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01. Genel Bilgiler

Gidalarin mikrobiyolojik kalitesi, gidanin iiretimi, depolanmasi, dagitimi ve hazirlanmasi
asamalarindaki kritik kontrol noktalarinin tanimlanmasina ve saglikli iiretim kosullarinin
gerceklestirilmesine baghdir. Ozellikle {iretim hatt1 boyunca alinan rneklerin ve son iiriiniin
mikrobiyolojik kalitesi standartlara uygun olmalidir.

Gida sanayiinde kullanilan pratik mikrobiyolojik test yontemleri az sayida bile olsa
mikroorganizmalarin kantitatif tespitini saglamali, rutin kosullar altinda basit, hizli, dogru,
tekrarlanabilir ve ekonomik olarak uygulanabilir olmalidir. Membran filtrasyon yontemi bu
ozellikleri optimal olarak saglayan bir yontemdir. Her ne kadar kuramsal olarak standart EMS
yontemi ile 100 ml 'de 1 'den daha az sayida bulunmasina izin verilen mikroorganizmalarin
kontrolii yapilabilirse de, pratik uygulamalarda bu gibi kontroller ancak membran filtrasyon
yontemi ile yapilabilir. Membran filtrasyon yontemi, su (igme, isletme, kullanma), mesrubat,
gibi s1v1 gidalarin ve suda tam olarak ¢oziilen kat1 gidalarin analizinde ve 6zellikle gidada
aranilan mikroorganizma sayisi 10 ml 'de 1 veya daha az ise uygulanabilecek hemen hemen
tek yontemdir.

Membran filtrasyonda kullanilan filtreler ¢ok ince, ¢ok poroz, seliiloz asetat ve/veya seliiloz
nitrattan olusan disklerdir. Membran filtreler 10 nm 'den 8 um ya da daha fazla por ¢apli olarak
saglanabilmektedir. Genel olarak bakteriyolojik analizlerde 0,43 - 0,47 um por capl filtreler
kullanilir. Az sayida bakteri 0,2 - 0,22 pum c¢aph filtrelerin kullanimini gerektirecek kadar
kiigtiktiir.

Membran filtreler sayim1 kolaylastirmak amacr ile; a) Kare seklinde alanlar (¢izgiler) basili
olarak, b) Kare seklinde hidrofobik alanlar (cizgiler= 1zgaralar) basilmis sekilde
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hazirlanmaktadir. Bunlardan sadece kare seklinde alanlar basilmig olanlarda (a) kolonilerin
yayilmasi Onlenemez, alanlar sadece sayim kolaylig1 olusturulmak i¢in basilmistir. Bir diger
deyis ile bu alanlar kullanilmadan da sayim yapilabilmektedir ve filtre lizerinde olusan tim
koloniler sayilir. Oysa kare seklinde alan olusturacak sekilde hidrofobik 1zgara basilmig (b) olan
filtrelerde hidrofobik 1zgaralar farkli bir sekilde kullanilmaktadir. Bu 1zgaralar hidrofobik
ozellikte oldugu icin 1zgara iizerinde koloni gelismesi miimkiin degildir. Bu sistemde 1zgara
icinde ka¢ adet koloni oldugu degil, 1zgaranin koloni varlig1 agisindan pozitif ya da negatif
oldugu degerlendirilir. Gida mikrobiyolojisinde bu sistem "Hydrophobic Grid Membrane
Filtration = HGMF)" olarak anilmaktadir. Kavram olarak standart membran filtrelerden farkli
olmasi nedeni ile HGMF teknigi agsagida ayr1 bir baslik altinda (3.3.) incelenmistir.

Membran filtreler sadece gida mikrobiyolojisinde mikrobiyolojik kontrol amaci ile degil,
sterilizasyon amaci ile de kullanilmaktadir. Isil islem uygulanamayan basta antibiyotikler ve
vitaminler olmak {izere mikrobiyolojide kullanilan bazi besiyeri bilesenleri membran filtrasyon
ile sterilize edilmektedir. Benzer sekilde bakteriyofaj caligmalarinda da faj izolasyonu igin
membran filtrelerden yararlanilmaktadir.

