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01. Genel Bilgiler

Kat1 (agarli) besiyerinde sayim, canli hiicrelerin koloni olusturmasi ve bu kolonilerin
sayilarak «her canli hiicre 1 koloni olusturur» prensibi ile materyaldeki canli hiicre sayisinin
hesaplanmasi esasina dayanir. Bu amagcla sayim yapilacak materyalden belirli bir miktar alinir
ve besiyerine aktarilir. Koloni olusmasi icin gerekli inkiibasyon siiresinin sonunda Petri
kutusundaki koloniler sayilarak materyaldeki canli hiicre sayis1 hesaplanir. Olii hiicreler
tireyip koloni meydana getiremeyecegi i¢in bu yontemde sadece canli hiicreler sayilir.
Y ontemin prensibi asagidaki sekilde agiklanmustir.

Inkubasyon
_

walon

Sayim sonuclar1 standartligin saglanmasi amaciyla sivi materyalde ...... adet/ml, kat1
materyalde .....adet/g seklinde verilmelidir. Sekilde materyalden 1 ml alinip Petri kutusundaki
besiyeri ile karistirilmis, inkiibasyondan sonra Petri kutusunda olusan koloniler sayilmustir.
Petri kutusunda olusan koloniler sayilmistir. Petri kutusunda 40 koloni sayilirsa dogrudan
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dogruya sayim sonucu 40 adet/ml seklinde verilir. Pek ¢ok literatiirde kat1 besiyerinde yapilan
sayim sonuglar1 «koloni olusturan birim (colony forming unit: cfu)» olarak verilir. Bunun
nedeni sayimi yapilan materyalde canliligini siirdiiren ancak gelisme ve ¢ogalma yetenegini
yitirmis, dolayisi ile koloni olusturamayacak hiicrelerin de bulunabilmesidir. Koloni olusturan
birim deyimi ile bu tip hiicrelerin sayilmadigi/sayilamadigi belirtilmektedir.

fleride yiizeyde Kkiiltiirel sayim yontemleri kisminda anlatilacagi gibi, bazi hallerde
materyalden 0,1 ml 'nin Petri kutusuna aktarilmasi gerekir. Inkiibasyondan sonra Petri
kutusunda yine 40 koloni sayilirsa, bu sadece 0,1 ml materyaldeki sayiy1 belirtir. Dolayisi ile;

0,1 ml materyalde 40 canli hiicre varsa
1 ml materyalde x canlt hiicre vardir

x=(40 X 1)/0,1 =400 ; 400 adet/ml canl1 hiicre oldugu sonucuna varilir.

02. Diliisyon (Seyreltme)

Istatistiksel bir kural olarak dokme ve yayma kiiltiirel sayim ydéntemlerinde bir Petri
kutusundaki koloni sayisinin 30 -300, damla kiiltiir yonteminde ise her damlada 10 -30
arasinda bulunmasi gerekir. 1 g yogurtta 10® adet canh bakteri oldugu varsayilirsa, 1 g
yogurdun dogrudan Petri kutusuna alinmasi halinde 10® sayida koloni olusacaktir. Bu kadar
fazla sayida koloninin Petri kutusunda sayilmasi olanaksizdir. Bu gibi canli mikroorganizma
say1s1 yiliksek olan drneklerde sayim, dillisyon (seyreltme) teknigi ile yapilir.

Diliisyon tekniginin esas1, materyaldeki hiicre sayisini bir seri seyreltme yaparak kademeli bir
sekilde azaltmaktir. Bu amagla genellikle 1:9 (10 misli) oraninda seyreltme yapilir. Sekilde
yontemin prensibi basit olarak gosterilmistir.
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Materyalin 1 ml sinde 50.000 canli hiicre oldugunu varsayalim. Icinde 9 ml steril fizyolojik
tuzlu su (FTS: % 0,85 NaCl iceren destile su) bulunan 1 nolu tiipe materyalden 1 ml aktarilir.
Bu tiip i¢indeki FTS, steril oldugu i¢in canli hiicre sayis1 0 'dir. 1 ml materyal aktarildiginda 1
nolu tiipteki toplam hacim 9 + 1 = 10 ml olur. Materyalin her 1 ml' sinde 50.000 canli hiicre
olduguna gore bu tiip i¢inde 50.000 canli hiicre olacaktir.



Aktarim sonunda 1 nolu tiipteki 10 ml iginde 50.000 canli hiicre, bir diger deyis ile bu tiipteki
her 1 ml i¢inde 50.000/ 10= 5.000 adet canli hiicre bulunacaktir. Goriildiigii gibi 1 nolu
tiipteki canli hiicre sayis1 materyale gore 10 kez azalmistir. 1 nolu tiiplin her 1 ml' sinde 5.000
adet canli hiicre bulunduguna gore bu tiipten i¢inde yine steril 9 ml FTS bulunan 2 nolu tiipe 1
ml aktarildiginda, bu kez 2 nolu tiip i¢inde 9 + 1 = 10 ml; 5.000 adet/ 10 ml = 500 adet/ ml
canli hiicre olacaktir. 2 nolu tlipten 3 nolu tiipe yine 1 ml aktarildiginda, 3 nolu tiipte 500
adet/10 ml = 50 adet/ml canli hiicre bulunacaktir.

Bu sekilde 1 nolu tiip, materyale gore 10 kez; 2 nolu tiip 1 nolu tiipe gore 10 kez, materyale
gore 100 kez; 3 nolu tiip ise materyale gére 1000 kez daha az sayida canli hiicre igerecektir.

Burada tiip numaras1 10 {issii olarak materyale gore seyreltme oranini gdstermektedir.
(Ornegin 2 nolu tiipteki canli hiicre sayisi materyale gore 10° kez seyrelmistir, yani
azalmistir).

Gortilecegi gibi, diliisyon teknigi ile bir seri tiip kullanarak tiiplerdeki canli hiicre sayisi
giderek 10'ar misli seyreltilmekte ve yukaridaki ornekte 3 nolu tiipte sayilabilecek kadar
azalmaktadir. Nitekim 3 nolu tiipten dokme kiiltiirel sayim yontemi ile 1 ml alindiginda, Petri
kutusunda inkiibasyon sonunda 50 koloni olusmasi beklenir. Benzer sekilde 1 nolu tiipten
yapilan 1 ml ekim sonunda 5.000, 2 nolu tiipten 500, 4 nolu tiipten 5 koloni olusmas1 beklenir.
Bir diger deyis ile diliisyonun amact Petri kutusunda 30 -300 arasinda koloni elde edilecek
sekilde ekimin yapilmasidir.

