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01. Genel Bilgiler

Mikrobiyolojik ¢alismalar yapan her laboratuvarda bir kiiltiir koleksiyonu olmak zorundadir. Bu
koleksiyon, laboratuvarin amaci ve islevi, techizat ve ekipman ile personel durumu, koleksiyona
alinacak mikroorganizmalarin 6zellikleri, koleksiyonun hedeflenen siiresi vb. gibi bir ¢ok
faktore bagli olarak degisik sekillerde ve kapasitelerde diizenlenir. Koleksiyonda en azindan o
laboratuvara 6zgii mikroorganizmalarin bulunmasi gerekir.

Kiiltiir korumanin temel prensibi varyasyon veya mutasyona ugratmadan mikroorganizmay1 saf
halde ve uzun siire canli tutmaktir. Bu ¢erceve altinda kiiltiir koruma islemine laboratuvardaki
ekipmanin ve analiz yontemlerinin standardizasyonunda oldugu kadar ve kimyasal madde
stoklarina gosterildigi kadar 6zen gostermek gerekir. Bununla beraber, sadece kiiltiir
koleksiyonu olusturmak amaciyla kurulmus olanlarin diginda, en gelismis laboratuvarda dahi
kiiltiir koleksiyonuna yeterli 6nem verilmemektedir.

Mikrobiyolojinin gelisme siirecinde kiiltlir korumaya yonelik daha kolay, daha pratik, daha ucuz
ve en Oonemlisi daha etkin yontemler geligsmistir. Bu siire¢ iginde en eski ¢alismanin ¢igek asist
ile yapildig1 sanilmaktadir. 1799 yilinda Dr. Carro ipliklere emdirilmis ¢igek asisin1 1 yil siire
ile saklamig ve bu siire sonunda asinin etkinligini korudugunu gérmiistiir.

Geligen bilim ve teknoloji siireci i¢inde kiiltiir korumaya yonelik pek ¢ok yontem bugiin basari
ile uygulanmaktadir. Ancak, tiim mikroorganizmalar i¢in aymi yiiksek basar1 diizeyi ile
kullanilabilecek tek bir yontem yoktur. Bu nedenle farkli mikroorganizma gruplar i¢in farkli
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yontemler ve/veya ayni yontemin ¢esitli modifikasyonlar1 dnerilmektedir. Bununla beraber 6zel
mikroorganizma gruplarmin da yer aldigi biiylik koleksiyonlar hari¢ tutulur ise bir gida
mikrobiyolojisi laboratuvari i¢in tek bir yontem ile tatmin edici bir koleksiyon olusturabilir.

02. Koruma Yonteminin Secimi

Yukarida da belirtildigi gibi koleksiyonun olusturulmasinda pek ¢ok faktor tarafindan etkilenen
farkli yontemler uygulanmaktadir. Uygulanan her yontemin bu faktdrlere bagli olarak cesitli
avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Asagida bu faktorlere kisaca deyinilmistir.

-Canliligin  korunmasi: Kiiltiir koleksiyonunun temel amaci mikroorganizma canliliginin
korunmasidir. Canlilik, gerek koruma iglemi (dondurma, kurutma) sirasinda, gerek depolama
sirasinda azalir. Kiiltiiriin tiimiiyle kaybinin dnlenmesi i¢in belirli siirelerde kiiltiir aktiflestirilip
yeniden korumaya alinmalidir. Kuskusuz, canlilikta en az kayiplarin saglandigi yontemler tercih
edilmelidir.

-Popiilasyonun degisimi: Ozellikle dondurma ve kurutma uygulanan ydntemlerde koruma
islemi sirasinda canlilik kayiplar1 olusur. Baglangi¢ hiicre konsantrasyonunun yiiksek tutulmasi
ile bu sorun 6nemli dlglide giderilir. Bunun yaninda islem sirasindaki 6liimler ile uygulanan
isleme direnc¢li olanlarin lehine popiilasyonda bir degisme meydana gelir ve bir anlamda
kiiltiiriin ilk durumuna gore orijinalliginde degisme olur. Bu degisiklik bazi endiistriyel
tiretimler icin avantaj olmakla beraber genel olarak kiiltiir koruma amacina uygun degildir.
Kiiltiiriin baglangi¢ konsantrasyonunun yiiksek olmasi ile bu sakinca en aza indirilir.

-Genetik degisim: Ozellikle endiistriyel ve bilimsel énemi olan kiiltiirler genetik degismelere
ugramayacak sekilde korunmalidir. Genetik degisimler koruma islemi ve/veya depolama
stirecinde meydana gelebilir. Mutasyon ve plazmidlerin yitirilmesinin en az oldugu yontemler
secilerek temel karakterlerin kaybedilmemesi ve yeni karakterler kazanilmamasi bu tip 6zel
mikroorganizmalar i¢in 6nemlidir.

-Safligin korunmast: Genel olarak koruma iglemi ve aktiflestirme sirasinda ne kadar fazla iglem
basamagi var ise Kkiiltiir, kontaminasyona o denli aciktir. Safligin yitirilmesi kiiltiir
koleksiyonunda kabul edilemez.

-Maliyet: Personel giderleri, alet ve ekipman giderleri, sarf malzemesi giderleri kiiltiir
koleksiyonunda kullanilacak yontemi en yiiksek derecede etkileyen faktorler arasindadir. Bu
etkileme ozellikle kiiclik laboratuvarlar ig¢in daha belirleyicidir. Liyofilizasyon ve ultra
dondurma gibi uzun siireli koruma yontemlerinde ekipman giderleri ¢ok yiiksektir ancak bu
yontemler ile uzun ve etkili koruma saglanir.

