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1. KULTUREL SAYIM YONTEMLERI

1.1. Amac

Bir drnekte hangi tip mikroorganizmalarin bulundugunun bilinmesi (¢esit,grup,cins,tur
vb) yani mikroorganizmalarin érnekten izole edilmesi ve tanmmlanmasi ¢ogu zaman onem
tasimaktadir.Bunun  yam sira, Ornege ait bazi  mikrobiyolojik  problemlerin
¢cOzumiinde, 6rnekteki mikroorganizma sayisi da Onemlidir. Sayim sonuglari, incelenen
ornegin mikrobiyol ojik kalite yoniinden degerlendirilmesinde blytik 6nem tasir.

Bugiine kadar pek ¢ok mikrobiyolojik sayim yontemi gelistirilmistir. Kltire sayim
yontemleri;

g  Amaca,

@  incelenen 6rnegin 6zelligine,

@  Eldeki olanaklara gore segilerek uygulanir.

Kultirel sayim yontemlerinin amac; su, toprak, hava ve her turli gida maddesindeki
mikroorganizma sayisin tespit etmektir.

Sayim sonuclari, incelenen 6rnegin sivi, kat1 veya ylzey olmasina gére genel olarak
sayi/ml, sayi/g veya sayi/cm? olarak verilmelidir. Kati besiyerlerinde koloni sayimina déniik
sayim yontemlerinde ise sonuclar, cogunlukla say: yerine kob/ml, kob/g veya kob/cm?
seklinde belirtiimelidir (kob: koloni olusturan birim-colony forming unit :cfu).

Sayim sonuglart mevcut yasa, standart, tiizik, yonetmelik vb. kaynaklarda belirtilen
limitlerle karsilastirilarak incelenen Ornegin  mikrobiyolojik kalitess hakkinda karara
varilabilir.
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1.2. Kulturel Sayim Y ontemleri

Bu yontemlerin ilkesi; mikroorganizmanin kat1 besi yerinde koloni olusturmasi ve bu
kolonilerin sayilarak ‘*her canl1 hiicre bir koloni olusturur’” prensibi ile 6rnekteki canli hiicre
sayisinin hesaplanmasidir.

Bu amacla;

Ik asamada sayim yapilacak 6rnek ekime hazirlanir.

Daha sonra 6rnegin uygun seri diltsyonlar: yapilir.

Uygun agarli besiyerine ekimleri gerceklestirilir.

Koloni olusturmasi igin gerekli inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon stiresinin sonunda petri kutusundaki koloniler sayilir.

Toplam koloni sayisi diltisyon faktorti ile carpilarak drnekteki canli hiicre sayisi
bulunur.

Sonugta incelenen érnegin 6zelligine gére kob/ml, kob/g veya kob/cm? olarak
verilir.

Q ‘vavvaw

1.2.1. Dokme Plak Yontemiyle Kllturel Sayim

Incelemeye alinan ornekteki canli mikroorganizmalart veya bunlarin sporlarim
saymay1 amaglayan bir yontemdir. Bu yontemle bakteri, maya ve kiflerle sporlarim saymak
mUmkinddr.

Kullamlan M ateryal

Otoklav

Etilv (220°C’ye kadar ayarlanabilir)
Su banyosu

Stomacher veya blender

Bunzen beki

Steril pens

Tlp karistirici

Steril drigalski, 6zeler

Cam veya plastik steril petriler
Steril pipetler

Deney tlpleri, tlp tasiyicilar

Erlen, beher

Plate Count Agar(PCA),Eosin Methylen Blue Agar(EMB)
Digtile su

Ornek gida maddesi
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Resm 1.1:.Ekim 6nces hazir ik

Asamalari

10 g gida maddesi tartilir ve 90 ml fizyolojik su igine konur. Bu karisim

a)
stomacher veya blenderde homojenize edilir. Bu diltisyon -1 diltusyonudur.
b) 10" diltisyonundan 1ml alinir ve icinde 9ml fizyolojik su bulunan deney tiipiine

aktarilir. Bu 10 diltisyonudur.
c¢) 107? diltisyonundan 1ml alinarak 9 ml fizyolojik su bulunan deney tiipiine

aktarilir. Bu 10° diliisyonudur.
d) Uzerlerine seyretim degerleri yazilmus petri kutularina 10, 102, 10°
diltsyonlarindan 1'er ml konulur. Petrilerin Uzerindeki numaralar seyreltim

numaralari ileaym olmalidir.
€) Kati besiyeri sicak su banyosunda eritilir, 45°C’akadar sogutulur.Her petriye 10-15

ml besiyeri dokulUr.
f) Agar katilasmadan hemen, petri kutularina diiz bir yiizey Uzerinde U¢ kez sekiz
hareketi cizdirilerek ya da kutulara saat yoniinde 3, daha sonra da aksi yonde 3 defa
dondiirme hareketi yaptirilarak ornek ile besiyerinin homojen karigimi saglanir.
g) Kapag: kapatilan petri kutusu, besiyeri katilasincaya kadar bekletilir.
h) Aym besiyeri sterilite kontroll igin steril iki tane bos petri kutusuna ayri ayri dokultr
ve agarin katilagsmasi beklenir.
i) Kapaktayogunlasan su damlaciklarimin besiyeri Gizerine damlamasim 6nlemek igin
petri kaplar: kapaklar: alta gelecek sekilde ters gevrilerek dnerilen sicaklikta ve

sirede inkiibe edilir. Ornegin 22°C *ta 24-48 saat gibi.
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j) Inkiibasyon bitiminde 30 ile 300 ( bazi kaynaklara gore 50- 500 ) arasinda kol oni
iceren seyreltimlerin petrileri secilir ve sayilir. Ornegin gram veya mililitresindeki
mikroorganizma sayist *’ kob/gr: koloni olusturan birim/gram’” olarak
belirlenir.30' dan az 300’ den fazla sayida olusmus petriler dikkate alinmaz. Ancak
yaklasik say1 belirtilmesinde petri kutular: dorde veya sekize boltnerek bir
degerlendirme yapilir.

k) Toplam bakteri sayiminda, farkli sicaklik gereksinimleri olan bakteriler icin;

5-7°Cde ........... 7—10gun

20°C'de ............. 3-5gin

37°C'de....ccunee. 48 saat

45°C'de......ccoun.. 2-3gln

55°C'de.....cccvrvnnnn. 48 saat inkiibasyon onerilmektedir.

1) Analiz sonrast mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Uzere
inktbattrden ¢ikan tim petriler otoklavlanir ve yikanir/atilir.

Seyreltim ve ekim islemlerinin 15- 30 dakika icinde tamamlanmasina 6zen
gosterilmelidir.

1.2.2. Cift Tabakalhh Dokme Plak Y ontemiyle Klltirel Sayim

Ortamda sporlu bakterilerin bulunmasindan stuphelenildiginde, besiyeri Gzerine ikinci
bir kat besiyeri dokilerek bu grup bakterilerin neden olabilecegi olumsuzluklar da ortadan
kaldirilabilir.

Ikinci kat besiyeri ekim yapilan birinci kat besiyerinin Ustiinii kaplamak ve fakiltatif
anaerop mikroorganizmalarin  gelisebilecegi  anaerop  kosullar1  yaratabilmek igin
kullanmImaktadir.

