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ACIKLAMALAR

MODULUN KODU 541G10069

ALAN Gida Teknolojisi

DAL/MESLEK Gida Kontrol / Gida Laboratuvar Teknisyeni
MODULUN ADI Koloni Sayim

MODULUN TANIMI

Bu modiil, kiiltiirel ve direkt mikroskobik yontemlerle gida
maddelerinde kiif ve bakteri sayimi yapabilme yeterliliginin
kazandirildig1 6grenme materyalidir.

SURE 40/24

ON KOSUL Bu modiill i¢in ¢’Mikrobiyolojik Analizlere Hazirhk’’,
“’Besiyeri Hazirlama’’,*’Mikrobiyolojik Numune
Hazirlama”’, ©¢Kiiltir Elde Etme’’, ve ¢Genel
Mikrobiyoloji’>’modiillerini bagarmis olmak 6n kosuldur.

YETERLIK Kiiltiirel ve Mikroskobik Sayim Yapmak.

Genel Amac¢

Bu modiil ile gerekli bilgileri alip uygun ortam saglandiginda
teknigine uygun olarak kiiltiirel ve direkt yontemlerle kiif ve
bakteri sayimi yapabileceksiniz.

Amaclar

B EOIDBI O 4 L (1 1. Standartlara uygun canli bakteri sayimi1 yaparak sonucu
hesaplay1p rapor edebileceksiniz.
2. Standarda uygun olarak kiif sayimi yapabileceksiniz.
Mikrobiyoloji laboratuvari, blender, stomacher, mikser, cam
veya plastik steril petriler, refraktometre, membran filtre
. diizenegi, mikroskop, steril drigalski 6zeleri, igne 6ze, deney
EGITIM . Lo .. .
= . tiipleri, tiip tastyicilari, beher, distile su, hassas terazi, tartim
GELITIN L] kaplari, spatiil, steril peptonlu veya fizyolojik su tiipleri
ORTAMLARI ’ ’ :

pipetler, bek, erlen, etiiv, su banyosu, koloni sayicisi, steril
agarli besiyeri, Howard Lami ve lameli, Thoma lami, 6rnek
gida maddeleri, kibrit, kagit, kalem, cama yazar kalem,
laboratuvar arag¢ ve geregleri, temizlik malzemeleri.

VE DONANIMLARI

Modiiliin i¢inde yer alan her faaliyetten sonra, verilen 6l¢me
araglan ile kazandigimiz bilgi ve becerileri o6lgerek kendi
OLCME VE kendinizi degerlendireceksiniz.

DEGERLENDIRME Modiil sonunda ise kazandiginiz bilgi, beceri ve tavirlar
6lgmek amaciyla 6gretmen tarafindan hazirlanacak yazili ve
uygulamali 6l¢me araglari ile degerlendirileceksiniz.




GIRIS

Sevgili Ogrenci,

Giliniimiizde giivenilir 6zelliklerde ve kaliteli gida maddesi elde edilmesinde en etkili
araclardan biri de kontrol sistemlerinden olan mikrobiyolojik analizlerdir.

Mikrobiyolojik analiz yontemlerinden biri de kiiltiirel sayim yontemidir. Bu yontemle
mikroorganizma yiikii hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir. Mikrobiyolojik analizler, iriin
giivenilirligi ve raf omriiniin belirlenmesi agisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bu amagla
gidalardan mikroorganizma vyiikiinii belirlemek igin 6rnekler almir. Orneklerden, cesitli
besiyerlerine yapilan ekimler sonucunda kiiltiirel ve direkt mikroskobik sayim yontemleri
uygulanir.

Bu modiilde kiiltiire] sayim yontemlerine, koloni sayicisinin kullanimina, koloni
sayimi ve hesaplanmasina, direkt mikroskobik sayim yontemlerine yer verilmistir.

Bu modiili basariyla tamamladiginizda cesitli gida maddelerinde standartlara uygun
olarak canli sayimi ve kiif sayimi yapabilecek, bu analizler i¢in gerekli olan gesitli ara¢ ve
gerecleri kullanabileceksiniz.






OGRENME FAALIYETIi- 1

AMAC

Bu o6grenme faaliyeti sonunda uygun ortam saglandiginda teknigine uygun olarak
kiiltiirel ve direkt yontemlerle kiif ve bakteri sayimi yapabileceksiniz.

ARASTIRMA

»  Kiiltiirel sayim yontemlerini aragtiriniz.

»  Gida analiz laboratuvarlarinda en fazla kullanilan kiiltiirel sayim yontemleri ve
nedenleri hakkinda arastirma yapiniz.

>  Internet ortaminda kiiltiirel sayim yontemleri ve bu yontemlerin uygulanmasi
sirasinda dikkat edilecek noktalari arastiriniz.

»  Arastirmalarinizi rapor haline getirerek sinifta arkadaslarinizla paylasiniz.

1. KULTUREL SAYIM YONTEMLERI

1.1. Amaci

Bir ornekte hangi tip mikroorganizmalarin bulundugunun bilinmesi (gesit,grup,cins, tiir
vb) yani mikroorganizmalarin 6rnekten izole edilmesi ve tanimlanmasi ¢ogu zaman Gnem
tagimaktadir.Bunun yam1 sira, Ornege ait bazi  mikrobiyolojik  problemlerin
¢oziimiinde,6rnekteki mikroorganizma sayist da Onemlidir. Sayim sonuglari, incelenen
ornegin mikrobiyolojik kalite yoniinden degerlendirilmesinde biiyiik 6nem tagir.

Bugiine kadar pek ¢ok mikrobiyolojik sayim yontemi gelistirilmistir. Kiiltiirel sayim
yontemleri;
»  Amaca,

> Incelenen ornegin 6zelligine,

»  Eldeki olanaklara gore segilerek uygulanir.

Kiiltiirel sayim yontemlerinin amaci; su, toprak, hava ve her tiirlii gida maddesindeki
mikroorganizma sayisini tespit etmektir.



Sayim sonuglari, incelenen drnegin sivi, kati veya ylizey olmasina gore genel olarak
say1/ml, say1/g veya sayi/cm? olarak verilmelidir. Kati besiyerlerinde koloni sayimima doniik
sayim yontemlerinde ise sonuglar, ¢ogunlukla sayi yerine kob/ml, kob/g veya kob/cm?
seklinde belirtilmelidir (kob: koloni olusturan birim-colony forming unit :cfu).

Sayim sonuglar1 mevcut yasa, Standart, tiiziikk, yonetmelik vb. kaynaklarda belirtilen
limitlerle karsilagtirilarak incelenen Ornegin mikrobiyolojik kalitesi hakkinda karara
varilabilir.

1.2. Kiiltiirel Sayim Yontemleri

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

Bu amagla;

[k asamada sayimi yapilacak &rnek ekime hazirlanir.
Daha sonra drnegin uygun seri diliisyonlar yapilir.
Uygun agarli besiyerine ekimleri gerceklestirilir.
Koloni olusturmasi i¢in gerekli inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda petri kutusundaki koloniler sayilir.

YV V V V V V

Toplam koloni sayisi diliisyon faktorii ile garpilarak 6rnekteki canli hiicre sayist
bulunur.

Y

Sonugta incelenen 6rnegin ozelligine gore kob/ml, kob/g veya kob/cm® olarak
verilir.



1.2.1. Dékme Plak Yontemiyle Kiiltiirel Sayim

Incelemeye alman ornekteki canli mikroorganizmalari veya bunlarin sporlarmi
saymay1 amaglayan bir yontemdir. Bu yontemle bakteri, maya ve kiiflerle sporlarin1 saymak
miimkiindiir.

Kullanilan Materyal

A\

Otoklav

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

Stomacher veya blender

Bunzen beki

Steril pens

Tiip karistirict

Steril drigalski, 6zeler

Cam veya plastik steril petriler
Steril pipetler

Deney tiipleri, tiip tastyicilar

Erlen, beher

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

Distile su
Ornek gida maddesi

VV V V V V V V V V V V V V

Resim 1.1:.Ekim oncesi hazirhk
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Asamalan

>

>

10 g gida maddesi tartiir ve 90 ml fizyolojik su igine konur. Bu karigim
stomacher veya blenderde homojenize edilir. Bu diliisyon -1 diliisyonudur.

10 diliisyonundan 1ml alinir ve iginde 9ml fizyolojik su bulunan deney tiipiine
aktarilir. Bu 10 diliisyonudur.

10 diliisyonundan 1ml alinarak 9 ml fizyolojik su bulunan deney tiipiine
aktarilir. Bu 10 diliisyonudur.

Uzerlerine seyreltim degerleri yazilmus petri kutularma 107, 102 107
diliisyonlarindan 1’er ml konulur. Petrilerin iizerindeki numaralar seyreltim
numaralart ile ayn1 olmalidir.

Kat1 besiyeri sicak su banyosunda eritilir, 45°C’a kadar sogutulur. Her petriye
10-15 ml besiyeri dokiiliir.

Agar katilagmadan hemen, petri kutularina diiz bir yiizey iizerinde {i¢ kez sekiz
hareketi cizdirilerek ya da kutulara saat yoniinde 3, daha sonra da aksi yonde 3
defa dondiirme hareketi yaptirilarak o6rnek ile besiyerinin homojen karigimi
saglanir.

Kapag1 kapatilan petri kutusu, besiyeri katilasincaya kadar bekletilir.

Ayn1 besiyeri sterilite kontrolii i¢in steril iki tane bos petri kutusuna ayr1 ayri
dokiiliir ve agarin katilagmasi beklenir.

Kapakta yogunlasan su damlaciklarinin besiyeri lizerine damlamasini dnlemek
icin petri kaplar1 kapaklar alta gelecek sekilde ters ¢evrilerek 6nerilen sicaklikta
ve siirede inkiibe edilir. Ornegin 22°C’ta 24-48 saat gibi.

Inkiibasyon bitiminde 30 ile 300 ( baz1 kaynaklara gore 50- 500 ) arasinda
koloni igeren seyreltimlerin petrileri secilir ve sayilir. Ornegin gram veya
mililitresindeki mikroorganizma sayis1 “kob/gr: koloni olusturan birim/gram’’
olarak belirlenir.30’dan az 300°den fazla sayida olusmus petriler dikkate
almmaz. Ancak yaklasik say1 belirtilmesinde petri kutulari dérde veya sekize
boliinerek bir degerlendirme yapilir.

Toplam bakteri sayiminda, farkli sicaklik gereksinimleri olan bakteriler igin;

. 5-7°Cde ........... 7 —10 giin

. 20°C’de ............3—5giin

. 37°C°de.iinnnn 48 saat

. 45°C°de...cvrnnnne. 2 -3 giin

. 55°C’de. i, 48 saat inkiibasyon 6nerilmektedir.

Analiz sonrasi mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak {izere
inkiibatdrden ¢ikan tiim petriler otoklavlanir ve yikanir/atilir.

Seyreltim ve ekim islemlerinin 15- 30 dakika i¢inde tamamlanmasina
0zen gosterilmelidir.



