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KARBONHIDRAT DiSKLERININ HAZIRLANMASI VE RUTiIN
CALISMALARDA KULLANILMALARI UZERINDE ARASTIRMALAR

Nejat Aydin* Nedret Aydin** Kemal Aydintug***

Recherches sur Papplication des disques de papier imprégnés de divers suc-
res dans travaux routines,

Resumé: Dans cette recherche, on a étudié 6 sortes de glucides pré-
paré & partir d’imprégnation dans des papiers afin d’observer leurs effets sur
ces glucides. L’ application de la méthode de disque a été effectuée soit sur les
milieux liquides, soit sur le miliew semi-solide additionnée d’indicateur de rouge
de phénol. Les souches d’E.coli, S. gallinarum, Staph. aurcus, K. pneu-
moniae, E. coli K12 Nal’Lak-(Laier), et S. pullorum connues comme
efficaces sur ces glucides ont été étudiées par la méthode de disque sur le milieu
s:mi-solide dans le tube. Les résultats ont été évalués en observant a partir de
6 heures pendants 5 jours.

La culture pure de 18-24 heures de la souche a étudier a été ensemencée
dans le milienw semi-solide additionnée d’indicateur au moyen d’un fil droit.
Puis, a Paide du fil droit, a été enfoncé légérement le disque verticalement
dans la gélose szmi-solide, de fagon qu’tl soit recouvert par 3 & 4 mm de gélose
environ. Les tubes ensemencés ont été laissés a I’ étuve de 37°C. Par une app-
lication effectuée de cette sorte, on a constaté une convenance compléte avec les
résultats de la méthode classique. On a rencontré certains résultats inconve-
nable dans les applications de disques sur les milieux liquides. C’est pour quot,
on a constaté que U’application de disques sur le milieu semi-solide était une
méthode plus pratique et économique pour l'utilisation et préparation des glu-
cides que la méthode classique.

Ozet: Bu galismamizda, karbonhidratlar iizerine etkinin incelenmesi

amacyla disklere emdirilmek suretiple hazirlanmis 6 gegit seker denenmigtir.
Disk uygulanmas: hem st ve hem de vari kate indikatorli besi yerlerinde ya-
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pulmagtir. Bu karbonhidratlara etkiler: bilinen E.coli, S.gallinarum, Staph.
aureus, K.pneumoniae, E.coli K12 Nal’Lak-(Lalicr) ze S.pullorum
suslars disk yontemiyle indikatorli (Fenol kirmizist) yar: kate best yerinde in-
celenmiglerdir. Sonuglar 6 nct saatten itibaren 5 giin sireyle gozlenerek deder-
lendiriimigtir.

Incelenecek sugun 18-24 saatlik saf kiiltirinden fenol kurmizily yar
katy besi yerine igne tle ekim yapilmus ve daha sonra steril bir pensle tiipe konu-
lan disk, bir igne yardimwyla vertikal olarak 3—4 mm derinlide kadar hafifge
itilerek tiipler 3%°C de inkubasyona birakilmiglardir. Bu sekilde yapilan bir
uygulamada klasik yontem sonuglar: ile tam bir wygunluk oldugu gorillmiistir.
Swi besi yerlerindeki disk uyrulamalarinda bazi istenmeyen sonuglarla kargi-
lagilmistir. Bu bakimdan indikatorlii yart kate best yerine disk uygulamasimn
klasik yonteme oranla daha pratik ve karbonhidrat hazirlamyp kullamimasi
yontinden de daha ekonomik bir yontem oldugu kamsina vanlmgter.

Giris

Karbonhidratlar, heterotrofik mikroorganizmalar igin eclverisli
bir enerji kaynag: olup bunlarin karbonlarn da organik bilesikleri
sentezlerken yapi taslar: olarak gorev yaparlar. Bu nedenle mikroor-
ganizmalar, gesitli karbonhidratlara degisik sekilde ctki ederek, bun-
lardan karbon ve enerji kaynag: olarak yararlamirlar (2.4.5.8).

