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ACIKLAMALAR

KOD

541G10065

ALAN

Gida Teknolojisi

DAL/MESLEK

Gida Kontrol/Gida Laboratuvar Teknisyeni

MODULUN ADI

Besiyeri Hazirlama

MODULUN TANIMI

Bu modiil Gida Teknolojisi Alan1 Gida Kontrol dalinda egitim
ve Ogretim goren Ogrenciler i¢in hazirlanmis besiyerlerinin
cesitleri, formiilleri, hazirlanmalari, besiyerinin 6zelligine
uygun olarak sterilize edilmesi, sterilize edilmis besiyerleri ve
hazir ticari besiyerlerinin saklanmasi ile ilgili bilgi ve
becerilerinin islendigi bir 6grenme materyalidir.

SURE

40/32

ON KOSUL

Bu modill icin“’Mikrobiyolojik Analizlere Hazirhk”’
modiiliinii basarmis olmak 6n kosuldur.

YETERLIK

Besiyeri hazirlamak

MODULUN AMACI

Genel Amacg

Bu modiil ile uygun ortam saglandiginda formiilasyonuna

uygun  olarak  besiyeri  hazirlayabilecek,  besiyerinin

sterilizasyonunu ve muhafazasini yapabileceksiniz.

Amaclar

1. Formiilasyonuna uygun olarak besiyeri
hazirlayabileceksiniz.

2. Besiyerinin  Ozelligine uygun olarak  besiyerinin
sterilizasyonunu ve muhafazasini gergeklestirebileceksiniz.

EGITIM OGRETIM
ORTAMLARI VE
DONANIMLARI

Mikrobiyoloji laboratuvari, hazir besiyeri karigimlart veya
besiyeri bilesenleri, besiyeri formiilasyonlart veya hazirlanig
kilavuzu, deney tiipleri, erlen, balon joje, saf su, baget, terazi, su
banyosu, siizge¢ kagidi, huni, su gecirmez yagh pamuk,
aliminyum folyo, tiipliik, pipet, petri kaplari, cam yazar kalem,
pH kagidi, 0.1 N NaOH, 0.1 N HCI, meziir, piset, Durham
tiipleri  (test tiipleri), otoklav, sterilizasyona hazirlanmig
besiyerleri steril petri kaplar, tiipliikk, buzdolabi, malzeme
dolab.

(")LgME VE
DEGERLENDIRME

Bu modiil igerisinde her 6grenme ve uygulama faaliyetinden
sonra yapilan 6lgme ve degerlendirmeler ile kendi kendinizi
degerlendirebileceksiniz.

Modiil sonunda Ogretmeniniz tarafindan yapilan yazili ve
uygulamali 6lgme araglar ile kazandigimiz bilgi ve beceriler
degerlendirilecektir.







GIRIS

Sevgili Ogrenci,

Gida teknolojisi acisindan patojen mikroorganizmalarin bulagsmasimin engellenmesi,
diger mikroorganizmalarin sayilarinin standartlara uygun en alt diizeye indirilmesi, gida
tiretiminde kullanilan fermantasyon mikroorganizmalarimin aktivitelerinin kontrolii ¢ok
onemlidir. Bunun i¢in de Oncelikle mikrobiyoloji laboratuvarinda mikroorganizmalarin
uygun besiyerlerininnde tiretilmesi ve incelenmesi gerekmektedir.

Besiyeri kisaca, mikroorganizmalarin gereksinimi olan besin Ogelerini igeren,
mikroorganizmalar1 bulunduklar1 ortam disinda ve laboratuvarlarda tiretmek igin formiile
edilmis yapay ortamlardir.

Besiyerleri mikroorganizmalarin iiretilmesi, gelistirilmesi, tanimlanmalari, sayimlari
yapilarinin ve biyokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi, saf kiiltiirlerinin elde edilmesi,
biyolojik ve metabolik tiriinlerinin elde edilmesi ile gida, su, ¢evre kontrolleri gibi ¢cok farkli
amaglarla kullanilabilir.

Amag ne olursa olsun kullanima hazir steril besiyerleri ve besiyeri katkilar1 diginda,
laboratuvarda hazirlanan tiim besiyerlerinin ve besiyeri katkilari sterilize edilmelidir. Gida
mikrobiyoloji laboratuvarinda sonuglarin giivenirliligini etkileyen en oOnemli faktor,
sterilizasyondur.

Besiyerleri, yapisina ve &zelligine gore 1sil islem, membran filitrasyon ve 1sinla
sterilizasyon gibi farkli yontemlerle sterilize edilir. Besiyerlerinin sterilizasyonunda, besiyeri
i¢cinde bulunabilecek tiim mikroorganizmalar ve sporlarini 6ldiirmeli, fakat besiyerinin yapisi
zarar gormemelidir.

Gida sektoriinde kalite kontrol elemani olarak gorev alacak olan sizler Besiyeri
Hazirlama modiilii ile istenen formiilasyona uygun olarak besiyeri hazirlayabilecek,
besiyerini  6zelligine uygun yontemle sterilize edebilecek ve muhafazasini
gergeklestirebileceksiniz.






OGRENME FAALIYETI-1

AMAC

Bu faaliyet sonucunda gerekli bilgileri alip, uygun ortam, arag-gere¢ ve ekipman
saglandiginda formiilasyonuna uygun olarak besiyeri hazirlayabileceksiniz.

ARASTIRMA

>

Besiyerleri ve dzelliklerini farkli mikrobiyoloji uygulama kitaplar: ve internet

kaynaklarindan arastiriniz.

> Cevrenizdeki varsa gida isletmeleri ve varsa mikrobiyoloji laboratuvarlarina
giderek hangi besiyerlerini hangi amaglarla kullandiklarini arastiriniz.

> Besiyerlerini hazirlama asamalarini gozlemleyiniz.

> Besiyerleri ile ilgili TS EN 12322’ yi inceleyiniz

> Arastirma ve incelemelerinizi rapor haline getirip, sinifta arkadaslarinizla
tartisiniz.

1. BESIYERI (ORTAM, VASAT)

Besiyerleri;

> Mikroorganizmalari, bulunduklar1 ortam disinda ve laboratuvarlarda iiretmek
i¢in formiile edilmis,

> Mikroorganizmalarin gereksinimini olan besin 6gelerini igeren,

> pH’1 uygun,

> Besleyici,

> Kat1 veya siv1, yapay ortamlardir.

Besiyerlerine; ortam= vasat= kiiltiir ortami= kiiltiir vasati= kiltiir besiyeri gibi isimler
de verilmektedir. Besiyerinin ingilizce karsihg ‘medium’ dur.

Besiyerleri ¢ok farkli amaglarla kullanilabilir. Bunlar mikroorganizmalarin;

YVVVYVYVYVY

Uretilmesi, gelistirilmesi ve canliliklarinin korunmast,
Duyarlilik ve sterilite testleri,

Saf kiiltiirlerinin elde edilmesi(izolasyonu),
Tanimlanmalar (identifikasyon),

Sayimlari,

Yapilarinin ve biyokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi,
Biyolojik ve metabolik iriinlerinin elde edilmesi

3



> Gada, su ve ¢evre kontrolleri,
»  Antibiyotik ve vitamin analizleri olabilir.

Mikroorganizmalarin kalitsal yapilar1 ve enzim sistemleri farklhidir. Fakat tiim
mikroorganizmalarin bir ortamda gelisebilmesi i¢in;

Suya,

Bir enerji kaynagina (1s1k veya kimyasal),

Bir karbon kaynagina,

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

YVVVYY

Besiyerlerinin bilesiminde mutlaka bulunmasi gereken maddeler:

Su,

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

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

Vitaminler (6zellikle B grubu), piirin ve primidin bazlari, amino asitler gibi
ureme faktorlerti,

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

YV V. VYV VYV

Ototrof (kendi beslek) mikroorganizmalar, ¢ok basit ortamlarda tireyebilirler.

Heterotrof (dis beslek) mikroorganizmalarin, gelisebilmesi ve tiretilmesi i¢in ortama
tireme faktorleri, organik ve inorganik bilesiklerin ilave edilmesi gerekir. Ayrica patojen
bakteriler ve laktik asit bakterileri vb tiretiminde kullanilacak besiyerlerine segici veya ayirt
edici maddeler de katilmaktadir.

Bu nedenlerle tiim mikroorganizmalar i¢in uygun tek bir besiyeri formiilii yoktur.
Laboratuvarlarda;

> Kullanim amacina,
> Bilesimine,
»  Hazrlanis sekline gore uygun besiyeri secilir.

Ornegin siit tiim mikroorganizmalarin gelismeleri icin gerekli besin dgelerini ve suyu
igerir. Uziim suyunda da mikroorganizmalarin geligmeleri igin gereken besin maddeleri ve su
bulunmaktadir. Fakat {izim suyunun pH’1 diisiik (asitligi yiiksek) oldugundan, yalnizca
disik pH’> da gelisen laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri ve mayalar igin
uygundur.(10. simif Genel Mikrobiyolojisi modiillerinde mikroorganizma gelisimine etki
eden faktorlerden pH konusuna bakiniz.).

Laboratuvarlarda kullanilan besiyerleri, bitki ve hayvan dokularinin ezilmesinden
veya ekstraksiyonlarinin karistirilmasindan elde edilir.



1.1. Besiyeri Cesitleri

Besiyerleri siniflandirilmasi farkli sekillerde yapilabilir.
1.1.1. Fiziksel Ozelliklerine Gore
1.1.1.1. Kat1 Besiyerleri

Bilesimine kivam verici, katilagtirict madde katilmis besiyerleridir. Katilastirici madde
olarak en ¢ok agar daha az olarak da jelatin, yumurta, serum, alginatlar ve silika jel
kullanilir. Ornegin Nutrient Agar, EMB Agar gibi.

1.1.1.2. Siv1 Besiyerleri

Icinde katilastirict madde bulunmayan daha ¢ok mikroorganizmalarin iiretilmesinde
kullanilan besiyerleridir. Ornegin et suyu, peptonlu su, Nutrient Broth (besleyici buyyon).

1.1.2. Kaynaklarina Gore
1.1.2.1. Hayvansal Kaynakh Besiyerleri

Yumurta sarisi, karaciger, balik unu, siit, et suyu gibi hayvansal dokulardan elde
edilmis besiyerleridir.

1.1.2.2. Bitkisel Kaynaklh Besiyerleri

Patates ekstrakti, portakal serumu gibi bitkisel dokulardan elde edilmis besiyerleridir.
1.1.3. Kullanim Amacina Gore
1.1.3.1. Genel Besiyerleri

Mikroorganizmalar igin gerekli besin maddelerince yeterli ve zengin, belli bir
mikroorganizma grubunun gelismesini 6zel olarak artirmayan, bir¢ok mikroorganizmalarin
gelismesini saglayan besiyerleridir. Tiim mikroorganizmalarin gelisilebilecegi ozellikte bir
besiyeri yoktur. Genel besiyerlerinde laktik asit bakterileri ve patojen bakteriler disinda pek
¢ok mikroorganizma gelisebilir.

Genel besiyerleri, diger baz1 Besiyerinin hazirlanmasinda temel besiyeri olarak
kullanilir. Ornegin Nutrient Broth, Nutrient Agar.

Genel besiyerleri agagidaki amaglar i¢in kullanilir:

Toplam mezofil ve psikrofil aerob bakteri sayimi

Bozulma veya hastalik etmeninin 6n izolasyonu

Ginliik kullanimdaki bakterilerin aktiflestirilmesi, korunmasi

Genel besiyerlerinin inkiibasyon kosullarinin degistirilmesi ve kontrolii
Anaerob mikroorganizmalarin gelistirilmesi
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Nutrient Broth ve Nutrient Agar gibi genel besiyerlerine maya ekstrakti, siit, serum,
kan gibi maddeler ilave edilerek istenen amaca uygun, farkli besiyerleri elde edilir.

1.1.3.2. Ozel Besiyerleri

Calisma amacina gore segilen, belli bir mikroprganizma grubu i¢in hazirlanan ve
yapilar1 daha kompleks (karmasik) olan besiyerleridir. Ozel besiyerleri ¢cok ¢esitlidir.

>

Canlandirma Besiyerleri: Bir ortamda zarar goérmiis, iireme yetenegi azalmus,
canlilik orami diisiikk olan mikroorganizmalarin canlanmasini, gelismesini ve
adaptasyonunu saglayan sivi besiyerleridir.

Selektif (Secici) Besiyerleri: Formiilasyonu yalnizca belli bir mikroorganizma

veya mikroorganizma grubunun tipik gelisimini saglayacak sekilde hazirlanmig

besiyerleridir.

Selektif besiyerlerinin bilesimine diger istenmeyen mikroorganizmalarin enzim

veya metabolizma sistemlerini olumsuz etkileyen, gelismelerini engelleyen;

. Boyalar,

. Antibiyotikler,

. Kimyasal maddeler,

o Safra tuzlar1 gibi inhibitor maddeler pH ayarlamalariyla istenen
mikroorganizmalarin gelismeleri saglanir.

Ornegin ortama 1/500.000 oraninda kristal viyole eklendiginde gram (+)

bakteriler gelisemez sadece gram(-) bakteriler gozlenir.

Eosin Metilen Blue Agar, SS Agar, Violet Red Bile Agar, Brillant Green Bile

Broth, Mac Conkey Broth gibi.

Elektif (Secime Yonelik) Besiyerleri: Formiilasyonu belli bir
mikroorganizmanin minimum diizeyde gelisimini saglayan besin
Ogelerini  karsilayacak sekilde hazirlanmis  besiyerleridir.  Elektif
besiyerleri ile karisgtk bir mikroorganizma kiiltiirinden istenen
mikroorganizmalar ayrilir (izole edilir).

