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Gidalarin Mikrobiyolojik Analizi (02)

03. Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvar Guvenligi

A. Kadir Halkman'

03.01. Giris

istenmeyen mikroorganizmalarin analiz edildigi tim laboratuvarlarda, laboratuvar
personeli risk altindadir. Bu risk, patojenlerin analiz edildigi laboratuvarlarda c¢ok
daha ylksektir. Sadece, salgada laktobasil arayan/sayan bir laboratuvarda bile
mikrobiyolojik agidan az da olsa bir risk vardir. Cunku laktobasil analizi yapilan
besiyerlerinde laktobasil disinda baska patojenlerin de dahil oldugu bakteriler de
gelisebilmektedir. Kuskusuz, salga uretim teknolojisi ile butunlestirildiginde bunlarin
salgada varligi ve dolayisi ile besiyerinde gelismeleri beklenmemektedir.

Bu bdlimde mikrobiyoloji laboratuvarina yonelik olmak Uzere c¢alisanlarin saglik
riskleri her yonu ile incelenecektir. Dolayisi ile bu bolim sadece gida mikrobiyolojisi
degil; klinik, veteriner, cevre laboratuvarlarina da yonelik olmaktadir.

"Laboratuvarda higbir sey yenilmez ve igilmez" gibi genel laboratuvar kurallarina
burada tekrar deginilmeyecekiir.

03.02. Mikrobiyolojik Riskler

Mikrobiyoloji laboratuvarinda calisanlar oncelikle kendilerini mikroorganizmalardan
korumak zorundadirlar. islenmemis, en az (minimal) diizeyde islenmis ya da islem
teknolojisi gere@i tekrar kontaminasyona acgik olan gidalarda patojen bakteriler
bulunabilir. Patojenite, oncelikle mikroorganizma turt ve serotipi ile vicuda giren
saylya baghdir. Bunlara ilaveten, hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda basta kisisel saglik
durumu olmak Uzere pek ¢ok faktor daha etkilidir.

Aclikta satilan bir gidanin Uzerindeki patojen bir bakteri saglikh bir insani
hastalandirmaya yetecek sayida olmayabilir. Bununla birlikte; laboratuvardaki analiz
sirasinda bu bakterinin sayisinda artig olacagi agiktir.

Bu durumda glnlik yasamda hastalik yapmaya yeterli sayida olmayan farkli tlrdeki
mikroorganizmalar, laboratuvar ortaminda sayilari milyarlara eristiginde fark edilebilir
olmaktadirlar.
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Daha acik bir ifade ile sokaktaki, hatta temiz bir lokantadaki ve hatta evlerde tliketilen
gidalarda patojen bakteriler olabilir. Bunlar, dogal ortamlarinda, bir tek kisiyi dahi
hastalandiramayacak kadar az sayida olabilir iken, laboratuvar analizleri sirasinda
milyonlarca insani dldurecek saylya erisirler.

Mikrobiyoloji laboratuvari bdylesine tehlikeli bir yerdir. Patojenler ile calisanlar
arasindaki bariyer, cogu defa ve sadece, bir Petri kutusunun kapagi ya da bir erlenin
pamugudur.

Primer ve firsatgi patojenlerin disinda saprofitlerin de yuksek sayilarda olduklarinda
hastaliklara neden olabilecegi, Ozellikle kuflerin  uzun dénemde etkilerini
gosterebilecegi gibi faktorler de dikkate alindiginda tehlikenin boyutlarinin daha da
arttig1 goralur.

Tum bu tehlikelere karsin, basit kurallara uyulmasi ile risk kolaylikla "yok denecek"
boyuta indiriimektedir. Laboratuvardaki temel hijyen onlemleri, oncelikle ¢alisanin
saghgini korumaya yoneliktir. Analizin gtvenligi ikinci plandadir.

Asagida genel hijyen onlemlerinin disinda bilgi verilmistir. Laboratuvara yonelik
"genel kurallara" basta www.mikrobiyoloji.org sitesi olmak Uzere pek c¢ok Turkce
kaynaga kolaylikla erisilebilir.

