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KULLANIM AMACI

BD BBL CHROMagar CPE, karbapenamaz ureten Enterobacteriaceae (CPE) tespiti i¢in secici
bir kromojenik tarama besiyeridir. Uygun érnekler rektal ve perianal swablari ve cesitli baska
klinik 6rnekleri icermektedir (bkz. Ornek Turleri). Ayrica, besiyeri daha fazla dogrulama testi
olmaksizin E. coli tanimlanmasina ve Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia ve Proteus-
Morganella-Providencia organizma gruplarinin saptanmasina imkan vermektedir. Bu besiyerinde
elde edilen izolatlarin karbapenamaz uretici olduklari ilave testler ile teyit edilmelidir.

PROSEDUR iLKELERI VE AGCIKLAMASI

Gram negatif bakterilerdeki karbapenem direnci, nosokomiyal enfeksiyonlarda giderek artan bir
sorundur. Direncin farkli sebepleri olabilir ancak en yaygin olani, yalnizca karbapenemleri degil
ayni zamanda diger beta-laktam antibiyotikleri de hidrolize edebilen karbapenamaz lreten
bakterilerin dinya capindaki dagitimidir. Karbapenamazlari kodlayan genler genellikle diger
turlere de aktarilabilen plazmidlerin igerisinde bulunur. Tanilama proseduri karmasiktir;
dolayisiyla bu karbapenem direngli bakterilerin tespit slirecini kisaltmak ve basitlestirmek dnem
tasir.t3

BBL CHROMagar CPE ilk olarak A. Rambach tarafindan, CHROMagar, Paris, Fransa'da
geligtirilen BBL CHROMagar Orientation'a dayanmaktadir. BD, bir lisans anlagsmasi altinda,
BBL CHROMagar Orientation hazir plak besiyeri Gretiminde kullanilan 6zel fikri mulkiyetten
yararlanarak bu formilasyonu optimize etmistir. BBL CHROMagar Orientation Medium, 'da
Ozel olarak segilen peptonlar besinleri saglar. Kromojen karigimi, spesifik mikrobiyal enzimlerle
degradasyon Uzerine farkl renkli bilesikleri serbest birakan yapay substratlari (kromojenleri)
icerir, bu sayede belirli tlrlerin dogrudan ayristirilmasini veya belirli organizma gruplarinin
yalnizca minimum dogrulayici testler ile saptanmasini saglar. Farkli renk gelisimine gore,

BBL CHROMagar CPE'de saglanan kromojenik besiyeri daha fazla dogrulayici test olmaksizin
karisik Gram negatif kilttrlerinin kolayca saptanmasina ve E. coli tanimlamasina (pembe ila
leylak rengi) ve Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia (mavi ila mavi-yesil) ve Proteus-
Morganella-Providencia (renksiz ila bronz ve kahverengi harelerle ¢cevrelenmis bronz ila mavi
koloniler) ve diger cinslerin (kendi dogal renklerinde goérilen) saptanmasina imkan vermektedir.

Ayrica BBL CHROMagar CPE, 6rnekte mevcut olan eglik eden florayi inhibe edecek diger segici
ajanlar ile birlikte, direncin saptanmasina imkan veren uygun bir konsantrasyonda karbapenem
icermektedir. Enterobacteriaceae ve fermente etmeyen gram negatif bakteriler, dahil olan
antimikrobiyallere kargi direncli ise, besiyerinde gelisme gdsterecektir.

Karbapenamaz Ureten patojenlerin klasik fenotipik tespiti, segici olmayan besiyerindeki susun
izolasyonunu ve devaminda da direncin tipini belirlemek amaciyla yapilan, ok zaman alan, ayni
zamanda da maliyetli olan ¢esitli duyarlilik testlerinin yapilmasini gerektirir.

BBL CHROMagar CPE kullanilarak, ornek besiyeri Uzerine ekilir. Bir gecelik inkiibasyonun
ardindan (18-24 saat) bir izolatin besiyerindeki blylimesi, Enterobacteriaceae varldi igin derece
kesin bir gostergedir. Duyarlilik testleri, molekuler ydntemler veya fenotipik yontemler ile
dogrulama gerekir.

