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01. Genel Bilgiler

Mikroorganizma sayimi yapilacak olan materyalin, mikroskop altinda incelenmesi prensibine
dayanir. Bu amacgla ¢ok sayida sayim teknigi ve bu tekniklere uygun ekipmanlar
gelistirilmistir. Direk mikroskobik sayim yontemleri canli ve 6lii tiim mikroorganizmalarin sa-
yilmasi gibi dnemli bir dezavantaja sahip olmakla beraber pek cok iistiin yonleri de vardir.
Bunlar sdyle siralanabilir.

- 10 dakika gibi ¢ok kisa bir siire i¢inde sonug alinir,
- Maliyet, kiiltiirel sayima gore ¢ok diisiiktiir,

- Yapilis1 kolaydir,

- Siirekli preparat halinde uzun siire saklanabilir,

- Mikroorganizma cinsi hakkinda ¢ok kisa siirede fikir sahibi olunur (kok, cubuk bakteri,
maya vs)

- Siit gibi bazi materyallerin laboratuvara getirilmesi sirasinda, iglerindeki bakteriler
cogalabilir. Bunu 6nlemek i¢in, kiiltiirel sayimi yapilacak materyal, ancak sogutulabilir. Buna
karsin direk mikroskobik sayim yontemi kullanilacak ise materyal ic¢ine uygun bir
antibakteriyel madde ilavesiyle bu sorun ortadan kaldirilabilir.

En yaygin olarak kullanilan direk mikroskobik sayim ydntemleri arasinda, 6zel lamlarla
yapilan sayimlar ve Breed Yontemi vardir. Bunlara ek olarak Howard lamu ile kiiflii saha
sayim yontemlerde konu ile ilgili oldugu i¢in bu boliimde agiklanmustir.

02. Thoma Lamu ile Sayim

Mikrobiyolojide maya sayiminda, tipta sperm ve kan sayiminda kullanilan ve Thoma lami1 ad1
verilen 6zel bir lam ile yapilan, sayimdir. Thoma laminda bakteri sayilmasi oldukca gii¢ olup,
oOnerilen bir yontem degildir.
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Thoma lamimin esas1, 0,1 mm® hacimde sayim yapilmasidir. Thoma laminim yandan griiniisii
sekilde verilmistir.

Sekilde goriildiigii gibi lamin ¢ukur bir kism1 vardir. Kiiltiir, bu kisim {izerine aktarilip, lamel
kapatildiginda bu ¢ukurda 0,1 mm yiiksekliginde bir sivi kalir. Sayim yapilacak alan cam
ylizeyindeki cizgilerle belirlenmistir. Lamel konduktan sonra iizerine bastirilarak lamin
cukuru disinda kalan diiz kismi ile lamel arasinda bir sivi katmaninin kalmasi Onlenir.
Boylece ¢ukur alan icinde tam olarak 0,1 mm ytiiksekliginde sivi bulunmasi saglanmis olur.

Thoma laminda 16 biiyiik kare, her biiyiik karede 25 kiigiik kare olmak {izere toplam 400
kiigiik kare vardir. Sayim bu karelerde yapilir. Sekilde bir kiigiik kare gdsterilmistir.

Duz kisim i
0.1 mm (cukur kisim) -’

g
’
_____
"

; 0.) mm

0,05 mm

Sekilde goriildiigli gibi, kiigiik kare olarak belirtilen gercekte bir kare prizmadir. Derinlik
boyutu, sekilde verilen ¢ukurun derinligini géstermekte olup, 1/10 = 0,1 mm dir. 1 kiigiik
kare olarak belirtilen kare prizmanin hacmi = 0,05 mm X 0,05 mm X 0,1 mm = 0,00025
mm’ = 1/4.000 mm’'diir. Bir sayim alaninda 16 X 25 = 400 kii¢iik kare olduguna gore top-
lam sayim hacmi = 0,00025 mm?® X 400 = 0,1 mm®'diir.

