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OZET :

Bu caligmada 6 adet saf laktik asit bakte-
risinde yayma, damlatma ve en muhtemel sayi
yéntemleri ile, 7 adet kasar peyniri drneginds
yayma ve damlatma yontemleri
streptokok, toplam lakiobasil topl_am mesofi!
aerob, maya- kiif ve basil sayrlmistir. Saf lak-
tik asit bakterilerinin sayiminda EMS ybntemi
katr hesiyerinde yaptlan sayimlara gore ok

farkli degerler vermistir. Laktik asit bakteri.:

lerinin sayrminda ve kasar peynirlerinde yapt-
lan mikroorganizma sayimlarinda damlatma ve
yayma yontemleri arasinda yiitksek benzerli
bulunmustur, Maliyet unsuru dikkate alinarak
rutin testlerde damilatma ydnteminin yayma
yéntemi yerini almast dnerilebilir. Bununla be-
raber damlatma vyOntemindeki sakincalarin
gbzdniine alinmas: gerekir.

SUMMARY :

A Research on Cemparing of Dropping
and Spreading Culturzl Counting Techriques

Microbial counts was determined by drop-
ping, spreading and most probable number
(MPN) for 6 commercial lactic acid bacteria
MPN was not suitable counting technique.
Yotal streptococci, Total lactobacil, total me-
sophile aercbic bacteria, yeast-fungi and ba-
cilli was counted by dropping and spreeding
technique at 7 different kashar cheeses. There
were high correlation coefficients between
dropping and spreeding techiques among dif-
ferenit counting media. Dropping technique
is advasible when counting expenditures com-

pared, Some disadvantages of dropping tec-
hnique must not be neglected.

1. GIRiS

Gidalerdaki rutin  mikrobiyolojik kontrol
lerin diginda mikrobiyel "endilstride de kullani-
len mikroorganizmalarin ve/veya ortamda bu-
iunan diger mikroorganizmalarin sayilarinm

ile toplam ,

bilinmesi gereklidir. Kullanilmasi gerekenden
az ya da gok miktarda veya 1'den_ fazla mik-

-roorganizmanin kullanildigr kitltlirlerde de ha-

tali oranlarda mikroorganizma kullamimasi pek
¢ok ekonomik kayba neden olabilmektedir.

. Bir diger deyis ile mikroorganizmalarn
bulundugu, onlarin dahill oldufu c¢alisma ve
arastirmalarda materyalin baslangigta ve/veya

:sonucta bulundurdugu mikroorganizmalarip sa-

yist bilinmelidir, Bu amagla peak ¢ok saymm tek-
nigi gelistirilmistir,

Sayim yon:te-mleri ve teknikleri "L'l'zer'inde:
analizi yap:lacai( materyal, sayimi yapilacax
mikroorganizma cinsi ve tiirl, mikroorganizma-
nin materyalde bulunmasi beklenen sayisi, sa
yim igin gerekli siire, sayim maliyeti, sonug-
larin gitvenilirlilik oram gibi ok sayida faktsr
etkilidir, Dolayisiyla sayim yéntemi S‘E."(;imind'e
by gibi faktorler dikkate almmalidir (1, 2).

Adustos 1989 fiyatlari ile 1 Petri kutusu-
na dokilen kati besiveri icindeki sadece agar
maliyetinin 100 TL kadar olmasi, kuskusuz .
arastirmalarda wve/veya rutin mikrobiyolojik
kontrollerde maliyet unsuru, yukanda degini
fen sayim -yontemi segimine etken faktérler
arasinda dne gegirmé.ktedir.' '

Kiltirel sayimda ddkme, yayma, damlat-
ma, ddnen tiip yontemi, lam (izerinde saymm

. gibi'- kat; besiyeti kullamlan.ydntemler ve En

Muhteme! Sayt (EMS) gibj -siv besiyeri kul-
lantlan yontemler ilk akla gelenlerdir. Bu yén-
temlerin kendilerine gdre avantajli ve dezavan-
tajlt yonleri gesitli yaymlarda agiklanmistir (1.
2,3, 4, 5, 8).

