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TURK STANDARDLARININ YAYIN HAKLARI SAKLIDIR.




- Bugunki teknik ve uygulamaya dayanilarak hazirlanmis olan bu standardin, zamanla ortaya cikacak
gelisme ve degisikliklere uydurulmasi mimkin oldugundan ilgililerin yayinlari izlemelerini ve standardin
uygulanmasinda karsllastiklari aksakliklari Enstitimize iletmelerini rica ederiz.

- Bu standardi olusturan Hazirlik Grubu Uyesi degerli uzmanlarin emeklerini; tasarilar Gzerinde gorislerini
bildirmek suretiyle yardimci olan bilim, kamu ve 6zel sektdr kuruluglari ile kisilerin degerli katkilarini
stikranla anariz.
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Kalite Sistem Belgesi
imalat ve hizmet sektorlerinde faaliyet gosteren kuruluslarin sistemlerini TS EN ISO 9000 Kalite
Standardlarina uygun olarak kurmalari durumunda TSE tarafindan verilen belgedir.

Turk Standardlarina Uygunluk Markasi (TSE Markast)

TSE Markasi, Uzerine veya ambalajina konuldugu mallarin veya hizmetin ilgili Ttrk Standardina uygun
oldugunu ve mamulle veya hizmetle ilgili bir problem ortaya c¢iktiginda Tirk Standardlar Enstitisi'nin
garantisi altinda oldugunu ifade eder.

TSEK

Kalite Uygunluk Markas! (TSEK Markasi)

TSEK Markasi, Uzerine veya ambalajina konuldugu mallarin veya hizmetin heniiz Turk Standardi
olmadigindan ilgili milletlerarasi veya diger Ulkelerin standardlarina veya Enstitl tarafindan kabul edilen
teknik 6zelliklere uygun oldugunu ve mamulle veya hizmetle ilgili bir problem ortaya ciktiginda Turk
Standardlari Enstitist'niin garantisi altinda oldugunu ifade eder.

DIKKAT!

TS isareti ve yaninda yer alan sayi tek basina iken (TS 4600 gibi), mamulin Turk Standardina uygun
Uretildigine dair Ureticinin beyanini ifade eder. Turk Standardlari Enstitiisi tarafindan herhangi bir
garanti s6z konusu de gildir.

Standartlar ve standardizasyon konusunda daha geni g bilgi Enstitimiizden sa  glanabilir.

TURK STANDARDLARININ YAYIN HAKLARI SAKLIDIR.
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- Bu Standard, CEN tarafindan kabul edilen EN ISO 9308-1(2000) standardi esas alinarak, TSE Cevre
Hazirlik Grubu'nca hazirlanmis ve TSE Teknik Kurulu'nun 26 Nisan 2004 tarihli toplantisinda Tirk
Standardi olarak kabul edilerek yayimina karar verilmistir.
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Su kalitesi - Escherichia coli ve  koliform bakterilerin tespiti ve sayimi -
BoOlum 1: Membranla stizme yontemi

0 Girs
Fekal kirliligin varligi ve derecesi, bir su kitlesinin kalitesinin degerlendiriimesinde énemli bir faktérdir ve
enfeksiyon nedeniyle insan saghg! icin tehlike olusturur. Su numunelerinin, normalde insan ve diger sicak
kanli hayvanlarin bagirsaklarinda yasayan Escherichia coli mevcudiyeti bakimindan analiz edilmesi, boyle
bir kirliligin varigini gosterir. Bazi koliform bakteriler sadece bagirsaklarda degil, toprak icerisinde ve tatli su
ylizeyinde yasadigindan, koliform bakteriler icin yapilan analizlerin yorumlanmasi daha zor olabilir. Bu
nedenle koliform bakterilerin varligi her ne kadar fekal kirliligin bir kaniti degilse de aritma veya dagitimdaki
bir arizanin gostergesi olabilir, izole edilen tirlerin tanimlanmasi bazen bu tirlerin orijinleri hakkinda bir fikir
verebilir.

