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01. Genel Bilgiler

Kat1 besiyerinde 1 canli hiicrenin 1 koloni olusturmasi esasi ile yapilan kiiltiirel sayimlar, tim
sayim yontemleri i¢inde kuskusuz en giivenilir olanlaridir. Bununla birlikte bazi 6zel
durumlarda sivi besiyerinde kiiltiirel sayim yapmak gerekebilir. Bu boliimde, sivi besiyerinin
kullanildig: tiip diliisyonu ve en muhtemel say1 yontemleri agiklanacaktir. Bunlardan tiip
dilisyonu yontemi yaygin olarak kullanilan bir yontem degildir. Ancak, gerek bazi
mikrobiyoloji kitaplarinda bu yontemin de bulunmasi, gerek kavranilmasi ¢ogu kez daha zor
olan en muhtemel say1 yonteminin esast olmasi nedenleri ile tiip diliisyonu yontemine yer
verilmistir.

02. Tiip Diliisyonu Yontemi

Sayimi yapilacak olan mikroorganizmanin diliisyonu, uygun bir diliisyon ¢ozeltisinde yapilir.
Diliisyonlardan sivi besiyerine 1' er ml ilave edilir, inkiibasyon sonunda mikroorganizma
tiremesi goriilen (+) tiipler degerlendirilerek materyaldeki canli hiicre sayis1 tahmin edilir.

Ornek

Bir gida maddesinin 10®ya kadar diliisyonu FTS i¢inde yapilmis, uygun sivi besiyerlerine 1' er
ml pipetlenmis inkiibasyon sonunda 1. ; 2. ; 3. ve 4. diliisyon tiiplerinden yapilan ekimlerde
(+), 5. ve 6. tiiplerden yapilan ekimlerde ise (-) sonu¢ almmistir. Gida maddesindeki
mikroorganizma sayis1 nedir?

Coztiim: Asagidaki sekilde yukarida verilen 6rnek gosterilmistir.

4 nolu diliisyon tlipiinden yapilan ekimde, besiyerine en az 1 adet canli hiicre gectigi 1g1n
inkiibasyon sonunda bu tiipte ireme goriilmiistiir. Su halde orijinal materyahn her ml 'sinde 10*
adetten daha fazla canli hiicre vardir. Ancak, 5 nolu dllusyondan (107 diliisyondan) besiyerine
1 tek canli hiicre dahi gegmemlstlr Su halde materyalde 10° adet/ml' den daha az sayida canli
hiicre vardir. Dolaylsl ile, liremenin gorildiigi en son diliisyon ile goriilmedigi diliisyon
arasinda olmak iizere bu drnek i¢in materyalde 10*-10° adet/ml arasinda canli hiicre oldugu
tahmin edilmektedir.

'"Mikrobiyolojide Sayim Yéntemleri: 2. Baski. Prof. Dr. Velittin Giirgiin, Doc. Dr. Kadir Halkman. 1990.
Gida Teknolojisi Dernegi Yayin no 7. Ankara" adli kitaptan derlenmistir.
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Tip diliisyon yontemi ¢cogu kere yaniltict sonuglar verebilmektedir. Asagidaki sekilde, i¢inde
bilinen sayida mikroorganizma olan bir materyalin tiip diliisyon yontemi ile degerlendirmesi
verilmistir. Ornekte, diliisyonlar sirasinda canli hiicrelerin diliisyon ¢dzeltilerine uniform
olarak dagildig1 kabul edilmistir. Boyle bir dagilimin (matematiksel olarak dogru olmakla
beraber) uygulamada elde edilmesi beklenemez. Ornek, sadece yontemin teorik yoniinii
aciklamak i¢in bu sekilde diizenlenmistir.
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4. dilisyondan yapilan ekim sonunda besiyeri bulunan tiipte 7 adet canli hiicre olacagi
varsayildigina gore, bu besiyerinde iireme olacaktir. Matematiksel olarak 5 nolu diliisyon
tiipliniin tamaminda (10 ml) 7 adet canli bakteri bulunacaktir. Bu diliisyon tiipiinden besiyeri
bulunan tiipe 1 ml aktarilacagina gore 5 nolu besiyeri tiipline 0,7 canli hiicre gececektir. 5 nolu
besiyeri tiipiine gecen canli bakteri sayist kuskusuz 0,7 degil ya 0 ya da 1 adet olacaktir. 5 nolu
besiyeri tiipii ise 1 ve daha fazla canli hiicre bulunmasi halinde (+), 0 canli hiicre bulunmasi
halinde (-) sonug verecektir. 10 ml i¢inde 7 adet canli hiicre olan 5 nolu diliisyon tiipiinden 10
adet besiyerine 1'er ml aktardigimizi varsayalim. Yine matematiksel olarak, 10 adet besiyeri
tiipiiniin en fazla 7 adedine 1'er adet canli hiicre gegecek, dolayisi ile bu 7 tiip inkiibasyon
sonunda (+) olarak degerlendirilirken, 3 adet besiyeri tiipii ise (-) sonu¢ verecektir. Bir diger



