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1.MİKROBİYOLOJİK İNCELEMELER İÇİN ÖRNEK ALINMASI
1.1. Örnek Alınması, Transferi ve Saklanması

Örneklerin alınması, korunması ve saklanması, su kalitesi analizlerinin sonuçlarının güvenilirliliği açısından büyük önem taşımaktadır. Örnekleme programı çalışmanın amacına uyacak şekilde planlanmalı, bunun yanı sıra işgücü, zaman ve maliyetten tasarruf sağlamalıdır. Araştırmacı, incelenecek su örneğinin tamamını temsil edecek şekilde minimum sayıda örnek almalıdır. Örneklemeye başlamadan önce örnek alınacak noktalar ve örnek sayısı belirlenmeli, ona göre gerekli ekipmanlar temin edilmelidir.
Örnek alırken kaplar örnek suyuyla en az üç kere çalkalanmalı ve hava boşluğu kalmayacak şekilde doldurulmalıdır. Örnek alma sırasında yanlışlıkla meydana gelebilecek kirlenmeden kaçınmak için titiz olunmalıdır. Bu nedenle örnek alma işlemlerinde yetişmiş ve tecrübeli elemanlar kullanılmalıdır. Örnekte sıcaklık değişimi gaz kaybına (H2S, CO2, O2 gibi) neden olduğundan, sıcaklık, pH ve çözünmüş gazlar, mutlaka örneğin alındığı yerde ölçülmelidir. Örnek alma noktasının seçimindeki temel prensip, toplam su kütlesini tam temsil edebilecek noktanın bulunmasıdır. Şişelerin üzeri dikkatlice etiketlenmeli ve aşağıdaki bilgiler temin edilmelidir:
· Örneğin alındığı yer

· Örneği alan kişi
· Referans numarası 

· Örneğin alınış tarihi 

· Örneğin alınış nedeni (Rutin, şikayet, dezenfeksiyon) 

· Örnek alınan yerin özelliği (Rezervuar, arıtma, kuyu, musluk, depo, ev vb.)

· Suyun tipi (Ham, arıtma safhaları, şebeke veya depolama) 

· Kalıcı klor                       Serbest..........mg/L

                                                         Toplam..........mg/L

Aşağıdaki ilave bilgiler de yardımcı olabilir:
· Suyun sıcaklığı

· Hava durumu 

· Örnek alınan yer bir kuyu ise; derinliği, yapısı, yaşı ve kaplaması belirtilmelidir.     

· Eğer örnek nehir veya akarsudan alınıyor ise; örneğin alınma noktasındaki derinlik, örneğin alındığı yer (orta, kenar) ve örnek alma sırasındaki şartlar (sel, kuraklık veya normal) belirtilmelidir. 

· Eğer örnek bir göl veya rezervuardan alınıyor ise; örneğin alındığı yerdeki derinlik ve pozisyonu belirtilmelidir. 

· Örnek alma noktası yakınındaki muhtemel kirlilik kaynakları ve uzaklıkları belirtilmelidir.

Örneğin alınmasından analiz edilmesine kadar geçen süre içinde suyun bakteriyolojik içeriğinde meydana gelebilecek değişiklikleri minimuma indirmek için, örneğin, ışıktan, sıcaktan korunması ve mümkün olan en kısa sürede laboratuvara teslim edilmesi gereklidir. Örnekler alındıktan sonra 1 saat içinde test edilmeyeceklerse, soğuk (10 °C’nin altında) ve izole edilmiş taşıyıcılar içinde saklanmalıdırlar. Testten geçirilecekleri laboratuvarlara en geç 6 saat içinde ulaştırılmalıdırlar. Laboratuvara ulaştırıldıktan sonra buzdolabında saklanmalı ve buzdolabından çıkarıldıktan sonra 2 saat içinde analize başlanmalıdır. Örnek alınması ile analize başlama zamanı arasında geçen süre 30 saatten fazla olmamalıdır. Örneğin alındığı bölge ile laboratuvar arasında 6 saatlik mesafeden daha fazla mesafe bulunması halinde açık hava laboratuvarı oluşturulabilmesi için gerekli işlemler yapılmalıdır.
1.2. Örnek Alma Kapları

İncelenecek örneğin türüne göre örnek alma işlemlerinde, geniş ağızlı vida kapaklı cam şişeler, cam kapaklı şişeler, ısıya dayanıklı plastik şişeler veya plastik torbalar (toprak örnekleri için) kullanılmaktadır (Şekil 1). Örnek alma kapları sterilizasyon koşullarına ve solventlerin etkilerine dayanıklı olmalıdır. Örnek alma şişeleri en az 125 ml’lik olmalıdır. Ancak çoklu analizler için 250, 500 ve 1000 ml’lik kaplar da kullanılmaktadır. Çizik, çatlak ve yüzeyinde pürüzler olan şişeler kullanılmamalıdır.
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Şekil 1. Önerilen örnek alma kapları A) Vida kapaklı cam veya plastik şişe B) Plastik torba (Whirl-pak) C) Cam tıkaçlı şişe

1.3. Örnek Almadan Önce Yapılan İşlemler 

Örnek almada kullanılacak şişeler kullanılmadan önce sıcak su ve detarjan ile iyice yıkanmalıdır. Bu esnada deterjan kalıntılarının tamamen giderilmesine dikkat edilmelidir. Temizlenen kaplar birkaç kez saf sudan geçirilmelidir. Klorlanmış sulardan örnek alınması gerektiğinde bakiye kloru gidermek için, sterilizasyon öncesi örneğin alınacağı 125 ml’lik şişeye % 10’luk sodyum tiyosülfat çözeltisinden 0.1 ml ilave edilir. Bu konsantrasyon 15 mg/L kalıntı kloru gidermek için yeterlidir.
Örnek alma şişeleri, iyice yıkanıp kuruduktan sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilizasyona tabi tutulurlar. Alternatif olarak kuru cam malzemeler 2 saatten az olmamak koşulu ile 170 °C’de etüvde sterilize edilebilirler. Plastik kaplar etilen oksit gazı ile sterilize edilebilirler. Plastik torbalar genellikle imalatı sırasında steril edilirler. Bu nedenle örnek alma sırasında açılmalıdırlar. 
1.4. Örnek Tipleri

Çevre mühendisliği açısından sular iki grupta toplanmaktadır:
1- İçme suyu ve rekreasyonel amaçlı kullanılan sular
· şebeke suları

· kaynak suları
· kuyu suları

· deniz ve yüzme havuzu suları

· nehir suları

· göl suları

· yeraltı suları
2- Kirlenmiş sular
· her türlü kirlenmiş su kaynakları

· biyolojik arıtma giriş ve çıkış suları
1.4.1. Anlık (Grab) Örnekler

Belirli bir zamanda belirli bir noktadan alınan örnek sadece o yeri ve zamanı temsil eder. Tek seferde alınan (grab) örnekler belirli durumlarda yeterli olabilmektedir. 

· Su kalitesinin bir noktadan diğerine değişmediği su kuyularından bir kez örnek alınması yeterlidir.
· Su kalitesi değişimi yavaş olan büyük su kütlelerinden (büyük nehirler gibi) günde bir kez örnek alınması yeterlidir.
· Gün boyunca su kalitesi değişimi belirgin olan büyük su kütlelerinden muntazam aralıklarla birer kez alınan örneklerin analizi yapılıp, sonuçlar ortak değerlendirilebilir.
· Örnek alınan kaynağın bileşimi, zamana göre değil de yere göre değişim gösteriyorsa, örnekler uygun yerlerden toplanır. Sedimentlerden, arıtma çamurlarından, dip çamurlarından örnek alırken, örneğin, tüm hacmi temsil etmesi için büyük bir özen göstermek gerekir.
1.4.2. Kompozit Örnekler

Büyük su kütlesini temsil edecek örnek, düzenli zaman aralıklarıyla belirli miktarlarda alınan örneklerin karıştırılmasıyla elde edilir. Yani aynı örnek alma noktasından, farklı zamanlarda toplanan örneklerin karışımını ifade eder. Kompozit örnekler çoğunlukla atıksu arıtma tesislerinin kirlilik yüklerinin veya verimlerinin hesabında kullanılırlar.
1.4.3. Entegre Örnekler
Bazen yapılacak olan çalışmalarda incelenecek su ile ilgili bilgiler farklı örnek alma noktalarından toplanan grab örneklerin karışımının analizi ile sağlanır. Böyle karışımlar, bazen entegre örnekler olarak ifade edilir. Genişlik ve derinliğe bağlı olarak suyun bileşiminin çok değiştiği nehirler ve göllerde bu tip örnekler alınır.
1.5. Farklı Su Kaynaklarından Örnek Alınması
1.5.1. Musluklardan Örnek Alınması (İçme Suyu Dağıtım Sisteminden) 

Dağıtım sistemine su veren arıtma tesislerinin giriş ve çıkışı, ana depo çıkışları ve sisteme bağlı temsili musluklar örnek alma noktası olarak seçilir. Su deposunun dışarısındaki musluk açılır, su borularının içinde bulunan durgun suyun temizlenmesi için su 3-4 dakika boşa akıtılır. Musluk kapatılarak, alev ile sterilize edilir. Musluk tekrar açılarak, su 5 dakika akmaya bırakılır. 5 dakika sonunda içerisinde sodyum tiyosülfat bulunan steril örnek şişesi yavaş akan su ile doldurulur. Şişenin kapağının kontaminasyondan korunacak şekilde açılıp, kapanması için gerekli özen gösterilmelidir. Yanlışlıkla şişenin ağız kısmına dokunulması durumunda bu işlem yeni bir şişe ile tekrarlanmalıdır.
1.5.2. Akarsulardan Örnek Alınması 

Akarsularda suyun bileşimi, derinlik, akıntı hızı, genişlik ve seçilen nokta ile kıyılar arasındaki uzaklıklara bağlı olarak değişir. Su derinliği yeterli ise, akıntının da etkisini dikkate alarak, iki kıyının arasındaki noktadan dipten yüzeye doğru birkaç kez örnek alınır ve bunlar karıştırılır. Derinliği az olan akarsularda iki kıyının tam ortasından ve orta derinlikten tek örnek alınır. Bakteriyolojik analiz için genellikle yüzeye yakın bir derinlikten örnek almak yeterlidir. Bir kirletici deşarjı söz konusu ise, en iyi karışmanın olduğu nokta (genellikle akarsu genişliğinin 10 katı uzaklık) örnek alma noktası olarak seçilir. Nehir, dere, çay vb. akarsulardan örnek alınmak istendiğinde, şişe 0.3 m derinliğe kadar dik olarak batırılır. Akıntıya paralel yönde şişe yatay konuma getirilerek doldurulur (Şekil 2).
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Şekil 2. Yüzeysel sulardan grab örnek alırken kullanılan teknik 
1.5.3. Deniz ve Göllerden Örnek Alınması
Deniz, göl, depo ve sarnıçlardan alınan örneklerin alındıkları kaynağın tüm özelliklerini tam olarak yansıtabilmesi için gerekli özen gösterilmelidir. Göle karışan bir kirletici varsa, örnek karışımın olduğu yerden alınmalıdır. Sığ kesimlerden örnek alınmamalıdır. Örnekler kıyıdan en az 15-20 m uzaklıktan, yüzeye yakın yerlerden ve en fazla 50 cm derinlikten alınmalıdır. Su derinliğinin 30 cm’den az olduğu yerlerde orta derinlikten alınmalıdır. Bot veya benzeri bir araçla örnek alınıyorsa örnek aracın ön tarafından alınmalıdır. Şişenin kapağı, şişe yatay olarak istenen derinliğe batırılmadan hemen önce çıkarılmalıdır. Şişe akıntı olan yerde akıntı yönüne tutulmalı ve yavaşça yukarı doğru kaldırılmalıdır. Tamamen dolduğunda derhal yüzeye çıkartılmalı ve hemen ağzı kapatılmalıdır. Eğer herhangi bir akıntı yoksa şişe ileri doğru itilerek doldurulmalıdır.
Direkt olarak örnek alınmasının mümkün olmadığı ya da farklı derinliklerden örnek alınmasının gerekli olduğu durumlarda, örnek alma şişesinin su altında mekanik olarak açılabilmesini sağlayan özel bir alet kullanılmalıdır. Alınan örnekler arasında kontaminasyonun önlenmesi için gerekli özen gösterilmelidir. Cihaz, her örneklemeden sonra kurulanmalı ve primiz lambası veya Bunsen beki (yakıcı) ile alevden geçirilmelidir.
1.5.4. Kuyu, Kaynak (Menba), Pınar ve Benzeri Yerlerden Örnek Alınması
El ile çalışan bir pompanın (tulumbanın) bulunduğu sistemden, en az 5 dakika pompalama yapıldıktan sonra örnek alınır. Örnek almadan önce pompanın ağzı alevden geçirilir. Motorlu bir boşaltma sistemi varsa, sistemin çıkış noktasından örnek alınır. Herhangi bir pompa sistemi yoksa, örnek şişesine ağırlık bağlanır ve daldırılarak doldurulur. Bu durumda örnek şişesini ve örneği kirletmemeye çok dikkat etmek gerekir.
1.5.5. Şişe ve Damacanalardan Örnek Alınması
Kaynak suyu işletmesinden bir günde tüketime sunulan aynı ambalajlı sular bir grup sayılmaktadır. Örnekler, Tablo 1’de belirtildiği şekilde grubu oluşturan birimlerin miktarına göre karşılarında gösterilen sayıda ayrılmaktadır.
       Tablo 1. Grup büyüklüğü ve alınacak örnek sayısı

	Grup Büyüklüğü  (N)
	Gruptan Ayrılacak ÖrnekSayısı (n*)

	< 501
	13

	501-1200
	20

	1201-10000
	32

	> 10000
	50


*Tablo 1’de verilen örnek sayısı, deneyler için gerekli olan miktardan az su içeriyorsa (şişelerde), en az deneylere yetecek miktarda olmak üzere arttırılmalıdır.

1.5.6. Plaj ve Yüzme Havuzlarından Örnek Alınması 

Her ne kadar yüzme havuzlarında su yüzeyinin 30 cm altından örnek alınması, tüm su kütlesinin kalitesi hakkında gereken bilgileri verebilse de, su yüzeyinde yüzücülerin derilerinden kaynaklanan doğal yağların oluşturduğu tabakada çok daha fazla bakteri popülasyonu bulunduğu da bir gerçektir. Suyun ılık olduğu anlarda su yüzeyinden alınacak olan örnekler toplum sağlığının karşı karşıya kaldığı risklerin en güzel göstergesi olacaktır. Bu nedenle buralardan sabah erken saatte örnek alınması uygundur. Plajlarda kritik hat içinde kalan bölgede (300 m) örnek noktaları belirlenerek yüzeyden su ve tabandan sediment örnekleri alınmalıdır.
1.5.7. Çok Kirli Sulardan Örnek Alınması 

Biyolojik arıtma tesislerinin giriş ve çıkışları ile evsel atık suların nehir, göl, haliç, boğaz veya denizlere aktığı bölgeler çok kirli suları oluşturur. Bunlar için özel bir örnek alma şekli yoktur. Duruma göre grab veya kompozit örnekler alınabilir.
2. STERİLİZASYON VE DEZENFEKSİYON

Doğadaki en küçük canlı grubunu oluşturan mikroorganizmalar, yaşamlarını sürdürebilmek için diğer bazı canlıların yok olmalarına sebep olurlar. Bu nedenle mikroorganizmaların kontrol altına alınması gerekir. Sterilizasyon, genel olarak bir ortamdaki mikroorganizmaları öldürme ya da ortamdan uzaklaştırma işlemi olarak tanımlanabilir. Bir başka ifade ile, bilinen herhangi bir yöntemle laboratuvar ekipmanlarının ve besiyerlerinin üzerinde veya içinde bulunan mikroorganizmaların vejetatif şekillerinin ve dayanıklı (dirençli) sporlarının öldürülmesi ya da ortamdan uzaklaştırılması işlemine sterilizasyon denir. Sterilizasyon işlemi uygulanmış materyale ise steril denir.  
Bazı mikroorganizmalar hem vejetatif hem de sporlu formda olurlar. Vejetatif formların giderilmesi nispeten daha kolaydır, ancak, dayanıklı sporların inaktivasyonu çok daha zordur. Başarılı bir sterilizasyon tekniği, en dayanıklı sporların bile inaktive edilmesini hedeflemektedir. Ancak her zaman mutlak bir sterilizasyondan bahsedilemez.  
Besiyerleri veya sıvı çözeltilere uygulanan sterilizasyon işlemlerinin, bu ortamların kimyasal ve fiziksel yapılarını hiçbir şekilde değiştirmeyecek şekilde olmasına dikkat edilmelidir. Sterilizasyon yöntemleri uygulanacak materyale göre çeşitlilik göstermektedir. Ancak aynı materyale farklı sterilizasyon yöntemleri de uygulanabilir.  
Dezenfeksiyon ise, ortamdaki patojen mikroorganizmaları öldürmek veya zararsız hale getirmek için yapılan işlemdir. Dezenfeksiyon esnasında diğer zararsız mikroorganizmalar da ölebilir. Fakat bu işlemin amacı, hastalık yapıcı mikroorganizmaların zararsız hale getirilmesidir.
2.1. Mikrobiyal Kontrolün Önemi   

Bir mikroorganizma türünün teşhisi ancak saf kültür halinde üretilmesi ile mümkündür. Bunun için besiyeri, cam eşya ve diğer aletlerle aseptik şartlarda çalışılarak diğer mikroorganizmaların bulaşması önlenmelidir. Bu nedenle sterilizasyon işlemi mikrobiyoloji laboratuvar tekniğinin temel taşlarından birisini oluşturmaktadır. Uygun bir sterilizasyon yapmadan mikrobiyolojik çalışmalar yapılamaz. 

Bir laboratuvarda mikroorganizma kontrolünü gerektiren temel sebepler şöyle özetlenebilir:

1- Enfeksiyon hastalıklarının bulaşmasını önlemek
2- İstenmeyen mikroorganizmaların çoğalmasını ve çevreye yayılıp bulaşmasını önlemek
3- Mikroorganizmaların saf kültürlerini elde etmek
4- Materyallerin mikroorganizmalar tarafından çürütülmesini ve bozunmasını engellemek
2.2. Sterilizasyon Yöntemleri
2.2.1. Fiziksel Yolla Sterilizasyon
2.2.1.1.Isıl İşlem Uygulaması

En yaygın sterilizasyon yöntemidir. Sıcaklık etkisiyle hücre proteinlerinin koagüle olması sonucu mikroorganizma canlılığını yitirir. Mikroorganizmaların, içerdikleri su miktarına bağlı olarak sıcaklığa duyarlılıkları farklıdır. Sporlar az su içerdiklerinden sıcaklık ile sterilizasyona daha dayanıklıdırlar. Sterilizasyonda sıcaklık, kuru ve nemli olmak üzere iki şekilde uygulanmaktadır.
A. Kuru Sıcaklık ile Sterilizasyon 

Hücrelerin yanma ve oksidasyon ile tahribidir. Çeşitli şekillerde uygulanır:
a. Alevden geçirme
Sterilizasyonda en önemli hususlardan biri, steril edilmiş malzeme, alet ve sıvıların steril halinin uzun süre saklı tutabilmesidir. Steril tüp, erlenmayer, balon gibi kapların ağız kısımlarındaki pamuğun çıkarılması esnasında çevreden kaynaklanacak yüzeysel kontaminasyonu önlemek amacıyla Bunsen beki alevinden bir veya iki defa geçirilirler. Bu işlem sırasında tüp sol elde tutulur, tüpün pamuğu veya kapağı sağ elin parmakları arasında sıkıştırılarak çıkarılır (Şekil 3-4). Tüpün ağzı alevden geçirilip tekrar kapatılana kadar pamuk elden bırakılmaz. Alev, tüp ağzındaki herhangi bir organizmayı yok etmenin yanı sıra, dış tarafta sıcak hava akımı yaratarak mikroorganizmaların bulaşma şansını azaltır. Bistüri, bıçak, pens, Drigalski spatülü gibi araçlar alkole daldırıldıktan sonra alevden geçirilerek sterilize edilebilir. Lamların örnek sürülecek yüzeyleri de üç kez alevden geçirilerek mikroorganizmaların bulaşması önlenir (Şekil 5). Bu işlem yapılırken lamın kenarından elle tutulur. Böylece lamın fazla ısınması engellenmiş olur.
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Şekil 3. Tüplerin ağızlarının alevden geçirilmesi
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Şekil 4. Kültürlerin aktarımı esnasında tüplerin ve tüp pamuklarının doğru şekilde tutuluşu
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Şekil 5. Lamın alevden geçirilmesi
b. Akkor haline gelinceye kadar ısıtma ve yakma

Mikroorganizmaların nakledilmelerinde kullanılan iğne veya öze gibi aletler kullanılmadan önce ve kullanıldıktan hemen sonra alevde akkor haline gelinceye kadar ısıtılarak mikroorganizmalardan arındırılır. İğne veya özenin metal kısmının tümü ile sapın alt kısmının alevin içinde tutulması gereklidir (Şekil 6).
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Şekil 6. Bunsen beki alevinde özenin sterilize edilmesi
c. Yüksek sıcaklıktaki fırında bekletme (Pasteur fırını)
Tüp, balon, pipetler ve petri kutuları gibi cam eşyalar kuru sıcaklık ile çalışan elektrikli, madenden yapılmış dört köşe veya silindir şeklinde fırında steril edilirler (Şekil 7). Bu tür malzemeler, 170 (C’de 2 saat tutularak mikroorganizmalardan arındırılırlar. Steril edilecek cam eşyanın tamamen kuru olması gereklidir. Bu nedenle ıslak cam eşya önce 70 (C’ de kurutulmalı daha sonra yüksek derecede steril edilmelidir. 
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Şekil 7. Kuru sıcak hava sterilizatörü

B. Nemli Isı ile Sterilizasyon 
Hücrelerdeki yapısal proteinlerin ve enzimlerin denatürasyonudur. Besiyerleri, kumaş elbise, önlük, kauçuk ve kuru sıcaklık ile bozulabilen diğer malzemeler, nemli sıcaklık ile steril edilirler. Kuru sıcaklığa göre nemli sıcaklığın öldürücü etkisi daha fazladır ve ortam nemli olduğundan besiyerlerinden buharlaşma ile su kaybı da olmaz. 

a. Basınçlı buhar ile sterilizasyon (Otoklavda sterilizasyon)

Bu sterilizasyon yönteminde temel prensip, buharla doymuş bir ortamda 100 (C’ den yüksek sıcaklık ile sterilizasyon yapılmasıdır. Buharla sterilizasyonun en etkili olanı doymuş su buharı ile çalışan, otoklav denilen cihazla yapılan sterilizasyondur. Otoklavda sterilizasyon genellikle 121 (C’ de (1,5 atm basınçta 15 dakika) yapılır. Bu sıcaklık derecesinde otoklavlama süresi, başta sterilize edilecek maddenin hacmi ve otoklavın dolduruluş şekli olmak üzere pek çok faktör tarafından etkilenir. Bazı durumlarda besiyerlerinin özel yöntemlerle sterilize edilmeleri gerekir. Örneğin besiyerlerinin bileşiminde dekstroz (glikoz) ve fosfatlar varsa, bunlar beraberce sterilize edilemez. Bunların ayrı ayrı sterilize edilip soğutulduktan sonra karıştırılmaları gerekir. Sterilizasyonda dikkat edilmesi gereken bir diğer önemli husus da, besiyerinin hazırlandıktan sonra derhal sterilize edilmesi gerekliliğidir. Uzun süre sterilize edilmeden bekletilen besiyerinde mikrobiyal çoğalma görülebilir. Bazı durumlarda boş, temiz ve sterilizasyon hazırlığı yapılmış şişe, balon ve malzeme de otoklavda sterilize edilebilir.
b. Basınçsız buhar ile sterilizasyon

Katı besiyerlerinin eritilmesi ve bazı besiyerlerinin sterilizasyonu bu yolla yapılır. 100 (C’de akım halinde buharla çalışan Koch kazanında veya kapağı sıkıca kapatılmamış otoklavda 60 dakika tutulan besiyerlerinin içindeki bakterilerin vejetatif şekilleri ve çoğunun spor şekilleri ölür.

- Kaynatma 
100 (C’ de 5-10 dakika kaynatma ile mikroorganizmaların vejetatif formları, bazı bakterilerin sporlu formları öldürüldüğünden, her zaman iyi bir sterilizasyon sağlanamaz. Sterilizasyon için 100 (C’ de 30 dakika tutmak gereklidir. Birçok bakterinin 100 (C’ de kaynatmakla öldürülmesi mümkün olduğundan çok kullanılır bir yöntemdir.

Bu yöntemle sterilizasyonda, Bunsen beki alevi üzerinde hazırlanan kaynar su banyosunda ya da Benmari’ de enjektör, enjektör iğnesi ve diğer bazı cam ve metal ekipman belli bir süre (10 dakika ve üzerinde) tutulur. Aletlerin tümünün su içine batmış şekilde kaynatılması, kaynatılan aletlerin kullanılırken, önceden steril edilmiş bir pensle tutularak sudan çıkarılmaları gereklidir.


- Tindalizasyon

Bazı besiyerleri, bileşimlerine giren bazı maddeler nedeni ile yüksek sıcaklıkta sterilize edilemezler. Şekerli besiyerleri, jelatinli besiyerleri gibi yüksek sıcaklık derecelerinde bozulan maddeler 56-100 (C sıcaklıkta birkaç gün arka arkaya ısıtılarak steril edilirler. Bu yöntemi ilk Tyndall isimli araştırıcı uyguladığı için tindalizasyon adı verilmiştir. 

Isıtma süresi çoğunlukla günde 1 saat olmak üzere 3 gündür. Tindalizasyonda besiyeri önce 100 (C’ de 30 dakika süre ile tutularak tüm vejetatif hücreler öldürülür. Ancak sporlar halen canlıdır. Ertesi gün besiyeri 85 (C’de 1 dakika tutularak sporların germinasyonu (vejetatif hale dönüşmesi) sağlanır. 2 saat sonra yine 100 (C’ de 30 dakika tutulur. 3. gün aynı işlem tekrarlanır, böylece besiyeri aşamalı olarak sterilize edilmiş olur. Tindalizasyon 12 saat aralıklarla da yapılabilir.
- Doymuş su buharında tutmak 

Özellikle kaynar su banyosuna uygun olmayan malzemeler içindir. Bu amaçla doymuş su buharı elde edilen özel kazanlardan yararlanılır. Sterilizasyon için 100 (C’ de yaklaşık 90 dakikalık bir süre yeterli olabilmektedir. Ancak sterilizasyon süresi sterilize edilecek maddenin hacmine bağlıdır (100 ml ve üzeri 90 dakika, 600 ml ve üzeri 105-120 dakika, 5 L ve üzeri 120-150 dakika).
- Koagulatör
Bu alet proteinli besiyerlerinin pıhtılaştırılması ve sterilizasyonunda kullanılır. Aletin iki çeperi arasında su bulunur. İç çeperi üstünde delikler vardır. Buradan buhar aletin içine dolar. Elektrik ile çalışır. Besiyerleri 85 oC’ de 1 saat olmak üzere birkaç gün üst üste ısıtılarak steril edilirler.
- Pastörizasyon
Süt, krema, meyva suları gibi besinlerdeki hastalık yapıcı bakterilerin öldürülmesi için gıda endüstrisinde uygulanan yöntemdir. Yüksek sıcaklıkta kısa sürede (71-72 oC’ de 15-40 sn) veya düşük sıcaklıkta uzun süre (62-65 oC’ de 30 dakika) tutulduktan sonra sıcaklığın ani olarak 10 oC’ ye düşürülmesi ile gerçekleştirilir. Bu işlem ile sterilize edilen sütte, bakterilerin vejetatif formları ölür, sporları ölmez. Bu nedenle pastörize süt buzdolabında en fazla iki gün bekletilmelidir. Bu süreden sonra, süt içindeki mikroorganizmalar çoğalacağından sütün besinsel değeri bozulur.
2.2.1.2. Radyasyon ile Sterilizasyon

Radyasyon (ışınlama) ile sterilizasyon, diğer yöntemlere kıyasla daha sınırlı bir uygulama alanına sahiptir. X ışınları ve gama ışınları gibi katı ve sıvı içine girme özelliği fazla olan, bir ortam ya da molekülden elektron kopararak iyonlaşmaya neden olan iyonlaştırıcı radyasyonlar; polietilen ve sentetik maddelerden yapılmış cihazların veya malzemelerin steril edilmesinde ve besin maddelerinin saklanmasında kullanılmaktadırlar. Radyasyonla sterilizasyonun bazı dezavantajları vardır. Işınlamaya maruz kalan herhangi bir hücre popülasyonunda, bazı hücreler daha sonra çoğalabilmektedir. Bu durumda bunların öldürülmesi için daha büyük radyasyon dozları gereklidir. 