1 Kapsam

Bu standard, insanlarin tiketimine verilen suda Escherichia coli ve koliform bakterilerin tayini ve sayimi icin
bir referans yontemi (standard deney) kapsar. Standard deney, membran stizme isleminden sonra ayirt edici
bir agar besiyerinde kultir yapiimasina ve numunedeki hedef organizmalarin sayisinin hesaplanmasina
dayanir.

Standard deney, hasarli bakterilerin tayinine izin veren dustk bir secicilige sahiptir. Dusuk seciciligi
nedeniyle, dezenfekte edilmemis ve yiksek bir istenmeyen gelisme verimine sahip sig kuyu sulari gibi bazi
icme sularinda, istenmeyen gelisme, E.coli ve koliform bakterilerin gercek sayisi Uizerinde bozucu etkiye
sebep olabilir. Bu nedenle bu standard 6zellikle, dezenfekte edilmis sular ve bakteri sayisi diisik diger sular
icin uygundur.

Bu standard, bilgiye suratle ihtiya¢ duyulan 6zel durumlarda faydali olabilecek, insan tiiketimine verilen suda,
yalnizca 24 saat icerisinde E.coli tayini icin hizli bir ydntemi de (hizli deney) ihtiva eder. Hizli deney,
membran siizme isleminden sonra secici sartlar altinda kulttr yapilmasina ve numunedeki E.coli sayisinin
hesaplanmasina dayanir.

Bu standarddaki hizli ve standard deneyler, askida kati madde veya istenmeyen floranin stizme, kultir ve
sayim Uzerinde bozucu etki yapmamasinin saglanmasi kaydiyla diger ¢esit sulara da uygulanabilir.

2 Atf yapilan standard ve/veya dokimanlar

Bu standardda, tarih belirtilerek veya belirtimeksizin diger standard ve/veya dokiimanlara atif yapiimaktadir.
Bu atiflar metin icerisinde uygun yerlerde belirtimis ve asagida liste halinde verilmigtir. Tarih belirtilen
atiflarda daha sonra yapilan tadil veya revizyonlar, atif yapan bu standardda da tadil veya revizyon yapilmasi
sarti ile uygulanir. Atif yapilan standard ve/veya dokimanin tarihinin belirtiimemesi halinde en son baskisi
kullantlir.

EN, ISO IEC vb ~Adi TS Nov Adi
No (Ingilizce) (Tarkce)
ISONEC Guide 2 |Standardization and related - -
activities
ISO 3696:1987 | Water for analytical laboratory use- |TSENISO 3696 |[Su - Analitik
Specification and test methods Laboratuvarinda Kullanilan -
Ozellikler ve Deney
Yontemleri
ISO 5667-1:1980 |Water quality - Sampling - Part 1: TS 5089 Su Kalitesi - Numune Alma -
Guidance on the design of Kisim 1: Numune Alma
sampling programmes Programlarini Hazirlama
Kurallari

TSE Notu : Atif yapilan standarlarin TS numarasi ve Turkge adi 3. ve 4. kolonda verilmistir.
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EN, ISO IEC Vb ~Adi TS NoV Adi
No (Ingilizce) (Tarkce)
ISO 5667-2:1991 |Water quality - Sampling - Part 2: TS 5090 Su Kalitesi - Numune Alma -
Guidance on sampling techniques Kisim 2: Numune Aima
Teknikleri
180 5667-3:1994 |Water quality - Sampling - Part 3: TS5106 Su Kalitesi - Numune Alma
Guidance on the preservation and Kisim 3 -Numunelerin
handling of samples Muhafaza ve Tasinma
Kurallari
ISO 6887-1:1999 |Microbiology of food and animal TS 6235 Gida ve Hayvan Yemleri
feeding stuffs - Preparation of test |EN 1SO 6887-1 Mikrobiyolojisi- Deney
samples, initial suspension and Numunelerinin Baslangic
decimal dilutions for microbiological Siuspansiyonunun ve
examination - Part: 1 General rules Ondalik Seyreltilerinin
for the preparation of the initial Hazirlanmasi icin Genel
suspension and decimal dilutions. Kurallar
ISO 8199:1988  |Water quality - General guide tothe |TS 9528 Su Kalitesi -
enumeration of micro-organisms by Mikroorganizmalarin Kultr
culture. Yoluyla Sayimi Genel
Kurallar

3 Terimler ve tarifler
Bu standardin amaglari bakimindan ISO/IEC Guide 2'de verilen terimler ve tariflere ilave olarak, asagidaki
terimler ve tarifler uygulanir.