deyis ile 5 nolu diliisyon tiiplinden 1 adet besiyeri tiiptine 1 ml aktarildiginda, % 70 olasilikla
(1), % 30 olasilikla (-) sonug alinacaktir.

Bu durumda materyalde 70.000 adet/ml canli hiicre varken tiip diliisyonu yontemi ile % 70
olasilikla 5. besiyeri tiipiinde (+) sonug alinip 6. besiyeri tiipiinde (-) sonu¢ olmadigi i¢in sonug
10°-10° arasinda (100.000-1.000.000) olarak verilecek, buna karsin % 30 olasilikla dogru
sonug olan 10*-10° arasinda sonug alinacaktir.

Bu kez materyalde 20.000 adet/ml canli hiicre oldugunu varsayalim. Yukarida agiklanan 6rnek
dikkate alinirsa, bu materyal i¢in % 20 olasilikla 10°-10° arasinda olmak iizere hatal tahmin, %
80 olasilikla 10*-10° arasinda olmak itizere dogru tahmin yapilacaktir. Ancak materyaldeki
canl hiicre say1s1 95.000 adet/ml ise % 95 olasilikla, hatali olarak say1 10°-10° arasinda tahmin
edilecektir.

Tiip diliisyon yontemi bu gibi sakincalarindan 6tiirii yaygin olarak kullanilmamaktadir. Bunun
yerine diliisyon tliplerinden daha fazla sayida besiyeri tiipiine ekim yapilarak, sonucun daha
dogru yaklagimlarla istatistiksel olarak tahmin edildigi, en muhtemel sayr yOntemi
kullanilmaktadir.

03. En Muhtemel Say1 (EMS) Yontemi

En muhtemel say1 yontemi, tiip diliisyon yonteminin gelistirilmis seklidir. Bu yontemde,
materyalden FTS ile standart 1 : 9 oraninda diliisyon yapilir. Diliisyonlardan uygun sivi
besiyerlerine ekim yapildiktan sonra iireme sonuglari kontrol edilerek say1 hesaplanir.

Bir diger deyis ile tiip diliisyon yonteminde her diliisyon icin 1 tiip kullanilirken, EMS
yonteminde her diliisyondan 1'den fazla sayida ekim yapilir. Aym diliisyondan yapilan paralel
ekim sayis1 arttikca, istatistiki olasilik kurallarina gore daha dogru sonuglar alinir. Ayni
diliisyondan yapilan paralel ekim sayis1 sonsuza ulagtiginda ise sayim sonucu kesinlesir.

Cesitli mikrobiyoloji kitaplarinda farkli sekilde diizenlenmis EMS tablolarina rastlanmaktadir.
Tablolar arasindaki farklar ile tablolarin kullanimina iliskin, ¢ogu dipnot seklinde verilen
ornekler, uygulayicilarin hatali yorumlarda bulunmasina yol agabilmektedir. Bu kitapta, en
cok kullanilan 5 paralelli ekim i¢in hazirlanmig EMS tablosu ile bu tablonun kullanimina
iliskin ornekler verilmistir.