Thoma laminda sayim sonucu A x SF x 10.000 formiilii ile hesaplanir. Burada A = 16 biiytik
karede sayilan maya adedi, SF ise seyreltme faktdriidiir. 10.000 ise 0,1 mm® deki sayim
sonucunu 1 ml' deki sayiya doniistiirmek ve standart sonu¢ elde etmek i¢in kullanilan bir
degismezdir (1 mi =1 cc=1cm’ = 10,000 X 0,1 mm'). Maya sayimmnda seyreltme (diliisyon)
% 10luk asetik asit ile yapilir. Bu konsantrasyondaki asetik asit maya hiicrelerini
birbirlerinden ayirarak kiimelesmeyi 6nledigi i¢in, kolay bir sayim yapilmasina yardime1 olur.

Thoma laminda 1 goriis sahasi icinde en az 1 biiyiik kareyi sigdirmak amaciyla 10 ya da 20
biiyiitme giiclii objektif kullanilir. Sayim biiyiik kare esasi lizerinden yapilir. Genellikle
caprazlama 8 biiyiik kare sayilip sonug 2 ile ¢arpilarak 0,1 mm®'deki deger bulunur.

Thoma lamindaki biiyiik karelerin sinirlart ara ¢izgi ile belirtilmistir. Cogu kere karistirildigi
gibi, ara c¢izgi biiyiik karelerin siir1 degil, biliylik karenin sinirlarini belirleyen yardimci
cizgidir. Sekilde Thoma laminin sayim yapilan kareleri verilmistir. Diger sekilde ise biiyiik
karelerin sinirini belirleyen ara ¢izgiler goriilmektedir.

Thoma laminda biiyiik karelerin sinir1 iizerinde olan hiicrelerin nasil sayilacagi cogu kez
tartisilan bir durumdur. Bu gibi hallerde, hiicrenin ne kadarmin biiyiik kare i¢cinde olduguna
dikkat edilir.



Direk mikroskobik sayim

‘ ] ' yontemlerinde canli ve 6lii hiicrelerin
| ‘ ‘ ‘ beraberce sayilmasinin bir sakinca

! | oldugu yukarida belirtilmis idi.

It Bununla beraber bazi basit, ancak

1 etkin yontemlerle canli ve 6lii hiicreler
i ayrilabilir. Bu konuda en iyi 6rnek,
metilen mavisi boyasi ile maya
hiicrelerinin boyanmasi, daha sonra
direk sayim lamlarina alinmasidir.

= Bu amagla maya hiicrelerinin

H bulundugu tiipe 1 ka¢ damla metilen

B mavisi boyas1 damlatilir. Olii hiicreler
metilen mavisi ile boyanir, ancak canli
. olanlar boyanmaz. Bu sekilde, sadece

| maviye boyanmamis hiicreleri sayarak
| canli maya sayisi elde edilir.

Basit 151k mikroskoplarinda boyanmamis
AT mikroorganizmalarin goriilmesi ve dolayisi ile
] bunlarin  sayilmast c¢ogu kere (0Ozelikle
deneyimsizler i¢in) sorun ¢ikarabilmektedir.
Iyi bir 151k ayar1 ile bu sorun énemli Slgiide
giderilmekle beraber, yine baz1 boyalarin
kullanilmasi ile siv1 kiiltiirde mikroorganizma
boyanmasi saglanabilir.

03. Petroff - Hausser Lami ile Sayim

Thoma lam1 1/10 (0,1) mm derinligi ile bakteri sayiminda uygun degildir. Bunun baslica
nedeni sabit bir netlik derinliginde bakterilerin tiimiiniin goériilemeyecegidir. Bu durumda bir
sayim sahasinda gergek bakteri sayisinin belirlenebilmesi i¢in, siirekli olarak netlik taramasi
yapilmasi gerekir. Petroff - Hausser laminin en biiyiik 6zelligi, sayim yapilacak lamin
derinliginin 1/50 (0,02) mm olmasidir. Bir diger deyis ile, Petroff - Hausser lami, Thoma
lamindan 5 kez daha incedir. Dolayisi ile bir netlik derinliginde tiim bakteriler net bir sekilde
goriilebilir.

