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BESIYERI Mikroorganizmalarn iiretilmeleri i¢in
gerekli maddeler1 i¢eren hazirlanmis ortamlardir.

Besiyerleri, mikroorganizmalarin tretilmesinde,
benzerlerinden ayirt edilmesinde ve ozelliklerinin
belirlenmesinde kullanilir.

Besiyerler1 farkli tipte mikroorganizmalarin thtiyag
duyduklar genel gida maddeler1 ve treme faktorlerine
gore hazirlanir.

Prototrof bakteriler : Ureyebilmek i¢in basit ortamlara gerek
duyarlar.

Okzotrof bakteriler: Ureyebilmek i¢in organik ve inorganik
maddeler ve liretme faktorlerine gerek duyarlar.




* Klinik orneklerden (doku, organ) ekim

Insan ve hayvanlarda hastalik olusturan cesitli
mikroorganizmalarin 1zole edilmesi, saf olarak elde
edilmesi ve 1dentifikasyonu (tanimlanmasi) amaciyla
ekim yapuilir.

Bakterilerin canliligini saglamak 1¢in belirhi
araliklarla pasaj yapilmalar1 (ayni tip baska besiyerine
ekim yapulir).

* Mikroorganizmalardan asi, antiserum, antijen gibi
gerekli maddelerin elde edilmeleri ve bilimsel
arastirma amach olarak tretilmeler1 gerekair.



Besiyerleri

* Mikroorganizmalar 2 farkli ortamda uretilir
* Canh ortamlar

- Deney hayvanlan (konvansiyonel, SPF, GF)

- Doku kulturler:

- Embryolu Tavuk Yumurtasi

* Cansiz Ortamlar

- Besiyerler1 (s1vi, kati, yar1 kati)



Besiyeri Cesitleri

1) Genel besiyerleri: Laboratuarda her zaman hazirlanan
ve kullanilan hazirlanmasi1 kolay besiyerleridir.
Mikroorganizmalar1 tretecek karbon ve enerji
kaynaklarina ve diger faktorlere (amino asit, mineral)
sahiptir. Sivi veya kat1 olabilir. Serum, kan veya
pismis kiyma gib1 diger maddeler 1ilave edilmis
olabilir. Kanl1 agar, serumlu buyyon vb.



Ozel Besiyerleri

Calisma amacina gore farkli tipte besiyerler1 kullanilir.

a) Secici (selektif) besiyerleri: Bu tiir besiyerlerinin
icinde uiretilmesi 1stenen mikroorganizmayi
baskilamayan ancak, istenmeyen mikroorganizmalarin
tiremesini inhibe eden secici antimikrobik maddeler,
kimyasal maddeler, safra tuzlar1 bulunur.

Orn: Gram negatif mikroorganizmalari izole etmek icin
Gram pozitif bakterilerin ¢ogunu inhibe eden Kristal violet
besiyerine katilir.

Safra tuzlar1 Salmonellalar1 koliform bakterilerle
kontamine ortamdan ayirt etmede kullanilir.

Gram pozitifler1 1zole etmek 1¢in, ortama Gram negatifler
inhibe eden maddeler (thallium asetat vb) ilave edilir



b) Diferensiyel (Ayirtici) besiyerleri

Bu besiyerlerine katilan c¢esitli indikatorler ve
kimyasal maddeler yardimiyla, tireyen kolonilerin
aldiklar1 renge gore mikroorganizmalari tanimlamak
miimkiindiir.

Orn: Laktoza etkili barsak bakterilerini, farkli
kolonilerden ayirt etmede kullanilan Endo agar, EMB
(Eosin metilen blue) agar ve Mac Conkey agar gibi
besiyerler1 kullanilabailir.

Mac Conkey agarda Salmonellalar renksiz koloniler
olusturur.

