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ACIKLAMALAR

KOD 524L.T0016
ALAN Laboratuvar Hizmetleri
DAL/MESLEK Alan Ortak
MODULUN ADI Besiyeri
MODULUN Besiyeri hazirlama ve sterilizasyon sonrasi islemler ile ilgili bilgi
TANIMI ve becerilerin verildigi bir 6grenme materyalidir.
SURE 40/32
ON KOSUL Sterilizasyon ve Dezenfeksiyon -1 modiiliinii bagarmis olmak
YETERLIK Besiyeri hazirlamak
Genel Amac
Laboratuvarda gerekli ara¢ gere¢, donanmim ve kosullar
saglandiginda teknigine uygun olarak besiyeri hazirlayabilecek
ve sterilizasyon sonrasi iglemleri yapabileceksiniz.
MODULUN AMACI | Amaclar
1. Besiyeri hazirlama 6n iglemlerini yapabileceksiniz.
2. Besiyeri hazirlama iglemlerini yapabileceksiniz.
3. Sterilizasyon sonrasi iglemleri yapabileceksiniz.
Ortam: Laboratuvar ortami, kiitiiphane, bireysel 0Ogrenme
ORI . ortamlar1 vb.
L I @GR DT Donamim: Internet, otoklav, su banyosu, pH metre, buzdolabs,
ORTAMLARI VE . L D .
bunzen bek, dehidre besiyeri ya da besiyeri bilesenleri, hassas
DONANIMLARI - . <
terazi, balon, erlen, pamuk, aliminyum folyo, saf su, spatiil,
meziir, deney tiipii, pipet, tlipliik, cam yazar kalem
Modiil i¢inde yer alan her 6grenme faaliyetinden sonra verilen
Ol¢me araglari ile kendinizi degerlendireceksiniz.
OLCME VE Ogretmen modiil sonunda &lgme araci (goktan secmeli test,
DEGERLENDIRME | dogru-yanlis testi, bosluk doldurma, eslestirme vb.) kullanarak

modiil uygulamalari ile kazandiginiz bilgi ve becerileri 6l¢erek
sizi degerlendirecektir.




GIRIS

Sevgili Ogrenci,

Laboratuvarda incelenecek mikroorganizmalarin Oncelikle laboratuvar sartlarinda
iiretilerek cogaltilmalart amaciyla ihtiyag duyduklari besin maddeleri ve ortam sartlarinin
saglanmasi1 gerekir. Mikroorganizmalarin {iremeleri ve c¢ogalmalar1 icin gerekli besin
maddeleri ve fiziksel sartlar1 iceren ortamlara besiyeri denir.

Laboratuvar c¢alismalarinda farkli amaglar i¢in kullanilan yiizlerce c¢esit besiyeri
vardir. Ayn1 amag i¢in kullanilan farkli besiyeri cesitleri, hatta ayn1 isimde farkli bilegen ve
bilesen miktarlar1 igeren besiyerleride mevcuttur. Bunlardan dolay:1 besiyerleri ¢ok farkli
sekillerde hazirlanabilmektedir.

Genel olarak besiyeri hazirlamada temel islem basamaklari; besiyeri hazirlama 6n
islemleri, tartim, ¢6ziindiirme, berraklagtirma, pH ayarlama, sterilizasyon ve sterilizasyon
sonrast iglemler seklindedir. Bu modiil, besiyeri hazirlama, sterilizasyon sonrasi iglemleri
yapma ile ilgili becerileri kazanmanizda sizlere yardimci olacaktir.






OGRENME FAALIYETi-1

( AMAC )

Gerekli ortam saglandiginda teknigine uygun olarak besiyeri hazirlama 6n iglemlerini
yapabileceksiniz.

( ARASTIRMA )

> Besiyerleri ve 6zelliklerini arastiriniz.
> Cevrenizdeki mikrobiyoloji laboratuvarlarina giderek kullandiklar1 besiyerleri

ve kullanim amaglarim arastiriniz.

1. BESIYERI

1.1. Besiyerinin Tanim1 ve Kullanim Amaclar
Mikroorganizmalarin {iretilmesi ve ¢esitli faliyetlerinin saptanmasi amaciyla

gereksinim duydugu maddeleri ve ozellikleri igeren yapay veya dogal ortamlara besiyeri
denir. Besiyerleri; vasat, kiiltiir ortam1, medium gibi degisik isimlerle de anilmaktadir.

® :.x

Resim 1.1: Cesitli besiyerleri
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Besiyerleri ¢ok farkli amaglarla kullanilabilir. Bunlar mikroorganizmalarin,

Uretilmesi, gelistirilmesi ve canliliklarmin korunmast,

Saf kiiltiirlerinin elde edilmesi (izolasyonu),

Tanimlanmalar1 (identifikasyonu),

Sayimlarinin yapilmasi,

Yapilarinin ve biyokimyasal dzelliklerinin incelenmesi,
Antimikrobiyel duyarlilik ve sterilite testleri,

Biyolojik ve metabolik triinlerinin elde edilmesi,

Gida, su ve gevre kontrollerinin yapilmasi gibi ¢esitli konular1 kapsar.
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Besiyeri secimi, ekim yapilacak numunenin nereden alindigina, numunede
bulunabilecek mikroorganizmalarin ve bu mikroorganizmalarin beslenme gereksinimlerine

gore yapilir.

1.2. Besiyerlerin Siniflandiriimasi

Besiyerleri dogal ve yapay besiyerleri olarak siniflandirilmakla beraber, fiziksel
ozelliklerine, kaynaklarina ve kullanim amaglarina gore de siniflandirilmaktadir.

1.2.1. Genel Simiflandirma

Besiyerleri dogal ve yapay (sentetik) besiyerleri olmak tizere iki kisimda incelenir.

>

Dogal besiyerleri: Dogal besiyerleri canli ve cansiz ortamlar olarak ikiye
ayrilir. Canh besiyerleri olarak hiicre kiiltiirleri, embriyolu yumurta ve deney
hayvanlarindan (kobay, fare, sican, tavsan, hamster vb.) yararlanilmaktadir.
Embiryolu yumurta, ozellikle viriisler ve riketsia’lar i¢in énemli bir ortamdir.
Cansiz besiyerleri siit, yumurta, patates, havug gibi dogal maddelerden yapilan
besiyerleridir.

Yapay (sentetik) besiyerleri: Belirli miktarlarda saf kimyasal maddeler
kullanilarak hazirlanan, yapisi ve igerigi tam olarak bilinen besiyerlerine
sentetik besiyerleri denir. Bu tiir besiyerleri genellikle besiyerine belirli
kimyasal maddeleri ilave etmek veya ¢ikartmak suretiyle bir bakterinin
esansiyel ihtiyaclarini belirlemek, bakterilerin metabolizmalarini incelemek ve
biyolojik triinlerini saf olarak elde etmek amaciyla kullanilir.

1.2.2. Fiziksel Ozelliklerine Gore Stmiflandirma

Besiyerleri fiziksel 6zelliklerine gore ii¢ sekilde simiflandirlir.

>

Sivi  besiyerleri: Icinde katilastirict madde bulunmayan, daha ¢ok
mikroorganizmalarin iretilmesinde kullanilan sivi haldeki besiyerleridir.
Nutrient Broth ve peptonlu tuzlu et suyu (adi buyyon) sivi besiyerine 6rnektir.

Kat1 besiyerleri: Bilesimine kivam verici, katilastinci madde katilmis
besiyerleridir. Katilastirict madde olarak en ¢ok agar, nadiren jelatin, yumurta,
serum, alginatlar ve silika jel kullanilir. Ornegin; nutrient agar, EMB agar gibi.

Yan kat1 besiyeri: Siv1 besiyerlerine % 0,3-0,5 oraninda agar ilave edilerek
hazirlanmis  besiyerleridir. Ornegin; craigie besiyeri, bakterilerin hareket
muayenesi i¢in kullanilan ve % 0,4 oraninda agar iceren yari-kat1 bir
besiyeridir.

1.2.3. Kaynaklarma Gére Siiflandirma

Besiyeri bilesimine giren besin maddelerinin kaynagina gore yapilan siniflandirmadir.

>

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



>

Bitkisel kaynakl besiyeri: Patates ekstrakti, portakal serumu gibi bitkisel
dokulardan elde edilmis besi yerleridir.

1.2.4. Kullanim Amaglarina Gore Siniflandirma

Besiyerlerinin kullanim amacina gore simiflandirilmas: bilesimleri ile dogrudan
ilgilidir ve siiflandirmada en yaygin olarak kullanilan yontemdir.

>

Genel (amagh) besiyerleri: Herhangi bir inhibitér madde igermeyen, besin
maddelerince yeterli veya zengin, herhangi bir mikroorganizma grubunun
gelismesini 6zel olarak desteklemeyen, baz1 zor gelisenlerin de dahil oldugu ¢ok
sayida mikroorganizmanin gelismesini saglayan besiyerleridir. Plate count agar
(PCA), nutrient agar ve nutrient broth, tamponlanmis peptonlu su en sik
kullanilan genel amach besiyerleridir.

Ozel (Amach) besiyerleri: Ozel amagh besiyerleri kullanim amaglarina bagh
olarak asagida belirtilen sekilde gruplandirilarak incelenebilir.

Secici (selektif) besiyerleri: Uretilmek istenen 6zel bir bakteri disindaki
mikroorganizmalarin {iremesini inhibe eden maddeler i¢eren besiyeridir.
Ornegin; chapman besiyeri, icerdigi % 7,5 oranindaki NaCl ile diger
mikroorganizmalarin {iremesini inhibe ederken stafilokoklarin selektif
olarak tiremesini saglar.

Ayirt edici (diferansiyel) besiyerleri: Icerdikleri ayiraglar sayesinde
benzer bakterilerin farkli goriinimde koloniler olusturmasini saglayarak
bakterileri birbirinden ayirmaya imkan veren besiyerleridir. Ornegin;
endo agar ve EMB (Eosine Methylen Blue) agar bu tiir besiyerleridir. E.
coli, endo agarda tipik bir goriintii vererek diger koliform gubu
mikroorganizmalardan ayirt edilir.

Selektif / aywrt edici besiyerleri: Bazi besiyerleri hem selektif hem de
ayirt edici Ozellik tasiyabilir. Bakterilerin idantifikasyonu amaciyla
biyokimyasal ozelliklerini incelemek i¢in kullanilan  besiyerleri
selektif/ayirt edici 6zellik tagir.

Zenginlestirici besiyerleri: Cok sayida farkli mikroorganizma bulunan
bir ortamda, izole edilmesi istenen bakteri ¢ok az sayida bulunuyorsa
zenginlestirici besiyerleri kullanilir. Bagka bir deyisle 6zel biiyiime
faktorlerine ihtiya¢ duyan mikroorganizmalar i¢in tireme ortamina gerek
duyulan maddelerin ilavesi ile hazirlanan besiyerleridir. Ornegin; laktik
asit bakterileri igin siit agar1 veya nutrient agarda bulunan besin
maddelerine ilaveten % 2 siikroz ilavesi ile hazirlanan besiyerleri, kanl
agar, lewenstein — jensen besiyeri

Transport besiyerleri: Herhangi bir ornekten izole edilmek istenen
mikroorganizmalar, eger cevre kosullarina karsi ¢ok duyarli ise bu
durumda laboratuvara taginmalar1 esnasinda canliliklarini koruyabilmeleri
icin uygun ortam saglayan besiyerlerinde nakledilir (Ornegin, stuart
besiyeri gibi).



