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1. EKiM iSLEMi

1.1. Tamm Dikkat Edilecek Noktalar

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

Ekimislemleri sirasinda su hususlara dikkat edilmelidir:

@  Seyreltme islemi bitirildikten sonra hizla ekim yapilmalidir. Bu amagla bir
ornegin ekimi tumayle bitirildikten sonra diger Ornegin seyreltme islemine
baslanmalidir.

@  DilUsyonlarin yapilmasindan sonra, petri kutularina ekim sirasinda, materyalin
mikroorganizma yuki hakkinda eger yaklasik bir bilgimiz varsa, tim
diltisyonlardan degil sadece 3 dillisyondan paralel ekim yapilir.

@  Ekim sirasinda ornegin kontaminasyonu kesinlikle onlenmelidir. Bu amacla
calismalar bunzen beki alevi kullamlarak yapilmalidir.

Resm 1.1: Bunzen beki
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@ Petri kutusuna yapilacak ekimlerde ornek ile ilgili bilgilerin asetat kalemi ile
kapaklara dogru olarak yazilmas: gerekmektedir. Bunlar;

Besiyeri tr,

Numune numarasi veya ad,

Tarih,

Inkiibasyon 1s1 derecesi,

Diltsyon faktor,

Petri kutusuna pipetlenen hacim miktar1 gibi bilgilerdir.

@  inklbasyon sonunda petri kutusunda sayilacak olan koloni adedi bu faktor ile
carpilarak materyaldeki canli mikroorganizma sayisi hesaplanir. Ornegin, 2
numaral: dilisyon tuplnden petri kutusuna 1 ml pipetlendiyse, kutu kapagina
sadece 10-? yazilir. Bu yazim sekli ekim ve sayim islerinin farkli kisiler
tarafindan yapildig1 yogun laboratuvarlarda karisikligin énlenmesi icin etkin bir
yoldur. Ancak kapaklarin karismasi olasiligi ile petri kutularinda yazimlar
tabana da yapilabilmektedir.

Resim 1.2: Petri kutularimin yazim

@  Ekimislemi numunekati iseigne, sivi ise 6zeile gergeklestirilir.
@  Ekimislemi seri olarak gergeklestirilmelidir.
@  Tumislemler esnasinda aseptik ¢alisma kurallarina uyulmalidir.
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1.2. Ekim Teknikleri

Mikrobiyolojide ekim, sivi ve agarl besiyerine yapilir.
1.2.1. Sivi Besiyerine Ekim Islemi;
1.2.1.1. Sivi Besiyerine Oze ile Ekim Islemi

@ Svi besyerine ekim igleminin ilk asamasi,, aktarilacak sivi  Grnekteki
mikroorganizmalarin bulunduklar: sivi iginde homojen dagilimim saglamak igin
vorteks tip karstirnicist kullamlarak calkalanmasidir. Bu cihazin  olmadigi
durumlarda tlp iki € ayas arasina yerlestirilir, el ayalar: ile siirtme hareketi
yaptirilarak homojen karisim saglanabilir ya da tiptin at kismina birkag kez
vurulabilir. Ekimi yapilacak numune kati ise karistirma islemi yapilmaz.
Homojen karisimi saglanmis numune tipti sol ee alinir.

Oze, alevde akkor haline getirilerek sterilize edilir.

Sol elde bulunan tipln kapag: ya da agzindaki pamuk tikag, 6ze tutulan sag din
parmaklariyla, tip hafifce ekseni etrafinda cevrilerek gikarilir. Tlpun agiz kismi
alevden gegirilir.

[SRORN
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Resim 1. 3: TUp agzimn alevden gegirilmes

@  Tup hafif egilerek 6ze ucu sivi 6rnege dal dirilir. Oze ucuna sivi icinde karistirma
hareketi yaptirilir. Oze tiipe hic degmeyecek sekilde disar: gikartilir.

Ozeile 6rnek alimin takiben 6rnegi iceren tiipiin agiz kismi alevden gegirilir ve
agz1 kapatilir. Isi biten bu ttp, tUpltge konur.