Yeterli deneyim kazandiktan sonra sistemin uygulanisi kati besiyeri kullanilan yontemler ve
EMS yonteminden daha kolaydir. Bu yontemde ticari olarak pazarlanan ve besiyeri emdirilip
kurutulmus 6zel pedlerden olusan steril besiyerlerinin kullanilmasi halinde besiyeri hazirlamaya
gerek kalmaz. Bunun yaninda amaca uygun olarak standart Petri kutularinda hazirlanan klasik
kat1 besiyerleri de bu uygulamada basaril bir sekilde kullanilabilir.

Membran filtrasyon yonteminde kullanilan filtreler kurutularak ve sterilize edilmis saydam
plastik, cam vb. ambalajlar i¢inde uzun siire korunabilir, hatta mikroorganizmaya zarar
vermeden kurutulan filtreler ileri g¢aligmalarda kullanilmak iizere mektupla dahi basgka
laboratuvarlara gonderilebilir. Bu gibi istiinliikler diger sayim ve/veya arama yontemlerinde
yoktur.

Tiim bu {stiinliiklerine karsin membran filtrasyon yonteminin kullaniminda bazi sinirlamalar
vardir. Suda tam olarak eriyebilenlerin disinda kalan kati gidalar ile boza ve seftali suyu gibi
pulplu sivilar normal filtrasyon islemi ile membran filtreden gecirilemezler. Benzer sekilde
normal yagli siit de kolaylikla filtre edilemez. Bununla beraber, bu gibi gidalarin filtrasyonu i¢in
0zel ¢oziiciiler ve/veya enzimler ve/veya On filtre kullanimi ile membran filtrasyon yontemi pek
cok kat1 gida da basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Asagida filtrasyon asamasinda kullanilan
enzimlere 6rnekler verilmistir.

Gida mikrobiyolojisinde membran filtrasyon uygulamalar1 temel olarak; kiiltiirel yontemler ve
mikroskobik yontemler olmak {izere iki ana grup altinda toplanabilir. Kiiltiirel yontemler de
kendi i¢inde kolonilerin gozle sayimi ve mikrokolonilerin mikroskop ile sayimi olarak ikiye
ayrilabilir.

02. Filtrasyonda Enzim Uygulamalari

Membran filtrasyon uygulamalarinda pratik olarak en biiyiik zorluk filtre edilecek materyalin
filtreyi tikamasidir. Bu gibi durumlarda yapilmasi gereken tek sey sayimi yapilacak
bakterilere zarar vermemek kaydi ile filtreyi tikayabilen organik maddelerin enzimler ile
filtreyi tikayamayacak daha kiiclik molekiillere parcalanmasidir. Cizelge 1 'de bu amacla
kullanilabilecek enzimlere 6rnekler verilmistir.



Cizelge 1. Membran Filtrasyonda Kullanilan Enzimler

Gida Enzim Gida Enzim
Yagsiz siittozu Tripsin Kek karisimlar Amilaz
Cig siit Tripsin Meyve Piireleri Pektinaz
Yagsiz siit disindaki diger Tripsin Lesitin Lesitinaz

s1v1 sut Urtinleri

Dondurma ; Stabilizer Tripsin Yumurta ; Siviyadatoz — Tripsin

kullanilmamisg

Dondurma ; Gum iceren ~ Hemiseliilaz Peynir tozlar1 ; spray dried Seliilaz ya da
Proteaz

Dondurma ; seliilaz Seliilaz Gumlar Hemiseliilaz

tiirevleri iceren

Siit ; spray dried Tripsin Turunggil sular Pektinaz
Peynirler Tripsin Bebek mamalari Tripsin
Cig et Tripsin Sodyum kazeinat Proteaz
Eksi krema Diastaz Cikolata Amilaz
Yogurt Tripsin Pismis et Tripsin
Tereyagi Triton X-100 Istiridye Tripsin
Margarin Triton X-100 Kahvaltilik tahillar Seliilaz

Bu enzimler tek baslarina kullanilabilecekleri gibi siit iirlinlerinde oldugu gibi somatik
hiicreleri ve yaglar1 par¢alamak amaci ile kombine olarak da uygulanabilirler.