02.01. Seyreltmede 1: 9 Oram

Hesaplamalarda kolayligin ve standarthi§in saglanmasi amaci ile diliisyon genellikle 1:9 orani
ile yapilir. Bu, 1 birim 6rnek + 9 ml FTS (veya baska bir steril diliisyon ¢ozeltisi) demektir.
Toplam 10 birim hacmin 1 birimi materyalden (ya da 1 Onceki diliisyon tiipiinden)
gelmektedir. 1:9 oraninda diliisyon, materyaldeki sayinin, 10 'un katlar1 seklinde azalmasini
saglar.

Bazi analizlerde belirli bir miktar (10 ml, 25 g vb) orijinal materyal kullanilmas1 gereklidir.
Ozellikle kullanilan &rnegin temsil giiciinii artirmak amaci ile fazla miktarda materyal alinir.
Bu gibi hallerde yine 1: 9 orani korunur.

Ornekler

-Kat1 materyal 25 g'dur. Ilk diliisyonu (10™) yapmak i¢in ne kadar FTS kullanilmalidir?

Cozim:
1 gigin 9 g FTS kullanilirsa
25 gigin x=225 g FTS kullanilir

225 + 25 =250 g toplam agirlik i¢inde 25 g orijinal materyalden gelmistir. Bir diger deyis ile
ornek, 25/250 = 1/10 kez seyreltilmistir.



-Analize aliacak olan stvi materyal 5 ml 'dir. {lk diliisyon i¢in (10™") ne kadar FTS gereklidir?

Cozim:5 X 9=45ml

45 + 5 = 50 ml hacim iginde, 5 ml materyalden gelmistir. Materyal 5/50 = 1/10 kez
seyreltilmistir.

Baz1 durumlarda laboratuvara analiz i¢in gelen materyal ¢ok az miktarda olabilir. Asagida bu
hallerde izlenecek yontemle ilgili 6rnekler verilmistir.

-Kat1 materyal 0,2 g 'dir. 1k diliisyon i¢in ne kadar FTS gerekir?

Cozim: 0,2 X 9=1,8ml

10" diliisyonu yapmak i¢in 0,2 g materyal 1,8 g (1,8 ml) FTS ile karigtirilir, sonra bundan 1
ml alinarak 9 ml FTS bulunan 2 nolu tiipe, buradan 3 nolu tiipe aktarilarak diliisyon devam
ettirilir. Analiz sonucu yine ......... adet/g olarak verilir.

-S1vi materyal 0,1 ml 'dir. Ilk diliisyon igin ne kadar FTS gerekir?

Coziim: Burada eger sadece 10™ diliisyondan ekim yapilacaksa dogrudan dogruya 0,1 X 9 =
0,9 ml FTS orijinal 6rnege ilave edilip Petri kutusuna aktarilir. Ancak 10 diliisyon degil de
materyaldeki mikroorganizma yiikiine gore 107, 10™ gibi yiiksek diliisyonlu tiiplerden ekim
yapilacak ise bu defa 0,1 ml iizerine 9,9 ml FTS ilave edilerek dogrudan 107 diliisyon
yapilmis olur. Alt diliisyon, iist diliisyon, diisiik diliisyon, yiiksek diliisyon kavramlari ¢ogu
kez karstirilabilmektedir. 107 diliisyona gore 107 diisiik (alt) diliisyon, 107 ise yiiksek (iist)
diltisyondur.

02.02. Diliisyonda Kullanilan Cozeltiler

Diliisyon sirasinda kullanilan ¢ozeltinin canli mikroorganizma sayisini azaltacak ya da
artiracak kimyasal maddeleri icermemesi gerekir. Bu diislince altinda, diliisyonda kullanilmasi
icin ilk akla gelen ¢ozelti destile sudur. Bununla beraber, destile su ozmotik basing farkliligi
nedeni ile canli hiicrelerin 6lmesine yol agabilir.

Diliisyonda en yaygin olarak kullanilan ¢ozelti % 0,85 NaCl igeren fizyolojik tuzlu sudur.
FTS 'nin ozmotik basincit mikroorganizmalarin ozmotik basincina esit ya da ¢ok 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 ¢ozeltisi,
tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi de kullanilabilir. Bunlardan peptonlu su, oda sicakliginda uzun
stirede mikroorganizmalarin gelismesine neden olabilir. Bu nedenle, diliisyonda peptonlu su
kullanildiginda ilk diliisyon ile Petri kutularina ekim arasinda 20 dakikadan fazla siire
gecmemesi gerekir.

03. Besiyerine Ekim ve Inkiibasyon

Diliisyon islemi tamamlandiktan sonra besiyerine ekim yapilir. Eger materyaldeki
mikroorganizma yiikii tahmin edilebiliyorsa, tiim diliisyonlardan ekim yapmaya gerek yoktur.



Asagida, besiyerine ekim ve Inkiibasyon sirasinda dikkat edilmesi gereken genel hususlar
belirtilmis olup, yontemlere gore besiyeri hazirlig ile ilgili gerekli bilgiler kendi kisimlarinda
verilmistir.

-Standart 9 cm capli Petri kutusu i¢in yaklasik 15 ml besiyeri hesaplanir. Besiyeri miktar1
saymm i¢in onemli degildir. Sadece iyi bir koloni gelismesi i¢in yaklagik 15 ml besiyeri
gereklidir.

-Petri kutularina dokiilecek olan besiyeri fazla miktarda hazirlanacak olursa, dokme isi hem
rahat yapilamaz, hem kontaminasyon (bulagma) olasilig1 artar. Bu nedenle 1 litre besiyeri
gerekli ise, bunun 4 adet 250 ml seklinde hazirlanmasi Onerilir. Bu sekilde otoklavda
sterilizasyon da daha giivenli olur.

-Diisiik sayida bakteri igeren gida maddelerinde kuskusuz diisiik diliisyonlar kullanilacaktir.
Bazi gida maddelerinin diisiik diliisyonlarindan ekim yapildiginda, Petri kutusuna bir miktar
gida maddesi de gecgeceginden bu, daha sonra olusan koloniler ile karistirilabilir. Bu sorun
cogu kez 100 ml agarli besiyerine 2,3,5 triphenyltetrazolium chloride (TTC)'in % 0,5 'lik
(w/v) cozeltisinden 1 ml katilmasi ile giderilebilir. Pek ¢ok bakteri, TTC igeren agarh
besiyerinde kirmizi pigmentli koloni olusturur. TTC 'nin olumlu etkisi 6nceden kontrol
edilmelidir. TTC ¢ozeltisi, filitrasyon teknigi ile sterilize edilir ve Petri kutularina dokiilmek
tizere 45 °C 'a kadar sogutulmus agarli besiyeri iizerine ilave edilir. TTC ytiiksek sicaklikta ve
1s1kta bozulur.

