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KOLIFORM ORGANIZMALARIN SAYILARININ TAYINI [ =Y
GOKLU TUP FERMANTASYON METODU '

——

EN MUHTEMEL SAYI METODU (EMS)

[MOST PROBABLE NUMBER METHOD (MPN)]

Koliform grubu organizmalar sadece insanlarin sindirim sisteminde degil ayni zamanda
kiimes ve ¢iftlik hayvanlari ile kedi ve kdpek gibi sicakkanli hayvanlarin bagirsaklarinda da
bulunurlar. Bu sebeple bir akarsu veya gdlde yliksek koliform konsantrasyonuna rastlanmasi,
insanlardan degil, hayvanlardan ileriye gelen bir kirlenmenin de isareti olabilmektedir.
Hayvan ve insan kaynakli kirlenmeyi birbirinden ayirabilmek i¢in koliform ve streptokok
grubu mikroorganizmalarin sayilar1 arasindaki oranin insan ve hayvanlarda 6nemli sekilde
farkl1 olmasindan faydalanilmaktadir. Evcil hayvanlarda (fekal koliform/fekal streptokok)
orani 1,0’dan kii¢lik oldugu halde insanlarda bu oran 4,0’dan biiytiktiir.

Koliform organizmalar su numunesi icerisinde uniform olarak dagilmis olmadiklarindan
bunlarin belirli bir hacim igerisine isabet eden sayilarin1 bulmak bir istatistik ve ihtimal isi
olmaktadir. Az sayida deney yapmak, dolayisiyla az bir numune kismi ile ¢aligmak yanlig
sonuglar verebilir. Bu durum ozellikle fermantasyon tiipleriyle c¢alisildiginda ortaya
cikmaktadir. Soyle ki; burada kullanilan tiipe asilanan (ekilen) numune kismi oldukea kiiglik
olup bu teknigin prensibi, numuneyi seyreltmek suretiyle fevkalade kiigiik kisimlara
ayirmaktir. Numune hacmi ne kadar kiiciikse i¢indeki bakteri ihtiva etme ihtimali o derece
azdir. Fermantasyon tiiplerine aktarilan numune igerisinde bakteri mevcutsa, inkiibasyon
sartlar1 altinda besiyerinde ¢ogalarak kiigiik tiiplerin icerisinde gaz toplanmasina sebep olur.

Coklu tiip (Sekil 1) yontemi kullanilarak igme sulari, igme suyu kalitesinin digindaki sular,
tuzlu veya act sular camurlu sular ve hatta sedimentlerdeki koli miktar1 tespit
edilebilmektedir.

Cizelge 1. Coklu tiipte laktoz broth
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COKLU TUP FERMANTASYON DENEYI

Malzemeler

1. Aseptik ortam malzemeleri (bunsen beki alevi ve dezenfektan madde)
2. Laktoz Broth besiyeri - LB

3. Brilliant Green besiyeri (Agar besiyeri) - BGB

4. 250 ml’lik bakteriyolojik balonlar

5. Mikrobiyolojik steril cam tiipler (15 adet — 1 grup ¢alisma igin)

6. Durhaim tiipleri

7. Petri kutular

8. Spor

9. Pipetler (10ml ve I ml)

10. Steril distile su

Cihazlar

Otoklav

Etiiv
Inkiibator
Mikroskop
Koloni sayaci

ogrwn PR

Deney Adimlari:

TSE ve ISO Standartlarina gore analiz yapilmakta olup coklu tiip fermantasyon teknigi 3
temel adimda gergeklestirilir. Bunlar:

A. Tahmin Deneyi
B. Dogrulama Deneyi
C.Tamamlama Testi
seklindedir.

A. Tahmin Deneyi

1. Cam tiipler (3*5=15 adet — tek grup i¢in) otoklavda steril edilir

2. Laktoz broth (LB) besiyeri hazirlanir

3. LB besiyeri, her bir steril deney tiiptine 10 ml hacimde dagitilir

4. Besiyerli cam tiiplerin igerisine Durhaim Tiipleri ters konumda yerlestirilip otoklavda
120 derece ve 1 atm basingta 15 dk siireyle steril edilir. Bu esnada cam tiiplerin

icerisindeki besiyeri hem steril edilir hem de durhaim tiipleri igerisindeki hava disar
cikarak sivi besiyeri igerisine rahatca dalmalar1 saglanir
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Sterilizasyon esnasinda diger bir taraftan, koli tayini yapilacak numune evsel atiksu ise
oncelikle 107 kat seyreltilip sonrasinda bu numuneden

e 1 mlalimp 10 ml ye tamamlanir (10 seyreltme orani), bu numuneden

e 1 mlalimp 10 ml ye tamamlanir (10° seyreltme orani), bu numuneden

e 1 mlalinip 10 ml ye tamamlanir (10 seyreltme orani)