Sol ele steril sivi besiyerini iceren tip alimir ve olabildigince dip tarafindan
tutulur, kapag: veya pamuk tikaci alev ¢atisi altinda 6ze tutan sag elin kiicik ve
yuzuk parmaklariyla avug icine sikistirilarak ¢ikarilir.

@ Tipln agz1 alevden gecirilir ve tlp hafifce egik vaziyette alev catisi altina
indirilir.

@  Ozetip icerisine sivi seviyesine kadar sokulur ve 6ze ucu siviya daldirilmadan,
sivi yuzeyinin hemen Ustindeki kuru bir tip bolgesine degdirilir ve sirtme
hareketleri yaptirilarak incelenecek 6rnegin bu bolgede yayilmasi saglanir.

@  Dahasonra, 0ze ucu sivi besiyerine daldirilir ve 6zeye karistirmaislemi yaptirilir

5



Edited by Foxit PDF Editor
Copyright (c) by Foxit Corporation, 2003 - 2010
For Evaluation Only.

@  Ozeucu besiyerinden gikarilarak tekrar érnegin yayildig: bolgeye temas ettirilir.
Ozeye bu bolgede siirtme hareketleri yaptirilir, incelenecek drnegin besiyerine
dogru yikanarak aktarilmas: saglanir.

@  Ozeile gergeklestirilen bu ekim duruma gore birkag kez tekrarlanabilir. Sonugta,

ornegin sivi besiyerine aktarilmas: (inokulasyonu) saglanmus olur. Besiyerinin

agz1 kapatilir.

Son olarak Oze sterilize edilir.

TUpteki sivi besiyerine ekim, drnek ve steril besiyeri tlpleri aym elde tutularak

da gerceklestirilebilir.

1%}
1%}

1.2.1.2. Sivi Besiyerine Pipet ile Ekim Islemi

@  Homojen karisimi saglanmig numune tipt sol eealinir.

@  Pipet birkag kez alevden gegirilir.

@  Sol ede bulunan tiptn kapagi ya da agzindaki pamuk tikag, 6ze tutulan sag din
parmaklariyla, tip hafifce ekseni etrafinda cevrilerek gikarilir. Tlpun agiz kismi
alevden gegirilir.

@  Tup hafif egilerek pipet ucu sivi érnege daldirilir.

@  Pipetle gerekli hacimde sivi gekilir. Pipet ucu tipe hic degmeyecek sekilde disart
cikartilir.

@  Pipet ile 6rnek alimini takiben drnegi iceren tlpin agiz kismi alevden gegirilir
ve agzi kapatilir. Isi biten tip tupltge konur.

@  Sol ee steril sivi besiyerini iceren tip alinir ve olabildigince dip tarafindan
tutulur, kapag: veya pamuk tikaci alev catisi altinda pipet tutan sag elin kiicik ve
yuzuk parmaklariyla avug icine sikistirilarak ¢ikarilir.

@  Pipetin alt ucu tip icerisindeki besiyerine daldirilmadan, besiyeri seviyesinin
hemen Ustiindeki kuru bir tip bolgesine degdirilerek, pipetin kendi kendine
bosalmasi ve Ornegin sivi besiyerine aktarilmasi (inokuilasyonu) saglanmus olur.

@  Besiyerinin agzi kapatilir.
@  Pipet tekrar birkag kez alevden gecirilip temizleme kiivetine konur.
@  El ayalarn ile surtme hareketi yaptirilarak aktarilan Ornegin ve besiyerinin
homojen karisim saglanir.
Resim 1.4: Kapaklarin ¢ikartilmas Resim 1. 5: Agizlarin alevden gegirilmesi
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Resim 1. 6: Ozeyle numunenin alinmasi

Resim 1.8: Ozeyle ekim yapiimas

1.2.2. Agarh Besiyerine Ekim Islemi
Petri kutularina dokulmis agarli besiyerlerine;

@  Sirme
g  Yayma
@  Dokme plak yontemlerinden birisi kullanilarak ekim yapilabilir.

