin verilen maksimum agirlik kaybi oran1 %15°tir. Agirhik kayb:
daha fazla ise diizeltici islemler yapilmalidir.

Inkiibasyon sicaklik derecesi iiremesi istenen bakteri 6zelligi dogrultusunda su

sekilde belirlenir:

o Baz1 mikrokok ¢esitleri gibi serin sicakligi seven psikrofil bakteriler icin
inkiibasyon sicakligi1 genel olarak +7°C’dir.

o Ilik sicakligr seven mezofil bakteriler icin 25-40°C’dir.

o Yiiksek sicakliklar: seven termofil bakteriler igin inkiibasyon 1s1 derecesi
genellikle 55-60°C’dir.

o Cok yiiksek sicakliklar1 seven ekstrem termofiller igin ise inkiibasyon
sicaklig1 genel olarak 85°C 'dir.
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UYGULAMA FAALIYETI

Ekimi yapilmis besiyerlerinin inkiibasyonunu saglama

Islem Basamaklar

Oneriler

» Ekimi yapilmis numunede tiremesi
istenen mikroorganizmalar i¢in
sicaklik ve siireyi belirleyiniz.

» Laboratuvar kiyafetlerinizi giyiniz.

» Gerekli ise koruyucu malzeme kullaniniz.

» Ellerinizi her calisma Oncesi ve sonrasi
yikayip dezenfekte ediniz.

> “Analiz Oncesi Hazirlik” modiiliinde
ogrendiginiz sekilde kisisel hazirliklarinizi
yapiniz.

» Siire ve sicaklig1 belirlemede mikrobiyolojik
analiz metotlarindan veya ilgili kaynaklardan
faydalanabilirsiniz.

» Ekip caligmasina yatkin olunuz.

> Inkiibatorde inkiibasyonu
yapacaksaniz etiivde inkiibasyon
islem basamaklarina geginiz.

» Kiifleri oda sicakliginda inkiibe
edecekseniz kiif inkiibasyonu islem
basamagini uygulayimiz.

» Su banyosunda inkiibasyonu
yapacaksaniz su banyosu islem
basamaklarina geciniz.

» Numunenize uygun inkiibasyon seklinin
secimini dogru yapiniz.

» Bunun i¢in 6gretmenizden
yararlanabilirsiniz.

» Yeniliklere agik olunuz.

Kiifler icin oda sicaklhiginda inkiibasyon:

» Kiifler i¢in oda sicakligini
ayarlayniz.

» Ekimi tamamlanmig besiyerlerini
oda sicaliginda laboratuvarda banko
lizerine birakiniz.

» Petrileri tek sira halinde
yerlestiriniz.

» Ortam sicakligini termometre ile
kontrol ediniz.

» Siirenin dolup dolmadigini kontrol
etmeyi unutmayiniz.

» Siire sonunda tireme olup olmadigini
kontrol ediniz.

» Kiif inkiibasyonu i¢in laboratuvarinizda
uygun bolgeyi isaretleyiniz.

> Inkiibasyon bélgesinin hava akimimin yogun
olmamasina dikkat ediniz.

» Ortam sicakligini ayarlamada 1sitic
kullanabilirsiniz.

» Siire doluncaya kadar periyodik olarak ortam
sicakligini kontrol etmeyi unutmayimniz.

> Inkiibasyon siiresince petri kapaklarini asla
agmayiniz.

> Ureme kontroliinii kapaklari agmadan
yapiniz.

» Etiivii oda sicakligina ayarlayarak ayni
islemleri etiivde de yapabilirsiniz.

» Zamani iyi kullaniniz.

Etiivde inkiibasyon;
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> Inkiibatorii (etiiv) belirlenen sicaklik
derecesi ve sliresine ayarlayiniz ve
calistiriniz.

> Inkiibatére (etiiv) ekimi
tamamlanmus besiyerlerini
yerlestirip kapagini kapatiniz.

> Inkiibatoriin calisip ¢alismadigini
kontrol ediniz.

> Inkiibasyonu tamamlanmus
besiyerlerinde tiremeleri kontrol
ediniz.

> Ureme yoksa bir siire daha inkiibe
ediniz.

» Etiiv kullanma talimatina mutlaka uyunuz.

» Sivi besiyerlerinin bulundugu tiipleri
tiipliikklere yerlestirdikten sonra etiive
yerlestiriniz.

» Cam petrilerin en fazla 6 tanesini {ist iiste
koyunuz.

» Plastik petrilerde bu say1 azami 8°dir,
unutmayiniz.

» Etiiviin ¢alisip ¢alismadigini kontrol etmeyi
unutmayiniz.

» Belirlenen siire kadar besiyerlerini etiivde
tutunuz.

> Ureme kontroliinii kapaklar1 agmadan
yapiiz.

» Yeterli inkiibasyon saglanamamissa
inkiibasyonu tekrarlamay1 unutmayiniz.

Su banyosunda inkiibasyon;

» Su banyosunu istenilen sicakliga
ayarlayniz.

» Ekimi tamamlanmuis besiyerlerini su
banyosuna yerlestiriniz.

» Besiyerini belli bir siire su
banyosunda tutunuz.

» Su banyosunun sicakligini periyodik
olarak kontrol ediniz.