Duyarlilik testinin izledigi segici olmayan izolasyona karsi, bu trtintn kullanimi is yikana azaltir
ve CPE tespitine kadar gecen zamani kisaltir.
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REAKTIFLER
BBL CHROMagar CPE
1 Litre Saf Su i¢cin Formul*

Kromopepton 16,1 g
Kromojen Karigimi 1.3
Secici ajanlar 0,23
Agar 15,0
pH 6,8 £0,2

*Performans kriterlerini karsilamak izere gereken sekilde ayarlanmis ve/veya desteklenmistir.

ONLEMLER

Yalnlzca profesyonel kullanim igindir. @

Mikrobiyal kontaminasyon belirtileri, renk degisimi, kuruma, catlama veya diger bozulma

belirtileri gérulen plaklari kullanmayin.

Aseptik kullanim prosedurleri, biyolojik tehlikeler ve kullaniimis Grintun atilmasiyla ilgili olarak
GENEL KULLANIM TALIMATLARI belgesine bakin.

SAKLAMA VE RAF OMRU

Alindiktan sonra plaklari kullanana kadar orijinal kapli ambalajinda karanlhkta 2 ila 8 °C'de
saklayin. Dondurmaktan ve asiri isitmaktan kaginin. Plaklar son kullanma tarihine kadar
(ambalaj etiketine bakin) ve dnerilen inklibasyon slrelerinde inkiibe edilebilir.

10 plaklik acilmis yiginlardan alinan plaklar temiz bir alanda, karanlkta 2 ila 8 °C'de
saklandiginda bir hafta kullanilabilir. Isik kromojenleri pargalayabileceginden, inkiibasyon
sirasinda ve oncesinde i1tk maruziyetini en aza indirin.

KULLANICI TARAFINDAN KALITE KONTROLU
Temsili 6rnekleri besiyerinde asagidaki suslar ile inokdle edin (detaylar igin, bkz. Ornek Tiirleri

ve Test Proseduri). Plaklari tercihen ters konumda 35 ila 37 °C'de aerobik olarak 18 ila 24 saat

inkidbe edin.

Suslar

Geligim Sonuglari

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705
(KPC dretici)

lyi ila milkemmel gelisim; koloniler mavi ila
mavi-yesil

Klebsiella pneumoniae NCTC 13443
(NDM-1 iretici)

lyi ila miikemmel gelisim; koloniler mavi ila
mavi-yesil

Escherichia coli NCTC 13476
(IMP Uretici)

Gelisim iyi ila mikemmel; koloniler pembe ila
leylak rengi

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Tam inhibisyon

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Tam inhibisyon

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Tam inhibisyon

Candida albicans ATCC 60193

Tam inhibisyon

inokiile edilmemis

Renksiz ile ¢ok acik sari arasinda, seffaf (orta
seviyeye kadar kicuk partikdl icerebilir)

PROSEDUR
Saglanan Malzemeler

BBL CHROMagar CPE (90 mm Stacker ¢ift plaklar). Mikrobiyolojik agidan kontrol edilmistir.

Gerekli fakat saglanmamis malzemeler

Yardimci kilttr besiyeri, reaktifler ve laboratuvar ekipmani.
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Ornek Tiirleri

Bu urln esas olarak 6zellikle yogun bakim unitelerindeki saglik bakim kosullarinda CPE
enfeksiyonlarinin é6nlenmesinde ve kontroliinde yardimci olacak karbapenamaz Ureten suslar ile
kolonizasyonun saptanmasinda kullanilir. Esas olarak rektal ve perianal swablarda
kullaniimaktadir ancak karbapenemlere karsi direng gdsteren karbapenamaz lreten
Enterobacteriaceae igerdiginden siphelenilen viicudun diger bdlgelerine ait drnekler ile de
kullanilabilir. Mikrobiyolojik klinik érneklerin toplanmasi icin onaylanan tasima cihazlarinin
kullaniimasi énerilir. Uretici tarafindan énerilen tagima cihazi prosedurlerini takip edin.*®

Bagka besiyerlerinden potansiyel CPE suslarin alt klttrd icin de kullanilabilir. Koloniler ile direkt
inokulasyon énerilmez. Asiri inokilasyonu engellemek icin, koloniler dnce salinde siispanse
edilmelidir (bkz. TEST PROSEDURU) ve ardindan her besiyerine bir 6ze dolusu ekim
yapilmalidir.