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

Diferansiyel (Farklara  Doniik) Besiyerleri: Belli bir
mikroorganizmanin kendi tiiriine 6zgii tipik koloniler olusturdugu kati
besiyerleridir. Ortama bazi boya ve kimyasal maddeler Kkatilarak
mikroorganizmalarin tireme sekli ayr1 bir 6zellik kazanir.

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

Not: Baz1 besiyerlerinin, hem selektif (se¢ime yonelik) hem diferansiyel
(farklara doniik) olabilir. Ornegin Mac Conkey Broth besiyerlerinde
laktoz ve indikator olarak da brom krezol moru vardir. Koliform



bakterileri laktozu fermente ederek kirmizi renkli koloniler, laktozu
fermente edemeyen Salmonella tiirleri ise renksiz koloniler olusturur.

Selektif, elektif ve diferansiyel besiyerleri ile gida 6rneklerindeki veya
karigik kiiltiirlerdeki belli bir mikroorganizma veya mikroorganizma
grubu izole edilerek saf kiiltiirleri elde edilir.

Zenginlestirme Besiyerleri: Karistk mikroorganizma  kiiltiiriinde

istenmeyen mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen, izolasyonu

istenen mikroorganizmalarin ise bolca iireme ve gelismesini saglayan,

genellikle s1v1 besiyerleridir.

Zenginlestirme besiyerleri;

o Istenen mikroorganizmalarin izolasyonu icin besin ogeleri ve pH vb.
ihtiyaglarini en iyi diizeyde karsilar.

o Bu besiyerleri inkiibasyonu sicaklik ve siire agisindan izolasyonu istenen
mikroorganizma tiirline gore kontrollii olarak yapilmasini saglar.

Ornegin Selenit Broth 16-20 saat kadar koliform bakterilerinin
gelismelerini engellediginden, Salmonella tiirii bakterilerin izolasyonunda
kullanilan zenginlestirme besiyeri ¢esididir.

Biyokimyasal Test Besiyerleri: Mikroorganizmalarin test edilen

maddede biyokimyasal degisim olusturup olusturmadiklarin1 belirlemek

amactyla kullanilan sivi veya kat1 olarak hazirlanabilen besiyerleridir.

Biyokimyasal test besiyerlerine;

o Glikoz, laktoz, sakkaroz vb. karbohidratlar,

° Nitrat, sitrat, tire tuzlari,

o Brom timol mavisi, fenol kirmizis1i gibi indikatorler katilarak
mikroorganizmalarin gesitli biyokimyasal 6zellikleri saptanir.

Tamamlama ya da dogrulama besiyerleri: Inkiibasyondan sonra
kiiltiire eklenen 0©zel indikatorlerle (ayirag), mikroorganizmalarin
metabolizma {riinlerinin  saptanmasimni  ve tanmnmalarim1  saglayan
besiyerleridir. Tripton Water, Glikoz Fosfat Broth gibi.

Indirgenmis besiyerleri: Formiilasyonu oksijensiz ortamda yasayabilen
anaerob mikroorganizmalarin iyi diizeyde gelisimini saglayacak sekilde
hazirlanmis besiyerleridir. indirgenmis besiyerlerine tiyoglikat gibi
indirgen maddeler katilir. Bu maddeler, besiyerindeki ¢6ziinmiis oksijeni
baglar ve ortami anaerob hale getirir.



1.2. Bir¢ok Besiyerinin Bilesimine Giren Temel Maddeler

1.2.1. Agar

Bazi deniz yosunlarindan elde edilen uzun zincirli polisakkarittir. Toz veya lifler
halinde dretilir. Yapisinda 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 —95'C’de erir, 40 — 45 C’de katilagur.

> Besiyeri pH’indan etkilenmez.

> Besiyeri pH’1 5’ten disik oldugunda veya uzun siire yiksek 1sil islem
uygulandiginda, katilasma 6zelligini yitirebilir.

> Besiyerlerine amaca gore %0.05 — 2 oraninda katilir. (standart kullanim orani
%1 -1.5’dir.).

> Mikroorganizmalarda hareketliligin belirlenmesi, mikro aerob o&zellikteki
bakterilerin gelistirilmesi amaciyla hazirlanan besiyerlerinde agar %0.05 — 0.3
gibi diisiik oranda kullanilir.

»  Yiksek asitli besiyerlerinde ise jellesme 6zelligini koruyabilmek igin agar orani
arttirilir.

1.2.2. Pepton

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

>

>

Peptonlar, mikrobiyolojide tek basina besiyeri olarak kullanilabilen nadir
maddelerden biridir. Pek ¢ok bakteri yalnizca % 1 peptonlu ortamda gelisebilir.
Bilesiminde suda ¢oziinen, kiigiik molekiillii amino asitler, peptitler,
polipeptitler, inorganik tuzlar ve riboflavin, niasin gibi B grubu vitaminleri
bulunur.

Besiyerlerine %1-2 oraninda katilir.

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

Peptonun tampon madde 6zelligi de vardir. Ciinkii mikroorganizma aktivitesi
sonucu olusan metabolik iiriinlerin besiyeri pH’in1 degistirmesini belli 6lgiide
engeller.

1.2.3. Maya Ekstrakti (Yeast Extract)

Ekmek mayas:1 (Saccharomyces cerevisiae), bira mayasi gibi mayalarin enzim veya
asitle hidrolizinden elde edilir.



>

>
>

Yapisinda suda ¢oziinen N (Azot)’lu maddeler, maltoz, glikojen, pentozlar vb.
karbohidratlar, B grubu vitaminleri, K, PO, vb. tuzlar, organik asitler bulunur.
Besiyerlerine % 0.5-1 oraninda katilarak ortam zenginlestirilir.

Maya ve kiiflerin gelistirilmesi i¢in uygun besiyeridir.

1.2.4. Et Ekstrakt1 (Beef Extract)

Bakteriler igin genel besiyeri olarak kullanilir. Yagsiz, tendonlari ayrilmis sigir
etinden (kiymasindan) elde edilir.

>

Yapisinda N (Azot)’lu madde olarak proteinler degil, suda ¢dziinen amino
asitler, kiiclik peptitler, mineraller, iz elementler, B kompleks vitaminleri, piirin
bulunur.

Karbohidrat icermediginden karbohidratlardan asit olusturma testlerinde
kullanilabilir.

Besiyerlerine %1 oraninda katilir

Piyasada  hazir  olarak  buyyon denen et suyu ekstrakti
satilmaktadir Kullanilacagi zaman 10g bulyon 1 litre suda ¢oziindiirilerek
pepton, amino asitler, bazi vitaminler ve minerallerce zengin besiyeri elde
edilmis olur.

1.2.5. Tuz (NaCl)

Besiyerlerinde iyon konsantrasyonunu ayarlamak ve izotonik (es basingli) ortam
yaratmak i¢in kullanilir.

>

>
>

Besiyeri pH’1 alkali (NaOH) ile ayarlandigi zaman ¢dken PO, ve COj’larin
yerini alir.

Besiyerlerine % 0.5 oraninda katilir.

Tuz seven (halofilik) ve tuza dayanikli (halotolerant) bakterilerin selektif
izolasyonunda tuz orani artirilir.

1.2.6. Jelatin

Sinir, kemik, tendon vb. hayvansal dokulardan elde edilen protein yapisinda bir
maddedir. Agar gibi katilastirici 6zelligi vardir fakat daha g¢ok mikroorganizmalarin
proteolitik aktivitelerini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilir.

>
>
>

37 °C’de erir, 23-26°C’de katilasur.

Besiyerlerine %12 — 15 oraninda katilir.

pH’1 5’ten kiigiik oldugunda ve 120°C’de 1sil islemde katilasma o6zelligini
kaybettiginden jelatin igeren besiyerinin sterilizasyonu daha ¢ok 110°C’de
yapilir.

1.2.7. Karbohidratlar

Fermente olabilen karbohidratlar, mikroorganizmalar i¢in enerji ve C kaynagidir.
Besiyerlerinde karbohidratlar;



VVV VYVV

1.2.8. Kan

Mikroorganizmalarin tiremesini hizlandirmak,

Fermantasyon o6zelliklerini saptamak,

Mikroorganizmalarin asit olusturma 6zelligini izleyerek asit olusturan
kolonilerin 6n tanimlanmalar1 amaciyla kullanilirlar.

Besiyerlerine % 0.1-1 oraninda katilir.

En ¢ok kullanilan karbohidratlar glukoz, laktoz ve sakkarozdur.

Karbohidratlar yiiksek sicaklikta sterilize edilirlerse dekompoze (ayrisma)
olurlar ve organik asitler meydana gelir. Organik asitler besiyeri pH’sim
diistirdiiklerinden mikroorganizmalarin gelisimini inhibe edebilirler. Bu nedenle
besiyerine katilacak karbohidratlar ya ayri olarak sterilize edilip, daha sonra
besiyerine katilmali ya da sterilizasyonlar1 tindalizasyon veya filtrasyon gibi
yontemlerle yapilmalidir.

Sivi veya kati bazi besiyerlerini zenginlestirmek i¢in ya da mikroorganizmalarin
hemoliz (alyuvarlarin par¢alanmasi) dzelliklerinin saptanmasi testlerinde kullanilir.

>

>

Kan sterilize edilmis ve 45-50 'C’a sogutulmus agarli besiyerine % 5 — 10
oraninda katilir.

Bilesiminde organik ve inorganik maddelerle iireme faktorleri vardir. Yavas
iireyen mikroorganizmalarin gelisimini kolaylastirr.

1.2.9. Tampon Maddeler (Buffer)

Mikroorganizmalarin gelisimine etki eden en Onemli faktorlerden biri pH’dir.
Besiyerinde tireyen mikroorganizmalarin metabolik artiklari ortamin pH’in1 degistirebilir.
Besiyeri pH’1n1 kontrol altinda tutmak igin tampon maddeler katilir.

>

>

Tampon maddeler, 6zellikle besiyerine fermente olabilir. Karbohidratlar
katildiginda kullanilirlar.

En ¢ok kullanilan tampon maddeler K,HPO,, KH,PO,, N,HPO, gibi fosfatlar,
Na,COj; 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 iyonlarini baglayip
mikroorganizmalarin bu iyonlar1 kullanmasini engelleyebilirler ve besiyerinde
bulaniklik olusturabilirler. Bunlar1 6nlemek igin ortama Ca, Mg, Fe iyonlarn
katilmal1 ve hazirlanan besiyeri hemen kullanilmalidir.

1.2.10. inorganik maddeler

Ozellikle hazir olarak satilan besiyerlerine mikroorganizmalarin ihtiyacina gére
mineraller eklenebilir. Fakat genellikle besiyerine katilan pepton, bulyon, maya ekstrakti, et
ekstrakt1 mikroorganizmalarin mineral ihtiyacim yeteri kadar karsilamaktadir.
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Not: Besiyerine yukaridaki maddeler disinda amaca gore inhibitérler, gelismeyi
artirict maddeler (stimiilatorler), anaeroblarin gelismesini saglayan indirgeyici maddeler,
dogal ortam olusturan maddeler vb. katilabilir.

1.3. Besiyerinin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler

Uygun miktarda su bulunmali yani su aktivitesi yiiksek olmali,
Mikroorganizmalarin gereksinimini karsilayacak kolayca kullanilabilir besin
maddeleri icermeli,

Uygun asit-baz (pH) dengesine sahip olmali,

Berraklik, katilik gibi fiziksel 6zellikleri elverisli olmali,

Osmotik basinci, oksidasyon/rediiksiyon (indirgenme/ylikseltgenme) potansiyeli
mikroorganizmalara uygun olmali,

Mikrobiyolojik anlamda steril olmali, sterilizasyon kontrolii yapilmali.

Ekim oOncesi sterilizasyon hazirligi ve sterilizasyon uygulamasi titizlikle
uygulanmali,

Dis ortamdan mikroorganizma kontaminasyonunun O&nlenmesi i¢in 0zel
kaplarda hazirlanmal1 ve saklanmali.

YV VYV VVVY VYV

1.4. Besiyeri Formiilasyonlari

Her Dbesiyerinin bilesimi (formiilii) bellidir. Kullanim amacina, bilesimine ve
hazirlanis sekline gére uygun besiyerinin secilmesi gerekir. Laboratuvarlarda ¢ok kullanilan
bazi1 Besiyerinin formiilleri ve hazirlanislar1 asagida verilmistir.

»  Adi siv1 besiyeri (Adi Bulyon)

Bilesimi: Yagsiz sigir kiymast........................... 500 g
Pepton.....ccoooviiiiiii 10g pH=7.2-74
Tuz (NaCl)...ooooiiii S5g
Sl 1000 cc (L)

Hazirlanisi1:500g yagsiz sigir kiymasmna 1 L saf su konur ve serin bir yerde 2 saat
bekletilir. Bir saat yavas yavas karistirilarak kaynatilir. Stiziiliir. Sicakken pepton ve tuz
eritilir. Eksilen su kadar saf su konup litreye tamamlanir. pH’s1 7,2—7.,4’e ayarlanir. Deney
tiiplerine 15 ml kadar dagitilir. Tiiplerin agizlar1 pamuklanip, 121 'C’de 15 dakika sterilize
edilir

» Kati besiyeri (adi agar)
Bilesimi: AdiBulyon..........................l 1000 cc (L)
Agar. .o 159 pH =7.2-7.4

Hazirlamisi: Cam balondaki adi buyyona tartilan agar katilir. Agar eriyene kadar
karigtirilarak kaynar su banyosunda tutulur. pH’1 7.2-7.4’¢ ayarlanir. Balonun agzi
pamuklanip, otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir. Sicakken, besiyeri heniiz
katilagmadan steril petri kutularina 15-20 ml bosaltilip katilagmas1 beklenir.
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» Nutrient broth: Bakterilerin gelisimi i¢in kullanilan genel siv1 besiyeridir.