Identifikasyon (tammlama) besiyerleri: Mikroorganizmalarmin laktoz,
glikoz gibi maddeleri kullanarak olusturduklar1 metabolizma iiriinlerinin
incelenmesiyle bakterilerin tanimlanmasinin yapildigi besiyerleridir.
Besiyeri i¢ine konan ayiraglarin (andrade ayiraci, fenol kirmizist vb.)
olusan metobolizma Tiriinlerine gore renk degisikligi meydana
getirmesiyle metabolizma fiiriinlerinin varligi anlasilir. indolda oldugu
gibi.

Anaerob bakteriler icin besiyerleri: Ortamdaki oksijeni gideren
rediikleyici maddeler (sodyum tiyoglikolat gibi) eklenmis ve bdylece
anaerob bakterilerin daha kolay iiremesini saglayan besiyerleridir.
Rediikleyici maddeler, besiyerlerinde ¢6ziinmiis olarak bulunan oksijen
ile kimyasal reaksiyona girerek mikroorganizmalar tarafindan
kullanilmasini engeller.

. Ozgiil

besiyerleridir.

besiyerleri: Sadece bir

Lowenstein  jensen besiyeri sadece

tuberculosis’in tretilmesinde kullanilir.

BESIYERI ADI

KULLANIM AMACI

Baird-Parker Agar

Stafilokok bakterilerinin tanimlanma ve sayiminda

Brilliant Green Bile
Broth

Koliform grubu bakterilerinin tanimlanmasi,
dogrulanmasi, izole edilmesi ve sayiminda

Eosin Metilen Blue
(EMB) Agar

Enterobacteriaceae familyasi gram (-) bakterilerinin
ayrimi Ve izolasyonunda

Laktoz Broth

EMS yontemi ile koliform bakterilerin sayiminda

Mac Conkey Agar

Koliform grubu bakteriler ile salmonella ve shigella
bakterilerinin ayrim ve tanimlanmasinda

Malt Extract Agar

Maya ve kiiflerin gelistirilmesi, izolasyonu ve sayiminda

Mueller Hinton Agar

Antibiyogram duyarlilik testinde

Nutrient Broth

Bakterilerin gelisimi i¢in genel amagli besiyeri olarak

Plate Count Agar

Toplam mezofil aerob bakteri sayiminda

Potato Dextrose

Agar Funguslarin iiretilmesinde

Simmons Sitrat Agar | Enterobacteriaceae familyasi bakterilerinin ayrimlarinda
Violet Red Bile Koliform grubu bakterilerinin tanimlanmasi ve

Agar sayllmasinda

VRB Agar Kat1 besiyeri yontemiyle koliform bakteri sayiminda,
XLD Agar Salmonella bakterilerinin ayrim ve tanimlanmasinda

Tablo 1.1: Sik kullanilan besiyerleri ve kullanim amaclari

mikroorganizmanin iireyebildigi
Mycobacterum




1.3. Besiyeri Bilesimine Giren Maddeler

Besiyerleri hazirlanirken amag, hedef organizmanin gelismesi i¢in en uygun ortami
olusturacak oranlarda gerekli besin maddeleri ile dengelenmis karigimi saglamaktir. Besin
ogelerini fazla miktarda eklemekle optimal besiyeri elde edilemez.

Ornegin, aminoasitlerin dengelenmemesi ve bir aminoasitin fazla olmasi, iliskili bir
aminoasitin gelisme i¢in kullanimini baskilayabilir. Glikoz dahil olmak iizere tiim besin
ogeleri, konsantrasyonlar arttik¢a baskilayicr etki yapar.

Gelisme i¢in gerekli olan maddeler, dogrudan mikroorganizmalarin beslenme sekilleri
ile ilgilidir ve besiyerinde zorunlu olarak bulunur. Inhibitorler ise gelismesi istenmeyen
mikroorganizmalar icin gerektiginde selektif besiyerlerine ilave edilir. Bunlarin disinda yine
gerektiginde indikatorler, jellestiriciler vb. pek ¢ok madde de besiyeri bilesimine girer.

Besiyeri bilesimine bulunan maddeler ve 6zellikleri asagida agiklanmistir.

>

Su: Besiyeri hazirlamada kullanilan suyun damitma veya deiyonizasyon ile taze
hazirlanmig olmasi, basta bakir olmak tlizere toksik metalleri igermemesi
gerekir. Taze hazirlanmig saf suyun pH'1 6,5-7,5 arasinda olmahdir.
Depolanmus saf su atmosferik karbondioksitin absorbe edilmesi sonucu asit pH
gosterir. Eger saf suyun pH'1 5,5'in altinda ise bu su 1sitilarak CO, uzaklastirihir
ve pH yeniden kontrol edilir. Eger pH hala diisik ise NaOH ile nétral pH'a
getirilir ve saf su sistemi kontrol edilir.

Pepton: proteinlerin hidrolizi ile elde edilen iiriinlere verilen genel isimdir.
Istisnalar disinda, mikroorganizma guplarmin oldukca biiyiik bir boliimii,
proteinleri azot kaynagi olarak kolaylikla kullanamaz. Bu nedenle azotlu
bilesikleri, ok daha kolay kullanabildikleri protein hidroliz iriilerinden saglar.
Aksi belirtilmedik¢e mikrobiyolojide "pepton™ denildiginde pankreatin enzimi
ile hidrolize edilmis et peptonu (peptone from meat pancreatic) anlasilir.

Maya ekstrakti (Maya oziitii, yeast extract): Bilesimindeki aminoasitler,
peptitler, vitaminler, karbonhidratlar ve mineraller nedeniyle pek ¢ok
mikrobiyolojik caligmada besiyeri katkisi olarak kullanilir.

Malt ekstrakti (Malt 6ziitii, malt extract): Biralik arpanin ¢imlendirilmesi ve
kavrulmasi ile elde edilen malttan iretilir. Basta maltoz olmak iizere c¢esitli
karbonhidratlarin yiiksek konsantrasyonuna bagli olarak maya ve kiiflerin
gelistirilmesi igin kullanilir.

Et ekstrakti (Et Oziitii, meat extract): Karbonhidrat i¢cermez. Bu nedenle
karbonhidratlardan asit olusturma testlerinde kullanilabilir.

Beyin ekstrakti (brain extract) ve kalp ekstrakti (heart extract): Streptokoklar,
pneumokoklar, meningokoklar, gonokoklar vb. zor gelisen patojen bakterilerin
gelistirilmesi igin brain heart broth ve brain heart infusion gibi isimlerle anilan



besiyerlerinin bilesimine katilir. Ayrica gesitli toksin testleri igin patojenlerin bu

besiyerinde gelistirilmesi 6nerilmektedir.

'BESiYERi ]
BiLESENLERI

Nutrient
Broth

Laktoz
Broth

BGBB

PCA

BPA

VRBA

SimSit
Agar

EMB
Agar

MacConkey
Agar

Agar

14

20

15

15

13,5

13,5

Amonyum di hidrojen fosfat

0,2

Bile Salts No.3

15

0,03

Brillant geen

0,0133

Brom timol mavisi

0,08

Di potasyum hidrojen fosfat

Eosin Y

Et ekstrakti

Glikoz

Glisin

12

Kristal viyole

0,002

15

Laktoz

10

10

10

Lityum kloriir

Magnezyum siilfat

0,2

Maya ekstrakti

2,5

Metilen mavisi

0,065

Notral kirmizisi

0,03

0,001

Ox-bile (safra tuzlari)

20

Pepton

10

10

20

Sakkaroz

Sodyum amonyum fosfat

08

Sodyum piruvat

10

Tribazik sodyum sitrat

Tripton

10

Tuz (NaCl)

5

5

5

TOPLAM

13

13

40

22,5

67

41,5

233

36

50

Tablo 1.2: Sik kullanilan besiyerleri ve bilesenleri

Karbonhidratlar: Bazi besiyerlerinin bilesimine bakteriler i¢in enerji ve
karbon kaynagi olarak katilir. Ayrica asit olusturmaya dayali identifikasyon
testlerindede kullanilmaktadir. Karbon kaynagi olarak en c¢ok kullanilan
karbonhidratlar glikoz, laktoz ve sakkarozdur.

Agar: Deniz yosunlarindan elde edilen, besiyerlerinin kat1 héle getirilmesi i¢in
kullanilan jellestirici bir maddedir. Cogu kez diger agarli besiyerleri ile
karigtirllmamasi igin "agar agar" olarak anilir. Yaklasik olarak 85-90 °C'de erir,
40-45 °C'de jellesir. Besiyerine amaca gore % 0.05-2 gibi genis bir sinirda ilave
edilebilir. Diisiikk agar konsantrasyonlart (%0,05-0,3) genellikle hareketliligin
belirlenmesi, mikroaerofil karakterdeki bakterilerin gelistirilmesi gibi 06zel
amaclarla kullanilir. Genel olarak kati besiyeri hazirlamada kullanim

10



konsantrasyonu %1-2’dir yani 1 litre besiyeri hazirlamak i¢in 10-20 gram agar
kullanilmasi gerekir.

Jelatin: Sinir, deri, kemik, kikirdak gibi hayvansal dokulardan elde edilen
protein yapisinda bir maddedir. Agar gibi katilastirict 6zelligi vardir fakat daha
cok mikroorganizmalarin proteolitik aktivitelerini ortaya ¢ikarmak igin
kullanilir. 28-30 °C’de erir, 23-24°C’de katilasir. Sivi besiyerlerine %10 — 20
oraninda katilirsa besiyerini kat1 héle gevirir. pH’1 5’ ten kiigiik oldugunda ve
120 °C’de 1sil islemde katilasma o&zelligini kaybettiginden jelatin igeren
besiyerinin sterilizasyonu daha ¢ok 110°C’de yapilir.

Tuz: Aksi belirtilmedikge tuz denilince sodyum kloriir anlasilir. Cogu
besiyerinin bilesimine izotonik bir ortam olusturmak icin katilir. % 0.9 NacCl,
serum fizyolojik adi ile seyreltme ¢ozeltisi olarak yaygin sekilde kullanilir.

Inhibitorler: Selektif besiyeri bilesimlerinde istenmeyen mikroorganizmalarin
gelisimini baskilayan gesitli inhibitér maddeler kullamlir. Inhibitér maddelerin
etki sekilleri ¢ok farklidir ve giigleri yogunluklarina baglidir. Besiyerlerinde
inhibitor olarak kullanilan maddeler, genel ve selektif inhibitorler olarak kabaca
ikiye ayrilabilir. Genel inhibitorler daha genis bir spektrumda istenmeyen
mikroorganizmalarin  gelisimini engellerken selektif inhibitorler belirli
mikroorganizmalarin gelisimini etkiler. Besiyerlerinde en sik kullanilan
inhibitorler boyalar (metakrom sarisi, malasit yesili vb.), sodyum azid, safra
tuzlar (bile salts. ox bile), antibiyotikler, deoksikolattir.

