1.2 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Besiyerleri ticari dehidre formilasyonlardan hazirlandiginda (reticinin talimatlari tam olarak takip edilmelidir.
Miktar/hacim, hazirlama tarihi, pH, sterilizasyon sartlari ve operatér gibi tim ilgili veriler kayit altina alinmalidir.

1.2.1 Saf Su

Besiyeri hazirlamak icin kullanilan saf su mikroorganizmalarin gelismesini etkilemesi veya inhibe etmesi
muhtemel maddeler (Or., agir metaller) icermeyen distile (damitik) su veya esdegeri olmalidir. Saf su
distilasyon (damitma), deiyonizasyon (demineralizasyon) ve ters ozmos gibi yontemler ile elde edilebilir.
Deiyonizasyon yontemi ile elde edilmis saf suya deiyonize (demineralize) su adi verilir. Saflik dizeyini arttirmak
amaci ile iki kere distile edilen saf suya ise bidistile su adi verilmektedir. Distile su klorlanmis sudan hazirlandi
ise distilasyondan once klor nétralize edilmelidir. Notralizasyon icin esdeger miktarda Sodyum tiyosilfat veya
Sodyum siilfit kullanilabilir.

Besiyeri hazirlamak igin kullanilacak saf suyun elektriksel iletkenligi 25°C’ da 25 uS/cm (Elektrik direnci olarak
2 0,4 MQ) ’ den yiksek olmamalidir. Saf su kullanilmadan 6nce muhafaza edilecek ise veya iyon degistirme
yontemi ile Uretildi ise mikrobiyolojik kontaminasyon kontrolii yapilmalidir. Besiyeri hazirlamak igin kullanilan
saf suyun toplam koloni sayisi (ISO 6222’ ye gbre 22°C’ da 72 saat inkiibasyon sonunda) 1000 kob/ml’ yi
asmamalidir. ideal olarak toplam koloni sayisi 100 kob/mL’ nin altinda olmaldir. EA tarafindan yayinlanan
rehber dokiimana (EA 04/10) gore mikrobiyoloji laboratuvarlarinda saf suyun iletkenliginin haftalik olarak
mikrobiyolojik kalitesinin ise aylik olarak kontrol edilmesi tavsiye edilmistir. Yine ayni rehber dokiimana gére
distilasyon sistemleri li¢ ayda bir temizlemelidir.

Saf su tercihen dogal cam gibi inert materyalden imal edilmis agzi kapali kaplarda ve alg gelisimi engellemek igin
dogrudan giines 1sigina maruz birakilmadan muhafaza edilmelidir. Muhafaza edilen saf suyun havadaki CO,’ i
absorbe etmesi nedeni ile pH’ sinin diisebilecegi unutulmamalidir. Bu nedenle muhafaza edilen saf suyun pH’ si
kontrol edilmelidir. Besiyeri hazirlamak icin kullanilacak saf suyun pH’ s1 5,0-7,5 arasinda olmalidir.

1.2.2 Tartim, Sulandirma ve Coziindiirme

Gerekli miktarda dehidre besiyeri 0,1 g dogrulukta tartiimalidir. Bazi formilasyonlar deri ve gozi tahris edici
bilesenler icerebildiklerinden dolayi tartim esnasinda maske ve gozlik kullaniimalidir.

Dehidre besiyerinin ¢dzlindirilmesi icin Borosilikat camdan imal edilmis cam kaplar kullanilmalidir. Sodali cam
kaplarin igindeki sollisyonun pH’ sini yikseltebilecegi unutulmamalidir. Su ve dehidre besiyerinin ¢ok hizli
karistirilmasi topaklanmaya neden olabilir. Bunu 6nlemek icin dnce gerekli hacmin 1/3’ G kadar su strekli
calkalayarak kaba ilave edilebilir. Kullanilan su dehidre besiyerine ilave edilmeden &nce kesinlikle
isitilmamalidir.