03.01. EMS Yonteminde Diliisyon Kavrami

Cizelge 'de dilijsyonlar 10-1-0,1 ml olarak verilmistir. Bu, ardisik 3 standart (1 : 9 oraninda)
diliisyondan 5 'er adet siv1 besiyerine (5 paralelli ekim) 1' & ml ekim yapildig1 anlamina gelir.
Asagldalﬂ sekilden bu durum izlenebilir. Buna gére, 10™ diliisyondan besiyerlerine 1' er ml
ekim, 10~ diliisyondan bes1yer1er1ne 10'ar ml ekim ile ayni anlami tagimaktadir. Ciinkii 10™
diliisyondaki canli hiicre sayist 107 diliisyona gore 10 misli fazladir. Benzer sekllde 107

diliisyondan 5 'er besiyerine 1'er ml ekim ile 10 diliisyondan 5 'er besiyerine 0,1 'er ml ekim
ayn anlami taslmaktadlr Bir diger deyls ile 10 'ya kadar diliisyon yapildigin1 ve 10, 107 ve
10° dllusyonlardan 5 er besiyerine 1 'er ml ekim yapilmasiin planlandigini, ancak herhangl
bir nedenle 10 ve 10 dllusyonlardan ekim yapma olanaglnln kalmadlglm varsayalim, 10~

diliisyondan 5 adet besiyerine 10 'ar ml ekim yapilirsa, 10™ 'den 1 'er ml eklm yapmis g1b1
ayn1 sekilde yine 10-5 diliisyondan 5 besiyerine 0,1'er ml ekim yaplhrsa 10° dllusyondan 1'er
ml ekim yapmis gibi olunur. Boylece; ardisik 3 diliisyondan 5 'er beswerme 1 'er ml eklm
yapmak ile, ardigtk 3 diliisyonun 2. sinden (yukarida verilen 6rnekte 10 , 107 ve 10



diliisyonlar icin 10™' den) 5 'er besiyerine sirastyla 10, 1 ve 0,1 'er ml ekim yapmak ayni
anlama gelecektir.

Standart EMS yonteminde ardisik 3 diliisyondan 5'er besiyerine 1'er ml ekim yapilir. Cizelgede
diliisyonlar «10-1-0,1» ml olarak verilmistir. Bu veris sekli yukarida agiklandigi gibi; hem
ardigik 3 diliisyondan 1'er ml, hem de tek diliisyondan sirasiyla 10-1-0,1 ml inokiilasyon
yapilmasi halinde elde edilebilecek sonuglar1 gostermektedir.

Cizelge: Ardisik 3 diliisyondan S'er besiyerine 1 'er ml ekim ve inkiibasyon sonunda (+) tiip
sayisina gore (kod), materyalin 1 ml 'sinde en muhtemel say1, % 95 giivenlik sinirlari ile en az
ve en ¢ok sayilar tablosu.

Diliisyonlar % 95 Giivenlik Simirlari
EMS
10 ml 1 ml 0,1 ml En az En cok

0 0 0 >0,02 - -

1 0 0 0,02 <0,01 0,13
1 1 0 0,04 0,01 0,16
1 1 1 0.06 0,02 0.19
2 0 0 0,04 0,01 0,18
2 1 0 0,07 0,02 0,21
2 1 1 0,09 0,03 0,25
2 2 0 0,09 0,04 0,25
2 2 1 0,12 0,05 0,28
2 2 2 0,14 0,06 0,32
3 0 0 0,08 0,03 0,24
3 1 0 0,11 0,04 0,29
3 1 1 0,14 0,06 0,33
3 2 0 0,14 0,06 0,33
3 2 1 0,17 0,08 0,38
3 2 2 0,2 0,1 0,42
3 3 0 0,17 0,08 0,38
3 3 1 0,21 0,1 0,43
4 0 0 0,13 0,05 0,34
4 1 0 0,17 0,07 0,4
4 1 1 0,21 0,1 0,47
4 2 0 0,22 0,1 0,48
4 2 1 0,26 0,13 0,55
4 2 2 0,32 0,16 0,63
4 3 0 0,27 0,13 0,57
4 3 1 0,33 0,16 0,65
4 3 2 0,39 0,02 0,74
4 4 0 0,34 0,17 0,67
4 4 1 0,4 0,21 0,77
5 0 0 0,23 0,1 0,56
5 1 0 0,33 0,15 0,73
5 1 1 0,46 0,22 0,96
5 2 0 0,49 0,24 1,03