Kanli agar hemolitik olanlar 1le olmayanlar
ayirmada kullanilir



c) Zenginlestirilmis besiyerleri

[stenmeyen mikroorganizmalarin iiremesine engel
olan ve 1zolasyonu yapilacak olan mikroorganizmanin
bol liremesini saglayan besiyerleridir. Genelde sivi
temel besiyerlerine kan, serum, glukoz, yumurta gibi
maddelerin 1lavesi 1le hazirlanir. Basit besiyerlerinde

liretilemeyen bazi mikroorganizmalar bu ortamlarda
uretilebilir.

Salmonellalar1 ayirt etmek amaciyla Selenit F,
tetrathionatli buyyon kullanilir.



d) Ozgiil besiyerleri
Yalniz tek veya sinirli sayida mikroorganizmanin
uretilmesi amaciyla kullanilan besiyerleridir.

- Mycobacterium tuberculosis i¢in kullanilan
Loweinstein Jensen besiyert,

- Corynbacterium diptheriae icin kullanilan
Loftler besiyeri



¢) Ayirach besiyerleri

S1vi1 ve kati olarak hazirlanan bu besiyerlerinin
bilesimine c¢esitli indikatorler (bromtimol mavisi, fenol
red,..) ve kimyasal maddeler (karbonhidrat, sitrat,
ure....) katilir. Bu maddeler yardimiyla
mikroorganizmalarin ¢esitli biyokimyasal 6zellikler1
belirlentr.

f) Ozel Amaclar icin Kullanilan Besiyerleri

Toksin, enzim, ara maddeler ve antibiyotikler: elde
etmek 1cin kullanilir.



o) Sentetik Besiyerleri

Bu besiyerlerinin bilesimine giren maddelerin kimyasal
yapilar1 bellidir. I¢erikleri mikroorganizmalarin
thtiyacglarinmi karsilayacak yeterliliktedir.

Karbon ve enerj1 kaynagi olarak glukoz veya laktat,
inorganik nitrojen olarak amonyum tuzlar1 ve mnorganik
maddeler kullanilir.



Besiyerlerinin Icerigine Giren Maddeler

Su: Besiyerlerinin temelini olusturur. Distile su
kullanilir.

Agar: Deniz yosunlarindan elde edilir. Yapisinda,
polisakkaritler, inorganik tuzlar, cok az miktarda protein
benzer: maddeler de yer alir.

Agar, parcalayabilen az sayidaki bakterinin disinda,
mikroorganizmalarin buiyuik ¢ogunlugu tarafindan
ayristirilamaz.

Agar sivilarin 1¢erisinde 1sitilinca 95°C de ertr.
Sogumaya birakildiginda 42°- 45°C de katilasir




* Agar, s1vi ortamlan katilastirmak amaciyla %1.5-3,
yar1 kati besiyeri elde etmek 1¢in 90.3 -0.5 oraninda
besiyerine eklenir.

* Agar, genellikle notral oldugundan besiyerinin pH'n1
etkilemez.

* Pepton: Et, kazein, soya kiispesi gib1 proteinli
maddelerin proteolitik enzimlerle sindirilmeler1 yolu
ile elde edilir.



*Et ekstrakti: Yagsiz etten hazirlanan ham et suyunun
suyunun ucurulmasi ile elde edilen koyu renkte macun
gib1 bir maddedir.

*Kan: Besiyerlerine katilan kanlarin steril ve
pihtilasmasi1 onlenmis olmalidir. Aseptik kosullarda
hayvan ve insanlardan alinan kanlarin
fibrinsizlestirilmesi i1¢in en 1y1 yontem cam
boncuklariin bulundugu steril balonlar1 kullanmaktir.
Defibrine kan besiyerlerine %5 -10 oraninda eklenir. En
sik kanli agar yapimu 1¢in kullanilir,



Serum: Koyun, at, tavsan kani steril kosullarda
alimip ayristirilan serum besiyerlerine %5-10 oraninda

katilir. Gli¢ tireyen mikroorganizmalarin tiremesini
kolaylastirir.

Maya ekstrakti (0ziitii): Ekmek veya bira
mayasindan elde edilir. Iceriginde aminoasitler,
tretme faktorleri, inorganik maddeler ve
karbonhidratlar bulunur.