Hazirlanan herbir numune konsantrasyonu (10'4, 107, 10'6), icerisinde besiyeri ve
durhaim tiipleri bulunan steril edilmis her 5 tiibe bir konsantrasyon gelecek sekilde
toplam 15 tiibe aseptik sartlarda dikkatli bir sekilde ekim yapilir

Sayet numune ¢ok sayida koli ihtiva ediyorsa seyreltme oranlari arttirilabilir. Ek
olarak; igme suyu numunesinde koli tayini yapilacaksa seyreltme yapmaya gerek
yoktur

Ekim yapilan tiipler 35 derecede 24+24 saat siireyle inkiibatorde bekletilir

48 saat sonunda durhaim tiiplerinde gaz tesekkiilii meveut mu gozlemlenir. Gaz
tesekkiilii pozitif sonugtur ve numunede koliform bakterilerin mevcut oldugunun
tahmini bir gostergesidir. Pozitif sonu¢ alinan tiipler ilgili Cizelge 1°de (+) olarak
isaretlenir

Negatif sonug, mikrobiyal bir ¢ogalmanin olmadigini ya da iiremenin gazsiz oldugunu
gosterir. Bu durumda koli grubu bakteriler yoktur ve sonug¢ negatif (-) olarak ilgili
Cizelge 1°de isaretlenir

Tahmin deneyi bitmistir. Burada alinan pozitif sonug, koliformlarin mevcut oldugunu
kesin olarak gdstermez. Dogrulma deneyi ile analize devam edilmelidir.

B. Dogrulama Deneyi

1.

Brilliant Gren (BGB) besiyeri hazirlanir (koliform bakterilerin ortam sartlarina
dayanimu, farkli bir besiyeri kullanilarak test edilir)

Hazirlanan BGB, 15 adet farkli cam tiibe 10 ml hacimde dagitilir

Cam tiiplerin igerisine durhaim tiipleri yerlestirilip otoklavda steril edilir

Tahmin deneyinde kullanilan ve sadece pozitif sonug¢ veren tiiplerden steril bir 6ze
yardimiyla numuneler alinip BGB’li steril tiiplere ekim yapilir (stvidan siviya ekim).
Burada benzer oranli tiipler benzer oranl tiiplere ekilmelidir

Ekim yapilan tiipler 35 derecede 24+24 saat siireyle inkiibatorde bekletilir

Inkiibasyon sonrasinda durhaim tiiplerinde gaz tesekkiilii gozlemlenir. Burada gaz

cikist varsa, bunlarin koli grubu bakteriler olduguna karar verilir ve sonuglar (+) ya da
(-) olarak ilgili ¢izelgede isaretlenir (Cizelge 1).
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Dogrulama deneyi bitmistir. Burada alinan pozitif sonug, koliformlarin mevcut oldugunun
kesin kaniti olup fekal orijinli olup olmadiginin kesin kaniti degildir (Bunun igin
tamamlama testi yapilmalidir)

Cizelge 1. Coklu tiip fermantasyon yonteminde deney sonuglarinin kaydedilmesi

(Ornek Tablo)
ZAMAN LAKTOZLU SIVI BESIYERI (TAHMIN EMS |
DENEYI)
( Saat) 10 mi ! 1ml 0,1 mi 100m!
24 £ 92 + |+ |+ |+ F|F+]|-]=-]=|=|=]|-]-=
48 + 2 ++ [+ -]~ |
BGB'li SIVI BESIYERI (DOGRULAMA
DENEYI)
24 + 2 +l+ ]+l +]-]-]-]-1-]-]-]-
| 48: ' R EE
Kombin@zon 5 3 0 80

C. Tamamlama Deneyi

1.

2.