Diliisyonlar EMS % 95 Giivenlik Sinmirlar:
10 ml 1 ml 0,1 ml En az En ¢ok
5 2 1 0,7 0,35 1,4
5 2 2 0,94 0,49 1,81
5 3 0 0,79 04 1,58
5 3 1 1,09 0,57 2,09
5 3 2 1,41 0,76 2,61
5 3 3 1,75 0,97 3,16
5 4 0 1,3 0,68 2,5
5 4 1 1,72 0,93 32
5 4 2 2,21 1,22 3,99
5 4 3 2,78 1,58 4,9
5 4 4 3,45 2,01 5,95
5 5 0 24 1,29 4,46
5 5 1 3,48 1,93 6,28
5 5 2 5,42 3,08 9,55
5 5 3 9,18 5,33 15,81
5 5 4 16,09 9,53 27,19
5 5 5 > 160,00 - -
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Ornek

Bir materyalin 10®ya kadar diliisyonu hazirlanms, 10, 107 ve 10° diliisyonlardan 5'er
besiyerine 1'er ml ekim yapilnustir. inkiibasyon sonunda; 10 diliisyondan ekim yapilan 5
tiipiin 4 adedinde 10~ diliisyondan ekim yapilan 5 tiipiin 2 adedinde ve 107 diliisyondan ekim
yapilan 5 tiipiin 1 adedinde (+) sonug¢ alinmistir. Materyaldeki en muhtemel canli hiicre sayis1
(gelisme yeteneginde olan canli hiicre sayis1) nedir?

Cozliim : Sirasiyla 4, 2 ve 1 adet (+) sonug alindigina gore ¢izelgeden 421 kodu i¢in verilmis
olan EMS degeri 0,26 olarak bulunur. 0,26; ekim yapilan ardigik 3 diliisyonun 2. sinde, ml'de
bulunan en muhtemel canh hiicre sayisidir. Burada ekim yapilan 3 diliisyonun 2. si 107
olduguna gore, materyalin 10~ diliisyonunda en muhtemel canli hiicre sayist 0,26 dir. Buna
gore, materyaldeki en muhtemel canli hiicre sayisi 0,26X10° = 2,6X10* adet/ml dir. Cizel-
genin % 95 giivenlik smirlan siitunlarina gére materyaldeki en diisiik say1 1,3X10* adet/ml, en
yiiksek sayist ise 5,5X10* adet/ml'dir. Bir diger deyis ile, bu érnek ic¢in sayim sonucu «en
muhtemel say1 yontemi ile yapilan analiz sonunda % 95 olasilikla, materyalde 1,3X10* adet/ml



ile 5,5X10" adet/ml gelisme yeteneginde canli hiicre vardir, materyaldeki en muhtemel say1
2,6X10* adet/ml'dir» seklinde verilmelidir.

Ornek

102, 107 ve 10™ diliisyonlardan 5'er adet besiyerine 1'er ml ekim yapilmis ve inkiibasyon
sonunda sirastyla 3, 1 ve 0 adet (+) tiip elde edilmistir. Materyaldeki en muhtemel say1 nedir.

Coziim : Cizelgeden 310 kodu icin 0,11 degeri bulunur. Materyaldeki en muhtemel say1
0,11X10° = 1,1X10° adet/ml dir.

Ornek

Bir s1vi gida maddesinde ¢ok az sayida koliform grup bakteri tahmin edildigi i¢in. diliisyon
yapilmaksizin dogrudan dogruya materyalden 5 erlene 100'er ml, 5 tiipe 10'ar ml ve 5 tiipe 1'er
ml ekim yapilmstir. Inkiibasyon sonunda 5 erlenin 3 adedinde, 10'ar ml asilanan 5 tiipiin 2
adedinde ve l'er ml asilanan 5 tiipiin 1 adedinde (+) sonu¢ alimmistir. Gida maddesinin
koliform yiikii nedir?