1.2.2. Cift Tabakah Dokme Plak Yontemiyle Kiiltiirel Sayim

Ortamda sporlu bakterilerin bulunmasindan siiphelenildiginde, besiyeri iizerine ikinci
bir kat besiyeri dokiilerek bu grup bakterilerin neden olabilecegi olumsuzluklar da ortadan
kaldirlabilir.

Ikinci kat besiyeri ekim yapilan birinci kat besiyerinin {istiinii kaplamak ve fakiiltatif
anaerop mikroorganizmalarin  gelisebilecegi anaerop kosullar1 yaratabilmek igin
kullanilmaktadir.

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

Asamalari:
a) Hazir tek katli besiyeri iizerine 1ml/g numune konur. Yiizeye iyice yayilir.

b)  Sonra kurumasi beklenir veya etiive konularak (iist kapak hafif yana kaymis
sekilde) kurutulur.

C) 45°C’ye kadar sogutulmus ( yanagimizi yakmayacak sekilde) tiip icerisindeki
ayni veya farkli besiyeri yavasca hava kabarcigi olusmayacak sekilde besiyeri
iizerine dokiiliir.

Resim 1.2: Ornegin konulmasi Resim 1.3: ikinci besiyerinin dokiilmesi

d)  Sekiz gizilerek petriye iyice yayilir ve donmaya birakilir.
e)  37°C ‘de 24 — 48 saat inkiibasyona alinir.



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

f)

9)

Inkiibasyon bitiminde petride olusan koloniler say1lir.

Kullanilan biitiin malzemeler otoklavlanir, yikanir/atilir.

1.2.3. Yiizeye Yayma Yontemiyle Kiiltiirel Sayim

Dokme plak yontemine gore uygulanmasi daha kolay bir yontemdir. Petri kutusuna
agarl1 besiyeri dokiiliirken olusabilecek hava kabarciklar: ekim Oncesi steril bir igne 6ze ile
ortadan kaldirilabilir. Besiyerleri petri kutularina 6nceden dokiilmiis ve hazir halde oldugu
i¢in sicakliktan mikroorganizmalar zarar gérmemektedir.

Bu yontemin uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken noktalar;

a)

b)

c)
d)

€)

Drigalski 6zesinin sterilize edildigi alkol ¢ozeltisi siirekli olarak yenilenmeli ve
kontrol edilmelidir.

Alkol ile drigalski 6zesinin temas siiresi 5 — 10 dakikadan az olmamalidir.
Her yayma islemi i¢in yerli sayida drigalski 6zesi bulundurulmalidir.

Alkolden ¢ikarilan 6zenin bek alevinden gecirilme nedeninin 1s1 ile sterilizasyon
degil, sadece alkolii uzaklastirmak oldugu unutulmamalidir.

Beherdeki alkoliin alev almasinin dnlenmesine dikkat edilmelidir.

Yiizeye yayma yoOnteminin dezavantaji, zorunlu aerobik bazi bakterilerin agar
yiizeyinde ¢ok cabuk geliserek hemen yanindaki bakteri kolonilerini kaplayabilmesidir. Bu
durum sayimlar1 zorlagtirmakta ve yaniltici sonuglarin alinmasina neden olmaktadir.



Asamalan

2)
b)

Erimis steril agarl besiyeri (42 — 45°C) , steril petrilere 15 — 20 ml dokiiliir.
Katilagmasi ve ylizeyin kurumasi saglanir.

Incelenecek diliisyondan veya sivi 6rnekten 1 — 0.1ml alinarak petrilere ekim
yapilir.

Resim 1.6: Ornek koyma Resim 1.7: Drigalski ozesi ile yayma

c)
d)

f)

Steril drigalski 6zeleri ile besiyeri izerinde homojen dagilim saglanir. EKimler
yine en az paralel olacak sekilde iki ayr1 petri kutusunda yapilir.

Yayma isleminden sonra petri kutular1 10 — 15 dakika bekletilir ve daha sonra
inkiibasyona almir. Bekletmede amag besiyerinin inokulumu absorblamasinin
saglanmasidir.

Inkiibasyon 370C’ta 24 veya 48 saattir. Sayim dokme plak ydnteminde oldugu
gibi yapilir. Mikroorganizma sayilarimin belirlenmesinde ekimler 0,1°er ml
yapilirsa, bulunan degerler seyreltim faktorii yaninda 10 ile garpilarak érnegin
gram veya mililitresindeki mikroorganizma sayis1 olarak belirtilir(kob/gr).

Analizden sonra ekim yapilmis tiim malzeme otoklavda sterilize edilir. Daha
sonra bu malzeme yikanir veya atilir.

1.2.4. Koloni Sayimi ve Koloni Sayicisinin Kullanim

Inkiibasyon sonunda petri kutularinda sayim hizla yapilmalidir. Herhangi bir nedenle

inkiibasyon

sonrasinda sayim yapilamayacaksa petri kutular1 +40C’ta en fazla 24 saat

depolanabilir.

Her koloniyi bir tek mikroorganizma olusturur. Koloni sayimi i¢in 30 — 300 arasinda
koloni gelisen plaklar tercih edilir. Aymi diliisyondan ekim yapilan 2 — 3 plakta sayim
yapilarak ortalamasi alinir.

Elde edilen ortalama canli say1 ait oldugu diliisyonun lem3iindeki canli hiicre sayisini
verir. Petri plaklarinda gelismis biitiin kolonilerin sayilmas1 gerekir.

9



Resim 1.8: Koloni sayicisi

Koloni sayicist alttan aydinlatmali, karelere boliinmiis tablasi ve biiyiiteci olan bir
aractir ve su sekilde kullanilir;

a) Koloni sayicisinin kareler boliinmiis tablasina petri kutusu yerlestirilir.
b) Aydinlatma diigmesi agilir.

€) Biiyiiteci ile incelenerek tiim koloniler sayilir.

Koloni sayicisindaki isaretli kareler toplam kareler alaninin 1/5’ine esittir. Bu nedenle
isaretli karelerde sayilan koloni adedi 5 ile carpilir.

10



Resim 1.9: Kolonilerin goriiniimii

Ornek:
Toplam isaretli karelerdeki bakteri sayis1 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.Alani ise 64
cm?dir. Bu durumda koloni sayicist pano alaninda 64 kare vardir.

11



Resim 1.10: Koloni sayicisindaki isaretli kareler

Koloni sayiminda su noktalarin g6z oniinde tutulmasi gerekir;

a)

b)

d)

Koloni sayiminda, eger koloni sayicist yoksa kolaylik elde etmek igin petri
kutular1 alt ylizden bir cama yazar kalemle 4 veya 8 esit kisma ayrilarak
sayilabilir. Bulunan say1 4 veya 8’le garpilir.

Ureyen 350°den fazla ve 10°dan veya 5°den asagida olan koloniler genellikle
hesaba katilmamaktadir.

Ayni diliisyondan paralel olarak ekilen petri kutularindaki mikrop kolonileri her
diliisyon i¢in az ¢ok birbirine yakin sayida olmali ve en fazla birbirinin iki
katin1 asmamalidir. Aksi halde ya fazla miktarda ekim yapilmistir veya pipet
stviya fazla daldirilmis ve pipetin dis kenarlarinda da agar yiizeyine mikrop
gecmistir.

Petri kutularina ekim yapilmadan 6nce kullanilacak diliisyonlar tekrar iyice
karigtirilmalidir.

Sayima katilan 3 ayn diliisyona ait petri kutularindan birinde anormal sayida (
cok fazla ya da az ) koloni varsa o petri kutusu hesaba katilmaz. Béyle durumlar

12



goriiliiyorsa ya sayimda ya da ekimlerde hata yapilmistir. Islem tekrar
edilmelidir.

f) Son ¢ diliisyondan 3’er petri kutusuna yapilan ekimlerde iireyen koloniler
sayilarak her diliisyon i¢in ortalama bulunur ve buradan, orijinalindeki ortalama
mikrop sayis1 hesaplanir.

1.2.5. Koloni Sayisin1 Hesaplama

Kat1 besiyerinde yapilan sayim sonuglariin verilmesinde koloni olusturan birim esas
alinir. Koloni sayisi hesaplandiktan sonra sonug, kati gidalarda kob/g ( érnek: 3,5 x 10
veya 350kob/g ), sivi gidalarda ise kob/ml ( 5rnek: 3,2 x 10" veya 32kob/ml ) olarak verilir.
Sonuglar iki sekilde hesaplanabilir;

> kob/g (ml) = iki paralel plagin ortalamasi x Diliisyon faktérii

Ornek; siv1 bir gida 6rneginde aerobik bakteri sayisi belirlenmek isteniyor. 10", 10°
diliisyonlarinda koloni sayis1 >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 drneginde toplam ve ortalama koloni sayilari

10-2 dilisyonundaki koloni sayisi yaklastk 30 — 300 arasinda oldugundan
hesaplamalar bu plaklar iizerinden yapilir. kob/ml = iki paralel plagin ortalamasi x Diliisyon
faktorii

=275 x 10°

=27,500 olarak hesaplanir.

> kob/g (ml) = Koloni sayicisindaki isaretli karelerdeki sayim sonucu x 5 x
Diliisyon faktorii

Ornek; koloni sayicisiyla isaretli karelerde 45 adet koloni sayilmustir. Diliisyon
faktorii ise

10 dir.Buna gore sonug; kob/g (ml) =45 x 5 x 10% = 22,500 olarak hesaplanur.

NOT: Diliisyon faktorii = 1/ Seyreltme oranidir. Ornegin; 1/ 10* = 10° gibi.
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1.2.6. Membran Filtre Yontemi

Membran filtrasyon;

>

>
>
>

Su ( igme, isletme ve kullanma ),
Mesrubat gibi s1v1 gidalar,
Seker, tuz gibi suda tam olarak ¢oziilen kati gidalarin analizlerinde,

Ve ozellikle gidada aranilan mikroorganizma sayisinin 10 ml’de 1 veya daha az
oldugu durumlarda kullanilan bir yontemdir.

Membran filtrasyonda kullanilan filtreler ¢ok ince, ¢ok gozenekli, seliiloz asetat,
seliiloz nitrat veya seliiloz ester karisimlaridir.

Membran fitrelerin gozenek biiyiikliikkleri 10 nm ile 8 4 m arasinda degismektedir.
Mikrobiyolojik analizlerin ¢ogunlugunda 0,3 — 0,7 2 m gozenekli filtreler kullanilmaktadir.

Membran filtreler sayimi kolaylastirmak amaciyla kare seklinde alanlar (gizgiler)
basili olarak hazirlanmustir.

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

Yontemin prensibi;

>

>

>

Belirli hacimdeki bir sivi (ya da homojenize edilmis kati) gida 6rnegindeki
mikroorganizmalari, gdzenek caplari belli bir membran filtre lizerinde tutmalk,

Bu filtreyi aseptik kosullarda uygun bir standart kat1 besiyeri veya besiyeri
emdirilmis absorbant ped iizerine yerlestirerek koloni olugturmasini saglamak ,

Olusan kolonileri sayarak gidadaki mikroorganizma sayisini bulmaktir.