Cogunlukla birinci ve ikinci kat besiyerleri aymdir. Ornegin koliform grubu bakteriler,
her iki katta da Violet Red Bile Agar’'in kullanilchg: cift tabakali dokme plak yontemiyle
sayilabilir.

Asamalari:

a) Hazir tek katl besiyeri Uzerine 1ml/g numune konur. Y lizeye iyice yayilir.

b) Sonra kurumasi beklenir veya etiive konularak ( Ust kapak hafif yana kaynus sekilde
) kurutulur.

c) 45°C'yekadar sogutulmus ( yanaginuzi yakmayacak sekilde) tip icerisindeki ayn
veya farkl besiyeri yavasca hava kabarcigi olusmayacak sekilde besiyeri Gzerine
dokuldr.
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Resim 1.2: Ornegin konulmas: Resim 1.3: ikinci besiyerinin dok iilmesi

d)  Sekiz cizilerek petriyeiyice yayilir ve donmaya birakilir.
€) 37°C ‘de24 — 48 saat inkilbasyona alinir.

Resim 1.4: inkilbasyon Resim  1.5: Cift tabakali dokme plakta olusan koloniler

f)  Inkibasyon bitiminde petride olusan koloniler sayilr.
g)  Kullamlan biitiin malzemeler otoklavlanir, yikanir/atilir.

1.2.3. Yizeye Yayma Y ontemiyle K tlttrel Sayim

Dokme plak yontemine gore uygulanmas: daha kolay bir yontemdir. Petri kutusuna
agarl besiyeri dokilirken olusabilecek hava kabarciklar: ekim dncesi steril bir igne 6ze ile
ortadan kaldirilabilir. Besiyerleri petri kutularina énceden dokilmis ve hazir halde oldugu
icin sicakliktan mikroorganizmalar zarar gormemektedir.

7
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Bu yontemin uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken noktalar;
a) Drigalski 6zesinin sterilize edildigi alkol ¢ozeltisi sirekli olarak yenilenmeli ve
kontrol edilmelidir.

b) Alkol iledrigalski 6zesinin temas siiresi 5 — 10 dakikadan az olmamalidhr.

¢) Heryaymaislemi icinyerli sayida drigalski 6zesi bulundurulmalidir.

d) Alkolden gikarilan 6zenin bek alevinden gegirilme nedeninin 1st ile sterilizasyon
degil, sadece alkolU uzaklastirmak oldugu unutulmamalidir.

€) Beherdeki alkoliin alev amasinin 6nlenmesine dikkat edilmelidir.

Yizeye yayma yonteminin dezavantaji, zorunlu aerobik bazi bakterilerin agar

ylzeyinde cok cabuk geliserek hemen yarmindaki bakteri kolonilerini kaplayabilmesidir. Bu
durum sayimlar: zorlastirmakta ve yaniltict sonuglarin alinmasina neden ol maktadir.

Asamalari

a) Erimis steril agarl besiyeri (42 —45°C) , stexil petrilere 15 —20 m dokultir.
Katilagmasi ve ylzeyin kurumast saglanir.
b) incelenecek dillisyondan veya sivi 6rnekten 1 —0.1ml ainarak petrilere ekim yapilir.

Resim 1.6: Ornek koyma Resim 1.7: Drigalski 6zed ile yayma

c) Steril drigalski 6zeleri ile besiyeri tizerinde homojen dagilim saglanir. EKimler yine
en az paralel olacak sekilde iki ayri petri kutusunda yapilir.
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d) Yaymaisleminden sonra petri kutular: 10 — 15 dakika bekletilir ve daha sonra
inkibasyona alinir. Bekletmede amag besiyerinin inokulumu absorblamasinin
saglanmasidir.

e) Inkibasyon 37°C'ta 24 veya 48 saattir. Sayim dokme plak yonteminde oldugu gibi
yapilir. Mikroorganizma sayilarinin belirlenmesinde ekimler 0,1’ er ml yapilirsa,
bulunan degerler seyreltim faktori yaninda 10 ile carpilarak 6rnegin gram veya
mililitresindeki mikroorganizma sayisi olarak belirtilir(kob/gr).

f)  Analizden sonra ekim yapilmis tim malzeme otoklavda sterilize edilir. Daha sonra
bu malzeme yikanir veya atilir.

1.2.4. Koloni Sayimi ve K oloni Sayicisinin K ullanimi

Inkiibasyon sonunda petri kutularinda sayim hizla yapiimalidir. Herhangi bir nedenle
inkUbasyon sonrasinda sayim yapilamayacaksa petri kutulari +4°C'ta en fazla 24 saat
depolanabilir.

Her koloniyi bir tek mikroorganizma olusturur. Koloni sayim icin 30 — 300 arasinda
koloni gelisen plaklar tercih edilir. Ayni dilusyondan ekim yapilan 2 — 3 plakta sayim
yapilarak ortalamasi alinir.

Elde edilen ortalama canl1 say1 ait oldugu diliisyonun 1cmPiindeki canl: hiicre sayisim
verir. Petri plaklarinda gelismis bitin kolonilerin sayilmas: gerekir.
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Resim 1.8: Koloni sayicisi

10
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Koloni sayicisi attan aydinlatmali, karelere bolinmis tablasi ve blylteci olan bir
aractir ve su sekilde kullanilir;

a) Koloni sayicisinin kareler bolinmiis tablasina petri kutusu yerlestirilir.
b) Aydinlatma digmesi agilir.
c) Buyteci ileincelenerek tim koloniler sayilir.

Koloni sayicisindaki isaretli kareler toplam karder alamimin 1/5'ine esittir. Bu nedenle
isaretli karelerde sayilan koloni adedi 5 ile carpilir.

Resim 1.9: Kolonilerin gér tindmd

11
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Ornek:
Toplamisaretli karelerdeki bakteri sayist 42 bulunmustur. Bu sayiy1 5 ile carparsak
42 x 5= 210 koloni bulunmustur.

Bir petri kutusunun ve koloni sayicisimin panosunun daire ¢apt 9 cm' dir.Alan ise 64
cm’dir. Bu durumda koloni sayicisi pano alaninda 64 kare vardir.

Resim 1.10: Koloni sayicisindaki isaretli kareler

Koloni sayiminda su noktalarin gz dnuinde tutulmasi gerekir;

a) Koloni sayiminda, eger koloni sayicisi yoksa kolaylik elde etmek icin petri kutular
at ylzden bir cama yazar kalemle 4 veya 8 esit kisma ayrilarak sayilabilir. Bulunan
say1 4 veya 8'le carpilir.

b) Ureyen 350 den fazla ve 10’ dan veya 5’ den asagida olan koloniler genellikle hesaba
katil mamaktadir.

12
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¢) Ayn dilisyondan parald olarak ekilen petri kutularindaki mikrop kolonileri her
dilisyon icin az ¢ok birbirine yakin sayida olmali ve en fazla birbirinin iki katim
asmamalidir. Aksi halde ya fazla miktarda ekim yapilmistir veya pipet siviya fazla
daldirilmis ve pipetin dis kenarlarinda da agar ytizeyine mikrop gegmistir.

d) Petri kutularina ekim yaplmadan once kullamlacak dilUsyonlar tekrar iyice
karigtiriimalidhr.