Canlılar tarafından alınan radyasyon dozları rad ve grey gibi birimlerle ifade edilir. Deneysel olarak bakteri türlerinin radyasyona hassasiyetleri fosfat tamponunda ölçülebilir. Radyasyona karşı en hassas bakteriler, gram negatif çubuklara dahil olan E. Coli türü ve Yersinia Enterocolitica, Salmonella, Shigella ve Pseudomonas, Serratia ve Proteus cinslerinin üyeleridir. Gram pozitif organizmalar iyonize radyasyona karşı farklı hassasiyet gösterirler. Bir kısmı hassas iken, bir kısmı çok dirençlidir. 
Ultraviyole ışınının dalga boyu, X ışınlarınkinden daha uzundur. 300-400 nm dalga boyundaki UV ışınları orta derecede öldürücü etkiye sahiptirler. Güneş ışığı ile birlikte, bu dalga boyundakiler yeryüzü atmosferine girebilirler. 290 nm’ nin altındakiler yer seviyesine ulaşamaz. UV ışınları, hücrelerin DNA ve RNA’ sı tarafından absorbe edilerek bunların tahrip olmasına ve dolayısıyla hücrenin ölümüne neden olabilir. Farklı organizmaların ultraviyole radyasyonuna hassasiyetleri değişkenlik gösterir. Güneş ışığındaki UV radyasyonunun mikroorganizmalar üzerindeki öldürücü etkisi pratik bir öneme sahiptir. Kanalizasyon sularının deşarj edildiği doğal sularda güneş ışığının parlak olduğu günlerde koliformların ve diğer patojenlerin meydana getirdiği mikrobiyolojik kirlilik azalmaktadır. Bu etki sadece temiz yüzey suları için geçerlidir. Suyun dip kısımlarında veya askıda maddelerden dolayı opak bir hal aldığı yerlerde önemi yoktur.
2.2.1.3. Mekanik Yöntemler ile Sterilizasyon    

2.2.1.3.a. Filtrasyon

Bir sıvı içerisinde süspansiyon halinde bulunan mikroorganizmaların belli gözenek çaplarına sahip özel filtrelerden geçirilerek ayrılması işlemidir. Daha çok termolabil (sıcaklığa dayanıksız) çözeltileri steril etmede kullanılır (Yüksek sıcaklık ile serumlar koagülasyona uğrar, enzimler inaktive olur, bazı antibiyotikler etkinliğini kaybeder, şekerlerin yapısı bozulur veya karamelize olurlar). Mikroorganizmaları filtre etmek için çeşitli tipte filtreler ve filtre düzenekleri bulunmaktadır:

· Diatom toprağı filtreleri (Berkefeld, Mandler)
· Aspest süzgeçli filtreler (Seitz Filtreleri)
· Porselen filtreler (Chamberlend, Pasteur, Daulton)
· Cam tozlu filtreler
· Membran filtreler (0,45 (m) 
2.2.1.3.b. Santrifüjleme
Çözeltideki katı partiküllerin (burada mikroorganizmaların) yüksek dönme hızına sahip santrifüjlerde belli sürelerde döndürülerek çöktürülmesi prensibine dayanır. Üstteki berrak sıvı (çözelti) genel olarak mikroorganizma içermez, dibe çöken kısımda (çökelti) ise mikroorganizmalar bulunur. Ancak bu yöntem sterilizasyon amacıyla fazlaca başvurulan bir yöntem değildir.
2.2.1.3.c.Ultrasonik Vibrasyon
Bu yöntemle sterilizasyon için ultrasonik vibrasyon meydana getiren cihazlar kullanılır. Ultrasonik vibrasyonlar, bakteri hücre duvarlarını parçalar. Stafilokoklar bu yönteme dirençli olmakla birlikte, diğer gram pozitif bakteriler daha hassastır. Bu yöntem sterilizasyon amacıyla fazlaca başvurulan bir yöntem değildir.
2.2.2. Kimyasal Yolla Sterilizasyon
Bazı kimyasal maddeler mikroorganizmalara karşı öldürücü (bakterisidal) veya üremelerini durdurucu (bakteriyostatik) etki gösterirler. Bu etki, kimyasal maddenin yapısına, yoğunluğuna, mikroorganizmalar üzerine tesir süresinin uzunluğuna ve uygulandığı ortamın sıcaklık, pH değeri ile ortamda bulunan diğer maddelere bağlıdır. Kimyasal maddeler kullanılarak bir ortamdaki patojen mikroorganizmaların öldürülmesi veya zararsız hale getirilmesi işlemine dezenfeksiyon denir. Dezenfeksiyonda kullanılan kimyasal maddelere dezenfektan denir. Dezenfektan maddelerin fazla sulandırılarak, insan veya hayvan vücuduna uygulanmasına antisepsi, bu işlemde kullanılan maddelere antiseptik maddeler adı verilir. Bakteriyosid, mikrobiyosid, bakteriyosidal, mikrobiyosidal, antibakteriyal, antimikrobiyal kelimelerinin hepsi aşağı yukarı aynı anlamı taşıyıp, mikroorganizma öldürücü anlamına gelmektedir. Kimyasal maddelerle her zaman bir sterilizasyon temin edilemez. Böyle durumlarda dezenfeksiyondan bahsedilir. 

Bu şekilde, aynı kimyasal madde, uygulamaya bağlı olarak tam bir sterilizasyon yapabildiği gibi sadece dezenfeksiyon da sağlayabilir. Yani, istenmeyen mikroorganizmaların üremeleri durdurulup, sayıları azaltılabilir. Kimyasal maddeler içinde etilen oksit en iyi sterilizasyon etkenidir. 

· Dezenfektanlar

Sülfürik asit, borik asit, krezol, kloroform ve timol gibi örnekler verilebilir.

· Kemoterapötikler

   - Sentetik (sülfonamid)


   - Antibiyotik 
· Boyalar 
2.3. Su Dezenfeksiyonu

Nehir, göl veya baraj göllerinden sağlanan şehir sularının arıtıldıktan sonra sürekli olarak, diğer kaynaklardan elde edilen sularında yapılan mikrobiyolojik incelemeler sonunda gerek duyulursa dezenfekte edilmesi gerekir. Suyun dezenfeksiyonu fiziksel ve kimyasal yöntemlerle uygulanabilir.


Fiziksel yöntemlerde su kaynatılarak, bakteriyolojik filtrelerle veya UV ışınları ile içerdiği mikroorganizmalardan arındırılabilir. Kaynatma kuşkusuz etkili bir yöntemdir. Ancak, belirli hacimlerdeki su için kullanılabilir ve çok enerji gerektirir. Bu nedenle, bazı durumlarda, evlerde veya belirli kuruluşlarda kullanılabilir, köy, kasaba ve şehir sularının temizlenmesinde kullanılması düşünülemez. 

Bakteriyolojik filtrelerden süzmede küçük miktarlardaki su için kullanılabilir; ayrıca suda bulunabilecek virüsleri tutmaz. Bu filtrelerin zaman zaman rejenere edilerek gözeneklerinin tıkanmasının önlenmesi, biriken organik maddelerin bakterilerin üreyeceği bir ortam oluşturmaması gerekir.

254 nm dalgaboyundaki UV ışınları da dezenfeksiyonda kullanılır. Ancak suya nüfuz kabiliyeti sınırlıdır. Bu nedenle UV lambaları arasından en çok birkaç cm kalınlıkta su tabakasının geçirilmesi gerekir. Suyun bulanık ve renkli olması UV’nin nüfuz kabiliyetini kısıtlar. Bu yöntem fazla elektrik enerjisi sarf eden, pahalı bir işlemdir. 

Suyun dezenfeksiyonu, en uygun kimyasal yöntemlerle yapılır ve bu amaçla, ozon, potasyum permanganat, iyot ve klor kullanılabilir. 

Ozon suyun dezenfeksiyonu için uygun bir antimikrobiktir. Suyun özelliklerini bozmaz, etkisi suyun pH’ı ve ısısı ile önemli değişme göstermez. Ancak suyun ozonla dezenfeksiyonu pahalı bir yöntemdir ve kalıcı etkisi olmadığından dolayı daha sonra dağıtım sırasında olabilecek kontaminasyona karşı güven vermez. 
Potasyum permanganat genellikle binde yarım oranında kullanılır. Fakat bu konsantrasyonda  kolera vibriyonu dışında bakterisit etkisi tartışmalıdır. Ayrıca sudaki organik maddelerle etkisinin azalması, suyun bulunduğu kaplarda bir tabaka oluşturması gibi çeşitli nedenlerle fazla miktarda suyun dezenfeksiyonu için uygun değildir.

İyot, belirli miktarlarda, örneğin evlerde suyun dezenfeksiyonu için gerektiğinde kullanılabilecek bir maddedir. %2’lik tentürdiyottan litresine 2 damla konan su 20-30 dakika sonra emniyetle kullanılır. Suların dezenfeksiyonu için iyot içeren hazır tabletlerde mevcuttur. İyot, amip kistlerine ve bazı virüslere klordan daha çok etkilidir. İyotla dezenfeksiyon için suyun önce berraklaşması, berraklaştırılamayan sular için daha fazla iyot kulanılması gerekir. İyot suyun tadını bozduğundan ve fazla miktarda su için kulanıldığında çok pahalıya geldiğinden genel amaçlar için kullanılamaz. 
Su dezenfeksiyonu için en uygun madde klordur. Suyun tadını çok fazla bozmaz. Diğer yöntemlerden daha ucuzdur. Kolay temin edilebilir. Helmint yumurtaları, protozoan kistleri ve bazı virüslere etkisi sınırlı olmakla beraber, su ile bulaşabilecek mikroorganizmalar üzerine tatmin edici derecede etkilidir. Ayrıca çok değişik yerlerde, koşullarda ve her miktarda suyun dezenfeksiyonu için kullanılabilir. Etkisi oldukça hızlıdır. Klor, su dezenfeksiyonunda, gaz ve sıvı halde kullanılabileceği gibi, kireç kaynağı ve hipokloritler halinde de kullanılabilir. Kullanılacak klor miktarı, suyun özelliklerine, sıcaklığına, pH’a bağlı olarak değişir.

3. KLOROFİL TAYİNİ

Fotosentezin meydana gelmesinde klorofil molekülünün önemi büyüktür. Fotosentezin oluşumu için gerekli olan bu pigmentlere “fotosentetik pigmentler” denir. Bu pigmentler, ışık enerjisini kimyasal enerjiye çeviren asal organlardır. Ancak pigmentler sayesinde ışık fotosentezdeki işlevini yapabilmektedir. 

Fotosentez olayında görev yapan en aktif pigmentler, bitkilerin yeşil pigmentleri olan klorofillerdir. Yeşil pigmentler (klorofiller), bitkilerin yapraklarındaki mezofil hücrelerinde en fazla bulunurlar. En az 8 değişik klorofil molekülü bulunur. Bunlar Klorofil-a, b, c, d, e, bakterioklorofil-a, bakterioklorofil-b ve klorobiyum klorofil (bakterioviridin) dir. 

Klorofil-a’nın kapalı formülü C55H72O5N4Mg ‘dur. Klorofil-a saf etil alkol, etil eter, aseton, kloroform ve karbon bisülfitte kolayca çözünür.

Klorofillerin görevlerini iki temel grupta toplayabiliriz:

1. Klorofiller belli dalga boyundaki ışık enerjisini absorbe ederek bu enerjiyi ya fotosentezde kullanılan dalga boyu başta olan bir enerjiye dönüştürürler, ya da fotosentez için gerekli bileşiklere doğrudan aktarırlar.

2. Fotosentezin değişik aşamalarında bir katalizör gibi görev yaparlar. Klorofillerin ışık absorbsiyon özellikleri katalitik özelliklere göre daha belirgindir.      

Fotosentetik pigmentlerin konsantrasyonu fitoplankton biyokütlesini hesaplamak için kapsamlı şekilde kullanılır. Tüm yeşil bitkiler, planktonik alglerin kuru ağırlığının yaklaşık % 1-2’sini oluşturan klorofil-a’yı içerir.  Fitoplanktonların içerdiği diğer pigmentler klorofil b ve c, ksantofiller (xanthophylls), phycobilinler ve karotenlerdir. Çok sayıda fotosentetik pigmentlerin varlığı veya yokluğu, diğer özelliklerin yanında temel algal grupların ayırt edilmesi için kullanılır.

Fitoplanktonlarda klorofil-a’nın belirlenmesi için üç yöntem vardır:

1. Spektrofotometrik

2. Florometrik

3. Yüksek performanslı sıvı kromotograf (HPLC) teknikleridir.

3.1. Klorofil Tayininin Bir Su Kalitesi Parametresi Olarak Önemi


Fitoplanktonlar, belirli bir su kaynağının kalitesinin izlenmesinde indikatör organizmalar olarak kullanılabilirler. Klorofil tayini, fitoplanktonların varlığı açısından önem taşımaktadır. Klorofil düzeylerinin takibi, alg büyümesinin izlenmesi için doğrudan bir yoldur. Yüksek klorofil içeriğine sahip yüzeysel sular, tipik olarak, fosfor ve azot gibi nutrientlerce de zengindir. Bu nutrientler, alg büyümelerine veya alg patlamalarına neden olabilmektedir. Alg patlamalarından sonra, bunlar, değişen çevresel şartlara bağlı olarak ölmekte ve ortamdaki organik madde artışına bağlı olarak, çözünmüş oksijen seviyelerinin düşmesine sebep olmaktadır. Yüksek azot ve fosfor konsantrasyonları insan kaynaklı kirliliğin göstergeleridir. Dolayısıyla, klorofil ölçümü, nutrient seviyelerinin belirlenmesinde indirekt bir indikatör olarak kullanılabilir.
Besi elementleri fazlaca deşarj edildiği göl, rezervuar, akarsu, haliç ve sahil gibi tüm ortamlarda su kalitesinin bozulmasına ve zamanla da ötrofikasyona neden olur. Ötrofikasyon, su ortamında birincil üretimin aşırı artmasıdır. Ötrofikasyon da önemli bir su kalitesi problemi olarak, dikkatli bir şekilde ele alınmalıdır. Herhangi bir su ortamı, özellikle de göller ötrofikasyon açısından değerlendirildiğinde, coğrafi konumdan meteorolojik faktörlere, su ortamının geometrik yapısından ötrofikasyona neden olan alg türüne ve kirletici yüklerine kadar birçok bileşenin ayrı ayrı ele alınması gerekmektedir. 

Bir su ortamının ötrofikasyon açısından ele alınması aşamasında en önemli adımlardan biri trofik seviyenin doğru bir şekilde tespit edilmesidir. Göllerin trofik seviyelerinin belirlenmesi amacıyla kullanılan temel parametrelerden biri, klorofil-a’dır. Klorofil-a miktarı, 4 µg/L’den küçük ise, göl, oligotrofik, 4-10 µg/L aralığında ise mezotrofik, 10 µg/L’den büyük ise ötrofik olarak sınıflandırılır.
4. KÜLTÜREL SAYIM YÖNTEMLERİ

4.1. Seyreltme
Kültürel sayım yapılacak bir örneğin ml’sinde binlerce hatta milyonlarca mikroorganizma bulunabilir. Bu durum dikkate alınarak, genellikle incelenecek sıvı örneğin (katı ise homojenatın) uygun seri seyreltmeleri hazırlanır. Seyreltme metodu, mikrobiyolojik yönden incelemeye alınan orijinal örnek içindeki mikroorganizma sayısının belli oranlarda seyreltilerek daha aza indirilmesini amaçlayan bir işlemdir. Bu amaçla kullanılan sıvılara seyreltme sıvısı denir.  
Saf su, serum fizyolojik (fizyolojik tuzlu su), ¼ kuvvetindeki Ringer çözeltisi, tamponlu fosfat seyreltme sıvısı ile Nutrient broth gibi bazı sıvı besiyerleri en sık kullanılan seyreltme sıvılarıdır. Seyreltme sıvıları, incelenen örneğe ve mikroorganizma kültürünün özelliğine göre seçilip kullanılmalıdır. Ayrıca seyreltme işlemleri ve ekimler arasında geçen süre oldukça kısa tutulmalıdır. Süre uzadıkça seyreltme sıvısındaki hücrelerin sayısında bir artış olabilir. Bu olasılığı önlemek için hazırlanan seyreltme sıvıları, kullanılana kadar buzdolabında muhafaza edilebilir.
İdeal bir seyreltme sıvısı etki bakımından nötral olmalıdır. Hücrelere zarar vermeden, hücrelerin yaşama, çoğalma yeteneklerini azaltmadan ve aynı zamanda da hücre çoğalmasını teşvik etmeden bakteri popülasyonunun sürekliliğini sağlamalıdır.

Seyreltme serileri birkaç şekilde hazırlanabilir. Seyreltme hazırlarken, her seyreltme için ayrı bir steril pipetin kullanılmasına dikkat edilir ve aktarılacak örnek seyreltmeden hemen önce kuvvetlice çalkalanarak homojen hale getirilir. Karıştırmadan sonra steril pipetle örnek alınır ve petri kabına konur (Şekil 8).
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Şekil 8. Seyreltme serilerinin hazırlanması

4.2. Kültürel Sayım Yöntemleri
4.2.1. Dökme Plak (Pour-Plate) Yöntemi
Dökme plak yöntemi, basit bir yöntemdir. Besiyerinde gelişen herbir koloni, teorik olarak, tek bir bakteriyel hücreden meydana gelmektedir. İnkübasyondan sonra oluşan koloniler oldukça küçük ve yoğundur. Yüzeyde kolonilerin geliştirildiği yöntemlerle karşılaştırıldığında, koloniler birbirlerine daha az yaklaşma eğilimi gösterirler. Diğer taraftan batık koloniler daha yavaş gelişirler ve transfer edilmeleri güçtür. Besiyerinin sıcaklığı 44-46 °C arasında iken, örnek üzerine dökülür. Ancak, bu sıcaklık bakteriyel çoğalmayı olumsuz etkileyebilmektedir.
Örnek ringer çözeltisi ile seyreltilir. Örneğin 10 kat seri seyreltmesi steril ¼ kuvvetindeki ringer çözeltisi kullanılarak hazırlanır (pH = 7.0) (BR 52, Oxoid Ltd). Örnekte tahmin edilen mikroorganizma konsantrasyonuna göre gerekli miktarda seyreltme yapılır.
Ekim yapılacak uygun seyreltmelerin seçimi, örneğin kaynağına veya örnekten daha önce elde edilen sonuçlara bağlıdır. İçme suyu örnekleri için, genellikle, seyreltilmemiş örnekten 1 ml veya 0.1 ml ya da 100 kat seyreltilmiş örneklerden 1 ml veya 0.1 ml ekim yapılması tavsiye edilir (Şekil 9).
En yüksek seyreltme ile başlanarak steril petri kaplarının içine karışımdan 0.1 veya 1 ml pipetlenir. Petri kapları 90-100 mm çapındadır. Kapların üzeri, örnek kaynağı ve seyreltme faktörleri gibi bazı ayrıntıları içeren etiketlerle etiketlenir. Her seyreltmeden en az iki petri kutusuna ekim yapılır. Pipetleme tamamlandıktan sonra daha önceden 44-46 (C’de su banyosunda tutulan 15-20 ml erimiş besiyeri her bir petri kabına dökülür. Besiyeri ve örnek 3 kez saat yönünde, 3 kez saatin tersi yönde, 3 kez yukarı aşağı ve sağa sola hareket ettirilerek veya 8 çizecek şekilde karıştırılır. Besiyeri soğudukça, çabuk bir şekilde sertleşir. Tamamen sertleştiğinde (yaklaşık 5 dk), petri kapları ters çevrilerek uygun sıcaklık ve oksijen doygunluğunda inkübasyona bırakılırlar.
Örneğin; Fekal koliform tayini için M-FC Agar, EC medium vb. gibi, toplam koliform için ise Eosin Methylene Blue Agar vb. pek çok besiyeri tercih edilebilir.  İnkübasyon; toplam koliformlar için 35(C’ de 24-48 saat, toprak veya sudaki heterotroflar için 20-28(C’de 5-7 gün veya 35 °C’de 48 saattir. E. coli için 44,5(C’ de 24( 2 saattir.
İnkübasyondan sonra petriler incelenir ve sayım işlemi yapılarak sonuçlar raporlanır.
Aşağıdaki besiyerleri sulardaki ve kanalizasyon suyundaki kirliliğin incelenmesinde yaygın olarak kullanılırlar:
Sulardaki heterotrofik bakteri sayısı (HBS) :  Nutrient Agar (Oxoid CM 3), 
                                                                  
  Plate Count Agar






  R2A Agar
Kanalizasyonda heterotrofik bakteri sayısı (HBS)  : Yeast Extract Agar (Oxoid CM 19)

Koliform sayımı                              :    Mc Conkey Agar (Oxoid CM 7)






   Eosin Methylene Blue Agar (Oxoid CM 69)   





   Endo Agar






   M-FC Agar                                                 (Fekal kol.)  
   EC medium                                                 (Fekal kol.)  

Anaerobik bakteri sayımı                 :   Reinforced Clostridial Medium (RCM) Agar 






   (Oxoid CM 151) 

Fekal Streptococci                          :    Sodium Azide Medium (Glucose Azide Broth)





  KF Streptococcus Agar






  Slanetz&Bartley Agar
 C. perfringens                               :     Differential Reinforced Clostridial Medium (DRCM)






  Blood Agar
4.2.1.1. Dökme Plak Yönteminin Avantajları ve Dezavantajları

- Dökme Plak Yönteminin Avantajları
1.  Çok duyarlıdır. Herhangi bir canlı hücre uygun besi ortamında koloni oluşturur.

2.  Sayımı yapılan organizmanın tanımlanmasına olanak verir ve oluşan koloni saf kültür aşısı olarak kullanılır. 

3.  Farklı organizmalar farklı büyüklük, şekil, renk ve görünüşte koloniler oluşturduklarından (Şekil 10) karışık mikrofloradaki farklı organizmalar ayrı ayrı sayılabilir. Oluşan koloniler, ikili, küme, zincir veya tekli olabilirler.
- Dökme Plak Yönteminin Dezavantajları

1.  Bir tek organizmanın koloni oluşturduğu gözle görülmediğinden, her koloninin tek bir hücre tarafından oluşturulduğundan emin olunamaz. İki veya daha fazla hücre bir araya gelerek tek koloni oluşturabilir. 

2.  Sayımı yapılacak organizma için uygun besi ortamının seçimi söz konusudur. Farklı besi ortamlarında farklı sayılar ortaya çıkar. Ayrıca çevre koşullarının (pH, sıcaklık vs.) uygun olması gereklidir.
3.  Organizma agar içeren katı besiyerinde üreyebilmelidir. 

4.  İnkübasyon süresi koloni sayımında etkilidir. Bazı hücrelerin üreme hızları yüksek, bazılarının düşüktür. Bu nedenle herbirinin koloni oluşturma süreleri farklıdır. 

5.  Zaman alıcı bir yöntemdir. Zira kolonilerin görülebilmesi için en az 24 saat gereklidir. Bazen 3-4 gün hatta 1 hafta gerekebilir. 

6.  Agar üzerinde koloni sayısı 30-300 arasında olmalıdır. Uygun koloni sayısını elde etmek için seyreltmelere gereksinim vardır. Bu da deneysel hatalara ve zaman kaybına neden olur.
7.  Erimiş besiyeri sıcaklığa duyarlı bazı mikroorganizmalara zarar verebilir ve koloni oluşturma özelliklerini kaybedebilirler.
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Şekil 9. Dökme plak yöntemi
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Şekil 10. Çeşitli özelliklerde koloni şekilleri (A, B, C, D) ve kolonilerin yandan ve üstten görünüşleri (I,II)
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Şekil 11. Dökme plak yöntemi A.Örneğin seyreltilmesi B.Seyreltilmiş örneğin petriye konulması C.Örnek üzerine 45 oC’ye kadar soğutulmuş agarlı besiyerinin ilave edilmesi
[image: image14.jpg]



Şekil 12. Agarlı besiyeri sıcaklığının kontrol edilmesi. Çok sıcak olmamalı.
4.2.1.2. Dökme Plak Yönteminde Kolonilerin Sayılması ve Sonuçların Raporlanması
İnkübasyondan sonra petriler incelenir ve 30-300 arasında koloni içeren petriler sayılır. Petri kutularında sağlıklı sayım sonuçlarının alınabilmesi için 30-300 arasında koloni bulunması istatistiksel bir kuraldır. 30 koloniden daha az sayımlar önemli istatistiki salınıma neden olabilir. 300’den fazla koloni içeren petri kutularının sayımı zordur. Bu durum bazı bakterilerin inhibisyonuna da neden olabilir. Bununla beraber bazı hallerde, bu kuralların dışına çıkılabilir. Aşağıdaki bölümlerde sayım sırasında karşılaşılabilecek özel durumlarda ne yapılması gerektiği ile ilgili bilgiler verilmiştir.
Ayrıca aynı dilüsyondan en az 2 petri kutusuna paralel ekim yapılmalıdır. İki petri sayısının ortalaması alınıp, uygun seyreltme faktörü ile çarpılarak her ml örnek başına sayı hesaplanır. Sonuçlar, koloni oluşturan birim (colony forming units-CFU) olarak ifade edilir.
Koloni sayımında, Quebec tipi koloni sayıcılar veya aydınlatma ve büyütme sağlayan diğer ekipmanlar kullanılabilir. İnkübasyon süresi tamamlandıktan hemen sonra koloni sayımı yapılmalıdır. Sayım işleminin ertelenmesi gerekiyorsa, petri kutuları, 24 saatten fazla olmamak üzere 5-10 °C’de tutulabilir.
4.2.1.2.a. 30-300 Adet Koloni İçeren Petriler
30-300 adet koloni içeren petriler seçilir ve sayım yapılır. Örneğin her ml’sindeki koloni sayısı aşağıdaki gibi hesaplanır. Sonuç, CFU/ml şeklinde rapor edilir.
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İki veya daha fazla seyreltmeden elde edilen petrilerden sayım yapılmışsa, öncelikle her seyreltme kendi içinde değerlendirilir. Sonra bunların ortalaması alınarak, örnek içindeki koloni sayısı hesaplanır. Örneğin, 10-2 ve 10-3 seyreltmelerinden 1 ml ekim yapılmış ve inkübasyon sonunda petrilerde 280 ve 34 koloni sayılmış olsun.

-2 seyreltmesi için; 
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-3 seyreltmesi için; 
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Örnekteki koloni sayısı; 
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4.2.1.2.b. 30’dan Az Koloni İçeren Petriler

Tüm petrilerdeki koloni sayısı 30’dan az ise, ekim yapılan en küçük seyreltmeye göre örnekteki koloni sayısı hesaplanır. Örneğin, 10-1,10-2 ve 10-3 seyreltmelerinden 1 ml ekim yapılmış ve inkübasyon sonunda petrilerde, sırasıyla, 22, 2 ve 0 koloni sayılmış olsun. Bu durumda örnek ml’sindeki koloni sayısı şöyle hesaplanır:
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4.2.1.2.c. 300’den Fazla Koloni İçeren Petriler

300’den fazla koloni içeren petrilerden, 300’e en yakın sayıda koloni içeren petriler seçilir. Örneğin her ml’sindeki koloni sayısı aşağıdaki gibi hesaplanır. Sonuç, CFU/ml şeklinde rapor edilir.
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Örneğin, 10-1,10-2 ve 10-3 seyreltmelerinden 1 ml ekim yapılmış ve inkübasyon sonunda petrilerde, sırasıyla, >500, 470, 340 koloni sayılmış olsun. Bu durumda örnek ml’sindeki koloni sayısı şöyle hesaplanır:
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Buna göre, 1 ml’deki koloni sayısı, 340000’e eşit veya 340000’den büyüktür.