-Inkiibasyon sirasinda ortamimn asir1 nemli veya asir1 kuru olmasindan kaginilmalidir. Bu
amacla Petri kutular1 inkiibatore hava sirkiilasyonu saglanacak sekilde yerlestirilmeli, 6’dan
fazla Petri kutusu iist iiste konulmamalidir.

-Ekimi yapilacak diliisyonlar secildikten sonra sayim sonuglarmin giivenilirligini artirmak
icin ayni tiipten 2 ya da tercihen 3 Petri kutusuna ekim yapilir (2 paralelli, 3 paralelli ekimler).
Sayim sonuglar1 paralel ekim sonuglar1 ortalamasi olarak verilir.

-Mikroorganizmalar FTS i¢inde 30 dakikadan fazla birakilmamali, ekim islemi elden
geldigi kadar ¢abuk olarak tamamlanmalidir. Bu siire ¢ogu kez 20 hatta 10 dakika olarak
Onerilmektedir.

-Bazi besiyerlerinin bilesiminde CaCO3 bulunur. CaCO; suda erimediginden, dokiim aninda
dagilmay1 saglamak icin, besiyerini siirekli karistirmak gerekir. Bu islem besiyeri bulunan
kapta el ile yapilirsa hava kabarciklari olusabilir ve Petri kutusuna gegen bu kabarciklar
sayimin iyi yapilamamasina yol agabilir. Bu nedenle, bilesiminde CaCO3 bulunan besiyerinin
icine sterilizasyon oncesi iizeri teflonla kaplanmig bir miknatis atilip dokiimden hemen 6nce
manyetik karistirict ile yavasca karistirllmali, CaCOs besiyeri igine homojen bir sekilde
dagildiginda dokiim yapilmalidir. Yine bu tip besiyerleri kullanilacaginda, Petri kutulari
dokiimden oOnce sogutularak g¢abuk katilasma (donma) saglanacagindan besiyeri ig¢inde
bulunan CaCO; da yeknesak bir sekilde dagilir. Bir diger deyis ile besiyeri Petri kutusuna
dokiildiigtinde CaCOj; dibe ¢okmeden hizli bir katilagma saglanmalidir.

-Ekim bitirildikten sonra vakit kaybetmeden Petri kutular1 inkiibasyona birakilmalidir.
Inkiibatére Petri kutulari, kapaklar: alta gelecek sekilde yerlestirilir. Bunun amaci, olusan su
buharlarinin yogunlasinca besiyeri iizerine degil kapaga damlamasimin saglanmasidir. Aksi
halde (kondens suyunun besiyeri {izerine damlamasi halinde) oldugundan fazla sayida ve/veya
biiyiik koloni olusarak sayim hatalar1 ortaya ¢ikabilir.

-Inkiibasyon siiresi saymmn saglkli yapimasinda en onemli faktdrlerden birisidir.
Gereginden uzun ya da kisa inkiibasyon siireleri sayimda yaniltici sonuglarin alinmasina yol
acabilir. Inkiibasyon bittiginde Petri kutularinda olusan kolonilerin hemen sayilmasi dnerilir.



Bununla beraber herhangi bir nedenle koloniler hemen sayilamiyorsa Petri kutular1 en ¢ok 24
saat siire ile buzdolabinda (+ 4 °C) depolanabilir.

04. Koloni Sayimi ve Degerlendirme

Yukarida diliisyona neden gerek duyuldugu ve islemin nasil yapildigr anlatilmistir. Bu
kisimda ise, farkli diliisyon tiiplerinden elde edilen koloni sayilarinin degerlendirilmesi
irdelenecektir.

3 nolu diliisyon tiipiinden (materyale gére 10” kez seyreltilmis olan tiipten) Petri kutusuna 1
ml aktardigimizi ve Inkiibasyon sonunda 50 koloni olustugunu varsayalim. 50 koloni, 3 nolu
tiipiin 1 ml' sindeki canli hiicre sayisim1 gostermektedir. 3 nolu tiip, materyale goére 1000 kez
seyreltilmis oldugundan materyaldeki canli hiicre sayis1 50 x 1000 = 50.000 adet/ml (veya
kat1 materyal ise 50.000 adet/g) 'dir.

Eger 3 nolu tiipten 1 ml yerine Petri kutusuna 0,1 ml pipetlense ve inkiibasyon sonunda yine
50 koloni sayilsaydi, bu kez hesap yontemi farkli olacaktir. 50 koloni, 3 nolu tiipiin 0,1 ml'
sindeki say1y1 gostermektedir. Dolayisi ile materyalde 50 x 10 x 1000 = 500.000 adet/ml canl
hiicre var demektir. Sonug, 5,0 X 10°/ml olarak verilir. Sayim sonuglarinin standart olarak
verilmesi A,bx10° seklinde olur. Burada A = birler basamagindaki say1, b = virgiilden sonraki
ilk rakam (1. ondalik hane) ve ¢ = 10 'un kuvvetini gésterir. Ornegin 500.000 sayist 5,0 X 10°,
687.000 sayist 6,9x10°, 41.300 sayist 4,1X104 seklinde verilmelidir.

Seyreltilmis tiiplerden yapilan ekim sonuglarina goére materyaldeki canli hiicre sayisi
asagidaki formiille hesaplanir.

Sayi/ml = (Koloni Sayis1 X Seyreltme Faktorii) / Diliisyon tiipiinden Petri kutusuna aktarilan
hacim(ml)

Seyreltme Faktorii = 1/ Seyreltme orani
Ornek

Diliisyon orani 10™ olan tiipten Petri kutusuna 0,02 ml pipetlenmis, inkiibasyon sonunda
toplam 45 koloni sayilmistir. Materyalin 1 ml' sinde ka¢ adet canli hiicre vardir? Diliisyon
(seyreltme) orani ve diliisyon faktorii kavram olarak karistirilabilmektedir. Diliisyon orani
diliisyon yapilmis tiipte materyale oranla kag kez seyreltme yapildigini gosterir. Ornegimizde
materyale gore tiipte 10.000 kere daha az canli hiicre vardir. Su halde tiipteki say1 materyalin
on binde biri kadardir. Bunun matematik ifadesi 1/10.000 yani 10 diir. Diliisyon faktorii ise
yukarida belirtildigi gibi 1/diliisyon oranidir. Yani, 1/10™ = 10* diir.