Bu arastirmada Snce 6 ticari saf laktik
asit bakterisinin farkli besiyerlerinde damlat-
ma ve yayma kiiltiirel saymn ybntemteri, EMS
yontemiyle sayim kiyaslanmig, sonra 7 farkl
kasar peyniri drnedinde 5 farkh grup mikroor-
ganizmanin damlatma ve yayma kiiltirel saym
yontemleri ile saymniart kiyaslanmistir,
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2, MATERYAL ve YONTEM 3 2.2. Yontem

.

2.1. Materyal . Chr. Hansen firmasi Uriinii
Streptococcus thermophiius, S. faecalis, 8. cre.
moris, §. lactis, Lactobacillus helveticus, ils
Whisby firmasi Griinii L. bulgaricus saf ticari

Ticari laktik asit bakterileri % 10 (W/V)
skimmilk ortaminda aktiflestirilmigler, fizyolo-
jik tuzlu su ile dilisyonlan yapildiktan sonra
gesitli kati besiyerlerine damlatma ve yayma
yontemleri ile saymm igin aktarimislar, bu ara-
da EMS sayim ybntemi igin % 10 (W/V)
skimmilk ortamlarina agtlanmislardir, Diliisyon-
lardan; yayma ydntemi i¢in 0,1 ml, damlatma
yontemi igin 0,01 mi, EMS yéntemi igin 1 mi
pipetlenmistir. Damlatma ybntemi igin Petri
kutusu 6 esit pargaya béliinmis, her pargaya
0,01 m! damlatimigtir. EMS  ydnteminde her
diliisyon igin 5 titp kullamimigtir.

TOAG - TARMIK - 12 nolu  proje gergevesind2
iiretilen kagar peynirleri bu caligmada mater- .
yal olarak kullamlmigtir. Ticari laktik asit bak-
terilerinin sayim sonuglar kati beslyerinde
48 saat inkilbasyon sonunda olugan kolonile-
rin sayilmasi, EMS yonteminde ise sy fbes"-_
yerinde 18, 24, 30, 48 saat inkiibasyon sonun-
da (+) sonug veren tiplerin sayilmasi ve EMS
tablolarindan sayim sonucunun almmasi ile ya-
p||m1'$t|=r_J Kasar p'eynirleri-ngle yapilan mikroor-

ganizma sayim- sonuglari ise bakterilerde 48 6 ticarj laktik asit bakterisinin damlatma
saat, maya-kiif de 5 giin sonunda kolonilerin ve yayma kiiltiirel saywninda kullanilan kah
sayrlmasi ile alinmistir. besiverleri Gizelge 1'de verilmistir.

Gizelge 1. 6 Ticar] laktik asit bakterisinin sayiminda kulianilan besiyerleri

Balteriler ' " Kullamlan Besiyerleri
S. thermophilus APT Agar (7), LAPT Agar (8), M 17 Agar (9]
S, faecalis APT Agar LAPT Agar M 17 Agar
8. lactis APT Agar LAPT Agar M 17 Agar  HC Agar (10)
S.cremoris APT Agar ~ LAPT Agar M 17 Agar
L. bulgaricus . APT Agar : MRS Agar {11) LAPT Agar
L. helveticus APT Agar MRS Agar LAPT Agar

Kasar peynirferinde yaptlan saymmlar igin yonlar fizyolojik tuzlu su ile vapiimistir. 5 grup
peynirlerden aseptik kosullar altinda 10'ar gr mikroorganizma sayimi Igin kullamilan besiyer-
tartiloms % 2 sodyum sitrath su ile havanda leri Gizelge 2'de verilmistir. '

ezilerek ilk dilisyonlart yapilmig, diger dilis-

Cizelge 2. Kasar peynitlerinde sayim yapilzn mikroorganizmalar ve kullamlan besiyerlerl