03. Kiiltiirel Yontemler
03.01. Standart Membran Filtrasyon Yontemi

Y 6ntemin prensibi, belirli bir hacimdeki s1v1 (ya da homojenize edilmis kati) gida 6rnegindeki
mikroorganizmalari, por caplari bilinen (genellikle, bakterilerin tespiti i¢in 0,45 pum,
mayalarin tespiti i¢cin 0,65 pum) bir membran filtre lizerinde tutmak, bu filtreyi aseptik
kosullarda uygun bir standart kat1 besiyeri veya besiyeri emdirilmis absorbant ped iizerine
yerlestirerek koloni olugsmasini saglamak ve bu kolonileri sayarak gidadaki mikroorganizma
sayisini bulmaktir.

Saymmi yapilacak mikroorganizmaya gore genel ya da selektif besiyeri kullanilabilir. Standart
kiiltiirel yontemlerde oldugu gibi var/yok testleri i¢in zenginlestirme kiiltiirleri membran
filtreden gegirilerek bu filtreler uygun bir selektif besiyerine yerlestirilebilir. Veya MUG
igeren besiyerleri kullanilarak E. coli sayimi/ aranmasi yine bu sistem ile yapilabilir.



Bir diger deyis membran filtrasyon yontemi, kullanilacak besiyerine bagli olarak her tiir
mikroorganizmanin aranmasi veya sayilmasinda kullanilabilir.

Membran, besiyerine yerlestirildikten ve inkiibasyon sonucu olusan koloniler sayildiktan sonra
ornekteki mikroorganizma sayisit hesaplanabilir. Ornegin, 100 ml i¢me suyu membrandan
gecirildi ve inkiibasyondan sonra 25 koloni sayildi ise sayim sonucu 25 adet/100 ml ya da 0,25
adet/ ml olarak verilir.

Membran filtrasyon yonteminde seyreltme kavrami, kat1 ve sivi besiyerinde yapilan sayimlarda
uygulanan seyreltme kavramindan farklidir. Ornegin su analizi yapilacak ise, istenilen hacimde
su membrandan gegcirilebilir. Membran filtrasyonda standart 5 cm ¢apli filtre kullaniliyor ise bu
membran iizerinde 20-200 koloni olusacak diizeyde 6rnek filtre edilmelidir. Bu amacla 3 farkl
membrandan 6rnegin, 1 ml; 10 ml; 100 ml siv1 filtre edilmelidir. Mikroorganizma yiikii fazla ise
0,1; 0,01 ml pipetlemek hatali sonuca neden olur. Bu gibi durumlarda standart 10'1, 102
seyreltmeler yapilip bu seyreltilerden 1 'er ml alinmalidir. Membranin 1slanmasini saglamak igin
kullanilacak steril su hacmi analiz sonucunu etkilemez. Istenir ise (6rnegin igme suyunda klor
veya bagka bir inhibitdr varsa) analizde sahte negatif sonug¢ almay1 6nlemek i¢in su 6rneginden
sonra yeteri kadar steril su veya 6zel yikama ¢ozeltisi gecirilerek (bir anlamda filtre edilerek)
membran {izerinde kalabilecek inhibitorler uzaklastirilabilir. Yine burada kullanilacak steril
yikama suyu ya da yikama ¢ozeltisi miktar1 analiz sonucunu etkilemez. Membran filtrasyon
teknigi ile sayimin en 6nemli iistlinliiklerinden birisi de sadece membran filtrasyon haznesine
konulan sayim yapilacak sivinin miktarinin 6nemli olmasi, bunun iizerine konulacak steril
stvilarin miktarinin 6nemli olmamasidir.