€) Sayima katilan 3 ayr1 dillisyona ait petri kutularindan birinde anormal sayida ( ¢ok
fazla ya da az ) koloni varsa o petri kutusu hesaba katilmaz. Boyle durumlar
goriililyorsa ya sayimda ya da ekimlerde hata yapil mistir. Islem tekrar edilmdidir.

f) Son Ug dilisyondan 3 er petri kutusuna yapilan ekimlerde Ureyen koloniler sayilarak
her diltsyon igin ortalama bulunur ve buradan, orijinalindeki ortalama mikrop sayisi

hesaplanir.
1.2.5. Koloni Sayisim Hesaplama
Kat1 besiyerinde yapilan sayim sonuglarimin verilmesinde koloni olusturan birim esas
alinir. Koloni sayisi hesaplandiktan sonra sonug, kati gidalarda kob/g ( érnek: 3,5 x 107
veya 350kob/g ), sivi gidalar da ise kob/ml ( 6érnek: 3,2 x 10" veya 32kob/ml ) olarak verilir.
Sonuclar iki sekilde hesaplanabilir;
1) kob/g (ml) = iki paralel plagin ortalamasi x Dillsyon faktorii

Ornek; sivi bir gida érneginde aerobik bakteri sayisi belirlenmek isteniyor. 10", 10°
dilisyonlarinda koloni sayisi >300 olarak bulunmustur.

Diliisyon 10” 10° 10* 10°
Birinci Paralel 300 240 38 20
ikinci Paralel 250 202 52 24
Toplam 550 442 90 44
Ortalama 275 221 45 22

Tablo 1.1: Sivi gida 6r neginde toplam ve ortalama koloni sayilari

10-2 dilisyonundaki koloni sayisi yaklastk 30 — 300 arasinda oldugundan
hesaplamalar bu plaklar tizerinden yapilir. kob/ml = iki paralel plagin ortalamas: x Dillisyon
faktorl

= 275x 107

=27,500 olarak hesaplanir.

2.) kob/g (ml) = Koloni sayicisindaki isaretli karelerdeki sayim sonucu x 5 X

DilUsyon faktort

Ornek; koloni sayicisiyla isaretli kardlerde 45 adet koloni sayilmustir. Diliisyon
faktoriise

13
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10 dir.Buna gére sonug; kob/g (ml) = 45 x 5 x 10% = 22,500 olarak hesaplarnr.
NOT: Diliisyon faktérii = 1/ Seyreltme oramdir. Ornegin; 1/ 10* = 10° gibi.
1.2.6. Membran Filtre Y dntemi
Membran filtrasyon;
Su (icme, isletme ve kullanma),
Mesrubat gibi sivi gidalar,
Seker, tuz gibi suda tam olarak ¢ozilen kat1 gidalarin analizlerinde,

Ve 0zellikle gidada aramlan mikroorganizma sayisinin 10 ml’ de 1 veya daha az
oldugu durumlarda kullamlan bir yontemdir.

[SEORORN

Membran filtrasyonda kullanilan filtreler cok ince, ¢ok gbzenekli, sellloz asetat,
selliloz nitrat veya sdiiloz ester karigimlaridir.

Membran fitrelerin gdzenek biyuklUkleri 10 nm ile 8 mm arasinda degismektedir.
Mikrobiyolojik analizlerin gogunlugunda 0,3 — 0,7 mm gozenekli filtreler kullanilmaktadir.

Membran filtrder sayimn kolaylastirmak amaciyla kare seklinde alanlar (cizgiler)
basili olarak hazirlanmustir.

Bu yontem, hem toplam bakteri sayisimin hem de canli bakteri sayisinin
belirlenmesine uygundur.

Y Oontemin prensibi;

@  Bédirli hacimdeki bir sivi (ya da homojenize edilmis kati) gida Grnegindeki
mikroorganizmalari, gbzenek caplari belli bir membran filtre Gizerinde tutmak,

@  Bu filtreyi aseptik kosullarda uygun bir standart kati besiyeri veya besiyeri
emdirilmis absorbant ped Uzerine yerlestirerek koloni olusturmasini saglamak ,

@  Olusan kolonileri sayarak gidadaki mikroorganizma sayisim bulmaktir.

Kullamlan M ateryal

@  Membran Filtre Seti (Nuce erleni, conta gorevini yapan tipa, filtre arasindaki
poroz kisim, membran filtre, érnek haznesi)

Steril filtre k&gich

Hazir kat1 besiyerleri

Vakum pompasi

Oze

[SEORORN

14
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@ Didtilesu

@ Bek

@  Pens

@ Steril pipetler

@  Erlen
Asamalari

a) Membran filtre setinin tim parcalar1 1210C’ de 15 dakika otoklavda sterilize edilir ve
kullamimaya hazir duruma getirilir.

Resim 1.11: Membr an filtre dizenegi

b) Duizenek kurulduktan sonra piyasada kullamma hazir olarak bulunan steril membran
filtre kagitlart hazirlanir. Membran filtreler gdzenek caplar: kullamm amacina uygun

olarak secilir.
Ornek; Bakteriler igin.................. 0,45 mm
Kifler ve mayalar igin.....0,65mm
Mikrokoklar igin............... 0,20mm capinda gozenekli filtreer kullanilir.

c) Piyasada hazir olarak bulunan 5cm ¢apindaki plastik petriler icerisindeki hazir
besiyerleri, 3,5ml destile suyla plastik pipet veya vakum tabancayla islatilir.

15
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Resim 1.12: Besiyerlerinin idatimas

d) Membranfiltre steril bir pensle alinarak filtre altindaki poroz kismina yerlestirilir.

Resim 1.13: Filtrenin yerlestirilmes.

e) Ornek haznesi bunun iizerine konur ve kilitlenir.

16
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Resim 1.14: Ornek haznesinin yerlestirilmes

f) 100 ml numune, 6rnek haznesine konur.

Resim 1.15: Ornegin filtre edilmes

17
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g) Vakum pompastyla vakumlanir ve 6rnek haznesi kaldirilir.

Resim 1.16: Ornegin vakumlanmas

h) Steril penslefiltre alinarak hazir besiyerinin lizerine, arada hava boslugu kalmayacak
ve kardi kisim Ustte kalacak sekilde yerlestirilir.

Resim 1.17: Filtrenin besiyerine yerlestirilmes

18
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i) 37°C'ta 48 saat inkibe edilir.
j) Inklbasyon sonunda filtre tizerinde olusan koloniler sayilir.Boylece 100ml’ deki
bakteri sayisi tespit edilir.

Resim 1.18: Olusan kolonilerin sayim
k) Degerlendirme sonrast mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak Uzere
inkutbattrden ¢ikan tim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Resim 1.19: Membran filtrasyon sonras olusan koloniler

19
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Sonuclarin Verilmes

Membran filtreden fiilen gecirilen miktar esas alinarak sonuclar kob/ml veya kob/g
olarak verilir. Ornek;

@ 100 ml su ornegi filtre edilmis ve sonugta 24 koloni sayilmis ise sonug 24
kob/100 ml olarak verilir.