Diger maddeler: Ayrica besiyerlerine farkli amaglarla katilan pek ¢cok madde
¢esidi vardir. Bunlar tampon (pH degisimlerini geciktiren) maddeler, inaktivator
(antimikrobiyel maddeleri inaktive eden) maddeler, stimiilator (gelismeyi tesvik
eden) maddeler, 6zel besin (istenen mikroorganizmanin kullanabilecegi,
digerleri igin besin maddesi olarak yararlanilamayan) maddeleri, indirgeyici
(anaerobik ortam olusturan) maddeleri, dogal ortam olusturanlar, identifikasyon
amaciyla kullanilan maddelerdir.

1.4. Besiyerinin Sahip Olmas1 Gereken Ozellikler

>
>

Uygun miktarda su bulunmali yani su aktivitesi yiiksek olmahdir.

Besiyerlerinin esasin1 teskil eden suyun saf olmasi, iginde mikroplarin
tiremesine engel olan organik veya inorganik toksik etkili maddelerin
bulunmamasi gerekir. Ornegin; fazlaca kiregli sular, iginde Cu ve Zn gibi metal
bulunan sular mikroorganizmalar igin toksiktir.

Mikroorganizmalarin gereksinimini karsilayacak kolayca kullanilabilir besin
maddeleri icermelidir.

Besiyerlerine katilan kimyasal maddelerin saf olmasi lazimdir. Bozuk, koti
kokulu, sulanmis veya ¢ok eskiyerek dekompoze olmus maddeler
kullanilmamaldir.
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> Besiyerlerine katilan maddelerde antogonist (karsit) etkiler bulunmamalidir.
Ornegin, dekstroz bazi tuzlarla (fosfatlarla) birlikte otoklava verilince bazi
inhibitor bilesikler meydana gelebilir. Onun igin karbonhidratlar ayr1 ayri
sterilize edilir. Sonradan besiyerine katilir.

Uygun asit baz (pH) dengesine sahip olmaldir.

»  Besiyerinin pH’1 otoklavdan 6nce 0,2-0,4 kadar yiiksek ayarlanmalidir. Ciinkii
otoklavdan sonra ortamin pH’1 bir miktar diisebilir.

A\

> Besiyerlerinin pH diismelerini geciktirmek ve boylece bakterilerin tiremelerini
hizlandirmak i¢in tampon maddeler (buffer) konmalidir.

Berraklik, katilik gibi fiziksel 6zellikleri elverigli olmalidir.

> Osmotik basinci, oksidasyon/rediiksiyon (indirgenme/yiikseltgenme) potansiyeli
mikroorganizmalara uygun olmahdir.

Mikrobiyolojik anlamda steril olmals, sterilizasyon kontrolii yapilmahdir.

Y

Y VY

Ekim oOncesi sterilizasyon hazirhg ve sterilizasyon uygulamasi titizlikle
yapilmalidir.

> Besiyerleri otoklavda 121 °C’de 20 dakika sterilize edilmelidir. Proteinli,

karbonhidratl veya siitlii besiyerleri koch cihazinda 100 °C’de 30 dakika olmak
tizere 3 giin siireyle serilize edilir (Tindalizasyon metodu).

> Dis ortamdan mikroorganizma kontaminasyonunun Onlenmesi ig¢in Ozel
kaplarda hazirlanmali ve saklanmalidir.

> Besiyeri muhafaza edilen kaplar, pamuktan veya kagittan hava gegirebilen
tipalarla kapatiimalidir.

Resim 1.2: Dehidre besiyeri
1.5. Dehidre Besiyerleri

Besiyeri bilesenleri, formiilasyonda belirtilen oranlarda bir araya getirilip kurutularak

toz veya graniil sekilde ambalajlarda hazir karisim haline getirilmis ticari besiyerlerine genel
olarak dehidre besiyerleri denilmektedir.
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Dehidre besiyerleri giiniimiizde piyasada yaygin olarak kullanilmaktadir. Piyasada
kullanim amacina, analiz yontemine uygun liretilmis kimyasal bilesimi bilinen bir¢ok farkli
marka dehidre besiyeri bulmak miimkiindiir.
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Resim 1.3: Dehidre besiyeri etiket bilgileri
1.5.1. Etikette Yer Alan Bilgiler

Dehidre besiyeri kutularinin iizerinde bulunan etiketlerde, Kkatalogunda ya da
prospektiisiinde genel olarak asagidaki bilgiler bulunmaktadir.

Besiyerinin ismi (Brillant geen bile broth, EMB agar gibi)

Bilesiminde bulunan maddelerin isimleri (kazein, pepton, glikoz, agar gibi)
Bilesiminde bulunan maddelerin gram/litre olarak miktarlar1 yani tipik bilesimi
Bir litre besiyeri hazirlamak i¢in ne kadar kullanilacagi

Sterilizasyonunun nasil ve kag °C’de yapilacagi

Kurallara uygun hazirlandiginda olusacak pH’1 (“25 °C’de pH:7,0” gibi)
Saklama kosullari (“15 — 25 °C’de agz1 kapali ve kuru olarak™ gibi)

Ambalaj miktar1 (500 g gibi)

Ureten firma, iiretildigi iilke, iiretim kodu

Besiyerinin raf émri (son kullanma tarihi)

VVVVVVVYVYYVY

1.5.2. Dehidre Besiyerlerinin Muhafazasi

Hazir olarak satilan kuru formdaki besiyerleri veya besiyeri bilesenleri genellikle nem
¢ekicidir, sicakliga ve 1s18a karst ¢ok duyarlidir. Kapagi acilmis besiyerleri ve besiyeri
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bilesenleri kuru, karanlik ve serin bir yerde saklanmalidir. Toz haldeki besiyeri ve bilesenleri
icin en biiyiik tehlike, nemdir. Orijinal ambalaj kapaginin agilmasindan sonraki raf omri,
saklama kosullarina dogrudan baghdir.

Nemden korumanin en emin yolu, kullanimdan sonra dehidre besiyeri kapaklariin
sikica kapatilmasi ve bunlarin kuru bir yerde depolanmasidir. Kutu agildiktan sonra dehidre
besiyerinin vida kapakli renkli siselere dagitilarak ve agizlar1 sikica kapandiktan sonra kuru
ve serin bir yerde tutulmalari, raf dmriinii biiyiik 6l¢tide uzatir. Bu sekilde kullanim sirasinda
tiim besiyeri yerine sadece daha kiiciik bir ambalaj a¢ilmis olur.

Kapag1 a¢ilmamis bir dehidre besiyerinin raf omrii genellikle 3-5 yil kadardir. Ticari
firmalar tarafindan {iretilen besiyeri ambalajlarinda son kullamim tarihi (exp. date)
yazmaktadir. Dehidre besiyerlerinin etiketinde yazan kosullarda muhafazasi saglanmalidir.

Dehidre besiyerlerinin bilyiik ¢gogunlugu oda sicakliginda (15-25°C), bazilar ise 15
°C’nin altinda depolanmalidir. Dehidre besiyerlerinin buzdolabinda saklanmasi 6nerilmez.
Bunun nedeni, buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra kutu iizerindeki olast nem yogunlasmasi
riskidir.

1.6. Besiyeri Hazirlamada On islemler

Laboratuvarlarda calisma kapasitesi, is yiikii, ¢calisma konusu, yontem, numune ve
analiz sayis1 gibi etkenler, analiz Oncesi hazirliklar1 etkileyen unsurlardir. Kiigiik bir
laboratuvarda besiyeri hazirlama iglemi numune geldikten sonra bile yapilabildigi halde is
yikii fazla olan laboratuvarlarda 6nceden hazirlanmis ve elde kullanima hazir halde
bulunmasi gerekir.

Oncelikle calisilan laboratuvarlarda normal kosullarda kullanilan besiyeri gesitleri,
kullanim sekli ve miktarlarinin belirlenerek hazirlik planlamasinin yapilmasi gerekir.
Ornegin; laboratuvarda bir haftada kullanilan besiyeri gesitleri ve miktarlari belirlenip tek
seferde hepsini hazirlamak miimkiindiir. Besiyerlerinin tek seferde hazirlanmasi zaman, is
giicii ve maliyet acisindan faydali olacaktir. Birden fazla besiyeri ¢esidi ve malzeme tek
seferde benzer islemlere (otoklavda sterilizasyon gibi) tabi tutulabilir.

Hazirlanacak besiyeri sekli (petride, deney tiipinde gibi) ve miktar1 belirlendikten
sonra gerekli hacim hesaplanmalidir. Bu hesaplamada aksi belirtilmedikge her bir petri kabi
icin 15-25 ml, deney tiipleri i¢in ise 5-10 ml hacim kullanilir. Bu miktarlar, petri kabinin
veya deney tiipliniin ¢apina, kullanim amacina gore degisiklik gosterebilir.

Ornegin A besiyerinden haftada ortalama 30 deney tiipii ve 20 petri kullaniliyorsa;
Hazirlanacak besiyeri hacmi = ( Petri sayis1 x 20 ml ) + ( Deney tiipii sayist x 10 ml)
Hazirlanacak besiyeri hacmi = ( 20 x 20 ) + ( 30 x 10)

Hazirlanacak besiyeri hacmi = 700 ml
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Hazirlanacak besiyeri hacmi belirlendikten sonra besiyeri hacmine gore uygun bir kap
(erlen veya balon) se¢gmek gerekir. Secilen kabin hacmi hazirlanacak besiyeri hacminin en az
4/3’1 kadar olmalidir. Ciinkii 1sitma ve calkalama gibi islemlerin daha rahat yapilabilmesi
icin bosluk hacmi g6z dniinde bulundurulmalidir.

Besiyeri hazirlama iglemlerine baglamadan Once gerekli arag ve gereglerin hazir
oldugundan emin olunmalidir. Genellikle hassas terazi, otoklav, su banyosu, pH metre,
spatiil, tartim kayikcigi, meziir, balon, erlen, deney tiipli, steril petri kutusu, pamuk,
aliminyum folyo, saf su, pipet, tiipliikk, cam yazar kalem gibi arag¢ ve gereclere ihtiyag
duyulmaktadir.

und
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Besiyerinin adi ve kullanim ansvacy
Resim 1.4: Dehidre besiyeri etiket bilgileri

Hazirlanacak besiyeri, hazir karisim halinde ise ambalaj iizerinde belirtilen bilgilerden
yararlanarak hazirlanacak hacme gore hesaplama yapilir, hazir karisim halinde degilse
bilesimine giren maddelerin tek tek hazirlanacak hacme gore hesaplanmasi gerekmektedir.

Hazir ticari besiyerlerinin formiilleri genellikle hacim (litre) olarak verilmektedir.
Hazirlanacak besiyeri hacmine gore basit bir orant1 ile besiyeri bilesenlerinin tartilacak

miktarlar1 hesaplanir.
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Ornegin 700 ml plate count agar (PCA) hazirlanmas: istenmisse asagidaki gibi
hesaplama yapilir. Eger hazir karisim halinde PCA kullanilacak ise:

1 litre besiyeri hazirlamak i¢in 22,5 gram dehidre PCA tartmak gerekir.