Standart membran filtrasyon yontemi ile gidalarin mikrobiyolojik analizinde dikkat edilmesi
gereken bazi noktalar bulunmaktadir. Bunlar:

- Yiiksek oranda yag iceren gidalarin (peynir, sosis, ¢ikolata, mayonez, krema, tereyagi
gibi) analizinde Ornek, 40-45 °C 'a 1sitilmig ve Onceden sterilize edilmis bir emiilgator ile
muamele edilmelidir. Emiilgator olarak en fazla kullanilanlar Tween 80 (%0,5-1
konsantrasyonlu) ve Triton X-100 (%]1-5 konsantrasyonlu) 'diir.

- Seker ve sekerli tiriinler maya, kiif ve bakteri tespiti acisindan analize alinmaktadir. Bu
rtinler 10 veya 100 kati steril su ile kanistirilarak ¢oziilmekte veya yaklasik 40 °C 'da
sitilarak ¢oziilmesi kolaylagtirildiktan sonra filtre edilmelidirler.

- Sebze ve baharat gibi 6rnekler kiigiik pargalara ayrilir. 40-45 °C 'da fizyolojik tuzlu suda
20 dakika kadar 1slatilip, mikroorganizmalarin sivi faza gecmeleri saglanmalidir.

- Filtrenin tikanmasina neden olacak gidalarda on filtrasyon islemi uygulanmalidir.
Kullanilan 6n filtrenin por ¢ap1 12 pum kadar olabilmektedir.

03.01.01. Membran Filtrasyon Seti

Membran filtrasyon isleminde kullanilan diizenekler; vakum pompasi, vakum hortumu,
vakum erleni, ana gdvde, filtre govdesi ve filtrelerden olusmaktadir. Burada kullanilan ana
govdenin otoklavda sterilizasyona dayanikli camdan veya tercihen paslanmaz celikten
yapilmis olmasi gerekmektedir. Filtrelerin por ¢aplari, filtrenin iist ylizeyinden alt tarafa dogru
ilerledikce 3-5 kat genisleyecek sekilde yapilmistir. Bu nedenle bakteriler iist tarafta



tutulurken, besiyeri kapiller hareketle kolayca yukartya dogru yiikselebilmekte ve boylece
filtre lizerinde kalan mikroorganizmalarin besin maddelerini alarak gelismeleri ve koloni
olusturmalar1 saglanmaktadir. Filtreler yapildiklart membranlarin cinsine gore tek kullanimlik
olabildikleri gibi, tekrar kullanilabilir olanlar1 da bulunmaktadir. Burada kullanilan pedler,
steril dehidre besiyeri igerdikleri (Sartorius) i¢in 3,0-3,5 ml steril demineralize su ile 1slatilip,
hemen kullanima hazir hale getirilebilmektedir. Besiyerini rehidre hale getirmek icin
kullanilan steril suya, istenen maddeler ilave edilerek zenginlestirilmis besiyeri de
hazirlanabilir. Ornegin Wort agar veya orange serum agar besiyerini rehidre hale getirmek
icin kullanilan suya %35 etanol ilave edilmesi asetik asit bakterilerinin gelisimini tesvik
etmektedir. Bir baska uygulamada ise steril pedlere ampul i¢inde sterilize edilmis s1v1 besiyeri
ilave edilmektedir.

03.01.02. Filtrasyon Islemi
Filtrasyon asamalar1 sirasiyla:

- Filtrasyon setinin govdesi otoklavda 121 °C 'da 15-30 dakika sterilize edildikten sonra
filtre diizenegi kurulur.

- Filtre yatag: steril su ile 1slatilir. Membran filtre koruyucu diski ile birlikte filtre tutucuya
yerlestirildikten sonra, koruyucu disk uzaklastirilir.