3.1 Laktoz pozitif bakteriler, (standard deney)
Aerobik olarak (36+3) T'da koloni olu sturabilen, secici ve ayirdedici laktoz kiiltir besiyerinde (21 £3) saat'te
asit uretebilen bakteriler.

3.2 Koliform bakteriler, (standard deney)
Madde 3.1 de tanimlandigi gibi laktoz pozitif olan oksidaz negatif bakteriler.

3.3 Escherichia coli, (standard deney)
(44,0£0,5 T'da (21 +3) saat'te triptofandan indol Ureten, Madde 3.2'de tanimlanan koliform bakteriler

3.4 Escherichia coli, (hizli deney)
Safraya direncli, ayni zamanda (44,0+0,5) T'da (21 +3) saat'te triptofandan indol Ureten bakteriler.

4  Prensip

41  Yontemin genel tanimi

Yontem, asagida belirtildigi gibi paralel olarak calisilabilen referans standard deney ve istege bagh hizli
deney olmak Uzere iki kisimdan olugur ve membran stizme teknigine dayanir. Standard deney, 2-3 gin
icerisinde E.coli ve koliform bakterilerin tayin edilmesi ve sayllmasina imkan saglayan membranin segici
besiyeri lzerinde inkibasyonu ile ardindan ileri biyokimyasal 6zellik olarak tipik laktoz pozitif kolonilerin
gelismesini ihtiva eder. Hizl deney (21+3) saatte E.coli nin tayinine ve sayimina izin veren iki inkiibasyon
basamagindan olugur. Standard deney ve hizli deneyin her ikisi de paralel sekilde yurutulirse, E.coli igin
nihal sonug olarak bu iki deneyin sonuglarindan degeri yiksek olani alinir.

42  Suzme ve inkiibasyon

Numunenin deney kisimlari bakterileri tutan membranlardan siztlir. Bir membran (standard deney) (3612)
T'da (21+3) saat inkiibe edilmek Uzere bir secici | aktoz agar besiyeri Gizerine yerlestirilir ve bir membran da
(mzh deney) (36+£2) T'da 4 saat - 5 saat inkiibe e dilmek Uzere bir kazein (triptik 6zit) ihtiva eden agar
besiyeri tzerine yerlestirilir. Takiben hizli deneyde kullanilan membran kazein (triptik 6zit) ve safra tuzlar
ihtiva eden bir agar besiyeri tizerinde (44,0+0,5) °C'da 19 saat - 20 saat inkiibe edilir.
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4.3 Dogrulama ve de gerlendirme, (standard deney)

Membran Uzerinde laktoz pozitif olan karakteristik koloniler sayilir. E. Coli ve koliform bakterilerin dogrulama
deneyleri (oksidaz ve indol Uretimi) icin rasgele secilen karakteristik kolonilerin alt kilttrleri yapilir.
Numunenin 100 mL'de olmasi muhtemel laktoz pozitif E. Coli ve koliform bakterilerin adedi sayilir.

44  Dogrulamave de gerlendirme, (hizl deney)
Agar besiyerinden saglanan triptofandan indol olusturabilen membran Gzerindeki koloniler E.coli olarak kabul
edilir. Numunenin 100 mL'de olmasi muhtemel E. coli adedi sayilir.

5 Cihazlar ve cam malzeme
Genel mikrobiyoloji [aboratuvar donanimi ve 6zellikle asagida verilenler;

51 Buhar yoluyla sterilizasyon icin alet (otoklav)
Steril olmayan cam malzeme ve aletleri, ISO 8199'da verilen talimatlara uygun olarak steril edebilen.

52  $Su banyosu ve/veya inkiibator
(36+2) C'da termostatla kontrol edilen.

53  Subanyosu ve/veya inkibator
(44,0+0,5) T'da termostatla kontrol edilen.

Not - Hizli deney icin, Madde 5.2 ve Madde 5.3 deki inklbatérlerin yerine, (36+2) T ve (44,0+0,5) Tda ¢ ift
ayarli bir programlanabilir inktibator kullanilabilir.

