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FiITOPATOLOJi LABORATUVARINDA STERILIiZASYON VE DEZENFEKSIYON

YONTEMLERI

Umit OZYILMAZ'

OZET

Sterilizasyon ve dezenfeksiyon iglemi tiim mikrobiyolojik ¢alismalarin temelini olusturmaktadir. Fitopatoloji
laboratuvarinda, bu islemlerden dzellikle fungal ve bakteriyel etmenlerin bitkiden izolasyonu, ¢ogaltilmasi, saf
kiiltiirlerinin elde edilmesi, tanilanmasi ve diger biitiin testlerde 6n kosul olarak yararlanilmaktadir. Gerek yanlig
sterilizasyon yonteminin segilmesi, gerekse uygun kosullarin elde edilememesinden dolay: sterilizasyon
amacina ulasgamamakta ve bazen de bu durumun farkina bile varilamamaktadir. Hatta insan saglig1 acisindan risk
de olusturmaktadir. Bu nedenle sterilizasyonun amacina ulasilabilmesi i¢in dogru yontemin ve dogru kosullarin
uygulanmasi son derece dnemlidir. Sterilizasyon amaciyla kullanilan en yaygin yontemler; kuru ve nemli yiiksek
sicakliklar, UV 1gimlar ve bazi kimyasallardir. Bu ¢alismada, malzemelerin veya maddelerin dogru yontemler ve
kosullar altinda sterilize edilmesi, uygulamalarin insana olabilecek zararlari da g6z Oniinde tutularak
derlenmistir.

Anahtar kelimeler: otoklav, UV, filtrasyon, kontaminasyon, dekontaminasyon

Sterilization and Disinfection Methods in Phytopathology Laboratory

ABSTRACT

Sterilization and disinfection processes are fundamental to all microbiological studies. In Phytopathology
laboratories, Isolating microorganisms especially fungal or bacterial pathogens in plants, obtaining pure cultures,
growing and identification of them and carrying out all other tests are based on these methods. Selecting wrong
sterilization methods and applying inappropriate conditions are hard to achieved success, in some cases this
situation is even noticed. In fact constitutes a risk to human health as well. Therefore, in order to reach success,
chosen the right method and right condition are extremely important. In sterilization, dry and wet high
temperatures, UV rays and some chemicals are the most widely used methods for this purpose. In this study, right
methods and conditions for sterilization of materials are reviewed while consider its probable health risk to

human.

Key Words: autoclave, UV, filtration, contamination, decontamination

GIRiS

Sterilizasyon ve dezenfeksiyon Fitopatoloji
laboratuvarinda yiriitilen caligmalarin ilk adimini
olusturmaktadir. Tiim genel ve bir konuya
uzmanlagsmis mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
oldugu gibi Fitopatoloji laboratuvarinda da benzer
cihazlar ve yontemler yapilan ¢alismalarda
kullanilmaktadir. Bu anlamda bu yontemlerin dogru
ve etkin kullanilabilmesi i¢in oncelikle terimlerin ne
anlama geldiginin bilinmesi gerekmektedir.
Sterilizasyon cansiz maddelerde bulunan
mikroorganizmalarin, sporlar dahil tiim yasam
sekillerinin  6lduriilmesi islemine denilmektedir.
Dezenfeksiyon ise cansiz maddelerin ylizeyinde
bulunan mikroorganizmalarin yok edilmesi islemidir.
Bu islem bakteri sporlarina etki etmemektedir. Bu her
iki islem i¢in fiziksel veya kimyasal yontemler
kullanilmaktadir. Sterilizasyon ve dezenfeksiyon
islemlerinin basarisi; isleme tabii tutulacak
maddelerin temizligine, mikrobiyal kontaminasyonun
tirti ve miktarmna, sicakliga ve uygulama siiresine
baglidir. Sterilizasyon ve dezenfeksiyon arasindaki
tek fark dezenfeksiyonun sporlar iizerinde etkisiz

olmas: gibi goziikse de aslinda olay biraz daha
karmasiktir. Ornegin, dezenfeksiyon amaciyla
kullanilan ve yliksek diizeyde dezenfeksiyon saglayan
bazi maddeler uzun siire uygulandiklarinda sporlari da
oldirebilmektedir.

Burada sozii edilen mikroorganizmalar -
Fitopatoloji bilim dalinin da ¢alisma kapsaminda yer
alan- protozoalar, funguslar, bakteriler ve virtislerdir.
Bu mikroorganizmalarin her tiirlii canli formunun
laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan malzemelerden
temizlenmesi gerekmektedir. Bu islem i¢in uygun
yontemlerin segilmesi bir zorunluluktur. Laboratuvar
caligmalar1 sirasinda bulasan mikroorganizmalar
caligmalar1 zorlastirmakta, sonu¢ alinamamasina,
yanlis sonu¢ alinmasia ve giivensiz verilerin elde
edilmesine neden olmaktadir.

Bunlara ek olarak laboratuvarda pek ¢ok cihaz
ve kimyasal uygun kullanilmadiginda laboratuvar
calisanlarina zararl etkiler yapabilmektedir. Bunlarin
icerisinde sterilizasyona yarayan cihaz ve kimyasallar
dabulunmaktadir.

Her ne kadar tip alaninda hizmet veren bir
mikrobiyoloji laboratuvart ile karsilastirildiginda
Fitopatoloji laboratuvarinda ¢alismak daha giivenli
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olarak goriilse de enfeksiyonel bir hastaligin insana
bulasma riski vardir. Aseptik ¢alisilmamasidan
dolay1 besi yerlerine bulasma yolu ile karisip tiriiyen
ve oradan da c¢alisanlara bulasan konu dis1
mikroorganizmalar insanda enfeksiyonel veya
parcalari/tirtinleri ile toksik etki gostererek
hastaliklara neden olabilmektedirler. Uygun ortam
bulduklarinda laboratuvarda besi yerlerinde, saksi
topraginda, torfta veya olii bitki artiklarinda bol
miktarda gelisen funguslarin sporlart ¢ok yogun
oldugunda daha 6nceden ciger hastaliklar1 gecirmis,
ameliyat olmus veya bagisiklik sistemi zayif olan
kisilerde ciddi alerjik veya oliimctil hastaliklara neden
olabilmektedir (Caretta, 1992; Latgé, 1999; Laverde
ve ark., 1973; Stein ve ark., 1970). “The Guardian” da
yayimlanan bir haberde kompost iizerinde gelisen
Aspergilluslarin tirettigi sporlari soluyan bir ¢ift¢inin
yasamini ¢ok kisa siire i¢inde yitirdigi haber edilmistir
(Adetunji, 2008). Bu gibi konular dikkate alindiginda
bitki hastaliklar1 ile ugrasan laboratuvarlarin da
gerekli titizligi gostermesi gerektigi ortaya
ctkmaktadir.