Kullanmilan Materyal

>

VVVVVVVYVYY

Membran Filtre Seti (Nuge erleni, conta gérevini yapan tipa, filtre arasindaki
poroz kisim, membran filtre, drnek haznesi)
Steril filtre kagidi
Hazir kati besiyerleri
Vakum pompast
Oze
Distile su
Bek
Pens
Steril pipetler
Erlen
14



Asamalan

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

Resim 1.11: Membran filtre diizenegi

b)  Diizenek kurulduktan sonra piyasada kullanima hazir olarak bulunan steril
membran filtre kagitlar1 hazirlanir. Membran filtreler gézenek caplari kullanim
amacina uygun olarak secilir.

° Bakteriler igin.................. 045 pum
. Kiifler ve mayalar i¢in.....0,65 4 m
. Mikrokoklar i¢in............... 0,20 £ m ¢apinda gozenekli filtreler kullanilir.

15



C) Piyasada hazir olarak bulunan Scm gapindaki plastik petriler igerisindeki hazir
besiyerleri, 3,5ml destile suyla plastik pipet veya vakum tabancayla islatilir.

Resim 1.12: Besiyerlerinin islatilmasi

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

Resim 1.13: Filtrenin yerlestirilmesi.
16



e) Ornek haznesi bunun {izerine konur ve kilitlenir.

Resim 1.14: Ornek haznesinin yerlestirilmesi

f) 100 ml numune, drnek haznesine konur.

Resim 1.15: Ornegin filtre edilmesi
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g)  Vakum pompasiyla vakumlanir ve 6rnek haznesi kaldirilir.

Resim 1.16: Ornegin vakumlanmasi

h)  Steril pensle filtre alinarak hazir besiyerinin iizerine, arada hava boslugu
kalmayacak ve kareli kisim tistte kalacak sekilde yerlestirilir.

Resim 1.17: Filtrenin besiyerine yerlestirilmesi
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i) 37 °C’ta 48 saat inkiibe edilir.
j) Inkiibasyon sonunda filtre {izerinde olusan koloniler say1lir. Boylece
100ml’deki bakteri sayisi tespit edilir.

Resim 1.18: Olusan kolonilerin sayimi
k)  Degerlendirme sonrasi mikroorganizma gelismesi olmayanlar da dahil olmak
iizere inkiibatorden ¢ikan tiim malzeme sterilize edildikten sonra yikanir/atilir.

Resim 1.19: Membran filtrasyon sonrasi olusan koloniler
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Sonuclarin Verilmesi

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

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

» 5 g seker 45 ml steril seyreltme ¢ozeltisinde eritilmis, buradan alinan 5 ml
filtreden gegirilmis ve 17 koloni sayilmus ise filtrasyon 6ncesinde 107 seyreltme
yapilmig demektir. Bu ¢ozeltinin her mililitresinde 0,1 gr ve 5 ml’de ise 0,5¢
seker vardir.

» 17 koloni 0,5 g’dan elde edildigine gore sonug; 17/ 0,5 = 34 kob/g olarak verilir.

> 100 ml su ornegi filtre edilmis ve koloni gelismesi goriillmemisse sonug
<1kob/100ml olarak verilir.

1.2.7. En muhtemel Say1 ( EMS ) Yontemi

Sivi besiyeri kullanilan sayim yontemi denildiginde “En Muhtemel Sayi-EMS”’
yontemi anlagilir.

Yontemin esasi;

»  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
20



Yontemin  ’En Muhtemel Say1”’ olarak adlandirilma nedeni  Ornekteki
mikroorganizma sayisinin istatistiksel olasilik hesaplari ile elde edilmis cizelgelerden
yararlanilarak hesaplanmasidir.

Tiiplerin pozitif veya negatif olmasimin degerlendirilmesi, aranan mikroorganizma ve
buna bagli olarak kullanilan besiyerine gore degisir. Bu degerlendirme basit olarak
besiyerinde;

> Bulaniklik olmast,

»  Durham tiipinde gaz olusumu,

»  Besiyerinde renk degisimi,
> Pihtilasma,
>

Floresan olusumu gibi ¢ok basit olarak yapilabilir.

~ Resim 1.21: Tiiplerde pozitifrigélislhﬂe

EMS yonteminde ardistk 3 seyreltiden 3’er tipe ekim yapilmast gida
mikrobiyolojisinde en yaygin uygulamadir. Seyreltilerden 5’er veya 10’ar tiipe de ekim
yapilabilir. Her seyreltiden ekim yapilan besiyeri sayisi arttikca daha dogru sonug alinacagi
acik olmakla ve giivenlik siirlar1 daralmakla birlikte 3 tlip yontemi ile yeterli sonuglar
almmaktadir. Gida Srnegi sivi ise orijinal 6rnekten ( 10° seyrelti ) ekime baslanabilir.
Boylelikle yontemin duyarligi 10 kez artirilmig olur.
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Kati gidada ise en diigiik olarak 10-1; 10-2; 10-3 seyreltilerinden 1’er ml ekim
yapilabilir. Ayrica, gerekirse kat1 gida standart 10gr + 90ml seklinde homojenize edilir. 10-1
seyreltiden 10ml hacim alindiginda orijinal 6rnekten 1gr alinmis gibi olur. Burada dikkat
edilmesi gereken nokta 10ml besiyerine 10ml ornek aktarildiginda besiyerinin
konsantrasyonunun yar1 yariya azalacagi, bunun Oniine ge¢cmek icin baglangicta bu
besiyerlerinin ¢ift giiglii ( orijinal besiyerinin iki misli konsantrasyonunda ) hazirlanmasidir.

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

Cift giiclii hazirlanmas1 gerektiginde baslangicta 71g/L  (0,719g/10ml) olarak
hazirlanir. Bunun tizerine 10ml 6rnek konuldugunda LST konsantrasyonu 0,71g/10ml’den =
0,355g/10ml standart degere iner.

Bu tip ekimler i¢in yeterli biiyiikliikte tiip kullanilmalidir. Bu iglem i¢in daha dogru
olarak 10’ar ml hacimler, i¢lerinde 100’er ml standart besiyeri olan erlenlere aktarilmalidir.

EMS yonteminde ardisik seyreltilerden 3’er besiyeri tiipiine ekim yapildiktan sonra
tiipler aranacak mikroorganizma i¢in optimum sicaklikta ve gereken siirede inkiibe edilir. Bu
stirenin sonunda her seyreltide kag tiipte pozitif sonug alindig1 kaydedilir.

Bu sekilde yapilan ekim sonucunda:
Ornegin 2 — 1 — 0 sonucu elde edildiyse, gidanin 1ml’sinde ya da 1graminda 1.50 adet
mikroorganizma oldugu anlasilir.

Sivi bir gidada sirastyla 10. 1, 0.1 ml ekim yapildi ve 2 — 1 — 0 sonucu elde edildiyse
yukaridaki Ornekte verilen tiim degerler 10ml igin gegerlidir. Diger bir deyisle gidanin
Iml’sinde 1.50/ 10 = 0.15 adet mikroorganizma bulunmaktadir.

Tersine olarak sirastyla 10?2, 10 ve 10 seyreltilerinden yapilan ekimlerde:

Yine 2-1-0 sonucu alindiysa lgr ya da Iml o6rnekte 1.50/0.01 = 150 adet
mikroorganizma bulunmaktadir.
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EMS yonteminde sonuglar standart EMS tablosundan (Tablo 1.2.)sonug
hesaplandiktan sonra sivi gidalarda EMS/ml, kat1 gidalarda EMS/gr olarak verilir.

Pozitif tiip ler Say1 ve kategori

0,1 mL 0,01 mL EMS Kategori

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

110,00

>110,00

Tablo 1.2: EMS cizelgesi EMS/g ; EMS/mL (partiden 1 6rnek alinmasi)

=

WIWIWININININIFP|IRP[(RPIO|ICICIWININ(FRPIFRP|IO(CIWININ(FIF|OIN|F|O
NFRPIOIWINIFIOINIFRIOIN|FP|O|IO|FRP(O|FR|IO(R|O|O0|FRP|O|Fk|O|O|O0|O
RP(RPIFRPIWINFRPIPIWRIFRPIWINFRPIWIWIEFRINIEPINFRP|IWWIN W R ([FRPIWIN

WWWW(W[WWW[W[W[W|W[W[W|NIN[(N[N[NIN[(N[FRPRPRP( PRIk |o|o|o]3

w
w

Yontemin uygulaniginda daha duyarli sonug elde etmek amaciyla ardisik 4 seyreltiden
ekim yapilip sonuglar alindiktan sonra hangi ardistk 3 seyreltinin EMS tablosunda
kullanilacag belirli bir kural ¢ercevesinde secilebilir.

23



Bu se¢imde izlenmesi gereken kurallar sunlardir;

»  Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 1°den fazla 3 pozitif sonug varsa daha az
konsantre olan seyrelti ile baslayan seri dikkate alinmalidir.

Ornegin:
Gidada 10°, 10", 107, 10 olmak iizere ardisik dort seyreltiden 3’er tiipe yapilan

ekimlerde sirastyla 3 — 3 — 2 — 1 seklinde sonug alindiysa 3 — 2 — 1 serisi dikkate alinmalidir.

Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 1 adet 3 pozitif sonu¢ varsa, 3 pozitif alinan
seri ile baglanilmalidir.

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

»  Ardisik 4 seyreltiden yapilan ekimlerde 0 adet 3 pozitif sonug varsa sondaki seri
dikkate alinmalidir.

Ornegin 2 — 1 — 1 — 0 serisinde 1 — 1 — 0 serisi kullanilmalidir. Ancak 1°den cok 3
negatif sonug varsa ( 6rnegin; 2 —1—0—-0) bu kez 2 — 1 — 0 serisi kullanilmalidir.

EMS yonteminde degerlendirme amaciyla ¢ok sayida ve farkli yaklagimlar ile
hazirlanmig tablolar vardir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilan1 Tablo 1.2’ de verilmistir.

Tablo 1.2°de, kategori bolimiinde 1, 2 ve 3 olarak gosterilen 3 kategori vardir. Bu
kategoriler sonuglarin bir anlamda giivenligini gostermektedir.

1 nu’lu kategori ile elde edilen kodlar giivenli olup laboratuvar tarafindan dogrudan
degerlendirilir.

2 nu’lu kategoride elde edilen kodlar daha az giivenilirdir. Bu sekilde elde edilen
kodlar iist yetkiliye danisilarak degerlendirilmelidir.

3 nu’lu kodlar ise kayda deger dlciide gilivenilmez olup deney tekrarlanmali ya da
mutlaka iist yetkilinin onayi ile degerlendirilmelidir.
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1.2.7.1. Sularda EMS Yonteminin Uygulamsi

> 1. Basamak: Tahmin deneyi;

a.)

b))

Orijinal su 6rneginden 10, 1, 0,1ml alinarak igerisinde durham tiipleri ve
10ml steril LSTB besiyeri bulunana iicer tiipe inokiilasyon yapilir. Bu
ekim yontemi uygulandiginda 10ml su drneginin inokiile edildigi
tiiplerdeki LSTB besiyerleri ¢ift giiclii hazirlanir.

