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1. BESIYERI (ORTAM, VASAT)
Besiyerleri;

Mikroorganizmalar1, bulunduklar: ortam disinda ve laboratuvarlarda tretmek
icin formile edilmis,

Mikroorganizmal arin gereksinimini olan besin 6gelerini iceren,

pH’1 uygun,

Bedeyici,

Kat1 veya sivi, yapay ortamlardir.

VVVY 'V

Besiyerlerininne; ortam= vasat= kultlr ortam= kdltlr vasati= kultdr besiyeri gibi
isimler de verilmektedir. Besiyerinin Ingilizce karsiligi ‘ medium’ dur.

Besiyerlerinin gok farkli amaglarla kullamlabilir. Bunlar mikroorganizmalarin;

Uretilmesi, gelistirilmesi ve canliliklarimin korunmasi,
Duyarlilik ve sterilite testleri,

Saf kulturlerinin elde edilmesi(izolasyonu),
Tanimlanmalar: (identifikasyon),

Sayimlari,

Y apilarinin ve biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi,
Biyolojik ve metabolik Urlnlerinin elde edilmesi

Gida, su ve cevre kontrolleri,

Antibiyotik ve vitamin analizleri olabilir.
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Mikroorganizmalarin kalitsal yapilari ve enzim sistemleri farkhidir. Fakat tim
mikroorganizmalarin bir ortamda gelisebilmesi icin;

Suya,

Bir enerji kaynagina (1s1k veya kimyasal),

Bir karbon kaynagina,

Bir azot kaynagina (organik veyainorganik),
Vitamin ve mineral maddelere gereksinimleri vardir.

VVVYYYVY

Besiyerlerinin bilesiminde mutlaka bulunmas: gereken maddeler:

Su,

Karbohidratlar veya karbohidratlar bulunmadigi ya da yetersiz oldugunda
proteinler gibi enerji kaynaklari,

Proteinler, peptonlar, amino asitler vb. organik bilesikler, KNO3, (NH4)PO, vb.
inorganik tuzlar gibi azot kaynagi maddeler,

Vitaminler (6zellikle B grubu), purin ve primidin bazlari, amino asitler gibi
treme faktorleri,

Na, K, Cl, P, Ca, Fe, Mg, S vb. makro elementlerle, Zn, Mg, Br, Mo, Co, Cu, B
vb. mikro elementler yani minerallerdir.

YV V YV VY

Ototrof (kendi beslek) mikroorganizmalar, cok basit ortamlarda treyebilirler.

Heterotrof (chs beslek) mikroorganizmalarin, gelisebilmes ve Uretilmes icin ortama
Ureme faktorleri, organik ve inorganik bilesiklerin ilave edilmesi gerekir. Ayrica patojen
bakteriler ve laktik asit bakterileri vb Uretiminde kullanilacak besiyerlerine secici veya ayirt
edici maddeler de katilmaktadir.

Bu nedenlerle tim mikroorganizmalar icin uygun tek bir besiyeri formilt yoktur.
Laboratuvarlarda;

> Kullammm amacina,
> Bilesimine,
»  Haairlams sekline gore uygun besiyeri secilir.

Ornegin siit tum mikroorganizmalarin gelismeleri icin gerekli besin 6gelerini ve suyu
icerir. Uziim suyunda da mikroorganizmalarin gelismeleri icin gereken besin maddeleri ve su
bulunmaktadir. Fakat Gzim suyunun pH’1 disik (asitligi yiksek) oldugundan, yalnmizca
disik pH' da gelisen laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri ve mayaar icin
uygundur.(10. sinif Genel Mikrobiyolojis modullerinde mikroorganizma gelisimine etki
eden faktorlerden pH konusuna bakiniz ).

Laboratuvarlarda kullanmilan besiyerleri, bitki ve hayvan dokularimn ezilmesinden
veya ekstraksiyonlarimn karistirilmasindan elde edilir.



Edited by Foxit PDF Editor
Copyright (c) by Foxit Corporation, 2003 - 2010

For Evaluation Only.

1.1. Besiyeri Cesitleri

Besiyerleri siniflandiriimast farkli sekillerde yapilabilir.
1.1.1. Fiziksel Ozelliklerine Gore

1.1.1.1. Kat1 Besiyerleri

Bilesimine kivam verici, katilastirici madde katilmig besiyerleridir. Katilastirict madde
olarak en ¢ok agar daha az olarak da jelatin, yumurta, serum, aginatlar ve silika jel
kullanilir. Ornegin Nutrient Agar, EMB Agar gibi.
1.1.1.2. Sivi Besiyerleri

Icinde katilastirict madde bulunmayan daha ¢ok mikroorganizmalarin Uretilmesinde
kullamlan besiyerlerinindir. Ornegin et suyu, peptonlu su, Nutrient Broth (besleyici buyyon).

1.1.2. Kaynaklarina Gore
1.1.2.1. Hayvansal Kaynakh Besiyerleri

Yumurta sarsi, karaciger, balik unu, sit, et suyu gibi hayvansal dokulardan elde
edilmis besiyerlerinindir.

1.1.2.2. Bitkisel Kaynakl Besiyerleri

Patates ekstrakti, portakal serumu gibi bitkisel dokulardan elde edilmis
besiyerlerinindir.

1.1.3. Kullanim Amacina Gore

1.1.3.1. Genel Besiyerleri

Mikroorganizmalar icin gerekli besin maddelerince yeterli ve zengin, belli bir
mikroorganizma grubunun gelismesini 6zel olarak artirmayan, birgok mikroorganizmalarin
gelismesini saglayan besiyerlerinindir. TUm mikroorganizmalarin gelisilebilecegi 6zellikte
bir besiyeri yoktur. Genel besiyerlerininnde laktik asit bakterileri ve patojen bakteriler
disinda pek ¢ok mikroorganizma gelisebilir.

Genel besiyerleri, diger bazi Besiyerinin hazirlanmasinda temel besyeri olarak
kullanilir. Ornegin Nutrient Broth, Nutrient Agar.
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Genel besiyerleri asagidaki amaglar icin kullamlir:

»  Toplam mezofil ve psikrofil aerob bakteri sayim
Bozulma veya hastalik etmeninin 6n izolasyonu
Gunliik kullammdaki bakterilerin aktiflestirilmesi, korunmasi

Genel besiyerlerinin inkibasyon kosullarinin degistirilmesi ve kontrol

YV V V V

Anaerob mikroorganizmalarin gelistirilmesi

Nutrient Broth ve Nutrient Agar gibi genel besiyerlerininne maya ekstrakti, siit, serum,
kan gibi maddeler ilave edilerek istenen amaca uygun, farkli besiyerlerinin elde edilir.

1.1.3.2. Ozel Besiyerleri

Caisma amacina gore secilen, belli bir mikroorganizma grubu igin hazirlanan ve
yapilart daha kompleks (karmasik) olan besiyerleridir. Ozel besiyerlerinin ¢ok cesitlidir.

1.1.3.2.1. Canlandirma Besiyerleri

Bir ortamda zarar gbrmis, Ureme yetenegi azalmug, canliik oram dusik olan
mikroorganizmalarin  canlanmasini, gelismesini  ve adaptasyonunu saglayan  sivi
besiyerleridir.

1.1.3.2.2. Selektif (Secici) Besiyerleri

Formulasyonu yalmzca belli bir mikroorganizma veya mikroorganizma grubunun tipik
gelisimini saglayacak sekilde hazirlanmis besiyerlerinindir.

Selektif besiyerlerinin bilesimine diger istenmeyen mikroorganizmalarin enzim veya
metabolizma sistemlerini olumsuz etkileyen, gelismelerini engelleyen;

Boyalar,

Antibiyotikler,

Kimyasal maddeler,

Safra  tuzlarn gibi  inhibitor maddeler pH ayarlamalariyla istenen
mikroorganizmalarin gelismeleri saglanir.

YV VY

Ornegin ortama 1/500.000 oraninda kristal viyole eklendiginde gram (+) bakteriler
gelisemez sadece gram(-) bakteriler gézlenir.

Eosin Metilen Blue Agar, SS Agar, Violet Red Bile Agar, Brillant Green Bile Broth,
Mac Conkey Broth gibi.
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1.1.3.2.3. Elektif (Secime Y 6nelik) Besiyerleri

Formulasyonu belli bir mikroorganizmanin minimum duizeyde gelisimini saglayan
besin Ggelerini karsilayacak sekilde hazirlanmig besiyerlerinindir. Elektif besiyerleri ile
karisik bir mikroorganizma kultirinden istenen mikroorganizmalar ayrilir (izole edilir).

Ornegin Lizin Agar ile N (azot) kaynagi olarak yalmzca lizin amino asidini
kullanabilen yabani mayalar ayrilabilir.

1.1.3.2.4. Diferansiyel (Farklara Donuk) Besiyerleri

Belli bir mikroorganizmamn kendi tirine 6zgu tipik koloniler olusturdugu kati
besiyerlerinindir. Ortama bazi boya ve kimyasal maddeler katilarak mikroorganizmalarin
Ureme sekli ayr1 bir 6zellik kazamr.

Ornegin; SS Agar Salmonella kolonilerini tammada, EMB Agar ise E.coli’nin
ayriminda kullanilir.

Not: Bazi besiyerlerinin, hem selektif (secime yonelik) hem diferansiyel (farklara
doniik) olabilir. Ornegin Mac Conkey Broth besiyerlerininnde laktoz ve indikator olarak da
brom krezol moru vardir. Koliform bakterileri laktozu fermente ederek kirrmzi renkli
koloniler, laktozu fermente edemeyen Salmonellatirleri ise renksiz koloniler olusturur.

Selektif, elektif ve diferansiyel besiyerlerinin ile gida drneklerindeki veya karigik
kultrlerdeki belli bir mikroorganizma veya mikroorganizma grubu izole edilerek saf
kulturleri elde edilir.

1.1.3.2.5. Zenginlestirme Besiyerleri

Karigik mikroorganizma kulturinde istenmeyen mikroorganizmalarin gelismesini
engelleyen, izolasyonu istenen mikroorganizmalarin ise bolca Ureme ve gelismesini
saglayan, genellikle sivi besiyerlerinindir.

Zenginlestirme besiyerlerinin;
>  Istenen mikroorganizmalarin izolasyonu igin besin ogeleri ve pH vb.
ihtiyaclarin eniyi diizeyde karsilar.