» Belirlenen siireyi tutunuz ve takip
ediniz.

» Belirlenen siirenin sonunda
besiyerlerini su banyosundan aliniz.

> Inkiibasyonu tamamlanmus
besiyerlerinde tiremeleri kontrol
ediniz.

> Ureme yoksa bir siire daha inkiibe
ediniz.

» Su banyosu kullanma talimatina uyunuz.

» Petri kutularini su banyosuna koymayiniz.

» Tiplerdeki besiyerleri burada inkiibe edilir.
Unutmayiniz.

» Ekimi tamamlanmig besiyerini yerlestirirken
devrilmemesi igin gerekli 6nlemleri aliniz.
Bunun i¢in agirlik halkalaridan
faydalanabilirsiniz.

» Termometre ile su banyosu sicakligini
Olcerek uygun ortam sicakligini kontrol
edebilirsiniz.

» Siirenin tutulmasinda baslangi¢ ve ¢ikarma
saatini bir yere kaydedebilirsiniz

» Siireyi takip etmeyi unutmayiniz.

> Ureme kontroliinde pamuklar1 agilmadan
disardan kontrol edildigini asla unutmayiniz.

> Ureme yoksa bir siire daha inkiibe ediniz.
veya su banyosu kosullarini bir daha kontrol
etmeyi unutmayiniz.

» Calisma sonrasi iglemleri yapiniz

» Sonucunuzu rapor ediniz.

> lIsinizin bittigi malzemeleri uygun sekilde
kaldirmiz. Isiniz bittikten sonra kullandiginiz
besiyerlerini steril edip sonra imha ediniz.

» Calisma alanmizi temizleyip dezenfekte
ediniz.

» Ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

» Laboratuvarin son kontrollerini yapiniz.

> Onliigiiniizii ¢ikarip yerine asimz.
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OLCME VE DEGERLENDIRME

Bu faaliyet kapsaminda hangi bilgileri kazandiginiz1 asagidaki sorular1 cevaplayarak
belirleyiniz.

Asagidaki seceneklerden dogru olam isaretleyiniz.

1.  Asagidakilerden hangisi inkiibator olarak kullanilan bir aragtir?
A)  Bunzen beki
B) Havagaz
C) Etiv
D) Higbiri

2. Asagidakilerden hangisi etiiviin haricinde besiyerleri inkiibasyonunda kullanilir?
A)  Su banyosu
B) Mikrodalga
C) Kiil firim
D) Otoklav

3.  Asagidakilerden hangisi inkiibasyon sirasinda dikkat edilecek noktalardan degildir?
A) 37°C’yi gecen inkiibasyonlarda petri kutular1 ters g¢evrilerek inkiibatore
konmalidir.
B) Inkiibatdriin kapag gereksiz yere agilmamalidir.
C) Inkiibator duvarlariyla besiyerlerinin arasindaki bosluk 2.5 cm civarinda
olmalidir.
D) Enfazla 10 tane cam petri kutusu ist iiste konulabilir.

Bosluklar1 asagidaki tabloda verilen dogru kelime ile eslestiriniz.

4. Ekimi gergeklestirilen sivi ya da kati besiyerinin bulundugu tiip veya petri kutusunun
uygun bir inkiibatérde mikroorganizmalarin {ireyebilecegi 1s1 ve siirede tutulmasi
1S1EMINE ...oovvvvviivieve e denir.

5 saati gecen inkiibasyonlarda petri kutularinda yilizey kurumasini 6énlemek igin

inkiibatore beher i¢inde su konulmalidir.

4-5
Inkiibasyon
24
Sterilizasyon

DEGERLENDIRME

Cevaplariizi cevap anahtari ile karsilastiriniz. Yanlig cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit yasadiginiz sorularla ilgili konulari faaliyete geri donerek tekrar
inceleyiniz.
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UYGULAMALI TEST

Ekimi yapilmis kat1 besiyerinin etiivle inkiibasyonunu saglayimniz. Yaptigimiz islemleri
asagidaki degerlendirme tablosuna gore kontrol ediniz.

KONTROL LISTESI

Degerlendirme Olgiitleri Evet Hayir

1. Inkiibatérii (etiivii) ¢alismaya hazirladiniz nm?

2. Inkiibatérii kullanma talimatina gre iiremesi istenen
mikroorganizma i¢in gerekli sicaklik derecesine ve siireye
ayarladiniz mi1?

3. Inkiibatorii calistirdiniz mi?

4. Inkiibatore ekimi tamamlanmus besiyerlerini yerlestirip
kapagini kapattiniz m?

5. Petri kutularin1 en fazla 6 tanesi iist tiste gelecek sekilde
yerlestirdiniz mi?

6. Inkiibatriin ¢alisip ¢alismadigimi kontrol ettiniz mi?

7.  Besiyerlerini belirtilen siire kadar etiivde tuttunuz mu?

8.  Inkiibasyonu tamamlanmus besiyerlerinde iiremeleri kontrol
ettiniz mi?

9. Ureme yoksa bir siire daha inkiibe ettiniz mi?

10. Caligma sonrasi iglemleri yaptiniz m1?

DEGERLENDIRME

Seceneklerinizin hepsi “Evet” ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geginiz. Cevabi
“Hayir” olan iglemleri tekrar deneyiniz.
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OGRENME FAALIYETI-3

AMAC

Teknigine uygun olarak saf ve stok kiiltiir elde edebileceksiniz.