-Koleksiyona alinacak kiiltiir sayisi: Kiiltiir koleksiyonunda korunacak mikroorganizma sayisi
koruma yontemini belirleyen temel faktdrlerden birisidir. Ilk koruma ve koleksiyonun
aktiflestirmesi icin gereken is giicii bir anlamda koleksiyondaki sayiy1 ve dolayli olarak
yontemi belirler. Bir diger deyis ile koleksiyondaki mikroorganizma sayisi ile secilecek
koruma yontemi dogrudan iliskilidir. Kii¢iik bir koleksiyon i¢in uygun bulunan yontem,
zamanla koleksiyonun biiylimesi durumunda elverigsiz kalabilir. Bu nedenle yontem
seciminde ilerideki kapasite biiyiimeleri de dikkate alinmalidir.



-Kiiltlirtin degeri: Endiistriyel ve bilimsel dnemi olan kiiltiirlerde maliyet kuskusuz énemli bir
faktor degildir. Bu tip kiiltiirler i¢in en etkin yontem se¢ilmek zorundadir. Koleksiyonda degerli
olan kiiltiirler de bulunuyor ise énemlerine gore 1'den fazla yontem ile koruma yapilmalidir.
Benzer sekilde maliyetler dikkate alinarak 6nemli ve daha az 6nemli kiiltiirler farkli yontemlerle
koleksiyona alinabilir.

-Kiiltlirtin kullanim sikligi: Rutin gida analizlerinde sahit mikroorganizma ve/veya egitim gibi
koleksiyondaki mikroorganizma siklikla kullaniliyor ise orijinal koleksiyona ilaveten bu amagla
kullanilacak yan koleksiyonlarin da bulunmasi gerekir.

-Kiiltiirtin ~ dagitimi:  Eger koleksiyondaki mikroorganizmalar g¢esitli nedenlerle diger
laboratuvarlara da iletilecek ise yine ana koleksiyon yaninda bu amaca uygun bir koruma
yontemi de uygulanmalidir. Ornegin sivi azotta korunan Kkiiltiiriin bir baska laboratuvara
iletilmesi ¢ok yiiksek maliyetler gerektirir. Buna karsin kurutulmus kiiltiirler mektupla dahi
baska laboratuvarlara gonderilebilir.

-Mikroorganizma tiirii: Korunacak mikroorganizmanin cins, tiir hatta susu koruma ydntemi
tizerinde dogrudan etkilidir. Baz1 bakteriler (6rnegin koliform grup bakteriler, stafilokok,
basiller vb.) basit ve ucuz yontemler ile yillarca korunabilir iken bazi tiirler (6rnegin Leptospira)
modifiye yontemlerle ancak kisa siireler ile korunabilmektedir.

03. Kiiltiir Koruma Yontemleri

Mikroorganizma kiiltiirlerinin korunmasima yonelik olarak uygulanan yontemler g¢esitli
sekillerde siiflandirilabilir. Siniflandirma genel olarak ya koruma siiresine gore ya da
yontemlerin benzerligine gore yapilmaktadir. Asagida transfer, kurutma, liyofilizasyon ve
dondurma seklindeki gruplandirma yontemlerin kavram benzerligine goredir.

03.01. Transfer

Kiiltiirtin s1iv1 kiiltiirde ardisik transferler (= pasaj = subkiiltiir) ile korunmasi ¢ok eski
tarihlerden beri siire gelen bir uygulamadir. Aktif kiiltiiriin yatik agar iizerinde korunmasi bu
yontemin bir modifikasyonudur. Pasajlar arasi siire, mikroorganizmanin cinsi ve tiirii, kullanilan
besiyeri ve dis kosullara (depolama sicakligi) baglidir. Bazi bakterilerin her giin transfer
edilmesi gerekirken, bazilarinin 2 transferi arasinda birkag ay hatta birkag y1l gerekebilir.

Genel olarak besin maddelerini en az diizeyde igeren minimal besiyerleri bu amagla
kullanilmaktadir. Bu sekilde mikroorganizmalarin metabolik faaliyeti en aza iner, dolayisiyla
transferler arasindaki siire uzar. Benzer sekilde besiyerinde fazla miktarda karbohidrat
bulunmasi asirt asit olusumuna ve dolayisiyla kiiltiiriin 6lmesine yol agabilir. Bununla birlikte
baz1 bakteriler gelismeleri i¢in ¢cok kompleks besiyerlerine ihtiyag duyarlar. Bu gibi besiyerleri
kullanildiginda ise transferler arasindaki siire azalir.

Siv1 ya da kati kiiltiirde siirekli transferler ile kiiltiir korunmasi sirasinda canlilik ve fizyolojik
ozelliklerin en iyi bir sekilde tutulmasi i¢in inokiilasyondan sonra kiiltiirii bir miktar inkiibe
etmek, logaritmik gelisme fazinin ortasinda inkiibasyona son vermek ve kiiltiirii sogutmak,
yeniden transfer yapilacaginda once kiiltiirii yeniden inkiibasyona birakarak logaritmik gelisme
fazim tamamlamak, sonra aktif kiltiirii transferde kullanmak bazi arastiricilar tarafindan



onerilen bir yontemdir. Ancak burada kiiltiirlin en fazla buzdolab1 sicakligina kadar sogutulmasi
gerekmektedir, daha diisiik sicakliklardaki depolamalarda bu yontem, tersine, olumsuz etki
yapmaktadir.

