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KALITE KONTROLU PROSEDURLERI (istege Bagl)

Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol (Gliserol iceren Middlebrook 7H9 Broth), mikobakterilerin kiiltivasyonunda
kullanilan segici olmayan bir kilttr besiyeridir.

I PERFORMANS TESTi PROSEDURU
A. inokulum Hazirhk Prosediirii

1. Steril inokUlasyon ¢ubuklarini kullanarak Lowenstein-Jensen Medium slantlari ilgili mikobakteriyel suslarin
stok kultdrleri ile inokile edin.

2. Yogun bir gelisim elde edilene kadar (genellikle 2 ila 3 hafta icerisinde) tlipleri kapaklar gevsek bir halde
karbondioksit agisindan zenginlestirilmis (%5 ila 10) aerobik atmosferde 35 + 2 °C’de inklibe edin.

3. Hucre hasadi ile birlikte kultir besiyerini almamaya dikkat ederek hucreleri besiyerinin ylizeyinden
yavasca alarak gelisimi steril keskinlestirilmig bir aplikatér cubukla hasat edin.

a. Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177 igin:
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Gelisimi, steril cam kristaller iceren steril vida kapakli cam bir tiipte 5,0 mL Middlebrook 7H9
Broth with Glycerol’e aktarin.

Suspansiyonu buyuk pihtilar yok olana kadar iyice vorteksleyin (birkac¢ dakika).

Bu suspansiyonu McFarland No. 1 nefelometre standardi ile kiyaslayin. Siispansiyon standarttan
daha bulanik olmalidir.

TUpu bir rafta oda sicakhiginda 2 ila 3 s boyunca bekleterek buylk partikllerin dibe ¢dkmesini
saglayin.

Siipernatanti steril bir kaba aktarin.

Yavasca steril Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol ekleyerek stispansiyonun tlrbiditesini
McFarland No. 1 standardina (10® CFU/mL) ayarlayin. iyice galkalayin.

Kullanmadan 6nce 10° CFU/mL’ye seyreltin. iyice karigtirin ve 0,01 mL kalibre edilmis dze
kullanarak test besiyerini inokule edin.

b. Diger tim mikobakteriyel suglar igin:
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Gelisimi, 8 — 12 steril cam kristal (2 mm ¢apinda) ve asagdidaki sekilde hazirlanmig 5 mL

Mycobacterium Diluent iceren steril 50 mL vida kapakli santrifiij tipine aktarin.

* Asagidaki icerigi 1 L sise igerisinde karistirin ve 1 N sodyum hidroksit kullanarak pH degerini
6,7 — 7,0’a ayarlayin.

Sigir Albumini (yag asitsiz) .........cccccoeeee. 109
Polisorbat 80...........ccoeiiiiiiiiiiiieiiieeeeeis 0,1 mL
Saf SU.uiiiiiiiiiieee 500 mL

*  Membran filtrasyonu ile sterilize edin (0,2 u filtre)

* 5,5 mL’lik miktarlari, aseptik olarak steril vida kapakli santrif{jj tiiplerine koyun.

Bir aplikatdr cubuk kullanarak vida kapakli santrifdj tiplinin yan duvarina mikobakteriyel gelisimi
emiilsifiye edin. Gelisimi seyreltim sivisi ile karistirin.

TlpU kapatin ve gelisim biyik pihtilardan arinip iyice siispanse olana kadar yaklasik 10 dakika
“vorteksleyin”.

15 mL steril Mycobacterium Diluent ekleyin ve iyice karistirin.

Bu slspansiyonu McFarland No. 1 nefelometre standardi ile kiyaslayin. Siispansiyon standarttan
daha bulanik olmahdir.

Tupu bir rafta oda sicakhiginda 2 ila 3 s boyunca bekleterek buyuk partikillerin dibe ¢okmesini
saglayin.

Sipernatanti ¢ekin ve steril bir kaba aktarin. Stispansiyon bir McFarland No. 1 standardindan
daha bulanik olmalidir ve blyuk partikiller icermemelidir. Hala buyuk partikiller mevcutsa,
karistirin ve 1 s daha bekletin. Stipernatanti steril bir kaba aktarin.