@ 5 g seker 45 ml steril seyrdtme ¢ozdtisinde eritilmis, buradan alinan 5 ml

filtreden gecirilmis ve 17 koloni sayilmus ise filtrasyon éncesinde 10 seyreltme

yapilmis demektir. Bu ¢ozeltinin her mililitresinde 0,1 gr ve 5 ml’de ise 0,59

seker vardir.

17 koloni 0,5 g’ dan ede edildigine gore sonuc; 17/ 0,5 = 34 kob/g olarak veilir.

100 ml su ¢6rnegi filtre edilmis ve koloni geismesi gordlmemisse sonug

<1kob/100ml olarak verilir.

1.2.7. En muhtemel Say1 (EMS) Y dntemi

1%}
1%}

Sivi besiyeri kullamilan sayim yontemi denildiginde “En Muhtemel Sayi-EMS”
yontemi anlasilir.

Yontemin esas;

@  Ardisik 3 seyreltiden 3 er adet sivi besiyerine 1" er ml ekim yapilmasi

@  Inkiibasyon sonunda tiiplerin pozitif ya da negatif olarak degerlendirilmesi

@  Degerlendirme sonunda elde edilecek kodun, istatistik yontemlerle elde edilmis
cizelgeden okunmasidir.

Resim 1.20: Ardisik seyreltme ve ekim

Yontemin  'En Muhtemel Sayr’”’ olarak adlandirilma nedeni  Grnekteki
mikroorganizma sayisinin istatistiksel olasilik hesaplar1 ile elde edilmis cizelgelerden
yararlanilarak hesaplanmasidir.

20
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TUplerin pozitif veya negatif olmasinin degerlendirilmesi, aranan mikroorganizma ve
buna bagli olarak kullamlan besiyerine gére degisir. Bu degerlendirme basit olarak

besiyerinde;
@  Bulanklik olmasi,
@ Durham tUpinde gaz olusumu,
@  Besiyerinderenk degisimi,
@  Pihtilasma,
@  Floresan olusumu gibi ¢ok basit olarak yapilabilir.
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Resim 1.21: Tiplerde pozitif gelisme
EMS yonteminde ardistk 3 seyrdtiden 3'ea tlpe ekim yaplmast gida
mikrobiyolgjisinde en yaygin uygulamadir. Seyreltilerden 5 e veya 10'ar tlpe de ekim
yapilabilir. Her seyreltiden ekim yapilan besiyeri sayisi arttikga daha dogru sonug alinacagi
acik olmakla ve givenlik sinirlari daralmakla birlikte 3 tip yontemi ile yeterli sonuclar
ainmaktadir. Gida érnegi sivi ise orijinal érnekten ( 10° seyrelti ) ekime baslanabilir.
Boyldikle yontemin duyarhigi 10 kez artirilmig olur.

Kat1 gidada ise en disuk olarak 10-1; 10-2; 10-3 seyrdtilerinden 1'er ml ekim
yapilabilir. Ayrica, gerekirse kat1 gida standart 10gr + 90ml seklinde homojenize edilir. 10-1
seyrdtiden 10ml hacim alindiginda orijinal drnekten 1gr alinmig gibi olur. Burada dikkat
edilmesi gereken nokta 10ml besiyerine 10ml oOrnek aktarildiginda besiyerinin
konsantrasyonunun yar: yariya azalacagi, bunun o©nine gecmek icin baslangicta bu
besiyerlerinin ¢ift glcli ( orijinal besiyerinin iki misli konsantrasyonunda ) hazirlanmasidir.

Ornek; koliform grup analizinde kullamlan LST Broth besiyeri normal olarak 35,5
gr/L konsantrasyonda hazirlanir. 10ml tuip i¢inde 0.355g madde vardir.

Cift gucli hazirlanmas: gerektiginde baslangigta 71g/L  (0,719g/10ml) olarak
hazirlanir. Bunun Gzerine 10ml 6rnek konuldugunda L ST konsantrasyonu 0,71g/10ml’ den =
0,355¢/10ml standart degereiner.

Bu tip ekimler icin yeterli buyuklikte tip kullamimalidir. Bu islem igin daha dogru
olarak 10'ar ml hacimler, iclerinde 100’ er ml standart besiyeri olan erlenlere aktarilmalidir.

EMS yonteminde ardisik seyrdtilerden 3 er besiyeri tipiine ekim yapildiktan sonra
tUpler aranacak mikroorganizma icin optimum sicaklikta ve gereken stirede inkibe edilir.
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Bu stirenin sonunda her seyreltide kag tupte pozitif sonug alindigi kaydedilir.
Tablo 1.2: EMS gizelges EMS/g; EMSmL (partiden 1 6rnek alinmasi)

Pozitif tip ler Say1 ve kategori
1mL 0,1 mL 0,01 mL EMS Kategori

0 0 0 <0,30 -
0 1 0 0,30 2
0 2 0 0,62 3
1 0 0 0,36 1
1 1 0 0,74 1
1 1 1 1,10 3
1 2 0 1,10 2
1 2 1 1,50 3
1 3 0 1,60 3
2 0 0 0,92 1
2 0 1 1,40 2
2 1 0 1,50 1
2 1 1 2,00 2
2 2 0 2,10 1
2 2 1 2,80 3
2 3 0 2,90 3
3 0 0 2,30 1
3 0 1 3,80 2
3 0 2 6,40 3
3 1 0 4,30 1
3 1 1 7,50 1
3 1 2 12,00 3
3 2 0 9,30 1
3 2 1 15,00 1
3 2 2 21,00 2
3 2 3 29,00 3
3 3 0 24,00 1
3 3 1 46,00 1
3 3 2 110,00 1
3 3 3 >110,00

Tablo 1.2: EMScizelges EMSg ; EMS/mL (partiden 1 6rnek alinmasi)
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Bu sekilde yapilan ekim sonucunda drnegin 2 — 1 — 0 sonucu elde edildiyse, gidanin
1ml’sinde ya da 1graminda 1.50 adet mikroorganizma oldugu anlagilir.

Swvi bir gidada sirasiyla 10. 1, 0.1 ml ekim yapildi ve 2 — 1 — 0 sonucu ede edildiyse
yukaridaki Ornekte verilen tim degerler 10ml icin gegerlidir. Diger bir deyisle gidamn
1ml’sinde 1.50/ 10 = 0.15 adet mikroorganizma bulunmaktadir.

Tersine olarak sirasiyla 10, 10° ve 10 seyreltilerinden yapilan ekimlerde yine 2 — 1
— 0 sonucu alindiysa 1gr ya da 1ml o¢rnekte 1.50/0.01 = 150 adet mikroorganizma
bulunmaktadr.

EMS yonteminde sonuclar standart EMS tablosundan (Tablo 1.2.)sonug
hesaplandiktan sonra sivi gidalarda EM S/ml, kat1 gidalarda EM S/gr olarak verilir.