»  Bu besiyerlerinin inklibasyonu sicaklik ve sure agisindan izolasyonu istenen
mikroorganizma turiine gore kontrol U olarak yapilmasim saglar.

Ornegin Selenit Broth 1620 saat kadar koliform bakterilerinin  gelismelerini
engellediginden, Salmonella tlrd bakterilerin izolasyonunda kullamlan zenginlestirme
besiyeri cesididir.
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1.1.3.2.6. Biyokimyasal Test Besiyerleri

Mikroorganizmalarin test edilen maddede biyokimyasa degisim olusturup
olusturmadiklarint belirlemek amaciyla kullanilan sivi veya kati olarak hazirlanabilen
besiyerleridir.

Biyokimyasal test besiyerlerininne;
> Glikoz, |aktoz, sakkaroz vb. karbohidratlar,

> Nitrat, sitrat, Ure tuzlari,

» Brom timol mavisi, fenol kirmizist gibi indikatorler  katilarak
mikroorganizmalarin gesitli biyokimyasal 6zellikleri saptanir.

1.1.3.2.7. Tamamlama yada Dogr ulama Besiyerleri

Inkiibasyondan ~ sonra  kiiltire  eklenen  6zel  indikatorlerle  (ayirag),
mikroorganizmalarin metabolizma Urdnlerinin saptanmasim ve tamnmalarim  saglayan
besiyerleridir. Tripton Water, Glikoz Fosfat Broth gibi.

1.1.3.2.8. indirgenmis Besiyerleri

Formilasyonu oksijensiz ortamda yasayabilen anaerob mikroorganizmalarin iyi
diizeyde gelisimini saglayacak sekilde hazirlanmis besiyerleridir. indirgenmis besiyerlerine
tiyoglikat gibi indirgen maddeler katilir. Bu maddeler, besiyerindeki ¢ozinmis oksijeni
baglar ve ortami anaerob héle getirir.

1.2. Birgok Besiyerinin Bilesimine Giren Temel Maddeler

1.2.1. Agar

Bazi deniz yosunlarindan elde edilen uzun zincirli polisakkarittir. Toz veya lifler
hélinde Uretilir. Yamsinda D-galaktopiranoz bulunur. D-galaktopiranoz katilasma 6zelligi
verdiginden agar sivi besiyerinin katilastirilmasinda kullanilir.

»  Agar ¢ok az oranda Ca, Mg, SO, gibi inorganik tuzlar, protein benzeri maddeler
bulundugu ve uzun, dallanmis zincir yapisi nedeniyle mikroorganizmalar igin
besin maddesi degildir.

90 -95C’de erir, 40 — 45C de katilasir.

Besiyeri pH’ indan etkilenmez.

Besiyeri pH'1 5ten dustk oldugunda veya uzun sire yiksek 1sil islem
uygulandiginda, katilagsma ozelligini yitirebilir.

Besiyerlerininne amaca gore %0.05 — 2 oramnda katilir. (standart kullanim oram
%1 -1.5dir.).

YV VVYV
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> Mikroorganizmalarda hareketliligin belirlenmesi, mikro aerob 6zellikteki
bakterilerin gelistirilmesi amaciyla hazirlanan besiyerlerininnde agar %0.05 —
0.3 gibi dusuk oranda kullanlir.

»  Yuksek asitli besiyerlerininnde ise jellesme 6zelligini koruyabilmek icin agar
oran arttirlir.

1.2.2. Pepton

Sit proteini (kazein), kan proteini (fibrin), sigir eti, karaciger veya soya proteininin
tripsin, pepsin veya papain gibi proteolitik enzimlerle hidrolize edilmesinden dretilir. Pek
¢cok mikroorganizmada proteinleri hidrolize ederek N kaynagi olarak kullanmalarin
saglayacak proteolitik enzim sistemleri bulunmadigindan besiyerine pepton katilir.

»  Peptonlar, mikrobiyolojide tek basina besiyeri olarak kullanilabilen nadir
maddelerden biridir. Pek ¢cok bakteri yalmizca % 1 peptonlu ortamda gelisebilir.

»  Bilesiminde suda c¢Ozinen, kucik molekilli amino asitler, peptitler,
polipeptitler, inorganik tuzlar ve riboflavin, niasin gibi B grubu vitaminleri
bulunur.

»  Besiyerlerininne %1-2 oraminda katilir.

>  Elde edildigi kaynaga gore peptonlarin yapilarinda farklar goriilebilir. Ornegin,
kazeinden elde edilen peptonda fazla oranda triptofan amino asidi, soyadan elde
edilen peptondaise, fazla oranda karbohidrat bulunur.

»  Peptonun tampon madde Ozelligi de vardir. Cunki mikroorganizma aktivites
sonucu olusan metabolik Grdnlerin besiyeri pH’ 1t degistirmesini belli 6l¢iide
engeller.

1.2.3. Maya Ekstrakti (Yeast Extract)

Ekmek mayasi (Saccharomyces cerevisiae), bira mayasi gibi mayalarin enzim veya
asitle hidrolizinden el de edilir.

»  Yapisinda suda ¢oziinen N (Azot)'lu maddeler, maltoz, glikojen, pentozlar vb.
karbohidratlar, B grubu vitaminleri, K, PO, vb. tuzlar, organik asitler bulunur.

»  Bediyerlerine % 0.5-1 oranminda katilarak ortam zenginlestirilir.

»  Mayave kiflerin gelistirilmesi i¢in uygun besiyeridir.

1.2.4. Et Ekstrakti (Beef Extract)

Bakteriler icin genel besiyeri olarak kullamlir. Yagsiz, tendonlari ayrilmis sigir
etinden (kiymasindan) el de edilir.

»  Yapisinda N (Azot)'lu madde olarak proteinler degil, suda ¢Oziinen amino
asitler, kicuk peptitler, mineraler, iz elementler, B kompleks vitaminleri, pirin
bulunur.

9
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»  Karbohidrat icermediginden karbohidratlardan asit olusturma testlerinde
kullanilabilir.

»  Besiyerlerininne %1 oraninda katilir

»  Piyasadahazir olarak buyyon denen et suyu ekstrakti satilmaktadir.Kullanilacag:
zaman 10 g bulyon 1 litre suda ¢ozindirllerek pepton, amino asitler,bazi
vitaminler ve minerallerce zengin besiyeri elde edilmis olur.

1.2.5. Tuz (NaCl)

Besiyerlerininnde iyon konsantrasyonunu ayarlamak ve izotonik (es basingli) ortam
yaratmak icin kullanilir.

»  Besyeri pH'1 akali (NaOH) ile ayarlandigi zaman ¢oken PO, ve COj'larin
yerini air.

»  Besiyerlerininne % 0.5 oraninda katilir.

»  Tuz seven (haofilik) ve tuza dayanikli (halotolerant) bakterilerin selektif
izolasyonunda tuz oram artirilir.

1.2.6. Jelatin

Sinir, kemik, tendon vb. hayvansal dokulardan elde edilen protein yapisinda bir
maddedir. Agar gibi katilastirict 6zelligi vardir fakat daha ¢ok mikroorganizmalarin
proteolitik aktivitelerini ortaya gikarmak icin kullanilir.

»  37°C'deerir, 23-26°C’ de katil agir.

»  Besiyerlerine %12 — 15 oraninda katilir.

» pH1 5 ten kigik oldugunda ve 120°C'de 1sil islemde katilasma 6zelligini
kaybettiginden jelétin iceren Besiyerinin sterilizasyonu daha ¢ok 110°C'de
yapilir.

1.2.7. Karbohidratlar

Fermente olabilen karbohidratlar, mikroorganizmalar icin enerji ve C kaynagidir.
Besiyerlerinde karbohidratlar;

Mikroorganizmalarin dremesini hizlandirmak,

Fermantasyon 6zelliklerini saptamak,

Mikroorganizmalarin asit olusturma oOzelligini izleyerek asit olusturan
kolonilerin 6n tammlanmalar1 amactyla kullanilirlar.

Besiyerlerininne %0.1-1 oraninda katilir.

En cok kullanilan karbohidratlar glukoz, laktoz ve sakkarozdur.

Karbohidratlar yiksek sicaklikta sterilize edilirlerse dekompoze (ayrisma)
olurlar ve organik asitler meydana gelir. Organik asitler besiyeri pH’sin
dusurdiklerinden mikroorganizmalarin gelisimini inhibe edebilirler. Bu nedenle
besiyerine katilacak karbohidratlar ya ayr1 olarak sterilize edilip, daha sonra
besiyerine katilmal1 ya da sterilizasyonlar: tindalizasyon veya filtrasyon gibi
yontemlerle yapilmalidir.

VVYV VYVV
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1.2.8. Kan

Sivi veya kat1 bazi besiyerlerininni zenginlestirmek icin ya da mikroorganizmalarin
hemoliz (alyuvarlarin par¢alanmasi) 6zelliklerinin saptanmas testlerinde kullanilir.

>  Kan sterilize edilmis ve 45-50 ‘C’'a sogutulmus agarli besiyerine % 5 — 10
oramndakatilir.

»  Bilesiminde organik ve inorganik maddelerle Greme faktorleri vardir. Yavas
Ureyen mikroorganizmalarin gelisimini kolaylastirir.

1.2.9. Tampon Maddeler (Buffer)

Mikroorganizmalarin gelisimine etki eden en Onemli faktorlerden biri pH’dir.
Besiyerinde Ureyen mikroorganizmalarin metabolik artiklart ortamin pH' 1 degistirebilir.
Besiyeri pH’1m1 kontrol altinda tutmak icin tampon maddeler katilir.

»  Tampon maddeler, 0Ozellikle besiyerine fermente olabilir. Karbohidratlar
katildiginda kullanilirlar.

> En cok kullamlan tampon maddeler K,HPO,, KH,PO,, N,HPO, gibi fosfatlar,
Na,COs gibi karbonatlar, asetat ve sitratlardir.

»  Proteinler, peptonlar, peptit ve amino asitler tampon 6zelligi gosterdiginden
besiyerinde bu organik bilesikler bulundugunda ayrica tampon madde
eklenmesine gerek yoktur.

»  Polifosfatlar gibi tampon maddeler +2 degerlikli Ca, Mg, Fe iyonlarim baglayip
mikroorganizmalarin bu iyonlar1 kullanmasini engelleyebilirler ve besiyerinde
bulaniklik olusturabilirler. Bunlari 6énlemek icin ortama Ca, Mg, Fe iyonlar
katilmal1 ve hazirlanan besiyeri hemen kullanmimalidir.

