IMViC (Indol ve Sitrat Testi)

Indol, Metil red, Voges - Proskauer ve Sitrat, (Citrat) testlerinin ilk harflerinden olusmustur.
Vi 'deki "i" kiiciik harf olarak yazilir ve sadece okuma kolaylig1 saglar. Bu testler koliform grup
bakterilerin ayrimi i¢in kullanilmaktadir. Son zamanda IMViC testleri IMVEC olarak
kullanilmaktadir. E harfi Eijkman, testini simgelemektedir. Koliform grup bakteriler icin HOMoC

testleri de uygulanmaktadir.

IMVIC testleri, 6zellikle Enterobacteriaceae iiyelerinin ilk tanimlama basamaginda klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlari i¢in vazgecgilmez testlerdir. Bu UMS“nin amaci IMViC test paketinde

yer alan testlerin dogru uygulanmalari ve yorumlanmalari i¢in bir rehber sunmaktir.

Bakteri Indol MR VP Sitat
Escherichia coli + + - -
Proteus vulgaris + + - -
Salmonella spp. - + = +
Enterobacter aerogenes - - + +
Shigella spp. - + - -

indol Testi

Bu test, mikroorganizmalarin bir aminoasit olan triptofam ayristirarak indol meydana

getirebilme yetenegini belirlemek i¢in kullanilir.

Ayni  zamanda, Dbakterilerin cins (Salmonella (-), Edwardsiella (+), E.  coli (+), Klebsiella (-
), Enterobacter (+), ve tiirlerin (P. multocidea (+), P. haemolytica (-), P. mirabilis (-), P. vulgaris (+)

ayiriminda da ise yarar.

Materyal

1) I¢inde triptofan bulunan sivi besi yeri veya peptonlu su (tiipte, 5 ml).
2) Mikroorganizmalarin saf ve taze kiiltiirleri

3) Kontrol pozitif (E. coli) ve negatif (S. gallinarum) kiiltiirleri

4) Ekilmemis s1v1 besi yeri

5) Kovaks veya Ehrlich ayiraci



Metot
Mikroorganizmalar sivi besi yerine veya peptonlu siviya ekildikten sonra 37 °C de 1-5 giin
inkubasyona birakilir. Kiiltiirlerin iizerine kovacs (veya Ehrlich) ayiracindan 0.5 ml ilave edilir ve

iyice kanigtirilir.

Degerlendirme
Tiplerin Ust kisminda bir iki dakika i¢inde kirmizi bir halkanin olusmasi pozitif reaksiyon (indol
formasyonunu) ifade eder. Sarimsi halka indolun olusmadigim gosterir (negatif indol testi). Renk,

indol i¢inde bulunan pyrrole'den ileri gelir.

Sitrat Testi

Bu test, mikroorganizmalarin, besi yerlerine katilan sitrati karbon kaynagi ve amonyum tuzlarini da
nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenegini saptamada, bakteri cins ve tiirlerini identifikasyonda
kullanilir. Bakteriler tarafindan sitratin ayrigmasi (sitrat metabolizmasi) enzim sistemi tarafindan
gergeklestirilir. Bu enzime citritase (citrate oxalacetate-lyase) veya citrate demolase ad1 verilir.

Bu enzimin aktivitesi igin magnesyum veya manganez tarafindan saglanan divalan katyonlara
gereksinim vardir. Sitrat metabolizmasinda elde edilen iriinlerin ortamin pH’s1 ile sik1 bir iligkisi
vardir. Son {iriin ne olursa olsun, sitrat fermentasyonunda esas basamak, piruvat’in meydana gelisidir.

Pirtivatin ayrigma {iriinleri besi yerinin pH 'sina bagimlidir.

1) Citrate — » oxalacetate + acetate
Oxalacelale » piruvate + CO,

2) Alkali pH da
piruvate — » acelate + formate

3) Acid pH da

2 pirivate —— acetate + CO, + lactate

2 piruvate —— acetoin + 2CO,

Yukarida da goriildigii gibi alkali pH da (No.2), daha fazla acetate ve formate meydana gelmesine
kargin, asit ortamda (No.3) acetylmethylcarbinol (acetoin) ve lactate’lar esas tniinler arasinda
bulunmaktadir. Sitrat fermentasyonu i¢in kullanilan besi yerlerinde amonyum tuzlarinin bulunmasi
nedeniyle de, bakterilerin bu tuzu nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenekleri de 6l¢iilmektedir.
Amonyum tuzu ayrisinca amonyak (NH3) meydana gelerek ortamin pH s1 yiikselir. Bakteriler
tarafindan organik asit ve tuzlarmin karbon kaynagi olarak kullanilmasi sonucu karbonatlar ve

bikarbonatlar meydana gelir.



Materyal

1) Tiip iginde yatik Simmons citrate agar besi yeri (4-5 ml, pH 6.9 ve yesil renkte) veya Christensen
sitrat sulfid besi yeri (4-5 ml pH 6.7, agik renkte)

2) Test edilecek mikroorganizmalarin taze ve saf kiiltiirleri

3) Kontrol pozitif (Klebsiella aerogenes) ve negatif (E. coli) mikroorganizmalar

4) Ekilmemis besi yerleri

Metot
Muayeneleri yapilacak saf kiiltiirler steril fizyolojik su veya buffer ile biraz sulandirildiktan sonra besi
yerlerine ekimler yapilir ve tiipler 2-7 giin 37 °C inkubasyonda tutulur. Christensen besi yerine igne ile

inokulasyon yapilir ve yatik yiizeye de igne siiriiliir.

Degerlendirme

1) Simmons citrate besi yerinde, uygun bir inkubasyon siiresi sonunda higbir tiremenin olmamasi ve
ortamin orijinal yesil rengini muhafazasi negatif reaksiyon ve ekim hatti boyunca iireme ile birlikte
koyu mavi rengin meydana gelmesi de pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir.

2) Christensen sitrat siilfid besi yerinde hig bir renk degisikliginin gériilmemesi (agik rengin muhafaza
edilmesi) negatif reaksiyon ve ekim hatt1 boyunca iireme ile birlikte pembe-kirmizi rengin olusumu da
pozitif reaksiyonu ifade eder.

3) Degerlendirme, kontrollere bakilarak yapilmalidir.

Baz1 organizmalar sitrat1 tek karbon (enerji) kaynagi olarak kullanirlar. Sitrat testi bakterilerin sitrati
kullanma yeteneklerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilir. Test i¢in sitrat agar (Simmon®s citrate
agar) kullanilir. Tiipte yatik hazirlanan bu besiyeri karbon kaynagi olarak sadece sitrat igerir; nitrojen
kaynagi olarak da amonyum tuzlari bulunur. Sitrati kullanan organizmalar inorganik amonyum
tuzlarin1 da tek nitrojen kaynagi olarak kullanabildiklerinden, metabolizma alkali iiriinlerin
(amonyak) artisi ile sonu¢lamir (pH>7.6). Ortamda bulunan indikatér madde bromtimol mavisi olup,
pH“in yiikselmesine paralel olarak besiyerinin rengi yesilden koyumaviye doner (7,8). Bakterilerin
sitrat1 kullanma yeteneginin test edilmesi 6zellikle Enterobactericeae iiyelerinin ve diger bazi gram
negatif bakterilerin tanimlanmasinda anlamlidir. Cok az koken hari¢ Salmonella, Edwardsiella,
Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia ve Providencia tiirleri sitrat pozitif iken Escherichia,

Shigella, Morganella ve Yersinia sitrat negatiftirler.