- Belirli bir hacimdeki su veya seyreltmelerden alinan 6rnek ana gévdeye aktarilir.

- Vakum pompasi calistirilarak ornek filtre edilir ve daha sonra filtre tutucunun i¢ kismi
steril su, fizyolojik tuzlu su veya tercihen 6zel yikama ¢ozeltisi ile yikanarak esansiyel yag
asitleri ve dezenfektan gibi inhibitorler uzaklastirilir. Membran filtrasyonda porlar ¢ok kiiciik
oldugu i¢in sistem bir anlamda hidrofobik 6zellik gostermektedir. Dolayisi ile filtrenin alti ile
iistli arasinda iist taraf lehine bir basing farki olmaz ise sivinin filtreden gegmesi miimkiin
degildir. Dolayist ile filtre altina vakum uygulanarak filtrasyon iglemi gergeklestirilir.

- Steril bir pens ile aseptik kosullarda alinan filtre daha Onceden Petri kutularinda
hazirlanmis kat1 besiyerleri veya 50 mm 'lik her plastik Petri kutusu i¢in 3,0-3,5 ml steril su
ilave edilerek rehidre hale getirilmis pedler iizerine, arada hava kabarcigi kalmayacak ve
filtrenin mikroorganizmalarin bulundugu kareli kismu iiste gelecek sekilde yerlestirilir.

- Petri kapaklan tistte kalacak sekilde, ters ¢evrilmeden amaca uygun sicaklik ve atmosfer
kosullarinda inkiibasyona birakilir.

- Eger 6n filtre kullanilmig ise 6n filtre de benzer sekilde Petri kutusuna yerlestirilir ve
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda on filtrede ve asil filtrede olusan koloniler
sayilarak bunlarin toplami analiz edilen gidadaki mikroorganizma sayist olarak verilir.

03.02. Koloni Boyama Teknikleri

Standart filtrasyon islemi sonunda olusan kolonilerin sayimi ile kob/ml-g olarak sonug
verilebilmekte ise de bazi durumlarda olusan kolonilerin rengi ile filtre arasinda yeterli
kontrast saglanamadigi i¢in  kolonilerin saglikli  bir sekilde sayimi miimkiin



olamayabilmektedir. Bu gibi durumlarda olusan kolonilerin boyanmasi s6z konusudur. Bu
amagla negatif boyama ile ortamin boyanip kolonilerin renksiz kalmasi ya da pozitif boyama
ile kolonilerin dogrudan boyanmasi ile sayim islemleri kolay hale getirilebilir.

a) Negatif boyama : Inkiibasyon sonrasinda membran %0,01 'lik malahit yesili ile 3 -
10 saniye muamele edilir, sonra fazla boya dezenfektan olan bir ¢ozeltiye dokiiliir. Bu
boyama seklinde membran filtre boyanip, koloniler boyanmadan kalacagi i¢in sayim yapilan
sahada berrak kalan alanlar bakteri kolonileri olarak sayilir.

b) Pozitif boyama : Membran filtre %0,01 'lik metilen mavisi ile 5 dakika muamele
edilip, membran filtre fazla boyanin akitilmasi amaci ile suya konulur. Metilen mavisi bakteri
kolonilerine oranla membrandan daha kolay olarak yikanir ve bdylece membran iizerindeki
boyali kisimlar bakteri kolonileri olarak sayilir.

03.03. Hidrofobik Grid Membran Filtrasyon (HGMF) Yontemi

Bu yontem 1974 yilinda, Sharpe ve Michaud adli arastiricilarin filtre olarak hidrofobik
1zgarali membranlar1 gelistirmelerinden sonra kullanilmaya baglamistir. HGMF yontemiyle
tek bir membran filtre tizerinde 10* bakteri kolonisi sayilabilmekte ve yontem gidalarin
mikrobiyolojik analizlerinde bagsar1 ile kullanilmaktadir. ISO-Grid hidrofobik membran
filtreler lizerinde 40 X 40 olmak {izere 1600 adet kiiciik bélme bulunmaktadir. Bu bolmeler
icine yerlesen mikroorganizmalar inkiibasyondan sonra dairesel koloniler olusturmaktadir.
Filtre {izerinde bulunan hidrofobik 1zgara sistemi sayesinde kolonilerin yayilarak birbirine
karigmas1 engellenmekte ve bu durum sayim kolaylig1 saglamaktadir.

