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03.01. Genel Bilgiler

Besiyerleri (besi ortami, ortam, vasat, kiiltiir ortami, kiiltiir vasati, kiiltiir besiyeri)
mikroorganizmalarin  gelistirilmesi  i¢in  formiilize edilmis ortamlardir. Bunlar,
mikroorganizmalarin gelistirilmesi, izolasyon, identifikasyon, sayim, duyarlilik testleri,
sterilite testleri, klinik orneklerin incelenmesi, gida, su ve c¢evre kontrolleri, biyolojik
tirtinlerin elde edilmesi, antibiyotik ve vitamin analizleri, endiistriyel analizler vb. gibi ¢ok
farkli amaglara yonelik olabilir.

Besiyerleri ¢ok farkli sekillerde hazirlanabilir ve kullamlabilir. Ornegin, siit bir "genel
besiyeri" olup, mikroorganizmalarin gelismeleri icin gerekli biitiin besin maddelerini ve
bunlarin kullanilabilmesi igin yeterli suyu igerir. Uziim suyunda da gelisme igin gereken besin
maddeleri ve su bulunmasina karsin, yiiksek asitligi nedeni ile sadece bu asitlikte
gelisebilecek olan mikroorganizmalarin (baz1 bakteriler ve 6zellikle mayalarin) gelisimine
uygundur.

Besiyerleri hakkinda TS EN 12322; "Viicut Dist Kullanilan Tibbi Tani Cihazlari-
Mikrobiyoloji Kiiltiir Besiyerleri- Kiiltiir Besiyerlerinin Performans Kriterleri, Direktif:
93/42/EEC, 98/79/EC" adl1 yayin Tiirk Standartlar1 Enstitiisii'nden saglanabilir.

03.02. Kisa Tarihge

Mikrobiyolojinin tarihgesinde kilometre tasi olarak anilan iki gelisme; 1674 yilinda Antoni
van Leeuwenhoek'un mikroskobu icat etmesi ve bundan yaklasik 2 yiizy1l sonra 1881 yilinda
Robert Koch'un jelatin kullanarak elde ettigi kati besiyerinden Bacillus anthracis 'i izole
etmesidir. Boylece, hastalik etmeni olan pek cok bakteri izole edilebilmis ve "Hasta bireyden
muhtemel hastalik etmenini saf halde izole et. Bu etmeni saglikli bireye asila. Hastalik
semptomlarinin ayni1 oldugunu izle. Hastalandirilmis bireyden saf halde izole edecegin
etmenin, ilk hasta bireyden izole ettigin ile ayn1 oldugunu goster." seklindeki Koch postulati,
giderek sistematik analiz yontemi haline donilismiistiir. Louis Pasteur tarafindan 1882'de
astlamanin bulunmasi, 1928'de Alexander Fleming'in penisilini kesfetmesi de mikrobiyoloji
tarihinin 6nemli kilometre taslar1 arasindadir. Bu béliimdeki amag, tiim mikrobiyoloji tarihini
vermek degildir ve bu konu, kitabin kapsami diginda kalir.

Asagida besiyerlerinin gelistirilmesi {izerine kisa bir kronoloji verilmistir.

1817: Bartholomeo Bizio, ekmek iizerindeki kan gibi kirmizi renklenmelerin gercekte ne
oldugunu arastirmis, bunlart mikroskop altinda incelemis ve mikroorganizmalar1 gérmiistiir.
Kirmiz1 renkli siitlii ekmegi taze siitlii ekmege degdirerek, Serratia marcescens olarak
adlandirdigi bu mikroorganizmanin gelismesini saglamis ve renklenmenin insan eliyle
yapildigin1 kanitlamustir.

1861: Louis Pasteur, mayalarin oksijenli ve oksijensiz ortamda gelisimini inceleyip, bunlarin
gelistirilmesi i¢in s1vi1 besiyeri formiiliinii agiklayan ilk bilim adami olarak tarihe ge¢mistir.

1869: Ferdinand Cohn, besiyeri bilesiminde mineral maddelerin Gnemini gostermistir.
Boylece farkli grup mikroorganizmalar ile ¢alisma olanagi dogmustur.

1872: Alman botanik¢i Oscar Brefeld, sivi besiyerine jelatin ekleyerek elde ettigi kati
besiyerinde tek spordan kiif kolonilerini iirettigini bildirmistir.

1873: Edwin Klebs, "fraksiyon yontemi" olarak adlandirdigi bir seyreltme teknigi kullanarak
ayn kiiltiirler elde eden ilk bakteriyologlardan biridir. Bu yontem basit olarak, sivi ortamdan



az miktarda 6rnegin bagka bir besiyerine inokiilasyonudur. Bu yontemin dezavantajlar1 karisik
kiiltiirlerden sadece baskin tiiriin izole edilebilmesi ile c¢ok fazla isglicii ve malzeme
gerektirmesidir.

1877: John Tyndall, bugiin Tindelizasyon olarak anilan ardigik 1s1l islem ile sterilizasyonu
agiklamustir.

1878: 11k saf kiiltiir, "seyreltme teknigi" ile Joseph Lister tarafindan elde edilmistir. Lister,
Pasteur'iin laktik fermentinden, siitte eksimeye yol acan Bacterium lactis adin1 verdigi
bakteriyi izole etmistir. Bir 6ze ucu dolusu kesilmis siitii steril kaynamis suya aktarmuis,
gerekli seyreltmeyi mikroskop kullanarak belirlemis ve tek bakterinin oldugu seyreltiyi
inokiilasyon amaciyla kullanmustir.

1880: Isvigreli bir botanik¢i olan Karl Wilhelm von Nigeli, besiyeri hazirlamada pepton
kullanimini 6neren ilk bilim adamidir.

1881: Robert Koch, aseptik olarak kesilmis patates dilimlerinin, kati besiyeri olarak
kullanimindaki yetersizligi lizerine, %10 jelatin eklenmis sivi besiyeri kullanarak Bacillus
anthracis 'in saf kiiltiiriinii elde etmistir.

1882: Koch'un galisma arkadaslar1 olan Walter Hesse ile esi Fanny Eilshemius Hesse
tarafindan katilastirici olarak agar Onerilmesi ile birlikte sivi besiyerinin katilastirilmasinda
yeni bir donem baslamistir.

1883: Gayon ve Gabriel Dupetit, sekerler ve alkoller gibi basit organik bilesiklerin kompleks
organiklerin yerini alabilecegini gostermislerdir.

1889: Limbourg, inhibitér olarak safra tuzlari kullanmistir. Safra tuzlari (Ox Bile)
giiniimiizde de koliform bakteriler i¢in olan besiyerlerinin ¢ogunda bulunmaktadir.

1891: Coprrado, safranin B. mallei gelismesini tesvik ederken, B. anthracis i¢in bakterisit
oldugunu ve B. typhosus ile B. pneumoniae iizerinde etkisi olmadigini gézlemistir. Bu sekilde
inhibitor kullanimi iizerinde yogunlagilmgtir.

1900: MacConkey ve Hill, Safra Tuzu Glikoz Broth'u fekal kontaminasyon i¢in basit bir test
olarak Onermislerdir. Hemen arkasindan MacConkey bu besiyerinde B. enteritidis 'i
gelistirmek icin glikoz yerine laktoz kullanmastir.

1902: Wilhelm von Drigalski ve Heinrich Conradi, Salmonella typhi ile E. coli 'yi ayirt
etmek icin bu iki bakterinin seker metabolizmasindaki farkin1 kullanmayi Onermislerdir.
Boylece, selektif izolasyon kavrami daha da belirginlesmistir.

1908: Christiaan Eijkman, sicak kanli hayvanlarin bagirsagindan izole edilmis koliform
bakterilerin Glikoz Broth besiyerinde, 46 °C'da inkiibe edildiginde gaz iirettigini gostermistir.
Bu test gilinlimiizde de benzer bir sekilde kullanilmaktadir.

1908: Prof. R. Doerr, laboratuvarlar i¢in Petri kutusuna Nutrient Agar dokerek hazirlanan
besiyeri Onermistir.

1909: Prof. E.L. Marx, laboratuvar dlgeginde dehidre Nutrient Broth, Nutrient Agar ve Endo
Agar formiillerine Onciiliik etmistir.

1910: Amerikan Bakteriyologlar Dernegi toplantisinda W.D. Frost tarafindan hazir besiyeri
icin benzer bir proses agiklanmistir.

1910: 11k ticari besiyeri iiretimi Nutrient Agar ve Nutrient Broth ile baglamistir.



1916: Holt-Harris ve Teague, patojenik enterobakteri tanimlama ve izolasyonu igin
kullanilmak iizere Eosin Methylene Blue Lactose Sucrose (EMB) Agar besiyerini
gelistirmiglerdir. EMB Agar, giiniimiizde de kullanilan bir besiyeridir.

1950: Graniil besiyeri iiretimine baglandi.

03.03. Besiyeri Hazirlama Sekilleri

Standart bir gida mikrobiyolojisi laboratuvar1 tipik bir ev mutfagina benzer. Besiyeri
hazirlamak ise, evde yemek yapmaktan c¢ok farkli degildir. Mikrobiyolojik amagla
kullanilacak bir besiyerinin hazirlanmasit ¢ok basit olarak mutfakta corba yapmaya
benzetilebilir. Ornegin, domates gorbasi yapmak i¢in yemek kitaplarmda miktarlar: verilerek
tarif edildigi sekli ile; dnce un yagda kavrulur, {izerine domates suyu, siit ve tuz ilave edilir,
pisirilerek "corba" hazirlanir. Ya da daha basit olarak, hazir toz haldeki domates corbasi
belirli miktarda su ile pisirilir.

Benzer sekilde, besiyeri bilesimine giren maddeler ayr1 ayr tartilarak, ya da hazir dehidre
besiyeri dogrudan tartilarak su icinde ¢oziiliir. En basit olarak; Nutrient Broth'un bilesimi
litrede 5 gram pepton ve 3 gram et ekstrakt1 seklindedir.

Laboratuvarda pepton ve et ekstrakti varsa, bunlar dogrudan tartilip, 1 litre damitik su iginde
coziiliir ve gerekli biiyiikliikteki cam kaplara dagitilarak sterilize edilir. Laboratuvarda hazir
dehidre Nutrient Broth varsa, bundan 8 gram tartilarak, 1 litre damitik su i¢inde ¢oziiliir ve
yukaridaki isleme devam edilir.

Nutrient Broth gibi basit bir besiyerine giren maddeler, ¢ogu mikrobiyoloji laboratuvarinda
her zaman "el altinda" bulunur. Dolayisi ile, Nutrient Broth'u bilesimden hazirlamak
genellikle sorun degildir.

Ancak, yabani maya izolasyonu ve sayiminda kullanilan Lysine Medium besiyerinde 25
madde oldugu, bunlar arasinda 0,000001 g/L folik asit gibi tartimin da bulundugu dikkate
alindiginda, bu tip besiyerlerini standart bir mikrobiyoloji laboratuvarinda bilesimden
hazirlamanin kolay ve giinliik uygulamada higbir sekilde pratik olmadigi ortaya ¢ikar.

Alicyclobacillus spp. aranmasinda kullanilan BAT Agar ile 6zellikle Listeria monocytogenes
aranmasinda kullanilan ALOA Agar besiyerlerinin de standart bir laboratuvarda bilesimden
hazirlanmas1 oldukca giictiir.

Kuskusuz, bilesimine 2 madde giren Nutrient Broth ile bilesimine 25 madde giren Lysine
Medium besiyerleri u¢ noktalarda 6rneklendirilen besiyerleridir.

Besiyerinin bilesimi ister basit, ister kompleks olsun, bilesimden hazirlamak yerine dehidre
hazir besiyeri kullanmanin 3 6nemli iistiinliigii vardir:

-Her maddeyi ayr1 ayri tartmak yerine hazir besiyerinden 1 kez tartim yapmak c¢ok daha
kolay ve giivenilir bir uygulamadir.

-Ozellikle miligram diizeyinde tartim yapilacak besiyeri bilesenlerinde hata yapma olasilig1
vardir. Oysa bu maddeler hazir dehidre besiyerleri icinde homojen dagitildiklarindan tartimlar
cok daha giivenilir olur.



-Hazir besiyeri kullanmanin en onemli istiinliigii -hatta bir diger deyis ile zorunlulugu-
bilesenlerin performanst ile ilgilidir. Ayr1 ayr tartilan bilesenlerden birisinin dahi 6zelligini
yitirmis olmasi, o madde ile hazirlanan besiyerinin performansinda kayda deger ol¢iide
kayba, hatta o besiyerinin tiimiiyle kullanilamaz hale gelmesine yol acar.

Besiyerlerinin bilesimine ¢ok genel bir ortalama olarak 5-7 madde girer. Laboratuvarda
bulunabilen bu bilesenlerin tiimiiniin yeterli performans gostermesi beklenmemelidir.
Ozellikle organik bilesenlerin depolanma Omiirleri anorganik maddelere gore ¢ok daha
kisadir. Buna gore bilesenlerin bir ya da bir kisminin performansinda kayda deger diisme
olmus ise, bu diisiis dogrudan besiyeri performansina yansiyacaktir.

03.03.01. Formiilden Hazirlama

Yukarida cesitli 6rnekleri verildigi gibi besiyeri bilesenlerinin ayr1 ayr tartilarak besiyerinin
hazirlanma seklidir. Genel olarak dnerilen bir yontem olmamakla birlikte, asagida verilen 2
kosulda besiyerinin bilesim {izerinden hazirlanmasi bir anlamda zorunludur:

-Her besiyerinin ticari olarak pazarlanan dehidre hazir besiyeri formu yoktur. Ozellikle yeni
gelistirilen besiyerleri -giivenilirliklerini kanitlayana ve/veya yeterli pazarlama potansiyeline
ulagincaya kadar- besiyeri lireticisi firmalar tarafindan dehidre halde hazirlanmamaktadir.

-Ozellikle cesitli bilimsel arastirmalarda yeni ve modifiye besiyeri c¢alismalar1 igin
bilesenlerin ayr1 ayr1 kullanilmas1 gerekmektedir.

Besiyerinin bilesimden hazirlanmasi gerektiginde, bazen bilesime giren malzemelerin tiimii
formiilde verildigi sekli ile laboratuvarda bulunmaz.

Ornegin, laktik asit bakterileri i¢in kullamlan MRS Agar besiyerinin formiiliinde MgSQ, 0,2
g/L olarak verilmektedir. Laboratuvarin kimyasal madde deposunda MgSO, yok, ama bunun
yerine MgSO4.6H,0 varsa molekiil agirligi tizerinden hesaplanarak kullanilabilir.

MgSO4'in molekiil agirligi Mg: 24; S: 32; O: 16 (4 atom oksijen olduguna gore 4 X 16= 64)
olmak tizere 120 mol gramdir. MgS0O,4.6H,0'da ise, ilave 6 su olduguna gore molekiil agirhig
120 + 108= 228 mol gram olarak hesaplanir.

Ikinci asamada basit orant: kurulur:

Mol agirligi 120 olan maddeden 0,20 gram gerekiyorsa
Mol agirligi 228 olan maddeden 0,38 gram gerekir.

Buna gore, 0,2 g/L MgSO4 yerine 0,38 g/L MgSO4.6H,O kullanilmas1 ayni anlama
gelmektedir. Aradaki fark MgSQO4.6H,0'da bulunan sudan kaynaklanmaktadir.

03.03.02. Dehidre Besiyerlerinden Hazirlama

Besiyeri tireticisi firmalar tarafindan iiretilmis dehidre besiyerleri kullaniminin tartisilmaz bir
tstiinliigi vardir.

Burada dikkat edilmesi gereken konu kalitedir. Pazarda diisiik fiyatla satilan, bu nedenle cazip
gosterilen, ancak kayda deger diizeyde performans eksikligi olan markalarin bulundugu da
dikkate alinmalidir.



03.03.03. Kullanima Hazir Besiyerleri

1950'li yillardan bu yana, baz1 besiyeri iireticisi firmalar tarafindan kullanima hazir halde
besiyerleri iiretilmekte ve pazarlanmaktadir. Bunlar, vida kapakli tiip ve siselerde sivi ve kati
besiyerleri ile olduk¢a yaygin olarak Petri kutularinda agarli besiyerleridir. Genellikle, plastik
Petri kutularinda hazirlanan agarli besiyerleri sadece tek ¢esit besiyerini igerebilecegi gibi, iki
ya da iige boliinmiis kutularda farkli besiyerleri de bulunabilmektedir. Bunlar i¢inde en yaygin
kullanilanlardan biri Kanli (Blood) Agardir. Bu besiyerinin neden hazir halde saglanmasi
gerektigi ve bu uygulamanin neden daha ucuz oldugu 10. Béliimde anlatilmistir.

Yiizey kontaminasyonlarinin belirlenmesi ve/veya kiiltlirlerin taginmasinda kullanilan hazir
agar slaytlar1 da bulunmaktadir. Bu hazir besiyerlerinin 2 farkl yiiziinde 2 farkli besiyeri
bulunan tipleri ayn1 6rnekte hem toplam bakteri hem de koliform grup bakteri analizine
olanak saglamaktadir. Bunlarin bir yiizii maya—kiif, diger yiizii toplam bakteri vb. cesitleri de
vardir. Bu tip besiyerlerini kullanmak isletme laboratuvarinda biiyiik kolaylik saglamaktadir.

Mikrobiyolojide, basta sayim ve var/yok testlerinde kullanilmak {izere cesitli amaglarla
membran filtreler kullanilmaktadir. Ornegin, igme ve kullanma sularinda E. coli aranmasi ya
da sayilmasi i¢in en yaygin uygulamalardan biri, su 6rneginin membran filtreden gegirilip, bu
filtrenin uygun bir kat1 besiyerine yerlestirilerek inkiibasyona birakilmasidir. Burada, amaca
uygun bir sekilde hazirlanmis ve Petri kutusuna dokiilmiis bir kat1 besiyeri kullanilabilecegi
gibi, bu amagla hazirlanmis 6zel besiyerleri de kullanilabilir. Bu tip besiyerleri uygun bir pede
emdirilmis, kurutulmus ve plastik bir kutu igine konularak sterilize edilmis bir sekilde
pazarlanmaktadir Kullanici i¢in yapilacak tek islem pedi steril su ile 1slatmak ve filtreyi bu
pede yerlestirerek inkiibasyona birakmaktadir.