Test Prosediri

BBL CHROMagar CPE 6ncesinde zenginlestirme olmadan dogrudan swabdan veya yaklasik
0,5 McFarland turbiditeye karsilik gelecek sekilde salinde slispanse edilmis bir izole koloniden
inokiile edilmelidir. izole kolonilerden dogrudan inokiilasyon énerilmez ¢iinkii yiksek inokilum
dizeyi seyrek olarak yalanci pozitif sonuglara neden olabilir.

Ornegi bir swab veya 6ze ile BBL CHROMagar CPE besiyerine inokiile edin ve 6ze yardimiyla
stirme plak yéntemi uygulayarak ekim yapin. inokllasyon icin asagidaki prosedir tipik
gorunuslere sahip izole kolonilerin elde edilmesi i¢in kesinlikle uygulanmalidir. Yalnizca swablar
ile (izolasyon ekimi icin 6ze kullanilmadan) tim besiyeri ylizeyinin inokidle edilmesi veya yetersiz
inokllasyon yanlis sonuclara yol acabilir veya plagin okunmaz hale gelmesine neden olabilir.
Her plada birden fazla drnek inokule etmeyin.

Inokiilasyon ve enkiibasyon prosediirti:

1. BBL CHROMagar CPE besiyerinin kliguk bir alanina érnek swabini ekin: Asiri inokule
etmeyin! Swabi besiyerinden cikarin ve 6rnek tipulne geri koyun.

2. Ozeile plagi gizmeyi tamamlayin. izolasyon icin siirme ydntemini kullanarak ekin!
Oncelikle ilk siirme alanini tamamlayin ve ardindan besiyerine ait ikinci ve tiglincii
alanlara sirme yontemi uygulayin.

3. Tercihen ters konumda (besiyeri kismi yukarida olacak sekilde) 35 ila 37 °C sicaklikta
18 ila 24 saat boyunca anaerobik olarak inkiibe edin. Daha uzun siire inkiibe etmeyin ve
karbondioksitle zenginlestirilmis bir ortamda inkibe etmeyin.

Kromojenleri parcalayabileceginden, inkiibasyon sirasinda i1s1ga maruz
birakmaktan kaginin. Koloni renkleri gelistikten sonra, 1s1da maruz kalinabilir.

4. Sonuglar ve Yorumlama'da tarif edilen sekilde plaklari okuyun.

Ornegin tirine ve amacina bagli olarak, mevcut olan tim patojenlerin tam olarak saptanmasina
imkan vermek icin baska besiyerleri de inokule edilebilir. Bu tip bir besiyeri en azindan segici
olmayan bir kanli agar plak icermektedir.

Sonuclar ve Yorumlama

Enkubasyondan sonra, besiyerinde bulunan inhibitdrlere direngli izolatlari iceren drnekler
gelisecektir. Plaklar inokidlumun uygun sekilde seyreltildigi alanlarda izole koloniler
goOstermelidir. CPE izolatlarinin varligini dogrulamak igin uygun duyarlilik testleri, molekiler
yontemler veya fenotipik yontemler uygulanmalidir.

Besiyerinde gelisme gbzlenmemesi 6rnegin besiyerinde bulunan antimikrobiyallere kargi direncli
suslari icermedigini géstermektedir.

Gozle gorulur kolonilerin olmadigi besiyerinin renk degisiminin (besiyerinin digki érnekleri ile
veya asiri derecede yuksek bakteri yukleri ile asiri inokule edilmesi halinde meydana gelebilen)
negatif bir sonug olarak kabul edildigini unutmayin (bkz. ayrica Prosediiriin Kisith Oldugu
Alanlar).
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Koloni rengine ve goériiniisiine gére izolatin(larin) ayirt edilmesi ve/veya tanimlanmasi

Gul rengi ila pembe (leylak rengi) koloniler: Escherichia coli; BD BBL DMACA Indole
Reagent Droppers (BD BBL DMACA indol Reaktif Damlaliklari) kullanilan opsiyonel bir indol
testi (kat. no. 261187) E. coli dogrulamasi i¢in filtre kagid1 Uzerinde yapilabilir (indol pozitif).
indol reaktifini ortam yiizeyine uygulamayin!