Sodyum Kklorir: Besiyerine ozmotik basinci
ayarlamak amaciyla katilir.



BESIYERLERININ HAZIRLANMASI VE SAKLANMASI

* Besiyerlerinin yapilarinda yer alan maddeler bir araya
getirilerek eritilir,

e Otoklavda sterilize edilir,
* Petr1 kutusu ya da tiiplere dokiiliir.

* Hazirlanan besiyerleri soguduktan sonra, buzdolabina
konur ve kullanilincaya kadar orada saklanir.

* Yeni hazirlanmis besiyerler1 en fazla 15 giin i¢inde
kullanilmalidir.



Ekim YOntemleri

* Ekim teknikler1 besiyerinin kati, sivi olusuna gore
farklidir. S1v1 bir ortama ekim, bir 6ze dolusu ya da
bir ekiivyon ¢ubugu (swab) ile tiipiin kenarindan
yapilir.

* Kati besiyerlerine ekim tiip ya da bir petr1 kutusunda
olabilir.

* Petri kutusunda besiyerinin bir kenarina siiriilen
klinik ornek 0ze 1le azaltma ekimi bigciminde yayilir.



Tek Koloni Dilusyon Ekim




Tek Koloni Cizme Ekim
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Kullanilan kat1 ireme ortamlarinin amaci koloni
olusmasini saglamaktir.

Ekim yapildiktan sonra tiipler veya petriler etiivde
inkube edilir. (Orn: 37°C'de 24-48 saat)

UREMELERIN DEGERLENDIRILMESI

S1v1 besiyerlerinde ekim ve inkiibasyon sonrasi
olusan bulaniklik, tortu ya da zar olusumu tiremey1
gostertr.

Ureme, bir 6ze dolusu alinan sivinin preparat
yapilarak boyanmasi ve mikroskopta x100
bliylitmede incelenmesi ile belirlenir.



Bakteri kolonileri sekil bakimindan dorde ayrilr.

S tip1 koloni: Kenarlar diizgiin olup yandan bakildiginda
tam bir bombelik gosterir.

R tip1 koloni: Koloni ¢evresi zikzakli ve ylizeyi
purtiklidiir.
M tip1 koloni: Koloniler stimiiksti goriinimdedir. Olduk¢a

ir1 ve bombeli kolonilerdir. M tipi1 kolonileri genelde
kapstilli bakteriler olusturur.

L tip1 Koloni: Hiicre duvar1 olmayan bakteriler tarafindan
olusturulur. Gortiniist sekil olarak sahanda pismis
yumurtay1 andirir.






Bir bakteri kolonisinde,

koloninin buyukligu, sekli, koloni kenarlarinin ve
yluzeyinin diizglin olup olmadigi,

koloninin mat ve parlaklik durumu,

rengi,

kokusu,

kivami i1le

kanl1 besiyerlerinde olusmus bir koloni 1se, hemoliz
yapip yapmadigl gozlentr.



Bakteriler kanli besiyerindeki hemoliz durumlarina
gore uce ayrilirlar.

m Alfa Hemoliz: Bakteri kolonisi etrafinda hemoliz
sahalarina mikroskobun kii¢ilik biiylitmesi ile
bakildiginda ortamda saglam eritrositlerin varligi
gorulir. Hemoliz bolgesi yesilimsi renktedir.

m Beta Hemoliz: Tam hemolizdir. Bakteri kolonileri
etrafinda tam bir saydam alan gortlir. Bu bolgedeki
eritrositler tamamen erimistir. Petr1 kutusunun arkasi
gorulebilir.

m Gamma Hemoliz: Kanli agarda lireyen bakter1
kolonis1 hi¢c hemoliz olusturmamastir.