Y 6ntemin uygulanmsinda daha duyarli sonu¢ elde etmek amaciyla ardisik 4 seyreltiden
ekim yapilip sonuglar aiindiktan sonra hangi ardisik 3 seyreltinin EMS tablosunda
kullarlacag: belirli bir kural gergevesinde segilebilir.Bu segimde izlenmesi gereken kurallar
sunlardr;

@ Ardisik 4 seyrdtiden yapilan ekimlerde 1’ den fazla 3 pozitif sonug varsa daha az
konsantre olan seyrdti ile baslayan seri dikkate alinmalidir.

Ornegin gidada 10° , 10" , 10, 10° olmak Uzere ardisik dort seyreltiden 3 er tiipe
yapilan ekimlerde sirasiyla 3 — 3 — 2 — 1 seklinde sonug alindiysa 3 — 2 — 1 serisi dikkate
alinmalidhr.

Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 1 adet 3 pozitif sonug varsa, 3 pozitif alinan
seri ile baslamimalidir.

Ornegin sirasiyla 3 —2 — 1 — 0 seklindeki seride degerlendirilecek olan 3 — 2 — 1 dir.

@ Ardisik 4 seyrdtiden yapilan ekimlerde O adet 3 pozitif sonug varsa sondaki seri
dikkate alinmalidir.

Ornegin 2 —1 — 1 — 0 serisinde 1 — 1 — O serisi kullamimalichr. Ancak 1'den gok 3
negatif sonug varsa ( 6rnegin; 2—1—-0—0) bu kez 2 —1 — 0 serisi kullanilmalidir.

EMS yonteminde degerlendirme amaciyla ¢ok sayida ve farkli yaklasimlar ile
hazirlanms tablolar vardir. Bunlardan en yaygin olarak kullamlan: Tablo 1.2 de verilmistir.

Tablo 1.2'de, kategori bdlimiunde 1, 2 ve 3 olarak gosterilen 3 kategori vardir. Bu
kategoriler sonuglarin bir anlamda glivenligini gostermektedir.

1 nu'lu kategori ile elde edilen kodlar glivenli olup laboratuvar tarafindan dogrudan
degerlendirilir.
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2 nu'lu kategoride elde edilen kodlar daha az guvenilirdir. Bu sekilde elde edilen
kodlar Ust yetkiliye danisilarak degerlendirilmelidir.

3 nu'lu kodlar ise kayda deger dlclide glivenilmez olup deney tekrarlanmali ya da
mutlaka Ust yetkilinin onay: ile degerlendirilmelidir.

1.2.7.1. Sularda EM S Y dnteminin Uygulanms:
1.  Basamak tahmin deneyi;

a) Orijinal su 6rneginden 10, 1, 0,1ml alinarak icerisinde durham tipleri ve
10ml steril LSTB besiyeri bulunana Ucer tipe inokilasyon yapilir. Bu
ekim yontemi uygulandiginda 10ml su érneginin inokule edildigi
tuplerdeki LSTB besiyerleri cift gliclt hazirlanir.

b.)  Sonra hafif calkalanarak 37°C’ de 48 saat inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon stiresi sonunda pozitif gaz tipleri belirlenir ve EMS tablosu
kullarilarak suyun mililitresindeki olasi toplam koliform sayisi hesaplanir.

2.  Basamak dogrulama deneyi;

a) Gaz olugsmus tim tiplerden, durham tiplU Brillant Gren Bile ( %2 ) Broth
besiyerine, tup hafifce egilerek 6zeninigini bir zar gibi kaplayacak sekilde
Ornek alinarak inokulasyon yapilir.

b.) 37°C'ta48 saat inkiibasyon siiresi sonunda durham tlipleri icinde gaz
olusmus pozitif tipler ayrilir. EM S tablosu kullanilarak suyun
mililitresindeki toplam koliform sayisi saptanr.

Ornek ; 1. tipte gaz var (+)

2. tiptegaz yok ( -)

3. tipte gaz yok ( -)

Bu sonuclar EMS tablosundan kontrol edildiginde sonug;100cc’ deki koliform bakteri
say1st 23'tar.

100 cc’ deki
Koliform Bakteri
1. Tdp (10CC.) 2.Tup(1CC.) 3. Tup(0,1CC.) | Sayis

+ + + 240 dan fazla

+ + - 240

+ - + 95

+ - - 23

- + + 19

= + = 9

- = + 9

- - - 0

Tablo 1. 3. igme ve kullanma sularinda EM Stablosu
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c.) Analiz sonunda mikroorganizma ile temas eden her malzeme sterilize
edilerek yikanir veya atilir.

1.2.7.2. Gidalarda EM S Y 6nteminin Uygulamsi

a) Iclerinde durham tupleri ve 9ml sulancirma sivisi bulunan agz kapal: tlpler
spora sirasiyla dizilir.

b) Bu (g tipin arkasina 9 adet yine durham tipU konulmus tipler 3 er 3’ er dizilir.

c) Birinci siradaki tuplerden ilkine 1ml + gida 6rnegi konur.( 9+1 = 10ml
yapti.)Buradan 1ml alinr ikinci tipe aktarilir.Buradan 1ml Uglnci tupe
aktarilir ve 1ml disar1 atilir.Bdylece gida numunesi 10" , 102, 10° oraminda
seyrdtilmis olur.

d) Birinci ana tipten 1ml alimr. Hemen arkasindaki birinci tipe aktarilir.Ana
tlpten tekrar 1ml alinir ve yine birinci siradaki ikinci tUpe aktarilir.Son olarak
birinci ana tipten 1ml daha alinarak U¢lnci tipe aktarilir.

e) Ikinci ve tiglincli ana tiipler icin de ayni islem tekrarlanr.

f) 37°C’'ta 48 saat inklibasyona birakilir.

g) Inkiibasyon sonunda durham tiipleri degerlendirilir.Gaz olusumu ve bulamklik
vb. varsa sonug pozitiftir.

Ornek:
Birinci sirada; 1. tiip = (+) 1kinci srada; 1.tip = (+) Ucglincii sirada; 1. tip = (+)
2.tlp=(+) 2.tlp=(+) 2.tp=(-)
3tp=(+) 3.tip=(-) 3.tp=(-)

Birinci siratoplamt = 3 Ikinci siratoplam = 2 Uciincii siratoplam = 1
Bunlar: kodlayacak olursak ; 3 + 2 + 1 = 321 kodunu olusturur.EMS tablosundan (
Tablo 1.2.) bakarsak 321 =15 EMS/ml veya EM S/g olur.

Ornek:
Birinci tupteiki (+)
Ikinci tUpte bir (+)
Ugtincii tiipte bir (+) ise, kod 211 =2 EMS/ gr ( ml ) Yani gidamin 2 graminda
mikroorganizma bulundugunu belirtir.

h)  Analiz sonunda mikroorganizma ile temas eden her malzeme sterilize
edilerek yikanir/atilir.
i) EMS yonteminin uygulanmasimin sonucunda gikan degerler raporda su
sekilde belirtilir.
Ornegin;
Y 6ntem sularda uygulanmigsa sonug 100 ml’ deki koliform bakteri sayisi 95 EMS/ml
veya 240 EMS/ml ya da 240 dan fazla seklinde yazilir.