Kullanima hazir besiyerleri i¢inde bir diger yaklasim gama radyasyonu ile sterilize edilmis
dehidre besiyerleridir. Bunlardan 1sinlanmis Tryptic Soy Broth, genellikle serum gibi steril
olmasi gereken tibbi malzemede sterilite testi yapmak i¢in kullanilir. Serum igine steril
kosullarda ilave edilen besiyeri kolaylikla erir ve inkiibasyon sonunda bulaniklik olusursa
serumun steril olmadig1 anlagilir. Bu testin mantigi, steril dehidre besiyerini, steril kap iginde,
steril olmas1 gereken sivi ile ¢dzerek bir cesit besiyeri hazirlamaktir. Membran filtrasyon
sisteminde bazi sporlar ile Hydrogenophaga pseudoflava (Syn. Pseudomonas pseudoflava)
gibi kiiglik bakteriler ve Acholeplasma laidlawii gibi mikoplazmalar 0,1p porlu membran
filtrelerden gegebilir ve bu nedenle membran filtre teknigi ile bu gibi bakterilerin varligi fark
edilemez. Isinlanmis Tryptic Soy Broth yonteminde ise bdyle bir olumsuzluk yoktur. Ayni
yaklagim ile, sularda koliform grup bakteri ve E. coli ile enterokok analizinde kullanilan
ReadyCult sistemi sirasi ile 12.03. ve 22.01. Boliimlerde verilmistir.

03.03.04. Ozel Uygulamalar

Standart bir gida mikrobiyolojisi laboratuvarinda kullanilan besiyerlerinin tamamina yakini
tiipte ya da erlende (balon, diliisyon sisesi, vb.) broth formunda ve Petri kutularinda agar
formunda hazirlanir. Bunlara ilaveten, asagida verilen kullanim amagclarina ydnelik olarak
0zel hazirlama sekilleri de bulunmaktadir.

Cift kuvvetli broth: EMS ile yapilan sayimda (bakiniz; 07.02.01. Béliim) 10 mL besiyerine
10 mL 6rnek aktarildiginda, besiyerinin konsantrasyonu yari yartya azalir ve burada saglikli
bir mikrobiyel gelisme olmaz. Bunun 6niine ge¢mek i¢in, 10 mL gida 6rnegi (homojenizat)
ilave edilecek tiiplerde, baslangigta bu besiyerleri ¢ift kuvvette (2 misli konsantrasyonda)



hazirlanir. Ornegin, koliform grup bakteri analizinde kullanilan LST Broth besiyeri normal
olarak 35,5 g/L konsantrasyonda hazirlandiginda, 10 mL tiip i¢inde 0,355 g madde vardir.
Cift kuvvetle hazirlanmasi gerektiginde, baslangicta 71 g/L (0,71 g/10 mL) olarak hazirlanir,
bunun iizerine 10 mL 6rnek konuldugunda LST konsantrasyonu 0,71 g/10 mL'den 0,355 g/10
mL standart degere iner. Bu tip ekimler i¢in yeteri biiyiikliikte tiip kullanilmalidir.

Tiipte yatik agar: Tamimlama, kiiltiir Sekil 02. Yatik Agar Hazirlanmasi
koleksiyonu vb. pek cok amaglarla kullanilan

agarli besiyeridir. Amag, tiipte genis bir ylizey e

elde etmektir. Standart deney tiiplerine 7 mL B
olacak sekilde tam olarak eritilmig agarl -
besiyeri dagitilir ve otoklavlanir. Otoklav

sonrasinda besiyeri heniiz siv1 iken tiipler bir IL
cubuk lizerine yatirilarak katilagmasi saglanir.

Bu asamada dikkat edilmesi gereken husus,
tiplerin dip kisimlarimin yaklasik 2,5 cm
derinliginde  olmasidir. ~ Salmonella  spp.
analizinde kullanilan Triple Sugar Iron Agar en
tipik ornektir.

WAL

Roux  Sisesi: Genel olarak, ¢ok miktarda Sekil 03. Roux Sisesi
mikroorganizma kiiltiirli elde etmek amaci ile kullanilir.
Yiizey alan1 250 cm” kadardir. Buna gore 100 mL kadar
agarli besiyeri ile birlikte sterilize edilir. Otoklav
sonrasinda diizglin bir yere yatirilarak agarin donmasi
saglanir. Genis agzindan siirtme (svap) cubugu yardimi
ile yogun bir inokiilasyon yapilabilir. Inkiibasyon [ jj
sonrast yikama ile kiiltiir elde edilir. Bu islem, hasat

(harvesting) olarak da adlandirilir.

Ustten goriiniis

Karsidan goriiniis

Durham tiipii olan besiyerleri: Koliform grup Sekil 04. Durham Tiipii
bakterilerin analizinde laktozdan gaz olusumu tipik bir -

reaksiyondur. Besiyerinde gaz cikisi, standart tiipilin ‘
icine ters olarak yerlestirilen ve Durham tiipii olarak

adlandirilan kiigiik tiiplerde gaz birikimiyle anlagilir. ‘ W
Besiyeri hazirlanirken, standart tiiplin i¢ine Once N A
Durham tiipiiniin atilmasi, iizerine besiyeri ilavesi ile “ ||| H
sterilizasyon oncesinde daha az hava kalmasi saglanir. o - -
Standart otoklavlamada tiipte kalan hava ¢ikar. H

Cift Kat Ekim: Koliform grup bakteri ekiminde yaygin olarak uygulanir. Yayma ya da
dokme yontemiyle standart ekimde; dokme yonteminde besiyerinin tam jellesmesinden sonra,
yayma yonteminde ise besiyerinin yayilan kiiltlirii tam emmesi i¢cin 10 dakika beklendikten
sonra lizerine 4-5 mL kadar ikinci kat besiyeri dokiiliir. Bu uygulamada genellikle ayni
besiyeri kullanilmakla beraber, 6zel ¢alismalar amaciyla farkli bir besiyeri de kullanilabilir.
Temel amag, kismi bir mikroaerofil ortam yaratmaktir. Bu amagla toplam bakteri sayiminda
da cift kat ekim yapilabilir. Basta basiller olmak iizere aerobik bakteriler bu ortamda yine
gelisir, ancak yayilici koloni olusturamazlar. Eger toplam bakteri analizinde ¢ift kat ekim
yapildi ise analiz raporunda bu durum belirtilmelidir.



03.04. Besiyeri Bilesimine Giren Maddeler

Besiyerleri hazirlanirken amag, hedef organizmanin gelismesini optimize edecek
konsantrasyonlarda gerekli besin maddelerinin dengelenmis karigimini saglamaktir. Biitiin
besin dgelerini oldukca fazla miktarda saglayarak, olabildigince zengin bir besiyeri yapma
yaklagimi ile optimal besiyeri elde edilemez.

Ornegin, aminoasitlerin dengelenmemesi ve bir amino asidin fazla olmasi, iliskili bir amino
asidin gelisme icin kullanimini1 baskilayabilir. Glikoz dahil olmak iizere tiim besin 6geleri,
konsantrasyonlar1 arttik¢a baskilayict etki yaparlar.

Besiyeri bilesimine giren maddeler gelisme acisindan; a)Gelisme igin gerekli olanlar,
b)inhibitorler, c)Digerleri olmak iizere 3 gruba ayrilabilir. Gelisme icin gerekli olan
maddeler dogrudan mikroorganizmalarin beslenme sekilleri ile ilgilidir ve besiyeri i¢inde bir
anlamda zorunlu olarak bulunur.

Inhibitorler ise gelismesi istenmeyen mikroorganizmalar icin gerektiginde selektif
besiyerlerine ilave edilir. Bunlarin disinda yine gerektiginde indikatorler, jellestiriciler vb.
pek cok madde de besiyeri bilesimine girer.

03.04.01. Su

Besiyeri hazirlamada kullanilan suyun damitma veya deiyonizasyon ile taze hazirlanmis
olmasi, basta bakir olmak iizere toksik metalleri icermemesi gerekir. Iyon degistirici
recineden gecirilerek elde edilen deiyonize (demineralize) su kullanildiginda bunun iginde
ylksek sayida mikroorganizma bulunabilecegi dikkate alinmalidir. Damutik (distile) su i¢in en
ideali, cam sistemlerden elde edilen suyun kullanilmasidir.

Gerek deiyonize gerek damitik su elde edilmesinde saf su sisteminin ve benzer sekilde saf
suyun depolandigi kaplarin belirli araliklarla temizlenmesi gerekir. Bu kaplarda zamanla alg
gelisimi  olabilir ve alg metabolitleri bazi duyarli mikroorganizmalarin  gelisimini
baskilayabilir.

Taze hazirlanmis saf suyun pH's1 6,5-7,5 arasinda olmalidir. Depolanmis saf su atmosferik
karbondioksitin absorbe edilmesi sonucu asit pH gosterir. Eger saf suyun pH'st 5,5'in altinda
ise, bu su 1sitilarak CO, uzaklastirilir ve pH yeniden kontrol edilir. Eger pH hala diisiik ise,
NaOH ile notral pH'ya getirilir ve saf su sistemi kontrol edilir. Besiyeri hazirlamada
kullanilan su asidik 6zellik gosteriyorsa ve besiyeri bilesimde bikarbonat tamponlar varsa,
bunlar etkileyerek hazirlanan besiyerinde bir takim olumsuzluklara yol acabilir.

Ozellikle klinik ve veteriner mikrobiyolojiyi ilgilendiren bazi bakteriler, besiyeri hazirlamada
kullanilan suyun i¢indeki safsizliklara karsi ¢ok duyarlidir. Bu gibi bakterilerle ¢alisildiginda
suyun ¢ok 6zenle hazirlanmasi gerekir. Tersine olarak, gida mikrobiyolojisini ilgilendiren ve
glinliik (rutin) olarak analizleri yapilan mikroorganizmalar bu tip maddelere genellikle duyarl
degildir. Dolayisiyla bu analizler i¢in, dogal kaynak sular1 besiyeri hazirlanmasi amaciyla
kullanilabilir.

Suyun ¢ok kiregli oldugu bolgelerde damitik su elde edilmesi bazen sorun olmaktadir. Bu gibi
yerlerde besiyeri hazirlamada dogal kaynak sularinin kullanilmast miimkiindiir. Ancak, dogal
kaynak sular1 bu amagla kullaniliyor ise belirli araliklarla (6rnegin ii¢ ayda bir) kullanilan



suyun -ya da bu su kullanilarak hazirlanmis besiyeri Orneklerinin- bir dig laboratuvara
gonderilerek standart sekilde hazirlanmis besiyerine kars1 performans denemesi yapilmalidir.
Bu deneme basit olarak, ayni1 gida 6rneginden iki farkli besiyerine ekim ve sayim sonuglarinin
karsilastirilmast seklindedir. Akl suyu, iitli suyu gibi adlarla satilan sularin kaynagi ve elde
edilis sekli bilinmedik¢e kullanilmalarindan olabildigince kaginilmalidir.

Kaynagi ne olursa olsun, besiyeri hazirlamada kullanilan suyun besin maddelerini ya da
inhibe edici maddeleri icermemesi, en az 300.000 Wcm direng ve en fazla 10 mS
(microSiemens) kondiiktivite (iletkenlik) gostermesi, 25 °C'da rezistans 0,5 megohm/cm ya
da kondiiktans 2,0 umhos/cm'den daha az olmas1 gerekir.

Burada deginilen fiziksel degerler farkli kaynaklardan elde edilmistir. Buna gore, kullanilacak
su, bu kriterlerden en az birisini saglamalidir. Birden fazla kriter test edildiginde bunlardan
birini sagliyor, ancak diger(ler)ini saglamiyorsa bunun nedeni arastirilmalidir.

Besiyeri hazirlamada kullanilan suda ayda bir olarak yapilacak Ol¢iimlerde toplam bakteri
sayist 1.000 kob/mL'den, eger su depolanmis ise 10.000 kob/mL'den az olmalidir. Benzer
sekilde toplam klor kalintis1 negatif ya da kullanilan testin belirleme sinirindan daha az
olmalidir. Yilda bir kere toplam metaller (Pb, Cd, Cr, Cu, Ni ve Zn) i¢in yapilan analizde, her
bir metal 0,05 mg/L'yi ve metaller toplam1 0,1 mg/L'yi ge¢memelidir. Bu kriterler
saglanamiyor ise, diizeltici ve tekrarini Onleyici faaliyet (eylem) yapilmali ve kayda
gecilmelidir.

03.04.02. Peptonlar

Pepton terimi, proteinlerin hidrolizi ile elde edilen iirlinlere verilen genel isimdir. Bu terim ilk
kez R. Koch'un ¢alisma arkadaglarindan Néageli tarafindan 1880 yilinda kullanilmistir. Négeli,
kemoorganotrof mikroorganizmalarin kismen pargalanmig (hazmedilmis, sindirilmis) protein
igeren besiyerinde iyi gelistiklerini agiklayan ilk bilim adamidir.

Yasayan tiim hiicrelerde oldugu gibi mikroorganizmalar da azot, karbon, tuzlar ve diger besin
maddelerine gereksinim duyarlar. Istisnalar disinda, mikroorganizma gruplarinin oldukca
bliyiik bir boliimii, proteinleri azot kaynagi olarak kolaylikla kullanamaz. Bu nedenle azotlu
bilesikleri, ¢ok daha kolay kullanabildikleri protein hidrolizatlarindan saglar.

Peptonlar sadece azot degil, karbon kaynagi olarak da mikroorganizmalar tarafindan kullanilir.
Bunun yaninda, peptonlarin bilesiminde bulunan bazi aminoasitler ve vitaminler de bazi
mikroorganizmalar i¢in gelisme faktorii olarak oldukca 6nemli islev goriir.

Proteinler; kuvvetli asitler ve kuvvetli alkaliler ile ya da enzimatik olarak temel bilesenleri
olan peptit ve aminoasitlere ayrisir. Bu amacla en ¢ok kullanilan proteolitik enzimler papain,
pepsin ve pankreatindir.

Peptonlar, birgok ticari firma tarafindan ¢esitli hayvansal dokulardan, siitten ve soyadan farkl
yontemlerle elde edilir ve farkl ticari isimlerle pazarlanir ve/veya dehidre besiyerleri igine
katilir.

Ham madde ve iretim yontemi farklilifi dogal olarak peptonlarin bilesimlerinde de
farkliliklar olusturur. Dolayisi ile degisik amaglar i¢in farkli peptonlar kullanilir.

Proteinler, aminoasit zincirlerinden olusmus makro molekiillerdir. Aminoasitler birbirlerine
peptit baglar1 ile baglanirken 1 molekiil su agiga c¢ikar. Peptit baglarin kuvvetli asitler



kullanilarak, yiiksek basing ve yiiksek sicaklik altinda tam olarak kirilmasi, béylece proteinin
tiimiiyle kendisini olusturan aminoasitlere doniistliriilmesi miimkiin degildir. Bu islem
sirasinda bazi aminoasitler (6rnegin triptofan) tiimiiyle kaybolur, sistin, serin ve treonin zarar
goriirken, asparagin ve glutamin etkilenmez. Benzer sekilde, pepton biinyesindeki vitaminler
ciddi 6lcilide zarar goriir. Bu islem sirasinda karbohidratlar ile aminoasitler arasinda meydana
gelen bir seri reaksiyon sonunda olusan bazi kimyasallar, mikroorganizma gelisimi i¢in toksik
olur. Bu nedenle, kuvvetli asitler ile peptonlarin elde edilmesinde peptit baglarinin tiimden
degil, mikroorganizma i¢in yeterli azot kaynag: saglayacak diizeyde -sadece bir kisminin-
kirilmasi1 hedef alinir.

Proteinlerin enzimatik olarak pargalanmasi -asit hidrolizine gore- pepton bilesimine daha az
zarar verir. Kullanilan enzimler peptit baglarina 6zel olup, sadece bu baglarda pargalanmaya
neden olur. Dolayisiyla, elde edilen peptonda kullanilan enzimin g¢esidine gore protein
par¢alanma iirlinii olan polipeptitler bulunur. Teorik olarak farkli enzimler kullanilarak,
proteini olusturan tiim aminoasitlere kadar pargalanma miimkiin ise de bunun pratik bir 6nemi
yoktur ve besiyeri bilesiminde kullanilacak proteinler sadece -amaca uygun sekilde- belirli
diizeyde parcalanarak peptonlar elde edilir.

Gliniimiizde ticari olarak iiretilen ve pazarlanan peptonlarin hemen hemen tiimii enzimatik
olarak elde edilmektedir. Sadece kazein, asidik reaksiyon ile hidrolize edilir. Bazik olarak
elde edilen peptonun ticari iiretimi yoktur. Son zamanlarda BSE tehlikesine kars1 baz1 ticari
firmalar hayvansal dokulardan elde edilen peptonlarin BSE igermedigine iliskin sertifika
vermektedir.

Mikrobiyolojinin degisik alanlarinda farkli peptonlar kullanilir. Besiyerlerinin bilesiminde
farkli peptonlar kullanilabilirken, as1 iiretimi i¢in bitki kokenli peptonlar uygun degildir.
Buna karsin, bitkisel peptonlar enzim iiretiminde basaril bir sekilde kullanilabilir.

Besiyeri formiilden hazirlanmak zorunda ise, formiilde verilen peptonun kullanilmasi
gereklidir.

Peptonlar mikrobiyolojide tek baslarina besiyeri olarak kullanilabilen ender maddeler
arasindadir. Pek ¢ok bakteri, bilesimi sadece %1 pepton olan besiyerinde kolaylikla
gelistirilebilir.

Aksine bir belirtme yoksa, mikrobiyolojide "pepton" denildiginde, pankreatin enzimi ile
hidrolize edilmis et peptonu (Peptone from meat, pancreatic) anlasilir. Bu pepton ticari
firmalar tarafindan farkli isimlerle anilir.

03.04.03. Maya Ekstrakti

Maya ekstrakti (maya 6ziitii, yeast extract), proteolitik olarak otolize edilmis (parcalanmis)
bira mayasinin (Saccharomyces cerevisiae) sulu ekstraksiyonu ile elde edilir. Ozellikle,
yiiksek B kompleks vitamini konsantrasyonu sayesinde ¢ofu mikroorganizmanin iyi bir
sekilde gelismesini saglar.