Coziim: Seyreltme Faktorii = 1/10™ = 10
ml deki say1 = 45 X 10* /0,02 = 22.500.000 adet/ml
=2,3 X 107 /ml



04.01. Petri Kutularinin Yazimi

Kural olarak Petri kutularmin kapagina; «diliisyon faktorii/Petri kutusuna pipetlenen hacimy
formiilii ile hesaplanan tek bir faktdr yazilir. Inkiibasyon sonunda Petri kutusunda sayilacak
olan koloni adedi bu faktdr ile carpilarak materyaldeki canli mikroorganizma sayist dogrudan
hesaplanir. Bu yazim sekli ekim ve sayim islerinin farkl kisiler tarafindan yapilabildigi yogun
laboratuvarlarda karisikligin 6nlenmesi i¢in etkin bir yoldur.

Ornek

4 nolu diliisyon tiipiinden Petri kutusuna 1 ml pipetlendiyse, kutu Kapagina sadece 10* yazilir.
Sayim sirasinda elde edilen koloni miktar1 dogrudan bu deger ile carpilir. Ancak 4 nolu
diliisyon tiipiinden Petri kutusuna 0,1 ml pipetlendiyse, bu kez kapaga 10%0,1 esdegeri olarak
10° yazilir. Béylelikle, kolonilerin sayimini yapan kisi koloni sayismi 10° ile carparak
materyaldeki canli hiicre sayisini (ml' de ya da g’ da) bulabilir.

04.02. Ekim Yapilacak Diliisyonlarin Secilmesi

Diliisyonlarin  yapilmasindan sonra, Petri kutularina ekim sirasinda, materyalin
mikroorganizma yiikii hakkinda eger yaklasik bir bilgimiz varsa, tim dillisyonlardan degil
sadece 3 dillisyondan ekim yapilir. Dokme ve yayma Kkiiltiirel sayim yontemlerinde 3
dilisyonun se¢iminde Petri kutusunda 30-300 arasinda koloni elde edilebilecek diliisyon
hesaplanir, bunun bir alt ve bir {ist diliisyonlar1 ile birlikte 3 diliisyondan ekim yapilir.
Tiiplerden Petri kutusuna pipetlenen hacim, diliisyonun se¢iminde 6nemlidir. Her 2 yontemde
de Petri kutusunda 100 koloni olusmasi esas alinir.

Ornek

Bir gida maddesinde 10° adet/ml diizeyinde bakteri oldugu tahmin edilmektedir. Diliisyon
yapildiktan sonra Petri kutularina 1 ml (d6kme yontemi ile kiiltiirel sayim) ve 0,1 ml (yayma
yontemi ile kiiltiirel sayim) pipetlenmesi durumlarinda ekim yapilacak diliisyon tiiplerini
secin.

Coziim: Tiiplerden Petri kutularina 1 ml aktarilmas: halinde 4 nolu tiipten (materyale gére 10°
kez seyreltilmis olan tiipten) ekim yapildiginda Petri kutusunda 100 koloni olugmas1 beklenir.
Boylelikle 100X10* = 10°/ml materyaldeki say1y1 verir. Ancak 10%ml bir tahmin olduguna
gore sadece 4. tiipten ekim yapilirsa 30 -300 arasinda koloni elde edilemeyebilir. Dolayisi ile
3, 4 ve 5 nolu tiiplerden ekim yapilir. Tiiplerden 0,1 er ml pipetlenmesi durumunda ise 2, 3 ve
4 nolu tiiplerden ekim yapilir. Ciinkii 3 nolu tiipten 0,1 ml pipetlendiginde 100 koloni
beklenmektedir. Dolayisti ile ekimde 2, 3 ve 4 nolu tiipler kullanilir.

Damla kiiltiir yonteminde damlanin kapladig1 alan yaklasik 3 cm” oldugu igin her damlada 10-
30 aras1 koloni olusacak sekilde diliisyon yapilir.
04.03. Sayim Sirasinda Karsilasilabilecek Ozel Durumlar

Petri kutularinda saglikli sayim sonuglarinin alinabilmesi i¢in 30 -300 arasinda koloni
bulunmasinin istatistiksel bir kural oldugu, ayni diliisyondan en az 2 Petri kutusuna paralel



ekim yapmak gerektigi yukarida belirtilmis idi. Bununla beraber bazi hallerde, bu kurallarin
disina ¢ikilabilir. Cizelgede sayim sirasinda karsilasilabilecek 6zel durumlarla ilgili 6rnekler
verilmistir.

A) Tek paralelli (her diliisyondan 1 Petri kutusuna) ekim

Kodu 107 Diliisyonda 107 Diliisyonda Sonuc (adet/ml)

a 230 16 2,3X10*
b 380 41 41X 10*
c 260 36 3,1 X 10*
d 156 43 1,6 X 10*
e 325 23 3,3 X 10
f 360 29 2,9X10*
g 150 140 -

h 60 186 -

i 20 3 2,0X 10°

B) iki paralelli (her diliisyondan 2 Petri kutusuna) ekim

Kodu 1072 Diliisyonda 107 Diliisyonda Sonug¢ (adet/ml)

i 173 ;206 18: 16 1,98 X 10*
k 410 ; 480 36 ;39 3,8 X 10
1 280 ; 294 3437 3,2 X 10*
m 280 ; 294 65 ;69 2,9X 10"
n 0:0 0;0 <10?

o 86 ;77 94 ; 65 -

Cizelgenin (a, b, j, k) satirlarinda 30-300 arasinda koloni sayim drnekleri verilmistir.

Ardigik iki diliisyonda Petri kutularinda 30 -300 sinirina yakin degerler bulunabilir. Bu gibi
durumlarda aritmetik ortalama alnir. Ornegin (c) satirinda ise 107 diliisyonda 260, 107
diliisyonda 36 koloni sayilmustir. Sayim sonucu 260X10” ve 36X10° degerlerinin ortalamasi
olan 3,1X10* adet/ml seklinde verilir, (1) 6rnegi igin de benzer durum s6z konusudur. Sayim
sonucu 280X10% + 294X10* + 34X10° + 37X10° degerlerinin aritmetik ortalamasi olan
3,2X10* adet/ml 'dir.

Bununla beraber, diisiik diliisyondaki 1 ya da 2 Petri kutusundaki degerin ortalamasi, yiiksek
diliisyonda elde edilen degerin yarisindan daha az ise, dogrudan dogruya diisiik diliisyondaki
deger kullanilir. Ornegin, (d) satirinda 107 diliisyonda 156 koloni materyalde 15.600 adet/ml
'vi gosterir. 10~ deki deger ise 43.000 adet/ml 'yi gosterir. 15.600 (diisik diliisyondaki sonug)
43.000'in yarisindan daha az oldugu i¢in, sayim sonucu 15.600 = 1,6X10* seklinde verilir.
Ayn1 durum (m) satir i¢in de gegerlidir.

