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KALITE KONTROLU PROSEDURLERI

Middlebrook and Cohn 7H10 Agar, mikobakterilerin kiltivasyonu icin bir kultur besiyeridir.
I PERFORMANS TESTi PROSEDURU
A. inokulum Hazirlik Prosediirii

1. Steril inokilasyon ¢ubuklarini kullanarak Lowenstein-Jensen Medium slantlari ilgili mikobakteriyel suslarin stok kiiltirleri
ile inokule edin.

2. Yogun bir gelisim elde edilene kadar (genellikle 2 ila 3 hafta igerisinde) tupleri kapaklari gevsek bir halde karbondioksit
acisindan zenginlestiriimis aerobik atmosferde 35 + 2 °C’de inkiibe edin.

3. Hiucre hasadi ile birlikte kiiltir besiyerini almamaya dikkat ederek hicreleri besiyerinin ylizeyinden yavasca alarak
gelisimi steril keskinlestiriimis bir aplikator cubuk ile hasat edin.

a. Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177 icin:
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Gelisimi, steril cam kristalleri iceren steril vida kapakl cam bir tiipte 5,0 mL Middlebrook 7H9 Broth with
Glycerol'e aktarin.

Siispansiyonu buyuk pihtilar yok olana kadar iyice vorteksleyin (birka¢ dakika).

Bu suspansiyonu McFarland No. 1 nefelometre standardi ile kiyaslayin. Stispansiyon standarttan daha
bulanik olmaldir.

Tupu bir rafta oda sicakliginda 2 ila 3 s boyunca bekleterek buyuk partikillerin dibe ¢gdkmesini saglayin.
Supernatanti steril bir kaba aktarin.

Yavasca steril Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol ekleyerek slspansiyonun turbiditesini McFarland No. 1
standardina ayarlayin. lyice galkalayin.

Kullanmadan énce 10° CFU/mL'ye seyreltin. iyice karistirin ve 0,01 mL kalibre edilmis 6ze kullanarak test
besiyerini sirme yontemi ile inokule edin.

b. Diger tum mikobakteriyel suglar igin:
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Gelisimi, 8 — 12 steril cam kristal (2 mm ¢apinda) ve asagdidaki sekilde hazirlanmis 5 mL Mycobacterium
Diluent iceren steril 50 mL vida kapakli santrifyj tiptne aktarin.

« Asagidaki igerigi 1 L sise icerisinde karigtirin ve 1 N sodyum hidroksit kullanarak pH degerini 6,7 ila 7,0'a

ayarlayin.

Si1gir Albumini (yagd asitsiz)........ccccceeeviiiiienenn. 109
Polisorbat 80..........ccovvviiiiiiiici e 0,1 mL
SaAf SU .o 500 mL

«  Membran filtrasyonu ile sterilize edin (0,2 p filtre).
« 5,5 mL’lik miktarlan aseptik olarak steril vida kapakl tiiplere koyun.

Bir aplikatdr cubuk kullanarak vida kapakh santrifiij tiplniin yan duvarina mikobakteriyel gelisimi emilsifiye
edin. Gelisimi seyreltim sivisi ile karistirin.

Tupl kapatin ve gelisim buyuk pihtilardan arinip iyice stispanse olana kadar yaklasik 10 dakika
“vorteksleyin”.

15 mL steril Mycobacterium Diluent ekleyin ve iyice karistirin.

Bu suspansiyonu McFarland No. 1 nefelometre standardi ile kiyaslayin. Stuispansiyon standarttan daha
bulanik olmaldir.

Tupl bir rafta oda sicakliginda 2 ila 3 s boyunca bekleterek buyuk partikillerin dibe ¢dkmesini saglayin.
Siipernatanti gekin ve steril bir kaba aktarin. Siispansiyon, bir McFarland No. 1 standardindan daha bulanik
olmalidir ve blyuk partikuller icermemelidir. Hala buyuk partiklller mevcutsa, karistirin ve 1 s daha bekletin.
Sipernatanti steril bir kaba aktarin.

Yavasca steril Mycobacterium Diluent ekleyerek slspansiyonun turbiditesini McFarland No. 1 standardina
ayarlayin. lyice ¢alkalayin.