Bilesimi:1) Etekstrakti................coooviiiiiinn, lg
Maya ekstraktt...........c.ooooiiiiiiiii, 2 gr pH=7.4+0.2
Pepton......oooeiiiii 5¢g
Tuz (NaCl)..ooiii e, 5¢g
Saf SU....oiii 1000 cc (L)

Bilesimi:2) Etekstrakti................ccooviiiiiini, 10g
Pepton.......ooovviiii 10 gr pH 7.5+£0.2
Tuz (NaCl)....ooiiiiii e 5¢g
Saf SU. .o 1000 cc (L)

Bilesimi:3) Etekstrakti.................c..ooo 3g
Pepton.......oooveiiiiii S5¢g pH= 6.8 +0.2
Saf SU..e 1000 cc (L)

Bilesimi:4) Etekstrakti.................c..o 3g
Pepton......coovviiii 5¢ pH=7.3+0.2
Tuz(NaCl)..oovii e, 8g
Saf SU. .t 1000 cc (L)

Hazirlamsi: Bilesenleri tartilir ve 1 L saf suda ¢oziindiirilir. pH’1 ayarlanir. Test
tiiplerine 10—15 ml kadar dagitilir. Tiipler otoklavda 121 C’de 15 dakika sterilize edilir.

» Mac conkey agar: Koliform grubu bakterileri ile Salmonella ve Shigella
bakterilerinin ayrim ve tanimlanmasinda kullanilan selektif besiyeridir.

Bilesimi: Pepton .....oooiiiiii 20g
Laktoz.....oovviiiiii 10g
Tuz(NaCl)..o.ooooiiii e, S5¢g pH=7.1+0.2
Bile Salts NO.3. ..o, 15¢g
Notral Kirmizist.........ooovveviiiiiiiiiiinne... 0.03g
Kristal viyole.........ooovvivriiiiiiiiiiieens 0.001 g
AgaT. . 135¢

Saf SU. .o 1000 cc (L)

Hazirlanisi: Besiyeri bilesenleri tartilir ve 1 L soguk saf suda ¢oziindiiriiliir. Agar eriyene
kadar karistirilarak kaynar su banyosunda tutulur. pH’s1 ayarlanir. Tiiplere 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. Etekstrakti...............ooovvviiiiiiiiiniinn, lg

Maya ekstraktt...........c.ooooiiiiiiiii, 2g pH=7.4 £0.2

Pepton... ..o 5¢g

Tuz (NaCl)..ooiii e, 5¢g

AGAT. i I5¢g

Saf SU.. ..o 1000 cc (L)
Bilesimi:2. Etekstrakti.................cooiiiiiiiii, 10g

Pepton......cooeiiii 10g pH 7.5+£0.2

Tuz(NaCl)..ooiii e 5¢g

N 15¢g

Saf SU. .t 1000 cc (L)
Bilesimi:3. Etekstrakti................ooooiiiiiiiiiii, 3g

Pepton.....coooveiiiii 5¢g pH 6.8 £0.2

AGaT. . i I5¢g

Saf SU. . 1000 cc (L)
Bilesimi:4. Etekstrakti...............cooooiiiiiiiiiiin, 3g

Pepton......cooeiiii 5¢g pH 7.3+£0.2

Tuz (NaCl)...oooiiiii e 8g

N2 15¢g

Saf SU. .t 1000 cc (L)

Hazirlamisi: Bilesenleri tartilir ve 1 L saf suda ¢oziindiiriiliir. Agar eriyene kadar kaynar
su banyosunda tutulur pH’s1 ayarlanir. Otoklavda 121 C’de 15 dakika sterilize edilir.

» Brillant green bile broth: Koliform grubu bakterilerinin tanimlanmasi,
dogrulanmasi, izole edilmesi ve sayilmasinda kullanilan selektif besiyeridir.

Bilesimi: Pepton..............oooooiiii 10 g
Laktoz....o.ovviiniii 10 g pH=5.6+0.2
Ox-bile(safra tuzlart)...............coeviiiinn.n. 20g
Brillant gren veya %1°lik Brillant gren sulu
¢ozeltisinden 13.3 ml)...........coevviiiininnnnn. 0.0133 g
N F i | PP 1000 cc (L)

Hazirlamisi: Hazir besiyerinden 40 g tartilir. Uzerine 1 L saf su eklenip kuvvetlice
karigtirtlir. Besiyeri hazir degilse pepton ve laktoz 500 ml saf suda ¢oziindiiriiliir. Daha
sonra 200 ml saf suda ox-bile ¢oziindiiriiliir. ki ¢ozelti birbirine karistirilir ve %1°lik
Brillant green ¢ozeltisinden 13.3 ml eklenir. Hacim saf su ile litreye tamamlanir pH’s1
ayarlanir. Hazirlanan besiyeri, igine ters olarak Durham tiipleri yerlestirilmis test tiiplerine
10’ar ml dagitilip, otoklavda 121 'C’de 15 dakika sterilize edilir.
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» Violet red bile agar: Koliform grubu bakterilerinin tanimlanmasi ve sayilmasinda
kullanilan selektif besiyeridir.

Bilesimi: Maya ekstraktt............oooiiiiiii, 3g
Pepton ...oooiiiii 7g
Laktoz....covvviiiiiiii e, 10 g
Tuz (NaCl)...ooooiiiii e 5¢g pH=7.4 £0.2
Bile Salts NO.3....oooiiii 15¢g
Notral Kirmizist........oooovviiiiiiiiiiiinnnn.. 0.03g
Kristal viyole..........coevviiiiiiiiiiiiiieann, 0.002 g
YN ) I5¢g
Saf Ui 1000 cc (L)

Hazirlamisi: 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’s1 ayarlanir. VRBA otoklavda sterilize edilmez. Ciinkiit VRBA besiyeri ekim
yapildiktan sonra 35-37'C’de 20-24 saat inkiibasyon uygulanir. Besiyerinin su
banyosunda kaynatilmasi sirasinda Glmeyen mikroorganizmalar olsa bile bu kisa
inkiibasyon siiresinde gelisemezler.

» Baird-Parker Agar: Gidalardaki stafilokok bakterilerinin tanumlanma ve
sayimlarinda kullanilan selektif besiyeridir.

Bilesimi: Triptofan ..................ocooiiiiiin 10g
Etekstrakti...........o.ooooii S5¢g
Maya ekstrakti............cooviiiiiiiiinnn... 5¢g pH=7.0+0.2
Sodyum piruvat.........c.coevriiiiniinnennnnn. 10 g
GlSIN. ..ot 12¢g
Lityum klorlir.........coooeviiii, 5¢g
N 20¢g
Saf SU...ii 950 ml

Hazirlamisi: Hazir karisimdan 63 g tartilir ve 950 ml saf su ile ¢oziindiriiliir. Agar eriyene
kadar kaynar su banyosunda tutulur. pH’s1 ayarlanir. Tiipler otoklavda 121'C’de 15 dakika
sterilize edilir. Otoklavlamadan sonra besiyeri sicakligi 40-45°C’ye diisiiriiliip aseptik
kosullarda 50 ml egg yolk- tellurit emiilsiyonu eklenerek kuvvetlice karistirilir.

» Plate Count Agar: Gidalarda, su,siit ve lriinlerinde canli bakteri sayimlarinda
kullanilir.

Bilesimi:  Tripton................ooooiiiiii 5¢g
Maya ekstraktl..........cooeviiiiiiiiiiiniiniinnnn, 25¢g pH=7.0 £0.2
GlKOZ. ..o lg
AGar. ., 15
Saf SU. .t 1000 cc (L)

Hazirlamisi: Besiyeri bilesenleri tartilir ve 1 L saf suda ¢6ziindiiriiliir. Agar eriyene kadar
kaynar su banyosunda tutulur. pH’s1 ayarlanir ve gerekirse erlen, tiip vb dagitilarak
otoklavda 121'C’de 15 dakika sterilize edilir.
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» Simmons sitrat agar: Enterobacteriaceae familyas: bakterilerinin ayrimlari igin
kullanilan besiyeridir.

Bilesimi: Magnezyum siilfat .........................l 02¢g
Amonyum di hidrojen fosfat...................... 02¢g
Tuz (NaCl)..oviiiiiiiiie e 549 pH=7.1+0.2
Sodyum amonyum fosfat......................... 08¢g
Tribazik sodyum sitrat.....................ooeee. 2g
Brom timol mavisi..........ccooevviviiiiiiniininnnn 0.08 g
AGAT. i 15¢g
Saf SU. .o 1000 cc (L)

Hazirlamisi: Hazir karisimdan 23 g tartilir ve 1 L saf su ile ¢6ziindiiriiliir. Agar eriyene
kadar kaynar su banyosunda tutulur. pH’s1 ayarlanir. Test tiiplerine 10 — 15 ml kadar
dagitilir. Tiipler otoklavda 121 ‘C’de 15 dakika sterilize edilir. Otoklavlamadan sonra
tiipler yatik olarak katilastirilir.

» Laktoz broth: Gidalarda, su, siit ve siit triinlerinde koliform grubu bakterilerinin
varliginin saptanmasi ve dogrulanmasi amaciyla kullanilan selektif besiyeridir.

Bilesimi:3 Etekstrakti................... 3g
Pepton.......coovviiiii S5¢g pH=6.7-7.1
Laktoz.....ooeiiiiiii i, S5¢
Saf SU....oiiii 1000 cc (L)

Hazirlamisi: Besiyeri bilesenleri tartilir ve 1 L saf suda ¢6ziindirilir. pH’s1 ayarlanir.
Hazirlanan besiyeri igine ters olarak Durham tiipleri yerlestirilmis test tiiplerine 10’ar ml
dagitilip otoklavda 121 C’de 15 dakika sterilize edilir.

» Eosin metilen blue agar: Enterobacteriaceae familyasi1 Gram (-) bakterilerinin
ayrimi ve izolasyonu igin kullanilir.

Bilesimi: Pepton ......oooviiiii 10g
Laktoz. ..ccovvviviiiiiii S5g
SakKaroz.......o.ovvevriviiiiiniiieieieeiinn 5¢g
Di potasyum hidrojen fosfat.................. 2g pH=7.2+0.2
Eosin Y...oooooiiiiiii 0.4
Metilen mavisi.........ooeevevnieneeiininnn.n. 0.065 g
N 2 ) 135¢
Saf SU. v 1000 cc (L)

Hazirlamisi: Hazir karisimdan 36 gr tartilir ve 1 L saf su eklenip, agar eriyene kadar
kaynar su banyosunda tutulur. pH’1 ayarlanir. Otoklavda 121‘C’de 15 dakika sterilize
edilir. Besiyeri 60 ‘C’lere diisiiriiliir. Sterilizasyon sirasinda 1s1 etkisiyle metilen mavisi
indirgendiginden besiyeri turuncu renge doniisiir. Metilen mavisinin okside olup kendi
mavi-mor renge donmesi i¢in besiyeri ¢alkalanip, aseptik kosullarda, steril petri kutularina
15 — 20 ml kadar bosaltilir.
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1.5. Etiket Bilgisini Kullanma

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

Fakat giiniimiizde, laboratuvarlarda bazi firmalar tarafindan tretilmis hazir karigimlar
halinde, 6zel ambalajlarda piyasaya sunulan kuru (dehidre) besiyerleri bulunmaktadir. Hazir
ticari Besiyerinin tizerinde agiklayici bilgiler bulunan etiketleri vardir.

Dehidre ticari besiyerlerini hazirlamak daha kolaydir. Laboratuvarda zamandan
tasarruf saglar. Genellikle, hazir besiyerinin ambalaj etiketinde yazili miktar1 tartihip suda
¢oziilerek hazirlanir ve sterilize edilir. Ancak hazir besiyerleri pahalidir.

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

Besiyerinin veya besiyeri bileseninin ismi (pepton, Brillant Green Bile Broth ),
Hangi laboratuvarda kullanildigi(mikrobiyoloji i¢in-for microbiology- gibi),
Bilesiminde bulunan maddelerin isimleri(kazein, pepton, glikoz, agar gibi),
Bilesiminde bulunan maddelerin g/L, mg/L olarak miktarlar1 yani tipik bilesimi,
Bir litre besiyeri i¢in ne kadar tartim yapilacag,

Sterilizasyonunun nasil ve ka¢ 'C’ta yapilacagi,

Belli sicaklikta olmas1 gereken pH’s1(25 'C’de pH=7,0 gibi ),

Saklama kosullar1 (15 — 25 'C’de agz1 kapal ve kuru olarak gibi)

Ambalajdaki miktar1(500 g gibi),

Ureten firma iiretildigi iilke, tiretim kodu,

Besiyerinin raf 6mrii (son kullanma tarihi)

VVVVVVVVVYVYY

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

Hazir ticari besiyerlerinin formiilleri genellikle hacim 1 L (1000 cc) olarak
verilmektedir. Laboratuvarin is yiikiine gore daha az ya da fazla hacimde besiyeri hazirlamak
gerekebilir. Bunun igin basit bir oranti ile besiyeri bilesenlerinin tartilacak miktarlari
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 ¢
agar bulunur.

Eger hazir Plate Count Agar(PCA) ise

1L saf'suigin
5+ 25+ 1+ 15=23,5 g tartilmasi1 gerekir
1000 ml saf su i¢in 23.5 gr PCA tartilirsa
250 ml saf su igin X gr tartilir
X = 250. 23.5 / 1000 = 5.875 gr hazir Plate Count Agardan
tartilarak 250 ml saf su ile hazirlanmasi gerekir.