HGMF yonteminde, standart membran filtrasyon yonteminde oldugu gibi gerekli on
hazirliklar yapildiktan sonra, gida 6rnegi, yiizeyinde belirli sayilarda ve belirli por ¢aplarina
sahip hidrofobik bdlme bulunan filtrelerden gecirilmekte ve bu filtreler aseptik kosullar
altinda uygun bir besiyerine yerlestirilerek inkiibasyona birakilmaktadir. inkiibasyon sonunda
icinde mikrokoloniler gelisen hiicreler (hidrofobik 1zgara; alan) sayilmaktadir. Sayim gozle
veya otomatik makineler ile yapilabilmektedir. Pozitif hiicre sayis1 asagidaki formiilde yerine
konularak hesaplandiginda gida 6rneginin 1 mililitresi veya 1 gramindaki mikroorganizma
sayist bulunmakta ve sonug "gelisme goriilen bolmelerdeki en muhtemel say1" (Most Probable
Number of Growth Unit; MPNGU) olarak ifade edilmektedir.

FDA tarafindan onerilen formiil; EMS = {N X In [N / (N - A)]} seklindedir. Burada N =
membran filtre lizerindeki toplam kare sayis1 ve A = pozitif olarak sayilan kare sayisidir.
Formiile gore toplam kare sayismin toplam negatif kareye (N-A) boliinmesi ile elde edilen
sayinin e tabanina gore logaritmasi (In) toplam kare sayisi ile ¢arpilmaktadir.

HGMF sisteminde koloni degil alan sayildigi i¢in filtre iizerinde ideal olarak 20 - 1520 pozitif
saha sayilmasi gerekmektedir. Bu sinirlarin disindaki sayimlarda ekimin tekrarlanmasi
onerilmektedir. Prensip olarak gozle yapilan sayimlarda pozitif alan sayis1 200 'ii gegmiyor ise
alanlarin tiimiiniin sayilmasi gerekmekte, bu degeri asan sayimlar i¢in yatay ve diisey boyutta
4 'er olmak iizere her biri 40 alan olmak iizere toplam 8 hat boyunca sayim yapilip sonucun 5
ile ¢arpilmas1 onerilmektedir.



04. Mikroskobik Uygulamalar
04.01. Basit (Direk) Mikroskobik Sayim Yontemi

Breed yontemi, Howard lam1 gibi mikroskobik sayimlarda oldugu gibi membran filtrasyon
yontemi ile birlikte kullanilan basit mikroskobik sayimlarda da canli ve 6lii hiicreler beraberce
sayilirken, bu yoOntemlerin en biiyiik istiinliigii kisa siirede sonu¢ vermeleridir. Basit
mikroskobik sayim, diger deyisle direkt mikroskobik sayim (Direct Microscopic Count;
DMC) yontemi genellikle rutin kontrollerde uygulanan bir yontemdir. Bu yonteme gore 6rnek
filtreden gegirilip mikroorganizmalar filtre lizerinde tutulduktan sonra uygun sekilde boyama
ve yikama islemleri uygulanarak mikroskop altinda sayim yapilmaktadir. Bu metot 6zellikle
ornekte ¢ok az sayida mikroorganizma oldugu durumlarda uygundur.