1.2.2.1. Sirme Y Ontemi

Bu yontemle petri kutusundaki kati besiyerinin belirlenen farkli bélgelerine numune
ile temas dtirilen Ozenin sirayla surdlmesiyle numunenin miktart ve igerdigi
mikroorganizma sayisi giderek azalir. Boylece bakterilerin her stirme alamna bir 6nceki
alandan daha az sayida dismeleri saglanir. Son siirme alaminda bakteri sayisi teke diser. Bu
bakteriler teke distikleri bolgelerde cogalarak tek koloni olusturur.

Bu yontemle ekimin amaci her canli hiicrenin inkiibasyon sonucu bir (1) adet koloni
olusturmasidir. Bu nedenle siirme yontemine tek koloni diistir me yontemi de denir.
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Surme yontemiyle ekim su sekilde yapilir:

@  Ekimi yapilacak 6rnek ¢6ze veya pipet ile sivi besiyerine ekim islemindeki gibi
alinir.

@  Agarh besiyerini iceren petri kutusu sol elin ayasina yerlestirilir ve bu ein bas
veisaret parmag ile kapak kismi agilir.

@  Oze bu araliktan iceri sokularak ¢ze ucunun 6rnek alinan kismi agar yiizeyinin
segilecek bir bolgesine temas ettirilir. Ornek bu bolgede hafifge ezilerek birkag
mm ¢apinda yayilir.

@  Daha sonra 0ze ile bu yayilma alamndan baglayarak siirme islemine gegilir.
Sirme islemi degisik sekillerde gergeklestirilebilmektedir. Ancak ayri ayr
koloni elde edebilmek igin en ideal olam 4 ayr1 bdlgenin gizilmesidir.

Sekil 1.1: Sirme yontemiyle ekim sekilleri

@  Surme yapilirken 6zenin agar yizeyinde uygun agi ile tutulmasina ve agar
ylzeyini parcalamadan temas ettirilmesine dikkat edilmelidir.

8
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Resim 1.9: Kat1 besyerine slirme iglemi

@  Surme olay: ilerledikge 6rnekteki mikroorganizma sayisi, 6zenin ilk strdldigi
bolgeye gore gittikce azalacaktir. Bunun sonucunda da inkiibasyondan sonra,
son sirme islemlerinin yapildig1 agar ylzeyi bolgelerinde izole koloniler elde
edilebilecek, diger bir deyimle koloniler tek tek diisebilecektir. Tkinci, tglincli ve
dérdiinct ekim bolgelerine her geciste 6ze, bek alevinde tutularak sogutulduktan
sonra bir 6nceki bolgeye temas ettirilir ve slirmeislemine devam edilir.

STERIL 6ZE VEYA
; i IGNE ILE iKiNCi
iLK EKiM o

Q

INKUBASYON

s

TEK HUCREDEN STERIL 6ZE VEVA
KOLONI OLUSUMU JGNE I(L;IIEZ TS

Sekil 1.2: Siirme yontemiylekoloniyi teke disiir me

@  Surmeislemi bitince petri kutusunun kapag: kapatilarak inktibasyona birakilir.
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Agar yuzeyinde bir bolgeden diger bolgeye geciste kag defa siirme yapilacagi, aktarma
yapilan ornekteki mikroorganizma yukind tahmin eimeye baglidir.

Resm 1. 10: Birinci siirme Resim 1. 11: ikinci siirme

Resim 1. 12: Ugiincii siirme Resim 1. 13: Dérdinci sirme

1.2.2.2. Yayma Y dntemi
@  Ekim oOncesinde standart petri kutularina 12-15 ml agarli besiyeri dokilerek

ylzeyin kurumasi saglanir.
@ Peri kutusuna gerekli bilgiler yazilir.

10
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Resim 1. 14: Petri kutusunun yazilmasi

@ Numunenin bulundugu tip ya da kaptan 1 ml lik gibi dustik hacimli bir pipetle

0.1 ml érnek alinir.
@  Petri kutusundaki kat1 besiyeri yizeyine pipetle 0.1 ml érnek aktarilir.

Resim 1. 15. Numunenin kati besiyerine aktarim

@  Drigalski spatill, temiz ve yeterli konsantrasyonda alkol ile sterilize edilir.
Spatil Gzerinde kalan akol, besiyerine aktarilan mikroorganizmalar Gzerinde
olumsuz etki yapabilecegi icin alevden gegirilerek uzaklastirilir. Ancak
mikroorganizmaya zararli olabilecek kadar 1sitilmaz. Besiyeri Uzerinde kiltir
aktarilmamis bir yerde dokundurularak soguyup sogumadigi kontrol edilir ve
Ornek besiyeri ylizeyine homojen olarak yayilir.