Depolama sirasinda besiyerinden nem kaybi kiiltiiriin canlilik ve fizyolojik 6zelliklerinin
korunmasinda 6nemli bir sakinca olusturur. Bu nedenle kiiltlirlerin vidali kapakli tiiplerde
korunmasi, normal laboratuvar tiipleri kullaniliyorsa agizlarinin parafilm ile sarilmasi ve/veya
stv1 parafin ile kiiltiiriin 6rtlilmesi basit ancak etkili uygulamalardir.

Kat1 besiyerinde yapilacak transferler ile sivi besiyerine gore bir miktar daha uzun ve stabil
koruma saglanmir. Ozellikle yatik veya dik agar tiipiiniin dibine 6ze ile daldirma yapilarak
koruma daha etkili hale getirilebilir. Ancak 6ze ile daldirilmis kiiltiirlerin aktiflestirilmesi i¢in o
tiipten inokiiliim alinmasi deneyim ve emek isteyen, dolayisiyla kontaminasyona daha agik bir
uygulamadir.

Transfer yontemi en az ekipmana gerek duyan, basit ve ucuz bir yontem olmakla beraber, genel
olarak sistemli bir kiiltiir koleksiyonuna elverisli degildir. Ozellikle koleksiyondaki kiiltiirlerin
farkli siirelerde aktiflestirme zamanmin gelmesi ilave emek gerektirir. Bakterilerin biiyiik
cogunlugu bu yontemle buzdolabi sicakliginda 3-5 ay kadar rahatlikla depolanabilir. Koliform
grup bakteriler ve stafilokoklar i¢in bu siire birkag y1l olarak verilmektedir.

Genel olarak transfer yontemi ile korunan mikroorganizmalar buzdolabi sicakliginda tutulurlar.
Ancak Neisseria gibi bazi bakteriler i¢in depolama sicakligimin 37 °C olmasi buzdolabi
sicakligima gore daha iyi bir koruma saglar.

03.02. Kurutma

Bagta kiifler olmak iizere pek ¢ok mikroorganizma kurutularak korunabilir. Dondurarak
kurutma (=liyofilizasyon) asagida 3.3. baslik altinda verilmistir. Basit kurutma c¢esitli sekillerde
yapilir.

-Kumda kurutma: Spor olusturan bakteriler ve fungi bu yontemle yillarca korunabilir. Bu
amagcla yikanmis ve etiivde sterilize edilmis kum iizerine spor siispansiyonundan ilave edilir,
aseptik kosullarda havada ya da fosforpentaoksit iceren vakum desikatérde kurumaya birakilir.
Yeterli kuruma gozlendiginde tiipiin agzi lastik bir tikagla kapatilir ve buzdolabina alinir.

-Kagit disk iizerinde kurutma: Ozellikle depolama bakimindan ¢ok az yere gereksinme
gostermesi gibi biiyiik bir iistiinliige sahiptir. Enterobacteriaceae familyasi {iyeleri bu yontemle
yillarca korunabilir. Bu yontemde steril filitre kagitlari 10%ml olacak sekilde bakteri
stispansiyonu ile doyurulur. Bu diskler havada ya da vakum desikatérde kurutulur, steril iki
plastik levha arasina yerlestirilir. Aym kiiltlirii igeren c¢ok sayida disk ayni tlip icinde
buzdolabinda korunur. Kiiltiirlerin transferi gerektiginde steril bir pens ile bir disk alinarak sivi
besiyerine aktarilir. Bu yontem kiiltiirlerin bir baska laboratuvara iletilmesinde en kolay
ulastirma imkani saglayan yontemdir. Steril bir naylon ya da kagit zarf i¢ine alinan bu diskler
mektupla dahi bir bagka yere gonderilebilir. Kagit disklerdeki kiiltiirlerin daha uzun siireli
korunmalarin1 saglamak amaciyla disklerin bulundugu tiipler vakum desikatore konulur ve
bunun i¢inde buzdolabina yerlestirilir.



-Jelatinde kurutma: Bu yontemde Once bakteriler uygun bir besiyerinde iiretilirler,
besiyerinden ayrildiktan sonra yogun bir bakteri suspansiyonu elde edilir. Bu siispansiyondan
30 °C 'da tutulan Nutrient Jelatin besiyerine ekim yapilir ve yaklasik 10" adet/ml bakteri elde
edilinceye kadar 30 °C 'da inkiibasyona birakilir. Bu sekilde elde edilen Kkiiltiir Petri
kutularindaki steril mumlu kagit iizerine Pastor pipeti ile damlatilir. Mumlu kagit disk yoksa
Petri kutular1 silikon ile sivanir. Nutrient Jelatin kiiltiirleri daha sonra vakum desikat6re alinir ve
burada kurutulur. Vida kapakl: tiiplere alinan diskler yine vakum desikator i¢inde buzdolabina
yerlestirilir. Nutrient Jelatin besiyeri (Nutrient Broth + %10 w/v jelatin) hazirlanirken %0,25
w/v askorbik asit ilavesi Onerilmektedir. Ancak bu sekilde hazirlanan besiyerinin derhal
kullanilmasi zorunludur.

-Silikajelde kurutma: Tiip icinde indikatorsiiz silikajel sterilize edilir. Bunun {izerine
bakterinin skim milk kiiltiirtinden damla damla ilave edilir. Havada veya nem indikatorlii
silikajel ya da fosforpentaoksit bulunan vakum desikatérde kurutulur ve buzdolabinda saklanir.
Normal silikajel kobalt kloriir nem indikatdrii i¢erir. Bu madde mikroorganizmalar i¢in toksik
etki yapar. Dolayistyla kiiltiiriin emdirildigi silikajelin bu indikat6rii icermemesi gerekir.
Silikajelde kurutmanin bir diger 6nemli sakincasi, kuru silikajel iizerine bakterinin skim milk
kiiltiiriinden ilave edildiginde sicaklik 6nemli derecede artarak bakteriye zarar verir. Bu
sakincanin giderilmesi i¢in kuru silikajel iceren tiipler 6nce buz banyosunda sogutulur, sonra
skim milk kiiltiirii ilave edilir. Silikajel yerine sentetik zeolitler de benzer sekilde kullanilabilir.