Bakterilerin biyosimik aktivitelerinin 6lgiilmesinde bir seri reaksi-
yonlarin incelenmesine bagvurulur. Mikrobiyoloji alaninda bu akti-
vitelerin saptanmasinda, mikroorganizmalarin karbonhidratlar iizc-
rine etkilerinin incelenmesi en 6nde gelen biyosimik testlerden birini
teskil ctmektedir (2,3,5.6,8). Laboratuvarlarda, % 1-% 0,5 karbon-
hidrat igeren indikatérlii sivi ve katr besi yerleri mikroorganizmala-
rin karbonhidratlar fermente ctme ozelliklerini incelemek amaciyla
kullamlmaktadir. Gerek sivi besi yerinde gereksc kati besi yerinde,
genellikle, 18-24 saat inkubasyondan sonra etkenin ortamdaki kar-
bonhidrata etkisi sonunda sekillenen asidin best yerindcki hidrojen
iyonlar1 konsantrasyonunun (pH), dolaymiyla indikatoriin rengi-
nin degismesi dikkate alinmaktadir. Bu arada gaz olusturulmasinin
arastirilmasi amaciyla indikatérlii sivi besi yerlerine durham tiipleri
konulmak suretiyle de bu testin uygulanmasi mimkiin olmaktadir
(3+4.6,8). Testin yapilmasinda hazirlanan stok ana karbonhidrat ¢o-
zeltisi besi yerine ya uygulama aninda veya onceden katilarak tiip
ya da pertilere dagitihp kullamlmaktadir (2,4.7). Ancak, bu uygula-
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ma sekilleri bazi sakincalar: tagimaktadir. Her seker igin ayri ayn
onceden tiiplere dagitilarak saklanan besi yerleri uzun siire  beklemek
durumunda kalinca su kaybina ugramakta ve dolayisiyla konsant-
rasyonu degismektedir. Diger taraftan bol miktarda tip ve petri de
uzun siirc iggal edildiginden hem pratik hem de ekonomik degildir.
Bir baska sakinca ise, ana gozcltilerin saklanma siireleli boyunca su
kaybetmecleri ve kontamine olabilmeleridir.

Sckerler yiiksck 1s1 derccelerinde sterilize edilemezler. Zira bu
1s1 derecclerinde heksozlarin alterasyonu, polyozidlerin ve dihalozid-
lerin hidrolizi meydana gelmektedir. Bu sakincalar1 gidermek igin
en iyi sterilizasyon yontemi filtrasyon veya tindalizasyondur. Adoni-
tol, dckstrin, dulsit, galaktoz, glukoz, mannitol, mannoz, rafinoz,
ramnoz, salisin ve sorbitol gibi sckerler 110°C de 10 dakikada, ami-
don 115°C de 10 dakika, arabinoz, laktoz, leviiloz, maltoz, sakkaroz
gibi sckerler ya tindalizasyon (g giin 100°C de 30 dakika) ya da filt-
rasyonla sterilize cdilirler. Eskulin ise, hazirlama aninda direk ola-
rak (9 16) besi yerine katilabilmektedir (4,7).

Hazirlanan stok ana gozeltiler her sekere gére degisik konsant-
rasyonda olmaktadir. Dulsit %, 2, amidon, dekstrin ve inositol % 5,
adonitol %, 6, salisin %, 8, sorbitol, ramnoz, mannoz %, 10, mannitol
9, 20, ksiloz, sakkaroz, rafinoz, maltoz, leviiloz, laktoz, glukoz, ga-
laktoz ve drabinoz 9, 30 oranlarinda steril distile su iginde hazirlan-.
maktadir (4,7).

Bazi arastiricilar, degisik scker solusyonlarinin beyaz kurutma
kagitlarina emdirilmesiyle hazirlanan, tipki antibiyotik disklerinde
oldugu gibi kullanilabilecegini bildirmiglerdir. Bu disklerin ancak
yar1 kat1 besiyerinde kullanilmas: gerektigi ve petri kutusunda pratik
olmadig fakat, tiiplerde yiizeyden 3—4 mm. derinligc kadar aeroblar
i¢in, daha derinlerde ise anaeroblar igin disklerin yerlestirilebilecegi,
her tiipe 1 disk konulacag, ekimin kontrol etme yéniinden igne ile
besi yerinin orta yiikseklikteki iist tarafina yapilacagi ortaya konul-
mugstur. Inkubasyondan 24 saat sonra sonuglarin indikatriin rengi-
nin degismesi ile yapilacagi ve gaz kabarciklarinin da gorilebiiecegi
bildirilmistir (1,4,7,10). Bu teknik i¢in indikatér boya olarak fenol
kizmizist ve herbir litre besi veri igin g gr. agar kullamilmas1 oneril-
mektedir (7).

