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CM 208 - CEVRE MIKROBIYOLOJiSi LABORATUVARI

GENEL KURALLARI

Genel Kurallar:

e Derse devam zorunlulugu bulunmaktadir: 2 derse girmeyen veya 2 raporunu teslim
etmeyen égrenci dersten devamsizliktan (NT) kalacaktir.

e Her laboratuvar sonrasinda rapor yazilacak ve bu raporlar deney yapildiktan tam
bir hafta sonraki laboratuvar dersinde teslim edilecektir. Geciken rapordan her bir
gUnicin 10 puan dUsolUr.

¢ Raporlar gruplar halinde degil, 6grencilerin kisisel cabalarn sonucu hazirlanacaktir.
En az iki 6grencinin cevabl ayni ise bu sorulara not verilmeyecekdir.

e Her ders dncesinde kisa sinav yapllacaktir. Kisa sinavliar énceki hafta konularinin
tamamini ve o hafta yapilan deney konularini icerir.

e Laboratuvara énliksuz girimez. Onlok getirmedidi ve dersin ya da baska derslerin
hocalarndan 6nlUk istedigi belilenen dgrencilerin rapor notu silinecektir.

e Laboratuvar saatinde girmeyen derse alinmayacaktir.

Degerlendirme:
Vize notunun ddénem sonu notuna eftkisi % 40'dir. Vize notu;

- Dbnem ortasina yapilacak Vize Sinavi (% 50)

- Vize sinavina kadar yapilmis olan kisa sinaviardan (%20)

- Vize sinavina kadar teslim edilmis olan rapor notlarndan (%30)
olusur.

Final notunun dénem sonu notuna etkisi % 60'dir. Final notu;

- Dodnem sonunda yapilacak Final Sinavi (% 50)

- Vize-Final arasinda yapilmis olan kisa sinaviardan (%20)

- Vize-Final arasinda teslim edilmis olan rapor notlarndan (%30)
olusur.
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LABORATUVARDA DiKKAT EDILMESi GEREKEN UNSURLAR

Laboratuvar ortaminda dikkatli, temiz ve dUzenli calismak, dogru ve guUvenilir sonuclar elde
etmek icin birincil sarttir. En az hata icerisinde mUimkun olabildigince hizll deney yapabilmek
ancak temiz ve dUzenli calismanin sonucudur. Bu bdlUmde bir mikrobiyoloji laboratuvarinda
nasil calisilir kisaca anlatiimaya calisiimistir.

1- Laboratuvarda ¢alisma prensipleri

Bir mikrobiyoloji laboratuvarinin steril kosullan cok énemlidir. Bu sebeple, laboratuvara
canta, palto, hirka, mont gibi malzemeler getirimemelidir. Laboratuvar dersi sirasinda
bu malzemeleriniz yan odada kilit altinda tutulacaktir. Bu sebeple derse zamanindan
once gelip, kisisel esyalarnizin givenligini saglamak sizin sorumlulugunuz altindadir.
Derse gec gelmek ve laboratuvara kisisel malzemelerle beraber girmek kabul
edilmeyecektir.

Laboratuvara kesinlikle yiyecek, icecek gibi malzemeler getirlemez. Ozellikle cevre
muUhendisligi laboratuvarnnda atik sularla calismalar yapildidi icin hem kendi saglginizi
hem de deneyin gUvenilirligini tehlikeye sokabilirsiniz.

Deney yapllan yUzeyler Uzerine ofurulmaz. Deney sUresi 30 dakika ila 1 saat arasinda
degisecek olup, bu stre zarfinda &grencilerin ayakta durmalar ve deneye katilimlar
beklenmektedir. Ozel bir sadlik sorununuz var ise bu durumu dersin yetkilileri ile
oncesinde gorUsUp sizin icin bir dizenleme yapmalarini rica edebilirsiniz.
Laboratuvarda bulunan malzemelerin - digmelerine  gelisiglzel basmayiniz. Bu
malzemeler calismiyor bile olsalar ayarli olabilirer. Bu malzemelerin bakim ve kullanimi
icin gereken 0&zeni gbstermeniz beklenmektedir. Dersin  sorumlularnin  sizin icin
olusturduklarn  dUzenekler disindaki malzeme ve kimyasallara dokunmamaniz
beklenmektedir.

Uzun saclar toplanmall ya da topuz yapimall veya yanmaz bone icine alinmalidir.
Ayakkabilar laboratuvarda calismaya uygun olmal, burnu acik ayakkabl ya da
sandalet gibi ayakkabilann bu derslerde giyilmemesine dikkat edilmelidir.
Laboratuvarda calisirken eller yUze, agza strGimemelidir.

Deney yapan kisiler kendi temizliklerinden sorumludur. Mutlaka deney &ncesi ve
sonrasi eller yikanmali, steril eldivenler ele geciriimeli ve deney sonrasinda
antibakteriyel sabun ile eller iyice yikanmalidir.

Deney sonrasi laboratuvarn temizliginden 6grenciler sorumludur. Her hafta belirlenen
kisiler, arastirma gorevlilerinin  gdzetiminde laboratuvar temizligini ve bulasiklarin
yikanmasindan sorumludurlar.

Dersin  kosullan altinda olmasa  da, saglk kontrolleri  &zellikle  mikrobiyoloji
laboratuvarinda calisanlar icin énemlidir. Hepatit A/B ve C ve fetanoz asilarni
yaptirmis olmaniz sagliginiz acisindan énemlidir.

Kullanildiktfan  sonra  malzemeler ve cihazlar, ydntemine uygun bir bicimde
temizlenerek kaldinimalidir. Ornek olarak hassas terazinin Uzerine doékilen toz vs.
mutlaka 6zenle temizlenmeli, o sekilde birakimamaldir.

Laboratuvara sadece ders saaftleri icerisinde girilir. Ders disinda arastirmalar devam
ettigi icin isi olmayan kisiler disinda giris engellenmelidir.

Caligirken laboratuvar kapi ve pencereleri kapall tutulmal, mikroorganizma veya
sporlanni etrafa yayacak gereksiz ve ani hareketlerden sakinilmaldir.

KOltdrlerin yere veya masaya dokUimesi veya koltur kaplannin kinimasi halinde
durum hemen laboratuvar ydneticisine bildirimeli ve doékilen kGItGron  Uzeri
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aninda uygun bir dezenfektan c¢ozeltisi ile kaplanarak (6rmedin %10’luk hipoklorit
cozeltisi) 15 — 30 dakika bekletimeli ve daha sonra temizlenmelidir.

e Oze uclan her kullanmdan énce ve sonra bunzen beki alevinde usuline uygun
sekilde yakilarak sterilize edilmelidir.

e Mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilacak pipetler, 6énce agiz kismlarnna pamuk
yerlestirilerek sterilize ediimeli ve bu sekilde kullaniimalidir.

e KUIUrOn yutulmamasi icin tUm  &nlemler alinmall  kOltOr  yutulursa,  aninda
laboratuvar yoneticisine haber veriimelidir.

e Mikrobiyolojk  calismalarda  steri  oldugundan  kusku  duyulan  malzeme
kullanimamalidrr.

o Pipetleme yapllirken kesinlikle tflenmemelidir.

e Efil alkol gibi yanici, tutusucu maddeler bunzen beki alevi cevresinden uzak
tutulmalidir.

e Ellerde kesik, yara ve benzeri durumlar varsa bunlarnn Uzeri ancak su gecirmez
bir bantla kapatildiktan sonra calisiimal, aksi takdirde calisimamali ve son durum
sorumluya ilefilmelidir.

e Mikroskobun objektif ve okUler kismi her kullanimdan &nce ve sonra ince mercek
kagidi ile veya bir tUlbent yardimiyla dikkatlice mercege zarar vermeden
temizlenmelidir.

e Laboratuvardan cikmadan énce mikroskop lambalan kapatimalidir. Gereksiz 1siklar
s&ndurtimelidir.

e Laboratuvar terk edilirken bulasiklar yikanmali, tOm kimyasallar givenlik altina alinmal,
gaz musluklan ana musluktan kapatiimalidir.

e Calsma bittikten sonra eller sabunlu su ve gerekfiginde antiseptik bir sivi ile
yikanmalidir.

e KUItUr ve benzeri materyal laboratuvardan disar ¢cikarimamalidir.

e TUm deney sonuclarn icin gizlilik esasina uyulmalidir.
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Uygulama No:1
Kati-Sivi Besiyerleri ve Besiyeri Hazirlama
AMAC: Mikroorganizmalarin Uremesi igin gerekli ortamin hazirlanmasidir.
GENEL BILGI

Mikroorganizmalarin Gremesi, gelismesi ve cogalmasi icin gerek duyulan organik ve inorganik
maddeleri, sentetik veya dogal olarak iceren ortamlara besiyeri denir. Besiyerleri genelde
sentetik, dogal ve yarn sentetik olarak hazirlanir. Besiyerinde canlinin Ureme ve gelismesi icin;
besiyerinin elverisli olmasindan baska, besiyerinin kivami, hidrojen iyonlan yogunlugu (pH),
oksidasyon-reduksiyon potansiyeli ve kUltUirion yapillacadr isinin uygun olmasi lazmdir. Bir
besiyerinde Uretilmis mikroorganizmnalarnn tUmuUne kultor adi verilir.

Mikroorganizmalar, beslenme bakimindan farklilik gosterdiginden farkll bilesimde besiyerlere
intiyac vardir. Besiyerleri, kullanilis yerleri ve amaclarna gére katfi veya sivi halde belirli
bilesimlerde hazirlanirlar. Kati besiyere Agar, sivi besiyere Broth denir.

Her cins mikroorganizmmanin kendine gdre degisik besinlere intiyaci vardir. Patojen bakferiler,
organik maddeleri sentez kabiliyetleri az oldugundan, Uremeleri icin kompleks besiyerlerine
intiyac gosterirler. Besiyerlerinde genelde azot kaynagi olarak, polipeptit, dipeptit ve amino
asit ihfiva eden pepton kullanilir. Karbon kaynagi olarak, karbonhidrat gibi parcalanabilen
organik bilesiklerden veya havadaki CO2'ten yararlanirlar. Aynica Ca2t, Mg?t, Fe?*, K* gibi
metal iyonlarn icermelidir. Besiyerlerinde canlilarin Greyebilmeleri icin diger kompleks sartlari
tam olmasinin yaninda, fosfor, kUkUrt, sodyum gibi maddelere ve bazi amino asitlerin
mevcudiyetine ihtiyag gdsterirler. Ticari olarak hazirlanmis sivi besiyerleri de vardir.

Besiyeri Cesitleri
Genelde laboratuvarda hazirlanan ve kullanilan Uc¢ tip besiyeri vardir:
1- Sivi Besiyerleri

Baz besiyerleri sividir. Sivi besiyerinde bulunan bir bakteri cogalma 6zelligine girer ve ortam
sartlanna bagl olarak uzunca bir zaman dlmeden kalrlar. Sivi besiyerinde Ureyen bir bakteri
buradaki l[0zumlu maddeleri kullanir. Ortama metabolizma Urinlerini birakir. Besiyerinde daha
once bulunmayan bu UrUnlerin gdsteriimesi bakterinin teshisine yarar ( indol, H2S teskili,
karbonhidratlardan gaz ve asit teskili gibi). Bakteri sivi besiyerinde homojen bir bulaniklik
meydana geftirerek Ureyebilecegi gibi dipte ¢okintl veya ylUzeyde zar teskil ederek de
Ureyebilir. Sivi besiyerlerine “Buyyonlu Besiyerleri” adi da verilir.