11
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Resim 1. 16. Drigalski 1spatul ile numunenin yayilmas

Numune yuzeye yayildig1 icin tim mikroorganizmalar esit oranda oksijen varligi
nedeniyle aym morfolojide koloni olusturacaktir.

Bu yontem gida maddesinin gramunda 100’ den fazla Staphylococcus aureus
bulunma olasilig: varsa uygulanmaktadir.

1.2.2.3. Dokme Plak Y 6ntemi

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

Dokme plak yonteminde ekim su sekilde yapilir.

@  Dillisyonu yapilmis gida érneginden 1 ml sivi pipete alinir ve steril bos petri
kaplarina aktarilir.

Resim 1. 17: Numunenin alinmast Resim 1. 18: Numunenin bos petriye aktarilmas

12
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@  Ornegin lizerine 15-20 ml, yaklasik 45°C’ taki agarl besiyeri dokuliir. Besiyeri
sicaklig1 fazla olursa termal sok nedeni ile mikroorganizmalar zarar gorir, distik
olursa dékme esnasinda katilasacagi i¢in istenen sonuc elde edilemez.

Resim 1. 19: Besiyerinin dok ilmesi

@  Besyeri dokildikten hemen sonra dizgin bir zeminde dikkatlice hafif egim
verilerek ileri geri hareket ettirilir. Bu sayede numune ve ¢rnegin tam olarak
karigmasi saglanir.

Resim 1. 20: Petriyeileri geri sallama hareketinin yaptiriimas

@ Petri kutularinin diizglin bir zeminde kendi halinde jellesmesi saglanir.
@ Uygun sicakliktaki inkiibasyona birakilir.

Besiyerine diger yontemlerden fazla numune aktarildigi igin daha hassas sonug verir.
Bu yontemde numunenin tim besiyeri kitlesine yayilmasi nedeniyle mikroorganizmalar
taban ve ylzeye yakin kisimlardaki oksijen varligi nedeniyle farkli morfolojide koloni
olusturabilecektir.

13
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1.2.3. Yiizeylerden Alinan Orneklerin Ekim Islemi

Y Uizeylerden 6rnek alma;

Ekivyon

Agar sucugu

Sellobant teknigi

Y Uizey kazima ya da ylizeyden ince kesitler alma,

Y uzey yikama

Dillsyon sivisina dal dirma tekniklerinden biri segilerek yapilabilmektedir.

[SEORORORORN

Ekuvyon:

@  Steril ekiivyon 6rnek alinacak bolgeye goétirdlUr.

@  Ekivyon cubugu aseptik kosullarda tipinden cikarilir.

@  Uctaki pamuk kisma degisik egimler verdirilerek 0Ornek alinacak ylzeye
kuvetlice bastirilir. Bu sayede yiizeydeki mikroorganizmalarin pamuk ucunun
tamamina gegcmesi saglanmir. Ekiivyon cubugu bu islemler sirasinda st ucundan
tutulur.

Ekivyon cubugu daha sonra hicbir yere temas ettirilmeden tlplne yerlestirilerek
tlp hizla laboratuvara ekim icin gétardl Ur.

Ekivyon gubuk, alev catisi altinda tipten cikarilarak ug kismi daha 6nceden
hazirlanmig  petri kutusundaki agarli besiyeri ylzeyinin kenar kismindaki
herhangi bir noktaya temas ettirilir. Bu islem sirasinda besiyerinin
yirtilmamasina dikkat edilmelidir.

Daha sonra petri kutusunun kapag: kapatilir.

Ekuvyon cubugu tiptine yerlestirilerek sterilize edilmek tzere ayrilmalidir.

En son asamada ise petri kutusundaki besiyerinde 6rnegin temas ettirildigi
noktadan baslamak Uzere 6zeile stirme ekime gegilir.