Eger Plate Count Agar formiildeki bilesenleri ayr1 olarak tartilip hazirlanacaksa
her bilesen i¢in ayr1 hesaplama yapilir;

1000 ml saf su igin 5 g tripton tartilirsa
250 ml saf su igin X gr tartilir.
X =250.5/1000 = 1.25 gr tripton
1000 ml saf su i¢in 2.5 gr maya ekstrakt: tartilirsa
250 ml saf su igin X gr tartilir.
X =250.2.5/1000 =0.625 gr maya ekstrakt1
1000 ml saf su i¢in 1 g glikoz tartilirsa
250 ml saf su i¢in X gr tartilir.
X =250.1/1000=0.25 gr glikoz
1000 ml saf su i¢in 15 g agar tartilirsa
250 ml saf su i¢in X gr tartilir.

X =250. 15/1000 = 3.75 gr agar
1.25 gr tripton + 0,625 gr maya ekstrakti + 0.25 gr glikoz + 3.75 gr agar ve 250 ml saf
su ile hazirlanmasi gerekir.

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

»  Analizlere uygun besi ortaminin se¢ilmesine,
> Besiyerinin dogru olarak hazirlanigina,
> Dogru kullanimina baghdir.
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Ortam bilesimine giren maddeler ve ¢ozeltiler usuliine uygun olarak hazirlanmali ve
saklanmalidir.

Bilgi ile iyi bir sekilde hazirlanan besiyerlerinde mikroorganizmalari iiretmek ve izole
etmek daha kolaydir.

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

Tartim mp-  Kaba aktarma ~ ™  Coziindirme ™ Berraklastirma
seklinde yol izlenmelidir.

1.6.1. Tartim

Formiile ve istenen hacme gore hesaplanan hazir besiyeri veya besiyeri bilesenleri
hassas terazide tartilir.

Tartimda asagidaki noktalara dikkat edilmelidir;

> Tartimda kullanilan terazi 0.01 gram duyarlilikta olmalidir.

»  Dogrudan besiyeri hazirlanacak erlen ya da balonda tartim yapilmamali, kiigiik
beher daha dogrusu 6zel tartim kayikg¢iklart kullanilmalidir.

> Besiyerlerine katilan organik ve inorganik kimyasal maddeler saf olmali, bozuk,
kotii  kokulu, nemlenmis veya son kullanma tarihi geg¢mis maddeler
kullanilmamalidir.

> Tartim sirasinda her besiyeri bileseni igin ayr1 spatiil kullanilmali, tarttim ¢abuk
bitirilmeli, tartim sonunda besiyeri kabinin kapagi sikica kapatilmalidir.

> Tartim sirasinda besiyeri veya besiyeri bilesenlerinin tozlanmamasina dikkat
edilmelidir. Cok az da olsa toz bulutu olugsmus 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' iinden fazla olmamalidir.

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

1.6.3. Coziindiirme

Besiyerlerinde biiyiik oranda su bulunur. Besiyeri bilesimine giren maddelerin ¢dzelti
haline gelebilmesi igin su gerekir. Besiyerinin hazirlanmasinda genellikle saf su kullanilir.
Cesme suyu bilesimi yorelere gore farkliliklar gostermekte ve dezenfeksiyonu igin yiiksek
oranda klorlanmaktadir. Suyunun bilesimi ayni olmadiginda mikrobiyolojik analiz sonuglari
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farkl ¢ikabilir. Klorun mikroorganizmalar tizerine dldiirticii etkisi vardir. Ayrica fazla kiregli
olan sularda bulunan Cu, Zn gibi metal iyonlar1 da mikroorganizmalara toksik etki yapar.

>

>

VV VYV V

Besiyeri hazirlamada kullanilan suyun pH’s1 kontrol edilmeli, pH 5.5 degerinin
altinda ise su 1sitilarak CO, uzaklastirilmalidir.

Besiyerine katilacak su miktarimi hatali 6lgmemek i¢in dnce istenen hacim kadar
saf su besiyeri hazirlanacak kaba konarak seviye cam kalemi ile isaretlenip
suyun yarisindan fazlasi bagka temiz bir kaba aktarilir.

Kaba, yavas¢a az miktarda su eklenerek bogaz kisminda kalmis olan besiyeri
veya besiyeri bilesenleri yikanir.

Besiyeri veya besiyeri bilesenlerinin ¢6ziinmesi i¢in karistirilir.

Coziinmenin tam olmasi ve kaynatma siiresinin kisaltilmast i¢in oda
sicakliginda 1015 dakika bekletilir.

Daha 6nce isaretlenen yere kadar saf su eklenir.

Besiyeri veya besiyeri bilesenlerinin tamamen ¢oziinmesi i¢in 50°C ta su
banyosu veya isiticili manyetik karigtiricida 1sitihir. Eger besiyerine agar
katilmigsa 1s1tma islemi kaynama sicakliginda (90-95 °C) uygulanur.

o Eritme sirasinda erlenin agz1 aliiminyum folyo ile kapatilarak buharlagma
ve buharn laboratuvara dagilmasi 6nlenmelidir.
o Isitma islemi gereksiz yere uzatilirsa buharlagma ile su kaybi olur.

o Ozellikle az oranda agar iceren besiyerlerinde ani kaynama sonucu

tagmalar1 6nlemek igin kaba cam boncuk konur veya siirekli karistirlir,
Besiyeri bilesenleri ¢ok iyi ¢Oziindiriilmezse sterilizasyon sirasinda olusan
Maillard reaksiyonlar1 nedeniyle esmerlesmeler goriilebilir, bulamiklik ve
cokelti olusur, istenen pH’y1 saglamak zorlasir.

1.6.4. Berraklastirma

>

Urediklerinde bulaniklik olusturan mikroorganizmalarin tanimlanmalarinda

kullanilan ve dogal ¢okelti maddeleri iceren besiyerleri berraklastirilir. Besiyeri;

o Adi filtre kdgidindan veya pamuktan gegirilerek,

o Santrifiijle,

o Kapta bekletilerek kaba partikiillerin ¢oktiiriilmesi (sedimantasyon) ile
berraklastirilabilir.

Besiyerinde ¢okelmis veya ¢oziinmemis partikiiller kolonilere benzer gériinim

olusturarak mikroorganizma gelismesinin  degerlendirilmesinde yaniltici

olabilir.

1.6.5. Besiyeri pH’sinin Ayarlanmasi

Bilesimine giren maddeleri tamamen ¢6ziinmiis, berrak besiyerinin pH’s1 sterilizasyon
sonrasinda istenen pH degerine gore ayarlanir.

Raf omrii bitmemis, usuliine uygun olarak depolanmis, hazir ticari besiyerleri, saf su
ve temiz cam malzeme kullanildiginda kurallara uygun ve dogru olarak hazirlanip hemen
sterilize edildiginde pH’sinda sorun olmaz.

Besiyeri pH’1, sterilizasyon sonu ve oda sicakhi@gindaki (25 °C) pH’ dir
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1.6.6. Besiyeri pH’min Olgiilmesi
Besiyerinin pH’sin1 belirlemek igin pH metre veya pH kagitlar1 kullanilir

»  pH kagitlarnn bir ucuna 06zel indikatér ¢ozeltileri emdirilmis ince kagit
cubuklardir. Besiyeri pH’s1 6l¢iiliirken;
. Besiyerinden bir damla besiyeri pH kagidi lizerine damlatilir veya pH
kagidi besiyeri i¢ine batirtlir,
. pH kagidi besiyerinden ¢ikartilip bir siire beklenir.
Kagitta olusan renk, renk skalasi ile karsilastirilarak besiyerinin pH’s1
belirlenmeye ¢aligilir.

pH kagitlar1 besiyeri pH araligi hakkinda kabaca bir fikir verir, kesin olarak pH’y1
belirtmez. pH kagitlarmin yaklasik bir sonug belirtmesi nedeniyle besiyeri pH’inin
olciilmesinde ve ayarlanmasinda pH kagitlar1 yerine pH metre kullanilir.

Resim 1.2: Besiyeri pH’ imin pH kégitlar ile ol¢iilmesi

> pH metre elektrotlari ile ¢zeltideki H" iyonu konsantrasyonunun sayisal degeri
Olciiliir. pH metre ile dl¢lim yapilirken;
o pH metrenin besiyeri sicakligina gore sicakligi ayarlanir.
o Tampon ¢ozeltiler (genellikle pH=4 ve pH=7 veya pH=4 ve pH=11 olan
tampon ¢ozeltiler kullanilir) ile pH metre ayarlanir (kalibre edilir).
Daha sonra pH metre elektrotlar1 besiyerine batirilir.
. pH degeri skaladan okunur.
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Resim 1.3: Pille ¢calisan el pH metresi Resim 1.4: Dijital pH metre

Besiyerinin pH’s1 belirtilen pH’dan yiiksek veya diisiik oldugunda ayarlanmali,
formiilde istenen pH’ya getirilmelidir.

>

Besiyerinin pH’s1 filtrasyonla sterilize edilmis 1 N veya 0.1 N HCl ileyada 1 N

veya 0.1 N NaOH kullanilarak ayarlanir. Besiyeri pH’s1

. Istenenden yiiksekse 1 N veya 0.1 N HCI,

o Istenenden diisiikse 1 N veya 0.1 N NaOH kullanilarak formiilasyonunda
belirtilen dereceye ayarlanir.

Besiyeri pH’inin ayarlanirken su noktalara dikkat edilmelidir;

>

>

Besiyerinin pH’sim1 ayarlanirken besiyeri bir erlene aktarilir, manyetik
karistirict ve 1sitictya konur. Besiyerine duruma gore damla damla 1IN veya 0.1
N NaOH ya da 1N veya 0.1 N HCI eklenerek pH ayarlanir.

pH ayarlamasi sirasinda asit veya baz damlalarinin elektrotlara degmemesine
dikkat edilmelidir.

Besiyerinde agar varsa agarm 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 i¢in ya besiyerinin pH’s1 istenenden 0.2 — 0.4 kadar yiiksek ayarlanir ya
da besiyerine PO, tuzlar1 gibi tampon maddeler ilave edilir.

Gida isletmelerinde her otoklavlama sonrasi mutlaka pH kontrolii yapilmalidir.

1.7. Besiyeri Hazirlanan Kaplara Hazirlama Bilgilerini Yazma

Hazirlanan Besiyerinin hemen sterilize edilmesi gerekir. Sterilize edilmeden oda
sicakliginda bekletilen besiyerlerinde mikroorganizma gelisir ve bozulur. Bozulmus
besiyerleri de mikrobiyolojik analizlerde kullanilamazlar. Bekletilmeden kullanilmasi
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onerilen besiyerleri digindakiler ve kisa bir siire sonra sterilize edilecek besiyerleri burgulu
veya silifli siselere konarak buzdolabinda bekletilebilir.

Besiyeri sisesi iizerine;

>
>
>
>

Besiyerinin adi,

Hazirlandigr tarih,

Hazirlanan miktari(hacim),
Hazirlayan kisinin ad1 yazilir.

1.8. Besiyerlerini Sterilizasyona Hazirlama Asamalari

pH’s1 ayarlanan besiyeri istenen yonteme Ve amaca gore sterilizasyona hazirlanir;

vVV VYV V VY

EMB Agar, SS Agar, PCA, PDA gibi besiyerlerinin bulunduklart cam kaplarda
sterilizasyona hazirlanir.

Besiyeri bulundugu kaptan erlen, balon veya tiiplere belirli hacimlerde
dagitilarak agz1 pamuklanir ve aliiminyum folyo ile kapatilir.

Durham tiiplii besiyeri hazirlanacaksa Durham tiipleri, test tiiplerine ters olarak
yerlestirildikten sonra besiyeri konur, tiiplerin agzi pamuklanir.

Besiyeri burgulu veya silifli rock sisesine konmussa kapaklar gevsek birakilir.
Petri kutularinda besiyeri sterilize edilmez.
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(UYGULAMA FAALIYETI

\/

Asagidaki islem basamaklarina gore besiyeri hazirlayiniz.

Islem Basamaklan

Oneriler

Besiyeri karisim hélinde ise ambalaj
iizerinde belirtilen miktar1 hazirlanacak
hacme gore hesaplayiniz.

Besiyeri karisim halinde degilse bilesime
giren maddeleri tek tek hazirlanacak
hacme gore hesaplayiniz.

Besiyeri hazirlayacaginiz erlen veya
balonun besiyeri hacminden 2/3 veya 3/4
kadar fazla olanini alinmiz.

> Istenen  hacme  gore

belirlenen
miktar/miktarlar tartip erlen veya balona
aktariniz.

Laboratuvar kiyafetlerinizi giyiniz.

Gerekli ise koruyucu malzeme
kullanimiz.

Ellerinizi her c¢ahsma oncesi ve
sonrasi yikayip dezenfekte ediniz.

Hazirlanmas1 istenen besiyerinin
bilesimini inceleyiniz
Tartilmas1 gereken madde

miktarlarin1 dogru hesaplayimiz.

Besiyeri hacmine gore uygun erlen
veya balonu dogru ve dikkatli
seginiz.

Hassas terazide tartimi dogru ve
dikkatli yapiniz.

Tartim bitince teraziyi kapatiniz.
Tarttigimz  hazir  besiyeri  veya

besiyeri Dbilesenlerini erlen veya
balona kayipsiz aktariniz.
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> Istenen besiyeri hacmi kadar saf suyu temiz
bir meziire koyunuz erlen veya balona bu
saf sudan bir miktar koyarak karistiriniz.
Besiyeri bilesenlerinin ¢Oziinmesini
saglayiiz.

> Kalan suyu erlen veya balona aktariniz.
> Bu sekilde 15 dakika oda sicakliginda
bekletiniz.

25C
@ :

Hacim  olgerken  okumayr  goz
hizasinda ve kavisin altindan yapiniz.
Erlen veya balonun agiz kisminda
besiyeri veya besiyeri bilesenlerinin
kalmamasina dikkat ediniz.