03.03. Dondurarak Kurutma (=Liyofilizasyon)

Bugiin gerek kiiltiir koleksiyonlarinda, gerek kiiltiir kullanan endiistrilerde dondurarak
kurutulmus kiiltiirler yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin disinda basta
cesitli asilar, sperma, eritrosit, plazma, serum, organ naklinde kullanilacak ¢esitli dokular,
enzimler, proteinler gibi pek ¢ok biyolojik materyal bu yontemle korunabildigi gibi gida
sanayiinde pek ¢ok liriin bu yontem ile elde edilmektedir. Bunlarin disinda cesitli biyolojik
calismalarda 6zellikle hastalikli dokularin demonstrasyon amaciyla saklanmasi, kiigiik bitki ve
hayvanlarin miizelerde sergilenmesi gibi uygulamalarda da dondurarak kurutma yonteminden
yararlanilmaktadir. Bu genis kullanim alan1 yontemin basarisin1 kanitlamaktadir.

Liyofilizasyon basit olarak materyali 6nce dondurmak, sonra siiblimasyon ile su buharini disari
cekerek materyali kurutmak olarak tamimlanabilir. Uygulanan yontemlere bagli olarak
dondurma islemi Onceden yapilabilecegi gibi dogrudan vakum altinda tutarak materyalin
donmasi da saglanabilir. Donma isleminden zarar géren mikroorganizmalar i¢in bu sistemin bir
modifikasyonu olan "L-drying" yontemi kullanilir.

Dondurarak kurutma isleminde canlilik ve aktiviteyi etkileyen pek cok faktér vardir. Bunlar
kisaca bakterinin cinsi, tiirli ve hatta susu, yasi, liretme ortami, islem oncesi hiicre yogunlugu,
kullanilan koruyucu ortamin (kriyoprotektant) bilesimi, islem sonrasi kiiltiiriin korundugu
atmosfer (vakum, inert gazlar vb.), kiiltiirde kalan nem miktari, depolama kosullar1 (sicaklik,
stire, 1s1k), sulandirmada kullanilan ¢ozeltinin bilesimi ve sicakligidir. Bunlarin disinda
kullanilan sistem, baglangic dondurma sicakligi vb. faktorlerin de canlilik ve aktivite tizerinde
etkili oldugu bilinmektedir.

Liyofilizasyon islemi gerek ilk yatirim maliyeti gerek uygulamada 6zel deneyim gereksinmesi
gibi dezavantajlara karsin bugiin bilinen en etkili 2 koruma yonteminden biridir. Liyofilizasyon



genellikle en azindan orta dlgekli arastirma laboratuvarlarinda kullanilir. Rutin analizler yapan
laboratuvarlar i¢in uygun bir yontem degildir.

03.04. Dondurma

Uygulanan sicakliga gore basit dondurma, derin dondurma, ultra dondurma olarak adlandirilan
dondurma yontemleri basit laboratuvarlardan en gelismis kiiltiir koleksiyonlarina kadar
uygulanabilen bir kiiltiir koruma yontemidir. Sicaklik ne denli diisiik olursa o denli etkili
koruma saglanmakta, buna karsin ilk yatirim maliyeti ile sistemin uygulanma maliyeti ve 6zel
deneyim gereksinimi artmaktadir.

Basit dondurma uygulanmasi dogrudan sivi ya da kati bir ortamda gelistirilmig
mikroorganizmalarin basit bir buzdolabinin buzlugunda (yaklasik -10 °C ile -20 °C arasi)
dondurulmasidir. Bu uygulama bir anlamda transfer yonteminin bir modifikasyonu olup genel
olarak 2 transfer arasinda daha uzun bir siire saglar. Bununla beraber dondurma isleminin
Neisseria gibi bazi bakterilere asir1 zarar verdigi ve bu sekilde korunmamasi gerekliligi gézden
uzak tutulmalidir. Dondurulacak kiiltiirlere %15 (v/v) son konsantrasyon olacak sekilde steril
gliserol ilavesi ile dondurma zararlar1 azaltilabilir.

Derin dondurma Kiiltiiriin derin dondurucularda (-40 °C ile -80 °C arasi1) korunmasidir. Benzer
sekilde derin dondurulacak kiiltiire uygun bir kriyoprotektant ilavesi gerekir. Kiiltiiriin cam
boncuklara emdirilerek korunmasi son yillarda yaygin bir uygulama alani bulmustur.

Ultra dondurma sivi azotun buhar fazinda (-140 °C) veya sivi azotun sivi fazinda (-196 °C)
kiiltiiriin korunmasidir. -196 °C 'da koruma bugiin i¢in bilinen en etkili koruma yontemidir.
Liyofilizasyon yonteminde oldugu gibi basit laboratuvarlar icin degil, ancak 6zel arastirma
laboratuvarlari igin uygun bir yontemdir. Kiiltiirler 6zel siseler i¢cinde ve kriyoprotektant ilavesi
ile kayda deger bir canlilik ve aktivite kaybi olmadan yillarca (cins ve tiire gore degismek tlizere
30-40 y1l kadar) korunabilir.

