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01. Genel Bilgiler

Bakteriler uygun sivi ve kati ortamlarda kolayca tireyebilirler. Stvi besi yerlerine ekilen bir
tek koloni, uygun bir besiyeri, sicaklik ve inkubasyon siiresinden sonra iireyerek bir
bulaniklik meydana getirir. Diger bir ifade ile tiremenin varligi kiiltiiriin bulanik bir hal
almasiyla anlagsilabilir. Ancak, bazi etkenler (mikoplasma, Leptospiralar) goézle zor
goriilebilen bir bulaniklik olustururlar. Baz1 bakteriler de cansiz sivi ve kati besi yerlerinde
iremezler (rickettsia, chlamydia). Bir kisim mikroorganizmalar da ¢ok uzun siirede
tireyebilirler (Mikobakteriler gibi). Kat1 ortamlarda gozle gortilebilecek biiyiikliikte koloniler
meydana gelir. Bunlar iremenin varligini gésteren durumlardir.

Ancak, gerek sivi ve gerekse kati besiyerlerinde mikroorganizmalar arasinda, bazilari
tiremeyebilir ve bir kismi da 6lii olabilir. Sivi ve kat1 besi yerlerinde iireyen mikroplarin
sayisin1 belirlemek ic¢in birgok yontemler kullanilabilir. Bunlarin baglicalar1 asagida o6zet
halinde belirtilmistir.

02. Bakterilerin Sayilmasi

Bir ortam i¢inde mikroorganizmalarin tiredikleri, ancak, sayilarinda meydana gelen artma ile
anlagilir. Bu da sayimla belli olur. Bakterilerin ¢ogalmalarini 6lgmek i¢in birgok metotlar
vardir. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilanlari sdyle 6zetlenebilir:

02.01 Direkt Metotlar

1. Bakteri sayimi: Mikroorganizmalari, aynen kan sayiminda oldugu gibi, dogrudan dogruya
sayabilmek icin hemocytometerler (Petroff-Hauser tipi) kullanilmaktadir. Yalniz bu usulde,
hareketli mikroplar1 veya ¢ok yogun bakterileri saymada giigliikler meydana gelmektedir.
Ayn1 zamanda canlilar ile 6lmiisleri ayirmak ta olanak disidir. Teknik, kan sayimi gibidir.

2. Froti sayimi (Breed metodu): Mikrop kiiltiirlinden veya mikrobu sayilacak materyalden
0.01 cc alinarak bir lam {izerinde 1 cm” 'lik bir sahaya iyice yayilir ve kuruduktan sonra tespit
edilir. Uygun bir boya ile boyandiktan sonra immersiyonla mikroskop altinda sayim
uygulanir. Mikroplar sayilirken lam {izerindeki biitiin saha sayilmaz, sadece 10-15 mikroskop
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alanindaki mikroplar sayilarak ortalamasi alinir ve orijinal materyaldeki mikrop adedi hesap
edilir. Ornegin: Genel olarak immersiyon sisteminin mikroskop alanmin c¢ap1 0.16 mm dir.
Alani ise © r* = 3.14 x 0.08’= 0.02 mm?’ 'dir. Lam iizerindeki 1 cm® (= 100 mm?) de,
mikroskop sahasindan 100 / 0.02= 5000 adet bulunmaktadir. Sayilan alanlardaki ortalama
mikrop sayist 10 ise, 0.01 cc 'de 5000 x 10 = 5 x 10* mikrop ve 1 cc 'de ise 5 x 10°
mikroorganizma bulunacaktir.

3. Karsilastirma usulii: Normal bir kann 1 mm *'iinde 5 x 10° kadar alyuvar bulunur.
Mikroorganizma miktar1 sayilacak sividan 0.1 cc alinarak ayni miktarda kanla karistirilir ve
buradan bir 6ze dolusu lama yayilarak kurutulur, tespit edilir ve boyanir. Mikroskopta 10-15
sahada bulunan alyuvarlar ve mikrop sayisi kaydedilir. Ornegin: Sayilan mikroskop
alanlarinda, ortalama olarak, 10 alyuvar ve 2 mikrop bulunsun, buna gére numunenin 1 mm’
tinde 2/10 x 5 x 10° mikrop ve 1 cc de ise 2/10 x 5 x 10° mikroorganizma vardr.