ARASTIRMA

> Saf kiiltiir elde etme asamalarini aragtiriniz.

> Stok kiiltiir elde etmenin amacini arastiriniz.

3. KULTUR

Mikroorganizmalarin iiremesi igin gerekli olan besin maddelerini igeren besiyerleri
(kiiltiir ortami), ekim isleminden sonra uygun fiziksel ve kimyasal kosul altinda belli
stirelerde bekletildiginde mikroorganizmalar iirer. Besiyerinde iiretilen mikroorganizmalarin
timiine “kiltir” ad1 verilmektedir.

3.1. Kiiltiir Cesitleri ve Tanimlar

3.1.1. Saf Kiiltiir

Dogada her yerde mikroorganizmalar, bir¢ok farkli tiirlerin olusturdugu topluluklar
seklinde bulunur. Buradan alinan 6rnekler besiyerine ekilerek birgok bakteri tiirii bir arada
tiretilir. Birden fazla bakteri tiiriiniin tiredigi kiiltiirlere karigik kiiltiirler denir.

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda her bir mikroorganizmanin 6zelliginin incelenmesi
ve taniSinin yapilabilmesi igin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi de gerekir. Bu nedenle karisik
kiiltiirlerin saflagtirilmas: gerekmektedir.

Bir koloniden alinan ve iiretildiginde morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genel
Ozellikleri birbirinin ayn1 olan bakteri kiiltiirline “saf kiiltlir” ad1 verilmektedir. Saf kiiltiir
yalnizca bir tiir mikroorganizma tiretilmesi ile elde edilen kiiltiirdiir.

Gidada mevcut mikroorganizmanin cins, tiir diizeyinde tanisin1 yapabilmek ve
adlandirmak i¢in saf kiiltiir halinde iiretilmesi zorunludur.

Saf kiiltlir, 6nce Kati besiyerinde olusmus her farkli koloniden steril bir baska tiip

icindeki s1v1 veya kati yatik agara ekim yapilarak elde edilir. Saf kiiltiir icin tek koloni elde
etme gerekliligi vardir.
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3.1.2. Stok Kiiltiir

Saf kiiltiirlin laboratuvarda yapilacak sonraki calismalarda kullanilmak {izere
saklanmasi islemine “stok Kiiltiir> elde etme denir. Olmeden saklanmalari igin yeni
besiyerlerine ekilmelidir. Bazi bakteriler eski Kkiiltiirlerinde de wuzun siire canli
kalabilmektedir. Saf kiiltiiriin yeni besiyerlerine ekilmesi veya deney hayvanlarina
nakledilmesi islemine “pasaj yapmak™ denir.

3.2. Saf Kiiltiir Elde Etme Asamalar

Birinci asama: izole koloniler elde etme

Saf kiiltiir elde etmede oncelikle izole koloniler elde edilmelidir. izole kolonileri elde
etmek i¢in;

> Ornekten ekim yapilarak karisik kiiltiir elde edilir.

»  Bir miktar kiltir 6ze ile alinir, mikroorganizma hiicrelerinin daha rahat
yayilarak ayri ayri koloni olusturmalart i¢in petri kutusuna siirme teknigi ile
ekilir. Bu sirada bir onceki siirme alanina degmemeye 6zen gosterilir. Petri
kutusunun tercih nedeni besiyeri yiizeyinin daha genis olmasidir.

Resim 3.1: Siirme teknigi ile ekim

»  Petrinin lizerine gerekli bilgiler yazilarak ters gevrilir.
> Onerilen sicaklik ve siirede inkiibe edilir.

>  Inkiibasyon sonrast olusan koloniler incelenir. Tek kolonilerin gelisip
gelismedigine bakilir.

> Tek hiicreden olusmus koloniler secilir ve se¢im yaparken tipik koloni
goriiniimiinde olmalarina ve diger bir koloni ile temasta olmamalarina dikkat
edilmelidir. Son izolasyon bolgelerinde tek diisen mikroorganizma hiicresi
cogalarak saf koloniyi olusturur.
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Resim 3.2: izole koloninin tespiti

»  Eger tek koloniler gelismemisse, daha seyreltilmis kiiltiirlerden tekrar ekim
yapilir. Diger tiim iglemler tekrarlanir.

Ikinci asama: Saf Kkiiltiir elde etme

Bunun i¢in;
»  Izole koloni 6ze ile 6nce sivi bir besiyerine adaptasyon ve canlandirma

amaciyla aktarilir. Bu asamada koloniler birbirine ¢ok yakinsa igne 6ze tercih
edilmelidir.

Resim 3.3: izole koloninin alinmasi
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> Tiip iizerine gerekli bilgiler yazilir ve onerilen sicaklik ve siirede inkiibasyona
birakilir.

> Inkiibasyonu takiben elde edilecek kiiltirden uygun bir kati1 besiyerine,
genellikle tiipteki yatik agarli besiyerine tekrar ekim yapilarak inkiibasyon
gerceklestirilir. Inkiibasyon sonrasinda saf kiiltiir elde edilmis olur.

a
-
N

.

