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01. Genel Bilgiler

Standarda dayali sayim yontemleri, indirek sayim yontemleri arasinda yer alir. Canli hiicre
sayisina bagli kiyaslamali say1 belirleme yontemleri bir standart kurveye dayandirilir. Buna
gore, ayni hiicre siispansiyonundan canli hiicre sayimi ile birlikte optik yogunluk, kuru madde
veya protein tayinleri yapilir ve elde edilen sonuglar canli hiicre sayisina karst bir kurvede
gosterilir. Daha sonra, aynt mikroorganizmanin iiretildigi bir ortamdaki canli hiicre sayisi,
kurvede yer alan diger parametrelerden birinin belirlenmesi ile saptanir.

Standarda dayali sayim yontemleri ile mikroorganizma sayisinin belirlenmesi oldukga siiratli
yontemlerdir ve en dogru sonug¢ protein tayini ile alinir. Bunu sirasi ile kurumadde tayini ve
optik yogunluk yontemleri izler.

Kiyaslamali yontemler olarak da tarif edilen bu yontemler, genellikle mikroorganizmalarin
logaritmik gelisme donemleri i¢ginde bulundugu devrelerde kullanilir. Gelisme kurvesinin
logaritmik gelisme donemleri icinde bulunan mikroorganizmalar hizli bir ¢ogalma
icindedirler, hiicre oliimleri yeni hiicre olusum hizi ile kiyaslandiginda son derece azdir.
Dolayisi ile bu donemde elde edilen parametre degerleri canli hiicre sayisint olduk¢a dogru
bir sekilde yansitir.

02. Optik Yogunluk Tayini ile Sayim

Optik yogunlugun fotometrik olarak ol¢iilmesi, homojen hiicre siispansiyonlarinda miimkiin
olur ve bu amacla turbidometri ve nefelometri olmak {iizere iki yontem kullanilir.
Turbidometride, mo-nokromatik bir 15181 bir hiicre siispansiyonundan gegerken ugradigi
yogunluk kaybinin dl¢iilmesi s6z konusu oldugu halde (toplam ekstinksiyon); nefelometride
15181n slispansiyon i¢inden gecerken parcaciklara ¢arparak kirilma agisinin Slgiilmesi, esasi
teskil eder. Hiicre yogunlugu oOlciilmesinde, toplam ekstinksiyon degerinin dl¢iilmesine
yarayan turbidometri i¢in gerekli olan basit yapili spektrofotometreler her laboratuvarda
bulunabilecegi i¢in burada turbidometrik yontem anlatilacaktir.
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Turbidometri

Lambert - Beer kanununa gore, bir hiicre silispansiyonundan gecen 1s1gin yogunlugu (1)
giristekine (lg) gore azalr (1=1y. ¢, c. d). Optik yogunlugun bir 6l¢iisii olan ekstinksiyon (Op
= Optik Density) hiicre siispansiyonundaki biyomas (hiicre) konsantrasyonu (c) ile dogrudan
orantilidir.

Op-logly/1= (XX dXc)/2,303 =kop X c

¥ =Bulaniklik katsayis1; d = Kiivetin kalinlig1 (cm) dir.

Ortalama hiicre boyutlar1 sabit kaldig siirece optik yogunlugun alt sinirlarinda (< 0,3 E) optik
yogunluk degerleri ile hiicre yogunlugu (hiicre sayisi/ml) arasinda lineer bir iliski vardir. 1 ml
'deki kuru agirlik veya hiicre sayisi ile optik yogunluk arasindaki diizeltme faktorii her
mikroorganizmaya gore degisen bir degerdir.

1/kop=(2,303) /(= d)

Yuvarlak sekilli hiicrelerin birim kuru agirliga karsilik gelen optik yogunluk degerleri
genellikle ¢ubuk seklinde olanlardan daha fazladir.