Petroff - Hausser laminin Thoma lamindan diger farki 25 biiyiik kare, her biiyiik karede 16
kiiciik kare bulunmasidir. Her bir kiiciik karenin hacmi = 0,05 X 0,05 X 0,02 = 0,00005 mm®
= 1/ 2000 mm® , buradan 400 kiiciik karenin hacmi = 0,00005 mm® X 400 = 0,02 mm® =
0,00002 ml = 2X10” ml olur. Béylece Petroff - Hausser sayim lamida toplam alanda sayilan
bakteri sayisin1 1 ml standart hacim birimine ¢evirmek igin, 1/ 2X107° = 5X10* faktorii ile
carpmak gerekir. Bir diger deyis ile 1 ml'deki bakteri sayis1t A x SF x 50.000 formiili ile



bulunur. Konstant, Thoma laminda 10.000, Petroff - Housser laminda ise 50.000'dir. Aradaki
5 misli fark Petroff - Hausser laminin Thoma lamindan 5 misli daha ince olmasindan ileri
gelmektedir.

Hareketli bakterilerin 6zel lamlar kullanilarak yapilan sayiminda Once bakterilerin
hareketlerinin 6nlenmesi gerekir. Aksi halde ayni bakteri 1'den fazla kez sayilabilir. Bu
nedenle hareketli bakteriler lama aktarilmadan once kiiltiiriin viskozitesinin artirilmasi gere-
kir. % 0,1 agar, %30 gliserin, % 4 polyvinil alkol ¢ozeltilerinden bakteri kiiltiirine bir kag
damla damlatilmasi bakterilerin hareketini engeller. Ayni sekilde kiiltiir siispansiyonu ig¢ine %
1'lik merthiolate veya formalin katilmasi bakterileri 61diireceginden hareket 6nlenmis olur.

04. Breed Yontemi

Genellikle bakteri sayiminda kullanilan bu ydntemin esasi; belli bir hacmin (genellikle 0,01
ml) 1 cm?” alan iizerine yayilmast ve sayimin bu alanda yapilmasidir (Sekil 3.5). 0,01 ml 'yi
dogru bir sekilde pipetlemek klasik cam pipetlerle miimkiin olamamaktadir. Ozel yapilmus
mikropipetler bu amagla en dogru 6l¢timii verirler. Bunun diginda yilizeyde sayim yontemleri
kisminda belirtildigi sekilde, Pastor pipeti de kullanilabilir. Ancak, Pastor pipeti kulla-
nildiginda hesaplamalarda degisiklik olacag1 gézden uzak tutulmamalidir.

Breed yonteminde Once mikroskop goriis sahasinin alani bulunur. 1 mikroskop goriis
sahasinda bulunan bakteri sayisinm 1 cm®, dolayisi ile 0,01 ml'de ne olacagi oranti yolu ile

hesaplanir. En son olarak sonug 100 ile ¢arpilarak 1 ml'deki standart sayim sonucu elde edilir.
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Sekilde goriildiigii gibi 0,01 ml kiiltiir ¢ozeltisi 1 cm” alan {izerinde yayilip, kurutulmus ve
preparat boyanmuistir. 1 mikroskop goriis sahasinda (S) 3 adet bakteri sayildiginda;

S cm®de 3 bakteri varsa

1 cm® de x adet bakteri olacaktir. Buradan,

x=1X3/S adet/cm® sonucu elde edilir.