1.2.10. inorganik maddeler

Ozellikle hazir olarak satilan sentetik besiyerlerininne mikroorganizmalarin ihtiyacina
gore mineraler eklenebilir. Fakat genellikle besiyerlerininne katilan pepton, bulyon, maya
ekstrakti, et ekstrakti mikroorganizmalarin mineral ihtiyacin yeteri kadar karsilamaktadir.

Not: Besiyerlerininne yukaridaki maddeler disinda amaca gore inhibitérler, gelismeyi
artirict maddeler (stimulatorler), anaeroblarin gelismesini saglayan indirgeyici maddeler,
dogal ortam olusturan maddeler vb. katilabilir.

1.3. Besiyerinin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler
»  Uygun miktarda su bulunmal: yani su aktivitesi yiksek olmali,
»  Mikroorganizmalarin gereksinimini karsilayacak kolayca kullanilabilir besin
maddeleri icermeli,
»  Uygun asit-baz (pH) dengesine sahip olmali,
>  Berraklik, katilik gibi fiziksel 6zellikleri elverisli olmali,

11
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Osmotik basinci, oksidasyon/rediksiyon (indirgenme/yikseltgenme) potansiyeli
mikroorganizmal ara uygun olmali,

Mikrobiyolojik anlamda steril olmali, sterilizasyon kontrol G yapilmali.

Ekim Onces sterilizasyon hazirligi ve sterilizasyon uygulamas: titizlikle
uygulanmali,

D1g ortamdan mikroorganizma kontaminasyonunun onlenmesi icin 6zel kaplarda
hazirlanmal1 ve saklanmali.

YV VV V

1.4. Besiyeri Formulasyonlari

Her besiyerinin bilesimi  (formllt) bellidir. Kullanim amacina, bilesimine ve
hazirlanis sekline gére uygun besiyerinin segilmes gerekir. Laboratuvarlarda ¢ok kullanilan
baz1 Besiyerinin formilleri ve hazirlamsglar agagida verilmistir.

» Adi Sivi Besyeri (Adi Bulyon)

Bilesimi: Yagsiz sigir Kiymast..........oovvevevennnnnn. 500 g
PEPLON. ..o 109 pH=7.2-7.4
TUuZ(NaCl)... e 50
S 1000 cc (L)

Hazirlamsi:500g yagsiz sigir kiymasina 1 L saf su konur ve serin bir yerde 2 saat
bekletilir. Bir saat yavas yavas karistirllarak kaynatilir. Sizilir. Sicakken pepton ve tuz
eritilir. Eksilen su kadar saf su konup litreye tamamlanir. pH’s1 7,2-7,4' e ayarlanir. Deney
tuplerine 15 ml kadar dagitilir. Tiiplerin agizlan pamuklanp, 121 °C’ de 15 dakika sterilize
edilir

> Kati Besiyeri (Adi Agar)
Bilesimi: Adi Bulyon...............coooiiiii, 1000 cc (L)
Al 159 pH =7.2-7.4

Hazirlamsi: Cam baondaki adi buyyona tartilan agar katilir. Agar eriyene kadar
karistinlarak kaynar su banyosunda tutulur. pH'1 7.2—7.4'e ayarlamir. Balonun agzi
pamuklanip, otoklavda 121°C’'de 15 dakika sterilize edilir. Sicakken, besiyeri heniiz
katilasmadan steril petri kutularina 15-20 ml bosaltilip katilasmasi beklenir.

12
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» Nutrient Broth: Bakterilerin gelisimi icin kullanilan genel sivi besiyeridir.

Bilesimi:1) Etekstrakti..........coovviviiiiiiiiiiiie e 1g
Maya ekStrakti..........covveveiieniiiie e 20r pH=7.4£0.2
Pepton.... ..o 59
TUZ(NaCl).. e 5¢g
SAf SU. it 1000 cc (L)
Bilesimi:2) Etekstrakli.........ocoevviiiiiiiiiiiiiiiiiinen, 10g
PEPtON. ... 100r pH 7.5+0.2
Tuz(NaCl)...ooi v, 59
SAf SU.eiiie 1000 cc (L)
Bilesimi:3) Etekstrakti..........covvvviiiiiiiiiiie e 39
Pepton. ..o 59 pH=6.8 £0.2
SAf SU i 1000 cc (L)
Bilesimi:4) Etekstrakti.........cooovviiiiiiiiiiiiiiiiieen, 39
Pepton. ... 59 pH= 7.3t0.2
TUZ(NaCl).. e 8g
SAf SU i 1000 cc (L)

Hazirlamsi: Bilesenleri tartilir ve 1 L saf suda c¢Ozunduruldr. pH'1 ayarlanmr. Test
tiiplerine 10-15 ml kadar dagitilir. TUpler otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize edilir.

» Mac Conkey Agar: Koliform grubu bakterileri ile Salmonella ve Shigella
bakterilerinin ayrim ve tammlanmasinda kullanlan selektif besiyeridir.

Bilesimi: Pepton ......oviiii 20g
LaKLOZ. .. .. 10g
Tuz(NaCl)...oo i e, 5¢0 pH=7.1+0.2
BileSaltsNO.3.......coooviiiiii 15¢
NOtral KiIrmiziSt.......ooovveviii i 0.03g
Kristal viyole.........cooooiiii 0.001 g
A e 135¢
SAf SU. e 1000 cc (L)

Hazirlamsi: Besiyeri bilesenleri tartilir ve 1 L soguk saf suda ¢ozindurdlUr. Agar eriyene
kadar karistinlarak kaynar su banyosunda tutulur. pH’'st ayarlanir. TUplere 15 — 20 ml
kadar paylastirilip otoklavda 121 “C’ de 15 dakika sterilize edilir.
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» Nutrient Agar: Agar katilmis Nutrient Broth besiyeridir.

Bilesimi:1. Etekstraktt..........coooviiiiiiiiiiiiii 1g
Maya ekStraktn. ........coovveveiiinii e 29 pH=7.4+0.2
Pepton.... ..o 59
TUZ(NaCl).. e 5¢g
Al 159
SAf Ui, 1000 cc (L)
Bilesimi:2. Etekstrakti............cooviiiiiiiiiiiii 109
PeptoN. ... 10g pH 7.5t£0.2
Tuz(NaCl)....oo i, 5¢
Al 159
S SU . 1000 cc (L)
Bilesimi:3. Etekstrakti............coovvviiiiiiiiiii 39
PEPtON. ... 509 pH 6.8 +0.2
AQAl i 159
SAf Ui, 1000 cc (L)
Bilesimi:4., Etekstrakti............coovviiiiiiiiiiiii 39
PEDLON. ... 59 pH 7.3+0.2
Tuz(NaCl)...ooo i, 8g
Al 159
S SU it 1000 cc (L)

Hazirlamsi: Bilesenleri tartilir ve 1 L saf suda ¢ozUndUrilUr. Agar eriyene kadar kaynar
su banyosunda tutulur pH’ si ayarlanir. Otoklavda 121 ‘C’ de 15 dakika sterilize edilir.

» Brillant Green Bile Broth: Koliform grubu bakterilerinin  tanmmlanmasi,
dogrulanmasi, izole edilmesi ve sayilmasinda kullanilan selektif besiyeridir.

Bilesimi:  Pepton..........oooiiiiii 10g
LaKtOZ. .. .. 10g pH=5.6+0.2
Ox-bile(safratuzlary).........cccooovviiii i, 209
Brillant gren veya %1’ lik Brillant gren sulu
cOzeltisnden 13.3ml)......ccvveiiiiiiiiens 0.0133g
Saf SU.uii 1000 cc (L)

Hazirlamisi: Hazir besiyerinden 40 g tartilr. Uzerine 1 L saf su eklenip kuvvetlice
karistirilir. Besiyeri hazir degilse pepton ve laktoz 500 ml saf suda ¢ozindurdllr. Daha
sonra 200 ml saf suda ox-bile ¢oziinduriilir. iki ¢ozelti birbirine karstirilir ve %1’ lik
Brillant green ¢ozeltisinden 13.3 ml eklenir. Hacim saf su ile litreye tamamlanir pH’si
ayarlanir. Hazirlanan besiyeri, icine ters olarak Durham tUpleri yerlestirilmis test tlplerine
10" ar ml dagitilip, otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilir.
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» Violet Red Bile Agar: Koliform grubu bakterilerinin tammlanmasi ve sayilmasinda
kullanilan selektif besiyeridir.

Bilesimi: Mayaekstrakti..........oooevviiiiiiiiie e, 39

Pepton ... 79

LaKLOZ. .. ..t 10g

TUZ(NACH) ..o e 59 pH=7.4 +0.2

BileSaltsNO.3.......c.ooviiiiii 15¢

Notral KiIrmiziSt.......o.ooovviiiiii e, 0.03¢g

Kristal viyole...........oooiiiii s 0.002 g

AGA 159

Saf Ui 1000 cc (L)

Hazirlamsi: Hazir karisimdan 41.5 gr tartilir ve 1 L saf su eklenip, agar eriyene kadar
kaynar su banyosunda tutulur.Su banyosunda kaynama sicakliginda en ¢ok 5 dakika
tutulur. pH’ st ayarlanir. VRBA otoklavda sterilize edilmez. Cinkll VRBA besiyeri ekim
yapildiktan sonra 35-37C'de 2024 saat inkibasyon uygulanir. Besiyerinin su
banyosunda kaynatiimasi sirasinda 6lmeyen mikroorganizmalar olsa bile bu kisa
inklbasyon siiresinde gelisemezler.

» Baird-Parker Agar: Gidaardaki stafilokok bakterilerinin  tammlanma ve
sayimlarinda kullamlan selektif besiyeridir.

