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A. HEDEF MiKROORGANIZMALAR

Microgen™ GN-ID A oksidaz negatif, nitrati indirgeyebilen ve glukoz fermentasyonu yapabilen cogunlugunu

Enterobacteriaceae familyasi Uyelerinin olusturdugu Gram negatif mikroorganizmalarin identifikasyonuna

yonelik gelistirilmis 12 substrat iceren bir test stribidir. Microgen™ GN-ID A, Microgen™ GN-ID B ile (12 ilave

substrattan olusan test stribi) kombine olarak kullanildiginda oksidaz negatif ve oksidaz pozitif bircok Gram

negatif bakterinin identifikasyonu icin kullanilabilir. Bu kombinasyon ile Enterobacteriaceae familyasinin tim

cinsleri identifiye edilebilir.

B. PROSEDUR

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

yetersiz olmasi yanlis sonuglara neden olabilir.

Potansiyel patojen mikroorganizmalar ile yapilan c¢alismalarda gerekli biyogiivenlik ©onlemleri

alinmalidir.

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

B1. inokulumun hazirlanmasi

1.

2.

18-24 saat inkiibasyon sonrasinda kati besiyeri tizerindeki taze kiltirler kullaniimahdir.

inokulumun hazirlanmasindan énce oksidaz testi gerceklestiriimelidir. Oksidaz pozitif izolatlarin
identifikasyonu icin GN-ID A ve GN-ID B test stripleri birlikte kullaniimahdir

Besiyerinden 6ze ile bir koloni alinir ve oda sicakligindaki 3 mL steril fizyolojik tuzlu su icinde
karistirilarak emilsifiye edilir. Bu amacgla vorteks kullanilabilir. GN-ID A ve GN-ID B test stripleri birlikte
kullanilacak ise bir koloni 3-5 mL steril fizyolojik tuzlu su icinde emdiilsifiye edilmelidir.

Actinobacillus ve Pasteurella tirlerinin identifikasyonunda inokulum hazirlanmasinda kullanilan
fizyolojik tuzlu su icine 1 damla/mL steril inaktive at serumu ilave edilmesi 6nerilir.

inokulum safligini kontrol amaciyla test striplerinin inokiilasyonu dncesinde 1 damla inokulum selektif
olmayan bir kati besiyerine inokiile edilir ve test ile es zamanlh olarak 35-37°C'da 18-24 saat inkiibe
edilir.

B2. Test striplerinin inokiilasyonu

1.
2.

Strip(ler) Gizerindeki yapiskan band kaldirilir. Bu band tekrar kullanacagi icin atilmamalidir.
Her bir kuyucuga steril pastor pipeti ile 3-4 damla (100 pL) inokulum ilave edilir.

inokiilasyon sonrasinda GN-ID A test stribi izerindeki 1,2,3 ve 9 numarali kuyucuklara ve GN-ID B test
stribi Gizerindeki 20 ve 24 numarah kuyucuklara 3-4 damla mineral yag ilave edilmelidir. Test stripleri
Gzerinde mineral yag ilave edilmesi gereken kuyucuklar siyah halkasal ¢erceve ile belirtilmistir. Sayet
izolat oksidaz pozitif ise 20 numaral kuyucuga (Siyah halkasal cerceve kesikli cizgilerden
olugsmaktadir) mineral yag ilave edilmemelidir.

Siparis kodu GN-ID A: MID 64 (60 test) GN-ID B: MID 65 (20 test)
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B3. Test striplerinin inkiibasyonu

1. inokiilasyon sonrasinda yapiskan band stripler {izerine tekrar yapistirilir. Bu asamada band iizerindeki

deliklerin GN-ID A test stribi (zerindeki 7,11 ve 12 numarahl kuyucuklarin ve GN-ID B test stribi
Gzerindeki 14 numaral kuyucugun tzerinde olmasina dikkat edilmelidir.

Stripler 35-37°C’ da 18-24 saat inkiibe edilmelidir. Oksidaz pozitif izolatlar i¢in inkiibasyon siiresi 48
saat olmalidir. identifikasyona tabi tutulan mikroorganizmanin Pseudomonas fluorescens oldugundan
suiphelenildigi takdirde test stripleri 25°C’da inkiibe edilmelidir.

B4. Sonuglarin degerlendirilmesi

1. inkiibasyon sonrasinda stripler {izerindeki yapiskan band kaldirilir ve kuyucuklarda gézlenen renkler

renk karti (Ek 2) ile karsilastirilarak rapor formu (Sekil 1) doldurulur.

GN-ID B test stribi Gzerindeki 13 numarali kuyucuktaki jelatinin sivilasarak kuyucuk igcine yayilmasi
pozitif sonuc olarak kabul edilir.

