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01. Genel Bilgiler

Bu yontem, hem toplam bakteri sayisinin hem de canli bakteri sayisinin belirlenmesine
uygundur. Ayni1 zamanda, nispeten oldukca az sayida bakteri igeren oligotrof sular ve kaynak
sularinin bakteriyolojik analizi i¢in de kullanilabilir.

Belli hacimdeki bir bakteri siispansiyonunun, alani belli bir filtre yiizeyinden siiziilmesi, bu
yontemin prensibini olusturur. Bu mikroorganizmalarin sayisi, filtre ylizeyinin dogrudan
mikroskopla incelenmesiyle belirlenebilecegi gibi (toplam mikroorganizma sayimi), filtrenin,
uygun bir besiyeri yiizeyine konulup inkiibasyonundan sonra olusan kolonilerin sayimi ile de
belirlenebilir (gelisme yeteneginde olan canli mikroorganizmalarin sayimu).

Filtre yiizeyindeki mikroorganizmalarin dogrudan sayiminda, ayn1 Thoma lami ile sayimda
oldugu gibi, uygun sayidaki mikroorganizma popiilasyonunun filtre yiizeyine homojen bir
sekilde dagilmast 6dnemlidir. Filtre edilecek sivinin miktarini, i¢erdigi yaklasik mikroorganiz-
ma sayist ve filtre biiyiikliigii belirler. Direk sayim yontemi sirasinda filtre yilizeyindeki
bakteri yogunlugunun, her bir mm? i¢in 1.000-3.000 hiicre arasinda olmasi uygundur. Eger
filtre edilecek sivinin bakteri yogunlugu cok daha fazla ise, materyal once steril su ile
seyreltilmelidir. Seyreltme oranina karar vermek i¢in, asagida verilen yaklasik degerler bir
cikis noktasi olarak kabul edilebilir: Distrof sular (6rnegin daglarda bulunan dereler) 1
hiicre/10 ml, park havuzu suyu 1.000 hiicre/ml, lagim suyu 10 hiicre/ml.

Uygun tarzda seyreltilen 6rnek, emilmek suretiyle filtre edildikten sonra, érnegin konuldugu
haznenin kenarlar1 steril su ile yikanarak, bu suyun da filtreden siiziilmesi saglanir. Eger
ornek cok seyreltikse, yani ¢cok az sayida bakteri iceriyorsa, daha fazla miktarda 6rnek
filtreden gecirilir. Su analizleri icin, filtre ¢apt 50 mm, etkili filtrasyon alani 12 cm’ ve
gbzenek biiyiikligli 0,3-0,6 um olan filtreler uygundur. Bu amagcla Sartorius ve Millipore
firmalarinin tiretmis oldugu filtreler kullanilabilir.