Bilesimindeki aminoasitler, peptitler, vitaminler, karbohidratlar ve mineraller nedeniyle pek

¢ok mikrobiyolojik calismada besiyeri katkis1 olarak kullamilir. Karbohidrat igermesi
nedeniyle karbohidratlardan asit olusturma testlerinde kullanilmaz.
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Maya ekstrakt: iretiminde otoliz diizeyi siirekli olarak kontrol edilir ve otolitik aktivite 1sitma
ile durdurulur. Boylelikle B kompleks vitaminleri korunmus olur.

03.04.04. Et Ekstrakti

Et ekstrakti (et Oziitli, meat extract), genellikle yag1 ve tendonlar1 ayrilmis, ekstraksiyon
Ooncesi hafifce hidrolize edilmis etten elde edilir. Karbohidrat igermez. Bu nedenle
karbohidratlardan asit olusturma testlerinde kullanilabilir. Cesitli besiyerlerinde et
peptonlarinin yerini alabilir.

03.04.05. Malt Ekstrakti

Malt ekstrakti (malt 6ziitli, malt extract), biralik arpanin ¢imlendirilmesi ve kavrulmasi ile
elde edilen malttan iretilir. Basta maltoz olmak {izere, c¢esitli karbohidratlarin yiiksek
konsantrasyonuna bagli olarak maya ve kiiflerin gelistirilmesi i¢in kullanilir. %1,7
konsantrasyondaki c¢ozeltisi maya ve Kkiiflerin gelistirilmesi i¢in uygun bir besiyeridir.
Gerekirse bu ¢ozelti ¢esitli peptonlar ile desteklenebilir ve/veya asitlendirilebilir ve/veya agar
ve pepton eklenerek Malt Extract Agar seklinde kat1 besiyeri olarak kullanilabilir.

03.04.06. Beyin ve Kalp Ekstrakti

Beyin ekstrakt:1 (brain extract) ve kalp ekstrakti (heart extract) streptokoklar, pneumokoklar,
meningokoklar, gonokoklar vb. gibi zor gelisen (fastidious) patojen bakterilerin gelistirilmesi
icin Brain Heart Broth ve Brain Heart Infusion gibi isimlerle anilan besiyerlerinin bilesimine
katilir. Ayrica, cesitli toksin testleri igin patojenlerin bu besiyerinde gelistirilmesi
onerilmektedir.

03.04.07. Agar

Besiyerlerinin kati hale getirilmesi i¢in en ¢ok kullanilan jellestiricidir. Cogu kez diger agarl
besiyerleri ile karigtirllmamasi i¢in "agar agar" olarak anilir. Agar bir poligalaktozid olup,
"Agarophytes" olarak adlandirilan bazi kirmizi deniz yosunlarindan (Gelidium, Eucheuma,
Gracilaria, Acanthopeltis, Ahnfeltia, Pterocladia tiirleri) elde edilir. Baz1 hidroksil gruplar
stilfiirik asit ile esterlestirilmistir. Mikrobiyolojik kullanim amaciyla en iyi kalitedeki agar
Gelidium tiiriinden elde edilir. Gida sanayisinde de jellestirici olarak kullanilan agar, yeteri
kadar saf olmadig1 i¢cin mikrobiyolojik analizlerde kullanilamaz.

Agarin katilastirma (jellestirme) oOzelligini bilesimindeki D-galakton saglar. Bilesiminde
ayrica inorganik tuzlar, cok az miktarda protein benzeri maddeler ve eser miktarda yag vardir.
Mikrobiyolojide kullanilan agarlar 6zel olarak saflastirilarak antimikrobiyel maddeler ve
pigmentlerden arindirilir. Bilesiminde bulunan agaroz ve agaropektin adli iki polisakkarit,
agarin etkisini belirler. Agaroz, agarin yliksek jellestirme Ozelliginden sorumlu iken,
agaropektin viskoz Ozellik verir. Agardaki agaroz/agaropektin oran1 ham maddeye gore
degisir. Agardaki agaroz oram1 en ¢ok %75'e kadar cikabilir. Ozel calismalarda saf agaroz
kullanilir.

Agar, besiyeri bilesimine sadece jellestirici olarak katilir. Uzun ve dallanmig zincir yapist

nedeniyle -bir kac istisna disinda- mikroorganizmalar tarafindan besin maddesi olarak
kullanilamaz.
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Yaklasik olarak 85-90 °C'da erir, 40-45 °C'da jellesir. Gerek erime gerek jellesme sicakligina
besiyeri pH's1 etkilidir. Besiyeri pH'sin1 etkilemez, ancak diisiik pH'dan olumsuz sekilde
etkilenir. 6'dan daha diisiik pH'ya sahip besiyerlerinde genel olarak daha fazla agar kullanilir.
pH's1 5 ve daha altinda olacak ise, bu besiyeri nétral pH'da otoklavlanir ve 45 °C'a sogutulup,
gerekli miktar asit ilave edilir. Bu sekilde hazirlanmis besiyerleri tekrar eritilirse agar jellesme
ozelligini tlimiyle yitirir.

Agarin jellesme sicaklhigi literatiirde 32-39 °C olarak verilmektedir. Dokiim sirasinda Petri
kutularinin oda sicakliginda (20 °C) oldugu ve dolayisiyla Petri kutusu ile besiyeri arasinda 1s1
degisimi olacagi dikkate alinarak dokiim sicakliginin 4045 °C kadar olmasi gerekir.

Besiyerine amaca gore %0,05-2 gibi genis bir smirda ilave edilebilir. Diislik agar
konsantrasyonlart  (%0,05-0,3) genellikle hareketliligin ~ belirlenmesi, mikroaerofil
karakterdeki bakterilerin gelistirilmesi gibi 6zel amagclarla kullanilir. Standart kullanim
konsantrasyonu %1-1,5'tir. Yiiksek konsantrasyonlar ise yiiksek asitli besiyerlerinde agarin
jellesme 6zelligini korumasi amaciyla kullanilir. Yukarida da belirtildigi gibi agar yiiksek
sicaklikta yiiksek asitlikten olumsuz etkilenir. Daha yiikksek agar konsantrasyonu bu
olumsuzlugu gidermek i¢indir.

03.04.08. Karbohidratlar

Baz1 besiyerlerinin bilesimine bakteriler icin enerji ve karbon kaynagi olarak katilan
karbohidratlarin bir baska kullanim sekli karbohidratlardan asit olusturmaya dayali
identifikasyon testleridir (bakiniz; 37.07. B6lim).

Besiyeri bilesiminde karbon kaynagi olarak en ¢ok kullanilan karbohidratlar glikoz, laktoz ve
sakkarozdur. Bunlardan glikoz pek ¢ok bakteri tarafindan kullanilabildigi i¢in, daha ¢ok genel
besiyeri bilesimlerinde yer alir.

Adonitol, arabinoz, dekstroz (glikoz), dulsitol, galaktoz, inositol, inulin, laktoz, levuloz
(friiktoz), maltoz, mannitol, mannoz, melezitoz, melibiyoz, nisasta, rafinoz, ramnoz, sakkaroz
(sukroz), salisin, sellobiyoz, seliiloz, sorbitol, trehaloz ve ksiloz ¢esitli karbohidrat testlerinde
kullanilmak tizere ¢gogunlukla sivi ya da kat1 besiyerlerine katilabilmektedir.

Glikoz, laktoz sakkaroz, mannitol gibi bazi karbohidratlar gesitli kati besiyerlerine yine
karbohidratlardan asit olusumunun izlenmesi ve buna gore koloninin 6n identifikasyonu
amaci ile katilir.

Koliform grubu bakterilerin gelistirilecegi besiyerlerinin hemen hepsinde karbon kaynagi
olarak laktoz kullanilir. Koliformlarin analizi i¢in hazirlanmis sivi besiyerlerinde laktozdan
gaz olusumu bu grup i¢in belirleyicidir. Gaz ¢ikis1 basit olarak Durham tiipii ile belirlenir
(bakiniz; 03.03.04. Boliim).

Nisasta kullanim1 (hidrolizi) bazi bakteriler i¢in tipik oldugundan ¢esitli 6zel besiyerlerinin
bilesimine katilir.

Genel olarak karbohidratlarin ¢6zelti halinde filtrasyon ile sterilize edilmesi Onerilir. Cesitli

besiyerlerinin bilesimine katilan glikoz, laktoz, sakkaroz gibi sekerler besiyeri ile birlikte
otoklavda da sterilize edilebilir.
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03.04.09. Tuz

Aksine bir belirtme yoksa "tuz" denilince sodyum kloriir anlasilir. Cogu besiyerinin
bilesimine izotonik bir ortam olusturmak i¢in katilir. 9%0,85 NaCl, serum fizyolojik adi ile
seyreltme ¢ozeltisi olarak yaygin olarak kullanilir. Klinik birimlerde bu ad ile bilinen ¢ozelti
de budur ve insan viicudu i¢in de ayni sekilde izotonik denge olusturur.

Tuza dayanikli (halotolerant) ve tuz seven (halofil) bakterilerin selektif izolasyonu igin
yliksek konsantrasyonlarda 6zel besiyerlerinin bilegsimine katilir.

03.04.10. Tampon Maddeler

Mikroorganizmalar genel olarak notr ve ndtre yakin pH'larda iyi gelisir. Bazi
mikroorganizmalar alkali pH'lar1 yeglerken (6rnegin Rhizobium bakterileri), bazilar1 (6rnegin
mayalar, kiifler, asidofilik bakteriler) asidik ortamlar1 severler.

Bir besiyerinde elden geldigince ¢ok sayida mikroorganizma gelistirilmesi isteniyorsa pH
notre yakin degerde olmalidir. Tersine olarak gelistirilmesi istenen mikroorganizma yiiksek
asitlige veya yiiksek alkalilige direngli ise, besiyeri pH'st bu mikroorganizmanin
gelisebilecegi pH'ya ayarlanmalidir.

Asitlik/alkalilik, besiyerlerine selektivite kazandirmak amaciyla, ¢cok kolay ve dolayisiyla ¢ok
yaygin olarak kullamlan bir faktdrdiir. Ornegin maya ve kiiflerin, asidofilik bakterilerin
gelistirilecegi ortamlarda pH diisiiriilerek pek ¢ok bakterinin gelismesi kayda deger olciide
baskilanir.

Metabolizmaya bagli olarak besiyeri pH'sinda degismeler meydana gelir. Sadece pepton olan
ortamda gelistirilen bakteriler pH'y1 yiikseltir. Buna karsin bilesiminde pepton yaninda
karbohidrat da olan besiyerinde karbohidrat tilkenmedigi stirece pH diiser. Bazi ¢alismalarda
inkiibasyon sirasinda pH'nin degismesi, gelistirilmesi istenen mikroorganizmaya zarar
verecegi i¢in istenmez. pH degisiminin minimumda tutulmasi amaciyla besiyerine cesitli
tampon maddeler ilave edilir.

Biiyiik 6lcekli endiistriyel iiretimlerde pH stabilitesi tampon eklenerek degil, belirli pH
araliginda tutmak {izere "pH-stat" denilen sistemlerle disaridan asit ya da baz ilavesi ile
yapilir.

Tampon (buffer) olarak en ¢ok kullanilan maddeler, fosfatlar (K,HPO4, KH,PO4, Na,HPO4, 3
gliserofosfat), karbonatlar, asetatlar ve sitratlardir. Basit olarak, Skim Milk besiyerine 1 g/10
mL kalsiyum karbonat ilavesi ile laktik asit bakterilerinin olusturdugu asitlik kayda deger
Olciide tamponlanir.

Cizelge 0l'de 4,8-8,0 arasinda tampon ¢oOzelti hazirlamak i¢in kullanilan tamponlar
gosterilmistir. Buna gore;

Cozelti "A": 0,067 M KH,PO4 (9,073 g/L KH,POy)

Cozelti "B": 0,067 M Na,HPO4 (11,866 g/L Na,HPOy).

Ornek: pH's1 5,90 olan tampon ¢dzelti hazirlanmak isteniyorsa, ¢izelgeden 5,90'm karsiligi
olarak 9,80 mL bulunur. Bu miktar "B" ¢ozeltisinin (Na,HPO,) iizerine 100 mL'ye
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tamamlayacak sekilde 90,20 mL "A" ¢ozeltisi (KH,PO4) eklenir. Besiyeri bilesimine giren
maddeler tartilir, su yerine bu ¢6zelti kullanildiginda besiyeri pH's1 5,90'a tamponlanmis olur.
Hazirlanan tampon ¢0zeltisinin glivenilir olmasi i¢in, "B" ¢ozeltisi ilizerine "A" ¢ozeltisi
ekleme igleminin pH metre kontrolii ile yapilmas1 dnerilir.

Cizelge 01. Tampon ¢ozelti hazirlamak icin "B" ¢ozeltisinden alinacak miktar (mL)

pH HBH pH HBH pH HBH pH "BH pH HBH pH HBH

480 035 |540 3,00 |6,00 12,1 |6,60 37,1 |7,20 72,6 | 7,80 93,6
490 0,60 |550 390 [6,10 150 |6,70 43,0 |7,30 77,7 | 7,90 95,5
5,00 095 |560 49 |620 184 |6,80 49,2 |740 8&L,8 | 800 96,9
5,10 1,35 5,770 6,20 | 6,30 22,1 6,90 552 |7,50 85,2
520 1,80 |58 790 |6,40 264 |7,00 61,2 |7,60 88,5
5530 2,30 [590 980 [6,50 31,3 |7,10 67,0 |7,70 91,2

g Kaynak: www.kimyaevi.org Bu ¢izelge, 2. desimali de gosteren sekilde bu sitede vardir.

03.04.11. pH Indikatorleri

Mikrobiyel metabolizma sonunda bazi besiyeri bilesenlerinden ¢esitli asit veya alkali iirtinler
meydana gelir. pH'daki degisme en kolay olarak pH indikatorleri ile belirlenir ve bunlarin
renk degisimine bagli reaksiyonlar o besiyerinde gelisen mikroorganizmalar i¢in Onemli
gostergeler olur.

Asagida, besiyeri bilesimlerinde yaygin olarak kullanilan pH indikatorleri ve pH'ya bagh
renkler verilmistir.

Cizelge 02. pH Indikatorleri ve Renk Degisim Sinirlar

Indikator Asit pH / renk Alkali pH / renk
Fenol blue 3,0 / sar1 4,9 / mavi
Fenol red 6,8 / sar1 8,4 / kirmizi
Bromocresol green 3,8 / sar1 5,4 / mavi
Bromocresol purple 5,2/ sar1 6,3 / menekse
Bromothymol blue 6,0 / sar1 7,6 / mavi
Cresol red 7,2 / sar1 8,8 / kirmizi
Litmus 5,6 / kirmizi 8,3 / mavi
Metil red 4.4 / kirmizi 6,2 / sar1
Neutral red 6,8 / kirmizi 8,0 / sar1
Rosalic acid 6,8 / sar1 8,2 / kirmizi

Bunlara ek olarak kimyasal analizlerde kullanilan pek ¢ok pH indikatorii bulunmakla birlikte,
besiyeri bilesimine girenler siirhidir.  Indikatér, oncelikle gelistirilmesi istenen
mikroorganizmaya zarar vermemelidir. Ayrica besiyerinde stabilite, hedef pH'larda kesin renk
doniisiimii vb. 6zellikleri de olmalidir.

03.04.12. Redoks indikatorleri
En yaygin olarak kullanilan redoks indikatorii TTC (2,3,5 Triphenyl-tetrazolium chloride)'dir.

Enterokoklarin selektif gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilir ve buna bagli olarak besiyeri
bilesimlerinde yer alir.
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Enterokoklar TTC'yi indirgeyerek kirmizi renkli bir bilesige (formazon) doniistiiriir. Bu
sekilde besiyerinde olugan kirmizi renkli kolonilerin enterokok oldugu anlagilir.

Resazurin, yaygin olarak kullanilan bir diger redoks indikatoriidiir. Cig siitlerde
metabolizmaya dayali bir sayim yonteminde kullanilmasina karsin, siitte antibiyotik ya da
gelismeyi engelleyici bir madde bulunmasi halinde dogru sonug¢ alinamaz. Bu konuda 07.05.
Boliimde ayrintili bilgi verilmistir.

03.04.13. Diger Indikatérler

Mikrobiyel metabolizmaya bagli olarak bazi kimyasallarin cesitli reaksiyonlar sonucu
olusturduklar belirli irlinlerin saptanmasi, bu besiyerlerinde gelisen mikroorganizmalarin 6n
identifikasyonunda kullanilir. Bu tip reaksiyonlarda kullanilan indikatér ornekleri asagida
verilmistir.

-MUG (4-Methylumbelliferyl-8-Glucuronide): E. coli taniminda son yillarda en yaygin
olarak kullanilan bir bilesiktir. E. coli 'deki B-D-Glucuronidase (MUGase) enzimi MUG'u
uzun dalga boylu (366 nm) UV ile floresan 1s1ma veren bir bilesige (methylumbelliferone)
parcalar. MUG hakkinda 14. Bdliimde ayrintili bilgi verilmistir. Floresan 1sima, los bir
ortamda belirgin bir sekilde goriiliir.

-MUP (Methylumbelliferyl-phosphate): Cl. perfringens i¢in karakteristik olan asit fosfataz
enzimi MUP'u yine uzun dalga boylu UV ile floresan 1s1ma veren bir bilesige
(methylumbelliferone) pargalar.

-Kan: Aksine bir uyar1 yoksa besiyeri bilesimine giren "defibrine koyun kani"dir. Hemoliz
reaksiyonunun belirlenmesi i¢in kullanilir. Hemoliz reaksiyonlar1 37.13. ve kan hakkinda
bilgi 40.06. Boliimde verilmistir. Gida mikrobiyolojisinde Listeria tanimlanmasinda yaygin
olarak kullanilir.