2- Kah Besiyerleri

Kati besiyerine ekilen bakteri ancak ekildigi yerde Urer ve koloni teskil eder. Meydana gelen
koloniler, bakterinin tGrine goére Ozellik gosterirler. Kati besiyerine yaymak suretiyle bakteri
hUcrelerine ayrmak ve meydana getirdikleri kolonileri ayr ayn elde etmek (yani saf
kGltUrlerini) mUmkondur.

Kati besiyerine besin kiymetini degdistirmeyen bir madde ilavesiyle elde edilir. Bunun icin en
fazla jeloz (agar) kullanilir. Bundan dolayi kati besiyerlerine jelozlu besiyerleri de denir. Agar, "
Agar agar " adindaki bir deniz yosunundan elde edilir. Jelatin ilavesi ile de kati besiyeri elde
edilir.

3- Ozel Besiyerleri

Mikrobiyoloji laboratuvar calismalarinda kullanilan bircok besiyeri vardir.  Bazen benzer
deneyler icin bile farkll besiyerleri kullaniimaktadir. Cogunlukla 6zel amaclar icin hazirlanip
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kullanilan besiyerlerine 6zel besiyerleri adini veriyoruz. Mesela zenginlestirilmis, tecrit, ettirici
besiyerleri gibi.

Besi Yerinin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler

Uygun miktarda su bulunmali yani su akfivitesi yuksek olmaili.

Mikroorganizmalarin gereksinimini karsilayacak kolayca kullanilabilir besin

maddeleri icermeli,

Uygun asit-baz (pH) dengesine sahip olmal,

Berraklik, katilik gibi fiziksel 6zellikleri elverisli olmal,

Osmotik basinci, oksidasyon/redUksiyon (indirgenme/yUkseltfgenme) potansiyeli

mikroorganizmalara uygun olmaili,

Mikrobiyolojik anlamda steril olmali, sterilizasyon kontrolU yapiimali.

e Ekim &ncesi sterilizasyon hazirhgi ve sterilizasyon uygulamasi titizlikle
uygulanmali,

o Dis orfamdan mikroorganizma kontaminasyonunun énlenmesi icin ézel kaplarda

hazirlanmall ve saklanmali.

DENEY

Deneyin amaci farkl besiyerlerinin hazirlanma strecini ve bu besiyerlerinin kullanim amaclarini
ogrenmektir. Bu deneyde PDA, VRBGA ve McConkey besiyerleri hazirlanacak olup, hem
hazirlanis sirecine hem de besiyerlerinin 6zelliklerine dikkat ediimesi gerekmektedir.

PDA besiyeri hazirlanmasi:

1- 3,9 gram PDA tartarak 100 ml'lik kapakl cam siseye ekleyin.

2- Uzerine 100 ml saf su ekleyin.

3- 10 dakika bekletin ve sonrasinda karisfirin.

4- Otoklavda 121°C’'de 15 dakika sivi sterilizasyon modunda sterilize edin.

5- Sterilizasyon tamamlandiktan hemen sonrasinda otoklavdan cikartarak petri kaplarina
bosaltin.

VRBGA besiyeri hazirlanmasi:

1- 3,9 gram VRBGA tartarak 250 ml'lik erlene ekleyin.
2- Uzerine 100 ml saf su ekleyin.

3- 10 dakika bekletin ve sonrasinda karistirn.

4- Sa¢ ayak ve bunzen beki Uzerinde kaynayincaya kadar kangtirarak isitin. Tasmamasina
6zen gosterin.

5- 47°C’ye soguttuktan sonra petri kaplanna aktarin.

McConkey besiyerinin hazirlanmasi:

1- 3,5 gram MacConkey Broth tartip 100 ml suyun igerisine ilave edin.

2- Kanstirdiktan sonra 10'ar ml alarak tUplere koyun ve aliminyum kapaklarla kapatin.

3- Otoklavda 121°C’'de 15 dakika sivi sterilizasyon modunda sterilize edin.
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SORULAR
A- Arastirma Sorular:
1- PDA'nin aciimi nedir, hangi tUr mikroorganizmalar igin kullaniimaktadirg
2- Bazi durumlarda PDA icerisine laktik asit eklenir. Bunun amaci nedir?

3- VRBGA'nin aclimi nedir, pH arald nedir ve hangi 10r mikroorganizmalar icin
kullanimaktadire

4- MacConkey Broth hangi amaclarla kullanilir, icerisindeki Bromokresol moru’'nun islevi nedire

B- Deney Sorulari:

1- Laboratuvarda olusturdugunuz PDA ne renktedir, neden?

2- VRBGA ne renktedire Bu agarin bu renkte olmasinin sebebi nedire

3- MacConkey Broth ne renktedirg Bu besiyerinin bu renkte olmasinin sebebi nedir?

4- Bu U¢ besiyerinin hazirlanmasi sirecindeki farkliliklar nelerdir, sebepleriyle kisaca aciklayin.
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Uygulama No:2
Dilisyon Hazirlama ve Ekim Yapma

AMAG: Sivi ve kati érnekler ile hazirlanan bir sispansiyondaki canli mikroorganizmmalarn uygun
besiyerinde Uretilmesi, incelenmesi ve sayilarinin belirenmesidir.

GENEL BILGI
Dilisyon (Seyreltme)

Dilusyon, seyreltme islemidir. Mikroorganizma sayisi yUksek olan ornekte sayim yapmak icin
kullanilir. Toprak, su vb. &rneklerde mikroorganizma yukU fazla ise koloniler seyrelfilir.
Seyreltmedeki amag mikroorganizmalarin asin Ureyerek fazla sayilara ulasmasini engellemek
ve sayim islemlerinde kolaylik saglamaktir.

Bir gram yogurtta 108 adet canli bakteri oldugu varsayilirsa, 1 g yogurdun dogrudan Petri
kutusuna alinmasi halinde 108 tane koloni olusacaktir. Ayni sekilde atiksular, icerdigi organik
madde sebebiyle cok fazla mikroorganizma barindinr ve buradan alinan 1 ml érnek bile
sayllamayacak kadar cok bakterinin besi yerinde Uremesine sebep olur.

Bu kadar fazla sayida koloninin petri kutusunda sayimasi olanaksizdir. Bu gibi canli
mikroorganizmma sayisi yUksek olan érneklerde sayim, dilusyon (seyreltme) teknidi ile yapllr.
Dilusyon tekniginin esasl, materyaldeki hUcre sayisini bir seri seyrelime yaparak kademeli bir
sekilde azaltmaktir. Bu amacla genellikle 1:2 (10 misl) oraninda seyrelime yapllir. Sekilde
yontemin prensibi basit olarak gésterilmistir.

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
I ™ L =\ i A | ™ —i[ '
1 H 3 H Top Mo
& i Dilusyon oramn
10%ml 107 102 {3 10t &
1 ml 11 ml 11ml 1l 1 ml
@) @} @) @} @) Dilusyon Falktom
10° 104 10° 107 10! Petri kutsundaki

kolont sayist

Materyalin 1 ml'sinde 50.000 canli hUcre oldugunu varsayalim. icinde 9 ml steril fizyolojik tuzlu
su (FTS: % 0,85 NaCl iceren destile su) bulunan 1 nolu tGpe materyalden 1 ml aktarilir. Bu t0p
icindeki FTS, steril oldugu icin canli hUcre sayisi O 'dir. T ml materyal aktanldiginda 1 nolu tUpteki
toplam hacim 9 + 1 = 10 ml olur. Materyalin her T ml' sinde 50.000 canli hicre olduguna gére
bu tUp icinde 50.000 canli hUcre olacaktir.

Aktarm sonunda 1 nolu tUpteki 10 ml icinde 50.000 canl hucre, bir diger deyis ile bu tUpteki
her 1 mlicinde 50.000/ 10= 5.000 adet canl hiUcre bulunacaktir. Gortldigu gibi 1 nolu tUpteki

CM208 Cevre Mikrobiyolojisi Laboratuvar Kitapgigi



10

canl hicre sayisi materyale gére 10 kez azalmistir. 1 nolu t0pUn her 1 ml' sinde 5.000 adet
canl hucre bulunduguna goére bu tUpten icinde yine steril 9 ml FTS bulunan 2 nolu tipe 1 ml
aktanldiginda, bu kez 2 nolu tUp icinde 9 + 1 = 10 ml; 5.000 adet/ 10 ml = 500 adet/ ml canli
hUcre olacaktir. 2 nolu tUpten 3 nolu tUpe yine 1 ml aktanldiginda, 3 nolu tupte 500 adet/10 ml
= 50 adet/ml canli hUcre bulunacaktir.

Bu sekilde 1 nolu tUp, materyale gére 10 kez; 2 nolu tUp 1 nolu tUpe gére 10 kez, materyale
gore 100 kez; 3 nolu tUp ise materyale gére 1000 kez daha az sayida canli hUcre icerecektir.

Dilisyonda Kullanilan Cozeltiler

Dilusyon sirasinda kullanilan ¢ézeltinin canli mikroorganizma sayisini azaltacak ya da arfiracak
kimyasal maddeleri icermemesi gerekir. Bu dUsunce altinda, dilisyonda kullaniimasi icin ilk
akla gelen coézelti destile sudur. Bununla beraber, destile su ozmotik basing farkliigr nedeni ile
canli hucrelerin 6lmesine yol acabilir.

Dilusyonda en yaygin olarak kullanilan ¢cézelti % 0,85 NaCl i¢ceren fizyolojik tuzlu sudur (FTS). FTS
'nin ozmotik basinci mikroorganizmalarn ozmotik basincina esit ya da cok yakindir. % 0,85
NaCl yerine % 0,9 orani ile de FTS hazirlanabilir.

FTS 'nin disinda % 0,1 'lik peptonlu su, % 2 'lik sodyum sitrath su, ringer ¢dzeltisi, tamponlanmis
fosfat c¢ozeltisi de kullanilabilir. Bunlardan peptonlu su, oda sicakliginda uzun sUrede
mikroorganizmalarin  gelismesine neden olabilir. Bu nedenle, dilisyonda peptonlu su
kullanildiginda ik dilisyon ile petri kutulanna ekim arasinda 20 dakikadan fazla sire
gecmemesi gerekir. Dilusyonda yaygin olarak kullanilan ¢cozelti ise Ringer Cdzeltisidir. Sodyum
klorGr, potasyum klorur ve kalsiyum klorUr iceren izotonik fizyolojik ¢cozelti, uzun sire drneklerin
Uremeden tutulabilmesiicin kullanilir.

Dilusyonlarn hazilanmasinin ardindan érneklerin besiyerlerine ekimi yapilr. Ekim ydntemleri
mikroorganizmalarin ¢esidi, yapisi ve ihtiyaclanna gére dedisiklik gdsterir.