03.02.01. Bunzen beki ile sterilizasyon

Standart bir mikrobiyoloji laboratuvarinda c¢alisanlarin ve analizin guvenligini
saglayan temel aygit Bunzen bekidir. Alman fizik¢i ve kimyaci Robert Wilhelm
Bunsen® tarafindan isitilmis elementlerin emisyon spektroskopisinin spektrum
analizinde kullanilmak Gzere 1855 yilinda gelistiriimis ve bu arastiricinin adina
izafeten "Bunsen Burner (yakicisi)" olarak isimlendiriimig, Turkgeye fonetik olarak
"Bunzen beki" olarak girmistir.

Sistem, gaz ile hava karisimin yanma noktasindan énce karistirlmasindan ibarettir.
Buna gore icte parlak mavi, dista soluk mavi bir alev elde edilir ve alevin en sicak yeri
icteki alevin Ust noktasidir. Alev, sari-kirmizi renkli ise gaz-hava karisimi dogru
degildir ve Bunzen beki soguk alev verir.

Analiz guvenligi agisindan 6ze, pipet ile tip ve erlen agzinin Bunzen beki alevinden
gegiriimesi gereklidir. Calisanlarin givenligi agisindan ele alindiginda 6ézenin alevden
gegiriimesi daha 6nemlidir.

Oze aleve dik olarak tutulmalidir. Fiziksel olarak bir sivi ylksek sicaklikta aleve
maruz kaldiginda etrafa sigramalar olur ve bu sirada canli mikroorganizmalar etrafa
sigrayabilir. Bu sigrama sirasinda alev ne kadar sicak ve bir anlamda kalin ise canl
mikroorganizmalarin gegisi o denli engellenir. Burada 6nemli olan hususlardan birisi
de aleve giren O0zedeki sivi miktaridir. Tupten tipe inokllasyon sonrasinda 6zenin
sterilizasyonu gerektiginde 6zenin tipten ¢ikartiimadan énce inokile edilen tlpln i¢
ceperine deydirilmesi ile sivinin buyuk kismi tupte kalmig olur.

2 http://en.wikipedia.org/wiki/Robert Bunsen
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Bunzen beklerinde farkli yanici gazlar (dogal gaz, LPG vb.) kullaniimaktadir.
Laboratuvar pratigi acisindan Bunzen bekinin yaninda agzi acik, besiyeri yuzeyi
Bunzen bekine dogru ve yere dik tutulan bir genel besiyeri varliginda, tumuyle
saprofit bir mikroorganizma igceren 6zenin Bunzen beki alevinden gecirilmesi, Petri
kutusunun kullanilan bakterinin optimum gelisme kosullarinda inktbe edilmesi, ayrica
sterilize oldugu varsayilan 6zenin genel bir besiyerine daldirilarak kontrolt énerilir.

Bu konuda bir standarda rastlanmamigtir. Laboratuvarin; analiz sikhgdi, Petri
kutusunun Bunzen bekine uzakhgi, kullanilan bakteri ve besiyeri vb. konularda kendi
standardini kendisinin yapmasi ve yukarida acgiklanan sivi ve kati besiyerinde
mikroorganizma gelismesi gorullr ise duzeltici faaliyet uygulamasi onerilir.

Bunzen bekinde 6ze sterilizasyonu konusunda dikkat etmek gereken bir baska husus
O0zenin sadece tel kisminin siviya girmig olmasidir. Telin, gbvdeye baglandigi yer
siviya girerse bu kontaminasyon, bek alevi ile sterilize edilemeyebilir. Ozellikle
patojenlerle ¢alisildiginda bu konu laboratuvar galiganlarinin guvenligi agisindan ¢ok
daha 6nemlidir.

Calisanlarin saghigi agisindan tlp ya da erlenin Bunzen beki alevinde asiri 1sitiimasi
fiziksel yaniklara neden olabilir. Mikrobiyolojik acidan buradaki tehlike, eli yanan
calisanin tlpu refleks ile yere dusturmesidir. Dogal olarak patojenlerle galisilir iken bu
gibi abartili uygulamalar daha sik gorulur ve buna bagh olarak patojen igceren tuplerin
ve erlenlerin kirilma riski daha yuksektir.