Coziim : Verilen 6rnekte oldugu gibi, standart 10-1-0,1 ml'lik diliisyon serisi yerine, 100-10-1,
veya 1-0,1-0,01 ml diliisyon serileri de kullanilabilir. Burada kod 321, ve ¢izelgeden buna karsi
gelen deger 0,17 dir. Ancak, 0,17; 10 ml i¢in bulunan degerdir. Bu durumda gida maddesindeki
en muhtemel koliform sayis1 0,017 adet/ml ya da daha dogru olarak 1,7 adet/100 ml olarak
belirtilir.

Ornek

Materyal laboratuvara ¢ok az miktarda getirilmistir. Materyalden dogrudan dogruya S'er tiipe
strastyla 1-0,1-0,01'er ml ekim yapilmis, inkiibasyon sonunda sirasiyla 5, 4, 1 (+) sonug elde
edilmistir. Materyaldeki canli hiicre sayis1 nedir?

Coziim : 541 kodu i¢in ¢izelgeden bulunan deger 1,72 dir. 1,72 degeri; 0,1 ml materyal i¢indir.
Dolayisi ile sonug 1,72X10 = 1,7X10" adet/ml.'dir. Ayn1 sonuca bir bagka yaklasim ile de ulasi-
labilir. Materyalden 0,1 ml ekim 10" diliisyondan 1 ml, 0,01 ml ekim 107 diliisyondan 1 ml
ekim anlamina gelmektedir. Dolayist ile, ardisik 3 diliisyonun 2'si 107" dir ve 107" diliisyonun 1
ml'sinde en muhtemel olarak 1,72 adet canl hiicre vardir. Bu durumda sonug yine 1,7X10'
adet/ml olarak bulunur. Bu 6rnekte materyalin kendisi 10° diliisyon anlamimdadr.

03.02. Diger EMS Tablolar

Cizelge ardisik 3 diliisyondan S'er besiyerine 1'er ml ekim yapilmasi halinde, inkiibasyon
sonucu elde edilecek (+) tiip sayilarima gore diizenlenmis standart tablodur. Bunun disinda
ardisik 3 diliisyondan 3'er veya 10'ar besiyerine ekim, ardisik 2 diliisyonun 1. sinden 2, 2.
sinden 5 tiipe ekim gibi pek cok tablolar gelistirilmistir. Bazi tablolar dogrudan dogruya 100
ml ornekteki sayiy1 verirken, bazilari ise 1,0-0,1-0,01 ml ekim yapilmas1 halinde materyalin 1
ml ya da 1 gramindaki EMS degerlerini verecek sekilde diizenlenmistir. Bu tip tablolar
verildigi literatiire gore degerlendirilmelidir.



Cizelgede 216 adet (6°) kod bulunmas: gerekirken sadece 50 kod verilmistir. Bunun baslica
nedeni verilmemis olan 166 kod icin tekrar elde edilebilirlik olasiliginin ¢ok diisiik olmasidir.
Bu durum asagida agiklanmistir.

03.03. EMS Yonteminin Dogrulugu ve Giivenilirligi

Yukarida 1srarla belirtildigi gibi, EMS tablolar1 ve dolayisi ile elde edilen sayim sonuglari
istatistik hesaplamalar ile elde edilmis degerlerdir. Ayn1 materyalden yapilacak 2 tekrarh
ekimlerde tekrarlar arasinda farklilik olmasi yiiksek oranlarda beklenir. Ornegin her 3
diliisyondan da 10' ar tiipe ekim yapilsa, ayn1 kodun bir kez daha tekrarlanma sans1 % 0,01 'e
kadar diisebilmektedir. Bu gibi ¢ok kiiciik olasiliklar 6zellikle diistik diliisyonda kiigiik sayili,
daha yiiksek diliisyonlarda ise yiiksek sayil1 kodlarin elde edilmesinde gecerlidir. Ornegin 5'li
seri ekimde 115, 124, 303, 311, 320, 035, 044, 053, 133, 142, 151, 240, 231 kodlar
birbirlerine yakin EMS degerleri verirler. Bu kodlardan 320 kodunun ayni materyalden tekrar
elde edilme olasilig1 en yiiksek iken, 115, 124, 035 gibi kodlarin tekrar elde edilme olasiligi
cok diistiiktiir. Bu gibi kodlar istatistiksel olarak ayn1t EMS degerlerini vermekle beraber, ayn
kodun tekrar elde edilmesindeki ¢ok diisiik olasiliklar bu kodlarin giivenilirligini azaltmaktadir.
Dolayis1 ile son yillarda basilmig mikrobiyoloji kitaplarindaki EMS tablolarinda ya 035 gibi
kodlara hi¢ yer verilmemekte, ya da bu kodlara ilaveten tekrar elde edilebilme olasiliklar
verilmekte ve arastirict bu konuda uyarilmaktadir. Bu kitapta ¢izelgede, 3 diliisyondan S'er
tiipe ekim ile elde edilebilecek 216 farkli kod yerine, tekrar elde edilebilme olasilig1 en yiiksek
olan 50 kod igeren EMS tablosu verilmesi uygun bulunmustur.