[SEORN

Yizeydeki mikroorganizmalar sayilmak istendiginde ise eklvyon cubugu
laboratuvarda tipten cikarilarak, daha dnceden hazirlanmis olan tipteki steril 10 ml’lik
dilisyon sivisina aseptik kosullarda daldirilir ve tlptn agzi kapatilir. Bu islemler sirasinda
cubugun tipe giren kismnina elle dokunulmamalidir. Daha sonra sivi besiyerine ekim
islemleri takip edilerek ekim gergeklestirilir.

Agar sucugu:
Direkt olarak bir besiyerini drnekle temas ettirme esasina dayanir. Steril agar sucugu
ylzeye temas ettirilir daha sonra steril bistiri ile ince kesitler alinarak steril petri kutusuna

ylzeye sirilen kismui Uste gelecek sekilde yerlestirilip laboratuvara gonderilir. Yaygin
kullanmm yoktur.

14
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Sellobant teknigi:

Bu yonteme ¢ok sik bagvurulmamaktadir.

Incelenecek ylizeye sellobantin yapiskan yiizeyi temas ettirilerek érnek alinir.
Ornek alinan kisim petri kutusundaki agarl: besiyeri yiizeyine temas ettirilir
Diger yUziinden hafifce baski yapilarak belli bir siire beklenir.

Daha sonra da bant buradan ¢ikarilarak bir dezenfektan ¢ozeltisine atilir.
Strme ekim yontemi uygulanarak inkiibasyona birakilir.

[SEORORORN

Bunlarin disinda;

@  Ylzey kazima ve yilizeyden ince kesitler ailma
@ Yuzey yikama
@  Dillsyon sivisina daldirma gibi yontemlerde uygulanabil mektedir.

1.2.4. Dik Agarh Besiyerine Saplama Ekim

TUpteki yuksek tabakali (10—15 ml besiyeri bulunan) kat1 besiyerine, bakterinin uzun
bir igne ile tipun dip kissmlarina kadar batiriimasiyla yapilan ekim yontemidir. Bu sekilde
bakterinin jelatin eritmesi veya karbonhidratli jelozlu besiyerinde gaz olusturmas kolayca
incelenir, Ureme bdlgesine gére bakterinin aerob, anaerob, fakiltatif veya mikroaerobmi
oldugu, bakterinin hareketli olup olmadig1 hakkinda bilgi edilir.

15
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2. INKUBASYON

Ekimi gerceklestirilen sivi ya da kat1 besiyerinin bulundugu tip veya petri kutusunun,
uygun bir inkibatérde, mikroorganizmalarin Ureyebilecegi sicaklik ve siirede tutulmasi
islemine inkuibasyon denir.

Inkiibasyon siklikla etiiv ve su banyosunda gergeklestirilir. Kiflerin inkiibasyonu oda
sicakliginda yapilabilmekle birlikte kontrolsiiz ortam oldugu icin tercih edilmemektedir.

2.1. Etiivde Inkiibasyon

Mikrobiyolgjik calismalarda kullamlan, 0-90°C araliginda calismaya imkan veren
etivlere inkubator adi verilir. inkibatorde (etiivde) mikroorganizmalarin tremesi igin
uygun sicaklik ve stire diger bir deyisle Greme ortanmu saglanir.

Inkiibator ( etiiv ); mikroorganizmanin tremesi icin gerekli 1siya gore ayarlanabilen
ve bu sicakligr belli derecede muhafaza edebilen elektrikli cihazlardir. En ¢ok 100°C
civarinda sicaklik saglanabilir. Sterilizator ve kurutma dolaplarina benzer, genellikle dort
koselidir. Tek veyaiki kapili olanlari vardir. Anaerob tipleri de mevcuttur.
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Resim 2 1: Etlv gesitleri

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 stiresince 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 yuksdtilebilir. Sicakligi ayarlanabilen,
termostatli su banyolar ile istenilen sicakligi ayarlamak mimkuindir. Su banyolar: ile uzun
sire ¢aligilacaksa iclerindeki suyun tamamen buharlasmamasina dikkat edilmeli ve eksilen
su ilave edilmélidir.
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Resim 2 3: Su banyosu cesitleri
2.3. Inkiibasyonda Dikkat Edilecek Hususlar

Inkiibasyonda asagidaki hususlara dikkat edilmelidir;

@  Bélirtilen inkiibasyon siiresi ile sicaklik derecesine dikkat edilmelidir. Bu amagla
inkibator sicakligr minimum-maksimum termometre ile kontrol edilmelidir.
Anaerablar icin gaz atmosferine uyulmalidir.