Agar iceren besiyerlerinin ¢oziindlirilmesi icin su banyosunda isitilmalari gerekmektedir. Besiyerleri
¢Ozindirme amaci ile hizli isitilmah ve hizli sogutulmahdir. Besiyerleri isitilirken araliklarla ¢alkalanmalidir ve
kaynamaya basladiklarinda su banyosundan cikartilmalidirlar. Dusik oranda agar iceren besiyerleri
isitildiklarinda kopurebilirler ve tasabilirler. Bunu dnlemek igin isitilirken sik ¢alkalanmalidirlar. Besiyerlerinin
sterilizasyon igin cam tiplere veya kaplara taksim edilmeden 6nce berrak ve iyi karismis bir soliisyon haline
geldiklerine emin olunmalidir. Su banyosuna alternatif olarak isiticili manyetik karistirici kullanilabilir.

Otoklav esnasinda besiyerlerinin pH’ sinda genellikle bir miktar (0,1-0,2 birim) azalma olmaktadir. Aksi
belirtiimedigi slirece besiyerlerinin sterilizasyon sonrasinda 6lgiilen pH degerinin istenen pH degerinden en
fazla +0,2 birim farkli olmasi beklenir. pH otoklav 6ncesi veya otoklav sonrasi Olcilebilir. pH 6lgimi besiyeri
25°C’ ye sogutulduktan sonra gergeklestiriimelidir. Cok yiksek olmamak kosulu ile pH 6l¢limi daha yiiksek
sicakliklarda (Or., 45°C) vyapildi ise sonuglara sicaklik diizeltmesi yapilmalidir. Sivi besiyerlerinin pH’ sinin
Olgtlmesi icin bir miktar besiyeri bir erlenmayere alinmalidir ve manyetik karistiricida bir stre karistirildiktan
sonra pH olc¢lilmelidir. Agarh besiyerlerinin pH’ sinin 6lgilmesi icin bir miktar besiyeri uygun sicakliga kadar
sogutulur. Katilasmis besiyeri kiiglik pargalar halinde bir test tlipiine, tliptn yarisini dolduracak sekilde aktarilir
ve lizerine 3 mL distile su ilave edilir ve 5 d bekletildikten sonra besiyerinin pH’ si dlcllir.

Ticari dehidre formilasyonlardan besiyerlerinin hazirlanmasinda uygun nitelikte saf su kullanildig
takdirde pH ayarlamasina gerek kalmayacaktir. Otoklav éncesi pH ayarlamasi gerektiginde 1 N HCl veya 1 N
NaOH soltsyonlari kullaniimalidir. Bazi kaynaklara gére pH farkinin 0,5 birimin altinda olmasi durumunda
otoklav sonrasi pH ayarlamasi yapilabilir. Sayet otoklav sonrasi 6lglilen ve beklenen pH degerleri arasindaki fark
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0,5 birimden fazla ise besiyeri kullanilmamalidir. Otoklav sonrasi pH ayarlamasi igin filtrasyon ile steril edilmis
0,1 N NaOH veya 0,1 N HCI soltisyonlari ve steril pipetler kullaniimalidir. pH 6l¢limi yapilan kaptaki besiyerinin
hacmi ve pH’ sinin ayarlanmasi icin gerekli olan asit veya alkali soliisyonu miktari ile tiim besiyeri hacmi icin
gerekli asit veya alkali solisyonu miktari belirlenebilir.

Sterilizasyondan Once son asama besiyerlerinin tiip veya daha ki¢lik hacimde kaplara taksim edilmeleridir.
Sterilizasyon igin kullanilacak kabin hacmi besiyeri hacminin 1,2 ile 3 kati arasinda olmalidir. Otoklav ile
sterilizasyon esnasinda su kaybina bagli olarak besiyeri hacminde bir miktar azalma olacaktir. Hacimdeki bu
azalma ozellikle kantitatif analizlerde baslangig siispansiyonunun (90 mL veya 225 mL) veya ileri diliisyonlarin (9
mL) hazirlanmasi igin kullanilacak dilGentler icin 6nemlidir. DilGentlerin otoklav sonrasi hacim kaybi kontrol
edilmelidir. Dilient hacimlerinde otoklav sonrasi azalma %5’ in altinda olmalidir. Diluentlerin otoklav ile
sterilizasyondan kaynaklanacak kayip kadar fazla hacimde (Or., 9 mL yerine 9,2 mL) taksim edilmeleri
Onerilebilir.

Besiyerleri taksim edilmelerinin ardindan 2 saat icinde steril edilmelidirler. Otoklav ile sterilizasyon 6ncesinde
vida kapakh tiip ve siselerin kapaklari gevsetilmelidir ve kontaminasyonu énlemek icin otoklav sonrasi tekrar
sikistirilmalidirlar.

