1. AMAG ve KAPSAM
Mikrobiyal kontaminasyon testlerinde, dreyen mikroorganizmalarin teshis edilmesini saglamak.
2. SORUMLULUKLAR

Talimatin uygulanmasindan; laboratuvar sefi, laboratuvar sorumlusu,analist, analist yardimcisi,
sorumludur.

3. TANIMLAR ve KISALTMALAR
IMVIC testi :

(1) indol olugsum testi

( MK) Metil kirmizisi testi

(VP) Voges- Proskauer testi

(C) Sitrat kullanimi testi
(KH) Aerobik,anaerobik yikimini ayirt eden tesler.

4. GUVENLIK ONLEMLERI

4.1.Herbir grup test yapilirken, bakteri ekilimemis kontrol tipleri de kullaniimahdir.Bu kontrol
tiplerinde reaksiyon olursa testler tekrarlanmalidir.Ayrica her ¢calismada pozitif ve negatif
reaksiyon verdigi bilinen bakterilerin ekimleri de yapilarak, hep birlikte degerlendiriimelidir.

4.2. Biyokimyasal testlerde kullanilacak kolonin ilk olarak selektif olmayan besiyerlerine ekilmesi
onerilmektedir.Daha sonra izole edilen koloni selektif bir besi yerine ekilmelidir.

5. EKIPMANLAR

Tlp, 6ze, mikroskop, lam, otoklav, pastor firini, etiv.

6. MATERYAL

6.1. Metil kirmizisi indikatori :

0,1 g metil kirmizis1 % 95 lik 300 ml etil alkol iginde eritilip, Gzerine 200 ml distile su ilave edilir.
6.2. Glikoz fosfat pepton besiyeri : (MK-VP sivi besiyeri)
Polipepton 7 g.

Glikoz 59

(K2HPOs) 59g

Distile su 1000 ml

pH:6.9 Tuplere 5 mltevzi edilerek otoklavlanir.

6.2. Alfa — naftol ( renk yogunlastirici )

Alfa-naftol 59
Saf etil alkol 100 ml

6.3. % 40 KOH ( okside edici)
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KOH : 409
Distile su : 100 ml

6.4. Triptofan besiyeri

Pepton ya da triptikaz (kazein pankreatik digest) 29
Na ClI 0,549
Distile su 100 ml

Besiyeri steril edildikten sonra tiplere 5 ml tevzi edilir.

6.5. Ehrlichs ayiraci:

P-dimetil amino benzaldehit 2g
Saf etil alkol 190 ml
Konsantre HCI 40 ml

6.6. Kovaks ayiraci

Saf amilalkol ya da izoamil alkol 150 ml
p- dimetil amino benzaldehit 10g
Konsantre HCI 50 ml

6.7. Simmons sitrat besiyeri

Amonyum dihidrojen fosfat 19
Dipotasyum fosfat 1lg
NacCl 59
Sodyum sitrat 29
Magnezyum sulfat 0.20g
Agar 159
Brom timol mavisi 0.08¢
Distile su 1000 ml
PH :6.9

Taplere 5 ml tevzi edilip, steril edilir, yatik dondurulur.

6.8. Oksidaz test ayiraglari

6.8.1.Tetrametil-p-fenilendiamin dihidroklorit ( % 1 = kovac’s ayiraci)
6.8.2. Dimetil-p- fenilendiamin dihidroklorit ( %1= Gordon ve Mc Leod’s ayiraci)

7. UYGULAMA
7.1. Indol testi

Triptofanaz enzimine sahip bakteri, triptofani hidrolize ve deamine ederek indol, privik asit ve
amonyak olusturur.indol olusturmak pek gok mikroorganizma tiiriiniin identifikasyonunda énemli
bir karakteristiktir.Ozellikle E.colinin ( indol pozitif) Klepsiella Enterobacter, Sweeatia (indol
negative) Uyelerinden ayirrminda faydalidir.Test edilecek mikroorganizma triptofan sivi besiyeri
icine inokule edilir . 35 °C de 18-24 saat inkiibe edilir.Bu sure sonunda 0.5 ml veya 15 damla
ayirag tup duvarindan sizdirllarak damlatihr.( Ehrlich ayiraci kullanilacak ise once 1 ml ksilen
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eklendikten sonra damlatilir.Kovaks icin bu gerekli degdildir). Besiyeri Uzerinde ayirag
eklenmesinden sonra parlak kirmizi bir halka olusursa test (+) dir.E.coli varligini gosterir.Halka
olusmazsa test ( -) dir..