G

)

Sekil 3 1: Saf kiiltiir elde etme

Uciincii asama: Saflik kontrolii
Elde edilen kiiltiiriin saf olup olmadigi kontrol edilir. Bunun igin;

> Elde edilen kiiltiirden tek koloni diisiirme tekniklerinden birisi kullanilarak petri
kutusundaki agarli besiyerine ekim yapilir ve inkiibasyona birakilir.

> Inkiibasyon sonrasinda besiyeri yiizeyinde olusan koloniler sekil, yap:,
biiyiikliik, renk vb 0Ozellikleri yoniinden incelenir. Farkli ozelliklere sahip
kolonilerin varlig1 gozlendiginde Kiltiiriin karigik olmasindan siiphelenilir.

3.3. Stok Kiiltiir Elde Etme Asamalar
Stok kiiltiir elde etmenin 2 temel yontemi vardir:

1.Yatik kiiltiir: Bu yontemde tiip iginde yatik agarli uygun bir besiyeri kullanilir.
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Resim 3.4: Yatik agar Kkiiltiirleri
Bakteri ve maya kiiltiirleri bu sekilde stoklanir.
Yatik agarh kiiltiir elde etmek i¢in;

> Oze ile drnek aliir ve alinan drnek tiipteki yatik agar yiizeyinin en alt kismina
temas ettirilir. Ornek burada 6ze ile hafifge ezilir ve tiipteki besiyeri iginde,
yukar1 dogru zikzaklar ¢izerek tiipten gikartilir.

Kuf kiiltiirlerinin yatik agarli besiyerine ekimi igin 6ze ile alinan 6rnek tiipteki
yatik agar ylizeyinin tam orta kismina temas ettirilerek ekilir.

Sekil 3 2: Yatik besiyerine ekim

> Besiyerleri inkiibasyona birakilir. Stok kiiltiirde inkiibasyon siiresi kisa tutulur,
yiizeyde kolonilerin gériinmesine yetecek kadar siire yeterlidir.

2.Liyofilize (dondurulmus ve kurutulmus) kiiltiirler: Bu yontemle kiiltiirler uygun
ambalaj materyali icerisinde liyofilize edilerek uzun siire dayanabilir. Dondurarak kurutma
(freze-drying) adi da verilen liyofilizasyon tekniginde, yiiksek oranda canlilik ve aktivite
elde edilir. Bu yontem 6zel bir liyofilizasyon aleti ile gerceklestirilir. Bu yontemde secilen
bakteriler besiyerinde iiretilerek santrifiijlenir. Mikroorganizma kiiltiirii cam bir sise veya tiip

38



icinde mikroorganizmalarm tahrip olmasini 6nlemek i¢in steril siit, kan serumu veya bazi
koruyucu maddelerle esit oranda karistirilarak siispansiyon yapilir. Sivinin bulundugu sise
buz ve alkol karisimu i¢inde tutularak, kiiltiir -40 ile -70°C arasinda dondurulur.

Resim 3.5: Kiiltiirlerin dondurulmasi

<0.lmm Hg basing altinda kiiltiirdeki donmus su, sivi hale gegmeden vakumlanir,
kurutulur ve toz haline getirilerek ambalajlanir. Ambalaj igindeki kiiltir kullanilmak
istendiginde aseptik kosullarda uygun sivi besiyerine aktarilarak inkiibasyona birakilir.

3.4. Kiiltiirleri Muhafaza Etme

Saklama esnasinda izole koloni kiiltiir bakterilerin ¢ogunun canli kalmasi ve miimkiin
oldugu kadar genetik, fizyolojik degisikliklere ugramamasi gerekmektedir.

Bunun igin, gesitli saklama yontemleri gelistirilmistir. Sogukta muhafaza, dondurma
ve kurutma yontemleri bunlardan baslicalaridir.

Kiiltiirler buzdolabinda 0-5°C’de muhafaza edilmektedir. Baz1 fakiiltatif anaeroplar,
tiipte yiiksek jelozda iiretildikten sonra buzdolabinda saklanir. Aerop bakteriler, yatik agar
besiyerinde buzdolabinda aylarca saklanabilirse de bu yontem uzun siireli saklamalar i¢in
kiiltiirlerin pasajlari esnasinda mutasyonlar olusacagindan uygun degildir. Ancak diger
yontemler kullanilarak bu zorluklarin iistesinden gelinebilir.

Dondurarak derin dondurucuda; -20°C’de, muhafaza edilir. Mikroorganizmalar

liyofilize stok kiiltiirlerini hazirlayarak kuru formda canlilik ve aktivitelerini yitirmeden uzun
stire saklanabilir.

39



Buharlagsmay1 onlemek igin, tiiplin agz1 steril mineral yagi ile kapatilir. Zorunlu
anaeroplar “tiyoglikolatli buyyon” gibi kuvvetli indirgen ortamlarda iiretildikten sonra
saklanir. Sayet saklanan mikroorganizma metabolizma iriinii olarak asit olusturursa,
kullanilan vasatin iyi bir sekilde tamponlanmasi gereklidir.