Besiyeri veya besiyeri bilesenlerinin
tam olarak ¢dziinmesini saglayiniz.
Dikkatli ve gézlemci olunuz.

> Cam yazar kalemle erlen veya balonun sivi
seviyesini isaretleyiniz.

> Besiyerinde agar varsa erlen veya balonu
alip  berraklasincaya kadar sik sik
karigtirarak kayar su banyosunda tutunuz.

Su banyosuna saf su koyup sicaklig
ayarlaymiz.

Laboratuvar  giivenlik  kurallarina
uyunuz.

Coziinmenin tam ve berrak olmasina
dikkat ediniz.
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Besiyerinde agar yoksa kati partikiiller
¢oziilene kadar su banyosunda tutunuz.

Coziinmeden sonra buharlasma olmugsa
onceden isaretlenmis yere kadar saf su
koyunuz.

Besiyerinde dogal ¢okelti maddeleri veya
coziinmemis partikiiller varsa siizgeg
kagidindan gecirerek siiziiniiz.

Besiyeri hacminin saf su hacmi
degil ¢6ziinen maddelerle birlikteki
hacim oldugunu biliniz.

Siizme islemini dogru yapiniz.
Dikkatli olunuz.

> Besiyeri pH’sim pH kagitlarn veya pH

metre ile dl¢iiniiz. Istenen pH’ta degilse asit
veya baz ilave ederek pH’1 ayarlayiniz.

» pH’in mikroorganizma geligimi i¢in

cok onemli oldugunu unutmaymniz.

Hazirlanan  besiyerini  amaciniza  ve
kullanacaginiz yonteme gore sterilizasyona
hazirlaymiz.

Hazirlanan besiyeri EMB agar, SS agar,
PCA veya PDA ise hazirladigimz kabin
agzin1 pamuklayip aliminyum folyo ile
kapatiniz.

Besiyerlerinin  bilesimine uygun
yontemle  sterilize  edilmesinin
6nemini unutmayiniz.

Pamuk ¢evreden mikroorganizma
kontaminasyonunu onler.
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B

Hazirlanan  besiyeri

tipte  sterilize

edilecekse; tiiplere uygun miktarda (10-15

ml) besiyeri koyunuz.

Tiiplerin  agzim

pamuklay1p aliiminyum folyo ile kapatinmz.

>

Tiiplere dagitim yaparken tiipliikten
yararlaniniz.

Tiipleri tamamen doldurmayiniz.

Dikkatli olunuz
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Hazirlanan besiyeri Durham tiiplerinde
sterilize edilecekse; Durham tiiplerini test
tiiplerine ters olarak yerlestirdikten sonra
uygun miktarda (5-10 ml) besiyeri
koyunuz. Tiiplerin agzin1  pamuklayip
aliiminyum folyo ile kapatiniz.

Deney tiipii

Durham tiipii

» Koliform grubu bakterilerinin gaz
olusturdugunu gorebilmek icin Durham
tiipleri test tiiplerine ters
yerlestirilmelidir.

> Besiyerini tiiplere bosaltirken tiiplerde
hava kabarcig1 kalmamalidir.

> lIslem sonunda kullandiginiz arag-
gereci temizleyiniz ve besiyerlerinin
orijinal siselerinin agzini sikica kapatip
yerine kaldiriniz.

Hazirlanan  besiyeri Petri  kaplarinda
sterilize  edilecekse; uygun miktarda
besiyerini petri kaplarina aktariniz.

Petri  kaplarmin  kapaklarin1  kapatip,
bulunduklar1  ylizeyde sekiz = rakami
dogrultusunda hareket ettiriniz.

D> Petri kabinin i¢ ¢ap1 en az 80 mm,
sayim i¢in  12mm.  yikseklikte

olmalidir.

Agarli besiyerleri petri kaplarinda
steril edilmez. Agarli besiryerleri;
erlen gibi biiyiikk kaplarda steril
edildikten sonra, aseptik kosullarda
steril petri kaplarma dokdliir.
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KONTROL LiSTESI

Bu faaliyet kapsaminda asagida listelenen davranislardan kazandiginiz beceriler i¢in
Evet, kazanamadiginiz beceriler icin Hayir kutucuguna (X) isareti koyarak kendinizi
degerlendiriniz.

Degerlendirme Olgiitleri Evet | Hayir

Laboratuvar kiyafetlerinizi giydiniz mi?
Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?
Dogru cam balon se¢imini yaptiniz mi?

500 ml besiyeri igin tartilacak kuru besiyeri miktarini
hesapladiniz m1?
Yeterli saf su olup olmadigini kontrol ettiniz mi?

Hlwn e

Teraziyi ¢alistirip, kalibre ettiniz mi?
Tartimu dikkatlice yaptiniz m?

Bir meziirde 500 ml saf su 6l¢tiinliz mii?

©| X N o

Su banyosunu kontrol edip sicakligi 95-100 °C’ye ayarladimz
mi1?
10. Tarttiginiz besiyerini balona kayipsiz kabiniza aktardiniz mi?

11. 250-300 ml kadar saf suyu balona agiz kismini yikayarak
aktardiniz mi1?

12. Balonu c¢alkalayarak besiyeri bilesenlerinin ¢6ziinmesini
sagladimiz mi?

13. Kalan suyu balona aktardiniz mi?

14. Cam yazar kalemle balonun siv1 seviyesini isaretlediniz mi?

15. Bu sekilde 15 dakika oda sicakliginda beklettiniz mi?

16. Besiyerini agar berraklasincaya kadar sik sik karigtirarak kaynar
su banyosunda tuttunuz mu?

17. Eksilen su varsa daha Once isaretlediginiz yere kadar saf su
eklediniz mi?

18. Besiyeri pH 11 pH kagitlar1 veya pH metre ile 6l¢tiiniiz mii?

19. Istenen pH’ta degilse 0.1 N HCI veya 0.1 N NaOH ilave ederek
pH’1 7,4’e ayarladiniz m1?

20. Balonun agzin1 pamuklayip aliiminyum folyo ile kapattiniz mi?

21. Balonun iizerine gerekli bilgileri yazdiniz mi1?

22. Islem sonunda kullandigimz arag gereci temizlediniz mi?

23. Besiyerinin orijinal sigesinin agzini sikica kapatip bulundugu
dolaba kaldirdimiz m1?
24. Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?

25. Laboratuvarin son kontrollerini yaptiniz mi1?

26. Onliigiiniizii ¢ikarip yerine astiniz mi1?
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DEGERLENDIRME

Degerlendirme sonunda “Hayir” seklindeki cevaplarinizi bir daha gézden gegiriniz.
Kendinizi yeterli gérmiiyorsaniz 6grenme faaliyetini tekrar ediniz. Biitiin cevaplariniz
“Evet” ise “Olgme ve Degerlendirme”ye ge¢iniz.
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OLCME VE DEGERLENDIiRME

Asagidaki sorulart cevaplandirarak bu faaliyet kapsaminda hangi bilgileri
kazandigimiz1 belirleyiniz.

1. Besiyerlerin yapisinda asagidakilerden hangisinin bulunmasi gerekmez?
A) Peptonlar
B) Vitaminler
C) Karbonhidratlar
D) Yaglar
E) Tuz

2. Violet red bile agar besiyeri hangi mikroorganizmalarin aranmasinda kullanilir?
A) Mayalar
B) Salmonella
C) Kiifler
D) Total bakteri
E) Koliform bakterileri

3. I.) Besiyeri bilesimine giren maddeler suda ¢oziiniirler.
I1.) Suyunun bilesimi yorelere gore degistiginden analiz sonuglari farkli ¢ikabilir.
[11.) Suyun dezenfeksiyonu i¢in kullanilan klor kontaminasyonu onler.

IV.) Kiregli sulardaki metal iyonlar1 mikroorganizmalara toksik etki yapar.

Besiyerleri hazirlanirken saf su kullanilmasinin nedeni yukaridakilerden hangisi
olamaz?

A) Yalniz I

B) I, HvelV

C) Yalmz III

D) II, Il ve IV

E) I 1L 1 velV

4.  Asagidakilerden hangisi besiyerini katilagtirmak amaciyla kullanilmaz?
A) Silikajel
B) Alginat
C) Karregan
D) Agar
E) Pepton

5. Asagidaki besiyerlerinden hangisi anaerob mikroorganizmalarin gelisimini saglamak
i¢in kullanilir?
A) Zenginlestirilmis besiyeri
B) Diferansiyel besiyeri
C) Dogrulama besiyeri
D) Indirgenmis besiyeri
E) Selektif besiyeri
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10.

11.

Besiyeri pH’1 genellikle kag olmalidir?
A) 7.2
B) 6.5
C) 3.7
D) 4.8
E) 9.7

I. Mikroorganizmalarin proteolitik 6zelliklerini saptamada kullanilir.
Il. Besiyerini katilastirir.

I11. Mikroorganizmalarin N kaynag1 da olabilir.

Yukaridaki 6zellikler hangi besiyeri bilesenine aittir?

A) Dekstroz

B) Jelatin

C) Tampon madde

D) Agar

E) Pepton

1500 ml (1.5 L) besiyeri hazirlamak i¢in kullanilacak erlenin hacmi en az ne kadar
olmalidir?

A) 1500 ml

B) 1000 ml

C) 2500 ml

D) 3000 ml

E) 500 ml

Salmonella bakterilerinin aranmasinda hangi besiyeri kullanilir?
A) Nutrient Agar

B) Brillant Green Bile Agar

C) Violet Red Bile Agar

D) Mac Conkey’s Agar

E) Patates Dekstroz Agar

Bilesiminde 5g et ekstrakti, 4g pepton, 9 g agar, 3g laktoz bulunan bir besiyerinden
500 ml besiyeri hazirlamak i¢in ne kadar tartilmalidir?

A)2lg

B) 12¢g

C) 1059

D) 1,15¢

E) 5590

Asagidakilerden hangisi siv1 besiyeridir?
A) Nutrient Broth

B) Kanli agar

C) EMB Agar

D) Plate Count Agar

E) Higbiri
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12.

13.

14.

15.

Asagidakilerden hangisi kat1 besiyerlerinde kullanilan ortak maddedir?
A) NaCl

B) Kan

C) Et ekstrakti

D) Agar

E) Kazein

Asagidaki besiyerlerinden hangisi anaerob amagla kullanilir?
A) Kanli Agar besiyer

B) EMB Agar besiyeri

C) SS Agar besiyeri

D) Patates Dekstroz Agar besiyeri

E) Tiyoglikolath besiyeri

Asagidakilerden besiyerlerinden hangisi bakterilerin hemoliz 6zelligini belirlemede
kullanilir?

A) Laktoz Broth

B) Jelatin

C) Brillant Gren Bile Broth

D) Kanlt Agar

E) Hepsi

Asagidakilerden hangisi agara ait bir 6zellik degildir?

A) Besiyerlerine %1.5-3 oraninda katilir.

B) Tampon madde 6zelligi de vardir.

C) Besiyeri pH’1 5’ten diisiik oldugunda katilasma 6zelligini yitirebilir.
D) Mikroorganizmalar igin besin maddesi degildir.

E) Besiyeri pH’indan etkilenmez.

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi cevap anahtariyla karsilastiriniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap

verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrarlayiniz.
Cevaplarmizin tiimii dogru ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geginiz.
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OGRENME FAALIYETIi-2

AMAC

Bu faaliyet sonucunda uygun laboratuvar ortami saglandiginda hazirlanan besiyerini
ozelligine uygun olarak sterilize edebilecek ve sterilizasyon sonrasinda besiyerinin
muhafazasini1 gergeklestirebileceksiniz.

ARASTIRMA

> Besiyerinin sterilizasyonunu farkli mikrobiyoloji uygulama kitaplar1 ve internet
kaynaklarindan arastiriniz.

> Cevrenizdeki gida isletmeleri ve varsa mikrobiyoloji laboratuvarlarina giderek;
o Besiyeri sterilizasyonunda hangi yontemleri kullandiklarini inceleyiniz.
o Besiyerinin sterilizasyon asamalarini gézlemleyiniz.
o Sterilize edilmis besiyerinin nasil saklandigini inceleyiniz.

> Aragtirmalarinizi ve gézlemlerinizi rapor haline getirip sinifta sununuz.

2. BESIYERLERININ STERILIZASYONU VE
MUHAFAZASI

2.1. Besiyeri Sterilizasyonu ve Asamalari

Gida mikrobiyoloji laboratuvarinda sonuglarin giivenirligini etkileyen en Onemli
faktor sterilizasyondur.

Sterilizasyon
Bir ortami tiim mikroorganizmalar ve sporlardan arindirmaktir.

Kullanima hazir steril besiyerlerinin ve besiyeri katkilar1 disinda laboratuvarda
hazirlanan tiim besiyerlerinin ve besiyeri katkilar1 sterilize edilmelidir.

Sterilizasyonun Amaci

Dehidre besiyeri, besiyeri katkilar1 ve besiyeri hazirlanirken kullanilan cam arag-
gere¢, hassas terazi, su, pamuk, vidali kapak vb.den kaynaklanabilecek tim
mikroorganizmalart yok etmektir. Boylelikle besiyerinde yalnizca Ornekten veya ana
kiiltiirden gelen mikroorganizmalarin gelismesi saglanir.

33



Besiyerlerinin yapisina ve 6zelligine gore farkli yontemlerle sterilize edilir. Besiyeri
sterilizasyonunda;

. Isil igslem (basingli buhar(=otoklav),tindalizasyon, kaynatma)
o Membran filitrasyon
o Isinla sterilizasyon yontemleri kullanilir. Diger sterilizasyon yontemleri

olan kuru hava sterilizasyonu ve kimyasal maddelerle sterilizasyon
yontemleri besiyeri sterilizasyonu i¢in uygun degildir.