4.2.1.2.d. Koloni İçermeyen Petriler

Eğer örneğe veya bu örneğin tüm seyreltmelerine ait petrilerde hiç koloni oluşumu yoksa, koloni sayısı 1’den az (<1) olarak kabul edilir ve en büyük örnek hacmine bölünerek (veya en küçük seyreltme faktörü ile çarpılarak) rapor edilir. 

Örneğin, 10-1,10-2 ve 10-3 seyreltmelerinden 1 ml ekim yapılmış ve inkübasyon sonunda petrilerde hiç koloni gelişmemiş olsun. 

Bu durumda örnekte, < 1x101 (veya 1/0.1) = < 10 CFU/ml koloni vardır.

4.2.1.2.e. 300’ün Çok Üstünde Koloni İçeren Petriler


Böyle petriler için Quebec tipi veya benzer bir koloni sayıcının çizgilerinden faydalanmak uygundur. Koloni sayıcılarda petri kutusunun yerleştirildiği tabla 1 cm2’lik karelere bölünmüştür (Şekil 13). Bu kareleri göz önüne alarak sayım işleminin nasıl gerçekleştirileceği aşağıda anlatılmıştır.
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Şekil 13. Koloni sayıcı kareleri
1. cm2’de 10 koloniden az ise; 13 kare üzerindeki koloniler sayılır. Ardışık 7 yatay kare ve ardışık 6 dikey kare seçilir. Bu 13 cm2’lik alandaki koloniler toplanır ve 5 ile çarpılır. Çünkü, cam petri kutuları 65 cm2’lik alana sahiptir ve sayılan kare sayısı da 13 olduğundan, 13x5 = 65 cm2’lik alana sahip cam petri kutularındaki koloni sayısı hesaplanmış olur. 57 cm2’lik alana sahip plastik petri kutularındaki koloni sayısını bulmak için ise 4.32 ile çarpılır. Sonuçlar koloni sayısı/petri olarak ifade edilir. Daha sonra ml’deki sayıyı bulmak için sonuç, seyreltme faktörü ile çarpılır.

2. cm2’de 10 koloniden fazla ise; kolonileri temsil edebilecek 4 kare seçilir, ortalama alınarak 1 cm2’deki koloni sayısı hesaplanır. Petri kutusunun cm2 değeri ile çarpılır (camlar için 65, plastikler için 57). Böylece, petrideki sayı bulunur.

3. cm2’de 100 koloniden fazla ise;


plastik petri kutuları için   >100 x 57 x seyreltme faktörü



cam petri kutuları için   >100 x 65 x seyreltme faktörü

    Sonuç, CFU/ml şeklinde rapor edilir.

4.2.1.2.f. Petri Üzerinde Yayılmış Koloniler

Eğer koloniler petrinin yarısından fazlasını kaplamamışsa ve petrinin yayılma olmayan diğer yarısındaki koloniler iyi bir dağılım göstermişlerse, bu alandaki koloniler sayılır. Eğer yayılma fazla ise, bu şekilde rapor edilir.

4.2.1.2.g. Sayılamayan Petriler

Seyreltmenin yetersiz olması, bulaşma, petri kutularının kırılması gibi sebeplerle sayım yapılamazsa, sonuç, laboratuvar hatası olarak rapor edilir.

4.2.2. Yüzeye Yayma Yöntemi
Yüzeyde kültürel sayım yöntemlerinin dökme kültürel sayım yönteminden farkı, bu yöntemlerde (yayma ve damlatma yöntemleri) petri kutusuna önce besiyerinin dökülmesi, besiyeri donduktan sonra kültürün besiyeri üzerine pipetlenmesidir. Örnekten veya seyreltmeden, 0.1 ml veya 0.5 ml, daha önceden dökülmüş ve dondurulmuş besiyeri üzerine aktarılır. Steril plastik veya cam çubuk (drigalski spatülü) ile, besiyeri yüzeyine eşit şekilde yayılır. Çubuk, agar üzerinde belirli bir açı ile tutularak ve petri kutusu ya da çubuk döndürülerek, örneğin eşit şekilde dağılması sağlanabilir. Besiyeri, örneği tamamen emdikten sonra, petri kapları ters çevrilerek uygun sıcaklıkta inkübe edilirler. İnkübasyondan sonra petriler incelenir ve sayım işlemi yapılarak sonuçlar raporlanır.
Yüzeye yayma yönteminde, besiyeri önceden petri kutusuna döküldüğünden sıcaklığın olumsuz etkisi söz konusu değildir. Tüm koloniler yüzeyde olduklarından, partikül ve kabarcıklardan kolayca ayırt edilebilirler. Koloniler kolay ve hızlı bir şekilde transfer edilebilirler ve koloni morfolojileri rahatlıkla incelenebilir. Bununla birlikte, bu yöntem, küçük örnek hacmi (0.1-0.5 ml) ile sınırlıdır. 
Bu yöntemi kullanmak için, uygun sıcaklık ve sürede ön kurutma yapılmış besiyeri plaklarına ihtiyaç vardır. Yüzeye yayma yönteminin dökme plak yöntemine göre bazı üstünlükleri ve sakıncalı tarafları vardır.
4.2.2.1. Yüzeye Yayma Yönteminin Avantajları ve Dezavantajları

- Yüzeye Yayma Yönteminin Avantajları
1. Yüzeyde sayım yöntemleri, dökme plak yöntemine göre daha fazla otomatize edilebilir. Bu şekilde sayım maliyeti azalırken, yöntem çabuk ve kolay bir şekilde uygulanabilir.

2. Yüzeyde sayım yönteminde besiyerinin petri kutusuna dökülmesi sırasında oluşabilecek hava kabarcıkları ekim öncesi steril bir öze ile veya bunsen beki alevi ile ortadan kaldırılabilir. Oysa bu uygulama petri kutusuna önce içinde mikroorganizma bulunan kültürün aktarıldığı dökme yönteminde (dökme plak) önerilmez.
3. Dökme plak yönteminde sıcaklığa duyarlı mikroorganizmalar (özellikle psikrofiller), besiyeri sıcaklığı yüksek olursa zarar görebilirler. Tersine besiyeri dökme sıcaklığı düşük olursa, besiyeri ile kültürün iyi bir şekilde karışması sağlanamaz. Bu sakıncalar yüzeyde sayım yöntemlerinde yoktur. 
4. Zorunlu aerobik mikroorganizmalar dökme plak yönteminde yüzeyin altında da kalabilirler ve bunlar inkübasyonda iyi bir gelişme gösteremeyebilirler. Yüzeyde gelişenleri daha çabuk ve büyük koloni oluşturarak hatalı sayımlara neden olabilirler. 
5. Yüzeyde sayım yöntemleri içinde yer alan yayma yöntemi ile elde edilen koloniler, elektronik koloni sayaçlarında daha doğru bir şekilde sayılabilirler.
- Yüzeye Yayma Yönteminin Dezavantajları
1. Zorunlu aerobik bazı bakteriler besiyeri yüzeyinde çok çabuk gelişerek, hemen yanındaki bakteri kolonilerini kaplayabilirler. Bu durum sayımları zorlaştırabilir ve yanıltıcı sonuçların alınmasına neden olabilir. 

2. Yayma işleminde cam çubuğun (Drigalski spatülü) (Şekil 14) üzerinde bir miktar mikroorganizma kalır, bu durum daha az sayıda mikroorganizma sayısının elde edilmesine neden olabilir. Bununla beraber cam yüzeyinin silikon ile kaplanması, bu sorunu belli ölçüde ortadan kaldırmaya yardımcı olur. Çünkü silikon, mikroorganizmaları cam kadar çok adsorbe etmez.
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Şekil 14. Drigalski spatülü
4.2.2.2. Yüzeye Yayma Yönteminde Kolonilerin Sayılması ve Sonuçların Raporlanması
Yüzeye yayma yönteminde kolonilerin sayılması ve sonuçların raporlanması, dökme plak yönteminde anlatıldığı şekilde uygulanır (Bölüm 4.2.1.2).
4.2.3. En Muhtemel Sayı (EMS) Yöntemi
4.2.3.1. Tüp Seyreltmesi 
Sayımı yapılacak olan mikroorganizmanın seyreltmesi, uygun bir seyreltme çözeltisinde yapılır. Seyreltmelerden sıvı besiyerlerine 1’er ml ilave edilir, inkübasyon sonunda mikroorganizma üremesi görülen (+) tüpler değerlendirilerek örnekteki canlı hücre sayısı tahmin edilir.
Örnek
Bir örneğin 10-6’ya kadar seyreltmesi FTS (fizyolojik tuzlu su) içinde yapılmış, uygun sıvı besiyerlerine 1’er ml pipetlenmiş inkübasyon sonunda 1., 2., 3. ve 4. seyreltme tüplerinden yapılan ekimlerde (+), 5. ve 6. tüplerden yapılan ekimlerde ise (-) sonuç alınmıştır. Örnekteki mikroorganizma sayısı nedir?    
Çözüm
Şekil 15’de yukarıda verilen örnek gösterilmiştir. 4 nolu seyreltme tüpünden yapılan ekimde, besiyerine en az bir adet canlı hücre geçtiği için, inkübasyon sonunda bu tüpte üreme görülmüştür. Şu halde orijinal örneğin her ml’sinde 104 adetten daha fazla canlı hücre vardır. Ancak, 5 nolu seyreltmeden (10-5 seyreltmesinden) besiyerine bir tek canlı hücre dahi geçmemiştir. Şu halde örnekte 105 adet/ ml’den daha az sayıda canlı hücre vardır. Dolayısı ile, üremenin görüldüğü en son seyreltme ile görülmediği seyreltme arasında olmak üzere bu örnekte 104 – 105 adet/ml arasında canlı hücre olduğu tahmin edilmektedir.
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Şekil 15. Tüp seyreltmesi yöntemi 
4.2.3.2. EMS Yönteminin Prensibi
En muhtemel sayı yöntemi, tüp seyreltmesi yönteminin geliştirilmiş şeklidir. Bu yöntemde, örnekten FTS ile standart 1:9 oranında seyreltme yapılır. Seyreltmelerden uygun sıvı besiyerlerine ekim yapıldıktan sonra üreme sonuçları kontrol edilerek sayı hesaplanır. Bir diğer deyiş ile, tüp seyreltmesi yönteminde her seyreltme için 1 tüp kullanılırken, EMS yönteminde her seyreltmeden 1’den fazla sayıda ekim yapılır. Aynı seyreltmeden yapılan paralel ekim sayısı arttıkça, istatistiksel olasılık kurallarına göre daha doğru sonuçlar alınır. Aynı seyreltmeden yapılan paralel ekim sayısı sonsuza ulaştığında ise sayım sonucu kesinleşir. 
İstatistiksel verilere göre hazırlanmış, belirli limitleri olan bir tablo veya tablolar yardımıyla sonuca gidilen bir yöntemdir. Bu yöntemle bakteri sayımında, suyun ölçülmüş belli bir hacmi veya seyreltilmiş şekilleri, içinde besiyeri bulunan bir seri tüpe ilave edilir. Aşılama ile içinde bir veya birkaç organizma bulunan her tüp, inkübasyon sırasında çoğalma göstereceği ve kullanılan besiyeri içinde çoğalma sırasında karakteristik değişikliklerin, araştırılan organizmalar tarafından meydana getirileceği kabul edilir. Bazı tüplerde negatif sonuçlar oluşmasına rağmen 100 ml örnek içindeki organizmaların en muhtemel sayıları pozitif reaksiyon gösteren tüplerin dağılmasından ve sayımlarından tahmin edilebilir. Doğrulama, bu amaç için kullanılan besiyerinde çoğalma gösteren koliform organizmaların araştırılmasıyla olur. Tahmin ve doğrulama sayımları olasılık tabloları (EMS tabloları-Ekler syf.110) yardımıyla bulunur. 

Bu yöntem, çok sayıda tüplere değişik seyreltmelerde incelemenin yapılmasına ve en muhtemel sayının (EMS) bulunmasına dayandığından, bu testin hassaslığı tüplerin sayısına bağlıdır. Bu teknikte EMS değerlerinin tahmini için seri; minimum 3, tercihen 5 tüp içermelidir. Çoklu tüp yöntemi birbiri arkasında yapılan üç deneyi kapsar. Çoğunlukla son tamamlama deneyine gerek kalmadığından bu deney yapılmayabilir. 

· Tahmin deneyi

· Doğrulama deneyi

· Tamamlama deneyi

Aşılanmış tüpler inkübatörde 35 oC’ de 48 saat muhafaza edilir. Eğer koliform bakteri mevcutsa, çoğalan bakterilerin besiyerini ayrıştırması sonucu çıkan gaz küçük (Durham tüplerinde) tüplerde toplanır. Buna pozitif sonuç denir. Bu tüpler, örnekte koliform bakterilerin mevcut olduğunu gösterirler. Negatif bir reaksiyonda ise ya bir çoğalma olmaz ya da üreme gazsız meydana gelir. Bu halde koliform grup yoktur. Buna tahmin deneyi denir. Tahmin deneyinde pozitif bir sonuç, koliformun mevcut olduğunu göstermez. Doğrulama deneyi ile durumun tahkik edilmesi gerekir. Değişik bir besiyeri ile deneye devam edilir. Pozitif sonuçlu bir tüpe daldırılan platin tel ile alınan mikroorganizmalar, yeni tüplere aşılanır. Eğer gaz çıkarsa bunların koliform olduğuna karar verilir. Bundan sonra bakterilerin dışkı orijinli olduğunu gösteren başka destekler aranır. Bu üçüncü deneye tamamlama deneyi denir.
4.2.3.2.a. EMS Yönteminde Seyreltme Kavramı

Tablo 5’de (EMS Tabloları- Ekler syf.110) seyreltmeler 10-1-0.1 ml olarak verilmiştir. Tablo adı incelendiğinde bu tablo, ardışık üç standart (1:9 oranında) seyreltmeden 5’er adet sıvı besiyerine (5 paralelli ekim) 1’er ml ekim yapıldığı anlamına gelir. Buna göre, 10-4 seyreltmeden besiyerlerine 1’er ml ekim, 10-5 seyreltmeden besiyerlerine 10’ar ml ekim ile aynı anlamı taşımaktadır. Çünkü 10-4 seyreltmesindeki canlı hücre sayısı 10-5 seyreltmesine göre 10 misli fazladır. Benzer şekilde 10-6 seyreltmesinden 5’ er besiyerine 1’er ml ekim ile 10-5 seyreltmesinden 5’er besiyerine 0.1’er ml ekim aynı anlamı taşımaktadır. Bir diğer deyiş ile, 10-6’ya kadar seyreltme yapıldığını ve 10-4, 10-5 ve 10-6 seyreltmelerinden 5’er besiyerine 1’er ml ekim yapılmasının planlandığını, ancak herhangi bir nedenle 10-4 ve 10-6 seyreltmelerinden ekim yapma olanağının kalmadığını varsayalım. 10-5 seyreltmesinden 5 adet besiyerine 10’ar ml ekim yapılırsa, 10-4’den 1’ er ml ekim yapmış gibi; aynı şekilde yine 10-5 seyreltmesinden 5 adet besiyerine 0.1’er ml ekim yapılırsa, 10-6’dan 1’er ml ekim yapmış gibi olur. Böylece; ardışık 3 seyreltmeden 5’er besiyerine 1’er ml ekim yapmak ile, ardışık üç seyreltmenin ikincisinden (verilen örnekte 10-4, 10-5, 10-6 seyreltmeleri için 10-5’ ten) 5’er besiyerine sırasıyla 10, 1 ve 0.1’er ml ekim yapmak aynı anlama gelecektir. 
Standart EMS yönteminde ardışık 3 seyreltmeden 5’er besiyerine 1’er ml ekim yapılır. Tablo 5’de (EMS Tabloları- Ekler syf.110) seyreltmeler “10-1-0.1” ml olarak verilmiştir. Bu veriş şekli yukarıda açıklandığı gibi; hem ardışık 3 seyreltmeden 1’er ml, hem de tek seyreltmeden sırasıyla 10- 1- 0.1 ml aşı yapılması halinde elde edilebilecek sonuçları göstermektedir (Şekil 16).
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Şekil 16. EMS yönteminde seyreltme hazırlanması 
Her seyreltmedeki pozitif tüplerin sayısına göre, tahmin ve doğrulama deneylerinin sonuçları, EMS tablolarından hesaplanır.

· 10, 1.0 ve 0.1 ml’lik hacimler kullanıldığında;

1. EMS kodunun belirlenmesi için üç seyreltmeye ihtiyaç vardır. 5 tüpe, 10, 1.0 ve 0.1 ml’lik hacimlerde ekim yapıldığını varsayalım ve 10 ml ekim yapılan tüplerden 5’inde, 1.0 ml ekim yapılan tüplerden 3’ünde ve 0.1 ml ekim yapılan tüplerden 0 tanesinde pozitif sonuç elde edilmiş olsun. Bu durumda, EMS kodu, 5-3-0’dır.

2. Uygun EMS tablosunda bu kod bulunur. Bu koda karşı gelen değere göre, sonuç, 79/100 ml’dir.
· 10, 1.0 ve 0.1 ml’lik hacimler yerine, on kat  seri seyreltmeler kullanıldığında;

1. Tablodan, EMS koduna karşı gelen değer belirlenir. 

2. Aşağıdaki formüle göre, 100 ml’deki en muhtemel sayı değeri hesaplanır.
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Örnek miktarları: 0.01 – 0.001 – 0.0001 ml

Pozitif tüpler:       5           2             0

EMS kodu: 5-2-0

Tablodan bulunan değer: 49

Sonuç: 
[image: image28.wmf]MPN10

49x49000/100

1000.01

ml

ml

==


Örnek

Bir örneğin 10-6’ya kadar seyreltmesi hazırlanmış, 10-4,10-5 ve 10-6 seyreltmelerinden 5’er besiyerine 1’er ml ekim yapılmıştır. İnkübasyon sonunda; 10-4 seyreltmesinden ekim yapılan 5 tüpün 4 adedinden, 10-5 seyreltmesinden ekim yapılan 5 tüpün 2 adedinden ve 10-6 seyreltmesinden ekim yapılan 5 tüpün 1 adedinden (+) sonuç alınmıştır. Örnekteki en muhtemel canlı hücre sayısı (çoğalma yeteneğinde olan canlı hücre sayısı) nedir?
Çözüm

Sırasıyla 4, 2 ve 1 adet (+) sonuç alındığına göre Tablo 5’den 4 2 1 kodu için verilmiş olan EMS değeri 26 adet/100 ml olarak bulunur. 100 ml için 26 adet ise, 1 ml’deki değer 0,26’dır. 0,26; ekim yapılan ardışık üç seyreltmeden ikincisinde, ml’de bulunan en muhtemel canlı hücre sayısıdır. Burada ekim yapılan üç seyreltmenin ikincisi 10-5 olduğuna göre, örneğin 10-5 seyreltmesinde en muhtemel canlı hücre sayısı 0,26’dır. Buna göre, örnekteki en muhtemel canlı hücre sayısı 0,26 x 105 = 2,6x104 adet/ml’dir. Tablo 5’in %95 güvenlik sınırları sütunlarına göre, örnekteki en düşük sayı 0,9x104 adet/ml, en yüksek sayı ise 7,8x104 adet/ml‘dir. Bir diğer deyiş ile, bu örnek için sayım sonucu “en muhtemel sayı yöntemi ile yapılan analiz sonunda %95 olasılıkla, örnekte 0,9x104 adet/ml ile 7,8x104 adet/ml arasında çoğalma yeteneğinde canlı hücre vardır, örnekteki en muhtemel sayı 2,6x104 adet/ml dir.” şeklinde verilmelidir.
Örnek 

10-2, 10-3 ve 10-4 seyreltmelerinden 5’er adet besiyerine 1’er ml ekim yapılmış ve inkübasyon sonunda sırasıyla 3, 1 ve 0 adet (+) tüp elde edilmiştir. Örnekteki en muhtemel sayı nedir? 

Çözüm

Tablo 5’den 3 1 0 kodu için 11 adet/100 ml değeri bulunur. 100 ml için 11 adet ise, 1 ml’deki değer 0,11’dır. Örnekteki en muhtemel sayı 0,11x103 adet/ml dir.
4.2.3.2.b. Diğer EMS Tabloları

Tablo 5 (EMS Tabloları- Ekler syf.110), ardışık 3 seyreltmeden 5’er besiyerine 1’er ml ekim yapılması halinde, inkübasyon sonucu elde edilecek (+) tüp sayılarına göre düzenlenmiş standart tablodur. Bunun dışında ardışık 3 seyreltmeden 3’ er veya 10’ ar besiyerine ekim, ardışık 2 seyreltmenin birincisinde 2, ikincisinde 5 tüpe ekim gibi pek çok tablolar geliştirilmiştir. Bazı tablolar doğrudan doğruya 100 ml örnekteki sayıyı verirken, bazıları ise 1,0- 0,1- 0,01 ml ekim yapılması halinde örneğin 1 ml yada 1 gr’ındaki EMS değerlerini verecek şekilde düzenlenmiştir. Bu tip tablolar verildiği literatüre göre değerlendirilmelidir. 

Tablo 5’de 216 adet (63) kod bulunması gerekirken sadece 56 kod verilmiştir. Bunun başlıca nedeni, verilmemiş olan 160 kod için tekrar elde edilebilirlik olasılığının çok düşük olmasıdır. Bu durum Bölüm 4.2.3.3’te açıklanmıştır.
4.2.3.2.c. Örnekten 10 ml ya da 100 ml’lik Kısmın Kullanılması 

Örneğin kendisinden ya da herhangi bir seyreltmesinden içinde 10 ml besiyeri bulunan bir tüpe 1- 0,1- 0,01 ml aktarılmasında herhangi bir sorun yoktur. Ancak, içinde 10 ml besiyeri bulunan tüpe 10 ml örnek aktarılması zor, 100 ml örnek aktarılması ise olanaksızdır. Bu gibi durumlarda besiyeri özel olarak hazırlanır. 
10 ml örnek kullanılması     

Standart deney tüpleri yerine 20 ml’yi alacak daha büyük tüpler kullanılmalıdır. Burada en önemli husus, besiyerinin çift kuvvetli (double strength) denilen şekilde hazırlanmasıdır. Bundan amaç, 10 ml örnek ilave edildiğinde standart besiyerinin 1:1 oranında seyrelerek zayıf bir üremeye neden olmasıdır. Çift kuvvetli besiyeri hazırlanırken besiyeri bileşimine giren maddeler 2 misli olarak tartılır. Örneğin, Nutrient Broth besiyeri hazırlanırken 1 lt için hazır toz besiyerinden 13 g tartılır. Bu şekilde 10 ml besiyeri içinde 0,13 g etkin madde (toz besiyeri) bulunur. Bunun üzerine 10 ml örnek ilave edildiğinde etkin madde konsantrasyonu yarı yarıya azalır ve sağlıklı değerlendirmeye uygun bir çoğalma elde edilemeyebilir. Dolayısı ile bu seri için 13 g/L yerine 26 g/L hesabı ile besiyeri hazırlanır, tüplere dağıtılır. Tüpe 10 ml örnek konulunca konsantrasyon normal değerine düşer. 
100 ml örnek kullanılması       

Aşağıda ayrıntılı olarak açıklanacak olan (+) tüplerin değerlendirilmesinde kullanılan yönteme göre, erlenmayer ya da tüp kullanılabilir. İster tüp, ister erlenmayer veya balon vs. kullanılsın, 200 ml’lik hacmi rahat alacak boyutta kap seçilmelidir. Besiyeri yine çift kuvvetli olarak hazırlanıp 100’er ml dağıtılır. Üzerine 100 ml (ya da 100 g) örnek ilave edilir.
4.2.3.2.d. (+) Tüplerin Değerlendirilmesi

Aşılanmış bir besiyerinde inkübasyondan sonra üreme olup olmadığı, örneğin ve mikroorganizmanın özelliklerine göre farklı şekillerde belirlenir. Bunlardan en yaygın olarak kullanılan yöntemler;
· Bulanıklığın değerlendirilmesi

· Asit oluşumunun uygun bir indikatör ile gözlenmesi 

· Gaz oluşumunun belirlenmesidir.
Bulanıklığın Değerlendirilmesi

Başlangıçta berrak olan besiyeri, çoğu durumda mikroorganizma sayısının artışına paralel olarak bulanık bir görünüş alır. Kuşkusuz 10 ml besiyerine 10 ml örnek ya da 100 ml besiyerine 100 ml örnek katıldığında, örneğin özelliğine göre başlangıçtada bulanıklık oluşabilir. Bulanıklığın ölçülmesinde en emin yol fotometre kullanılmasıdır.

Asit Oluşumunun Değerlendirilmesi

Pek çok mikroorganizma çoğalma sonrası asit oluşturur. Asit oluşumu sonunda indikatör içeren besiyerinin rengi değişir (örneğin koliform grup Mac Conkey besiyerinde asit oluşturur ve besiyerinin rengi kırmızıdan sarıya dönüşür) veya besiyeri pıhtılaşabilir (laktik asit bakterilerinin çoğu sütte pıhtılaşma yapar). Asitlik doğrudan pH metre veya titrasyon ile ya da indikatörlerin yardımı ile belirlenebilir. 
Gaz Oluşumunun Değerlendirilmesi

Koliform grup bakterilerinin belirlenmesinde çok kullanılan bir yöntemdir. Koliform bakteriler laktozu kullanarak gaz oluştururlar. Gaz oluşumunun belirlenebilmesi için, besiyeri bulunan tüpün içine durham tüpü adı verilen küçük bir tüp ters olarak atılır ve besiyeri ile beraber sterilize edilir. Bakteri, besiyerinde gaz oluşturursa, oluşan gaz durham tüpünün tepesinde toplanır (Şekil 17). 

Durham tüpünün kullanılmasında en sık yapılan 2 hata vardır:

· Bunlardan birincisi besiyeri hazırlanıp tüplere dağıtıldıktan sonra, durham tüpü atıldığında, durham tüpü içinde kalan havanın çıkarılmaya çalışılmasıdır. Oysa durham tüpü içinde kalan hava, sterilizasyon sırasında kendiliğinden çıkar. 

· İkinci hata ise, içinde durham tüpü bulunan steril besiyerlerinin kontrol edilmeden aşılanmasıdır. Herhangi bir nedenle durham tüpü içinde hava kalabilir ya da besiyerlerinin eğilmesi, mekanik tüp karıştırıcılarda yüksek hızda uzun süre karıştırılması gibi nedenlerle durham tüpüne hava kabarcıkları girebilir. Bu gibi tüpler hem aşılamadan, hem de inkübasyondan önce kontrol edilmeli, inkübasyon öncesi hava kabarcığı bulunan tüpler kullanılmamalıdır.
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Şekil 17. Gaz oluşumu. BGLBB (Brilliant green lactose bile broth) besiyeri berrak, yeşil renklidir (soldaki tüp). Proteus vulgaris tüpte sadece bulanık bir görünüm verirken (ortadaki tüp), E. coli varlığında bulanıklık ve durham tüpünde gaz oluşumu gözlenir (sağdaki tüp).
4.2.3.3. EMS Yönteminin Avantajları ve Dezavantajları

- EMS Yönteminin Avantajları

EMS yönteminin, yaygın olarak kullanılmasını sağlayan üstünlükleri kısaca şöyle açıklayabiliriz:

1. Bazı mikroorganizmaların katı besiyerinde üretilme olasılığı yoksa, ya da çok zayıfsa sıvı besiyeri, dolayısı ile EMS yöntemi kullanılır. Bunun dışında rhizobium cinsine ait türlerin ayrımı ve sayımı için EMS yöntemi pratik olarak kullanılan en başarılı yöntemlerden biridir. 

