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                 YTÜ Çevre Mühendisliği Bölümü 
Çevre Mikrobiyolojisi 1 Laboratuarı 

BESİYERİ HAZIRLAMA 

A. BESİYERİ 

       

 

 

Besiyeriler kullanım amacına göre değişik şekillerde gruplandırılabilirler: 

1. Genel Besiyerler: Herhangi bir inhibitör madde içermeyen, besin maddelerince yeterli, 

herhangi bir organizma grubunun gelişmesini özel olarak desteklemeyen, bazı zor gelişen 

mikroorganizmaların da dahil olduğu çok sayıda bakterinin gelişmesini sağlayan 

besiyerilerdir. Genel besiyeriler başlıca, çeşitli örneklerdeki toplam mezofil ve psikrofil 

aerobik bakteri sayımı ve bozulma veya hastalık etmenlerinin öz izolasyonu amaçları için 

kullanılır. Tüm bakterilerin gelişebileceği nitelikte bir genel besiyeri henüz mevcut değildir. 

Genel besiyeriler, zor gelişen bakterilerin sadece bir bölümünün gelişmesini sağlayabilir. 

İnkübasyon şartlarının değiştirilmesiyle psikrofillerin, mikroaerofillerin, aerotolerantların ve 

özel inkübasyon koşullarının sağlanmasıyla da kısmen anaerobların kültüvasyonunda 

kullanılır. Tryptic soy agar (TSA) ve tryptic soy broth (TSB) en çok kullanılan 

besiyerilerindendir. 

 

Herhangi bir mikroorganizma ile çalışmak için ilk olarak, o   

organizmanın saf kültürünün yapılması gerekir. Bir besiyerinde 

üretilmiş mikroorganizmaların tümüne kültür adı verilir. Bu 

sebeple ilk önce besiyeriler hazırlanır. Besiyeri (besi ortamı, 

ortam, vasat, kültür ortamı, kültür vasatı, kültür besiyeri) 

içerisinde mikroorganizmaların büyümeleri için gerekli olan, 

farklı sayı ve miktardaki maddeleri ihtiva eden, steril edilmiş 

ortamlardır. Besiyeri, mikroorganizma geliştirilmesi, izolasyon, 

sayım, duyarlılık testleri, sterilite testleri, su ve çevre kontrolü ve 

biyolojik ürünlerin elde edilmesi gibi farklı amaçlara yönelik 

olabilir.  
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2. Seçici Besiyerler: Seçici besiyeriler, karışık bir mikrobiyal floradan, gelişmesi 

istenmeyenleri baskılamak, ancak gelişmesi istenenler için herhangi bir olumsuz etki 

yapmamak üzere formüle edilen besiyerilerdir. Bu nedenle bu tür besiyeriler, çeşitli 

inhibitörler veya geliştirilmesi istenilen mikroorganizmaların kullanabileceği, ancak refakatçi 

flora üyeleri tarafından kullanılmayan çeşitli besin maddeleri ihtiva ederler. Örneğin, NaCl 

miktarı yüksek olan bir besiyeri, sadece yüksek tuz konsantrasyonuna dayanıklı bakterilerin 

büyümelerini sağlar. Pseudomonas izolasyon agar (PIA), sadece Pseudomonas cinsi üyelerin 

büyümesini sağlar. MacConkey (MC) besiyeri de en çok kullanılan seçici besiyerilerden olup, 

gram olumlu bakterilerin büyümelerini engellerken, enterik (gram olumsuz) bakterilerin 

büyümelerine imkan verir. 

 

 

3. Ayırt Edici Besiyeriler: İnhibitörlerin, gelişmesi istenen mikroorganizmalara az da olsa 

zarar verebilmesi sebebiyle, inhibitör kullanımıyla istenmeyen mikroorganizmaların 

inhibisyonunun her zaman mümkün olmaması, bazı inhibitörlerin insan sağlığına zararlı 

olması gibi nedenlerden dolayı, seçici besiyeriler her zaman istenilen sonucu vermemektedir. 