Bakteri Grubu ' Kulamlan Besiyeri

Toplam mezofil aerob bakteri Plate Count Agar [(PCA) {12)

Basil Glukoz Agar [GA) (13)

Maya - Kiif o : Potato Dekstrose Agar (PDA) (12)
Toplam Laktobasii DeMarn Rogosa S'harp Agar {(MRSA)Y (11)
Toplam laktik streptokok Slanetz Bartley Agar (SBA) (13) '

Biitiin ¢alismalar 2 tekerrlr, 2 paralel ola- E
rak yiritlimistir,
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3. ARASTIRMA SONUGLARI ve TARTISMA
3.1. Ticari Laktik Asit Bakterilerinin Sayim

6 Ticari laktik asit bakterisinin gesitli be.
siyerlerindeki sayim sonuglan Cizelge 3'de
verilmistir.

Cizelge 3'de izlenecedi gibi streptokokla-
rin kati besiyerlerinde gerek
gerek kullamilan besiyerferi arasinda kayda de-
der farkliitklar gorilmemektedir. Sonuglar ara-
_ sinda gbrilen arasinda gériflen farkhliklar
muhtemelen deneme hatasindan kaynaklanmak-
tadir, Tekerriirler ve paraleller arasinda sayim
sonuctarmin dailimr bunu gGstermistir. Bu
asamada istatistik analiz yapmaya gerek du-
yulmamistir, Laktobasiller de ise besiyerinin
etkisi agik bir sekilde gbrllmektedir. Laktoba-

saylm yontemi

sil sayimt ve izolasyonu igin en fazla onerilen
besiyerleri arasinda adi gecen MRS Agar be-
siyerinde difer besiyerlerine oranla L. bulgari-
cus’da 100, L. helveticus’da 10.000 kez daha az
sayim sonucu ahinmigtir. Bu durum ticari bak-
terilerin muhtemelen oksotrof mutant olmala-
rindan kaynaklanmaktadir,

EMS sayim sonuglarinda ise inkiibasyon
sliresinin sayim sonucu {zerindeki etkisi agik
bir gekilde goriilmektedir. Bu asamada sadece
aragtirma bulgularinin  verilmesi ile yetinile-
cek we yorum yapiimayacak, daha sonraki ¢a-
lismalarda konu lzerinde durulacakter.

Gizelge 3. Ticari Laktik Asit Bakterilerinin Sayim Sonuglan

Kat1 Besiyerinds Yapilan Sayim

En Muhteme! Sayim Yontemi

Yayma Damfatma

Bakteri Besiyeri Yontemi  Yontemi 18 Saat 24 Saat 30 Saat 48 Saat
APT Agar 2,6x107 - 2,7x107
8. thermophilus LAPT Agar 2,3x107 2,0x107 1.6x108 3,5x108 5,4x108 5.4)(103
M 17 Agar 64x107 ~  3,8x107
APT Agar 2'0’(108. 4.9x108 .
S. faecalis LAPT Agar =~ 5,0x108 4,0x108 2 4x104 3,5x108 5.4x108 2.4x10°
M 17 Agar 45x10%.  83x10°
APT. Agar 1,5x10° 1.3x10°
LAPT Agar  1,6x10? 1,3x10°
S. lacti ’ S 7 . 8 2,3x108 2 4x10°
actls M 17 Agar  -1,7x10° 1,4x10° 9.4x10 1:1x10 :
HC Agar 2,7x1¢0° 9,6x10°
APT Agar 3,9x108 4,0x108
8. cremoris LAPT sAgar  1,0x10° 7.6x108  2.0x107 2.0x107 1,3x108 1 ,3>g1 08
M 17 Agar  84x108 6,1x108 o
~ APT Agar  55x108  4,6x10° ‘
L. bulgaricus LAPT Agar  7.5x10% 1,3x10® — 3,5x108 4,6x10° 4,6x108
MRS Agar  63x10¢ 5,7x10¢
APT Agar 5,0x108 5.8x108 .
L. halveticus LAPT Agar  4,9x108 3.6x108 — 9,4x108 1,8x107 2,4x10°
MRS Agar  3,0x104 1,9x104 ' :
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3.2. Kagar Peynirlerinde Mikrobiyolojik
Sayim Sonuglare