04.01. Mikroskop goriis sahasi alaninin hesaplanmasi

Objektif mikrometre adi verilen ve 10 mp araliklarla ¢izilmis ¢izgileri bulunan 6zel bir lam
yardimi ile yapilir. Bunun i¢in, objektif mikrometre mikroskop tablasina yerlestirilir ve sedir
(immersion) yagi damlatildiktan sonra 100'lik objektif kullanilarak mikrometre ¢izgileri
bulunur. Cizgilerin ortasindan gecirilen hayali bir eksen goriis sahasinin ¢apina denklestirilir
ve ¢ap objektif mikrometre araliklari cinsinden 6lgiiliir. Ol¢iimiin kolay olmasini saglamak



icin 10 ¢izgide bir olan uzun c¢izgi, goriis sahasina teget getirilir. Ornegin sekilde verilen
mikroskop goriis sahasi ¢apinda 18 adet tam aralik bulunmaktadir. Son ¢izginin saginda kalan
araligin ise 0,7 aralik oldugu tahmin edilmektedir. Dolayisi ile bu mikroskop goriis sahafinin
capt; 18,7 aralik x 10 um = 187 pm dir.

Objektif mikrometre ile goriis sahasi cap1
Olciildiikten sonra goriis sahasi alani hesaplanir.
Ornegimizde cap = 187 pm, alan = @’ =
3,14X93,5% = 27.465 p,tm2 'dir. Goriis sahasi alan1
bir kez hesaplanip kaydedildikten sonra;

a) objektif degistirilmezse,

b) Okiiler degistirilmezse,

c¢) mikroskobun tiip boyu degistirilmezse tekrar
Olciilmesine, gerek kalmaz, ayni alan her sayim
icin kullanilir.

Bunun yaninda 10 biiyilitme giiclii okiiler, 100 biiyiitme giiclii objektif ve standart 160 mm
tip boyu kullanilsa dahi her mikroskopta farkli bir goriis sahasi elde edilebilecegi
unutulmamalidir.

04.02. Sayimin yapilmasi

Yukarida da belirtildigi gibi, Breed yontemi bakteri sayiminda ve 6zellikle siitlerde bakteri
sayisinin bulunmasinda kullanilmaktadir. Siitte bakteri sayisinin bulunmasi i¢in kullanilan
yontem asagida aciklanmustir.

a) 0,01 ml siit 6rnegi temiz bir lam {izerine aktarilir. 0,01 ml'ye ayarli 6zel mikropipet,
kullanilmiyor ise pipetlemeye 06zen gosterilmelidir. Bu amagla normal 0,1'lik pipet
sifirlandiktan sonra pipetin ucunda sivi kalmamasina 6zen gosterilmelidir.

b) 1 em? 'lik bir kagit yapistirilmus bir baska lam, siitiin aktarildig lamn altina konularak
1 cm’ 'lik alan belirlenir, as1 ignesi kullanilarak 0,1 ml siit 1 cm?” alana tam olarak yayilir ve
kurumas1 beklenir.

¢) Bu sekilde hazirlanan lam, icinde ksilol bulunan bir behere c¢aldirilip 60 saniye
beklenir. Ksilol siitteki yagi eritir, ayrica bakterilerin suyunu c¢ekerek lama yapigsmalarini
saglar. Bir diger deyis ile fiksasyon (tespit) ksilol ile yapilmis olur.

d) Lam, bu kez icinde % 76'lik alkol bulunan bir baska behere 60 saniye siire ile
daldirilir. Alkol, ksilol'un temizlenmesi, lamdan uzaklastirilmasi i¢in kullanilir.

e) Lam, su ile yikanarak alkol uzaklastirilir. Yikama sirasinda suyun yiiksek basing ile
slit iizerine gelmesinden ka¢inilmalidir. Aksi halde, ince bir film tabakasi seklinde olan siit,
yiiksek su basinci ile tabaka halinde lam tizerinden kalkabilir.

f) Metilen mavisi ile 30 saniye boyanir. Boyama fazla olursa yine alkole daldirilip
dekolorize edilir, yani renk acilir.

g) Yine su ile yavagca yikanip kurutulur. Sedir yagi damlatilip, 100'liikk objektif ile sayim
yapilir.