@  Inkiibasyon 37°C ve Ustiindeki sicaklik derecelerinde gergeklestiriliyorsa petri
kutular: ters cevrilerek (tabanlar: Ustte, kapaklar: altta olacak sekilde) inkiibatore
konulmalicir. Bu sicaklik derecelerindeki inkiibasyon 24 saatten fazla siirecekse,
inktbattre icinde su olan bir beher konularak petri kutularinda ytizey kurumasi
Onlenmelidir. Petri  kutularimin strech filme sariimast veya naylon torba
icerisinde inkUbatdre birakilmas: da kurumayi énleyici bir uygulamadr.

@  Membran filitrasyon uygulamalarinda petri kutular1 diz cevrilerek (kapaklari
Ustte, tabanlar: altta) inkiibatore konulmalidir.

@  Inkibatorde cam petri kutular: 6 'dan plastik petri kutularinda 8 den daha fazla
Ust Uste konulmamalidir.

Resim 2 4: inkibatér de inkiibasyon igin yerlestirilmis besiyerleri
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@  inkibatorde sicaklik degismelerini onlemek icin kapagin gereksiz yere
acilmamasina 6zen gosterilmelidir.

@ Petri kutularimin ve inkubator duvarlarimn arasindaki bosluk sicaklik dagiliminin
dizenli olmast igin yaklasik 2.5 cm olmalidir.

@  inklbasyon sonrasinda petri kutusu tartiimahidir. Inkibasyon oncesi ve
sonrasinda izin verilen maksimum agirlik kaybr oram %15'tir. Agirlik kaybi
daha fazla ise duzdltici islemler yapilmalidir.

@  Inkiibasyon sicaklik derecesi Uremesi istenen bakteri 6zelligi dogrultusunda su
sekilde belirlenir:

. Baz1 mikrokok cesitleri gibi serin sicakligi seven psikrofil bakteriler icin
inkubasyon sicakligi genel olarak +7°C’ dir.
I11k sicakligr seven mezofil bakteriler igin 25-40°C' dir.
Yiksek sicakliklar: seven ter mofil bakteriler icin inkiibasyon 1s1 derecesi
genellikle 55-60°C’ dir.
Cok yuksek sicakliklarr seven ekstrem ter mofiller icin ise inklibasyon
sicaklig1 genel olarak 85°C 'dir.
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3.1. Kiltdr Cesitleri ve Tammlari

3.1.1. Saf Kaltur

Dogada her yerde mikroorganizmalar, birgok farkl: tirlerin olusturdugu topluluklar
seklinde bulunur. Buradan alinan drnekler besiyerine ekilerek birgok bakteri tirll bir arada
Uretilir. Birden fazla bakteri turtinin Uredigi kiltirlere karisik kaltrler denir.

Mikrobiyolgji laboratuvarlarinda her bir mikroorganizmamin ozelliginin incelenmesi
ve tanmisimin yapilabilmesi igin saf kiltUrlerinin elde edilmesi de gerekir. Bu nedenle karisik
kdltirlerin saflastirilmasi gerekmektedir.

Bir koloniden alinan ve Uretildiginde morfolgjik, fizyolojik, biyokimyasal ve genel
Ozellikleri birbirinin aym olan bakteri kilturine “saf kaltur” ach verilmektedir. Saf kultir
yalnmizca bir tir mikroorganizma Uretilmesi ile elde edilen kiltlrddr.

Gidada mevcut mikroorganizmanin cins, tur dizeyinde tamsint yapabilmek ve
adlandirmak icin saf kiltir halinde Uretilmesi zorunludur.