Cizelgenin (e, f) satirlarinda oldugu gibi diisiik diliisyondaki deger 300'den fazla, buna karsin
yiiksek diliisyondaki deger 30'dan az ise, 30 -300 degerlerine yakin sonu¢ veren diliisyon
kullanilir.

Ardisik iki diliisyonda elde edilen 2 deger de 30'un altinda ise, diisiik diliisyonda elde edilen
sonu¢ kullanilir (i). Petri kutularinda hi¢ bir koloni yoksa sonug¢ 0 adet/ml olarak degil, (n)
satirinda oldugu gibi diisiik diliisyon faktoriinden daha az olarak verilir.



Cizelgenin (g, h, o) satirlarinda elde edilen degerler hi¢ bir sekilde kullanilamaz. Bu gibi
hallerde kontaminasyon ya da diliisyon hatas1 olduguna karar verilip deney tekrarlanir.

300'den fazla kolonilerin sayilmasi

Petri kutusunda sayilmasi gereken koloni 300'den fazla sayidaysa, ortalama olarak 1 cm® alan
icinde 10'dan daha az koloni varsa ve standart 9 cm capli Petri kutular1 kullaniliyorsa; 13 adet
1 cm™ lik alanda sayim yapilip sonug 5 ile ¢arpilir. 13 adet karenin belirlenmesinde; 7x1 cm®
alan ile bunu dik kesen 7x1 cm’ alan gizilir. 2 alanin birbirini kestigi 1 cm” alan 1 defa
sayilacag icin toplam sayim alam 13 cm® olur. Buradaki koloniler tercihen biiyiite¢ altinda
sayilir. 9 cm ¢apli Petri kutusunun alam 65 cm® oldugundan, 13 ¢cm?® de bulunan deger 5 ile
carpilir. Bazi koloni sayim cihazlarinda 13 adet 1 cm” alan 6zel olarak belirtilmistir.

1 cm® alan iginde 10'dan daha fazla koloni varsa, temsili 4 adet 1 cm” alan segilir, sayim
yapilip ortalamasi alinir, 1 cm® deki koloni sayis1 ortalamasi 65 ile carpilir.

Eger 1 cm” alan iginde 100'den daha fazla sayida koloni varsa, bunlar sayilmaz. Sonug 65 x
100 x diliisyon faktorii/ml' den daha fazla seklinde belirtilir.

Yayilan kolonilerin sayilmasi

Kat1 besiyerlerinde bazi mikroorganizmalar (6rnegin bazi basiller) ¢ok genis -yayilmis -
koloniler meydana getirerek diger mikroorganizmalarin gelismesini ve koloni olusturmasini
engellerler.

Prensip olarak, yayilmis kolonilerin kapladig1 alan Petri kutusunun yarisindan fazla degil ise
ve diger koloniler besiyeri iizerinde diizenli bir dagilim gdstermislerse, yayillma olmayan
sahalarda temsili alanlar segilerek sayim sonucu hesaplanir.

Yayilmis olan kolonilerin sayilmasi zorunlu ise, asagida aciklanan yayilma tiplerinin dikkate
alinmas1 gerekir.

Birinci tip yayilmada koloniler zincir seklindedir. Bu koloniler birbirlerinden kesin olarak
degil, besiyeri ile sayimi yapilacak materyalin karistirilmas: sirasinda birbirinden kismen
ayrilmis bir bakteri yigmi seklinde goriiliirler. Bu tip zincirler 1 koloni olarak sayilir.
Besiyerinde birbirinden bagimsiz 1 'den fazla koloni zinciri varsa, bu zincirlerin her biri 1
adet koloni olarak sayilir.

Ikinci tip yayilmis koloniler su -film tabakasi halinde Petri kutusunun tabam ile besiyeri
arasinda, ti¢lincii tip yayilmis koloniler ise, yine su -film tabakasi halinde Petri kutusunun
kenarlarinda ve/veya besiyeri yiizeyinde gelisirler. Son iki koloni tipi ¢ok yayilict bi¢imde
geligirler. Bunun nedeni, yayilma kaynagi olan bakterinin koloni olusturdugu boélgede nem
birikmesidir. Diliisyon sivisinin besiyerine yeknesak dagildigi hallerde bu tip koloniler
nadiren meydana gelir. Bir diger deyis ile, 2. ve 3. tip koloni olugmasinin baslica nedeni,
diliisyon sivisinin besiyeri i¢inde yeknesak dagilmamasidir. Bunun disinda, inkiibasyon
sirasinda kondens suyunun yayilmis koloni olusmasindaki olas1 sakincalarina yukarida
deginilmis idi.



05. Dokme Kiiltiirel Sayim Yontemi

Bu yontemde steril Petri kutularina 6nce drnekten 1 ml aktarilir, bunun iizerine 45 °C 'a kadar
sogutulmus besiyerinden yaklasik 15 ml dokiiliir ve karigtirilir. Agarli besiyeri donduktan
(katilastiktan) sonra inkiibasyona birakilir. inkiibasyon siiresi sonunda olusan kolonilerin
sayilmasi ile, 6rnekteki canli mikroorganizma sayisi belirlenir.

Dokme sirasinda agarli besiyerinin 45 °C altinda donacagi unutulmamalidir. Besiyeri ¢ok
sicak iken kiiltiir iizerine dokiilecek olursa, bu kez mikroorganizmalar zarar gorebilir. Bu
nedenle dokme sicakliginin iyi bir sekilde ayarlanmasi gerekir.

Besiyeri, kiiltiiriin lizerine dokiildiikten sonra diiz bir yerde 3 kez 8 g¢izerek, besiyeri ile
kiiltiirlin homojen bir sekilde karigmasi saglanmalidir. 45 °C' da ddkiilen ve Petri kutusu ile
temas sonunda hizla soguyan besiyeri katilasmadan Once, karistirma isi tamamlanmalidir.

06. Yiizeyde Kiiltiirel Sayim Yontemleri

Yiizeyde kiiltiirel sayim yontemlerinin doékme kiiltiirel sayim yonteminden farki, bu
yontemlerde (yayma ve damlatma yontemleri) Petri kutusuna once besiyerinin dokiilmesi,
besiyeri donduktan sonra kiiltiiriin besiyeri lizerine pipetlenmesidir.