Direkt sayma metotlarinda canli ile 6lii mikroplar ayirt edilmezler ve her ikisi birden sayima
istirak ederler. Bazen de c¢esitli maddeler bakteri gibi goriindiigiinden sayim sonucuna
etkileyebilirler.

4. Elektronik sayim: Son senelerde elektronik aletlerle yapilan sayimlarda birka¢ saniyede
sonug alinabilmektedir. Alet, pahali oldugu i¢in heniiz cok yaygin olarak kullanilmamaktadir.

02.02. indirekt Metotlar

1. Total hacim tayini: Kiiltiirlerden 10 veya 15 cc alinarak dipleri daralan ve 6l¢iilii santrifiij
tiiplerine (Hopkins tiipli) konur ve kuvvetlice santrifiije edilir. Dipte toplanan sedimentin
hacmi, milimetre kiip, olarak okunur. Bu suretle muayyen bir siire sonra ne kadar miktarda
(hacimde) mikrobun iiredigi hesap edilir.

2. Tirbidimetrik metot: Kiiltiirlerde mikroplar iiredikge bulaniklik da artar. Sivi
besiyerlerindeki bulanikligi tayin etmek i¢in fotoelektrik tiirbidimetre (veya spektrofotometre)
kullanilmaktadir. Bu aletin esasi1 1s1k iizerine kurulmustur. Bir ortam ne kadar berrak olursa, o
kadar fazla ve ne kadar bulanik olursa, o kadar az 1s1k gecirir. Bulaniklilik sayesinde de
tiremenin meydana gelip gelmedigi ve derecesi 6grenilmektedir.

3. McFarland Standart tiipleri ile tayin: Bir ortamdaki mikroplarin sayisi1 yaklasik olarak,
McFarland standart tliplerinin bulaniklig1 skalasi yardimi ile tayin edilebilir. Fakat, her
mikrop i¢in bu metot uygulanamaz. Ciinki her mikroorganizmanin, standart bulaniklik
tiiplerine gére meydana getirdigi yogunluktaki miktarlar1 ayni degildir. Mc Farland standart
tiipleri hazirlamak i¢in H,SO4 ve BaCl, 'iin molar eriyiklerinden % 1 'lik ¢ozeltiler hazirlanir
ve Cizelge 1' de gosterilen oranlarda karigtirilir. Cizelge 2 'de bazi mikroorganizmalarin tiip
numaralarina gore ihtiva edebilecegi mikrop sayisi (x 10®)gdsterilmektedir.

Bakteri nevilerine gore mikroorganizmalarin sayisinda da degisme olur. Diger bir ifade ile her
bakteri No.1 McFarland tiipiinde yaklasik, 300 x 10° miktarinda bulunmaz.

4. Kimyasal metot: Bu usulde, bakterilerdeki nitrogen, fosfor asiti, karbon, DNA, RNA ve
diger maddelerin miktarlar1 dlgiilerek iireme hakkinda fikir elde edilir.



Cizelge 1

Tiip no 1 1213 4 5 6 7 8 9 10
%1 HpSO4 99198197196 1951941939291 |90
%1 BaCl, 0,1,02/03;04 0506 07]08]09]1,0

Bakteri hiicre Sayis1| 300 | 600 {900 | 1200 | 1500 | 1800|2100 | 2400 | 2700 | 3000
milyon/ml

Cizelge 2 (Bakteri Hiicre Sayisi; milyon / cc)

Tiip no 1 |2 3 4 5 6 7 8 9 10

S. pyogenes | 300|600 | 900 | 1200|1500 | 1800|2100 |2400|2700 3000

S.aureus  [400|800[1100]15001900|2300|2700|3000|3400 3800

S. typhi 500]900|1400] 180023002700 |3200]3600[4100|4600

5. Biyokimyasal metot: Mikroorganizmalarin glukoz kullanmasi, amonyak asimilasyonu, asit
teskili, karbondioksit olusturmasi, oksijen almasi, v.s. metobolizma aktivitesi Ol¢iilerek iireme
tespit edilir.

6. Kuru agirlik tayini: Bunda, bakteri kiitlesinin agirlig1 sabit kalincaya kadar 120 °C 'de 3 'er
saat birakilir ve her seferinde agirlik tespit edilir. Sabit bir agirlik elde edilince kurutmaya son
verilir.