Yavasca steril Mycobacterium Diluent ekleyerek stispansiyonun turbiditesini McFarland No. 1
standardina (108 CFU/mL) ayarlayin. lyice galkalayin.

Sispansiyon miktarlarini, organizma kimligini ve hazirlama tarihini belirtecek sekilde etiketlenen
dondurucu flakonlarinadagitin.

(10) Flakonlari -60 °C’de derin dondurucuda dondurun. Flakonlar 6 aya kadar saklanabilir.
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(11) Kullanmak igin, donmus flakonu dondurucudan gikarin ve tipi 30 ila 35 °C su banyosuna
yerlestirerek icerigi hizla eritin. Kullanmadan 6nce 10° CFU/mL’ye seyreltin. lyice karistirin ve
0,01 mL kalibre edilmis 6ze kullanarak test besiyerini inokiile edin.

B. Besiyerini Test Etme Prosediirii

1. Asagida listelenen kulturler ile temsili 6rnekleri inokule edin.
a. Steril tek kullanimlik 0,01 mL kalibre edilmis 6zelerle, yukarida agiklandigi sekilde hazirlanan kdiltirleri

kullanarak tupleri inokile edin.

b. Tuipleri kapaklar gevsek bir halde 35 + 2 °C’de karbondioksitle zenginlestirilen aerobik atmosferde

inklibe edin.

2. 7,14 ve gerekli ise 21 glin sonra tupleri gelisim ve pigmentasyon agisindan inceleyin.

3. Beklenen Sonuclar

CLSI Organizmalari

*Mycobacterium tuberculosis H37Ra
*Mycobacterium kansasii, Grup |
*Mycobacterium scrofulaceum, Grup Il
*Mycobacterium intracellulare, Grup IlI
*Mycobacterium fortuitum, Grup IV

ATCC
25177
12478
19981
13950
6841

Geri Kazanim
Gelisim
Gelisim
Gelisim
Gelisim
Gelisim

*Kullanici tarafindan Kalite Kontroli igin tavsiye edilen organizma.

Il EK KALITE KONTROLU

1. Tupleri “Uriiniin Bozulmas!” altinda tanimlandigi sekilde inceleyin.
2. Mevcut olan herhangi bir fiziksel bozuklugun kullanimi etkilemeyeceginden emin olmak igin temsili tiipleri

gorsel olarak inceleyin.

3. Inokiile edilmemig temsili tiipleri aerobik ortamda 20 — 25 °C ve 30 — 35 °C’de inkiibe edin ve 7 giin sonra
mikrobiyal kontaminasyon acgisindan inceleyin.

URUN BILGILERI

IV KULLANIM AMACI

Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol, M. tuberculosis de dahil olmak lizere mikobakterilerin gelismesini
destekleyen zenginlestirilmis bir besiyeridir. Esas olarak laboratuvar ¢alismalarinda kullanmak igin saf
mikobakteri kulturlerinin geligtiriimesi icin kullanilir.

V OZET VE AGIKLAMA

Middlebrook ve is arkadaslari, 7H9 broth base formulasyonunu, 7H10 agar base'i tasarladiklari donemde
geli$tirdiler.1'3 Her iki besiyeri tipi, gliserol, oleik asit, albumin ve dektroz gibi besinler ile zenginlestirildiginde,
gliserol ile inhibe olan M. bovis haricinde, mikobakteriyel tirlerin gelisimini destekler.

Bu besiyeri, antimikrobiyal testler icin inokulumlarin hazirlanmasinda, biyokimyasal testler icin bazal bir besiyeri
olarak ve stok suglarin alt kilturinin olusturulmasinda kullanilir.

VI PROSEDUR iLKELERI

Bu besiyerindeki ¢cok sayida inorganik tuz, mikobakterilerin gelismesi i¢in gerekli maddeleri saglar. Sodyum sitrat,
sitrik aside cevrildiginde, ¢ozeltideki belirli inorganik katyonlari tutma goérevini Ustlenir. Sodyum klorir, sigir
alblmini, dekstroz ve katalaz, Middlebrook ADC Enrichment bilesenleridir. Albimin, Mycobacterium tirlerine
karsi zehirli olabilen serbest yag asitlerini baglayarak koruyucu bir ajan gérevi gorir. Katalaz, besiyerinde
bulunma ihtimali olan zehirli peroksitleri pargalar. Dekstroz bir enerji kaynagidir. Sodyum klorir temel elektrolitleri
saglar. Gliserol ile zenginlestirme, mikobakteri gelisiminin arttiriimasini saglar.