03.04. EMS Yonteminin Kullanildig:r Yerler

Yukarida anlatilan tiim sakincalarina karsin EMS yontemi, yaygin olarak kullanilmasini
saglayan iistiinliiklere de sahiptir. Bunlar agagida kisaca aciklanmustir.

-Baz1 mikroorganizmalarin kat1 besiyerinde iiretilme olasilig1 yoksa, ya da ¢ok zayifsa sivi
besiyeri, dolayis1 ile EMS yontemi kullanilir. Bunun disinda Rhizobium cinsine ait tiirlerin
ayrimi ve saymu icin ileride ayrintilariyla agiklanacagi gibi, EMS yontemi pratik olarak
kullanilan en basaril1 yontemlerden biridir.

-Eger sayim yapilacak ornekte agar ylizeyinde hizla geliserek, asil sayimi istenen hiicrelerin
gelisimini engelleyen mikroorganizmalar da varsa ve bu durum kati besiyerinde onlenemez
iken s1v1 besiyerinde 6nlenebiliyorsa, EMS yine avantajlidir.

-EMS Yontemi agarli besiyeri yontemlerine gore daha pratiktir. Tiiplerin otomatik olarak
dolduruldugu sistemler gelistirilmis ve dolayis1 ile EMS 'min kolay bir yontem olmasi
saglanmstir.

-Yukarida verilen 6rnekte oldugu gibi. bir materyalin 100 ml' sinde 2-3 adet gibi ¢ok diisiik
sayilarda canli hiicre varsa, standart kat1 besiyeri yontemi kullanilamaz. Bu gibi durumlarda, ya
EMS yontemi ya da membran filtre yontemi kullanilma zorunlulugu vardir. Materyal membran
filtreden gegirilemiyorsa, kullanilabilecek tek pratik yontem EMS 'dir. Ayrica drnek, sivi degil
kat1 ise, membran filtre yontemi zaten kullanilamaz.

03.05. Materyalden 10 ml ya da 100 ml 'lik Kismin Kullanilmasi

Materyalin kendisinden ya da herhangi bir diliisyonundan iginde 10 ml besiyeri bulunan bir
tiipe 1, 0,1 ve 0,01 ml aktarilmasinda herhangi bir sorun yoktur. Ancak, i¢inde 10 ml besiyeri



bulunan tiipe 10 ml materyal aktarilmasi zor, 100 ml materyal aktarilmasi ise olanaksizdir. Bu
gibi durumlarda besiyeri 6zel olarak hazirlanir.

10 ml materyal kullanilmasi

Standart deney tiipleri yerine 20 ml 'yi alacak daha biiyiik tiipler kullanilmalidir. Burada en
onemli husus, besiyerinin ¢ift kuvvetli (double strenght) denilen sekilde hazirlanmasidir.
Bundan amag, 10 ml materyal ilave edildiginde standart besiyerinin 1 : 1 oraninda seyrelerek
zay1f bir liremeye neden olmamasidir. Cifte kuvvetli besiyeri hazirlanirken besiyeri bilesimine
giren maddeler 2 misli olarak tartilir. Ornegin, Nutrient Broth besiyeri hazirlanirken 1 litre igin
hazir toz besiyerinden 13 g tartilir. Bu sekilde 10 ml besiyeri i¢inde 0,13 g etkin madde (toz
besiyeri) bulunur. Bunun iizerine 10 ml materyal ilave edildiginde etkin madde konsantrasyonu
yar1 yartya azalir ve saglikli degerlendirmeye uygun bir gelisme elde edilemeyebilir. Dolayisi
ile bu seri i¢in 13 g/litre yerine 26 g/litre hesab1 ile besiyeri hazirlanir, tiiplere dagitilir. Tiipe
10 ml materyal konulunca konsantrasyon normal degerine diiser.