-Jelatin ve kazein: Bunlar, proteolitik bakterilerin belirlenmesi amaciyla besiyeri biinyesine
katilir. Jelatin kullanilan yontemde inkiibasyon sonrasi sogutulan besiyerinin katilagmamasi
jelatinin hidrolize edildigini gosterir. Kazein kullanilan yontemde ise proteolitik bakteri
kolonileri etrafinda proteolize bagl olarak berrak zonlar meydana gelir.

-Lesitin: Yumurta saris1 ve soya fasulyesinde bulunan lesitin, ¢esitli bakterilerdeki lesitinaz
enzim aktivitesi sonunda pargalanir ve lesitin katilmisg kati besiyerinde koloni etrafinda
berrak zonlar goriiliir. Gida mikrobiyolojisinde Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus
besiyerlerinin bilesiminde yer alir.

-Kromojenik substratlar: Kati besiyerinde seker ve pH indikatoriine bagl selektif izolasyon
sistemi yerine, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl, 5-bromo-6-chloro-3-indolyl ya da 6-chloro-3-
indolyl gibi indolil tiirevleri olan kromojenik substratlarin kullanimi giderek daha fazla 6nem
kazanmaktadir. Bu sistemin prensibi, kromojenik substratin hedef bakteri ya da bakteri grubu
icin 0zgiin olan enzim ile seker ve kromojene parcalanmasi, oksijen varliginda sivi
besiyerinin ya da kat1 besiyerindeki koloninin renk degistirmesidir. Klasik pH indikatdriinden
farkli olarak bu sistemde koloni etrafinda zon olusmaz, dogrudan koloni rengi degisir ve bu
degisim pH'dan etkilenmez.

-Tributirin: Lipolitik aktivitenin belirlenmesi i¢in kullanilir. Lipolitik bakteri kolonileri
etrafinda lipoliz sonunda berrak zonlar olusur.
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03.04.14. inhibitorler

Selektif besiyeri bilesimlerinde, istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini baskilayan ¢esitli
inhibitér maddeler kullamlir. Inhibitér maddelerin etki sekilleri cok farklidir ve giicleri
konsantrasyonlarina baghdir.

Bir yaklasima gére her maddenin yiiksek konsantrasyonlarda inhibisyon etkisi vardir. Ornegin,
pek cok besiyerine ozmotik basing saglamak i¢in katilan NaCl, yiiksek konsantrasyonlarda
pek c¢ok mikroorganizmanin gelisimini engeller. Mikroorganizma icin C kaynagi olarak
kullanilan glikoz, %50 konsantrasyonda ozmofilik/ozmotolerant mayalarin gelisimine izin
verirken, diger tiim bakteri, maya ve kiiflerin gelisimini inhibe eden bir etki gosterir.

Besiyerlerinde inhibitdr olarak kullanilan maddeler genel ve selektif inhibitorler olarak
kabaca ikiye ayrilabilir. Genel inhibitdrler daha genis bir spektrumda istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisimini engellerken, selektif inhibitorler belirli mikroorganizmalarin
gelisimini etkiler.

Inhibitér etki, yukarida belirtildigi gibi &ncelikle konsantrasyona baghdir. Bunun disinda
mikroorganizma cinsi ve hatta tiirli ile serotipi inhibisyonda &nemlidir. Ornegin, E. coli
O157:H7 serotipi diger E. coli 'ler ve refakatgci floraya oranla sefiksim—tellurit
kombinasyonuna kayda deger Ol¢iide direng gosterir. Belirli bir madde (6rnegin tellurit), bazi
bakteriler i¢in inhibitor etki yaparken, bazi bakteriler telluriti metalik tellura indirger, sonugta
gri-siyah renkli koloni olusumu stafilokok ve mikrokoklar icin tipik bir morfolojik
gostergedir.

Inhibitér olarak kullanilan maddenin gérevi, istenmeyen mikroorganizmalarin gelismesini
onlemek iken, gelismesi istenen mikroorganizma i¢in inhibitdr etki yapmamasi gerekir.
Sadece belirli bir tiiriin digindaki tiim mikroorganizmalarin gelisimini etkileyen inhibitor
madde kullanimi oldukga enderdir. Ornegin, Cetrimide (cetyltrimethylammonium bromide)
Pseudomonas aeruginosa disinda pek ¢ok refakatgi florayr inhibe ettigi igin Pseudomonas
besiyerlerinin bilesiminde yer alir. Besiyerinde tek inhibitor yerine, birden fazla inhibitor de
kullanilabilir.

Inhibitér olarak kullanilan tiim maddelerin hangi mikroorganizmalar igin hangi
konsantrasyonda ve hangi mekanizma ile inhibisyon etki sagladigini listelemek cok giictiir ve
bu kitabin konu kapsami digindadir. Bununla beraber, en ¢ok kullanilan inhibitorler hakkinda
asagida kisaca bilgi verilmistir:

-Boyalar: Metakrom saris1 (metachrome yellow) Proteus kolonilerinin yayilmasini, eosin Y
ve metilen mavisi (methylen blue) Gram pozitif bakterilerin gelisimini, malahit yesili
Pseudomonas aeruginosa disindaki pek ¢ok refakat¢i floranin gelisimini baskilar.

-Sodyum azid: Gram negatif bakterilerin gelisimini engeller.
-Safra tuzlar1 (Bile salts, Ox bile): Gram pozitif bakterilerin gelisimini engeller.

-Antibiyotikler: Genellikle bakterileri engellemek icin genis spektrumlu olarak kiif
gelistirme besiyerlerinde ya da refakatgi bakteriyel florayr inhibe etmek i¢in dar spektrumlu
olarak kullanilirlar. Ornegin, Bacillus cereus refakatgi floraya gére Polimiksin B siilfattan
daha az etkilendigi icin, bu bakteri ile ilgili ¢aligmalarda besiyeri bilesimine katilir. Benzer
sekilde E. coli O157:H7 serotipi ile ilgili ¢alismalarda sefiksim yaygin olarak kullanilir.

-Deoksigolat (Deoxycholate): Gram pozitif bakterileri, kismen koliformlar1 ve zayif olarak
Shigella 'y1 engeller. Salmonella besiyerlerinin ¢ogunda bulunur.
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Ayrica, selenit, tetratiyonat, bizmut, lauryl siilfat, yiiksek konsantrasyonda asetat vb. maddeler
cesitli besiyerlerinde inhibitér madde olarak kullanilir.

03.04.15. Diger Maddeler

Besiyerlerine cesitli amaclarla katilan ve yukaridaki gruplara girmeyen daha pek ¢ok madde
vardir. Bunlardan bazilar1 asagida kisaca 6zetlenmistir:

-Inaktivatérler: Lesitin, sistein, Tween 20, Tween 80 gibi maddeler basta ilag¢ ve kozmetik
endiistrisinde ham madde, ara iirlin ve son iiriinlerindeki ¢esitli antimikrobiyel maddeleri
inaktive ederek bu gibi iriinlerde bulunmasi olasi mikroorganizmalarin belirlenmesini
saglarlar.

-Stimiilatorler (Gelismeyi tesvik ediciler): Analiz edilen Ornekte gelismesi istenen
mikroorganizmay1 tesvik etmek amaciyla besiyeri bilesimine g¢esitli maddeler katilabilir.
Bunlar arasinda vitaminler, glisin, piruvat, Tween 80 ve c¢esitli elementler ilk akla
gelenlerdir.

-Ozel besin maddeleri: Besiyerleri icinde geligmesi istenen mikroorganizmanin
kullanabilecegi, digerleri i¢in besin maddesi olarak yararlanilamayacak c¢esitli maddeler yer
alabilir. Bunlara en tipik drnek azot kaynagi olarak nitrat (NO;) kullanilmasidir. Ozel besin
maddeleri olarak nisasta ve glutamat da kullanabilir.

-Indirgeyiciler: Anaerobik ortam olusturmak icin cesitli maddeler kullanilir. Bunlar arasinda
ilk akla gelen thioglycollate'tir.

-Dogal ortam olusturanlar: Bazi bakterilerin gelismesini tegvik etmek i¢in onlarin dogal
olarak bulunduklar1 ortamlar besiyerine katilir. Ornegin, siitte bulunan bakteriler i¢in siit tozu,
deniz baliklarindaki bakteriler i¢in deniz suyu besiyeri bilesiminde yer alir.

-Identifikasyon amaciyla kullanilan bilesikler: Yukarida ilgili béliimlerde identifikasyon
amaciyla cesitli kimyasallarin besiyerleri biinyesinde yer aldigina deginilmistir. Bunlarin
disinda pek cok kimyasal madde ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal testlerde kullanilmak tizere
besiyerlerinin biinyesinde yer almaktadir. Ure, KCN, g¢esitli aminoasitler (lisin, arjinin,
ornithin vb.) identifikasyon amaci ile besiyeri bilesimine giren maddelerin tipik 6rnekleridir.

-Anorganikler: Mikroorganizmalar beslenme i¢in ¢esitli anorganik maddelere de gerek duyar.
Cesitli makro ve iz (mikro) elementler -basta peptonlar ve ekstraktlar olmak {izere- gesitli
besin maddelerinin bilesiminde yeterli miktarlarda bulunmakla birlikte, bu maddeler bazi
besiyerlerine mikrobiyel geligmenin saglanmasi i¢in katilmaktadir.

03.05. Besiyeri Cesitleri

Besiyerleri, birbirinden farkli mantiklar altinda gruplandirilabilir. Ornegin besiyerleri, fiziksel
ozelliklerine gore sivi ve kati olmak {izere iki gruba ayrilirken, bir baska bakis acisi ile
kaynagina gore bitkisel, hayvansal, sentetik, tiirev, karistk vb. sekillerde de
siiflandirilabilirler.

Besiyerlerinin kullanim amacina gore siiflandirilmasi ise bir anlamda besiyeri bilesimleri ile
dogrudan ilgilidir ve smiflandirmada en yaygin olarak kullanilan uygulamadir. Kullanim
amacina gore siniflandirilmalarinda da farkli yaklagimlar vardir. Kimi arastirici ve kullaniciya
gore belirli bir grupta yer alan bir besiyeri, bir digerlerine gore baska bir grupta
simiflandirilmaktadir. Asagida, "Kanli Agar" besiyeri bu konuda tipik bir 6rnek verilmistir.
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Bu kitapta besiyerleri, kullanim amacina gore en ¢ok kabul géren siniflandirma sekline gore
gruplandirilmigtir. Bu siniflama seklinde besiyerleri dncelikle "genel besiyerleri" ve "6zel
besiyerleri" olarak iki ana gruba ayrilmaktadir. Ozel besiyerleri ise kendi i¢inde farkli alt
gruplar altinda degerlendirilir.

Bir yaklasima gore genel besiyerleri disinda kalan tiim besiyerleri "6zel besiyerleri" grubuna
girer.

03.05.01. Genel Besiyerleri

Herhangi bir inhibitér madde igermeyen, besin maddelerince yeterli veya zengin, herhangi bir
mikroorganizma grubunun gelismesini 6zel olarak desteklemeyen, bazi zor gelisenlerin de
dahil oldugu ¢ok sayida mikroorganizmanin gelismesini saglayan besiyerleridir.

Bu grupta degerlendirilen besiyerleri genel olarak bakteriler i¢in kullanilir. Bununla beraber,
bu besiyerlerinde maya ve kiifler de gelisebilir. Benzer sekilde E. coli fajlar ile ilgili bir
calismada genel nitelikli bir besiyeri kullanilabilir.

Genel besiyerleri baglica toplam mezofil aerob bakteri sayimi, toplam psikrofil aerob bakteri
sayimi, bozulma ya da hastalik etmeninin 6n izolasyonu gibi amaclar i¢in kullanilir. Buna
gore;

-Basta gida maddeleri olmak {izere pek ¢cok 6rnekte "toplam mezofil aerob bakteri sayis1" ile
"toplam psikrofil aerob bakteri sayis1" tayinleri dnemli kalite kriterleridir. Toplam mezofil
aerob bakteri sayisindan kasit 28-30 °C'da (kimi kaynaklara ve amaca gore 35-37 °C'da)
gelisebilen aerob bakterilerin sayisidir.

-Gilnliik kullanimdaki bakterilerin aktiflestirilmesi, basit olarak korunmasi vb. amagclarla da
genel besiyerleri yaygin olarak kullanilir.

-Nedeni hakkinda bir 6n fikir edinilemeyen bozulma ya da hastalik etmeninin izolasyonu
icin de genel besiyeri kullanilir. Burada amag, etmenin her ne olursa olsun dncelikle izole
edilmesidir ve genel bir besiyeri kullanmak bir anlamda zorunludur. Etmenin, zor gelisen bir
mikroorganizma olabilecegi varsayimi ile bu tip izolasyonlarda bunlarin gelisebilecegi
zenginlestirilmis besiyerleri kullanmak daha dogru olur.

Tiim bakterilerin gelistirilebilecegi nitelikte bir besiyeri yoktur. Genel besiyerleri zor gelisen
bakterilerin sadece bir boliimiiniin gelismesini saglayabilir. Klinik mikrobiyolojide farkl
gruplardaki zor gelisen bakteriler i¢in genel besiyerlerine basta kan olmak tizere katkilar ilave
edilerek zenginlestirmeler yapilmaktadir. Gida mikrobiyolojisinde bu tip uygulamalara
genellikle gerek duyulmaz.

Genel besiyerleri, inkiibasyon kosullarinin degistirilmesi ile psikrofillerin, termofillerin,
mikroaerofillerin, aerotolerantlarin ve 6zel inkiibasyon kosullarinin saglanmasi ile kismen
anaeroblarin gelistirilmesinde de kullanilir.

Gida mikrobiyolojisi agisindan ele alindiginda, Plate Count Agar, Nutrient Agar ve Nutrient

Broth, CASO (Tryptic Soy) Agar ve CASO (Tryptic Soy) Broth en sik kullanilan genel
besiyerleri i¢cinde yer alirlar.

18



Ayrica, Brain—Heart (Infusion) Broth ve Brain—Heart Agar ile Tamponlanmis Peptonlu Su da
genel besiyeri olarak degerlendirilir. Kanli Agar ise, basit bilesimli bir genel besiyerine kan
ilavesi ile hazirlanir.

Kanl1 agar iizerinde bir diger yaklasim, besiyerlerinin kullanim amacina gore farkli gruplarda
degerlendirebilecegini  gosterir. Kanli agar, klinik mikrobiyolojide standart genel
besiyerlerinde gelisemeyen "zor gelisen" bakterilerin izolasyonu i¢in kullanildiginda
"zenginlestirilmis genel besiyeri" olarak degerlendirilir. Gida mikrobiyolojisinde elde edilen
bir izolatin hemoliz reaksiyonunun belirlenmesi amaci ile kullanildiginda ise identifikasyon
besiyeridir. Bir klinik ornekten sadece B hemoliz yapan bakterilerin izolasyonu igin
kullaniliyorsa bu kez diferansiyel besiyeri olarak degerlendirilir.

03.05.02. Selektif Besiyerleri

Selektif besiyerleri, karisik bir mikrobiyel floradan gelismesi istenmeyenleri olabildigince
fazla baskilamak, ancak gelismesi istenenler i¢in -tersine olarak- minimum diizeyde olumsuz
etki yapmak tizere formiilize edilir. Bu amagla genellikle ¢esitli inhibitér maddeler kullanilir.

Inhibitérlerin  konsantrasyonu ile baskilanmasi hedeflenen mikroorganizmalarin cins ve
tirlerine gore degismek iizere, selektif besiyerleri bunlar i¢in zayif, orta veya yiiksek
selektivite gosterir.

Yiiksek selektivite gosteren besiyerleri, tek cins ya da tiirde mikroorganizma gelismesine izin
vereceginden bu besiyerleri selektif izolasyon, selektif sayim ve hatta on identifikasyon
amaclari ile kullanilabilir.

Bununla birlikte, sadece bir tiir mikroorganizmanin gelisebilecegi selektivitede besiyeri
ornegi ¢ok azdir. Bu gibi ornekler, gelismesi istenen mikroorganizmanin belirli bir inhibitore
asir1 direng gostermesi ile ilgilidir.

Ozmofil mayalar ve halofil bakterilerin analizi i¢in gelistirilen besiyerleri bunlarin tipik
ornekleridir. Cetrimide Agar ise olduk¢a ender orneklerden birisidir.

Bir besiyerine selektivite kazandirilmasi sadece inhibitor madde ilavesi ile yapilmaz.
Gelistirilmesi istenilen mikroorganizmanin kullanabilecegi, ancak refakatgi mikroflora
tarafindan kullanilamayan besin maddeleri besiyerine karbon ve azot kaynagi olarak verilerek
de selektivite saglanabilir. Ornegin, gida sanayisinde Pseudomonas aranmasi igin kullanilan
GSP Agar besiyerinde glutamat ve nisastadan baska besin maddesi yoktur.

Nisasta ve glutamat Pseudomonas ve Aeromonas tiirleri tarafindan besin maddesi olarak
kullanilirken, gida maddeleri, atik sular ve gida endiistrisi ekipmaninda bu bakteriler ile
birlikte bulunan refakatci mikroflora bu maddeleri metabolize edemedigi i¢in gelisemez. Bu
maddeleri ¢ok kisitli olarak kullanabilenler ihmal edilebilecek kadar kiiciik koloni olustururlar.

Selektif besiyeri hazirlamak ve kullanmak; inhibitdrlerin gelismesi istenen mikroorganizmaya
az da olsa bir miktar zarar verebilmesi, inhibitor kullanimi ile refakatci flora inhibisyonun her
zaman miimkiin olmamasi, bazi inhibitorlerin insan sagligina zararli olmasi vb. nedenlerle her
zaman istenilen sonucu vermemektedir.

Mikrobiyolojide besiyeri olarak selektif ortamlar yerine diferansiyel besiyerlerinin
hazirlanmasi ve kullanilmasi ile cogu kez tatmin edici sonuglar alinmaktadir.
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03.05.03. Diferansiyel (Ayirt Edici, Fark Ettirici) Besiyerleri

Diferansiyel  besiyerlerinde  gelismesi  istenen  mikroorganizma yaninda  diger
mikroorganizmalar da gelisebilir. Ancak basta koloni morfolojisi olmak {izere c¢esitli
farkliliklar ile hedef mikroorganizma digerlerinden ayrilir. Bu tanimlamaya gore diferansiyel
besiyerleri, zayif ve orta giicte selektivite gosteren selektif besiyerlerinin modifikasyonu
olarak nitelendirilebilir.