Saf kiltdr, once kat1 besiyerinde olusmus her farkli koloniden steril bir baska tip
icindeki sivi veya kat1 yatik agara ekim yapilarak elde edilir. Saf kultir igin tek koloni elde
etme gerekliligi vardir.
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3.1.2. Stok Kultar

Saf kiltdrin laboratuvarda yapilacak sonraki calismalarda  kullamlmak Gzere
saklanmasi islemine “stok kiiltiir” ede etme denir. Olmeden saklanmalar igin yeni
besiyerlerine ekilmdidir. Bazi bakteriler eski kiltirlerinde de uzun sire canh
kalabilmektedir. Saf kiltirin yeni besiyerlerine ekilmesi veya deney hayvanlarina
nakledilmesi islemine“ pasaj yapmak” denir.

3.2. Saf Kultur Elde Etme Asamalari

@  Birinci asama: izole koloniler elde etme

Saf kiltir dde etmede oncelikle izole koloniler elde edilmelidir. izole kolonileri elde
emek igin;

Ornekten ekim yapilarak karisik kiiltiir elde edilir.

Bir miktar kilttr 6zeile alimr, mikroorganizma hiicrel erinin daha rahat
yayilarak ayr1 ayr1 koloni olusturmalar1 igin petri kutusuna stirme tekni gi
ile ekilir. Bu sirada bir 6nceki siirme alanina degmemeye 6zen gosterilir.
Petri kutusunun tercih nedeni besiyeri ylzeyinin daha genis olmasidir.

Resim 3.1: Sirmeteknigi ile ekim

Petrinin Uzerine gerekli bilgiler yazilarak ters gevrilir.

Onerilen sicaklik ve siirede inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasi olusan koloniler incelenir. Tek kolonilerin gelisip
gelismedigine bakilir.

Tek hucreden olusmus koloniler segilir ve segim yaparken tipik koloni
gérinimiinde olmalarina ve diger bir koloni ile temasta olmamalarina

dikkat edilmelidir. Son izolasyon bélgelerinde tek diisen mikroorganizma
hiicresi cogalarak saf koloniyi olusturur.
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Resim 3.2: izole koloninin tespiti

Eger tek koloniler gelismemisse, daha seyrdltilmis kultirlerden tekrar
ekim yapilir. Diger tumislemler tekrarlanir.

@  ikinci asama: Saf kiiltiir elde etme

Bununigin;
Izole koloni 6zeile 6nce sivi bir besiyerine adaptasyon ve canlandirma
amactyla aktarilir. Bu asamada koloniler birbirine gok yakinsaigne 6ze
tercih edilmelidir.

Resim 3.3: izole kaloninin alinmas

Tup Uzerine gerekli bilgiler yazilir ve Onerilen sicaklik ve siirede
inkUbasyona birakilir.

Inkiibasyonu takiben elde edilecek kiiltiirden uygun bir kat1 besiyerine,
gendlikle tipteki yatik agarl1 besiyerine tekrar ekim yapilarak inkiibasyon
gerceklestirilir. inkiibasyon sonrasinda saf kiiltir elde edilmis olur.
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Sekil 31: Saf kdlttr elde etme

@  Uciincii asama: Saflik kontrolii

Elde edilen kiltirin saf olup olmadig: kontrol edilir. Bununiigin;
Elde edilen kiiltUrden tek koloni distrme tekniklerinden birisi kullanilarak
petri kutusundaki agarli besiyerine ekim yapilir ve inkibasyona birakilir.
Inkiibasyon sonrasinda besiyeri yiizeyinde olusan koloniler sekil, yap,

buyukllk, renk vb 6zellikleri yontinden incelenir. Farkl: 6zelliklere sahip
kolonilerin varligi gozlendiginde kiltirin karisik ol masindan stiphel enilir.

3.3. Stok Kultur Elde Etme Asamalari

Stok kiltur € de eimenin 2 temel yontemi vardir:

1.Yatik kultdr: Bu yontemde tlp iginde yatik agarli uygun bir besiyeri kullanilir.

Resim 3.4: Yatik agar kdltrleri

Bakteri ve maya kulttrleri bu sekilde stoklanr.
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Yatik agar h kiltur elde etmek igin;

@  Ozeile érnek alinir ve alinan ornek tiipteki yatik agar yiizeyinin en alt kismina
temas ettirilir. Ornek burada Oze ile hafifce ezilir ve tupteki besiyeri iginde,
yukar: dogru zikzaklar cizerek tipten cikartilir.