2. Eğer sayım yapılacak örnekte agar yüzeyinde hızla gelişerek, asıl sayımı istenen hücrelerin gelişimini engelleyen mikroorganizmalar da varsa ve bu durum katı besiyerinde önlenemez iken sıvı besiyerinde önlenebiliyorsa, EMS yine avantajlıdır.       

3. EMS Yöntemi agarlı besiyeri yöntemlerine göre daha pratiktir. Tüplerin otomatik olarak doldurulduğu sistemler geliştirilmiş ve dolayısı ile EMS’nin kolay bir yöntem olması sağlanmıştır. 

4. Yukarıda verilen örnekte olduğu gibi, bir örneğin 100 ml’sinde 2-3 adet gibi çok düşük sayılarda canlı hücre varsa, standart katı besiyeri yöntemi kullanılamaz. Bu gibi durumlarda, ya EMS yönteminin ya da membran filtre yönteminin kullanılma zorunluluğu vardır. Örnek membran filtreden geçirilemiyorsa, kullanılabilecek tek yöntem EMS’dir. Ayrıca örnek, sıvı değil katı ise, membran filtre yöntemi zaten kullanılamaz.

- EMS Yönteminin Dezavantajları

1.   EMS tabloları ve dolayısı ile elde edilen sayım sonuçları istatistik hesaplamalar ile elde edilmiş değerlerdir. Aynı örnekten yapılacak 2 tekrarlı ekimlerde tekrarlar arasında farklılık olması yüksek oranlarda beklenir. Örneğin, her 3 seyreltmeden de 10’ar tüpe ekim yapılsa, aynı kodun bir kez daha tekrarlanma şansı % 0,01’e kadar düşebilmektedir. Bir başka deyiş ile, aynı örnekten aynı anda iki araştırmacı EMS yöntemi ile sayım yapsa, her ikisinin de aynı kodu (örneğin 115) verecek tüpleri elde edebilme şansı % 0,01’e kadar düşebilmektedir. Bu gibi çok düşük olasılıklar özellikle düşük seyreltmelerde küçük sayılı, daha yüksek seyreltmelerde ise yüksek sayılı kodların elde edilmesinde geçerlidir. Örneğin 5’ li seri ekimde 115, 124, 303, 311, 320, 035, 044, 053, 133, 142, 151, 240, 231 kodları birbirine yakın EMS değerleri verirler. Bu kodlardan 320 kodunun aynı örnekten tekrar elde edilme olasılığı en yüksek iken, 115,124, 035 gibi kodların tekrar elde edilme olasılığı çok düşüktür. Bu gibi kodlar istatistiksel olarak aynı EMS değerlerini vermekle beraber, aynı kodun tekrar elde edilmesindeki çok düşük olasılıklar bu kodların güvenilirliğini azaltmaktadır. Dolayısı ile son yıllarda EMS tablolarında ya 035 gibi kodlara hiç yer verilmemekte, ya da bu kodlara ilaveten tekrar elde edilebilme olasılıkları verilmekte ve araştırıcı bu konuda uyarılmaktadır. Burada Tablo 5’de 3 seyreltmeden 5‘ er tüpe ekim ile elde edilebilecek 216 farklı kod yerine, tekrar elde edilebilme olasılığı en yüksek olan 56 kod içeren EMS tablosu verilmesi uygun bulunmuştur.

2.  Örneğin kendisinden ya da herhangi bir seyreltmesinden içinde 10 ml besiyeri bulunan bir tüpe 1- 0,1- 0,01 ml aktarılmasında herhangi bir sorun yoktur. Ancak, içinde 10 ml besiyeri bulunan tüpe 10 ml örnek aktarılması zor, 100 ml örnek aktarılması ise olanaksızdır. Bu gibi durumlarda besiyeri özel olarak hazırlanır. 
4.2.4. Membran Filtrasyon Yöntemi
Çoklu tüp yönteminden daha hızlı sonuç veren, ayrıca daha çok örnek hacmi ile çalışabilme imkanı sağlayan, tekrarlanması mümkün olan bir yöntemdir. Tehlikeli durumlarda içme suyunun izlenmesinde oldukça faydalı bir yöntem olduğu gibi, oldukça az sayıda bakteri içeren oligotrof sular ve kaynak sularının bakteriyolojik analizi için de kullanılabilir. Fakat özellikle, bulanıklığı yüksek olan sularla yeraltı sularında ihtiyatla kullanılmalıdır. Bu yöntem, hem toplam bakteri sayısının hem de canlı bakteri sayısının belirlenmesine uygundur. Belirli hacimdeki bakteri süspansiyonunun, alanı belirli bir filtre yüzeyinden süzülmesi, bu yöntemin prensibini oluşturur. Bu mikroorganizmaların sayısı, filtre yüzeyinin doğrudan mikroskopla incelenmesiyle belirlenebileceği gibi (toplam mikroorganizma sayımı), filtrenin uygun bir besiyeri yüzeyine konulup inkübasyonundan sonra oluşan kolonilerin sayımı ile de belirlenebilir (çoğalma yeteneğinde olan canlı mikroorganizmaların sayımı). Belirlenen yerlerden steril şişelere örnekler alındıktan sonra örnek hacmi belirlenir. Örnekte tahmin edilen bakteriyel yoğunluk, içme sularındaki bulanıklık derecesi, besiyerinde gelişen, koliform grubunda olmayan bakterilerin yoğunluğu, deneyde kullanılacak olan örnek hacmini etkiler. 

En ideal örnek hacmi, petri kutusunda yaklaşık 20-80 civarında koloni verecek olan miktardır. Tercihen 100 ml’den az örnek alınmamalıdır.
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Şekil 18. Membran filtasyon tekniği ile aşılama         
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Şekil 19. Membran filtrasyon düzeneği

4.2.4.1. Membran Filtrasyon Yönteminin Avantajları ve Dezavantajları

- Membran Filtrasyon Yönteminin Avantajları

1.  Daha fazla miktarda su örneğinin deneye tabi tutulmasına olanak sağlar. Böylece örneğin alındığı orjinal suyu temsil etme özelliği artmış olur. 

2.  Daha kısa inkübasyon süresi gerektirir, dolayısıyla daha hızlıdır. Koliform ve E. coli sayımları 18-24 saat içinde yapılabilmektedir. Oysa çoklu tüp yönteminde 48-96 saatlik bir süreye gereksinim vardır. Bu da önlem alma açısından büyük avantaj sağlar. 

3.  İnkübasyon koşulları kolaylıkla değiştirilerek, yavaş üreyen veya zarar görmüş mikroorganizmaların kolaylıkla üremeleri sağlanır. 

4.  Kullanılan malzeme ve ekipman miktarları çok azdır. İşçilik açısından da büyük tasarruf sağlar. 

5.  Daha az zaman ve yere ihtiyaç vardır. 

6.  Arazi çalışmalarında kolaylıkla uygulanabilen bir yöntemdir.

7.  Süzülme nedeniyle bakteriler kendilerine zararlı olabilecek maddelerden kurtulmuş olurlar. 

8.  Kurutulan filtreler saklanarak istenildiği zaman delil olarak gösterilir. 

9.  Bu yöntemle sağlanan sayısal değerler çoklu tüp yönteminden daha kesindir. Çünkü, birim hacim başına direkt koloni sayımı yapılır. Ayrıca, tekrar edilebilirliği yüksektir. 
- Membran Filtrasyon Yönteminin Dezavantajları

1.  Bulanık sular membranı hemen tıkadığından her suya uygulanamaz. Filtre üzerinde oluşan kir tabakası üremeyi önleyebilir. Böyle sularda bakteri sayısı fazla ise, bulanıklığın etkisini minimize etmek için, örnek miktarı azaltılabilir veya seyreltme uygulanabilir. Ancak, bu teknik az sayıda bakteri içeren, çok bulanık sular için uygun değildir.
2.  Filtre üzerinde 300’den fazla koloni oluştuğunda, koloniler tipik görünümlerini alamazlar veya birbirlerine karışırlar. 
3.  Huni kontaminasyonu tamamen önlenemediğinden hatalı sonuçlar elde edilebilir.
4.  Bu teknikle sadece tipik, metalik parlaklık veren kolonileri saymak mümkündür. Dolayısıyla çoklu tüp yöntemine göre daha düşük koliform değerlerinin elde edilmesine neden olabilir. 
5.  Besiyerinin bileşiminde meydana gelebilecek değişiklikler tipik koloni oluşumunu engelleyebilir. 
6.  Kullanılan besiyerinde gelişebilen diğer bakterilerin varlığında çok az miktarda indikatör organizma içeren su örnekleri için uygun değildir.
7.  Endüstriyel atıksular ağır metal bileşikleri içerebilirler. Bunlar filtre yüzeyine adsorbe olurlar ve bakteriyel gelişimi engellerler.
8.  Klor, fenoller gibi toksik maddeler veya deniz suyu inhibisyona neden olabilir. 
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Şekil 20. Membran filtre üzerinde gözlenen koloniler
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Şekil 21. I. Koloni sayıcıda izlenecek yol. İçteki daire filtre alanını temsil eder, kesikli çizgiler ise izlenecek yolu temsil eder. II. Filtrenin büyütülmüş parçası. Oklarla belirtilen koloniler sayılır.
4.2.4.2. Membran Filtrasyonu Yönteminde Kolonilerin Sayılması ve Sonuçların Raporlanması

4.2.4.2.a. 20-80 adet koloni içeren petriler

Koloniler sayılır ve hesaplama aşağıdaki formüle göre yapılır:
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Özellikle içme suyu örnekleri için, çeşitli sebeplerle 100 ml örnek süzülemiyor ise, 100 ml’den daha az hacimler filtre edilebilir. Örneğin, iki adet 50 ml’lik örnek filtre edilip, bir membranda 60 koloni, diğerinde 50 koloni gelişmişse, koloni sayıları toplanır ve sonuç 100 ml’deki koloni sayısı olarak verilir (110 CFU/100 ml). Seyreltme yapılmışsa, mutlaka seyreltme faktörü ile çarpılmalıdır.
4.2.4.2.b. 20’den az koloni içeren petriler


Elde edilen koloni sayıları, seyreltme faktörleri ile çarpılarak, CFU/100 ml şeklinde rapor edilir.
4.2.4.2.c. 80’den fazla koloni içeren petriler

Örneğin, 1, 0.5 ve 0.01 ml’lik hacimlerin süzülmesi sonucunda elde edilen sayılar, 200, 150 ve 110 koloniden fazla olsun. Bu durumda, 80’e en yakın değer seçilir ve en küçük hacimden (veya en büyük seyreltme) elde edilen koloni sayısı kullanılır. Sonucun bu değerden daha fazla olduğu rapor edilir (  > ….. CFU/100 ml).
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Kolonilerin değerlendirilmesi mümkün değil ise, “sayım için çok fazla” şeklinde rapor edilir.
4.2.4.2.d. Koloni içermeyen petriler

Filtre edilen en büyük hacime göre hesap yapılır. Örneğin, 10, 5 ve 1 ml hacimlerde örnek süzülmüş ve filtrelerin üzerinde hiç çoğalma olmamışsa, en büyük hacim seçilir (10 ml), koloni sayısı 1 kabul edilerek genel formülden hesap yapılır ve sonucun bu değerden daha az olduğu rapor edilir.

(1/10) x 100 = 10 CFU/100 ml

Bu durumda 100 ml’deki koloni sayısı, 10’a eşit veya 10’dan küçüktür.

4.2.4.2.e. Birbirine yapışmış koloniler içeren petriler
“Bitişik koloniler” şeklinde rapor edilir. Bu tip içme suyu örnekleri için, yeniden örnekleme ve analize ihtiyaç vardır. Eğer 100 ml’den az hacimler süzüldüğünde de aynı sorun devam ediyorsa, o zaman örnek EMS yöntemi ile analizlenir.
4.2.5. Toprak, Sediment ve Çamur Örneklerinde Kültürel Sayım Yöntemleri
Toprak, çeşitli organizma topluluklarını içeren eşsiz bir ortamdır. Topraktaki organizmalar, sayı ve aktivite olarak asla sabit değildirler. Bu nedenle, topraktaki popülasyonun sayısı veya mikrobiyal aktivitesi, sadece o yer ve andaki popülasyonu temsil eder. Mikrobiyal sayı ve aktivitedeki değişimler, derinlik, toprak tipi, mevsim, nem, toprak tekstürü, toprak verimi gibi faktörlere de bağlıdır. Bu kompleks ortam içinde toprak organizmalarının değerlendirilmesi oldukça güçtür.
 Sedimentler, enterik patojen rezervuarıdırlar. Fekal mikrobiyal indikatörler ve patojenler genellikle sedimentin üst tabakalarında akümüle edilirler. Patojenik ve indikatör bakteriler,organik ve inorganik partiküllerle birlikte, yüzeysel su ve denizlerde dip sedimentine çökerek, su içinde olduklarından daha yüksek konsantrasyonlarda bulunurlar. Sediment bakteriyolojisi, su temini rezervuarlarında, göl, nehir ve rekreasyonel amaçlarla kullanılan sahillerde ve deniz ürünleri yetiştiriciliği yapılan sularda önem taşır. Su sıcaklığındaki mevsimsel değişimler ve yağmur suları akışı mikrobiyolojik kaliteyi etkiler. Sediment örnekleri, genellikle, yüzeysel su örneklerinin bir parçası olarak alınır. Tüm su örneklerinin alınması, sediment alma işleminden önce gerçekleştirilmelidir.
Su ve atıksu arıtma tesislerinden çıkan çamurların, alıcı ortamlara bertaraf edildiklerinde veya arazi doldurma amacıyla kullanıldıklarında etkilerinin saptanması amacıyla, mikrobiyolojik kaliteleri kontrol edilmelidir. Çamurların mikrobiyolojik olarak izlenmesi, aynı zamanda arıtma proseslerinin verimini de ortaya koyar.
Toprak, sediment ve çamur örnekleri için kültürel sayım yöntemlerinden, en muhtemel sayı ve plak yöntemleri (dökme plak ve yüzeye yayma) tercih edilir. Örneklerde öncelikle, nem tayini yapılmalı ve ardından seyreltmeler hazırlanmalıdır.
4.2.5.1. Nemin Belirlenmesi

Örneğin nem yüzdesinin belirlenmesi, koloni sayılarının kuru ağırlık cinsinden hesaplanmasında önem taşır.
1. Darası alınmış uygun bir kap toprak örneği ile yaklaşık yarısına kadar doldurulur.

2. Kap ve örnek tartılır, sabit tartıma gelene kadar 105 °C’de fırında kurutulur. Genelde 24 saatlik kurutma pek çok toprak örneği için yeterlidir.

3. Örnekte tutulan su miktarı ve örneğin kuru ağırlığı belirlenir. Nem içeriği % olarak şöyle ifade edilir:
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Esas örnek ağırlığı = 5.0000 g


Örneğin kuru ağırlığı = 4.2836 g


Su ağırlığı = 0.7164 g


% nem = (0.7164 x 100) / 5.0000 = 14.3280 %


% kuru ağırlık = 100 – 14.33 = 85.67 %


% nem (kuru ağırlık) = (0.7164 x 100) / 4.2836 = 16.72 %

4.2.5.2. Toprak Örneklerinden Seyreltmelerin Hazırlanması

1. Her örnek için, 95 ml seyreltme sıvısı ve 2 mm boyutlarında 15-20 adet cam boncuk içeren seyreltme şişesi hazırlanır. Ayrıca 90 ml seyreltme sıvısı içeren 7 tane daha seyreltme şişesi hazırlanır.

2. Şişeler kapatılıp, 121 °C’de 20 dakika otoklavlanır.
3. 95 ml’lik seyreltme sıvısı ve cam boncuklar içeren seyreltme şişesine, 10 g esas toprak örneğinden aktarılır.

4. Şişe kapatılıp, 10 dakika mekanik karıştırıcıda çalkalanır. Alternatif olarak, yaklaşık 200 kez el ile de çalkalanabilir.
5. Karıştırıcıdan alınan şişe, kullanımdan önce tekrar iyice çalkalanır.
6. Hemen ardından, şişenin orta kısmından 10 ml toprak çözeltisi alınarak, 90 ml’lik seyreltme şişesine eklenir. Böylece 10-2 seyreltmesi hazırlanmış olur.

7. Şişe kapatılarak iyice çalkalanır ve bu seyreltmenin 10 ml’si alınarak diğer şişeye aktarılır.

8. Bu şekilde, 10-7’ye kadar devam edilir. Bazı durumlarda 10-8 ve 10-9 seyreltmelerine de ihtiyaç duyulabilir.
4.2.5.3. Dökme Plak Yönteminin Uygulanması
Toprak, sediment ve çamur örnekleri yukarıda anlatıldığı gibi hazırlanır ve seyreltilir. Su örneklerine uygulanan işlemlerin aynısı gerçekleştirilir (Şekil 22). Örnek veya seyreltme petri kutusuna pipetlenir, erimiş haldeki agarlı besiyeri, örnek üzerine dökülür ve iyice karıştırılır. Soğutulur, katılaşınca inkübe edilip, inkübasyon sonunda sayım yapılır.
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Şekil 22. Dökme plak yönteminin toprak örneklerine uygulanması
4.2.5.4. Yüzeye Yayma Yönteminin Uygulanması

Toprak, sediment ve çamur örnekleri yukarıda anlatıldığı gibi hazırlanır ve seyreltilir. 0.1 ml örnek önceden hazırlanan katılaşmış besiyeri üzerine eklenir. Steril cam çubuk (drigalski spatülü) ile yüzeye eşit şekilde yayılır (Şekil 23). Daha sonra inkübe edilerek, sayım yapılır.
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Şekil 23. Yüzeye yayma yönteminin toprak örneklerine uygulanması

4.2.5.5. Kolonilerin Sayılması ve Sonuçların Raporlanması
Uygun sayıda koloni içeren petriler seçilir. 1 gram topraktaki koloni sayısı aşağıdaki formüllerle belirlenir.
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kuru toprak ağırlığı = (yaş toprak ağırlığı) x (1 - % nem/100)

Eğer, EMS yöntemi kullanılmışsa sonuçlar 1 gr örnek için verilir.
Örnek

Bir toprak örneğinin, yaş ağırlığı 10 g ve ortalama koloni sayısı 46’dır. Petri 10-2’lik seyreltmeden hazırlanmıştır. Yani, seyreltme faktörü 102’dir. Toprağın nem içeriği % 12 ise, 1 g topraktaki koloni sayısı nedir?

Kuru toprak ağırlığı = (10) x (1 – 12/100) = 8.8

CFU/g = (46 x 100) / 8.8 = 522.7 = 523

Formül kullanmadan yaparsak; örnek yaş ağırlığı 10 g, seyreltme faktörü 100, 0.1 g örnekte koloni sayısı 46 ise;

46 koloni/0.1 g örnek

460 koloni/1 g örnek

Nem % 12 ise; kuru ağırlık % 88’dir. 1 g yaş toprak, 0.88 g kuru toprağa eşdeğerdir. 1 g’da 460 koloni varsa, 0.88 g’da;

460/0.88 = 522.7 = 523 olur.

Sonuç, CFU/g =460 (yaş ağırlık)   ve   CFU/g =523 (kuru ağırlık) olarak ifade edilir.

5. HETEROTROFİK BAKTERİ SAYISININ (HBS) BELİRLENMESİ
Su örneklerinin mikrobiyolojik kalitesi ile ilgili önemli bilgiler veren ve koliform deneylerine destekleyici veriler sağlayan heterotrofik bakteri sayımı, toplam canlı bakteri sayısının yaklaşık olarak belirlenmesini sağlar. Heterotrofik bakteri sayısının (HBS) belirlenmesi, sudaki, koloni oluşturabilen aerobik ve fakültatif anaerobik bakterilerin doğrudan ölçümüdür. Test, dezenfeksiyon etkinliğinin bir göstergesi olmasının yanında, dağıtım hattındaki çapraz bulaşmanın ve diğer birçok problemin de göstergesidir. Yüzme havuzlarındaki su kalitesinin test edilmesinde de kullanılabilir. 

HBS’nin belirlenmesinde dökme plak ve yüzeye yayma teknikleri yaygın olarak kullanılır. 
5.1. Su ve Atıksu Örneklerinde Heterotrofik Bakteri Sayısının Belirlenmesi
5.1.1. Heterotrofik Bakteri Sayısının (HBS) Dökme Plak Yöntemi ile Belirlenmesi

5.1.1.1. Kullanılacak Besiyeri ve Çözeltilerin Hazırlanması

HBS belirlenmesinde, besiyeri olarak plate count agar (PCA) veya R2A agar tercih edilir. PCA, yüksek nutrient içeriğine sahipken; R2A, düşük nutrient içeriğine sahiptir ve PCA’ya göre daha yüksek sayılar verir. Çünkü, R2A agarın düşük konsantrasyondaki besin içeriği, hızlı gelişen bakterilerin yavaş gelişenleri baskılamasını önler ve çok sayıda bakterinin gelişmesine izin verir. Daha önce de belirtildiği gibi, seyreltme sıvısı olarak farklı çözeltiler kullanılabilir. Genellikle, fosfat tamponu veya ringer çözeltisi tercih edilir.
5.1.1.1.a. PCA veya R2A hazırlanması
1. Toz haldeki besiyerleri tercih edilir. Besiyerleri kutunun üzerinde yazan talimatlara göre hazırlanır ve sterilize edilir.

2. Besiyeri kutusu üzerinde 1 L’de kaç gr çözülmesi gerektiği belirtilmiştir (PCA: 23.5 gr; R2A: 18.2 gr). Bu miktarlar, markalar arasında küçük farklılıklar gösterebilir. Besiyerinden kaç ml hazırlanacaksa, uygun miktarda besiyeri tartılır ve üzerine gereken miktarda saf su eklenir.

3. Besiyeri tamamen çözünene kadar karıştırılarak ısıtılır.

4. Tüplere (15-20 ml) veya daha büyük hacimli vida kapaklı şişelere dağıtılır.

5. Kutunun üzerinde belirtilen şekilde sterilize edilir. (PCA ve R2A için 121 °C’de 15 dk. otoklavlanarak)

6. Otoklavdan çıkarıldıktan sonra, besiyerinin donmasını önlemek için, kullanılana kadar 45-50 °C’de su banyosunda bekletilir.
5.1.1.1.b. Seyreltme Sıvısı Hazırlanması

Fosfat tamponu hazırlanması: Önceden hazırlanıp, buzdolabında tutulan stok fosfat tamponu çözeltisi (34 gr KH2PO4 + 1000 ml saf su) alınır. Kullanımdan önce, oda sıcaklığına getirilir. Stok fosfat tamponu çözeltisinden 1.25 ml, 5 ml stok magnezyum klorür çözeltisi (1000 ml saf su + 81 gr magnezyum klorür hekzahidrat) ile karıştırılıp, 1000 ml’ye saf su ile tamamlanır. pH, 7.2 ± 0.1’ye ayarlanır. 
Ringer çözeltisi hazırlanması: Ringer çözeltisi piyasada tabletler halinde satışa sunulmuştur. 500 ml saf suya, 1 tablet atılır (veya ihtiyaca göre miktar arttırılır) ve eriyene kadar karıştırılır.

Seyreltme sıvısı hazırlandıktan sonra, seyreltme şişelerine (90 ml, 99 ml) veya tüplere (9 ml) dağıtılır. 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilir. Daha sonra kullanılmak üzere buzdolabında saklanabilir.
5.1.1.2. Deneyin Yapılışı
1. Petri kutuları uygun şekilde etiketlenir. Tarih, örnek adı, seyreltme oranı ve yazılması gereken diğer bilgiler petri kutusu üzerine yazılır.

2. Çalışırken kolaylık sağlaması için, ekim sırasına göre, petri kutuları, örnekler ve seyreltmeler tezgah üzerine yerleştirilirler.

3. Örnek (veya seyreltme) iyice çalkalanır.

4. Steril bir pipet ile örnekten istenen miktarda çekilir. Petri kutusunun kapağının bir tarafı, pipetin girebileceği kadar kadırılır. Pipet, petri kutusunun alt yüzeyine temas ettirilerek, yaklaşık 45°’lik bir açı ile tutulmalıdır (Şekil 11-B). Pipetin içindeki sıvı boşaltılır. Her örnek veya seyreltme için farklı pipet kullanılır. Her örnek veya seyreltme için en az iki petri kutusuna ekim yapılarak çalışılmalıdır (iki paralelli).
5. Bir seride ekimi yapılacak örneklerin sayısı sınırlı tutulmalıdır. Çünkü, ilk örneğin seyreltilmesi ile serideki son örneğe besiyeri dökülmesi arasındaki süre 20 dk.’dan (tercihen 10 dk.) fazla olmamalıdır. Bulaşmanın önlenmesi için gerekli önlemler alınmalıdır. Besiyeri su banyosundan çıkarıldığında, dış yüzeyi bir bez veya kağıt havlu ile silinmelidir. Aksi takdirde, su damlaları, besiyeri içine düşerek kontaminasyona sebep olabilir. Besiyeri şişesinin kapağı açıldığında, şişe üzerinde bulunabilecek mikroorganizmaları gidermek için, şişenin ağzı alevden geçirilmelidir.

6. Besiyerinin sıcaklığı kontrol edilir.
7. Petri kutusuna besiyerini dökerken, petri kapağı tamamen kaldırılmaz. Bir taraftan hafifçe aralanır ve 12-15 ml besiyeri, her petri kutusuna örnek üzerine dökülür.

8. Örnek ve besiyeri dikkatlice karıştırılır (petri kutusunun kenarlarından dökülme olmamasına dikkat edilerek). 3 kez saat yönünde, 3 kez saatin tersi yönde, 3 kez yukarı aşağı ve sağa sola hareket ettirilerek veya 8 çizecek şekilde karıştırılır.
9. Petrilerin donması için kapak hafif şekilde aralık bırakılarak (besiyeri soğurken çıkan buharın petri kapağı içinde su damlaları oluşturmaması için) beklenir. Donduktan sonra, kapak kapatılıp ters şekilde inkübe edilir.

5.1.1.3. İnkübasyon
Petriler, 20-28 °C’de 5-7 gün veya 35 °C’de 48 saat inkübe edilir.

5.1.1.4. Kolonilerin Sayılması ve Sonuçların Raporlanması
Plate count agar (PCA) veya R2A agar üzerinde gelişen farklı renk, büyüklük ve yapıdaki tüm koloniler Bölüm 4.2.1.2’de anlatıldığı şekilde sayılır ve sonuçlar raporlanır. 
5.1.2. Heterotrofik Bakteri Sayısının (HBS) Yüzeye Yayma Yöntemi ile Belirlenmesi
5.1.2.1. Kullanılacak Besiyeri ve Çözeltilerin Hazırlanması


Dökme plak yönteminde kullanılan besiyerleri (PCA veya R2A Agar) ve seyreltme sıvıları (fosfat tamponu veya ringer çözeltisi), yüzeye yayma yöntemi için de kullanılır.
5.1.2.2. Plakların Hazırlanması
1. Kontaminasyonu önlemek için gerekli aseptik şartlar sağlanmalıdır.
2. 15-20 ml erimiş besiyeri, steril petri kutusuna dökülür.

3. Petri kutusu yavaşça döndürülerek, dökülmüş besiyerinin, petri kutusunu tamamen kaplaması sağlanır.

4. Besiyeri iyice donmadan petri kutusu yerinden kaldırılmamalıdır.

5. Kapaklar hafifçe aralık bırakılarak, fazla nemin buharlaşması sağlanır (15-30 dakika). 
6. Hazırlanan plak, besiyeri yüzeyinin kuruması için 35-40 °C’de yaklaşık 1 saat etüvde tutulabilir. Besiyeri yüzeyi kuruduğunda, kapak kapatılır.

5.1.2.3. Deneyin Yapılışı

1. Petri kutuları sırasıyla etiketlenir ve düzenlenir.
2. Örnekten seyreltmeler hazırlanır ve petri kutularına göre sıralanırlar.

3. Plakların üstüne pipetlenmeden önce, örnek veya seyreltmeler iyice çalkalanır.

4. İstenen hacimde (0.1 ml veya 0.5 ml) örnek veya seyreltme, plak üstüne pipetlenir. Bu sırada plak yavaşça döndürülür.