1000 ml besiyeri hazirlamak i¢in 22,5 g PCA tartilirsa
700 ml besiyeri hazirlamak icin X g PCA tartilir
X =700 x 22,5/1000 = 15,75 g dehidre PCA tartilarak 700 ml besiyeri hazirlanir.

Eger PCA formiildeki bilesenleri ayr1 olarak tartilip hazirlanacaksa her bilesen igin
ayr1 hesaplama yapilir, PCA’nin bilesiminde 5 g tripton, 2,5 g maya ekstrakti, 1 g glikoz, 14
g agar bulunur.
1000 ml besiyeri hazirlamak i¢in 5 g tripton tartilirsa
700 ml besiyeri hazirlamak i¢in X g tripton tartilir
Kullanilacak tripton miktar1 = 700 x 5/ 1000 = 3,5 g

Kullanilacak maya ekstrakti miktar1 = 700 x 2,5 /1000 =1,75 ¢
Kullanilacak glikoz miktar1 = 700 x 1/ 1000 = 0,7 g
Kullanilacak agar miktar1 = 700 x 14 / 1000 = 9,8 g

3,5 g tripton + 1,75 g maya ekstrakti + 0,7 g glikoz + 9,8 g agar tartilarak alinir ve 700
ml PCA besiyeri hazirlanir.
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Asagidaki islem basamaklarini ve oOnerileri dikkate alarak besiyeri hazirlama 6n
islemlerini yapiniz.

Uygulamada kullamilan malzemeler: Hesap makinesi, hazir ticari besiyeri ya da
besiyeri bilesenleri, terazi, balon, erlen, cam yazar, deney tiipli, su banyosu, otoklav,
aliiminyum folyo, saf su, spatiil, meziir, pipet, tiipliik

Islem Basamaklar Oneriler
» Hazirlanacak besiyeri ¢esitlerini
belirleyiniz.

» Kullamim amaci, analiz metodu ve eldeki
dehidre besiyerlerini g0z Oniinde
bulundurularak se¢im yapiniz.

» Caligma kapasitesi, is yiikii, ¢alisma konusu,
yontem, numune ve analiz sayisi gibi etkenleri
g0z Oniinde bulundurularak karar veriniz.

» Hazirlanacak besiyeri adedini
belirleyiniz.

» Hazirlanacak besiyeri hacmini

hesapl . . . .
esaplaylniz » Hesaplamada her bir petri kab1 i¢in 15-25 ml,

deney tiipleri igin ise 5-10 ml hacim araliginda
deger kullaniniz.

» Petri kutusu veya deney tiipii capini, yapilacak
analize uygun besiyeri kalinligina uygun
se¢im yapiniz.

» Hazir karisim halindeki besiyerlerinin

» Besiyeri hazir karigim halinde ise etiketinde 1 litre besiyeri hazirlamak i¢in
ambalaj lizerinde belirtilen alinmasi gereken miktarin belirtildigini
bilgiden yararlanarak hazirlanacak unutmayiniz.
hacme gore hesaplama yapiniz. » Hazirlanacak besiyeri hacmine gore dogru

orant1 kurarak miktarlar1 hesaplayiniz.

» Besiyeri hazir karigim halinde

degilse bilesime giren maddeleri » Hazirlanacak besiyeri hacmine gore dogru
tek tek hazirlanacak hacme gore orant1 kurarak miktarlart hesaplayiniz.
hesaplayimniz.

» Hazirlanacak besiyeri hacmini, seklini ve
sterilizasyon yontemi gibi konular1 goz
Oniinde bulundurunuz.

» Gerekli arag ve geregleri
hazirlaymiz.
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Asagidaki sorulan dikkatlice okuyarak dogru secenegi isaretleyiniz.

1. Proteinlerin hidrolizi sonucu elde edilen besiyeri bileseni asagidakilerden hangisidir?
A) Maya extrakti
B) Pepton
C) Agar
D) Tampon

2. Asagidaki seceneklerden hangisinde agarin sivilagma ve katilagma sicaklik araliklar:
dogru olarak verilmistir?
A) 70-80/45-50
B) 85-90/40-45
C) 65-70/35-40
D) 95-100/40-45

3. 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)10,5¢
D)1,15¢

4, Uretilmek istenen 6zel bir bakteri disindaki mikroorganizmalarin iiremesini inhibe
eden maddeler igeren besiyeri ¢esidi asagidakilerden hangisidir?
A) Zenginlestirici besiyerleri
B) Sentetik Besiyerleri
C) Transport besiyerleri
D) Selektif besiyerleri

5. A besiyerinden 10 petri, 25 deney tiipliikk besiyeri hazirlanacaksa en uygun besiyeri
hacmi agsagidakilerden hangisidir?
A) 450 mi
B) 1000 ml
C) 250 ml
D) 600 ml

DEGERLENDIRME

Cevaplarinizi cevap anahtariyla karsilastiriniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrarlayimiz.
Cevaplarinizin tiimi dogru ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geginiz.
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OGRENME FAALIYETIi-2

( AMAC )

Gerekli ortam saglandiginda teknigine uygun olarak besiyeri hazirlama islemlerini
yapabileceksiniz.

( ARASTIRMA )

»  Cevrenizdeki mikrobiyoloji laboratuvarlarini ziyaret ederek besiyeri hazirlama
asamalarin1 gozlemleyiniz.

> Besiyeri sterilizasyon yontemlerini arastiriniz.

2. BESIYERI HAZIRLAMA

2.1. Besiyeri Hazirhk Asamalari

Piyasada farkli amaglar igin kullanilan yiizlerce gesit besiyeri vardir. Ayni amag i¢in
kullanilan farkli besiyeri gesitleri, hatta ayni isimde farkli bilesen ve bilesen miktarlar1 i¢eren
besiyerleri de mevcuttur. Bunlardan dolayr besiyerleri ¢ok farkli  sekillerde
hazirlanabilmektedir. Fakat temel basamaklar degismemekte, basamaktaki yontem, sekil,
siire gibi unsurlar degisebilmektedir.

Genel olarak besiyeri hazirlamada temel islem basamaklari; besiyeri hazirlama 6n
islemleri (besiyeri secimi, hacmi ve tartilacak dehidre besin maddesi miktarlarinin
hesaplanmasi gibi), tartim, ¢6ziindiirme, berraklastirma, pH ayarlama, sterilizasyon ve
sterilizasyon sonrasi islemler seklindedir.

Resim 2.1: Tartim islemi
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> Tartim

Tarttimin yapilacag terazinin duyarliligi, besiyerinin hazirlams sekli ile dogrudan
ilgilidir. Genel olarak giinliik kullanimda 0,1 gram duyarliliktaki terazi kullanim yeterlidir.
Bilesimden giderek az miktarda hazirlanan besiyerlerinde bu duyarlilik yeterli olmaz ise
seyreltme teknigi uygulanabilir ya da daha duyarli bir terazi kullanilabilir.

Tartim igin Ozel tartim kayikgiklari ya da kiiglik beherler kullanilmali, dogrudan erlen
ya da balona tartimdan olabildigince kagimlmalidir. Ozellikle bilesimden hazirlamalarda
tartim sirasinda her madde i¢in temiz spatiil (kasik) kullanilmasi, besiyeri ve/veya besiyeri
bilesenlerinin kapaklar1 agildiktan sonra hata yapmamaya 6zen gosterilerek tartimin elden
geldigince ¢abuk bitirilmesi ve besiyeri kapaginin sikica kapatilmasi gerekir.

> Coziindiirme

Besiyerine ilave edilecek su ayr1 bir meziirde bulundurulmalidir. Prensip olarak
kullanilacak suyun hacmi ile mezurun hacmi birbirine yakin olmalidir. Suyun yaklasik 1/3'i
uygun bir kaba aktarilir, bunun iizerine tartilmis dehidre besiyeri ilave edilir. Bu uygulama
ile cam kabin tabanina dehidre besiyerinin yapisarak erimemesine bagli sterilizasyon
hatalarinin 6niine gegilir.

Daha sonra suyun geri kalan kismi, cam kap bogazinda ve i¢ g¢eperlerde kalabilen
besiyeri pargaciklar1 yikanarak kaba ilave edilir. Baz1 besiyerleri soguk suda kendi halinde
5-10 dakika birakilip elle hafifce bir ¢alkalama sonunda tiimiiyle eriyebilir. Baz1 besiyerleri
ise s1vi formda olsalar bile eritilmeleri igin mutlaka 1sitilmas1 gerekir.

Agarli besiyerleri hazirlandigi kapta otoklavlanacak olsa bile 6nce agarin erimesini
saglayacak sekilde 1sitilmali, iyice karigtirilip sonra otoklavlanmalidir. Isitma igleminde
genellikle benmari, 1sitict tabla gibi cihazlardan yararlanilir. Eger besiyeri sivi ise dehidre
besiyeri ya da besiyeri bilesenleri tiimiiyle eridikten sonra daha kiiglik cam kaplara dagitilir
ya da dogrudan sterilize edilebilir.

Isitict tabla kullaniliyorsa manyetik karistiricili olanlar tercih edilmelidir. Aksi halde
stirekli olarak elle karigtirilip erlen dibinde kalabilecek erimemis parcalarin yapismasina ve
yanmasina engel olunmalidir. Erlen agik alevde 1sitilarak besiyeri eritme Yyoluna
gidilmemelidir.

> Berraklastirma

Urediklerinde bulaniklik olusturan mikroorganizmalarin tanimlanmalarinda kullanilan
ve dogal ¢Okelti maddeleri iceren besiyerleri berraklastirilir. Besiyeri, adi filtre kdgidindan
veya pamuktan gegirilerek, santrifiijlenerek veya kapta bekletilerek kaba partikiillerin
coktiiriilmesi (sedimantasyon) ile berraklastirilabilir.

Besiyerinde ¢okelmis veya ¢Oziinmemis pargaciklar, kolonilere benzer goriniim
olusturarak mikroorganizma gelismesinin degerlendirilmesinde yaniltic1 olabilir.
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> pH ayarlama

Besiyeri pH'1 denince sterilizasyon sonrasi oda sicakligindaki (25 °C) pH degeri
anlasilir. Yontemine uygun olarak depolanmis ve raf Omrii bitmemis ticari dehidre
besiyerlerinde nétral su ve temiz cam malzeme kullanilmasi, besiyerinin dogru hazirlanmasi
ve sterilizasyonun sulandirmadan sonra vakit gecirmeden yapilmasi ile besiyeri pH'inda bir
sorun ¢ikmaz.