Sayim sirasinda en ¢ok yapilan hatalar; zincir seklinde goriilen bakterilerde zinciri olusturan
her bakterinin ayr1 ayr1 sayilmasi ve hi¢ bakteri olmayan sahalarin dikkate alinmamasidir.



Sayimda zincir olusturan bakteri (streptokok, streptobasil) zincirlerinde her zincir 1 olarak
sayilir. Zincirdeki bakteri sayis1 énemli degildir. Ister kisa ister uzun zincir olsun her zincir 1
adet olarak sayilmalidir. Sekilde verilen goriis sahasindaki bakteri sayist 5 olarak
degerlendirilmistir.

Zincirlerin 1 adet olarak sayilmasinin nedeni, kiiltiirel sayim ile
bir Ozdeslestirmedir (zinciri olusturan bakteriler canli olup
kiiltiirel sayima alinsa idi, bu zincir 1 tek koloni olusturacakt).

Breed sayim yonteminde sadece 1 saha sayilip sonug¢ hesaplan-
maz, bakteri sayisina gore degismek tizere pek ¢cok sahada sayim
yapilip ortalama alinir.

Bu farkli sahalarin saymmi sirasinda bakteri goriilmeyen sahalar 0 adet olarak
degerlendirilmelidir. Cizelgede bakteri yiikiine ve mikroskop faktoriine gore sayilmasi
gereken saha adedi verilmisgtir.

Cizelge. Breed yonteminde sayilmasi gereken saha adedi

Mikroskop Faktorii
Bakteri Sayisi/ml 3000[4000 | 5000 | 6000
30.000 - 300.000 30 140 |50 |60
300.000 - 3.000.000 |20 |20 |20 |30
>3.000.000 10 |10 |10 |20

Breed yonteminde 1 ml 'deki bakteri sayisi; A X MF X 100 formiilii ile bulunur. A; farkl
sahalarda yapilan sayimlarin ortalamasi, MF; mikroskop faktorii, 100 ise 0,01 mi deki
sayinin 1 ml 'ye ¢evrilmesi i¢in kullanilan bir degismezdir.

04.03. Mikroskop Faktoriiniin Hesaplanmasi

Mikroskop sahasmimn alam hesaplandiktan sonra, 1 cm” 'lik alan i¢inde kag adet goriis sahasi
bulundugu, yani mikroskop faktorii hesaplanir. Yukaridaki ornekte goriis sahasinin alani
27465 pm® olarak bulunmus idi. Mikroskop faktorii 1 cm’ alan i¢indeki goriis sahas1 adedidir.
Bu121a gérge Vezrilen ornek icin 1 cm?/ 27465 um” = 3641 adet mikroskop goriis sahast vardir (1
cm” = 10"um")

Mikroskop faktorii (1 cm” alan iginde kag adet goriis sahasi oldugu) standart 10 biiyiitmeli
okiiler, 100 biiyilitmeli objektif ve 160 mm tiip boyu kullanildiginda genellikle 2500-5500
arasinda hesaplanir. Bu sinirlarin ¢ok disinda bir deger elde edildi ise, hesaplamalar gézden
gecirilmelidir.

Sayimi yapilacak siit i¢indeki muhtemel bakteri sayisina gore degismek iizere, farkl
mikroskop gorlis alanlarinda (sahalarda) yapilan sayim ortalamasinin 1,2 bakteri/saha
oldugunu varsayalim. Buna gére 1 cm® alan i¢inde yukarida verilen 6rnekte 3641 adet
mikroskop goriis sahasi olduguna gore 1 ml 'deki bakteri sayis1 : 1,2 X 3641 X 100 = 4,4 X
10° adet/ml 'dir.



Bu asamaya kadar verilen 6rnekler 0,01 ml siit 6rneginin sayimi igin verilmistir. Yukarida,
Pastor pipeti ile de belli bir miktar siitiin lami iizerine aktarilabilecegine deginilmis idi.
Asagida Pastor pipeti i¢in bir 6rnek verilmistir.