100 ml materyal kullamilmas:

Asagida ayrintili olarak agiklanacak olan (+) tiiplerin degerlendirilmesinde kullanilan yonteme
gore, erlenmayer ya da tiip kullanilabilir. Ister tiip, ister erlenmayer veya balon vs kullanilsin,
200 ml' lik hacmi rahat alacak boyutta sec¢ilmelidir. Besiyeri yine ¢ift kuvvetli olarak hazirlanip
100" er ml dagitilir. Uzerine 100 ml (ya da 100 g) materyal ilave edilir.

03.06. Pozitif Tiiplerin Degerlendirilmesi

Inokiile edilmis bir besiyerinde inkiibasyondan sonra iireme olup olmadigi, materyalin ve
mikroorganizmanin ozelliklerine gore farkli sekillerde belirlenir. Bunlardan en yaygin
kullanilan yontemler; bulanikliin degerlendirilmesi, asit olusumunun uygun bir indikator ile
gbzlenmesi ve gaz olusumunun belirlenmesidir.

Bulanikhgin degerlendirilmesi

Baslangicta berrak olan besiyeri, ¢cogu durumda mikroorganizma sayisinin artigina paralel
olarak bulanik bir goriiniis alir. Kuskusuz 10 ml besiyerine 10 ml materyal ya da 100 ml
besiyerine 100 ml materyal katildiginda, materyalin 6zelligine gore baslangicta da bulaniklik
olusabilir. Bulanikligin 6l¢iilmesinde en emin yol fotometre kullanilmasidir.

Asit olusumunun degerlendirilmesi

Pek ¢cok mikroorganizma gelisme sonrasi asit olusturur. Asit olusumu sonunda indikatdr igeren
besiyerinin rengi degisir (6rnegin koliform grup MacConkey besiyerinde asit olusturur ve
besiyerinin rengi kirmizidan sariya doniislir) veya besiyeri pihtilasabilir (laktik asit
bakterilerinin ¢ogu siitte pithtilasma yapar). Asitlik dogrudan pH metre veya titrasyon ile ya da
indikatorlerin yardim ile belirlenebilir.

Gaz olusumunun degerlendirilmesi

Koliform grup bakterilerin belirlenmesinde ¢ok kullanilan bir yontemdir. Koliform bakteriler
laktozu kullanarak gaz olustururlar. Gaz olusumunun belirlenebilmesi i¢in, besiyeri bulunan
tiipiin i¢ine Durham tiipii ad1 verilen kiigiik bir tlip ters olarak atilir ve besiyeri ile beraber
sterilize edilir. Bakteri, besiyerinde gaz olusturursa, olusan gaz Durham tiipiiniin tepesinde



toplanir. Durham tiipiiniin kullanilmasinda en sik yapilan 2 hata vardir. Bunlardan birincisi
besiyeri hazirlanip tiiplere dagitildiktan sonra, Durham tiipii atildiginda, Durham tiipii i¢inde
kalan havanin ¢ikarilmaya ¢alisilmasidir. Oysa Durham tiipii i¢inde kalan hava, sterilizasyon
sirasinda kendiliginden ¢ikar. Ikinci hata ise, iginde Durham tiipii bulunan steril besiyerlerinin
kontrol edilmeden inokiile edilmesidir. Her hangi bir nedenle Durham tiipii icinde hava
kalabilir ya da besiyerlerinin egilmesi, mekanik tiip karistiricilarda yiiksek hizda uzun siire
karistirilmast gibi nedenlerle Durham tiipiine hava kabarciklart girebilir. Bu gibi tiipler hem
inokiilasyondan, hem de inkiibasyondan once kontrol edilmeli, inkiibasyon Oncesi hava
kabarcig1 bulunan tiipler kullanilmamalidir.
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