Ekim Yontemleri:

1- Damla Yontemi: Bu ydntemde ekim islemi, petri kutusuna énceden dokiimUs, katilastinimis
ve belirli dUzeyde kurutulmus besiyerine érneklerin damlatimasi ile gerceklestirilir. Ekim islemleri
genellikle 10-100 ul érnek hacimler ile gerceklestirilir. Bu yontem aerob ve fakultatif anaerob
mikroorganizmalar icin uygundur. Besiyeri 6nceden hazrrlanip daha sonra ekim yapilacagdi
zaman kullanilabilir. DUsUk sayida mikroorganizma  tasiyan Orneklerde dogru sonucu
vermeyebilir. Ancak bir petfri kabina birden fazla 6rnedi ekebilme sansini verdidi icin
ekonomiktir. Bu ydntemin rutin analizlerde kullanimi yaygin degildir.

2- Yayma Yontemi: Bu yontemin esasi, Snceden petri kaplanna dékUlUp katilastinimis ve belirli
dUzeyde kurutulmus besiyerleri Uzerine 100 ul érnek aktarnlarak drigalski spatUlU ile aktarnlan
ornedin besiyerine yayilmasidir. Bu yontem aerob ve fakiltatif anaerob mikroorganizmalar
icin uygundur. Bu ydntemin dezavantaji her dilisyon igin farkl petri kabi kullanimasidir.
Genellikle mikrobiyoloji laboratuarlarinda en yaygin olarak kullanilan ydntem yayma
yontemidir.

3- Dékme Ydntemi: Once 6rnek alinir ve dillsyon ydntemlerini kullanarak gereken seyrelti elde
edilir. Seyreltimis &érnekten 1 ml alinir ve steril petri kaplarnna aktarilir. Yaklasik 15 ml 47C'deki
besi yeri bu érnedin Uzerine dokolir ve petri kabi hareket ettirilerek agarnn esit dagilmasi
saglanir. Petri kabinin kapagi kapatiarak dinlenmeye birakilir. Bu ydntemin digerlerinden farki,
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once ornegin ardindan besi yerinin eklenmesidir. Bu 6zellikle fakultatif anaerob bakteriler icin
kullanilan bir yéntem olup, oksijenin aziginda gelisebilen mikroorganizmalarin Uretiimesinde
kullanilabilir. Dezavantaji besiyerinin dnceden hazirlanamamasidir.

Sayim:

istatistiksel bir kural olarak dékme ve yayma kiltUrel sayim ydntemlerinde bir petri kutusundaki
koloni sayisinin 30 -300, damla kUltir yonteminde koloni sayisinin ise her damlada 10 -30
arasinda bulunmasi gerekir.

Sayim yapilirken cogunlukla 300'Un altindaki koloni sayisi olan érnekler sayilir. Bir petride 300'Un
Uzerinde koloni bulunmaktaysa, o koloninin bulundugu petri dedil dilisyonun daha da seyrek
oldugu cozeltideki mikroorganizmalar sayilrr.

Hesaplama:
Hesaplama yapllirken petriye aktarilan drnek miktar cok édnemlidir.

Ornek: Yayma ydntemi kullanarak 105 dilisyonundan 100 ul drnek alindi ve petri Uzerine
yaylldi. Uc paralel halinde yapilan bu islemde elde edilen koloni sayisi 45, 50 ve 55 idi. Bu
ornegin 1 ml'sinde kac¢ tane mikroorganizma bulunur?

Cevap:
Dilusyon: 105, alinan érnek miktari: 0.1 ml, bulunan koloni sayisi: 45,50,55
1- Once kolonilerin ortalamasi alinir: (45+50+55)/3=50

2- 10-%'lik dilusyon'da 50 koloni bulunduguna goére, hic seyrelime olmadiginda ne kadar
mikroorganizma oldugu hesaplanir:

Seyreltme yokken ka¢ m/o bulunuyor: 50 x 105= 5.000.000

3- ilk basta alinan érmek miktarina bakilir: 0.1 ml érek alindidiicin, 0.1 ml’de 5.000.000, 1 ml
ornekte ise 50.000.000 m/o oldugu bulunur.
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DENEY

Deneyin amaci farkl dilisyon cozeltilerinin hazirlanmasi surecini, seyreltme islemini ve ekim
yapma yontemlerini gézlemlemekiir.

Ringer Cozeltisinin Hazirlanmast:

1- 1 adet Ringer Tablet 500 ml suda ¢6zU0I0r.

2- Her bir test tUpUne 9 ml Ringer Cézeltisi aktarilir.

3- Ringer Cozeltisi iceren bu tUpler otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilir.
Paradaki mikroorganizmalarin damla ve yayma yoéntemileri ile ekimi:

1- 1 adet para behere konularak Ustine 10 ml steril su eklenir.

2- 5 dk. bekledikten sonra, bu paranin bulundugu sudan 1 ml alinarak 9ml’lik Ringer ¢cozeltisi
iceren tUplerden birine aktarilir (10-1).

3- Bu ilk tUp vorteksle kanstinldiktan sonra, bu tUpten alinan 1ml ¢dzelti, 9ml'lik Ringer ¢ozeltisi
iceren baska bir tUpe aktarnlir (10-1). Vorteksle karstirdiktan sonra, bu islem devam ettirilerek 10-
2,103, 104 ¢cozeltileri hazirlanur.

4- Damla (10ul) ve yayma yontemleri (O, 1ml) kullanilarak PCA besiyerleri Uzerine ekim yapllir.
5- Besiyerleri 37°C’'de 24 saat bekletilir ve besiyerinde olusan koloniler savyilir.

6- Hesaplama yontemi kullanilarak paranin bulundugu suyun 1 ml.’sinde kac¢ tane koloni
bulundugu hesaplanir.

Topraktaki mikroorganizmalarin dokme yontemi ile ekimi:

1- Getirilen toprak &érnedi tartilir, 1 gram toprak Uzerine UstUne 10ml steril suyun icine eklenir. Bu
cozeltiden T ml alinip, dilusyon ydntemilerini kullanarak 10-5 ve 10-¢ olarak seyrelfilir.

2- PCA besiyeri bir 6nceki deneyde anlatildigi gibi hazirlanir.

3- Bu sirada 10+ dilusyonlarindan alinan 1 ml.’lik érnek steril petri kaplarnna aktarilir.

4- 47°C 'ye sogutulmus besiyeri Uzerlerine yavasca doékUlerek petriler sogumaya birakilir.
5- Besiyerleri 37°C'de 24 saat bekletilir ve besiyerinde olusan koloniler savyilir.

6- Hesaplama yoéntemi kullanilarak topragin 1 graminda ka¢ tane koloni bulundugdu
hesaplanir.

Havadaki mikroorganizmalardan asilama:

1- PCA ya da NA iceren petri kutusunun kapagdi acilarak 5 dk. acik birakilir. Bdylece havadaki
mikroorganizmalarin agar Uzerine dusmeleri saglanir.

2- Besiyeri 37°C'de 24 saat bekletilir ve besiyerinde olusan koloniler savyilir.

Parmak, Elbise, Anahtar, Para vb. Materyalden asilama:

Petri kutusunun kapag@ cok az acilarak, (PCA ya da NA) agara parmakla hafifce bastinlarak
dokunulur veya elbise agar Uzerine dokundurulur. Ayni sekilde agar Uzerine diger maddeler
de dokundurularak Uzerinde barnndirdigi mikroorganizmalarn agara gecmesi saglanabilir.
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SORULAR

1- Paranin bulundugu suyun 1 ml.'sinde kac¢ tane koloni bulunmustur. Hesaplamalan detayli
olarak goésteriniz.

2- Topragin bulundugu suyun 1 ml.'sinde kag¢ tane koloni bulunmustur. Hesaplamalar detayli
olarak gésteriniz.

3- Havadan asilama yapildiginda petri kabinizda kac¢ koloni olustu?

4- Parmak.elbise vs. gibi aslamayi hangi besiyerlerinin Uzerinde yaptiniz2 Her birinin sonuclar
nelerdire

5- Yaptiginiz tUm deneylerin sonuclanni kiyaslayiniz.  (Aslama  yéntemleri ve asilanan
materyaller sonucunda elde edilen koloni sayisi ve mikroorganizmnalarin ¢esitleri acisindan)

CM208 Cevre Mikrobiyolojisi Laboratuvar Kitapgigi
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Uygulama No:3

Koliform Bakteri EkKimi Yapmak

Amagc: Su kalitesinin belirlenmesinde dnemli faktér olan, sicakkanl hayvan bagdirsaginda
yasayan bakterinin neden oldugu, insan saglidi icin tehlike olusturan, varliginin ve derecesinin
saptanmasidir.

GENEL BiLGI

Koliform grubu bakteriler, Enterobacteriaceae familyasi icinde yer alan, fakultatif anaerob,
gram negatif, spor olusturmayan, 37°C' de 24 - 48 saaft icinde laktozdan gaz ve asit olusturan,
cubuk seklindeki bakterilerdir. Bu grupta yer alan ve gida mikrobiyolojisi acisindan dnemli olan
mikroorganizmalar; Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,
Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae'dir.

Koliform grup mikroorganizmalara pek cok gida hammaddesinde rastlanmaktadir. Bunlarin
basinda; taze sebzeler, taze yumurta, cig sut, kanath efleri ve koliform bakimindan sayica
zengin sulardan alinan kabuklu ve diger su UrUnleri gelmektedir. Gidalarda koliform
mikroorganizmalarin bulunmasi; két0 sanitasyon kosullarinin, yetersiz veya yanlis pastdrizasyon
uygulamalarnin, pisirme ve pastdrizasyon sonrasi tekrar bulasma oldugunun bir gdstergesi
olarak kabul ediimektedir.

Koliform grubu mikroorganizmalarn  hepsi  diski  kdkenli degildir. Bu grupta bulunan
bakterilerden normal florasi insanlarn ve sicakkanl hayvanlarnn alt sindirim sistemleri olanlar
"fekal koliform" olarak tanimlanmakta ve bunlar fekal kontaminasyonun bir gostergesi olarak
kabul ediimektedirler. Koliform grup icinde fekal koliform olarak tanimlanan bakterilerin bUyUk
¢cogunlugunun E. coli oldugu bilinmektedir. Grubun diger Uyeleri toprak ve bitki kdkenli
olabilmektedirler. Herhangi bir érnekte E. coli'ye ve/veya fekal koliform bakterilere rastlanmasi
oraya dogrudan ya da dolayl olarak diski bulastiginin ve yine bagirsak kékenli Salmonella ve
Shigella gibi primer patojenlerin de olabileceginin bir g&stergesidir. Bu nedenle hicbir gida
maddesinde, icme ve kullanma sularinda, denizlerde ve géllerde E.coli ve fekal koliform
bulunmasina izin verilmezken, baz gidalarda belirli sayida koliform bakteri bulunmasina izin
verilebilimektedir.