Seçici besiyeriler yerine ayırt edici besiyerilerin kullanılması daha tatmin edici sonuçlar 

vermektedir. Ayırt edici besiyerilerinde, gelişmesi için istenen mikroorganizmaların yanında 

diğerleri de gelişebilir. Ancak, başta koloni morfolojisi olmak üzere çeşitli farklılıklar ile hedef 

mikroorganizma diğerlerinden ayrılır. Ayırt edici besiyeri koloni özelliği, çeşitli pH 

indikatörleri, boya maddeleri, indirgeyiciler ve diğer indikatörler gibi maddelerin besiyeriye 

ilave edilmeleriyle yapılır. En basit olarak, besiyeri bünyesine, ayırt edilmek istenen 

mikroorganizmaların kullanabileceği, ancak ortamda bulunan diğer bakterilerin 

yararlanamayacağı bir karbonhidrat ilave edilir. Mikroorganizmaların bu karbonhidratı 

kullanması da çeşitli indikatörlerle belirlenir. Örneğin, koliform grubu bakteriler için 

laktozdan gaz oluşturulması tipik bir ayırt edici özelliktir. Çoğu mikroorganizmalar belirli 

karbonhidratları kullanırken asit oluşturur ve bu asitlik pH indikatörü ile rahatlıkla belirlenir. 

Kan agar kullanılan kullanılan ayırt edici besiyerilerden biridir. 

4. Zenginleştirilmiş Besiyerler: Karışık bir mikrobiyal flora içinde hedeflenen bir 

mikroorganizmayı geliştirmek ve sayısını arttırmak için kullanılan besiyerilerdir. 
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5. Tanımlayıcı Besiyeriler: Bir mikroroganizma izolatının tanımlanması için kullanılan 

besiyerilerdir. Bunlar, mikroorganizmaların belirli bir besin maddesini kullanıp/ 

kullanamadığının tespit edilmesi, belirli bir besin maddesinden metabolizma sonucunda tayin 

edilebilecek metabolitlerin oluşturup/ oluşturmadığının belirlenmesi gibi amaçlar için 

kullanılırlar. Bakterilerin hareketli olup olmadığının belirlenmesi amacıyla kullanılan yarı katı 

besiyeriler de tanımlama besiyerileri sınıfına girer. 

 

6. Diğer Besiyeriler: Antimikrobiyal duyarlılık testlerinde kullanılan agar disk difüzyon 

besiyerileriyle minimal inhibisyon konsantrasyon testlerinde, vitamin ve amino asitlerin 

mikrobiyal yolla belirlenmesinde ve saf kültürlerin korunması amacıyla kullanılan besiyeriler 

gibi özel amaçlara yönelik olarak hazırlanan ve kullanılan besiyeriler de vardır. Besiyeri 

hazırlanırken formülasyonuna giren maddeler ayrı ayrı dikkatlice tartılarak deiyonize su 

içinde çözülürler veya hazır dehidre besiyeri doğrudan tartılarak yine deiyonize su içinde 

çözülür. Örneğin, nitrüent broth besiyerinin bileşimi litrede 5 g pepton ve 3 g et ekstratı 

şeklindedir. Laboratuarda hazır dehidre nitrüent broth besiyeri varsa bundan 8 g tartılarak 1 

litre suda çözülür. Çalışmalarda hazır besiyerilerin kullanılması daha uygundur. 

Besiyerinin Sahip Olması Gereken Özellikler 

 Uygun miktarlarda su ile su aktivitesi yüksek olmalı, 

 Mikroorganizma ihtiyaçlarını karşılayabilecek kolayca kullanılabilir besin maddeleri 

içermeli, 

 Uygun asit-baz dengesine (pH) sahip olmalı, 

 Berraklık, katılık gibi fiziksel özellikleri elverişli olmalı, 

 Osmotik basıncı, oksidasyon/ redüksiyon (indirme/ yükseltgenme) potansiyeli 

mikroorganizmalara uygun olmalı, 

 Steril olmalı, sterilizasyon kontrolü yapılmalı, 

 Ekim öncesi sterilizasyon hazırlığı ve sterilizasyon uygulaması titizlikle uygulanmalı, 

 Dış ortamdan mikroorganizma kontaminasyonunun önlenmesi için özel kaplarda 

hazırlanmalı ve saklanmalı.  