Bu c¢alismada; Fitopatoloji laboratuvarinda
aseptik caligmayla ilgili alinabilecek tedbirler, siklikla
ve yaygin olarak kullanilan fiziksel sterilizasyon
yontemleri ve kimyasal dezenfeksiyon yontemleri
tartigilmig, laboratuvarda mikroorganizmalardan
arinmak i¢in kullanilan yontemlerin en etkili sekilde
isleyebilmesi icin gerekli uygun kosullarin
olusturulmasi degerlendirilmistir.

Aseptik c¢alisma ilk basta gerekli korunma
onlemlerinin alinmas1 ve laboratuvara gerekli temizlik
0zeninin gosterilmesi ile saglanmaktadir. Laboratuvar
dogrudan hava akimina kalmayan bir konumda olmali
ve dogrudan hava akimlarinin olusmasi
engellenmelidir. Banko ve ¢aligma ylizeylerinin
dezenfeksiyonu %70'lik etil alkol ile yapilmalidir
(Klement ve ark., 1990). Calisanlarin dizlerini drtecek
uzunlukta laboratuvar 6nltigti giymeleri, laboratuvara
giriste ve cikista ellerini sabunlu su ile yikamalar
gerekmektedir. Gerekiyorsa c¢alismaya uygun
koruyuculugu olan eldivenlerden giymelidir.
Arastiricilarin g¢alisma sirasinda gereken temizlik
titizligini gostermesi gerekmektedir. Bitki pargalari,
toprak gibi mikroorganizmalarca bol 6rnekler ya
laboratuvar disinda hazirlanmali ya da olabildigince
temiz davranarak ¢alismalar yuritilmelidir.
Arastiricilarin ¢aligma sirasinda gerek
mikroorganizmalar1 gerekse kimyasal maddeleri
degme-dokunma, sicratma, dokme gibi yollarla
laboratuvarda yerlere, bankolara, cihazlara
bulastirmamasi gerekmektedir. Bulasma durumunda
ise calismanin hemen sonunda ya da derhal temizlik,
gerekiyorsa dezenfeksiyon yapilmalidir. Bu durum
diger calisanlarin ¢aligsmalari, sagliklar1 ile
laboratuvar cihazlarinin diizgiin ¢alismasi ve uzun
omiirlii olmalari agisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Calisma sonunda kullanilan tiim malzemelerin
temizligi, gerekiyorsa sterilizasyonu yapilmalidir.
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Ozellikle bitki hastalik etmenleri, bilhassa karantina
patojenleri ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan alet,
ekipman gibi malzemelerin yaninda petrideki
mikroorganizma, bitki, bitki pargasi gibi tiim
malzemeler uygun bir sekilde hemen sterilize edilmeli
daha sonra atilmalidir. Kesinlikle sterilizasyon islemi
yapilmadan kullanilan malzemelerin temizleme
islemine baslanmamali veya tek kullanimlik
malzemeler dogrudan atilmamalidir.

[k kullanimda ya da gikmayan kirleri bulunan
cam malzemeler %5 lik hidroklorik asitte gece boyu
bekletilmeli, suyla durulanmali ve ardindan yikama
islemi yapilmalidir (Mukherjee, 2010). Cogu kez etil
alkol de iyi bir ¢oziici oldugundan malzemelerin
temizlenmesinde kullanilabilmektedir (McDonnell,
2007). Malzemeler sabunlu/deterjanli suyla
yikanmali, musluk suyuyla iyice durulanmali ve
ardindan saf'sudan gegirilmelidir.

Ince oyuntulu, girintili-¢ikintil1 veya ince delikli
yapiya sahip malzemelerin temizlenmesinde
ultrasonik su banyolar1 kullanilabilmektedir (Rutala
ve ark., 2008). Genel olarak 20-400 kHz'lik yiiksek
frekansli ses titresimleri yayarak ¢alisan bu ultrasonik
su banyolarindan 2-6 dakikadan 20 dakikaya kadar
stire ile yararlanilmaktadir (Dietz ve Badavinac,
2001). Fitopatoloji laboratuvarda ozellikle ince
meshli eleklerin temizlenmesinde kullanilmaktadir.
Ultrasonik temizleme materyalleri sterilize edemez,
sporlar ve virlisler islem sirasinda inaktive olmaz.
Ultrasonik islemden sonra uygun bir sterilizasyon
isleminin uygulanmasi gerekmektedir (Simmers ve
ark., 2008). Her ne kadar bakterisit etki géstermese de
uygun dezenfektan i¢inde yapilan sonikasyon
bakterilerin o6ldirtilmesine sinerjistik etki
yapmaktadir (Rutala ve ark., 2008).