Not: Belirli Citrobacter freundii suslarinin BBL CHROMagar CPE Uzerinde mor ila lila
koloniler Urettigi goéraimustdr. Bu tip suslar igin biyokimyasal tanimlama &nerilir.

Gul rengi ila leylak rengi bir bolge ile gevrili olabilen veya olmayabilen mavi ila mavi-
yesil koloniler: Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter ve digerleri. Tanimlama igin
daha fazla test gereklidir. Detaylar icin, BBL CHROMagar Orientation Kullanim
Talimatlarina bakin (bkz: http://www.bd.com/europe/requlatory/documents.asp#IFU).

Ortama uzanan kahverengimsi hareler ile renksiz ila bronz ve bronz ila soluk mavi
koloniler: Proteus, Morganella, Providencia suslari. Tam tanimlama igin daha fazla test
gereklidir. Detaylar icin, BBL CHROMagar Orientation Kullanim Talimatlarina bakin (bkz:
http://www.bd.com/europe/regulatory/documents.asp#IFU).

Seyrek olarak, Pseudomonas aeruginosa Proteus'u taklit eden yayilabilir kahverengi pigment
uretebilir. Ayrim igin, bir oksidaz testi yapilabilir (bkz. asagt).

Renksiz koloniler: Bir oksidaz testi gerceklestirin: Eger pozitif ise ve tipik meyve gibi bir koku
ve/veya yesilimsi, mavimsi veya kahverengimsi pigmentasyon (organizmanin kendi
pigmentine bagh) algilanirsa - Pseudomonas aeruginosa. Bu test icin BD Oxidase Reagent
Droppers (BD Oksidaz Reaktif Damlaliklari) (kat. no. 261181) kullaniimasi énerilir. Bu testin
Kullanim talimatlarinda agiklanan sekilde filtre kagidi Gzerinde oksidaz testi yapin ancak bunu
plak tizerindeki kolonilerde yapmayin. ilave testler ile dogrulama énerilir.

Bunlarin tam direng paternini belirlemek igin, bu besiyerine ait tim P. aeruginosa izolatlari
onaylanmig yéntemler ile duyarlilik i¢in test edilmelidir. E§er oksidaz negatifse veya tuhafsa,
tam biyokimyasal tanimlama gergeklestirin. Renksiz oksidaz negatif koloniler Salmonella gibi
dahil olan kromojenlerin herhangi birini metabolize etmeyen Acinetobacter veya
Enterobacteriaceae gibi fermente etmeyen bakterileri igerebilir.

BBL CHROMagar CPE plagi lizerinde karisik kiiltiirler: Bunlar normalde farkl koloni
renklerine gore kolayca taninabilir ve birbirlerinden ayirt edilebilir. Ornek olarak, karisik bir
Klebsiella ve E. coli kilturi mavi koloniler (Klebsiella) ve pembe ila leylak rengi koloniler
(E. coli) gbsterecektir.

Plagi farkli koloni tipleri ve renkleri igin inceleyin.

Eger ikiden fazla farkl koloni tipi veya rengi plak Uzerinde algilanirsa, BBL CHROMagar
CPE uzerinde alt kalttrler onerilir.

PERFORMANS OZELLIKLERI VE PROSEDURUN KISITLI OLDUGU ALANLAR

BBL CHROMagar CPE, karbapenamaz Ureten Enterobacteriaceae'nin tanimlanmasi ve
ayristiriimasi igin kullanilan segici bir kromojenik tarama besiyeridir. Besiyeri direngli E. coli'lerin
dogrudan biyokimyasal tanimlamasina ve koloni rengine gore diger Enterobacteriaceae'lerin
ayirt edilmesine imkan vermektedir. Gram pozitif bakteriler ve mayalar genelde inhibe edilir.®
Bu besiyerinde elde edilen izolatlarin karbapenamaz uretimi ilave testler ile teyit edilmelidir.