 

B. BESİYERİ ÇEŞİTLERİ 

Fiziksel özelliklerine göre laboratuar ortamında kullanılan besiyerleri katı, sıvı ve özel olmak 

üzere 3’e ayrılırlar. 
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I. Sıvı Besiyeri: Bazı besiyerleri sıvıdır. Sıvı besiyerinde bulunan bir bakteri çoğalma özelliğine 

girer ve ortam şartlarına bağlı olarak uzunca bir zaman ölmeden kalırlar. Sıvı besiyerinde 

üreyen bir bakteri buradaki lüzumlu maddeleri kullanır. Ortama metabolizma ürünlerini 

bırakır. Besiyerinde daha önce bulunmayan bu ürünlerin gösterilmesi bakterinin teşhisine 

yarar ( indol, H2S teşkili, karbonhidratlardan gaz ve asit teşkili gibi). Bakteri sıvı besiyerinde 

homojen bir bulanıklık meydana getirerek üreyebileceği gibi dipte çöküntü veya yüzeyde zar 

teşkil ederek de üreyebilir. Sıvı besiyerlerine Buyyonlu Besiyerleri adı da verilir. 

 

II. Katı Besiyeri: Katı besiyerine ekilen bakteri ancak ekildiği yerde ürer ve koloni teşkil eder. 

Meydana gelen koloniler, bakterinin türüne göre özellik gösterirler. Katı besiyerine yaymak 

suretiyle bakteri hücrelerine ayırmak ve meydana getirdikleri kolonileri ayrı ayrı elde etmek  ( 

yani saf kültürlerini ) mümkündür. 

Katı besiyerine besin kıymetini değiştirmeyen bir madde ilavesiyle elde edilir. Bunun için en 

fazla jeloz (agar) kullanılır. Bundan dolayı katı besiyerlerine jelozlu besiyerleri de denir. Agar, 

" Agar agar " adındaki bir deniz yosunundan elde edilir. Jelatin ilavesi ile de katı besiyeri elde 

edilir. 
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III. Özel Besiyeri: Mikrobiyoloji laboratuar çalışmalarında kullanılan bir çok besiyeri vardır.  

Bazen benzer deneyler için bile farklı besiyerleri kullanılmaktadır. Çoğunlukla özel amaçlar 

için hazırlanıp kullanılan besiyerlerine özel besiyerleri adını veriyoruz. Mesela 

zenginleştirilmiş, tecrit, ettirici besiyerleri gibi.  

 

C. BESİYERİ HAZIRLAMA 

Besiyerleri hazırlanırken aşağıdaki  adımlara ve işlemlere dikkat edilir. 

a) Kullanılan  Suyun  Özellikleri 

Kültür ortamlarının ve çözeltilerin hazırlanmasında yalnızca distile veya deiyonize su 

kullanılır. Distile sudaki toksite florür, fenol v.b.den meydana gelebilir. Toksitenin diğer 

kaynakları gümüş, kurşun ve muhtelif tanımlanmamış organik komplekslerdir. Bakiye klor ve 

kloraminler dahi, klorlu sudan temin edilmiş distile suda bulunabilir. Distile suda klor 

bileşikleri bulunduğu zaman, aynı eşdeğer oranda sodyum sülfit veya sodyum tiyosülfat 

ilavesiyle nötralize edilmelidir. 

Distile su nütrient bulaşmalarından uzak olmalıdır. Şayet bu tür bulaşma varsa,  distilasyon 

esnasında organiklerin tutulmasını temin eden karbon filtre kolonlarının değiştirilmesi 

gerekir. 

Distile suyu,  alglerin büyümesini önlemek için direkt güneş ışığından ve nütrient bulaşmasını 

engelleyecek şekilde plastik kaplarda saklama yapılır.  
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b) Reaksiyon Uyumu 

Kültür ortamının reaksiyonu, pH olarak ifade edilen hidrojen iyonu konsantrasyonu teriminde 

belirlenir. Sterilizasyon esnasında (pH'da) hidrojen iyonu konsatrasyonundaki artma veya 

azalma, sterilizasyonu yapan ferde bağlı olabilir. pH daki azalma 0,1 ile 0,2 bazen çift kuvvetli 

ortamlardan 0,3 olarak büyük olabilir. Fosfat gibi tamponlama tuzları hazırlanan ortamda 

mevcut olduğu zaman, pH değerlerindeki azalma ihmal edilebilir.  

Hazırlanan besiyerlerinin ihtiyaç duyulan pH ayarlamaları pH metre ile yapılır. Uygulamada 

standart pH ölçümleri kullanılır. İstenilen pH'a ayarlamak için, NaOH çözeltisi kullanılır.  

Bilinen hacimdeki besiyerine, NaOH ile pH  ayarlaması yapılır. Daha sonra tüm karışımın pH 

kontrol edilir ve uygun pH' a kadar ayarlama uzatılır. 

