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ěǀŢƟźƄ�ŚƷƽ����ŝ�ƱƹżºƟř�ŻƹŹ�ǀ�ĥƺºƫƺƴĪţƺƽ��ƫƺţ�Źŵ��ºǀ��żºƳō�ŶƿƮ��ŚºƷƽ�

ŤƘƴƇƾ�Ư�Żř�ǀƳŚĭŹřƹźĪǀƮƀ�ŚƴƇ�Źŵ�ŚƷƿŻŚſƹŹřŵ�ƖƽƁƹŹ�ƹ���ŚºƷƽ�
ƴŤŞƯƾ�����ŻŚſ�ƩŚŝźƛ�ŶƴƳŚưƷ�Ʊō�źŝ�ƽ��Ƹŝ�ƹ�ǀƶƴ��ŻŚºſƽ��řźºƃ�ƿ�ƫƺţ�Ǝ�ºǀ�Ŷ
żƳōƿ��ŚĪŤſŵ�ƹ�ƮŹƽ�ŚƷƽ�ŤƳĥ�ǀĪƾ��ºƯ�ƾ���ŶƸţ�Ʊřƺºţ�ºƿ��Ŷ�ºƿ��źŤĩŚºŝ�Ĩƽ�
ŝǀŹŚưƽ�����ƶŝ�řŹ�řŻƿ���ƫƺţ�ŢºƇźƟ�Ĩ�ºǀ��żºƳō�Ŷƿ���ŚƸƳ�Źŵ�ƹ�Ʈ�ºƿ�ƫƺţ�Ţ�ºǀ�Ŷ
ŤƳōƾ�ŝǀţƺǀĨ�ŚƷƽ�Ƴ�ǀ���żŤƴºſ�ƶºưƽ��ŹƺĜºſƺƫŚƠſ�ƿ���ŚƴºƇ�Źŵ�Ʋƿ��ƹŹřŵ�Ɩ
ŻŚſƽ��ŶºŞţ�ƿ��ŵźºĩ�ƪ���ºŝƶ����ºƬĩ�ŹƺºƏƾ����ƶºƘƫŚƐƯ�ƝřŶºƷř���ƽ���źºƋŚů�

ŻŚſřŶūƽ�ƹ���ƺſ�śŚŴŤƳřƿƶ�ŚƷƽ��ƫŚºŝ�ǀƴƾ�źŤĩŚŝ��ºƿŚƾƿ����żºƳō�ŶºƫƺƯ�ƿ�Ʈ
ŹƺĜſƺƫŚƠſƿ�ſō�Ʋǀ�ŚſŚƴƃ��Żǈƾƿ��Ƙţ�ƹ�ǀǀ�ƺƷ�Ʋƿ�ƺſ�Ţƿƶ�ŚƷƽ��ŶƫƺƯ�

����Ƹŝ�žĜſ�ƹ�ƵŶƃ�řŶūǀ�ŻŚſ�ƶƴƽ��řźºƃ�ƿ��řźºŝ�Ǝƽ����źţǇŚºŝ�Ŝƀºĩ�ƿ�Ʋ
Ưǀ�żƳō�Ʊřżƿ��ƺſ�Źŵ�Ʈƿƶ��ƿŚƷƾ��řŹřŵ�ƶĩ�ƽ�ŝ�ǀźŤƄƿ�Ư�Ʋǀ�ƫƺţ�Ʊřżǀ�żƳō�Ŷƿ�Ʈ

ƺŝ��ŶƳŵƺŝŵ���
��

ſŹźŝ�ƁƹŹƾ��
������ř�Źŵƿ�ƶƘƫŚƐƯ�Ʋ��ƽ�ƇƺţǀƠƾ����ºƘƐƤƯ�ƾ�ÓÍ��ƶºƳƺưƳ��ƽ�ŹřŹŵřƽ��

���ƮųŻĮŤųƺſƾ����Ʊƺų�ƹ���ƶĩŵ�Ə�Źƾ�ƵŚƯ��ŚƷƽ�ŵŹƹźƟƿƲ���Śţ�ţǀź��ƵŚºƯ
��ƩŚºſÎÐÖÎŝ�Żř�ǀ��ƱřŹŚºưźŤƀººŝƽ�Śěźºſ�ƹ�ƾƿ��ŢººƳƺƠƗ�ƶºŝ�ǈŤººŞƯ�
ŹŚººŬƯƽŹřŹŵř�ƽĮŤųƺººſ��ƾ��ƮººųŻ�ƹƶººĩ�ŝ�ƶººŝǀƱŚŤººſŹŚư�ŚººƷƽ�
źƸƐƯƽ���ưų�ƭŚºƯř��ǀ�ºƴƾ�Źŵ���źƸºƃ��ƱřźºƸţ������ŶºƳŵƺŝ�Ƶŵźºĩ�ƶºƘūřźƯ
Ɩưū�Źƹōƽ�ŵźĭ�ƿ���źŤĩŚŝ�ŢƄĩ�Żř�žě�ƹ�Ŷƽ�ƹŹ�źŝƽŰƯ�ǀƎ�ŚºƷ�ƽ�

EMB�ŹŚĭō�ºſ��ǀźŤƿưǀ�ŹŚĭōŶƹBHI ��ŹŚºĭō����ŢĩźºƃMerck�
ƱŚưƫō����ƹ���Ţƀºţ�ƭŚºŬƳř��ŚºƷƽ�ŝ�ǀ�ºƃƺǀưǀŚƾƿ��ºƣřźŤƟř�ƾ�ƔƳ��ºǀ��źTSI��

ſǀ�ſ�Ʊƺưǀ�šřźŤ�ƀĩř�ǀ���ŻǇŚºţŚĩ��ŻřŶ�����Żō�ƵŹƹř�MR/VP���SIM�
ŵŹřŶƳŚŤſř�ƩƹŶū�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ��ÎÍ�� �ŻŚºſřŶūƽŵźĭ��ºƿŶ����Źŵ�Śºŝ

��ř�ƩŚưŤůř�ƲŤƟźĭ�źƔƳ�ºƿ���źŤĩŚºŝ�ƶºĩ�ƕƺºƋƺƯ�Ʋƽ��ŚºƷƽ���ƶºŝ�ƭƹŚºƤƯ�
ŤƳōƾ�ŝǀţƺǀĨ�ŚƷƽ��Ư�ƭŚŤĩǇŚŤŝ�ƾ��řŹřŵ�ŶƴƳřƺţƽ�żƳō�ƿ��ŹƺĜºſƺƫŚƠſ�Ʈƿ�Ʋ
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ſōǀ��ŤƳō�ŶƃŚŝ�Żǈƾ�ŝǀ��Ŷƃ�ƭŚŬƳř�ƭřźĭƺ����ºŤƳō�ŢƯƹŚƤƯƾ�ŝ�ºǀţƺǀĪƾ���Śºŝ�
����ºŤƳō�Ţƀºţ�ƭŚŬƳřƾ�ŝ�ºǀ��źƏ�Żř�ƭřźĭƺ�ºƿ�����ŵ�Żř�ŹŚƄºŤƳř�ƁƹŹ�Ƣ�ºƿ�Ĩƀ

�Disk Diffusion Method��ŵ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ƹ�ºƿĨƀ��ŚºƷƽ�
ŤƳōƾ�ŝǀţƺǀ�Ƹţ�Ĩǀ������ƪƯŚƃ�ŜƏ�ƲţŵŚě�Ţĩźƃ�Żř�ƵŶƃ�ƶ���ºƴěƾ��ºſǀƬǀ�Ʋ
�µg�ÎÍ�ººĩƺƯō��ƀƾ�ººſǀƬǀ�Ʋ�µg�ÎÍ�ţƺƫŚƠººſ��ǀ�Ʋ�µg�ÐÍ���Żř

��ŹƺĜſƺƫŚƠſ�Ʃƹř�ƪƀƳƿƲ��ƀĩƹźƠſ��ŚƷǀ��Ʈ�µg�ÐÍ�������ƭƹŵ�ƪƀºƳ�Żř
ŹƺĜſƺƫŚƠſƿƲ���ƀºĪƠſ��ŚƷǀƮ��µg�Ò���ŤƠſ�ƹǀ�ƀºĩƹżǀ��Ʈ�µg�ÐÍ��

��ŹƺĜſƺƫŚƠſ�ƭƺſ�ƪƀƳ�ŻřƿƲ�ŚƷ�Ƙţǀǀŵźĭ�Ʋ�ºƿ�ƹ�Ŷ��ƵŻřŶºƳř�Śºŝ�ĭ�ºǀźƽ�
ƶƫŚƷ��ƽ���������Ư�Ƃºĩ�Ǝºų�Ǝºſƺţ�ŶƃŹ�ƭŶƗ�ǀ�ºƬƾ��źºŤƯƽ���ƺºſƿƶ��ŚºƷƽ�

Ƴ�ƹ�ŽŚƀůǀů�ƶư�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ƭƹŚƤƯ�ƹ�ŽŚƀŵŹřŶƳŚŤſř�Żř �ƾƳŚºƸū�� �
]��Standard Institute (CLSI�[Clinical and Laboratory 

�ÎÎ���ŶƳŶƃ�ƆŴƄƯ���řźŝ�žĜſ�ƽ�ƭŚŬƳř��ŻŚſřŶūƽ��ƺºſ�ƿƶ��ŚºƷƽ�
żºººƳō�ŶºººƫƺƯƿƮ�źŤƯƺţƺƟƹźŤĪĜºººſř�ƁƹŹ�ƶºººŝƿĨ��ÎÒ�ÎÏ���Żř�

řƿƶƫƹż�ŚƷƽ���ŤƳō�ƶŝ�ƭƹŚƤƯ�ƾ�ŝǀţƺǀĨ�ŚƷƽ�ŹƺĩŸƯ���Ŷƃ�ƵŵŚƠŤſř���Ŷºŝ�ƿ�Ʋ
ţźţǀ��Ŝ��ƶƳƺưƳ�Żř�ƶĩ�ŚƷƽ��źŤĩŚºŝ�ƽ��ŚºƷƽ��������Źŵ�Ƶŵźºĩ�ŶºƃŹ�ƞºƬŤŴƯ�
ŰƯǀ�ŝŚŴŤƳř�Ǝƾ��ƴƬĩ��źƔƳŵŹƺƯ�ƾ���Ŷƃ�ƶŤƟźĭ�Ĩţ�������ƱƹŹŵ�ƶºŝ�žĜſ
ƲƫŹř�ŚƷƽ�ƹŚů�ƽ�ŰƯ�ǀ��ƎLB��ºƤƬţ�ǀ�����ƲºƫŹř�ƹ�Ŷºƃ�Ů������šŶºƯ�ƶºŝ�ŚºƷ� �
ÏÑ���ŚƯŵ�Źŵ�ŢƗŚſ�ƽ�ÐÔ������ºƃ�ŹƺţŚºŝƺĪƳř�Źŵ�ƶūŹŵ�ǀ���ƶºŝƺĪƳř�ŹřŵźĪ
ŵźĭƿŶ����ŰƯ�Żř�žĜſ�ǀ����Ź�ƱƺĪƫŚƟ�Źŵ�ŢƄĩ�Ǝƿ�����Źƹŵ�Źŵ�ƹ�ƵŶƃ�ƶŤŴ

ÑÍÍÍ�ƶŝ����šŶƯÏÍ�ƣŵ�ǀ��ŤƳŚºſ�ƶƤǀźƿ����������ƟŚºĩ�ƵŻřŶºƳř�ƶºŝ�Śºţ�Ŷºƃ�ĥƺƠƾ�
Ƶŵƺţ��ƽ�ƫƺƬſ�ƾ����ŶºƃŚŝ�ƶŤƃřŵ�ŵƺūƹ������ŚºƯ�žĜºſ�ƿ�ƹŹ�Ɩ�ƾºƿ�ŝ��ºǀ�Ʊƹź
Źƿ����Ŷƃ�ƱƺĪƫŚƟ�ƹ�ƵŶƃ�ƶŤŴƿ��������žĜſ�ƹ�ƵŶƃ�ƪů�Śţ�Ŷƃ�žĪţŹƹ�ľřŶ

����šŚƠƀƟ�źƟŚŝ�ŹŵÎ�Í����Źŵ�ŹǇƺƯ�pH�Ô����ŹřŶƤƯ�ƶŝ�ºƿ�Ư�Ĩǀ�ºƬƾ�ƫǀ��źºŤ
ŵźĭ�ƪººůººƿ�Źƹŵ�Źŵ�ƵŹŚººŝƹŵ�ƹ�ŶÑÍÍÍ��šŶººƯ�ƶººŝ�Ôƣŵ�ǀ�ƶººƤ
źŤƳŚººſƿƠǀĥƺŶººƃ�����ŵźĭ�ŹƹŚƴººƃ�źƟŚººŝ�ƱŚººưƷ�Źŵ�žĜººſ�ººƿŶ��

ƀººƳŚĜſƺſǀƫƺƬººſ�ƱƺƾżººƳō�ƩƺººƬŰƯ�ƱřƺººƴƗ�ƶººŝ�ŵƺººūƺƯ�ƿ�Źŵ�Ʈ
ŚƯŻōƿ����Ŷºƃ�ƵŵŚƠŤºſř�šŚƄ���ƶºŝ�ÏÒ�Í�Ư�ǀ�ºƬƾ�ƫǀ������šŚƠƀºƟ�źƟŚºŝ�Żř�źºŤ� �
�pH�ƩŵŚƘƯ��Ô��ƹŚůƽ�Ò�Ï�Ư�ǀƬƾ�����ŹƺĜºſƺƫŚƠſ�Źŵƺºě�ƭźĭƿ��ƲC��

��ŹřŶƤƯÏÒ�Í�Ư�ǀƬƾ�ƫǀ��ƀƳŚĜſƺſ�Żř�źŤǀ�ƫƺƬſ�Ʊƺƾ�������Źŵ�ƹ�Ŷºƃ�ƶƟŚºƋř�
ŚƯŵƽ�ÐÔ��ŝ�ƶūŹŵ�ƶ���šŶƯÐÍ�ƣŵ�ǀ����ŵźĭ�ƶºŝƺĪƳř�ƶºƤ�ºƿŶ������ƶºŝ�žĜºſ�

��Ƃƴĩřƹ�ƞƣƺţ�ŹƺƔƴƯ�Ð�Ư�ǀƬƾ�ƫǀ����ƫƺºƬŰƯ�Żř�źºŤƾ����ƶºŝ�ƶºĩ���ºſƹǀƶƬ��ƽ�

���Ʊŵźĩ�ƍƺƬŴƯÏ�Ư�ǀƬƾ�ƫǀ��ſřźĭ�Żř�źŤǀ�Ťſř�ƩŚǀ�ſř�Ĩǀ��ŶÏÍ�ŶƇŹŵ���Śŝ�
ƿ�Ư�ĨǀƬƾ�ƫǀ��źŤNaOH�ÍÒ�Í�����ƍƺºƬŴƯ�ƶŝ�ŵƺŝ�ƵŶƃ�ƶŤųŚſ�ŹǇƺƯ�

���šŶººƯ�ƶººŝ�ƹ�ƵŶººƃ�ƶƟŚººƋř�ƂƴººĩřƹÎÒƣŵ�ǀ�Źƹŵ�Źŵ�ƶººƤÐÍÍÍ�
źŤƳŚſƿƠǀ�Ŷƃ�ĥƺ����źŤƳŚſ�ŢƳŚţŚƳźěƺſ�ƶŝƿƠǀ���ŹřŶƤƯ�ĥƺÒ�Í�Ư�ǀƬƾ�ƫǀ��źºŤ
��Żřp-DAB�Ò�Í�ŶƇŹŵ�����ŵźĭ�ƶƟŚƋř�ƩƺƳŚŤƯ�Źŵ�ƩƺƬŰƯ�ƿ���ŶƘŝ�ƹ�Ŷ
��ŻřÐ�ƣŵ�ǀ��ŚƯŵ�Źŵ�ƶƤƽ���ŹƺƳ�śŸū�ơŚţř�ƽ��������ũƺºƯ�ƩƺºƏ�Źŵ�Ʊō�ÑÎÒ�

��Ŷƃ�ƵŶƳřƺų�źŤƯƺƳŚƳ��ÎÒ�ÎÏ����Ƹţ�ŢƸūǀƶ��ƽ�ƴŰƴƯ�ƾ����ŵŹřŶƳŚŤºſř�
ŢƣŹ�ŚƷƾƿ��ŹƺĜſƺƫŚƠſ�Żř�ƿ��ƲC�Ƹţ�ǀ������ƘƯ�ŹřŶºƤƯ�Śŝ�ƹ�ƵŶƃ�ƶǀ�ºƴƾ��Żř�

p-DAB���ŵźĭ�Ƃƴĩřƹ�ŵŹřƹƿŶ������ŹƺºƳ�śŸºū�ŹřŶƤƯƽ����ƩƺºƏ�Źŵ�
��ũƺƯÑÎÒ��������ºƴŰƴƯ�ƹ�ƵŶºƃ�Ţºŗřźƣ�źŤƯƺƳŚƳ�ƾ�����ƶŞºſŚŰƯ�ŵŹřŶƳŚŤºſř�

Ưƾ�ŵƺƃ����ƹŚºů�ĨƳǈŝƽ�Ò�Í�Ư�ǀ�ºƬƾ�ƫ�ǀ�������šŚƠƀºƟ�źƟŚºŝ�źºŤ���ºƿ�Ĩ
ƯǀƬƾ�ƫǀ��źŤNaOH�ÍÒ�Í����ŹǇƺºƯ���Ï�Ư�ǀ�ºƬƾ�ƫ�ǀ���Ťºſř�źºŤǀ��ºſř�ĨǀŶ� �

ÏÍ�ŶƇŹŵ����Ò�Í�Ư�ǀƬƾ�ƫǀ��źŤp-DAB�������ŵƺºŝ�ƩƺƳŚºŤƯ�Źŵ�ƩƺºƬŰƯ��� �
��Źŵřƿ��ƺºſ�Żř�ƶºƬůźƯ�Ʋƿƶ��ŚºƷƽ���Ư�ƶºĩ��ƵŶºƃ�ƩŚºŝźƛ��ºǀƫƺţ�Ʊřż�ºǀ�Ŷ� �
�żººƳōƿŹƺĜºººſƺƫŚƠſ�Ʈƿ�ƲC�ººſō�ǀƱō�Źŵ�Żǈ��ƁƹŹ�Ǝºººſƺţ�ŚºººƷ

źŤƯƺŤƟƹźŤĪĜſřƿ��������ŵƺºŝ�ƵŶºƃ�ƆŴƄƯ�Ĩřƿ�ƶºƫƹż�ř�ƾºƿ���řŹřŵ�ƶºĩ�ƽ�
ƫŚƘƟǀ�żƳō�Ţƿưƾ��Ƹūƺţ�ƪŝŚƣ�ƾ����řźŝ�ƹ�śŚŴŤƳř�ŵƺŝ�ƽ�ŚƯŻō�ƿ�Ɯţ�Ƃǀǀ�ź
řźƃƿ�ŰƯ�ƎǀƐƾ��Ƹŝ�ƹ�ǀ�ƶºƴ��ŻŚºſƽ����Ƹŝ�śŚºŴŤƳř�ƹ�ǀ�ƶºƴ��źºţƿ��řźºƃ�Ʋƿ�Ǝ

�ŝ�ŢƸūǀźŤƄƿ��ƫƺţ�ŹřŶƤƯ�Ʋǀ�żƳō�Ŷƿ���ŵźĭ�ƵŵŚƠŤºſř�Ʈ�ºƿ����Ɯţ�Śºŝ�ƹ�Ŷ�ºǀǀ�ź
�ƶƠƫŒƯ�Ʊŵřŵ�ŚƷƽ���������ŹřŸºĭ�ŚºƯźĭ�ƱŚºƯŻ�ƱƺºĤưƷ�ƞƬŤŴƯ�ƽ��ºŰƯ�ǀ�Ǝ
�źŤĩŚŝ�ŢƄĩƽ���pH�ŰƯ�ǀ�ŚƯŵ��Ǝƽ�ŹřŸĭŚƯźĭ�ƽ��ºŰƯ�ǀ����ƹ�ŢƄºĩ�Ǝ

ƷŵřƺƷƾ�Ư��ǀ�ƫƺţ�Ʊřżǀ�żƳō�Ŷƿ��řźƃ�Źŵ�Ʈƿ������ºſŹźŝ�ŵŹƺºƯ�ƞºƬŤŴƯ�Ǝƾ�
�ŢƟźĭ�Źřźƣ�ÏÐ�ÎÓ����

��
ƿƶŤƟŚ�ŚƷ 

�����ÓÍ�ƺſ�ƿƶ��ƽ�ƫŚŝ�ǀƴƾ��ŝ�Żř�ǀŹŚưƱŚŤſ�ŚƷƽ�������ƱřźºƸţ�źƸºƃ�ƞºƬŤŴƯ�
�ŚºſŚƴƃƾƿººſŹźŝ�ŵŹƺººƯ�ƹ�ƾ�ŢºƟźĭ�Źřźººƣ����ƁƹŹ�ƶººŝ�ƶººūƺţ�Śººŝ
ĬººƳŹ�ƯōººǀżƽŢƀººţ�ƹ�ƭźººĭ��ŚººƷƽŝ�ǀººƃƺǀưǀŚƾƿ�Żř�ÓÍƺººſ�ƿ�ƶ
Ɩººưū�Źƹōƽ�ƵŶººƃ�ÏÍƺººſ�ƿ�ƶ�ÐÐ�ÐÐŶººƇŹŵ����ƶººŝ�ƢººƬƘŤƯ

�ūƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺſǀ��řŻƺƴÏÍƺſ�ƿ�ƶ�ÐÐ�ÐÐ�ŶºƇŹŵ�����ƶºŝ�ƢºƬƘŤƯ
ººſřǀƳŚººƯƺŝ�źŤĩŚŝƺŤƴƾ��ÏÍƺººſ�ƿƶ��ÐÐ�ÐÐŶººƇŹŵ���ººƬƘŤƯ�ƶººŝ�Ƣ
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ººƃźƃřǀǈĩŚƽŵƺººŝ����ººŤƳō�Ţƀººţ�ƭŚººŬƳř�Śººŝƾ�ŝººǀƹŹ�źººŝ�ƭřźĭƺƽ� �
ÓÍ�ƺſ�ƿƶ��ƽ�ƫŚŝ�ǀƴƾ���ÑÑ�ƺſ�ƿƶ��ÏÍ�ƺſ�ƿƶ������ŽŚƳƺƯƹŵƺºſ�ƶŝ�ƢƬƘŤƯ�

ūƹźŗōǀ�ƹ�řŻƺººƴÏÍƺººſ�ƿƶ�ƽººſř�ƶººŝ�ƢººƬƘŤƯ�ǀƳŚººƯƺŝ�źŤĩŚŝƺŤƴƾƹ�� �
Ñ�ƺſ�ƿ���ƃźƃř�ƶŝ�ƢƬƘŤƯ�ƶǀǈĩŚƽ��ƶŝ�������ŵ�ƶºŝ�ƪºƯŚĩ�ŹƺƏ�ºƿĨƀ��ŚºƷƽ�
ŤƳōƾ�ŝǀţƺǀ�ƴě�Ĩƾ�ſǀƬǀ�Ʋ�ƀĩƺƯōƾ��ºſǀƬǀ��ƫŚƠºſ��Ʋţƺǀ��Ʋ����Ʃƹř�ƪƀºƳ

ŹƺĜſƺƫŚƠſƿƲ�ŚƷ���ƀºĩƹźƠſ��ǀ��Ʈ�����ŹƺĜºſƺƫŚƠſ�ƭƹŵ�ƪƀºƳƿƲ��ŚºƷ���
ƀĪƠſǀ��ŤƠſ�ƹ�Ʈǀƀĩƹżǀ��Ʈ����ŹƺĜºſƺƫŚƠſ�ƭƺſ�ƪƀƳƿƲ��ŚºƷ����ƭƹŚºƤƯ
�ŶºƳŵƺŝ��Ư�Żřººǀ�ƱŚÑÑ�ƺºſ�ƿ�ƶ�ÐÐ�ÔÐŶººƇŹŵ����ƫŚºŝǀƴƾ�ƶººŝ�ƭƹŚººƤƯ�

ŤƳōƾ�ŝǀţƺǀ��ƭŚŤĩǇ�ŚŤŝ�Ĩ��ƴěƾ�ſǀƬǀ�Ʋ��ƀºĩƺƯōƾ��ºſǀƬǀ�ţƺƫŚƠºſ��Ʋǀ��Ʋ
ƀººĩƹźƠſǀƀººĪƠſ��ƮǀŤƠſ�ƹ�ƮǀƀººĩƹżǀƮ��ÏÍƺººſ�ƿƶ��ÐÐ�ÐÐ�
ŶººƇŹŵ��ƪƯŚººƃ�Õƺººſ�ƿūƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺººſ�ƶǀ�řŻƺººƴ�ÐÐ�ÎÐ�
ŶƇŹŵ����Õ�ƺſ�ƿ�ſř�ƶǀ�ƳŚƯƺŝ�źŤĩŚŝƺŤƴƾ��ÐÐ�ÎÐ�ŶƇŹŵ�����ƹÑ�ƺſ�ƿ�ƶ
ƃźƃřǀǈĩŚƽ��ÓÓ�Ó��ŶºƇŹŵ���ƫƺţ�ºǀ��żºƳō�Ŷƿ����Ư�ƶºŝ�řŹ�Ʈ�ºǀ���ƪºŝŚƣ�Ʊřż

Ƹūƺººţƾ�ŶººƳŵřŵ�ƱŚƄººƳ�ŵƺººų�Żř���ŚººƯř�Îƺººſ�ƿƶ�ŽŚƳƺƯƹŵƺººſ�
ūƹźŗōǀřŻƺººƴźţǇŚººŝ�ƿŹƺººƳ�śŸººū�ƲƽƠŤººſř�Śººŝ�řŹ��ƁƹŹ�Żř�ƵŵŚ

źŤƯƺŤƟƹźŤĪĜººſřƿŚººƯŵ�Źŵ�Ĩƽ�ÐÔƶººūŹŵ��ƾŤƳŚººſ�ƽ��ŵřźººĭƹ� �
ÑÕſŚŝƺĪƳř�ŢƗŚſ�ǀƹ�ƱƺpH ��ƩŵŚºƘƯ�Ô��Źƹŵ�Śºŝ�ƹ� rpmÎÓÍ�� �

�������ř�Żř�ƶĩ�ŵřŵ�ƱŚƄƳ�ŵƺų�Żř�řŹƿ�ƺſ�Ʋƿ�����ŚƯŻō�ƭŚºŬƳř�ŢºƸū�ƶ�ºƿ�šŚƄ
ưĪţǀººƬƾƸŝ�ƶººƬưū�Żř�ǀŻŚººſ�ƶººƴƽřźººƃ�ƿƫƺţ�ƎººǀżººƳō�ŶƿŵŹƺººƯ�Ʈ� �
ſŹźŝƾ��ŢƟźĭ�Źřźƣ���řźŝƽ����ºƴŰƴƯ�ƮºſŹƾ��ŵŹřŶƳŚŤºſř�����ƶºŝ�ţźţ�ºǀ�Ŝ

ŢººƔƬƛ�ŚººƷƽ�ÐÍƯ�ǀººƬƾ���ƭźººĭÎÒƯ�ǀººƬƾ���ƭźººĭÒ�ÔƯ�ǀººƬƾ��ƭźººĭ� �
ÔÒ�Ð�ƯǀººƬƾ�ƭźººĭ��ÕÔÒ�ÎƯ�ǀººƬƾ���ƭźººĭÖÐÔ�ÍƯ�ǀººƬƾ�Źŵ�ƭźººĭ� �
ƯǀºººƬƾ�ƫǀŹƺĜºººſƺƫŚƠſ�Żř�źºººŤƿƲ�C�Ʊŵźºººĩ�ƍƺºººƬŴƯ�Żř�žºººě�� �

ƩƺƬŰƯ�ŚƷƽƝźƘƯ�Śŝ�ơƺƟ�p _ DAB �ŹƺºƳ�śŸū�Ţŗřźƣ�ƹ�ƽ�
�ũƺººƯ�ƩƺººƏ�Źŵ�źŤƯƺţƺƟƹźŤĪĜººſř�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śººŝ�ÑÎÒ��ŚººŤƳƿ�Ū� �

Żƿŝ�źƶ�ŵŶƯō�Ţſ���
��

CPC Standard Curve
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��
ŹřŵƺưƳ�Î� ƴŰƴƯƾŹƺƳ�śŸū�ŵŹřŶƳŚŤſř�ƽCPC ��ũƺƯ�ƩƺƏ�ŹŵÑÎÒ�ƝźƘƯ�Śŝ�źŤƯƺƳŚƳ�P �DAB��

��
��ŧŚţ�Żř�žěǀ���ƱŚºƯŻ�šŶƯ�ź��ŚºƷƽ����ºſŚŝƺĪƳř�ƞºƬŤŴƯ�ǀ��ŹřŶºƤƯ�Źŵ�Ʊƺ

ƫƺţǀ�żƳō�Ŷƿ�����źŤƯƺŤƟƹźŤĪĜºſř�ƁƹŹ�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝ�Ʈƿ�ŚºŤƳ�Ĩƿ��ƶºŝ�Ū
�����ŹřŵƺưƳ�Źŵ�ƵŶƯō�ŢſŵÏ���Ţſř�ƵŶƃ�ƮſŹ���řƿ���ŽŚƳƺƯƹŵƺºſ�ƶƫƹż

ūƹźŗōǀ�ŝŚŴŤƳř�řŻƺƴƾ���Źŵ�ÑÕ��ſŚŝƺĪƳř�ŢƗŚſ�ǀ�ŝ�ƱƺǀźŤƄƿ�ƫŚƘƟ�Ʋǀ�Ţ
���ŹƺºƳ�śŸū�Śŝ�řŹ�ŵƺųƽ�ÓÎÏ�Í���řżºƟř�Śºŝ�ƹ�ŵřŵ�ƱŚƄºƳ�ƿ��ƱŚºƯŻ�Ƃ

ſŚŝƺĪƳřǀƱƺ ƫŚƘƟǀƫƺţ�ŢǀżƳō�ŶƿŶƃ�ƶŤſŚĩ�Ʈ��źŤưĩƿƯ�Ʋǀƫƺţ�Ʊřżǀ�Ŷ
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żƳōƿ��ř�Źŵ�Ʈƿ�ř�Ʋƿ����ƱŚƯŻ�Źŵ�ƶƫƹżÏÑ����ŹƺƳ�śŸū�Śŝ�ŢƗŚſ�ƽ�ÏÎÕ�Í�
�Ŷƃ�ŢŞŧ����ŧŚţ�Żř�žěǀ�ŚƷŚƯŵ�źƽ����ºſŚŝƺĪƳř�ƞºƬŤŴƯ�ǀ����ŹřŶºƤƯ�Źŵ�Ʊƺ

ƫƺţǀ�żƳō�Ŷƿ�����źŤƯƺŤƟƹźŤĪĜºſř�ƁƹŹ�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝ�Ʈƿ�ŚºŤƳ�Ĩƿ��ƶºŝ�Ū
�ŹřŵƺưƳ�Źŵ�ƵŶƯō�ŢſŵÐŢſř�ƵŶƃ�ƮſŹ����

��

Incubation Time
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��
ŹřŵƺưƳ�Ï�ƴŰƴƯ�ƾŧŚţ�ǀſŚŝƺĪƳř�ƱŚƯŻ�źǀƫƺţ�ŹřŶƤƯ�źŝ�ƱƺǀżƳō�ŶƿŹƺĜſƺƫŚƠſ�Ʈƿſō�ƲǀŻǈ��

��
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ŹřŵƺưƳ�Ð��ƴŰƴƯƾŧŚţ�ǀŚƷŚƯŵ�źƽſŚŝƺĪƳř�ƞƬŤŴƯ�ǀƫƺţ�ŹřŶƤƯ�źŝ�ƱƺǀżƳō�ŶƿŹƺĜſƺƫŚƠſ�Ʈƿſō�ƲǀŻǈ��

��
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����
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ŹřŵƺưƳ�Ñ��ƴŰƴƯƾŧŚţ�ǀ�źpH�ŚƷƽƫƺţ�ŹřŶƤƯ�źŝ�ƞƬŤŴƯ�ǀżƳō�ŶƿŹƺĜſƺƫŚƠſ�Ʈƿſō�ƲǀŻǈ��

��

Shaking Incubator
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��
ŹřŵƺưƳ�Ò��ƴŰƴƯƾŧŚţ�ǀŚƷŹƹŵ�źƽƃ�ŹƺţŚŝƺĪƳř�ƞƬŤŴƯ�ǀƫƺţ�ŹřŶƤƯ�źŝ�Źřŵ�źĪǀżƳō�ŶƿŹƺĜſƺƫŚƠſ�Ʈƿſō�ƲǀŻǈ��

��
������ƽŚºƯŵ�Źŵ�ƾŝŚŴŤƳř�řŻƺƴǀūƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺſ�ƶƫƹżƿř�ÏÒ��ƶºūŹŵ����ƽ

ƾŤƳŚſ����ŵřźĭ����������ƽŹƺºƳ�śŸū�Śŝ�ƮƿżƳō�Ŷǀƫƺţ�Żř�ƽżǀģŚƳ�ŢǀƫŚƘƟÏ�Í�
��ƾƯ�ƱŚƄƳ�řŹ������������ƂƿřżºƟř�żºǀƳ�Ŷǀƫƺţ�ŢǀƫŚƘƟ��ŚƯŵ�ƂƿřżƟř�Śŝ�ƾƫƹ�ŶƷŵ

ƾƯ�ŶŝŚƿ����ƽŚƯŵ�Śţ�ÐÔ�ƶūŹŵ���ƾŤƳŚſ�ƽ����ŵřźĭ��������ƶºŝ�ƶƿƺºſ�ŢºǀƫŚƘƟ�ƶºĩ
������ƽŹƺƳ�śŸū�Śŝ�ŵƺų�źŨĩŚůÒÐÕ�Í�ƾƯ����������ŚºƯŵ�ƂƿřżºƟř�Śºŝ�ƹ�ŶſŹ

ƾƯ�ƂƷŚĩ�żǀƳ�Ŷǀƫƺţ�ƽŚƯŵ�Żř�ŶƘŝ�ƹ�ŶŝŚƿ�ÑÍ ƶūŹŵ��ƽſƾŤƳŚ��ŵřźĭ
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������ƾƯ�ŢƟř�šŶƃ�ƶŝ�ƮƿżƳō�Ŷǀƫƺţ�ŢǀƫŚƘƟ�Ŷƴĩ�������Śºŝ�ŢºǀƫŚƘƟ�ƲƿźŤưĩ
���ƽŹƺƳ�śŸūÎÍÑ�Í�����ƽŚƯŵ�Źŵ�řŹ�ÑÒ�ƶūŹŵ���ƾŤƳŚſ�ƽ��źĭ��ŵř��ƱŚƄºƳ

ŵřŵ������źǀŧŚţ�Żř�žěpH������������Śºŝ�ƮƿżºƳō�Ŷºǀƫƺţ�ŹřŶºƤƯ�Źŵ�ƞƬŤŴƯ�ƽŚƷ�
�������������Źŵ�ƵŶºƯō�Ţºſŵ�ƶºŝ�ŪƿŚºŤƳ�ĨƿźŤƯƺŤƟƹźŤĪĜſř�ƁƹŹ�Żř�ƵŵŚƠŤſř

��ŹřŵƺưƳÑ�����Ţºſř�ƵŶºƃ�ƮſŹ���������řŻƺºƴǀūƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺºſ�ƶºƫƹżƿř
���Źŵ�ƾŝŚŴŤƳřpH���������ƽŹƺºƳ�śŸū�Śŝ�ƽżǀģŚƳ�ŢǀƫŚƘƟ�ƽřŹřŵ�ƽŶǀſř�

ÎÍÕ�Í����ƾƿŚǀƬƣ�Śŝ�ƾƫƹ�ŵƺŝ�����ŶƤƯ��ƎǀŰƯ�ƱŶƃ�źţ���ƂƿřżƟř�ŢǀƫŚƘƟ�Źř
�Źŵ�ƹ�ŢƟŚƿpH�ƩŵŚƘƯ�Õŵƺų�ŹřŶƤƯ�źŨĩŚů�ƶŝ� ��ƽŹƺºƳ�śŸū�Śŝ

ÒÖ�Í��ƹ�ŶǀſŹ��������ŵźĩ�řŶǀě�ƂƷŚĩ�ƵŹŚŝƹŵ�Ʊō�Żř�ŶƘŝ�������źǀŧŚºţ�Żř�žºě
������������Śºŝ�ƮƿżºƳō�Ŷǀƫƺţ�ŹřŶƤƯ�Źŵ�Źřŵ�źĪǀƃ�ŹƺţŚŝƺĪƳř�ƞƬŤŴƯ�ƽŚƷŹƹŵ
�������������Źŵ�ƵŶºƯō�Ţºſŵ�ƶºŝ�ŪƿŚºŤƳ�ĨƿźŤƯƺŤƟƹźŤĪĜſř�ƁƹŹ�Żř�ƵŵŚƠŤſř

��ŹřŵƺưƳÒ�����Ţºſř�ƵŶºƃ�ƮſŹ���řƿ����ūƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺºſ�ƶºƫƹżǀ��řŻƺºƴ
ŝŚŴŤƳřƾ��řżƟř�Śŝ�ƿ��ƫŚºƘƟ�ŹƺţŚºŝƺĪƳř�Źƹŵ�ƂǀŤƾ���Żř�řŹ�ƂƷŚºĩ�ƶºŝ�ƹŹ�

��Ư�ƱŚƄƳ�ŵƺųƾ���ŤƳ�Źŵ�ŶƷŵǀ�ŝ�ƶŬǀźŤƄƿ�ƫŚƘƟ�Ʋǀ����ŹƺƳ�śŸū�Śŝ�řŹ�Ţƽ�
ÒÒÓ�Í�Źƹŵ�Źŵ�rpmÎÒÍźººŤưĩ�ƹ�ŵŹřŵ�ƿƫŚƘƟ�Ʋººǀ�śŸººū�Śººŝ�Ţ
ŹƺƳƽ�ÐÑ�ÍŹƹŵ�Źŵ�� rpmÎÔÍŵŹřŵ����
��

ŦŰŝ��
������ƤŰţ�Źŵǀ���źƋŚů�ƢÑÑ��ƺºſ�ƿƶ�ƽ��ÐÐ�ÔÐ��ŶºƇŹŵ������ƶºŝ�ƭƹŚºƤƯ
ººŤƳōƾ�ŝǀţƺººǀĨ�ŚººƷƽ�Żř�ƭŚººŤĩǇŚŤŝ�ÓÍƺººſ�ƿƫŚººŝ�ƶǀƴƾ���ƪƯŚººƃ

�ūƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺſǀ�ſř��řŻƺƴǀ�ƳŚƯƺŝźŤĩŚŝ�ƺŤƴƾ��ƃźƃř�ƹ�ǀǈĩŚƽ���Śŝ
ººŤƳō�ƁƹŹƾ�ŝººǀŶººƃ�řŶººū�ƭřźĭƺ��ƫŚƘƟ�žĜººſººǀżººƳō�Ţƿř�ƮººƿƲ� �

ÑÑ�ƺſ�ƿƶ�ƽ��źŤƯƺţƺƟƹźŤĪĜºſř�ƁƹŹ�Śŝ�ƭƹŚƤƯ�ƿ�Ŭƴºſ�Ĩǀ�Ŷºƃ�ƵŶ��
�ř�Źŵƿ��ƺſ�ƁƹŹ�Ʋƿƶ�ŚƷƽ�ƫŚŝ�ǀƴƾ���ºŬƯ�Źŵ���ŹƺĜºſƺƫŚƠſ�šŹƹŚƿ��ƲC�

żººƳō�ŵƺººūƹ�šŹƺººƇ�Źŵ�ƹ�ŶººƴŤƟźĭ�Źřźººƣƿ�ƱŶººƃ�ƶŤƀººĪƃ�ƹ�Ʈ
ŹƺĜººſƺƫŚƠſƿ�ƲC�ƶººŝ�Ô�óƯō�ǀƳřŹƺĜƀººƫŚƠſ�ƺººƴǀººſř�Ĩǀ�Źŵ�ƹ�Ŷ

���řŻ�ĬººƳŹ�ƵŵŚººƯ�Źƺƌººůp-DAB���ƵŚĮŤººſŵ�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śººŝ�
������ũƺƯ�ƩƺƏ�Źŵ�ƹ�źŤƯƺţƺƟƹźŤĪĜſřÑÎÒ�ſŹźŝ�ƾ�ŵƺƃ���ƫŚƳōǀ��ŶƃŹ�ż

ƫƺƬſƾ��ƫƺţ�ƹ�ǀ�ſō�Ŷǀ����ƘŝŚºţ�ƱřƺƴƗ�ƶŝ�Żǈƾ�����ƱŚºƯŻ�Żř��ºſŚŤƳŚƯźƟǀ��Ʊƺ
�ƵŶƴƷŵ�ƱŚƄƳ�ƽ�ř�ƿ���ƫƺţ�ƶĩ�Ţſř�Ʋǀ�ſō�Ŷǀ����ƫƺƬſ�ŶƃŹ�Śŝ�ƎŞţźƯ�Żǈƾ�

ººƯƾ�ŶººƃŚŝ��ººƏ�Źŵƾ�ƱƺĪººſ�ŻŚººƟ�ººƿ�żŤƴººſ��īǇ�ŻŚººƟ�źººųřƹř�Ś

ŹƺĜſƺƫŚƠſƿ�ſō�Ʋǀ���Ư�źŨĩřŶů�ƶŝ�Żǈǀ��Ư�ŵƺų�Ʊřżƾ��ŶºſŹ��ÏÑ����Źŵ
ƤŰţǀ������ŹřŸºĭŚƯźĭ�ƱŚºƯŻ�šŶƯ�źƋŚů�Ƣƽ�ÏÑ���ÑÕ���ƹ�ÔÏ���ŢƗŚºſ�

�ſŹźŝ�ŵŹƺƯƾ���ŝ�ƹ�ŢƟźĭŹřźƣ�ǀźŤƄƿ��ƘƟ�ŹřŶƤƯ�ƲƫŚ�ºǀ�żƳō�Ţƿ�ºưƾ��Źŵ�
ÑÕ��ŵźĭ�ŢŞŧ�ŢƗŚſ�ƿ���řŵƹŶºů�ƶºĩ�ŶÐ�ƫŚƘƟ�źºŝřźŝ��ºǀ�żºƳō�Ţƿ�Źŵ�Ʈ

��ŢƄĩÏÑ��������ƫŚƘƟ�ƵŹŚŝƹŵ�Ʊō�Żř�žě�ƹ�ŵƺŝ�ƶŤƗŚſ�ǀ�żƳō�Ţƿ���ƂƷŚºĩ�Ʈ
ſƺƀŰƯƾ�ě�ǀ�ŵźĩ�řŶ���ƤŰţ�Źŵ�ºǀ���������ƩŚºſ�Źŵ�ƂƳřŹŚºĪưƷ�ƹ�Ĭºƴĩ�Ƣ
ÏÍÍÍ�ŝ�ǀźŤƄƿ�ƫŚƘƟ�Ʋǀ�żƳō�Ţƿ��ƺſ�Źŵ�Ʈƿƶ�ƽ�BYÏÎ���Źŵ�ÐÓ��ŢƗŚſ�

�����Ţſř�ƵŶƯō�Ţſŵ�ƶŝ�ÏÏ����ƤŰţ�Źŵǀ��ƹŚƳƺºſ�Ƣƿ����ƂƳřŹŚºĪưƷ�ƹ�Ʋ
���ƩŚſ�ŹŵÏÍÍÓ�ŝ�ǀźŤƄƿ�ƫŚƘƟ�Ʋǀ�żƳō�Ţƿ��ƺſ�Źŵ�Ʈƿ���ŚºƯŻō�ŵŹƺºƯ�ƶƿ�Ƃ

���ŵƹŶů�ŹŵÒÍ���ŚţÓÍ�����Ţſř�ƵŶƯō�Ţſŵ�ƶŝ�ŢƗŚſ��ÏÒ���Ɵǀƌƾ��ƹ�
����ƩŚſ�Źŵ�ƂƳřŹŚĪưƷÏÍÎÏ�ŝ��ºǀźŤƄƿ�ƫŚƘƟ�Ʋ�ºǀ��żºƳō�Ţƿ���ƺºſ�Źŵ�Ʈƿ�ƶ

�������Źŵ�ħŚų�Żř�ƵŶƃ�ƩŚŝźƛ�ŽŚƳƺƯƹŵƺſÑÕ������ŶºƳŵźĩ�ŢºŞŧ�ŢƗŚºſ��
�ÏÓ���ŹƺĜſƺƫŚƠſƿ�ſō�ƲǀŚƷŻǈƽ����ř�Źŵ�ƵŶƃ�ƁŹřżĭ�ƿ���Żř�ŦŰŞƯ�Ʋ

ƺſƿƶ�ŚƷƽ�źŤĩŚŝ�ƽ�ŚƷƽ�ƟƹżƯ�ǀ�ŻŚſřŶū�ƪƽ�ƵŶƃ��ŶƳř���ŚºƯŵƽ�Ƹŝ�ǀ��ƶºƴ
ƣŵǀŹƺĜſƺƫŚƠſ�źŨĩřŹŵ�Ƣƿſō�ƲǀŢſř�ƵŶƄƳ�ƁŹřżĭ�ŚƷŻǈ� ŝ�ºǀ�ƱŚ
ƫŚƘƟǀ�ŹƺĜſƺƫŚƠſ�Ţƿ�ſō�ƲǀŻǈƽƳ�ǀ��ŚºƯŵ�ŶºƴƯŻŚƽ�ºŝ�ǀ�ƲÏÕ��Śºţ�ÐÏ�

ƶūŹŵ�ƽ�ŤƳŚſ�ƾ��Ư�ŵřźĭƾ����ŶºƃŚŝ�ÏÔ����ƤŰţ�Źŵ�ºǀ�����ŹřŶºƤƯ�źºƋŚů�Ƣ
ƫƺţºººǀżºººƳō�Ŷƿŵ�Źŵ�ƮŚºººƷŚƯƽ�ÏÒ��ÐÍ��ÐÔ��ÑÏ�ƹ�ÑÒƶºººūŹŵ��ƽ�
ŤƳŚſƾ���ſŹźŝ�ŵŹƺƯ�ŵřźĭƾ��ŚƯŻō�ƹ�ƿ��ŢƟźĭ�Źřźƣ�Ƃ��ŝǀźŤƄƿ��ŹřŶƤƯ�Ʋ
ƫƺţǀ�żƳō�Ŷƿ���Źŵ�ƮÐÔ�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ����Ŷƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�ŵřźĭ���ŚƯŵ�Źŵƽ�
ÐÔ�ƶºūŹŵ��ƽ�ŤƳŚºſ�ƾ��ƫŚƘƟ�ŵřźºĭ�ºǀ�żºƳō�Ţƿ�ƮÒ�Ï�ŚººƯŵ�Źŵ�źºŝřźŝ�ƽ� �
ÏÒƶººūŹŵ��ƽŤƳŚººſ�ƾ�ŚººƯŵ�Żř�ŶººƘŝ�ƹ�ŵƺººŝ�ŵřźººĭƽ�ÐÔƶººūŹŵ��ƽ�
ŤƳŚſƾ�źĭ��ƫŚƘƟ�ŹřŶƤƯ�ŵřǀ�żƳō�Ţƿ��ŚƯŵ�Śţ�Ʈƽ�ÑÒ�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ��ŵřźĭ