Harici Performans Degerlendirmesi

Harici bir performans degerlendirmesinde, 227 klinik érnek (174 rektal ve 6 perianal swab,

10 agiz/bodaz swabi, 9 nazal swab ve 28 gesitli 6rneklerden olusan) swablarin érnek tagsima
besiyerinden dogrudan ortama cizilmesi ile besiyerinde test edilmistir. Laboratuvar yontemiyle
(fenotipik ve molekiler ydntemler) belirlendigi Gzere bu 227 érnekten 21 tanesi CPE icin pozitif
ve 206 tanesi de negatif bulunmustur. BBL CHROMagar CPE'de %100’lik duyarlilik ve %94
6zglllik belirlenmistir.”
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Dahili Performans Degerlendirmesi

Laboratuvarda yapilan bir dogrulamada cesitli cografi bolgelerden gelen 274 adet iyi karakterize
edilmis suslar test edilmistir. Bunlar 183 CPE susundan (Ambler Sinifi A: 57 KPC, 2 SME,
Ambler Sinifi B: 39 NDM, 14 VIM, 11 IMP; Ambler Sinifi D: 53 OXA-48, 1 OXA-162, 2 OXA-163,
4 OXA-181) ve 91 adet CPE olmayan sugtan (69 ESBL, 2 Porin eksikligi,12 AmpC, 1 OXY-1, 7
Yabanil tip) olusmustur. BBL CHROMagar CPE toplamda %94,5’lik duyarlilik ve %92,3 6zgullik
ile sonuclanmigtir. Ambler Sinifi A, B ve D karbapenamazlarin hassasiyetleri sirasiyla %96,6,
%90,6 ve %96,7 olarak belirlendi. Besiyeri, test edilen tim OXA-48 Ureticilerini dogru sekilde
tespit etti (Ambler Sinifi D).

Saptama Sinirlan (Limit of Detection, LOD)

BBL CHROMagar CPE, karbapenamaz Ureten susglarin saptama sinirini (LOD) belirlemek igin
degerlendirilmistir. Dort sus (K. pneumoniae NCTC 13438, K. pneumoniae NCTC 13443,

E. coli NCTC 13476 ve E. coli ENF 18034) BBL CHROMagar CPE lzerinde geri kazanim
agisindan degerlendirilmistir. Non-selective Columbia Agar with 5% sheep blood (Secici
olmayan, %5 koyun kani iceren Columbia Agari) plaklari, her seyreltim igin koloni olusturucu
birim (CFU) seklinde ifade edilen organizma konsantrasyonunu belirlemek icin kullaniimistir.
BBL CHROMagar CPE i¢in LOD, 24 saatlik inkiibasyondan sonra 16-31 CFU/mL (ortalama
23,5 CFU/mL) araliginda degismistir.®

Direncg Tespiti
Asagidaki direng turlerine ait suslar BBL CHROMagar CPE (izerinde belirlenmistir®:

Tablo 1: Test edilen suslar ve direng tipleri BD BBL CHROMagar CPE {izerinde tespit edilmistir.

Sus Karbapenemaz Karbapenemaz
Sinifi
(Ambler Sinifi)
Acinetobacter baumanii B Sinifi NDM-1, NDM-2
VIM
IMP-1
SIM-1
D Sinifi OXA-23, OXA-24, OXA-40, OXA-51, OXA-58,
OXA-64, OXA-72, OXA-91, OXA-97, OXA-143
Acinetobacter sp. B Sinifi VIM-4
Acinetobacter junii B Sinifi IMP-1
Citrobacter freundii A Sinifi KPC-2, KPC-3
B Sinifi NDM-4
IMP-4
D Sinifi OXA-48, OXA-181
Citrobacter koseri D Sinifi OXA-48
Klebsiella pneumoniae A Sinifi KPC, KPC-1, KPC-2, KPC-3
B Sinifi NDM, NDM-1
VIM, VIM-1, VIM-4, VIM-19
IMP-1, IMP-4, IMP-8
D Sinifi OXA-48, OXA-162, OXA-163,
OXA-181
Klebsiella oxytoca A Sinifi KPC-2, KPC-3
B Sinifi VIM, VIM-4
Escherichia coli A Sinifi KPC, KPC-2, KPC-3, KPC-4, KPC-5
B Sinifi NDM, NDM-1, NDM-4
VIM, VIM-4, VIM-19
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IMP, IMP-1, IMP-8
D Sinifi OXA-48
Enterobacter asburiae A Sinifi IMI-2
Enterobacter cloacae A Sinifi KPC, KPC-2, KPC-3, KPC-4
B Sinifi NDM, NDM-1, NDM-4
VIM-4
IMP-8
D Sinifi OXA-48, OXA-163
Enterobacter sp. B Sinifi NDM
Proteus mirabilis B Sinifi NDM-1
Providencia rettgeri B Sinifi NDM, NDM-1
D Sinifi OXA-48, OXA-181
Providencia stuartii B Sinifi NDM-1
Pseudomonas aeruginosa A Sinifi KPC-2, KPC-5
B Sinifi VIM-1, VIM-2, VIM-4, VIM-13
IMP-7
Salmonella spp. B Sinifi IMP-4
Serratia marcescens A Sinifi KPC, KPC-2
SME-1, SME-2
B Sinifi IMP-1
D Sinifi OXA-48