20 saha ortalamasi = 1,4 adet.

Mikroskop faktorii = 3678
Pastor pipetinde 1 damla hacmi = 0,0023 ml
1 ml igindeki damla sayis1 = 1/0,0023 =435
1 ml 'deki bakteri sayis1 =1,4 x 3678 x 435 = 2,2X106 adet/ml.

0S. Howard Lamu ile Kiiflii Saha Sayim

Domates ve diger meyve iiriinlerinde bulunan kiif flamentlerinin sayisi, bu iiriinlerin elde
edilmesi sirasinda kiiflii pargalarin da iiretime dahil edildigini gosterdigi icin, hammaddenin
kalitesi hakkinda 6nemli ipuglar1 vermektedir. Ayni sekilde tereyaginda kiife rastlanmasi da
kiiflii krema kullanildigin1 kanitlar. Bu kisimda sadece domates {iriinlerindeki kiiflii alanlarin
incelenmesi anlatilacaktir.

Domates suyu orijinal haliyle incelenebildigi halde, salga gibi koyulastirilmig iiriinlerinin
steril destile su ile seyreltilmeleri gerekir. Seyreltme orani, eger daldirmali refraktometre
kullaniliyorsa 20 °C 'da 45,0 - 48,7 olacak sekilde, refraktif indeks olarak yine 20 °C 'da
1,3447 - 1,3460 degerleri arasinda olmalidir. Bu taktirde kuru madde orani % 8-9 olur.

Bu sekilde hazirlanan preparat, goriis alani
1,5 mm” olacak sekilde ayarli bir mikroskop
! ile incelenir. Tam bu sekilde ayarli bir

Ustten  gorinis

_ posos S mikroskop ile yapilan her bir gézlemde, 0,15
’ 33392 mm’'lik bir ornek hacmi

incelenebilmektedir. Bu amagla 90-125 X bir
biliylitme kullanilir (10 X okiiler ve 10 X
objektif ile 100 X biiyiitme elde edilir). Eger
IR kif flamentleri fark edilemiyor ise 200 X
Lam biiylitmeye kadar ¢ikilabilir.

Yandan gorunus

Saymm isleminde sekilde goriilen Howard lami ve lameli kullaniimaktadir. Howard lamu,
iizerine lamel kapatildiginda arasinda Newton halkasi olusacak sekilde temiz olmalidir. Lam
lizerine bir cam baget yardimi ile 6rnek konulup, lizeri 6zel lamel ile kapatilir. Materyalin
lam sayim yiizeyinde uniform bir sekilde dagilmasina ve sayim alanimnmi dolduracak kadar
ornek alinmasina dikkat edilmelidir. Materyal yeknesak dagilim gdstermiyorsa veya lam ile
lamel arasinda Newton halkasi olusmamigsa veya Ornek ¢ukurdan disari ve lamel iizerine
tagmigsa bu preparat kullanilmaz, yenisi hazirlanir. Newton halkasi, iki cam eger ¢ok temizse
birbiri iizerine konuldugunda renkli halkalar olugmas halidir.

Alan ayarlamasi tiip boyu degistirilerek yapilir, ancak bu her mikroskopta miimkiin olmadigi
icin alan belirlemesi, lam iizerine konulan ve 1,5 mm”lik yuvarlak alanlar isaretlenmis 6zel
bir lamel yardimu ile gergeklestirilebilir.

Incelenecek drnegi temsil edecek sekilde hazirlanan iki veya daha fazla drnekte en az 25'er
saha sayilip pozitif saha sayisi tespit edilir. Eger saha iginde iicten daha fazla flament varsa



veya lcgten daha az sayidaki flamentlerin toplam uzunlugu goriis sahasi ¢apinin 1/6'sindan
daha fazla ise, bu goriis sahasi (+) olarak degerlendirilir.

Ketcap inceleneceginde bu iiriin % 0,5'lik, sodyum —karboksimetil -seliiloz, % 3-5'lik pektin
veya % 1'lik algin ¢ozeltilerinden biri ile 1:1 oraninda seyreltilerek stabilize edilir.