Ayirt edici koloni 6zelligi, cesitli pH indikatorleri, boya maddeleri, indirgeyiciler, diger
indikatorler vb. maddelerin besiyerine ilavesi ile yapilir. Pek ¢ok mikroorganizma belirli bir
karbohidrat1 kullanirken asit olusturur ve bu asitlik pH indikatorii ile kolayca belirlenebilir.
Ayrica mikroorganizmanin jelatinaz, lipaz, lesitinaz vb. enzim aktiviteleri besiyerinde olusan
berrak zonlar ile belirlenebilir.

Bu besiyerleri sivi ya da kat1 olabilir. Katilardan koloni izolasyonu miimkiindiir ancak, sivi
besiyerinde sadece hedef mikroorganizmanin var/yok oldugu anlasilir.

Ornegin, koliform grup bakteriler i¢in laktozdan gaz olusturulmasi tipik bir ayirt edici
ozelliktir ve gaz olusumu Durham tiipleri kullanilarak belirlenir. Gaz goriilen tiipte koliform
grup bakteri oldugu kesindir. Ancak, diger bazi1 bakteriler besiyerinde gaz olusturmadan
gelisebilir (bakiniz; 03.03.04. Bolim).

Diferansiyel besiyerinde gelisen mikroorganizmalarin ayrimi koloni morfolojisi, enzimatik
aktivitelerin belirlenmesi, gaz olusumunun izlenmesi vb. ¢iplak gozle yapilabilecegi gibi,
floresansa dayal1 olarak kolayca yapilabilmektedir.

Diferansiyel besiyerleri sadece selektif besiyerlerinin bir modifikasyonu degildir. Cesitli genel
besiyerlerine ilave edilen 6zel bazi katkilar bu besiyerlerine diferansiyel bir nitelik
kazandirabilir.

Hemoliz reaksiyonlari i¢in kullanilan kanli agar besiyeri bunun en tipik 6rnegidir. EC Broth'a
MUG ilave edilerek hazirlanan bir besiyerinde, fekal koliform bakteriler yaninda E. coli
analizi de floresan testi ile yapilabilir.

Diferansiyel besiyerleri, amaca gore selektif izolasyon, selektif sayim ve 6n identifikasyon
amaglart ile kullanilmaktadir.

03.05.04. Zenginlestirme Besiyerleri

Karisik bir mikroflora i¢ginde hedeflenen bir mikroorganizmay1 gelistirmek, sayisini artirmak,
hiicrede olas1 hasarlarin giderilmesini saglamak vb. amaglarla kullanilan zenginlestirme
besiyerleri, 6n zenginlestirme besiyerleri ve selektif zenginlestirme besiyerleri olarak 2 alt
gruba ayrilir.

On zenginlestirme besiyerleri genel olarak hasar gormiis (yaralanmis, stres altinda)
mikroorganizmalarin aktivitelerini kazanmalar1 i¢in kullanilan, bilesiminde inhibitor
icermeyen, dolayis1 ile aktivite kazanmasi istenen mikroorganizma yaninda refakatci
mikrofloranin da gelismesini saglayan sivi besiyerleridir. Buna gore "6zel amagla kullanilan
genel besiyerleri" olarak da nitelendirilebilirler.
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Bu besiyerlerine en tipik ornek, gidalarda Salmonella aranmasina yonelik ¢alismalarin ilk
asamast olan On zenginlestirmede kullanilan "Tamponlanmis Peptonlu Su" besiyeridir.
Bilesimi 10 g/L et peptonu, 5 g/ NaCl ve 10 g/L fosfat tampon olan bu besiyerinde
Salmonella yaninda ortamdaki diger bakteriler de kolaylikla ve iyi bir sekilde gelisebilir.

Selektif zenginlestirme besiyerleri ise 6zel amacla kullanilan selektif sivi besiyerleridir.
Bunlara en tipik ornekler Listeria ve Salmonella aranmasinda kullanilan besiyerleridir.

Selektif zenginlestirme asamasinda karigik kiiltiir olarak bulunan bakterilerden gelismesi
istenmeyenler, cesitli selektif inhibitorlerin kullanimi ile kismen ya da tliimiiyle engellenir.

Selektif zenginlestirme asamasini genellikle selektif bir kati besiyerine silirme yapilarak
aranan bakterinin selektif izolasyonu asamasi izler. Buna gore selektif zenginlestirmenin
amaci, selektif izolasyonda basari sansini artirmak i¢in aranan bakterinin karisik kiiltiir
icindeki sayisini artirmaktir.

Selektif zenginlestirme asamasi, her zaman 6n zenginlestirme asamasini izlemez. Hedef
bakteri ve analiz edilecek Ornege gore dogrudan selektif zenginlestirme ile de analize
baslanabilir. Ornegin, E. coli O157:H7 analizi dogrudan selektif zenginlestirme ile baslarken,
Listeria analizinde ise yar1 selektif zenginlestirme ve selektif zenginlestirme seklinde bir
uygulama vardir.

Klinik mikrobiyolojide ise Salmonella kuskusu duyulan digsk1 6rnegi selektif zenginlestirme
asamasina alinmakta, hatta gerekirse bu asama bile gegilip, selektif kat1 besiyerine siirme
yapilmaktadir. Bu uygulamanin nedeni, tim zenginlestirme asamalarinin bagirsakta bitmis
olmasidir. Diger bir deyisle, diskida aktif ve yiiksek sayida Salmonella varsa bunu
zenginlestirmeye gerek yoktur.

03.05.05. identifikasyon Besiyerleri

Selektif ve diferansiyel besiyerlerinin 6n identifikasyonda kullanilabilecegine yukarida
deginilmistir.

Tam selektif bir besiyerinde gelisen bir mikroorganizmanin identifikasyonu cins ve hatta tiir
bazinda tamamlanabilir. Diferansiyel besiyerlerinde de ayni1 durum gegerlidir. MUG igeren bir
selektif kat1 besiyerinde floresan veren koloni E. coli olarak degerlendirilir.

Bir mikroorganizma izolatinin tanimlanmasi i¢in halen en ¢ok kullanilan testler biyokimyasal
nitelikli olanlardir. Identifikasyon besiyerleri, mikroorganizmanm belirli bir besin maddesini
(6rnegin, laktoz) kullanip kullanmadiginin saptanmasi, belirli bir besin maddesinden
metabolizma sonunda tayin edilebilecek metabolitleri (6rnegin, triptofandan indol) olusturup
olusturmadiginin belirlenmesi vb. amagclar ile kullanilir. Bakterinin hareketli olup olmadiginin
saptanmast amactyla kullanilan yar1 kati besiyerleri de bu gruba dahil edilmektedir. Yar1 kati
olarak Nutrient Agar gibi genel besiyeri ya da SIM Medium gibi kombine bir besiyeri
kullanilabilir.

Bir besiyerinde birden ¢ok mikrobiyolojik tanimlama testi ayni anda beraberce yapilabilir.

Bunun en tipik drnegi Salmonella analizinde yaygin olarak Triple Sugar Iron Agardir. Yatik
agar olarak tiiplerde hazirlanan bu besiyerinde tek ekim ile glikoz, laktoz ve sakkarozdan asit
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olusturma, glikozdan gaz olusturma ve H,S olusturma testleri yapilmaktadir. Bu gibi
identifikasyon amagli ve birden ¢ok test uygulananlar "kombine besiyeri" olarak adlandirilir.

03.05.06. Digerleri

Agar disk difiizyonu ile yapilan antimikrobiyel duyarlilik ve minimal inhibisyon
konsantrasyonu testleri, vitamin ve aminoasitlerin mikrobiyel yolla belirlenmesi, saf
kiiltiirlerin korunmasi (koleksiyonu), tasinmasi gibi 6zel amaglara yonelik olarak kullanilan
cesitli besiyerleri de vardir.

Endiistriyel tiretimde kullanilan besiyerleri ise olduk¢a farkli bir gruptur. Bunlarin diginda
istenilen formiilde "siparis lizerine" {iretilen besiyerleri de vardir. Bunlar talebe gore dehidre,
stv1, sisede ya da Petri kutusuna dokiilmiis sekilde hazirlanabilmektedir.

03.06. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Laboratuvarlarda kullanilan pek ¢ok besiyeri, dehidre formdan hazirlanir. Bu amagla, gereken
miktar dehidre besiyeri tartilip, lizerine damitik su eklenir ve gerekli ise bagka kaplara
(0rnegin tiiplere) dagitilip, sterilize edilir. Bazi besiyerlerinin formiilden hazirlanmasi
gerektigi gibi, selektif besiyerlerinin bir kismina sterilizasyon sonrasinda ¢esitli katkilar ilave
edilir. Besiyerlerinin bir kism1 otoklavda, bir kismi1 sadece kaynatilarak sterilize edilir.

Bir diger deyis ile, kullanilan besiyerlerine gore degigsmek {izere bunlarin hazirlanma
sekillerinde kayda deger Olgiide farklar vardir. Hatta bazen aymi besiyerinin 2 farkli ticari
markasi arasinda bile hazirlanma farki goriilebilmektedir. ISO gibi uluslararas: bir kurulusta
yapilan talimat degisikligi, besiyeri formiiliine ve dolayis1 ile hazirlanis sekline de
yansimaktadir. Bu gibi nedenlerle ayni marka kullaniliyor olsa da, besiyeri ambalaj
tizerindeki bilgiler her zaman ¢ok dikkatlice okunmalidir.

Her besiyeri kutusunda, katalogunda ya da prospektiisiinde, o besiyerinin nasil hazirlanmasi
gerektigi son derece basit ve 40-50 sodzciikle Ingilizce olarak yazmaktadir. Cogunda
Ingilizce'ye ek olarak Almanca, Fransizca, italyanca vb. dillerde de aciklamalar bulunur.

Asagida besiyeri kutularinda ve kataloglarinda gecen bazi Ingilizce sdzciik ve terimlerin
Tiirkge karsiliklar1 gosterilmistir. Bu kitabin 4. ana boliimiinde gida mikrobiyolojisini
ilgilendiren besiyerlerinin biiyiikk ¢ogunlugunun hazirlama sekilleri ayrintili olarak
verilmigtir.

Gerek kutu iizerinde yabanci dilde yazan hazirlama bilgileri gerek ilgili talimatlarda kuskuya
disiiliir ise derhal bir {ist yetkiliye danisilmalidir.

Cizelge 03. Besiyeri hazirlamada yaygin olarak kullanilan Ingilizce sdzciik ve terimlerin
Tiirkce karsiliklar

INGILIZCE TURKCE

About Yaklagik

Add Ilave edin

Autoclave Otoklav, otoklavlayin

Autoclave under mild conditions | Diisiik sicaklik ve siirede otoklavlayin
Avoid Sakinin, yapmayin
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INGILIZCE TURKCE

Below Altinda, daha diisiik

Blue Mavi

Boil Kaynatin

Briefly Yavasca, hafifce

Brown Kahverengi

Caution Uyari, dikkat

Clear Berrak

Completely Komple, tiimiiyle

Cool Sogutun

Dark Koyu

Demin. water Deiyonize (damitik, saf) su

Dispense Dagitin

Dissolve Eritin

Distilled water Damitik su

DO NOT ... ... Yapmayin

DO NOT AUTOCLAVE (Besiyerini) otoklavda sterilize etmeyin
DO NOT OVER HEAT (Besiyerini) fazla 1sitmayin

DO NOT REHEAT (Besiyerini) tekrar 1sitmayin, eritmeyin

Filter—sterilize

Filtre ile sterilize edin

Filter—sterilized

Filtre ile sterilize edilmig

Flask Erlen

Frequent stirring Siirekli calkalayarak
Freshly Taze, yeni hazirlanmig
Gently Yavasca, hafifce

Green Yesil

Greenish Yesilimsi

Heat Isitin, 1sitmak

If Eger

Immediately Derhal, hemen

Just before use Kullanimdan hemen 6nce
Liquefy Sivilastirma, eritme, eritin
Medium Besiyeri

Melt Eritmek, eritin

Min(ute) Dakika

Mix Karistirin

Necessary Gerekli

Over Uzerinde, fazla

Pale Soluk, mat

Plate(s) Petri kutusu (kutular)
Pour (Petri kutularia) Dokiin
Prepared Hazirlanmig

Prior Oncesinde

Red Kirmizi

Reddish Kirmizimsi

Refrigerator Buzdolabi

Reheat Yeniden 1sitmak, yeniden 1sitin
Reliquefy Yeniden eritmek, yeniden eritin
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INGILIZCE TURKCE

Room temperature Oda sicakligi
Selective supplement Selektif katki

Semi solid Yar kati

Shake Sallamak, karistirmak, sallayin, karistirin
Slant (agar) Yatik (agar)

Steam Buhar

Store Saklayin (depolayin)
Suitable Uygun

Supplement Katki

Suspend Coziin, eritin
Swarming Yayilici

Swirl Calkalayin

Thick layer Kalin tabaka

Thin layer Ince tabaka
Thoroughly Diizgiin (tam) bir sekilde
Tube(s) Tiip(ler)

Vial Kiiciik sise
Vigorously Sertce, kuvvetlice
Water Su

Well Tyice

White Beyaz

Yellow Sar1

Yellowish Sarimsi

*Kaynak: www.mikrobiyoloji.org

03.06.01. Cam Malzeme

Besiyeri hazirlamada kullanilacak cam malzemenin ¢ok iyi bir sekilde yikanmis ve
durulanmis, besiyeri hazirlamada kullanilan kalitede sudan gecirilmis ve yeterince kurutulmus
olmast gerekmektedir. Kirtkk ve c¢atlak cam malzeme kullanilmamalidir. Besiyerinin
hazirlanacagi cam malzemenin yeterli biiytlikliikte olmasi ¢ogu kere ihmal edilen, ancak ¢ok
onemli bir ayrintidir. Cam kaplarin hacmi mutlaka yeterli bir karistirma saglanacak ol¢iide
olmalidir.

Ideal olarak, hazirlanacak besiyeri hacminin yaklasik 2 kat1 hacimde cam kap kullanilmalidir.
S1v1 besiyerleri i¢in, besiyeri hacmi cam kap hacminin en fazla 3/4'i olabilir.

Cam kabin biiyiik tutulmasinin nedeni otoklavlama sirasinda 1s1 gegisinin daha saglikli olmasi,
otoklav sonrasinda da rahat ve giivenilir ¢alisma saglamasidir. 1 litrelik bir erlende 1 litre
besiyeri hazirlanirsa soguk noktanin yeri nedeni ile ya soguk nokta yeterince sterilize
edilemeyecektir ya da ¢epere yakin yerler gereginden fazla isiya maruz kalmis olacaktir.
Biiyiik miktarlardaki besiyerlerinin balonda hazirlanmasi ayni nedenle benimsenmez.

Besiyerleri hazirlamak amaciyla kullanilan her tiirlii cam malzemenin yiiksek kalitede ve

diisiik alkaliborosilikat 6zellikte, otoklavda ve etiivde (kuru hava sterilizatorii) sterilizasyona
dayanikli olmasi gereklidir.
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03.06.02. Tartim ve Eritme

Tartimin yapilacagi terazinin duyarhiligi, besiyerinin hazirlanis sekli ile dogrudan ilgilidir.
Genel olarak giinlik kullanomda 0,1 gram duyarliliktaki terazi kullanimi yeterlidir.
Bilesimden giderek az miktarda hazirlanan besiyerlerinde bu duyarlilik yeterli olmaz ise
seyreltme teknigi uygulanabilir ya da daha duyarli bir terazi kullamlabilir. Ozellikle
bilesimden hazirlanarak ¢ok diisiik miktarda tartim yapilacak ise, terazinin kalibrasyonuna
ozellikle 6nem verilmelidir.

Tartim i¢in Ozel tartim kayikc¢iklar1 ya da kiigiik beherler kullanilmali, dogrudan erlen ya da
balona tartimdan olabildigince kaginilmalidir. Ozellikle bilesimden hazirlamalarda tartim
sirasinda her madde icin 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. Tartim sirasinda
besiyeri ve/veya bilesenlerinin ¢ok az da olsa toz bulutu olusturmamasina 6zen gosterilmeli,
eger toz bulutu olustu ise kesinlikle solunulmamalidir.

Tartim sirasinda besiyeri ve/veya bilesenlerinin ¢iplak deriye ve oOzelikle goze temas
etmemesi saglanmalidir. Eger bu temas varsa bol su ile ivedilikle yikanmasi gerekir. Bu tip
ayrintilara NaCl, sakkaroz gibi giinliik hayatta siirekli i¢ i¢ce olunan maddelerin de dahil
edilmesi, laboratuvar disiplini agisindan son derece Onemlidir. Bunun disinda, dehidre
besiyerlerinin hepsinin higroskopik oldugu, solunulmasi halinde solunum sisteminde zamanla
hastaliklara neden olabilecegi, bazi1 besiyeri bilesenlerinin toksik oldugu g6z ardi
edilmemelidir.

Tartim sonrasinda olugsabilen toz bulutu terazinin i¢ pargalarina girerek, terazide fark
edilemeyecek arizalara neden olur ve bunun sonucunda hatali tartimlar yapilir. Bu nedenle
tartim sonrasinda terazi iizerinde toz olugmus ise yumusak fir¢a ile temizlenmeli ve damitik
su ya da %70 etil alkol ile silinmelidir.

Besiyerine ilave edilecek su ayri bir 6l¢ii silindirinde bulundurulmalidir. Prensip olarak suyun
hacmi ile silindirin hacmi birbirine yakin olmalidir. Bir diger deyis ile 100 mL su 6l¢mek i¢in
1 litrelik silindir kullanilmamalidir.

Suyun yaklasik 1/3'0 uygun bir kaba aktarilir, bunun tizerine tartilmis dehidre besiyeri ilave
edilir. Bu uygulama ile cam kabin tabanina dehidre besiyerinin yapigsarak erimemesine bagl
sterilizasyon yetersizliginin 6niine gegilir.

Daha sonra suyun geri kalan kismi cam kap bogazinda ve i¢ ceperlerde kalmis olabilen
besiyeri pargaciklarini yikayarak kaba ilave edilir.