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

(10) Flakonlari -60 °C’de derin dondurucuda dondurun. Flakonlar 6 aya kadar saklanabilir.
(11) Kullanmak igin, donmus flakonu dondurucudan ¢ikarin ve flakonu 30 — 35 °C su banyosuna yerlestirerek
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igerigi hizla eritin. Kullanmadan dnce 10° CFU/mL’ye seyreltin. iyice karistirin ve 0,01 mL kalibre edilmis 6ze
kullanarak test besiyerini sirme ydntemi ile inokule edin.
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B. Besiyerini Test Etme Proseduri
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1. Asagida listelenen kulturlerle temsili 6rnekleri inokile edin.
a. Inokiilasyondan énce agar yiizeylerinin nemsiz oldugundan emin olun.

b. Steril tek kullanimlik 0,01 mL kalibre edilmis 6zelerle, yukarida agiklandigi sekilde hazirlanan mikobakteriyel
kulturler kullanarak test kaplarini inokule edin.

c. Butun kaplari, kapaklari gevsek bir halde 35 + 2 °C’de karbondioksit ile zenginlestirilen aerobik atmosferde
inkube edin.

d. Daha 6nceden test edilen Middlebrook 7H10 Agar tiplerini kontrol olarak dahil edin.
2. 7,14 ve gerekli ise 21 gun sonra kaplar gelisim, segicilik ve pigmentasyon agisindan inceleyin.
3. Beklenen Sonuglar

Organizmalar ATCC Geri Kazanim
*Mcobacterium tuberculosis H37Ra 25177 Gelisim
*Mycobacterium kansasii, Grup | 12478 Gelisim
*Mycobacterium scrofulaceum, Grup Il 19981 Gelisim
*Mycobacterium intracellulare, Grup Il 13950 Gelisim
*Mycobacterium fortuitum, Grup IV 6841 Gelisim

*Kullanici tarafindan Kalite Kontrolu igin tavsiye edilen organizma.
NOT: Kullanicilar tarafindan CLSI M22-A3’e gore izlenmelidir.

EK KALITE KONTROLU

1. Tip veya siseleri “Uriiniin Bozulmas” altinda tanimlandigi sekilde inceleyin.

2. Mevcut olan herhangi bir fiziksel bozuklugun kullanimi etkilemeyeceginden emin olmak igin temsili tiip veya siseleri gorsel
olarak inceleyin.

3. Inokiile edilmemis temsili tiip veya siseleri 20 — 25 °C ve 30 — 35 °C'de inkiibe edin ve 7 giin sonra mikrobiyal
kontaminasyon agisindan inceleyin.

URUN BILGILERI
KULLANIM AMACI
Middlebrook and Cohn 7H10 Agar, mikobakterilerin izolasyonu ve kultivasyonu icin kalitatif prosedurlerde kullanilir.

OZET VE AGIKLAMA

Yillar boyunca, mikobakterilerin kiiltivasyonu igin birgok kiiltiir besiyeri tasarlanmistir. ilk tasarlananlar yumurta bazh
formulasyonlardir ve Lowenstein-Jensen Medium ve Petragnani Medium’'u icermektedir. Dubos ve Middlebrook, tiberkul
basilinin gelismesine yardim etme ve organizmalari gesitli zehirli ajanlara karsi korumada anahtar bilesenler olan oleik asit ve
alblimin igeren bazi formilasyonlarin gelistirimesine araci olmustur.! Sonrasinda, Middlebrook ve Cohn, oleik asit-albiimin
agar formulasyonunu gelistirmis ve 7H10 olarak tanimlanan besiyeri Gizerinde Mycobacterium turlerinin daha bol ve hizli
gelisimini elde etmistir.>® 7H10 besiyerinin mikobakterilerin kiiltivasyonu igin yaygin olarak kullanilan yumurta bazli
besiyerinden daha az kontaminant igerme egilimde oldugu bildirilmistir.*

PROSEDUR ILKELERI

Middlebrook and Cohn 7H10 Agar, mikobakterilerin gelisimi icin gerekli maddeleri sadlayan gesitli inorganik tuzlar igerir.
Sodyum sitrat, sitrik aside gevrildiginde, ¢ézeltideki belirli inorganik katyonlari tutma gorevini Ustlenir. Gliserol bol karbon ve
enerji kaynagidir. Diger uzun zincirli yag asitlerinin yani sira oleik asit, tiberkul basili ile kullanilabilir ve mikobakterilerin
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar. Albiminin birincil etkisi zehirli ajanlara kars! tiberkul basilinin korunmasidir ve bu
sebeple, birincil izolasyonda bunlarin geri kazanimini arttirir. Katalaz, besiyerinde bulunma ihtimali olan zehirli peroksitleri
parcalar. Bakterilerin kismi inhibisyonu, malakit yesili boya varlidi ile saglanir.

REAKTIFLER
Middlebrook and Cohn 7H10 Agar
1 Litre Saf Su igin Yaklasik Formul*

Magnezyum SUlfat ...........ccoooveeiiiiieiiiieennns g Sigir Albdmini (Fraksiyon V)

Ferrik Amonyum Sitrat g Katalaz ...

Sodyum Sitrat ................... g Piridoksin ...

Amonyum Siilfat ............... g Cinko Silfat ..
Monosodyum Glutamat g Bakir Stlfat ........ccccoeeviiiiiien
Disodyum Fosfat .........ccceeeeveiiiiiiiiiieeennins g Biyotin ...
Monopotasyum Fosfat g Kalsiyum Klorur

AGAr oo g Malakit Yesili ..........