1.2.3 Sterilizasyon

Besiyerlerinin ve ayiraglarin sterilizasyonu basingli  buhar sterilizasyonu (Otoklav) ve filtrasyon ile
gerceklestirilebilir.

Gram negatif bakterilerin sayimi veya izolasyonu igin kullanilan bazi besiyerleri yalnizca kaynatilarak
kullanilmaktadir. Kaynatma ile tim Gram negatif bakteriler ve spor olusturmayan Gram pozitif bakteriler yok
edilir. Istya dayanikli spor olusturan Gram pozitif bakterilerin gelismesi ise besiyerinin segiciligi ile engellenir.

1.2.3.1 Otoklav ile Sterilizasyon

Otoklavlar yiksek basing ile su buharinin daha yiiksek sicakhga ulasabilmesini saglayan cihazlardir. Suyu
kaynatmak icin gerekli i1si ayni hacimdeki suyu buhar haline getirmek icin gerekli i1sidan 7 kat azdir. Otoklavin
etkinligi su buharinin bu yuksek isi kapasitesi ile agiklanabilir. Otoklav kelimesi Auto ve Clavis (Latince; anahtar)
kelimelerinden gelmektedir. Basing arttigi zaman cihazin kapaginin otomatik olarak kilitlenmesinden dolayi bu
isim verilmistir.

ideal olarak otoklavin sterilizasyon sicakhgini #3°C icinde koruyabilmesi gerekmektedir. Otoklav ile
sterilizasyonda yaygin olarak kullanilan sicaklik ve zaman kombinasyonu 121°C (15 psi) ve 15 dakikadir. Blytk
hacimdeki besiyerlerinin 1sinma ve soguma sireleri kiglik hacimdeki besiyerlerine nazaran daha kisadir. Bir
litrelik hacimdeki besiyerleri i¢cin uygun sterilizasyon donglsii 100 mL hacimdeki besiyerleri igin uygun
olmayabilir. Uygulanan sterilizasyon prosesi yiksek hacimdeki besiyerleri icin yetersiz kalabilir veya disuk
hacimdeki besiyerleri asiri 1sinabilir. Bir litrenin tzerindeki hacimler farkli sterilizasyon déngisi gerektirebilir.
Bu nedenle oldukga farkl hacimdeki besiyerlerinin (tlip ve siselerin) birlikte sterilizasyonundan miimkin oldugu
surece kaginilmalidir. Besiyerleri otoklav ile ikinci kez steril edilmemelidirler.

Agarin st iletimi oldukga zayiftir ve agar icermeyen besiyerlerinin agarli besiyerlerine nazaran i1si penetrasyonu
disuktir. Rutin uygulamalarda sivi ve agarli besiyerlerinin otoklav ile birlikte sterilizasyonu igin uygun
maksimum hacimler sivi besiyerleri icin 1 L, agarh besiyerli icin 200 mL’ dir.

Tablo 1.1 Cam sise icindeki sivi besiyerinin isi penetrasyon sirelerinin karsilastiriimasi

Hacim 121°C’ a ulagma siiresi (d)
500 mL 18

1L 22

2L 27

5L 37

Besiyerlerinin sterilizasyonunda toplam isi girisi kavrami dnemlidir. 50°C’ in Gizerinde ve 6zellikle 100°C ve 121°C
arasinda gegen Isinma ve soguma sirelerinin uzun olmasi toplam isi girisini kayda deger oranda arttirmaktadir.
Toplam 1si girisindeki artis besiyeri performansini azaltabilir. Ornegin, fazla 1si yiiksek karbonhidrat iceren
besiyerlerinde karbonhidratlar ve amino asitler arasinda Maillard reaksiyonu olusmasina neden olabilir.



Maillard rekasiyonu sonucu bazi temel aminoasitler mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilemez hale
gelebilirler. Bu nedenle otoklav islemi sonrasi basing sifir oldugu zaman besiyerleri bekletiimeden otoklavdan
cikartilmalh ve sogutulmalidir.