54  pHmetre
(20,1) dogrulukla dlcen.

5.5 Membran siizme donanimi
ISO 8199 ile uyumlu olan.

5.6 Membran siizgecler
Selliloz esterlerinden olusan, genellikle 47 mm veya 50 mm capinda, tercihan kare seklinde bolinmis ve
g6z acikligi anma capi 0,45 um oranina esdeger bir sizme 6zelligi olan.

Siizgecler, bakteri gelismesini engelleyen veya bakteri gelismesini tesvik eden 6zelliklerden ari olmali ve
kare seklinde bolmeler icin kullanilan murekkep bakterilerin gelismesine tesir etmemelidir. Stizgegler steril
degilse, imalat¢ginin talimatlarina uygun olarak steril edilmelidir. Ozellikle farkli stizge¢ markalari
kullanildiginda farkli renkler gelisebileceginden, membranlarin her partisi ISO 7704'e uygun olarak, deneye
uygunluk acgisindan denenmelidir.

Not - Renk gelismesinin daha iyi sekilde tayini icin hizli deney kullanildi§l zaman yesil membran stizgecler
faydali olabilir.

5.7 Ugclar yuvarlak pensler
Siizgeclerin tutulmasi tasinmasi ve yerlestirilmesi igin.

5.8 Ultraviyole lambasi
254 nm dalga boyunda (dusiik basincli civa lambasi) olan.

UYARI - UV 1gin1 gozlerde ve deride tahri  se neden olur. Koruyucu gézliik ve eldivenler kullani Imalidir.

5.9 Sizgec pedleri
Capi en az 47 mm olan.
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6  Kdaltar besiyeri ve reaktifler

KUiltir besiyeri ve reaktifleri hazirlamak Igin benzer kalitede olan bilesenler ve analitik saflikta olan kimyasal
maddeler (Not) kullaniimali, Ek B'de verilen talimatlar takip edilmelidir. Alternatif olarak, ticari olarak mevcut,
Ek B'de verilen terkipler ile uyumlu kiilt(ir besiyerleri ve reaktifler kullaniimali ve imalatcinin talimatlar! titizlikle
takip edilmelidir.

Not - Deneylerde esdeger performans goéstermelerinin saglanmasi sartiyla, farkli saflikta kimyasal
maddelerin kullaniimasi mimkundur.

Kiltdr besiyeri hazirlamak igin, ISO 3696'ya uygun, deney sartlari altinda bakteriyel gelismeyi
engelleyebilecek maddelerden arindiriimis cam malzemede damitilmig su veya deiyonize su kullaniimaldir.

Aksi belirtiimedikce, hazirlanan besiyeri (5£3) T' da karanlikta muhafaza edilirse ve buharlasmaya karsi
korunursa en fazla bir ay streyle kararl kalir.

7  Numune alma
Numuneler, ISO 5667-1, ISO 5667-2 ve ISO 5667-3'e uygun olarak alinir ve laboratuvar'a teslim edilir.

8 lislem

8.1 Numunenin hazirlanmasi

Numunenin hazirlanmasi icin, stizme ve izolasyon besiyerine asilama, ISO 8199 ve ISO 6887-1'de verilen
talimatlar takip edilerek yapiimalidir. Deneye, tercihen numune alinmasindan hemen sonra baglanmalidir.
Numuneler besiyeri sicakliginda (karanlkta, 25T'u a smayan sicaklikta) korunursa numune alindiktan sonra
6 saat icerisinde deneye baslanmalidir. Olagantsti sartlar altinda numuneler, deneyden 24 saat 6ncesine
kadar (5+3) T'da korunabilir.

8.2 Suzme

Caligilacak numunenin 100 mL'si (veya daha fazla hacimlerde, 6rnedin siselenmis su icin 250 mi bir
membran stizgec¢ (Madde 5.6) kullanilarak stizilir. Membran siizge¢ Madde 8.3 ve Madde 8.4'de belirtilen
kendi agar besiyerleri Gizerine, stizgeg ile agar besiyeri arasinda hava kalmadigindan emin olacak sekilde
yerlestirilir.