Sodyum Klordr .. g Oleik Asit ...
DEeKSIIOZ ....evveeiiiiiiiiee e g GlSerol .......coovcvvviiiiiiii

*Performans kriterlerini karsilamak lGizere gereken sekilde ayarlanmis ve/veya desteklenmisgtir.
Uyarilar ve Onlemler: In vitro Diyagnostik Kullanim igindir.
Sikilmis kapakli tipler ve siseler, camin kirlmasina bagl yaralanmalari 6nlemek igin dikkatli bir sekilde agiimalidir.
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Vil

Klinik érneklerde hepatit viriisii ve insan immiin Yetmezlik Virlisii de dahil olmak (izere patojenik mikroorganizmalar bulunabilir.
Kan veya diger viicut sivilariyla kontamine olan tiim égelerle calisilirken, “Standard Precautions” (Standart Onlemler)®® ve
kurumsal diizenlemeler takip edilmelidir. Hazir tipleri, 6rnek kaplarini ve kontamine olmus diger malzemeleri atmadan dnce
otoklavlama yoluyla sterilize edin.

Aside direncli smear’larin hazirlanmasi gibi klinik 6rneklerin aerosol tretmeyen islemleri sirasinda Biyoglvenlik Seviyesi 2
uygulamalari ve prosediirleri, saklama ekipmani ve tesisleri kullaniimalidir. Aerosol lrreten tim aktiviteler, Sinif | veya Il
biyolojik gtivenlik kabininde gergeklestiriimelidir. M. tuberculosis ve M. bovis kultirlerinin progpagasyonu ve
manipulasyonundaki laboratuvar faaliyetleri i¢in Biyolojik Guvenlik Diizeyi 3 uygulamalari, izolasyon ekipmanlari ve araglari
gereklidir. Hayvan galismalari da ézel proseddirler gerektirir.”

Saklama Talimatlari: Alindiktan sonra, tupleri ve siseleri karanlikta 2 — 8 °C’de saklayin. Dondurmaktan ve fazla isitmaktan
kacinin. Kullanima hazir olana kadar agmayin. Isida maruz kalmamasini saglayin. Kullanim éncesine kadar etikette belirtildigi
sekilde saklanan besiyeri, son kullanma tarihine kadar inokule edilebilir ve dnerilen inkiibasyon sirelerinde inkibe edilebilir.
Besiyerinin inokulasyon dncesinde oda sicakligina gelmesini bekleyin.

Uriiniin Bozulmasi: Mikrobiyal kontaminasyon belirtileri, renk degisimi, kuruma veya diger bozulma belirtileri gérmeniz halinde
tipleri ve sigeleri kullanmayin.

ORNEK TOPLAMA VE ISLEME

Kultdr icin uygun érnekler gesitli teknikler kullanilarak iglenebilir. Ayrintili bilgi igin ilgili metinlere bakin.”** Ornekler,
antimikrobiyal ajanlar verilmeden 6nce alinmalidir. Orneklerin laboratuvara hizl bir sekilde ulastiriimasi icin gerekli
diizenlemeler yapiimalidir.

PROSEDUR

Saglanan malzemeler: Middlebrook and Cohn 7H10 Agar

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

Test Prosediri: Aseptik teknikleri uygulayin.

Test prosediirleri, mikobakteri iceren érneklerden birincil izolasyon igin Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC)
tarafindan onerilenlerdir.” N-Asetil-L-sistin-sodyum hidroksit (NALC-NaOH) cézeltisi, hafif fakat etkili bir sindirim ve
dekontaminasyon ajani olarak tavsiye edilmektedir. Bu reaktifler, BBL MycoPrep Mycobacterial Specimen
Digestion/Decontamination Kit icerisinde saglanmistir. Detayli dekontaminasyon ve kultir olusturma talimatlari igin ilgili
referanslara bakin.**?

inokiilasyonu takiben, kaplari i1sik almayan bir yerde bekletin ve karbondioksit ile zenginlestirilmis aerobik bir atmosfer saglayan
uygun bir sisteme yerlestirin. 35 + 2 °C'de inkiibe edin.

Slant ve siselere koyulmus besiyerleri, inokulum absorbe olana kadar yatay diiziemde inokile edilmelidir. Tip ve siselerin vida
kapaklari gelismenin baglamasi igin karbondioksitin dolagimina izin vermek Uzere ilk 3 hafta gevsek birakilmalidir. Sonrasinda,
dehidrasyonu 6nlemek igin, kapaklar sikistirin; haftada bir defa kisa bir sure i¢in gevsek birakin. Bos alan problemi
yasiyorsaniz tlpleri dik konumda birakin.