Otoklav ile gergeklestirilen sterilizasyonun etkinligi Otoklav Bantlari, Kimyasal indikatérler (Browne’s tiipleri)
ve Biyolojik indikatérler (Spor indikatérleri) ile kontrol edilebilir. Otoklav bantlari arzu edilen sicakliga
ulagildiginin  kontroliine yoneliktir. Ancak istenilen sicakligin ne kadar siire korunduguna dair fikir
vermediklerinden dolayi tek basina sterilizasyon kontrolU icin yeterli degillerdir.

Browne’s tupleri i1stya duyarli solisyon iceren cam tlplerdir. TUplerdeki sollisyonun rengi yiiksek sicaklikta
belirli stre tutulduklarinda kirmizidan yesile dondslr. Sicakhgin yani sira zaman faktoriine bagh sonug
verdiklerinden dolayi otoklav bantlarindan daha givenilirdirler. Bununla birlikte Browne’ s tiiplerinin otoklav
kazani iginde yalnizca yerlestirildikleri yer igin sterilizasyon sartlarini gésterdigi unutulmamalidir. Otoklavin
hacmi goz 6niinde bulundurularak birden gok tup kullanilmasi daha guvenilir bir yéntemdir.

Geobacillus stearothermophilus sporlari isiya olduk¢a dayanikh olduklarindan sterilizasyon prosesinin
etkinliginin kontrolli amaci ile kullanilabilirler. Dogrudan G. stearothermophilus sporlarini iceren besiyeri
ampulleri veya spor stripleri seklinde ticari biyolojik indikatdrler mevcuttur. Strip formu kullanildiginda strip
sterilizasyon sonrasi aseptik bir sekilde strip ile birlikte saglanan besiyerinin icine alinmalidir. Biyolojik
indikatorlerdeki spor sayisi (106) G. stearothermophilus’ un 121°C icin D degerine (D degeri; Belirli bir sicaklkta
mikroorganizma sayisinin 10 kat azalmasi icin gerekli slire) gére belirlenmektedir.

Biyolojik indikatorler otoklav sonrasi G. stearothermophilus’ un optimum gelisme sicakligl olan 60°C’ da 24-48
saat inkibe edilirler. Sterilizasyon sonrasinda canli kalan sporlar oldugu takdirde inkiibasyon esnasinda vejetatif
duruma gelecekler ve besiyerinin bilesiminde bulunan karbonhidrati kullanacaklardir. Bu durumda yine besiyeri
bilesiminde bulunan pH indikator(i nedeni ile besiyerinin rengi degisecektir. Bu sonug yetersiz sterilizasyonu
gosterir.

Browne’ s tiplerinde oldugu gibi biyolojik indikatorlerin otoklav kazani icinde yalnizca yerlestirildikleri yer igin
sterilizasyon sartlarini gosterdigi unutulmamalidir. Otoklavin hacmi géz 6niinde bulundurularak birden c¢ok
biyolojik indikator kullaniimasi daha gilivenilir bir yontemdir.

Yukarida anlatilan tiim kontrol yontemlerinin ortak dezavantaji istenilen sicakhgin asildigi durumlari isaret
edememeleridir. Besiyerlerinin istenilen sicakhgin Ulzerinde steril edilmesi besiyerlerinin 6zelliklerini
kaybetmesine neden olabilir. Fazla isinmanin kontrol edilmesinin tek yolu ise dogrudan besiyeri sicakliginin
isilgift (thermocouple) ile izlenmesidir. Isilcift kullaniminin  mimkin olmadigi durumlarda sterilizasyon
sicakhgina dayanikl materyalden imal edilmis maksimum termometreler kullanilabilir. Glinliimizde bircok
otoklav modelinde butiinlesik isilgift ve sicaklik kayit sistemleri mevcuttur. Gavenilir él¢limler i¢in kullanilan
isiliftlerin izlenebilir kalibrasyonlarinin gerceklestirilmesi gereklidir.

1.2.3.2 Filtrasyon ile Sterilizasyon

Filtrasyon ile sterilizasyon yontemi isiya duyarli soliisyonlarin sterilizasyonu igin kullaniimaktadir. Filtrasyon ile
sterilizasyon vakum altinda veya basing ile 0,22 um por capindaki ticari steril membran filtreler ile
gerceklestirilebilir. Filtrasyon ekipmanlari birlestirilmis olarak otoklav ile sterilize edilebilir veya ayri steril
edilerek laminar flow kabin icinde birlestirilebilir.