Siklikla ve yaygin olarak laboratuvarda
kullanilan sterilizasyon ve dezenfeksiyon yontemleri
ise su sekilde gruplandirilabilir.

e Fiziksel sterilizasyon yontemleri
* Sicaklik

* Alevden gegirme/yakma (Cok yiiksek 1siya
dayanikli ince yapili metaller ve cam malzemeler)

*  Kuru sicaklik (Cam, porselen, metal ve kuru
olmasi gereken malzemeler)

* Nemli sicaklik (Neme kars1 hassas olmayan
malzemeler, s1vilar, besi yerleri)

* Filtrasyon (Sicaklik ile bozulan sivi ig¢indeki
eriyik halindeki maddeler)

* Ultraviyole (Her tiirlii cansiz yiizeyler)
e Kimyasal dezenfeksiyon yontemleri (Canli ve cansiz
ylizeyler)

FiZIKSELSTERILiZASYON YONTEMLERI

Sicakhik

Genel olarak sicaklik mikroorganizmalarin
protein, niikleik asit ve yag yapisinin bozulmasina
neden olmaktadir. Protein ve diger maddelerin
sicaklik ile kuagiile olmasi hiicre o6liimiine neden



olmaktadir. Sicaklik ¢ok yaygin olarak kullanilan bir
sterilizasyon yontemidir (McDonnell, 2007). Sicaklik
laboratuvar malzemelerinin veya kimyasallarin
yapisini bozabilmektedir. Bu durumun daha 6nceden
arastirilip tespit edilmis olmasi gerekmektedir.
Laboratuvarda kullanilan cam malzemeler 1stya
dayaniklidir, ancak plastik malzemeler 1siya
dayanimlar1 agisindan farkliliklar gostermektedir.
Bazi sert plastik malzemeler otoklav ile sterilizasyon
icin uygundur ve siklikla kullanilir (Cizelge 1)
(Anonim, 2014a; Anonim, 2014b; Anonim, 2005).
Malzemelerin hangi plastik materyalden yapildig:
malzemenin tizerine basili olan kisaltmadan ya da geri
doniisiim isaretinden anlasilabilir.

Ozyilmaz

Alevden ge¢irme

Bir materyal yakilarak tamamen imha
edilebilmektedir. Ancak Fitopatoloji laboratuvarinda
en sik kullanilan yontem malzemeyi akkor hale getirip
ya da yiizeyini aleve yalatip daha sonra sogutup
defalarca kullanilmasi seklindedir. Bu amagla ilk kez
1857 yilinda tarif edilen bunzen (Jensen, 2005)
glinimiizde en c¢ok kullanilan aletlerden biridir.
Bunzen alevi sar1 renkte olmamali ve isli
yanmamalidir. Bunzenin altindaki gaz vanasi ve hava
kanali uygun konuma getirilerek cok uzun boylu
olmayan, is ¢cikarmayan mavi bir alev elde edilmelidir
(Morgan, 1941). Bunzen alevindeki sicaklik bunzenin
tipi, gaz/hava karisimi ve alevde oOlgtim yapilan

Cizelge 1. Bazi plastiklerin yapildiklari malzemeler, yapildig1 malzeme kodu simgesi ve otoklava ile sterilizasyona dayanma

durumlart
Malzeme kodu Malzeme Otoklav ile sterilizasyona uygunlugu
01 PETE veya PET Polyethylene terephthalate Uygun
PET
202 3 HDPE High-density polyethylene Uygun degil
PE-HD

03 PVC veyaV

4 LDPE

Polyvinyl chloride

Low-density polyethylene

PP Polypropylene

PS Polystyrene

Islenmesine bagh

Uygun degil

Uygun

Uygun degil

Diger malzemelerden yapilanlar ( )
o

Malzeme kodu

PTFE
FEP
ECTFE/ETFE
PCTFE
POM
PA
PC
PMMA
PPS
PSU
PMP/TPX

Otoklav ile sterilizasyona uygunlugu

Uygun
Uygun
Uygun
Uygun
Uygun
Uygun
Uygun
Uygun degil
Uygun
Uygun
Uygun
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noktaya gore deneysel olarak yaklasik 1000-2000 °C
arasinda degismektedir (Chen ve ark., 1996). Normal
calisma kosullarinda sicakligr 1500 °C civarindadir.
Uygun sekilde gaz hava orani ayarlanmig bunzen
alevine bakildiginda tabanlar1 ortak i¢ ice gecmis 3
adet konik renkli kisim goze carpar. Alevin en sicak
bolimii i¢ kisimdaki ikinci konik alevin tepe
noktasidir (Anonim, 2007). Bu sicaklik kisa siirede
mikroorganizmalari 6ldiirebilmektedir.

Tel, igne gibi malzemelerin akkor oluncaya
kadar tutulmasi gerekmektedir. Pens, bisturi cam
cubuk gibi malzemeler atese fazla siire
tutulmamalidir. Bu malzemelerin ¢abuk
soguyabilmesi i¢in yeteri kadar sicaklik ile muamele
edilmesi gerekmektedir. Gereginden fazla sicaklik
daha ge¢ sogumalarina neden olmaktadir. Alevden
gegirilen pens, bisturi cam g¢ubuk gibi malzemeler
hemen soguyamayabilir, bunun 6niine gegmek i¢in bu
malzemelerin kullanilan kisimlar1 kagit havlu ile
temizlenmeli, etil alkole batirilmali sonra atese tutulup
tizerindeki alkoliin yanmasi alevin disinda
tamamlanmalidir. Boylece ayni zamanda bu
malzemelerin 6miirleri de arttirilmis olur.

Kuru sicaklik ile sterilizasyon

Kuru sicaklik nemli hava ile sterilize
edilemeyecek ya da nemden zarar géren malzemelerin
sterilizasyonunda da kullanilmaktadir (McDonnell,
2007). Sicaklik ile sterilizasyon isleminden once
malzemeler sterilizasyona dayanabilen aliiminyum
folyoya, cam/plastik tasiyicilara ya da jelatinli
torbalara yerlestirilmelidir. Boylece sterilizasyon
isleminden sonra malzemeler taginmasi sirasinda veya
kullanilincaya kadar bekletilmesinde sterilligini
korunmus olur. Ornegin sterilizasyondan &nce
havanlarin agizlart ve havan ellerinin u¢ kisimlar
aliminyum folyo ile kapatilmalidir. Hangi
malzemelerin kuru sicakliklarda (etiivde) sterilize
edilebilecegi Cizelge 2'de verilmistir (Klement ve
ark., 1990).

Iyi bir sterilizasyon icin malzemeler arasinda
havanin rahatca dolasabilecegi bosluklar olmasi
gerekmektedir. Etiiviin asirt doldurulmamas: hava
sirkiilasyonu agisindan ¢ok 6nemlidir. Kuru sicaklik;
protein, yag ve niikleik asitlerin denatiire olmasinin
yaninda oksidasyona (hiicreden elektron atilmasina)
ugratarak biyomolekiilerin yapisinin ve
fonksiyonunun kaybetmesine neden olmaktadir. Kuru
sicaklik ile etiivde malzemelerin sterilizasyonunda
genel olarak kullanilan sicakliklar ve uygulama
stireleri Cizelge 3'de verilmistir (McDonnell, 2007).
Siire istenilen sicakliga erisildiginden baslatiimalidir.