Petri kutular1 veya tiipteki kiiltiirleri buzdolabinda muhafaza ederken hava ile direkt
temasi kesmek ve yiizeysel kurumayr 6nlemek i¢in, petri kutularinin alt ve st kapaklart
parafilm (veya sellobant) ile birbirine tutturulur, tiiplerin ise agiz kisimlari parafilm ile
kaplanir. Tiipler icin parafilm yerine erimis vazelin, parafin veya vaspara daldirilmis pamuk
tikaclar da kullanilabilir. Agz1 vida kapakli tiiplerde bunlara gerek yoktur.
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UYGULAMA FAALIYETI

Verilen kiiltirden saf kultiir elde ederek muhafaza etme

Islem Basamaklar

Oneriler

» Size verilen petride olusmus farkli koloni
tiplerini ayirt ediniz.

» Kolonileri ayirt etmede, tipik koloni
goriiniimiinde olmalarina ve diger bir
koloni ile temasta olmamalarina dikkat
ediniz.

» Sectiginiz koloniden 6ze ile bir miktar
ornek aliniz.

» Laboratuvar kiyafetlerinizi giyiniz.

» Gerekli  ise  koruyucu  malzeme
kullanimiz.

» Ellerinizi her ¢alisma Oncesi ve sonrasi
yikayip dezenfekte ediniz.

» Kisisel hazirliklariniz
unutmayiniz.

» Mikroorganizma hiicrelerinin daha rahat
yayilarak ayri ayri koloni olugturmalari
icin petri kutusundaki besiyerini se¢iniz.

» Bu asamada koloniler birbirine ¢ok
yakinsa igne 6ze tercih ediniz.

> Ozeyi sterilize ediniz. Sag elinize kalem
tutar gibi yerlestiriniz.

» Petrinin kapagimi aciniz. Petri kutusunu
sol ele ahniz, besiyeri bulunan tarafi
kendinize doniik dik olarak tutunuz.

> Ozeyi agarli besiyerinin iireme olmayan
bir bolgesine bastirarak sogutunuz.

» Ucunu titretmeden tek bir koloniye
degdiriniz.

» Petrinin kapagini kapatiniz.

yapmay1

» Aldigimiz 6rnegi petri kutusuna siirme
teknigi ile ekiniz.

» Strme yontemi islem basamaklarini
uygulamaya dikkat ediniz.
» Aseptik caliginiz.

» Petrinin iizerine gerekli bilgiler yazarak | > Petri  iizerine  yazilacak  bilgileri
ters cevirip inkiibatdre yerlestiriniz. hatirlayarak uygulayiniz.

> Onerilen sicaklik ve siirede inkiibe | > Inkiibator kullanma talimatlarina
ediniz. uyunuz.

> Inkiibasyon sonrasi olusan kolonileri

> Dikkatli olunuz.

inceleyiniz. Tek kolonilerin  gelisip | > Inceleme yaparken asla petri kapag
gelismedigine bakiniz. acmayiniz.
» Secim yaparken tipik koloni

» Tek hiicreden olusmus kolonileri seginiz.

goriiniimiinde olmalarina ve diger bir
koloni ile temasta olmamalarina dikkat
edilmelidir.
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» Eger tek koloniler geligmemigse, daha
seyreltilmis  kiiltiirlerden tekrar ekim
yaparak diger tiim islemleri tekrarlayiniz.

» Seyreltilmis  kiiltirle ekim
yapmay1 unutmayiniz.
» Tim iglemleri tekrarladiginizi kontrol

ediniz.

islemini

> lIzole koloniyi 6ze ile siv1 bir besiyerine
aktariniz.

» Bu asamada koloniler birbirine ¢ok
yakinsa igne 6ze tercih ediniz.

» Bu asamalar adaptasyon ve canlandirma
amaciyla yapilir, unutmayimiz.

» Tiip lizerine gerekli bilgileri yazimz ve

onerilen sicaklik ve siirede inkiibasyona > Inkiibator kullanma talimatlarina
uyunuz.
birakimz.
» Tek  koloni diistirme  teknigini
» Elde edilen yeni kiiltiirden uygun bir kati hatirlayarak islem basamaklarini

besiyerine  tekrar  ekim  yaparak
inkiibasyonu gerceklestiriniz saf kiiltiirii
elde ediniz.

uygulamaya dikkat ediniz.
» Steril galigmaya ve seri olmaya gayret
ediniz.

» Saf kiiltiir kontrolii icin; tiipteki yatik
agarli besiyerine tekrar ekim yaparak
inkiibasyonu gerceklestiriniz.

» Steril yatik agarli besiyeri kullanmay1
unutmayiniz.

» Saf  kiltir  bulunan
koloniyi igne 6ze ile aliniz

» Ekim yapacaginiz yatik agarli besiyerini
iceren tiipl sol ele alimiz ve egik yiizeyi
iist tarafta kalacak sekilde yatik tutunuz.
Tipilin kapagin1 ya da pamugunu sag
elin kiicik parmag ile ayasi arasinda
sikigtirarak yerinden ¢ikariniz.

» Tiipiin agzin1 alevden gegiriniz.

> Igneyi besiyerinin dibinden yukariya
dogru yatik yiizey tizerinde, birbirine
paralel iki ¢izgi arasinda yine dipten
yukar1 dogru zikzaklar ¢iziniz.