Bilesimi: Triptofan ............coviiiiiii 10g
Et ekstrakti........ccoooevviiiiii 59
Maya ekstrakii..........covvveiieiiiinieeenn, 59 pH=7.0+0.2
Sodyum piruvat..........cooeeveie i, 109
GliSiN. .. 129
Lityum KIOrUr. .. ..o 59
AGAr e e 209
SAf SU. .t 950 ml

Hazirlamsi: Hazir karisimdan 63 g tartilir ve 950 ml saf su ile ¢ozindirdlUr. Agar eriyene
kadar kaynar su banyosunda tutulur. pH’ st ayarlanir. Tiipler otoklavda 121°C’ de 15 dakika
sterilize edilir. Otoklavlamadan sonra besiyeri sicakligi 40-45°C’ye disiirilip aseptik
kosullarda 50 ml egg yolk- tellurit emilsiyonu eklenerek kuvvetlice karistirilir.
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» Plate Count Agar: Giddarda, su,sit ve Urlnlerinde canli bakteri sayimlarinda

kullanilir.
Bilesimi:  Tripton........coiviii 509
Maya ekStraktn..........oovveveiienii e 25¢g pH=7.0+0.2
GliKOZ.....o e 19
Al 15
SAf SU. e 1000 cc (L)

Hazirlamsi: Besiyeri bilesenleri tartilir ve 1 L saf suda ¢ozindurtlir. Agar eriyene kadar
kaynar su banyosunda tutulur. pH’'st ayarlamir ve gerekirse erlen, tip vb dagitilarak
otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize edilir.

» Simmons Sitrat Agar: Enterobacteriaceae familyast bakterilerinin ayrimlart icin
kullanilan besiyeridir.

Bilesimi: Magnezyumsiilfat ..............cccooiviiiiinns 029
Amonyum di hidrojen fosfat...................... 0.2g
Tuz (NaCl) .o 5¢ pH=7.1+0.2
Sodyum amonyum fosfat......................... 08¢
Tribazik sodyum sitrat..............c.coccvvennenen. 290
Bromtimol maviSi..........cooeeviiii i, 0.08¢
Al 159
SAf SU. . 1000 cc (L)

Hazirlamsi: Hazir karisimdan 23 g tartilir ve 1 L saf su ile ¢ozUndirdlUr. Agar eriyene
kadar kaynar su banyosunda tutulur. pH’s ayarlanmir. Test tiplerine 10 — 15 ml kadar
dagitilr. Tipler otoklavda 121 “C'de 15 dakika sterilize edilir. Otoklavlamadan sonra
tupler yatik olarak katilastirilir.

» Laktoz Broth: Gidalarda, su, sit ve st Urinlerinde koliform grubu bakterilerinin
varliginin saptanmasi ve dogrulanmasi amaciyla kullamlan selektif besiyeridir.

Bilesimi:3 Etekstrakti..........coovvvviiiiiiiiiii i, 30
PEPION. ... 509 pH=6.7-7.1
LaKtOZ. .. vt 59
SAf Ui 1000 cc (L)

Hazirlamsi: Besiyeri bilesenleri tartilir ve 1 L saf suda ¢ozUndurGltr. pH’ st ayarlanir.
Hazirlanan besiyeri igine ters olarak Durham tipleri yerlestirilmis test tlplerine 10"ar mi
dagitilip otoklavda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilir.
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» Eosin Metilen Blue Agar: Enterobacteriaceae familyass Gram (-) bakterilerinin
ayrim ve izolasyonu igin kullanilir.

Bilesimi: Pepton ..o 109
LaKtOZ....covo v 5g
SAKKAIOZ. ... 59
Di potasyum hidrojen fosfat.................. 29 pH=7.2+0.2
BOSINY .o 0.4
Metilen mavisi.........ooooviieiiiiiine e, 0.065¢g
Al 135¢g
Saf SU..ie i 1000 cc (L)

Hazirlamsi: Hazir karisimdan 36 gr tartilir ve 1 L saf su eklenip, agar eriyene kadar
kaynar su banyosunda tutulur. pH’1 ayarlamir. Otoklavda 121°C’'de 15 dakika sterilize
edilir. Besiyeri 60 ‘C'lere dustriliir. Sterilizasyon sirasinda 1si etkisiyle metilen mavisi
indirgendiginden besiyeri turuncu renge donisur. Metilen mavisinin okside olup kendi
mavi-mor renge donmesi igin besiyeri ¢alkalamp, aseptik kosullarda, steril petri kutularina
15— 20 ml kadar bosaltilir.

1.5. Etiket Bilgisini Kullanma

Hazir ticari besiyerlerinin bulunmadiginda yukarida verilen formillere gore besiyeri
bilesimine giren maddeler ayr1 ayr1 hassas olarak tartilarak istenen besiyeri hazirlanir.

Fakat giinimUzde, laboratuvarlarda bazi firmalar tarafindan Uretilmis hazir karisimlar
hélinde, 6zel ambalgjlarda piyasaya sunulan kuru (dehidre) besiyerlerinin bulunmaktadhr.
Hazir ticari Besiyerinin Gzerinde aciklayici bilgiler bulunan etiketleri vardir.

Dehidre ticari besiyerlerininni hazirlamak daha kolaydir. Laboratuvarda zamandan
tasarruf saglar. Genellikle, hazir besiyerinin ambalg etiketinde yazili miktar: tartilip suda
¢Ozulerek hazirlanr ve sterilize edilir. Ancak hazir besiyerlerinin pahalidir.

1.5.1. Etikette Yer Alan Bilgiler
Hazir ticari Besiyerinin etiketlerinde su bilgiler bulunur:

Besiyerinin veya besiyeri bileseninin ismi (pepton, Brillant Green Bile Broth ),
Hangi laboratuvarda kullanildigi(mikrobiyoloji igin-for microbiology- gibi),
Bilesiminde bulunan maddelerin isimleri(kazein, pepton, glikoz, agar gibi),
Bilesiminde bulunan maddelerin g/L, mg/L olarak miktarlar yani tipik bilesimi,
Bir litre besiyeri icin ne kadar tartim yapilacagi,

Sterilizasyonunun nasil ve kag ‘C’tayapilacag,

Belli sicaklikta olmasi gereken pH’si(25 ‘C’ de pH=7,0 gibi ),

Saklama kosullar1 (15— 25 ‘C’ de agz1 kapal1 ve kuru olarak gibi)

VVVYVYYVYVVY
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Plate-Count-Agar
Caseinpepton-Glucose-Hefeextrakt-Agar
fuir die Mikrobiologie

Zubereitung: 22,5 g/l in demin. Wasser
losen  durch  Erhitzen im  siedenden
Wasserbad oder im stromenden Dampf;
autoklavieren (15 min. bei 121 °C)

Ph: 7.0 + bei 25 °C.

Typische Zusammensetzung
(g/Liter): Pepton aus Casein
5,0; Hefeextrakt 2,5;
D(+)Glucose 1,0; Agar-Agar
14,0

Plate Count Agar
Casein-peptone glucose yeast agar
for microbiology

Preparation: in demin.
water

by heating in a boiling bath or in a current of
steam; (15 min. at 121 °C)

Ph: 7.0 + at 25 °C.

Dissolve 22,5 g/l

Typical composition (g/litre):
Pepton from casein 5,0; Yeast
extract 2,5; D(+)Glucose 1,0;
Agar-agar 14,0

Plate-Count Agar

Agar a la peptone de caséine au glucose
et a I'extrait de levure

pour la microbiologie

Préparation: En dissoudre 22,5 g/l dans de
'eau déminéralisée en chauffant dans un
bain d’eau bouillant ou dans un courant de
vapeur; passer a l2autoclave (15 min. a 121
oc)

Ph: 7.0+ a25°C.

Composition type (g/litre):
Peptone de caséine 5,0; Extrait
de levure 2,5; D(+)Glucose 1,0;
Agar-agar 14,0

Plate-Count-Agar

Agar peptone di caseina-glucosio-
estratto

Di lievito

per mikrobiologia

Preparazione: Disciogliere 22,5 g/l in acqua
demin. riscaldando in bagnomaria bollente o
in corrente di vapore; autoclavare(15 min. a
121 °C)

Ph: 7.0+a?25°C

Composizione tipica (g/litro):
Peptone da caseina 5,0;
estratto di lievito 2,5;
D(+)glucosio  1,0; agar-agar
14,0

Tablo 1. 1: Plate Count Agar besiyeri etiketi
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»  Ambalgjdaki miktari(500 g gibi),
>  Ureten firma Uretildigi Ulke, Gretim kodu,
»  Besiyerinin raf 6mri (son kullanmatarihi)

Resim 1.1:Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan hazir besiyeri orijinal siseleri ve etiketleri
1.5.2. Etiket Bilgilerine Gore Hesaplama Ornekleri

Hazir ticari besiyerlerinin formilleri genellikle hacim 1 L (1000 cc) olarak
verilmektedir. Laboratuvarin is yikine gore daha az ya da fazla hacimde besiyeri hazirlamak
gerekebilir. Bunun icin basit bir oranti ile besiyeri bilesenlerinin tartilacak miktarlar

hesaplanir.

Ornegin:250 ml Plate Count Agar hazirlanmas: istenmisse asagidaki gibi hesaplama
yapilir.

Plate Count Agar'in bilesiminde 5 g Tripton, 2,5 g maya ekstrakti, 1 g glikoz, 15 g
agar bulunur.

»  Eger hazir Plate Count Agar(PCA) ise

1L saf suigin
5+ 25+ 1+ 15=235gtartiimas gerekir
1000 ml saf suicin 23.5 gr PCA tartilirsa
250 ml saf suicgin X gr tartilir

X = 250. 235 / 1000 = 5.875 gr hazir Plate Count Agardan
tartilarak 250 ml saf su ile hazirlanmast gerekir.
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»  Eger Plate Count Agar formuldeki bilesenleri ayr1 olarak tartilip hazirlanacaksa

her bilesen icin ayr1 hesaplama yapilir;

1000 ml saf suigin 5 g tripton tartilirsa
250 ml saf suigin X gr tartlir.
X =250.5/1000 = 1.25 gr tripton
1000 ml saf suicgin 2.5 gr maya ekstrakt tartilirsa
250 ml saf suigin X gr tartilir.
X =250. 2.5/ 1000 =0.625 gr maya ekstrakti
1000 ml saf suigin 1gglikoz tartilirsa
250 ml saf suigin X gr tartalir.
X =250.1/1000=0.25gr glikoz
1000 ml saf suigin 15 g agar tartilirsa
250 ml saf suigin X gr tartilir.

X =250.15/1000 = 3.75 gr agar
1.25 gr tripton + 0,625 gr maya ekstrakt: + 0.25 gr glikoz + 3.75 gr agar ve 250 ml saf
su ile hazirlanmast gerekir.

1.6. Besiyeri Hazir ik Asamalari
Bir gida maddesinin mikrobiyolojik analizinde sonuglarin gecerliligi;

»  Andizlere uygun besi ortaminin segilmesine,
»  Besiyerinin dogru olarak hazirlamsina,
»  Dogru kullammuna baglidir.