NOT: Deri lezyonlarindan alinan M. marinum veya M. ulcerans oldugundan suphelenilen kulturler, birincil izolasyon igin
25 — 33 °C’de inkube edilmelidir; M. avium veya M. xenopi icerdiginden stphelenilen kulttrler

40 — 42 °C’de optimum gelisme gésterirler.’ 35 — 37 °C'de iki kiiltiir inkiibe edin.

Kullanici tarafindan Kalite Kontrolii: “Kalite Kontroll Prosedurleri’ne bakin.

Kalite Kontroll gereksinimleri ilgili yerel, resmi ve/veya federal diizenlemelere veya akreditasyon gerekliliklerine ya da
laboratuvarinizin standart Kalite Kontrol prosediirlerine uygun olarak gerceklestiriimelidir. Kullanicinin, uygun Kalite Kontrolu
uygulamalari igin ilgili CLSI yonergelerine ve CLIA duzenlemelerine uymasi onerilir.

SONUCLAR

Kdltarler inokllasyondan sonra 5 ila 7 gun igerisinde ve sonrasinda 8 haftaya kadar haftada bir kez okunmalidir.

Gozlemleri Kaydedin:®

1. Kolonilerin makroskobik olarak gorunir hale gelmesi icin gerekli glin sayisi. Hizli gelisenler 7 giin igerisinde olgun
kolonilere sahip olurken; yavas gelisenler olgun koloni olusmasi igin 7 glinden fazla siireye ihtiyag duyarlar.

2. Koloni sayisi (sige):
Koloni yok = Negatif
50’den az koloni = Gergek Sayim
50 — 100 koloni = 1+
100 — 200 koloni = 2+
Neredeyse birlesik (200 - 500) = 3+
Birlesik (500’den fazla) = 4+
3. Pigment Uretimi:
Beyaz, krem veya deri rengi = Kromojenik olmayan (NC)
Limon, sari, turuncu, kirmizi = Kromojenik (Ch)

Boyanmis smear’lar, tanimlayici testler gerceklestiriimedikge yalnizca “aside direngli basil” olarak bildirilen aside direncli basil
gOsterebilir.

Siseler bir diseksiyon mikroskobu zemininde ters gevrilerek incelenebilir. letilen 1sik ile 10 — 60x biiyiitmede okuma yapin.
Kolonilerin varligi agisindan 10 — 20x buyutmede hizla tarama yapin. Koloni morfolojisini yani, serpentin lifsi kolonilerini
gozlemlemede daha yiiksek buyltme (30 — 60x) faydalidir.
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XI PROSEDURUN KISITLI OLDUGU ALANLAR

Teshis icin, organizma saf kulturde bulunmalidir. Nihai teshis i¢in morfolojik, biyokimyasal ve/veya serolojik testler
gergeklestirimelidir. Detayl bilgiler ve tavsiye edilen prosediirler igin ilgili metinlere bakin.®*?

Xl PERFORMANS OZELLIKLERI

Piyasaya sirilmeden dnce tum Middlebrook and Cohn 7H10 Agar kabi lotlari performans &zellikleri agisindan test edilmistir.
0,01 mL’ye kalibre edilmis 6ze kullanilarak, temsili lot 6rnekleri, 1 mL Mycobacterium kansasii Grup | (ATCC 21478),

M. scrofulaceum Grup Il (ATCC 19981), M. intracellulare Grup Ill (ATCC 13950), M. fortuitum Grup IV (ATCC 6841) ve

M. tuberculosis (ATCC 25177) igerisinde 10° koloni olusturucu birim (CFU) igerecek sekilde seyreltilmis kiilttrler ile sirme
yontemi kullanilarak inokule edilir. Asilama isleminden sonra kaplar, kapaklari gevsek bir halde, %5 — 10 karbondioksitle
desteklenmis bir ortamda 35 £ 2 °C’de inkube edilir. Kaplar, 7, 14 ve 21. glinlerden sonra gelisim ve pigmentasyon agisindan
okunur. 21 giin iginde tim organizmalar orta ile yodun gelisim gdsterir. Koloni pigmentasyonu sdyledir: M. kansasii beyaz ila
kremsi sari; M. scrofulaceum orta sari ila turuncu; M. tuberculosis, M. intracellulare ve M. fortuitum krem rengindedir.

Xlll TICARI TAKDIM SEKLI

Kat. No. Aciklama

220958 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants, 10’'lu boyut A tlp paketi
220959 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants, 100’1 boyut A tip kutusu
297448 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants, 10’lu boyut C tup paketi
297396 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants, 100’lu boyut C tlp kutusu
297274 BD BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar, 1 oz. Sise, 100’li kutu
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BD Diagnostics Teknik Destegi: yerel BD temsilcinizle temasa gegin veya www.bd.com/ds adresine basvurun.

ﬂ 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.
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