Gidalardaise EM S sayisi, 16 EMS/g (mL) veya 64 EMS /g (mL) ya da 2400 den fazla
koliform bakteri sayisi seklinde verilir.
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2. DIREKT MIKROSKOBIK SAYIM
YONTEMLERI

2.1. Amac

Bu sayim yontemleri mikroorganizma sayimi yapilacak olan 6rnegin mikroskop
atinda incelenmesi prensibine dayanmaktadir. Bu amacla Uretilmis 6zel lamlar ( Thoma
lam, Howard larmi vb) veya bdli bir hazirlik yapilan normal lamlar (Breed yontemi ) ya da
Membran filtreler kullanilmaktadir.

Bu yontemlerde canli ve 610 hiicreer beraberce sayildigindan bunlar ya starter kiiltir
gibi canli hiicre sayisinin yilksek oldugu érneklerde ya da ¢ig siit gibi sayilan tim hiicreler
0l dahi olsa bu sayinin siituin kalitesi hakkinda fikir vermesi amaciyla kullanilir.

Direkt mikroskobik sayim yontemleri canli ve 6lu tiim mikroorganizmalarin sayilmasi
gibi 6nemli bir dezavantgja sahip olmakla beraber pek ¢ok Ustlin yonleri de vardir. Bunlar
sOyle siralanabilir;

10 dakika gibi ¢ok kisa bir stre icinde sonug alinir.

Maliyet, kiltirel sayima gére cok disdktar.

Y apilis1 kolaydir.

Surekli preparat halinde uzun siire saklanabilir.

Mikroorganizma cinsi hakkinda gok kisa stirede fikir sahibi olunur (kok, cubuk
bakteri, maya vs).

Sit gibi bazi materyallerin laboratuvara getirilmesi sirasinda, iclerindeki
bakteriler cogalabilir. Bunu onlemek igin, kulttrel sayim yapilacak materyal,
ancak sogutulabilir. Buna karsin direkt mikroskobik sayim yontemi kullanilacak
ise materyal i¢ine uygun bir antibakteriyel madde ilavesiyle bu sorun ortadan
kaldirilabilir.

Q Vv QaQ
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@  Thoma lam ile maya sayinunda metilen mavisi ¢ozeltis uygulanarak yapilan
basit preparatta canli ( renksiz ) ve 6l ( mavi renkli ) hiicreler ayri ayr
sayilabilmekte ise de bu uygulama yalmzca ekmek mayasi Uretiminde ve sarap,
bira yapiminda kullanilmaktadir.

2.2. Howard Lam ile K tfli Saha Sayimi ve Hesaplamalari

Howard kuf sayimi domates suyu, salga, ketcap gibi domates Urunlerinin ve diger
meyve Urdnlerinin  Uretiminde kullamlan ham maddenin  mikrobiyolojik  kalitesinin
belirlenmesi ve isletmede sanitasyon uygulamalarimn etkinliginin saptanmasi amaciyla
uygulanan mikroskobik bir sayim yontemidir.

Analiz 25 goriis sahasi olan 6zel bir lamda yapilir.

Amag; incelenen gorls sahasimn kif misdleri agisindan ( + ) veya ( - ) olarak
degerlendirilmesi ve buna gore analiz edilen drnekte kifli saha oramimn belirlenmesidir.
Sonuglar '’ % kiflt saha’’ olarak verilir.

Analiz sonrasinda bulunan kif flamentlerinin sayisi, bu Urinlerin elde edilmesi
sirasinda kifl parcalarin da Uretime dahil edildigini gosterir. Aym sekilde tereyaginda kiife
rastlanmas: da kufli krema kullamil digint kantlar.

Sayim isleminde sekil 2.1'de gérilen Howard lami ve lameli kullaniimaktadir.
Howard lamu, Uzerine lamel kapatildiginda arasinda Newton halkasi olusacak sekilde temiz
olmalidir. islem su sekilde yapiimalichr:

a) Domates suyu orijinal haliyle incelenebildigi halde, salca gibi koyulastirilnus
Urdnlerinin  steril distile su ile seyrdtilmeleri gerekir. Seyretme oran,
refraktometre degeri 20 °C 'da 45.0 — 48.7 veya refraktif indeks 20 °C 'da
1.3447 - 1.3460 degerleri arasinda olmalidir. Boylece kuru madde oram % 8-9
olur.

b) Lam Uzerine seyrdtilen érnekten bir damla konulup, Uzeri 6zel Howard lameli
ile kapatilir. Ornegin lam sayim yiizeyinde uniform bir sekilde dagilmasina ve
sayim alamni dolduracak kadar érnek alinmasina dikkat edilmelidir. Ornek
yeknesak dagilim gostermiyorsa lam ile lamel arasinda Newton halkasi
olusmamigsa veya 6rnek cukurdan disar1 ve lamel Uzerine tasmissa bu preparat
kullamimaz, yenisi hazirlamir. (Newton halkasi, iki cam eger gok temizse
birbiri tGzerine konuldugunda renkli halkalar olugmasi halidir)

C) Bu sekilde hazirlanan preparat, gorils alant 1.5 mm? olacak sekilde ayarl: bir
mikroskop ile incelenir. Ayarli bir mikroskop ile yapilan her bir gozlemde,
0.15 mm?lik bir érnek hacmi incelenebilmektedir. Bu amacla 90-125 X bir
biyutme kullanmlir (10 X okiler ve 10 X objektif ile 100 X buyitme elde
edilir). Eger kUf flamentleri fark edilemiyor ise 200 X biyltmeye kadar
cikilabilir. Alan ayarlamasi tlp boyu degistirilerek yapilir, ancak bu her
mikroskopta mumkun olmadig igin alan belirlemesi, lam Gzerine konulan ve
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1.5 mmiik yuvarlak alanlarnn isaretlenmis 6zel bir lame yardimi ile
gerceklestirilebilir.

d) Incelenecek drnegi temsil edecek sekilde hazirlanan iki veya daha fazla 6rnekte
en az 25'er saha sayilip pozitif saha sayisi tespit edilir. Eger saha icinde Ucten
daha fazla flament varsa veya Ugten daha az sayidaki flamentlerin toplam
uzunlugu goris sahasi ¢capinin 1/6'sindan daha fazla ise bu goris sahasi (+)
olarak degerlendirilir.

€) Sayim sonucu elde edilen pozitif saha sayisindan yararlanilarak ylzde pozitif
saha sayisi hesaplanabilir. Buna gore;

Pozitif saha sayisi = (Pozitif sahalar sayisi X 100) / Sayilan toplam saha say1st Howard
lamu ile bulunan deger, Griindeki kiif miktarim dogrudan gostermez. Ornegin % 20 pozitif
saha hi¢ bir sekilde drinde % 20 oramnda kif oldugunu degil, Howard lam ile yapilan
sayim sonucuna gore % 20 oraminda kuflt saha oldugunu bdirtir. Bununla beraber yuzde
kUfli saha orami, Uretim sirasinda kullamlan ham maddede hangi oranda kiflii domates

oldugu hakkinda bir 6n bilgi verebilir.