Ortam bilesimine giren maddeler ve ¢ozeltiler usuliine uygun olarak hazirlanmali ve

saklanmaladhr.
Bilgi ileiyi bir sekilde hazirlanan besiyerlerinde mikroorganizmalar: Uretmek ve izole

etmek dahakolaydir.

Besiyerleri cok farkli sekillerde hazirlanabilir ve kullanilabilir. Tartilan besiyeri
bilesenleri veya dehidre hazir besiyerlerinin hazirlanmasinda sirasiyla;

Tartim s Kabaoktarma ~ = COzlndirme = Berraklastirma
seklinde yol izZlenmelidir.

1.6.1. Tartim

Formule ve istenen hacme gore hesaplanan hazir besiyeri veya besiyeri bilesenleri
hassas terazide tartilir.
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Tartimda agsagidaki noktalara dikkat edilmelidir;

»  Tartimdakullanilan terazi 0.01 gram duyarlilikta olmalidir.

»  Dogrudan besiyeri hazirlanacak erlen ya da balonda tartim yapilmamali, kigik
beher daha dogrusu 6zel tartim kayikciklar: kullanidmalidir.

»  Bediyerlerine katilan organik ve inorganik kimyasal maddeler saf olmal1, bozuk,
kot kokulu, nemlenmis veya son kullanma tarihi gecmis maddeler
kullarmlmamalidir.

»  Tartim sirasinda her besiyeri bileseni igin ayri spatil kullamlmali, tartim ¢abuk
bitirilmeli, tartim sonunda besiyeri kabinin kapag: sikica kapatilmalidir.

»  Tartim sirasinda besiyeri veya besiyeri bilesenlerinin tozlanmamasina dikkat
edilmelidir. Cok az da olsatoz bulutu olusmus ise kesinlikle solunmamalidir.

»  Besiyeri veya besiyeri bilesenleri deriye ve 6zellikle goze temas etmemelidir.
Eger temas varsa hemen bol su ile yikanmalidir.

1.6.2. Kaba Aktarma

»  Tartilan besiyeri veya besiyeri bilesenleri uygun bir erlen veya cam balona
aktarilir.

»  Kullanilan kabin hacmi hazirlanacak besiyeri hacminden daha fazla olmalidir.
Ozellikle besiyeri bilesiminde agar varsa besiyeri hacmi kap hacminin 2/3 veya
3/4' inden fazla olmamalidir.

»  Aktarilan kap kuru olmali, aktarma sirasinda kabin agiz kismina besiyeri veya
besiyeri bilesenleri yapismamalidir.

1.6.3. Cozindurme

Besiyerlerininnde biyik oranda su bulunur. Besiyeri bilesimine giren maddelerin
cozelti héline gelebilmes icin su gerekir. Besiyerinin hazirlanmasinda gendllikle saf su
kullanilir. Cesme suyu bilesimi yorelere gore farkliliklar gostermekte ve dezenfeksiyonu icin
yuksek oranda klorlanmaktadir. Suyunun bilesimi aynm olmadiginda mikrobiyolojik analiz
sonuglar: farkli ¢ikabilir. Klorun mikroorganizmalar tzerine oldurtict etkis vardir. Ayrica
fazla kirecli olan sularda bulunan Cu, Zn gibi metal iyonlar1 da mikroorganizmalara toksik
etki yapar.

»  Besiyeri hazirlamada kullamlan suyun pH’si kontrol edilmeli, pH 5.5 degerinin
altindaise su1sitilarak CO, uzaklastirilmalidir.

»  Besiyerine katilacak su miktarim hatal1 6lgmemek igin dnce istenen hacim kadar

saf su besiyeri hazirlanacak kaba konarak seviye cam kalemi ile isaretlenip

suyun yarisindan fazlasi baska temiz bir kaba aktarilir.

Kaba, yavasca az miktarda su eklenerek bogaz kisminda kalmis olan besiyeri

veya besiyeri bilesenleri yikanr.

Besiyeri veya besiyeri bilesenlerinin ¢bziinmesi icin karistirilir.

Coziinmenin tam olmasi ve kaynatma siiresinin kisaltilmasi i¢in oda sicakliginda

10-15 dakika bekletilir.

Daha 6nce isaretlenen yere kadar saf su eklenir.
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> Besyeri veya besiyeri bilesenlerinin tamamen céziinmes icin 50°C ta su
banyosu veya isiticili manyetik karistiricida isitilir. Eger  besiyerine agar
katilmigsa1sitma islemi kaynama sicakliginda (90-95 °C) uygulanur.
o Eritme sirasinda erlenin agzi1 aliminyum folyo ile kapatilarak buharlasma
ve buharin laboratuvara dagilmas: 6nlenmelidir.
o Isitmaislemi gereksiz yere uzatilirsa buharlasmaile su kaybr olur.
o Ozellikle az oranda agar iceren besiyerlerinde ani kaynama sonucu
tasmalar1 6nlemek i¢in kaba cam boncuk konur veya siirekli karistirilir,
»  Besiyeri hilesenleri ¢ok iyi c¢ozundurilmezse sterilizasyon sirasinda olusan
Maillard reaksiyonlar: nedeniyle esmerlesmeler gorulebilir, bulamklik ve cokelti
olusur, istenen pH’y1 saglamak zorlasir.

1.6.4. Berraklastirma

>  Urediklerinde bulamklik olusturan mikroorganizmalarin tammlanmalarinda
kullarmlan ve dogal ¢okelti maddeleri iceren besiyerleri berraklastirilir. Besiyeri;
o Adi filtre kdgidindan veya pamuktan gecirilerek,
. Santrifijle,
o Kapta bekletilerek kaba partikillerin ¢oktirilmesi (sedimantasyon) ile

berraklastiril abilir.

»  Besiyerinde cokelmis veya ¢ozinmemis partikiller kolonilere benzer gérinim

olusturarak mikroorganizma gelismesinin degerlendirilmesinde yaniltici olabilir.

1.6.5. Besiyeri pH’sinin Ayarlanmasi

Bilesimine giren maddeleri tamamen ¢6ziinmis, berrak besiyerinin pH’ st sterilizasyon
sonrasindaistenen pH degerine gére ayarlanir.

Raf dmri bitmemis, usuliine uygun olarak depolanmis, hazir ticari besiyerlerinin, saf
su ve temiz cam malzeme kullamldiginda kurallara uygun ve dogru olarak hazirlamp hemen
sterilize edildiginde pH’ sinda sorun olmaz.

Besiyeri pH'1, sterilizasyon sonu ve oda sicakhigindaki (25 °C) pH’ dir

1.6.6. Besiyeri pH 1min Olgiilmesi

Besiyerinin pH’ sini belirlemek icin pH metre veya pH kagitlar: kullanilir
»  pH kagitlart bir ucuna 0Ozel indikator cozeltileri emdirilmis ince kagit
cubuklardir. Besiyeri pH's1 6lcil Urken;

o Besiyerinden bir damla besiyeri pH kgidh Uzerine damlatilir veya pH
kagidh besiyeri icine batirilir,
o pH kégidh besiyerinden gikartilip bir stire beklenir.
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o K&gitta olusan renk, renk skalasi ile karsilastirilarak besiyerinin pH'si
belirlenmeye calisilir.

pH kégitlart besiyeri pH araligi hakkinda kabaca bir fikir verir, kesin olarak pH’y1
belirtmez. pH k&gitlarinin yaklasik bir sonu¢ belirtmesi nedeniyle besiyeri pH’inin
Ol¢llmesinde ve ayarlanmasinda pH kégitlar: yerine pH metre kullanilir.

Resim 1. 2. Besiyeri pH’1min pH kégitlari ile dl¢lilmesi

>  pH metre eektrotlan ile gozeltideki H' iyonu konsantrasyonunun sayisal degeri
olculur. pH metreile 6lgtim yapilirken;
o pH metrenin besiyeri sicakligina gére sicakligi ayarlanir.
o Tampon c¢ozeltiler (genellikle pH=4 ve pH=7 veya pH=4 ve pH=11 olan
tampon cozeltiler kullanilir) ile pH metre ayarlanir (kalibre edilir).
o Daha sonra pH metre elektrotlar besiyerine batirilir.
o pH degeri skaladan okunur.

Resim 1. 3:Pille calisan &l pH metresi Resim 1. 4: Dijital pH metre
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Besiyerinin pH’st belirtilen pH'dan yiksek veya disik oldugunda ayarlanmali,
formulde istenen pH’ ya getirilmelidir.

»  Besiyerinin pH'’si filtrasyonla sterilize edilmis 1 N veya 0.1 N HCl ileyada 1l N
veya 0.1 N NaOH kullanilarak ayarlanir. Besiyeri pH’si

e  istenenden yiksekse 1 N veya0.1 N HCI,
) Istenenden diisilkse 1 N veya 0.1 N NaOH kullanlarak formiilasyonunda
belirtilen dereceye ayarlanir.

Besiyeri pH’1min ayarlanirken su noktal ara dikkat edilmelidir;

»  Besiyerinin pH’sim ayarlamrken besiyeri bir erlene aktarilir, manyetik karistirici
ve 1sitictya konur. Besiyerine duruma gére damla damla 1IN veya 0.1 N NaOH
yada 1N veya 0.1 N HCI eklenerek pH ayarlanir.

»  pH ayarlamas: sirasinda asit veya baz damlalarimn elektrotlara degmemesine
dikkat edilmelidir.

>  Besiyerinde agar varsa agarin katilasmamasi icin besiyeri 45 — 48°C’ye kadar
sogutularak pH ayarlanir. Bu durumda pH metre kalibrasyonu da 45 — 48 °C’ de
yapilmalidir.

»  Besiyerinin pH'inda sterilizasyon sonunda 0.2 — 0.4 kadar diisme olabilir. Bunun
icin ya besiyerinin pH'1 istenenden 0.2 — 0.4 kadar yUksek ayarlanir ya da
besiyerine PO, tuzlar gibi tampon maddeler ilave edilir.

»  Gidaisletmelerinde her otoklavlama sonrasi mutlaka pH kontrol G yapilmalidir.

1.7. Besiyeri Hazirlanan Kaplara Hazirlama Bilgilerini Yazma

Hazirlanan Besiyerinin hemen sterilize edilmesi gerekir. Sterilize edilmeden oda
sicakliginda bekletilen besiyerlerininnde mikroorganizma gelisir ve bozulur. Bozulmus
besiyerlerinin de mikrobiyolojik analizlerde kullamilamazlar. Bekletilmeden kullamlmast
Onerilen besiyerlerinin disindakiler ve kisa bir stre sonra sterilize edilecek besiyerlerinin
burgulu veyassilifli siselere konarak buzdolabinda bekletilebilir.