Nemli hava ile yiiksek sicaklikta sterilizasyon

Su ve doymus su buhari 1smin iletilmesinde
olduk¢a etkilidir. Bu nedenle sterilizasyon
yontemlerinden biri olarak kullanilmaktadirlar. Bazi
mikroorganizmalarin 15 dakika stire ile nemli
sicakliklara dayanma dereceleri Cizelge 4'te
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verilmistir. 100 °C tizerindeki sicaklik sadece basing
altindayken elde edilebilmektedir. Yiiksek basing ve
sicaklik otoklav adi verilen cihazlar ile elde
edilmektedir. Bu cihaz ile farkli sicakliklarda ve
siirelerde sterilizasyon saglanirken (Cizelge 5)
(McDonnell, 2007) ¢cogu kez genel durumlarda 121 °C
de 15 dakika sterilizasyon igin yeterli gelmektedir.
Ancak otoklava konulacak olan s1vi maddenin hacmi
arttik¢a stirenin de uzatilmasi gerekmektedir (Cizelge
6) (Klement ve ark., 1990). Sivilarin, besi yerlerinin,
1stya dayanabilen malzemelerin hatta 1siya ve suya
dayanabilen cihazlarin sterilizasyonunda siklikla
kullanilabilir; 1sitya ve basinca karsi hassas
malzemelerin sterilizasyonunda kullanilmamalidir
(McDonnell, 2007). Krom ve diger tiimii metal
malzemeler, kauguk, aliminyum, 1s1 dayanimh
membran filtre, 1s1 dayanimli plastik malzemeler, cam
malzemeler, ¢ok kullanima uygun filtrasyon
ekipmanlari, sivi ve agarli besi yerleri ve parafin
otoklav ile sterilize edilebilecek malzemelerin basinda
gelmektedir (Klement ve ark., 1990). Besi yerleri veya
diger sivilarin sterilizasyonu cam sise veya erlen
icinde yapilmali agizlar1 kendi kapaklart ya da
aliminyum folyo ile kapatilmalidir. Istya dayanikli
kaplar i¢ine konulan stvilarm yiiksekligi kabin 1/3'tinti
geememelidir. Aksi halde basing olusuncaya kadar ya
da islem sonunda basincin azaltilmasi sirasinda sivi
kaynayarak kabin digina tagabilmektedir. Ayrica vidal
kapakli kaplarin kullanilmas sirasinda kapaklar tam
sikildiktan sonra 1/4 oraninda geri ¢evrilerek
gevsetilmeli ve islem sirasinda kabin igi ile dist
arasindaki basing¢ farkinin olugmasi engellenmelidir.
Iceride buhar olacagindan 1slanabilecek kagit gibi
malzemeler ya sterilize edilmemeli ya da duruma gore
1stya dayanabilen posetler veya kaplar i¢ine konulup
dogrudan terleme yoluyla i1slanmasi engellenmelidir.
Bu durumda bu malzemelerin az miktarda da olsa
nemlenecegi akildan ¢ikarilmamalidir.

Fitopatoloji laboratuvarlarinda en ¢ok sterilize
edilen materyallerden biri de topraktir. Toprak
yogunlugu, miktari, degisken nem ve organik madde
icerigi agisindan sterilize edilmesi en zor maddelerden
bir tanesidir. Razavi darbar ve Lakzian (2007)
topraktan mikroorganizmalarin arindirilmasinda
otoklavlamanin fumigasyon, mikrodalga ve
ultraviyole uygulamalarina gore daha etkili oldugunu
bulmuslardir. Toprak 121 °C de 20-30 dakika otoklav
ile sterilize edilebilmektedir. Ancak genelde konulan
topragin agirhiginin yarim kilodan fazla olmasi
durumunda 1 saat tercih edilmelidir (Alef ve
Nannipleri, 1995). Cogu arastirict topragi ayni
kosullar altinda takip eden 2nci hatta 3ncii giin de
tekrar sterilize etmektedir. Otoklavlama topragin
yapisint bozmakta ve amonyum ile amino asitlerin
salimina neden olmaktadir. Ayrica kil yiizey alaninin
azalmasina da neden olmaktadir (Trevors, 1996).
Razavi darbar ve Lakzian (2007) otoklavlama
sonunda toprakta ekstrekte edilebilir ¢oztlebilir
organik karbon ve azot miktarinda anlamli bir artisin



oldugunu, toprak pH sinin istatistiki olarak diistiigiini
saptamislardir. Bu da gostermektedir ki topragin
otoklav yolu ile sterilize edilmesi fiziksel ve kimyasal
yapisint bozmaktadir. Caligmalarin bu husus dikkate
almarak yurttilmesi ve degerlendirilmesi akildan
¢ikarilmamalidir.

Sterilizasyonun yaninda bazen malzemelerin
icindeki, lizerindeki protein ve/veya niikleik asit gibi
maddelerden de armnilmak istenir. Cogu zaman
sterilizasyon yo6ntemleri ile bunlar bozunmaz.
Gefrides ve ark. (2010) 2 saat otoklav uygulamasinin
nanogram diizeyinde DNA'y1 elimine ettigini
saptamiglardir. Ancak otoklav ile DNA'nin ufak
parcalara bolinmesine ragmen PCR ile yine de
saptanabilir oldugu belirlenmistir (Anonim, 2010;
Elhafi ve ark., 2004). Ayrica RNAse'1 yok etmede tek
basina basarisiz oldugu belirtilmistir (Schmitt, 2007).

Otoklav kurallara uygun kullanildiginda giivenli
bir sterilizasyon aracidir. Ancak dikkat edilmediginde
basing ile ¢aligan bir cihaz oldugundan o&liimciil
kazalara neden olabilecegi g6z ardi edilmemelidir.