02.03. Kiiltiir Metodu

1. Dilusyonla sayma: Bu metot siit, toprak, kiiltiir, vs. yerlerdeki mikroplari saymada
kullanilir. Saymm yapilacak numunenin 10 cc lik sivi besiyerinde 10 kath dilusyonlari (107,
102, 107, 10™.......) hazirlanir. Uygun sicaklikta muayyen bir zaman inkubasyona konduktan
sonra iireyen ve liremeyen tiipler kaydedilir ve orijinal kiiltiirdeki (1 cc de) mikroorganizma
miktar1 tahmin edilir. Orn, inkubasyondan sonra, tiiplerde 107, de iireme olsun, 10™*de
olmasin, buna gore orijinal kiiltiiriin 1 cc sinde yaklasik olarak 1000 ile 10.000 arasi
mikroorganizma vardir denir. Ornegin: Dilusyonlar1 1 cc miktarlarinda aktarilmak suretiyle
yapilmis ise 10”'de de iireme olduguna gore, bu tiipte 1-9 tane mikrop isabet etti, buna
karsilik iireme olmayan 10 tiipiine hi¢ bir mikroorganizma girmedi demektir. Dilusyonlar
hazirlanirken 107 tiipiine 10 tane mikrop giremezdi. Ciinkii eger 10 mikrop girerse bunun bir
tanesi 10™e gececekti veya gegmesi ihtimali olacakti. Bunun sonunda da 107 'de iireme
meydana gelecekti. Bu duruma gore orijinal kiiltiiriin 1 cc sinde 1-9 x 10° mikroorganizma
vardir.

2. Roller tiip metodu: Bu teknikte 6zel kiiciik siseler kullanilmaktadir. Bu sislerin i¢inde belli
miktarda ve 42-45 °C ye kadar ilitilmis agar besiyeri vardir. Kiiltliir (veya numune) bu
siselerdeki agar icinde 10 katlh olarak dilue edilir. Sonra her sise 6zel dondiirme aleti
yerlestirilerek dondiiriiliir. Boylece sisedeki agar kenarlarda katilasir. Bundan sonra, siseler
etiive muayyen bir siire icin yerlestirilir. Ureyen koloniler sisenin kenarlarinda kolayca
goriilerek sayilar ve yukarida belirtildigi sekilde hareket edilerek mikrop adedi bulunur.

3. Frost'un lam metodu: Mikrop ihtiva eden sivinin, i¢inde 42-45 °C ye kadar ilitilmis agar
besiyeri olan tiiplerde, 10 katli seri dilusyonlar1 yapilir. Son dilusyondan 0.5 cc alinarak bir



lama yapilir. Etiivde 37 °C. de 6-8 saat tutulduktan sonra tespit edilerek uygun bir boya ile
boyanir. Ureyen mikrop kolonileri mikroskop altinda sayulir.

4. Selliiloz filtreleri ile sayim: Selliiloz asetattan yapilmis ince ve 1 cm” 'sinde takriben 50
milyon kadar, 0.5 mikron veya daha kii¢iik c¢apta, deliklere sahip milipolar filtreler
mikroorganizma saymada kullanilmaktadir. Bu filtreler sterilize edildikten sonra kendi 6zel
aletine takilir ve icinde mikrop bulunan sivi siiziiliir. Filtrasyon bittikten sonra, filtre steril bir
pensle cikarilir ve icinde sivi besiyeri olan bir petri kutusuna konur. Uygun bir 1sida
inkubasyona konduktan sonra, filtrelerin iizerinde iireyen koloniler sayilir.

Bu metotlarda sadece canli mikroorganizmalar sayilir. Oliiler iiremedikleri i¢in sayimda
herhangi bir degere sahip olamazlar. Dilusyonla yapilan sayimlarda onemli bir nokta,
sulandirilmalarin ¢ok iyi yapilmasi ve mikroplarin kiimeler halinde bulunmamasidir. Bu
teknikler i¢in 24-48 saat (veya daha fazla) bir siireye ihtiyag¢ vardir.