8.3 Inkilbasyon ve ayirma, (standard deney)
Siizmeden (Madde 8.2) sonra membran siizgeg Laktoz TTC agar plagi Uzerine yerlestirilir ve (36x2)T'da
(21+3) saat inkube edilir.

Not 1 - inktibasyon suresinin 44+4 saat uzatiimasi deneyin hassasiyetini artirabilir ve dzellikle (21+3) saat
sonunda tipik koloniler gérilmeyen pléklar icin faydahdir.

Not 2 - 44 T'da inkiibasyon icin ilave bir membran stizg ec kullaniimasi, istenmeyen gelisme probleminin
Ustesinden gelebilir.

Membran slizgecler incelenir ve membran siizge¢ altindaki besiyerinde sari bir renk gelisimi gosteren biittin
karakteristik koloniler, boyutlarina bakiimaksizin laktoz pozitif bakteriler olarak sayilir. Oksidaz ve Indol
deneyleri i¢in tercihan alt kdltirlerin hepsi veya sirasiyla triptofan sivi besiyeri (Madde B.2) veya secici
olmayan agar (Madde B.3) Uzerinden elde edilen karakteristik kolonilerin temsili bir sayisi (en az on tane)
alinr.

Secici olmayan agar (36+2) T'da (21+2) saat sireyl e inkiibe ediimeli ve oksidaz deneyi asadidaki sekilde
yapilimaldir.
iki - U¢ damla taze hazirlanmis oksidaz reaktifi (Madde B.5.3) bir stizge¢ kagidi Uzerine damlatilir.
Cam cubuk, tahta cubuk, plastik veya platin (nikel krom olmayan) tel 6ze ile koloninin bir kismi
hazirlanan siizge¢ kagdidi tizerine surdlir.
30 saniye icerisinde koyu mavi - mor rengin ortaya ¢iktiginin gorilmesi, pozitif reaksiyon olarak
kabul edilir.

Triptofan sivi besiyeri bulunan (Madde B.2) cam tiip (44,0+0,5)C'da (21+3) saat inkUbe edilir ve iceri sine 0,2
mL - 0,3 mL Kovacs reaktifi ilave edilmek suretiyle indol Uretimi incelenir. Sivi besiyeri ylizeyinde kiraz
kirmizisi bir rengin olugsmasi indol tretimini dogrular.

4
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Oksidaz negatif reaksiyon veren bltln koloniler koliform bakteri  olarak sayilir
Oksidaz negatif ve indol pozitif reaksiyon veren biitiin koloniler E.coli olarak sayilir.

Not 3 - Fekal ve su/toprak kokenli turlerin ayrimi gibi 6zel durumlarda, koliform bakterilerin teshisine ihtiyag
duyulabilir.

8.4 Inkiibasyon ve ayirma, (hizli deney)

Stizmeden (Madde 8.2) sonra Membran slizge¢ TSA besiyeri (Madde B.3) lizerine yerlegtirilir ve (36+2)
C'da 4 saat - 5saat inkiibe edilir. Daha sonra memb ran stizge¢ TBA besiyeri (Madde B.4) lzerine
yerlestirilir ve (44,0£0,5) C'da 19 saat - 20 saat inkub e edilir.

istenirse iki agar besiyeri, ikiye ayrilmis bir plak icerisinde birlikte kullanilabilir (Madde B.4). Bu durumda
membran silizgec, taze hazilanmis TBA (Madde B.4) ve TSA (Madde B.3)'den olusan ikiye ayriimis plak
Uzerine yerlestirilir ve (36+2) T'da 4 saat - 5 saat, takiben (4 4,0+0,5) T'da 19 saat - 20 saat inkuibe edilir.

Inktibasyondan sonra membran siizgeg, indol reaktifi (Madde B.5.2) ile doyuruimus bir slizgeg yastik (Madde
5.9) Uzerine yerlestirilir ve renk geligimine bagl olarak 10 dakika - 30 dakika ultraviyole lambasi ile UV
Isimasina maruz birakilir. Membran stizgeg tzerindeki biittin kirmizi koloniler E.coli olarak sayilir.

Not 1 - Ticari olarak bulunan, su bazli reaktifler UV isimasina ihtiya¢ olmadan hizli ve kesin sonuglar
verebilir.