Dogrulama deneyinin alternatifi olup fekal orjinli koliyi bulmak amaciyla yapilir

Kat1 besiyeri (LES ENDO agarli) kullanilir, bakteri sadece ekildigi yerde iirer ve
koloni teskil eder (Sekil 2)

Tahmin deneyinde pozitif sonu¢ veren tiiplerdeki numuneler, ¢izgi ekimle petri
kutularina ekilir (sividan katiya ekim)

44.5 derecede 24+24 saat inkiibasyon yapilir

Petri kutusunda sari, yesil ve kirmizimtirak parlak metalik renkli koloniler E.coli

olarak tespit edilir.
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Sekil 2. Koliform organizmalarin ENDO besi ortaminda gelisimi

HESAPLAMA

Coklu tiip yonteminde, aynt hacimde numune ihtiva eden cesitli fermantasyon tiipleri
kullanilarak yapilan dogrulama deneyleri sonucunda elde edilen pozitif sonuglar
dogrultusunda belirlenen degerler istatistiksel agidan tespit edilerek standart metotta
Cizelgeler halinde verilmistir (Cizelge 2. Cizelge 3. Cizelge 4 ve Cizelge 5). Bu yontemle
verilen sonug, kantitatif olmayip calisilan numune hacmi ve gaz veren tiip sayisina bagh
olarak gelistirilen birer olasilik hesaplaridir. Su numunelerindeki toplam koliform sayilari
EMS olarak ilgili olasilik Cizelgelerinde okunup sonuglar, cfu/100 ml seklinde rapor
edilmektedir.

Cizelge 2. 5 adet 10 mI’lik ekimler sonucu elde edilen pozitif sonuglara gére EMS degerleri

POZITIF TUP SAYISI | EMS Adet/100 ml
0 =22
1 2.2
B 2 5.1
| 3 9.2 |
4 16.0
'jl' 5 ~16.0
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Cizelge 3. 10 adet 10 ml’lik ekimler sonucu elde edilen pozitif sonuglara gére EMS degerleri

POZITIF TUP SAYISI EMS Adet/100 ml
0 <1.1
1 1.1
2 22
3 36
4 5.1
5 69
6 9.2
7 12.0
B 16.1
9 23.0
10 >23.0

Cizelge 4. Her seyreltme icin (10, 107, 10) 5 tiipe ekim yapilmas1 durumunda pozitif

sonuglara gore EMS degerleri

[ Poritf EMS Pozitif EMS Pozitif EMS
Kombinasyon | Adet/ 100 ml | Kombinasyon | Adet/ 100 ml | Kombinasyon | Adet/ 100 ml
000 <2 3.2 14 5-2-0) il
0-0- 2 321 17 521 70
0-10 Z 400 13 5:2:2 40
_ 10 Z 41 17 530 B0
1-0-1 4 4-1-0 17 531 110
0 | 4 411 21 532 | 140
4 6 4-1-2 26 533 | 1M
1-20 6 4-2-0 22 540 130
200 4 4-2-1 26 §4-1 170
B 1 4340 27 5-4-2 0
244 7 4-3-1 3 §4-3 B/
211 9 440 L 544 | 36
2:20 : 500 _n 564 Ly
&30 12 | 501 3 55 300
30 ; - | 552 500
301 11 2-1-0 30 333 400
30| 1 5-1-1 50 554 1600
311 14 512 60 555 >1600
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Cizelge 5. 100 ml numune basina koliform bakterilerinin en muhtemel sayisi

Fozitif tip ozt tip Pozltlf tip Pozitlf tiip Pozitif tip

Pozltif tup

BayLaL

BA}18L

LEA LT

EAYIS5L

sayial

EYIEL

ExMZs 10 1 01 EMS 1 1 01 EMS 10 1 01 EMS

0.1
v mbLomb (MPey mL omL mL (MPN) mL mL mbL (PN} mL mL mL (MPN) mL mL mL (MPN) mL mL mL [MPN)

1

10

0.1 EMS3

w 1

0.1 EM3

1

a1

43

B3
]

L]

4.4

46

G4

B4
10

130

H]

w2

4

5]
1

150
180

T8
110
140
180
210

250

1

11

L]

el

130
T
220
280
a50

430

240
a50
540
820
1500

4

BL

L]

24
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