Ozyilmaz

Otoklav calistirllmadan 6nce iginde yeterli miktarda
saf suyun oldugundan emin olunmaldir. icerisindeki
saf suyun kirli oldugundan siipheleniliyorsa
muhakkak degistirilmelidir. Otoklavda kullanilan
sudan kaynakli organik ve/veya inorganik maddelerin
malzemeleri kontamine edebilecegi bildirilmigtir
(McDonnell, 2007). Malzemeler buhar
sirkiilasyonunu saglayacak sekilde yerlestirilmeli,
otoklavin kapagi siki bir sekilde kapatilmali ve
kapandigindan emin olunmalidir. Etkili bir sonug
almmasi i¢in otoklav ¢alistirildiktan sonra buhar
¢ikisin takiben 5 dakika sonra basincin olugmasi
amactyla hava vanasi kapatilmalidir. Boylece cihaz
icindeki kuru havanin atilmasi ve yerine su buhari ile
doymus sicak havanin homojen sekilde dolmasi
saglanmis olacaktir (Klement ve ark., 1990). Istenilen
siire ve sicaklikta sterilizasyon tamamlandiktan sonra,
kapak a¢ilmadan once basincin diistigtinden ve
sicakligin 90 °C'nin altina indiginden emin
olunmalidir. Cogu giiniimiiz otoklavlari otomatiktir ve
buislemleri kendisi yapmaktadir.

Cizelge 2. Kuru sicaklik (Etiiv) ile sterilize edilebilecek malzemeler ve kullanilan sicakliklar

Yontem Uygulama

140-160 °C

Agz1 pamukla kapatilmis bos cam malzemeler

Agz1 pamuk ucu aliminyum folyo ile kapatilmis cam pipetler
Kalin kagit/karton ile sartlmis cam petri, havan vb gibi malzemeler
Istya dayanabilen toz kimyasallar ve besin maddeleri

Kaynama noktasina ulasmamis yaglar

170-220 °C
Paslanmaz metal malzemeler

Kapaksiz ya da yiiksek 1stya dayanikli kapagi olan cam malzemeler

Cizelge 3. Genel olarak kuru sicaklik ile sterilizasyonda kullanilan sicakliklar ve uygulama siireleri

Sicaklik (°C) Siire (dk)
160 120
170 60
180* 30
190 6

*Siklikla kullanilan sterilizasyon derecesidir

Cizelge 4. Nemli sicakligin mikroorganizmalari 6ldiirmesi igin gereken stireler

Mikroorganizmalarin vejetatif hiicreleri

15 dk siire ile nemli sicakhk derecesi

Fitopatojenik bakteriler
Saprofitik bakteriler
Funguslar

Fungal sporlar
Bakteriyel sporlar

>50°C
>60 °C
>60 °C
>80 °C
>120°C
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Cizelge 5. Sterilizasyon i¢in otoklavda kullanilan sicaklik ve siireler

Sicaklik (C) Siire (dk)
115 >30
121% >15
126 >10
132 >4
134 >3

*Stklikla kullanilan sterilizasyon derecesidir

Cizelge 6. Farkli hacimdeki sivilarin sterilizasyonu i¢in 121 °C de beklemesi gereken siireler

Sivimin bulundugu kap

Sivi hacmi (ml)

Sterilizasyon siiresi (dk)

Test tiipti 10
Erlen 50
Erlen 200
Erlen 1,000
Erlen 2,000
Erlen 8,000
Fermentor kabi 10,000

12-14

12-14

12-14

20-25

30-35

45-50

55-60

Ultraviyole ile dezenfeksiyon

Herhangi bir kimyasala gerek kalmadan
Ultraviyole (UV) 1siktan yararlanilarak yapilan,
kalinti birakmayan; sivi, hava ve yiizeylerin
dezenfeksiyonunda kullanilan, pratik ve ucuz bir
yontemdir (Bolton ve Cotton, 2008). Fitopatolojide
ise genellikle ¢alisma ylizeyi ve ortam havasmin
dezenfeksiyonu amaciyla kullanilmaktadir. UV-A
(315-400 nm), UV-B (280-315 nm) ve UV-C (200-280
nm) olmak tizere 3 dalga boyu araligina sahip UV 15181
vardir. Tum UV dalga boylari mikroorganizmalara
kars1 efektif olarak etkili degildir. UV-C kisa dalga
boylu UV ismlan sterilizasyonda en etkili sekilde
kullanilmakta ve genis spektrumlu bir antimikrobiyal
etki gostermektedir.

280 nm 151k yayanlarin DNA RNA gibi niikleik
asitler tizerine etkili oldugu (Bolton ve Cotton, 2008),
260 nm de yiksek dozlar ise proteinlerin hasar
gormesine ve yapilarinin/fonksiyonlarinin
bozulmasina ve hiicre oliimiine neden oldugu
(McDonnell, 2007) bildirilmistir. UV 1sinlarinin etkili
olabilmesi i¢in hem sterilize edilecek yiizeyin hem de
lamba ylizeyinin tozsuz ve temiz olmasi
gerekmektedir (Burgener, 2006). Toz gibi en ufak bir
bariyer bile UV 1518111 etkisiz kilabilmektedir.

UV 1smi insan saghigi acisindan oldukca
zararlidir. Mavimsi mor renkteki bu 1siktan
laboratuvarda sakinmak gerekmektedir. UV 1ginlari
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deride ciddi yaniklara neden olurken, gézlerde geri
dontisii olmayan hasarlara neden olmaktadir
(Burgener, 2006; McDonnell, 2007). Buna ek olarak
civa igerdiginden dolay1 kirtlmasi durumunda civa
zehirlenmelerine de yol agabilmektedir (Bolton ve
Cotton, 2008). UV 1sinlart kaliteli camdan rahatlikla
geemektedir, hatta UV lambalarin camlar1 kuvarstir
(McDonnell, 2007). Amerika Endistriyel Hijyen
Kurumu UV igiklarinin insan sagligi agisindan esik
sinirin1 (TLV) 6.0 mJ/cm2 olarak belirlemistir.
Meechan ve Wilson (2006) 6n tarafi cam ile kapali 45
ekim kabini tizerinde yaptiklar1 denemelerde bu sinir
degerine gelinebilmesi i¢in ortalama 111 dakika, en
kot kabin i¢in ise 56 dakika siire gegmesi gerektigini
saptamislardir. Kabinlerin 6nlerindeki cam
kaldirildiginda ise ¢ikan 15181n doz sinirina sadece 50
saniyede ulagtigini bildirmislerdir. Bazi kabinlerde ise
15 cm cam araliginda bile 6nemli miktarda 1gmnin
ciktig1 belirlenmistir. Polikarbonattan yapilmis
giivenlik camlarmin UV 15181 %97 oraninda emdigini
ve TLV esik degerine 18 dakikada ulasildig:
saptanmistir. Pleksiglas (PMMA) normal cam gibi
300 nm ye kadar UV 1ginlarini filtrelemektedir. Bazi
reticiler 300-400 nm arasini filtre etmesi i¢in karigim
veya kaplama ile bu plastik malzemeleri UV
gegirgenligi agisindan gliglendirmektedirler (Anonim,
2015a; Nordlund, 2011). Kabinlerin iiretiminde
kullanilan 6n camlarin malzemesi, bu camlara yapilan