Bu ¢aligmada, karbonhidratlara etkinin incelenmcsinde prafik
ve ckonomik olmas: nedeniyle disklere emdirilmis gesitli karbonhid-



N. AYDIN-N. AYDIN-K. AYDINTUG

ratlarin kullamlmasi amaglanmig ve degisik mikroorganizmalar iize-
rinde fermantasyon -:.lileri arasurilmastir.

Materyal ve Metot

1~ Stok karbonhidrat ¢izeltilerinin _hazirlamis:: Cahgmalanmizda
denenen glukoz, galaktoz, laktoz, sakkaroz, maltoz ve dulsit’in Merc
Index {g) de belirtildigi sekilde eriyikleri hazirlanmigtir. Buna gore;
galaktozun 0,5 gramt 1 ml, distile su i¢inde, glikozun 1 gramui 1,1
ml. distile su iginde, laktozun 1 grami 2,2 ml. distile su i¢inde. sakka-
rozun 1 grami 0,5 ml. distile su iginde, dulsitin 0,1 grami g ml. distile
su iginde oda 1sisinda eritilmiglerdir. Maltoz igin ise, once doymus
eriyigi hazirlanmig ve bu amagla 110 gr. maltoz 60 ml distile suiginde
eritilip cksilen su miktari tamamlanarak kullanilmistir. Hazirlanan bu
gozeltiler tindalize edilmek suretiyle sterilize edilmigler ve karbon-
hidrat disklerine emdirilmek iizere taze iken hemen kullanilmislardir,

2— Karbonhidrg tly  disklerin  hazarlamgi : Disklerin  hazirlaniginda
Whatman No: 4 kagidi kullamlmigtir. Yukarida hazirlanigi bildirilen
steril doymug criyikler kagitlara zimba makinasina girecek tarzda
kesilip hazirlanmig olan pargalar halindeyken steril kosullarda emdi-
rilmigtir. Kagitlar emdirilme igleminden once steril oda iginde ultra-
viyole altinda 18 saat tutulmuglardir. Daha sonra steril kiivetler igine
dokiilen steril seker cozeltilerine kagitlar daldirilip qikarimgtir. Ka-
gitlar yinc steril odada hava ceryam verilerek kurumaya terkedil-
migtir. Nihayet, kuruyan kagitlar antibiyotik diski hazirlanmasinda
yararlanilan zimba makinasinda kesilmiglerdir. Disklerin ¢ap1 6 mm.
olup 1 diskin 0,03 ml. sivi cmdigi saptanmistir. Kesilen diskler tekrar
steril odada ultraviyole altinda 18 saat tutularak sterilize cdilmig-
lerdir. Daha sonra steril pens yardimiyle tiipler igine alinarak dene-
melerde kullanilmak iizere + 4°C dcki buzdolabinda saklanmugtr,
g— Best yerleri :

1- Denemelerimizde Cassagne (4) ve Marchal ve Bourdon (7)’
un bildirdikleri yar1 kat1 besi yerleri modifiye edilerek asagidaki for-
miile gore hazirlanarak kullamlmstir.

Et ekstrakti ............... 5 gr.
Potasyum klorir .......... 5 gr.

Agar ........ ..ol 3 gr.
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TFenol kirmuzist (901) ...... 4 cc.
Distile suw ...t 1000 CC.
Besiverinin pH’st 7,6-7,8 ve ayarlanmustr.
2— Peptonlu su.
3— Adi buyyon.
4~ Suslar :

1— S.pullorum : Kiirsii stok suglart arasmdan se¢imigtir.
2— S.gallinarum : Kiirsii stok susu.

g— E.coli KyyNalr Lac- (Lalicr) Kanaca orijinli sus.

4~ E.coli: Kiirsii stok sugu No: 117.