Benzer sekilde laboratuvar kazalarinin oldukga 6nde gelenleri arasinda Bunzen beki
alevi ile saclarin tutusmasi ve alkolde dezenfekte edilen Drigalski spatullerinde
alkoliin uzaklastirimasi amaci ile alevden gegirme sirasinda alkol beherinin alev
almasi vardir.

Dogru (iyi) Laboratuvar Uygulamalari ¢er¢evesinde bu konuya ayrica deginilecektir.

03.02.02. Asilama kabini

Cok genel olarak asilama kabinleri, analiz glvenligini saglayan, ¢evre guvenligini
saglayan ve calisanin guvenligini saglayan olmak Uzere 3 grupta incelenebilir.
Standart bir mikrobiyoloji laboratuvarinda yaygin olarak kullanilan analizin gavenligini
saglayan gruptadir. Basit olarak, digaridan filtre edilmis hava kabin igine verilir. UV
lambalar ile kabin iginde énceden bir dezenfeksiyon saglanabilir. Bu tip kabinlerde
kabinden gelen hava digari (galigana) dogru Uflenir. Geligsmis modellerde hava digari
dogru degil, dik olarak sirkile eder ve ¢alisan da korunur.

Cevreyi koruyan kabinler daha c¢ok viroloji ve mikoloji laboratuvarlarinda kullanilir.
Burada esas olan, ¢alisma sirasinda kuf sporlari ve virtslerin kabin iginden digari
cikartilmamasidir. Buna goére, hava disaridan emilir ve filtre edildikten sonra
laboratuvar ortamina verilir.

Eldivenli kabin (glove box), patojen laboratuvarlarinda basta calisanlar olmak tzere
ortamin kontamine edilmemesi amaci ile kullanilan bir uygulamadir. Basit olarak
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calisan kigi, tumuyle kapal bir kabinde, kabinin bir parcasi olan eldivenleri giyerek
calisir. Zorunlu anaeroblar ile caligilirken de bu tip kabinler kullanilir.

Standart kabinlerde en énemli sorunlardan birisi Bunzen beki yakilmasidir. Standart
calisma ortami bu sekilde steril havanin akimi ile saglansa dahi, 6ze ile tupten Petri
kutusuna suirme yapilmasi gibi basit bir uygulama 6ncesi ve sonrasinda 6zenin bir
sekilde sterilize edilmesi gerekir ve bu asamada en makul ¢ozum Bunzen beki
kullanimidir.

Ancak, hava Ufleme sirasinda Bunzen beki alevinin dagiimasi, alevin kabinin galisma
odasinin tavanina zarar vermesi gibi olumsuzluklar da vardir.

03.02.03. Otomatik pipet kullanimi

Cam pipetlerin yikanmasi ve agizla pipetleme engellenmesi basta olmak Uzere ¢esitli
olumsuzluklar nedeni ile mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tek kullanimli (disposal)
uclar ile kullanilan otomatik pipetler giderek yayginlagmaktadir.

Bu pipetlerde en buyuk sorun, pipet ana govdesinin kontaminasyonudur. Kullanim
hatasina bagh olarak hizli ¢gekim sirasinda ana gdévde calisilan materyaldeki farkh
turlerdeki mikroorganizmalar ile kontamine olmakta, yeni ug olsa da tekrarlanan hata
ile hizli ¢cekim sirasinda yeni analiz materyali 6nceki materyal ile gapraz olarak
kontamine olmaktadir.

Laboratuvar personeli agisindan Ozellikle patojenler ile c¢aligildiginda bu sekilde
¢apraz kontaminasyona ugramis otomatik pipet dogrudan tehdit olusturmamaktadir.
Ancak, gunluk (rutin) analizde bir grup malzeme dogrudan yikanir.

Standart laboratuvar pratiginde "zaten gunluk tiketimde olan bir gidadaki patojenlerin
sayisi ¢gogunlukla hastalik yapacak dizeyde degildir. Dolayisiyla analizin ilk agamasi
olan homojenizasyon ve seyreltmelerde kullanilan ¢ozeltilerde s6z konusu potansiyel
patojenler daha da seyrelmis olacagi igin bunlarin hizla yikanmasinda bir sorun
olmaz" seklinde bir gorus vardir. Supheli olmayan Grin analizinde bu gorus gecerlidir.