uygulamalar ile UV lambalarin kabin igindeki
konumlarindaki varyasyonlar dikkate alindiginda UV
lambasi agik kabinlere yakin ¢alisilmamasi dogru bir
se¢im olacaktir.

UV isinlart ayni zamanda havadaki O,
molekiillerine ¢arparak ozon gazinin olusmasma da
neden olmaktadir. Siklikla kullanilan UV lambalarin
bazilar1 etkili antimikrobiyal dalga boyu i1simlarin
yaninda antimikrobiyal etkisi olmayan 185 nm 1smnlar
da sacmakta ve ozon gazinin olusumuna neden
olmaktadir. Kaliteli UV lamba tireticileri ozon gazinin
iretimine engel olmak amaciyla lamba caminda bu
dalga boyundaki 1sinlar1 absorbe eden 6zel bir kuvars
cam kullanmaktadirlar (O'Donnell ve ark.,2012).

Ozon i¢in Amerika'daki cesitli ¢evre ve saghk
kuruluslarinca 0.08 - 0.2 ppm arasinda sinir degerleri
belirlenmistir (Gottschalk ve ark., 2010). Ufak
alanlarda, uygun olmayan lambalarla, uzun
dezenfeksiyonlar sonucunda ozon gazi bu sinir
seviyesine ulasabilmektedir (8 saat boyunca, 0.1
ppm). Burnu hassas insanlar 0.015 ppm den itibaren
ozon kokusunu almaya baslar ve 1 ppm de ise ozon
gazi kokusu tamamiyla hissedilmektedir (Anonim,
2015b). Bu gazdan kurtulmak i¢in havalandirma
onerilebilmektedir, ancak tekrar kontaminasyon
sansint arttiracagl i¢in bu gazin az olusmasini
saglamak en dogru yontem olacaktir. Bu da
gereginden fazla siirelerde UV sterilizasyonundan
kagimilmasi anlamina gelmektedir. Giri ve Giri (2007)
sterilizasyon i¢in 30 dakika siirenin yeterli oldugunu,
bu siirenin 45 dakikaya kadar c¢ikarilabilecegini
bildirmiglerdir. Katara ve ark. (2008) bu siire zarfinda
yapilan uygulamalarin UV kaynagindan 2.5 metre
mesafeye kadar etkili oldugunu saptamislardir.
Gefrides ve ark. (2010) 2 saatlik UV 1s1k
uygulamasimin nanogram diizeyindeki DNA y1
elimine ettigini saptamislardir. BIOSAN marka PCR
kabinlerinde 15-30 dakikalik bir UV 151k
uygulamasinin DNA/RNA lar1 inaktive ettigi
belirtilmistir (Anonim, 2015c¢).

Cam veya plastik gibi tastyicilar igindeki kat1 ya

Ozyilmaz

da sivimaddelerin UV 1ginlart ile sterilizasyonunda bu
tastyict kaplarin UV gegirgenliklerinin géz 6niinde
bulundurulmas1 gerekmektedir. Sterilizasyonun
amacima ulasabilmesi i¢in bu tasiyict kaplarmn UV
gegirgen Ozellikte olmasi gerekmektedir. Pyrex ve
Duran borasilikat camdan yapilma sise, erlen, beher
gibi laboratuvar cam malzemeleri iglenme sekline
gore UV-C dalga boyu isinlarinin dezenfeksiyonda
kullanilan dalga boyunu ge¢irmemektedir (Anonim,
2015d; Faust, 1997; Tonnesen, 2004).

Filtrasyon

En eski ve yaygin bir yontem olarak kullanilan
Filtrasyon; sivi ve gazlar1t kontamine eden
materyallerden fiziksel olarak temizleyen bir
uygulamadir. Mikroorganizmalari etkisiz kilmasindan
ziyade onlar1 ayiran bir yontem oldugu i¢in gercek bir
biyosidal degildir. Sivilar ve gazlar bir¢ok filtreden
gecebilirken igerisindeki kontaminantlar
biiytikliklerine ve molekiiler yapisina gore filtrelere
takilirlar. Filtreler kagit, fiber, pamuk gibi organik
materyallerden yapilabilecegi gibi cam, seramik,
metal gibi inorganik malzemelerden de
yapilabilmektedir. Ozellikle s1v1 igindeki antibiyotik
gibi 1stya duyarli olan maddelerin dezenfekte ya da
sterilize edilmesinde kullanilmaktadir. Mikro
filtrasyon yontemi ile 0.05 pm biyiiklige kadar
partikiiller filtre edilebilmektedir. Ancak
laboratuvarlarda genel amacl filtrasyonlar ekonomik
olan 0.2 um delik ¢apli tek kullanimlik filtreler ile
yapilmaktadir.