Baz1 besiyerleri soguk suda kendi halinde 5-10 dakika birakilip elle hafifce bir ¢alkalama
sonunda tlimiiyle eriyebilir. Bazi besiyerleri ise "Broth" formunda olsalar bile eritilmeleri i¢in
mutlaka 1sitilmalarina gerek vardir. Agarli besiyerleri hazirlandig1 kapta otoklavlanacak olsa
bile, Once agarin erimesini saglayacak sekilde 1sitilmali, iyice karistirtlip sonra
otoklavlanmalidir.

Eger besiyeri siv1 ise, dehidre besiyeri ya da besiyeri bilesenleri tiimiiyle eridikten sonra daha
kiigiik cam kaplara dagitilir ya da dogrudan sterilize edilebilir.
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Besiyeri bilesiminde agar varsa ve daha kiiciik hacimli kaplara dagitilmasi gerekli ise besiyeri
sitilip, agar tam olarak eritildikten sonra siirekli karigtirilarak 50-55 °C'da su banyosunda
tutulurken dagitilmasi gereklidir. 60 °C tlizerindeki agarli besiyerinin 25 mL'lik pipetle tiiplere
dagitilmasi sirasinda, eger pipet agizla cekilirse agizda dnemli yanmalara neden olabilecegi
unutulmamalidir.

Ozellikle agarl besiyerlerinin otoklav dncesinde agarin mutlaka tam olarak eritilmesi i¢in
farkli uygulamalar s6z konusudur. Bunlar arasinda mikrodalga firin, kaynar su banyosu, 1sitict
tabla yaygin olarak kullanilir.

-Mikrodalga firin ani 1sinmalara ve kaynamalara neden olacagi i¢in dikkatli kullanilmasi
gerekir. Besiyerinin kaynadiginin goriilmesi, agarin eridigi anlamina gelmez, 1smin tiim
besiyeri kiitlesine esit olarak dagitilmis olmasi gerekir. Bu nedenle mikrodalga firin
kullanilarak eritme yapildiginda, kaynamadan sonra erlen tercihen manyetik karistirict
kullanilarak karistirilmali, erlen i¢ ¢eperinde agar ya da diger besiyeri partikiillerinin
kalmadigindan emin olunmali, endise edilirse tekrar mikrodalga firina konulmali ve yeniden
karistirilmalidir. Manyetik karistiricida kullanilan manyetin (balik) mikrodalga uygulamasi
sirasinda erlenden ¢ikartilmasi onerilmektedir.

-Laboratuvarlarda genel olarak "sicak su banyosu" bulunur. Cogunun ulasacagi en yiiksek
sicaklik 80 °C'dir ve buna bagli olarak agarli besiyeri eritilmesinde kullanilamazlar. Erleni
rahat¢a i¢ine alacak ve su kaynatmaya uygun herhangi bir kap bu amagla kullanilabilir. Bu
amag i¢in tercihen "benmari" seklindeki kaynar su banyolar1 kullanilmalidir.

-Isitic1 tabla kullaniliyorsa manyetik karistiricili olanlar tercih edilmelidir. Aksi halde siirekli
olarak elle karistirilip, erlen dibinde kalabilecek erimemis parcalarin yapismasina ve
yanmasina neden olunmamalidir. Eritme amaciyla kullanilan isitici tablanin is bitiminde
kolaylikla sogumadigi ve cesitli laboratuvar kazalarina neden oldugu da unutulmamali ve
laboratuvar personeli bu konuda uyarilmalidir.

-Erlen agik alevde 1sitilarak besiyeri eritme yoluna gidilmemelidir.

Eritme sirasinda erlenin agzi aliiminyum folyo ile hafifce kapatilarak buharlagsma ve buharin
laboratuvara dagilmasi1 onlenmelidir. Eritme isleminin -basta agar olmak {izere- bilesenlerin
tam olarak eritilmesi amaciyla yapildigi, giinliik kullanilan besiyerlerinde en zor eriyen
bilesenin agar oldugu ve 90 °C'da eridigi, bunlara dayanarak besiyerinin kaynatilmamasi
gerektigi unutulmamali, ancak bilesenlerin tam olarak eritilmis oldugundan da emin
olunmalidir.

Otoklavlama Oncesi 1sitarak eritme dikkatli yapilmas: gereken bir istir. Siirekli karistirilarak
yapilmalidir. Aksi halde tam erimemis partikiillerin yanmasina neden olunabilir. Ozellikle
diisiik miktarda agar igeren besiyerleri eritme sirasinda aniden kaynayarak kaptan tasabilir.
Besiyeri hafif¢ce calkalandiginda erlen i¢ ¢eperinde partikiil kalmamasi erimenin tam olarak
gerceklestigini gosterir.

Besiyerine ilave edilecek su miktar1 ¢ogu kez hatali 8lgiiliir. Ornegin, besiyeri hazirlamada
"dehidre hazir besiyerinden 23 gram, 1 litre suda ¢oziiliir" seklindeki bildirisin anlami 23
gram dehidre besiyeri iizerine toplam 1 litre su ilave edilmesi demek degildir. Erlen ya da
balona once 1 litre su doldurulur, cam yazar kalemle su diizeyi hassas bir sekilde isaretlenir,
suyun yarisindan fazlasi bir baska temiz kaba alinir, tartim yapilir, besiyeri ya da besiyeri
bilesenleri bu kapta -agar hari¢ olmak iizere- eritilir, isaretli yere kadar damitik su ilave edilir.
Sonra tam eritme saglanir.

26



Burada ilave edilecek toplam su hacmi 1 litreden daha az olacaktir. Az olan kisim dehidre
besiyerinin hacmi kadardir. Pek ¢ok ulusal ve uluslararasi standart bu nedenle besiyeri
hazirlanmasinda "1 litre su ilave edilir." yerine "1 litreye su ile tamamlanir." seklinde bir
aciklama getirmistir. Bu uygulama standart besiyerlerinin hazirlanmasinda ihmal edilebilecek
bir ayrint1 iken, 6zellikle %50 Glikoz Broth gibi besiyerlerinin hazirlanmasinda ¢ok 6nemlidir.

03.06.03. pH Ayarlama

Ister ticari olarak hazirlanmis dehidre besiyeri hazirlama kataloglar1 ve prospektiislerinde ister
bilimsel caligmalara yonelik literatiir bilgisinde olsun, besiyeri pH'sindan kasit, sterilizasyon
sonu ve oda sicakligindaki (25 °C) pH'dir. Usuliine 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'sinda bir sorun ¢ikmaz.

Besiyeri pH'sinin sterilizasyon oncesi ayarlanmasi yanlis olur. Ciinkii sterilizasyon sonrasinda
pH az da olsa degisir. Dolayis1 ile besiyeri pH'sinin sterilizasyon oncesinde ayarlanmasi,
sterilizasyon sonrasinda yanlis pH elde edilmesine yol acar.

Sterilizasyon sonrasinda pH ayarlanmasi 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.

Aksine bir belirtme yoksa, pH ayarlamasinda filtre kullanilarak sterilize edilmis olan 1 N
NaOH ve 1 N HCI kullanilir. S1v1 besiyerinde pH ayarlamasi, kat1 besiyerine gore ¢cok daha
kolaydir. Kat1 besiyerinde pH ol¢iim ve ayarlama isleminin agarin jellesme sicakliginin
tizerinde yapilmasi, pH metre kullaniliyor ise sicaklik diizeltmesine dikkat edilmesi gereklidir.

Tiipte hazirlanacak sivi besiyerinde pH ayarlamasi gerekli ise, besiyeri erlende otoklavlanmali,
otoklav c¢ikisinda pH ayarlanmali ve sonra steril tliplere dagitim yapilmalidir. Bu amacla
besiyerinden 10 mL gibi kiigiik bir 6rnek alinir, pH's1 kontrol edilir, 0,01 N NaOH ya da 0,01

N HCI kullanilarak pH'nin istenilen degere gelmesi i¢in gereken miktar belirlenir, sonra oranti

ile as1l besiyerine daha derisik (1 N) asit ya da baz ilave edilir.

pH ayarlamasi i¢in pH kagidi da kullanilabilir. Bunun i¢in 6l¢iim ve ayar yapilacak sinirlari
acikca gosteren pH kagidi kullanilmalidir. pH kagidi ile yapilan O6l¢limiin ¢cok duyarh
olmadigi, sadece "fikir verecegi" goz oniinde tutulmalidir.

Potato Dextrose Agar, BAT Agar 6rneklerinde oldugu gibi besiyeri ¢ok asitli ise, sterilizasyon
sonrasinda asit ilave edilir.

Ornegin, Potato Dextrose Agar otoklavlanip, 45 °C'a sogutuldugunda iizerine filtre ile sterilize
edilmis %10 tartarik asit ¢ozeltisinden 14 mL/L olacak sekilde ilave edilir, karistirilir ve Petri
kutularma dokiiliir. Bu islem ile pH 5,6'dan 3,5'e disiiriilmiis olur. Giinlik uygulamada
talimatta gosterildigi sekilde asit ilavesinden sonra pH kontroliine gerek yoktur. Ancak, ilgili
talimata gore asit ilavesinden sonra pH kontrolii isteniyor ise buna tiimiiyle uyulmalidir.

Cesitli bakterilerin tanimlama testleri i¢inde yer alan "belirli bir pH'da gelisebilme" gibi

analizlerde besiyeri pH'st tam olarak ayarlanmalidir. Bu gibi analizlerde pH metre
kalibrasyonunun son derece 6nemli oldugu agiktir.
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Her ne kadar, "Dogru depolanmis taze besiyeri ile taze hazirlanmis damitik su kullaniliyor,
tartim dogru yapiliyor ve kurallarina uygun olarak sterilizasyon yapiliyor ise besiyeri pH'sinin
her defasinda kontroliine gerek yoktur." seklindeki goriis gecerli olmakla beraber;

-En azindan ayda bir kez s1v1 besiyerlerinde otoklav sonrasi kalibrasyonu yapilmis pH metre
ile besiyerinde pH kontrolii yapilmalidir.

-Gida isletmelerinin i¢ standardinda her otoklav sonrasinda pH kontrolii varsa buna mutlaka
uyulmalidir.

03.06.04. Katkilarin ilavesi

Cesitli antibiyotikler, vitaminler, kan ve yumurta saris1 basta olmak iizere besiyeri bilesimine
giren bazi maddeler otoklavlama sirasinda tahrip olur ya da yiiksek sicaklikta bilesimdeki
maddeler birbirleri ile reaksiyona girer. Bunun en tipik drnegi asit—agar etkilesimidir. Bu gibi
maddeler otoklav sonrasinda bazal besiyerine ilave edilir.

Sivi besiyeri igin katkilarin ilavesinde herhangi bir sorun yoktur. Besiyeri ve katki maddeleri
oda sicakliginda aseptik olarak karigtirilir.

Agarli besiyerlerinde ise katki maddeleri agarin heniiz sivi formda kalabildigi yeterince diisiik
bir sicaklikta ilave edilir. Bu ilavede asagidaki konulara dikkat edilmesi gerekir:

-Katk1 maddesi asla soguk olmamali, oda sicakliginda hatta 30-35 °C'da, agarh besiyeri ise
45-50 °C'da tutulmalidir. Boylelikle bazal (agarl) besiyerlerinde katkinin ilavesi ile ani
sogumalar ve yerel jellesmeler 6nlenmis olur.

-Katki ilave edilecek agarli (bazal) besiyeri icine sterilizasyon Oncesi manyet atilarak
beraberce sterilize edilmesi, katki ilavesinden sonra manyetik karistiricida hafifce karistirarak
katkinin besiyeri icinde yeknesak olarak dagilmasi saglanabilir. Bu islemde, anafor
olusturacak kadar hizli yapilan karigtirma ani sogumalara ve/veya besiyeri i¢inde hava
kabarcig1 olusumuna neden olur. Anafor olusturacak kadar hizl karistirma, Petri kutularina
dokim ve jellesme sonrasinda hava kabarciklari goriilmiiyor ise karistirma isleminin,
dolayistyla katki ilavesinin agarli besiyeri ¢ok sicak iken yapildigi anlasilir.

-S1v1 besiyerine de sterilizasyon Oncesi manyet atilmasi yararli olur. Ancak bu manyet -eger
kullanilacak ise- blender govdesine ya da stomacher torbasina zarar verir. Bu nedenle manyet,
karistirma iglemi bittikten sonra erlenden ¢ikartilmalidir.

-Katki ilave edilmis agarli besiyeri hizla Petri kutularina dokiilmelidir. Aksi halde katki
yiiksek sicakliktan olumsuz etkilenir ve sahte negatif sonuglar alinabilir. Asit ilave edilmis ise
agarin jellesme giicii zayiflar.

Basta antibiyotikler olmak iizere katki maddelerinin biiyiik bir kismi steril olarak pazarlanir.
Yumurta sarist igeren ¢ozeltiler pastorize edilmistir ve bunlarin steril oldugu kabul edilir.
Asitler ve vitaminler ile bazi sekerlerin filtre ile sterilize edilmesi gerekir. Kan, -saglikli
hayvandan aseptik kosullar altinda alindigi i¢in- steril oldugu kabul edilir.

Katkilardan; yumurta sarisi i¢cerenler gibi bir kismi sivi halde, antibiyotikler gibi bir kismi ise
kiigiik siselerde (vial) liyofilize formdadir. Bunlarin iizerine gereken miktarda steril damitik

su (bazen su ve alkol) ilavesinden sonra sterilize edilmis besiyerine eklenirler.

Kiiciik siseler icinde bulunan ve genellikle antibiyotik iceren selektif katkilar sise i¢inde tablet
gibi durur. Bunlar kirilmis gibi goriiliiyorsa sulandirilmalar1 sirasinda toz olusturmayacak
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sekilde dikkatlice su ilave edilmelidir. Bu katkilar, kendi halinde birakildiginda genellikle
birka¢ dakika icinde ¢oziiliir. Dairesel yavas hareketlerle calkalama erimeyi kolaylastirir.
Coziindiirme sirasinda kaucuk kapaga sivinin bulasmamasina 6zen gosterilmeli ve sise
iceriginin tam olarak ¢6zlilmiis oldugu kontrol edilmelidir.

Kiiciik siselerde pazarlanan katkilar genellikle 500 ya da 1000 mL besiyeri i¢in hazirlanmigtir.
Buna gore bazal besiyeri hazirlanir, otoklavlanir, sogutulduktan sonra iizerine katki ilave
edilir.

Katkilar, genel olarak belirli bir miktar besiyerinde 1 kerede kullanilmak iizere hazirlanmistir.
Ornegin, 50 mL yumurta saris1 tellurit emiilsiyonu 1 L Baird-Parker Agar hazirlanmasi
icindir ve bu miktardan standart capli 80 Petri kutusu hazirlanir. Pratik uygulamada, 1 sise
katkinin tiimiiniin 1 defada kullanilmas1 beklenmez.

Bu durumda katkidan steril kosullara uyularak gereken miktarin alinmasindan sonra yine
steril kosullara uyularak agzinin kapanmasina 6zen gosterilmelidir.

Benzer sekilde sadece antibiyotik igeren katkilarin da depolanmasi miimkiindiir. Bu konuda
03.07.03. Boliimde bilgi verilmistir.

03.06.05. Petri Kutularma Dokiim

Otoklav veya daha genis tarifi ile 1s1l islem ile sterilizasyon sonrasi agarli besiyerleri
cogunlukla Petri kutularma dokiilerek  kullanilir.  Besiyeri dokiilmeden once,
homojenliginden emin olmak i¢in g¢alkalanmalidir. Agarli besiyerlerinin diger kullanilig
sekilleri arasinda tiiplerde yatik veya dik agar ile Roux siselerinde kullanim sayilabilir. Bu
diger kullanim sekillerinde agarl1 besiyeri genellikle anilan kaplarda sterilize edilir. Ancak,
agarli besiyerlerinin Petri kutularinda sterilize edilmesi uygulanan bir yontem degildir.
Agarli besiyerleri, her zaman erlen gibi biiyiik kaplarda sterilize edilir ve sterilizasyon
sonrast steril Petri kutularina aseptik kosularda dokiiliir. Bazi isletmelerde "el altinda"
bulundurma amac ile eritilmis agar tiiplere dagitilir, sterilize edilir ve bu sekilde korunur.
Gerektiginde eritilip Petri kutusuna aktarilir.

Petri kutularina dokiilecek agarli besiyeri miktar1 farkli kaynaklarda farkli degerler ile
verilmektedir. Bu miktar, dncelikle Petri kutusu capi ile ilgili oldugu i¢in agarli besiyeri
dokiildiikten sonra kalinligin "en az 2-3 mm" olmasi1 yaygin bir sekilde onerilmektedir. Bu
kitapta Onerilen standart dokme miktar1 12,5 mL'dir (100 mL agarli besiyerinin 8 Petri
kutusuna dagitilmasi; standart 9 cm capli Petri kutusunda 2 mm kalinlik). VRB Agar
besiyerinde dokme yontemi ile kiiltiirel sayimda 10 mL besiyeri dokiilmesi, jellestikten sonra
tizerine 4—5 mL besiyeri ilavesi pek ¢ok uluslararasi standart tarafindan 6nerilmektedir.

Agarli besiyerinin otoklavlama sonrasi Petri kutusuna hangi sicaklikta dokiilecegi konusunda
pek ¢ok yanlis uygulamaya rastlanmaktadir. Agarli besiyeri i¢in dogru uygulama sekli,
otoklav sonrasi besiyerinin yaklasik 45 °C'a sogutulmasi ve bu sicaklikta Petri kutularina
dokiilmesidir. Yiiksek sicakliklarda dokme, Petri kutusunun kapagi icinde asir1 su
yogunlagmasina yol agar. Ayrica ylizey kurutmasi daha uzun zaman alir.

Eger Petri kutusunda "dokme yontemi ile kiiltiirel sayim" amaciyla onceden ilave edilmis
ornek varsa dokme sicakligi 40 °C't gegmemelidir. Bu uygulamada dikkat edilmesi gereken
bir diger 6zellik, Petri kutusunda bulunan mikroorganizmalari olasi termal sok zararlarindan
korumak i¢in Petri kutularinin oda sicakliginda tutulmasi gerekliligidir.
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Herhangi bir nedenle otoklavlandiktan sonra 50 °C su banyosunda uzun siireli beklemeler
agarin jellesme ozelliginde kayiplara neden olur. 48 °C'da 4 saat beklemek izin verilebilecek
en yiiksek sicaklik/siire kombinasyonudur.