E. coli fekal kontaminasyonun bir gdstergesi olmasi yaninda genetik yapisi en iyi bilinen canli
olma &zelligine de sahiptir. Bu bakterinin baz patojenik fipleri, insan ve hayvanlarda sonucu
O6liUme kadar giden ishallere, yara enfeksiyonlarina, menenjit, septisemi, artheriosklerosis,
hemolitik Uremik sendrom, cesitli immuonolojik hastaliklar vb. gibi hastalklara sebep
olabilmektedir.

Analiz Yontemleri

Bir gilda maddesinde ya da herhangi bir materyalde E. coli aranma ve sayllmasi icin kullanilan
tUm standart yéntemler koliform grup aranmasina yoneliktir. Bu ydntemler; en muhtemel sayi
(EMS) y&ntemi, kat besiyeri kullanilan yéntemler, membran filfrasyon yéntemi ve hizli sayim
yontemleri olarak gruplandinimaktadir. Pek cok kurulus tarafindan koliform grup ve E. coli
aranmasinda standart yontem olarak EMS ydntemi gdsterilirken, 6zellikle izolasyon amacili
sayim calismalannda kati besiyeri kullaniimaktadir. Bu amacla yaygin olarak kullanilan besiyeri
Violet Bile Red (VRB) Agardir. Bu besiyerinde sayim yapilirken yayma, dékme ve cift tabaka
doékme plak ydontemleri uygulanmaktadir.

VRB Agar besiyerine alternatif olarak Pefrifilm VRB ydntemi de kullanilabilmektedir. Bu
ydnteme gdbre VRB Laktoz Agar besiyeri kullanimasi dnerilmektedir. Besiyeri bilesiminde
katilastincr ajan olarak agar yerine soguk suda ¢ozUlebilen bir madde kullanimaktadir.
Bilesenler kurutularak Uzeri plastik fiim ile kaplanmis halde kullanima hazir olarak satimaktadir.
Yonteme gore seyreltiden veya direkt érnekten 1 ml alinarak besiyeri Uzerine ilave edilir. Plastik
film Uzerine basin¢ uygulanarak drnegin 20 cm?2 alana yayllmasi saglanir. 32 + 1°C 'da 24 = 2
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saat inkUbasyondan sonra, etrafinda bir veya daha fazla gaz kabarcigr gérGnen koloniler
koliform olarak sayilir. Burada ister koliform olsun ister baska bir tUr kolonilerin kirmizi renkli
olacagdi unutulmamalidrr.

E. coli sayiminda kati besiyeri olarak Triptik Soy Agar (TSA) besiyeri de kullaniimaktadir. Dokme
plak ydntemi ile hazilanan petri kutulan 35 °C 'de 2 saat inkGbasyondan sonra besiyerinin
Uzeri ikinci tabaka olarak VRB Agar ile kaplanmakta ve inkUbasyona 44,5 °oC 'de

DENEY
VRBGA besiyeri hazirlanmasi ve dokme yontemi ile ekim yapilmasi:
1- 3,9 gram VRBGA tartarak 100 ml'lik erlene ekleyin.
2- Uzerine 100 ml saf su ekleyin.
3- 10 dakika bekletin ve sonrasinda karistirin.

4- Sac ayak ve bunzen beki Uzerinde kaynayincaya kadar karnistirarak isitin. Tasmamasina
6zen gosterin. Kaynadiktan sonra sogumaya birakin.

5- Bu srada dort farkh steril petri kabina, peynirden, sutten, toprakian ve atk sudan
hazirlayacaginiz dilGsyonlardan 1 ml ekleyin.

6- VRBA besiyeri yaklasik 47°C'ye soguduktan sonra, icinde drnekler bulundugu petri kaplanna
aktarin.

7- 37°C 24 saat inkUbe ettikten sonra, kolonileri inceleyin. Sayilarini hesaplayin.
SORULAR

1. Neden koliform analizi yaparken ddékme ydntemi kullandik. Bu ydntemin koliform grubunda
uygulanmasinin getirdigi avantaj nedire

2. Petrileri inceleyin ve gdzlemlediginiz petrilerdeki bakteri kolonilerini ¢izin. Bu kolonilerden
hangileri koliform bakteri grubundandir? Farklar aciklayin.

3. Her &rnekte (peynir, suUt, toprak, afik su) kac tane koliform bakteri cikti. Bu drneklerin
degerlerini kiyaslayin ve sayilarini aciklayin. Peynir ve sUtte koliform cikmasi normal midir?
Aciklayin.
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Uygulama No:4
EMB Agair ile E.coli bakteri tayini
Amag: Koliform bakteri grubundan mikroorganizmalarin EMB Agar yontemi ile tayini.

GENEL BiLGI

E. coli veya koli basili olarak bilinen Escherichia coli memeli hayvanlarnn kalin bagirsaginda
yasayan bakteri tUrlerinden biridir. Normal kosullarda bagirsakta yasadidi icin E.coli’nin sularda
varlgr  diski kirenmesinin  belirtecidir. Biyolojik siniflandirmada bagirsaklarda  yasayan
bakterilerden olusan enterik bakteriler ailesinde yer alr. Cubuk seklinde olup 1-2 um
uzunlugunda ve 0,1-0,5 um capindadir. Rengi metalik yesildir. E.coli gram (-) bir bakteri
oldugundan endospor olusturmaz ve pastérizasyon ve kaynatma ile 6lur. En uygun cogalma
sicakhgr 37 °C civarindadir. Su antiminda E.coli antma teknolojilerinde bastan beri kirliligin bir
belirteci olarak kullaniimistir. Su ortaminda E. coli sayisi patojen bakterilerin sayisindan cok
daha fazladir, dolayisi ile E.colin’nin belilenmesi daha kolaydir. Bundan dolayr patojen
mikroorganizma belirteci olarak kullaniimaktadir. Su kilenmesini belirlemek icin yapilan basit
testlerde E.coli'ye benzeyen tUm mikroorganizmalar icin koliform terimi kullanilir ve pratik
nedenlerden dolayl dUnyanin pek cok Ulkesinde su temizligi ile ilgili standartlar bu koliform
sayisina dayandiriimistir.

Ac%i)‘ Spot Magn

\\'_net N

30.00kV 3.0 12800%  SE {153(3

a: Bir Escherichia coli bakterisinin elektron mikroskobunda goriintiisii. b: Bir E.coli bakteri kiimesinin elektron
mikrokobunda 10.000 kere biiyiitiilmiis goriintiisii.

DENEY
1- 3,75 gram EMB agar tartarak 100 ml'lik otoklavlanabilir vidali siselere ekleyin.
2- Uzerine 100 ml saf su ekleyin.
3- 10 dakika bekletin ve sonrasinda karistirin.
4- Otoklavda 121°C'de 15 dakika steril edin.
5- Bu sirada farkl steril petri kaplarina, atik su, icme suyu, musluk suyu ve steril su dilUsyonlardan
1 ml ekleyin.
6- Steril olmus EMB agar yaklasik 47°C'ye soguduktan sonra, icinde drneklerin bulundugu petri
kaplanna aktarin.
7- Bu srada ayni érnekleri damla yéntemi ve yayma yontemi kullanarak énceden hazirlanmis
EMB agar iceren petriler Uzerine ekin.
8- 37°C 24 saat inkUbe ettikten sonra, kolonileri inceleyin. Sayilarini hesaplayin.
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SORULAR
Arastirma sorulari:

1- Su ana kadar koliform bakteri grubunun laboratuvar ortaminda tayini icin hangi yéntemleri
kullandiniz2 Bu bakteri grubu icin baska hangi laboratuvar yéntemileri kullanilir, arastiriniz.

2- E. coli'nin canl vicudundaki rolU nedir? Her E. coli bakterisi hastalk yapar mi2 E. coli ile
zehirlenme gerceklestiginde ne gibi belirtiler olusure Arastinp aynntili olarak aciklayin.

3- icme sulannin antimi sirasinda, bu tip mikroorganizmalarin sehir sebekesine bulasmamasi
veya bulasti ise temizlenmesi amacl ne tip calismalar yapilir?

4- EMB Agar hangi amaglarla kullanilire VRBG Agardan farki nedirg E. coli bakterilerinin her iki
agarda da ne renkte ve sekilde goériimesi gerekire

5- EMB Agarda bulunan hangi maddeler gram pozitif bakteriler icin bUyUmeyi engelleyici
niteliktedirg

Deney sorulari:

1- Atik su, icme suyu, musluk suyu ve steril su iceren petri kaplarinda neler gérdunuze
Karsilastirarak aciklayiniz.

2- D6kme, yayma ve damlamayla ekim ydntemlerinin sonuclan arasinda fark var miydi2
Hangisinde 1 ml basina daha ¢cok mikroorganizma cikti. Aciklayiniz.
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Uygulama No: 5
En Muhtemel Sayi (EMS) Yontemiyle Koliform Tayini
Amac: En Muhtemel Sayi (EMS) yonteminin kullaniimasi yoluyla koliform tayini ve sayimi.
GENEL BILGI

icme sular icerisinde organik madde miktannin az olmasi sebebiyle, koliform grubu bakteriler
bulunsa da, bu bakterilerin tespit edilmesi ve sayimi zordur. Damla ve ddkme yéntemlerinde
ornek icerisinden mikrolitre, mililitre gibi miktarlarda alinan érneklerde mikroorganizma
yakalamak ve sayilarini tespit etmek gUctir. Bu sebeple EMS ydntemi kullanarak daha fazla
miktarlarda érnek ekilerek sayim yontemine gidilir.

icme ve kullanma sulanindaki mikrobiyolojik kirliligi belileme amaci ile genellikle koliform grubu
bakterilerden indikatér olarak yararlanilir. Koliform grubu aerobik ve fakUltatif anaerobik, gram
negatif, spor olusturmayan cubuk sekilli bakterileri tanimlar. Bunlar laktozu 24-48 saatte,
37°C'de gaz cikisi ile fermente ederler.

Coklu tUp fermantasyon teknigine gére yapilan koliform testi sonuclar, En Muhtemel Sayi
(EMS) olarak ifade edilmektedir. En muhtemel sayi yontemi, tUp dilisyon yonteminin
gelistirilmis seklidir. Bu ydntemde, materyalden FTS ile standart 1 : 9 oraninda dilisyon yapillrr.
Dilusyonlardan uygun sivi besiyerlerine ekim yapildiktan sonra Ureme sonuclar kontrol edilerek
sayl hesaplanir. Bir diger deyis ile tUp dilusyon ydnteminde her dilusyon icin 1 t0p kullanilirken,
EMS yonteminde her dilisyondan 1'den fazla sayida ekim yapilir. Ayni dilisyondan yapilan
paralel ekim sayisi arttikca, istatistiki olasilik kurallanna gére daha dogru sonuclar alinir. Ayni
dilusyondan yapilan paralel ekim sayisi sonsuza ulastiginda ise sayim sonucu kesinlesir.