Kanli Agarda Hemoliz Cesitleri

Blood Agar:
Shows three types of hemaolysis
a Hemolysis
B Hemolysis
¥ Hemolysis




Sivi Ortamda Ureme

» optimal sartlarda sivi besi yerinde, kat
ortamlardakinden daha ¢cabuk lreme

* (reme hizi mikroorganizma tiriine 0zgd
genetik bir ozelliktir

* besi yeri bilegimi ve diger ¢evresel
kosullardan etkilenir



Sivi Ortamda Ureme
Bakteriyel Ureme Egrisi

» Laboratuvarda, uygun kosullar altinda,
Ureyen bir bakteri populasyonu diizenli
araliklarla iki kat artar

* Logaritmik (1, 2, 4, 8,..)



Jenerasyon Siiresi

Bir bakteri hicresinin boliinmesi igin veya bir
bakteriyel hicre populasyonunun ikiye
katlanmasi igin gerekli zaman aralig:
generasyon (jenerasyon) siresi olarak
adlandirilmaktadir.

Jenerasyon siireleri bakteriler arasinda
degisiklik gostermekte olup 12 dakika’ dan 24
saate kadar, hatta daha uzun bile olabilir.



Tablol. Optimal kosullar altinda bazi
bakterilerin jenerasyon siireleri

Bakteri Besi yeri Jenerasyon siresi
Escherichia coli Slukoz-tuzlar 17

Bacilivs megaierivm Sukroz-tuzlar i

Sitrepfococcus factis Sit 26

Strepfococcus factis Lactoz buyyon 48
Stguhyiococcus aurevs Kalp infizyon buyyon 27-30
Lactobaciivs acidophiius Sit 66-87

Rhiizabivm japonicum Mannitol-tuzlar-maya ekstrakt 344461

My cobacterivm fubercufosis | Sentetik F92-932

Treponema pallicum Tavgan Testisleri 1980



Jenerasyon Siiresinin Hesaplanmasi

G = jenerasyon siresi, T = saat veya dakika
olarak zaman aralig

A = baglangigtaki bakteri sayisi, B = son bakteri
sayIs|

N = jenerasyon sayisi
N= (logB-logA) / [0g2 m===p (9-3 : 0.3 =20)
N=T/6 =—— (20=960/G, G=48)
T/6= (logB-logA) / log2
G= (Tx log2) / logB-logA



Kati Ortamda Ureme

 Uygun besiyeri, inkubasyon, koloni olusumu

* Kolonilerin rengi, kokusu, yapisi, sekli,
biydkligu, parlakligi, besi yerine yapisma
durumu, hemoliz yapma 6zelligi,vb birgok
6zellikleri mikroorganizmalar arasinda
degisiklik gostermekte olup bu 6zellikler
mikroorganizmanin cinsine ve tirine bagli
oldugu gibi gesitli cevresel kosullara da bagl
olabilir.



Kati Ortamda Ureme

oo oo ee \ Jeo

yuvarlak,diizensiz, nokta seklinde (ince)
-sinirlari: bitiun (diizglin), dalgali,loblu
-yliksekligi:konveks,diiz, kabarik

-rengi: renk veya pigment, opak veya
saydam parlak veya mat
-yapisi:nemli,mukoid,kuru



Sivi ve Kati Besiyerleri

Nutrient Agar

Sivi besiyeri Kanl Agar



Besiyeri Hazirlanmasi Asamalari

Besiyeri icerigine giren kimyasallar
Tartilir, suda eritilir ve pH ayarlanir

Kati besiyeri petrilere dokiilmekte Kati besiyerlerinin katilasmasi beklenir



Mikrobiyoloji Laboratuari’ nda Ekim




Ekimi 6ncesi ve bakteri ekimi yapildiktan sonrasi
inkUbe edilmis bakteri kGltlra

Bakteri Sivi Kaltura

Sivi Besiyeri



Tek Koloni (Saf Kulttir) Elde Etmek Amacli Ekim




Farkli bakterilere ait koloni tipleri

l

Colonies”

M2k S phﬁclgfe’nes
Clostridium perfringenes ;



S (Smooth) tipli koloniler




R (Rough) tipli koloniler




M (mukoid) tipli koloniler




Mycoplasma ve L-form koloniler
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