Ticari hazır besi maddelerinin herbirinin, hazırlanırken ihtiyaç duyulan son pH değerleri 

verilmiştir.  Bu tür besiyerleri hassas tartım ve prosedürüne uygun hazırlandığı zaman  pH 

ayarı gerekmeyebilir.  

c) Besiyerlerinin  Sterilizasyonu  

Besiyerleri hazırlandıktan sonra, derhal kültür kaplarına (tüp ve şişelere ) dağıtılır ve iki saat 

içinde sterilize edilir.  Sterilize edilmemiş besi maddeleri saklanmaz. Bütün besi maddeleri, 

özelliklerine göre bazıları (MF Koliform broth vb. gibi) hariç tutulursa otoklavda 121oC de 15 

dakika sıcaklıkta 1 atmosfer basınç altında tutularak sterilize edilir. 

Basınç sıfıra düştüğü zaman otoklavdan ortamları hemen uzaklaştırmak ve çabucak 

soğutmak gerekir. Besiyerlerinin ısınmaya maruz kalması vasıtasıyla bozulmasını 

önlenmelidir.  Küçük kaplarda az miktarlardaki besi maddeleri sterilizasyon esnasında 

üniform ısınmayı ve çabuk soğumayı temin eder. Şekerli besi maddeleri 121 oC de 12 ila 15 

dakika için sterilize edilmelidir. Şekerli besi maddelerinin sterilizasyon esnasında maruz 

kaldıkları maksimum zaman 45 dakikayı geçmemelidir.  

Otoklavın açma-kapama zaman aralığı da çok kısa olmalıdır. İhtiyaç duyulan toplam ısınma 

zamanını 45 dakikayı geçmemesi için besiyerlerinin sterilizasyonunda ön ısınmalı çift duvarlı 

otoklav kullanılması tercih edilmelidir. 
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d) Besiyerlerinin  Saklanması 

Toz halinde dehidrat besiyerleri, karanlıkta, düşük nemli  atmosferde ağızları iyice kapatılmış  

şişelerde 30 oC nin altındaki sıcaklıklarda saklanır. Renkleri değişmiş, serbest hareket 

özelliklerini yitirmiş veya kekleşmiş besi maddeleri kullanılmaz. Dehidrat besi maddelerini 

küçük miktarlardaki ambalaj ile satın alınır. Bu tür besiyerlerinin ağzı açıldıktan sonra en fazla 

6 ay kullanılabilmektedir. Stok besi maddeleri optimum dozajlarda da olsa, sodyum asit, safra 

tuzları veya antibiotik türevleri, sülfür ihtiva eden amino asitler gibi seçici çözeltiler ihtiva 

etmelidir. 

 

Besiyerleri bir haftadan daha az kullanılabilecek şekilde hazırlanır.  Mamafih, besiyeri vida-

kapaklı tüplerde hazırlandığı zaman, üç ay içinde kullanılabilir. Besi yerlerinin saklanması ile 

ilgili olarak ayrıntılı özellikler Tablo 1 de verilmiştir. Hazırlanan kültür ortamları, güneş ışığının 



18.10.2011 

direkt temas etmesinden ve aşırı buharlaşmadan korumak için uygun ortamlarda 

saklanmalıdır. Tüplerdeki sıvı besiyerleri, buzdolabında, veya düşük sıcaklıklarda saklandığı 

zaman, deneyde kullanılmadan önce 35oC inkübasyonda kontrol testine tabi tutulmalıdır. 25 

oC lik sıcaklıkta da deney tüpleri saklanabilir. Fakat bu durumda buharlaşma çabuk 

ilerlediğinden, tüp içindeki besiyeri karışımındaki konsantrasyon değişebilir. 1 ml 'yi aşan 

bularlaşma olduğunda tüplerdeki besiyerleri deneyde kullanılmaz. 

Tablo 1. Hazırlanan Besi Yerlerinin Saklanma Süreleri 

BESİYERİ ORTAM SAKLAMA SÜRESİ 

MF Broth Sıkı vida kapaklı şişelerde +4 oC de 96 saat 

MF Agar Sıkı kapaklı petrilerde +4 oC de 2 hafta 

Agar, Broth Pamuk tıkaçlı tüplerde  +4 oC de 1 hafta 

Agar, Broth, Sıkı vida kapaklı tüplerde +4 oC de 3 ay 

Agar Plastik torba ile kaplı sıkıştırılmamış petri 

kutularında + 4oC de 

 

2 hafta 

Büyük Hacimli Agar Sıkı vida kapaklı şişe tüplerde +4 oC de 3 ay 
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