EMS yénteminde, su drneklerini hazirlanan sivi besiyerlerine aktararak, reaksiyonun
gerceklesmesini beklemektir. Cogunlukia besi yeri gram pozitif bakterileri inhibe eden kimyasal
maddeler icerdidi gibi, gram negatif bakterilerin bUyUmesine olanak saglayacak besin
maddeleri icerir. EMS yonteminde en sik kullanilan besi yeri MacConkey Sivi Besiyeridir. Bu
besiyerinde gram pozitif bakterilerin bUyUmesini inhibe eden kimyasal “Kristal Viyole” olup,
laktoz fermantasyonunun gerceklestigini gdsteren indikatdr kimyasal ise Bromokresol
Moru’dur. Bromokresol Moru ¢cok basit dizeydeki bir pH indikatérodor. pH'in 6,8’in Uzerinde
oldugu durumlarda rengi mor olup, pH 5,2'nin altina dustigu zaman sari renge doner.
Dolayisiyla basta mor renkte olan besi yeri icerisinde eger laktoz fermantasyonu
gerceklesiyorsa, CO2miktarn artacak, buna bagl olarak pH disecek ve renk degisimi
gerceklesecektir.

Laktoz fermantasyonunun gerceklesmesinin diger bir gdstergesi ise gaz cikisidir. CO2gazinin
cikmasinin gézlenmesi bu acidan cok 6nemlidir. Bu sebeple EMS ydnteminde icinde besiyeri
iceren test tUplerinin icerisine kictk Durham tUpleri yerlestirilir. inkibasyon sonucunda bu
tUplerin icerisinde gaz cikisi olup olmadigi gdzlemlenir.

Bakteri iceriginin sayisal degeri; cok sayida hazirlanmis, negatif ve pozitif sonuclar gésteren
tupler yardimiyla hesaplanir ve belli bir kritik seyrelmede istenilen hassas sonuc elde edilebilir.
Test sonuclarinin EMS olarak ifadesinde, istatistiksel olarak degerlendirmeler yapilir. icme suyu
analizlerinde her birisi 10 ml, T ml ve 100 ml numuneler igeren 3'er ya da 5'er fermantasyon
tUpU kullanilir,

Yontemin esast;

CM208 Cevre Mikrobiyolojisi Laboratuvar Kitapgigi



19

Tek kuvvet ve cift kuvvet besiyerleri hazirlanir. Tek kuvvet besiyerlerinde besyeri
miktan cift kuvettin yarsi kadardir.

Her numune icin 3 (ya da 5) cift kuvvet, 6 (ya da 10 ) tek kuvvet besiyeri hazirlanir,
Cift kuvvet besiyerlerine (3 ya da 5 tUp) 10'ar ml numune ekKilir.

Tek kuvvet besiyerlerinin 3 ya da 5 tanesine 1'er ml numune ekilir.

Tek kuvvet besiyerlerinin 3 ya da 5 tanesine 0,1'er ml numune ekKilir.

Ekim sonrasi tUpler 37°C'de 24-48 saat inkUbe edilir.

inkUbasyon sonunda tUpler porzitif ya da negatif olarak kaydedilir.

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

Yontemin ''En Muhtemel Sayi’’ olarak adlandinima nedeni érnekteki mikroorganizma sayisinin
istatistiksel olasilik hesaplari ile elde edilmis cizelgelerden yararlanilarak hesaplanmasidir.

TUplerin pozitif veya negatif olmasinin degerlendiriimesi, aranan mikroorganizma ve buna
bagli olarak kullanilan besiyerine gbre dedisir. Bu degerlendirme basit olarak besiyerinde;

- Bulaniklik olmasi,

- Durham tUpUnde gaz olusumu,

- Besiyerinde renk degisimi,

- Pihtilasma,

- Floresan olusumu gibi cok basit olarak yapilabilir.

EMS ybntemi, yaygin olarak kullanilimasini saglayan UstinlUkler;

Baz mikroorganizmalarin kati besiyerinde Uretfilme olasiigr yoktur, bu durumlarda
sivi besiyerinde sayim yéntemi olarak EMS kullanilir. Ornek: Rhizobium cinsine ait
tUrlerin ayrimi ve sayimiicin EMS yéntemi pratik olarak kullanilan en basarili
yontemlerden biridir.

Eger sayim yapilacak érnekte agar yuzeyinde hizla geliserek, asil sayimi istenen
hUcrelerin gelisimini engelleyen mikroorganizmalar varsa ve bu durum katl
besiyerinde édnlenemez iken sivi besiyerinde énlenebiliyorsa, EMS yine avantajlidir.
EMS Yontemi agarli besiyeri ydntemlerine gdre daha pratiktir. Tiplerin otomatik
olarak dolduruldugu sistemler gelistiriimis ve dolayisi ile EMS 'nin kolay bir ydntem
olmasi saglanmustir.

Bir materyalin 100 ml' sinde 2 — 3 adet gibi cok dUsuk sayilarda canli hGcre varsa,
standart kati besiyeri ydntemi kullanilamaz. Bu gibi durumlarda, ya EMS yéntemi ya
da membran filtre ydntemi kullaniima zorunlulugu vardir. Materyal membran
filtreden gecirilemiyorsa, kullanilabilecek tek pratik ydntem EMS 'dir. Ayrica érnek,
sivi degil katiise, membran filtre ydntemi zaten kullanilamaz.
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Cizelge 1. McGrady Cizelgesi, 100 ml érnekte kuvvetle muhtemel koliform sayisi.

Pozitif Tupler

100 ml 6rnekte Muhtemel
Koliform Sayisi

100ml | 1.0ml | 0.1 ml

Her hacim igin 3'er tip

0

<3

120

93

150

210

240

460
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DENEY

1- Bu deneyde musluk suyu, atik su ve steril su drnekleri karsilastinlacaktir. Her numune icin 3'er
tane cift kuvvet, é'sar tane tek kuvvet tGp hazrrlayacak sekilde MacConkey Besiyerinden
tartip, talimatlan takip ederek MacConkey besiyerlerini hazirlayin.

2- Her tUpe 10'ar ml tek ve cift kuvvet besiyerlerinden koyun.

3- Her tUp icerisinde birer tane durham t0pUnU ters sekilde yerlestirip, varsa icerisindeki gaz
cikartin.

4- Hazirladiginiz besiyerlerini otoklavda 121°C 15 dakika steril edin.

5- Steril edilmis besiyerlerinden cift kuvvet olanlara 10 ml, ek kuvvet olanlara 1 ve 0,1 ml
numuneyi 3'er paralel halinde ekin.

6- 37°C'de 24 ile 48 saat inkUbe eftikten sonra, hangilerinde renk degisimi olustu ve gaz cikisi
g6zlendi kaydedin.

7- Cizelge 1'i kullanarak, her érnekte kac koloni bulundugunu hesaplayin.

SORULAR
Arastirma Sorulari:

1- insani TUketim Amacli Sular Hakkinda Yénetmelige gore, icme kullanma sulannda, icme
sularinda ve kaynak sularinda kag koloni koliform bulunabilirg Arastinniz (15 puan).

2- Ayni yonetmelikte bahsedilen bakteriler nelerdir, bu bakteriler icme sularinda ne kadar
bulunabilire (20 puan)

3- insani Tuketim Amaclh Sular Hakkinda Yénetmeliginde bahsedilen, Pseudomonas aeruginos
bakterisinin dzellikleri nelerdir (6rnek: gram pozitif/negatif, hangi reaksiyonlarn gerceklestirir gibi
baz &zelliklerini arastinniz), sebep oldugu hastaliklar nelerdire (25 puan)

4- EMS yoéntemi ile P. aeruginos bakteri tayini yapabilir miyize Yani bu bakteri MacConkey
besiyerinde cogalir mi, cogalrr ise renk ve gaz cikisi nasil olur? Arastinn (15 puan).

Deney Sorulart:

1- Hangi drnekte daha fazla koliform bakteri ciktie Neden? (20 puan).

2- Her test tUpUnun (10, 1 ve 0,1 ml'lik tUplerin) negatif cikmasinin anlami nedir? (5 puan).

CM208 Cevre Mikrobiyolojisi Laboratuvar Kitapgigi



22

Uygulama No: é
Saflastirma
Amag: Saf kUltur elde etmek.

GENEL BiLGI

Mikroorganizmalarn Uremesi icin gerekli olan besin maddelerini iceren besiyerleri (kGItGr
ortami), ekim isleminden sonra uygun fiziksel ve kimyasal kosul altinda belli sGrelerde
bekletildiginde mikroorganizmalar Urer. Besiyerinde Uretilen mikroorganizmalar tUmUne
“kOItOr" adi verilmektedir.

Kiltir Cesitleri ve Tanimlari

1. Saf Kiltor

Dogada her yerde mikroorganizmalar, bircok farkl tUrlerin olusturdugu topluluklar seklinde
bulunur. Buradan alinan érnekler besiyerine ekilerek bircok bakteri 10rU bir arada Uretilir. Birden
fazla bakteri t0ronUn Uredigi kUltUrlere kanisik kGltGrler denir. Mikrobiyoloji laboratuarlannda her
bir mikroorganizmmanin ézelliginin incelenmesi ve tanisinin yapilabilmesi icin saf kultUrlerinin elde
edilmesi de gerekir. Bu nedenle karsik koltUrlerin saflastinimasi gerekmektedir. Bir koloniden
alinan ve Uretildiginde morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genel dzellikleri birbirinin ayni olan
bakteri kUItGrone “saf kultir” adi verilmektedir. Kisacasi, saf kOltUr yalnizca bir  t0r
mikroorganizma Uretiimesi ile elde edilen kUltUrdUr. Saf kUltUr, 6nce kati besiyerinde olusmus
her farkli koloniden steril bir baska tUp icindeki sivi veya katl yatik agara ekim yapilarak elde
edilir. Saf kUltur icin tek koloni elde etme gerekliligi vardir.

2. Stok Kiltir

Saf kGItGron laboratuvarda yapilacak sonraki calismalarda kullanimak Uzere saklanmasi
islemine “stok kUltor” elde etme denir. Olmeden saklanmalari icin yeni besiyerlerine ekilmelidir.
Bazi bakteriler eski kUltUrlerinde de uzun sUre canli kalabilmektedir. Saf kUItOrGn  yeni
besiyerlerine ekilmesi veya deney hayvanlarnina nakledilmesi islemine “pasaj yapmak” denir.

Saf Kultir Elde Etme Asamalari

Birinci asama: izole koloniler elde etme
Saf kiltir elde etmede éncelikle izole koloniler elde edilmelidir. izole kolonileri elde etmek icin;

e Ornekten ekim yaplilarak karnsik kiltUr elde edilir.

e  Bir miktar kUlItUr &ze ile alinir, mikroorganizma hicrelerinin daha rahat yayillarak ayr ayrn
koloni olusturmalari icin petri kutusuna sirme teknigi ile ekilir (sUrme teknidi icin bkz.
syf.3 sirme teknigi). Bu sirada bir énceki sirme alanina degmemeye 6zen gosterilir.
Petri kutusunun tercih nedeni besiyeri yizeyinin daha genis olmasidir.

e Petrinin Uzerine gerekli bilgiler yazilarak ters cevrilir, &dnerilen sicaklik ve sGrede inkUbe
edilir.

e inkUbasyon sonrasi olusan koloniler incelenir. Tek kolonilerin gelisip gelismedidine
bakilir.

e Tek tip koloniler secilir ve secim yaparken fipik koloni géorGnUmuinde olmalarina ve
diger bir koloni ile temasta olmamalarina dikkat edilmelidir. Son izolasyon bdlgelerinde
tek dUsen mikroorganizma hicresi cogalarak saf koloniyi olusturur.

e Eger tek koloniler gelismemisse, daha seyreltiimis kUltUrlerden tekrar ekim yapillir. Diger
tUm islemler tekrarlanir.
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ikinci asama: Saf kiltir elde etme

e Bunun icin, izole koloni 6ze ile dnce sivi bir besiyerine adaptasyon ve canlandirma
amaciyla aktanlr. Bu asamada koloniler birbirine c¢ok yakinsa igne 06ze fercinh
edilmelidir.

o TUp Uzerine gerekli bilgiler yazilir ve 6nerilen sicaklik ve sirede inkGbasyona birakilir.

e InkUbasyonu takiben elde edilecek kiltirden uygun bir kati besiyerine, genellikle
tUpteki yatik agarll besiyerine tekrar ekim yapilarak inkUbasyon gerceklestirilir.
inkUbasyon sonrasinda saf kUltUr elde edilmis olur.