Yontemin uygulanmasinda filtrasyon islemi tamamlandiktan sonra filtre ana hazneden
cikartilmaz, bunun lizerine standart boyama tekniklerinde kullanilan Loeffler 'in metilen
mavisi gibi bir boya filtreyi kaplayacak miktarda ilave edilir ve (Loeffler 'in metilen mavisi)
orneginde oldugu gibi 5 dakika kadar beklenir. Hangi boya kullanilirsa kullanilsin boyanin
onceden filtre edilmesi gerekmektedir. Bu amagla sayim yapilacak filtre iizerine bagka bir
membran filtre konulmasi Onerilir. Sonra vakum pompasi tekrar calistirtlip boya filtre
izerinden uzaklastirilir ve bol miktarda distile su gecirilerek membran yikanir. Daha sonra
filtre ¢ikartilip kurutulur, bir Petri kutusunda bulunan immersiyon yagina daldirilarak yag ile
doygun hale getirilir. Filtreler ortasindan kesildikten sonra bu parcalardan mikroskobik
sayima uygun boyutta (6rnegin 1 cm?) alanlar kesilip mikroskopta inceleme yapilir. Sonucun
hesaplanmas: standart Breed yontemine benzer. Ilave olarak toplam filtrasyon alam standart
sekilde formiile ilave edilir ve filtreden gecirilen hacimdeki toplam canli ve 6lii bakteri sayisi
hesaplanir. Asagida elma suyu konsantresinde DMC ile yapilan saymma iliskin bir 6rnek
verilmistir.

Ornek: 10 ml konsantre filtreden rahat gecirilebilmek amaci ile 250 ml steril destile su ile
karistirtlip membran filtreden gegirilmistir. Bu durumda 250 ml suyun hesaplamalarda hi¢ bir
onemi olmadigi yukarida agiklanmistir. Burada filtreden gecirilen aslinda sadece 10 ml
konsantredir. Yapilan boyama islemi sonunda filtreden 1 cm’ alan kesilmis ve farkli
mikroskop goriis sahalarinda ortalama 2,42 bakteri sayilmistir. Mikroskop goriis sahasi gap1
standart objektif mikrometre kullanilarak 19,3 aralik yani 193 pm olarak dl¢iilmiistiir. Buna
gore standart Breed yonteminde oldugu gibi goriis sahasi alani = 29255 pm? mikroskop
faktorii = 3418 ve 1 cm” alanda sayilan bakteri sayis1 3418 X 2,42= 8272 olarak hesaplanir.
Bu asamada standart Breed yonteminden farkhi olarak 1 cm? alana 0,01 ml 6rnek aktarimm
degil, filtrenin toplam alan1 ve fiilen filtre edilen 10 ml 6rnek hesaba alinmalidir. Her ne kadar
filtrasyonda kullanilan membran filtrenin ¢ap1 5 cm olsa bile gergek filtrasyon alani filtrenin
degil, filtrasyonda kullanilan aparatin filtrasyonu saglayan alanidir. Bu alan 4,3 cm ¢apinda
ise (fiili filtrasyon alani standart sekilde yerlestirilmis bir filtreden her hangi bir boya
¢oOzeltisinin gegirilmesi ve daire alaninin hassas bir sekilde 6l¢iilmesi ile tam olarak 6l¢iilmek
zorundadir) fiili filtrasyon alan1 14,52 cm” olmaktadir. Bu durumda 1 cm® sayim alanindan
fiili sayim alaninda 14,52 adet bulunmaktadir. 1 cm? alanda ortalama 8272 bakteri olduguna
gore toplam sayim alaninda 14,52 X 8272= 120109 bakteri vardir. Filtrasyonda kullanilan
toplam hacim 10 ml konsantre olduguna gore konsantrenin her ml 'sindeki bakteri sayisi
(canli + 6lii) 120109/10 = 12010,9 ve standart sonug bildirim sekli ile 1,2X10* adet (canl +
0lii) bakteri/ml olarak sonug verilir.