Cizelge 4'de 7 farkli kasar peyniri drne-
gindeki mikrobiyolojik sayim sonuglan veril-
mistir, Cizelgeden goriildiigi gibi damlatma ve
yayma yontemleri arasinda sayl‘rh sonuglari
acismdan biiyik benzerlik gorlimeitedir. G-
zelgede (r) ile gbsterilen dederler denemede
kultanilan 5 besiyerinde damlatma ve yayma de-
_gerleri ile elde edilen sayim sonuglan logarit-
malar1 arasindaki kortelasyon katsayisidir, En
yitksek korrelasyon katsayisi 0,999 ile MRSA
besiyerinde, en disitk deder ise 40,953 ile GA

besiyerinde eldé edilmistir. Kuskusuz en digi'

r degeri olan +0,953 bile ok yitksek bir kprre-
lasyon katsayisidir.

Genel olarak damiatma ydntemi ile alinan
sayim sonuglan yayma ydntemindekilerden bi-

raz daha diisiktiir. Bunun sebebi damlatma yon- -

teminde yaklagtk 3 cm gapinda yapilan sayrmda
baz) kolonilerin sayim sirasinda gézden kagin'-
mis olmasidir, Nitekim basillerin sayildigr GA

besiyerinde yajdé$‘|k 3 mm ¢aph koloni olustu-
ran basillerin sayilmas: oldukga zor olmustur

PDA besiyerinde ise 0,01 ml olarak yapi-
lan damlatmalarda, damla besiyerinde (zerin-
de 5-8 mm capl bir daire seklinde yayildigin-
dap saymm oldukca glic yapilmistir. Bu soru-
nun giderilmesi amaciyla yaptlan 0,1 ml dam-
latma islem] iyi sonug vermistir. Ayrica bu ge-
kilde maya ve kif sayist < 10°/m! olan drnek-
lerde sayim sonucu alinabilmektedir,

4, SONUG

Gerek saf kiiltiir gerek kasar peynirinden
vapilan mikrobiyolojik - sayimlarda damiatma
yontemi rahatldda yeyma ybtntemi verine kul-
lanulabilmektedir. Aym besiyeri icinde 6, hatta -
8- 12 damla {zerinde sayim yapilabilmesi 6-12
misli daha az besiyeri kullanlmasini saglamak-
tadir. Bu ise aym oranda daha az masraf olus.
turmaktadir, Ayrica yayma igleminde kullanilan
Drigalski spatilllinden gelebllecek bulasrh-alar
bu yontemde sz konusu dedildir,

s -
2 3 _—
E S E Kasar Peyniri Ornekleri
[+ [T~
- wn >
1 2 3 4 5 6 7 r
SB D 1.7x107 1,9x10¢ 24x10% 3,0x10° 3,4x10° 5.0x10 2,0x105+ 0.998
Y 17x107 2,4x100 2,8x10% 4,6x10° 8,1x10¢ 8,0x10* 2,1x10° '
D 12x107 1.8x106 8,1x108 4,1x107 6,0x107 20x10¢ 1,2x107
MRS x10¢  8,1x10 x10 60x1_01 29x16¢ 1,2x10 + 0,999
Y 14x107 25x10° 7,6x10° 4,2x107 7.9x10°7 35x10¢ 1,3x107
BCA D 38x107 15x10%8 29x107 2,0x107 4,0x107 6,0x106 2,6x10"+ 0971
Y 54x107 1,9x10° 7,3x107 2,8x107 42x107 15x107 6,5x106 '
D 20x10° 60x10° 26x10° 26x105 1.2x10° 7.0x10° 20x105
RDA ' Ll L) L)
Y 2,7x10* 82x10° 30x10¢ 3,1x10° 2,6x105 75x10 3,1x106Jr 0,994
GA D 40x10* 1,9x10° 32x10¢ 1,6x10° 11x10° BOX10% 2,4x10¢ o
Y 2,0x10°  28x10° 3,1x10¢ 2,6x10°5 2,3x10% 1,4x10° 2,6x10° +0