Yiizeyde sayim yontemlerinin dokme kiiltlirel sayima goére bazi istiinliikleri vardir. Bunlar
asagida kisaca agiklanmugtir.

-Yiizeyde sayim yontemleri, dokme yontemine gore daha fazla otomatize edilebilir. Bu
sekilde sayim maliyeti azalirken, yontem c¢abuk ve kolay bir sekilde uygulanabilir.

-Yiizeyde sayim yonteminde besiyerinin Petri kutusuna dokiilmesi sirasinda, hava
kabarciklar1 olusursa bunlar, inokiilasyon Oncesi bunzen beki alevi ile ortadan kaldirilabilir.
Oysa bu uygulama Petri kutusuna 6nce i¢inde mikroorganizma bulunan kiiltiiriin aktarildig:
dokme yonteminde Onerilmez.

-Dokme yonteminde sicaklifa duyarli olan mikroorganizmalar, dokiim sicakligi yiiksek
olursa zarar gorebilirler. Tersine olarak dokiim sicaklig: diisiik olursa, besiyeri ile kiiltiirlin iyi
bir sekilde karigmasi saglanamaz. Bu sakincalar yiizeyde sayim yontemlerinde yoktur.

-Mutlak aerob mikroorganizmalar dokme yonteminde yiizeyin altinda da kalabilirler ve
bunlar inkiibasyonda iyi bir gelisme gosteremeyebilirlerken, yiizeyde gelisenleri daha ¢abuk
ve bliylik koloni olusturarak sayimda yanilmalara neden olabilirler.

-Yiizeyde sayim yontemleri iginde yer alan yayma yontemi ile elde edilen koloniler,
elektronik koloni sayaclarinda daha dogru bir sekilde sayilabilirler.

-Tiim bu {stiinliikklerine karsin ylizeyde sayim yontemlerinin de bazi sakincalar1 vardir.
Ornegin yayma kiiltiirel sayimda kullamlan cam c¢ubugun (Drigalski spatiilii) iizerinde bir
miktar mikroorganizma kalir, bu ise daha az sayida sayim sonucu verir. Bununla beraber cam
iizerinin silikon ile kaplanmasi bu sorunu belli 6l¢iide ortadan kaldirmaya yardimci olur.
Ciinki silikon, mikroorganizmalari1 cam kadar ¢cok absorbe etmez.

Yiizeyde sayim yontemleri i¢in hazirlanan besiyeri igeren Petri kutulari, once 37 °C
inkiibatorde 24 saat siireyle tutularak, besiyeri ylizeyinin bir miktar kurumasi saglanir.
Besiyeri Petri kutularina dokiildiigli anda yiizey 1slak olur. Bu sekilde ekim yapilirsa,
besiyerinin kiiltiirii emmesi gii¢lesir; ayrica pipet ucu besiyerine degecek olursa, molekiillerin
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birbirini itmesi nedeni ile gereginden daha az hacimde siv1 pipetlenmis olur. Tersine, besiyeri
ylizeyi asirt kuruyacak olursa, siviyr aniden emecegi i¢in, saglikli bir yayma gerceklesmez;
ayrica benzer sekilde pipet ucu besiyerine degecek olursa, molekiillerin birbirini ¢ekmesi
nedeni ile fazla miktarda sivi pipetlenmis olur. Petri kutularinin yukarida belirtildigi gibi
kurutulmast bu sorunu beli Ol¢iide ortadan kaldirir; ayni zamanda Petri kutularindaki
besiyerlerinin steril olup olmadiklari1 da kontrol edilmis olur.

06.01. Yayma Kiiltiirel Sayim Yontemi

Bu yontemde Petri kutusu icinde bulunan besiyeri iizerine 0,1 ml kiiltiir pipetlenir ve
Drigalski spatiilii ile kiiltiir besiyeri lizerine yayilir. Drigalski spatiilii ince bir cam bagetin
0zel bir sekilde kivrilmasi ile elde edilir.

Drigalski spatiiliiniin tamami cam olabilecegi gibi tutma yeri
metal, yayma yeri cam veya silikon kapli camdan da
yapilabilir. Ticari olarak hazirlanmis degisik modellerde
spatiiller de mevcuttur.

Kiiltiirel sayim yontemlerinde kullanilan tiim malzeme (Petri
kutulari, diliisyon ¢o6zeltileri, besiyerleri, pipetler) gibi
Drigalski spatiilleri de steril olarak kullanilmalidir. Kuskusuz
en ideali, yeterli sayida spatiiliin aliiminyum folyalara sarilarak
etlivde sterilize edilmesidir. Ancak bu durum saglanamazsa,
spatiiller etil alkol i¢inde tutularak sterilize edilebilir.

Spatiil tizerinde kalan alkol, besiyerine aktarilan mikroorganizmalar {izerinde olumsuz etki
yapabilir. Bu nedenle bu alkoliin spatiil {izerinden uzaklastirilmasi1 gerekir. Bu amagla spatiil
alevden gegirilir, alev alkolii yakarak uzaklastirir, ancak mikroorganizmaya zararli olabilecek
kadar 1sitmaz. Giivenlik olarak spatiil, besiyeri lizerinde Xkiiltiir aktarilmamis bir yerde
gezdirilerek sogutulur, daha sonra kiiltliir yayilir. Zamanla alkoliin konsantrasyonunun
diismesi sonunda, alkol i¢inde bazi mikroorganizmalarin (6rnegin spor yapan basiller)
canliliklarimi siirdiirebilecekleri ve bunlarin spatiil {izerinde kalarak alev etkisinden kurtulup
besiyeri ylizeyine bulasabilecekleri gdzden uzak tutulmamali, dolayisi ile her yayma igin steril
bir spatiil kullanilamiyorsa, alkol sterilizasyonuna bas vurulmali, ancak alkoliin temiz ve
yeterli konsantrasyonda oldugu kontrol edilmelidir.