Sonra hafif ¢alkalanarak 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyon siiresi sonunda pozitif gaz tiipleri belirlenir ve EMS tablosu
kullanilarak suyun mililitresindeki olasi toplam koliform sayisi
hesaplanir.

> 2. Basamak: Dogrulama deneyi;

a.)

b.)

c.)

Ornek;

Gaz olugmus tiim tiiplerden, durham tiiplii Brillant Gren Bile ( %2 ) Broth
besiyerine, tiip hafifge egilerek 6zenin igini bir zar gibi kaplayacak sekilde
ornek alinarak inokiilasyon yapilir.

37°C’ta 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda durham tiipleri i¢inde gaz
olusmus pozitif tiipler ayrilir. EMS tablosu kullanilarak suyun
mililitresindeki toplam koliform sayis1 saptanir.

Analiz sonunda mikroorganizma ile temas eden her malzeme sterilize
edilerek yikanir veya atilir.

1. tiipte gaz var ( +)
2. tiipte gaz yok ( -)
3. tiipte gaz yok ( -)

Bu sonuglar EMS tablosundan kontrol edildiginde sonug;100cc’deki koliform bakteri

sayis1 23’tiir.

1. Tiip (10 CC.) | 2. Tiip (1 CC.) | 3. Tiip (0,1 CC.) ;g?{fgrfg';;glo"form

+ + + 240’dan fazla

" T ) 240

+ - + 95

" - 3 23

- + + 19

- + - 9

- - + 9

- ; ; 0

Tablo 1. 3. icme ve kullanma sularinda EMS tablosu
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1.2.7.2. Gidalarda EMS Yonteminin Uygulanisi

a)  Iglerinde durham tiipleri ve 9ml sulandirma sivis1 bulunan agzi kapali tiipler
Spora sirastyla dizilir.

b)  Bu g tiiplin arkasina 9 adet yine durham tiipii konulmus tiipler 3’er 3’er dizilir.

c) Birinci siradaki tiiplerden ilkine Iml + gida 6rnegi konur.( 9+1 = 10ml
yapti.)Buradan 1ml almir ikinci tiipe aktarilir.Buradan Iml iciincii tiipe
aktarilir ve 1ml disar1 atilir.Boylece gida numunesi 107, 102 , 10° oraninda
seyreltilmis olur.

d)  Birinci ana tiipten Iml alinir. Hemen arkasindaki birinci tiipe aktarilir.Ana
tiipten tekrar Iml alinir ve yine birinci siradaki ikinci tiipe aktarilir.Son olarak
birinci ana tiipten 1ml daha alinarak ii¢iincii tiipe aktarilir.

e) Ikinci ve {igiincii ana tiipler i¢in de ayni islem tekrarlanir.

f)  37°C’ta 48 saat inkiibasyona birakilir.

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

h)  Analiz sonunda mikroorganizma ile temas eden her malzeme sterilize edilerek
yikanir/atilir.

i) EMS yonteminin uygulanmasinin sonucunda ¢ikan degerler raporda su sekilde
belirtilir.

Ornegin;
Yo6ntem sularda uygulanmigsa sonug; 100 ml’deki koliform bakteri sayisi
95 EMS/ml veya

240 EMS/ml ya da
240’dan fazla seklinde yazilir.

Gidalarda ise EMS sayisi,

16 EMS/g (mL) veya

64 EMS /g (mL) ya da

2400’den fazla koliform bakteri sayis1 seklinde verilir.

Ornek:

Birinci sirada; 1. tiip=(+) Ikinci sirada; 1.tiip=(+) Ugiincii sirada; 1. tiip = (+)
2.tip=(+) 2.tip=(+) 2.tip=1(-)
3.tip=(+) 3.tip=(-) 3.tip=(-)

Birinci sira toplam1 = 3 Ikinci sira toplami = 2 Ugiincii sira toplami = 1

Bunlar1 kodlayacak olursak ; 3 + 2 + 1 = 321 kodunu olusturur. EMS tablosundan (
Tablo 1.2.) bakarsak 321 = 15 EMS /ml veya EMS/g olur.

Ornek:
Birinci tiipte iki ( +)
Ikinci tiipte bir (+)
Ugiincii tiipte bir ( + ) ise , kod 211 =2 EMS/ gr ( ml ) Yani gidanin 2 graminda
mikroorganizma bulundugunu belirtir.
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Dokme plak yontemiyle kiiltiirel sayim yapma.

Kullanilacak Arac¢ Gerecler

Stomacher
Fizyolojik su
Deney tiipleri
Gida 6rnegi
Steril petri kutulari
Pipet

Kat1 besiyeri
Su banyosu
Termometre
10. Etiv

11. Koloni sayicisi
12. Igne 6ze

13. Tipliik.

©COoN>O WD

Islem Basamaklar Oneriler

» Saymu yapilacak 6rnegi ekime hazirlayimiz.

Laboratuar kiyafetlerinizi giyiniz.
Ellerinizi her ¢alisma dncesinde
yikayiniz ve dezenfekte ediniz.
Gerekli koruyucu
malzemelerinizi giyiniz.
Calisma ortamini temizleyiniz.
Kullanacaginiz arag ve geregleri
temizleyiniz

Aseptik tartim yapiniz.

Ornegi fizyolojik suyla
stomacherde homojen hale
getiriniz.

YV VYV V VYV

Resim 1.23: Stomacher’de homojen hale getirme
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> Ornegin uygun diliisyonlarmi hazirlayiniz.

Resim 1.24: Ornegin diliisyonlarim hazirlama

» Deney tiiplerinizi hazirlayimniz.
» Sulandirilmis 6rnekten diliisyon

serileri hazirlayimiz.

» Uygun agarli besiyerine ekim yapiniz.

Resim 1.26: Kat1 besiyerini eritme

Resim 1.28: Ornekle besiyerini karigtirma

Petri kutularina seyreltim
degerlerini dnceden yaziniz.
Her diliisyondan 1mL petrilere
steril pipetlerle aktariniz.

Kat1 besiyerini sicak su
banyosunda eritip 45 0C’a
sogutunuz.

Her petriye 10 — 15ml besiyeri
dokiiniiz.

Agar katilasmadan petrilere diiz
bir ylizey iizerinde ii¢ kez sekiz
hareketi yaptirilarak 6rnek ile
besiyerinin homojen karigmasi
saglanir.

Kapagi kapatilan petri
kutularimi,besiyeri katilagincaya
kadar bekletiniz.
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> Inkiibasyon islemini yapiniz.

p

|

Resim 1.29: inkiibasyon

» Petri kapaklarini ters gevirerek
20°C’de 24 — 48 saat siireyle
inkiibasyona birakiniz.

> Kolonilerin, koloni sayicisinda ya da gézle
saylmini yapiniz.

Resim 1.30: Koloni sayimi

> Inkiibasyon bitiminde 30 ile 300
arasinda koloni i¢eren
seyreltimlerin petrilerini segerek
sayiniz.

» Saydigimiz petrileri hemen not
ediniz.

» Toplam sayiy1 diliisyon faktorii ile ¢arparak
sonucu bulunuz.

Birinci ve ikinci petrilerin toplam
sayilarinin ortalamalarini aliniz.
Formiilde yerine koyarak
hesaplama yapimiz.

Sonuglar1 rapor haline getirerek
sinifta arkadaslarinizla tartisiniz.
Analiz sonrasinda kullandiginiz
tiim malzemeyi otoklavda
sterilize ediniz, yikayniz/atiniz.
Laboratuvar onliigiiniizii ¢ikarip
asiniz.

Ellerinizi her ¢calisma sonrasinda
yikayiniz.

Koruyucu malzemelerinizi
¢ikarip ¢ope atiniz.

Caligma ortamini temizleyiniz.
Kullanilan arag ve geregleri
temizleyiniz.

Laboratuvar son kontrollerinizi
yapimiz.

YV VvV V V

YV VvV Vv VYV V
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OLCME VE DEGERLENDIRME

Bu faaliyet kapsaminda hangi bilgileri kazandiZimzi asagidaki sorulan
cevaplayarak belirleyiniz

Asagidaki siklardan dogru olani isaretleyiniz?

1.  Kiiltiirel sayim yontemlerinin amaci asagidakilerden hangisidir?
A)  Su ve topraktaki bakteri sayisini tespit etmek.
B)  Havadaki bakteri sayisini tespit etmek.
C)  Her tiirlii gida maddesindeki bakteri sayisini tespit etmek.
D) Hepsi.

2. Kati besiyerlerinde sayim sonuglari nasil verilmelidir?
A)  kob/L, kob/g , kob/cm®
B)  kob/kg, kob/ml , kob/m?
C)  kob/ml kob/g, kob/cm?
D)  kob/cm® kob/cm?, kob/m.

3.  Dokme plak yontemiyle kiiltiirel sayimda asagidaki mikroorganizmalardan hangisi
sayilamaz?
A)  Bakteriler
B)  Viriisler
C) Mayalar
D) Kiifler ve sporlari

4. 10g gida maddesi tartilip 90 ml fizyolojik su i¢ine konarak homojenize edilmistir.Bu
diliisyon asagidakilerden hangisidir?

A  10*
B) 107
Cc) 10°
D) 10"
5. Kati besiyeri sicak su banyosunda eritilip kag °C’a kadar sogutulmalidir?
A) 43°C
B) 44°C
C) 45°C
D) 46°C
6. Agarli besiyeri peri kutularina yaklasik kag ml dokiilmelidir?
A) 5-10ml
B) 10-15ml
C) 15-20ml
D) 20-25ml
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10.

11.

12.

13.

Inkiibasyon bitiminde hangi petriler dikkate alinarak sayim yapilmalidir?
A)  5ile 10 arasinda koloni olusturanlar

B) 10 ile 100 arasinda koloni olusturanlar

C)  25ile 250 arasinda koloni olusturanlar

D) 30 ile 300 arasinda koloni olusturanlar

Cift tabakali dokme plak yontemi agagidakilerden hangisi i¢in kullanilir?
A)  Ortamda sporlu bakteriler bulunmasindan siiphelenildiginde

B)  Aerob mikroorganizmalar i¢in

C) Kiifler i¢in

D) Mayalar igin

Yiizeye yayma yonteminde agagidakilerden hangisine dikkat edilmelidir?

A) Drigalski 6zesinin sterilize edildigi alkol ¢ozeltisi siirekli yenilenmeli/kontrol
edilmelidir.

B)  Her yayma islemi igin yeterli sayida drigalski 6zesi bulundurulmalidir.

C) Drigalski 6zesindeki alkolii uzaklastirmak i¢in 6ze bek alevinden gegirilmelidir.

D) Hepsi

Yiizeye yayma yonteminde petri kutularinin bekletilmesinde amag¢ asagidakilerden
hangisidir?

A) Besiyerinin iyice katilagmasidir.

B)  Besiyerinin inokulumu absorblamasidir.