Ucinci asama: Saflik kontroli
Elde edilen kUItUrin saf olup olmadigr kontrol edilir. Bunun icin;
e FElde edilen kUltirden tek koloni dusGrme tekniklerinden birisi kullanilarak petri
kutusundaki agarli besiyerine ekim yapilir ve inkUbasyona birakilir.
e InkUbasyon sonrasinda besiyeri yUzeyinde olusan koloniler sekil, yapi, biyUklik, renk vb
ozellikleri ydnUnden incelenir. Farkli ézelliklere sahip kolonilerin varigr gézlendiginde
kGItGron karsik olmasindan suphelenilir.

Kiltirleri Muhafaza Etme

Saklama esnasinda izole koloni kUltUr bakterilerin cogunun canli kalmasi ve mimkun oldugu
kadar genetik, fizyolojik degisikliklere ugramamasi gerekmektedir. Bunun icin, cesitli saklama
yontemleri gelistirimistir. Sogukta muhafaza, dondurma ve kurutma yéntemleri bunlardan
baslhcalandir.

KGltUrler buzdolabinda 0-5°C'de muhafaza edilmektedir. Baz fakUltatif anaeroplar, tUpte
yUksek jelozda Uretildikten sonra buzdolabinda saklanir. Aerop bakteriler, yatk agar
besiyerinde buzdolabinda aylarca saklanabilirse de bu yontem uzun sUreli saklamalar icin
uygun degildir. Ancak diger yontemler kullanilarak bu zorluklarin Ustesinden gelinebilir.

Dondurarak derin dondurucuda; -20°C'de, muhafaza edilebilir. Mikroorganizmalar stok
kGltUrlerini hazirlayarak kuru formda canlilik ve aktivitelerini yitirmeden uzun stre saklanabilir.

Petri kutulan veya tUpteki kiltGrleri buzdolabinda muhafaza ederken hava ile direkt temasi
kesmek ve yUzeysel kurumayi dnlemek icin, petri kutulannin alt ve Ust kapaklarn parafim (veya
sellobant) ile birbirine tutturulur, tGplerin ise  adiz  kisimlar parafilm ile kaplanir. Topler icin
parafilm yerine erimis vazelin, parafin veya vaspara daldinimis pamuk tikaclar da kullanilabilir.
AQz vida kapakli tUplerde bunlara gerek yoktur.

Surme teknigi:

SUrme yontemiyle ekim su sekilde yapllir:

e Ekimi yapllacak érnek dze veya pipetile sivi besiyerine ekim islemindeki gibi alinr,

e Agarll besiyerini iceren petri kutusu sol elin ayasina yerlestirilir ve bu elin bas ve isaret
parmagi ile kapak kismi acilir.

e Oze bu araliktan iceri sokularak éze ucunun émek alinan kismi agar yUzeyinin
secilecek bir bdlgesine temas ettirilir. Orek bu bélgede hafifce ezilerek birkac mm
capinda yayilr.

e Daha sonra 6ze ile bu yayilma alanindan baslayarak sirme islemine gecilir.

e SUrme islemi degisik sekillerde gerceklestirilebiimektedir. Ancak ayr ayr
koloni elde edebilmek icin en ideal olani 4 ayr bdlgenin ciziimesidir.
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Sekil 1: SUrme yontemiyle ekim sekilleri

lsnsa;l. 6ﬁ VEIYA
GNE ILE IKINC
ILK EKIM cizim

—

INKUBASYON

‘—
TEK HOCREDEN STERIL OZE VEYA
KOLONI OLUSUMU IGNE It_liez' l'J‘CUNCU

Sekil 2: SUrme ydntemiyle koloniyi feke indirme
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Birinci siirme Ikinci siirme

Uglincii siirme Dordiincii siirme

Sekil 3: SUrme ydnteminin uygulanisi

DENEY
1- Bir 6nceki hafta hazirladiginiz MacConkey Sivi besiyerinden Ureyen drneklerden birini seciniz

2- Oze kullanarak, hazrlanmis EMB besiyerine sirme teknidini kullanarak ciziniz. 37°C'de 24
saat inkUbe ettikten sonra kolonilere bakiniz, ayrn ve izole, tek tip mikroorganizmalardan
olusmus olan kolonileri seciniz.

3- Bu kolonilerden aldiginiz drnedi tekrar hazirlanmis MacConkey Sivi besiyerine aktariniz.
37°C’de 24 saat inkUbe ediniz.

4- BUyUme gerceklestikten sonra, bu besiyerinden aldiginiz érnekleri yatay tUplere hazirlanmig
NA kati besiyerlerine aktariniz. 24 saat inkGbe ettikten sonra bUyUmeyi gdzleyiniz.

5- Bu besiyerlerini buzdolabinda saklayiniz.

CM_208 Cevre Mikrobiyolojisi Laboratuvar Kitapgigi
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SORULAR
Arastirma sorular:

1- EndUstride pek cok mikroorganizma, gida endustrisinden arntima kadar, sk ve yogun bir
sekilde kullanimaktadir. EndUstriyel bir alan secerek, bir OrGnun olusturulmasi icin gereken
mikroorganizmalara érnek veriniz. Bu asamada dogru mikroorganizmanin secilmesi ve kUltoron
saf olmasi neden &nemlidir aciklayiniz. (6rn: Probiyotik yogurt yapiminda Lactfobacillus
acidophilus bakterisi kullanilir. Bunun icin bu bakteriyi iceren saf Lactobacillus acidophilus
stoklanna ihtiyac vardir. Bu bakterinin olustugu stoklar saf degil ise Uretilen yogurtlar besin
zehirlenmesine neden olabilir).

Deney sorularr:

1- SUrme teknigi kullanarak ektiginiz besiyerlerindeki bUyUmeyi ciziniz. Beklediginiz gibi bir
seyrelme gozlendi mie Gdzlenmediyse neden?

2- Yatik NA agar tUplerinde olusan bUuyUmeyi ciziniz.
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27

Uygulama No:
7 Basit Boyama - Gram Boyama
Amagc: Mikroorganizmalarin mikroskopta kolayca incelenmesi amaciyla boyanmasidir.
GENEL BiLGI

Bakterinin yapisi, icinde Uredikleri ortamdan saydamiliklarinin benzer olmasi (cok az bir refraktif

indekse sahip olunmasi) sebebiyle, laboratuarlarda genel amaclar icin kullanilan sk
mikroskoplanyla tespit edilmeleri zordur. Bu yan gecirgen yapi, ancak boyanarak ve
bulunduklan yerle olan kontrastlan  artinlarak  daha  belirgin @ hale  getirilebilirler.
Mikroorganizmalar boyandiktan sonra, mikroskopta kolay goérUlebildikleri gibi bUyUklUk, sekil,
spor, kapsul gibi &zellikleri hakkinda da gerekli bilgiler elde edilebilir. Aynca, boyanma
ozelliklerine gdre de bazi mikroorganizmalar (mikobakteriler gibi) tespit edilebilirler. Bu
nedenle, mikroorganizmalar tanimada, boyama cok énemli role sahiptir. Bunun icin cok 6zel
boyama ydntemleri ortaya konulmustur.

GUnUmUzde, mikrobiyoloji alaninda dogal boyalar (karmin, orsein, indigo, kinakina, v.s) cok az
kullaniimasina karsin, sentetik boyalardan cok daha fazla yararlanimaktadrr. ik sentetik boya,
anilinden elde edildigi icin bUtin sentetik boyalara anilin boyalar adi verilmistir. Ancak,
bunlann cogu anilinden elde edilmedigi gibi, anilinle de iliskili degildirler. Boyalar, genellikle
organik maddelerden kuru damitma yoluyla elde edilen, sivi yag kivaminda, kara renkte, adrr,
kokulu, suda erimeyen katranlardan elde edilip benzen tUrevleridirler.

Mikrobiyolojide Kullanilan Boyalar
Boyalar dogal ve sentetik olmak Uzere iki gruba ayrilir:

a. Dogal boyalar: Dogal boyalar bitkisel ve hayvansal orijinli olabilirler. Bunlardan bitkisel orijinli
olanlara hematoksilen ve orcein, hayvansal orijinli olanlara ise carmen érnek gosterilebilir.

b. Sentetik boyalar: Bunlann sayilarn oldukca coktur. Eosin, asit fuksin, asit pikrik, oranj gelb,
eritrosin, kongo kirmizisi, light green, metilen mavisi, toluidin mavisi, bazik fuksin, jansiyan viyole,
azocarmen, safranin gibi bircok boya sentetik boyalara 6érnek gosterilebilir.

Sentetik boyalar; Ehrlich tarafindan bazik, asit ve nétr boyalar diye U¢ gruba aynimistir. Serbest
asit ve bazlar suda cok az eridiklerinden sentetik boyalar daima ndtr tuzlar halinde kullaniliriar.
Notr tuzlar hem asit kdke (anion) hem de bazik kdke ( kation) sahipfirler.

Asit Boyalar: Asit boyalarn boyayici kisimlarn negatif elekiriksel yUke sahiptir. Yani burada tuzun
baz kismi renksiz asit kismi ise renklidir. Bu tUr boyalara anyonik boyalar da denir. Asidik boyalar
zemini boyamak icin kullanilmaktadir.

Bazik Boyalar: Bazik boyalarnn kromofor grubu pozitif yUke sahiptir. Yani, yukandaoki
aciklamanin isiginda, bu ndtr fuzu meydana getiren bazik kisim (katyon , +) renkli buna karsin
asit kisim (anyon, -) ise renksizdir. Bu tUr boyalara katyonik boyalar da denir.

Notr Boyalar: N&tr boyalar iyonik olmayan boyalardir. Bunlar suda ¢&zinen renkli organik
bilesiklerdir. Burada nétr tuzu meydana getiren asit ve bazin her ikiside renklidir. Hematoloji ve
mikrobiyolojide sk kullanilan bu boyalara Giemsa boyasi en guzel ornekfir. Bu boyalar
parazitlerin incelenmesinde, rikettsiya ve klamidyalarnn boyanmasinda kullaniimaktadiriar.
Wright ve Leisman boyalan da bu tip boyalara érnekfir.