06.02. Damlatma (Damla Kiiltiir) Yontemi

Mikrobiyolojide kullanilan besiyerlerinin pahali olmasindan dolayi, sayim maliyetini
diistirmek amaci gliden bir yontemdir. Bu yontemin esas1 Petri kutusundaki besiyeri {izerine
I'den fazla sayida 6rnegin aktarilmasidir. Bu amagla besiyeri dokiiliip katilasma olduktan
sonra, yayma kiiltlir yonteminde oldugu gibi Petri kutular1 37 °C 'da 24 saat siire ile tutularak
hem yiizey kurumasi saglanir, hem de sterilite kontrolii yapilir. Petri kutusunun alt1 distan esit
olarak 6 ya da 8'e boliiniir ve her bdlme numaralandirilir. Daha sonra her bolmeye 6zel mikro
pipet ile 0,02 ml pipetlenir. inkiibasyon sonunda 2 -3 cm ¢apli (3 -7 cm’ alanli) bélgelere
yayilmis olan koloniler sayilir.
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Damlatma yonteminde Pastor pipeti adi verilen 6zel bir pipet de kullanilabilir. Pastor pipeti
cok ince uclu derecesiz bir pipettir. Kapiler 6zellik nedeni ile, ayn1 dlgiide kiiciik damlalar
elde etmek miimkiindiir. Bu pipet kullanilacaginda énce damla hacmi Slgiilmelidir. Bu amagla
genellikle 20 damlanin agirligi hassas terazide tartilir ve buradan 1 damlanin agirlig
hesaplanir. Diliisyonda kullanilan FTS ya da diger diliisyon sivilarinin 6zgiil agirhigi 1'e cok
yakin oldugundan, 1 cc = 1 g oldugu kabul edilir ve 1 damlanin agirlig1 bu yaklagim ile hacim
olarak alinabilir.

Ornek

107 diliisyondan yapilan ekimlerde 2 sayim alaninda sirastyla 13, 15 koloni sayilmistir. Pastor
pipetinde 1 damla agirlig1 0,0043 g' dir. Orijinal materyaldeki canli hiicre sayis1 nedir?

Céziim: (13 + 15) X 10% /2 x 0,0043 = 3,3x10° /ml

Ayni hacimli damlalar elde etmek amaci ile pipetler dik tutulmali, besiyeri yiizeyine c¢arpan
damlalarin etrafa sigramamasi i¢in, pipet ucu ile besiyeri yiizeyi arasindaki mesafenin 1 -2 cm
arasinda olmasina dikkat edilmelidir. Her Pastor pipetinden elde edilecek damla hacimleri
farkl1 olacagindan, Petri kutusuna pipet numarasi da yazilmali veya koloni sayimi ve
degerlendirme kisminda anlatildig1 gibi kullanimdan hemen sonra, hacim ve diliisyona bagl
faktor hesaplanip Petri kutusu iizerine kaydedilmelidir.

07. Spor Sayimi

Bazi hallerde, sadece bakteri sporlarinin sayimi gerekebilir. Sporlar da, vejetatif hiicreler gibi,
agarl1 besiyerlerinde kiiltiirel sayim yontemleri ile sayilirlar. Ancak once, kiiltiirdeki vejetatif
hiicrelerin 6ldiiriilmesi gereklidir. Bu amagla spor sayimi yapilacak materyal 80 ° C’da 1
dakika tutulur. Bu sirada, tercihen su banyosundaki suyun sicakligini rahatlikla iletecek ince
kenarli tiip kullanilmalidir. 80 °C’da 1 dakikalik sicaklik uygulamasi, ortamda bulunan
vejetatif hiicreleri oldiirlirken, sporlarin ¢imlenmesini tesvik eder. Bundan sonra bilinen
diliisyon ve ekim yapilir.

08. Anaerob Bakterilerin Sayimi

Anaerob bakteriler havasiz (oksijensiz) ortamlarda gelisen bakterilerdir. Bu tip bakterilerin
kiiltiirel yontemle sayilabilmesi igin, gelisme ortaminda (inkiibasyon ortaminda) hava
bulunmamalidir.

Anaeroblarin sayiminda havanin ortamdan uzaklastirilmasi icin ¢esitli sistemler bulunmaktadir.
Bu amagla 6zel inkiibatorler ve/veya ekipmanlar gelistirilmistir.

Ortamdan havanin uzaklastirllmasinda vakum ve gaz uygulamasi en ¢ok kullanilan
sistemlerdir. Bu amagcla 6zel yapilmis inkiibatér kullaniliyorsa, Petri kutular1 inkiibatore
yerlestirildikten sonra inkiibatérdeki hava, vakum pompasi ile bosaltilir ve inkiibatér gaz ile
doldurulur. Bu uygulamalara elverisli bir inkiibator yoksa, 6zel olarak yapilmig anaerobik
kavanozlar kullanilmalidir. Ticari olarak gelistirilmis ¢ok degisik modellerde anaerobik
kavanozlar mevcuttur.
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Anaerob ortamin saglanmasinda kuskusuz en uygun sistemler Ozel inkiibatér veya
kavanozlarin kullanilmasidir. Her iki sistem de mevcut degilse, ancak agzi tam olarak
kapatilabilen biiyiik bir kavanoz bulunuyorsa, basit, ancak etkin bir yontem ile de anaerob
ortam saglanabilir. Bu yontemde Petri kutulan, tiipler vs kavanoza yerlestirildikten sonra,
kavanoz iginde mum yakilir ve kavanozun kapagi ortiilir. Mum, kavanozdaki oksijeni
tilketerek yanar, oksijen bittiginde ise soner. Bu yontem kavanozdaki oksijeni tam olarak
tiilketmese de, en basit ve en ucuz yontemdir. Mum yerine 6zel kavanozlara yerlestirilmis
elektrikli sistemler de vardir.

Anaerob ortamlarin saglanmasinda kullanilan gazlarin % 10 oraninda hidrojen igermesi
onerilmektedir. Bu amagla en yaygin kullanilan karigimlar; % 5 CO, + azot i¢inde % 10 H;
veya sadece azot i¢inde %10 H, 'dir. Anaerob bakteri gelisimi i¢in CO, kullanilmas1 gerekli
ise CO; 'in % S5'lik limiti gegmemesine 6zen gostermek gerekir, ¢linkii besiyeri pH 'sinin
diismesine neden olabilir. Anaerob ortam saglanmasinda kullanilan gazlarin hazirlanmasi igin
0zel cihazlar gelistirilmistir. Benzer sekilde bu gazlar ticari olarak da pazarlanmaktadir.

Mutlak anaerob olmayan fakiiltatif anaeroblar ile mikroaerofil mikroorganizmalarin
gelistirilmesi ve dolayist ile sayilmalart i¢in daha basit teknikler de vardir. Bu teknikler
asagida kisaca agiklanmustir.

Dokme veya yayma yontemi ile Petri kutularina ekim yapildiktan sonra, besiyeri yiizeyi 2 mm
kalinlikta % 0,1 steril agar ¢ozeltisi ile (su i¢inde) ortiiliir. Petri kutular1 yayma yontemi ile
hazirlanmigsa, besiyerinin seyreltilmis materyali emmesi i¢in yeterince beklenmelidir.