Ornegin Howard laminda % 60 (+) saha goriildii ise hammaddede agirliga gore en az
% 4 kuflu domates kullamldigr anlagilir. Bir diger yaklasimla, agirliga gore % 4 kifli
domates iceren ham maddeden islenen Uriinde Howard yontemi ile en ¢cok % 60 (+) saha elde

edilebilir

Ustten gorunis

7
3%t | — Lam
33335 |
Yandan gurunU$
Lamel

Sekil 2.1: Howard Lami ve Lamédli
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Sayim yapilirken su noktalara dikkat edilmelidir:

1.  1ki veyadahafazla preparatta Howard lam (izerindeki 25' er saha sayilip, kif
flamenti agisindan pozitif veya negatif olarak degerlendirilmelidir.

2. Howard kifl saha sayiminda en biyik zorluk, hammaddeden gelen dokular ile
kdf hiflerinin birbirinden ayrilmasidir. Bu ayirimin dogru bir sekilde
yapilabilmesi icin de su kurallara dikkat edilmelidir;

a) Kuf flamentleri tup seklinde bir yaprya sahiptir ve mikroskop altinda hifler
diizgln, birbirine paralel duvarlar seklinde gozlenir. Fakat domates dokularinin
caplar1 sabit degildir ve daralip genisleyen degisken bir yapiya sahiptir.

b) Kuf flamentlerinin birgogu septali olmasina karsin domates dokularinda septa
gozlenmez.

¢) Kiuf flamentlerinin ug kisimlar: kiit, domates dokularinin ug kisimlari ise
sivridir.

d) Kuf hiflerinde keskin acilarla dallanmig yapilar gozlenirken, domates
flamentleri diizglin bir yapiya sahiptir.

€) Kuf hifleri mikroskopta genellikle net goriintli verirken, domates dokularinin
ayn netlikte gbzlemlenmesi mimkun degildir.

f) KuUf hifleri mikroskopta grantilli bir gorintti verir. Domates dokular ise
saydamdir.

3. Ege sahaicinde Ucten fazla sayida kif flamenti varsa o alan pozitif olarak kabul
edilir.

4.  Bir sahada Ucten fazla sayida kif flamenti varsa veya Ucten daha az sayidaki
flamentlerin toplam uzunlugu goris sahasi ¢capinin 1/6' sindan daha fazlaise bu
goris sahasi da pozitif olarak kabul edilir.Degilse negatiftir.

2.3. Thoma Lami ile Mikroskobik Sayim

Ozellikle mikrobiyolojide maya ve tipta kan ve sperm sayimlarinda kullanilan ve
Thoma lami (hemositometre ) adh verilen 6zel bir lamla yapilan sayimdir. Thoma laminda
bakteri sayilmasi oldukc¢a guc olup 6nerilen bir yontem degildir.

2.3.1. Asamalar

a)  Sayimigin 18 — 24 saatlik bir maya klttrd hazirlanr.

b) % 10'luk asetik asit veya 1/9'luk slilfirik asit ¢ozeltisi kullamlarak kiltirin
uygun diltsyonlar1 hazirlanir ( 6rnegin ; 0.5ml kaltdr + 4.5 ml diltsyon ¢ozeltisi
seklinde ).Bu islem aynm zamanda hiicre kimelesmelerini de birbirinden ayirir,
boylece de sayim kolaylagir.
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Maya hiicrelerini daha kolay sayabilmek ve canli ile 6lt maya hucrelerini birbirinden
ayirabilmek amaciyla, dilisyon oncesinde, kulture birkag damla % 1'lik metilen mavisi
damlatilabilir. Bu durumda 6lU hicreler metilen mavis ile boyanr, canli hicreler
boyanmaz.Y alnizca boyanmamis hiicreler sayilarak canli maya sayimi gergeklestirilebilir.
Ancak bu yontemin, deneyimli kisilerce uygulanmasi ve mikroskop 1s1k ayarinin  ¢ok iyi
olmasi gibi bazi zorunluluklar: da vardir.

c) Birkag 6ze dolusu 6rnek, Thoma laminin iki sayim bolgesine ayr1 ayr1 aktarilir.
Burada sivinin lamel Uizerine tagsmayacak miktarda olmasina dikkat edilmelidir.

d) Bunun Uzerine 6zel lamel kapatilir. Lamelin Uzerine yavasca bastirilarak
incelenecek Grnegin lamdaki sayim hacmine homojen dagilimi saglanir.

€) Preparat mikroskop tablasina yerlestirilerek sayima gegilir. Once 10X veya
20X objektif ile toplam goris sahast bulunur. Daha sonra 40X objektif ile
kiiclik karelerdeki hiicreler sayilir.

f) Gend olarak capraz 8 buyik karede sayimlar gergeklestirilir ve ortalamasi
alinir. Bulunan deger 2 ile carpilarak bittin buylk karderdeki maya sayist
bulunur. Daha sonra formdl ile toplam maya sayisi/ml degeri hesaplanir.

2.3.2. Hesaplamalar ve Dikkat Edilecek Noktalar
Thoma laminin esasi, 0.1 mm® hacimde sayim yapilmasicir. Thoma laminin yandan

gorinisti sekil 2.2'de verilmistir.

Sekilde goruldiugl gibi lamin cukur bir kisnu vardir. Kiltir, bu kisim Uzerine
aktarilip, lamel kapatildiginda bu cukurda 0.1 mm yiksekliginde bir sivi kalir. Sayim
yapilacak alan cam yuzeyindeki cizgilerle belirlenmistir. Lamel konduktan sonra utzerine
bastinlarak lamin gukuru disinda kalan diiz kismi ile lamel arasinda bir sivi katmaninin
kalmasi 6nlenir. Boylece gukur alan icinde tam olarak 0.1 mm yiiksekliginde sivi bulunmast
saglanmis olur.

Dz kisim

0. mmn teubur kigim) il

E rrrrr : 0. mm
ﬁ L]

0,05 mm

Sekil 2.2: Thoma lamimn yandan gor inumdi
Thoma laminda 16 blyuk kare, her biytk karede 25 kiglk kare vardir. Sayim bu
karelerde yapilir. Sekil 2.3'te bir kiiglik kare gosterilmistir. Yani bir sayim sahasinda 16x25
= 400 kuguk kare bulunmaktadir.Bir kuicuk karenin kenar1 /20 mm (0.05mm ) olup,derinligi
1/20mm = 0,2 mm'’ dir.Bu durumda bir kiiclk karenin hacmi;

V wigik kae = 1/10x1/20x1/20 = 1/4.000 mm>ir.
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Bir sayim alaninda 16 X 25 = 400 kii¢iik kare olduguna gére

V Toplam sayim hemi = 400X 1/ 4000 = 0.1 mm’tiir.

Sonuglar cm® (ml ) olarak verilecegi icin sayim sonucu 10,000 ile carpilir ( 10x1000).

Sayimda, genellikle buylk karelerin timu dikkate alinmaz ve yalnizca carpraz 8
buylk karede sayim yapilir. Sayimlar en az bes kere tekrarlanmalidir.Sayimlarin ortalamasi
ainir ve sonug 2 ile carpillarak 0,1 mm’teki deger bulunur(16 kare oldugu icin).Sayim
yapilirken su noktalara dikkat edilmelidir;

@  Sayimaalinan kiguk karderin st ve sag taraflarindaki kare cizgilerine teget
veya cizgileri kesen hiicreler sayima alinir.