C) Homojen dagilim saglanmasidir.

D) Besiyerinin sogumasidir.

Inkiibasyon sonrasinda petri kutularinda hemen sayim yapilamayacaksa petriler nasil
depolanmalidir?

A) +2°C’taen fazla 22 saat

B) +3°C’taen fazla 23 saat

C) +4°C’taen fazla 24 saat

D) +5°C’taen fazla 25 saat

Ayni diliisyondan ekim yapilan kag¢ plakta sayim yapilarak ortalamasi alinir?
A) 1-2plakta
B) 2-3plakta
C) 3-4plakta
D) 4 -5 plakta

Membran filtrasyon hangi durumlarda kullanilan bir yontemdir?

A)  Su, mesrubat gibi sivi gidalarin analizinde

B)  Seker, tuz gibi suda tam ¢dziilen kat1 gidalarin analizinde

C) Gidada aranan mikroorganizma sayisinin 10 ml’de 1 veya daha az oldugu
durumlarda

D) Hepsi
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Mikrobiyolojik analizlerde asagidaki filtrelerden hangisi kullanilir?
A) 0,3-0,7 4 m gozenekli filtreler
B) 0,4-0,8 1 m gozenekli filtreler
C) 0,2-0,5u m gozenekli filtreler
D) 0,1-0,3 um gozenekli filtreler

EMS Yonteminde tiiplerin pozitif olarak degerlendirilmesi nasil yapilir?
A)  Durham tiiplerinde gaz olusumu

B) Besiyerinde renk degisimi ve gaz olusumu

C)  Bulaniklik ve pihtilagsma

D) Hepsi

EMS tablosunda 1 no’lu kategori ile elde edilen kodlar asagidakilerden hangisini
verir?

A)  Giivenli

B) Az giivenilir

C) Givenilmez

D) Higbiri

Gidalarda EMS yonteminin uygulanmasi sonrasinda su veriler elde ediliyor;
Birinci sirada; 1.tiip( +) lkinci sirada; 1.tiip(-) Ugiincii sirada; 1.tiip( - )

2.tiip(+) 2.tip(+) 2.ttip( -)
3.tip( -) 3.tlp( -) 3.tup(-)
Bu sonuglan kodlayacak olursak asagidakilerden hangisidir?
A 1-2-3
B) 2-2-3
C) 2-1-0
D) 1-1-0

Sularda EMS yonteminde tiiplerin inkiibasyon sicakligi ve siiresi asagidakilerden
hangisidir?

A) 35°C’ta 45 saat

B) 37°C’ta 48 saat

C) 32°C’ta 42 saat

D) 30°C’ta 40 saat
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19.

20.

21.

22.

23.
24,
25.
26.

217.

28.
29.

30.

Asagidaki sorular1 dogru — yanhs olarak degerlendiriniz.
() Ornek ve agarl besiyeri petrilere konulduktan sonra ii¢ kez 8 hareketi ¢izdirilerek
homojen karismasi saglanir.

() Sterilite kontrolu igin ayn1 besiyeri iki tane bos petri kutusuna ayr1 ayr1 dokiliir ve
katilasmasi beklenir.

() Kapakta yogunlagan su damlaciklarinin besiyeri iizerine damlamasini 6nlemek i¢in
petriler ters ¢evirilmeden inkiibe edilir.

() Seyreltim ve ekim iglemlerinin 15 ile 30 dakika iginde tamamlanmasina 6zen
gosterilmelidir.

() Analiz sonrasinda kullanilan tiim malzeme yalnizca yikanir ve ¢ope atilir.
() Inkiibasyon sonunda petri kutularinda sayim hizla yapilmalidir.
() Petri plaklarinda gelismis biitiin kolonilerin sayilmasi gerekli degildir.

() Koloni sayicisindaki isaretli kareler toplam kareler alaninin 1/5’ine esittir. Bu
nedenle isaretli karelerde sayilan koloni adedi 5 ile carpilir.

() Membran filtrasyonda kullanilan filtreler ¢ok ince,¢ok gozenekli, seliiloz
asetat,seliiloz nitrat ve seliiloz ester karisimlaridir.

() Siv1 besiyerinde sayim yontemi En Muhtemel Say1 yontemidir.

() EMS yonteminin esast; ardisik 3 seyreltiden 3’er tiipe ekim yapilarak ve tiiplerin
degerlendirilerek cizelgelerden okunmasidir.

() EMS yonteminde sonuglar, sivi gidalarda EMS/gr; kat1 gidalarda EMS/ml olarak
verilir.

DEGERLENDIRME

Cevaplarimizi cevap anahtari ile karsilastirimiz. Yanlis cevap verdiginiz ya da cevap

verirken tereddiit yasadiginiz sorularla ilgili konular tekrar ediniz.

Tiim sorulara dogru cevap verdiyseniz uygulamali teste geginiz.
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UYGULAMALI TEST

Dokme plak yontemiyle peynirde kiiltiirel sayim yapiniz. Yaptigmiz islemleri
asagidaki degerlendirme tablosuna gore kontrol ediniz.

Degerlendirme Olgiitleri Evet Hayir

Laboratuar 6nliigiiniizii giydiniz mi?

Caligma ortaminizi temizlediniz mi?

Kullanacaginiz arag ve gerecleri temizlediniz mi?

Bunzen beki 6nceden yaktiniz mi1?

10g gida maddesini aseptik olarak tarttiniz m1 ?

ISR IS El KO I

90 ml fizyolojik su i¢ine koyarak stomacherde
homojenize ettiniz mi?

7. 107 diliisyonundan 1ml alarak iginde 9ml fizyolojik su
bulunan deney tiipline aktardiniz mi?

8. 107 diliisyonundan 1ml alarak iginde 9ml fizyolojik su
bulunan deney tiipiine aktardiniz mi?

9. Uzerlerine seyreltim degerleri yazilmis petri kutularina
10" , 102 , 107 dilisyonlarindan 1’er ml koydunuz mu?

10. Kat1 besiyerini sicak su banyosunda eritip, 45°C’ye kadar
soguttunuz mu?

11. Her petriye 10 — 15 ml besiyeri doktiiniiz mii?

12. Agar katilasmadan petri kutularina ti¢ kez sekiz hareketi
cizdirerek ornek ile besiyerinin homojen karigsmasini
sagladiniz mi?

13. Petrilerin kapaklarini1 kapatip katilagmalarini beklediniz
mi?

14. Petrilerin kapaklarini alta gelecek sekilde ters ¢evirerek
22°C’de 24 — 48 saat inkiibe ettiniz mi?

15. Inkiibasyon bitiminde olusan kolonileri, koloni
sayicisinda veya gozle sayarak not ettiniz mi?

16. Birinci ve ikinci petrilerin  toplam  sayilarinin
ortalamalarim aldiniz mi?

17. Formiilde yerine koyarak hesaplama yaptiniz nm?

18. Sonuglar1 rapor haline getirerek sinifta arkadaslarinizla
tartigtiniz mm?

19. Analiz sonrasinda kullandigimz tiim  malzemeyi
otoklavda sterilize edip yikadinmiz veya attiniz m?
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20. Kullandiginiz arag ve geregleri temizleyip kaldirdiniz mi?

21. Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?

22. Laboratuar son kontrollerinizi yaptiniz mi?

23. Onliigiiniizii ¢ikarip astiniz n?

DEGERLENDIRME

Seceneklerinizin hepsi “Evet” ise bir sonraki 6grenme faaliyetine geginiz. Cevabi
“Hayir” olan islemleri tekrar deneyiniz.
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OGRENME FAALIYETIi-2

AMAC

Bu 6grenim faaliyeti sonunda uygun ortam, arag ve gere¢ saglandiginda standartlara
uygun olarak kiif sayimi yapabileceksiniz.

ARASTIRMA

Bu faaliyet dncesinde yapmaniz gereken oncelikli arastirmalar sunlardir:

»  Direkt mikroskobik sayim yontemleri hakkinda arastirma yapiniz.
»  Kiiltirel sayim yontemlerine goére avantajlart ve dezavantajlari nelerdir?

Arastirma yapimiz.
»  Yaptigimiz arastirmalar sinifta arkadaglarinizla tartiginiz.

2. DIREKT MIKROSKOBIK SAYIM
YONTEMLERI

2.1. Amaci

Bu sayim yontemleri mikroorganizma sayimmi yapilacak olan ornegin mikroskop
altinda incelenmesi prensibine dayanmaktadir. Bu amagcla {iretilmis 6zel lamlar ( Thoma
lami, Howard lam1 vb) veya belli bir hazirlik yapilan normal lamlar (Breed yontemi ) ya da
Membran filtreler kullanilmaktadir.

Bu yontemlerde canli ve 6lii hiicreler beraberce sayildigindan bunlar ya starter kiiltiir
gibi canli hiicre sayisinin yiiksek oldugu 6rneklerde ya da ¢ig siit gibi sayilan tiim hiicreler
6lii dahi olsa bu sayinin siitiin kalitesi hakkinda fikir vermesi amaciyla kullanilir.

Direkt mikroskobik sayim yontemleri canli ve 6lii tim mikroorganizmalarin sayilmasi
gibi énemli bir dezavantaja sahip olmakla beraber pek ¢ok iistiin yonleri de vardir. Bunlar
sOyle siralanabilir;

> 10 dakika gibi ¢ok kisa bir siire i¢inde sonug alinir.

Maliyet, kiiltiirel sayima gore ¢ok diistiktiir.
Yapilis1 kolaydir.

Stirekli preparat halinde uzun siire saklanabilir.

Y V V VY

Mikroorganizma cinsi hakkinda ¢ok kisa siirede fikir sahibi olunur (kok, cubuk
bakteri, maya vs).
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»  Siit gibi baz1 materyallerin laboratuvara getirilmesi sirasinda, i¢lerindeki
bakteriler ¢ogalabilir. Bunu dénlemek i¢in, kiiltiirel sayimi1 yapilacak materyal,
ancak sogutulabilir. Buna karsin direkt mikroskobik sayim yontemi kullanilacak
ise materyal i¢ine uygun bir antibakteriyel madde ilavesiyle bu sorun ortadan
kaldirilabilir.

»  Thoma lam ile maya sayiminda metilen mavisi ¢dzeltisi uygulanarak yapilan
basit preparatta canli ( renksiz ) ve 6lii ( mavi renkli ) hiicreler ayr1 ayri
sayilabilmekte ise de bu uygulama yalnizca ekmek mayasi iiretiminde ve sarap,
bira yapiminda kullanilmaktadir.

2.2. Howard Lam ile Kiiflii Saha Sayimi ve Hesaplamalan

Howard kiif sayimi domates suyu, sal¢a, ketgap gibi domates iriinlerinin ve diger
meyve Urinlerinin {iretiminde kullanilan ham maddenin mikrobiyolojik kalitesinin
belirlenmesi ve igletmede sanitasyon uygulamalarmin etkinliginin saptanmasi amaciyla
uygulanan mikroskobik bir sayim yontemidir.

Analiz 25 goriis sahasi olan 6zel bir lamda yapilir.