04. Kiiciik Olcekli Kiiltiir Koleksiyonu Organizasyonu

Yukarida kisaca deginildigi gibi kiiltiir korumaya yonelik pek ¢cok yontem vardir. Kiiciik ve orta
Olgekli arastirma ve kontrol laboratuvarlart i¢in pratik ve uygulanabilir yontemler asagida
detayl1 olarak verilmistir.

04.01. Basit Dondurma

Nutrient Broth gibi basit bir siv1 besiyerinde gelistirilen kiiltiir tizerine son konsantrasyon %15
(v/v) olacak sekilde steril gliserol ilave edilip buzdolabinin buzlugunda dondurulmasi islemidir.
Tercihen sterilize edilebilir vida kapakli cam tiiplerin bu amagcla kullanilmas1 gerekir. Ancak
gerek buzlukta yer isgali gerek vida kapakli tiip maliyeti agisindan bu yontem sadece 10-15 gibi
az sayida bakteri koleksiyonu icin uygulanabilir. Daha yiiksek sayidaki koleksiyonlarda ise
otoklavlanabilir 3 ml plastik (polipropilen) tiiplerin kullanilmast 6zellikle maliyet agisindan
onerilebilir. Ancak otoklavlanabilir plastik ya da kaucuk kapak maliyeti ¢ok yiiksektir. Bunun
yerine polietilen materyalden yapilmis kapaklar ¢ok ucuza satin alinabilir. Bu kapaklarin
otoklavlanmas1 miimkiin degildir ancak %70 (v/v) etil alkolde 30 dakika veya %10 (v/v) H,O,



cozeltisinde 10 dakika veya benzeri bir Okimyasal uygulamasi ile sterilize edilip sonra steril su
ile calkalanir ve yine steril kosullarda kurutulur. Yer ve maliyet agisindan eppendorf tiiplerinin
kullanilmasi 1iyi bir alternatif olarak goriilse de kapaklarin kapatilmasi ve acilmasi sirasinda
kontaminasyon biiyiik risktir. Bu giin i¢in en makul ¢6ziim piyasadan kolaylikla ve oldukca
ucuza saglanabilen 2 ml 'lik vida kapakli, steril cryo tip tiiplerdir. Asagida bu konuya
deyinilmistir.

Bu yontemde 2,0 ml olarak tiiplere dagitilan ve normal pamuk ile kapatilarak 121 °C 'da 15
dakika sterilize edilen besiyerlerine aktif bakteri kiiltiiriinden ilave edildikten sonra logaritmik
gelisme fazinin sonu veya durma fazmin basina kadar inkiibasyon yapilir. Dondurulacak
kiiltiirlere asla yarim birakilmis inkiibasyon uygulanmaz. Inkiibasyon sonunda tiiplere 0,5 ml
steril gliserol ilave edilir ve tiip karistiricida karistirilir. Tiiplin pamugu ¢ikarilarak yerine
kimyasal ile sterilize edilmis kapak aseptik kosullara uyularak takilir ve spor tiipe yerlestirilerek
buzluga konulur. Gliserol inokiilasyon oOncesi dogrudan besiyerine ilave edilip beraberce
sterilize edilebilir. Ancak eger koleksiyona alinan bakteri gliserolii kullanabiliyor ise bu kez
gliserol beklenilen etkinligi gdsteremez. Bu nedenle gliseroliin kiiltilir iizerine ilavesi daha
dogrudur.

Siv1 besiyerinde gelistirip dogrudan dondurma yerine yatik agar besiyerinde gelistirilip %20
gliserol ¢ozeltisi ile kiiltiirlin yikanmas1 ve bu konsantre kiiltiiriin dondurulmasi ile daha etkili
sonuglar alinir ancak islem asamasi arttik¢a kontaminasyon riski de artar. Bu yontemde standart
16 X 160 mm tiiplerdeki yine Nutrient Agar gibi basit bir besiyerinde gelistirilen kiiltiirler 1 ml
steril gliserol (%20 v/v) ¢ozeltisi ile yikanir, bu konsantrat yukarida agiklandigi sekilde
hazirlanan plastik (polipropilen) tiipe konulur ve steril kapak kapatilarak dondurulur.

Yatik agar besiyerinde gelisen kiiltiir yikanmadan da dondurulabilir. Yine plastik (polipropilen)
tiiplere bu kez 1,5 ml eritilmis agarli besiyeri dagitilip sterilize edilir ve otoklav ¢ikisinda yatik
agar elde edilecek sekilde tiipler bir cubuga yatirilarak besiyerinin katilagmasi beklenir. Yiizeye
stirme ve inkiibasyondan sonra dik durumdaki tiiplerin iizerini ortecek kadar steril %20 (v/v)
gliserol ¢ozeltisi ilave edilir ve tiipler bu sekilde (dik konumda) buzluga yerlestirilir. Bu
yontemde dar ¢apli tiiplerde yatik agar hazirlanmasi ve buraya inokiilasyon deneyim gerektiren
bir uygulamadir.