Resim 2.2: pH metre

Besiyerinin pH’1t otoklavlanmadan once ayarlanacaksa 0,2-0,4 kadar yiiksek
ayarlanmalidir. Clinkii otoklavdan sonra besiyerinin pH’1 bir miktar diigebilir. Sterilizasyon
sonrasinda pH ayarlanmasi1 gerekli ise aseptik kosullarda alinacak belirli bir hacimdeki
besiyerinde titrasyon ile pH ayarlamasi yapilir, basit orant1 ile asil kaptaki besiyerine ilave
edilecek asit ya da alkali miktar1 hesaplanir.

pH ayarlamasi i¢in pH metre veya pH indikator kagidi da kullanilabilir. Bunun i¢in
6l¢iim ve ayar yapilacak smirlar agikga gosteren pH kagidi kullamilmalidir. pH kagidi ile
yapilan dlglimiin ¢ok duyarli olmadigi, sadece fikir verecegi gbz 6niinde tutulmalidir.

Potato dextrose agar, BAT agar 6rneklerinde oldugu gibi besiyerinin ¢ok asitli olmasi
gerekli ise sterilizasyon sonrasinda asit ilave edilir. Ornegin, potato dextrose agar
otoklavlanip 45 °C'ye sogutuldugunda iizerine filtre ile sterilize edilmis %10 tartarik asit
¢ozeltisinden 14 ml/l olacak sekilde ilave edilir, karigtirtlir ve petri kutularma dokiiliir. Bu
islem ile pH 5,6' dan 3,5' ¢ diistirtilmiis olur.

> Sterilizasyon

Kullanima hazir steril besiyerleri ve besiyeri katkilar1 disinda laboratuvarda hazirlanan
tim besiyerleri ve besiyeri katki maddeleri sterilize edilmelidir. Sterilizasyonda amag;
dehidre besiyeri, besiyeri katkilar1 ve besiyeri hazirlanirken kullanilan arag gere¢ ve
ortamdan bulasabilecek tiim mikroorganizmalari yok etmektir. Boylece besiyerinde yalnizca
ornekten veya ana kiiltiirden gelen mikroorganizmalarin geligsmesi saglanir.

Deney tiipiinde besiyeri hazirlanacaksa pH ayarlamasi yapildiktan sonra deney
tiiplerine dagitilarak tiiplerin agizlar1 pamuklanir. Tiiplerin pamuklanmasinda yagli pamuk
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(kalayc1 pamugu) kullanilmalidir. Hidrofil pamuk besiyerinin ve havanin nemini ¢ekerek
kiiflerin liremesi i¢in elverigli bir ortam saglayacagi i¢in kullanimi uygun degildir. Ayrica
absorban pamuklarin, bakterilerin iliremesine engel olan bazi maddeler salgiladiklar1 da

anlagilmgtir.

Resim 2.3: Besiyerlerin deney tiiplerine dagitilmasi

Tiiplerin agzindaki pamuk tipalar ne fazla siki ne de gevsek olmalidir. Tiip, pamuk
tipadan tutuldugundan rahatca havaya kaldirilabilmelidir. Pamugun tiip i¢inde kalan kismi
1,5-2 cm Kkadar, besiyerine olan uzakligi da en az 1,5 cm olmali, besiyeri ile temas
etmemelidir.

Genel olarak besiyerlerinin sterilizasyonunda otoklavda basingli buhar altinda
sterilizasyon yontemi kullanilir. Bu yontemle steril edilemeyen bazi besiyerlerinde ise
kaynatma ve tindalizasyon, ¢ok nadiren ise membran filtrasyon yontemi uygulanmaktadir.
Isinlama ise pratik olarak uygulanacak bir yontem degildir, sadece 6zel amagli dehidre
besiyeri iiretiminde kullanilir. Besiyerleri ve ¢ozeltiler gibi sivilarin kuru sicakta sterilize
edilmesi soz konusu degildir.

Sterilizasyon yontem ve uygulamalar ile ilgili
detayh bilgi icin
“Sterilizasyon ve Dezenfeksiyon”
modiillerine bakiniz!

Petri kaplarinda besiyeri hazirlanacaksa besiyerinin erlen veya balon iginde sterilize
edilmesi gerekir. Petri kaplari iginde sterilizasyon islemi yapilmaz. Erlen veya balonun
agzida pamuk tipalarla kapatilir. Biiylik pamuk tipalarin tiilbente sarilip tistten baglanmalari
veya aliminyum folyo ile kaplanmalari gerekir. Boylece pamuk liflerinin aralarindaki
bosluklardan besiyerinin kontamine olmasi engellenebilir. Burgulu kapaklar ise besiyeri
otoklava girmeden Once yar1 agik birakilmali, otoklavdan ¢ikartildiktan sonra tamamiyla
kapatilmalidir.
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Resim 2.4: Sterilizasyona hazirlanmis besiyeri

2.2. Besiyeri Hazirlarken Dikkat Edilecek Hususlar

Besiyeri hazirlarken asagida belirtilen hususlara dikkat etmek gerekir.

>
>

Besiyerleri iiretici firma tarafindan belirtilen sekilde hazirlanmalidir.

Ayni isimdeki besiyerine ait farkli marka iriinlerin hazirlanmasinda
farkliliklarin ~ (sterilizasyon yontemi, tartilacak miktar gibi) olabilecegi
unutulmamalidir.

Katki ilave edilecek besiyerleri igine manyet (balik) ilave edilmeli, bu sekilde
sterilize edilmelidir.

Agarl1 besiyerleri otoklavlama 6ncesinde mutlaka kaynar su banyosunda ya da
mikrodalga firinda eritilmeli, sonra otoklavlanmalidir. Ancak besiyeri
hazirlanmasinda otoklav kullanilmiyor ise bu kosul gecersizdir, ilgili
besiyerinin hazirlanmas ile ilgili talimata uyulmalidir.

Agarli besiyerlerinin otoklav sonrast tekrar eritilmesi ile Dbesiyeri
performansinda azalma olacagr unutulmamalidir. Bu performans kaybi
besiyerinin bilesimi ile dogru orantilidir. Genel olarak plate count agar gibi basit
bilesimli besiyerleri daha az zarar goriir. Otoklavlanmadan ve sadece 1sitilarak
sterilize edilen besiyerleri (Ornegin; rambach agar) tekrar eritilmez. Besiyerine
katki ilave edilmis ise tekrar eritilmez.

Besiyeri hazirlanmasinda distile su kullanilmahdir.

Otoklav sonrasi katki ilave edilecek ise siv1 besiyerinin oda sicakligina gelmesi
beklenir. Agarh besiyeri ise bir siire oda sicakliginda tutulup yaklagik 50 °C ‘de
sogudugunda 45 °C 'deki su banyosuna alinir, bu sicakliga diistiigii zaman daha
once oda sicakligina getirilen katki ilave edilir, tercihen manyetik karistiricida
katki ile besiyeri yavasga karigtirilir ve petri kutularina dokiiliir. Karigtirma
isleminin anafor olacak diizeyde yiiksek devirde yapilmamasina Gzen
gosterilmelidir. Aksi hélde olusacak hava kabarciklar da petri kutusuna geger
ve daha sonra yapilacak ¢aligmalari zorlagtirir.

Agarli besiyerine otoklav sonrasi buzdolabinda korunmakta olan katki ilave
edilecekse katkinin soguk olmasi halinde yer yer donmalar goriiliir. Bu nedenle
katki 6nceden oda sicakligina getirilmelidir.
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Sterilize edilmis besiyerlerinin kontamine edilmemesine 6zen gosterilmeli,
kusku duyulursa bu besiyerleri asla kullanilmamalidir.

Otoklavlama siiresi besiyerinin hacmi, kullanilan cam kaplarin et kalinligi,
besiyerinin agarli olup olmamasina gore belirlenmelidir.

Besiyeri hazirlandiktan sonra bekletilmeden sterilize edilmelidir. Dehidre
besiyeri ve/veya besiyeri bilesenleri ile cam kaplar, su, tartim ekipmani vb.
materyalde mikroorganizma bulunmast dogaldir. Bunlar hazirlanmig
besiyerinde hizla geliserek besiyerinde basta pH degismesi olmak {izere bir seri
olumsuzluklar meydana getirir. Buna bagli olarak hazirlanmis besiyerleri en geg
1 saat icinde sterilize edilmelidir.

Tim besiyerleri 1stya duyarli olan pepton ya da ekstraktlar igerir. Bu nedenle
asirt 1s1 girisinden kacinilmalidir. Pepton ve sekerleri iceren besiyeri asir1 1sil
islem goriirse karamellesme oOlusur. Bu sekilde kararmig besiyerleri analizlerde
kullanilmamalidir.

Kullanilacak besiyerleri ile 6nceden kullanilmis ve yikama Oncesi sterilize
edilecek besiyerleri ayni anda otoklavlanmamalidir.
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Asagidaki islem basamaklarini ve Onerileri dikkate alarak besiyeri hazirlama
islemlerini yapiniz.

Uygulamada kullamilan kimyasal madde, ara¢ gerecler: Otoklav, su banyosu, pH
metre, dehidre besiyeri ya da besiyeri bilesenleri, hassas terazi, balon, erlen, pamuk,
aliminyum folyo, saf su, spatiil, meziir, deney tiipii, pipet, tiipliik, cam yazar kalem

Islem Basamaklari Oneriler
» 1. 6grenme faaliyetinde verilen
hazirlik islemlerini yapiniz.

» Besiyeri hazirlik 6n islemlerini yapiniz.

» Belirlenen miktari/miktarlar1 tartip balona veya
erlene aktariniz.

» Hassas terazide tarttimi dogru ve
dikkatli yapiniz.

> Uzerine az miktarda saf su koyarak karistiriniz.

» Calkalama esnasinda etrafa
sigratmayiniz.

» Hazirlanacak hacmi saf su ile tamamlayiniz. » Dikkatli 6l¢iim yapiniz.

» Karigimi 15 dakika bekletiniz. > Laboratuvar alar saatini

kullaniniz.
» Sivi seviyesini cam yazar kalemle kap > lIsaretleme yapacagimiz yer 1slak
iizerinden igaretleyiniz. ise kurutunuz.

» Kati partikiiller ¢oziilene kadar uygun
sicakliktaki su banyosunda tutunuz.

» Zaman zaman c¢alkalaymiz.

» Buharlasma yoluyla su kaybi varsa isaretli yere | » Seviye kontrollerini gz hizasinda
kadar saf su koyunuz. yapiniz.
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» Besiyeri dogal ¢okelti maddeleri veya
¢cozlinmemis partikiil igeriyorsa partikiilleri
siizerek uzaklastiriniz.

>

Kabea filtre kagidi kullaniniz.

» Besiyerinin PH’1n1 ayarlayiniz

Besiyeri istenen pH’ta degilse 0,1
N HCI veya 0,1 N NaOH ilave
ederek uygun pH degerine
ayarlayiniz.

» Tiipte besiyeri hazirlanacaksa bos tiiplere
uygun miktarda besiyeri aktariniz.

Tiiplerin temiz olmasina dikkat
ediniz.

» Tiiplerin, balon veya erlenlerin agizlarin
pamuklayip folyolayiniz.

s

:

Pamuklari ne ¢ok gevsek nede
cok sik1 yapmayiniz.

Petri kaplarinda sterilizasyon
islemi yapilamadigindan bu
besiyerlerini balon veya erlende
steril etmelisiniz.