7.2. Metil kirmizisi testi ( MK)

KH fermantasyonu sonucu olusan mikst asit miktarlarini kantitatif olarak gosteren bir testtir.

Metil kirmizisi pH 6.0 ( sari ) — pH 4.4 ( kirmizi) arasinda ¢alisan bir pH indikatéradir.MK
kullanilan ortamda eger kirmizi renk olusursa KH kullanimina bagh ¢ok mikyarda asit olusuyor
demektir.

Bu test pozitif reaksiyon igin mikroorganizmanin glikozdan mikst asit fermantasyonu yolu ile
kuvvetli asitler olusturmasini gerektiren kantitatif bir testtir.

Test edilecek mikroorganizmanin saf kiltiri MK- VP Broth igine inokdle edilir. 35 ° C de 48-72
saat inokule edilir.Sure sonunda 5 damla metil kirmizisi damlatilir.Ytuzeyde kirmizi renk olusumu
bakterinin pH yi 4.4 veya altina indirecek kadar asit olusturdugunu ve testin (+) oldugunu ( E.coli)
varligini gésterir.Zayif asidik Grlin olusumunda sari kirmizi arasinda portakal rengi bir renk
olusumu ( +) olarak degerlendiriimemelidir.Besiyerinin sari rengi dedismezse testin ( - ) oldugunu
( Enterobacter aerogenes) varligini gosterir.

7.3. Voges- Proskauer testi (VP)

Bazi bakteriler glikozu fermente ederek ¢ok miktarda Asetil metal karbinol,2-3 Butulen glikol ve
diasetil gibi nétral maddeler olusturmaktadir.Bunlarda diasetil guanido grup ile reaksiyon verir ve
eosin bir renk alir.Guanido grup tim proteinlerde bulunan arginin yada besiyerine koyulan
kreatininde bulunur.Kdltire alkali ( % 40 KOH) eklenmesi atmosferik oksidasyonu hizlandirir. 2-3
Bdtilen glikol ve setil metal karbinol ( Asetoin) bilesiklerini diasetile gevirir.Alfa-naftol rengin
koyulagsmasina yardim eder, duyarlilik ve hizi arttirir.Glikozun fermantatif yikiminda privik asit
Onemli bir ana yikim Grintdir.Cesitli bakterilerin icerdigi enzim sistemlerine bagli olarak privik
asit ¢esitli metobolik yollara girerek pargalanir.Bunlardan birisi de asetoin gibi nétral bir son Griin
olusumudur.Klebsiella Enterobacter Serratia grubuna dahil organizmalar glikozun
metabolizmasinda ana son Uriin olarak Asetoin Uretirler.Olusan miks asitler olduk¢a azdir.% 40
KOH eklendiginde asetoin diasetile gevrilir, alfanaftol eklenmesi ile kirmizi kompleksler gorulir.
Test edilecek mikroorganizmanin saf kiltiriinden besiyeri i¢cine inokule edilir.35 0C de 24 saat
inkiibe edilir.Uzerine 0.6 ml % 5 alfa-naftol eklenir.Bunu takiben 0.2 ml % 40 KOH eklenir.Sonra
tup calkalanir oksijen ile besiyerinin temasi saglanir.10-15 dakika tup sarsiimadan

bekletilir. Kirmizi renk olusumu diasetil varliginin sonucudur. Kirmizi renk olusumu testin (+)
oldugunu Enterobacter.aerogenes varligini gosterir.