VIl REAKTIFLER
Middlebrook 7H9 Broth
1 Litre Saf Su i¢in Yaklasik Forml*

Monopotasyum Fosfat ...........cccocvviininiiinnn 20 g
Disodyum Fosfat ........ccccooiiiiiiieiiiiiiiiiieeeeen, 15 g
Monosodyum Glutamat..........ccccccvveeerinreennne 05 g
Sodyum Sitrat .........cceeeeeiieiiiiee 01 g
Amonyum SUIfat........cccoovieeiiiees 05 g
PiridOKSIN c.veeiiieeceeeeee e 0,001 g

Ferrik Amonyum Sitrat.............ccceevineen. 0,04 g
Magnezyum Sulfat..........cccccceeeeiiiiiiinenen. 0,05 g
CINKO SUIfat ......coccvveeeiieee e 0,001 g
Bakir Stlfat .......ccoovvviiiiiii s 0,001 g
BiyOtiN....cooviiiieiiiie e 0,5 mg
Kalsiyum KIOrUr ........cooviiiiiiiiiiiiiiiiee, 05 mg

*Performans kriterlerini kargilamak lizere gereken sekilde ayarlanmis ve/veya desteklenmistir.
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Hazir tiplerdeki tam besiyeri, yukarida listelenen bilesenlere ek olarak, bir litrede 2 mL gliserol ve ADC
zenginlestirme bilesenlerini igerir, yani:

Sodyum KIOUr ...t 0,85¢
Sigir Albimini (Fraksiyon V) .......cccceivieiiniiieciieenn. 50 g
[B12] ] 1 (0 A 20 g
Katalaz.......cveeeeeiiiiiiiieec e 4,0 mg
Sodyum Piruvat.........cccceevieiiiiiiiiiiiee e 10 ¢

Uyarilar ve Onlemler: In vitro Diyagnostik Kullanim igindir.
Sikilmis kapakh tupler, camin kirllmasina bagli yaralanmalar 6nlemek icin dikkatli bir sekilde acilmalidir.

Aside direngli smear’larin hazirlanmasi gibi klinik drneklerin aerosol tretmeyen islemleri sirasinda BiyogUlvenlik
Seviyesi 2 uygulamalari ve proseduirleri, saklama ekipmani ve tesisleri kullaniimalidir. Aerosol ureten tim
aktiviteler, Sinif | veya |l biyolojik glivenlik kabininde gergeklestiriimelidir. M. tuberculosis ve M. bovis kiltrlerinin
hazirlanmasi ve manipilasyonundaki laboratuvar faaliyetleri igin Biyolojik Glivenlik Diizeyi 3 uk/gulamalarl,
izolasyon ekipmanlari ve araglari gereklidir. Hayvan ¢alismalari da 6zel prosedurler gerektirir.

Tuam prosedurler boyunca mikrobiyolojik tehlikelere karsi uygun aseptik teknikleri ve belirlenen énlemleri
uygulayin. Kullanimdan sonra, hazirlanan tupler, 6rnek kaplari ve diger kontamine olmus malzemeler atiimadan
once otoklavlanarak sterilize edilmelidir.

Saklama Talimatlari: Alindiktan sonra, tipleri karanlikta 2 ila 8°C’de saklayin. Dondurmaktan ve fazla
isitmaktan kaginin. Kullanima hazir olana kadar agmayin. Isiga maruz kalmamasini saglayin. Kullanim éncesine
kadar etikette belirtildigi sekilde saklanan tiip besiyeri, son kullanma tarihine kadar inokile edilebilir ve
mikobakteriyoloji besiyeri icin 8 haftaya kadar, 6nerilen inkiibasyon surelerinde inkiibe edilebilir. Besiyerinin
inokulasyon dncesinde oda sicakligina gelmesini bekleyin.