» Tiplerin, balon veya erlenlerin tizerine gerekli
bilgileri yazimz.

Suyla silinmeyecek asetatli cam
yazar kalem kullaniniz.

» Besiyerlerini sterilize ediniz.

Uygun sterilizasyon yontemini
seginiz.

Sterilizasyon yapma kurallarina
uygun olarak sterilizasyon
islemini yapiniz.
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Asagidaki sorulan dikkatlice okuyarak dogru segenegi isaretleyiniz.

1. Besiyerlerin berraklastirilmasinda asagidaki yontemlerden hangisi kullanilmaz?
A) Adi filtre kdgidindan veya pamuktan gegirilerek
B) Santrifiijlenerek
C) Kaynatarak
D) Sedimantasyon

2. Asagidaki yontemlerden hangisi besiyerlerinin sterilizasyonunda kullanilmaz?
A) Basingli buhar
B) Kaynatma
C) Tindalizasyon
D) Kuru 1sida bekletme

3. Asagidaki se¢eneklerden hangisi dogrudur?
I. Agarli besiyerleri petri kutularina dokiildiikten sonra sterilize edilmez.
I1. Agarli besiyerlerinin sterilizasyonuna gerek yoktur.
I11. Petri kutularina dékiilen agarl besiyeri kalinligi en az 10 mm olmalidir.
A) Yalniz
B) Ivell
C) Yalniz III
D) I, 11 ve 11l

4, Asagidaki ifadelerden hangisi yanlistir?
A) Besiyeri hazirlandiktan sonra 1 giin dinlendirilerek sterilize edilmelidir.
B) Besiyeri hazirlanmasinda distile su kullanilmalidir.
C) Sterilizasyonundan kusku duyulan besiyerleri asla kullanilmamalidir.
D) Tiiplerin agzindaki pamuk tipalar ne fazla siki ne de gevsek olmalidir.

5. Besiyerinin pH’1 otoklavlanmadan Once ayarlanacaksa istenilen pH degerinden
asagidaki gibi farkla ayarlanmalidir.
A) 0,2-0,4 kadar diisiik degere ayarlanir.
B) 0,2-0,4 kadar yiiksek degere ayarlanir.
C) Orant1 kurularak belirlenir.
D) Fark uygulanmaz, istenilen pH degerine ayarlanir.

DEGERLENDIRME

Cevaplarinizi cevap anahtariyla karsilastiriniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrarlaymiz.
Cevaplarinizin tiimi dogru ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geginiz.
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OGRENME FAALIYETI-3

C AMAC )

Gerekli ortam saglandiginda teknigine uygun olarak sterilizasyon sonrasi iglemleri
yapabileceksiniz.

CARASTIRMA )

> Besiyerlerinde sterilizasyon sonrasi yapilan iglemleri ve hangi amaclarla

yapildigini arastirmiz.

3. BESIYERLERINDE STERILIZASYON
SONRASI iISLEMLER

3.1. Katki Maddelerinin Eklenmesi

Cesitli antibiyotikler, vitaminler, kan ve yumurta saris1 basta olmak {izere besiyeri
bilesimine giren baz1 maddeler, otoklavlama sirasinda tahrip olur ya da yiiksek sicaklikta
besiyeri bilesimindeki maddelerle reaksiyona girer. Bunun en tipik Ornegi, asit agar
etkilesimidir. Bu gibi maddelerin zarar gérmemesi, besiyerinin amaca uygun sonug
verebilmesi i¢in bu maddelerin otoklavlama igleminden sonra besiyerine ilave edilmesi
gerekir.

Sivi besiyeri i¢in katkilarin ilavesinde herhangi bir sorun yoktur. Besiyeri ve katki
maddeleri sterilizasyon sonrasi oda sicakh@inda aseptik olarak karistirilir. Agarh
besiyerlerinde ise katki maddeleri, agarin heniiz s1iv1 formda kalabildigi diisiik bir sicaklikta
ilave edilir.

Katk1 maddelerinin eklenmesinde asagidaki konulara dikkat edilmesi gerekir.

»  Katki maddesi asla soguk olmamali, oda sicakhiginda hatta 30-35 °C'de, agarh
besiyeri ise 45-50 °C'de tutulmalidir. Boylelikle agarl besiyerlerinde katkinin
ilavesi ile ani sogumalar ve bolgesel jellesmeler dnlenmis olur.

»  Katki ilave edilecek agarli besiyeri igine sterilizasyon oncesi manyet atilarak
beraberce sterilize edilmesi, katki ilavesinden sonra manyetik karistiricida
hafifce karigtirarak katkinin besiyeri i¢inde homojen olarak dagilmasi
saglanabilir. Bu islemde, anafor olusturacak kadar hizli yapilan karistirma, ani
sogumalara ve/veya besiyeri i¢inde hava kabarcigi olusumuna neden olur.
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»  Siv1 besiyerine de sterilizasyon 6ncesi manyet atilmasi yararl olur. Ancak bu
manyet blender govdesine ya da stomacher torbasina zarar verir. Bu nedenle
manyet, karistirma iglemi bittikten sonra erlenden ¢ikarilmalidir.

»  Katki ilave edilmis agarl besiyeri, hizla petri kutularma dokilmelidir. Aksi
héalde katki yiiksek sicakliktan olumsuz etkilenir ve sahte negatif sonuglar
alnabilir. Asit ilave edilmis ise agarin jellesme giicii zayiflar.

Katki maddelerinden bir kismi (yumurta sarisi iceren maddeler gibi) sivi halde, bir
kismui (antibiyotikler gibi) ise kiigiik siselerde (vial) liyofilize formdadir. Bunlarin iizerine
gereken miktarda steril damitik su (bazen su ve alkol) ilavesinden sonra sterilize edilmis
besiyerine eklenir.

Kigiik siselerde pazarlanan katkilar, genellikle 500 ya da 1000 ml besiyeri igin
hazirlanmigtir. Buna gore besiyeri, uygun hacimde hazirlanir veya hazirlanan besiyeri
hacmine uygun miktarda katki hesaplanarak ilave edilir.

Katkilar, genel olarak belirli bir miktar besiyerinde 1 kerede kullanilmak tizere
hazirlanmigtir. Pratik uygulamada 1 sise katkinin tiimiiniin 1 defada kullanilmas: beklenmez.
Bu durumda katkidan aseptik kosullara uyularak gereken miktarin alinmasindan sonra yine
aseptik kosullara uyularak agzinin kapatilmasina 6zen gosterilmelidir.

3.2. Petri Kutusunda Agarh Besiyeri Hazirlanmasi

Sterilizasyondan sonra agarli besiyerleri petri kutularina aseptik sartlarda dokiilerek
kullanihir. Besiyeri dokiilmeden 6nce homojenliginden emin olmak igin ¢alkalanmahdir.

Resim 3.1: Besiyerinin petri kutularina dokiilmesi

Agarli besiyerlerinin petri kutularinda sterilize edilmesi uygulanan bir ydntem
degildir. Agarli besiyerleri, her zaman erlen gibi biiyiik kaplarda sterilize edilir ve
sterilizasyon sonrasi steril petri kutularina aseptik kosullarda dokiiliir.

Petri kutularina dokiilecek agarl besiyeri miktari, farkli kaynaklarda farkli degerler ile
verilmektedir. Bu miktar, oncelikle petri kutusu ¢ap1 ile ilgili oldugu icin agarli besiyeri
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dokiildiikten sonra besiyeri kalinliginin 2 - 5 mm olmas: tercih edilmektedir. Genellikle ¢ap1
9 cm olan bir petri i¢in 15-25 ml (ortalama 20 ml) besiyeri hacmi hesap edilir.

Otoklav sonrasi besiyerleri yaklagik 50 °C'de sogutulmali ve bu sicaklikta petri
kutularina dokiilmelidir. Yiiksek sicakliklarda dokme, petri kutusunun kapagi i¢inde asiri su
yogunlasmasina yol agar. Ayrica yiizey kurutma islemi daha uzun zaman alir.

Eger petri kutusunda "dokme yontemi ile kiiltiirel sayim" amaciyla 6nceden ilave
edilmis 6rnek varsa dokme sicakligi 40 °C'yi gegmemelidir. Bu uygulamada petri kutusunda
bulunan mikroorganizmalar1 olasi1 termal sok etkilerinden korumak i¢in petri kutularinin oda
sicakhginda tutulmasi gerektigi unutulmamalidir. Herhangi bir nedenle otoklavlandiktan
sonra 50 °C su banyosunda uzun siireli beklemeler, agarin jellesme 6zelliginde kayiplara
neden olur. 48 °C'de 4 saat bekletmek, izin verilebilecek en yiiksek sicaklik siire
kombinasyonudur.

Besiyeri dokiildiikten sonra petri kutular1 diiz bir zeminde sogumaya ve katilasmaya
birakilir. Dokme sirasinda besiyerinde olusabilecek hava kabarciklari bunzen beki alevi ile
giderilir. Bu islem, herhangi bir amagla 6nceden ilave edilmis numune i¢eren petri kutularina
yapilmamalidir. Petri kutularinin tabanina gerekli bilgiler (besiyeri dokiim tarihi, besiyeri
ad1, hazirlayan kisi gibi) asetatli kalem ile yazilmalidir.

3.3. Tiipde Agarh Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Standart deney tiiplerine 5-10 ml olacak sekilde tam olarak eritilmis agarli besiyeri
dagitilir ve otoklavlanir. Tiipte dik agar besiyeri hazirlanacaksa tiipler sterilizasyondan sonra
tiiphikte bekletilerek katilagmasi saglanir.

Tiipte yatik agar hazirlanmasinda amag, genis bir yiizey elde etmektir. Otoklav
sonrasinda besiyeri heniiz siv1 iken tiipler bir gubuk iizerine, agiz kismi 1 cm kadar yiiksek
olacak sekilde yerlestirilir ve katilagsmasi saglanir. Bu asamada dikkat edilmesi gereken
husus, tiplerin dip kisimlarinin yaklagik 2,5 c¢m derinliginde olmasidir. Salmonella
analizinde kullanilan triple sugar iron agar, bu tiir besiyerine 6rnek verilebilir.

‘\s}‘/‘
Resim 3.2: Tiipte dik agar Resim 3.3: Tiipte yatik agar
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3.4. Besiyerlerinde Yiizey Kurutma Islemi

Petri kutularma dokiilmiis kati besiyeri yiizeylerinin asir1 1slak (ylizeyinde su
damlaciklart) ve asir1 kuru olmasi istenmez. Ciinkii besiyeri ylizeyinin asir1 1slak olmasi,
inkiilbasyonda buharlasma ile petri kapaginda su damlaciklarinin olugmasina ve
kontaminasyonlara neden olur. Ayrica hareketli bakteriler igin yayilici tip koloni
olusturmaya, hareketsiz bakteriler icin ise daha biiyiik koloni olugturmalarina; bu durum da
hatali degerlendirmelere neden olabilmektedir.

Besiyeri yilizeyinin asirt kuru olmasi ise 6ze ile ekim kalitesinin diigmesine ve
mikroorganizmalarin normalden daha kiigiik koloni olusturmalarina; bu durum da hatali
degerlendirmelere neden olabilmektedir.