» Kiiflerin ekimini besiyerinin ortasina
nokta ekim yapiniz.

» Tipiin agzin1 alevden gegcirdikten sonra

besiyerindeki

kapatiniz.
» Ozeyi elinizden birakmadan kizil
dereceye kadar sterilize ediniz.
» Tipi inkiibasyona birakiniz.
» Tek  koloni diigiirme  teknigini
» Elde edilen kiiltiirden tek koloni diisiirme hatirlayarak islem basamaklarini

tekniklerinden birisini kullanilarak petri

uygulaya dikkat ediniz.

kutusundaki agarli besiyerine ekim | » Steril ¢aligmaya ve seri olmaya gayret
yapiniz inkiibasyona birakiniz. ediniz.
> Inkiibasyon sonrasinda besiyeri

yiizeyinde olusan koloniler sekil, yapi,
biiyiikliik, renk vb. 6zellikleri yoniinden

» Saf Kkiltiirlerde ayni ozelliklere sahip
koloniler geligir. Farkli dzelliklere sahip
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inceleyiniz.

kolonilerin varligt gozlendiginde
kiiltiiriin karisik olmasindan siiphelenilir,
unutmayiniz.

> Bu durumda islemleri bastan
tekrarlayiniz ya da aseptik calisip
caligmadiginizdan enin olunuz.

» Petri kutularinin ve tiiplerin alt ve {ist
kapaklarini parafilm (veya sellobant) ile
birbirine tutturunuz

Petri kutular1 veya tiipteki kiiltiirleri
buzdolabinda muhafaza ederken hava ile
direkt temasi kesmek ve yiizeysel
kurumay1 6nlemek igin;

» Tipiin agzin1 steril mineral yagi ya da
parafilm ile kaplayimiz.

» Tipler i¢in parafilm yerine erimis
vazelin, parafin veya vaspara daldirilmis
pamuk tikag¢lar da kullanilabilirsiniz.

» Agz1 vida kapakli tiiplerde bunlara gerek
yoktur.

» Sogukta muhafaza i¢in  buzdolab
sicakliginin 0-5°C de olup olmadigini
kontrol ediniz.

» Elde ettiginiz saf kiiltiri buzdolabinda | » Dondurarak  saklamak i¢in  derin
muhafaza ediniz. dondurucuyu -20°C’ye ayarlayiniz.
» Sonucunuzu rapor ediniz.
> lIsinizin bittigi malzemeleri uygun

» Caligma sonrasi iglemleri yapiniz.

sekilde kaldirmiz. Isiniz bittikten sonra
kullandiginiz  besiyerlerini steril edip
sonra imha ediniz.

» Caligma alanimzi temizleyip dezenfekte
ediniz.

» Ellerinizi yikayip dezenfekte ediniz.

» Laboratuvarin son kontrollerini yapiniz.

> Onliigiiniizii ¢ikarip yerine asimiz.
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OLCME VE DEGERLENDIRME

Bu faaliyet kapsaminda hangi bilgileri kazandiginiz1 asagidaki sorular1 cevaplayarak
belirleyiniz.

Asagidaki seceneklerden dogru olam isaretleyiniz.

1. Besiyerlerinde tek cins mikroorganizma tiremis kiiltiirlere ne ad verilir?
A)  Ana kiiltiir
B) Safkiiltir
C)  Stok kiiltiir
D) Karsik kiiltiir

2. Asagidakilerden hangisi kiiltiirleri saflastirma nedenidir?
A)  Mikroorganizmalari izole etmek i¢in
B) Kolonileri teke diigtirmek i¢in
C)  Mikroorganizmanin 6zelliginin incelenmesi ve tanisinin yapilabilmesi i¢in
D) Hepsi

3. Asagidakilerden hangisi stok kiiltiir elde etme yontemlerinden birisidir?
A)  Yatik kiiltiir
B)  Petri kutusu
C)  Sivi besiyeri
D) Higbiri

4.  Asagidakilerden hangisi kiiltiirleri muhafazada kullanilan bir yontem degildir?
A)  Sogukta saklama
B)  Dondurarak saklama
C) Liyofilize etmek
D) Etiivde saklama

Bosluklar: asagidaki tabloda verilen dogru kelime ile eslestiriniz.

5. Bir koloniden alinan ve iretildiginde morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genel
Ozellikleri birbirinin ayn1 olan bakteri kiiltiiriine ........................ ad1 verilmektedir.

6. Saf Kkiltir elde etmede oncelikle izole koloniler 6ze ile petri kutusuna
............................ ile ekilir.

T s yatik kiiltiirde stoklanir.

Kanigik kiiltiir

Bakteri ve maya

Saf kiiltiir

Siirme yontemi

Tek koloni diisiirme teknigi
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Dogru/yanhs testini uygulayiniz.

8. () Safkiiltiiriin laboratuvarda yapilacak sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere
saklanmasi iglemine stok kiiltiir elde etme denir.

9. () Stok kiiltiir elde edilirken inkiibasyon siiresi uzun tutulur.

10. () Liyofilize stok kiiltiirleri, kuru formda canlilik ve aktivitelerini yitirmeden uzun
slire saklanabilir.

