AOAC-RI onayl GLISA-Rapid Verotoxins Test Kiti
(Gold Labelled ImmunoSorbent Assay)
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bakteriler tarafindan uretilen VT1 (ST1) ve VT2 (ST2)
toksinlerinin belirlenmesi icin kullanilan kittir. Duopath® kiti
ile bakterinin kendisi degil, bu toksinleri UGretme yetenegi
belirlenir. Her iki VT icin de negatif sonug alinirsa bunlar

arasinda VT olusturan bakteri olmadigina goére E. coli O157: Dou path®

H7 serotipinin de olmadigina karar verilir.

Uygulama Verotoxins

Duopath® Verotoxins kiti izole edilmis bakterilerin verotoksin LR
olusturup olusturmadiklarinin analizi icindir. Buna gére gida ya Test kltl

da diski 6rneginden kuralina uygun olarak zenginlestirme kulttra

elde edilir ve bu kultirden CT-SMAC Agar besiyerine stirme yapilir.

inkiibasyondan sonra sorbitol negatif (renksiz) ve tipik kolonilerden 1 ya

da daha fazlasi 1 mL Caye Broth + Carbadox besiyerine inokiile edilip, 37 °C

‘da 6 saat inklibe edilir. Bu besiyeri verotoksin olusumunu destekler. Bu kulttirden 180 pL alinip, tGzerine 20 pL
polimixin ¢ozeltisi ilave edilir ve 35-37 °C ‘da 10 dakika inkibe edilir. Polimiksin, olusan verotoksinin ortama
salgilanmasini saglar. Buradan 160 uL (Pastor pipeti ile 5 damla) alinip, Duopath® Verotoxins kitinin yuvarlak
girisine damlatilir. 20 dakika icinde kontrol “C" penceresinde kirmizi serit olusmalidir. Ayni stre icinde test “VT1”
ve/ veya “VT2"” pencerelerinde de kirmizi serit gdrilmesi analiz edilen kiltiirde verotoksin(ler) oldugunu gosterir.
Kitin daha 6nce buzdolabindan gikartilip, oda sicakhigina getirilmis olmasi gereklidir. Analiz sonunda kullanilan
tim malzeme otoklavlandiktan ya da dezenfektan uygulandiktan sonra atilir/ yikanir.

Uyarilar

Analiz edilen 6rnekte verotoksinlerin bulunmamasi diger patojenlerin toksinlerinin olmayacag anlamina
gelmez.

Test penceresindeki kirmizi rengin yogunlugu antijen miktari ile ilgilidir. Bununla beraber, tim VTEC serovarlari
yeterli yogunlukta kirmizi renk verir.

Kite 6rnegin ilave edildigi pencerede kuruma baslamadan 6énce sonu¢ okunmalidir. Bu stre 25 dakikadir. Bir diger
deyis ile analiz sonucunun 25 dakikadan fazla stirede okunmamasi énerilir.

Duopath® Verotoxins kiti buzdolabi sicakliginda (2-8 °C) korunmali, kit posetinden cikarildiktan sonra 2 saat
icinde kullaniimalidir.

Uriin | Merck Katalog no | Ambalaj

Duopath® Verotoxins 1.04144.0001 25 test - =
mEC Sele_ctl\(e Ennchment Broth 1.14582.0500 500 g ]
w/Novobiocin

mTSB Selective Enrichment

Broth w/Novobiocin * 1.09205.0500 2009

CAYE Broth mod. acc. to Evans * | 1.00060.0500 500 g

CAYE Broth Supplement .

(Carbadox) * 1.00051.0001 16 vial

Bacillus cereus Selective

Supplement 1.09875.0001 16 vial

(Polymycin B-sulfate) * - -
SMAC agar * 1.09207.0500 500 g 1 =
CT-Supplement * 1.09202.0001 16 vials

* Bu besiyerleri hakkinda www.mikrobiyoloji.org sitesi ana sayfasindaki
Merck Mikrobiyoloji Hizli Erisim dosyasindan bilgi alinabilir.



I:iYIERCK Singlepath® Verotoxins Test Kiti Uygulama Semasi

25 g gida 225 mL mTSB ya da mEC Broth besiyerine
ilave edilir. Sat dGrdnleri icin  mTSB Broth, et

— ardnleri icin mEC Broth kullaniimahdir. Gerekirse
"— homojenizasyon yapilir.

mEC Broth 42°C ‘da, mTSB Broth 35-37 °C ‘da 18-
=y 24 saat inktbe edilir.

ﬁ Selektif zenginlestirme kultirinden CT-SMAC Agar
. besiyerine tek koloniler diisecek sekilde siirme ya da
— yayma yapilr.
CT-SMAC Agar 35-37 °C ‘da 18-24 saat inkube
- edilir.
CT-SMAC Agar besiyerinden tipik birkac¢ koloni 1 mL
. Caye Broth + Carbadox besiyerine inokile edilir.
_ | > 37 °C da 6 saat inkiibe edili.
e
Y - Bu kultirden Eppendorf tlapline 180 pL alinr,
9 Uzerine 20 pL polimiksin ¢ozeltisi ilave edilir.
180 pL e
_ | > 35-37 °C ‘da 10 dakika inkiibe edilir.
ke
Duopath Verotoksins kitine 160 pL (Pastor pipetiile 5
— ' damla) ilave edilir. Kit daha énceden oda sicakligina
v reout getirilmis olmalidr.
} 20 dakika beklenir
& = = = Kitte (C) seridi kirmizi olmalidir. (VT1) ve/veya (VT2)
1 seridi kirmizi olursa bu verotoksin(ler) acisindan
pozitif, olmazsa negatif olarak degerlendirilir.
|

} Toplam analiz stiresi 48 saat 35 dakika

Kullanilan tim malzeme otoklavlandiktan ya da
dezenfektana birakildiktan sonra yikanir/ atilr.