Besiyeri sises Uzerine;

Besiyerinin adh,

Hazirlandigi tarih,
Hazirlanan miktari(hacim),
Hazirlayan kisinin adh yazilir.

YVVVY
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1.8. Besiyerlerini Sterilizasyona Hazirlama Asamalari
pH’ st ayarlanan besiyeri istenen yonteme ve amaca gore sterilizasyona hazirlanir;

»  EMBAgar, SSAgar, PCA, PDA gibi besyerlerinin bulunduklar: cam kaplarda
sterilizasyona hazirlanir.

»  Besyeri bulundugu kaptan erlen, balon veya tiplere bdirli hacimlerde
dagitilarak agzi pamuklanir ve aliminyum folyo ile kapatilir.

»  Durham tUplU besiyeri hazirlanacaksa Durham tpleri, test tlplerine ters olarak
yerlestirildikten sonra besiyeri konur, tiplerin agzi pamuklanir.

»  Besiyeri burgulu veyasilifli rock sisesine konmussa kapaklar gevsek birakilir.

»  Petri kutularinda besiyeri sterilize edilmez.
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» Hazirlanan  besiyeri  tlUpte  sterilize
edilecekse; tUplere uygun miktarda (10-15 p> Tuplere dagitim yaparken tiplukten
ml) besiyeri koyunuz. Tiplerin agzin yararlaniniz.
pamuklayip atminyum folyo ile kapatinz.

> Talpleri tamamen doldurmayiniz.

Y

Dikkatli olunuz
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Hazirlanan besiyeri Durham tlplerinde
sterilize edilecekse; Durham tUplerini test
tlplerine ters olarak yerlestirdikten sonra
uygun miktarda (5-10 ml) besyeri
koyunuz. Tuplerin  agzim  pamuklayip
a Uminyum folyo ile kapatimz.

> Koliform grubu bakterilerinin  gaz
olusturdugunu gorebilmek icin Durham
tlpleri test tuplerine ters
yerlestirilmelidir.

> Besiyerini tlplere bosaltirken tiplerde
hava kabarcigi kalmamalidir.

> lIslem sonunda kullandigimz arac-

Deney tlpl ) el : e
gereci temizleyiniz ve besiyerlerinin
orijinal siselerinin agzim sikica kapatip
yerine kaldiriniz.

Durham tipt

Hazirlanan  besiyeri  Petri  kaplarinda

sterilize  edilecekse;  uygun miktarda P> Petri kabimin i¢ capi en az 80 mm,

besiyerini petri kaplarina aktarimz. sayim icin 12 mm. yukseklikte

Petri  kaplarimn  kapaklarim  kapatip, olmalidir.

bulunduklart  ylzeyde sekiz rakam

dogrultusunda hareket ettiriniz. > Agarli besiyerleri petri kaplarinda
steril edilmez. Agarlt besiryerleri;
erlen gibi blylk kaplarda steril

edildikten sonra, aseptik kosullarda
steril petri kaplarina dokal Or.
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2. BESIYERLERININ STERILIZASYONU VE
MUHAFAZAS

2.1. Besiyeri Sterilizasyonu ve Asamalari

Gida mikrobiyoloji laboratuvarinda sonuglarin guvenirligini etkileyen en 6nemli
faktor sterilizasyondur.

»  Sterilizasyon
Bir ortarmi tUm mikroorganizmalar ve sporlardan arindirmaktir.

Kullammma hazir steril besiyerlerinin ve besiyeri katkilari disginda laboratuvarda
hazirlanan tim besiyerlerinin ve besiyeri katkilar: sterilize edilmelidir.

»  Sterilizasyonun amaci

Dehidre besiyeri, besiyeri katkilar1 ve besiyeri hazirlamrken kullamlan cam arag-
gereg, hassas terazi, su, pamuk, vidali kapak vb.den kaynaklanabilecek tim
mikroorganizmalar1 yok etmektir. Boylelikle besiyerinde yalmzca oOrnekten veya ana
kulturden gelen mikroorganizmalarin gelismesi saglanir.

Besiyerlerinin yapisina ve 6zelligine gore farkli yontemlerle sterilize edilir. Besyeri
sterilizasyonunda;
o Isil islem (basingli buhar(=otoklav),tindalizasyon, kaynatma)
o Membran filitrasyon
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o Isinla sterilizasyon yontemleri kullamlir. Diger sterilizasyon yontemleri
olan kuru hava sterilizasyonu ve kimyasal maddelerle sterilizasyon
yontemleri besiyeri sterilizasyonu igin uygun degildir.

» Besyerlerininis ile sterilizasyonunda amag:

Besiyeri icinde bulunabilecek tiim mikroorganizmalari ve sporlarim 6ldirmek
Fakat besiyerinin yapisina en az zarar verecek derecede 1sil islem uygulanmalidir.

Cunki gok yuksek sicaklikta ve uzun stre 1sil islem uygulandiginda besiyerinin yapisi
bozulabilir, agarin jellesme 6zelligi olumsuz etkilenir, besiyerinde mikroorganizmalar igin
toksik bilesikler olusabilir.

Dusuk sicaklikta ve kisa siire 1sil islem uygulandiginda besiyerinin sterilizasyonu
yeterli olmaz ve 0zellikle kontrol amagli mikrobiyolojik analizlerde hatal1 sonug bulunur.

> Bedgyerlerinin sterilizasyon sicakhk dereces ve uygulama siresi;

Besiyeri cinsine,

Hazirlanan besiyeri miktarina,

Besiyerinin sivi ya dakati olusuna,

Besiyerinin bulundugu kabin cinsine gore degisir.

»  Bedyericins
Besiyerlerinin kullamm kilavuzunda sterilizasyon kosullart belirtilir. Her besiyeri
Onerilen stire ve sicaklikta sterilize edilmelidir.

»  Haarlanan besiyeri miktari

Balondaki 1 L besiyeri ile test tupindeki besiyerinin 1sil islem sires aym
olmamalidir. Laboratuvarlarda pratik olarak besiyerlerinin 500 ml hacimlerde hazirlanmasi
Onerilir. Test tlplerindeki besiyerleri 121 ©C'de 15 dakika sterilize edilirken, 2 L’liklerin 30
dakika sterilize edilmesi gerekir.

»  Besgyerinin sivi ya dakati olusu
Agarin 1st iletim katsayisi dusik oldugundan agarl1 besiyerleri sivi besiyerlerinden 5—
10 dakika daha uzun siire sterilize edilirler.

Kap cing Sivi hacmi Sire (dakika)
Test tipleri 5-15ml 15
500 ml erlen 250-350 ml 20
1litre erlen 500-750 ml 25
2 litre erlen 1-15L 30
5litre erlen 2-3L 45

Tablo 2. 1:Sterilize edilecek hacme gore 121 OC’ ta otoklavda sterilizasyon siiresi
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»  Besyerinin bulundugu kabin cins

Maddelerin 1si iletim katsayisi farkli oldugundan besiyerinin bulundugu kabin cam,
metal ya da plastik olusu, ince yadakalin ¢eperli olusu sterilizasyon siresini etkiler.

Not: Besiyerleri petri kutulari icinde sterilize edilmez. Balon, erlen, sise gibi
kaplarda hazirlanan ve sterilize edilen agarli besiyerleri, aseptik kosullarda steril petri
kutularina 15-20 ml kadar dokultr ya da dokme plak yontemiyle ekim yapilir.

2.1.1. Otoklavda Sterilizasyon

Su banyosunda en ¢ok 100 °C’lik sicaklik saglandigindan besiyerlerinin genellikle
otoklavda sterilize edilir. Otoklav, basincli buhar Uretilen cift cidarl1 araglardir.

»  Otoklavda sterilizasyonun esasi
Havanin su buhari ile yer degistirmesi ve buhar araciligr ile 1st aktariminin daha kolay
yapilmasidir.

Otoklav ile;
. Su buhar: e de edilir.
. Su buhar: istenen sicaklikta ve siirede kontrol altinda tutulur.

Otoklavda basingla elde edilen doymus su buharinin sicakligi, agikta kaynatmaile elde
edilen su buharindan daha yiksek sicaklikta oldugundan mikroorganizmalar Uzerine
oldurtcu etkis fazladir.

Sicaklik( °C) Basing(atm) Sicaklik( °C) Basing(atm)
100 0,0 121 15.0
105 2,8 125 19.0
110 6,0 130 24.5
115 9,8 134 29.4

Tablo 2. 2:Otoklavda sterilizasyonda sicaklik-basing déntisimu
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\
Resim 2. 1: Cesitli otoklav 6rnekleri

Mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan otoklav kullanim talimatina gore calistirilarak
hazirlanan besiyerlerinin sterilize edilir (Mikrobiyolojik Analizlere Hazirlik modullnd
hatirlayiniz).

»  Bedyerlerinin otoklav ile sterilizasyonunda dikkat edilecek noktalar:

o Y erlestirme yapilirken;
o] Otoklav asir doldurulmamali,
o] Vidal kapakli siselerin agizlar: ¢ok siki olmamali,
o] TUp ve erlenlerin pamuk ya da tikaclar ¢cok siki olmamalidir. Aksi
durumda hava paketleri olusur ve sterilizasyon saglanamaz.

o Otoklavda hava kalmamali, buhar ¢ikis vanasi agik olmalidir. Otoklavda
hava kalirsa olusan su buhari istenen sicakliga ulasamaz ve yeterli
sterilizasyon yapilamaz.

o Sterilizasyon bittikten sonra basing 0'a dismeden otoklavin kapag
acilmamalidir. Kapak hemen agilirsa ani basing dustisti nedeniyle sterilize
edilmis besiyerleri kaplardan tasabilir.

2.1.2. Su Banyosunda Sterilizasyon

Su banyosu 100 °C’ye kadar sicaklik elde edilebilen, icine saf su konan ve suyu
istenen sicaklikta sabit tutmay: saglayan termostat: olan 6zel 1siticilardir.