Filtrasyon ayn1 zamanda laboratuvarda havanin
temizlenmesi i¢in de kullanilmaktadir. Bunun igin
siklikla HEPA (High-Efficiency Particulate Air) adi
verilen filtrelerden yararlanilir. Steril ¢aligma
kabinlerinin ya da laboratuvar ortamindaki havanin
filtrelenerek temiz bir galisma ortami olusturmay1
hedeflemekte ve 0.3 pm dan biyik parcalar
tutabilmektedirler. Sekil 1 de filtrasyon yontemleri
filtre edebildikleri partikiil biytikliiklerine referanslar
verilerek gosterilmistir (McDonnell, 2007).

metal albumin pox
iyonlari (protein)  parvoviriis virlis  Staphylococcus polen
0.1nm 1nm 10nm 100 nm 1 um 10 um 100 um I mm
1 1 T 1 1 T 1 1
seker endotoksin Pseudomonas maya kum tanesi
< Kaba filtrasyon|

—

Mikro filtrasyon|

<

Ultra filtrasyon|

Nano filtrasyon|

il

<

Ters osmos filtrasyon|

Sekil 1. Filtrasyon yontemleri ve filtre edebildikleri partikiil biiyiikliiklerine bazi referanslar (biiyiikliik skalast log olarak

verilmistir)
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KiMYASALDEZENFEKSiYON YONTEMLERI

Laboratuvar malzemeleri, canli/cansiz dokular,
el, ylizey, yer ve havanin dezenfekte edilmesinde bir
cok kimyasal madde kullanilabilmektedir. Bunlar;
asitler ve tiirevleri, bazlar, aldehitler, anilidler,
antimikrobiyal boyalar, biguanidler, diamidinler,
fenolik bilesikler, yiizey stirfektantlar, ugucu yaglar,
bitki ekstraktlari, metaller, peroksijen ve diger
oksijenler, halojenler ve halojen veren kimyasallar ile
alkoller olarak gruplandirilabilir (McDonnell, 2007).
Bunlarin i¢inde Fitopatoloji laboratuvarinda en ¢ok
kullanilanlar etil alkol, sodyum hipoklorit (halojenler
ve halojen veren kimyasallar iginde yer alir) ve
hidrojen peroksittir.

Alkoller ozellikle etil alkol belki de tiim
laboratuvarlarda kullanilan en yaygin, genis
spektrumlu ve hizli sonug¢ veren dezenfektanlardan
biridir. Alkoller su i¢cermedikleri durumlarda daha
etkisizdirler. Ozellikle alkol oran1 %80 fazla olanlar
hiicre duvarindaki proteinlerin ¢ok hizli bir sekilde
kuagule olmasina neden olarak alkoliin hiicre igine
girisini engellerler. Bu nedenle dezenfeksiyonda
kullanilacaklar1 zaman %50-80 oraninda optimum
%060-70 oraninda kullanilirlar (Klement ve ark., 1990;
McDonnell, 2007).

Hiicrelerde protein denaturasyonuna ve
kuagulasyona, bunu takiben yap1 ve fonksiyonlarin
bozulmasina neden olmaktadir. Etkinlik buharlagma
orani ve ylizeyde kalma siiresine gore degismektedir.
Etil alkol (%70) 30 saniye gibi kisa bir siirede
bakterisidal etki gostermektedir. Virtislere ve
funguslara olan etki biraz daha uzun siirmektedir (>2
dakika). Bakteri sporlarma az ya da hi¢ etki
etmemektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda parlayip
yanma riski vardir. Ellerde antiseptik olarak
kullanilmaktadir. Ancak ¢ok fazla kullanilmasi deride
kurumaya ve c¢atlamalara neden olabilmektedir.
Bitkiden mikroorganizma izolasyonu ¢aligmalarinda
¢ok buyiik parcalarin %70' lik etil alkole batirilip
ylizeyinin yakilmasi 6nerilmektedir (Klement ve ark.,
1990). Alkol ile dezenfeksiyon DNA' dan arinma igin
etkili bir yontem olmadig1 akildan ¢ikarilmamalidir
(Bonne ve ark., 2008).

Hipokloritler 6zellikle sivi sodyum hipoklorit
(¢camasir suyu) soliisyonlart sert ylizeylerin
dezenfeksiyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bazi durumlarda 6zellikle metallerin bu kimyasal ile
dezenfeksiyonunda, islem sonunda yiizeyin steril bir
sekilde yikanmasi gerekmektedir. Ciinkii sodyum
hipoklorit metallerde korozyana neden olarak
malzemelerin bozulmasma neden olmaktadir. Klorin
giivenilir genis spekturumlu bir antimikrobiyal madde
olarak kabul gormektedir. Ucuz, etkili, kullanimi
kolay bir yontemdir. Marketlerde satilan, sik bulunan,
ev kullanim amacglh olanlar yaklasik %5 sodyum
hipoklorit icermektedir. Bakteriler klorinin 0.1-0.3
mg/litre dozuna sadece 30 saniye
dayanabilmektedirler. Ama geri kalan diger

136

mikroorganizmalar daha dayanaklidir. Yiiksek
konsantrasyonlarda deride tahrise ve yanikliklara
neden olmaktadir. Etkisi proteinlerin, yaglarin ve
karbonhidratlarin okside edilmesi ile olmaktadir. Bu
da fonksiyon ve yap1 bozulmasina neden olmaktadir.
Ayn1 zamanda niikleik asitler tizerine etkileri de rapor
edilmistir. Yaklasik 3 ppm aktif klorinin Escherichia
colibakterisinin gelisimini DNA sentezini engellemek
suretiyle 5 dakika i¢inde durdurdugu rapor edilmistir
(McDonnell, 2007). Bunun yaninda piyasadaki %5 ve
%0.5 lik ¢amasir suyunun DNA y1 1 dakika iginde
dekontamine ettigi saptanmig ve 1/10 seyreltilmis
camasir suyu DNA ve RNA i¢in dekontaminant olarak
Onerilmigstir (Prince ve Andrus, 1992). Molekiiler
caligmalarda 1/10 seyreltilmig ¢amasir suyu calisma
ylizeylerine puskiirtiiliip 15-30 dakika beklendikten
sonra temizlenip ardindan steril saf su ile durulanmasi
Onerilebilir. Bonne ve ark. (2008), mantar deliciler
araciligiyla olusan c¢apraz DNA bulasmalarini
engellemenin en iyi yolunun mantar deliciyi yaklasik
5 saniye %100 ¢amasir suyunda tuttuktan sonra 5
saniye su ile durulamanin, ardindan %100 etil alkolde
5 -10 saniye tuttuktan sonra su ile durulayip
kurumasini beklemek olarak bulmuslardir.