Bakterilerde asit yapida olan organizasyonlan (&zellikle, nUkleer sistemi ) ve molekUlleri
boyamada bazik boyalardan fazla yararlanilir. Asit boyalar da sitopldzmayr boyamada
kullanilir.
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Mikrobiyolojide Boyama Yontemleri

Mikroorganizmalar iyi gérebilmek ve ayrintilanni tetkik edebilmek icin bircok genel ve 6zel
boyama ydntemleri ortaya konulmustur. Gerekfiginde, bunlardan en uygunu secilerek
kullanilir.

Mikrobiyolojide kullanilan boyama ydntemlerini baslica 2 gruba ayirmak mimkundur.

1. Basit boyama: Bu farz boyamada, preparatiardaki mikroorganizmalar hakkinda kisa sure
icinde bilgi edinmek icin tek boya solusyonu kullanilir. Boya, preparata bir defa uygulanir ve
bakteriler boyalarnn karakterine goére boyanirlar. Bu amacla karbol fuksin, kristal violet ve
metilen mavisi gibi genellikle bazik boya solUsyonlarndan birisi secilir.

2. Bilesik boyama: Birden fazla boyanin istiraki ile yapilan boyama ydntemleridir. Bunlar
arasinda:

a) Diferensiyel boyamalar: Mikroorganizmalarn birbirinden ayirmada kullanilir (Gram, Ziehl-
Neelsen).

b) Striiktirel (yapisal) boyamalar: Bakterilerin ic ve dis yapilarn hakkinda bilgi edinmek igin
kullanilan bilesik boyama ydéntemleridir (spor, kapsul, flagella, cekirdek, lipid, v.s.).

Bilesik boyama yéntemlerinden mikrobiyolojide en ¢ok kullanilan ydntem gram boyamadir.
Gram Boyama Teknigi

Adini bulucusu Dr. Christrian Gram'dan alan Gram Boyama, mikrobiyolojide kullanilan
boyama teknikleri arasinda en dnemli ve en sik uygulanan diferansiyel (ayirt edici) bir
boyama teknigidir. Tespit edilmis bakteriyel filme sirasiyla: kristal violet, iyodur ¢ozeltisi, alkol ve
safranin uygulanir. Genelde bakteriler, kristal violet boyasini tutup koyu mor renkte gdzikenler
“gram pozitif (olumlu)” ve kristal violeyi salip safranin ile boyanarak kirmizi renkte gézUkenler
“gram negatif (olumsuz)” olmak Uzere iki grup altinda toplaniriar. Bu islemdeki basamaklar ve
her basamaktaki sonuc asagidaki cizelgede &zetlenmektedir.

cozeltisi (I)

hiicreler hala mordur.

Sirasiyla Reaksiyon ve bakterilerin goriiniisii

uygulanan I neoal

cozeltiler Gram-pozitif Gram-negatif

1 Kristal violet | Hiicreler kristal violet ile mor renkte Hiicreler kristal violet ile mor renkte
(KV) boyanurlar. boyamnur.

2. Iyodiir Hiicre icerisinde KV-I kompleksi olusur, Hiicre icerisinde KV-I kompleksi

olusur. Hiicreler hala mordur.

Hiicre ceperi dehidre olur (Suyunu kaybeder),
gdzenek biiziilmesi olur, gecirgenlik azalr.

Hiicre geperindeki lipid ekstrakte
edilir, gozenekler genisler ve

gibi kristal violet yani mor renktedir.

3:Alkl KV-Ikompleksi disar ¢ikamaz. Hiicreler hala | dolayisiyla KV-I kompleksi hiicre
mor renklidir. disma gikarilir.
S Hiicreler etkilenmegz, yine ilk basta oldugu Hiicreler bu kez safranini alip
4 Satranin ’ y

kirnuz: renkte boyanirlar.

Bu islem sonucu bazi bakteriler mor renge, digerleri ise nicin kirmiziya boyanmaktadire Gram-
negatif bakterilerin hicre ceperi gram-pozitiflerinkinden daha fazla lipit icermektedir.

Gram pozitif bakterilerde kristal violet kompleksi alkol muamelesinden sonra hicre ceperine
tfutunur. Bu durum cogunlukla pepfidoglikandan olusan ceperdeki gdzenek caplarnin
daralmasina neden olmaktadir. Gram-negatif bakteri ceperlerinde cok daha az miktarda
iceren peptidoglikan, gram-pozitif ceperindekine nazaran cok daha az capraz baglantil
yapidadir. Bu yUzden gram-negafif hUcre ceperindeki peptidoglikan yapisi arasindaki
go6zenekler alkol muamelesinden sonra bile kristal violet kompleksi disarnya salacak kadar
bUyUklUkte kalirlar. Gram-pozitif bakteriler hUicre ¢eperinin ortadan kaldinimasini saglayan bir
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enzim olan lisozim ile muamele edildiginde, protoplast olarak isimlendirilen ¢cepersiz hUcreler
olusur; bu protoplast ayni gram boyama uygulandiginda c¢eperli durumlannin aksine kristal
violet kompleksi alkol muamelesiyle saldigi gérulUr. Netice olarak bu deneme de, gram-pozitif
bakterilerde ilk boyanin tutulmasina bu bakterilerdeki hicre ceperi yapisinin sebep oldugunu
kanitlamaktadir.

Metilen Mavisi ile Basit Boyama

Mikroorganizmalarin ve &zellikle bakterilerin mikroskobik morfolojilerinin genel olarak en iyi
olarak izlenebildigi boyama ydntemidir. Bu amacla farkl boyalar kullanilabilirse de en yaygini
Loffler'in Metilen Mavisi ¢dzeltisidir. Bu amacla Loffler metilen mavisi solusyonu kullanilir.
Preparat Uzerine boya solusyonu konarak 5-8 dakika bekletilir. Boya dokilUr, yikanir, kurutulur
ve immersiyon objektifi ile muayene edilir. Mikroplar mavi renkte gorolUrler.

Boyama islemi Sirasinda Yapilmasi Muhtemel Hatalar ve Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

Yeterli steril kosullarda calismama,

Besiyerinden kUltUr alimina dikkat etmeme,

Preparat alinirken kUItOrin lam Uzerindeki su ile iyice karstinilmamasi,
Mikroorganizmalarin lam Uzerine iyice fiksasyon edilmemesi,
Damlatilan boyalarnn gereginden fazla veya az damlatimasi,
Bekleme sUrelerinin yeteli olmamasi,

Su ile yikamada mikroorganizmalarin kayip olmasi,

Kurutma k&gidinin fazla bastinimasi.

DENEY
A. Boyama yapmadan mikroskopta gozlem
1- Onceden ekim yaphdiniz petrilerden dze ile bakteri kolonisi alarak lam Uzerine yerlestiriniz.
2- 1 damla musluk suyu damlatip bir miktar karistiriniz.
3- Mikroskopta 10 X ve 40 X de gdzlemeyiniz.
4- GordUklerinizi ciziniz.
B. Basit Boyama — Metilen Mavisi
1- Onceden ekim yaptiginiz petrilerden dze ile bakteri kolonisi alarak lam Uzerine yerlestiriniz.

2- UstUne bir damla musluk suyu damlattiktan sonra bir miktar havada kurutup sonrasinda
alevde tespit ediniz

3- Ustine bir damla metilen mavisi damlatilip 5-8 dakika bekletiniz.
4- Boyayl dokUp musluk suyunda hafif akista boyayi akitiniz.

5- Once 40X'te sonrasinda da immersiyon yadini kullanarak 100X de mikroskopta
gozlemleyerek gézlemlerinizi ¢iziniz.

C. Gram Boyama
1- Preparat basit boyamadaki gibi hazirlanir, kurutulur ve tespit ediniz.

2- Preparatin UstUne Kristal violet (veya metil violet) damlatilir ve 2-3 dakika bekleyiniz.
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3- Kristal violet boyasi dékulirek ve preparat Uzerine lugol solusyonu konur ve 1-2 dakika
bekleyiniz. Lugol solusyonu dékinUz.

4- Alkol preparatin Uzerinde hizica akinitiniz.
5- Akan musluk suyu ile hizlica yikayiniz.

6- Safranin damlatin ve 5-10 saniye bekleyiniz.
7- Su ile yikayarak boyayi gideriniz.

8- Once 40X'te sonrasinda da immersiyon yadini kullanarak 100X de mikroskopta
go6zlemleyerek gbdzlemlerinizi ciziniz.

SORULAR
Arastirma Sorulari:

1. Her ne kadar gram-negatif bakteriler gram reaksiyonlarinda cogunlukla tutarl iseler
de, gram-pozitif bakteriler belirli kosullar altinda dedisiklik gdsterebilirler, Bu kosul veya
kosullarn neler oldugunu aciklayiniz.

2. Gram porztif ve Gram negatif bakterilerin hUcre yapilarndaki farkliliklan sekil cizerek
aciklayiniz.

Deney Sorulart:

Mikroskop gdzlemlerinizi ciziniz.
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Uygulama No: 8

Membran Filtrasyon Yontemi ile mikroorganizmlarnn tayini

Amag: Az sayida mikroorganizma iceren icme suyu ve diger sivi numunelerde koliform
mikroorganizmalarn hassas bir bicimde tayin ediimesi.

Genel Bilgiler

Membran Filire Metodu, Coklu TUp Yéntemi'nden daha hizli sonug veren, ayrica daha cok
numune hacmi ile calisabilme imké&ni saglayan, tekrarlanmasi mUimkin olan bir yontemdir.
Ayni zamanda Membran Filtre yéntemi daha modern fakat ekonomik acidan daha pahall bir
yoéntemdir. Yontemin esasi koliform organizmalarin k&gt filtrelerde  tutulmasi temeline
dayanmaktadir. Membran filtreler disposabl olarak steril edilmis olarak kullanima sunulmakta
ve bir kez kullaniimaktadirlar. Membran filire yénteminin sematik dizayni asagidaki sekilde
go6rtGimektedir.

Membran Filtre Y ontenu

1000 malt

su
Omedi 100 mit

Su Omedi

Membran Filre

Wakumlanan
Su

Sekilde géruldugu gibi membran filtre cihazi suyun konuldugu Ust bdlim, membran filtrenin yer
aldigi orta kism ve vakumlanan suyun bosaldigi alt bélim olmak Uzere Uc bdliUmden
olusmaktadir. Ust bdlime konan su drnedi asadi bdlime dogru hava ile vakumlanirken arada
bulunan membran filtreden stzGlen sudaki koliform organizmalar filire tarafindan tutulur.