Filtre diskleri, kullanilmadan 6nce 20 dakika siire ile kaynar su i¢inde tutulurlar. Eger su
ornekleri, kir parcaciklar ile yogun bir sekilde bulagsmislarsa, kaba parcalar 6nceden sudan
ayrilir. Ornek alindiktan analize kadar gegen siire iginde bakteri gelisimini dnlemek amaciyla,
ornek icine son konsantrasyonlar % 1-2 olacak sekilde formaldehit ¢ozeltisi veya % 0,5
olacak sekilde osmiyum oksit (OSQO,) ilave edilir. Bu islem sadece toplam bakteri sayiminda
uygulanabilir. Filtrasyon isleminden sonra filtre, 20 dakika siire ile 50-60 °C'lik kurutma
dolabinda veya birka¢ saat oda sicakliginda kurutulur. Bundan sonra filtre, filtrasyon aleti
lizerinde boyanir. Bunun igin, filtrasyonun gergeklestirildigi alet {lizerindeki alt musluk
kapanir ve iizerine 1:10 oraninda seyreltilmis alkali metilen mavisi veya Giemsa ¢6zeltisinden
damla damla verilir. Bu amagla kullanilan boya ¢ozeltisindeki boya parcaciklarinin sayimi
giiclestirmemeleri icin, boya ¢ozeltisi dnceden filtre edilir. Ornegin ve boyanin dzelligine
bagli olarak 10-30 dakika sonra boya akitilir ve destile su ile yikanir. Boyama islemi,
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kurutulmus filtrenin boya emdirilmis bir ka¢ kat kromatografi kagidi lizerine yatirilmasiyla da
gerceklestirilebilir. Boyama islemi bittikten sonra filtre diski bu sefer destile su emdirilmis
kromatografi kagidi {lizerine yatirilir veya yine filtrasyon aleti {izerinde yikanabilir. Buna
benzer baska boyama yontemleri de gelistirilmistir. Boyama ve yikama isleminden sonra
filtreler kurutulup yaklagik 5 x 10 mm boyutlarinda kiigiik pargaciklar halinde kesilir;
immersiyon yagi veya gliserin ile transparent (saydam) hale getirilir ve bir lamel {izerine
konularak 800-1.000 biiyilitme ile mikroskopta incelenir. Sayimda her bir alandaki ortalama
hiicre sayisi, toplam filtre alan1 ve filtrat hacminden yararlanilarak orijinal 6rnegin 1 ml
'sindeki toplam hiicre sayis1 hesaplanir.

Seliiloz ester membran filtrelerinde basit 151k mikroskobu ile yapilan direk sayimlar i¢in
diakrom boyama yontemleri.

Boya ¢ozeltisi ve Boyama siiresi (Oda sicakliginda) Destile su
ile yikama

% 1 eritrosin igeren % 5'lik fenol ¢ozeltisi 20 — 30 dakika +

% 3 eritrosin igeren % 5'lik fenol ¢ozeltisi 12 — 24 saat (65 °C 'da 20 +

dakika)

% 3 eritrosin igeren % 5'lik fenol ¢ozeltisi 30 dakika +
% 5 eritrosin igeren % 5'lik fenol ¢ozeltisi 2 — 3 saat +
% 0,5 eritrosin igceren % 96' lik alkol 1 — 2 dakika +
% 0,5 metilen mavisi igeren % 10'luk alkol 1 — 3 dakika -
% 0,1'lik asidik fuksin ¢ozeltisi (suda, pH = 3,0). Bu yontem seyreltilmis -
ve % 1 pikrat ile tespit edilmis 6rneklere uygulanir. 1 dakika

% 10'luk HNO; ile 6n muamele 2 dakika % 0,1'lik asidik fuksin ile -
muamele 3 dakika

% 0,02 metilen mavisi (pH = 6,5) ile muamele 2 dakika -
Fuksin ile 6n boyama + % 0,01'lik viktorya mavisi (pH = 10.0) 2 — 5 -
dakika

Toplam mikroorganizma sayimi yonteminde, Ornek icindeki bakterilerin dispersiyonunu
saglamak amaciyla, 6rnek icine 10 ml % 10'luk Tween - 80 (Poly-hydroxyethylen- sorbitan-
monooleat) katilabilir. Ayni su Orneginde yapilan tekerriirli sayimlar, ortam alkali hale
getirilince birbirine benzer sonug¢ verdigi i¢in, su 6rneginin pH'st NaHCO; tamponu ile 8,5 -
9,0'a ayarlanir. Diger yandan, hiicrelerin filtre ylizeyindeki dayanikliliklarini artirabilmek
amaci ile pikrik asit (% 1 + 0,85 NaCl) veya ¢ok hassas yapidaki mikroorganizmalari
korumak amaciyla, glutaraldehit gibi bazi fiksasyon maddelerinin kullaniimas1 da
onerilmektedir.