5. Ardından, örnek, steril çubuk (drigalski spatülü) yardımıyla besiyeri yüzeyine eşit şekilde yayılır.

6. İnkübasyondan önce, besiyerinin bütün örneği emmesi için bir süre beklenir.

7. Agar yüzeyi kuruduğunda, kapak kapatılır, petriler ters çevrilerek uygun şartlarda inkübe edilir.

8. İnkübasyon süresi ve sıcaklığı, koloni sayımı ve sonuçların raporlanması, dökme plak yönteminde anlatıldığı şekilde uygulanır (Bölüm 5.1.1.3 ve Bölüm 5.1.1.4).
5.2. Toprak, Çamur ve Sediment Örneklerinde Heterotrofik Bakteri Sayısının Belirlenmesi

Oldukça kompleks olan toprak ortamı içerisinde, toprak mikroorganizmalarının sayımı için en çok kabul gören ve yaygın olarak kullanılan teknik, heterotrofik bakteri sayısının belirlenmesidir (Şekil 24). Aynı şekilde sediment ve çamur örnekleri de pek çok farklı mikroorganizma türünü içermektedir. Toprak, çamur ve sediment örnekleri için, heterotrofik bakteri sayısının belirlenmesinde, dökme plak ve yüzeye yayma yöntemleri kullanılır (Bölüm 4.2.5).

[image: image42.jpg]



Şekil 24. R2A agar üzerinde toprak bakterilerinin oluşturduğu koloniler
6. TOPLAM KOLİFORM BELİRLENMESİ
Toplam koliform analizi, her tür su ve atıksu için kullanılabilir. Ancak, daha spesifik olan fekal koliform analizinin geliştirilmesiyle, bu yeni yöntemin, fekal kirliliğin indikatörü olarak kullanımı yaygınlaşmıştır. Bununla birlikte, toplam koliform analizi, içme suları,  dağıtım sistemleri ve şebeke suları için daha genel bir kirlilik ölçütü istendiğinden, bu suların bakteriyolojik kalitesinin belirlenmesinde başlıca indikatör olarak kalmıştır.

Koliformlar, aerobik veya fakültatif anaerobik, gram-negatif, spor oluşturmayan, çubuk şeklinde bakterilerdir. Genellikle, medikal, endüstriyel ve çevresel öneme sahiptirler. Suda, toprakta ve bağırsaklarda yaşarlar. 35 °C’de 24-48 saat içinde, laktozu fermente ederek, asit ve gaz açığa çıkarırlar. Koliformlar sadece enterik bakteriler olmadığından ve bitki ve toprak örneklerinde de yaygın olarak bulunduğundan, su ve gıdalar ile ilgili standartların çoğunda koliform belirlenmesi istenmektedir.

6.1. Su ve Atıksu Örneklerinde Toplam Koliform Belirlenmesi
6.1.1. Membran Filtrasyonu Yöntemi ile Toplam Koliform Belirlenmesi

Membran filtrasyonu yöntemi, bakteriyel yoğunluğun belirlenmesinde, hızlı, kesin ve tekrarlanabilirliği yüksek bir yöntemdir. Bu yöntemde, koliformlar, laktoz içeren Endo tip besiyeri üzerinde, 35 °C’de 24 saat içinde, metalik parlaklığa sahip olan kırmızı koloniler oluştururlar. Metalik parlaklıkta olmayan, tüm kırmızı, pembe, mavi, beyaz kolonilerin koliform olmadığı kabul edilir. Örnek içinde, koliform olmayan grupların sayıca fazla olması veya toksik maddelerin varlığı, daha düşük koliform sayılarının elde edilmesine sebep olabilir. 

Membran filtrasyonu yöntemi, deniz suları için de kullanılabilir. Ancak, toksik metaller veya toksik organikler içeren atıksular ve sadece ön arıtım ve klorlama uygulanmış atıksular için (bulanıklık sebebiyle) uygun değildir.

İçme suyu örnekleri için, filtre edilecek standart örnek hacmi 100 ml’dir. Diğer örnekler ve özel analizler için, daha az veya daha fazla miktarlarda hacimler kullanılabilir.

6.1.1.1. Kullanılacak Besiyerleri ve Çözeltilerin Hazırlanması
Hem kolaylık, hem de bileşimin her uygulamada değişmemesi açısından toz besiyerleri tercih edilir. Besiyeri, sıvı halde veya agarlı katı halde kullanılabilir. Toplam koliformların belirlenmesinde ve sayımında, LES Endo Agar, M-Endo Broth MF veya M-coliform (MC) Broth kullanılabilir. Koliformların doğrulanması ise, bu grubun, laktoz fermentasyonu ve gaz oluşturma yeteneklerine dayanır. Doğrulama için, Lauryl Tryptose Broth, Lauryl Sulfate Broth, Brilliant Green Bile Broth kullanılabilir.
6.1.1.1.a. M-Endo Broth Hazırlanması 

20 ml %95’lik ethanol içeren 1 litre saf suya 48 gr besiyeri eklenir. Besiyerini eritmek için, kaynayana kadar manyetik karıştırıcıda ısıtılır ve ardından soğutulur. Otoklavlanmaz. Son pH, 7.1-7.3 olmalıdır. Hazırlanmış besiyerleri 4°C’de karanlıkta saklanır. Kullanılmamış besiyerleri 96 saat sonunda atılır.
6.1.1.1.b. M-Endo Agar Hazırlanması
1 litre M-Endo Broth besiyerine 15 gr agar (%1.5) eklenmesiyle, M-Endo Agar hazırlanır. Kaynayana kadar ısıtılır. 45°C’ye kadar soğutulur ve en az 2-3 mm derinlikte olacak şekilde küçük petri kutularına dağıtılır. Katılaşması için bir süre beklenir. Hazırlanmış besiyeri ışıktan korunmalıdır. Buzdolabında, ters şekilde ve plastik poşetler içinde 2 hafta süre ile saklanabilir.

6.1.1.1.c. Lauryl Tryptose Broth Hazırlanması
35.6 gr besiyeri 1 litre saf suda karıştırılarak çözülür. 10 ml olacak şekilde besiyeri tüplerine dağıtılır. 121 °C’de 15 dk. otoklavlanarak sterilize edilir.

6.1.1.1.d. Brilliant Green Bile Broth Hazırlanması

40 gr besiyeri 1 litre saf suya eklenir. Çözünene kadar karıştırılır. 10 ml olacak şekilde besiyeri tüplerine dağıtılır. 121 °C’de 15 dk. otoklavlanarak sterilize edilir.

6.1.1.1.e. Seyreltme Sıvısı Hazırlanması
Bölüm 5.1.1.1.b’de anlatıldığı şekilde hazırlanır.

6.1.1.2. Yöntemin Uygulanması
6.1.1.2.a. Sıvı Besiyeri Kullanılarak Yöntemin Uygulanması

1. Örnek adı, tarih, seyreltme, süzülecek örnek hacmi petri kutularına etiketlenir.
2. Her bir petri kutusuna steril absorbent pedler yerleştirilir (veya hazır pedli petri kutuları kullanılabilir).
3. Absorbent pedlere 2-3 ml kadar M-Endo Broth pipetlenir.

4. Pens, hızlıca alevden geçirilerek sterilize edilir ve üzerindeki alkol giderilmiş olur. Pensler, %70’lik alkol içeren bir şişe içerisinde saklanmalıdır.  Alkol şişesinin alevden uzak bir yerde olmasına dikkat edilmelidir.
5. Membran filtre, steril pens ile, ızgaralı tarafı üste gelecek şekilde filtre tutucuya yerleştirilir ve huni, filtrenin alt parçasına bir kıskaç yardımı ile sabitlenir. Böylece, filtre, huni ile alt parça arasında kalır.

6. Örnek şişesi, yaklaşık on kez iyice çalkalanır. İstenen hacimde örnek alınır. Eğer örnek hacmi 10 ml’den az ise, örnek konulmadan önce huniye, 10 ml steril seyreltme sıvısı konulur.

7. Eğer gerek görülürse (örnek bulanıksa veya daha önceki denemelere göre), örneğin seyreltmeleri kullanılır.

8. Vakum pompası açılır.

9. Örnekler veya seyreltmeler filtre edilir. Huninin kenarları, 20-30 ml seyreltme sıvısı ile en az iki kez yıkanır.
10. Vakum pompası kapatılır ve huni, filtre ünitesinden çıkarılır.

11. Membran filtre, steril pens ile filtre tutucudan alınır. Filtrenin kenarından tutulmasına özen gösterilmelidir. Izgaralı taraf üste gelecek şekilde petri kutusuna yerleştirilir. Filtreyi yerleştirirken, absorbent ped ile arasında hava kabarcığı kalmamasına dikkat edilmelidir. Eğer kabarcıklar kalırsa, filtre yavaşça kaldırılarak tekrar yerleştirilir.

12. Her örnek en az iki paralelli çalışılmalıdır.

13. Petriler, 35°C’de 24 saat inkübe edilir. 

14. İnkübasyon süresi sonunda, petri kutuları inkübatörden çıkarılır ve metalik parlaklığa sahip olan koloniler değerlendirilir.
6.1.1.2.b. Agarlı Katı Besiyeri Kullanılarak Yöntemin Uygulanması

Absorbent pedlerin kullanılmaması dışında, sıvı besiyeri için kullanılan prosedür, agarlı katı besiyeri içinde aynı şekilde uygulanır. Filtrasyondan sonra, membran filtre, hazırlanmış agarlı katı besiyeri üzerine yerleştirilir.

6.1.1.3.Kolonilerin Sayılması ve Sonuçların Raporlanması

İnkübasyondan sonra, metalik parlaklığa sahip pembe-koyu kırmızı renkli kolonilerden 20-80 adet ve toplamda (koliform + non-koliform) 200’den az bakteriyel koloni içeren filtrelerdeki koloniler sayılır. Kolonilerin sayılması ve sonuçların raporlanması Bölüm 4.2.4.2’de anlatıldığı şekilde uygulanır.
6.1.1.4. Doğrulama

Tipik koliform kolonileri, metalik parlaklığa sahip, pembe-koyu kırmızı renkli kolonilerdir. Parlaklık, koloninin tüm yüzeyini kaplayabilir veya küçük bir nokta kadar da olabilir. Parlak olmayan koloniler, pembe, kırmızı, beyaz gibi farklı renklerde veya renksiz olabilirler ve non-koliform koloniler olarak değerlendirilirler. Çok nadir olsa da, non-koliform koloniler de, tipik parlaklığı oluşturabilirler. Eğer şüpheli bir parlaklık varsa, bu durumda, doğrulama yapılması gerekir.


İçme suları için, tüm pozitif örneklerde doğrulama gereklidir. Doğrulama, yanlış negatif sonuçların meydana gelmediğini belirlemek ve farklı koloni tiplerini tanımlamak amacıyla, tipik olmayan koloniler içinde tavsiye edilmektedir. Aynı zamanda, yeni sular, yeni teknisyenler veya yeni yöntemler ile ilgili kalite kontrol saptamalarında da kullanılır.

Doğrulamanın adımları şu şekildedir:

1. Steril iğne veya öze kullanılarak, metalik parlaklığa sahip tipik kolonilerden en az 10 adet alınır (İçme sularında her petri için 5 adet). Alınan koloniler, içinde Lauryl Tryptose Broth ve durham tüpü bulunan besiyeri tüplerine aşılanır ve 35°C’de 24-48 saat inkübe edilir. İnkübasyondan sonra, tüp içinde çökelek/bulanıklık ve/veya durham tüplerinde gaz oluşup oluşmadığı kontrol edilir.
2. Ardından, gaz oluşumu ve bulanıklık gözlenen pozitif tüplerin doğrulamasını yapmak için, bu tüplerden bir öze dolusu koloni alınır ve Brilliant Green Bile Broth besiyerine aşılanarak, 35°C’de 24-48 saat inkübe edilir. İnkübasyondan sonra tüplerde gaz oluşup oluşmadığı kontrol edilir. Brilliant Green Bile Broth besiyerinde de pozitif sonuç veren kültürler, doğrulanmış koliform kolonileri olarak yorumlanır.

6.1.2. Toplam Koliform Belirlenmesinde Ötelenmiş İnkübasyon ile Membran Filtrasyonu Yöntemi

Standart membran filtrasyonu yönteminin modifikasyonları, örneklemeden hemen sonra filtrasyon işleminin arazide gerçekleştirilerek, filtrenin transport bir besiyerine yerleştirilip laboratuvara getirilmesine olanak sağlar. Ardından laboratuvarda, transport besiyerinden alınan filtrenin M-Endo besiyerine aktarılması, 35°C’de 24 saat inkübe edilmesi ve tipik kolonilerin geliştirilmesiyle, toplam koliform tayini tamamlanmış olur. Transport besiyerleri, taşıma süresi içinde, organizmaların canlılığını koruyacak ve aynı zamanda da, gözle görülür bir çoğalmaya izin vermeyecek şekilde dizayn edilmiştir. Besiyeri içindeki bazı bakteriyostatik maddeler, taşıma sırasında, mikroorganizma gelişimini baskılamakta, ancak, uygun besiyerine aktarım sonucunda normal gelişime olanak sağlamaktadır.

6.1.2.1. Kullanılacak Besiyerlerinin Hazırlanması

Membran filtrasyonu yöntemi ile toplam koliform belirlenmesinde kullanılan besiyerlerinin yanında (Bölüm 6.1.1.1), koruyucu besiyeri de kullanılır.
6.1.2.1.a. M-Endo Koruyucu Besiyerinin Hazırlanması  
Daha önce anlatıldığı şekilde M-Endo Agar hazırlanır (Bölüm 6.1.1.1.b). Besiyeri 45°C’ye soğutulduktan sonra, aseptik şartlarda, 100 ml besiyerine, %12’lik sodyum benzoat çözeltisinden (12 gr sodyum benzoat, 100 ml saf suda çözülür. Otoklavlanarak veya 0.22 µm gözenek çaplı filtreden süzülerek sterilize edilir. 6 ay boyunca saklanabilir) 3.2 ml eklenir. İyice karıştırılır ve petri kutularına dökülür.
6.1.2.2. Yöntemin Uygulanması

Filtrasyon setini dezenfekte etmek için, filtrasyon kabına metil alkol konulup, ateşlenir ve filtrasyon ünitesi kapatılarak formaldehit oluşturulur. Eğer filtrasyon seti metal ise, 5 dakika süre ile kaynayan suya daldırılarak sterilize edilebilir. Vakum elde edebilmek için de el tipi vakum pompası kullanılır.

Arazide örneklemeden hemen sonra, arazi tipi filtrasyon seti ve 0.45 µm gözenek çaplı membran filtre kullanılarak, örnek süzülür. Filtre, M-Endo koruyucu besiyeri üzerine yerleştirilir ve laboratuvara getirilerek M-Endo Agar üzerine aktarılır. 35°C’de 24 saat inkübe edilir ve daha önce anlatıldığı şekilde sayım işlemi yapılır. Sonuç rapor edilir.
6.1.3. En Muhtemel Sayı (EMS) Yöntemi ile Toplam Koliform Belirlenmesi

Su örneklerindeki toplam koliformların, çoklu tüp yöntemi ile belirlenmesi ve tahmini sayısının bulunmasıdır. Üç aşamalıdır: Tahmin, doğrulama ve tamamlama testleri.

Tahmin testinde, Lauryl Tryptose Broth içeren tüplere, örneğin seri seyreltmesinden ekim yapılır. 35°C’de 48 saat içinde tüplerde gaz oluşumu, koliform grubu için tahmin testinin pozitif olduğu anlamına gelir.


Doğrulama testinde, tahmin testinde elde edilen pozitif tüplerden, Brilliant Green Lactose Bile Broth ve durham tüpü içeren tüplere ekim yapılır. Bu besiyeri, koliform olmayan tüm mikroorganizmaların gelişimini baskılayacak bazı maddeler içermektedir. 35°C’de 24-48 saat içinde tüplerde gaz ve/veya bulanıklık/çökelek oluşumu, doğrulama testinin pozitif olduğu anlamına gelir. Genellikle, EMS deneyine bu noktada son verilir.


Tamamlama testinde, doğrulama testinde elde edilen pozitif tüplerden, EMB Agar plakları üzerine ekim yapılır ve 35°C’de 24 saat inkübe edilir. Laktoz fermente eden ve etmeyen çubuk şekilli bakterilerin ayrımı ve izolasyonu yapılır. Tipik ve atipik koloniler, Lauryl Tryptose Broth içeren tüplere ve Nutrient Agar slantlarına transfer edilir. Gaz oluşumu ve Gram(-) çubukların varlığı, koliform grubu için tamamlama testinin pozitif olduğu anlamına gelir.
100 ml’deki EMS değeri tablolarından (Ekler syf.110) hesaplanır.

En muhtemel sayı yöntemi, toksisiteye daha az hassas olan ve baskılanmış organizmalarında gelişimine olanak sağlayan nutrientçe zengin bir besiyerinde tüp seyreltmesi yönteminin uygulanmasıdır. Klorlanmış atıksularda, bulanık su örneklerinde ve toprak, çamur, sediment örneklerinde rahatlıkla kullanılabilir. Ancak yöntemin, bazı sınırlamaları da mevcuttur. Bazı non-koliform bakteriler koliformları baskılayabilirler veya yanlış pozitif sonuçlara sebep olabilirler. Brilliant Green Lactose Bile Broth besiyeri, klorlanmış ön arıtım suları analizlerinde (özellikle kanalizasyon ile yağmur suları karıştığında), yanlış pozitif sonuçlar verir. Nitrat içeren sularda yanlış negatif sonuçlar ortaya çıkabilir. Sedimentte ise, yanlış pozitif sonuçlar yaygındır.
6.1.3.1. Kullanılacak Besiyerleri ve Çözeltilerin Hazırlanması

6.1.3.1.a. Lauryl Tryptose Broth Hazırlanması

35.6 gr besiyeri 1 litre saf suda karıştırılarak çözülür. 10 ml olacak şekilde besiyeri tüplerine dağıtılır. 121 °C’de 15 dk. otoklavlanarak sterilize edilir.

6.1.3.1.b. Brilliant Green Lactose Bile Broth Hazırlanması

40 gr besiyeri 1 litre saf suya eklenir. Çözünene kadar karıştırılır. 10 ml olacak şekilde besiyeri tüplerine dağıtılır. 121 °C’de 15 dk. otoklavlanarak sterilize edilir.

6.1.3.1.c. Eosin Methylene Blue (EMB) Agar Hazırlanması

37.5 gr toz besiyeri 1 litre saf suya eklenir ve tamamen çözünene kadar ısıtılır. Son pH, 7.2 ± 0.2 olmalıdır. Tüp, beher veya şişelere dağıtılarak, 121 °C’de 15 dk. otoklavlanarak sterilize edilir. Otoklavdan çıkarıldığında topaklaşma oluştuğu gözlenebilir. Bu durumda, şişe yavaşça çalkalanarak bu çökelek dağıtılır ve ardından besiyeri, steril petri kutularına dökülür.
6.1.3.1.d. Seyreltme Sıvısı Hazırlanması

Bölüm 5.1.1.1.b’de anlatıldığı şekilde hazırlanır.
6.1.3.2. Yöntemin Uygulanması
6.1.3.2.a. Tahmin Deneyi

1. Lauryl Tryptose Broth ve durham tüpü içeren besiyeri tüpleri, bir tüplük kullanılarak sıralanır. 5 sıra hazırlanır ve her sırada 5 tüp bulunur.

2. Örnek hacimleri belirlenir. Tüpler, örnek adı, örnek hacmi, seyreltme, tarih gibi bilgilerle etiketlenir.
· İçme suyu ------ 10 veya 100 ml’lik 5 tüp (orijinal örnek)
· Az kirli su ------ 100, 10, 1, 0.1, 0.01 ml’lik 5 tüp (orijinal örnek) 
· Çok kirli su ------ 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 ve 0.00001 ml’lik 5 tüp (orijinal örnek) (0.1, 0.01 ml gibi değerler seyreltmelerden 1 ml alınarakta sağlanabilir.)
1.  Örnek veya seyreltme iyice çalkalanır. Belirlenen hacimlere göre, her 5’li tüp sırasına ekim yapılır.

2. Tüpler, 35°C’de 24 saat inkübe edilir. Gaz ve/veya bulanıklık-çökelek oluşumu tahmin testinin pozitif olduğu anlamına gelir. Eğer gaz veya bulanıklık-çökelek oluşumu gözlenmezse, negatif tüpler 24 saat daha inkübe edilir.

3. Eğer 48 saat inkübasyon sonunda tüpler negatifse, test kesilir. Pozitifse, kültürlere doğrulama testi uygulanır.
6.1.3.2.b. Doğrulama Deneyi

1. Tahmin deneyinde pozitif sonuç veren tüpler dikkatlice çalkalanır. Steril bir öze veya çubuk yardımıyla, bu tüplerden, Brilliant Green Lactose Bile Broth içeren tüplere ekim yapılır. Tüpler yavaşça çalkalanarak, 35°C’de inkübe edilir.
2. 24 ± 2 saat inkübasyondan sonra, tüpler kontrol edilir. Tüplerde gaz oluşumu varsa, test pozitiftir. Gaz oluşumu yoksa, tüpler 24 saat daha inkübe edilir.

3. Pozitif ve negatif tüpler sayılır. Negatif tüpler, istenirse, 24 saat daha inkübe edilebilir. Pozitif tüpler, tamamlama testi için saklanır.

Genellikle, birçok analiz, doğrulama testinin tamamlanmasıyla sonlandırılır.  
6.1.3.2.c. Tamamlama Deneyi

1. Aseptik şartlar altında, doğrulama deneyinde pozitif sonuç veren tüplerden, EMB Agar plaklarına çizgi yöntemi ile ekim yapılır. Plaklar, ters şekilde, 35°C’de 24 saat inkübe edilir.

2. Plak üzerinde gelişen metalik parlaklığa sahip tipik kolonilerden alınarak, nutrient agar slantlarına transfer edilir. 

3. Slantlarda gelişen 24 saatlik kültürlerden alınarak gram boyama yapılır ve mikroskopta incelenir. Gram (-) çubukların gözlenmesi, toplam koliform için, tamamlama deneyinin pozitif olduğunu gösterir.

6.1.3.3. Hesaplamalar


Her seyreltmedeki pozitif tüplerin sayısına göre, tahmin ve doğrulama deneylerinin sonuçları, EMS tablolarından hesaplanabilir (Bölüm 4.2.3.2).
6.2. Toprak, Çamur ve Sediment Örneklerinde Toplam Koliform Belirlenmesi


Toprak, çamur ve sediment örnekleri için, en muhtemel sayı ve plak yöntemleri kullanılabilir. Örneklerde öncelikle Bölüm 4.2.5’de anlatıldığı şekilde, nem tayini yapılmalı ve seyreltmeler hazırlanmalıdır.
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Şekil 25. EMS ile toplam koliform belirlenmesi
7. FEKAL KOLİFORM BELİRLENMESİ

Toplam koliform grubunun, alt grubunu oluştururlar. Spor oluşturmayan, gram (-) çubuklardır. Bu grup içindeki en önemli tür, fekal kirliliğin ve enterik patojen varlığının indikatörü olan E.coli’dir (Şekil 26-27). 44.5 °C’de, laktozu fermente ederek, gaz ve asit açığa çıkarırlar. Standart membran filtrasyonu, ötelenmiş inkübasyon ile membran filtrasyonu, en muhtemel sayı yöntemleri, su, atıksu, toprak, sediment ve çamur örneklerinde fekal koliform belirlenmesinde kullanılabilir. Yöntemin seçimi, örneğin karakteristiklerine bağlıdır.




Şekil 26. E.Coli





Şekil 27. Bir E.coli bakteri kümesinin elektron mikroskobunda 10.000 kere büyütülmüş görüntüsü.
7.1. Su ve Atıksu Örneklerinde Fekal Koliform Belirlenmesi
7.1.1. Membran Filtrasyonu Yöntemi ile Fekal Koliform Belirlenmesi
Örnek veya seyreltme bir membran filtreden geçirilerek, örnek içindeki bakterilerin tutulması sağlanır. Ardından, filtre, M-FC ile ıslatılmış absorbent ped veya petri kutusuna dökülüp dondurulmuş M-FC agar üzerine yerleştirilir. 24 saat 44.5 °C’de inkübasyondan sonra, tipik mavi koloniler sayılır ve 100 ml örnekteki koloni sayısı rapor edilir. Bu test, göl, rezervuar, kuyu, kaynak suları, su temini sistemleri, klorlanmamış ikincil arıtım çıkış suları, yağmur suları, ham evsel atıksular, çiftlik havuzları ve besleme sularının incelenmesinde kullanılabilir. Aynı zamanda, deniz sularının analizinde de başarıyla kullanılabilmektedir.
Özellikle, klorlanmış sular için, membran filtrasyonu yönteminde, EMS yönteminden daha düşük sayılar elde edilir. Dezenfeksiyon veya suda bulunan çeşitli toksik maddeler, filtre üzerinde fekal koliformların canlanmasını etkileyebilmektedir.

7.1.1.1. Kullanılacak Besiyerleri ve Çözeltilerin Hazırlanması


Gerekli olan besiyerleri, M-FC Broth, Lauryl Tryptose Broth, EC broth ve Lauryl Sulfate Broth’tur.

7.1.1.1.a.M-FC Broth Hazırlanması


10 ml rozolik asit çözeltisi içeren 1 L saf suya, 37 gr besiyeri eklenir. Kaynayana kadar ısıtılır ve besiyerinin çözünmesi sağlanır. Ardından soğutulur. Bu besiyeri otoklavlanarak sterilize edilmez. Buzdolabında 4 °C’de saklanabilir. Kullanılmayan tüpler 96 saat sonra atılmalıdır.

- Rozolik asit çözeltisinin hazırlanması

1 gr rozolik asit, 100 ml 0.2 N NaOH içinde çözülür. Buzdolabında saklanır. 2 hafta sonra veya çözelti renginin kırmızıdan kahverengiye dönmesi durumunda atılır.

7.1.1.1.b.M-FC Agar Hazırlanması


M-FC Agar hazırlanması, M-FC Broth hazırlanması ile aynıdır. 1 L besiyerine 15 gr agar (%1.5) eklenir. Kaynayana kadar ısıtılır, 44-46 °C’ye kadar soğutulur ve 2-3 mm derinlikte olacak şekilde petri kutularına dökülür. Ardından dondurulur. Işıktan korunmalıdır. Buzdolabında plastik poşetler içinde ters olarak saklanabilir. 2 hafta içinde kullanılmayan besiyerleri atılır.
7.1.1.1.c. Lauryl Tryptose Broth Hazırlanması


1 L saf suya 35.6 gr besiyeri eklenerek karıştırılır. 10 ml olacak şekilde tüplere dağıtılır. 121 °C’de 15 dk. otoklavlanarak sterilize edilir.
7.1.1.1.d. EC Broth Hazırlanması


1 L saf suya 37 gr besiyeri eklenir. Çözünene kadar karıştırılır. 10 ml olacak şekilde tüplere dağıtılır. 121 °C’de 15 dk. otoklavlanarak sterilize edilir.

7.1.1.1.e. Seyreltme Sıvısı Hazırlanması

Bölüm 5.1.1.1.b’de anlatıldığı şekilde hazırlanır.

7.1.1.2. Yöntemin Uygulanması

7.1.1.2.a. Sıvı Besiyeri Kullanılarak Yöntemin Uygulanması

3. Örnek adı, tarih, seyreltme, süzülecek örnek hacmi petri kutularına etiketlenir.

4. Her bir petri kutusuna steril absorbent pedler yerleştirilir.

5. Absorbent pedlere 2-3 ml kadar M-FC Broth pipetlenir.

6. Pens, hızlıca alevden geçirilerek sterilize edilir ve üzerindeki alkol giderilmiş olur. Pensler, %70’lik alkol içeren bir şişe içerisinde saklanmalıdır.  Alkol şişesinin alevden uzak bir yerde olmasına dikkat edilmelidir.