5— K.prneumoniae : Etlik Vet Kont.Argt. Lnstitisincen  sag-
lannugtir.

6~ Staph. awreus: Kiirsi stok susu.

7— C.pyogenes : Kiirsti stok susu.

Biitiin bu suglarin denemeye sokulmadan ¢nce morfolojik, kiil-
tiirel ve biyosimik 6zellikleri incelenmistir.

5— Besi yerlerine Ekim ve Disklerin Uygulanigt :

Denemeler sivi ve yar kati besi yerlerinde yapilmig olup:

A Peptonlu suda: Tiiplerc 5 ml. miktarinda konulan besi yeri
klasik yéntemdc oldugu gibi stok seker solusyonu ve indikatér (brom
timol mavisi) cesitli suslarda kullanildigi gibi aym Desi yerine bir
adet karbonhidrat emdirilmis disk konulup denemeye sokulan gesitli
suglarin 18 saatlik buyyon kiiltiirlerinden ekilerck 87°C e inkubas-
yona kaldinlmig ve her saat bag gozden gegirilmiglerdir.

B- Buyyonda : Peptonlu su ile yapilan islemler ayni sekilde buy-
yon kullamlarak da yapilmgtr.

C— Yar: katr besi yerinde : Formiiliine gére hazirlanan indikatorli
(Fenol kirmuzist) yart kati besi yeri dency tiiplerine 10 ml. miktannda
konulmus ve igne ilc suslarin 18 saatlik kiiltiriinden besi yerinin ya-
risina kadar olacak gekilde ekim yapilmisur. Alt kism kontrol olarak
birakilmistir. Daha sonra karbonhidrat diski igne yarcimryle vertikal
olarak g3—4 mm. derinlige kadar hafifce itilmis ve tiipler 37°C dc in-
kubasyona kaldirihip her saat bast degisiklikler gozlenmistir.
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Bulgular

D:nemeye sokulan mikroorganizmalarin  karbonhidratlar iize-
rindcki etkileri, karplagtirma yapmak amaayle, laboratuvarda rutin
olarak uygulanan, buyyonda klasik yontemle incelenmis ve 7., 24.,

- 48. saat ve 5. giinde alinan sonuglar Tablo - 1’de gosterilmigtir.

Peptonlu suda karbonhidrat diskleri ile yapilan uygulamalardan
alinan sonuglar Tablo-2’de gosterilmis olup tablo incelendiginde
laktoz, dulsit ve maltoz diginda diger karbonhidratlar iizerine mik-
roorganizmalarin etkilerinin klasik yéntemdeki sonuglara uvgunluk
gosterdigi anlagilmaktadir. Karbonhidratlara etki en crken 7. saatten
sonra gozlenmektedir. E.coli 4. saatte laktozu fermente etmesine kar-
stk bu saatten sonra ortamin rengi yinc maviye doniismektedir.
Dulsit’tc ise S.gallinarum klasik yéntemle pozitif olmasina kargihik disk
yonteminde siipheli bir reaksiyon géstermistir. Renk 5. giin sonuna
kadar aymi kalmaktadir. Sonuglar 7. saatten baglayarak 5. giin sonu-
na kadar gozlenerck degerlendirilmistir. Ayrica karbonhidratlarin
emdirildigi disk kagitlarinin hesi yerine bir etkisinin olup olmadig:
klasik yontemle incelenmis ve kagidin sonucu etkileyecek herhangi
bir degisiklige neden olmadig: gorilmiistiir,

Yart kati besiyerinde karbonhidrat disklerinin uygulanmasinda
alinan sonuglara gore yar kati besi yerinde mikroorganizmalarin
karbonhidratlar tizerine olan etkileri klasik yéntemle tam bir uygun-
luk saglamustir. Sonuglarin degerlendirilmesinde besi yerinin iist
kisminin sar1 renge déniigmesi pozitif olarak kabul edilmis, alt kissim-
lar gogunlukla kirmizi renkte kalmigtir. Kontrol tiiplerde ise, herhangi
bir degigsiklik olmadigi gériilmiistiir. Bu yéntemle ‘sonuglarin en iyi
ve en crken olarak 24. saatte saptandigi ortaya konulmustur.