5. Koloni sayimi: Mikrobiyolojide kiiltiir, su, siit, peynir, v.s maddeler i¢inde bulunan
mikroorganizma sayinin bilinmesine ¢ogu zaman gereksinim duyulmakta ve bu islem ¢esitli
yontemlerle uygulanmaktadir. Mikrop sayisinin dogruya yakin sayilmasi ¢ok Onemli bir
sorundur. Bunun i¢in de sayimin bazi kaidelere uyularak yapilmasi, sonucun dogru veya
dogruya yakin ¢ikmasinda biiyiik yararlar1 bulunmaktadir. Bunlar da kisaca asagidaki tarzda
Ozetlenebilirler:

Sayim yapilacak laboratuvarin tozsuz ve cereyansiz olmasina ve ayni zamanda ¢ok kalabalik
olmamasina 6zen gosterilmelidir.

1. Sayimi yapilacak Ornegin, biitiin numuneyi temsil edecek nicelik ve nitelikte olmasi
gereklidir ve sarttir.

2. Numunenin ¢ok 1iyi karistirilmasi, homojen bir hale getirilmesi, icindeki mikrop
kiimelerinin dagitilmasi gereklidir. Ciinkii mikrop sayma yonteminde, bir mikrobun bir koloni
olusturacagi goriisiinden hareket edilmektedir.

3. Ornek alindiktan sonra uzun bir siire ve uygun olmayan kosullarda tutulmamasi ve
miimkiin oldugu kadar hemen dilusyon ve ekim islemine baglanmas1 ¢ok yerinde olur.

4. Sulandirma sivist steril olmali, bakteriostatik veya bakterisid etkiye sahip olmamalidir.

5. Sulandirma sivis1 tam istenilen miktarlarda olmali, fazla veya eksik olmamalidir. Sivi
soguk olmalidir (+ 4 °C).

6. Sulandirmalar genellikle 10 katli olarak yapilmalidir. Gerekirse 5 veya 2 kat1 da yapilabilir.

7. Sulandirirken mikroorganizmalarin sivi i¢inde homojen olarak ve her alana esit oranda
dagiliminin saglanmasina 6zenle dikkat edilmelidir. Tiim sulandirma islemleri en ge¢ 15-20
dakikada tamamlanmalidir.

8. Gerek orijinal suspansiyondan Ornek alirken veya sulandirmalar yapilirken pipetlerin
sadece u¢ kisimlar1 degdirilmeli ve daha uzun bir kisminin degmesinden sakinilmalidir.

9. Eger miimkiinse 1 cc lik ve uclar1 saglam pipetler kullanilmalidir.

10. Her sulandirma i¢in ayr1 bir pipet kullanilmasi ve bunlarin steril olduklarma dikkat
edilmelidir.



11. Sulandirma miktar1 tecrilbbeye dayanarak ve kiiltiirlerdeki iireme durumuna bakarak
ayarlanmalidir. Eger, E. coli 'nin 24 saatlik broth kiiltiirlinden sayim yapilacaksa,bu
sulandirma 107 'ye kadar uzanabilir.

12. Ekimlerde, miimkiinse en son {i¢ sulandirma kullanilmali ve her bir dilusyondan en az 3
petri kutusuna ekim yapilmalidir.

13. Petri kutularina genellikle 0.05 cc veya 0.1 cc ekilir. Eger calkalama kiiltiirleri yapilacaksa
1 cc kadar inokulum kullanilabilir.

14. Petri kutularindaki besi yeri {izerine konan 0.1 cc lik inokulum, ucu L seklinde kivrilmis
bir cam ¢ubukla veya ayni tarzda hazirlanmig pastor pipeti ile, yiizeye iyice yayilir.

15. Petri kutularindaki besi yerleri mikroorganizmalari en iyi bir tarzda iiretebilecek kalitede
olmali ve i¢inde herhangi bir inhibitér madde bulunmamalidir.

16. Ekilen petri kutulari, sayimi yapilacak mikroorganizmanin fizyolojik karakterine gore
uygun bir siire ve 1s1da etiivde tutulurlar.

17. Sayim el sayicis1 kullanarak gbézde yapilir. Ancak, bu tarz sayimda hatalar yapilabilir.
Bunlar1 6nlemek i¢in kontak kalemli ve elektrikle ¢alisan sayicilar kullanilabildigi gibi, bazi
durumlarda elektronik sayicilardan da yararlanilabilir.

18. Petri kutularinda fazla kolonileri sayabilmede kolaylik elde etmek icin, petri kutular alt
yilizden bir cam kalemle 4 veya 8 esit kisma ayrilmalidir.