Sayim sonucu elde edilen pozitif saha sayisindan yararlanilarak ylizde pozitif saha sayisi
hesaplanabilir. Buna gore;

Pozitif saha sayis1 = (Pozitif sahalar sayis1 X 100) / Sayilan toplam saha say1s1

Howard lamu ile bulunan deger, iiriindeki kiif miktarin1 dogrudan gostermez. Ornegin, % 20
pozitif saha hig bir sekilde iiriinde % 20 oraninda kiif oldugunu degil, Howard lamu ile yapilan
sayim sonucuna gore % 20 oraninda kiiflii saha oldugunu belirtir. Bununla beraber yiizde
kiiflii saha orani, liretim sirasinda kullanilan hammaddede hangi oranda kiiflii domates oldugu
hakkinda bir 6n bilgi verebilir.

S AT T Sekle gore, ornegin Howard laminda % 60
ool T | T L (+) saha goriildii ise hammaddede agirhiga
e 3 gdre en az % 4 kiifli domates kullanildig
o5 ﬂ ,(«“@ R NER anlagilir. Bir diger yaklasimla, agirhiga gore
R e k! BT Na % 4 kufli domates igeren hammaddeden
ol AR SRR : islenen tiriinde Howard yontemi ile en ¢ok %
ma AN R 60 (+) saha elde edilebilir.
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06. Fluoressant Mikroskopi Yontemleri

Kisa dalgali 1sinlara maruz birakilan ¢esitli maddeler uzun dalgali fluoresans 15181 yayarlar.
Bu 6zellik, mikroskobik analizlerde kullanilmaktadir. Fluoresant mikroskobunda basit 1s1k
mikroskobundan farkli olarak; yiliksek basingli civa lambasi ile elde edilen kuvvetli bir 151k
kaynagi, (6rnegin, 200 W HBO - 200, Osram lambas1), kaynaktan ¢ikan isinlar icin 1yi
gecirgen bir kondensor, iz halinde bile kirmiz1 11k gegmesine izin vermeyen, sadece 420 nm
dalga boyunda mavi 15181n gegmesine izin veren kondensor Oniine yerlestirilen kaynak filtresi
ve okiiler Oniine yerlestirilen, kaynaktan ¢ikan fazla 1sinlar1 elimine edecek bir koruma filtresi
bulunmaktadir.

Immersiyon yagi hem objektif ile preperat arasina, hem de preperat ile kondensér arasina
konulmalidir. Immersiyon yagi, fiksasyon ve diger hazirlik materyali fluoresandan
armdirilmis olmalidir.

Canli boyama denemelerinde acridin orange, coriphosphin, rhodamin B, primulin ve
fluoressein - diacetat gibi fluoresans boyalari (fluorochrome) kullanilmakta olup bunlar canlt
hiicrelere zarar vermeyecek kadar diisiik konsantrasyonlarda (<% 0,005) kullanilmalidir.
Acridin orange boyasi, 0li hiicrelerde canlilardan daha fazla depolandigi igin 6lii ve canli
hiicrelerin ayriminda kullanilabilir. Akridin oranj katyonlar diisiik konsantrasyonlarda yesil,
yiiksek konsantrasyonlarda ag¢ik kirmizi fluoresans verir.



Bir su Orneginin fluoresant mikroskobu ile incelenmesi, asagida belirtilen 4 basamakla
miimkiin olur:

1) Su 6rnegi, 6nceden membran filtreden gecirilmis son konsantrasyonu % 38'lik formaldehit
cozeltisinden % 5 oraninda hazirlanmis formalin ¢ozeltisi ile fikse edilir, bu sekilde
hazirlanan 6rnekten 0,5-3,0 ml alinip NaHCO3, ile tamponlanmis) ve pH'st 8,3 olan membran
filtreden gecirilmis acridin orange c¢ozeltisi (son konsantrasyonu 5 -10 mg/l) ile 3-5 dakika
stire ile boyanir.