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi cevap anahtar ile karsilastirimiz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit yasadiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrar
inceleyiniz.
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UYGULAMALI TEST

Size verilen petrideki karisik kiiltiirden saf kiiltiir elde ediniz. Yaptiginiz islemleri
asagidaki degerlendirme tablosuna gore kontrol ediniz.

KONTROL LiSTESI

Degerlendirme Olgiitleri Evet Hayir

1. Laboratuvar kiyafetlerinizi giydiniz mi?

2. Gerekli ise koruyucu malzeme kullandiniz nu?

3. Ellerinizi her ¢alisma dncesi ve sonrasi yikayip dezenfekte
ettiniz mi?

4. Kisisel hazirliklarimiz1 yaptiniz nm?

5. Size verilen petride olusmus farkli koloni tiplerini ayirt ettiniz
mi?

6. Sectiginiz koloniden 6ze ile bir miktar 6rnek aldiniz mi?

7.  Aldiginiz 6rnegi petri kutusuna siirme teknigi ile ektiniz mi?

8. Siirme ekim teknigini dogru olarak uyguladiniz m?

9. Petrinin lizerine gerekli bilgileri yazilarak ters ¢evirip
inkiibatore yerlestirdiniz mi?

10. Onerilen sicaklik ve siirede inkiibe ettiniz mi?

11. Inkiibasyon sonrasi olusan kolonileri inceleyip tek kolonilerin
gelisip gelismedigine baktiniz mi1?

12. Tek hiicreden olusmus kolonileri se¢tiniz mi?

13. Eger tek koloniler gelismemisse, daha seyreltilmis kiiltiirlerden
tekrar ekim yaparak diger tiim islemleri tekrarladiniz mi?

14. izole koloniyi 6ze ile s1v1 bir besiyerine aktardimiz mi1?

15. Tiip lzerine gerekli bilgileri yazarak onerilen sicaklik ve
siirede inkiibasyona biraktiniz mi?

16. Elde edilen yeni kiiltiirden uygun bir kat1 besiyerine tekrar
ekim yaparak inkiibasyonu gergeklestirip saf kiiltiirii elde
ettiniz mi?

17. Saf kiltiir kontrolii i¢in tlipteki yatik agarli besiyerine tekrar
ekim yaparak inkiibasyonu gerceklestirdiniz mi?

18. Elde edilen kiiltiirden tek koloni diislirme tekniklerinden
birisini kullanarak ve petri kutusundaki agarli besiyerine ekim
yaparak inkiibasyona biraktiniz mi?

19. Sectiginiz tek koloni diiglirme teknigini dogru olarak
uyguladimiz mi1?

20. Inkiibasyon sonrasinda besiyeri yiizeyinde olusan kolonileri
sekil, yapi, bliyiikliik, renk vb 6zellikleri yoniinden incelediniz
mi?

21. Kiiltiiriiniizde aym 6zelliklere sahip koloniler gelisti mi?

22. Sonucunuzu rapor ettiniz mi?

23. Isinizin bittigi malzemeleri uygun sekilde kaldirdimz mi1?
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24. Isiniz bittikten sonra kullandiginiz besiyerlerini steril edip
sonra imha ettiniz mi?

25. Calisma alanimizi temizleyip dezenfekte ettiniz mi?

26. Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?

27. Laboratuvarin son kontrollerini yaptiniz mi?

28. Onliigiiniizii ¢ikarip yerine astniz mi1?

DEGERLENDIRME

Seceneklerinizin hepsi “Evet” ise bir sonraki dgrenme faaliyetine ge¢iniz. Cevabi
“Hay1r” olan islemleri tekrar deneyiniz.
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MODUL DEGERLENDIRME

Belirlediginiz bir 6rnekten pipetle aktarma ve kati1 besiyerine yayma yontemi ile ekim
yaparak elde edeceginiz kiiltiirden saf kiiltiir elde edip muhafaza ediniz. Yaptiginiz iglemleri
asagidaki degerlendirme tablosuna gore kontrol ediniz.

Degerlendirme Olgiitleri Evet Hayir

1. Laboratuvar kiyafetlerinizi giydiniz mi?

2.  Gerekli ise koruyucu malzeme kullandiniz mi?

3. Ellerinizi her ¢aligma dncesi ve sonrasi yikayip dezenfekte
ettiniz mi?

4. Kisisel hazirliklarimiz1 yaptiniz mi?

5. Aseptik kosullar1 hazirladimiz mi?

6. Aseptik ortamda c¢aligtyor musunuz?

7. Numuneyi hazirladiniz mi?

8.  Kullanacaginiz numunenin diliisyon serileri hazir n1?

9. Kullanacaginiz besiyeri hazir ve steril mi?

10. Kullanacaginiz besiyerini uygun sicakliga getirdiniz mi? (45
OC)

11. Standart petri kutusuna 12—15 ml PDA dokerek yiizeyin
kurumasini sagladiniz mi1?

12. 1 ml’lik bir pipetle 0.1 ml numuneyi diliisyon tiiplinden
aldiniz mi1?

13. 0.1 ml lik numunenin oldugu pipeti agarl besiyerinin
yiizeyine bosalttiniz mi?