Yesil halkasal gerceve ile belirtilmis kuyucuklardaki sonuglar ancak ayirag ilavesi sonrasinda
degerlendirilebilir;

a) 8 numarali kuyucuga iki damla Kovac’s ayiraci damlatilir. Bir dakika sonra gozlenen kirmizi renk
pozitif sonuc olarak kabul edilir.

b) 10 numarali kuyucuga bir damla VP | ve bir damla VP Il ayiraglari damlatilir. 15-30 dakika sonra
gozlenen koyu pembe/kirmizi renk pozitif sonug olarak kabul edilir.

c) 12 numaral kuyucuga bir damla TDA ayiraci damlatilir. Bir dakika sonra gozlenen kirmizi renk
pozitif sonuc olarak kabul edilir.

d) Oksidaz pozitif izolatlar icin 7 numarali kuyucukta ONPG test sonucu kaydedildikten sonra nitrat
indirgenme testi gerceklestirilir. Kuyucuga bir damla Nitrate A ve bir damla Nitrate B ayiraglan
damlatilir. Gézlenen kirmizi renk pozitif sonug olarak kabul edilir. Sayet ayiraglar damlatildiktan
sonra kuyucukta renk olugsmaz ise veya sari renk goézlenirse kuyucuga bir miktar ¢inko tozu ilave
edilir. Cinko tozu ilavesi sonrasinda renk degisimi olmaz ise sonug pozitif, kirmizi renk gozlenirse
sonug negatif 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. Boylece yalnizca GN-ID A test stribi kullanildiginda
4 haneli, GN-ID A ve GN-ID B test stripleri birlikte kullanildiginda 8 haneli, oksidaz pozitif izolatlar igin
GN-ID A ve GN-ID B test stripleri birlikte kullanildiginda ise 9 haneli bir oktal kod elde edilir.

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

Siparis kodu GN-ID A: MID 64 (60 test) GN-ID B: MID 65 (20 test)
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Sekil 1. Rapor formu
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¢ Siparis kodu GN-ID A: MID 64 (60 test) GN-ID B: MID 65 (20 test)
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EK 1 Substrat Referans Tablosu
Kuyucuk Reaksiyon Tanim Pozitif Negatif
1 Lisin Lisin dekarboksilaz Yesil/mavi Sari
2 Ornitin Ornitin dekarboksilaz Mavi Sari/yesil
3 H,S H,S olusturma Kahv.ereng| Agik sari
/siyvah
4 Glukoz
5 Mannitol Fermentasyon Sari Mavi/yesil
6 Ksiloz
7 ONPG ONPG’ nin B-galactosidaz ile hidrolizi Sari Renksiz
7a . NITRAT .. Nitratin Nitrite indirgenmesi Kirmizi Renksiz/sari
(oksidaz pozitifler igin)
7b . NITRA,T L. Nitratin azota kadar indirgenmesi Renksiz/sari Kirmizi
(oksidaz pozitifler igin)
8 indol indol Kirmiz)/ Renksiz
pembe
9 Ureaz Urenin hidrolizi Koyu pembe Acik
sari/pembe
K Renksi luk
10 VP Glukozdan aseton olusturma oyu enksiz/solu
pembe/kirmizi pembe
1 Sitrat Karbon l.<aynag| olarak Mavi Sari/ 4
yalnizca sitartin kullanimi acik yesil
12 TDA Triptofondan indolepurivik asit olusturma Kirmizi Acik sari
13 Jelatin !elaterm proteolitik Siyah Renksiz
enzimler ile sivilagtiriimasi
Karbon kaynagi olarak yalnizca sodyum
14 Malonat malonat kullanildiginda stksinik asidin Mavi Sari
fumarik aside gevriminin inhibisyonu
15 Inositol
16 Sorbitol
17 Ramnoz
18 Sukroz
19 Laktoz
Fermentasyon Sari Mavi
20 Arabinoz
21 Adonitol
22 Rafinoz
23 Salisin
oy Arjinin Arjininin or,n|t|n, ar_no.nyak Ye_§|l/ _ Sari .
ve CO;’ye gevrimi mavi yesil Sari/yesil
¢ Siparis kodu GN-ID A: MID 64 (60 test) GN-ID B: MID 65 (20 test)
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EK 2 Renk Karti

Microgen™ GN A ID

Kuyucuk 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 12 7
Reaksiyon Lysine | Ornithine H2S Glucose | Mannitol | Xylose O.N.P.G. Indole Urease V.P. Citrate T.D.A. Nitrate
Negatif O 8 o : o ® O O O
Pozitif . . . ® . ® . . .
Microgen™ GN B ID

Kuyucuk 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 24
Reaksiyon Gelatin | Malonate | Inositol Sorbitol | Rhamnose | Sucrose | Lactose | Arabinose | Adonitol | Raffinose| Salicin Arginine 24s | Arginine 48 s

Negatif

ooooo#ooooo
o 06| ¢ o © % o o o o

®o o
Pozitif L ) .

Siparis kodu GN-ID A: MID 64 (60 test) GN-ID B: MID 65 (20 test)
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Ek 3 Akis Semasi
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RS AR e Rl

Kuyucuklara inokulumun ilavesi

Anaerobik testler icin mineral yag ilavesi

4 Siparis kodu

inkiibasyon sonrasi ayiraglarin ilavesi

Sonuglarin degerlendirilmesi
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Microgen Identification System (MID-60) ile identifikasyon
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GN-ID A: MID 64 (60 test)

GN-ID B: MID 65 (20 test)
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