7. Membran filtre, steril pens ile,  ızgaralı tarafı üste gelecek şekilde filtre tutucuya yerleştirilir ve huni, filtrenin alt parçasına bir kıskaç yardımı ile sabitlenir. Böylece, filtre, huni ile alt parça arasında kalır.

8. Örnek şişesi, yaklaşık on kez iyice çalkalanır. İstenen hacimde örnek alınır. Eğer örnek hacmi 10 ml’den az ise, örnek konulmadan önce huniye, 10 ml steril seyreltme sıvısı konulur.

9. Eğer gerek görülürse (örnek bulanıksa veya daha önceki denemelere göre), örneğin seyreltmeleri kullanılır.

10. Vakum pompası açılır.

11. Örnekler veya seyreltmeler filtre edilir. Huninin kenarları, 20-30 ml seyreltme sıvısı ile en az iki kez yıkanır.

12. Vakum pompası kapatılır ve huni, filtre ünitesinden çıkarılır.

13. Membran filtre, steril pens ile filtre tutucudan alınır. Filtrenin kenarından tutulmasına özen gösterilmelidir. Izgaralı taraf üste gelecek şekilde petri kutusuna yerleştirilir. Filtreyi yerleştirirken, absorbent ped ile arasında hava kabarcığı kalmamasına dikkat edilmelidir. Eğer kabarcıklar kalırsa, filtre yavaşça kaldırılarak tekrar yerleştirilir.

14. Her örnek en az iki paralelli çalışılmalıdır.

15. Petriler, 44.5°C’de 24 saat inkübe edilir. 

16. İnkübasyon süresi sonunda, petri kutuları inkübatörden çıkarılır ve mavi renkli koloniler değerlendirilir.

7.1.1.2.b. Agarlı Katı Besiyeri Kullanılarak Yöntemin Uygulanması

Absorbent pedlerin kullanılmaması dışında, sıvı besiyeri için kullanılan yöntem, agarlı katı besiyeri içinde aynı şekilde uygulanır. Filtrasyondan sonra, membran filtre, hazırlanmış agarlı katı besiyeri üzerine yerleştirilir.

7.1.1.3. Kolonilerin Sayılması ve Sonuçların Raporlanması

M-FC besiyeri üzerinde gelişen koloniler farklı mavi tonlarında olabilirler. Soluk sarı renkli koloniler E.coli için atipiktir ve doğrulama gerekir. Fekal olmayan koloniler gri-krem renklidir ve sayılmazlar. Küçük mavi koloniler sayılabilir ve bu koloniler için doğrulama yapılır. 20-80 koloni içeren plaklardan sayım yapılır ve sonuçlar, CFU/100 ml şeklinde verilir. Kolonilerin sayılması ve sonuçların raporlanması Bölüm 4.2.4.2’de anlatıldığı şekilde uygulanır.
7.1.1.4. Doğrulama

Tipik mavi renkli kolonilerden en az 10 adet steril bir iğne yardımıyla alınır ve Lauryl Tryptose Broth’a aşılanarak, 35 °C’de 24-48 saat inkübe edilir. Gaz oluşumu gözlenen tüplerden, EC Broth’a aşılanarak, 44.5 °C’de 24 saat inkübe edilir. EC Broth’ta gaz oluşursa, bu koloniler, doğrulanmış fekal koliformlar olarak rapor edilir.
7.1.2. Fekal Koliform Belirlenmesinde Ötelenmiş İnkübasyon ile Membran Filtrasyonu Yöntemi


Bu yöntemde, örneklemeden hemen sonra, arazide, örnek filtre edilir. Filtreler, M-VFC besiyeri üzerine aktarılır. Laboratuvara getirildikten sonra filtreler M-FC besiyerine aktarılır ve 44.5 °C’de 24 saat inkübe edilir. Mavi renkli koloniler, fekal koliformlar olarak, sayılır.


Filtreler, araziden laboratuvara uygun taşıyıcılarla transfer edilmelidirler. Fekal koliformlar, M-VFC besiyerinde 72 saate kadar tutulabilirler. Yine de, bu süre mümkün olduğunca kısa olmalıdır. M-VFC besiyeri, bakterileri canlı tutar, fakat, çoğalmalarını da önler. Ötelenmiş inkübasyon ile membran filtrasyonu yöntemi, izleme çalışmalarında ve acil durumlarda, özellikle örneğin saklanması ile ilgili süre ve sıcaklık açısından kısıtlamalar varsa, kullanışlıdır. Birçok su örneğinde, bu yöntemle, tutarlı sonuçlar elde edilse de, tuzlu sular için çok uygun değildir.
7.1.2.1. Kullanılacak Besiyerlerinin Hazırlanması


Standart membran filtrasyonu yönteminde kullanılan besiyerleri dışında, koruyucu besiyeri olarak M-VFC kullanılır.
7.1.2.1.a. M-VFC Hazırlanması


Bu besiyeri toz halde bulunmayabilir. Aşağıdaki maddeler tartılıp karıştırılarak besiyeri hazırlanır.



Casitone (vitaminsiz)………….0.2 gr



Sodyum benzoat…………….…4.0 gr



Sulfanilamid……………………0.5 gr



Ethanol (%95)…………………10 ml



Saf su…………………………..1 L


Çözünene kadar ısıtılır ve 0.22 µm gözenek çaplı filtreden süzülerek sterilize edilir. Sadece 100 ml besiyeri hazırlanacaksa, 0.02 gr kuru halde casitone eklemek yerine, %1’lik çözeltisinden 2 ml eklenebilir. Son pH 6.7 olmalıdır. Hazırlanmış besiyeri buzdolabında 2-10 °C’de saklanabilir ve 2 hafta içinde kullanılmazsa atılır.
7.1.2.2. Kolonilerin Sayılması ve Sonuçların Raporlanması


Bölüm 7.1.1.3’te anlatılan şekilde yapılır. Raporda, araziden laboratuvara getirene kadar geçen sürede belirtilmelidir.
7.1.3. En Muhtemel Sayı (EMS) Yöntemi ile Fekal Koliform Belirlenmesi


Pozitif Lauryl Tryptose Broth tüplerinden (EMS ile toplam koliform tayininde yapılan tahmin deneyi ile aynı ) EC Broth’a aşılama yapılır ve 44.5 °C’de 24 saat inkübe edilir. Durham tüplerindeki gaz oluşumu, fekal koliformların varlığını doğrular ve pozitif olarak değerlendirilir. Bu sonuçlar kullanılarak, EMS tablolarından fekal koliform miktarı hesaplanır. 
7.1.3.1. Kullanılacak Besiyerleri ile Çözeltilerin Hazırlanması


Lauryl Tryptose Broth ve EC Broth besiyeri olarak kullanılır. Seyreltme sıvısı daha önceki bölümlerde anlatıldığı şekilde hazırlanır.
7.1.3.2. Yöntemin Uygulanması

1. Lauryl Tryptose Broth ve EC Broth besiyerleri hazırlanır. Tüplere gaz oluşumunu gözlemek için ters şekilde durham tüpü atılır. Tüplere, ekim yapılacak örnek hacmi, örnek adı gibi bilgiler etiketlenir.
2. Tahmin testinde, Lauryl Tryptose Broth’a uygun hacimde örnekle ekim yapılır. Tüpler, 35°C’de 24 saat inkübe edilir.
3. Doğrulama testinde ise, tahmin testindeki pozitif tüplerden EC Broth’a aşılanır. Aşı ve besiyeri yavaşça çalkalanarak, iyice karışmaları sağlanmalıdır.
4. EC Broth tüpleri 44.5 °C’de 24 ± 2 saat inkübe edilir. Aşılamadan sonra 30 dakika içinde tüpler inkübatöre yerleştirilmelidir. 
5. İnkübasyon süresi sonunda gaz ve/veya bulanıklık-çökelek oluşumu doğrulama testinin pozitif olduğunu gösterir.
7.1.3.3. Kolonilerin Sayılması


Doğrulama testinden elde edilen pozitif tüpler kullanılarak, EMS tablolarından fekal koliform miktarı hesaplanır (Bölüm 4.2.3.2).
7.1.4. E.coli belirlenmesi

E.coli belirlenmesinde EMB Agar kullanılır. Besiyerindeki boyalar, başta Gram pozitif bakteriler olmak üzere refakatçi floranın gelişimini baskılar. Bu besiyeri, bileşimindeki laktoz ve sakkaroz nedeni ile asıl olarak her iki karbohidrat bakımından da negatif olan Salmonella ve Shigella'nın ayrımı için geliştirilmiş olmakla beraber, yaygın olarak koliform grup bakteri sayımında ve E.coli tanımlanmasında kullanılmaktadır. 35-37 °C'de 24 saat inkübasyon sonunda saydam, amber renkli koloniler Salmonella ve Shigella gibi laktoz ve sakkaroz negatif bakterileri, menekşe renkli ve yansıyan ışıkla yeşilimsi metalik parlak görülen koloniler E.coli’yi, pembe-menekşe renkli, mukoid, gri kahverengi merkezli koloniler Enterobacter, Klebsiella ve diğer koliformları gösterir.
7.2. Toprak, Çamur ve Sediment Örneklerinde Fekal Koliform Belirlenmesi
Toprak, çamur ve sediment örnekleri için, en muhtemel sayı ve plak yöntemleri kullanılabilir. Örneklerde öncelikle Bölüm 4.2.5’de anlatıldığı şekilde, nem tayini yapılmalı ve seyreltmeler hazırlanmalıdır.
8.  FECAL STREPTOCOCCI VE ENTEROCOCCI BELİRLENMESİ
Fecal Streptococci’ler, insan ve sıcakkanlı hayvanların (özellikle tavukların) dışkılarında bulunurlar. Fecal Streptococci’ler, fekal kirliliğin göstergesidirler ve kirliliğin muhtemel kaynağı ve zamanı hakkında da bilgi sağlamaktadırlar. Fekal kirlilik açısından öne çıkan türler, S.faecalis, S. liquefaciens, S. zymogenes, S.faecium, S.bovis, S.equinus’dir.  

Enterococci’ler, Fecal Streptococci’lerin alt grubudur ve S.faecalis, S.faecium, S.avium ve S.gallinarum’u içine alır. Rekreasyonel amaçlı yüzeysel suların fekal kontaminasyonunun saptanmasında ve su kalitesinin belirlenmesinde en önemli bakteriyel indikatörlerdendir. Enterococci’ler, diğer streptococci’lerden, % 6.5’lik sodyum klorür çözeltisinde, pH 9.6’da ve 10-45 °C’de  gelişebilme özellikleri ile ayırt edilirler.
Su ve atıksularda, Fecal streptococci ve Enterococci belirlenmesi ve sayımı için membran filtrasyonu (MF), en muhtemel sayı (EMS) ve dökme plak yöntemleri kullanılmaktadır. Seçilecek yöntem, örneğin özelliklerine bağlıdır. Çoklu tüp yöntemi, esasen, ham ve klorlanmış atıksular ile sediment örnekleri için uygun olsa da, deniz suyu ve yüzeysel sular için de kullanılabilir. Deniz suyu ve yüzeysel sular için membran filtrasyon tekniği de kullanılabilir. Ancak, bulanıklığı fazla olan sularda membran filtrasyon tekniği uygun değildir.
8.1. Su ve Atıksu Örneklerinde Fecal streptococci Belirlenmesi
8.1.1. Membran Filtrasyonu Yöntemi ile Fecal streptococci Belirlenmesi
Yüzeysel sular, deniz suyu ve klorlanmamış kanalizasyon sularında Fecal Streptococci analizleri için önerilen standart yöntem, membran filtrasyonu yöntemidir. Gıda işleme tesisleri, mezbahalar, konserve imalathaneleri, şeker fabrikaları, mandıraların atıksuları ile otlak ve çiftliklerden gelen atık sular bu yöntem ile analiz edilebilirler.

Bu yöntemde, uygun hacimde örnek, 0.45 µm gözenek çapına sahip membran filtreden süzülürek, bakterilerin filtre üzerinde tutulması sağlanır. Filtre, KF Streptococcus agar üzerine yerleştirilerek, 35 °C’de 48 saat inkübe edilir. Kırmızı ve pembe renkli koloniler sayılır.

Bir başka besiyeri olan m-Enterococcus Agar da (diğer adıyla Slanetz&Bartley), membran filtrasyon yöntemiyle fecal streptococci ve enterococci tayininde kullanılmaktadır.
8.1.1.1. Kullanılacak Besiyerleri ve Çözeltilerin Hazırlanması
8.1.1.1.a. KF Streptococcus Agar Hazırlanması
1 L saf suya, 76.4 gr besiyeri eklenir. Sıcak su banyosunda karıştırılarak ısıtılır ve çözünmesi sağlanır. Çözelti hazır olunca, 5 dakika daha ısıtılır. Bu besiyeri otoklavlanmaz. Ardından, 60 °C’ye kadar soğutulur ve besiyerinin her 100 ml’sine, filtrasyon ile sterilize edilmiş % 1’lik 2,3,5-trifenil-tetrazolyum-klorür (TTC) çözeltisinden 1ml ilave edilir. Gerekli olursa, pH, %10’luk sodyum karbonat çözeltisi (Na2CO3) ile 7.2’ye ayarlanır. 

Besiyeri, 44-46 °C’ye kadar soğutulur ve 0.015 gr Brom Cresol Purple indikatörü eklenir. İndikatör içeren besiyeri, 44-46 °C’de, 4 saatten fazla tutulmamalıdır. Besiyeri hazırlandıktan sonra hemen kullanılmayacaksa, indikatör eklenmez. Kullanımdan hemen önce eklenmesi uygun olacaktır. İndikatör içermeyen besiyeri, karanlıkta, 4 °C’de, 30 güne kadar saklanabilir (TTC çözeltisi ışığa duyarlı olduğundan).
-  % 1’lik 2,3,5-trifenil-tetrazolyum-klorür (TTC) çözeltisi hazırlanması
1 gr 2,3,5-trifenil-tetrazolyum-klorür (TTC) 100 ml saf su içine eklenir. Karıştırılarak çözünmesi sağlanır. Çözelti filtreden geçirilerek sterilize edilir.

- % 10’luk sodyum karbonat (Na2CO3) çözeltisi hazırlanması
10 gr sodyum karbonat, 100 ml saf suda karıştırılarak çözülür. Çözelti filtreden geçirilerek sterilize edilir.
8.1.1.1.b. Slanetz&Bartley Agar Hazırlanması

1 L saf suya, 42 gr besiyeri eklenir. Karıştırılarak ısıtılır ve tamamen çözünmesi sağlanır. Bu besiyeri otoklavlanmaz.
8.1.1.1.c. Brain Heart Infusion Broth (BHI) Hazırlanması
37 gr besiyeri 1 L saf suda çözülür. Tamamen çözündükten sonra, 8-10 ml olacak şekilde vida kapaklı tüplere dağıtılır ve 121 °C’de, 15 dakika sterilize edilir. Besiyeri hazırlanıp sterilize edildiği gün kullanılmıyorsa, ekim işleminden hemen önce, absorbe edilmiş oksijeni uzaklaştırmak için 100 °C’de birkaç dakika ısıtılır ve karıştırmaksızın hızla soğutulur.
8.1.1.1.d. Brain Heart Infusion Agar (BHI Agar) Hazırlanması

BHI ile aynı kompozisyona sahip olup, 15 ml agar içerir. Çözünene kadar sıcak su banyosunda ısıtılır. 10-12 ml olacak şekilde vida kapaklı besiyeri tüplerine dağıtılır. 121 °C’de, 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyondan sonra tüpler eğik şekilde donmaya bırakılır.
8.1.1.1.e. % 40’lık Safra İçeren Brain Heart Infusion Broth Hazırlanması
% 40’lık safra içeren Brain Heart Infusion Broth hazırlanması, BHI Broth hazırlanması ile temelde aynıdır. Farklı olarak, besiyerinin 60 ml’sine steril % 10’luk oxgall’den 40 ml ilave edilir.
BHI Broth daha önce anlatıldığı gibi hazırlanır. Sterilizasyondan sonra soğutulur. Filtrasyonla sterilize edilmiş % 10’luk oxgall çözeltisinden 40 ml, 60 ml besiyerine ilave edilerek karıştırılır. Aseptik şartlarda 10 ml olacak şekilde steril tüplere dağıtılır.
-  % 10’luk Oxgall çözeltisinin hazırlanması
100 ml saf suya, 10 gr oxgall ilave edilir. Karıştırılarak çözülür ve filtrasyon ile sterilize edilir.
8.1.1.1.f. Seyreltme Sıvısı Hazırlanması
Bölüm 5.1.1.1.b’de anlatıldığı şekilde hazırlanır.

8.1.1.2. Yöntemin Uygulanması

1. KF Streptococcus agar önceden hazırlanarak petri kutularına dökülür ve dondurulur.   

2. Örnek adı, tarih, seyreltme, süzülecek örnek hacmi petri kutularına etiketlenir.
3. Pens, hızlıca alevden geçirilerek sterilize edilir ve üzerindeki alkol giderilmiş olur. Pensler, %70’lik alkol içeren bir şişe içerisinde saklanmalıdır.  Alkol şişesinin alevden uzak bir yerde olmasına dikkat edilmelidir.

4. Membran filtre, steril pens ile,  ızgaralı tarafı üste gelecek şekilde filtre tutucuya yerleştirilir ve huni, filtrenin alt parçasına bir kıskaç yardımı ile sabitlenir. Böylece, filtre, huni ile alt parça arasında kalır.

5. Örnek şişesi, yaklaşık on kez iyice çalkalanır. İstenen hacimde örnek alınır. Eğer örnek hacmi 10 ml’den az ise, örnek konulmadan önce huniye, 10 ml steril seyreltme sıvısı konulur.

6. Eğer gerek görülürse (örnek bulanıksa veya daha önceki denemelere göre), örneğin seyreltmeleri kullanılır.

7. Vakum pompası açılır.

8. Örnekler veya seyreltmeler filtre edilir. Huninin kenarları, 20-30 ml seyreltme sıvısı ile en az iki kez yıkanır.

9. Vakum pompası kapatılır ve huni, filtre ünitesinden çıkarılır.

10. Membran filtre, steril pens ile filtre tutucudan alınır. Filtrenin kenarından tutulmasına özen gösterilmelidir. Izgaralı taraf üste gelecek şekilde petri kutusuna yerleştirilir. Filtreyi yerleştirirken, besiyeri ile arasında hava kabarcığı kalmamasına dikkat edilmelidir. Eğer kabarcıklar kalırsa, filtre yavaşça kaldırılarak tekrar yerleştirilir.

11. Her örnek en az iki paralelli çalışılmalıdır.

12. Petriler, 35°C’de 48 saat inkübe edilir. 

13. İnkübasyon süresi sonunda, petri kutuları inkübatörden çıkarılır ve pembe-kırmızı renkli koloniler değerlendirilir.
8.1.1.3. Kolonilerin Sayılması
Pembe-koyu kırmızı renkli 20-80 koloni içeren petriler seçilir. Bu kolonilerin boyutları, küçük noktacıklardan, 2 mm’lik çaplara kadar değişebilir. Farklı renklerdeki koloniler sayılmaz. Kolonilerin sayılması ve sonuçların raporlanması Bölüm 4.2.4.2’de anlatıldığı şekilde uygulanır.
8.1.1.4. Doğrulama

Membran filtre üzerinde gelişen kolonilerin doğrulanmasında aşağıdaki işlemler yapılır:
1. Doğrulama için kullanılacak petriler 20-100 koloni içermelidir. Membrandan en az 10 tane tipik koloni alınır, BHI Broth tüplerine veya BHI Agar slantlarına aktarılır.
2. 35 °C’de 24-48 saat inkübasyondan sonra, bir öze dolusu kültür, temiz bir lam üzerine aktarılır, üzerine birkaç damla %3’lük hidrojen peroksit (H2O2) damlatılır. Eğer katalaz enzimi varsa, H2O2’yi, su ve oksijene ayrıştırır. Oluşan baloncuklar, pozitif katalaz testini ve streptokok olmayan türleri gösterir. Doğrulama işlemlerine devam etmeye gerek yoktur.
3. Fecal streptococci’lerin en son doğrulaması, katalaz testine negatif sonuç veren izolatların,  BHI broth’ta 45 °C’de ve % 40’lık safra içeren BHI broth’da 35 °C’de inkübe edilmesi ile gerçekleştirilir. 48 saat içinde gerçekleşen çoğalma, fekal streptokok türlerinin göstergesidir.
4. Örnekte bulunan streptokok türlerinin daha ileri identifikasyonu, biyokimyasal karakterizasyon ile sağlanır. Bu çalışma, kirlilik kaynağının araştırılmasında önem taşır.
8.1.2. Fecal streptococci Belirlenmesinde Ötelenmiş İnkübasyon ile Membran Filtrasyonu Yöntemi

Bu teknik, örneğin laboratuvar dışında alındığı yerde hemen filtre edilmesine ve organizmayı canlı tutan bir besiyeri üzerine konularak laboratuvara taşınmasına olanak sağlar. KF Streptococcus Agar, kararlı ve Fecal streptococci için oldukça seçici olması nedeniyle bu işlem için uygun bir besiyeridir. Örnek arazide alınıp, arazi tipi filtrasyon setinde süzüldükten sonra, membran filtre, sıkı kapaklı petri kutularında hazırlanmış KF Streptococcus Agar üzerine yerleştirilir. Bu şekilde 3 gün kadar dayanabilir. 35 °C’de 48 saat inkübe edilir ve sayımı yapılır. Doğrulama, sayım ve raporlama işlemleri daha önce anlatıldığı gibi yapılır.
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Şekil 28. Fecal Streptococci ve Enterococci izolasyonu ve doğrulanması 
8.1.3. En Muhtemel Sayı (EMS) Yöntemi ile Fecal streptococci Belirlenmesi
Çoklu tüp yönteminde, seyreltilmiş örneklerin tüplerdeki sıvı besiyerlerine aşılanması ile Fecal streptococci sayısı hesaplanmaktadır. 35 °C’de 24-48 saat inkübasyondan sonra azide-dextrose broth’ta meydana gelen çoğalma (bulanıklık) tahmin deneyinin pozitif olduğunu göstermektedir. Fecal streptococci’nin varlığını doğrulamak için, pozitif tüplerden Pfizer Selective Enterococcus (PSE) Agar üzerine çizgi ekimi yapılır ve petriler 35 °C’de 24 saat inkübe edilir. Kahverengi kenarları bulunan kahverengi-siyah koloniler, Fecal streptococci’lerdir.

Bu yöntem, su ve kanalizasyon sularında Fecal streptococci belirlenmesinde uygun bir yöntem olmakla birlikte, diğer yöntemlere göre daha fazla zaman almaktadır ve indirekt bir yöntemdir.
EMS yöntemi, bulanıklık, diğer bakterilerin fazla sayıda olması, metalik bileşikler, koagülantların varlığı, çıkış sularının klorlu olması, örnek hacmi ile ilgili sınırlamalar gibi sebeplerden dolayı, membran filtrasyonu veya direkt yayma teknikleriyle incelenemeyen örnekler için kullanılır.
8.1.3.1. Kullanılacak Besiyerleri ve Çözeltilerin Hazırlanması

8.1.3.1.a. Azide Dextrose Broth Hazırlanması
1 L saf suya, 34.7 gr Azide Dextrose Broth ilave edilir. Çözülerek, tüplere dağıtılır. 118 °C’de 15 dakika sterilize edilir. 
Fazla miktardaki ekimler için, besiyeri bileşimindeki maddelerin tam konsantrasyonlarını sağlayabilmek için besiyeri çift kuvvetli hazırlanır. Örneğin, 10 ml besiyerine 10 ml ekim yapılacaksa, besiyeri çift kuvvetli hazırlanmalıdır.
8.1.3.1.b. Pfizer Selective Enterococcus (PSE) Agar Hazırlanması
1 L saf suya, 58 g PSE Agar eklenir. Isıtılarak tamamen çözünmesi sağlanır. Beherlere dağıtılıp, 121 °C’de 15 dakika sterilize edilir. Sterilizasyondan sonra pH 7.1 ± 0.2 olmalıdır. Petri kutularına dökülmeden önce, besiyeri, 45-50 °C’de 4 saati geçmeyecek şekilde tutulabilir.
8.1.3.2. Yöntemin Uygulanması
8.1.3.2.a. Tahmin Deneyi

1. Besiyeri tüpleri etiketlenir.
2. Örnek iyice karıştırılır ve Azide Dextrose Broth’a uygun hacimde ekim yapılır. Evsel atıklarla kirlenmiş bir atıksuda, Fecal streptococci sayısı koliform sayısından daha düşüktür. Bu nedenle, Fecal streptococci için EMS yöntemiyle değerlendirilecek tüpler, koliform analizi yapılacak tüplere göre, daha büyük hacimlerde aşılanmalıdır. Örneğin, koliform analizi için kullanılacak hacimler 1.0, 0.1, 0.01 ve 0.001 ml ise, Fecal streptococci için kullanılacak hacimler 10, 1.0, 0.1 ve 0.01 ml olmalıdır. 10 ml’lik ekim yapılacağı zaman, besiyeri çift kuvvetli hazırlanmalıdır.
3. Ekim yapılan tüpler iyice çalkalanır ve 35 °C’de 24 saat inkübe edilir.
4. Tüplerde bulanıklık veya dip kısmında sediment oluşumu değerlendirilir. Eğer herhangi bir belirti yoksa, tüpler tekrar inkübe edilir ve 48 saat sonunda yeniden incelenir. Bulanıklık ve sediment oluşumu gözlenen tüpler pozitif olarak değerlendirilir.
8.1.3.2.b. Doğrulama Deneyi

1. Tamamlama deneyinde elde edilen her pozitif tüp için PSE Agar plakları hazırlanır.
2. Pozitif tüplerden alınan bir miktar kültür ile PSE Agar plakları üzerine çizgi yöntemi ile ekim yapılır.
3. Plaklar ters çevrilerek 35 °C’de 24 saat inkübe edilir.
4. Kahverengi kenarlı kahverengi-siyah koloniler, Fecal streptococci’lerdir. Sonuçlar kayıt edilir.

5. Doğrulama testinden elde edilen pozitif sonuçlara göre, EMS tabloları kullanılarak Fecal streptococci miktarı bulunur.
8.1.4. Dökme Plak Yöntemi ile Fecal streptococci Belirlenmesi
Su örneğinden, belirli bir hacim petri kabına alınır. Erimiş PSE Agar veya KF Streptococcus Agar petriye dökülür ve örnekle iyice karıştırılır. 35 °C’de 24 saatlik inkübasyondan sonra PSE Agar üzerinde görülen kahverengi-siyah ve 1 mm çaplı koloniler Fecal streptococci’lerdir. 35 °C’de 48 saatlik inkübasyon sonrasında KF Streptococcus Agar üzerinde kırmızı-pembe renkli görünürler.