@  Kuguk karderin at ve sol taraflarindaki kare gizgilerine teget veya cizgileri
kesen hiicrder sayima alinmaz.

Toplam hiicre sayisi ( canli ve 6l ) su formile gére hesaplanir;

Toplam hiicre sayisi = 16 bilyiik karedeki hticre sayist x 10,000 x diltsyon faktori
(ortalama))

Maya sayiminda seyreltme (dilisyon) % 10'luk asetik asit ile yapilir. Bu
konsantrasyondaki asetik asit maya hticrelerini birbirlerinden ayirarak kiimelesmeyi onledigi
icin, kolay bir sayim yapilmasina yardimci olur.

Thoma laminda 1 goriis sahasi icinde en az 1 biyik kareyi sigdirmak amaciyla 10 ya
da 20 biyitme guclU objektif kullanilir.

Thoma lamindaki blylk karelerin simirlart ara cizgi ile belirtilmistir. Cogu kere

karistirildigr gibi, ara cizgi blyuk karelerin sinir1 degil, biyik karenin sinirlarint belirleyen
yardimei cizgidir. Sekil 2.3'te Thoma lamimin sayim yapilan kareleri verilmistir.
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Sekil 2.3: Thoma lamimin sayim yapilan kareleri ( Toplam gor lis sahas 100 X )

Sekil 2.4'teise blyuk karelerin stnirim belirleyen ara gizgiler gorulmektedir.

Sekil 2.4: Thoma laminda buylk kareerin ssmrin belirleyen ara cizgiler
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Thoma laminda biiyuk karelerin simirt tzerinde olan hiicrelerin nasil sayilacagi gogu
kez tartisilan bir durumdur. Bu gibi durumlarda, hiicrenin ne kadarimn biyik kare icinde
olduguna dikkat edilir.

Direkt mikroskobik sayim yontemlerinde canli ve 6lu hicrelerin  beraberce
sayilmasinda, baz basit ancak etkin yontemlerle canli ve 61U hiicreler ayrilabilir. Bu konuda
en iyi Oornek, metilen mavisi boyas: ile maya hiucreerinin boyanmasi, daha sonra direkt
sayim lamlarina alinmasidir.

Bu amacla maya hucrelerinin bulundugu tipe 1 ka¢ damla metilen mavisi boyast
damlatilir. OlU hiicreer metilen mavisi ile boyanir ancak canli olanlar boyanmaz. Bu sekilde
sadece maviye boyanmanmus hlicreleri sayarak canli maya sayisi el de edilir.

2.4. Breed YOntemi

Breed yontemiyle sivi Orneklerdeki bakteri ve mayalarin mikroskobik sayimlar:
gerceklestirilebilmektedir. Daha ¢cok c¢ig sit ve bazi sit UrUnlerindeki toplam  bakteri
sayisini belirlemek amaciyla kullamimaktadir. Y ontem geregince canli ve ol bakteriler
beraberce sayilir.Her ne kadar gida sanayisini ilgilendiren canli bakteri sayisi ise de Breed
yontemiyle elde edilen degerin disik ya da yuksek olarak elde edilmes siitin kalitesi
hakkinda oldukga iyi bir fikir verir.

Breed yonteminin esasi; belli bir hacmin (genellikle 0,01 ml) 1 cm?® alan lizerine
yayilmasi, kurutulmasi ve boyandiktan sonra mikroskopla incelenerek sayimin bu alanda
yapilmasidir.

Normal bir lam (izerine isaretlenmis 1cm?lik alana 0.1ml’lik bir pipetle 0.01ml sivi
Ornek aktarilarak yayilir. Lamin alt yizeyine 1x1 cm boyutlarinda ve milimetrik karelere
ayrilmus bir kagit yapistirilarak 1cm? lik alan yaratilabilir.

Preparat kurutulur ve tespit islemi yapilir. Daha sonra preparat boyanarak mikroskopta
immersiyon objektifi ile sayimlara gegilir.

Sayim yapilan goris sahalarindaki ortalama sayi, mikroskop faktor,diltsyon faktora
ve 100 faktort (0,01ml drnek yayildigi icin) dikkate alinarak 1 ml ornekteki toplam bakteri

say1st hesaplanir.
2.5. Direkt Epifluoressant Filtre Teknigi

Fluoressant boyalarin ve ¢zel bir mikroskobun kullanildigi hizli bir membran filtre
yontemidir. Yaklasik 20 — 25 dakikada sonug vermektedir.

Bu yontemle swvilardaki, Ozellikle sutlerdeki toplam  bakteri  sayisi
belirlenebilmektedir. Kat1 gidalar ise homojenize edildikten sonra 5Mm naylon filtrelerden
gegirilir.
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Direkt epifluoresant filtre (DEFT) teknigi 1sil islem gormis ve gbrmemis domates
konsantrelerindeki kif, maya ve bakteri sayimlar: i¢in uygun bulunmustur. Bu yontemle
bulunan degerler, Howard kif sayim yéntemi ile elde edilenlerden daha hassas ve analiz
hatalarini daha fazla ortadan kaldirici nitdiktedir. Ote yandan bu yontemle, kiflere ilave
olarak maya ve bakteri gibi diger bozulma etmenlerinin de aym anda sayilmasi mimkuinddir.

DEFT yoOnteminde ©rnek icindeki mikroorganizmalari elde emek ve
konsantrasyonunu artirmak amaciyla membran filitrasyonu uygulanir, filitre tizerinde kalan
mikroorganizmalari  incelemek Uzere fluoresant boyamast yapilip, epifluoresant
mikroskobunda sayim gergeklestirilir.

KUf, maya ve bakteri sayiminda sirasiyla 10 X, 40 X ve 100 X objektifler kullanlir.

Fluoresans veren mikroorganizmalarin hepsi sayilip ortalama degerler elde edilir ve buradan
1 ml drnekteki say1 Breed yénteminde ve membran filtre yonteminde oldugu gibi hesaplanir.

2.6. Klltirel Sayim Y ontemlerine Goére Avantajlari ve
Dezavantajlari

Bu sayim yontemlerinin kiltird sayim yontemlerine  gbre bazi  avantgjlar

vardir.Bunlar;
1. Cok cabuk sonug alinir.
2. Uygulanmalar: basittir.
3. Sayimyapilirken mikroorganizmalarin hiicre morfolojileri de belirlenebilir.
4.  Horesan yoninden incelemeler yapilmasina olanak saglar.

Direkt mikroskobik sayim yontemlerinin bazi dezavantajlart bulunmaktadir. Bunlar

Calisanin gozuni zorlar ve yorar.

Hem canli hem de 61U hiicreler sayima alinir.

Incelenen ornekteki partikiller hiicrelerle karistirilabilir

Mikroorganizmalar, preparat Uzerinde her zaman yeknesak ( uniform)
dagilmayabilir, hiicre kimelesmeleri goruilebilir.

Boyama yapildiginda bazi hiuicreler tam olarak boyanmayabilir, dolayisiyla da
sayilamazlar.

6. Buyontemlerden ede edilen sayim sonuglar: diger sayim sonuclarindan her
zaman yuksektir. Fakat bu yontemlerin cabuk sonug vermesi nedeniyle pek ¢ok
durumda tercih edilebilir.
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