Bunun yaninda.damlatma ydnteminde baz
dezavantajlarin belirtilmesinde varar vardir.

— 101 dilusyondan yapilan 0,01 ml ekim
sonucunda 1 tek koloni elde edilse sayim so

nucy 103/ml'dir. Ancak bu damlada koloni elde
edilemez ise sonug < 10%/m! olarak verilir. Oysa
'yaywma vénteminde 10-! dilusyondan C,1 ml e
kim yapilacad igin petri kutusunda kcloni elde
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edilemezse ‘sonug < 103/ml olarak verilebiiir
Hatta besiyeriniﬁ ozelligine, pipetlenen siviyl
emme durumuna gbre 10-' dilusyondan 1 mi
dahi ekim vapilabilir. Bu gibi hallerde 10-!/m!
ve daha fazla sayida mikroorganizma igeren or-
neklerde sayunlar yayma yontemi ile elde edi-
lebilir. Oysa bu calismada sadece damlatilan
swinin yayllmasina izin vermedigi igin PDA be
siyerinde 0,1 ml kullamlabilmig, digerierinde
0,01 ml ekim yaplmistir. Bir difer deyisle
damiatma yéntemi 103/ml'den daha az mikroar-
ganizma fgeren drmeklerde uygun dedildir.

—s Besiyerinin damlay; emmesi i¢in. yeter-
Ii bir kurulukta olmam gerekir. Bunun igin bu
calismada besiyerleri 48 saat énceden hazirlan-
mistir, Eder besiyeri 1slak clursa damla agini
miktarda vaylmakta, gok kuru olursa bu kez

damla derhal emildiginden yeterli biyikiikte

damla elde edilememektedir,

— Besiyeri mutlak suretle diiz bir dizey
iizerinde petri kutulanna dokilmeli, ayrica pet
ri kutularinin taban igleri de diizgiin olmali,
damlatma islemi yine duz bir yiizey (zerinde

yapilmalidir. Aksj halde damla diizgiin dedil eg
ri bir sekilde besiyerl lzerinde yayilmaktadir,

—+ 0,01 ml ile calisilacagina gire ayath
mikropipet bulundurulmas)| gerekmektedir, Nor
mal cam pipetler veya Pastdr pipstleri ile gall$
mak sayim sonuglarinin glvenilirligl agismdan
sakincalidir, Ayarly mikropipet ise Ekim . 1989
fiyatt ile 600.000.— TL. kadardir, Kugkusuz bu
baglangigta bir masraf unsuru olarak gériliyor.
sa da beslyerinden saglanacak tasarruf ile gok
kisa bir siire igin de kendini amorti edecektir.

— 10 com c¢aph petri kutusunda alisilagel-
mig sayima gére 2-3 ¢cm gapli bir alanda saymm
yapmak baglangigta aragtiricilara " zor gelmek-
fedir. '

— Basillerde oldugu gibi yayilmis koloni-

_lerin sayiimasi zor cimaktadir.

Bu ¢alismanm amaci rutin umxlcrublyolopk
sayu:m yapan laboratuvarlarda sayim maliyetini
dilglirmek igin bir yol gdstermektir. Kuskusuz
aragtiricilar kendi galigma kosullart altinda bu
yéntemi rutin testlerde kullanmak icin éncelik-
le halen kullandiklart yayma ya da dékme yon-
temi ite kiyaslamalidiriar,
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