Besiyerlerinin Isiyla Sterilizasyonunda Amac:
Besiyeri i¢inde bulunabilecek tiim mikroorganizmalari ve sporlarini 6ldiirmek amagtir
fakat besiyerinin yapisina en az zarar verecek derecede 1s1l islem uygulanmalidir.

Cilinkii cok yiiksek sicaklikta ve uzun siire 1s1l islem uygulandiginda besiyerinin yapisi

bozulabilir, agarin jellesme 6zelligi olumsuz etkilenir, besiyerinde mikroorganizmalar i¢in
toksik bilesikler olusabilir.

Disiik sicaklikta ve kisa siire 1sil islem uygulandiginda besiyerinin sterilizasyonu
yeterli olmaz ve 6zellikle kontrol amagli mikrobiyolojik analizlerde hatali sonug bulunur.

Besiyerlerinin Sterilizasyon Sicakhik Derecesi ve Uygulama Siiresi;
> Besiyeri cinsine,

> Hazirlanan besiyeri miktarina,

> Besiyerinin sivi ya da kati olusuna,

> Besiyerinin bulundugu kabin cinsine gore degisir.

Besiyeri Cinsi
Besiyerlerinin kullanim kilavuzunda sterilizasyon kosullar1 belirtilir. Her besiyeri
Onerilen siire ve sicaklikta sterilize edilmelidir.

Hazirlanan Besiyeri Miktari
Balondaki 1 litre besiyeri ile test tiiptindeki besiyerinin 1sil islem siiresi ayni
olmamalidir. Laboratuvarlarda pratik olarak besiyerlerinin 500 ml hacimlerde hazirlanmasi

onerilir. Test tiiplerindeki besiyerleri 121 ©C’de 15 dakika sterilize edilirken, 2 litreliklerin
30 dakika sterilize edilmesi gerekir.

Besiyerinin Sivi ya da Kati1 Olusu

Agarn 1s1 iletim katsayist diigiik oldugundan agarli besiyerleri siv1 besiyerlerinden 5—
10 dakika daha uzun siire sterilize edilirler.

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

Tablo 2.1: Sterilize edilecek hacme gore 121 ©C’de otoklavda sterilizasyon siiresi
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Besiyerinin Bulundugu Kabin Cinsi
Maddelerin 1s1 iletim katsayis1 farkli oldugundan besiyerinin bulundugu kabin cam,
metal ya da plastik olusu, ince ya da kalin ¢eperli olusu sterilizasyon siiresini etkiler.

Not: Besiyerleri petri kutular1 iginde sterilize edilmez. Balon, erlen, sise gibi kaplarda
hazirlanan ve sterilize edilen agarli besiyerleri, aseptik kosullarda steril petri kutularina 15—
20 ml kadar dokiiliir 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, basingli buhar iiretilen ¢ift cidarli araglardir.

Otoklavda Sterilizasyonun Esasi
Havanin su buhari ile yer degistirmesi ve buhar araciligi ile 1s1 aktariminin daha kolay
yapilmasidir.

Otoklav ile;
> Su buhari elde edilir.
> Su buhari istenen sicaklikta ve siirede kontrol altinda tutulur.

Otoklavda sterilizasyon genel olarak 15 atm basingta 121 ©C sicaklikta 15 — 20 dakika
olarak uygulanir.

Otoklavda basingla elde edilen doymus su buharinin sicakligi, agikta kaynatma ile elde
edilen su buharindan daha yiiksek sicaklikta oldugundan mikroorganizmalar iizerine
oldiiriicii etkisi fazladir.

Sicakhk( °C) Basing(atm) Sicakhk( °C) Basin¢(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-basin¢ doniisiimii

Resim 2.1: Cesitli otoklav érnekleri
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Mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan otoklav kullanim talimatina gére ¢alistirilarak
hazirlanan besiyerlerinin sterilize edilir (Mikrobiyolojik Analizlere Hazirlik modiiliini
hatirlaymiz).

Besiyerlerinin Otoklav ile Sterilizasyonunda Dikkat Edilecek Noktalar:

> Yerlestirme yapilirken;

. Otoklav asir1 doldurulmamali,
. Vidali kapakli siselerin agizlar1 ¢cok siki olmamali,
. Tiip ve erlenlerin pamuk ya da tikaglar1 ¢ok siki olmamalidir. Aksi

durumda hava paketleri olusur ve sterilizasyon saglanamaz.
> Otoklavda hava kalmamali, buhar ¢ikis vanasi agik olmalidir. Otoklavda hava
kalirsa olusan su buhari istenen sicakliga ulasamaz ve yeterli sterilizasyon
yapilamaz.
> Sterilizasyon bittikten sonra basing 0’a diismeden otoklavin kapagi
acilmamalidir. Kapak hemen acilirsa ani basing diiglisii 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 tutmay1 saglayan termostati olan 6zel 1siticilardir.

»  VRBA besiyeri yalnizca kaynatilarak sterilize edilir. Ciinkii burada amag
besiyeri hazirlamada kullanilan arag-gere¢ ve sudan kaynaklanabilecek
Enterobacteriaceae ailesi bakterilerinin yok edilmesidir. Kaynatma sirasinda
mayalar, kiifler ve sporsuz tiim bakteriler oliir. Canli olarak kalmis sporlu
bakteriler VRBA’nin bilesimindeki inhibitor maddeler nedeniyle standart analiz
stiresi olan 48 saat icinde gelisemezler.

> Selenit sistin Broth gibi bazi besiyerleri su banyosunda 60°C’de tutularak
sterilize edilir.

> Su banyosu agarli besiyerleri hazirlanirken agarin eritilmesinde kullanildig1 gibi
jelatin veya seker igeren besiyerlerinin sterilizasyonunda da kullanilir.

»  Su banyosunda kaynatma ve kademeli sterilizasyon vyani tindalizasyon
yontemiyle sterilizasyon da yapilir.

o Tindalizasyon

Bilesiminde karbohidratli, proteinli veya siit gibi yiiksek 1sida bozulan gida maddeleri
bulunan besiyerlerininne uygulanir. Giiniimiizde artik pek gecerli olmayan tindalizasyon
yontemi otoklavin dogru c¢alismadigindan siiphelenildigi ya da otoklavin bozuk oldugu
durumlarda kullanilabilir.

o Tindalizasyonun esasi; art arda belli siirelerde, tic kez 100 ©C’larda 1s1l

islem uygulanmasidir.
. Tindalizasyon uygulamalarina érnekler:
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Ornek 1:

e Besiyerine 1. giin 100°C’de 30 dakika -1 saat 1sil islem uygulanarak
mikroorganizmalarin vegetatif formlar1 6ldiriliir. Daha sonra besiyeri oda sicakliginda 24
saat bekletilerek ortamda bulunan sporlarin ¢imlenerek vegetatif hale gegmesi saglanir.

e Besiyerine 2. giin 85-100°C’de 30 dakika —1 saat 1sil islem uygulanir. Var olan
vegetatif formlar1 yok edilir. Yine besiyeri oda sicakliginda 24 saat bekletilerek ortamda
bulunan son sporlarin ¢gimlenerek vegetatif hale gegmesi saglanir.

e Besiyerine 3. giin 100°C’de 30 dakika —1 saat 1s1l islem uygulanir. Ortamda bulunan son
vegetatif formlar1 6ldiiriiliir.

Tablo 2. 3: Tindalizasyon uygulamasinin yapilisi ve mikroorganizmalara etkisi
Ornek 2:

e Besiyeri kaynar su banyosunda 80°C’de 1 dakika tutulur, mikroorganizmalarin vegetatif
formlar1 6ldirtlir. Daha sonra besiyeri oda sicakliginda 1 saat bekletilerek ortamda
bulunan sporlarin ¢cimlenerek vegetatif hale gegmesi saglanir.

« 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 hile gegen formlari yok edilir.

e Yukaridaki islem toplam 3 kez uygulanir.

Tablo 2.4: Farkh bir tindalizasyon uygulamasinin yapilisi ve mikroorganizmalara etkisi

Sekil 2.1: Ozel tindalizasyon kazam
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2.1.3. Filtre ile Sterilizasyon:

Bir besiyerinde bulunan mikroorganizmalarin gegemeyecegi kadar kiigiik gozenekli
(<0,20- 0,45 mikron capl) 6zel filtrelerden gecirilerek ayrilmalarini saglayan sterilizasyon

yontemidir.

>

>

Porselen, diyatome topragi, kiselgur, asbest-seliiloz, nitroseliiloz ve sinterlenmis
camdan yapilmus filtreler kullanilmaktadir.

Vitamin ve friiktoz gibi keton grubu igeren karbohidratlar sicaklik etkisiyle
bozulur. Bu maddeler once filtre ile sterilize edilir daha sonra besiyeri
bilesimine katilirlar.

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

Filtre edilecek ¢ozelti tam ¢oziinmiis olmali ve filtrat mutlaka steril bir kaba
aktarilmaldir.

Sekil 2.2: Filtre ile sterilizasyon

2.1.4. Mikrodalga Firinda Sterilizasyon

Radyasyon mikroorganizmalar1 6ldiiriir, enzimlerini inaktive eder.

Yaklasik 500 rad (=1 g madde tarafindan absorbe edilen radyasyon miktar1) dozundaki
radyasyon insani Oldiirlir. Bakteri sporlarinin tamamen yok edilmesi ve sterilizasyonun
saglanmasi i¢in birka¢ milyon rad gerekir.

Isinlama ile sterilizasyon daha ¢ok 6zel amagli dehidre besiyeri tiretiminde kullanilir.
Isinlarla sterilizasyon, maddede sicaklik yiikselmediginden soguk sterilizasyon denir.
Sterilizasyonda kullanilan 1ginlar; UV, beta ve gama 1sinlart kullanilir.

>

>

UV isinlan yiizeysel etkilidir. Gida isletmelerinde hava, su, arag-gere¢ oda
sterilizasyonunda kullanilir.

X ve gama 1s1nlar pratik olarak gida mikrobiyolojisinde kullanilmaz. Yalnizca
isinlanmig Triptik Soya Broth ve Ready Cult uygulamalarinda kullanilmaktadir.
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Mikrodalgalar radyan enerjinin elektromanyetik dalgalaridir. Dalga boylar1 0.025—
0.75 cm, frekanslar1 ise 400-20000 megahertz olan 1smlardir. Bir megahertz saniyede bir
milyon titresim demektir.

Direkt alev, sicak hava, sicak buhar gibi 1s1l islemlerde 1s1, yiizeyden igeriye dogru
ilerlerken mikrodalga 1sitmasinda; 1s1 maddeye ¢ok hizli ve tiniform bir sekilde girerek biitiin
su molekiillerini ve polar molekiilleri ayni zamanda harekete gecirerek maddenin ig
kismindaki suyun kaynamasini saglar.

Otoklavla sterilizasyonun zaman aldigi ve bazen sterilize edilecek malzemelere zarar
verebildigi, filtre sterilizasyonu az miktarda ortama uygulandigi ve pahali bir yontem oldugu
icin mikrodalga firinda sterilizasyon yapilmaktadir. 700 Watt giiciinde ev tipi mikrodalga
firin kullanarak %3 sakkaroz igeren 100 ml besi ortami 5 dakikada, 250 ml besi ortami 10
dakikada, 1000 ml=1 L besi ortami 15 dakikada, agar igeren besi ortamlari ise 15 dakikada
sterilize edilebilir.

2.2. Sterilizasyonla Ilgili Dikkat Edilecek Noktalar

> Besiyerlerinin hazirlanmasinda ve dagitiminda kullanilan cam malzemelerin de
mikroorganizmalarin {iremesini engelleyen maddelerden arindirilmis olmasi
gerekir.

> Besiyeri katilan maddelerde zit (antagonist) etkiler bulunmamalidir. Ornegin:
dekstroz, PO4 gibi tuzlarla birlikte otoklavda sterilize edilirse inhibitor
bilesikler olusabileceginden karbohidratlar ayri olarak sterilize edilip besiyerine
sonra katilir.

»  Otoklavlama siiresi sterilize edilecek besiyerinin hacmine, besiyeri bilesiminde

agar olup olmadigina, kullanilan kabin cinsine ve et kalinligina gore

belirlenmelidir.

Onerilen sterilizasyon sicaklik ve siirelerine titizlikle uyulmalidir. Ciinkii uzun

stire, yiiksek sicakliktaki 1s1 uygulamasi besiyeri pH i1 degistirir, ¢cokelme ve

esmerlesmelere neden olur. Besiyerindeki agarin katilasma 6zelligini azaltir.

Besiyeri hazirlandiktan sonra en geg 1 saat i¢inde sterilize edilmelidir.

Otoklavin giivenlik ve etkinligi belli periyotlarla kontrol edilmelidir.

2 litreden fazla hazirlanan besiyerinin sterilizasyonunda kullanilan otoklavda

besiyerini ¢alkalama, havalandirma diizenekleri olmalidir.

Katki maddesi eklenecek agarli besiyerine sterilizasyon Oncesi manyetik tas

atilarak, manyetik tasin da besiyeri ile birlikte sterilize edilmesi saglanmalidir.

Uygulanan sterilizasyonun tarihi, baslangi¢ sicakligi, sterilizasyon sicakligina

ulagma ve bu sicakliginda kalma siireleri kayit altina alinmalidir.

Isiya duyarli olan pepton ve seker igeren besiyerlerinde sterilizasyon sonunda

esmerlesme, kararma olmussa bu besiyerleri analizlerde kullanilmamalidir.

