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A. HEDEF MiKROORGANIZMALAR

Microgen™ Bacillus-ID mezofilik Bacillus tirlerinin identifikasyonuna yénelik gelistirilmis her biri 12 substrat

iceren iki adet test stribinden (BAC 1 ve BAC 2) olusan toplam 24 kuyucuklu bir minyatirize identifikasyon

sistemidir.

B. PROSEDUR

A
A Uygun olmayan inkiibasyon sartlari, kuyucuklarin yetersiz doldurulmasi veya inokulum yogunlugunun

yetersiz olmasi yanlis sonuglara neden olabilir.

Potansiyel patojen mikroorganizmalar ile yapilan calismalarda gerekli biyogiivenlik onlemleri
alinmalidir.

Test stripleri ve Bacillus Suspending Medium 2-8°C’'da muhafaza edilmelidir. Ambalaji acilmis stripler
2-8°C’'da 14 giine kadar muhafaza edilebilir.

Microgen™ Bacillus-ID sisteminin termofilik ve psikrofilik izolatlarin identifikasyonuna yénelik olmadigi

unutulmamaldir.

B1. inokulumun hazirlanmasi

1.
2.

Selektif olmayan kati besiyeri (izerindeki taze (18-24 saat) ve saf kiilttrler kullaniimahdir.

inokulumun hazirlanmasindan énce Gram boyama ve katalaz testi gerceklestiriimelidir. Gram pozitif
ve katalaz pozitif izolatlar identifikasyona alinmalidir.

Besiyerinden 0ze ile koloniler alinir ve oda sicakligindaki Bacillus Suspending Medium icinde
karistirllarak emiilsifiye edilir. Bu amagla vorteks kullanilabilir. Sitspansiyonun yogunlugu
2 McFarland standardina ayarlanmalidir.

inokulum safligini kontrol amaciyla test striplerinin inokilasyonu éncesinde 1 damla inokulum selektif
olmayan bir kati besiyerine inokiile edilir ve test ile es zamanli olarak 35-37°C’da 18-24 saat inklibe
edilir.

B2. Test striplerinin inokiilasyonu

1.
2.

Strip(ler) Gzerindeki yapiskan band kaldirilir. Bu band tekrar kullanacagi icin atilmamalidir.

Her bir kuyucuga steril pastor pipeti ile 3-4 damla (100-125 pL) inokulum ilave edilir. Bu islem
inokulumun hazirlanmasi sonrasinda 10 dakika icinde yapilmalidir.

inokilasyon sonrasinda 21 numarali kuyucuga 3-4 damla mineral yag ilave edilmelidir. Test stripleri
lizerinde mineral yag ilave edilmesi gereken kuyucuk siyah halkasal gerceve ile belirtilmistir.

B3. Test striplerinin inkiibasyonu

1.

2.

inokiilasyon sonrasinda yapiskan band stripler {izerine tekrar yapistirilir. Bu asamada band iizerindeki
deliklerin BAC 2 test stribi (zerindeki sitrat ve ONPG kuyucuklarinin iizerinde olmasina dikkat
edilmelidir.

Stripler 30°C’ da 24 saat ve sonrasinda 48 saate kadar inkiibe edilmelidir.
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B4. Sonuglarin degerlendirilmesi

1.

24 saat inkiibasyon sonrasinda stripler Gzerindeki yapiskan band kaldiriir ve 1-18 numaral
kuyucuklarda gozlenen renkler 24 numarali kontrol kuyucugu ile karsilastirilir. Kontrol kuyucuguna
nazaran daha turuncu veya sari renkler pozitif olarak kabul edilir. Arjinin, ONPG ve sitrat testi
sonuglari renk karti (Ek 2) ile degerlendirilir. Sonrasinda yapiskan band stripler lzerine tekrar
yapistirilir ve stripler 24 saat daha (Toplam 48 saat) inkiibe edilir

48 saat inkubasyonun sonunda, 24 saat inkiibasyon sonunda pozitif olarak degerlendirilen
fermentasyon testleri negatif olarak degerlendirilebilir. Bu durumda bu kuyucuklar i¢in sonug pozitif
kabul edilmelidir.

48 saat inkiibasyonun sonunda yesil halkasal ¢ergeve ile belirtilmis kuyucuklardaki sonuglar ancak
ayirag ilavesi sonrasinda degerlendirilebilir;

a) 19 numarah kuyucuga iki damla Kovac’s ayiraci damlatilir. Bir dakika sonra gozlenen kirmizi renk
pozitif sonug olarak kabul edilir.

b) 23 numarah kuyucuga bir damla VP | ve bir damla VP Il ayiraglari damlatilir. 15-30 dakika sonra
gozlenen koyu pembe/kirmizi renk pozitif sonuc olarak kabul edilir.

c) ONPG test sonucu kaydedildikten sonra 20 numarali kuyucukta nitrat indirgenme testi
gergeklestirilir. Kuyucuga bir damla Nitrate A ve bir damla Nitrate B ayiraclari damlatilir. Bir dakika
icinde gozlenen kirmizi renk pozitif sonug olarak kabul edilir.