19. Sayimda miimkiin oldugu kadar tarafsiz davranilmalidir.

20. Ureyen, 350'den fazla ve 10'dan (veya duruma gére 5'den) asagidaki sayida olan koloniler
genellikle hesaba katilmamaktadir. Ancak bu tarz islem laboratuvarlar arasinda bazi
degisiklikler gosterebilirler. Diger bir deyimle belirtilen bu mikrop koloni limitleri kesin
degildir. Boyle, kisitlamalar konmasinin nedenleri arasinda, a) Cap1 10 cm. olan orta boydaki
petri kutularinda sayilabilecek veya gozle goriilebilecek koloni sayisi ancak 350 kadar
olabilmektedir. Bundan fazla koloniler gozle fark edilemedigi gibi, mikroplara isabet eden
beslenme alan1 da ¢cok daralmakta ve bircok mikrop ta gelisip lircyememekte ve dolayisiyla de
koloni olusturamamaktadir. Bdyle mikroplarin olusturduklari koloniler goézle zor ayirt
edilebilir bir durumdadir. b) Petri kutularinda ¢ok az sayida iireyen mikroplar (eger koloniler
belirgin karakterde degilse), agarin icinde bulunan kontaminatlardan veya havadan diisen
mikroplardan ileri gelme olasiligi bulunabilir. Ancak, iyi yetismis teknik eleman farkl
0zellik gosteren kolonileri tantyabilir. Bu nedenle de az sayida olan koloniler de hesaplamaya
dahil edilirler.

21. Ayni dilusyondan ekilen 3 petri kutusundaki mikrop kolonileri her dilusyon i¢in az ¢ok
birbirine yakin sayida olmali ve en fazla birbirinin iki katin1 asmamalidir. Aksi halde, ya fazla
miktarda ekim yapilmistir veya pipet siviya fazla daldirilmis ve pipetin dis kenarlarinda da
agarin sathina mikrop gecmistir veya dilusyonlar hazirlandiktan sonra iyice karistirilarak
homojen hale getirilmemistir.

22. Petri kutularina ekim yapilmadan oOnce, kullanilacak dilusyonlar tekrar iyice
karistirilmalidir.

23. Petri kutularinin birinde proteus iiremis ise o petri kutusu hesaba katilmamalidir.

24. Sayima istirak ettirilen 3 ayri1 dilusyona ait petri kutularindan birinde anormal sayida
(beklenenden ¢ok fazla veya az) koloni varsa o petri kutusu hesaba katilmaz. Eger bdyle
anormal durumlar fazla ise, o takdirde ya sayimda ve ekimlerde bir hata yapilmustir. Islem
tekrar edilmelidir.



25. Son 3 dilusyondan 3 er petri kutusuna yapilan ekimlerde iireyen koloniler sayilarak her
dilusyon i¢in ortalama bulunur ve buradan, orijinalindeki ortalama mikrop sayist hesaplanir.

26. Orijinal kiiltiirdeki mikroorganizma sayisini  hesaplamada asagidaki formiilden
yararlanilir:

N=(I/v)xXxD

Burada:

N = Orijinal suspansiyondaki mikrop sayisi,

V = Petri kutularina ekilen inokulum miktar1 (0.1 cc veya 0.05 cc)
X= Ortalama mikrop sayisi

D = Dilusyonun ters logaritmasi.

Yukarida yapilan agiklamalara dayanilarak bir kiiltiirdeki mikroorganizma sayisinin
hesaplanmasi kisaca soyledir.

E. coli 'nin 18 saatlik broth kiiltiirinden 107, 10°® ve 10” dilusyonlarinin her birinden 3 er
petri kutusuna 0.1 cc miktarlarinda ekimler yapiliyor ve bunlar 24 saat 37 °C 'de inkube
edildikten sonra {ireyen koloniler sayiliyor ve asagidaki sonuglar alintyor:

Dilusyonlar | 1. Petri | 2. Petri | 3. Petri | Toplam Koloni | Ortalama Koloni
10”7 340 280 300 920 307

10° 40 50 45 135 45

10” 4 7 10 21 7

Yukaridaki bulgulara gore,
107 de 0.1 cc de ortalama 307 mikrop bulunursa, orijinal suspansiyonun 1 cc 'sinde, ortalama
(1/0,1)x 307 x 10" = 10 x 307 x 10’ =30.7 x 10° mikrop/cc vardir.