» VRBA bedyeri yanzca kaynatilarak sterilize edilir. ClUnkl burada amag
besiyeri hazirlamada kullamlan arag-gerec ve sudan kaynaklanabilecek
Enterobacteriaceae ailes bakterilerinin yok edilmesidir. Kaynatma sirasinda
mayalar, kifler ve sporsuz tim bakteriler olar. Canli olarak kalhus sporlu
bakteriler VRBA'nin bilesimindeki inhibitdr maddeler nedeniyle standart analiz
siresi olan 48 saat icinde gelisemezler.
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>  Selenit sistin Broth gibi bazi besiyerleri su banyosunda 60°C’de tutularak
sterilize edilir.

»  Su banyosu agarli besiyerleri hazirlanirken agarin eritilmesinde kullamldig gibi
jelétin veya seker iceren besiyerlerinin sterilizasyonunda da kullanilir.

»  Su banyosunda kaynatma ve kademeli sterilizasyon yani tindalizasyon
yontemiyle sterilizasyon dayapulir.

o Tindalizasyon

Bilesiminde karbohidratli, proteinli veya sit gibi yiksek 1sida bozulan gida maddel eri
bulunan besiyerlerininne uygulamr. Gunumuizde artik pek gegerli olmayan tindalizasyon
yontemi otoklavin dogru calismadigindan stphelenildigi ya da otoklavin bozuk oldugu
durumlarda kullanmlabilir.

o Tindalizasyonun esasi; art arda belli sirelerde, tc kez 100 ©C'larda 1sil
islem uygulanmasidr.

o Tindalizasyon uygulamalarina ornekler:

Ornek 1:
e Besiyerine 1. gin 100°Cde 30 dakika -1 saat 1sl islem uygulanarak
mikroorganizmalarin vegetatif formlari 6ldirdl ir. Daha sonra besiyeri oda sicakliginda 24
saat bekletilerek ortamda bulunan sporlarin gimlenerek vegetatif hdle gegmesi saglanir.

e Besiyerine 2. giin 85-100°C'de 30 dakika —1 saat 1sil islem uygulamr. Var olan
vegetatif formlar: yok edilir. Yine besiyeri oda sicakliginda 24 saat bekletilerek ortamda
bulunan son sporlarin gimlenerek vegetatif hdle gegmesi saglanir.

e Besiyerine 3. giin 100°C’ de 30 dakika —1 saat 1sil islem uygulanir. Ortamda bulunan son
vegetatif formlar: oldirdl Gr.

Tablo 2. 3: Tindalizasyon uygulamasinin yapilis1 ve mikroor ganizmalar a etkisi

Ornek 2:
e Besiyeri kaynar su banyosunda 80°C’de 1 dakika tutulur, mikroorganizmalarin vegetatif
formlart dldurdlur. Daha sonra besiyeri oda sicakliginda 1 saat bekletilerek ortamda
bulunan sporlarin ¢imlenerek vegetatif hale gecmesi saglanr.
e Besiyeri su banyosunda kaynama sicakliginda 95-98°C’ de 30 dakika tutulur ve hizla
sogutularak oda sicakliginda 8 saat bekletilir. Termal sok ve bekleme ile sporlarin
cimlenerek vegetatif héle gecen formlari yok edilir.
o Yukaridaki islem toplam 3 kez uygulanir.

Tablo 2. 4: Farkh bir Tindalizasyon uygulamasinin yapilisi ve mikroor ganizmalar a etkisi
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Sekil 2. 1:0zel tindalizasyon kazam
2.1.3. Filtreile Sterilizasyon:

Bir besiyerinde bulunan mikroorganizmalarin gegemeyecegi kadar kucuk gozenekli
(<0,20- 0,45 mikron capl1) 6zel filtrelerden gecirilerek ayrilmalarim saglayan sterilizasyon
yontemidir.

> Porselen, diyatome topragi, kiselgur, asbest-sellloz, nitroselliloz ve sinterlenmis
camdan yapilmus filtreler kullaniimaktadir.

»  Vitamin ve friktoz gibi keton grubu iceren karbohidratlar sicaklik etkisiyle
bozulur. Bu maddeler 6nce filtre ile sterilize edilir daha sonra besiyeri bilesimine
katilirlar.

»  Filtre ve filtrenin yerlestirildigi govde, otoklavda sterilize edildikten sonra
vakum ve basing uygulayarak besiyerinin sterilizasyonu gerceklestirilir.

»  Filtre edilecek cozelti tam ¢dzinmis olmal1 ve filtrat mutlaka steril bir kaba
aktarilmalidir.

Sekil 2. 2: Filtreile sterilizasyon
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2.1.4. Mikrodalga Firinda Sterilizasyon
Radyasyon mikroorganizmalar: 6ldurur, enzimlerini inaktive eder.

Y aklasik 500 rad (=1 g madde tarafindan absorbe edilen radyasyon miktari) dozundaki
radyasyon insam oldurir. Bakteri sporlarinin tamamen yok edilmesi ve sterilizasyonun
saglanmast icin birkag milyon rad gerekir.

Istnlama ile sterilizasyon daha ¢ok 6zel amagli dehidre besiyeri Uretiminde kullanilir.
Isinlarla sterilizasyon, maddede sicaklik yikselmediginden soguk sterilizasyon denir.
Sterilizasyonda kullanilan isinlar; UV, beta ve gamaisinlar: kullanilir.

» UV asinlan yuzeysel etkilidir. Gida isletmelerinde hava, su, arag-gere¢ oda
sterilizasyonunda kullanilir.

» X vegamasinlan pratik olarak gida mikrobiyolojisinde kullamlmaz. Y almzca
1sinlanmus Triptik Soya Broth ve Ready Cult uygulamal arinda kullanl maktadir.

Mikrodalgalar radyan enerjinin elektromanyetik dalgalaridir. Dalga boylar1 0.025—
0.75 cm, frekandar: ise 400-20000 megahertz olan 1sinlardir. Bir megahertz saniyede bir
milyon titresim demektir.

Direkt aev, sicak hava, sicak buhar gibi 1sil islemlerde 1s1, ylzeyden igeriye dogru
ilerlerken mikrodal ga 1sitmasinda; 1s1 maddeye cok hizli ve Gniform bir sekilde girerek bitiin
su molekillerini ve polar molekillleri ayni zamanda harekete gecirerek maddenin i¢
kismindaki suyun kaynamasin saglar.

Otoklavla sterilizasyonun zaman aldig1 ve bazen sterilize edilecek malzemelere zarar
verebildigi, filtre sterilizasyonu az miktarda ortama uygulandigi ve pahal: bir yontem oldugu
icin mikrodalga firinda sterilizasyon yapilmaktadir. 700 Watt guicunde ev tipi mikrodalga
firin kullanarak %3 sakkaroz iceren 100 ml bes ortamu 5 dakikada, 250 ml bes ortanu 10
dakikada, 1000 ml=1 L bes ortam 15 dakikada, agar iceren bes ortamlar: ise 15 dakikada
sterilize edilebilir.

2.2. Sterilizasyonlalgili Dikkat Edilecek Noktalar

»  Besiyerlerinin hazirlanmasinda ve dagitiminda kullamilan cam malzemelerin de
mikroorganizmalarin Uremesini engelleyen maddelerden arindiriimis olmast
gerekir.

>  Besiyeri katilan maddelerde zit (antagonist) etkiler bulunmamalidir. Ornegin:
dekstroz, PO, gibi tuzlarla birlikte otoklavda sterilize edilirse inhibitor bilesikler
olusabileceginden karbohidratlar ayr1 olarak sterilize edilip besiyerine sonra
katil1r.

»  Otoklavlama siiresi sterilize edilecek besiyerinin hacmine, besiyeri bilesiminde
agar olup olmadigina, kullamlan kabin cinsine ve et kainligina gore
belirlenmelidir.
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Y

Onerilen sterilizasyon sicaklik ve siirelerine titizlikle uyulmalidir. Cunki uzun
sire, yuksek sicakliktaki 1s1 uygulamas besiyeri pH’ 1 degistirir, ¢okelme ve
esmerlesmelere neden olur. Besiyerindeki agarin katillasma 6zelligini azaltir.
Besiyeri hazirlandiktan sonra en geg 1 saat iginde sterilize edilmelidir.

Otoklavin guvenlik ve etkinligi belli periyotlarla kontrol edilmelidir.

2 litreden fazla hazirlanan besiyerinin sterilizasyonunda kullanilan otoklavda
besiyerini calkalama, havalandirma diizenekleri olmalidir.

Katki maddesi eklenecek agarli besiyerine sterilizasyon Onces manyetik tas
atilarak, manyetik tasin da besiyeri ile birlikte sterilize edilmesi saglanmalidir.
Uygulanan sterilizasyonun tarihi, baslangic sicakligi, sterilizasyon sicakligina
ulasma ve bu sicakliginda kalma stireleri kayit altina alinmalidir.

Istya duyarli olan pepton ve seker iceren besiyerlerinde sterilizasyon sonunda
esmerlesme, kararma olmussa bu besiyerleri analizlerde kullaniimamalidir.

YV V YV VVYVY

2.3. Sterilizasyon Sonrasi Islemler
2.3.1. Katki Maddelerinin Eklenmesi

Sterilizasyondan sonra agarli besiyerine katki maddesi ilave edilecekse katki
maddeleri 30-35°C’ de, besiyeri ise 45-50 °C’ de olmalidir. Soguk katki maddesi besiyerinde
yer yer jellesmelere neden olur.

2.3.2. Sterilize Besiyerinin Petri Kutularina Dok tlmesi

»  Sterilize edilmis PCA veya PDA gibi besiyerlerine dokme plak yontemi ile ekim
yapilacaksa besiyeri 45 °C ’ye kadar sogumaya birakilir.

»  Agarli besiyerine cizme ya da yayma yontemleri ile ekim yapilacaksa besiyeri
500C’a kadar sogutup hemen steril petri kutularina 15-20 ml dokdltr Petri
kutusunda besiyeri kalinligi ¥2 cm=5 mm kadar olmal1 ve katilasmasi beklenir.

Resim 2. 2: Tupten steril petri kutularina agar h besiyeri bosaltma
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2.3.3. Agarh Besinyerlerinin Y Uzeylerinin Kurutulmasi
»  Ekimde sirme teknigi kullanilacaksa gelisecek mikroorganizma kolonilerinin
yayilmasim ve birbirine karismasim 6nlemek icin petri kutularindaki agarl:
besiyerlerinin yuzeyleri kurutulur. Petri kutularina dokilmis besiyerlerinin
ylzeyi 1slak veya ¢cok kuru olmamalidir.
»  Besiyerinin ylzeyinde su damlaciklar varsa kurutulmasi gerekir.