KUf kdltarlerinin yatik agarl besiyerine ekimi icin 6ze ile ainan érnek tlpteki yatik
agar yuzeyinin tam orta kismina temas ettirilerek ekilir.

Sekil 32: Yatik besiyerine ekim

@  Besiyerleri inkubasyona birakilir. Stok kilturde inktbasyon stiresi kisa tutulur,
ylzeyde kolonilerin gériinmesine yetecek kadar siire yeterlidir.

2.Liydfilize (dondurulmus ve kurutulmus) kultdrler: Bu yontemle kltirler uygun
ambalaj materyali icerisinde liyofilize edilerek uzun siire dayanabilir. Dondurarak kurutma
(freze-drying) adi da verilen liyofilizasyon tekniginde, yuksek oranda canlilik ve aktivite
elde edilir. Bu yontem 6zel bir liyofilizasyon aleti ile gerceklestirilir. Bu yontemde secilen
bakteriler besiyerinde Uretilerek santrifjlenir. Mikroorganizma kiltiri cam bir sise veya tip
icinde mikroorganizmalarin tahrip olmasim Onlemek igin steril sit, kan serumu veya bazi
koruyucu maddelerle esit oranda karistirillarak stispansiyon yapilir. Stivimn bulundugu sise
buz ve alkol karigimu iginde tutularak, kiltir -40 ile-70°C arasinda dondurulur.
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Resm 3.5: Kultlrlerin dondurulmas

<0.1mm Hg basin¢ altinda kultirdeki donmus su, sivi hale gegmeden vakumlanir,
kurutulur ve toz haline getirilerek ambalajlamr. Ambalaj igindeki koltir kullamlmak
istendiginde aseptik kosullarda uygun sivi besiyerine aktarilarak inkiibasyona birakilir.

3.4. Kiltdrleri Muhafaza Etme

Saklama esnasinda izole koloni kultlr bakterilerin cogunun canli kalmasi ve mimkin
oldugu kadar genetik, fizyolojik degisikliklere ugramamasi gerekmektedir.

Bunun igin, ¢esitli saklama yontemleri gelistirilmistir. Sogukta muhafaza, dondurma
ve kurutma yéntemleri bunlardan baslicalaridir.

Kulturler buzdolabinda 0-5°C’de muhafaza edilmektedir. Bazi fakiltatif anaeroplar,
tupte yuksek jelozda Uretildikten sonra buzdolabinda saklamir. Aerop bakteriler, yatik agar
besiyerinde buzdolabinda aylarca saklanabilirse de bu yéntem uzun siirdi saklamalar icin
kiltirlerin pasgjlart esnasinda mutasyonlar olusacagindan uygun degildir. Ancak diger
yontemler kullanilarak bu zorluklarin Ustesinden gelinebilir.

Dondurarak derin dondurucuda; -20°C’de, muhafaza edilir. Mikroorganizmalar
liyofilize stok kilturlerini hazirlayarak kuru formda canlilik ve aktivitelerini yitirmeden uzun
sure saklanabilir.

Buharlasmay: Onlemek igin, tupln agzi steril mineral yag: ile kapatilir. Zorunlu
anagroplar “tiyoglikolatli buyyon” gibi kuvvetli indirgen ortamlarda Uretildikten sonra
saklanir. Sayet saklanan mikroorganizma metabolizma Urini olarak asit olusturursa,
kullarilan vasatin iyi bir sekilde tamponlanmasi gereklidir.

Petri kutular: veya tlpteki kulturleri buzdolabinda muhafaza ederken hava ile direkt
temas: kesmek ve ylzeysel kurumayr onlemek icin, petri kutularimn alt ve Ust kapaklar
parafilm (veya sellobant) ile birbirine tutturulur, tlplerin ise agiz kissimlar1 parafilm ile
kaplanir. Tlpler icin parafilm yerine erimis vazelin, parafin veya vaspara daldirilmis pamuk
tikaclar da kullanilabilir. Agzi vida kapakl: tiplerde bunlara gerek yoktur.
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