Diger dilusyonlar icinde ayni tarzda islem yapilirsa, 10° de 0.1 cc ortalama 45 koloni
bulunursa, orijinalin 1 cc sinde, ortalama (1/0,1) x 45 x 10%= 10 x 45 x 10® = 45 x 10°
mikrop/cc vardir.

Ve diger sulandirmaya gore yapilan hesaplamada da ayni suspansiyonun i¢inde bulunmasi
gereken ortalama mikrop sayist 70 x 10° kadar olacaktir. Ug ayri dilusyona gore yapilan
hesaplamada ayni kiiltiiriin orijinalinde bulunmasi1 gereken ortalama koloni sayilari arasinda
az c¢ok farklar bulunmaktadir. Bu ayrimlar1 normal kabul etmek gerekir ve bunlar sayim
hatalarindan veya ekimlerden ileri gelmektedirler. Bu ortalamalarin da ortalamasi alinirsa,
[(30.7+ 45 + 70) x 10°]/ 3 = 48.5 x 10° mikrop / cc vardir.

Yukaridaki hesaplama yontemine gore, E. coli kiiltiriinde 1 cc de ortalama 48.5 x 10°
(48.500.000.000) mikroorganizma bulunmaktadir.

Buna benzer fakat daha az kullanilan diger bir sayma yontemi de sdyledir: Ayni1 6rnekten
yararlanilarak hesaplamalar yapilirsa,

107 de 0.1 cc de 307 ortalama koloni (mikrop) var.
10® de 0.1 cc de 45 ortalama koloni (mikrop) var
10°da 0.1 ccde 7 ortalama koloni (mikrop) var



Bu bulgular asagidaki tarzda da diizenlenebilir.

107de 0.1 ccde 307 ortalama koloni (mikrop) var

107 de 0.01 cc de 45 ortalama koloni (mikrop) var

107 de 0.001. cc de 7 ortalama koloni (mikrop) var ve toplam olarak

107de 0.111 cc de 359 ortalama mikrop bulunur. Buradan, 107 nin 0.111 ml sinde ortalama
359 mikrop bulunursa, orijinalin 1 cc sinde, formiile gore: (1/0.111) x 359 x 10" =9 x 359 x
10" = 32.31 x 10° mikrop / cc bulunacaktir. Goriildiigii gibi, ilk sayma yonteminde ortalama
48.5 x 10° mikrop / cc bulunmasma karsin ikinci yontemde 32.31 x 10° mikrop/cc olarak
hesaplanmistir. Ancak, birinci sayma yontemi, laboratuvarlar tarafindan ¢ok yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Kiiltiirde bulunan mikroorganizmalarin % 95 giliven sinirlar1 iginde alabilecegi en az ve en
fazla limitlerin bulunmasi sayimda bilinmesi gereken en 6nemli noktalardan biridir. Bu giiven
sinirlarin tespiti birgcok yonlerden yararlar saglamaktadir. Bunu bulmak i¢in bazi ufak
istatistiki hesaplamalara gereksinme vardir. Yine ayn1 E. coli 6rnegi esas alinirsa,

Dilusyonlar | 1. Petri | 2. Petri | 3. Petri | Toplam Koloni
-7 340 280 300 920
-8 40 50 45 135
-9 4 7 10 21

Bulgular asagidaki tarzda diizenlenebilir:

107 de 0.3 cc de toplam 920 koloni (mikrop) var

107 de 0.3 cc de toplam 1350 koloni (mikrop) var

107 de 0.3 cc de toplam 2100 koloni (mikrop) var ve "toplam olarak 107 de 0.9 cc de toplam
4370 koloni (mikrop) var" bulunacaktir.

107 de 1 cc iginde ortalama 4370 / 0.9 = 4855.5 mikrop vardir. 107 de 1 cc de bulunan
ortalama mikrop sayisinin standart hatasi (Sh)

Sh=\J4370/0,9 = J4855,5 =+69.7

Buna gore, 107 de 1 cc de bulunan mikrop sayisin standart hatasi + 69,7'diir. Giiven
siirlarint hesaplamada (% 95), standart hatanin 2 kati (2 x 69.7), ortalama mikrop sayisina bir
defa eklenir ve bir defa da cikarilir. Buna gore %95 giiven simnirlart ile 4855.5 + 2(69.7) =
4494 .4 ve 4885.5 — 2(69.7) = 4716.1 olarak hesaplanmaktadir. Bir diger deyis ile, 6rnegin 1
cc sinde en fazla 4994.4 x 10" ve en az 4716.1 x 10" mikrop /cc olacaktur.