04.02. Direkt Epifloresan Filtre Teknigi (DEFT)

Epifloresan mikroskoplar iki adet filtre ve 151k kaynagi olarak yliksek basingli bir civa lambasi
icermektedirler. Yiksek basingli civa lambalari; 366, 405 ve 435 nm 'de giliclii bir 151k
yayillimi saglamaktadirlar. Yiiksek basingli civa lambasindan gelen 151k birinci filtreden
gecerek yansiticiya gelir. Bir kondansor gibi gorev yapan yansitici optik eksene 45° 'lik ag1 ile
15181 objektif iizerinden preparat {izerine yansitmaktadir. Epifloresan mikroskoplarda
kullanilan bu 6zel yansiticinin diger bir 6zelligi preparattan yansiyan 1s181 bir filtre gibi
siizerek floresan 15181 gecirirken istenmeyen diger 1sinlar tutmasidir. ikinci filtre ise ¢ok az
oranda da olsa yansitici tarafindan tutulamayan 1sinlar1 absorbe etmek amaci ile
kullanilmaktadir.

DEFT floresan boyalar ve floresan mikroskobu kullanilarak uygulanmaktadir. Yontem
orijinal olarak ¢ig ve 1s1l islem gormiis siit 6rneklerinde bakteri sayimi i¢in gelistirilmis ancak
daha sonra dondurulmus balik, et, kiyma, mayonezli salatalar, krema ve krema benzeri
iirlinler, peynir alti suyu, domates salcasi, sarap ve su gibi degisik gidalarin analizinde de
yaygin kullanim alani bulmustur. Bu teknik ile elde dilen sonuglarin klasik Petri sayim
sonuglart ile paralellik gosterdigi belirlenmis ve gidalarin mikrobiyolojik analizlerinde hizhi
arama yontemi olarak kabul edilmektedir.

Bu yonteme gore belirli oranlarda seyreltilmis gida homojenizati eger gerekli ise siit
orneginde oldugu gibi 6n filtrasyon amaci ile 5 um 'lik naylon filtreden gegirilmekte ve elde
edilen filitrat Triton X-100 ve tripsin ile 50 °C 'da muamele edilmektedir. Burada kullanilan
Triton X-100 ve tripsinin gorevi siitteki sirasiyla yag globiillerini ve somatik hiicreleri
pargalayarak filtrenin tikanmasi engellemektir. Gidanin cinsine gore kullanilabilen farkl
enzimler yukarida Cizelge 1 'de verilmistir. Elde edilen bu filitrat inkiibasyona birakildiktan
sonra 0,6 um por ¢apl niikleopor polikarbonat membrandan gegirilip elde edilen filtre akridin
oranj ile boyanmakta ve kurutulduktan sonra boyanan hiicreler epifloresan mikroskop ile
sayillmaktadir. Bu yontem direkt mikroskobik sayim yonteminden yaklasik 100 kat daha
hassastir. Son yillarda DEFT yonteminin Howard lami ile kiif sayimina alternatif olarak
kullanim1 iizerine yapilan arastirmalar DEFT yoOnteminin digerine gore c¢ok daha hassas
oldugunu ortaya koymustur.

04.03. Mikrokoloni-DEFT

Mikrokoloni-DEFT yontemi koloni olusturabilen canli hiicrelerin sayiminda kullanilan hizli
bir analiz sistemidir. Bu yonteme gore gerekli 6n islemlerden gegirilmis gida homojenizati
membran filtreden gecirilmekte ve uygun bir kati besiyerinin ylizeyine yerlestirilerek
inkiibasyona birakilmaktadir. Mikrokolonilerin olusmasi i¢in gerekli inkiibasyon stiresi Gram
negatif hiicrelerde 3 saat, Gram pozitif hiicrelerde ise 6 saattir. Daha sonra bu filtreler akridin
oranj ile boyanarak olusan mikrokoloniler mikroskop altinda sayilmaktadir. Bu teknik
kullanilarak 10%/g Staphylococcus, Pseudomonas veya koliform grup mikroorganizma 8 saat
icinde tespit edilebilmektedir.
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