Besiyeri yuzeylerinin kurutulma nedenleri;

»  Idak ylzeylerde hareketli bakteriler yayilici tip koloni, hareketsiz bakteriler ise
normalden daha buiyik koloniler olusturur,

»  Asin kuru yuzeylerde ise normalden daha kiguk koloniler olusur ve her iki
durum dayanlis ve hatal1 sonuglaraneden olur.

Besiyer ylizeyin kurutulmasinda dikkat edilecek noktalar;

»  Kurutma mutlaka serbest hava akimi olmayan, temiz yerlerde yapilmalidir.
Etlvler, steril hava akimi ile ¢aisan asilama kabinleri, UV 1sinlan ile sterilize
edilmis kabinler, besiyerlerinin ylzeylerinin kurutulmasinda en guvenli
ortamlardir.

»  Kurutmaicin petri kutular: kapag: alta gelecek ve ¢ok az agik birakilacak sekilde
yerlestirilir.

> 37°Clik etilv raflarinda 10-15 dakika bekletilerek kurutma yapilabilir.

= 0 =

Sekil 2. 3: Ylzeyi kurutulacak petri kutularinin etiive kapag alta gelecek sekilde yerlestirilmes

2.3.4. Tiplerdeki Besiyerlerine Yapilan Islemler

»  Tupte dik agar kiltar( hazirlanacaksa tupler, tiplUkte bekletilerek katilasmast
beklenir.

»  Tupte yatik agar kiltirl hazirlanacaksa tupler uygun bir destekle hafif meyilli
olarak bekletilip katilasmasi saglanir.
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»  Besiyeri, Durham tlplerinde sterilize edilmisse Durham tipleri otoklavdan
cikartilip hemen akan gesme suyunda sogutulur ve tiplerin besiyeri ile dolu olup
olmadig: kontrol edilir.

2.3.5. Agarh Besiyerlerinin Yeniden Eritilmes

>  Agarli besiyerleri tekrar kullanlacag zaman 35-90°C'deki su banyosunda
eritilir. Eritme islemi kisa sirede bitirilmeli, agarl: besiyeri 50°C’de 3 saatten
fazla bekletilmemelidir. Aksi durumda agar katilasma Ozelligini kaybeder.

»  Agarli besiyerleri yalmzca bir defa eritilip kullamImalidir.

»  Katki ilave edilmis besiyerleri, yuksek sicakliga duyarli besiyerleri, otoklavda
sterilize edilmemis agarl1 besiyerleri yeniden eritilip kullanilmamalidir.

Resim 2. 3: Kat1 besiyerini eritme

2.4. Sterilizasyon KontrolU

Hangi yontemle sterilize edilmis olursa olsun mikrobiyolojik analizlerde kullanmlacak
malzemelerin gercekten sterilize olup olmadigimin kontrolt yapilmalidir. Sterilizasyon
kontrolt yapilirken kontaminasyon olmamasina dikkat edilmelidir. Sterilizasyon kontrolt
biyolojik ve kimyasal indikatorlerle veya daha basit olarak sahit besiyeri kullanilarak
yapilabilir.

»  Kimyasal indikatorler: Belli sicakliklarda renk degisimi gosteren kimyasal
indikatorler iceren kagit, tip, serit vb. sekillerde hazirlanmis test materyalleridir.
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Sterilizasyonda istenen sicakliga ulasilip ulasilamadigi kullamlan indikatorin renk
degisimi ile anlagilir. En fazla kullamlan kimyasal indikator otoklav seritleridir. 121°C de 15
dakika olan standart serilizasyon siresinde serit renk
gorilmemesi yeterli sterilizasyon yapilmadigim gosterir.

degistirir. Renk degisikligi

Sterilizasyon yontemi

Kullanilan indikatorler

Olusan renk degisimi

Otoklavda veya kuru hava | Browne tipleri
ile sterilizasyon
Otoklavda sterilizasyon Steam Clox kégitlar - q
Otoklavda sterilizasyon Diack tupleri Eriyerek

kirmiziya
Otoklavda sterilizasyon Otoklav seridi Acik renkten koyu renge
Otoklavda sterilizasyon Bowie-Dick seritleri Acik renkten koyu renge

Gama isinlartyla | Azo boyali polivinil klorid | Saridan
sterilizasyon seritler
Tablo 2. 5:Kimyasal indikatérler
»  Biyologjik indikatorler: Sterilizasyonadirenci (rezistansligi) bilinen, belli sayida

canli sporlart igeren Ozel test indikatorleridir ve otoklavin, sicakliga direncli
bakteri sporlarim 6ldirme yetenegini ortaya koyarlar. Biyolojik indikatorler
sterilizasyon sirasinda sterilize edilecek maddelerle birlikte otoklava konur.
Sterilizasyon sonunda ise inktibasyona birakilarak mikroorganizma tremesi olup
olmadig: kontrol edilir. inkilbasyonda mikroorganizma tremesi gorilmemisse
sterilizasyon yeterli yapilmis demektir. Biyolgjik sterilizasyon indikatorlerine

sterikon denir.

Sterilizasyon Bakteri tlrl ve spor | Test Materyali Sterilizasyon sonrast

yontemi say1s1(10° adet’ inkiibasyon sekli

Otoklavda Bacillus Kagit serit veya|55 °Cde  gvi

sterilizasyon stearothermophilus | diskler besiyerinde 5 gln
aerobik inkiibasyon

Kuru hava ile | Clostridium tetani Steril kum 37 Cde swi

sterilizasyon besiyerinde 5 gin
anaerobik
inkiibasyon

Gama  sinlanyla | Bacillus pumilis Kagit serit veya|37 °C'de swi

sterilizasyon diskler besiyerinde 5 gin
aerobik inkiibasyon

Tablo 2. 6:Biyolojik indikator ler
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Resim 2. 4: Sterikon biyoindikator; sar1 turuncu renk yetersiz sterilizasyonu gosterir.

»  Sahit besiyeri ile sterilizasyon kontroll: Asilanmanmus (inokile edilmemis) bir
besiyeri asilanmis diger besiyerleri ile birlikte inklbasyona birakilir. Y eterli
sterilizasyon yapildiginda asilanmams besiyerinde treme goriilmez. Uremenin
gozlenmes sterilizasyonun iyi yapilmadigim gosterir ve bu besyerleri
mikrobiyolojik analizlerde kullamlmaz.

2.5. Besiyerlerinin Muhafazas

Besiyerlerinin hazirlanmasi zahmetli ve zaman alict oldugundan fazla hazirlanabilir.
Fazla hazirlanan besiyerleri uygun sekillerde muhafaza edilmelidir. BOylece besiyerlerinin
kurumalari, kontaminasyonlar: ve bilesimlerinin bozulmasi: 6nlenmis olur.

» Bedgyerlerinin Muhafazasinda Dikkat Edilecek Noktalar

o Besiyerleri erlen, cam balon veya kapakli siselere 1/3'i bos kalacak
sekilde konulur.

) Besiyerlerinin kondugu erlen, cam balon ve siselerin agzi kapakli veya
silifli olmal1 ya da pamuk tikagla kapatiimalidir. Pamuk tikagin Uzerine
aliminyum folyo konup, kabin boyun kismu iple sikica baglanmalidir.
Aksi durumda besiyeri ¢ok cabuk bozulur.

o Besiyerleri hazirlandiktan sonra, burgulu veya silifli rock sisesine konup
sterilize edilmisse, dSterilizasyon ©Onces gevsek birakilan kapaklar
sikistirilarak buzdolabina konur.

o Bekletilmeden  kullamlmast  onerilen  besiyerleri chsindakiler
buzdol abinda(+4°C’ de) muhafaza edilmelidir.

o Saklanabilen 6zellikte ve petri kutularina dokilmis besiyerleri plastik
torbalar iginde sogukta saklanmalidir.

o Buzdolabina konmayan besiyerleri nemli, serin ( 4-8 ©C’) ve karanlik bir
yerde muhafaza edilmelidir.
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o Rose Bengal Agar gibi bazi besiyerleri 1siktan da korunmali ve renkli
siselerde muhafaza edilmelidir.

o Selektif ve diferansiyel besiyerleri bir hafta, on giin icinde kullaniimalidir.

o Kontamine olmus veya kurumus besiyeri plaklar: atilmalidhr.

o ISO 11133'e gore katki eklenmemis olmak kosulu ile besiyerleri
buzdolabinda en ¢cok 3 ay depolanabilir.

. Besiyerlerinin  muhafazasinda en ©6nemli nokta su kaybinin
Onlenmesidir. Petri kutularindaki besiyerleri, sise ve ba onlarda muhafaza
edilen besiyerlerinden daha fazla nem kaybeder. Muhafaza edilen
besiyerlerinde nem kaybi;

o] Y Uzeyin asir kurumasina neden olur.
o] Agirlik kaybina neden olur.
o] Ozellikle Gram (-) bakteriler ve selektif besiyerlerinde sahte
sonuclar ortaya cikarir.
Agarli besiyerlerinde izin verilen agirlik kaybr oram % 15'tir. Petri kutularinin vakum
altinda depolanmast nem kaybin: onler.

Resim 2. 5: Buzdolabinda muhafaza edilmek icin yerlestirilmis petri kutulari ve saklama
siselerinde besiyerleri

2.6. Haair Ticari Besiyerleri ve Muhafazas

Hazir olarak satilan kuru formdaki besiyerleri veya besiyeri bilesenleri genellikle nem
cekicidir. Sicakligave 1isigakars: cok duyarlichir. Bu nedenle hazir ticari besiyerleri;
»  Satildiklar: orijina kaplarinda,
> 25°C' dan disik sicaklikta,
»  Kuru ve karanlik ortamlarda saklanmalidir.
o Hazir ticari besiyerlerinin her kullanimdan sonra orijinal kaplarimn
kapaklar: sikica kapatilmalidir.
o Kutu ilk acildiginda renk, topaklanma, kaliplasma vb. ¢zellikleri kontrol
edilip agilmatarihi laboratuvar defterine kaydedilmelidir.
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Son kullanma tarihi gegen ve iyi saklanmayan hazir ticari besiyerleri veya besiyeri
bilesenleri kullamlarak hazirlanan besiyerlerinde bulaniklik, ¢okelme, pH gibi problemler
olusabilir.

Homojen yapisi olmayan, topaklanmis, kaliplasms, rengi degismis dehidre besiyerleri
mikrobiyolojik analizlerde kullamlmaz.
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