2) Boyanmis 6rnek 0,2 - 0,45 pm gozenekli siyah bir membran filtreden gegirilir ve 5 ml
steril filtreden gegirilmis Ornek suyu ile veya deniz suyunun incelenmesinde oldugu gibi
destile su ile yikanir.

3) Islak oOrnek filtresinin iki tarafina da fluoresans icermeyen bir immersiyon yagi
damlatilarak lam tizerine konulup onun iizeri de lamelle kapatilir.

4) Bu sekilde hazirlanan preparat basit 151k kondenseri, 200 W'lik 151k kaynagi, KG-1, K 480
ve 2 adet KP 490 filtrelerinden olusan kaynak filtre sistemi ve TK510 veya K 515 tipi
koruma filtresi kullanilarak incelenir. Her bir mm®™de 200-2000 adet bakteri bulunan
preparatlar bu sekilde sayilabilirler.

Fluoresant mikroskop tekniginin kullanildigi bir diger alan kiif sayimidir. Howard sayim
yontemine alternatif olarak, direk epifluoresant filtre teknigi, biyoliiminessens (ATP 6l¢iimii)
teknigi ve kitin 6l¢lim teknigi gibi yontemler de gelistirilmis olmakla beraber, bunlardan kitin
Olciim deneyi 8 saat gibi oldukca uzun bir siire aldigi, ATP Ol¢liim teknigi ise 1s1 islemi
uygulanmamus trtinler ile uygulanmiglar arasinda farkli sonu¢ verdigi icin, yaygin bir
kullanim alan1 bulamamislardir.

Buna karsin direk epifluoresant filtre (DEFT) teknigi 1s1l islem gérmiis ve gérmemis domates
konsantrelerindeki kiif, maya ve bakteri sayimlar1 i¢in uygun bulunmustur. Bu yontemle
bulunan degerler, Howard kiif sayim yontemi ile elde edilenlerden daha hassas ve analiz
hatalarim daha fazla ortadan kaldirici niteliktedir. Ote yandan bu yontemle, kiiflere ilave
olarak maya ve bakteri gibi diger bozulma etmenlerinin de ayni anda sayilmas1 miimkiindiir.

DEFT yoOnteminde Ornek i¢indeki mikroorganizmalari elde etmek ve konsantrasyonunu
artirmak amaciyla membran filtrasyonu uygulanir, filtre lizerinde kalan mikroorganizmalari
incelemek iizere fluoresant boyamas: yapilip, epifluoresant mikroskobunda sayim ger-
ceklestirilir.

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.
Boyamalarda yaygin olarak fluorescein isothiocyanate boyasi kullanilir.



	   - 10 dakika gibi çok kısa bir süre içinde sonuç alınır, 
	   - Maliyet, kültürel sayıma göre çok düşüktür,
	Thoma lamında 1 görüş sahası içinde en az 1 büyük kareyi sığdırmak amacıyla 10 ya da 20 büyütme güçlü objektif kullanılır. Sayım büyük kare esası üzerinden yapılır. Genellikle çaprazlama 8 büyük kare sayılıp sonuç 2 ile çarpılarak 0,1 mm3'deki değer bulunur.
	Thoma lamındaki büyük karelerin sınırları ara çizgi ile belirtilmiştir. Çoğu kere karıştırıldığı gibi, ara çizgi büyük karelerin sınırı değil, büyük karenin sınırlarını belirleyen yardımcı çizgidir. Şekilde Thoma lamının sayım yapılan kareleri verilmiştir. Diğer şekilde ise büyük karelerin sınırını belirleyen ara çizgiler görülmektedir.
	Thoma lamında büyük karelerin sınırı üzerinde olan hücrelerin nasıl sayılacağı çoğu kez tartışılan bir durumdur. Bu gibi hallerde, hücrenin ne kadarının büyük kare içinde olduğuna dikkat edilir.