���ƂƷŚººĩ�šŶººƃ�ƶººŝƿŢººƟŚ����ƩŚººſ�Źŵ�ƂƳřŹŚººĪưƷ�ƹ�Ĭººƴĩ� �
ÏÍÍÍŚººƯŵ�ƽƸŝ�ǀ�řźººŝ�ƶººƴƽ�GL-Ô-ACAººſō�ǀƺººſ�Żǈƿƶ�ƽ�

ººſŚĜſ�ŽŚƳƺƯƹŵƺººſǀ�ŚBYÏÎ�ÑÒŤƳŚººſ�ƶººūŹŵ�ǀ�ƁŹřżººĭ�ŵřźĮ
ŶƳŵźĩ��ÏÏ�� ƶƘƫŚƐƯ�Źŵ�ƽƷ��ºǀ���ƩŚºſ�Źŵ�ƂƳřŹŚºĪưƷ�ƹ�ƹźÏÍÍÕ�

ƫŚƘƟ�źŨĩřŶººůººǀřźººŝ�ŢƽƫŚƠſ�ŹƺĜººſƺƿººſō�Ʋǀƺººſ�Żǈƿƶ�ƽ� �
 Alcaligenes xylosoxidans MTCC ÑÖÎ�ŚºƯŵƽ�ÑÍ��ƶºūŹŵ�ƽ�

ŤƳŚſƾ��Ŷºƃ�ƁŹřżĭ�ŵřźĭ��ÏÕ�� Ɵ�ºǀƌƾ���ƩŚºſ�Źŵ�ƂƳřŹŚºĪưƷ�ƹ�
ÏÍÎÏŚººƯŵ�ƽƸŝ�ǀ�řźººŝ�ƶººƴƽŹƺĜººſƺƫŚƠſ�ƿººſō�Ʋǀƺººſ�Żǈƿƶ�ƽ�
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�ř�ŽŚƳƺƯƹŵƺſƿ��������ħŚºų�Żř�ƵŶºƃ�ƶºƫƹżÐÒ��ƶºūŹŵ���ƽ��ŤƳŚºſ�ƾ���ŵřźºĭ
��ŶºƳŵźĩ�ƁŹřżĭ��ÏÓ����ŹƺĜºſƺƫŚƠſƿ��ºſō�ƲǀŚƷŻǈƽ��ºſ�ƺƿƶ��ŚºƷƽ�
�ƶƳƺĭ�ƞƬŤŴƯ�ŚƷƽ���ƠƬŤŴƯ�ƕřƺƳř��ŽŚƳƺƯŵƺſ�ƾ��ƫŚƘƟ�Żř��ºǀŢ���Źŵ�ŚºƷ�

Əƾ���ºſƹ�ƵŵƹŶŰƯ�ǀƘƾ���Żř�pH����ºƯ�ƱŚƄºƳƾ����ŶºƴƷŵ�ÎÓ�.��ƶŤƀºƷ��ƽ�
ŹƺĜſƺƫŚƠſƿ��ƵŵƹŶŰƯ�Źŵ�Ʋ�ƽ�pH�Ƭƣ�ǀŚƾƿ�ŚěŚƳ�ƿ����ř�Żř�Ţºſř�ŹřŶ�ºƿ�Ʋ

�ƹŹººƿżººƳō�Ĩƿººſō�Ʈǀ�Śººŝ�ŻǈpHƸŝ�ǀŵżƳ�ƶººƴººƿººŨƴų�Ĩƾřźººŝ�ƽ�
ƫŚƘƟǀŢ�ŚƷƽ�ŤƘƴƇ�ƾ����Ţſř�śƺƬƐƯ��ÏÖ����ƤŰţ�Źŵǀ�ƋŚů�Ƣ��źpH�
ŰƯǀ���ŢƄĩ�ƎÒ���Ó���Ô���Õ���ƹ�Ö��ſŹźŝ�ŵŹƺƯ�ƾ���ŢºƟźĭ�Źřźƣ����ŚºŤƳƿ�Ū

������Źŵ�ƶĩ�Ţſř�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳpH�ſř�ǀŶƽ�ƫƺţ�ǀ�żƳō�Ŷƿƀŝ�ƮǀģŚƳ�ŹŚǀ�ŵƺŝ�ż
�ŝ�ƹǀźŤƄƿ��ƫŚƘƟ�ŹřŶƤƯ�Ʋǀ�żƳō�Ţƿ��ƺſ�Źŵ�Ʈƿƶ�ƽ���ŵ�ƵŶƃ�řŶū�Ź�pH�Õ�
ƶŝ�ŶƯō�Ţſŵ��řżƟř�ŚŝƿƫŚƘƟ�Ƃǀ�żºƳō�ŢƿƮ� pH�ě�ƂƷŚºĩ�ºǀ�ŵźºĩ�řŶ�� �

��ƩŚºººſ�Źŵ�ƂƳřŹŚºººĪưƷ�ƹ�ĬºººƴĩÏÍÍÍ�pHƸŝ�ǀºººƴřźºººŝ�ƶƽ� �
GL-Ô-ACA�ſō�ǀ�ƺſ�Żǈƿƶ�ƽ����ºſŚĜſ�ŽŚƳƺƯƹŵƺºſǀ��ŚBYÏÎ��

Õ�ŶºƳŵźĩ�ƁŹřżĭ���ÏÏ�� �ƶºƘƫŚƐƯ�Źŵ�ƽƷ��ºǀ��Źŵ�ƂƳřŹŚºĪưƷ�ƹ�ƹź
��ƩŚſÏÍÍÕ��ƫŚƘƟ�źŨĩřŶů�ǀ�řźŝ�Ţƽ�ŹƺĜſƺƫŚƠſ�ƿ�ſō�Ʋǀ�ƺſ�Żǈƿƶ��ƽ�

 Alcaligenes xylosoxidans MTCC ÑÖÎŹŵpH �źŝřźŝ�
ÕŶƃ�ƁŹřżĭ���ÏÕ�� Ɵǀƌƾ��ƩŚºſ�Źŵ�ƂƳřŹŚĪưƷ�ƹ�ÏÍÎÏ��pH�
Ƹŝǀ�řźŝ�ƶƴƽ�ŹƺĜſƺƫŚƠſ�ƿ�ſō�Ʋǀ�ƺſ�Żǈƿƶ�ƽ���ř�ŽŚƳƺƯƹŵƺºſ�ƿ��ƶºƫƹż

����ħŚų�Żř�ƵŶƃÕ��ŶƳŵźĩ�ƁŹřżĭ���ÏÓ���ƿĪƾ�ŵ�ƿ����ƮƸƯ�ƪƯřƺƗ�Żř�źĮ
�ƫƺţ�Źŵǀ�żƳō�Ŷƿ�ŹƺĜſƺƫŚƠſ�Ʈƿ�ſō�Ʋǀ�Ư�Żǈǀ�ƀĩř�Ʊřżǀ����Źŵ�ƩƺºƬŰƯ�ƱĦ
ŰƯǀ��Ţſř�ŢƄĩ�Ǝ�����ř�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝƿ�Ư�ƶĪƴ�ºǀ�ƫǈů�Ʊřż�ºǀ��ƀºĩř�Ţǀ�ƱĦ
ƀŝǀ���Śŝ��Ţſř�ŵƹŶŰƯ�ŹŚƿ��ƺŰƳ�ƶŝ�Ŷƽ�Ư�ǀ�Ƹŝ�Ʊřżǀ���ƀºĩř�ƶºƴǀ��řźºŝ�ƱĦƽ�

�ƺſ�źƷƿ�Ƙţ�ƶǀǀ��ƯŚţ�ƹ�Ʋǀ�ŵƺƃ�Ʋ����Ư�ƕƺưŬƯ�Źŵ�ºǀ��ƷŵřƺºƷ�Ʊřżƾ���Ʈºĩ�
�ƫƺţ�ŢƸūǀ�żƳō�Ŷƿ��Ţſř�ƭŻǇ�Ʈ��ƁŹřżĭ���Ư�ƱŚƄƳ�ŚƷƾ������Źŵ�ƶºĩ�ŶºƷŵ� �

ŵŚƤƯƿ�Ż�źƿ�ƀĩř�ŵŚǀ�ƫƺţ�ƱĦǀ�żƳō�Ŷƿ��Ư�ƞƣƺŤƯ�Ʈƾ���ř�ƶĩ�ŵƺƃ�ºƿ��Śºƃ�Ʋƿ�Ŷ

ƫŵ�ƶŝ�ºǀŶě�ƪ�ºƿƵŶ�ƽ Shearing Force �ŶºƃŚŝ��Ư�ºǀ��ŜºſŚƴƯ�Ʊřż
ƷŵřƺƷƾ��Ư�řŹ�ƾ������ºƔƴţ�Śºŝ�Ʊřƺºţǀ��ºƃ�Źƹŵ�Ʈǀ�źĪ�ºƴĤưƷ�ƹǀ��ŢŞƀºƳ�Ʋ
ŚƌƟƽ�ƫŚų�ƾ���ŰƯ�ƶŝ�ƝźƓ�ǀ��ƶŝ�ŢƄĩ�Ǝ��ŵŹƹō�Ţſŵ��ŶŝƿƲ�ţźţ�ºǀ�Ŝ
�ŤƳ�Źŵǀ���ºŰƯ�ŽŚưţ�ƶŬǀ�������ƫǈů��řƺºƷ�Śºŝ�ŢƄºĩ�Ǝ�ºǀ��ƀºĩř�Ţǀ��Źŵ�ƱĦ
ŰƯǀ��řżƟř�ŢƄĩ�Ǝƿ�Ư�Ƃƾ�ƿŶŝŚ���ƤŰţ�Źŵǀ���ŧŚºţ�źƋŚů�Ƣǀ��ƷŵřƺºƷ�źƾ�
ŰƯǀŚƷŹƹŵ�Śŝ�ŢƄĩ�Ǝƽ� rpmÎÒÍ�� rpmÎÓÍ�� rpmÎÔÍƹ� 

rpm�ÎÕÍ��ƃ�ŹƺţŚŝƺĪƳř�ŹŚƸģ�Źŵ�ǀƹŹźŝ�řżŬƯ�Źřŵ�źĪƽƫŚƘƟ���ºǀ�Ţ
żƳōƿ��ſŹźŝ�ŵŹƺƯ�Ʈƾ��ŢƟźĭ�Źřźƣ���ŚŤƳƿ���������Śºŝ�ƶºĩ�Ţºſř�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�Ū
řżƟřƿ���ƺſ�ŹƺţŚŝƺĪƳř�Źƹŵ�Ƃƿƶ��ƽ��żƳō�ŶƫƺƯ�ƿƫŚƘƟ�ƮǀŤƾ�ƂƷŚĩ�ƶŝ�ƹŹ�

����Ư�ƱŚƄƳ�ŵƺų�Żř�řŹƾ�ŶƷŵ���ŤƳ�Źŵ�ǀ�ƺſ�ƶŬƿƶ��ƽ��żƳō�ŶƫƺƯ�ƿ�ŝ�ƮǀźŤƄƿ�Ʋ
ƫŚƘƟǀ�Źƹŵ�Źŵ�řŹ�Ţ rpmÎÒÍŵŹřŵ���ƁŹřżĭ�ŚƷƽưĩ�ƾ��ŵŹƺºƯ�Źŵ�
Ưǀ�ƷŵřƺƷ�Ʊřżƾ�ŰƯ�ǀ��Źŵ�ŢƄĩ�Ǝ����ºƯ�ŽźŤºſŵ�ƾ��ŶºƃŚŝ��Ɵ�ºǀƌƾ��ƹ�

����ƩŚſ�Źŵ�ƂƳřŹŚĪưƷÏÍÎÏ��ƃ�Źƹŵ��ǀ��źĪrpmÎÒÍ�Śºſ�ŹŚƴĩ�Źŵ�ƿ�ź
ƶƠƫƺƯ�ŚƷƽ�ƹ�ŚƯŵ�pHŶƴŤƟźĭ�źƔƳ�Źŵ���ÏÓ����

 
ƶŬǀŤƳ�źǀĭƽ��
������ř�Źŵƿ�ƤŰţ�Ʋǀ��Ƣ��Ư�źƔƳ�ƶŝƾ���ŶſŹ��źŤĩŚŝ�Żř�ƶĩƽ�ŚƷƽ�ŝ�ǀ�ŹŚºưƽ��řŻ

�ƠƴƯ�ƭźĭƾ�ſŹźŝƾ�ƵŶƃ��ƽ������ºŤƳō�ƶºŝ�ƭƹŚºƤƯƾ�ŝǀţƺ�ºǀĨ��ŚºƷƽ���Ƶƹźºĭ�
ŹƺĜººſƺƫŚƠſƿƲ���ŚººƷƯƹŵƺººſūƹźŗō�ŽŚƳƺǀ�řŻƺººƴřŹřŵƽŝ�ººǀźŤƄƿ�Ʋ

ƫŚƘƟǀ�żƳō�Ţƿ�ŹƺĜſƺƫŚƠſ�Ʈƿ�ſō�Ʋǀ��Ţºſř�Żǈ����Ƹŝ�Śºŝ�ƶºĩǀ�ƶºƴ��ŻŚºſƽ�
řźƃƿ�ƫƺţ�Ǝǀ�żƳō�ŶƿŹŚĪŤſŵ�ƹ�Ʈƽ�ŚƷƽŤƳĥ�ǀĪƾƯ�ƾ�ŶƸţ�Ʊřƺţƿ�Ŷƿ�Ĩ

�źŤĩŚºŝƽŝ�ǀ�ŹŚºưƽ��ƶººŝ�řŹ�řŻ�ºƿ�ƫƺţ�ŢºƇźƟ�Ĩººǀ�żºƳō�Ŷƿƫƺţ�ƹ�Ʈººǀ�Ŷ
ººŤƳōƾ�ŝǀţƺººǀĨ�ŚººƷƽƳ�ǀżŤƴººſ�ƶººưƽŹƺĜººſƺƫŚƠſ�ƿŵ�ƲŹŚƴººƇ�ƿ�Ɩ
ƹŹřŵ�ŻŚſƽŶŞţ�ƿĩ�ƪŵź� 
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Background and Objective: Cephalosporin acylases (CA) are highly specialized peptidases that are able to 

break down the amide bond between the lactam nucleus and lateral chain without destruction of beta-lactam 

ring. This enzyme transmutes the cephalosporin C to 7-ACA. The 7-ACA is an important intermediate in 

synthesizing the semi-synthetic cephalosporin in pharmaceutical industries. The purpose of this study was to 

screen and optimize the species having maximum amount of production of cephalosporin acylase enzyme 

isolated from clinical samples among some gram- negative bacteria producing cephalosporin acylase.  

Materials and Methods: Out of a total of 60 species gathered from several hospitals in different places of 

Tehran city, the clinical species such as Pseudomonas, Acintobacter and Escherichia coli were isolated. At 

first, the resistant species were differentiated by antibiogram method. Then, the activity of enzyme was 

measured by spectrophotometer. After identification and isolation of the enzyme producing species, the 

effect of factors such as time, temperature, pH and the amount of aeration of cultivation environment on the 

amount of enzyme production was investigated. 

Results: In this study, among the three groups of bacteria mentioned above, a species of Pseudomonas 

aeroginosa showed a significant cephalosporin acylases activity. Optimum activity for this species regarding 

the mentioned factors was estimated as follows: pH 8, incubation time 48 h, temperature 37 C and the 

component of aeration was 150 rpm. 

Conclusion: The findings point out that Pseudomonas species has a significant cephalosporin acylases 

activity compared with other species examined in this study. Therefore, this species may have implication for 

industrial production of the above mentioned enzyme and also can be used in related researches. 

 

Keywords: Cephalosporin acylase, Optimization, Cephalosporin, Cephalosporin -7 � Aminocephalosporanic 

acid, Pathogenic gram-negative bacteria 
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