Sekil 3.1: Besiyerlerinde yiizey kurutma

Besiyerlerinde yiizey kurutma islemi sirasinda disaridan gelebilecek bulasilart
onlemek igin besiyeri dokiimiinde olusturulan aseptik kosullar (asilama kabinlerinde, kuru
hava sterilizatérlerinde (KHS), UV 1ginlari ile steril edilmis alanlarda, hava akimlari
onlenmis bunzen alev gatis1 altinda) siirdiiriilmelidir. Besiyerlerinde yilizey kurutma islemi
oda 1sisinda veya KHS’de 37 °C’del0-15 dakika kapaklari alta gelecek ve ¢ok az agik
birakilacak sekilde bekletilerek yapilir. Besiyerlerinin kurutulmasi igin ekim yapilmig
besiyerlerinin inkiibasyonunda kullanilan etiivler kesinlikle kullanilmamalidir.

3.5. Besiyeri Sterilizasyon Kontrolii

Hangi yontem kullanilmis olursa olsun, malzemenin gergekten steril olup olmadiginin
kontrolii yapilmalidir. Bu kontrol bir anlamda sterilizasyon uygulamasinin kontrolii
demektir. Kontrollerde sterilizasyon uygulamasi sonrasi kontaminasyon (bulasma)
olmamasma o6zen gosterilmelidir. Sterilizasyon kontrolii bakteriyolojik, kimyasal ve
elektrikli indikatorler ile yapilabilir.

3.5.1. Biyolojik (Bakteriyolojik) indikatorler

Otoklavda sterilizasyon kontrolii igin biyolojik sterilizasyon indikatorii (Sterikon)
kullanilmas1 6nerilir. Bu kullanim pek ¢ok uluslararasi standartta yer almaktadir. Bu amagla
en yaygin kullanilan  bakteri ~ Geobacillus stearothermophilus (Syn. Bacillus
stearothermophilus) sporlaridir. Bu sporlar, icinde 2 ml nutrient broth ve bir pH indikatorii
olan ampul i¢inde yaklasik 10” sayida bulunur. Sporlar 121 °C'de 15 dakikalik 1s1l islem
uygulanmasi sonunda tiimiiyle 6liir.
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Standart bir otoklavlama isleminde 250 litre hacme kadar olan otoklavlar igin 2 ampul,
daha biiyiik olanlar igin 6 ampul farkli yerlere yerlestirilir. Otoklavlama sonunda ampuller
otoklavlanmamis olan sahit 1 ampul ile birlikte 60 °C'de 48 saat inkiibe edilir. Otoklav dogru
calisiyorsa (121 °C'ye erisip bu sicaklikta 15 dakika kaliyorsa) ampul igindeki tiim sporlar
6lmiis olacagi i¢in inkiibasyon sonunda ampullerde bir degisiklik olmaz ve menekse renk
korunur. Aksi halde ampulde sterilizasyon yetersizligi nedeni ile tek bakteri sporu bile canh
kalirsa bu spor bakteri hiicresine doniiserek hizla ¢ogalir ve pH indikatdrii araciligr ile ampul
rengi sartya doner.

Resim 3.4: Biyolojik sterilizasyon indikatorleri (Sterikon)

Asagidaki tabloda farkli sterilizasyon teknikleri igin kullanilmas: onerilen
mikroorganizmalar, test materyalleri ve bunlarin kontrol sekli gosterilmektedir.

islem Spor (10° adet) Test Materyali Inkiibasyon

Bacillus e ) . o . .
Otoklav stearothermophilus Kagit serit ya da diskler |55 °C 5 giin aerobik

Kuru hava CIOSt.”dlum tetani Steril kum 37 °C 5 giin anaerobik
(toksik olmayan)

Etilen oksit Bacillus globigii Aliiminyum folyo 37 °C 5 giin aerobik

Gamma radyasyon |Bacillus pumilis Kagit serit ya da diskler |37 °C 5 giin aerobik

Tablo 3.1: Bakteriyolojik indikatorler
3.5.2. Kimyasal indikatérler

Kimyasal indikatorler, sterilizasyon iglemlerinin rutin kontrollerinde uygun bir
yontemdir. Hizli sonu¢ almada biiyiik avantaj saglar. Bunlar ya iiriine sterilizasyon islemi
uygulandigin1 gostermek tizere paket dismma ya da islemde uygulanan sterilizasyon
sicakligina ulagildigin1 gostermek amaciyla paketin igine yerlestilir. Bunlar genellikle 1s1 ve
radyasyon ile yapilan sterilizasyon isleminde kullanilmakla beraber bazen etilen oksit
sterilizasyonunda da kullanilmaktadir.
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Indikatérler Degisim Sterilizasyon islemi
e T, Basing altinda buhar veya kuru
Brownie tiipleri Kirmizidan yesile doniisiir. sicaklikta kullanilir.
Steam - Clox kagitlar1 | Mordan yesile dontisiir. Basing altinda buharda kullanilir.
Diack Tiipleri Eflr..v © bej renk kirmiziya Basing altinda buharda kullanilir.
dondisiir.
Otoklav seridi Acik renkten koyuya doniisiir. | Basing altinda buharda kullanilir.

Bowie - Dick seritleri | A¢ik renkten koyuya doniisiir. | Basing altinda buharda kullanilir.

Azo boyali klorid
seritler

Saridan kirmiziya doniisiir. Gamma radyasyonunda kullanilir.

Etilen oksit sterilizasyonunda

Royce kesecigi Saridan mora doniisiir. kullanilir.

Tablo 3.2: Sterilizasyonda kullanilan kimyasal indikatorler

Uygulamada yaygin olarak kullanilan kimyasal indikatorler diack tiipleri ve otoklav
seritleridir. Diack tiipleri, kapali cam tiipler i¢ine yerlestirilmis ve sicaklik 121 °C'ye erigince
5- 8 dakikada eriyen veya buharlasan soguduktan sonra renkleri bejden kirmiziya doniisen
tabletlerdir. Bunlar, pratikte kullanilmakla beraber buhar penetrasyonunu 6l¢meye yaramaz.

Resim 3.5: Diack tiipleri Resim 3.6: Otoklav seritleri

Otoklav seridi ise basit olarak paket halindeki esyalarin otoklavlardaki
sterilizasyonlarinin olup olmadigini anlamada kullanilir. Bu testin olumlu sonug¢ vermesi,
hizli buhar penetrasyonun gerceklestigini ve otoklav ig¢indeki havanin mutlak bir sekilde
uzaklastirilmis oldugunu gosterir. Seridin otoklavlama islemi sonucunda renginin homojen
olarak degismesi, emin bir sterilizasyonun géstergesi olarak kabul edilir.

3.5.3. Elektrikli indikatorler

Otoklavdaki malzemelerin i¢ine veya otoklav ve firinlarin gesitli yerlerine yerlestirilen
1s1 sensorleri bulunduklart yerdeki sicakh@i dogrudan dogruya o6lgmektedir. Bunlarin
elektrotlarinin uglari, sicakliga duyarli kursundan yapilmigtir. Sterilizatér disindaki bir
kaydedici alete baghdir. Kontrol i¢in segilen paketlerin igine uglarin yerlestirilmesi halinde
buharin kursun boyunca paket i¢ine yogunlagmasimni onlemek amaciyla gerekli 6nlemler
alinmahdir. Aksi takdirde buharin paket igine kursun tasimasi sonucunda kursun
zehirlenmesi goriilebilir.
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Resim 3.7: Elektrikli 1s1 6l¢cer Resim 3.8: Isi sensorii

3.6. Hazirlanmus (Stok) Besiyerlerin Muhafazasi

Cogu laboratuvarda, besiyerleri hazirlandiktan sonra sterilize edilir, daha sonra
kullanilmak iizere depolanir. Bu uygulamaya ¢esitli besiyeri katkilar1 da girer. Piyasadan
kullanima hazir halde petri kutularinda, vida kapakli siselerde vb. sekillerde besiyerleri
saglanabilir, bunlarin muhafazasida laboratuvarda hazirlananlar gibidir.

Hazirlanmig besiyerlerinin depolanabilme siiresi dncelikle bilesimine, hangi ambalajda
(tiip, vida kapakli sise, plastik petri kutusu, cam petri kutusu vb.) olduguna ve saklama
kosullarina baglidir. Her laboratuvar, kendi hazirlama, paketleme ve saklama kosullarina
(1s1k, nem ve sicaklik durumuna) gore hazirlanmis her besiyeri i¢in depolama siiresini
belirlemelidir.

ISO 11133'e gore besiyerleri katki ilave edilmemis olmak kayd: ile buzdolabinda en
¢ok 3 ay, oda sicakliginda en ¢ok 1 ay siire ile depolanabilir. Bununla birlikte bazi
besiyerlerinin hazirlandig: giin kullanilma zorunlulugu da vardir.

3.7. Agarh Besiyerlerinin Yeniden Eritilmesi

Sterilize edildikten sonra sogutulmus ve katilasmis agarli besiyerlerinin gesitli
nedenlerle yeniden eritilmesi gerekebilir. Burada akla gelen ilk iki neden, istem dis1 olarak
agarli besiyerinin jellesmesi ve besiyerinin her an kullanilabilecek sekilde elde hazir
tutulmasidir. Bazi ticari besiyerleri, vida kapakli sise i¢inde pazarlanir. Bunlarin eritilmesi
zaten zorunludur.

Hangi nedenle olursa olsun, jellesmis bir agarli besiyerinin yeniden eritilmesi i¢in 90
°C'de 1-2 dakika tutulma zorunlulugu vardir. Bu uygulama toplam 1s1 girisi agisindan
Onerilmez. Bununla birlikte pek c¢ok laboratuvarda cesitli besiyerleri arasinda agarli
besiyerleri de sterilize edildikten sonra steril sekilde belirli bir siire depolanir. Bu uygulama
daha ¢ok giinliik kontrol yapan laboratuvarlarda, (Ornegin, 1 hafta boyunca kullanilacak
besiyerlerini bir kerede hazirlamak amaciyla) yapilir.

Katki ilave edilmis agarli besiyerinin yeniden eritilmesi soz konusu degildir. Benzer
sekilde yiiksek sicakliga duyarli olan ve otoklavda sterilize edilmeyen agarli besiyerlerinde
de yeniden eritme Onerilmez. Hatta bazi agarli besiyerlerinin prospektiislerinde yeniden
eritilmemesi gerektigine 6zellikle dikkat ¢ekilir. Diisiikk pH'l1 besiyerlerini tekrar eritmekten
kaginilmalidir, burada sinir olarak pH 6,0 verilmektedir.
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Agarli besiyerinin eritilmesi gerektiginde elden geldigi oOlgiide az 1s1 giriginin
saglanmasi, bu amagla kaynar su banyosunda yaklasitk 90 °C'de tutularak erimenin
gerceklestirilmesi yeterlidir. Yeniden eritilmis agarli besiyerinin 3 saat i¢inde petri kutularina
dokiilmiis olmasi gerekir. Laboratuvardaki is akisi buna gore planlanmalidir.