Çok bulanık sularda ve klorlanmış atık sularda Fecal streptococci belirlenmesinde dökme plak yönteminin kullanılması önerilmektedir. Bu yöntemde besiyeri olarak tercih edilen PSE Agarın bazı avantajları vardır. Diğer besiyerleri 48 saatlik inkübasyon süresi gerektirirken bu besiyeri sadece 24 saatlik inkübasyona gerek duymaktadır. Ayrıca örnek orijini ne olursa olsun, her zaman besiyerinde çoğalma meydana gelmektedir.
Dökme plak yöntemi ile sadece küçük hacimler analiz edilebilir. Bu durum fekal yoğunluğu az olan ve yoğunluğun doğru saptanması için büyük hacimlere ihtiyaç duyulan örnekler için dezavantaj oluşturmaktadır. Böyle durumlarda, su örneği filtrasyonu önleyecek kadar bulanık değilse, membran filtrasyon yönteminin kullanılması daha uygundur.
8.1.4.1. Kullanılacak Besiyerlerinin Hazırlanması
PSE Agar veya KF Streptococcus Agar kullanılır. Temelde, membran filtrasyon yöntemi ile enterococci tayini için geliştirilen m-Enterococcus Agar (Slanetz&Bartley)’ın plak yöntemleri için de uygun olduğu kanıtlanmıştır.
8.1.4.2. Deneyin Yapılışı
1. Her örnek için iki petri kutusu hazırlanır. Petri kutularına örnek adı, seyreltme oranı, tarih ve diğer gerekli bilgiler yazılır.
2. Bakterileri dağıtmak ve örneği homojen hale getirmek için, örnek şişesi iyice çalkalanır. Çalkalarken sızıntıyı önlemek amacıyla şişenin sıkıca kapalı olduğundan emin olunmalıdır.
3. Plaklarda 30-300 arasında koloni elde edebilecek şekilde örnek seyreltilir. Orijinal örnekteki mikroorganizma sayısı önceden bilinmediğinden, seyreltme serisi hazırlanmalı ve istenen aralıkta koloni sayılarını elde edebilmek için bu seyreltmelerle ekim yapılmalıdır.
4. Seyreltilmemiş örnekten 0.1 ml (10-1) ve 1 ml petrilere aktarılır.
5. 99 ml’lik seyreltme sıvısına 1 ml örnek ilave edilerek, 10-2 seyreltmesi hazırlanır.
6. 10-2 seyreltmesi yine iyice çalkalanarak 1 ml, 0.1 ml (10-3) ve 0.01 ml (10-4) hacimlerde petri kutularına pipetlenir.
7. Örnek içeren petri kutularına soğutulmuş agardan 12-15 ml dökülür. Petri kutusu yavaşça döndürülerek ve sağa sola, öne arkaya doğru hareket ettirilerek, örnek ve besiyerinin karışması sağlanır. Seyreltme hazırlanması, örnek ve besiyeri ilavesi arasında 20 dakikadan fazla zaman geçmemelidir.
8. Besiyeri katılaşınca, petriler ters çevrilerek, PSE agar için 35 °C’de 24 saat, Slanetz&Bartley ve KF Streptococcus agar için 35 °C’de 48 saat inkübe edilir.
8.1.4.3. Kolonilerin Sayılması ve Sonuçların Raporlanması
PSE Agar üzerindeki Fecal streptococci kolonileri, kahverengi kenarlı kahverengi-siyah renkli ve yaklaşık 1 mm çaplı kolonilerdir. Slanetz&Bartley ve KF Streptococcus agar üzerindeki Fecal streptococci kolonileri ise farklı boyutlardaki pembe ve kırmızı renkli kolonilerdir. Kolonilerin sayılması ve sonuçların raporlanması, Bölüm 4.2.1.2’de anlatıldığı şekilde uygulanır.

8.2. Toprak, Çamur ve Sediment Örneklerinde Fecal Streptococci Belirlenmesi
Membran filtrasyonu, en muhtemel sayı ve dökme plak yöntemleri kullanılabilir. Örneklerde öncelikle Bölüm 4.2.5’de anlatıldığı şekilde, nem tayini yapılmalı ve seyreltmeler hazırlanmalıdır.
9. AKTİF ÇAMURUN YAPISI
9.1. Aktif Çamurun Fiziksel Yapısı

Aktif çamur metodu ile yapılan biyolojik arıtmada, sistemde yeterli miktarda aktif çamur bulunması gerekir. Yüksek bir arıtma verimine ulaşılabilmesi için, atıksudaki organik maddelerin, tam olarak adsorbe olabilmelerinin temini için yeterli temas yüzeyine sahip olmaları gereklidir. Bu bakımdan çamur geniş yüzeyi olan bir yapıda olmalıdır. Ayrıca çamur floklarına tutunmuş olan maddelerin son çökeltme havuzunda tamamen çökelebilmesini temin için aktif çamur iyi floklaşma ve çökme özelliğine sahip olmalıdır.
Aktif çamurun fiziksel özelliklerini (çökelme) belirleyen en önemli parametre çamur indeksidir. 

(ÇHI) SVI = VSR/XT
Burada;

(ÇHI) SVI: Çamur hacim indeksi, ml/gr

VSR: Çöken çamur hacmi, ml/L

XT: Kuru çamur ağırlığı, gr/L


Çamur indeksi, 1 gr kuru aktif çamurun, 30 dakikalık çökme zamanı sonunda ml cinsinden ne kadar hacme sahip olduğunu gösterir. İyi floklaşan bir aktif çamurda, bu indeks 50-100 ml/gr civarındadır. Şayet indeks 150 ml/gr üzerine çıkarsa çamur kabarması durumu söz konusu olmaktadır. Bu durumda kabaran çamur son çökelme havuzunda çökmez ve yüzeysel suya gider. Bu durumda bakteri flokları birbirlerinden ayrılır, aralarında ipliksi bakteriler ve mantarlar meydana gelir.


Yükselen çamur yükü ile birlikte aktif çamurun organik kısmının miktarı arttığından çamur indeksi de yükselmektedir. Kritik olan 0.5 kg/kg.gün çamur yükünde çamur indeksi çok hızlı olarak yükselerek şişkin çamur sınırını aşmaktadır. Bundan sonra daha fazla olan çamur yüküne rağmen çamur indeksi düşmektedir.  

9.2. Aktif Çamurun Biyolojik Yapısı

Aktif çamur sisteminin doğru tasarımı ve işletilmesi için mikroorganizmaların sistemdeki yeri ve önemi bilinmelidir. Birçok arıtma sistemi kompleks, bağlantılı ve karışık biyolojik popülasyondan oluşur ve bu mikroorganizmaların her birinin kendine özgü büyüme eğrileri vardır. Her bir mikroorganizmanın büyüme eğrisinin pozisyonu ve şekli, ortamdaki çeşitli faktörlere bağlıdır. Şekil 29’da organik atığın aerobik stabilizasyonunda zamanla mikroorganizmaların baskın hale gelmesi görülmektedir.
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Şekil 29. Mikroorganizmaların relatif sayılarının zamanla değişim eğrileri
Aktif çamur sisteminde organik maddenin ayrışmasını sağlayan bakteriler esas rolü oynamakla beraber, diğer birçok mikroorganizma da önemlidir. Bakterilerin mikroorganizmalar için oluşturduğu mükemmel besin olanaklarından dolayı atıksu içinde bakteri yiyen protozoalarda mevcuttur. Bunlar amipler, flagellat ve siliatlardır. Protozoa floklaşmamış bakterileri, rotiferler ise küçük çökelmemiş biyolojik flokları tüketirler. 
Siliatların temizleme yönünden aktif çamur içinde olumlu etkileri bulunmaktadır. Bağlı kolonilerine bağlı olmadan serbestçe dolaşan bakterileri yiyerek suyu daha berraklaştırırlar. Ayrıca, özel hareket şekilleri nedeniyle kolloid halindeki maddelerin floklaşmasını kolaylaştırır ve suyun berraklığına katkıda bulunurlar.
Bakteriler organik atıkları ayrıştırmanın yanında flok oluşumunu sağlarlar. Bu oluşumda zeta potansiyeli etkilidir. Flok oluşumu aktif çamurun esasını oluşturur. Oluşan flokların çökelmesi sonucu biyolojik maddeler atıksudan ayrılmış olur.
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Şekil 30. Protozoa, rotifer ve nematodlar
10. AKTİNOMİSETLERİN BELİRLENMESİ
Uzun, dallanmış, ipliksi bakterilerdir. En dikkati çeken özellikleri, fungi tipi morfolojileridir. Aktinomisetlerin, başlangıçta fungi oldukları düşünülse de, daha sonra yapılan çalışmalar, bunların filamentli, dallanan bakteriler olduğunu ortaya çıkarmıştır. Aktinomisetler, dallanan hifler (0.5-1 µm çapında) oluşturan gram-pozitif bakteriler olarakta tanımlanabilirler. Aktinomisetler, doğada, yüzeysel sularda, deniz sularında, soğuk ve sıcakkanlı hayvanlarda ve kompost içinde yaygın bir dağılım gösterirler. Bununla birlikte, toprak aktinomisetlerin en önemli habitatıdır. 1 gr toprakta milyonlarca aktinomiset bulunabilir ve toprak örneklerinde 20 farklı tür izole edilmiştir. Sayıları, sulu, anaerobik ve asidik topraklarda oldukça düşüktür (102 - 103/gr kuru ağırlık). Aktinomisetler, arıtma tesislerinde çeşitli olumsuzluklara sebep olmaları ile tanınırlar. Kötü koku oluşumundan ve aktif çamur sistemlerinde yoğun köpük oluşumundan sorumludurlar. 
10.1. Plak Metodu ile Aktinomisetlerin Belirlenmesi
Su, atıksu, toprak ve çamur örneklerinde aktinomiset belirlenmesinde, çift tabakalı agar tekniği kullanılarak bir plak yöntemi uyarlanmıştır. Bu yöntemde, besiyerinin sadece ince üst tabakasına ekim yapıldığından, yüzeydeki koloniler baskındır. Bu nedenle tanınmaları ve sayımları kolaydır. Daha saf kültürlerin elde edilebilmesi için, çeşitli antifungal veya antibakteriyel antibiyotiklerin kullanımı tavsiye edilmektedir. 

Çeşitli örnekler için uygun seyreltmeler şu şekildedir:
Ham su örnekleri
    1:1000 seyreltme

Arıtılmış sular

    doğrudan incelenir

Toprak örnekleri           1:1000 – 1:10000 seyreltme 
Çamur  örnekleri           1:1000 – 1:10000 seyreltme ve mikroskobik inceleme
10.1.1. Örneklerin Hazırlanması ve Seyreltilmesi
Su ve atıksu örnekleri, doğrudan kullanılarak veya daha önceki bölümlerde anlatıldığı şekilde seyreltilerek analiz gerçekleştirilir. Toprak ve çamur örneklerinin hazırlanması ise, örnek neminin saptanması, toprak veya çamur süspansiyonunun hazırlanması ve uygun seyreltmelerin hazırlanması şeklinde üç aşamalıdır.
1. Toprak veya çamur örneği iyice karıştırılır, örnekten 10 – 20 gr’lık tartım alınır, 105 – 110 °C’de sabit ağırlığa kadar kurutulur ve örneğin nem içeriği (%) hesaplanır.
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2. Her örnek için, 95 ml seyreltme sıvısı ve 15 – 20 adet 2 mm’lik cam boncuklar içeren seyreltme şişesi hazırlanır. Aynı zamanda, 90 ml seyreltme sıvısı içeren 7 tane daha seyreltme şişesi hazırlanır.

3. Şişeler kapatılır ve otoklavda 121 °C’de 20 dakika tutulur. Seyreltmeler kullanılmadan önce, en az 42 °C’ye kadar soğutulmalıdır.

4. Çamur örneğinin 10 gr’ı, ilk hazırlanan seyreltme (95 ml seyreltme sıvısı ve cam boncuklar içeren) şişesine aktarılır. Kapağı kapatılıp, mekanik çalkalayıcı üzerine yerleştirilir ve 10 dakika çalkalanır. Alternatif olarak, el ile de çalkalanabilir (geniş bir yay hareketi ile en az 200 defa).

5. Çalkalayıcıdan alınan örnek, kullanılmadan önce tekrar hızlı bir şekilde çalkalanır. Hemen ardından, bu toprak süspansiyonundan 10 ml alınıp, 90 ml’lik seyreltme şişesine aktarılır. Böylece 10-2 (1:100) seyreltmesi hazırlanmış olur.
6. 10-2’lik seyreltme şişesi iyice çalkalanır ve bu seyreltmeden 10 ml alınarak diğer 90 ml’lik şişeye eklenir. 10-3 (1:1000) seyreltmesi hazırlanmış olur. 10-7’ye kadar bu işleme devam edilir. Daha önceki deneyimlere göre, 10-8 ve 10-9 seyreltmeleri de hazırlanabilir.
10.1.2. Kullanılacak Besiyerlerinin Hazırlanması
Aktinomiset belirlenmesinde, nişasta-kazein agar, besiyeri olarak kullanılır. Bu besiyeri aşağıdaki maddelerin, belirtilen miktarlarda tartılarak karıştırılmasıyla elde edilir:



Çözünebilir nişasta......................................10.0 g



Kazein........................................................0.3 g



Potasyum nitrat, KNO3.................................2.0 g



Sodyum klorür, NaCl....................................2.0 g



Dipotasyum hidrojen fosfat, K2HPO4.............2.0 g



Magnezyum sülfat, sulu, MgSO4.7H2O...........0.05 g



Kalsiyum karbonat, CaCO3...........................0.02 g



Demir sülfat, sulu, FeSO4.7H2O....................0.01 g



Agar...........................................................15.0 g

İyi kalitede saf su ........................................1 L

pH ayarlamasına gerek yoktur. Besiyeri, çift tabakalı plakların hazırlanmasında kullanılır. Besiyeri, alt tabakayı hazırlamak için, 15 ml olacak şekilde beher veya tüplerde saklanır. Yüzey tabakasını hazırlamak için, 17 ml olacak şekilde beher veya tüplerde saklanır.
10.1.3. Deneyin Yapılışı
1. Her seyreltme için 3 petri kutusu hazırlanır.
2. Aseptik şartlarda, petri kutularına steril nişasta – kazein agardan 15 ml aktarılır ve alt tabakayı oluşturmak üzere katılaşması beklenir.
3. 17 ml besiyeri içeren (erimiş, 45 - 48 °C’de) tüplere, seyreltilmiş veya orijinal örnekten 2 ml ve antifungal antibiyotik olan cycloheximide (Actidione, Upjohn and Co., Kalamazoo, MI veya eşdeğeri) den 1 ml ilave edilir. Antibiyotik iyi kalitede saf su ile hazırlanır (1mg/1ml), otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilir.
4. Aşılanmış agardan 5 ml, petri kutusu içindeki katılaşmış tabaka üzerine pipetlenir. Yüzeydeki tabakanın eşit dağılımını sağlamak için petri kutusu yavaşça sağa sola döndürülür.
5. Besiyeri katılaştıktan sonra petri kutuları ters çevrilir ve 28 °C’de 6-7 gün inkübe edilir.
10.1.4. Kolonilerin Sayılması
1. Sayım için 30 – 300 koloni içeren plaklar seçilir.
2. Aktinomisetler kümeleşmiş koloni görünümleri ile ayırt edilirler.
3. Gerekli olursa 50x – 100x büyütme ile mikroskobik inceleme yapılabilir. Aktinomiset kolonileri, filamentli gelişimleri sebebi ile, tipik olarak, ince tüylü koloni kenarlarına sahiptirler. Cycloheximide genellikle fungal gelişimi bastırır. Eğer yine de fungal koloniler varsa yünsü görünüşleri ile ayırt edilebilirler.
10.1.5. Su, Toprak ve Çamur Örnekleri için Hesaplamalar ve Sonuçların Raporlanması 


1. Su örnekleri için 1 ml’deki, toprak örnekleri için 1 gr’daki aktinomisetler rapor edilir.
2. Her örnek için üç petri kutusu kullanılmışsa, ortalama koloni sayısı bulunur, 2’ye bölünür (2 ml örnek kullanıldığından), seyreltme faktörü ile çarpılır. Böylece, örneğin her ml’sindeki gerçek koloni sayıları saptanır.
3. Katı ve yarı katı örnekler için, örneğin nem içeriği saptanır ve kuru ağırlık cinsinden 1 gr’daki koloni sayıları hesaplanır.
4. Kullanılan örnek miktarı 1 ml ise, koloni sayısı 2’ye bölünmez. Örnek miktarı 0.1 ml ise hesaplamalar, aşağıdakilere göre düzenlenir.
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Örnek
1. Bir su örneği için elde edilen koloni sayıları aşağıda verilmiştir. Okumalar, 10-4 seyreltmeli plaklardan yapılmıştır.


1. petrideki koloni sayısı          64



2. petrideki koloni sayısı          60



3. petrideki koloni sayısı          56


Ortalama koloni sayısı = (64 + 60 + 56)/3= 60
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Buna göre, bu su örneğinde, 1 ml’de 300000 aktinomiset kolonisi vardır.

2. Bir çamur örneği için, 10-5 seyreltmeli plaklarda ortalama koloni sayısı 88 ve esas örnek miktarı 10 g ise,
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Örneğin nem içeriği % 18 ise;


Kuru ağırlık %’si = 100 – nem %’si




     = 100 – 18 




     = 82 %

Kuru çamurdaki koloni sayısını bulmak için,
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10.1.5.1.Alternatif Hesaplama Yöntemi
Aktinomiset miktarının belirlenmesinde aşağıdaki denklemlere göre de hesaplama yapılabilir:


Çamur kuru ağırlığı = (çamur yaş ağırlığı) x (1 - % nem/100)
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Yukarıdaki örnek için;  çamur kuru ağırlığı = 10 x (1 – 18/100) = 8.2 g
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Yani, 1 gr kuru çamur örneğinde 536585 aktinomiset kolonisi vardır.
10.1.6. Aktif Çamur Örneklerinde Mikroskobik Olarak Aktinomiset Tayini

1. Aktif çamur örneği, faz-kontrast mikroskobu altında incelenir.

2. Gerçek bir dallanmış yapıya sahipse, gram boyama uygulanır.

3. Kısa süreli gram boyama sonucunda pozitif sonuç alınırsa, Neisser boyama uygulanır. 

4. Neisser boyama sonucunda sonuç negatif çıkarsa aktinomiset varlığından söz edilebilir. 

Kısacası aktinomisetler, faz-kontrast mikroskobu altında dallanmış yapıda halkalı veya kıvrımlı filament şeklinde, filament uzunluğu < 200 (m ve hücre çapı < 1 (m olacak şekilde görülür. Boyama sonrası aydınlık saha mikroskobunda inceleme yapıldığında, gram boyamada pozitif ve Neisser boyamada negatif sonuç verir. 

[image: image64.jpg])

(u




Şekil 31. Aktinomisetlerin mikroskobik görünümleri

UYGULAMALAR

UYGULAMA 1: Yüzeysel Su Örneğinde Klorofil-a Tayini
Amaç: Yüzeysel su örneğinde spektrofotometrik olarak klorofil-a analizinin yapılması
Öğrenci, yüzeysel su örneğini, çeşitli işlemlerden geçirerek, klorofil-a’yı ekstrakte eder. Spektrofotometrede okumaları yapar ve formüller yardımıyla örnekteki klorofil-a konsantrasyonunu hesaplar.

Bu uygulama ile, öğrenci;
1. Analizin nasıl yapıldığını öğrenecek ve böylece analizi kendi başına uygulayabilecek beceriyi kazanacaktır.
2. Yüzeysel sularda klorofil belirlenmesinin çevre mühendisliğindeki önemini kavrayacaktır.

Kullanılan Malzemeler ve Ekipman: Yüzeysel su örneği, Nuche erleni ve su trompu ile kurulan vakumlu düzenek, Whatman GF/C ve GF/A cam elyaf filtre kağıdı, erlenmayer, alüminyum folyo, petri kutusu, spektrofotometre, %90’lık aseton, susuz MgCO3
Yapılışı: 
1. 1 litre (veya istenilen hacimde) yüzeysel su örneği alınır.

2. Su örneği, Whatman GF/C cam elyaf filtre kağıdından, Nuche erleni ve su trompu ile kurulan vakum sistemi ile süzülür.

3. Plankton içeren filtre kağıdı petri kutusuna konarak karanlıkta oda sıcaklığında 3-4 saat kurutulur.

4. Kuruyan filtre kağıdı makasla çok küçük parçalar halinde kesilerek, içinde 15 ml %90’lık aseton bulunan erlene konur. Plankton yapısındaki klorofilin yapısının bozulmaması için ortama 0,3 gr susuz MgCO3 ilave edilir.

5. Erlen, 24 saat 3-4 0C’de karanlıkta bekletilir.

6. Ekstraksiyon süresi sonunda ekstrakt Whatman GF/A filtre kağıdından süzülerek katı kısım ortamdan uzaklaştırılır.

7. Süzülen örneğin spektrofotometrede 750, 664, 647 ve 630 nm dalga boylarında optik yoğunlukları (absorbsiyonları) okunur. 664, 647 ve 630 nm’ de okunan optik yoğunluklar (OD) sırası ile klorofil-a, b ve c’yi belirlemek için kullanılır. 750 nm’de okunan optik yoğunluk bulanıklık için doğrulamadır. Bu okuma, her bir pigmentin diğer dalga boylarındaki optik yoğunluk değerlerinden çıkartılır. Buradan elde edilen değerler, aşağıdaki eşitliklerde kullanılır. Aşağıdaki eşitlikler yardımıyla, örnekteki klorofil-a, b ve c’nin konsantrasyonları hesaplanabilir. 

a)
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c) 
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burada; 
 Ca,Cb,Cc = sırası ile klorofil-a, b ve c’nin konsantrasyonları mg/L
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8. Örnekteki pigmentlerin konsantrasyonu belirlendikten sonra, aşağıdaki formül yardımıyla birim hacimdeki pigment miktarı hesaplanır.
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UYGULAMA 2: İçme Sularında Heterotrofik Bakteri Sayısının Belirlenmesi

     

      Dökme Plak Yöntemi

Amaç: İçme suyu örneğinden seri seyreltme hazırlanması ve dökme plak yöntemi ile içme suyunda heterotrofik bakteri sayısının belirlenmesi
Öğrenci, içme suyu örneğinden seri seyreltme hazırlayacak ve uygun seyreltmelerden dökme plak yöntemi ile ekim yapacaktır. İnkübasyon sonunda çoğalan kolonileri sayarak örnek içindeki heterotrofik bakteri sayısını (HBS) belirleyecektir.
Bu uygulama ile, öğrenci;

1. Seri seyreltme hazırlamayı öğrenecektir.
2. Kültürel sayım yöntemlerinden dökme plak yöntemini ve yöntemin uygulanmasında dikkat edilmesi gereken noktaları öğrenecektir.

3. Koloni sayıcıda sayım yapabilecektir.
4. Besiyeri üzerinde oluşan farklı renk ve büyüklükteki kolonileri gözleyecek ve örnekteki bakteri sayısının nasıl hesaplanacağını öğrenecektir.

Kullanılan Malzemeler ve Ekipman: İçme suyu örneği, steril petri kabı, steril pipet, tüplük, seyreltme tüpleri, ringer çözeltisi, plate count agar (PCA) veya R2A besiyeri, pamuk, etüv, otoklav, inkübatör
Yapılışı:

1. Kutusu üzerinde belirtildiği şekilde, istenen miktarda besiyeri (PCA veya R2A) hazırlanır.
2. Örneğin seyreltilmesi için ringer çözeltisi hazırlanır ve seyreltme yapılacak tüplere 9’ar ml eklenir.

3. Besiyeri ve ringer tüpleri, 121 oC’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir ve besiyeri, kullanıma kadar 50 °C’de su banyosunda tutulur.
4. Örnek homojen hale getirilmek üzere iyice karıştırılır.

5. Steril pipet yardımı ile örnekten 1 ml alınır ve 9 ml ringer çözeltisi içeren tüplerden birincisine transfer edilir. Tüp 1/10 veya 10-1 şeklinde işaretlenir. Tüp elde döndürülerek iyice karıştırılır.
6. Yeni bir steril pipet yardımı ile ilk seyreltmeden 1 ml çekilerek ikinci tüpe aktarılır ve 1/100 veya 10-2 lik seyreltme hazırlanır.
7. Bu işlemler örneğin muhtemel organizma içeriğine bağlı olarak 10-5 veya daha çok seyreltmelere kadar tekrarlanabilir.
8. Her seyreltme için iki petri kabı alınır. Üzerine seyreltme oranları ve diğer bilgiler yazılır. Seyreltme tüplerinden steril pipetle alınan 1 ml örnek petri kapağı tam açılmadan 45o’lik bir eğimle petrilere aktarılır. Hızlı bir şekilde petri kapağı kapatılır.
9. Petrilere 45 oC’ ye kadar soğutulmuş olan steril plate count agar (PCA) veya R2A agar besiyerinden 12-15 ml ilave edilir.

10. Petri içerisindeki örnek ile besiyerinin karışımının sağlanması için petri 3 kez saat yönünde, 3 kez saatin tersi yönde, 3 kez yukarı aşağı ve sağa sola hareket ettirilerek karıştırılır ve kapağı hafif aralık bırakılarak besiyeri soğumaya bırakılır.
11. Besiyeri katılaştıktan sonra petriler ters olarak inkübatöre yerleştirilir ve 20-28 °C’de 5-7 gün veya 35 °C’de 2 gün inkübasyon yapılır.
12. İnkübasyon sonunda petrilerde gelişen koloniler sayılır ve örnekteki sayı uygun şekilde raporlanır.
UYGULAMA 3: İçme Sularının UV ile Dezenfeksiyonu

     

      Yüzeye Yayma Yöntemi
Amaç: İçme sularına UV dezenfeksiyonu uygulanması ve dezenfeksiyon öncesinde ve sonrasında bakteri sayılarının yüzeye yayma yöntemi ile belirlenmesi

Öğrenci, dezenfeksiyon uygulaması yapılacak sentetik içme suyunu hazırlar. Hazırladığı suya, UV dezenfeksiyonu uygular ve dezenfeksiyon sırasında belirli aralıklarla örnekler alır. Aldığı örneklerden veya bu örneklerden hazırladığı seyreltmelerden, yüzeye yayma yöntemi ile ekim yapar.   
Bu uygulama ile, öğrenci;

1. İçme sularının kesikli sistemlerde UV ile dezenfeksiyonunu öğrenecektir.

2. UV dezenfeksiyonu öncesinde ve sonrasında elde edilen bakteri sayılarının ne şekilde değerlendirileceğini öğrenecektir.

3. Kültürel sayım yöntemlerinden yüzeye yayma yöntemini ve yöntemin uygulanmasında dikkat edilmesi gereken noktaları öğrenecektir.

Kullanılan Malzemeler ve Ekipman: UV reaktörü (kesikli sistem), pompa, UV lambası, manyetik karıştırıcı, manyetik balık, petri kabı, steril pipet, drigalski spatülü, seyreltme tüpleri, tüplük, 50 ml’lik teflon kapaklı steril şişeler, 3 litrelik kavanoz, ringer çözeltisi, içme suyu örneği, E.coli kültürü (ATCC25922), PCA besiyeri, NaOH ve HCl çözeltisi, kronometre, mikropipet, etüv, otoklav, inkübatör

Yapılışı:

UV Dezenfeksiyonu Uygulaması:
1. Uygulama öncesi reaktör, sterilizasyonun sağlanması için 10 dakika boş olarak çalıştırılır.

2. Kavanozda 2 litre su örneğinin pH değeri 7.5’e ayarlanır.

3. Örnek içindeki miktar 106 CFU/ml olacak şekilde bakteri süspansiyonundan ilave edilir.

4. Örnek reaktöre boşaltılır ve manyetik karıştırıcı açılır. Karıştırma hızı, 62-63 devir/dakika olacak şekilde ayarlanır. 

5. Örnek içinde tam karışımın sağlanması için musluk açılarak bir miktar su akıtılır.

6. t=0, t=30 sn, t=60 sn, t=90 sn ve t=120 sn anlarında steril şişelere örnekler alınır.

7. Her örnek için -1, -2 ve -3 seyreltmeleri hazırlanır ve yüzeye yayma yöntemiyle ekim yapılır. 
Yüzeye Yayma Yönteminin Uygulanması:
1. İstenen mikarda PCA besiyeri hazırlanarak, otoklavda sterilize edilir.

2. Besiyeri, steril petri kutularına yaklaşık 13-15 ml kadar dökülür ve donması için beklenir.

3. Her örnek için hazırlanan seyreltmelerden 0.1 ml petri kutularındaki besiyeri üzerine aktarılır.

4. Drigalski spatülü kızıl dereceye kadar alevde tutulur (tek kullanımlık spatüllerde kullanılabilir) ve besiyerinin örnek bulunmayan bir noktasında soğutulduktan sonra, bir yay çizilerek örneğin yüzeye yayılması sağlanır. Örnek besiyeri tarafından emilene kadar bu yayma işlemine devam edilir.
5. Ardından petri kutuları inkübatöre yerleştirilir ve 35 oC’de 24 saat inkübe edilir. 
6. İnkübasyon sonunda petrilerde gelişen koloniler sayılır ve örnekteki bakteri sayıları hesaplanır.
7. Logaritmik bakteri giderimi-UV dozu grafiği çizilir. Bakteri giderimi açısından sonuçlar değerlendirilir.
UYGULAMA 4: En Muhtemel Sayı (EMS) Yöntemi ile İlgili Problemler

Amaç: En muhtemel sayı yönteminin ve EMS tablolarının kullanılışının anlatılması, en muhtemel sayı yöntemi ile ilgili problemlerin çözülmesi
Öğrenciye, en muhtemel sayı yöntemi ve tabloların kullanılışı anlatılır. Öğrenci, aşağıdaki soruları çözerek rapor halinde sunar.
Bu uygulama ile, öğrenci;

1. Kültürel sayım yöntemlerinden en muhtemel sayı yönteminin aşamalarını öğrenecek ve bir sonraki uygulamayı yapabilecek beceriyi kazanacaktır.