Amag; incelenen goriis sahasinin kiif miselleri agisindan ( + ) veya ( - ) olarak
degerlendirilmesi ve buna gore analiz edilen Ornekte kiiflii saha oraninin belirlenmesidir.
Sonuglar >’ % kiiflii saha * olarak verilir.

Analiz sonrasinda bulunan kiif flamentlerinin sayisi, bu {iriinlerin elde edilmesi
sirasinda kiiflii pargalarin da iiretime dahil edildigini gosterir. Ayn sekilde tereyaginda kiife
rastlanmasi da kiiflii krema kullanildigini kanitlar.

Saymm isleminde sekil 2.1°de gorillen Howard lami ve lameli kullanilmaktadir.
Howard lami, tizerine lamel kapatildiginda arasinda Newton halkasi olusacak sekilde temiz
olmalidir. islem su sekilde yapilmalidir:

a)  Domates suyu orijinal haliyle incelenebildigi halde, sal¢a gibi koyulastirilmig
driinlerinin  steril distile su ile seyreltilmeleri gerekir. Seyreltme orani,
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 oran1 % 8-9
olur.

b)  Lam iizerine seyreltilen drnekten bir damla konulup, tizeri 6zel Howard lameli
ile kapatilir. Ornegin lam sayim yiizeyinde uniform bir sekilde dagilmasina ve
sayim alanini dolduracak kadar ornek alinmasma dikkat edilmelidir. Ornek
yeknesak dagilim gostermiyorsa lam ile lamel arasinda Newton halkasi
olugmamigsa veya ornek ¢ukurdan digar1 ve lamel iizerine tagmigsa bu preparat
kullanilmaz, yenisi hazirlanir. (Newton halkasi, iki cam eger ¢ok temizse birbiri
tizerine konuldugunda renkli halkalar olusmas1 halidir)

C)  Bu sekilde hazirlanan preparat, goriis alan1 1.5 mm? olacak sekilde ayarli bir
mikroskop ile incelenir. Ayarli bir mikroskop ile yapilan her bir gézlemde, 0.15
mm®liik bir 6rnek hacmi incelenebilmektedir. Bu amagla 90-125 X bir biiyiitme
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kullanilir (10 X okiiler ve 10 X objektif ile 100 X biiyiitme elde edilir). Eger kiif
flamentleri fark edilemiyor ise 200 X biiyiitmeye kadar ¢ikilabilir. Alan
ayarlamasi tlip boyu degistirilerek yapilir, ancak bu her mikroskopta miimkiin
olmadig i¢in alan belirlemesi, lam {izerine konulan ve 1.5 mm?lik yuvarlak
alanlar1 isaretlenmis 6zel bir lamel yardimu ile gerceklestirilebilir.

d)  Incelenecek 6rnegi temsil edecek sekilde hazirlanan iki veya daha fazla 6rnekte
en az 25'er saha sayilip pozitif saha sayisi tespit edilir. Eger saha iginde iigten
daha fazla flament varsa veya iicten daha az sayidaki flamentlerin toplam
uzunlugu goriis sahasi ¢apmin 1/6'sindan daha fazla ise bu goriis sahasi (+)
olarak degerlendirilir.

e) Sayim sonucu elde edilen pozitif saha sayisindan yararlanilarak yiizde pozitif
saha sayis1 hesaplanabilir. Buna gore;

Pozitif saha sayis1 = (Pozitif sahalar sayis1 X 100) / Sayilan toplam saha sayis1 Howard
lami ile bulunan deger, iiriindeki kiif miktarin1 dogrudan gostermez. Ornegin % 20 pozitif
saha hi¢ bir sekilde iiriinde % 20 oraninda kiif oldugunu degil, Howard lami ile yapilan
sayim sonucuna gore % 20 oraninda kiiflii saha oldugunu belirtir. Bununla beraber yiizde
kiiflii saha orani, iiretim sirasinda kullanilan ham maddede hangi oranda kiiflii domates
oldugu hakkinda bir 6n bilgi verebilir.

Ornegin Howard laminda % 60 (+) saha goriildii ise hammaddede agirhiga gore en az
% 4 kiiflii domates kullanildigi anlasilir. Bir diger yaklasimla, agirhiga gore % 4 kiifli
domates iceren ham maddeden islenen iirlinde Howard yontemi ile en ¢ok % 60 (+) saha elde
edilebilir

Ustten  gorinus

Lam

:
%
%
7
/
%
%
|

4

1

Yandan gorunus

70—

Sekil 2.1: Howard Lam ve Lameli

38



Sayim yapilirken su noktalara dikkat edilmelidir:

1.

Iki veya daha fazla preparatta Howard lamu iizerindeki 25’er saha sayilip, kiif
flamenti acisindan pozitif veya negatif olarak degerlendirilmelidir.

Howard kiiflii saha sayiminda en biiyiik zorluk, hammaddeden gelen dokular ile
kiif hiflerinin birbirinden ayrilmasidir. Bu ayirimin dogru bir sekilde
yapilabilmesi i¢in de su kurallara dikkat edilmelidir;

a)  Kiif flamentleri tiip seklinde bir yapiya sahiptir ve mikroskop altinda
hifler diizgiin, birbirine paralel duvarlar seklinde gozlenir. Fakat domates
dokularinin ¢aplari sabit degildir ve daralip genisleyen degisken bir
yapiya sahiptir.

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

C) Kiif flamentlerinin u¢ kisimlari kiit, domates dokularinin u¢ kisimlari ise
sivridir.

d) Kiifhiflerinde keskin agilarla dallanmis yapilar gézlenirken, domates
flamentleri diizgiin bir yapiya sahiptir.

e)  Kiif hifleri mikroskopta genellikle net goriintii verirken, domates
dokularinin ayni netlikte gdzlemlenmesi miimkiin degildir.

f) Kiif hifleri mikroskopta graniillii bir goriintii verir. Domates dokulari ise
saydamdir.

Eger saha iginde tigten fazla sayida kiif flamenti varsa o alan pozitif olarak
kabul edilir.

Bir sahada {igten fazla sayida kiif flamenti varsa veya iicten daha az sayidaki
flamentlerin toplam uzunlugu goriis sahasi ¢apinin 1/6’sindan daha fazla ise bu
goriis sahasi da pozitif olarak kabul edilir. Degilse negatiftir.

2.3. Thoma Lamu ile Mikroskobik Sayim

Ozellikle mikrobiyolojide maya ve tipta kan ve sperm sayimlarinda kullamlan ve
Thoma lami (hemositometre ) adi verilen 6zel bir lamla yapilan sayimdir. Thoma laminda
bakteri sayilmasi oldukga gli¢ olup dnerilen bir yontem degildir.

2.3.1. Asamalar

a)
b)

Sayim i¢in 18 — 24 saatlik bir maya kdiltiirii hazirlanir.

% 10’1luk asetik asit veya 1/9’luk siilfirik asit ¢ozeltisi kullanilarak kiiltiiriin
uygun diliisyonlar1 hazirlanir ( 6rnegin ; 0.5ml kiiltiir + 4.5 ml diliisyon ¢o6zeltisi
seklinde ).Bu islem ayni1 zamanda hiicre kiimelesmelerini de birbirinden ayirir,
boylece de sayim kolaylasir.

Maya hiicrelerini daha kolay sayabilmek ve canli ile 6lii maya hiicrelerini
birbirinden ayirabilmek amaciyla, diliisyon dncesinde, kiiltlire birkag damla %
1’1lik metilen mavisi damlatilabilir. Bu durumda 6lii hiicreler metilen mavisi ile
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c)

d)

f)

boyanir, canli hiicreler boyanmaz. Yalnizca boyanmamis hiicreler sayilarak
canli maya sayimi gerceklestirilebilir. Ancak bu yontemin, deneyimli kisilerce
uygulanmasi ve mikroskop 151k ayarinin ¢ok iyi olmasi gibi bazi zorunluluklari
da vardir.

Birkag 6ze dolusu 6rnek, Thoma laminin iki sayim bolgesine ayri ayri aktarilir.
Burada sivinin lamel tizerine tagsmayacak miktarda olmasina dikkat edilmelidir.

Bunun iizerine 6zel lamel kapatilir. Lamelin iizerine yavasga bastirilarak
incelenecek 6rnegin lamdaki sayim hacmine homojen dagilimi saglanir.
Preparat mikroskop tablasina yerlestirilerek sayima gegilir. Once 10X veya 20X
objektif ile toplam goriis sahast bulunur. Daha sonra 40X objektif ile kii¢iik
karelerdeki hiicreler sayilir.

Genel olarak ¢apraz 8 biiyiik karede sayimlar gergeklestirilir ve ortalamasi
almir. Bulunan deger 2 ile ¢arpilarak biitiin biiyiik karelerdeki maya sayisi
bulunur. Daha sonra formiil ile toplam maya sayisi/ml degeri hesaplanir.

2.3.2. Hesaplamalar ve Dikkat Edilecek Noktalar

Thoma laminmn esasi, 0.1 mm?® hacimde sayim yapilmasidir. Thoma lammnin yandan
goriiniisii sekil 2.2°de verilmistir.

Sekilde gorildiigii gibi lamin ¢ukur bir kismu vardir. Kiiltiir, bu kisim f{izerine
aktarilip, lamel kapatildiginda bu cukurda 0.1 mm yiiksekliginde bir sivi kalir. Sayim
yapilacak alan cam yiizeyindeki c¢izgilerle belirlenmistir. Lamel konduktan sonra {izerine
bastirilarak lamin ¢ukuru disinda kalan diiz kismui ile lamel arasinda bir sivi katmaninin
kalmasi 6nlenir. Boylece ¢ukur alan iginde tam olarak 0.1 mm yiiksekliginde sivi bulunmasi
saglanmis olur.

Diz kisim

0,1 mm (cukur kisim) /,.

rrrrr

0.) mm
IL__—(

0,05 mm

Sekil 2.2: Thoma laminin yandan goriiniimii
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Thoma laminda 16 biiyiik kare, her biiyiik karede 25 kiiciik kare vardir. Sayim bu
karelerde yapilir. Sekil 2.3’te bir kii¢iik kare goésterilmistir. Yani bir sayim sahasinda 16x25
= 400 kiciik kare bulunmaktadir. Bir kii¢iik karenin kenar1 1/20 mm (0.05mm )
olup,derinligi 1/10mm = 0,1 mm’dir.Bu durumda bir kiigiik karenin hacmi;

V ik kare = 1/10x1/20x1/20 = 1/4.000 mm*iir.

Bir sayim alaninda 16 X 25 = 400 kii¢iik kare olduguna gore

V Toplam sayim hacmi = 400X1/ 4000 = 0.1 mm°tiir.

Sonuglar cm® ( ml ) olarak verilecegi i¢in sayim sonucu 10,000 ile ¢arpilir ( 10x1000 ).