'/.4. Sitrat kullanimi testi

Bazi bakteriler karbon kaynagi olarak KH lar yerine sitrati kullanabilir. Test edilecek bakterinin
sitrat kullanimi sitrat besi yerinde alkali Grtinler olusumu sayesinde saptanabilir.Sitrat besiyeri
sodyium sitrati anyon olarak karbon kaynagi olarak kullanir Amonyum fosfat ise nitrat
kaynagidir.Sitrati kullanabilen bakteri ayni zamanda amonyum tuzlarindan amonyak (NHs)
Uretimiyle nitrojen agiga gikarabilir.Bu da ortamda amonyum hidroksit dénlisiimi sonucunda
alkalinizasyona neden olur.Brom timol mavisi pH indikatoéri olarak kullanilir.pH 6.0 altinda sari,
pH 7.6 lzerinde mavidir.

Test edilecek mikroorganizma sitrat besiyerinin yatik yiizeyine gizilerek ekilir.35 ° C de 24-48
saat inkube edilir.Koyu mavi renk testin ( +) oldugunu Enterobacter aerogenes varligini gosterir.

7.5. Koagiilaz testi

S.aureus idendifikasyonunda ve diger staphilococlardan ayriminda kullanilan bir testtir.Fibrinojeni
fibrine gevirir.Bu da uygun test ortaminda goérulebilir bir pihti olugturur.
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0.5 ml koagulaz plasma tiipe konur.Uzerine test edilecek bakterinin kolonisi ( kiltir sivi
besiyerinden 0.5 ml) alinarak calkalanir.Tip 35 ° C de 4 saat inkiibe edilir.Pihti olusumu tip
hafifce sallanarak kontrol edilir.Slre sonunda pihti olusmaz ise oda isisinda 18 saat inklibe
edildikten sonra tekrar degerlendirilir. Tlpte herhangi bir pihtilagsma izlenirse testin (+) oldugunu
S. aeureus varligini gosterir.

7.6. Oksidaz testi

Sitokrom oksidaz demir igeren bir hemoproteindir.Aerobik solunumda solunum zincirinde oksijene
elektron trasverinde son halkayi olusturur.Sitokram sistemi zorunlu anaeroplarda bulunmaz.Bu
nedenle bunlarin taniminda énemlidir.Oksidaz negative olan Enterobacteriaceaelarin oksidaz
pozitif olan aeromonas,Pseudomonas,Neisseriae, Campylobacter den ayriminda kullanimi
onemlidir.Oksijen icin artifisiyel bir elektron aksepterl olan Dimetil p- fenilendiamin dihidroklorit
kullanihr.

Petri plaginda gelistiriimis test edilecek mikroorganizmanin Uzerini kaplayacak sekilde ayiragtan
dokdlar.1-2 dakika icinde oksidaz enzimi tasiyan koloniler pembe renk verir.10-30 dakika iginde
bu renk organizmalarin 6lmesinde dolayi koyu kirmizi ve siyah renge doénusir.Bu deneyde
Pseudomonaslarin diger gram (-) gomak bakterilerinden ayriimasindan yararlaniimaktadir.

8.RAPORLANDIRMA

9. ILGILIi DOKUMANLAR
9.1.Dékiiman hazirlama ve kontrol prosediri Kod no:PR:01/KYB

9.2.Kayitlarin kontrolu prosediru Kod no PR:02/KYB _
9.3. Mikrobiyal kontaminasyon test ¢alisma talimati CT007 / IKM-16

10.REFERANSLAR

10.1.Mikrobiyoloji laboratuvar yontemleri kitabi

10.2.Avrupa farmakopesi

10.3. Diagnostic Microbiyology Sixth Edition

11. KAYITLAR

11.1.Protokol defteri

11.2. Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yapilan kontroller sonucu ortaya ¢ikan tim kayitlar

laboratuvar sefi ve laboratuvar sorumlusu kontroliinde Kayitlarin Kontroll Prosediirline gore
laboratuvarda 5 vil stre ile saklanir.
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