Besiyeri dokiildiikten sonra Petri kutular1 yatay bir zeminde sogumaya ve katilagsmaya
birakilir. Yayma yontemi ile ¢alisilacak ise dokme sirasinda besiyerinde olusabilecek hava
kabarciklar1 bunzen beki alevi ile uzaklastirilabilir.

Agarl1 besiyerleri dokiimden sonra bir siire depolanacaksa Petri kutularinin tabanina dokiim
tarihi yazilmalhdir.

03.06.06. Kurutma

Petri kutularina dokiilmiis agarli besiyerlerinde ylizeyin 1slak olmasi istenmez. Islak
yilizeylerde hareketli bakteriler yayilict tip koloni olustururken, hareketsizler olduklarindan
daha biiyiik koloni meydana getirir ve yanlis degerlendirmelere neden olur.

Tersine olarak, asir1 kurumalar da olumsuz sonug¢ verir. Koloniler asir1 kurumus bir
besiyerinde normalinden daha kiigiik boyut olusturacaklari i¢in yine hatali degerlendirmelere
neden olur.

Kurallara uygun olarak Petri kutularina dékiimde yiizey hafif nemli olur. Oze ile siirme gibi
bir calisma yapilacaksa, kurutma o&zellikle yapilmalidir. Besiyerinin kurutma gerektirip

gerektirmedigi basit olarak ylizeyde su damlaciklarinin goriilmesi ile anlagilir.

Dokiimden sonra besiyeri ylizeyinin kurutulmasi gerektiginde Sekil 05'te gosterildigi gibi 2
farkli yontem uygulanabilir.

Sekil 05. Petri Kutularinin Kurutulmast

m L(’/’/]

a) Cabuk kurutma b) Giivenli kurutma

Petri kutularinda agarli besiyeri ylizeyinin ¢abuk kurutma yonteminde (a), kuruma hizl olur,
ancak kontaminasyon riski yiiksektir. Diger uygulama (b), tersine olarak ge¢ kuruma ancak
diisiik kontaminasyon riski saglar. Prensip olarak benimsenen sekil glivenli kurutmadir.
Cabuk kurutma sadece acil durumlarda uygulanmalidir.

Kurutma, mutlaka temiz ve serbest hava akimi olmayan yerlerde yapilmalidir. Steril hava
akimi ile ¢alisan asilama kabini (Laminar air flow), sterilizasyon amaciyla kullanilan ve
kurutma sirasinda calistirilmayan etiivler (kuru hava sterilizasyon firmi1) ve UV lamba ile
sterilize edilen kabinler kurutma i¢in kontaminasyon olmamasi agisindan en giivenilir yerler
arasindadir. Kuru hava sterilizatorlerinde kurutma sirasinda sicakligin 50 °C'da tutulmasi hizli
bir kuruma saglar. Ancak bu uygulamada besiyerinin asirt kuruma riski de vardir.

03.06.07. Yeniden Eritme

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

Hangi nedenle olursa olsun, jellesmis bir agarli besiyerinin yeniden eritilmesi i¢in 90 °C'da 1—
2 dakika tutulma zorunlulugu vardir. Bu uygulama ise 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, 6rnegin, 1 hafta boyunca kullanilacak besiyerlerini bir
kerede hazirlamak amaciyla yapilir.

Katki ilave edilmis agarli besiyerinin yeniden eritilmesi s6z konusu degildir. Benzer sekilde
yiiksek sicakliga duyarli olan besiyerlerinde yeniden eritme Onerilmez. Hatta bazi agarl
besiyerlerinin prospektiislerinde yeniden eritilmemesi gerektigine ozellikle dikkat ¢ekilir.

Prensip olarak, katki ilave edilmis ve/veya otoklavda sterilize edilmeyen agarli besiyerleri
yeniden eritilmez. Diisiikk pH'li besiyerlerini tekrar eritmekten kac¢inilmalidir, burada sinir
olarak pH 6,0 verilmektedir.

Agarli besiyerinin eritilmesi gerektiginde elden geldigi dl¢lide az 1s1 giriginin saglanmasi, bu
amagla kaynar su banyosunda yaklagik 90 °C'da tutularak erimenin gergeklestirilmesi
yeterlidir.

Eritme amaciyla otoklav da kullanilabilir. Bazi otoklavlarin 90 °C'a ayarlanmasi miimkiin
degildir. Bazilarinda "eritme" secgenegi vardir. Otoklav bu amagla kullanilacak ise asla
sterilizasyon normunda degil, 105 °C'da 5 dakika siire ile 1s1l islem uygulanmalidir. Burada,
eritilecek besiyeri hacminin 6nemli oldugu aciktir. Biiylikk hacimlerde besiyerlerinin
eritilebilmesi i¢in dogal olarak daha yiiksek sicaklik ve/veya siireye gerek vardir.

Eritme amaciyla asir1 1sitmadan kaginilmalidir. Basit bir sekilde dairesel hareketlerle yapilan
calkalamada hava kabarciklar1 merkeze toplaniyorsa besiyerinin tiimiiyle erimis oldugu
anlagilir. Agarli besiyerlerinin yeniden eritilmesinde mikrodalga firinlar da basariyla
kullanilmaktadir.

Agarl1 besiyerlerinin otoklav sonrasi tekrar eritilmesinde performans azalmasi olur. Bu
azalma, besiyerinin bilesimi ile dogrudan ilgilidir. Yeniden yapilacak eritmeler ile performans
azalmasi kabul edilemeyecek diizeye ¢ikar. Bu nedenle agarli besiyerinin sadece bir kez
eritilmesine izin verilir.

Genel olarak Plate Count Agar gibi basit bilesimli besiyerleri daha az zarar goriir.
Otoklavlanmadan ve sadece 1sitilarak sterilize edilen besiyerleri (6rnegin Rambach Agar)
yeniden eritilmez.

Yeniden eritilmis agarli besiyerinin 3 saat i¢inde Petri kutularina dokiilmiis olmas1 gerekir.
Laboratuvardaki is akisi buna gore planlanmalidir.

03.07. Depolama

Her dehidre besiyeri ve katki kutusu lizerinde depolama kosullar1 belirtilir. Genel olarak
dehidre besiyerleri oda sicakliginda nem almayacak sekilde, katkilar buzdolab1 sicakliginda
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depolanir. Bununla beraber, kutu iizerindeki uyarilara dikkat etmek ve bunlara tiimiiyle
uymak gereklidir. Hazirlanmig besiyerlerinin depolanma kurallar1 daha farklidir.

03.07.01. Dehidre Besiyerlerinin Depolanmasi

Kapagi agilmis besiyerleri ve besiyeri bilesenleri kuru, karanlik ve serin bir yerde
saklanmalidir. Toz haldeki besiyeri ve bilesenleri icin en biiylik tehlike bunlarin nem
almasidir. Orijinal ambalaj kapagmin agilmasindan sonraki raf omrii, saklama kosullarina
dogrudan baglidir.

Kutu ilk agildig1 giin envanter kayit defterine ve kutu iizerine agilis tarihi kaydedilmeli, ilk
acildiginda renk, topaklanma ve kaliplagsma belirtileri i¢in gorsel olarak kontrol edilmelidir.

Dehidre besiyerinin kalitesindeki kayip; toz akisinda degisim, homojen yap1 gostermeme,
kaliplagsma, renk degisimi vb. ile anlasilir. Nem almig ya da agikga fiziksel degisim gosteren
dehidre besiyerleri hi¢bir kosulda mikrobiyolojik analizlerde kullanilamaz.
Salmonella—Shigella Agar besiyerinde sahit Salmonella kullanilarak yapilan bir ¢alismada,
kontrol drnegine kiyasla geri alma oranlar1 %1,1 nem almis besiyerinde %47; %5,5 nem almis
olanda ise %22 olarak bulunmustur.

Nemden korumanin en emin yolu, kullanimdan sonra dehidre besiyeri kapaklarinin sikica
kapatilmas1 ve bunlarin kuru bir yerde depolanmasidir. Kutu acildiktan sonra dehidre
besiyerinin vida kapakli renkli siselere dagitilarak ve agizlari sikica kapandiktan sonra kuru
ve serin bir yerde tutulmalari raf dmriinii kayda deger olclide uzatir. Bu sekilde kullanim
sirasinda tiim besiyeri yerine sadece daha kii¢iik bir ambalaj ag¢ilmig olur. Daha kiiciik kaplara
dagitimda dehidre besiyeri asir1 toz bulutu olusturabilir ve bunun solunmasi zararlidir. Bu
islemin ¢eker ocak sisteminde yapilmasi gerekir.

Kapagi agilmamis bir dehidre besiyerinin raf dmrii genellikle 3—5 yil kadardir. Ticari firmalar
tarafindan iiretilen besiyeri ambalajlarinda son kullanim tarihi yazmaktadir. Ancak bu tarihin,
serin bir yerde depolanan ve kapagi agilmamis ambalaj ya da agildiktan sonra dogru (serin ve
kuru yerde, kutu agz1 sikica kapatilmis olarak) depolama yapilmasi kosulunda gegerli oldugu
unutulmamalidir.

Aksine ve net bir uyar1 yoksa dehidre besiyerlerinin oda sicakliginda (15-25 °C) depolanmasi
yeterlidir. Bazi besiyerleri ambalajlarinda 15 °C altinda saklanmasi 6nerisine uyulmasi gerekir.

Dehidre besiyerlerinin buzdolabinda saklanmasi Onerilmez. Bunun nedeni buzdolabindan
cikarildiktan sonra kutu iizerindeki kondensasyon riskidir.

Bu bilgiler 1s181inda, dehidre besiyerlerinin otoklav, yikama odasi, su banyosu ve kaynar su
banyosu yakini gibi nemin yiiksek oldugu yerlerde ve dogrudan giines 15181 alan dolaplarda

depolanmamasi geregi ortaya ¢ikar.

Burada verilen tiim bilgiler dehidre haldeki besiyeri bilesenleri i¢in de gegerlidir. Genel olarak,
anorganik bilesenler organiklere kiyasla cok daha uzun siire ile depolanabilir.
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03.07.02. Cozeltilerin Depolanmasi

Laboratuvarda hazirlanmis ¢ozeltilerin pek cogu 1s18a duyarsizdir ve sogukta saklanmasi
gerekmez. Buna gore tercihen cam ¢ozelti siselerinde ve oda sicakliginda depolanabilirler.

Isiga duyarli olan ¢ozeltilerin amber renkli siselerde depolanmasi gerekir. Benzer sekilde bazi
¢ozeltiler buz dolabinda korunmalidir.

Cozeltilerde nem kayb1 olmasi, konsantrasyon degisikligine neden olacagi icin, bunlarin agzi
1yi kapatilan kaplarda depolanmasi gerekir. Alkol ugucu oldugu igin, agz1 agik kaplarda uzun
stire beklerse konsantrasyonu diiser ve buna bagli olarak dezenfeksiyon etkisi azalir.

03.07.03. Katkilarin Depolanmasi

Aksine bir uyari yoksa besiyeri katkilar1 2-8 °C'da depolanir. Cogu katki igin agz1 agilmamis
(va da agildiktan sonra sikica kapatilmis halde, soguk ve kuru bir yerde) olmak kayd: ile
depolama siiresi 3—5 yildir. Yumurta sarisi igeren katkilarda bu siire daha azdir.

Bazi katkilar, lizerlerine steril damitik su ve/veya alkol eklenerek kullanima hazir hale getirilir.
Bunlardan bazilarinin hazirlandiklar1 giin kullanilma zorunlulugu varken, bazilar1 bir siire
depolanabilir.

Sadece antibiyotik igeren katkilar sulandirildiktan sonra uygun kii¢iikk miktarlar halinde
(6rnegin steril Eppendorf tiiplerinde) dondurularak saklanabilir. Bu sekilde depolanmis olan
¢oOzeltiler eritildikten sonra tekrar dondurulmamalidir.

Katkida dondurma kaynakli potansiyel aktivite kaybi olup olmadigi kullanict tarafindan
kontrol edilmeli ve bu sekilde bir katkinin bazal besiyerine ilave edildigi laboratuvar
kayitlarinda belirtilmelidir.

03.07.04. Hazirlanmus Besiyerlerinin Depolanmasi

Cogu laboratuvarda, besiyerleri hazirlandiktan sonra sterilize edilir ve daha sonra kullanmak
tizere depolanir. Bu uygulamaya cesitli besiyeri katkilar1 da girer. Benzer sekilde kullanima
hazir halde Petri kutularinda, vida kapakli siselerde vb. sekillerde kullanima hazir halde
besiyerleri saglanabilmektedir.

Hazirlanmis besiyerlerinin stabilitesi sinirlidir. Bunlarin depolanabilme siiresi oncelikle
bilesimine ve saklama kosullarina baghdir. Her laboratuvar, kendi hazirlama, paketleme ve
saklama kosullarina gore hazirlanmis her besiyeri i¢in depolama siiresini belirlemeli, bu
sekilde talimatlara gecmelidir.

ISO 11133'e gore besiyerleri katki ilave edilmemis olmak kaydi ile buzdolabinda en ¢ok 3 ay,
oda sicakliginda en ¢ok 1 ay siire ile depolanabilir. Bununla birlikte, bazi1 besiyerlerinin
hazirlandig1 giin kullanilma zorunlulugu vardir. Laboratuvar personeli bu konuda ¢ok dikkatli
olmalidir.

Hazirlanmig besiyerlerinin ne kadar siire ile depolanacag1 6ncelikle besiyeri bilesimine, hangi
ambalajda (tiip, vida kapakli sise, plastik Petri kutusu, cam Petri kutusu vb.) olduguna,
depolama kosullarina baghdir. Genel olarak, basit bilesime sahip ve i¢inde katki icermeyen
besiyerleri, digerlerine gore daha stabildir ve buna bagl olarak daha kolay depolanabilirler.
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Hazirlanmis besiyerlerinde raf Omriinii belirleyen en Onemli faktorler asagida kisaca
aciklanmistir.

Isik

Hazirlanmig besiyerleri, peroksitler gibi bakterisit ve bakteriostatik bilesiklerin olugmasini
onlemek i¢in renkli siselerde ya da dogrudan 151k almayacak sekilde depolanmalidir. Standart
depolamada ilave bir onleme gerek yoktur. Rose Bengal gibi bazi bilesenler 1s18a asiri
duyarhidir. Dolayis1 ile bu bileseni igeren hazirlanmig bir besiyerinin bulundugu Petri
kutularinin (bakiniz; 47.01. ve 47.08. Bolim) mutfak tipi aliiminyum folyo ile sarilarak
depolanmasi (hatta inkiibasyonu) dnerilir.

Nem

Dehidre besiyerinin nem almasi ne denli istenmiyor ise hazirlanmis besiyerlerinde nem
kaybindan da o denli kacinmak gerekir. Tiplerde, erlen ve balonlarda hazirlanmis
besiyerlerinde nem kaybinin 6nlenmesi kolaydir. Bu tip cam malzemede kap agzinin parafilm
veya mutfak tipi strech film ile sarilmasi nem kaybin1 6nemli 6l¢iide onler.

Petri kutularinda nem kaybini1 6nlemek daha giictiir. Standart laboratuvar tiipiinde hazirlanmis
Nutrient Agar besiyeri ile sterilizasyondan sonra Petri kutularina dokiilmiis Nutrient Agar
arasinda yiizey/hacim oram1 farkliligindan kaynaklanan bir nem kaybi1 farkliligi vardir.
Kuskusuz, Petri kutusundaki besiyerinde nem kaybi tliptekinden ¢ok daha fazla olacaktir.

Basit bir 6rnek olarak, depolama baslangicinda 5 mm olan agarli besiyeri kalinligi depolama
stirecinde 4 mm'ye inerse, bu durum ¢ok yaklasik olarak %20 nem kaybinin gostergesidir.
Besiyerinde ozmotik degismeler olmasi yaninda, 6zellikle selektif besiyerlerinde selektivite
veren bilesenlerin %20 konsantrasyon artis1 pek ¢ok sahte negatif sonuca yol agar. Ayrica
kuruma yiizey ve yiizeye yakin yerlerde ¢ok daha fazla olur. Agarli besiyerinde depolama
sirasinda (dara hari¢ olmak tlizere) %15 agirlik kaybi izin verilen sinirdir (bakiniz; 06.02.
Boliim). Gram negatif bakteriler besiyerindeki kurumaya bagli olumsuzluklardan daha fazla
etkilenir.

Petri kutularina dokiilerek depolanacak agarli besiyerlerinde nem kaybinin 6niine gegilmesi
icin, Petri kutularin1 vakum altinda depolamak 6nerilebilir.

Bu konuda da yine ev mutfaklarinda cesitli gidalarin vakum altinda tutulmasi igin iiretilmis
basit makinelerden ve bunlarin 6zel torbalarindan yararlanilabilir. Bu olanak yoksa Petri
kutularinin mutfak tipi strech film ile sarilarak depolanmasi basit, ancak raf omriinii kayda
deger 6l¢iide uzatan bir uygulamadir.

Genel olarak plastik Petri kutularinda, kapaklarin tam olarak kapanmasina bagl olarak cam
olanlara gore daha az nem kaybi olur.

Depolanacak Petri kutularinda yilizey kurutmasi yapilmamalidir. Eger kullanim oncesinde
yiizeyde bir 1slaklik goriiliirse, kurutma bu asamada yapilmalidir.

Sicakhk

Hazirlanmig besiyerleri elden geldigi dlclide serin ortamlarda tutulmalidir. Ancak, 6zellikle
agarli besiyerlerinin dondurulmasindan kesinlikle kaginilmasi gerekir.
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Dondurma, agarin jellesme 6zelligine 6nemli dl¢giide zarar verir.