2. EMS tablolarını kullanmayı öğrenecek ve bir sonraki uygulamada elde ettiği sonuçları değerlendirebilecektir.
Problemler

1. Bir su örneğinde çok az sayıda koliform grup bakteri tahmin edildiği için seyreltme yapmaksızın doğrudan örnekten 5 erlene 100’er ml, 5 tüpe 10’ar ml ve 5 tüpe de 1’er ml ekim yapılmıştır. İnkübasyon sonucu 5 erlenin 3’ünden, 5 tüpün 2’sinden, 5 tüpün 1’inden pozitif sonuç alınmıştır. Su örneğindeki koliform mikroorganizmaların sayısı nedir?

2. Örnek laboratuvara çok az sayıda getirilmiştir. Örnekten doğrudan doğruya 5 tüpe sırasıyla 1, 0.1 ve 0.01 ml ekim yapılmıştır. İnkübasyon sonunda sırasıyla 5, 4 ve 1  (+) pozitif sonuç elde edilmiştir. Örnekteki canlı hücre sayısı nedir?

3. Kirli bir nehir suyu örneği tahmin, doğrulama ve fekal koliform deneylerine tabi tutulmuştur. Analiz sonuçları aşağıdaki tabloda toplanmıştır. Her üç deney için en muhtemel sayıyı bulunuz.



Tahmin deneyi için
1 x 10-2, 1 x 10-3, 1 x 10-4

       Doğrulama deneyi için    1 x 10-1, 1 x 10-2, 1 x 10-3

                 Tamamlama deneyi için    1, 1 x 10-1, 1 x 10-2  sonuçlarını kullanınız.

	Seyreltmeler
	Tahmin deneyi
	Doğrulama deneyi
	Tamamlama deneyi

	     1
	3 (+)
	3 (+)
	3 (+)

	     1 X 10-1
	3 (+)
	3 (+)
	2 (+)

	     1 X 10-2
	3 (+)
	2 (+)
	1 (+)

	     1 X 10-3
	1 (+)
	1 (+)
	1 (+)

	     1 X 10-4
	0 (+)
	0 (+)
	0 (+)

	     1 X 10-5
	0 (+)
	0 (+)
	0 (+)


4. Kirli olduğu tahmin edilen bir nehir suyundan alınan örneklerde tahmin, doğrulama ve fekal koliform deneyleri yapılmıştır. Elde edilen sonuçlar tablo halinde verilmiştir. Her üç deney için en muhtemel sayı (EMS) değerlerini bulup yorumlayınız.

	Örnek büyüklüğü (ml)
	Tahmin deneyi
	Doğrulama deneyi
	Fekal koliform deneyi

	10.0
	
	4/5
	3/5

	1.0
	4/5
	3/5
	2/5

	0.1
	3/5
	2/5
	0/5

	0.01
	1/5
	
	


5. Bir şehrin yakınlarındaki bir göl, şehrin 15 yıl sonraki içme suyu kaynağı olarak düşünülmektedir. Bu amaçla gölün fiziksel, kimyasal ve bakteriyolojik analizleri yapılmıştır. Bakteriyolojik analiz için alınan örneklerde tahmin, doğrulama ve fekal koliform deneyleri yapılmıştır. Elde edilen sonuçlar tablo halinde verilmiştir. Her üç deney için en muhtemel sayı (EMS) değerlerini bulunuz.

	Örnek büyüklüğü (ml)
	Tahmin deneyi
	Doğrulama deneyi
	Fekal koliform deneyi

	10.0
	
	3/3
	3/3

	1.0
	3/3
	2/3
	2/3

	0.1
	3/3
	2/3
	0/3

	0.01
	1/3
	
	


UYGULAMA 5: Atıksularda Fekal Koliform Belirlenmesi

     

      En Muhtemel Sayı Yöntemi

Amaç: En muhtemel sayı yöntemi ile atıksuda fekal koliform belirlenmesi

Öğrenci, atıksu örneğinde bulunabilecek tahmini mikroorganizma sayısına göre seri seyreltme hazırlar. İlk aşama olan tahmin deneyini uygular. Tahmin deneyinde elde ettiği pozitif tüplerle doğrulama yapar. Pozitif tüplerden bir EMS kodu belirler. EMS tablolarını kullanarak örnekteki bakteri sayısını belirler.
Bu uygulama ile, öğrenci;

1. Kültürel sayım yöntemlerinden en muhtemel sayı yöntemini kendisi uygulayarak daha iyi kavrayacaktır.

2. Sıvı besiyerinde bakteriyel çoğalmayı gözleyecektir.
Kullanılan Malzemeler ve Ekipman: Atık su örneği, öze, bunsen beki, steril pipet, seyreltme tüpü, durham tüpü, Lauryl Tryptose Broth, EC Broth, inkübatör, otoklav, etüv

Yapılışı:

1. Tahmin deneyinde kullanılacak olan lauryl tryptose broth kutusunun üzerinde tarif edildiği şekilde hazırlanır.

2. Bir seyreltme oranı için 3 tüp kullanılmak üzere 3 seyreltme oranı için 9 tüp alınır. Pipet yardımı ile 9’ar ml besiyeri tüplere dağıtılır. Her tüpün içine ters şekilde bir tane durham tüpü konur ve tüpün ağzı pamukla kapatılır. 121 oC’de 15 dk otoklavda sterilize edilir.
3. Örnek homojen hale gelmesi için iyice karıştırılır.

4. Steril pipet yardımı ile örnekten 1ml alınır ve 9 ml steril ringer çözeltisi içeren tüplerden birincisine transfer edilir. Tüp 1/10 veya 10-1 şeklinde işaretlenir. Pipetin seyreltme sıvısına temas etmemesine dikkat edilir. Tüp elde döndürülerek iyice karıştırılır.

5. Yeni bir steril pipet yardımı ile ilk seyreltmeden 1 ml çekilerek ikinci tüpe aktarılır ve 1/100 veya 10-2’lik seyreltme hazırlanır.

6. Bu işlemler örneğin muhtemel organizma içeriğine bağlı olarak 10-5 veya daha çok seyreltmelere kadar tekrarlanabilir.

7. Tahmin deneyi için 10-3, 10-4 ve 10-5 seyreltmeleri seçilir.

8. Her seyreltmeden alınan aşı tüplere dağıtılır. 10-3 seyreltmesinden 1ml 3 tüpe (veya esas örnekten 0.001 ml), 10-4 seyreltmesinden 1ml 3 tüpe (veya esas örnekten 0.0001 ml), 10-5 seyreltmesinden 1ml 3 tüpe (veya esas örnekten 0.00001 ml) olmak üzere toplam 9 tüpe ekim yapılır. Her seyreltme için 5 tüpe ekim yapmak da mümkündür.

9. Tüpler 35 °C’de 24 saat inkübe edilir. Bu süre sonunda gaz oluşumu gözlenen tüpler koliform için pozitif kabul edilir. Gaz oluşumu görülmeyen negatif tüpler 24 saat daha inkübe edilir. Eğer gaz oluşumu gerçekleşmezse bu tüpler atılır. Pozitif olan tüpler doğrulama testine tabi tutulur.

10. Doğrulama deneyi için önceden 10 ml olacak şekilde EC broth besiyeri tüplerine konulur. İçlerine durham tüpü konularak otoklavda sterilize edilir.

11. Tahmin deneyindeki pozitif tüplerden öze yardımı ile örnek alınır ve doğrulama tüplerine aşılanır. Besiyeri ve örneğin iyice karışmasını sağlamak için tüpler çalkalanır ve 44.5 °C’de 24±2 saat inkübe edilir.

12. İnkübasyon sonunda gaz oluşumu gözlenen tüpler pozitif kabul edilir. Bu tüplere göre EMS kodu belirlenerek hesaplama yapılır.  
UYGULAMA 6: İçme Sularında Toplam Koliform Belirlenmesi

     

     Membran Filtrasyonu Yöntemi

Amaç: Membran filtrasyonu yöntemi ile içme suyunda toplam koliform belirlenmesi

Öğrenci, içme suyu örneğini filtrasyon setinden süzerek, filtreyi katı besiyeri üzerine yerleştirir. İnkübasyondan sonra, tipik koliform kolonilerini sayarak (metalik parlaklığa sahip kırmızı renkli), örnekteki bakteri sayısını hesaplar.  

Bu uygulama ile, öğrenci;

1. Kültürel sayım yöntemlerinden membran filtrasyonu yöntemini ve yöntemin uygulanmasında dikkat edilmesi gereken noktaları öğrenecektir.

Kullanılan malzemeler ve ekipman: İçme suyu örneği, steril mezür, steril pipet, petri kutusu, membran filtrasyon seti, vakum pompası, pens, membran filtre (0.45 µm gözenek çaplı), alkol, M-Endo Agar, inkübatör, etüv
Yapılışı:

1. M-Endo agar kutusunun üzerinde tarif edildiği şekilde uygun miktarda hazırlanır. 
2. Steril petri kabına 5 ml besiyeri konur ve soğumaya bırakılır.

3. Filtrasyon seti hazırlanır. Filtre kağıdı, ızgaralı taraf üste gelecek şekilde, alevden geçirilip alkolle silinmiş pens yardımı ile filtre tablasına konur. Üzerine süzülecek örneğin boşaltılacağı cam hazne yerleştirilir.

4. Örnek şişesi iyice çalkalanır. Cam hazneye steril mezür ile 100 ml örnek konur (Eğer gerek görülürse, örneğin seyreltmeleri de kullanılabilir).
5. Vakum pompası yardımı ile örnek süzülür. Huninin kenarları, 20-30 ml seyreltme sıvısı ile en az iki kez yıkanır.
6. Filtrasyon işlemi tamamlandıktan sonra steril pens ile filtre kağıdı, ızgaralı taraf üste gelecek şekilde, besiyeri üzerine yerleştirilir. Filtreyi yerleştirirken, besiyeri ile arasında hava kabarcığı kalmamasına dikkat edilmelidir. Eğer kabarcıklar kalırsa, filtre yavaşça kaldırılarak tekrar yerleştirilir. Petri kapağı hemen kapatılır. Buharlaşma varsa petri kapağı birkaç dakika aralık bırakılır.
7. Her örnek için iki paralelli tayin yapılır. Petriler 35 oC’de 24 saat inkübe edilir.

8. İnkübasyon sonunda filtre üzerindeki metalik parlaklığa sahip kırmızı koloniler sayılır ve sonuçlar raporlanır.

UYGULAMA 7: Deniz Sularında Enterococci Belirlenmesi

     

      Dökme Plak Yöntemi

Amaç: Deniz suyunda dökme plak yöntemi ile enterococci belirlenmesi
Öğrenci, deniz suyu örneğini doğrudan kullanır veya seyreltmesini hazırlar. Dökme plak yöntemi ile ekim yapar. İnkübasyondan sonra, koloni sayıcıda tipik kolonileri sayar ve örnekteki sayıyı belirler.
Bu uygulama ile, öğrenci;
1. Daha önce uyguladığı dökme plak yöntemini ve yöntemin uygulanmasında dikkat edilmesi gereken noktaları pekiştirmiş olacaktır.

2. Koloni sayıcıda sayım yapabilecektir.

Kullanılan Malzemeler ve Ekipman: Deniz suyu örneği, steril petri kabı, steril pipet, tüplük, seyreltme tüpleri, ringer çözeltisi, Slanetz&Bartley besiyeri, pamuk, etüv, otoklav, inkübatör
Yapılışı:

1. Slanetz&Bartley besiyeri, istenen miktarda, kutusunda tarif edildiği şekilde hazırlanır. Bu besiyeri otoklavlanmaz, kaynayana kadar karıştırılarak ısıtıcı üzerinde ısıtılarak agarın erimesi sağlanır.

2. Her örnek için iki petri kutusu hazırlanır. Petri kutularına örnek adı, seyreltme oranı, tarih ve diğer gerekli bilgiler yazılır.
3. Örneği homojen hale getirmek için, örnek şişesi iyice çalkalanır.
4. Örnekten doğrudan kullanılabilir veya örnekteki muhtemel mikroorganizma sayısına göre, daha önceki uygulamalarda yapıldığı gibi seri seyreltme hazırlanarak, bu seyreltmelerden ekim yapılır.

5. Örnekten 1.0 ml petrilere aktarılır.
6. Örnek içeren petri kutularına soğutulmuş besiyerinden 12-15 ml dökülür. Petri içerisindeki aşı ile besiyerinin karışımının sağlanması için 3 kez saat yönünde, 3 kez saatin tersi yönde, 3 kez yukarı aşağı ve sağa sola (veya 8 çizecek şekilde) hareket ettirilerek karıştırılır ve besiyeri soğumaya bırakılır.
7. Besiyeri katılaşınca, petriler ters çevrilerek 35 °C’de 48 saat inkübe edilir.
8. İnkübasyon sonunda petrilerde gelişen kırmızı-bordo renkli koloniler sayılır ve örnekteki sayı bulunur.

UYGULAMA 8: Arıtma Çamurlarında E.coli Belirlenmesi

     

      Dökme Plak Yöntemi

Amaç: Arıtma çamurunda dökme plak yöntemi ile E.coli belirlenmesi

Öğrenci, arıtma çamuru örneğini seyreltme için uygun hale getirir ve seri seyreltme hazırlar. Dökme plak yöntemi ile ekim yapar. İnkübasyondan sonra, tipik kolonileri sayarak (metalik parlaklığa sahip kırmızı renkli), örnekteki bakteri sayısını hesaplar.  

Bu uygulama ile, öğrenci;

1. Arıtma çamuru örneğinden seri seyreltme hazırlamayı öğrenecektir.

2. Daha önce uyguladığı dökme plak yöntemini ve yöntemin uygulanmasında dikkat edilmesi gereken noktaları pekiştirmiş olacaktır.
3. Besiyeri üzerinde oluşan kolonilerin sayımını yapacak ve 1 gram çamur örneğindeki bakteri sayısının nasıl hesaplanacağını öğrenecektir.
4. Koloni sayıcıda sayım yapabilecektir.

Kullanılan malzemeler ve ekipman: Arıtma çamuru örneği, steril pipet, steril petri kutusu, tüplük, seyreltme tüpleri, ringer çözeltisi, pamuk, EMB Agar, inkübatör, etüv, otoklav, orbital çalkalayıcı
Yapılışı:
1. 95 ml’lik seyreltme sıvısı ve cam boncuklar içeren sterilize edilmiş seyreltme şişesine, 10 gr çamur örneğinden aktarılır.

2. Şişe kapatılıp, 10 dakika mekanik karıştırıcıda çalkalanır. Alternatif olarak, yaklaşık 200 kez el ile de çalkalanabilir.
3. Karıştırıcıdan alınan şişe, kullanımdan önce tekrar iyice çalkalanır.

4. Hemen ardından, şişenin orta kısmından 10 ml çamur çözeltisinden alınarak, 90 ml’lik seyreltme şişesine eklenir. Böylece 10-2 seyreltmesi hazırlanmış olur.
5. Şişe kapatılarak iyice çalkalanır ve bu seyreltmenin 10 ml’si alınarak diğer şişeye aktarılır.

6. Bu şekilde, 10-7’ye kadar devam edilir. Bazı durumlarda 10-8 ve 10-9 seyreltmelerine de ihtiyaç duyulabilir.
7. EMB Agar kutusunun üzerinde tarif edildiği şekilde uygun miktarda hazırlanır. 

8. Her örnek için iki paralelli ekim yapılır. Her örnek için iki petri kutusu hazırlanır. Petri kutularına örnek adı, seyreltme oranı, tarih ve diğer gerekli bilgiler yazılır.
9. Örneği homojen hale getirmek için, örnek şişesi iyice çalkalanır.
10. Örnekten 1.0 ml petrilere aktarılır.
11. Örnek içeren petri kutularına soğutulmuş besiyerinden 12-15 ml dökülür. Petri içerisindeki aşı ile besiyerinin karışımının sağlanması için 3 kez saat yönünde, 3 kez saatin tersi yönde, 3 kez yukarı aşağı ve sağa sola (veya 8 çizecek şekilde) hareket ettirilerek karıştırılır ve besiyeri soğumaya bırakılır.
12. Petriler 35-37 ºC’de 24 saat inkübe edilir.

13. İnkübasyon sonunda filtre üzerindeki metalik parlaklığa sahip kırmızı koloniler sayılır ve sonuçlar raporlanır.

UYGULAMA 9: Aktif Çamur Örneğinin Çamur Hacim İndeksinin Belirlenmesi ve   Mikroskobik İncelemesi

Amaç: Aktif çamur örneğinin çamur hacim indeksinin belirlenmesi ve aktif çamur örneğinin mikroskopik incelemesi, aktif çamurda bulunan çeşitli organizmaların ve morfolojik yapılarının gözlenmesi 
Öğrenci, bir tesisten aldığı çamur örneğinin öncelikle AKM konsantrasyonunu belirler. Imhoff hunisinde çöken çamur hacmini belirler ve bu değerlerle çamur hacim indeksini hesaplar. Ardından, aktif çamur örneğinden preparat hazırlar ve mikroskopta inceler.

Bu uygulama ile, öğrenci;

1. Çamur hacim indeksini belirleme yöntemini öğrenecektir.

2. Çamur hacim indeksi belirlenmesinin aktif çamur prosesindeki önemini kavrayacaktır.
3. Aktif çamurda bulunan mikroorganizmaların morfolojilerini gözlemleyerek, temel özellikleri hakkında bilgi sahibi olacaktır.

Kullanılan Malzemeler ve Ekipman: Aktif çamur örneği, pipet, lam, lamel, ışık mikroskobu, etüv, desikatör, hassas terazi, cam elyaf filtre, filtrasyon seti, alüminyum tartım kapları, imhoff hunisi, pens
Yapılışı:
AKM tayini

1. Filtre kağıdı 103-105 ºC’de 1 saat tutularak sabit tartıma getirilir. Desikatörde soğutulup tartılır (B).

2. İyice karıştırılmış 100 ml örnek sabit tartıma gelmiş filtreden süzülür.

3. Filtre pens yardımıyla alınarak, alüminyum kaba konur. Etüvde 103-105 ºC’de 1 saat kurutulur, desikatörde soğutulur ve tartılır. Sabit tartıma ulaşana kadar, kurutma, soğutma ve tartım işlemine devam edilir (A).

4. Toplam askıda katı madde miktarı aşağıdaki formülden hesaplanır:
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A = filtre + kalıntı, (mg)

B = filtre darası (mg)

Çamur hacim indeksinin (SVI) belirlenmesi
1. İyi karıştırılmış aktif çamur örneğinin AKM konsantrasyonu belirlenir.

2. Havalandırma tankından alınan karışık sıvı 1 litrelik derecelendirilmiş silindire aktarılır.

3. 30 dakika çökelmeye bırakılır. Çamur hacmi kaydedilir (ml).
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Mikroskobik İnceleme
1. Aktif çamur örneğinden bir pipet yardımı ile örnek alınır, temiz bir lam üzerine bir damla damlatılır.
2. Üzeri hava kabarcığı oluşturmayacak şekilde 45o’lik açı ile lamel kapatılır.

3. Hazırlanan preparat ışık mikroskobunda önce 4’lük, sonra 10’luk ve 40’lık büyütmelerde incelenir. Gerekirse immersiyon yağı kullanılarak immersiyon objektifinde (100’lük) inceleme yapılır.

UYGULAMA 10: Toprak Örneklerinde Aktinomiset Belirlenmesi

       

        Çift Tabakalı Dökme Plak Yöntemi
Amaç: Toprak örneğinde çift tabakalı dökme plak yöntemi ile aktinomiset belirlenmesi
Öğrenci, toprak örneğinin nem yüzdesini belirler. Seri seyreltme hazırlar. Çift tabakalı dökme plak yöntemini kullanarak, örnekten veya seyreltmesinden ekim yapar. Sayımdan sonra, yaş ve kuru ağırlık cinsinden koloni sayılarını hesaplar.  

Bu uygulama ile, öğrenci;

1. Çift tabakalı dökme plak yöntemini öğrenecektir.

2. Toprak örneklerinde nem tayinini öğrenecektir.

Kullanılan Malzemeler ve Ekipman: Toprak örneği, alüminyum tartım kabı, hassas terazi, spatül, cam boncuk, 90 ml’lik seyreltme şişeleri, seyreltme tüpü, antifungal antibiyotik, ringer çözeltisi, nişasta-kazein agar, mekanik çalkalayıcı, steril pipet, steril petri kutusu, orbital çalkalayıcı, inkübatör, otoklav, etüv, 

Yapılışı:

1. Toprak örneği iyice karıştırılır.

2. Örnekten 10 – 20 gr’lık tartım alınır, 105 – 110 °C’de sabit ağırlığa kadar kurutulur.

3. Örneğin % nem içeriği, aşağıdaki formülden hesaplanır.
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4. Toprak örneğinin 10 gr’ı, 95 ml seyreltme sıvısı ve cam boncuk içeren şişeye aktarılır. Orbital çalkalayıcı da, 10 dakika çalkalanır.

5. Çalkalayıcıdan alınan örnek, kullanılmadan önce tekrar hızlı bir şekilde çalkalanır. Hemen ardından, şişenin orta kısmından 10 ml alınıp, 90 ml’lik seyreltme şişesine aktarılır. Böylece 10-2 (1:100) seyreltmesi hazırdır.

6.  10-7’ye kadar seyreltme işlemine devam edilebilir.

7.   Her seyreltme için 3 petri hazırlanır.

8.   Petrilere steril nişasta – kazein agardan 15 ml aktarılır ve alt tabakayı oluşturmak üzere katılaşması beklenir.

9.  17 ml besiyeri içeren (erimiş, 45 - 48 °C’de) tüpe, seyreltilmiş veya orijinal örnekten 2 ml ve antifungal antibiyotik olan cycloheximide’den 1 ml ilave edilir. Antibiyotik iyi kalitede saf su ile hazırlanır (1mg/1ml), otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilir.

10. Aşılanmış agardan 5 ml, petri içindeki katılaşmış tabaka üzerine pipetlenir. Yüzeydeki tabakanın eşit dağılımını sağlamak için petri yavaşça sağa sola döndürülür.

11. Besiyeri katılaştıktan sonra petriler ters çevrilir ve koloni oluşana kadar 28 °C’de 6-7 gün inkübe edilir. 

12. İnkübasyon sonunda koloniler sayılarak 1 gr topraktaki (yaş ve kuru ağırlık olarak) aktinomiset sayısı hesaplanır.

13. Gerekli olursa 100’lük büyütme ile mikroskobik inceleme yapılabilir. 

UYGULAMA 11: DENEY TASARLAMA
Bursa İli İçme Suyu Dağıtım Hattında Mikrobiyal Yeniden Çoğalma     Potansiyelinin Belirlenmesi

Amaç: Deney tasarlayıp yürütebilme, istenilen sonuca ulaşmak için verileri analiz etme ve yorumlama becerisi kazanmak.
Bu uygulama ile, öğrenci;

3. Öncelikle örnek alma noktalarını belirleyecek (deney tasarlama),

4. Örnek almada dikkat edilecek hususlara göre örneklerini alacak (deney tasarlama),

5. Hangi mikroorganizmaları tayin edeceğini belirleyecek (deney tasarlama),

6. Deneyleri nasıl yapacağını tasarlayıp (hangi besiyeri, kaç seyreltme, kaç tekrar, kullanacağı besiyeri miktarı, gerekli Ringer çözeltisi miktarı vb.) yürütebilecek (deney tasarlama ve yürütme),

7. Deney sonuçlarını elde ettikten sonra mikrobiyal çoğalma potansiyelini belirleyerek yorum yapıp, rapor hazırlayabilecektir (verileri analiz etme ve yorumlama). 
Bu deneyin yapılması ile öğrenci Çevre Mikrobiyolojisi dersinin laboratuarı kapsamında gördüğü,

· Örnek alma yöntemi,

· Seyreltme metodu,

· Kültürel sayım yöntemlerini kullanacaktır.

Yapılışı:

1. Öğrenciler sayıya göre 5 veya 7 gruba ayrılacaklardır. 

2. Her grup örnek alacakları alanları belirleyecek, daha sonra harita üzerinde örnek alma noktalarını tespit edeceklerdir.  

3. Daha sonra Bursa İli İçme suyu arıtma tesisi girişinde, çıkışında ve merkez ilçelerinde belirledikleri noktalardan (aynı hat üzerinde) örnek almada dikkat edilecek hususlara özen göstererek örnek alacaklardır. 

4. Her grup kendi örneklerinde (en az 5 örnek noktasında) mikroorganizma tayini yapacaklardır. 
5. Sonuçları yorumlayıp, mikrobiyal çoğalma potansiyelini belirleyerek rapor halinde sunacaklardır. 
Rapor Kapsamı:

Bu raporda öğrenciler;
1. Bursa İli İçme Suyu Dağıtım Hattını inceleyip örnek alma noktalarını belirleyecekler ve bu noktaları gösteren bir haritayı raporlarına ekleyeceklerdir.

2. İçme suyu dağıtım hattında yeniden çoğalma potansiyelinin neden önemli olduğu,

3. Yeniden çoğalma potansiyelini belirleyebilmek için hangi bakterilerin kullanıldığı,

4. Kullanılan bakterilerin içme suyunda bulunması gereken mevcut standartlarının ne olduğu,
5. Elde edilen deneysel verilere bağlı olarak çalışılan bölgede “mikrobiyal yeniden çoğalma potansiyelinin” ne düzeyde olduğu konularının irdelendiği bir rapor hazırlayacaklardır.
EKLER

EMS TABLOLARI
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lik Grnek ig¢in 3 tip kullenilarek 100 mltde en muhtemel sa-

y1(MPN).
e e S e
Poeitif Tlipler © Pozitif Tiipler
) ~ 100 mlt- 100 mlx
10 mX 1ml 0,1 ml. de MPW i0m 1ml 0,1 m1 de MPN
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0 s} 2 6 o] 2 2 12
0 0 3 9 0 2 3 16
o} 1 o] 3 [¢] 2 o] 9
(o] 1 1 & [ 3 1 13
v} 1 2 9 0 3 2 16
o] 1 3 12 0 3 3 19
0 2 o & 1 0 0 4
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Su örneklerinin laktoz veya lauril triptoz broth tüplerine aşılanması ve 24 ( 2 saat 35 ( 0.5 OC’ de inkübasyon





Gaz üretmiş test pozitif





Gaz üretmiş test pozitif





Gaz üretmiş test pozitif





Gaz yok veya şüpheli, tekrar 24 saat inkübasyon 


(toplam 48 ( 3 saat)





Gaz üretmiş test pozitif





Gaz  üretimi yok. Test negatif. 


Koliform grubu yok.





BGLBB’ ye ekim. 


35 ( 0.5 OC’ de inkübasyon





Endo veya EMB agara ekim, 35( 0.5 OC’ de 24 ( 2 saat inkübasyon





Gaz yok veya şüpheli, tekrar 24 saat inkübasyon 








Gaz  üretimi yok. Test negatif. 


Koliform grubu yok.





EMB agara çizgi ekimi.





Gram boyama. Gr (-) sporsuz çubuklar. Test pozitif tamamlanır. Daha ileri bir tanımlama için IMViC testi yapılır. 





Kolonilerden birkaç tanesi yatık nutrient agara veya laktoz brothlara ekim. Yatık agar 18-24 saat, laktoz broth 48 ( 3 saat 35( 0.5 OC’ de inkübasyon
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