Otomatik pipet kullaniminda hatal bir sekilde hizli olarak gekim sirasinda (6rnegin
Salmonella analizinde 6n zenginlestirme asamasindan selektif zenginlestirmeye
gecgerken) otomatik pipet govdesi besiyeri ve patojen ile kontamine olabilir. Zamanla
besiyeri kurur ama kuruyuncaya kadar patojen gelisebilir ya da zaten yeterince
gelismigtir. Kuruma sonunda patojenlerin buyuk ¢ogunlugu canl kalir, zaten kurutma
genel anlamda bir kultar koleksiyonu yontemidir.

Bdyle bir galismanin arkasindan kontamine olmus otomatik pipet ile gunlik analiz
sonrasinda —hemen yukarida agiklandigi sekli ile— ylkama sirasinda laboratuvar
personeli riske girer.

Bu gibi tehlike ve riskler gunlik uygulamalarda ihmal edilmektedir. Ancak konu,
Listeria analizine katilmamasi gereken gebe bir personelin bir bagkasi tarafindan
hatali olarak kullanilan otomatik pipeti kullanmasi ve analiz sonrasindaki "guvenli"
yikama asamasinda oldukga farkl bir boyuta gelmektedir.
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Otomatik pipetlerin kullanimi konusunda laboratuvar personeline teknik egitim
verilmeli ve her analiz dncesinde bu pipetler alkol ya da bagka bir dezenfektanda
tutularak dezenfekte edilmelidir.

Dezenfeksiyon kurallari laboratuvar yénergelerinde (talimatlarinda) acgik bir sekilde
belirtimeli ve dezenfektan Ureten firmanin ilgili dnerilerine uyulmalidir.

03.02.04. Dezenfeksiyon

Bir mikrobiyoloji laboratuvarinda c¢alisma 6Oncesinde ve sonrasinda cgalisanin ve
analizin guvenligi acgisindan c¢alisma tezgahlarinin dezenfeksiyonu en Onemli
konulardan birisidir. Havanin dezenfeksiyonu, varsa klima kullanimi, analizi yapilacak
gidanin ambalajinin dezenfeksiyonu analizin guvenligi agisindan ilk sirada yer
almakla birlikte, ¢alisanlarin saghgi agisindan énemli degildir.

Farkli ticari kuruluslar tarafindan tezgah, ambalaj vb. ylzeylerin dezenfeksiyonu igin
cok farkh formuller sunulmaktadir. Uluslararasi pazarda gecerligi kanitlanmig olan
ticari kuruluglarin sundugu Urdnler gulvenilirdir. Burada o6n kosul, &nerilen
formulasyonun kullanim sekline tam olarak uyulmasidir.

Laboratuvar personelinin guvenligi agisindan; ise baslamadan onceye gore, igin
tumuyle bitmesi (tezgahlarin dezenfeksiyonu) sonrasinda 6zellikle ellerin dezenfekte
edilmesi "olmazsa olmaz" kurali igindedir.

03.02.05. Kisisel saghk

Mikrobiyoloji laboratuvari personeli kisisel saghgina 6zel 6nem gostermelidir. Basit
olarak soguk alginhgi, kigisel direnci dusurur. Bu durumdaki kiginin laboratuvarda

hata yapma olasiligi artar.

Buna bagli olarak ve dogrudan, gerek kendisi gerek yakin ¢evresi daha buylk tehdit
ile karsilasir.

Firsatci patojenler de dikkate alindiginda durum farkl bir boyuta erigir.
Gebelik, risk grubu yuksek olarak tanimlanan 4 ana gruptan birisidir. Gebe olan ya da
gebelik olasiligi var olan Kkisilerin mikrobiyoloji laboratuvarinda c¢alismamasi

gereklidir.

Listeria analizlerinde; gebe olan ya da gebelik olasiligi var olan kigilerin, bu analizlere
katilmama hakki gelismis toplumlarda korunmustur.

AB slrecinin en 6nemli agsamalarindan birisi de acikhk (seffaflik)tir. Buna goére evli
olmasa bile gebe kalmis kigilerin durumu Ust makama bildirme ve basta Listeria
olmak Uzere patojen analizlerine katilmama talebi olmalidir.

Bu, toplumsal bir konudur ve farkli platformlarda tartisiimalidir.
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