Basit 151k mikroskobu ile sadece, su icindeki sediment tarafindan tutulmayan serbest
hiicreleri saymak miimkiindiir. Sedimente yerlesmis bakterileri, 1 g 1slak sedimentin 25 ml
filtre edilmis 0,0004 N NaOH ile 20 dakika c¢alkalanarak dispersiyonundan sonra saymak
miimkiin olur. Benzer sekilde, 0,5 ml ¢amur iizerine 50-100 ml 0,005 N KOH ilavesi de
mimkiindiir. Eger sediment kireg¢lenmiste yani sertlesmisse bu, once % 2'lik HCI ile ¢oziiliir,
sonra ndtralize edilir. Dispersiyon maddesi olarak NasP,07, (NaPO3)s veya bunun Na,COs



ile hazirlanmis tampon ¢ozeltisi de kullanilabilir. Bu 6rnekler filtre edilmeden 6nce, i¢indeki
biiyiik parcaciklarin ¢okmesi amaciyla 1 -4 dakika bekletilir.

Canli hiicrelerin sayim1 amaciyla materyalin olduk¢a yiiksek oranda seyreltilmesi gerekir.
Seyreltme islemi, ¢apt 50 mm olan filtre yiizeyinde toplam 50 -100 hiicreden fazla
bulunmayacak sekilde yapilmalidir. Materyal i¢inde bulunan mikroorganizmalarin filtre
ylizeyine homojen bir sekilde dagilmalarini saglamak amaciyla, en az 10 - 20 ml 6rnegin
filtreden gegcirilip, filtrasyon haznesinin i¢ duvarlarinin da bir o kadar steril tampon veya
besiyeri ¢ozeltisi ile yikanmas1 gerekir. Filtrasyon aletinin filtresi ile birlikte otoklavda (120
°C 'da 10 dakika) veya metal kisimlarinin alevle, filtrenin de kaynatilarak sterilize edilmeleri
gerekir. Filtrasyon isleminden sonra filtre, steril bir pens ile alinip, i¢inde uygun bir agarl
besiyeri bulunan Petri kutusuna filtre ylizeyi istte kalacak sekilde konur. Uygun bir
inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi sonucunda gelisen koloniler, bir koloni sayicist yardimiyla sa-
yilir. Burada, yalnizca segilen kiiltiirel kosullarda gelisme yeteneginde olan bakterilerin koloni
olusturabilecekleri agiktir. Kiiltiirel kosullarin degistirilmesiyle anaerob veya fototrof
bakterilerin de sayilmalari miimkiindjir.

Materyalin filtrasyonundan sonra filtrenin steril destile su ile yikanmasi, bazi hallerde ¢ok
fazla miktarda suyun kullanilmasini gerektirebilir. Soyle ki, incelenecek Ornegin, suda
¢Oziinen ancak mikroorganizma gelismesini olumlu veya olumsuz yonde etkileyecek unsurlar
icermesi halinde, bu unsurlarin filtrasyon sirasinda destile su ile yikanarak uzaklastirilmasi
gerekebilir. Eger incelenecek ornek iginde bakteri gelismesini olumsuz yonde etkileyebilecek
sodyum benzoat gibi bir antibakteriyel madde varsa, bu yontemle sodyum benzoatin biiyiik
oranda filtre yiizeyinden uzaklastirilmasi ve dolayisiyla filtre yiizeyinde kalan bakterilerin
gelismesinin engellenmesi 6nlenebilir.

Bunun gibi, koliform grubu mikroorganizmalarin aranmasi sirasinda, eger ornek laktoz
disinda baska bir karbohidrat iceriyorsa, koliform grubun belirlenmesinde ana prensip
laktozlu besiyerindeki tiremenin gozlenmesi oldugu i¢in, filtrasyondan sonra filtre yiizeyinde
herhangi bir karbon kaynagimin kalmasini ve daha sonraki inkiibasyon sirasinda bu karbon
kaynagindan yararlanarak koliform disindaki mikroorganizmalarin da gelismesini onlemek
amaciyla, filtre bol su ile yikanarak bu karbon kaynaginin uzaklastirilmasi gerekir.