Camasir suyu ayrica dokudan mikroorganizma
izolasyonu sirasinda yiizey dezenfektan: olarak
kullanilmaktadir. Izole edilecek bitki parcalar
kalinligina gore 1 saniyeden 5 dakikaya kadar 1/10
seyreltilmis (%0.5) ¢amasir suyunda
bekletilebilmektedir. Bu islemin ardindan steril saf su
ile 3 kez durulanmasi gerekmektedir (Klement ve ark.,
1990; Shurtleff ve Averre, 1997).

Bir diger dezenfeksiyon ve ayni zamanda
antiseptik olarak kullanilan kimyasal ise gii¢lii bir
biyosid olan hidrojen peroksittir. Genis spektrumlu ve
oksidasyona neden olarak etki gosteren hidrojen
peroksit piyasada %3 liikk olacak sekilde
bulunabilmektedir. %3' iin {izeri bakterisid, alti
bakteriyostatik etki gostermektedir. Yiiksek
konsantrasyonlar yakicidir (McDonnell, 2007).
Diinya Saghk Orgiitii etil alkol, hidrojen peroksit ve
gliserin karisimi ile bir el dezenfektan1 6nermektedir
(Etil alkol 96% 833.3 ml, H202 3% 41.7 ml, gliserol
98% 14.5 ml ve 1000 ml ye saf su ile tamamlanir).

(Barampuram ve ark., 2014) pamuk
tohumlarinda yaptiklar1 bir caligmada hidrojen
peroksidi tek basina en etkili ylizey dezenfektani
olarak bulmuslardir. Buna ek olarak en iyi tohum
¢imlenme oranina sahip oldugunu da saptamislardir.
Ayrica sabunlu su ile yikama, etil alkol ile muamele
ardindan hidrojen peroksit uygulamasini en iyi
karisim yontem olarak bildirmislerdir. Ispatlanmamis
laboratuvar deneyimlerimize gore biber tohumlarinin
%3' lik hidrojen peroksitte 10-30 dakika tutulmasi
sodyum hipokloride gore daha etkili bir yiizey
dezenfeksiyonu sagladigi gozlemlenmistir
(yaymlanmamus veri).



SONUC

Diger mikrobiyoloji laboratuvarlarinda oldugu
gibi Fitopatoloji laboratuvarlarinda da uyulmasi
gereken bir takim kurallar vardir. Laboratuvarda
aseptik c¢aligma kurallarina uymak ve uygun
sterilizasyon dezenfeksiyon yontemlerini se¢mek
calismalarin dogru yiiriimesinin yaninda laboratuvar
calisanlarmin sagliklar1 agisindan da son derece
onemlidir. Uygun sterilizasyon yodnteminin
secilmesinin yaninda siire, sicaklik gibi kosullarin da
iyl belirlenmesi sistemin ¢aligmast i¢in Snemlidir.
Yanlis veya yetersiz kosullarda yapilan
sterilizasyondan sonu¢ almak miimkiin degildir. Baz1
durumlarda fark edilemeyen bu durum galismalarin
yanlis yonlenmesine dahi neden olabilmektedir.
Laboratuvarda aseptik kosulun baslangici temizliktir.
Sivi icermeyen ve yliksek sicakliklara dayanabilen
camdan, porselenden ya da metalden yapilmis olan
malzemeler etiivde sterilize edilmelidir. Malzemeleri
genelde 180 °C de 30 dakika bekletmek sterilizasyonu
icin yeterli gelmektedir. Isiya dayanabilen sivilar,
organik maddeler ya da nemin zarar vermeyecegi
madde ve malzemeler otoklav adi verilen cihazlarda
sterilize edilirler. Normal bir sterilizasyon i¢in 121 °C
de 15 dakika yeterlidir. Ancak otoklava konulacak
malzemenin biyikligli ya da sivinin hacmi
sterilizasyonu engelleyen faktorlerdendir. Otoklav
suyu bazi inorganik veya organik kontaminantlar
icerebilir. Sterilizasyon sirasinda buhar yoluyla
malzemelerin bu tir maddeler ile kontamine
olabilecegi akildan ¢ikarilmamalidir. Hacim arttik¢a
veya toprak gibi icinde su miktarmin az oldugu
maddelerin sterilizasyonunda siiresinin uzatilmasi ¢ok
onemlidir. Otoklav toprak sterilizasyonu i¢in uygun
bir cihazdir. Hacmine bagli olarak iki giin 121°C de bir
saat sterilizasyon yeterli gelmektedir. Ancak topragin
fiziksel ve kimyasal yapisinin bozulacagi géz 6niinde
bulundurulmalidir. UV 15181 ile yapilan sterilizasyon
ozellikle ytizeylerin sterilizasyonunda ¢ok etkilidir.
Genellikle 15-30 dakikalikk UV uygulamasi yeterli
gelmektedir. Ozellikle molekiiler calismalarda DNA
ve RNA nin bozulmasint saglamasindan dolay1 ¢ok
etkili bir niikleik asit bozucu yontemdir. UV 15181n1n
insana verdigi zarar nedeniyle 1s181in agik kaldigi
stirece laboratuvarda bulunulmamasi olduk¢a
onemlidir. Yiizey dezenfektan: olarak %70 lik etil
alkol veya 1/10 seyreltilmis ¢amasir suyu (%5 lik
ticari irtinden) rahatlikla kullanilabilmektedir. Bu
ylizey dezenfektanlarina bir ¢ok mikroorganizma
hassastir ve uygulamadan sonra Olmektedir.
Molekiiler g¢alismalarda DNA ve RNA nin
dekontamine edilmesinde etil alkol basarisiz kalirken
1/10 seyreltilmis gamasir suyu ¢cok etkilidir.

Dogru segilmis ve dogru kosullarda uygulanmis
sterilizasyon yontemleri ¢alismalardan dogru sonug
almmasi ayrica insan ve c¢evre sagligi agisindan
olduk¢a onemlidir. Bu c¢alisma ile Fitopatoloji
laboratuvarinda kullanilan sterilizasyon ve

Ozyilmaz

dezenfeksiyon yontemleri derlenmis ve dzetlenmistir.
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