Not 2 - Kolonilerin diizensiz dagilimi veya yiiksek oranda istenmeyen gelismenin mevcut olmasi, yakin
kolonilerin renk yayllmasi nedeniyle indol pozitif kolonilerin ayrimi ve sayiminda bozucu etki
yapabilir.

9 Sonuglarin gosterilmesi

Membran slizge¢ Uzerindeki sayilan karakteristik kolonilerin sayilarindan (Madde 8.3) ve yapilan dogrulama
deney sonuclarinin dikkate alinmasindan sonra ISO 8199'a uygun olarak numunenin 100 mL sinde mevcut
E.cali, koliform bakteri ve gerekiyorsa laktoz pozitif bakterilerin sayilari hesaplanir. E.coli tanimlanmasi icin
her iki deneyin (standard deney ve hizli deney) paralel olarak kullaniimasi durumunda, nihai sonug olarak bu
iki deneyin sonuglarindan degeri yiksek olani alinir.

10 Deney raporu ?
Deney raporu en azindan asagidaki bilgileri icermelidir.
a) Bu standarda atif,
b) Numunenin tam bir tanitimi igin gerekli bttin ayrintilar,
¢) Madde 9'a uygun olarak sonuclarin ifade ediimesi,
d) Analizlerin yurutilmesi esnasinda gozlenen herhangi bir 6zel olugum/olugumlar ve sonuclari
etkileyebilecek bu yontemde belirtiimeyen herhangi bir iglem/iglemler.

11 Kalite gtivencesi
Deney icin uygun malzemelere, reaktiflere ve tekniklere sahip oldugundan emin olunmasini saglayacak
sekilde, kalite kontrol sistemi acik¢a tanimlanmis bir lAboratuvar kullaniimalidir.

2 TSE Notu : Deney raporu, burada istenilen bilgilere ilaveten, TS EN ISO/IEC 17025'de verilen bilgileri de
ihtiva edecek sekilde diizenlenebilir.
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Ek A
(Bilgi icin)

Koliform bakteriler hakkinda daha fazla mikrobiyolo jik bilgi

Koliform bakteriler, Gram negatif, sporsuz, oksidaz negatif, cubuk seklinde, aerobik olarak ve besiyerinde
safra tuzlari (veya benzer gelisme engelleyici diger yiizey aktif maddeler) mevcut oldugunda fakuiltatif
anaerob olarak gelisme yeteneginde olan ve normal olarak (36+2) T sicaklikta ink tibe edildiginde 48 saat
icerisinde asit ve aldehit tretmek suretiyle laktozu fermente edebilen bakterilerdir. Bu bakteriler ayni
zamanda B-galaktosidaz enzimine sahiptir.

E.coli (4440,5) T'da ve (21+3) saatte triptofandan indol Uretebilen koliform bakterilerdir. Ayni zamanda 3-
glukuronidaz enzimine sahip, metil kirmizisi deneyinde pozitif reaksiyon veren ve dekarboksilat L-glutamik
asit Uretebilen ancak asetil metil karbinol Uretemeyen, karbon kaynagi olarak sadece sitratl kullanan veya
KCN sivi besiyerinde biytyen bakterilerdir.
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EkB

Kaltlr besiyerleri ve reaktifler .1

Sodyum heptadesilsiilfatli laktoz TTC agar

B.1.1 Bazal besiyeri

Laktoz 209
Pepton 109

Maya 6z0tt 69

Et 6z0tl 59
Bromtimol mavisi 0,059
Agar (toz halinde veya pul seklinde) 159-25 g3)
Damitik su 1000 mL

Bilesenler sicak su icerisinde ¢ozulir. Gerekirse sterilizasyondan sonra 25 C'da 7,2+0,1'a kar silik gelen bir
degere sahip olacak sekilde pH ayarlanmalidir. Besiyeri en fazla 250 mL hacimlerde olan siseler icerisine
dagitilir ve otoklavda (121+3) C'da 15 dakika sureyle steril edilir.

B.1.2 TTC ¢ozeltisi
2,3,5-Trifeniltetrazolyum Klorir (TTC) 0,059
Damitik su 100 mL

TTC, bir miktar su icerisinde ¢ozulur ve 100 mL'ye tamamlanir. Anma g6z acikhdi 0,2 um olan membrandan
gecirilerek stizme yoluyla steril edilir.