Kullanilan 1s181mn dalga boyu arttikga (= 350 -A 880 nm arasi kullanilabilir) 6l¢limiin
hassasiyeti ters orantili olarak azalir. Buna karsin kisa dalga boyunda yapilan dl¢limlerde ise
cesitli besiyeri ortamlarmin kendinden kaynaklanan ekstinksiyonlar1 dolayisiyla deney
hassasiyeti her zaman saglanamaz. Bu nedenle, fototrof bakteriler gibi renkli pigmentleri olan
bakterilerin optik yogunluklar1 olgiiliirken 650 nm gibi yiiksek bir dalga boyu kullanildig1
halde, E. coli gibi pigment icermeyen bakterilerin optik yogunlugu dlgiiliirken 545 nm gibi
daha diisiik bir dalga boyu segilir. Eger bakteriler ¢ok hareketli ise ekstinksiyon degerindeki
dalgalanmalar durulmayabilir. Bu durumda bakteri kiiltiirii icine onceden 1-3 damla
formaldehit veya % 1' lik merthiolate ¢ozeltisinden ilave edilerek bakteriler oldiriiliir ve
stabilite 6nceden saglanir.

Ornek, kiivet igine konduktan sonra hava kabarcig igerip iermedigi kontrol edilmeli, eger
hava kabarcigi varsa bu bertaraf edilmelidir. Kiivetin doldurulmasindan sonra o6l¢iim
degerleri genellikle degiskenlik gostermeye baslar ve 1 - 2 dakika siire ile dalgalanmadan
kaynaklanan bu kirilma farklilagmas1 siirer ve sonra stabillesir. Ancak bundan sonra sabit bir
ekstinksiyon degeri 6l¢iilmesi miimkiin olur.

Optik yogunluk 6l¢limiinde kullanilan kiivetin kalinlig1 da 6nemli olup standart olarak 1 cm
kalligindaki kiivetler kullanilmaktadir. Hiicre yogunlugunun az olmasi halinde (< 10’
adet/ml) 2 cm kalinhigindaki kiivetler veya yogunlugun fazla olmasi halinde 0,5 cm kalin-
ligindaki kiivetler kullanilabilir. Ancak 2 cm 'lik kiivet kullanilmas1 halinde elde edilen OD
degerlerinin 2 'ye boliinmesi ve 0,5 cm 'lik kiivet kullanilmasi halinde 2 ile c¢arpilmasi
gerekir. Optik yogunluk odl¢iimlerinde OS veya 103 tipi cam kiivetlerin kullanilmas1 yeterli
olup dl¢iim oncesi kullanilan kiivetlerin optik sogurmalart arasinda bir fark olup olmadigi
kontrol edilir ve sahit ¢ozelti (¢ogu kez asilanmamis besiyeri) i¢in kullanilan kiivet sabit
tutulup, diger kiivetlerin bundan sapislari, kullanilan sahit ¢6zelti her iki kiivete de konularak
saptanir ve kiivet faktorleri hesaplanarak 6rnek Slgiimleri sonucuna dahil edilir.

Kiivet temizligi de ¢ok 6nemli olup, kiivetlerin 151k gegme dogrultusundaki camin i¢ ve dis
yiizeyleri mutlak sekilde temiz olmali, besiyeri artig1, yag ve su lekesi ile parmak izi lekesi
bulunmamalidir. Aksi takdirde 6l¢iimde biiyiik hatalar ortaya ¢ikabilir.



Optik yogunluga dayali yontemlerle hiicre sayisinin belirlenmesinde pek ¢ok hata kaynagi
vardir ve bu nedenle protein ve kuru madde tayinine dayali yontemlere gore daha az dogru
sonuglar almir. Ureme kosullarinin optimumdan sapmasi 6lgiisiinde, hiicre iginde 151k
kirilmasina neden olabilecek poli - hidroksi biitirik asit (PHBA), volutin ve vakuol gibi hiicre
sayisina bagli olmayan yapilar olusabilir ve sonugta hiicre sayisi artmadigi halde, absorbans
miktarinda bir artis olabilir. Diger yandan optik yogunlugun O0lgiilebilecegi besiyerinin
bilesimi ve rengi de standart olmalidir. Besiyeri bilesimine giren 6gelerden herhangi birinin
az ya da ¢ok olmas1 ve sterilizasyon normlarinin degismesi gibi etkenler optik yogunlugun
farkli degerlerde 6l¢iilmesine neden olabilmektedir.

Tiim bu ve buna benzer sakincalarina ragmen fotometrik yontemler, gelisen bilim ve teknoloji
yaklagimlar1 altinda {izerinde en ¢ok calisilan, yeni cihazlar gelistirilerek en dogru sonuca
vartlmay1 hedefleyen yontemler arasindadir. Fotometrik yontem, diger standarda dayali
yontemlere gore daha kolay ve cok kisa bir slirede sonu¢ vermesi gibi 6nemli iistiinliiklere
sahiptir.