Ayrica Resim 1, 2, 3, ve 4’te gerek sivi ve gerckse yarr kati besi-
yerinde S.pullorum, E.coli No: 117 ve E.coli (Lalier) suglarmda asit
olusumu ncdeniyle indikatérli besi yerlerinin maviden sariya ve kir-
nuzidan sariya doéniigimleri de gosterilmistir,

Tartisma ve Sonug
Mikroorganizmalarin karbonhidratlar iizerine etkilerinin ince-

lenmesinde indikatérli sivi besi yerlerinin labratuvarlarda rutin oia-
rak kullamlabilecegi ¢ogu aragtiricilar tarafindan bildirilmektedir




Tablo 1: Buyyonda klasik yontemle yapilan karbonhidratlar Gizerine gesitli bakterilerin ctkileri.

oorganizma | Siire Karbonhidrat Cesitleri
Glikoz Galaktoz Laktoz Sakkaroz Maltoz Dulsit | Kontrol
7.8 — — T R U S
24. S + -+ a- -+ + - .
oli 1= — R
48. s + + =+ + - — —
5. gin + 4- - . + _ .
7.8 — — — — — _ —
24. + + — — - + —_—
allinarum 48. s < + — — 4+ + _
5. glin + 4 — — + + —
7.8 — — — — — — —
24. 8 + -+ — — — —
pullorum
48. s + - — — - — —
5. glin + + — — + — —
7.8 —_ — — — — — —
coli
alicr) 24. S + + — — + — —
48. s + + — — + — —
5. gun ~+ -+ — - +4 — —
7.8 — — + —- _ —
24. s + -+ + o + + —
. pncumoniac
48. s + + + - [ 4 —
5. gln + + + -t =+ + —
7.8 I- x — — — —_— —
24. s 4 + -+ + + — —
faph. aurcus
48. s i + -+ i = - —
5. gn + + -+ ! — -—
7.8 — —_ — — — — —
24. s + + + + - — —
.. pyogencs —_— N
48.s - + RS 4- + — —
5- gun + + + -+ -- - —
4 : Ortamun sariya déniigmesi -

F : Ortamin sari-yesil renk almast
— ¢ Degisiklik yok
s : Saat




Tablo 2: Karbonhidrat diski ile buyyon ve peptonlu suda uygulama sonuglari.

Karbonhidrat emdirilmis disk g¢esitleri

Mikroorganizma ‘ Siire
Glikoz Galaktoz | Laktoz | Sakkaroz | Maltoz | Dulsit Kon
7.8 T F + —_ + —
24. s + + — F + — —
E. coli 48. s - 4- — + + — .
5. gin =+ + - - 4 — —
7.8 + s — — + —_ —
S. gallinarum 24. s -+ - — — -+ T —
48. s + + — — + + —
5. gn - + — — - F —
7.8 + + - — — — —_
24. s + + — — ¥ — —
S. pullorum
48. s -+ + — F x — —_
5. gilin + =+ — F F — —
7.8 - + — — — — _
E. coli 24. s + + — — + _— —
(Lalier) 48. s - + — — + — —
5. gin + + — — + — -
7-8 — + 4 +* + — —
24. + + + + + — —_
K. pncumoniac
48. s -+ + -+ + + — —
5. gun T + + + 4 — —
7.8 — —_ — — — —_ —
24. s + -+ + + — — —
Staph. aurcus —
48. s + + + + — — —
5. giin ~+ -+ =+ +4- — — -
7-8 T + — + + — —
24. s t +- — + + — —
C. pyogenes
48. s + — -+ 4 — —
5. gun + + — -+ =+ — —

| H+

: Degisiklik
s : saat

yok.

: Ortanmun saniya dénigmesi
: Ortamun sari-yesil renk almasi
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Resim 1: Indikatorlii (brom timol mavisi) buyyonda disk uygulamasiyle E.coli’nin etkisi.
11k tiipte glikoz fermente edildiginden renk sariya dontigmiis. Ikinci tiipte laktoz (---) ve
son tup kontrol.

(Efficacitc d’E.coli dans le bouillon a indicateur par méthode de disques. Dans e premier
tube le glucose, fermenté, vire au jaunc. Au deuxi¢me tube, lc lactose n’est pas fermentée
(--), ainsi que lc tube dernier converse commc (¢moin.)