14. Drigalski 1spatulunu temiz ve yeterli konsantrasyonda alkol
ile sterilize ettiniz mi?

15. Drigalski 1spatulunu alevden gegirilerek alkolii uzaklastirdiniz
mi1?

16. Drigalski 1spatulunu besiyeri tizerinde kiiltiir aktariimamis bir
yerde gezdirilerek soguttunuz mu?

17. Drigalski 1spatulu ile numuneyi agarli besiyeri tizerinde
homojen olarak yaydiniz mi?

18. Drigalski 1spatulunu ve pipeti sterilize ettiniz mi?

19. Petri kutusunun kapagini kapattiniz mi?

20. Petri kutusuna gerekli bilgileri yazdiniz mi1?

21. Inkiibatorii (etiivii) calismaya hazirladimz mi1?

22. Inkiibatorii kullanim talimatina uygun c¢alistirdiniz mi1?

23. Petri kutusunu inkiibasyona biraktiniz m?

24. Inkiibatore ekimi tamamlanmus besiyerlerini yerlestirip
kapagini kapatiniz m1?

25. Petri kutularini en fazla 6 tanesi iist {iste gelecek sekilde
yerlestirdiniz mi?

26. Inkiibatoriin ¢alisip calismadigini kontrol ettiniz mi?

27. Besiyerlerini belirtilen siire kadar inkiibatorde tuttunuz mu?
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28.

Inkiibasyonu tamamlanmis besiyerlerinde iiremeleri kontrol
ettiniz mi?

29.

Ureme yoksa bir siire daha inkiibe ettiniz mi?

30.

Size verilen petride olusmus farkli koloni tiplerini ayirt ettiniz
mi?

31. Sectiginiz koloniden 6ze ile bir miktar 6rnek aldiniz m1?

32. Aldiginiz 6rnegi petri kutusuna siirme teknigi ile ektiniz mi?
33. Siirme ekim teknigini dogru olarak uyguladiniz n1?

34. Petrinin tlizerine gerekli bilgileri yazarak ters ¢evirip

inkiibatdre yerlestirdiniz mi?

35.

Onerilen sicaklik ve siirede inkiibe ettiniz mi?

36.

Inkiibasyon sonras1 olusan kolonileri inceleyip tek kolonilerin
gelisip gelismedigine baktiniz m1?

37.

Tek hiicreden olugmus kolonileri segtiniz mi?

38.

Eger tek koloniler gelismemisse, daha seyreltilmis
kiiltiirlerden tekrar ekim yaparak diger tiim islemleri
tekrarladiniz m?

39.

Izole koloniyi dze ile s1vi bir besiyerine aktardiniz mi1?

40.

Tiip tizerine gerekli bilgileri yazarak onerilen sicaklik ve
stirede inkiibasyona biraktiniz m1?

41,

Elde edilen yeni kiiltiirden uygun bir kati besiyerine tekrar
ekim yaparak ve inkiibasyonu gerceklestirerek saf kiiltiirii elde
ettiniz mi?

42,

Saf kiiltiir kontrolii i¢in tiipteki yatik agarli besiyerine tekrar
ekim yaparak inkiibasyonu gerceklestirdiniz mi?

43.

Elde edilen kiiltiirden tek koloni diisiirme tekniklerinden
birisini kullanarak ve petri kutusundaki agarl besiyerine ekim
yaparak inkiibasyona biraktiniz mi?

44,

Sectiginiz tek koloni diisiirme teknigini dogru olarak
uyguladimiz mi1?

45,

Inkiibasyon sonrasinda besiyeri yiizeyinde olusan kolonileri
sekil, yapi, biiytikliik, renk vb 6zellikleri yoniinden incelediniz
mi?

46.

Kiiltiiriiniizde aym dzelliklere sahip koloniler gelisti mi?

47,

Tiiplin agzini, steril mineral yagi ya da parafilm ile kapladiniz
mi1?

48.

Petri kutulariin ve tiiplerin alt ve {ist kapaklar1 parafilm (veya
sellobant) ile birbirine tutturdunuz mu?

49,

Elde ettiginiz saf kiiltiirii buzdolabinda muhafaza etmek {izere
uygun sekilde yerlestirdiniz mi?

50.

Sogukta muhafaza i¢in buzdolab1 sicakliginin 0-5°C’ de olup
olmadigini kontrol ettiniz mi?

51.

Dondurarak saklamak i¢in derin dondurucuyu -20° C’ye
ayarladiniz m?

52.

Sonucunuzu rapor ettiniz mi?
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53. Isinizin bittigi malzemeleri uygun sekilde kaldirdimz mi1?

54. Isiniz bittikten sonra kullandiginiz besiyerlerini steril edip
sonra imha ettiniz mi?

55. Calisma alaninizi temizleyip dezenfekte ettiniz mi?

56. Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?

57. Laboratuvarin son kontrollerini yaptiniz mi?

58. Onliigiiniizii ¢ikarip yerine astiniz mi1?

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi 6gretmeninizle birlikte inceleyerek, degerlendiriniz. Cevabinizin hepsi
“Evet” ise modiili tamamladiniz, tebrik ederiz. Cevab1 “Hayir” olan islemleriniz var ise
modiiliin bu iglemlerle ilgili boliimlerini bir kez daha gdzden gegiriniz.
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CEVAP ANAHTARLARI

OGRENME FAALIYETI- 1 CEVAP ANAHTARI
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