3.8. Kullamima Hazir Besiyerleri

Piyasada uygun kap icinde steril ve ¢ok basit bir islemle kullanilacak hale getirilebilen
veya kullanima hazir halde bulunan besiyerleridir. Steril ambalaji agildiktan sonra hemen
kullanilmalidir. Tekrar kullanilma imkani yoktur. Bu besiyerleri vidali kapakli tip ve
sigelerde siv1 besiyerleri, yatik agar besiyeri, dik agar besiyeri ile petri kutularinda agarh
besiyeri olarak iretilmektedir. Genellikle plastik petri kutularinda hazirlanan agarli
besiyerleri, sadece tek cesit besiyerini igerebilecegi gibi iki ya da tice bolinmiis kutularda
farkli besiyerleri de bulunabilmektedir.

> Kurutulmus hazir besiyerleri

Petri kaplarinda veya tek tek paketlenmis kurutulmus steril besiyerleridir. Optimum
sartlarda hazirlanmis agarli besiyerinin 6zel bir kartona emdirilmesi ve kurutulmasi ile
hazirlanan, kurutulmus oldugu i¢in uzun siire saklanabilen besiyerleridir. Bu besiyerleri
kullanilacagi zaman aseptik teknikle ambalajindan ¢ikarilarak 3-5 ml steril saf su ile
1slatildiginda kullanima hazir hale gelmektedir.

»  Agar slaytlar (Dip slide)

Yiizey kontaminasyonlarinin belirlenmesi ve/veya kiiltiirlerin taginmasinda kullanilan
bir plastik levha iizerindeki hazir agarh besiyerleridir.

Resim 3.9: Agar slaytlan

Bu hazir besiyerlerinin 2 farkli yiiziinde 2 farkli besiyeri bulunan tipleri ayn1 6rnekte
hem toplam bakteri hem de koliform grup bakteri analizine olanak saglamaktadir. Bunlarin
bir ylizii maya—kiif, diger yiizii toplam bakteri vb. ¢esitleri de vardir. Bu tip besiyerlerini
kullanmak igletme laboratuvarinda biiyiik kolaylik saglamaktadir.

Dip slide besiyerlerinde kontaminasyon olasiligi, asgari diizeyde mikrobiyoloji
deneyimine sahip kisiler icin bile yok gibidir. Dip slide besiyerlerinin bulundugu plastik
levhanin biikiilebilir olmasi, besiyerinin yiizeye daha iyi temas etmesini saglamaktadir.
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Asagidaki islem basamaklarini ve onerileri dikkate alarak petri kutusunda kat1 besiyeri
hazirlaymiz.

Uygulamada kullamlan kimyasal madde, arac¢ gerecler: Sterilize edilmis besiyeri,
steril petri kutusu, buzdolabx, steril kabin, bek

» Laboratuvar kiyafetlerinizi giyiniz.
» Ellerinizi her ¢alisma 6ncesi ve sonrast
yikayip dezenfekte ediniz.

» Sterilize edilmis besiyerini 45-50 °C’ye
sogutunuz.

» Aseptik ortam olusturunuz.
! S

» Aseptik ¢alisma kurallarina uyunuz.

» Besiyeri ¢esidine gore gerekliyse katki > Ilave edilen miktarlarin dogru

maddesi ilave ediniz. hesaplandigindan emin olunuz.

» Besiyerini aseptik ortamda steril petri
kutularina aktararak kapaklarini » Besiyerlerini petri kutularina dokme
kapatiniz. islemini aseptik teknige uygun yapiniz.

» Dokme isleminde kullanilacak cam
malzeme ve diger ekipmanlarin steril
olmasina dikkat ediniz.

» Besiyerini petri kaplarina dokmeden
once homojen olmasi igin ¢alkalayiniz.

» Hava kabarciklari olusursa besiyeri
tizerinde bek alevi gezdirerek
kabarciklar1 uzaklastiriniz.

» Diiz bir zemin tlizerine yerlestirerek
katilasmasini bekleyiniz.

» Kontiminasyonlari 6nlemek i¢in gerekli
onlemleri aliniz.

N
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> Uzerlerine gerekli bilgileri yazimz.

Agarli besiyerleri petri kaplarina
dokiildiikten sonra bir siire
depolanacaksa tizerlerine dokiim tarihini
yazmay1l unutmayiniz.

Kapaklarin degisme olasiligini da
dikkate alarak bilgileri petri kutusunun
tabanina yazmay tercih ediniz.

» Tim besiyerlerini buzbolabina
yerlestirerek uygun sicaklikta muhafaza
ediniz.

Hazirlanan besiyerlerinin depolanma
stirelerinin bilesenlerine, ambalaj sekline
ve saklama kosullarina gore degistigini
unutmayiniz.

Saklama stireleri izerine sicaklik, nem
ve 151810 etkili oldugunu géz 6niinde
bulundurunuz.

» Hazir ticari besiyerlerini talimatlar
da muhafaza ediniz.

» Bu konuyla ilgili mevcut talimatlara
uyunuz.
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Asagidaki sorularn dikkatlice okuyarak dogru secenegi isaretleyiniz.

1. Besiyerlerinin sterilizasyon kontroliinde 250 litre hacme kadar olan otoklavlar icin
kullanilanilmas1 gereken biyolojik (bakteriyolojik) indikator ampul sayisi kag
olmalidir?

A)2 B) 4 C)6 D)5

2. Besiyerlerinin sterilizasyon kontroliinde kullanilan sterikon ampullerin otoklavlama
isleminden sonra otoklavlanmams sahit ampulle birlikte 60 °C'de 48 saat inkiibe
edilerek renginin mordan sariya doniismesi neyi ifade eder?

A) Otoklavlama islemi basarisizdir, sporlardan bir kismi canli kalmigtir.
B) Otoklavma sonucunda tiim sporlar 6ldiirtilmistiir.

C) Sterikon ampiil igerigi bozulmustur.

D) Yoruma gerek olmayan bir sonugtur.

3. Asagidakilerden hangisi sterilizasyon kontroliinde kullanilan kimyasal indikatorlerden
biri degildir?
A) Diack tiipleri
B) Bowie-Dick seritleri
C) Turnusol kagidi
D) Brownie tiipleri

4, Otoklavda sterilize edildikten sonra agarli besiyerlerine uygulanabilecek en yiiksek
sicaklik siire kombinasyonu hangisidir?
A) 50°C'de 6 saat
B) 25°C'de 10 saat
C) 48°C'de 4 saat
D) 60°C'de 3 saat

5. Asagidakilerden hangisi besiyeri katki maddelerinden biri degildir?
A) Antibiyotikler
B) Kan
C) Yumurta sarist
D) Antikor

6.  Asagidakilerden hangisi petri kutularina dokiilecek agarli besiyeri miktar1 igin
uygundur?
A) 20 ml
B) 10 ml
C) 50 mi
D)5 mi
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Asagida bos birakilan parantezlere, ciimlelerde verilen bilgiler dogru ise D,
yanlis ise Y yazimiz.

7. () Kullanima hazir besiyerleri piyasada uygun kap iginde, steril ve ¢ok basit bir
islemle kullanilacak hale getirilebilen veya kullanima hazir halde bulunan
besiyerleridir.

8. () Hazir besiyerlerinin steril ambalaji agildiktan sonra hemen kullanilmayacaksa
saklanarak tekrar kullanilabilir.

9. () Kurutulmus hazir besiyerleri, kullanilacagi zaman aseptik teknikle ambalajindan
cikarilarak 3-5 ml steril saf su ile 1slatildiginda kullanima hazir héle gelmektedir.

10. () Kurutulmus hazir besiyerleri ylizey kontaminasyonlariin belirlenmesi ve/veya
kiiltiirlerin tasinmasinda kullanilan hazir agarli besiyerleridir.

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi cevap anahtariyla karsilastiriniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrarlayiniz.
Cevaplarinizin tiimii dogru ise “Modiil Degerlendirme™ye geginiz.
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6.

MODUL DEGERLENDIiRME

Asagidaki sorularn dikkatlice okuyarak dogru secenegi isaretleyiniz.

Asagidakilerden hangisi kati besiyerlerinde kullanilan ortak maddedir?
A) NaCl

B) Kan

C) Et ekstrakt1

D) Agar

Asagidakilerden hangisi agara ait bir 6zellik degildir?

A) Besiyerlerine %1-3 oraninda katilir.

B) Besiyeri pH’indan etkilenmez.

C) Besiyeri pH’1 5’ten diisiik oldugunda katilagma 6zelligini yitirebilir.
D) Mikroorganizmalar i¢in besin maddesi degildir.

Asagidakilerinden hangisi besiyerinin sahip olmasi gereken 6zelliklerinden biri degildir?
A) Besiyerine katilan kimyasal maddeler saf olmalidir.

B) Katki maddeleri antogonist (birbirine zit) etkiye sahip olmamalidir.

C) Kullanilan su Cu, Zn gibi metal iyonlarindan zengin olmalidir.

D) Uygun asit-baz dengesine sahip olmalidir.

Asagidakilerden hangisi besiyeri sterilizasyon yontemlerinden biri degildir?
A) Nemli sicak uygulamasi

B) Tindelizasyon

C) Dondurma

D) Memran filtrasyon yontemi

Tiipte yatik agar hazirlanmasinda asil amag nedir?
A) Genis iireme yiizeyi elde etmek

B) Selektif besiyeri elde etmek

C) Sterilizasyon igleminde avantaj saglamak

D) Besiyerinin ¢abuk katilagmasini saglamak

Katki maddelerinin ilavesi sirasinda agarli besiyerinin tutulmasi gereken sicaklik

aralig1 asagidaki siklardan hangisinde dogru olarak verilmistir?

A) 80-90 °C
B) 45-50 °C
C) 20-30 °C
D) 60-70 °C

Asagidakilerden hangisi yanligtir?

A) Dehidre besiyerlerinin nem almasi istenmez.

B) Hazirlanmis besiyerlerinde nem kaybindan kaginmalidir.

C) Agarli besiyerlerinin dondurulmasindan kesinlikle kagmilmalidir.
D) Agar mikroorganizmalar i¢in besin maddesidir.
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Asagidaki ciimlelerde bos birakilan yerlere dogru sozciikleri yaziniz.

8. Yiiksek sicaklik ekisiyle tahrip olan ya da birleriyle etkilesime giren birtakim katki

maddeleri besiyerlerine .............. isleminden sonra ilave edilir.

9.  Asitilave edilmis agarli besiyerinin ............. glicii zayiflar.

10. Besiyerinin  sterilizasyon  kontroliinde  kullanilan  biyolojik  indikatorlere
............... denir

DEGERLENDIRME

Cevaplariniz1 cevap anahtariyla karsilastiriniz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap
verirken tereddiit ettiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrarlayiniz.
Cevaplarinizin tiimii dogru ise bir sonraki modiile gegmek i¢in 6gretmeninize bagvurunuz.
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CEVAP ANAHTARLARI

OGRENME FAALIYETI -1’iN CEVAP ANAHTARI
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MODUL DEGERLENDIRMENIN CEVAP ANAHTARI
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