Sayimda, genellikle biiyiik karelerin tiimii dikkate alimmaz ve yalnizca carpraz 8
biiyiik karede sayim yapilir. Sayimlar en az bes kere tekrarlanmalidir.Sayimlarin ortalamasi

alinir ve sonug 2 ile ¢arpilarak 0,1 mm?>teki deger bulunur(16 kare oldugu i¢in).Sayim
yapilirken su noktalara dikkat edilmelidir;

»  Saymma alinan kii¢iik karelerin {ist ve sag taraflarindaki kare ¢izgilerine teget
veya ¢izgileri kesen hiicreler sayima alinir.

»  Kigiik karelerin alt ve sol taraflarindaki kare ¢izgilerine teget veya cizgileri
kesen hiicreler sayima alinmaz.

Toplam hiicre sayisi ( canli ve 6lii ) su formiile gore hesaplanir;

Toplam hiicre sayis1 = 16 biiyiik karedeki hiicre sayist x 10,000 x diliisyon faktorii
(ortalama )

Maya saymminda seyreltme (diliisyon) % 10'luk asetik asit ile yapilir. Bu
konsantrasyondaki asetik asit maya hiicrelerini birbirlerinden ayirarak kiimelesmeyi onledigi
icin, kolay bir sayim yapilmasina yardimc1 olur.

Thoma laminda 1 goriis sahasi iginde en az 1 biiyiik kareyi sigdirmak amaciyla 10 ya
da 20 biiyiitme giiclii objektif kullanilir.

Thoma lamindaki biiyiik karelerin sinirlart ara ¢izgi ile belirtilmistir. Cogu kere

karistirildign gibi, ara ¢izgi bilylik karelerin sinir1 degil, bityiik karenin sinirlarini belirleyen
yardimci ¢izgidir. Sekil 2.3’te Thoma laminin sayim yapilan kareleri verilmistir.
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Sekil 2.3: Thoma laminin sayim yapilan kareleri ( Toplam goriis sahasi 100 X))

Sekil 2.4’te ise biiyiik karelerin sinirin1 belirleyen ara ¢izgiler goriilmektedir.

i

e

Sekil 2.4: Thoma laminda biiyiik karelerin sinirim belirleyen ara ¢izgiler
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Thoma laminda biiyiik karelerin sinir1 ilizerinde olan hiicrelerin nasil sayilacagi ¢cogu
kez tartisilan bir durumdur. Bu gibi durumlarda, hiicrenin ne kadarimin biiyiik kare iginde
olduguna dikkat edilir.

Direkt mikroskobik sayim yontemlerinde canli ve Olii hiicrelerin beraberce
sayllmasinda, bazi1 basit ancak etkin yontemlerle canli ve 6lii hiicreler ayrilabilir. Bu konuda
en iyi Ornek, metilen mavisi boyasi ile maya hiicrelerinin boyanmasi, daha sonra direkt
sayim lamlarina alinmasidir.

Bu amagla maya hiicrelerinin bulundugu tiipe 1 ka¢ damla metilen mavisi boyasi
damlatilir. Oli hiicreler metilen mavisi ile boyanir ancak canli olanlar boyanmaz. Bu sekilde
sadece maviye boyanmamis hiicreleri sayarak canli maya sayisi elde edilir.

2.4. Breed Yontemi

Breed yontemiyle sivi Orneklerdeki bakteri ve mayalarin mikroskobik sayimlari
gergeklestirilebilmektedir. Daha ¢ok ¢ig siit ve bazi siit iriinlerindeki toplam bakteri
sayisini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Yontem geregince canli ve 6lii bakteriler
beraberce sayilir.Her ne kadar gida sanayisini ilgilendiren canli bakteri sayisi ise de Breed
yontemiyle elde edilen degerin diisiik ya da yiiksek olarak elde edilmesi siitiin kalitesi
hakkinda oldukga iyi bir fikir verir.

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

Normal bir lam iizerine isaretlenmis 1cm?lik alana 0.1ml’lik bir pipetle 0.01ml sivi
ornek aktarilarak yayilir. Lamin alt yiizeyine 1x1 c¢m boyutlarinda ve milimetrik karelere
ayrilmis 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 goriis sahalarindaki ortalama sayi, mikroskop faktorii,diltisyon faktori
ve 100 faktori (0,01ml 6rnek yayildigr igin) dikkate alinarak 1 ml 6rnekteki toplam bakteri
say1s1 hesaplanir.

2.5. Direkt Epifluoressant Filtre Teknigi

Fluoressant boyalarin ve 6zel bir mikroskobun kullanildigi hizli bir membran filtre
yontemidir. Yaklasik 20 — 25 dakikada sonug vermektedir.

Bu yontemle sivilardaki, Ozellikle siitlerdeki  toplam  bakteri  sayisi
belirlenebilmektedir. Kati gidalar ise homojenize edildikten sonra 5# m naylon filtrelerden
gegirilir.
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Direkt epifluoresant filtre (DEFT) teknigi 1s1l islem gormiis ve gérmemis domates
konsantrelerindeki kiif, maya ve bakteri sayimlari i¢in uygun bulunmustur. Bu yontemle
bulunan degerler, Howard kiif sayim yontemi ile elde edilenlerden daha hassas ve analiz
hatalarin1 daha fazla ortadan kaldirici niteliktedir. Ote yandan bu yontemle, kiiflere ilave
olarak maya ve bakteri gibi diger bozulma etmenlerinin de ayni anda sayilmasi miimkiindiir.

DEFT yonteminde oOrnek icindeki mikroorganizmalar1 elde etmek ve
konsantrasyonunu artirmak amaciyla membran filitrasyonu uygulanir, filitre {izerinde kalan
mikroorganizmalar1 incelemek iizere fluoresant boyamasi yapilip, epifluoresant
mikroskobunda sayim gerceklestirilir.

Kiif, maya ve bakteri sayiminda sirasiyla 10 X, 40 X ve 100 X objektifler kullanilir.
Fluoresans veren mikroorganizmalarin hepsi sayilip ortalama degerler elde edilir ve buradan
1 ml 6rnekteki say1 Breed yonteminde ve membran filtre yonteminde oldugu gibi hesaplanir.

2.6. Kiiltiirel Sayim Yontemlerine Gore Avantajlari ve
Dezavantajlar

Bu sayim yontemlerinin kiiltiirel sayim yontemlerine goére bazi avantajlari vardir.
Bunlar;
1. Cok ¢abuk sonug alinir.

2 Uygulanmalar1 basittir.
3. Sayim yapilirken mikroorganizmalarin hiicre morfolojileri de belirlenebilir.
4

Floresan yoniinden incelemeler yapilmasina olanak saglar.

Direkt mikroskobik sayim yontemlerinin bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlar
ise;

1 Caliganin goziinii zorlar ve yorar.

2 Hem canli hem de 6lii hiicreler sayima alinir.

3. Incelenen drnekteki partikiiller hiicrelerle karistirilabilir

4

Mikroorganizmalar, preparat iizerinde her zaman yeknesak ( uniform)
dagilmayabilir, hiicre kiimelesmeleri goriilebilir.

5. Boyama yapildiginda bazi hiicreler tam olarak boyanmayabilir, dolayistyla da
sayilamazlar.

6.  Bu yoOntemlerden elde edilen sayim sonuglar1 diger sayim sonuglarindan her
zaman ylksektir. Fakat bu yontemlerin ¢abuk sonu¢ vermesi nedeniyle pek ¢ok
durumda tercih edilebilir.

44



Howard lamu ile kiiflii saha sayim1 yapma.

Kullanilacak Arac¢ Gerecler

1. Refraktometre

2. Howard Lami ve lameli

3. Mikroskop

4, Gida 6rnegi

5. Distile su

6. Spatiil

Islem Basamaklar: Oneriler
» Laboratuvar kiyafetlerinizi giyiniz.

» Domates salgasi, ketgap, domates piiresi vb > Ellerinizi her caligma _oqcesmde

gibi domates Uriinlerinin, preparat ylkayn}lz ve dezenfekie ediniz. L

hazirlamadan 6nce kuru maddesini % 8’e > G.er.el.(“ koruyucu - malzemelerinizi

refraktometreyle ayarlayiniz giyiniz.

= » Calisma ortamini temizleyiniz.

» Kullanilan arag ve  geregleri
temizleyiniz.

» Domates salgasi kullaniyorsaniz
distile su ile seyreltme islemi
yapimiz.

» Ketcap veya domates piiresini
refraktometreye seyreltmeden
koyunuz.

] ) . » Refraktif indeksi 200°de 1.3447-
Resim 2.1: Refraktometre ile kuru maddeyi 1.3460 degerleri arasinda bularak
ayarlama kuru madde orannm1 % 8¢

ayarlaymiz.
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» Seyreltilen numuneden Howard Lami
iizerine bir damla koyup lameli kapatiniz.

Resim 2.3: Lameli kapatma

>

>

>

Ornegin lam yiizeyinde uniform bir
sekilde dagilmasina 6zen gosteriniz.
Sayim alanimi dolduracak kadar
ornek almaya dikkat ediniz.

Lam ile lamel arasinda Newton
halkas1 olusmasina dikkat ediniz.

» Howard Lamin1 mikroskop tablasina
yerlestirerek alan sayimi yapiniz

Resim 2.3: Mikroskopta inceleme

Hazirladiginiz preparati goriis alani
1.5 mm? olacak sekilde ayarli bir
mikroskop ile inceleyiniz.

Kiif flamentlerini gérebilmek i¢in 90
— 125X biiyiitme kullaniniz.

Ornekte en az 25 saha sayimi yapip
pozitif saha sayisini bulunuz.

» Sonucu % pozitif olarak degerlendiriniz.

Sayim sonunda elde ettiginiz pozitif
saha sayisindan yararlanarak %
pozitif saha sayisini hesaplayiniz.
Sonucu rapor olarak diizenleyiniz.
Siifta sizin ve arkadaglarinizin
bulduklar1 sonuclar1 karsilastiriniz.
Farkliliklar varsa nedenlerini
arastiriniz.
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VVV VVY

Laboratuar 6nliigiiniizli ¢ikarip asiniz.

Ellerinizi her ¢alisma sonrasinda yikayiniz.

Koruyucu malzemelerinizi ¢ikarip ¢ope
atiniz
Calisma ortamini temizleyiniz.

Kullanilan ara¢ ve geregleri temizleyiniz.

Laboratuvar son kontrollerinizi yapiniz.
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OLCME VE DEGERLENDIRME

Bu faaliyet kapsaminda hangi bilgileri kazandigimzi asagidaki sorular
cevaplayarak belirleyiniz.

Asagidaki siklardan dogru olam isaretleyiniz.?

1.  Domates suyu, salca, ketcap ve diger meyve triinlerinde kiif sayimi asagidakilerden
hangisiyle yapilir?
A)  Thoma lami
B) Howard lamu
C) Normal lam

D)  Hepsi.
2. Salcada kiif sayimi yapilirken seyreltme uygulandiginda kuru maddesi % kag
olmalidir?
A) %6-7
B) %7-8
C) %8-9
D) %9-10
3. Howard lamu ile incelenen 6rnekte en az kag pozitif saha tespit edilmelidir?
A) 10
B) 15
C) 20
D) 25
4.  Kiifli saha sayiminda, domatesten gelen dokular ile kiif hiflerinin birbirinden

ayrilmasinda nelere dikkat edilmelidir?