Mikrop sayma yonteminden yararlanilarak iki besi yeri arasinda {ireme kabiliyeti bakimindan
farkin olup olmadig1 veya iki besiyerinin istatistiki yonden ayni veya ayri oldugunun tespiti
yapilabilmektedir. Orn. E. coli 'ye ait kat1 besi yerinden alman iki koloni, bilesimleri ayr1
karakterde iki s1v1 ortama ekiliyor ve 24 saat 37 °C de inkube edildikten sonra, her iki buyyon
kiiltiirinde 10™® e kadar 10 katli sulandirmalar yapiliyor. Bu son dilusyonlardan 10 ar petri
kutusundaki kanli agara veya serumlu agara 0.1 cc miktarlarinda ekimler yapilir iyice
yayildiktan sonra 20 petri kurusu 37 °C de 24 saat inkube ediliyor ve {ireyen koloniler
sayiliyor ve asagidaki sonuglar elde ediliyor: (Hesaplama, Poisson dagilimma gore % 95
giiven sinirlari esas alinarak yapilmistir).



Besiyerleri|1 |2 [3 (4 |5 |6 |7 |8 |9 |10| Toplam
mikrop sayisi
I 23132[30(43]20]18|37|37|44]|21 305
11 88149[57167|60[72]70]80 65|46 653
I. Besiyerine ait degerler
Toplam mikrop sayisi (N) = 30.5

Ortalama mikrop sayisi (7)) = 30.5

Standard hata (Sh)

Standart hatanin iki kat1 (2 x 1.75 = 3.50) ortalama mikrop sayisina bir defa eklenir ve bir
defa da ¢ikarilir. Bu suretle, 10™ dilusyonlarinda 0.1 cc i¢inde bulunabilecek en yiiksek ve en
en az mikrop sayisi bulunur. Yukarida verilen 6rnege gore bu degerler 34 ve 27 olarak
bulunur ve elde edilen sonuglara, gore 1. besi yerinin 10® dilusyonunda 0.1 cc i¢inde en fazla
34 ve en az da 27 mikroorganizma bulunacaktir. Buna gore orijinal kiiltiiriin 1 cc sinde, en
fazla (1/0.1) x 34 x 10® = 340 x 10® = 34 x 10° mikrop/cc ve en az (1/0.1) x 27 x 10® =270 x
10° = 27 x 10° mikrop/cc bulunacaktir. Bu duruma gére, I. besi yerinin 1 cc sinde, % 95
giivenle, en fazla 34 x 10° ve en az da 27 x 10° mikrop bulunacak ve bu smirlarin disinda

=/305/10
=17.46/10
=+1.75

bulunma olasilig1 % 5'den asagidadir.

II. Besi yerine ait degerler

Toplam mikrop sayisi (N)
Ortalama mikrop sayisi (7)) = 65,3

Standard hata (Sh)

Standart hatanmn iki kat1 2 x 2.56 = 5.12'dir. Bu duruma gore, ikinci besiyerinin 10
dilusyonunun 0.1 cc sinde bulunmast gereken mikrop sayisi 70.42 ve 60.18, buna gore orijinal
kiiltiiriin 1 cc 'sinde bulunan mikrop sayisi da en fazla (1/0.1) x 70.42 x 10° = 704.2 x 10* =
70.42 x 10° mikrop, en az (1/0.1) x 60.18 x 10° = 601.8 x 10® = 60.18 x 10® mikrop

bulunacaktir.

Bu iki besi yerine ait bulunan alt ve iist limit degerler bir ¢izelge tizerinde karsilastirilirsa:

|. Besi yeri

27
|

=653

=]653/10
= 25.55/10
=+ 2.56

34

I. Besi yeri

Yukaridaki karsilagtirmaya gore, birinci besiyerinin en yliksek mikrop sayisi ile ikinci besi
yerinin en az mikrop sayilar1 arasinda birbiri lizerine ¢akigmayan bolge bulunmaktadir. Diger
bir deyimle, birinci besiyerinde bulunan mikrop sayisi, bir¢ok kez sayilsa bile, ikincinin en az

/

/ 60.18

ortak olmayan
bolge

70.42




sinirina ulasamayacaktir. Aralarinda ortak bolge olmadigi i¢in iki besi yerinin de ortak yanlar
yoktur. Bu nedenle ikinci besiyeri, birinciden daha fazla lireme kapasitesine sahiptir ve
aralarinda bu fark istatistiki bakimdan énemlidir.