Dondurma islemi i¢in vida kapakli donmaya direncli (cryo) tip steril 2 ml 'lik plastik tiipler ve
bunlara uygun kapakl kutular (rack) piyasadan saglanabilmektedir. Bu tiiplerde uygun bir sivi
besiyerinde gelistirilen kiiltiirlere %20 v/v son konsantrasyon olacak sekilde steril gliserol
ilavesi ve bu sekilde dondurma oldukga pratik bir uygulamadir. Burada tek dezavantaj kiiltiirleri
metabolitleri ile birlikte korumak ve dolayisi ile canlilikta en yiiksek verimi alamamaktir.
Yukarida da ilgili boliimlerde belirtildigi gibi en etkili canlilik mikroorganizmay1 gelisme
ortamindan (kat1 besiyerinde yikayip santrifiijlemek, sivi besiyerinde dogrudan santrifiijlemek)
ayirmak, serum fizyolojik gibi uygun bir steril ¢ozelti ile yikamak, sonra tekrar santrifiijleyip
peleti gliserol gibi uygun bir kriyoprotektant ile ¢ozmek ve bu sekilde dondurmaktir. Bununla
beraber bu uygulama ancak gelismis kiiltiir koleksiyonlarida séz konusudur. Isletme bazinda
kiigiik olgekli koleksiyon i¢in bu tip uygulamalar gereksizdir. Bu durumda yapilmasi gereken
uygulama yukarida belirtildigi gibi belirli bir metabolit birikmesine razi olmaktir. Bununla
birlikte;

-Eger koleksiyona alinacak bakteri siitte gelisebiliyor ise %10 skim milk + % 10 CaCOs
besiyerinde bakterinin gelistirilmesi ile en azindan asitlik notralize edilmis olur. Burada dikkate
alinmas1 gereken 2 husus ; (a) besiyeri sterilizasyonun 110 °C 'da 15 dakika yapilmasi, (b)



yagsiz siittozu olarak asla siit fabrikasi iiriinlerini degil, antibiyotik icermedigi sertifiye edilmig
ticari yagsiz siit tozu kullanmaktir.

-Bakteri logaritmik gelisme fazinin sonu ile durma fazi baslangici arasinda iken
dondurulmalidir. Bu sekilde metabolit birikmesi en aza indirilmis olur. Bununla birlikte
logaritmik gelisme fazini tamamlamamis bakterilerin donma zararlarina daha duyarli olduklar
unutulmamalidir. Standart bir gida isletmesini ilgilendiren ve dolayisi ile koleksiyonda
bulunmasi gereken tiim bakteriler (tiim koliformlar, Salmonella ve diger Enterobacteriaceae
familyasi tiyeleri, Staphylococcus aureus, Listeria spp., Clostridium perfringens vb.) yukarida
belirtilen siit ortaminda 1 gece (12 - 16 saat) inkiibasyon ile logaritmik gelisme fazini
tamamlayip durma fazinin basi ile ortasi arasinda bir asamada olur.

04.02. Derin Dondurma

Yukarida 4.1. baglik altinda anlatilan sekilde hazirlanan kiiltiirler buzdolabinin buzlugu yerine
derin dondurucuda depolanabilir. Kuskusuz bu sekilde daha etkili bir koruma saglanir. Bu
yontemde dikkat edilmesi gereken bir husus plastik (polipropilen) tiiplerin derin dondurucuda
kirllganliginin artmasidir. Bu tiipler derin dondurucuda kendiliginden kirilmaz ancak basit bir
carpma ile dahi kirilabilir. Bu durum 6zellikle, patojenler ile ¢alisildiginda énemli olur. Yine
yukarida 4.1. baslik altina verilen vida kapakli steril cryo tiipler igin her hangi bir donma zarari
yoktur. Bu sekilde hazirlanan kiiltiirler derin dondurucuda kayda deger olglide yiiksek bir
canlilik ile korunabilir.

04.03. Cam Boncuk ile Dondurma

Yontemin esast uygun bir koruyucu ile konsantre edilmis bakteri kiiltiiriinii 1-2 mm capinda
steril cam boncuklarla karistirilmasi ve bir anlamda cam boncuklarin bakteri ile kaplanmasi ve
bu sekilde kiiltiiriin dondurulmasidir. Dondurma sicakligi olarak -70 °C 6nerilmekle beraber
daha az canlilik ve aktivite elde edilecegi kabul edilerek basit buzdolaplarinin buzlugu da bu
amagla kullanilabilir. Yontemin en biiyiik avantaji bir tiip icinde 10-15 cam boncugun
dondurulmas1 ve gerektiginde sadece bir boncugun tiipten cikartilarak uygun bir s1vi ya da kati
besiyerine aktartlmasidir. Dolayis1 ile stok kiiltiirden sik sik Ornek alinmasi gereken
uygulamalarda bu yontem tatmin edici sekilde kullanilir.

Cam boncuklar deterjanla yikanip musluk suyu ile iyice ¢alkalandiktan sonra seyreltik HCI ile
calkalanir ve daha sonra calkalama suyu pH'st musluk suyu pH'si ile ayni oluncaya kadar
musluk suyu ile ¢alkalanir, en son olarak deiyonize sudan gegirilip 45 °C 'da kurutulur. Bu
boncuklar 3 mm ¢apli 3 ml plastik (polipropilen) tiiplere 20-30 adet konulur ve yine pamukla
kapatilan tiipler otoklavda sterilize edilir.

Kiiltiir uygun bir kat1 besiyerinde (Petri veya tiipte yatik agar) gelistirilir. 1 ml kriyoprotektant
cozeltisi ile siispande edilir ve bu 1 ml bakteri konsantrat: tiipe ilave edilip tiip icindeki cam
boncuklar arasinda kalabilecek hava kabarciklarimin tiimiiyle c¢ikmasi ve boncuklarin
sispansiyon ile iyice temas etmesi amaciyla hafifce karigtirillir. Bu amagla tiip karistiric
kullanilmaz, elle hafifce kanstirilir. Daha sonra tiipte kalan sivinin fazlasi plastik bir steril
Pastor pipeti ile alinir ve tiip steril kapak ile kapatilip dondurulur. Tiip i¢inde boncuklar arasinda
stvi kalmasi dondurma sonrasinda boncuklarin birbirine yapigsmasina yol acar ve amaca uygun
olarak tek boncugun alinmasin1 6nler.