1.2.4 Agarli Besiyerlerinin Yeniden Eritilmesi

Agarl besiyerlerinin yeniden eritilmesi icin su banyosu veya mikrodalga firin kullanilabilir. Su banyosunda
eritme suyun kaynama sicakhginda gergeklestirilir. Mikrodalga ile eritme ise cihazin defrost modunda
yapilmahdir. Besiyerleri eritildikten sonra termostatik kontrolli su banyosunda 47°C-50°C sicakliga
sogutulmahdir. Her eritme isleminin agarin jellesme kuvvetini azaltacagindan dolayi besiyerleri yalnizca bir kez
yeniden eritilmelidir ve eritilmis besiyerleri en fazla dért saat icinde kullaniimalidir. Asit ve isi kombinasyonu
agari tamamen hidrolize edeceginden dolayi asitlestirilmis Patato Dextrose Agar yeniden eritilmemelidir.

1.2.5 Katkilarin ilavesi

Bazi besiyeri katkilari toksik bilesenler icerebilir. Bu nedenle katki sollisyonlarinin hazirlanmasinda Uretici
talimatlarina uyulmahdir. Uretici tarafindan aksi beyan edilmedigi siirece hazirlanan antibiyotik soliisyonlari
ayni giin kullanilma veya yalnizca bir kez dondurmak kosulu ile dondurularak muhafaza edilmelidirler.



Istya duyarh katkilar 47°C-50°C’ a sogutulmus besiyerine ilave edilmelidir. Katkilar besiyerine ilave edilmeden
once oda sicakhgina getirilmelidir. Soguk katki soltisyonlari besiyerindeki agarin jellesmesine neden olabilir.
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1.2.6 Petrilerin hazirlanmasi ve muhafazasi

Su banyosunda 47°C-50°C’ a sogutulmus agarl besiyeri petrilere besiyeri kalinligi en az 3 mm olacak sekilde (90
mm capindaki petriler icin 18-20 mL) dékdliir. inkiibasyon siiresi 2 giinden fazla veya inkiibasyon sicakligi 40°C’
In Ustiinde ise besiyeri kalinhgi 3 mm’ nin Uzerinde olmalidir. Petriler kapaklari kapanarak besiyerinin
katilagmasi igin diiz ve serin bir ylizeyde bekletilirler. Kontaminasyon riskini azaltmak icin besiyerleri laminar
flow kabin icinde dokilebilir. Petri kutulari Gizerine hazirlama veya son kullanim tarihleri yazilmali ve besiyerleri
tanimlanmalidir. Bu amacla laboratuvarlar tarafindan gelistirilen kodlama sistemleri de kullanilabilir.

iyi izole edilmis koloniler elde etmek ve kolonilerin yayilmasini énlemek icin kullanmadan &nce besiyerlerinin
yluzeylerinin kurutulmasi énemlidir. Kurutma $ekil 1.1’ de gosterildigi sekilde 25°C-50°C arasinda etlivde veya
laminar flow kabin igcinde yapilabilir. Kurutma islemine besiyeri ylizeyinde su damlasi gézlenmeyinceye kadar
devam edilmelidir. Besiyerleri kesinlikle daha fazla kurutulmamalidir. Su kaybinin artmasi bazi durumlarda
mikroorganizmalarin gelismesini olumsuz etkileyebilir.

Sekil 1.1 Petri kutusundaki besiyerlerinin kurutulmasi



GOSSELIN

ACorning Brand

GOSSELIN Avrupa’ nin lider petri kutusu dreticisidir. GOSSELIN petri kutulari aseptik
sartlar altinda temiz oda teknolojisine gére dretilmektedir ve bir¢cok endlistriyel otomatik agar
dolum cihazi ile uyumludur.

GOSSELIN,

o  Mikrooranizma ve partikil kontrolleri

Bagimsiz laboratuvarlar tarafindan gerceklestirilen
mikrobiyolojik testler

Boyutsal kontroller

Termal testler (55°C)

Satih diizliik testleri

Ham madde testleri (Agir metal)
Saydamlik testleri
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ile yiksek kalitede, saydam, isiya dayanikli, hafif ve mikemmel
dlizgiin satha sahip petri kutulari lretir.

Petri kutularindaki besiyerleri kullanilmadan 6nce bakterilerin termal soka girmemesi icin oda sicakligina
getirilmelidirler.