Yukarida yapilan basit bir karsilastirma, eger t-onemlilik testi ile de mukayese edilirse, sonug
yine ayni ¢ikmaktadir. Soyle ki, bunu uygulamak i¢in bazi istatistiki yOntemlerden
yararlanilacaktir:

1. iki ortalama mikrop sayisi arasindaki fark
(D)

D=65.3-30.5=34.8
2. Bu farkin standard hatasi (Sh)

Sh=[65.3 + 30.5=9.78
3. Onemlilik testi (t-testi)
t= D/Sh = 34.8/9.78 = 3.6

Iki ortalama arasinda fark (34.8), bu farkin standart hatasinimn iki katindan biiyiik (34.8 > 2 x
9.78) oldugundan, % 95 giiven esliginde, her iki mikrop sayilar1 arasinda fark vardir ve bu
fark istatistiki olarak onemlidir. Ayrica, hesapla bulunan t = 3.6 degeri, t-tablosunda ve 18
serbestlik derecesindeki t = 2 degerinden biiyiiktiir (3.6 > 2). Bu nedenle de iki besi yeri
arasinda fark bulunmakta ve birinci besi yeri ikinciden daha az iiretme kapasitesine sahip
olmaktadir.

Ornek 2

Besiyerleri|1 |2 [3 (4 |5 |6 |7 |8 |9 |10| Toplam
mikrop sayisi

I 50(47(51|48143/40[55]50]44 45 473

11 41[38150(44162]60|58]48[50]57 508

I. Besi yerine ait degerler:

Toplam mikrop sayisi (N) =473

Ortalama mikrop sayisi (X) = 47.3

\l 473 21.74

Standart hata (Sh) = = +2.17
10 10

Ust limit 47.3 + 4.34 = 51.64 x 108 mikrop/cc.
Alt limit 47.3 - 4.34 = 43.00 x 108 mikrop/cc.

I1. Besi yerine ait degerler:



Toplam mikrop sayisi (N) = 508
Ortalama mikrop sayisi ()= 50.8

508 22.53

Standart hata (Sh) = = =12.25
10 10

Ust limit 50.8 + 4.50 = 55.3 x 10° mikrop /cc.
Alt limit 50.8 — 4.50 = 46.30 x 10° mikrop /cc.

Bu iki besi yerine ait alt iist limitlerin bir ¢izelge iizerinde karsilastirmasi
43.0 51.64

I. Besi yeri I
| !
46.30 \L 55.3

ortak bolge

Il. Besi yeri

Aralarinda ortak bdlge bulundugundan, koloni sayilar1 arasinda 6nemli fark yoktur. Sayimlar
bir¢ok kez tekrarlanirsa, I. besi yerine ait degerler II. besi yerine ait degerler arasinda (veya
tersi) rastlamak, % 95 olasilikla, miimkiin bulunmaktadir.

1.Iki ortalama mikrop sayisi arasindaki fark (D)
D=50.8-47.3=3.5
2. Farkin standard hatasi (Sh)

Sh=\/50.8 +47.3=\| 98.1 =9.9

473 t-test
3.5

t= =0.35
9.9

Iki ortalama mikrop sayisi arasindaki fark (3,5), bu farkin standart hatasinin 2 katindan (2x9.9
= 19.8) kiiciik oldugundan (3.5 < 19.8), % 95 giiven esliginde, bu iki koloni say1s1 arasinda ve
dolayisiyla de iki siv1 besi yeri arasinda istatistiki yonden dnemli bir ayrim yoktur. Ikisi de
ayni liretme potansiyeline sahiptir.

Her iki 6rnekte de % 95 giiven siurlari esas aldigindan standart hatanin iki kati1 hesaplamaya
dahil edilmistir. Bu karsilagtirma t-testine gore yapilirsa hesapla bulunan t = 0.35 degeri, t-
tablosunda ve 18 serbestlik derecesindeki t = 2 degerinden kii¢iik oldugundan (0.35 < 2), bu
iki besi yeri arasinda istatistiki yonden ve % 95 giiven esliginde fark yoktur.
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