(2,3-5,6,8). Ayrica mikroorganizmalarin bu aktivitelerinin saptan-
masinda kati besi yerlerinden disk kullanarak yararlanilabilecegi
de bildirilmigtir (1,4,7,10).

Denemelerimizde hem klasik yontem olarak indikatérli (brom
timol mavisi) buyyon ve peptonlu su gibi siv1 besi yerleri ve hem de
indikatorli (femol kirmuzist) yar: kati besi yerinde kargilagtirmal
olarak ¢esitli mikroorganizmalarin karbonhidratlan fermente ctme
ozellikleri incelenmigtir, Degisik karbonhidratlarin  emdirilmesiyle
hazirlanan diskler buyyon, peptonlu su ve yar kati besi yerince de-
nenmistir. Buyyon ve peptonlu sudan alinan sonuglar klasik yontem
sonuclariyla uygunluk saglamadigi gibi bam sekerlerde Orneging
laktoz’da E.coli 4. saatte poritif oldugu halde 24. saattc negatife do-
niigmiistiir. Diger taraftan dulsit ve maltoz iizerine S.gallinarum ve
K.pneumoniag'nin de etkileri degisik olmustur. Yar: kati besi yerinde
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Resim 2: E.coli No: 117°de sirasiyla Glukoz (+), Laktoz (+), Sakkaroz (4-), Galaktoz
(+), Dulsit (- ), Maltoz (-+-) ve Kontrol (—} oldugunun indikatérli (Fenol kirmizisi)
yart katt besi yerindcki gérinumleri.

(Misc en evidence dc fermentation dans le milicu semi-solide pour d’E.coli respectivement:
Glucose (+), lactose (—), saccharose (+), galactose (4-), dulcitol (—-), maltosc (=) ct lc
tube témoin (- ).

yapilan denemelerde isc, sonuglar en erken ve agik olarak 24. saattc
okunmus ve klasik yontemdcki sonuglarla da tam bir uygunluk gos-
termistir,

Sonu¢ olarak; karbenhidratlara ctkinin incclenmesinde, yar
kati besiyerinde disk uygulama vénteminin gerek pratik ve Dasit
olmas: ve gerekse ckonomik olmasi gibi nedenlerle ¢ok clverigli oldugu
kanisina varilmistir. Zira, rutin olarak sivi besiyerinde uygulanan
klasik yéntemde, her seker igin ayn ayn hazirlanan ana ¢ozeltiler
sterilizasyon, saklama gibi durumlarda kontamine olma ve kristalles-
me gibi sakincalar: tagimaktadir. Ayrica besi yerlerine ait birtakim
sakincalar: da urutmamak gerekir. Diger taraftan gaz tegkilini gozle-
mek icin siv1 besiyerlerinde de disk kullamlabilir, fakat bu uygulama
scklinin bazi mikroorganizmalarm 6zelliklerine gére daha detayh
olarak incelenmesi gerekmektedir.
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Resim 3: E.coli (Lalier) susunun indikatoérli (Fenol kirmizisi) yari kati besiyerindeki
sirasiyle Glikoz (+-), Laktoz (—), Sakkaroz (- ), Galaktoz (4-), Dulsit (—), Maltoz (-}
. ve Kontrol (—) Uzerine ctkisi.
(Mise en cvidence de fermentation dans le milicu semi-solidde pour d’E.coli respective-
ment: Glucose (+), lactose (—), saccharose (—), galactose (+), dulcitol (—), maltose (-1-)
ct le tube témoin (—).
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Resim 4: S.pullorum’un indikatérli (Fenol kirmizisi) yari kat besi yerinde Glikoz (+),
Laktoz (—), Sakkaroz (—), Galaktoz (+), Dulsit (—), Maltoz (+) ve Kontrol (—) lize-
rine etkisi.

(Mise en cvidence de fermentation dans le milieu semi-solide 2 idicateur pour S.pullorum,
respectivement: Glucose (4-), lactose (—), saccharose (—), galactose (4), dulcitol (—),

maltosc {+) et le tube témoin (—).
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