Asagida fotometrik yontemin uygulanisina iliskin bir 6rnek verilmistir. Standart kurvenin
hazirlanmas1 amaciyla bakteri besiyerine asilanmig, belirli zaman araliklart ile
ekstinksiyonlar1 Ol¢lilmiig, ayn1 anda kiiltiirel sayim yapilmis, bdylece ¢esitli ekstinksiyon
degerlerine kars1 gelen canli hiicre sayilar1 belirlenmis, tiim degerler milimetrik kagida
islendikten sonra standart kurve cizilmistir. Standart kurvenin ¢iziminde istatistik
hesaplamalar ile elde edilen regresyon dogrusu kullanilmistir.

Kurvenin disinda, regresyon dogrusu ¢iziminde kullanilan formiil de, belirli bir ekstinksiyon
degerine karst gelen mikroorganizma sayiminda kullanilabilir. Diger standarda dayali yon-
temlerde oldugu gibi, fotometrik yontemlerde de amag, canli hiicre sayisinin kesin olarak
belirlenmesi degil, cogu kez logaritmik gelisme devresinin belirli bir aninda bakteri sayisi
hakkinda fikir sahibi olmaktir.

Standart kurve bu sekilde elde edildikten
sonra ayni kosullarda tiretilen
popiilasyonlar i¢in kullanilabilir. Bu
amagla kiiltiirin  sadece ekstinksiyon
degeri Olciiliip, kurveden buna kars1 gelen
mikroorganizma sayisi1 belirlenir.
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Buna gore, belli bir mikroorganizmanin sayiya dayali hazirlanan {ireme egrisinden,
logaritmik donemdeki sayist saptanip, buna karsilik gelen ekstinksiyon degeri standart
kurveden bulunarak, daha sonraki iiretim denemelerinde sadece ekstinksiyon degerinin
Ol¢iilmesiyle logaritmik iiretim devresine gelinip gelinmedigi kolayca anlagilabilir.

03. Kuru Madde Tayini ile Sayim

Mikroorganizmalarda kuru madde tayini genellikle membran filtre ile yapilmakta olup ¢cogu
kez sivi besiyerinde tiretilmis kiiltiirlere uygulanir. Bununla beraber, agarli besiyeri



yilizeyinde gelistirilmis kolonilerin destile su ile yikanmasi ve bunlarin filtreden gegirilmeleri
de miimkiindiir. Santrifiij ile siv1 besiyerinden hiicrelerin ayrilmasi yontemiyle kuru madde
tayini, membran filtre yontemine gore daha az uygulanmaktadir. Ciinkii bu yontemle
besiyerinden gelen tuzlar vs de kuru maddeye dahil olabilir. Yikama islemi uygulandiginda
ise, bunu takip eden santrifiij sirasinda belli bir hiicre kaybi1 s6z konusu olabilir.

Kuru madde tayininde en 6nemli basamaklardan biri filtrenin hazirlanmasidir. Bu amagla
kullanilacak 0,45-0,6 p,m gozenekli membran filtre lizerinden destile su gecirildikten sonra,
80 °C 'da 12 saat siire ile tutulur. Desikatorde 6 saat siireyle sogutulduktan sonra, hassas
terazide 0,1 mg hassasiyetle tartilir ve yine desikatére alinir. Bu iglem filtre sabit agirliga
gelinceye kadar tekrarlanir ve filtreler desikatorde muhafaza edilir. Bu sekilde kuru agirligi
belirlenmis olan filtre kuru madde tayininde kullanilabilir. Hiicre yogunluguna bagl olarak
10-20 ml hiicre stispansiyonu filtreden gegirilir. Daha sonra ayni filtrenin {izerinden en az
hiicre siispansiyonu kadar destile su gecirilir ve filtre temiz ve kuru bir cam kap iginde 80
°C'da 12 saat siire ile kurutulur. Desikatorde 6 saat tutulduktan sonra 0,1 mg hassaslik ile
tartilir ve sabit agirhiga gelinceye kadar bu islem tekrarlanir. Buradan birim hacim materyal
icindeki kuru madde miktar1 hesaplanir.

Farkli hiicre yogunlugundaki siispansiyonlarin canli hiicre sayilarinin belirlenmesi ve kuru
madde tayinlerinin yapilmasi ile elde edilen standart kurve, daha sonraki caligmalarda
kullanilir.