Uriiniin Bozulmasi: Mikrobiyal kontaminasyon belirtileri, renk degisimi, kuruma veya diger bozulma belirtileri
gbrmeniz halinde tlpleri kullanmayin.

VIIl ORNEK TOPLAMA VE iSLEME

Xl

X1l

Kultdr igin uygun ornekler gesitli teknikler kullanilarak islenebilir. Ayrintili bilgi igin ilgili metinlere bakin.>®
Ornekler, antimikrobiyal ajanlar verilmeden énce alinmalidir. Orneklerin laboratuvara hizli bir sekilde ulagtiriimasi
icin gerekli dizenlemeler yapilmalhdir.

PROSEDUR
Saglanan malzemeler: Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol

Gerekli fakat saglanmamis malzemeler: Yardimci kiltir ortami, reaktifler, kalite kontrol organizmalari ve
gerekli laboratuvar ekipmani.

Test Prosediirii: Aseptik teknikleri uygulayin.

inokiilasyonu takiben, tiipleri, %5 — 10 karbondioksit ile zenginlestiriimis aerobik bir atmosfer saglayan uygun bir
sisteme yerlestirin. Tlpleri 35 + 2 °C’de 8 haftaya kadar inkiibe edin. Tuplerin kapaklarini gelismenin baglamasi
icin karbondioksitin dolasimina izin vermek igin ilk 3 hafta gevsek birakin. Sonrasinda, dehidrasyonu 6nlemek
icin, kapaklari sikistirin; haftada bir defa kisa bir siire igin gevsek birakin.

Kullanici tarafindan Kalite Kontrolii: “Kalite Kontrolli Prosedirleri’ne bakin.

Her bir ortam lotu uygun kalite kontrol organizmalar kullanilarak test edilmistir; bu test, Grintn teknik 6zelliklerini
ve ilgili oldugu yerlerde CLSI standartlarini karsilamaktadir. Her zamanki gibi gerekli kalite kontrolleri ilgili yerel,
resmi, federal diizenlemelere veya lilke diizenlemelerine, akreditasyon gerekliliklerine ve/veya laboratuvarinizin
standart kalite kontrol proseddrlerine uygun olarak gergeklestiriimelidir.

SONUGLAR

Kdlturler inokilasyondan sonraki 5 ila 7 glin icerisinde ve sonrasinda 8 haftaya kadar haftada bir kez
okunmalidir. Broth tiplerinden mikobakteriyel gelisim, ek laboratuvar test prosedurleri igin gerektigi gibi
kullanilabilir.

PROSEDURUN KISITLI OLDUGU ALANLAR

Teshis igin, organizmalar saf kiltirde bulunmalidir. Nihai teshis i¢in morfolojik, biyokimyasal ve/veya serolojik
testler gergeklestiriimelidir. Detayh bilgiler ve tavsiye edilen prosedirler igin ilgili metinlere bakin.*

PERFORMANS OZELLIKLERI

Piyasaya surilmeden 6nce tim Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol lotlari performans 6zellikleri agisindan test
edilir. 0,01 mL kalibre edilmis 6ze kullanilarak, temsili lot drnekleri, 0,01 mL Mycobacterium kansasii Grup |
(ATCC 12478), M. scrofulaceum Grup Il (ATCC 19981), M. intracellulare Grup Il (ATCC 13950), M. fortuitum
Grup IV (ATCC 6841) ve M. tuberculosis (ATCC 25177) icerisinde 10° koloni olusturucu birim (CFU) icerecek
sekilde seyreltilmis kilturler ile inokile edilir. Asilama isleminden sonra tupler, kapaklari gevsek bir halde,

%5 — 10 karbondioksitle desteklenmis bir ortamda 35 + 2°C’de inkube edilir. Tupler, inkiibasyon sonrasindaki 7,
14 ve 21. guinde gelisim agisindan okunur. 21 gun icinde tim organizmalar orta ile yogun gelisim gosterir.
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Xlll TICARI TAKDIM $EKLi
Kat. No. Aciklama
221832 BD BBL Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol, 5 mL
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BD Diagnostics Teknik Destegi: yerel BD temsilcinizle temasa gecin veya www.bd.com/ds adresine basvurun.

‘ Becton, Dickinson and Company Benex Limited
7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire
Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo, and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2015 BD
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