BS. identifikasyon

1.

Rapor formu (Sekil 1) 3 test sonucu igin pozitif sonuglara karsilik gelen rakamlarin (1,2 veya 4) toplami
ile bir rakam elde edilecek sekilde diizenlenmistir. Béylece 8 haneli bir oktal kod elde edilir.

Elde edilen oktal kod Microgen Identification System (MID-60) yazilimina girildiginde veri tabaninda
test sonuglarina gore en yiiksek olasilikta mikroorganizmalar listelenecektir.

Siparis kodu MID 66 (20 test)

T: 0216 449 58 70 F: 0216 449 58 72 | www.kemitekskimya.com.tr | info@kemitekskimya.com.tr



http://www.kemitekskimya.com.tr/
mailto:info@kemitekskimya.com.tr

MIC3CG=N | Microgen™ Bacillus-ID System

KMTKS-MGEN-ID-05 | 15.09.2019 ver.01

Sayfa 3/6

Sekil 1. Rapor formu

MICROGEN BACILLUS-ID 24 TEST
REPORT FORM
Lab. No. Specimen Type ( roEN Ql(.’é
F LO MICROGEN
ij Date ‘Q_io_o LF BIOPRODUCTS
Bacillus Strip 1 (BAC 1) | Bacillus Strip 2 (BAC 2)
Well Number 1[2]3fals]6l[7] 8] ofl1o]11]12][13]14] 15[ 16] 17] 18] 19] 20] 21]|22] 23] 20]| 24
= 2| wf 2 2|Nlle 2le = =
Reaction HEHHHHHHE HEEHEHE QHE BHHBAAE
24 hours el il |l ol | ol | ol | el | Bl e ==
48 hours = === === =+ == = = = =
Reactionindex | 4 (2| 1flaf2|1}ja|2|1|ja]2)1jfal2)1jaf2[1§4)2)1}j4]2]1
Sum of Positive
Reactions O O ;2 é’ o O l \j
Profile No: 0026001 3 Final Identiﬁcationtj(j)ocll\us cereus qQroupR
8] ¥
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EK 1 Substrat Referans Tablosu
Kuyucuk Reaksiyon Tanim Pozitif Negatif
1 Arabinoz
2 Sellobioz
3 inositol
4 Mannitol
5 Mannoz
6 Rafinoz
7 Ramnoz
8 Salisin
9 Sorbitol
Karbohidrat fermentasyonu Sari Kirmizi
10 Sukroz
11 Trehaloz
12 Ksiloz
13 Adenitol
14 Galaktoz
15 Metil-D-Mannozid
16 Metil-D-Glukozid
17 Indlin
18 Melezitoz
19 indol indol Kirmizi/pembe Renksiz
20 ONPG ONPG’ nin B-galactosidaz ile hidrolizi Sari Renksiz
20+ Nitrat Nitratin Nitrite indirgenmesi Kirmizi Renksiz/sari
21 Arjinin dihidrolaz Arjininizgzr’r;i;izé\a;rr;ﬁn:?yak ve Yesil/mavi Sari/sari-yesil
22 Sitrat Karbon Ifaynaél olarak Mavi Sari/ .
yalnizca sitartin kullanimi acik yesil
23 VP Glukozdan aseton olusturma Koyu pembe/kirmizi Rer;’l;sri.;/bseoluk
24 Kontrol Karbohidrat kontrol Kirmizi
¢ Siparis kodu MID 66 (20 test)
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EK 2 Renk Karti
Kuyucuk 24 1-18 1-18 19 20 21 22 23 (20)
+
Nitrat
ayiraglari
Reaksiyon Karbohidrat Karbohidrat Karbohidrat indol ONPG Arjinin Sitrat VP Nitrat
Negatif Kontrol Fermentasyonu | Fermentasyonu | 48 saat 24/48 24/48 24/48 saat | 48 48 saat
24/48 saat 24 saat 48 saat saat saat saat
“ e @ @ O 10O
Pozitif . .
¢ Siparis kodu MID 66 (20 test)

T T.0216 44958 70

F: 0216 449 58 72 | www.kemitekskimya.com.tr | info@kemitekskimya.com.tr



http://www.kemitekskimya.com.tr/
mailto:info@kemitekskimya.com.tr

Microgen™ Bacillus-ID System

KMTKS-MGEN-ID-05

15.09.2019 ver.01 Sayfa 6/6

Ek 3 Akis Semasi

&

T F -

inkiibasyon sonrasi ayiraglarin ilavesi

MICROGEN BACILLUS-ID 24 TEST ‘
REPORT FORM |
|

Microgen Identification System (MID-60) ile identifikasyon

Anaerobik testler icin mineral yag ilavesi

o Siparis kodu

MID 66 (20 test)
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