A)  Kif flamentlerinin ug kisimlari kiit, domates dokularinin ise sivridir.

B)  Kiif hifleri mikroskopta diizgiin yap1 verir, domates dokulari net degildir.
C) Kiif hifleri mikroskopta graniillii gortiniir,domates dokular1 saydamdir.
D) Hepsi

5. Thoma lamu ile asagidakilerden hangisinin sayilmasi giigtiir?
A)  Bakteriler

B) Mayalar

C) Kan

D) Sperm

6.  Thoma lamu ile hazirlanan preparat hangi objektif ile sayilmalidir?

A) 30X

B) 40X

C) 50X

D) 60X
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7. Maya sayiminda seyreltme hangisiyle yapilir?
A) % 7’lik asetik asit
B) %5’lik asetik asit
C)  %10’luk asetik asit
D) %/’lik asetik asit

8. Yalnizca maya hiicrelerini sayabilmek i¢in agsagidakilerden hangisi kullanilir?
A) % 1’lik metilen mavisi
B) % 2’lik metilen mavisi
C) % 3’likk metilen mavisi
D) % 4’likk metilen mavisi

9. Siv1 orneklerdeki, ozellikle ¢ig siit ve bazi siit {irlinlerinde toplam bakteri sayisini
belirlemede hangi yontem kullanilir?
A)  En muhtemel say1 yontemi
B) Membran filtre yontemi
C) Breed yontemi
D) Hepsi

10. Direkt mikroskobik sayimin kiiltiirel sayima gore avantajlari nelerdir?
A)  Cok ¢abuk sonug alinir.
B)  Uygulanmasi basittir.
C) Sayim sirasinda hiicrelerin morfolojisi de belirlenebilir.
D) Hepsi.

Asagidaki sorulari dogru — yanhs olarak degerlendiriniz.

1. () Direkt mikroskobik sayim yontemlerinde canli ve 6lii mikroorganizmalar birlikte
sayilir.

2. () Howard lamu ile kiif analizi sonrasinda bulunan kiif flamentlerinin sayisi, bu
tiriinlerin elde edilmesinde kiiflii pargalarin da tiretime katildigini gosterir.

3. () Howard lami ile lamel arasinda Newton halkasi olusmamigsa preparat dogru
hazirlanmustir.

4. () Hazirlanan preparat goriis alan1 1.5mm? olacak sekilde ayarli bir mikroskop ile
incelenir.

5. () Kiuf flamentleri tiip seklinde bir yapiya sahiptir ve mikroskop altinda hifler
diizgiin, birbirine paralel duvarlar seklinde gozlenir.
6. () Kiif flamentlerinin bircogu septasiz olmasina karsin, domates dokularinda septa

gbzlemlenir.

7. () Saha iginde ii¢ten fazla sayida kiif flamenti varsa o alan pozitif kabul edilir.

8. () Thoma laminda 16 biiyiik kare, her biiyiik karede 25 kiigiik kare vardir ve sayim
bu karelerde yapilir.

9. () Breed yonteminin esasi, belli bir hacmin 1cm? alan iizerine yayilmasi, kurutulmas:
ve boyandiktan sonra mikroskopla incelenerek sayimin bu alanda yapilmasidir.
10. () Floresan boyalar ve 6zel bir mikroskop kullanilarak kiiltiirel sayim yapilir.
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DEGERLENDIRME
Cevaplarimizi cevap anahtar1 ile karsilastiriniz. Yanhs cevap verdiginiz yada cevap
verirken tereddiit yasadiginiz sorularla ilgili konular1 faaliyete geri donerek tekrar

inceleyiniz.

Tiim sorulara dogru cevap verdiyseniz uygulamali teste geginiz.
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UYGULAMALI TEST

Howard Lamu ile domates suyunda kiifli saha saymmi yapiiz. Yaptigiiz islemleri
degerlendirme tablosu ile kontrol ediniz.

KONTROL LiSTESI

Degerlendirme Olgiitleri Evet Hayir

Laboratuar 6nliigiiniizii giydiniz mi?

Caligma ortaminizi temizlediniz mi?

Kullanacaginiz arag ve gerecleri temizlediniz mi?

Bl (N (=

Domates suyunu seyreltmeden refraktometreye koydunuz
mu?

5. Refraktif indeksi 20”de 1.3447 — 1.3460 degerleri
arasinda bularak kuru madde oranim1 % 8’e ayarladiniz
m1?

6. Numuneden Howard lamu iizerine bir damla koyup lameli
kapattiniz m1?

7. Ornegin lam yiizeyinde uniform bir sekilde dagilmasina
6zen gosterdiniz mi?

8. Sayim alanini dolduracak kadar 6rnek almaya dikkat
ettiniz mi?

9. Lam ile lamel arasinda Newton halkasi olusmasina dikkat
ettiniz mi?

10. Howard lamin1 mikroskop tablasina yerlestirerek alan
sayimi yaptiniz mi?

11. Hazirladiginiz preparat: goriis alan11.5mm?” olacak
sekilde ayarli bir mikroskop ile incelediniz mi?

12. Kiif flamentlerini gérebilmek i¢in 90 — 125X biiylitme
kullandiniz m?

13. Ornekte en az 25 saha sayin yapip pozitif saha sayisini
buldunuz mu?

14. Sayim sonunda elde ettiginiz pozitif saha sayisindan
yararlanarak % pozitif saha sayisin1 hesapladiniz m?

15. Sonucu rapor olarak diizenlediniz mi?

16. Hesaplamayi dikkatli yaptiniz m1?

17. Sizin ve arkadaslarinizin buldugu sonuglari
kargilagtirdiniz m?

18. Farkliliklar varsa nedenlerini tartigtiniz mi?

19. Kullandigimiz arag ve geregleri temizleyip kaldirdiniz mi1?

o1




20. Ellerinizi yikayip dezenfekte ettiniz mi?

21. Laboratuvar son kontrollerinizi yaptiniz mi?

22. Onliigiiniizii ¢ikarip astiniz mi1?

DEGERLENDIRME

Segeneklerinizin hepsi “Evet” ise bir sonraki modiil degerlendirme testlerine geginiz.
Cevabi “Hay1r” olan islemleri tekrar deneyiniz.
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MODUL DEGERLENDIRME

UYGULAMALI TEST

Ornek Olay: Bahri ve Deniz dokme plak yontemiyle siitte kiif saymmi yapryorlar.
Asagida verilen islem basamaklarimi gézden gecirerek hangisinin yanlis yaptigini tespit
ediniz. Bunlari listeleyiniz. Islemi hangi kisinin dogru yaptigini, dogru yapmayan kisinin
hata kaynaklarini tespit ederek d6gretmeninizle birlikte degerlendiriniz

Bahri’nin Uyguladigi islem Basamaklar:

Deniz’in Uyguladig) Islem Basamaklan

ml fizyolojik su bulunan deney tiipiine
aktardi.

» Laboratuvar 6nligiini giydi. » Laboratuvar 6nliigiini giydi.

» Calisma ortamini temizledi. » Calisma ortamini temizledi.

» Kullanacag arag ve geregleri temizledi. > Kul!anac_agl arag ve geregleri

temizledi.

» Bunzen beki 6nceden yakti. » Bunzen beki sonradan yakti.

» 109 gida maddesini aseptik olarak tartt1. » 10g gida maddesini tartt1.

» 90 ml fizyolojik su i¢ine koyarak » 100 ml fizyolojik su igine koyarak
stomacherde homojenize etti. stomacherde homojenize etti.

» 10-1 diliisyonundan 1ml alarak i¢inde 9 » 10-1 diliisyonundan 1ml alarak i¢inde

9 ml fizyolojik su bulunan deney
tiipiine aktardi.

» 10-2 diliisyonundan 1ml alarak i¢inde
9ml fizyolojik su bulunan deney tiipiine
aktardi.

» 10-2 diliisyonundan 1ml alarak i¢inde
9ml fizyolojik su bulunan deney
tiipiine aktardi.

> Uzerlerine seyreltim degerleri yazilmis
petri kutularina 10-1, 10-2, 10-3
diliisyonlarindan 1’er ml koydu.

» Petri kutularmna 10-1, 10-2, 10-3
diliisyonlarindan 1’er ml koydu.

» Kati besiyerini sicak su banyosunda eritip
450C’ye kadar soguttu.

» Kati besiyerini sicak su banyosunda
eritti ve soguttu.

» Her petriye 10 — 15ml besiyeri doktii.

» Her petriye besiyeri doktii.

» Agar katilagmadan petri kutularina {i¢ kez
sekiz hareketi ¢izdirerek 6rnek ile
besiyerinin homojen karigmasini sagladi.

» Petri kutularina sekiz kez sekiz
hareketi ¢izdirerek ornek ile
besiyerinin homojen karigmasini
sagladi.

» Petrilerin kapaklarini kapatip
katilagmalarini bekledi.

» Petrilerin kapaklarii kapmadan
katilasmalarini bekledi.

» Petrilerin kapaklarini alta gelecek sekilde
ters ¢evirerek 220C’de 24 — 48 saat
inkiibe etti.

» Petrileri 220C’de 24 — 48 saat inkiibe
etti.

> Inkiibasyon bitiminde olusan kolonileri,
koloni sayicisinda sayarak not etti

> Inkiibasyon bitiminde olusan
kolonileri, gozle sayarak not etti

» Formiilde yerine koyarak hesaplama
yapti.

» Formiilde yerine koyarak hesaplama
yapti.

» Sonuglar rapor haline getirerek Tiirk gida
Kodeksi, Igme Siitii Uriin Tebligi’ndeki
mikrobiyolojik 6l¢iitlere uygun olup
olmadigini kontrol etti.

» Sonuglar rapor haline getirdi.

53



DEGERLENDIRME
Yapilan degerlendirme sonunda, dokme plak yontemiyle siitte kiif sayimini dogru
yapan kisiyi ve yanlis yapan kiginin hata kaynaklarin1 dogru olarak tespit edip etmediginizi

Ogretmeninizle birlikte inceleyerek degerlendiriniz.

Dokme plak yontemiyle siitte kiif sayimint dogru yapan kisiyi ve yanlis yapan kisinin
hata kaynaklarini dogru olarak tespit ettiyseniz modiilii tamamladiniz, tebrik ederiz.

Tespitleriniz dogru degilse modiiliin ilgili boliimiinii tekrar ediniz.

54



CEVAP ANAHTARLARI

OGRENME FAALIYETi-1 CEVAP ANAHTARI

1 D
2 C
3 B
4 A
5 C
6 B
7 D
8 A
9 D
10 B
11 C
12 B
13 D
14 A
15 D
16 A
17 C
18 B
19 Dogru
20 Dogru
21 Yanhs
22 Dogru
23 Yanhs
24 Dogru
25 Yanls
26 Dogru
27 Dogru
28 Dogru
29 Dogru
30 Yanhs
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OGRENME FAALIYETI - 2 CEVAP ANAHTARI
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