B.1.3 Sodyum heptadesilsilfat cozeltisi
Sodyum heptadesilsiilfat (Tergitol” 7) 029
Damitik su 100 mL

Sodyum heptadesilsilfat bir miktar su icerisinde ¢dzilir ve 100 mL'ye tamamlanir. Otoklavda (121+3) C 'da
15 dakika sireyle steril edilir.

B.1.4 Tam besiyeri

Bazal besiyeri (Madde B. 1.1) 100 mL
TTC ¢ozeltisi (Madde B. 1.2) 5mL
Sodyum heptadesilsilfat ¢ozeltisi (Madde B.1.3) 5mL

Bazal besiyeri eritilir ve (50+5) T'a so gutulur ve sodyum heptadesilsilfat ¢cozeltisi aseptik sartlarda ve her bir
ilaveden sonra kabarcik olusumundan kacinilarak tamamen karistirihr. En az 5 mm derinlikte olacak sekilde
Petri kaplarina dagitiir. Hemen kullaniimayacaksa karanlikta, (5+3) °C'da, 10 giinden fazla olmayan sirede
muhafaza edilir.

Agarin jellesme giiciine baglidir.
Tergitol ticari olarak mevcut olan uygun bir Grtine érnektir. Bu bilgi bu standardin kullanicilarina kolaylik amaciyla
verilmistir ve bu Griiniin ISO tarafindan onaylandigi anlamina gelmez.
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B.2  Triptofan sivi besiyeri

Triptik kazein 6zl 109

L- Triptofan 1g
Sodyum klor(r 5¢
Damitik su 1000 mL

Katkilar su igerisinde isitilarak ¢ozulur. Her deney tiptne 3 mL olacak sekilde dagitilir. Tlpler pamuk
tikaclar, plastik veya metal kapaklar ile kapatilir. Tipler (121+3) C'da 15 dakika slreyle otoklavian ir.
Kullanima hazir besiyerinin pH'si 25 €'da 7,5+0,1 olmalidir.

Not - Triptik kazein 6zl icerisinde yeterli bir miktarda triptofan mevcutsa, L-triptofan ilave edilmez, yerine 10
g daha triptik kazein 6zu ilave edilir.

B.3  Triptofan soy agar (TSA)

Triptik kazein 6zl 159

Soy pepton 59
Sodyum klortir 59

Agar (toz halinde veya pul seklinde) 15g-25¢°
Damitik su 1000 mL

Katkilar su igerisinde isitilarak ¢ozulur. Sterilizasyondan sonra 25 C'da 7,2+0,1'e kar silik gelen bir degere
sahip olacak sekilde pH ayarlanmalidir. Besiyeri en fazla 250 mL hacimlerde olan sise veya tiipler icerisine
dagitilir ve (121£3) T'da 15 dakika sureyle steril ed ilir. (50+5) T'a so gumaya birakilir ve derinligi en az 5
mm olacak sekilde petri kaplarina dagitilir.

Not - Oksidaz deneyi icin, bu deney Uzerinde bozucu etkisi olmayan (dusik fermente olabilen karbonhidrat
muhtevall) herhangi bir seciciligi olmayan agar (TSA' nin yerine) kullanilabilir.

B.4 Tripton bile (safra) agar (TBA)

Tripton 209

Safra tuzlari 159

Agar (toz halinde veya pul seklinde) 15g-25¢°
Damitik su 1000 mL

Katkilar su icerisinde Isitilarak ¢ozulir. Sterilizasyondan sonra 25 T'da 7,2+0,1'e kar silik gelen bir degere
sahip olacak sekilde pH ayarlanmalidir. Besiyeri en fazla 250 mL hacimlerde olan sise veya tlpler icerisine
dagrtilir ve (121+3)T'da 15 dakika sireyle steril edi lir. (5045) T'a so gumaya birakilir ve derinligi en az 5
mm olacak sekilde petri kaplarina dagitilir.

iki bélmeli plaklar, bir bélmeye sicak (50+5) T TSA (Madde B.3), diger bélmeye de TBA (Madde B.4)
dokilmek suretiyle hazirlanir. Oda sicakligina kadar sogutulur.