Kuru madde tayini yukarida anlatildigi sekli ile en azindan uzun siireli bir calismay1
gerektirdigi i¢in, yaygin olarak kullanilamamaktadir. Bununla beraber, c¢alismalarda
kullanilacak mikroorganizma siispansiyonuna bagli olmak kaydi ile daha yiiksek sicaklik
derecelerinde ve daha kisa siireli kurutma, vakum altinda kurutma, liyofilizasyon teknigi ile
kurutma gibi yontemlerle daha kisa siirede sonu¢ almabilir. Kuskusuz en kisa kurutma ve
dolayisi ile kurumadde tayini elektronik hassas terazi entegrasyonlu infrared lambali sistem
ile yapilmaktadir.

Kurumadde kolorimetrik olarak da tayin edilebilir. Bu yontem biyolojik materyaldeki karbon
miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilir. Bu islemde, 1 ml destile su ya da uygun bir inorganik
tampon ¢ozelti iginde 0,2-2 mg agirliginda kuru materyal olacak sekilde 6rnek aliip, % 2'lik
potasyum dikromat ¢ozeltisinden (siilfirik asit i¢inde) 2 ml ilave edilir ve 100 °C'da 30 dakika
stire ile 1sitilir. Karisim sogutulur ve destile su ile 5 ml'ye tamamlanir. Bu sekilde hazirlanan
cOzeltinin absorbans1 580 nm'de sahit c¢ozeltiye karsi okunur. Kuru agirhigi bilinen
materyalden bu yontemle elde edilen standart kurveden, testi yapilan materyalin kuru madde
igerigi saptanir.

04. Protein Miktar:1 Tayini ile Sayim

Mikroorganizmalarin igerdigi protein miktarin1 tayin etmek amaciyla birgok yontem
gelistirilmis olmakla beraber, bunlardan en ¢ok kullanilant ucuz ve ¢abuk olmasi dolayisiyla
Stickland (1951) yontemi olup. Asagida bu yontem verilmistir.

Mikroorganizmanin gelisme durumuna gore bir mikroorganizma kiiltiiriinden 10-30 ml'lik
kesin bir hacim bir santrifiij tiipline alinir ve 4.000-5.000 devirde 10-15 dakika siireyle
santrifiij edilir, santrifiij sonras1 {istte kalan serum kismi atilir ve altta kalan pelet 6,6 ml
destile su i¢inde ¢oziiliir. Cozelti iizerine 1,2 ml % 20'lik NaOH ilave edilip, 5 dakika siire ile



100 °C civarinda (su banyosu veya elektrikli 1siticida) kaynatilir. Bu siire sonunda santrifiij
tiipli soguk su ile sogutulur ve tizerine 0,2 ml % 25'lik CuSO4.5H,0 ¢ozeltisinden ilave edilir
ve iyice karistirthp 30 dakika oda sicakliginda bekletilip, santrifiij edilir (3.000 dev/dak).
Santrifiij sonucunda tiip lizerinde kalan kismin absorbansi 545 nm'de, ayni anda orneksiz
olarak hazirlanan kontrole kars1 6l¢iiliir.

Belli bir bakteri susunun icerdigi protein miktarina karsilik gelen canli hiicre sayisini
belirlemek amaci ile, 6nceden farkli yastaki, ayni bakteri siispansiyonlarindan her iki
parametreye ait degerlerin saptanmasi gerekir. Elde edilen bu degerlerle ¢izilen kurve, daha
sonraki iiretimlerde protein degerinin canli hiicre sayisi olarak hesaplanmasinda, standart
kurve olarak kullanilabilir. Orneklerle elde edilen absorbans degerlerinden dogrudan dogruya
ayni Orneklerde saptanan canli hiicre sayisi ile bir standart kurve elde edilebilecegi gibi, bu
degerlere karsilik gelen protein miktar1 6nce sigir serum albumini ile ayni1 yontemle elde
edilen standart protein kurvesinden saptanip, canli hiicre sayisi ile elde edilecek standart
kurve, bununla da ¢izilebilir.