Bilesimi bagli olmak iizere hazirlanmis besiyerleri i¢in degisik depolama sicakliklari
onerilmektedir. Hazirlanmis besiyerlerinin standart buzdolaplarinin ¢ok soguk olmayan orta
ve alt bélmelerinde depolanmasi yaygin ve dogru bir uygulamadir. Aksine bir uyar1 yoksa
genel olarak hazirlanmis besiyerleri 4-12 °C'da karanlik ve nem kaybetmeyecek sekilde
depolanmalidir. Kan, yumurta sarisi, yumurta sarisi—tellurit emiilsiyonu ve antibiyotik ilave
edilmis besiyerleri ise 2-8 °C'da depolanmalidir. Rambach Agar gibi bazi besiyerleri i¢in en
diisiik depolama sicakligi 6 °C'dir. Fraser Broth gibi bazi besiyerlerinde katki ilave edildigi
giin kullanilmasi gerektigi unutulmamalidir.

03.08. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Mikrobiyoloji laboratuvarinda en ¢ok kullanilan ¢ozeltiler seyreltme amagli olanlardir. Bunlar
genel olarak, 90 ve 9 mL hacimde hazirlanir. Cig siit orneklerinde dogrudan 100 misli
seyreltme i¢in bu ¢ozeltiler 99 mL olarak da hazirlanabilir. 99 mL olarak hazirlanan ¢ozeltiler
istenirse 1 mL ilavesi ile 1:100, istenirse 11 mL ilavesi ile 1:10 seyreltme i¢in kullanilabilir.

90 (ya da 99) mL olarak hazirlanan diliisyon sisesindeki (erlendeki) sivi hacmi
sterilizasyondan sonra oda sicakliginda kontrol edilir. Bu amagla her 25 siseden biri "A sinif”
dereceli silindir ya da esdegeri ile kontrol edilir.

Izin verilen sapma hacmi +%2'dir. Daha fazla sapma olursa, nedeni arastirilip, diizeltici
uygulama yapilmali ve kayda gecilmelidir. Hacim degisliklerinin temel nedenleri arasinda
otoklavin yanlis kullanilmasi da vardir.

Laboratuvarda hazirlanarak kullanilan diger ¢ozeltiler arasinda alkol, asitler ve bazlar ile
boyalar vardir. Alkol, dezenfektan olarak %76 (v/v) konsantrasyonda kullanilir.
Genellikle %96 konsantrasyonda pazarlanir. Buna gore, 4 hacim alkol iizerine 1 hacim
damutik su eklendiginde ¢ok yaklasik olarak bu deger elde edilir.

Derisik ¢ozeltilerden daha seyreltik olanlarin hazirlanmasinda, Pearson karesi ile hesaplama
yapilir. Pearson karesi; % (dolayist ile ppm gibi) ifade edilen ¢ozeltiler i¢in kullanilir.
Asagida basit bir 6rnekle derigik olandan daha seyreltigin hazirlanmasi verilmistir:

-%96'lik alkolden damitik su ile %76'lik alkol hazirlanmasi i¢in sol iist koseye 96, sol alt
koseye O (sudaki alkol konsantrasyonu) karenin merkezine 76 (hedeflenen konsantrasyon)
yazilir. Kdsegenler boyunca fark alinarak elde edilen deger diger kdselere yazilir. Buna gore
96 — 76= 20 sag alt koseye, 76 — 0= 76 sag iist koseye yazilarak kare tamamlanir. Sonra
karenin alt ve {ist kenarlar1 boyunca okuma yapilir: %96 konsantrasyondaki alkolden 76 kisim
ve %0 konsantrasyonlu alkolden (damitik su) 20 kisim karistirildiginda %76'lik alkol elde
edilir.

96\ ‘76 = %96'lik alkolden 76 hacim
x?ﬁx
0 20 = %0'lik alkolden 20 hacim

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda pH ayarlamak amaciyla genellikle 1 N NaOH ve 1 N HCI
kullanilir. "Normal" ¢ozeltilerin hazirlanmasinda once molekiil agirligi hesaplanir. Molekiil
agirhigi, bilesikteki atom agirliklar: toplamidir.
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NaOH i¢in molekiil (mol) agirligi; Na: 23; O: 16; H: 1 olmak {izere 40'tir.

1 litre damitik su i¢inde 40 g NaOH c¢oziilmesi ile elde edilen ¢ozelti 1 Molar (M) olarak
tanimlanir. Molekiil agirligmin tesir degerine boliinmesi ve ¢ikan degerin 1 litre suda
¢Oziilmesi ile 1 Normal (N) ¢ozelti elde edilir. NaOH igin tesir (etki) degeri: 1 olduguna gore
40 g/L ¢bzelti ayn1 zamanda 1 Normaldir.

Yukarida besiyerlerinin formiilden hazirlanmasi boliimiinde 6rnegi verilmis olan MgSO4'n
mol agirligi 108 gram ve tesir degerligi 2'dir. Buna gore 108 g/L ¢ozelti 1 M, 54 g/L ¢ozelti 1
N'dir.

Asitlerden yapilan hesaplamalarda derisim de dikkate almir. Ornegin, 1 N (1 M) HCI
hazirlamak i¢in son konsantrasyon 36,5 g/L olacak sekilde damitik su iizerine asit ilave edilir
(higbir kosulda asit lizerine su ilave edilmez). Burada dikkat edilecek konu HCl'in, NaOH gibi
kat1 ve saf olmadigidir.

Buna gore, standart derisik (%38) HCI asitten 80,1 mL alinip, en az 0,5 litre damitik suya
ilave edilir ve sonra damitik su ile litreye tamamlanir. Bu sekilde hazirlanmis ¢ozeltide 36,5

g/L saf HCI bulunur.

Cozeltinin hazirlandig: tarih, bilesimi ve gerekli goriilen diger bilgiler sise lizerinde agikga
belirtilmeli, etiket lizerindeki yazilarin silinmemesi saglanmalidir.

Sterilize edilmis ¢ozeltilerin kontamine edilmemesine 6zen gosterilmeli, kusku duyulursa bu
¢Ozelti asla kullanilmamalidir.

Cozeltiler konusunda ayrintili bilgi www.kimyaevi.org sitesinden saglanabilir.

03.09. Besiyeri Kalite Kontrolii

Besiyeri iireten firmalar, iirettikleri ve pazarladiklar1 dehidre besiyerleri, hazir besiyerleri ve
katkilarin1 sistematik olarak kalite kontrolden ge¢irmektedirler. ISO 11133 sayili standart
tiretici firmanin yiikiimliiliikklerini belirlemektedir.

Dehidre besiyerleri, bilesenleri ve katkilarimi kullananlar i¢in ilave kontrol uygulamalarina
genellikle gerek duyulmaz. Buna karsin, -6zellikle kusku duyulmay1 gerektirecek bir durumla
karsilasildiginda- asagidaki kontrollerin kullanicilar tarafindan yapilmasi yararl olacaktir:

-Once, orijinal ambalajin fiziksel olarak zarar gérmemis oldugu kontrol edilir. Kapak
acildiktan sonra renkte anormallik, topaklasma gibi kontroller yapilir.

-Laboratuvarda sik kullanilan dehidre besiyerleri i¢in, halen kullanilmakta olan kutudan son
parti besiyeri hazirlanirken yeni kutunun agilmasi, bu kutudan da yeteri miktarda besiyeri
hazirlanmasi, ekimlerin her iki grup besiyerinde beraberce (paralel) yapilmasi ile bir anlamda
yeni kutu i¢in kalite kontrol yapilmis olur. Her iki grupta, istatistik olarak analiz yapilmak
tizere birbirlerinden farksiz sonug alinmasi gerekir.

-Ayn1 uygulama besiyeri katkilari i¢in de yapilmalidir.

-Besiyeri treten firmalar tarafindan hazirlanan kataloglarda hangi besiyerinde hangi
mikroorganizmalarin nasil gelisecegi "kalite kontrol mikroorganizmalar1" adi altinda
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gosterilir. Bu mikroorganizmalari besiyeri {lireten ve/veya pazarlayan firmalardan saglamanin
maliyeti ¢ok yiiksek olabilir. Laboratuvarda siirekli analizi yapilan mikroorganizmalarin
basit bir koleksiyonu ve otokontrol icerikli c¢alismalar 09. Boliimde ayrintili olarak
anlatilmistir.

-Besiyerinde kullanici tarafindan ¢dziilemeyen bir hata kaynagi varsa, oncelikle besiyerini
pazarlayan firmayla temas kurulmalidir.

03.10. Besiyeri Hatalar1

Besiyerlerinde, dogrudan analiz sonucuna yansiyabilecek c¢esitli hatalar ile bunlarin olasi
nedenleri asagida listelenmistir. Goriilecegi gibi; nem almis, yanlhs tartilmis, asirt 1sitilmis,
hazirlamasinda damitik su kullanilmamis besiyerlerinde pek ¢ok hata goriilmektedir. Bu gibi
hatalar gosteren ya da hatali oldugundan yana kusku duyulan besiyerleri mikrobiyolojik
analizlerde kullanilamaz.

-Dehidre besiyerinde topaklagsma: Depolamada asir1 nem, dehidre besiyeri kutu kapaginin
nemli bir ortamda uzun siire agik kalmasi ve/veya gevsek kapatilmig olmasi, besiyerinin ¢ok
eski olmasi.

-Yanlis pH: Nétral olmayan su kullanimi, asir1 1sitma, dehidre besiyerinin ¢ok eski olmasi,
yanlis tartim, pH'nin yanhs sicaklikta 6lgiilmesi, pH metre kalibrasyon hatasi, sulandirmadan
sonra sterilizasyonun zamaninda yapilmamasi, yetersiz yikanmis cam malzeme kullanilmasi,
dehidre besiyerinin nem almasi.

-Anormal renk: Saf olmayan su kullanimi, kirli cam malzeme, yanlis pH, asir1 1sitma, hatali
tartim, dehidre besiyerinin ¢ok eski olmasi.

-Besiyerinde kararma: Asir1 1sitma, dehidre besiyerinin ¢ok eski olmas.

-Bulaniklik ve presipitasyon: Saf olmayan suyun kullanilmasi, temiz olmayan cam
malzemenin kullanilmasi, hatali pH, asir1 1sitma, bilesimden hazirlanmis besiyerlerinde temel
bilesen(ler)'in yeterli saflikta olmamasi, hazirlanmis besiyerinde depolama sirasinda nem
kayb1, dehidre besiyerinin ¢ok eski olmasi.

-Yiksek jellesme sicakligi: Hatali tartim, uygun olmayan agar kullanilmasi.

-Zayif jellesme stabilitesi: Hatali tartim, dehidre besiyerinin tam c¢oziilmeden dagitilmis
olmasi, diisiik pH, asidin besiyeri ¢ok sicakken ilave edilmesi, asir1 1sitma, erimis halde uzun
stire ile su banyosunda bekletme.

-Zayif gelisme: Yetersiz yikanmig ve/veya durulanmamis cam malzemeden inhibitér madde
kontaminasyonu, hatali pH, besiyeri ve katkilarinin hatali tartim1 ve/veya hatali ilavesi, asir
1sitma, dehidre besiyerinin ¢ok eski olmasi.

-Asirt gelisme: Selektif inhibitorlerin bozulacagi kadar asir1 1sitma veya selektif katkilarin
yuksek sicaklikta bazal besiyerine ilavesi, selektif inhibitorlerin eksik tartimi/ilavesi,
inhibitor iceren besiyerlerinde standart dis1 uzun siire depolama.

-Kolonilerin yayilmasi: Besiyeri ylizeyinin ¢ok 1slak olmasi, selektif inhibitorlerin
bozulacag: kadar yiiksek sicaklikta katki ilavesi.

-Atipik gelisme: Besiyerinin hatali hazirlanmasi, dehidre besiyerinin ¢ok eski olmasi,
hazirlanmis besiyerinin uygun olmayan kosullarda ve/veya uzun siireli depolanmasi, cam
malzeme ve/veya sudan ¢esitli inhibitorler ve/veya yabancit maddelerin kontaminasyonu.
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03.11. Tehlikeli Maddeler

Dehidre besiyerleri safra tuzlari, asit, selenit, boyalar vb. zehirli maddeler ile toz gibi zararl
maddeler igerir. Toz besiyerleri kullanildiginda tartim sirasinda yayilan tozu solumamak igin
onlem alinmas1 Onerilir. Tehlikeli maddeler baslica; soluma, deri ile temas, goz ile temas ve
yutma yolu ile calisanlar i¢in potansiyel hastaliklar olusturur. Bunlarin bir kismi viicuda
kontamine oldugu anda etkisini gosterir, bir kisminin etkisi ¢ok uzun siire sonra goriiliir.

Ayrica, bazi besiyeri bilesenlerinin ¢evre acisindan kirlilik olusturdugu da dikkate alinmali,
buna gore besiyeri ve bilesenlerinin ¢ope atilmasinda gereken 6zen gosterilmelidir.

Baz1 besiyerlerinin bilesiminde insan sagligi acisindan tehlikeli maddeler bulunur. Bu
maddelerden bir kismi sadece bu maddelere duyarl kisiler i¢in 6nemli iken, talyum gibi bazi
kimyasallar ile calisilirken 6zel 6nlem alinmasi gerekir. Asagida insan saglig: icin tehlikeli
olan kimyasallara 6rnekler verilmistir:

-Barbitone: "Narkotik" grupta degerlendirilir. Bilesimden hazirlanan bazi1 besiyerlerinde
kullanilir.

-Bile salts (safra tuzlar1): Mukoz membranlar1 tahris eder. Koliform grup bakteriler i¢in
kullanilan baz1 besiyerlerinde bulunur.

-Brilliant green: Solunum sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Koliform grup bakteriler i¢in
kullanilan baz1 besiyerlerinde bulunur.

-Cetrimide: Yutulmasi zararlidir, g6z ve deride tahris yapar. Basta Cetrimide Agar olmak
tizere Gram pozitif bakterilerin inhibisyonu i¢in bazi1 Pseudomonas besiyerlerinde bulunur.

-Chloramphenicol: Solunum sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Genel bakteri inhibitorii
olarak DRBC ve RBC gibi baz1 maya—kiif besiyerleri bilesimindedir.

-Crystal violet: Solunum sistemi, deri ve gézde tahris yapar. Gram pozitiflerin inhibisyonu
icin bagta VRB Agar olmak {izere baz1 koliform grup bakteri besiyerleri bilesiminde bulunur.

-Cycloheximide: Selektif katki olarak bulundugu konsantrasyonu tehlikelidir. Ancak
besiyerine ilave edildiginde konsantrasyon, tehlikeli olabilecek diizeyin altina iner. Solunum
sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Listeria besiyerlerinin bazilarinda bulunur. Bu selektif
katki ile ¢alisilirken dikkatli olunmasi gerekir.

-Deoxycholate: Solunum sistemi, deri ve gbézde tahris yapar. Salmonella ve koliform grup
bakteriler i¢in hazirlanmig bazi besiyerlerinin biinyesinde bulunur.

-Kanamycin: Solunum sistemi, deri ve gbzde tahris yapar. Fekal streptokoklar ve CI.
perfringens i¢in hazirlanmig bazi besiyerlerinin biinyesinde bulunur.

-Lithium choride: Yutulmasi zararlidir, kusma ve ishale neden olur. Solunum sisteminde
mukoza irritasyonu ile oksiiriige, deride tahrise, géze bulagsmasi halinde irritasyona yol agar.
Toksik doz, gérme bozuklugu ve kalp ritim bozukluguna neden olur. Baird—Parker Agar ve
Fraser Broth gibi baz1 besiyerlerinin bilesiminde yer alir.

-Malachite green: Solunum sistemi, deri ve gézde tahris yapar. Gram pozitifleri inhibe eder.
Ozellikle Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella igin hazirlannis RVS Broth gibi bazi
besiyerlerinin bilesiminde bulunur.

-Nalidixic acid: Solunum sistemi, deri ve gozde tahris yapar. Pseudomonas aeruginosa ve
Fraser Broth gibi bazi Listeria besiyerlerinin bilesiminde bulunur.
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-Potassium tellurite: Solunum sistemi, deri ve gbzde tahris yapar. Staphylococcus igin
hazirlanan besiyerlerinin ¢ogunda, E. coli O157:H7 i¢in kullanilan CT-SMAC Agar besiyeri
katkisinda bulunur. Nutrient Broth'a %0,05 oraninda katilarak Listeria monocytogenes
zenginlestirmesinde kullanilabilir.

-Sodium azide: Dehidre besiyerlerinde az miktarda bulunmakla beraber, bazi kisilerde agir1
duyarlilik goriilebilir. Sodium azide, basta bakir olmak {izere metaller ile temas ettiginde
patlayict metal azitleri olusturur. Bu nedenle sodium azide igeren besiyerleri yikama sirasinda
once bol su ile muamele edilmelidir. Bunlarin disinda, sodium azide asitlerle temas ettiginde
toksik gaz olusturur. Enterokoklar i¢in hazirlanan besiyerlerinin bazilarinda bulunur. %1'den
yiiksek konsantrasyonlar ile ¢alisilirken gereken 6nlem alinmalidir (6rnegin, ¢eker ocak).

-Sodium selenite: Solunmasi ile brongiyal spazmlara, bogulma ve zatiirre semptomlarina yol
acar. Sindirilmesiyle bulanti, solgunluk ve mide sikayetleri olusur. Karaciger, bobrekler ve
merkezi sinir sistemine zarar verir, alerjik reaksiyonlara neden olabilir. Cozeltisi deri ve
gbzde tahris yapar. Kiimiilatif etki riski vardir. Teratojenik potansiyeli oldugundan dogurgan
yasta kadinlar bu madde ile galigmalar1 sirasinda ¢ok dikkatli olmalidir. Selenite Cystine
Broth gibi baz1 Salmonella besiyerlerinde yer alir.

-Sodium metabisulphite: Asit ile temasinda toksik bir gaz olan sodium dioxide olusur; bu
gaz solunum sistemi ve deriyi tahris eder. Campylobacter analizinde kullanilan Bolton
Selective Enrichment Broth (Base) bilesiminde bulunur.

-Sodium thioglycollate: Solunmasi ve yutulmas: toksik etki yapar, deriyi tahris eder.
Anaeroblar i¢in kullanilan bazi besiyerlerinin bilesiminde yer alir.

-Thallium salts (talyum tuzlar1): Solunmas1 veya sindirilmesi toksik etki yapar. Kiimiilatif
etki riski vardir. Bilesimden hazirlanan bazi besiyerlerinde bulunur.
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