A\
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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 Dokiilmesi

>

>

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

Agarli besiyerine ¢izme ya da yayma yontemleri ile ekim yapilacaksa besiyeri
50°C’ye kadar sogutup hemen steril petri kutularina 15-20 ml dokiiliir Petri
kutusunda besiyeri kalinligi Y2 cm=5 mm kadar olmali ve katilagmasi beklenir.

Resim 2.2: Tiipten steril petri kutularina agarh besiyeri bosaltma

2.3.3. Agarh Besinyerlerinin Yiizeylerinin Kurutulmasi

>

>

Ekimde siirme teknigi kullanilacaksa gelisecek mikroorganizma kolonilerinin
yayllmasimi ve birbirine karigmasimi Onlemek icin petri kutularindaki agarh
besiyerlerinin yiizeyleri kurutulur. Petri kutularma dokiilmiis besiyerlerinin
yiizeyi 1slak veya ¢ok kuru olmamalidir.

Besiyerinin yiizeyinde su damlaciklar1 varsa kurutulmasi gerekir.

Besiyeri yiizeylerinin kurutulma nedenleri;

>

>

Islak yiizeylerde hareketli bakteriler yayilici tip koloni, hareketsiz bakteriler ise
normalden daha biiytik koloniler olusturur,

Asirt kuru ylizeylerde ise normalden daha kiiciik koloniler olusur ve her iki
durum da yanlis ve hatali sonuglara neden olur.

Besiyer yiizeyin kurutulmasinda dikkat edilecek noktalar;

>

Kurutma mutlaka serbest hava akimi olmayan, temiz yerlerde yapilmalidir.
Etiivler, steril hava akimi ile ¢alisan asilama kabinleri, UV 1sinlari ile sterilize
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edilmis kabinler, besiyerlerinin ylizeylerinin kurutulmasinda en giivenli
ortamlardir.

Kurutma igin petri kutulari kapagi alta gelecek ve ¢ok az agik birakilacak
sekilde yerlestirilir.

37 °C’lik etiiv raflarinda 1015 dakika bekletilerek kurutma yapilabilir.

S i

Sekil 2.3: Yiizeyi kurutulacak petri kutularimin etiive kapag alta gelecek sekilde yerlestirilmesi

2.3.4. Tiiplerdeki Besiyerlerine Yapilan islemler

>

>

>

Tiipte dik agar kiiltirii hazirlanacaksa tiipler, tiipliikte bekletilerek katilasmasi
beklenir.

Tiipte yatik agar kiiltiirii hazirlanacaksa tiipler uygun bir destekle hafif meyilli
olarak bekletilip katilagsmasi saglanir.

Besiyeri, Durham tiiplerinde sterilize edilmigse Durham tiipleri otoklavdan
¢ikartilip hemen akan ¢esme suyunda sogutulur ve tiiplerin besiyeri ile dolu
olup olmadig1 kontrol edilir.

2.3.5. Agarh Besiyerlerinin Yeniden Eritilmesi

>

Agarli besiyerleri tekrar kullanilacagi zaman 35-90°C‘deki su banyosunda
eritilir. Eritme islemi kisa siirede bitirilmeli, agarl besiyeri 50°C’de 3 saatten
fazla bekletilmemelidir. Aksi durumda agar katilagsma 6zelligini kaybeder.
Agarli besiyerleri yalnizca bir defa eritilip kullanilmalidir.

Katki ilave edilmis besiyerleri, yiiksek sicakliga duyarl besiyerleri, otoklavda
sterilize edilmemis agarli besiyerleri yeniden eritilip kullanilmamalidir.

Resim 2.3: Kati besiyerini eritme
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2.4. Sterilizasyon Kontrolii

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

Kimyasal Indikatérler: Belli sicakliklarda renk degisimi gosteren kimyasal
indikatorler igeren kagit, tiip, serit vb. sekillerde hazirlanmig test materyalleridir.

Sterilizasyonda istenen sicakliga ulasilip ulasilamadigi kullanilan indikatoriin renk
degisimi ile anlasilir. En fazla kullanilan kimyasal indikator otoklav seritleridir. 121°C’de 15
dakika olan standart sterilizasyon siiresinde serit renk degistirir. Renk degisikligi
goriilmemesi yeterli sterilizasyon yapilmadigini gosterir.

Sterilizasyon yontemi Kullanilan indikatorler Olusan renk degisimi
Otoklavda veya kuru hava | Browne tiipleri Kitmizidan yesile
ile sterilizasyon

Otoklavda sterilizasyon Steam Clox kagitlar esile
Otoklavda sterilizasyon Diack tiipleri Eriyerek
kirmiziya

Otoklavda sterilizasyon Otoklav seridi Acik renkten koyu renge
Otoklavda sterilizasyon Bowie-Dick seritleri Acik renkten koyu renge
Gama 1sinlartyla | Azo boyali polivinil klorid | Saridan

sterilizasyon seritler

Tablo 2.5: Kimyasal indikatorler

Biyolojik indikatérler: Sterilizasyona direnci (rezistansligi) bilinen, belli sayida canli
sporlar iceren Ozel test indikatdrleridir ve otoklavin, sicaklifa direngli bakteri sporlarim
oldiirme yetenegini ortaya koyarlar. Biyolojik indikatorler sterilizasyon sirasinda sterilize
edilecek maddelerle birlikte otoklava konur. Sterilizasyon sonunda ise inkiibasyona
birakilarak mikroorganizma {iremesi olup olmadigi kontrol edilir. Inkiibasyonda
mikroorganizma liremesi goriilmemisse sterilizasyon yeterli yapilmis demektir. Biyolojik
sterilizasyon indikatorlerine sterikon denir.

Sterilizasyon Bakteri tiirli ve spor | Test Materyali Sterilizasyon sonrast
yontemi say1s1(10° adet inkiibasyon sekli

Otoklavda Bacillus Kagit serit veya | 55 °C'de sivi besiyerinde 5
sterilizasyon stearothermophilus | diskler giin aerobik inkiibasyon
Kuru hava ile | Clostridium tetani Steril kum 37 °C’de siv1 besiyerinde 5
sterilizasyon giin anaerobik inkiibasyon
Gama 1sinlariyla | Bacillus pumilis Kagit serit veya | 37 °C’de siv1 besiyerinde 5
sterilizasyon diskler giin aerobik inkiibasyon

Tablo 2.6:Biyolojik indikatorler
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Resim 2. 4: Sterikon biyoindikator, sar1 turuncu renk yetersiz sterilizasyonu gosterir.

Sahit Besiyeri ile Sterilizasyon Kontrolii: Asilanmamis (inokiile edilmemis) bir
besiyeri asilanmis diger besiyerleri ile birlikte inkiibasyona birakilir. Yeterli sterilizasyon
yapildiginda  asilanmamis  besiyerinde iireme  goriilmez. Uremenin  gdzlenmesi
sterilizasyonun iyi yapilmadigini gosterir ve bu besiyerleri mikrobiyolojik analizlerde
kullanilmaz.

2.5. Besiyerlerinin Muhafazasi

Besiyerlerinin hazirlanmasi zahmetli ve zaman alici oldugundan fazla hazirlanabilir.
Fazla hazirlanan besiyerleri uygun sekillerde muhafaza edilmelidir. Boylece besiyerlerinin
kurumalari, kontaminasyonlar1 ve bilesimlerinin bozulmasi énlenmis olur.

»  Besiyerlerinin 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 agz1 kapakli veya
silifli olmal1 ya da pamuk tikacla kapatilmalidir. Pamuk tikagin iizerine
aliminyum folyo konup, kabin boyun kismu iple sikica baglanmalidir.
Aksi durumda besiyeri ¢ok ¢abuk bozulur.

. Besiyerleri hazirlandiktan sonra, burgulu veya silifli rock sisesine konup
sterilize edilmisse, sterilizasyon Oncesi gevsek birakilan kapaklar
sikistirilarak buzdolabina konur.

o Bekletilmeden  kullamilmas1 ~ Onerilen  besiyerleri  disindakiler
buzdolabinda(+4°C’de) muhafaza edilmelidir.

o Saklanabilen ozellikte ve petri kutularina dokiilmiis besiyerleri plastik
torbalar i¢inde sogukta saklanmalidir.

o Buzdolabina konmayan besiyerleri nemli, serin ( 4-8 ©C’) ve karanlik bir
yerde muhafaza edilmelidir.

o Rose Bengal Agar gibi bazi besiyerleri 1siktan da korunmali ve renkli
siselerde muhafaza edilmelidir.
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Selektif ve diferansiyel besiyerleri bir hafta, on giin iginde

kullanilmalidir.

Kontamine olmus veya kurumus besiyeri plaklar1 atitlmalidir.

ISO 11133’¢ gore katki eklenmemis olmak kosulu ile besiyerleri

buzdolabinda en ¢ok 3 ay depolanabilir.

Besiyerlerinin  muhafazasinda en oOnemli nokta su kaybinin

onlenmesidir. Petri kutularindaki besiyerleri, sise ve balonlarda

muhafaza edilen besiyerlerinden daha fazla nem kaybeder. Muhafaza

edilen besiyerlerinde nem kaybs;

o Yiizeyin asir1 kKurumasina neden olur.

o Agirlik kaybina neden olur.

o Ozellikle Gram (-) bakteriler ve selektif besiyerlerinde sahte
sonuglar ortaya ¢ikarir.

Agarl besiyerlerinde izin verilen agirlik kaybt oran1 %15°tir. Petri kutularinin vakum
altinda depolanmas1 nem kaybin1 6nler.

Resim 2.5: Buzdolabinda muhafaza edilmek igin yerlestirilmis petri kutulari ve saklama

siselerinde besiyerleri

2.6. Hazir Ticari Besiyerleri ve Muhafazasi

Hazir olarak satilan kuru formdaki besiyerleri veya besiyeri bilesenleri genellikle nem
cekicidir. Sicakliga ve 1s18a karsi ¢ok duyarhidir. Bu nedenle hazir ticari besiyerleri;

>

>
>

Satildiklar orijinal kaplarinda,
250C’den diisiik sicaklikta,
Kuru ve karanlik ortamlarda saklanmalidir.

Hazir ticari besiyerlerinin her kullanimdan sonra orijinal kaplarinin
kapaklari sikica kapatilmalidir.

Kutu ilk agildiginda renk, topaklanma, kaliplagsma vb. 6zellikleri kontrol
edilip acilma tarihi laboratuvar defterine kaydedilmelidir.
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Son kullanma tarihi gegen ve iyi saklanmayan hazir ticari besiyerleri veya besiyeri
bilesenleri kullanilarak hazirlanan besiyerlerinde bulaniklik, ¢okelme, pH gibi problemler
olusabilir.

Homojen yapist olmayan, topaklanmis, kaliplasmus, rengi degismis dehidre besiyerleri
mikrobiyolojik analizlerde kullanilmaz.
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Hazirlamis oldugunuz besiyerini asagidaki islem basamaklarina gore sterilize ediniz.

Islem Basamaklar1 Oneriler

» Sterilizasyon  araglarim1  kontrol  edip
hazirlaymiz. Laboratuvar kiyafetlerinizi giyiniz.
Gerekli ise koruyucu malzeme
kullanimiz.
Ellerinizi her calisma oncesi ve
sonrasi yikayip dezenfekte ediniz.
Sogukkanli ve sabirli olunuz.
Otoklavi 121 °C’ye ayarlaymniz.
Otoklavin suyu eksikse seviye
gostergesine kadar saf su ile
tamamlayiniz.

VVYVY VY V V¥V

» Sterilizasyona hazirlanmis  besiyerlerini

otoklava yerlestiriniz. » Sterilizasyona hazirlanmis
besiyerlerini tel sepetlere
yerlestiriniz.

» Otoklav rafli ise raflari agsin
doldurmayiniz.

» Otoklavin vidalarini sikistiriniz.

> Dikkatli ve titiz olunuz.

» Otoklavin kapagini kapatarak; otoklavi » Otoklavin kullanim talimatini
kullanma talimatina gore ¢alistirip, mutlaka uyunuz.
hazirlanan besiyerlerini 121°C°de 15-20 » Sterilizasyon sonunda otoklavin
dakika sterilize ediniz. Besiyeri sicakliga kapagini hemen agmayiniz,
duyarli maddeler iceriyorsa; 115-121°C’ de basincin 0’a diismesini bekleyiniz.
10-15 dakika sterilize ediniz. > s giivenligine dikkat ediniz.
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» Sterilizasyona hazirlanmis VRBA(Violet

Red Bile Agar) besiyerini su banyosuna
alip kaynama sicakligmma getiriniz ve
kaynama sicakliginda en fazla 5 dakika
tutunuz.

95 °C

Su  banyosunun suyu eksikse
seviye gostergesine kadar saf su ile
tamamlayiniz.
VRBA besiyerini su banyosuna
yerlestiriniz.

Su banyosunu sicakligini kontrol
ediniz.

VRBA besiyerinin 5 dakikadan
fazla kaynatilmamasma dikkat
ediniz.

Sterilizasyon isleminden sonra su
banyosunu kapatmay1 unutmayiniz.

Sterilizasyon sonrasinda kullanilacak ekim yontemine gore asagida verilenlerden uygun

olanina gore hareket ediniz;

Besiyeri erlende hazirlanip sterilize edilmis

>

Agarh

>

ise;
Cizme ya da yayma yontemleri ile ekim
yapilacaksa; Besiyerini 50°C’ye kadar

sogutup, steril petri kutularina 15-20 ml
dokiiniiz ve petri kapaklarin1 kapatarak
katilagmasini bekleyiniz.

Erlende hazirlanip sterilize edilmis PCA
veya PDA gibi besiyerlerine dokme plak
yontemi ile ekim yapilacaksa; besiyerini 45
%C’ye kadar sogumaya birakiniz
besiyeri  tiipte/petri

hazirlamip sterilize edilmis ise;

kutularinda

Sogumasini bekleyiniz.