Mikroorganizma, sayimdan ziyade gelistirilmek amaci ile (ya da test edilecek materyalde var
-yok seklinde araniyorsa) tiiplerde sivi besiyerinde iiretiliyorsa, vidal kapakl tiipler agzina
kadar doldurulup kapaklar1 kapatilir. Bu teknik 6zellikle gaz yapmayan fotosentetik bakteriler
i¢in Onerilir.

Bakteriler tiip i¢inde kat1 veya sivi besiyerinde {iretiliyorsa, inokiilasyondan sonra besiyeri
tizeri steril % 0,1 agar c¢ozeltisi veya steril vaspar (% 50 vazelin + % 50 parafin) ile
ortiilebilir.

Mutlak anaeroblar Petri kutusunda gelistirilmek istendiginde ve anaerobik inkiibator mevcut
degil ise Petri kutular1 vakuma dayanikli kavanoz i¢ine konur. Kavanoz igine ayrica
anaerobikligi kontrol etmeye yarayan indikator ¢ozelti iceren bir beher de konulur. 2 -3 sefer
vakum yapilip azot ilave edilerek, kavanoz i¢indeki oksijen ortamdan uzaklastirilir. Ortamda
oksijenin kalmasi ve/veya sizinti sonucu oksijen girmesi halinde, aktif haldeki indikatoriin
sar1 rengi oksidasyon sonucu maviye doner. Bu taktirde, kavanozun sizdirmazligi kontrol
edilip, kavanoz hi¢ acgilmadan 1s1k ile indikator aktive edilir. Bdylece, kavanoz iginde az
miktarda oksijen varsa bu, aktiflestirilmis indikator ile absorbe edilebilir. Indikatoriin
hazirlanis1 ekte verilmistir.

09. Bakteriyofaj Sayimi
Bakteriyofajlar (fajlar) bakterilerin zorunlu parazitleri olup, sadece canli bakteri hiicreleri
icinde c¢ogalabilen viriisler olarak tanimlanabilirler. Bazi hallerde fajlar, bakteri i¢inde hizla

cogalarak bakteriyi parcalarlar (lize ederler), buna karsin bazi hallerde ise, uzun siire bakteri
icinde yasamlarini siirdiiriirler fakat cogalmazlar.
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Fajlar, siit tirtinleri ve inokiilant enddistrisi i¢in biiyiik sorundur. Peynir, tereyagi, yogurt gibi
trtinler starter kiiltiirlerinin siite ilavesi ile elde edilir. Bu starter bakterilerinin bir kismi
bakteriyofajlara duyarli, bir kismi ise direnglidir. Duyarli olan suslar toprak, ahir havasi, saman
ve hatta siitte dogal olarak bulunabilen fajlarin saldirisina ugradiklarinda, starter gérevlerini
yerine getiremeyecek sekilde zarar gortirler.

Fajlar bakterilere saldirarak onlar1 parcaladiklarinda; sivi besiyerinin bakteri ¢ogalmasindan
kaynaklanan bulaniklig1 kaybolur, kat1 besiyerinde ise koloniler olusmaz, besiyeri rengi faj
saldirisina ugramig bolgelerde agik kalir. Bu tip bolgelere plak (Plaque) adi verilir. Bir
siispansiyondaki faj sayisi, plak olusturan birim (Titre) ile ifade edilir. Faj titresi; ¢ift tabaka
ekim yontemi ve rutin test diliisyonu yontemi olmak tiizere 2 sekilde belirlenir. Bir
siispansiyonda ¢ok sayida faj bulunabilir, ancak bunlarin hepsi incelenen bakteriyi par¢alama
ozelligi gostermeyebilir. Dolayisi ile sadece bakterileri lize edenler sayildigi icin toplam faj
degil, plak olusturan birim (plaque forming unit = pfu) sayilmakta ve o sekilde ifade
edilmektedir. Toplam faj sayisi1 ise sadece elektron mikroskopla belirlenebilir.

09.01. Cift Tabaka Ekim Yontemi
Bu yontem asagida kisaca aciklanmustir.

-Uygun bir ¢ozelti (tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi, FTS, laktik bakteriyofajlar i¢in M 17 s1vi
besiyeri vb) i¢inde faj siispansiyonunun diliisyonu yapilir.

-Alt katmani olusturmak iizere steril Petri kutularima konakgi bakteri icin segilen agarli
besiyerinden 15 ml dokiliir.

-% 0.45 -0,7 agar igeren ayni besiyerinden 2,5 -3 ml tiiplere dagitilip sterilize edilir, 46 °C
'daki su banyosunda sogutulur. Bu sekilde hazirlanan besiyeri lizerine konak¢1 bakterinin aktif
kiiltiirtinden 0,1 -0,5 'er ml ile faj diliisyonlarindan 0,1'er ml pipetlenir, karigtirilir ve katilagmis
olan alt katman tizerine dokiiliir.

-Inkiibasyondan sonra olusan plaklar sayilir ve faj titresi hesaplanir. Ornegin; 107
diliisyondan yapilan ekim sonunda 20 plak sayildiysa, titre; 2,0X 10’ olarak bulunur.

Laktik fajlarin sayiminda diliisyonlar 1072, 10, 10, 10® seklinde yapilmaktadir. inkiibasyon
sonunda, 10 diliisyondan yapilan ekimde sayilamayacak kadar cok ve/veya i¢ ige girmis
plaklar varsa ve 10 diliisyondan yapilan ekimde hi¢ plak yoksa, 107 diliisyonda faj oldugu
tahmin edilir ve 0,1 ml 6rnek alindig: igin titre 10™ olarak verilir.

Fajlarin meydana getirdigi plaklar birbirlerine karisabilir ve kesin say1 saptanamayabilir. Bu
nedenle bakterilerin kiiltiirel sayiminda kullanilan 30-300 koloni/ Petri kutusu sinirlamasi faj
plaklar1 sayiminda baglayici degildir.

09.02. Rutin Test Diliisyonu (RTD) Yontemi

Bu yontemin esas1 damla kiiltiir yontemine benzemektedir. Petri kutularina ince bir katman
halinde kati besiyeri dokiiliip, bu katilastiktan sonra iizerine konake¢i bakterinin aktif
kiiltiirtinden yayilir. Besiyerinin, kiiltiirii emmesi ve yiizeyinin yeterince kurumasindan sonra,
standart diliisyonu yapilmis faj siispansiyonu, mikro pipet ya da Pastor pipeti ile damlatilir.
Titre, inkiibasyon sonunda olusan plak sayisi, diliisyon faktorii ve damla hacmi dikkate
alinarak hesaplanir. Bu yontemde bir Petri kutusuna 6 -7 farkl diliisyondan ekim yapilabilir.
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