Prosediiriin Kisith Oldugu Alanlar
Her plaga birden fazla 6rnek inoklle etmeye calismayin!

Tur veya grup duzeyinde biyokimyasal tanimlama (besiyerinin kromojenik reaksiyonlarina
dayali) son iken, direng onaylanmis yontemler ile dogrulanmalidir.

Tur diizeyinde mavi, mavi-yesil ve renksiz izolatlarin tanimlanmasi biyokimyasal testler
kullanilarak yapilmalidir.

Bazi gram pozitif bakteriler inhibitdrlere karsi direngli olabilir ve besiyerinde gelisebilirler.

Enterobakteriyel olmayan karbapenem direncgli gram negatif rodlar (yani Acinetobacter spp. ve
Pseudomonas spp.) gelisebilir (kendi dogal renklerinde gorinerek). Bu besiyerinde
karbapenem direngli organizmalar icin tarama yapildiginda renksiz kolonilere sahip izolatlarin
g6z ardi edilmesi dnerilmemektedir. Bu izolatlardan bir oksidaz testi yapin. Eger bu test
negatifse, izolatin tam biyokimyasal tanimlamasini gergeklestirin. Daha detayh ayristirma igin
bkz. PROSEDUR - Sonuglar ve Yorumlanmasi.

Besiyerine ampC (ureticileri icin bir inhibitdr eklenmis olmasina karsin, bu suslarin belirli bir
ylzdesi gelisecektir. Dolayisiyla, CHROMagar CPE, karbapenamaz Ureticilerinin taranmasi igin
degerlendirilirken nihai tanimlamasi igin degerlendiriimemektedir. izolatlarin eksprese ettigi
tam direng tipinin belirlenmesi igin spesifik duyarlilik testleri veya molekuler yontemler
gerekmektedir.

CPE suglarinin izolasyonu érnekte bulunan organizmalarin sayisina bagli oldugundan, guvenilir
sonuglar alinmasi uygun 6rnek alimi, kullanimi ve saklanmasina baghdir (bkz. PROSEDUR -
Ornek Turleri).
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Agir bir bakteriyel ylk ve/veya bazi érnekler, besiyerinin birinci baslangi¢ cizgisinde spesifik
olmayan renklenme olusturabilir. Bu, besiyerinde leylak rengi, mor, yesil veya mavi renklenmeye
veya besiyeri ylzeyinde ayri koloniler bulunmadan, ince bir tabaka olusmasina neden olabilir.
Bu durum negatif yorumlanmalidir.

18 saatten az enkube etmeyin gunkd bu kuguk kolonilere ve/veya zayif koloni renklenmesine yol
acabilir; ideal enklibasyon siresi 18 ila 24 saattir. Enkiibasyon 28 saatten uzun olmamaldir;
karisik kilttrler halinde, daha uzun enkibasyon taninmasi ve saflastirilmasi zor olabilen
birlesmis kolonilere yol agabilir.

BBL CHROMagar CPE'yi ilk kullanmadan 6nce tanimlanmis suslar kullanarak tipik koloni
gorinimu Gzerinde calismanizi 6neririz (6r. KULLANICI KALITE KONTROLU béliminde
bahsedilen suglar).
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