TSA besiyeri miktari petri plagdi icerisinde yaklasik 1 mm tabaka kalinligini vermeye yetecek kadar (mesela:
55 mm capli bir petri kabi igerisine 2,5 mL TSA besiyeri dokilerek) olmalidir. Bir inkiibator icerisinde (36+2)
T'da gerekirse ters c¢evrilerek katila smaya ve kurumaya birakilmalidir.

Cift bolmeli plaklar her analiz icin taze hazirlanmalidir (Membran siizgecler agar plagi tzerine
yerlestiriimeden 30 dakika - 60 dakika dnce).

! Agarin jellesme gucune baghdir.
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B.5 Reakitifler

B.5.1 indol deneyi icin Kovacs reaktifi,  (standard deney)
p-Dimetilaminobenzaldehit

Amil veya btil alkol (alkali organik maddelerden ari) 75 mL
Hidroklorik asit (p = 1,18 g/mL) 25mL

Aldehit, alkol icerisinde ¢6zulr. Derigik asit dikkatlice ilave edilir. Isiktan korunarak (5+3) T'da muhafaza
edilmelidir.

Not - Reaktifin rengi, acik saridan acik kahverengiye kadar bir renk olmalidir. Amil alkoltin bazi érnekleri
uygun degildir ve aldehit ile koyu bir renk verir.

UYARI - Reaktif, bir ceker ocakta call silarak hazirlanmalidir. Koruyucu eldiven kullaniima  Ii ve p-
dimetilaminobenzaldehit ile derinin temasindan kaci nilmalidir. Amil alkol, mukoza zarini
tahri g edebilir ve ba § donmesi yapabilir.

B.5.2 indol reaktifi, (hizli deney)
p-Dimetilaminobenzaldehit 0549
Hidroklorik asit, c(HCI) = 1 mol/L 100 mL

p-Dimetilaminobenzaldehit, hidroklorik asit icerisinde ¢ozulir. (UYARI Madde B.5.1)

Reaktif saydam olmayan bir balon icerisinde (5+3) °C'da muhafaza edilir. Reakitif acik sari bir renkte olmali
ve renk kahverengimsi sari olursa kullaniimamalidir.

B.5.3 Oksidaz reaktifi

Tetrametil p-fenilendiamin hidroklor(r 01lg

Damitik su 10mL

Reaktif kararl degildir ve gerekli oldugu zaman daima taze hazirlanmalidr.

UYARI - Tetrametil p-fenilendiamin kanserojendir. B ir ¢ceker ocakda cali silarak hazirlanmali, koruyucu
eldiven kullanilmali, deri ile temasindan kaginilma  lidir.
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Ek ZA

Bu standardda atif yapilan uluslar arasi standardv  e/veya dokiimanlara
karsilik gelen Avrupa standardlari

Bu standardda tarih belirtilerek veya belirtiimeksizin diger standard ve/veya dokiimanlara atif yapiimaktadir.
Bu atiflar metin icerisinde uygun yerlerde belirtiimis ve asagida liste halinde verilmistir.Tarih belirtilen
atiflarda, daha sonra yapilan tadil veya revizyonlar, atif yapan bu satandardda da tadil veya revizyon
yapilmasi sarti ile uygulanir. Atif yapilan standard ve/veya dokiimanin tarihinin belirtimemesi halinde en son
baskisi kullanihr.

SO vayini Tarih Baslik EN Tarih
ISO 3696 1987 Water for analytical laboratory use - EN ISO 3696 1995

Spesification and test methods

ISO 5667-1 1980  Water quality - Sampling - Part 1: Guidance EN 25667-1 1993
on the design of sampling programmes

ISO 5667-2 1991 water quality - Sampling - Part 2: Guidance EN 25667-2 1993
on sampling techniques

ISO 5667-3 1994 water quality - Sampling - Part 3: Guidance EN ISO 5667-3 1995
On the preservation and handling of samples

ISO 6887-1 1999 Microbiology of food and animal feeding stuffs-
Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination -
Part 1: General rules for the preparation of initial
suspension and decimal dilutions
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