Alternatif olarak boncuklar 1slatacak kadar az miktarda kriyoprotektant ¢ozeltisi ilave edilir ve
kat1 besiyerinde gelismis koloniler 6ze ile alinarak tiipe aktarilir ve boncuklarin bakterilerle
bulasmasi saglamir. Bu yontem 6zellikle zayif gelisen kiiltiirler i¢in &nerilir. Oze ile koloni
alinirken 6zeye besiyeri pargalarinin gelmesi 6nlenmelidir.

Kriyoprotektant olarak aerobik bakteriler icin %15 gliserol ilave edilmis Nutrient Broth
kullanilabilir. Halofil ve alkalofiller i¢in %15 gliserol ilave edilmis uygun gelistirme sivi
besiyeri yeterlidir. Anaeroblar i¢in ise %15 gliserollii agarsiz BGP besiyeri onerilir.

Cam boncuk ile dondurma amaciyla ticari olarak hazirlanmis ve iginde kriyoprotektant ve cam
boncuk igeren steril tiipler de kullanilabilir.

04.04. Kagit Disk ile Kurutma

Laboratuvarda kullanilan basit filitre kagitlar1 kirtasiye tip delgi makinasi ile delinerek konfet
haline getirilir ve otoklavda sterilize edilir.

Siv1 besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltliriine steril bir pens ile daldirilan kagit diskler steril
kosullar altinda desikatérde kurutulur ve agizlar1 sikica kapatilabilen steril tiiplere yerlestirilir.
Bu yontemin en biiyiik avantajlar 1 tiip i¢cine 10-15 disk konularak cam boncuk ile dondurmada
oldugu gibi tek bir disk alinarak bundan aktiflestirme yapilabilmesi, disklerin oda sicakliginda
dahi depolanabilmesi, ¢ok ucuza mal edilebilmesi, yukarida da belirtildigi gibi mektupla dahi
baska yerlere gonderilebilmesidir.

04.05. L - Kurutma

Liyofilizasyon yonteminin bir modifikasyon olup kagit disklerin daha etkili bir sekilde
kurutulmas i¢in kullanilabilir. Yukarida 3.2. baglik altinda verildigi sekilde hazirlanan kagit
diskler tiiplere yerlestirilir, tliplerin agizlar1 delikli lastik tipalar ile kapatilir. Tipalarin
deliklerine cam boru gegirilir, bu cam borular lastik hortumlar ile vakum pompasina baglanir.
Vakum pompasi ile tiipler arasinda fosfor pentaoksit (P,Os) bulunan bir erlen nem tutucu olarak
kullanilir. Vakum pompasi c¢alistirilirken bir vana c¢ok az agilarak diskler {izerinde hava
kabarciklarinin ¢ikigt gozlenir. Kagit disklerin bulundugu tiipler 30 °C 'da tutulan bir su
banyosuna yerlestirilebilir. Bu yontem ile liyofilizasyondan daha ge¢ ancak kendi halinde
kurutmadan ¢ok daha ¢abuk bir kurutma saglanir.

04.06. Anaeroblarin Korunmasi

Klinik izolatlardan elde edilen zorunlu (strict) anaeroblar icin Ozel besiyerleri ve Ozel
inokiilasyon teknikleri kullanilmakta, koruma liyofilizasyon ile yapilmaktadir. Gida
mikrobiyolojisini ilgilendiren anaeroblar ve 6zellikle aerotolerantlarin korunmasi daha kolaydir.

Anaeroblarin kiiltiir koleksiyonu i¢in en basit yontem "Cooked meat" besiyerinde transferdir.
Bu ortamda geligen kiiltlirler yukarida agiklandig1 sekilde gliserol ilavesi ile dondurularak da
korunabilirler. Cam boncuklar ile dondurmada kriyoprotektant olarak %15 gliserolli BGP
besiyeri kullanilmasi onerilir. BGB besiyeri ; Tripton 10,0 g; NaCl 5,0 g ; Beef extract (Lab-
Lemco Powder) 3,0 g; Yeast extract 5,0 g; Cystein Hydrochloride 0,4 g ; Glucose 1,0 g ;



Na,HPO, 4,0 g ; Glycerol 150 ml; su 1000 ml seklindedir. Sterilizasyon 121 °C 'da 15 dakika
olarak yapilir.

Kiiflerin korunmast i¢in pek ¢ok yontem bulunmaktadir. Bazi kiiflerin korunmasi icin 6zel
ortamlara gerek duyulur. Ornegin bitki patojeni kiifler en iyi olarak patojenite gosterdigi bitkiler
tizerinde korunur.

Gida mikrobiyolojisi agisindan onemli olan kiifler basit ancak etkin bir yontem olarak sivi
parafin (6zgiil agirhigr 0,830-0,890 olan tibbi saflikta sivi parafin) altinda korunur. Bu amagla
yatik agar kiiltiirii tizerine yatik agarin iist ucundan 1 cm daha yukar gelecek sekilde otoklavda
(121 °C 'da 15 dakika) sterilize edilmis siv1 parafin ilave edilir ve oda sicakliginda korunur. Bu
sekilde cins ve tiirlere gore degismek lizere 6 ay ile 25 y1l arasinda koruma saglanabilir.

Yatik agarda gelistirilmis kiiltiirlerin dogrudan -20 °C 'da depolanmasi ile pek ¢ok tiir 4-5 yil
canli olarak korunabilir.

04.08. Mayalarin Korunmasi

Kiiflerde oldugu gibi sivi parafin altinda yatik agar kiiltiirleri genel olarak 2-3 yil kadar
korunabilir.