Tehlikeli durumlarda icme suyunun izlenmesinde oldukca faydall bir metot oldugu gibi, cesitli
dogal sularn incelenmesinde de oldukca yararlidir. Fakat &zellikle bulanikhd yUksek olan
sularla, yeraltl sularinda ihtiyatla kullaniimalidir. Bu gibi sularda 6nceden membran teknigi
kullanimamus ise, karsilastirma ve uygulanabilifigi géstermek icin Coklu TUp Yontemi ile paralel
olarak yUrUtmekte yarar vardir. Koli bakterileri, laktozlu-Endo besiyerinde 35 £ 0,5 °C de 24 saat
icerisinde metalik parlaklikta kirmizi koloniler seklinde gelisen tamami aerobik ve fakUltatif
anaerobik, sporsuz comak seklinde, gram negatif bakteriler olarak tanimlanabilir. Bunlarnn saf
kGltUrleri test edildiginde sitokrom oxidaz testi negatif, B-galaktosidaz ise pozitif reaksiyon
vermektedir. Genellikle famamen kirmizi, pembe, mavi, beyaz ve renksiz koloniler ile zayif
parlaklikl koloniler, koliform olmayan bakteriler olarak kabul edilir.

Deneyi yapilacak olan numunede alg gérintusG veya bulaniklik yapabilecek materyalin
varligl halinde, daha kiGg¢Uk hacimlerde calismak gerekir. Toksik maddelerle, koli disindaki
bakterilerin cok sayida olmasi az sayida koli olusumuna sebep olabilir.
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Membran filtre teknigi tuzlu sularda ( Deniz suyu ) uygulanabilir. Atiksular, antma islemi sonrasi
cikis sularnnda, fazla miktarda numune suzilmesi bulanikliga yol acar. Klorlamadan gelecek
riskler veya atiksularda bulunan toksik metallerle, fenol gibi toksik organiklerden dolayr da bu
yéntemin uygulanmasi sakincall olabilmektedir. icme suyu antma cikisinda toplam  koli
tayininde ayrica ikinci olarak klorlanmis veya ileri derecede antma islemine tabi futulmus
sularin bakteriyolojik tahlillerinde kullaniimasi dnerilen bir yéntemdir.

icme sulan icin filtre edilmesi gereken standart hacim 100 ml dir. istendigi takdirde birkac
membran filire kullanilarak bu miktar 1 It'ye, kadar cikanlabilir. Bu islem 250 mllik hacimler
halinde 4 membran filtre kullanilarak yapilip, raporda 1 litre Ozerinden verilebilir. Ozel analizler
veya diger sular icin daha az veya fazla miktarda numuneler kullanilabilir.

Standart olarak analiz sonuclar, inkUbasyon sonrasinda (filire Uzerinde elde edilen koloni
sayisi/ filtre edilen hacim) olarak verilir.

Filtredeki Koloni Sayisi x 100
ml test numunesi miktari

Organizmalar/100 ml =

Su analizlerinde ¢ogunlukla, filire edilen hacim 100 mL'dir ve analiz edilen mikroorganizmanin
0 olmaisi istenir. Buna gore 0 kob/mL gibi sonu¢ verilmesi gerekir.

Coklu Tup ve Membran Filtre Yéntemi ile elde ediimis olan deney sonuclarinin istatistiksel
olarak karsilastinimasi halinde membran filire sonuclannin  daha net sonuclar verdigi
anlasilmistir. Her bir testten elde edilen bilgi, yaklasik ayni su kalitesi degerlerini vermekle
beraber, sayisal sonuclar ayni degildir. Anfilmamis su kaynaklan icin membran filire test
sonuclarn % 80 lik bir dogruluk degerinde elde edilirken, Coklu TUp'Un tamamlama testinin
uygulanmasi ile bu deger % 95 olmaktadir. Ancak Membran filire yontemi fermantasyon
tupleri yontemine gdére daha modern bir ydntem olmasina ragmen pahall bir yéntem
oldugundan nadir olarak kullaniimaktadir.

Coklu Tup ftest sonuclan pozitif istatistiksel bir yapiya dayandigindan, Membran Filire
sonuclarina gbére daha yUksek degerde sonuclar verecegdi tahmin edilmektedir.

DENEY

1. Steril membran filtreyi steril sarflarda filtrasyon cihazina yerlestiriniz.
2. 100 ml su dérnegini vakumlu filfreden geciriniz.

3. Membran filtreyi dnceden hazirlanmis NA besiyerleri Uzerine altta hava kabarcid
birakmadan yerlestiriniz (ortamlar kullanim esnasinda hazirlayiniz).

4. Once 37 °C'de 24-48 saat inkibe ediniz.
5. inkUbasyondan sonra filtrenin Ozerindeki kolonileri sayiniz.

SORULAR

Arastirma sorulari:

1- Membran filtrasyon tekniginde ne tUr bir filire malzemesi kullaniimaktadir? Bu filfrenin normal
atiksu uygulamalarinda kullanilan filtrelerden farki nedir?

2- Koliform mikroorganizmalarn belilenmesinde Membran filtfrasyon tekniginin sagladid
avantajlar nelerdire Genel Mikrobiyolojik uygulamalarda rutin olarak kullanilabilirligini ayni
amagcla kullaniimakta olan diger yontemilerle karsilastinniz.

CM208 Cevre Mikrobiyolojisi Laboratuvar Kitapgigi



Deney sorulari:

1-  Membran filfrasyon deneyinde verilen numune hacmi icin koloni sayisini bulunuz.
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Uygulama No: 9
Sporlu Bakteri Analizi
Amag: Sporlu bakterileri cogaltarak analiz yapmaktir.
GENEL BILGI

Bazi bakteri hUcreleri (Clostridium, Bacillus, Desulfotomaculum, Sporosarcina cinsleri) icinde
"endospor' meydana gelir. Bunlar bakterilerin canli fakat uyusuk (dormant) formlandir.
Endosporlar bakterilerin vejetatif sekillerine (bakterilerin beslenen ve cogalan sekli) gére fiziksel
ve kimyasal etkenlere karsi daha dayaniklidiriar. Endosporlarnn cok uzun yillar (40 yil) canli
kalabildigi tesbit edilmistir.

Endosporda, vejatatif hUcrede bulunmayan "dipikolinik asit" vardir. Dis kisminin gecirgen
olmamaisi, yUksek miktarda dipikolinik asit ve kalsiyum ihtiva etmesi, su oraninin az olmasi, cok
az metabolizma ve enzim faaliyeti géstermesi, sporlarin vejetatif sekilerinden daha direncli
olmasini saglar. Dipkolinik asit endospora ézel kimyasal yapidir vejetatif hUcrede yoktur. Bu da
06z bolgesinde bulunur. Ca iyonlan da dipikolinik asitle birlesir ve endospor kuru agirliginin
%10'unu olusturur. Endosporun 6z bdlgesinde buraya &zel k¢ Uk asitlerde eriyebilen spor
proteinleri (SASPs) vardir. Sporlanma esnasinda olusur. Bunun da iki gérevi vardir:

1. Sporun 6z boélgesindeki DNA'ya baglanarak DNA'yi ultraviyole isinlari, kuruma ve isi

gibi zararl etkilerden korur.

2. Endospordan vejetatif hUcre olusmasi esnasinda karbon ve enerji kaynadi olarak

kullanilir.

Bakterilerdeki endospor, funguslarda oldugu gibi bir cogalma sekli degdildir. Bir vejetatif
hUcreden bir spor meydana gelir. Daha sonra uygun sartlarda bir spordan tek bir bakteri
hUcresi olusur.

Endosporlarin sekli yuvarlak veya ovaldir. Ana hicrenin (sporangium) cesitli yerlerinde
bulunabilirler. HGcrenin tam ucunda yerlesmisse "terminal’, uca yakin yerde ise "subterminal’,
orta kisminda bulunursa "sentral” spor olarak isimlendirilir.

Sporun capl bakteri hucresinin eninden bUyUk olabilir. Bu durumda spor bakteriye limon, raket,
tokmak vb. sekilleri kazandirir.

Endosporun hicre yapisi, bakterinin vejetatif sekline gére oldukca farklidir. Tam gelismis bir
sporda iceriden disarnya dogdru su kisimlar yer alir. (1) Oz veya Spor protoplasti (hicre duvar,
sitoplazmik membran nukleoid bulunan yapidir) (2) Kabuk veya korteks (gevsek olarak
carpraz baglanmis peptidoglikan), (3) Spor &rtUsu (spora &zel proteinlerden yapilmig), (4)
Ekzosporium (ince proteinden yapiimis ért0). Bé&yle yapilar vejetatif hicrede yoktur.

Endospor Olusumu, tUm sporlanma sGresi 8-15 saat arasinda degismektedir. Endospor yillarca
inaktif durumda bulunabilir. 25-40 milyon yasinda bir endospor kehribar icinde bulunmustur.
Ortam sartlan uygun oldugunda tekrar vejetatif hicre haline ddner. Bu islem U¢ basamakta
olur:

1. Aktfivasyon: YUksek isida (6ldUrUcU olmayan isi) endospor birkac dakika isitilarak
endospor aktive edilir.
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2. Cimlenme: Aktive edilmis spor uygun besiyerine konursa birkac dakika icinde
cimlenir. Sporun 15191 kirma 6zelligi, boyalarla boyanmama 6zelligi, 1s1 ve kimyasallara
karsi olan direnci ortadan kalkar. Ca-dipikolinik asit/korteks yapisi SASPs ortadan kalkar.

3. Gelisme: Su alir, yeni RNA, DNA ve proteinler sentezlenir. Yeni hUcre, spor 6rtUsU
kinlmis yapidan olusur.

Ozet
Endospor genelde Gram (+) bakterinin baz tipleri tarafindan yapilan oldukca isiya direncli
yapidir. Endosporlarda dehidre olmus spor 6rtUsU, temel makromolekuller, kalsiyum dipikolinik
asit, ki¢cuk asitte eriyebilen proteinler vardir. Bu yapilar vegetatif hGcrede yoktur. Sporlar uzun
yillar inaktif durumda olabilirler. Fakat ortam kosullan dUzelir dizelmez yeniden vegetatif hicre
olustururlar.

DENEY
1- 5 gram toprak drnegini 45 ml steril seyreltme ¢ozeltisine katiniz, sisenin kapagini kapatiniz.
2- Ayni islem ikinci kez yapilarak iki paralelde calisiniz. ikinci drnek kontrol amacl yapilr, adzi
acikfir ve icine termometre konulur. Bu islemin amaci asil érnegin 85°C'ye ulastigindan emin
olmaktir.
3- Su banyosunda iki drnegi de 85°C de 10 dakika pastdrize ediniz ve sonrasinda su
banyosundan cikartiniz.
4- Yayma ydntemi kullanarak 1 ml érnedi daha énceden hazirlanmis NA besiyerlerine ekiniz.
5- 30°C de 2 gUn beklettikten sonra sayimlarinizi yaparak, 1 ml toprak numunesi icerisinde kag
tane sporlu bakteri bulundugunu hesaplayiniz.

SORULAR
Arastirma Sorulari:
1-) Vejetatif HGcre ve Endosporlari, Mikroskopik gérunus, kalsiyum icerigi, enzimatik akfivite, su
icerigi, stoplazmik pH, boyalarla boyanabilme &zelliklerine gore kiyaslayiniz.
2-) Aerob ve anaerob apor yapici bakterilere birer tane 6rnek veriniz. Bakteriler hangi
durumlarda spor olusturur kisaca aciklayiniz.

Deney Sorulari:

Analizi yapilan toprak numunesinin 1 ml’sinde kac adet koloni olusmustur sayiniz ve
hesaplayiniz.
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