>

Besiyerinin ekimden once erlende
katilasmamasina dikkat ediniz

Besiyerini dokeceginiz petri kutular
ve kullanacagmiz pipetler mutlaka
steril olmalhdir.

Besiyerinin petri kutularina
aktarilmas1  aseptik  kosullarda
olmalidir.

Besiyerinin  sicakhg  45°C’den

yiiksek oldugunda ekimin basarisiz

olacagmi 45 °C’den  diisiik
oldugunda ise besiyerinin
katilasacagini unutmayiniz.

Zamani iyi kullaniniz.

Tiipte dik agar kiltiirti
hazirlanacaksa  tlipleri tiipliikte
bekletiniz.

Tiipte yatik agar kiiltiirii

hazirlanacaksa. tiipleri uygun bir
destekle  hafif meyilli  olarak
bekletiniz.
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Besiyeri  Durham tiiplerinde  sterilize
edilmigse; Durham tiiplerini otoklavdan
¢ikartip hemen akan ¢esme suyunda

sogutunuz ve tiiplerin besiyeri ile dolu olup
olmadigini kontrol ediniz.

> Dikkatli ve titiz olunuz.

» Dolu olmayan Durham tiiplerini
ayiriniz.

-Sterilite  kontrolii  igin  sterilizasyon
uygulanmig besiyerlerini uygun sicaklikta
inkiibasyona birakip mikrobiyal {ireme olup
olmadigini kontrol ediniz.

> Sahit besiyerini 35-37°C’de 5 giin

inkiibasyona birakiniz.
» Sahit besiyerinde 5 giin iginde
periyodik  olarak iireme olup

olmadigini kontrol ediniz.
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» Besiyeri  sterilizasyonu iyi
yapilmazsa daha sonra yapilan
ekim sonuglar1 hatali olacaktir.

Kullanilmayan besiyerlerini uygun sicaklikta
buzdolabinda saklayiniz.

Hazir ticari besiyerlerini talimatlarma uygun | » Besiyeri  saklama  kosullarina
olarak saklayiniz. uyulmadiginda besiyerinin
bozulacagini ve tekrar
kullanilamayacagini unutmayimiz.
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KONTROL LiSTESI

Bu faaliyet kapsaminda asagida listelenen davraniglardan kazandiginiz beceriler igin
Evet, kazanamadiginiz beceriler icin Hayir kutucuguna (X) isareti koyarak kendinizi
degerlendiriniz.

Degerlendirme Olgiitleri Evet | Haywr

Laboratuvar kryafetlerinizi giydiniz mi?

Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?

3. Sterilizasyon oncesi iglemlerin dogru yapilip yapilmadigini
kontrol ettiniz mi?
4. Erlen iizerine gerekli bilgiler yazilmis mi1?

5. Otoklavin suyu eksikse seviye gostergesine kadar saf su ile
tamamladiniz mi1?
6. Otoklavi 121°C’ye ayarladimz m?

Sterilizasyona hazirlanmis erlendeki PCA’y1 tel sepete veya
otoklavin raflarina yerlestirdiniz mi?
8. Otoklavin kapagini kapatip vidalarini sikistiriniz mi?

9. Otoklavi talimata uygun c¢alistirdiniz m?
10. Sterilizasyonun 121°C’de vel5 dakikada olmasini sagladiniz mi?

11. Sterilizasyon sonunda otoklav basmcmin 0’a diismesini
beklediniz mi?
12. Otoklavdan PCA’ y1 sogumaya biraktiniz mi?

13. PCA besiyerinin 45 °C’a kadar sogumaya biraktimiz m?

14. Besiyerinin erlende katilasmamasina dikkat ettiniz mi?

15. PCA besiyerini dokeceginiz petri kutular1 ve kullandiginiz
pipetler 6nceden sterilize edilmis mi?

16. PCA besiyerini petri kutularina aktarilmasi igslemini yanan bekin
yaninda yaptiniz mi?

17. PCA besiyerinin aktardigimiz petri  kutularimi  muhafaza
edeceginiz buzdolab1 temiz ve kullanima hazir mi1?

18. Petri kutularini buzdolabi rafina yerlestirdiniz mi?

19. islem sonunda kullandiginiz arag- gereci temizlediniz mi?

20. Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?

21. Laboratuvarin son kontrollerini yaptiniz mi?

22. Onliigiiniizii ¢ikarip yerine astiniz mi1?

DEGERLENDIRME

Degerlendirme sonunda “Hayir” seklindeki cevaplarimzi bir daha gbzden gegiriniz.
Kendinizi yeterli gormilyorsaniz 0grenme faaliyetini tekrar ediniz. Biitiin cevaplariniz
“Evet” ise “Ol¢me ve Degerlendirme”’ye geginiz.
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OLCME VE DEGERLENDIiRME

Asagidaki sorulart cevaplandirarak bu faaliyet kapsaminda hangi bilgileri
kazandiginiz1 belirleyiniz.

1. L Otoklav II. Tindalizasyon  IIL. Ciplak alev IV. Kuru 1s1
Besiyeri sterilizasyonu yukaridakilerden hangisi ile yapilir?
A) lvelll
B) Ivell
C) lvelV
D) Il ve Il
E) lvelV

2. Besiyerini 3-4 asamada ve 95-100°C’de sicaklik uygulayarak sterilize etmek
asagidakilerden hangisinin ilkesidir?
A) Fiksasyon
B) Pastorizasyon
C) Otoklavda sterilizasyon
D) Tindalizasyon
E) Diliisyon

3. Besiyerlerinin otoklavda sterilizasyon sicaklik ve siiresi asagidakilerden hangi
secenekte dogru verilmistir?
A) 100 °C’de 15-25 dakika
B) 85-90 °C’de 25-50 dakika
C) 150 °C’de 1-5 dakika
D) 120 °C’de 15-20 dakika
E) 50 °C’de 3 saat

4. Besiyerlerinin sterilizasyonu asagidakilerden hangisinde yapilmaz?
A) Erlen
B) Cam balon
C) Deney tiipii
D) Durham test tiipii
E) Petri kutusu

5. Asagidaki besiyerlerinin saklanmasiyla ilgili bilgi ciimlelerinden hangisi yanlistir?
A) Besiyerinin kondugu siseler tamamen doldurulmalidir.
B) Besiyeri dokiilmiis petri kutular1 plastik torbalara konularak buzdolabinda
muhafaza edilebilir.
C) Besiyerinin kondugu siseler burgu kapakli veya silifli olmalidir.
D) Oda sicakliginda saklanabilecek besiyerleri nemsiz, karanlik ortamda tutulmalidir.
E) Besiyerlerinde saklama sirasinda su kayb1 olmamalidir.
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Asagidakilerden hangisinde basing altinda sicak buhar akimui ile sterilizasyon yapilir?
A) Oze-as1 ignesi

B) Cam balon

C) Besiyeri

D) Durham test tiipii

E) Petri kutusu

7. Sterikonun acilimi asagidakilerden hangisidir?
A) Sterilizasyona hazirlanmis besiyerleridir.
B) Sterilizasyonda kullanilan araglardan biridir.
C) Sterilize edilmis malzemelerdir.
D) Sterilizasyon kontroliinde kullanilan biyolojik indikatordiir.
E) Besiyeri kimyasal katki maddelerinden biridir.
Asagidaki ciimlelerde bos birakilan yerlere dogru sozciikleri tabloya gore

yaziniz.

8. Hazir ticari besiyerleri ...................... diistik sicaklikta saklanmalidir.

9. yontemi ile yiiksek sicaklikta yapilari bozulan besiyerleri sterilize
edilir.

10.  Sterilize edilmis besiyerinden plak dokme yontemi ile ekim yapilacaksa petri kutular
besiyeri ...................... sicakliga kadar sogutulur.

11. Besiyerleri ...................... sterilize edilmez.

12.  Besiyerlerinin sterilizasyon kontrolinde kullanilan ...................... belli sayida
mikroorganizma sporu i¢eren 6zel kagit veya disklerdir.

13. Katki maddesi katilmis ve ...................... sterilize edilmemis besiyerleri tekrar
eritilip kullanilmamalidir.

14. Agarli besiyerleri kurutulurken etiive kapaklari ...................... gelecek sekilde
yerlestirilmelidir.

15.  Sterilizasyondan sonra petri kutularma ...................... besiyeri dokiilmelidir.

16.  Agarli besiyerlerinde izin verilen agirlik kaybi orani en gok ...................... tir.

17. Besiyeri saklanacagi siselere ...................... kalacak sekilde doldurulmalidir.
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15-20 ml 1/3’i bos
petri kutularinda 25 °C
tindalizasyon otoklavda
alta biyolojik indikatorler
%15 45°C
durham tiiplerinde acik

DEGERLENDIRME

Cevaplarinizi cevap anahtariyla karsilastiriniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrarlaymniz.
Cevaplarimizin tiimii dogru ise “Modiil Degerlendirme”ye geciniz.
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MODUL DEGERLENDIRME

KONTROL LISTESI

Bu faaliyet kapsaminda asagida listelenen davranislardan kazandiginiz beceriler i¢in
Evet, kazanamadiginiz beceriler i¢in Hayir kutucuguna (X) isareti koyarak kendinizi
degerlendiriniz.

Degerlendirme Olgiitleri Evet | Hayir

Besiyeri hazirlama ile ilgili yeterlilikler

1. Laboratuvar kiyafetlerinizi giydiniz mi?

Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?

Dogru erlen se¢imini yaptiniz mi?

250 ml besiyeri i¢in tartilacak kuru Laktoz Broth miktarim

hesapladiniz m1?

Yeterli saf su olup olmadigini kontrol ettiniz mi?

Teraziyi ¢aligtirip, kalibre ettiniz mi?

Tartimu dikkatlice yaptiniz mi?

Bir meziirde 250 ml saf su 6l¢tiiniiz mii?

Hacim olgerken okumayi g6z hizasinda ve kavisin altindan

yaptiniz m1?

10. Su banyosunu kontrol edip sicakhigi 50-60 °C’ye ayarladiniz
m1?

11. Tartiginiz besiyerini kayipsiz olarak erlene aktardiniz mi1?

12. 100-150 ml kadar saf suyu erlene agiz kismmi yikayarak
aktardiniz mi1?

13. Balonu ¢alkalayarak besiyeri bilesenlerinin ¢dziinmesini
sagladimiz mi?

14. Besiyerini berraklagincaya kadar sik sik karistirarak kaynar su
banyosunda tuttunuz mu?

15. Coziinmenin tam ve berrak olmasini sagladiniz mi1?

16. Kalan suyu erlene aktardiniz mi?

17. Coziinmemis partikiiller varsa siizge¢ kagidindan gegirerek
slizdiinliz mii?

18. Cam yazar kalemle balonun s1v1 seviyesini isaretlediniz mi?

19. Eksilen su varsa daha Once isaretlediginiz yere kadar saf su
eklediniz mi?

20. Besiyeri pH’sin1 pH kagitlar1 veya pH metre ile 6l¢tiiniiz mii?

21. Istenen pH’ta degilse 0.1 N HCI veya 0.1 N NaOH ilave ederek
pH’1 6.9’a ayarladimiz m1?

22. Durham tiiplerini test tiiplerine ters olarak yerlestirdiniz mi?

23. Hazirlanan besiyerini test tiiplerine10’ar ml dagittiniz m?

24. Tiiplerin agzin1 pamuklayip Aliminyum folyo ile kapattiniz mi1?

25. Tiiplere gerekli bilgileri yazdiniz nm?
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Degerlendirme Olgiitleri Evet | Hayr

Besiyeri sterilizasyonu ile ilgili yeterlilikler

1. Otoklavi 121°C’ye ayarladiniz m1?

2. Otoklavin suyu eksikse seviye gostergesine kadar saf su ile
tamamladiniz mi1?

3. Sterilizasyona hazirlanmig sporttaki Laktoz Broth’lu test

tiiplerini tel sepete veya otoklavin raflarina yerlestirdiniz mi?

Otoklavin kapagini kapatip vidalarini sikistiriniz mi?

Otoklavi talimata uygun ¢alistirdiniz mi?

Sterilizasyonu 121°C’de vel5 dakikada olmasim sagladimz mi?

Otoklav manometresinin 0°C’ye diismesini beklediniz mi?

Durham tiiplerini otoklavdan ¢ikartip hemen akan c¢esme

suyunda soguttunuz mu?

9. Test tiiplerinin besiyeri ile dolu olup olmadigini kontrol ettiniz
mi?

10. Islem sonunda kullandiginiz arag- gereci temizlediniz mi?

11. Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?

12. Laboratuvarin son kontrollerini yaptiniz mi?

13. Onliigiiniizii cikarip yerine astiniz m1?

X N |9~

DEGERLENDIRME

Degerlendirme sonunda “Hayir” seklindeki cevaplariizi bir daha gozden gegiriniz.
Kendinizi yeterli gbérmiiyorsanmiz 6grenme faaliyetini tekrar ediniz. Biitiin cevaplariniz
“Evet” ise bir sonraki modiile gegmek icin 6gretmeninize bagvurunuz.
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CEVAP ANAHTARLARI

OGRENME FAALIYETI -1°’IN CEVAP ANAHTARI

1 D
2 E
3 C
4 E
5 D
6 A
7 B
8 C
9 B
10 C
11 A
12 D
13 E
14 D
15 B

OGRENME FAALIYETI -2°NiN CEVAP ANAHTARI

1 B

2 D

3 D

4 E

5 A

6 C

I D

1 25°C’den

2 Tindalizasyon

3 45°C’

4 petri

kutularinda

5 biyolojik
indikatorler

6 otoklavda.

7 alta

8 15-20 ml.

9 %15

10 1/3’i bos
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