0S. McFarland Yontemiyle Sayim

Baryum kloriir ile siilflirik asit karigtirilinca meydana gelen baryum siilfat, ortamda opak
renkli bir bulaniklik olusturmaktadir. Cok kompleks yapida olmayan bir besiyerinde iiretilen
bakteriler de (6rnegin Rhizobium) ayni renkte bir bulaniklik meydana getirmektedirler. Bar-
yum kloriir ile siilfiirik asit oranlarmin degistirilmesiyle farkli bulaniklikta ¢dozeltiler
olugsmakta olup, bunlara karsilik gelen bakteri sayisi da, bulunakligin artmasi ile dogru
orantil1 olarak artmaktadir.

McFarland Standard.
Tiip no | %1 BaCl, | %1 H,SO4 | Bulanikliga karsilik gelen
(ml) (ml) | bakteri sayis1 (X 10°/ ml)
1 0,1 9,9 300
2 0,2 9,8 600
3 0,3 9,7 900
4 0,4 9,6 1.200
5 0,5 9,5 1.500
6 0,6 9,4 1.800
7 0,7 9,3 2.100
8 0,8 9,2 2.400
9 0,9 9,1 2.700
10 1,0 9,0 3.000

Temiz bir tiip i¢ine, ¢izelgede verilen oranlarda % 1'lik H,SO4 ve % 1'lik BaCl, 'iin suda
hazirlanmis ¢ozeltilerinden katilip iyice karigtirilir ve buharlasmayr onlemek amaciyla
tiiplerin agz1 siki bir sekilde kapatilir. Birbirini takip eden iki tiip arasinda 300 x 10> adet
bakterinin olusturacagi kadar bir bulaniklik farki vardir. Eger elde edilmek istenen sayi
bundan daha hassas sinirlar arasinda ise, o zaman baryum kloriir ve stilfiirik asidin % 0,1'lik
cozeltileri ¢izelgede verilen oranlar ile kanistirilir. Ya da %1 'lik baryum kloriirden ¢izelgede
oldugu gibi daha hassas ilaveler yapilir. Bu durumda tiiplerdeki %1 'lik siilflirik asit hacmi =
10 ml - baryum kloriir hacmi ile hesaplanmalidir. Ornegin, kiiltiir siispansiyonunda bulunan
say1 4 ve 5 nolu tiip arasinda bir bulaniklik gosteriyorsa, o zaman baryum kloriir miktarinin



o

0,4-0,5 ml arasinda degistigi 10 tiipliik bir seri daha hazirlanir. Bu takdirde elde edilen seriye
ait bakteri sayis1 da cizelgedeki gibi degisecektir.

Cizelge McFarland standardi (1/10).

BaCl, miktar1 ml/10 ml Bakteri sayis1 (10%  BaCl, miktart ml/10 ml Bakteri sayis1 (10%

0,40 1200 0.46 1380
0,41 1230 0,47 1410
0,42 1260 0,48 1440
0,43 1290 0,49 1470
0,44 1320 0,50 1500
0.45 1350

Bulanikligt veren McFarland c¢ozeltileri ile bakteri yogunlugunun Kiyaslanmasinda
besiyerinden gelecek etkiyi kaldirmak amaci ile bakteri siispansiyonu santrifiij edilip 1 -3
sefer steril filtreden gecirilmis fizyolojik tuzlu su ile yikanir ve orijinal bakteri siispansiyonu
hacmine getirilerek spektrofotometrede (545 veya 650 nm) ya da ¢iplak goz ile kiyaslamasi
yapilir.

06. Standarda Dayah Diger Yontemler

Ozel olarak hazirlanmus santrifiij tiipleri kullanilarak, santrifiijlenmis hiicre kiiltiiriinde olusan
sedimentin boyu oOl¢iilebilir. Bu yontem kan hiicreleri ve kismen maya gibi biiyiik hacimli
hiicreler ve/veya silispansiyonda fazla sayida hiicre bulunmasi halinde basarili olabilir. Ancak
diisiik konsantrasyonlardaki bakteri hiicreleri i¢cin 6nerilmemektedir.

Yas agirlik tayini ile de hiicre sayis1 belirlenebilir. Bu yontemde hiicre kiiltiirii santriftijlenip
elde edilen sediment uygun bir tampon ¢ozelti ile yikanir ve yeniden santrifiijlenir. Bu sekilde
elde edilen sediment tartilir ve onceden hazirlanmis bir standart kurve yardimiyla orijinal
slispansiyondaki hiicre sayisi belirlenebilir.