05. Koleksiyon Bilgileri

Koleksiyon amaciyla depolamaya alinan kiiltiirler ile ilgili tiim bilgilerin tiip ilizerine yazilmasi
s6z konusu olamaz. Ozellikle kiigiik tiipler iizerine gereken asgari bilgilerin dahi yazilmasi
sorun ¢ikarabilir.

Tiiplerin tlizerine yazimda bir diger 6nemli sorun &zellikle dondurulacak tiiplere cam yazar
kalemle bilgi yazilmasi ve zamanla bu yazilarin okunamayacak kadar silik hale gelmesidir.

Prensip olarak plastik veya cam tiiplerin iizerine cam yazar kalem ile yazilmaz. Bunun yerine
kendiliginden yapigsan etiketlere tercihen daktilo ile bu olanak yoksa kalem ile kiiltiire ait
bilgiler yazilmali, etiket tlipe yapistirildiktan sonra flizeri kirtasiye tipi selofan bant ile
sartlmalidir. Bu sarim iglemi etiketin hava ve dolayisiyla su buhari ile temasini keserek zamanla
yazilarin silinmesini Onler. Yazimda kalem kullaniliyor ise susuz miirekkep ile doldurulmus
miirekkepli kalem veya ince uglu bir cam yazar kalem kullanilmalidir.

Tiip sporu ile depolama yapilacak ise sporun hangi deliginde hangi bakterinin oldugunun
yazilmasi basit ancak etkili bir uygulamadir.

Etiket iizerine gereken en az bilgiler yazilmali, ancak ayrintili bilgiler bir dosyada bulunmalidir.
Koleksiyona alinacak kiiltiiriin cins ve tiirii ile izolat numarasi, koleksiyona alinan tarih etiket
iizerinde mutlaka yazilmasi gereken bilgilerdir. Koleksiyon ile ilgili dosyada ise izolatin
kaynagi, temel, kiiltiirel ve genetik 6zellikleri, gelistirme ortami, varsa kriyoprotektant ¢ozeltisi,
koleksiyon dncesi ml' deki say1 ve gereken diger bilgiler yazilmalidir.
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Kiiltiirler farkli renkteki spor tiiplere konularak ve/veya farkli renkli tipalar ile kapatilarak
ve/veya etiketleri farkli renklerle yazilarak gruplandirilabilir. Farkli renk kullanilacak ise
prensip olarak insan patojenleri i¢in kirmizi renk Onerilir.

06. Aktiflestirme

Bir kiiltiir koleksiyonunda depolama siiresi sonunda kiiltliriin aktiflestirilmesi en Onemli
asamalardan birisidir. Aktiflestirme, koruma yontemine gore farkl sekillerde yapilir.

Buzdolabinda basit transfer ile yapilan korumalarda aktiflestirme zamani geldiginde bir 6ze
kiiltiir uygun bir besiyerine alinir ve inkiibe edilir. Eger kiiltiir yarim birakilmis inkiibasyon ile
korunuyor ise 6nce inkiibasyon tamamlanir, sonra aktiflestirme yapilir. Aslinda bu yontemde
inkiibasyonun tamamlanmasi bir anlamda aktiflestirmedir. Basit transfer ile yapilan
korumalarda mikroorganizma gelismesi saglanamiyor ise yapilacak son kurtarma uygulamasi
tiiplin lizerine triptik soy broth gibi bir besiyerinden 3-4 ml kadar ilave edip, tiip karistiricida
karistirilmasi ve bu sekilde inkiibasyona birakilmasidir.

Dondurulmus kiiltiirlerden aktiflestirme yapilmasi i¢in dnce kiiltiiriin eritilmesi gerekir. Eritme
isleminin su banyosunda ¢abuk olarak yapilmasi ile daha yiiksek canlilik ve aktivite elde edilir.
Cam boncuklar ile dondurulmus kiiltiirler ise tersine olarak eritilmeden ve ivedilikle agilmali,
steril bir pens ile 1 boncuk alindiktan sonra tiip yine ivedilikle dondurucuya konulmalidir. Cam
boncuk si1vi bir besiyerine aktarilabilecegi gibi Petri kutusundaki kat1 besiyerinde de yavasga
gezdirilerek bakterilerin besiyerine transferi saglanir.

Kagit disk ile kurutulmus kiiltiirlerin aktivasyonu i¢in steril bir pens ile alman 1 diskin uygun
bir s1v1 besiyerine aktarilmasi yeterlidir.

Sivi parafin altinda korunan kiiltiirler aktiflestirilecekleri zaman siv1 parafinin bosaltilmasina
gerek yoktur, ayrica bu uygulama 6zellikle patojenler ile calisildiginda tehlikeli olur. Bir 6ze ile
parafinin altindan 6rnek alinmast ile aktiflestirme yapilir.

Liyofilize kiiltiirlerin aktiflestirilmesinde camin kirilmasi asamasinda vakum ile iceri hava
girmesi kontaminasyon acisindan potansiyel tehlikedir. Cam tiiplin cam testeresi ile
cizilmesinden sonra %70 (v/v) alkol ile silinir, hafifce alevden gegirilip alkol uzaklastirildiktan
sonra kizgin bir cam baget ¢izige yaklastirilarak camin ¢atlamasi saglanir. Eger tiip pamuk ile
liyofilize edildi ise ¢izme isleminin pamugu iizerinden yapilmasi havadan gelebilecek
kontaminasyonu Onlemeye yeterlidir. Pamuk yoksa kirma isleminin steril kabin iginde
yapilmasi, kabin yoksa bunzen beki alevine yakin olarak yapilmasi gerekir. Tiip kirildiktan
sonra tlip i¢ine uygun bir besiyeri aktarilir ve bu sekilde inkiibasyona birakilir.
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