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KALITE KONTROLU PROSEDURLERI (istege Bagh)
I GiRiS
BD BBL™ Trypticase™ Soy Agar with 5% Sheep Blood (%5 Koyun Kani igeren Soya Agari) gug Ureyen organizmalar ve
hemolitik reaksiyonlarin gorsellestiriimesi igin kullaniir. BD BBL™ MacConkey Il Agar koliform organizmalarinin ve enterik
patojenlerin saptanmasi igin segici ve diferansiyel bir besiyeridir.
Il PERFORMANS TESTi PROSEDURU
A. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood
1. Asagida listelenen kultir seyreltimleri ile temsili drnekleri inokile edin.

a. Bir volimetrik pipetleyici veya esdeger bir yontem kullanarak, her plaga 30-300 CFU veren 0,1 ml seyreltim saglayin ve
steril bir cam yayiciyla yayarak inokdle edin.

b. Staphylococcus ve Escherichia suslarini aerobik atmosferde 35 + 2 °C’de ve Streptococcus suslarini at 35 + 2 °C'de
karbon diyoksit ile desteklenen aerobik atmosferde inkiibe edin.

2. 18-24 saat sonra plaklari, gelisim miktari, koloni boyutu ve hemolitik reaksiyonlar agisindan inceleyin.
3. Beklenen Sonuglar

CLSI Organizmalan ATCC® Geri Kazanim
*Streptococcus pyogenes 19615 Gelisim, beta hemoliz
*Streptococcus pneumoniae 6305 Gelisim, alfa hemoliz
*Staphylococcus aureus 25923 Gelisim

*Escherichia coli 25922 Geligim

*Kullanici tarafindan Kalite Kontrolu igin tavsiye edilen organizma.

B. BD BBL MacConkey Il Agar
1. Asagida listelenen kultir seyreltimleri ile temsili 6rnekleri inokile edin.

a. Izolasyon igin, 10-1 igin seyreltilmis 18 ila 24 saatlik besiyeri kiiltiirlerini kullanarak plaklari siirme yéntemi ile ekin.
Proteus mirabilis igin, sirme yontemi ile ekmeden dnce iki ek on katli seyreltim yapin.
b. Plaklari 35 £ 2 °C’de aerobik atmosferde inkilibe edin.

c. BD BBL Trypticase Agar with 5% Sheep Blood (BBL II) plaklarini bittin organizmalar igin segici olmayan kontroller
olarak dahil edin.

2. 18-24 saat sonra plaklari, gelisim miktari, koloni boyutu, pigmentasyon ve secicilik acisindan inceleyin.
3. Beklenen Sonuglar

CLSI Organizmalan ATCC Geri Kazanim Koloni rengi
*Escherichia coli 25922 Gelisim Pembe

*Proteus mirabilis 12453 Gelisim, kimelenme inhibisyonu (kismi)  Renksiz
*Salmonella enterica subsp. 14028 Gelisim Renksiz

enterica serotype Typhimurium

*Enterococcus faecalis 29212 inhibisyon (kismi)

Ek Organizmalar

Pseudomonas aeruginosa 10145 Gelisim Pembe ila yesil
Shigella dysenteriae 9361 Gelisim Renksiz ila pembe

*Kullanici tarafindan Kalite Kontroli igin tavsiye edilen organizma.

Il EK KALITE KONTROLU
1. Plaklari “Uriiniin Bozulmas!” altinda tanimlandigi sekilde inceleyin.
2. Mevcut olan herhangi bir fiziksel bozuklugun kullanimi etkilemeyeceginden emin olmak igin temsili plaklari gérsel olarak inceleyin.

3. 7,3+0,2(TSAll)ve 7,1+ 0,2 (BD BBL MacConkey Il Agar) spesifikasyonuna uyum agisindan pH degerini oda sicakhiginda
potansiyometrik olarak belirleyin.

4. Inokiilasyon prosediiri sirasinda plaklarin saglamhgina dikkat edin.

5. Inokiile edilmis temsili plaklari 35 + 2 °C’de 72 saat boyunca aerobik olarak inkiibe edin ve mikrobiyal kontaminasyon
acisindan inceleyin.
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UROUN BILGILERI
KULLANIM AMACI

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood gti¢ tireyen mikroorganizmalarin gelisimi igin ve birgok bakteriyel tur
tarafindan olusturulan hemolitik reaksiyonlarin gériinir hale getirilmesi igin kullanilir.

BD BBL MacConkey Il Agar koliform organizmalarinin ve enterik patojenlerin saptanmasi igin segici ve diferansiyel bir besiyeridir.

OZET VE ACIKLAMA
A. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood

BD Trypticase Soy Agar, besin bilesimi sayesinde, hem zenginlestiriimemis halde hem de kan igeren besiyeri icin baz
olarak popdiler bir besiyeridir. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood, gli¢ Ureyen mikrobiyal turlerin gelisimi
ve geri kazanimi icin ve 6zellikle Streptococcus turleri olmak Uzere bakteriler igin, dnemli ayirt edici 6zellikler olan hemolitik
reaksiyonlarin belirlenmesinde yaygin olarak kullaniimaktadir.

B. BD BBL MacConkey Il Agar

Gunumuzde, enterik bakterilerin izolasyonu, kiltivasyonu ve tanimlanmasi agisindan laborant igin birgok kultiir besiyeri
mevcuttur. Bunlarin en éncekilerinden biri MacConkey tarafindan gelistirilmistir ve ilk olarak kisa yayinlanmis bir not olarak
aciklanmistir.’ MacConkey Agar’a dair mihenk tasi makale 1905'te yayinlanmistir ve besiyerinin ve elde edilen bakteriyel
gelisim paternlerinin ayrintili agiklamalarini igermistir.2 Bu formilasyon safra tuzlarinin asitler tarafindan presipite edildigi ve
belli enteric mikroorganizmalarin laktoz fermente ettidi ve digerlerinin bu beceriye sahip olmadigi bilgisinden turetilmistir.

Erken dénem makalelerin yayinlanmasindan beri, BD BBL MacConkey Agar formili pek ¢ok kez modifiye edilmistir.
1930’da yayinlanan kdltir besiyerlerinin derlemesi o zamana dek yayinlanmig olan on modifikasyonu listelemektedir.3 Daha
yeni modifikasyonlar katki maddelerinin (6r. kanamycin) kullanimini ve belli etkin maddelerin (6r. kristal violet, ve notr red)
silinmesini igermektedir.4

Enterik ve diger gram negatif bakterilerin ilk gruplamasina olanak sagladigindan, BD BBL MacConkey Agar'in idrar,
solunum ve yara gibi karisik mikrop florasi igermesi muhtemel klinik 6rnekler ile kullaniimasi 6nerilmektedir.5.6 Gidalarin
mikrobiyolojik incelenmesinde de kullanilir.”

BD BBL MacConkey Il Agar formilasyonu 1983’te kullanilabilir olmustur. Kiimelenen Proteus turlerinin inhibisyonunu
artirmak, laktoz fermenterleri ile fermente etmeyenlerin ayristiriimasini daha kesin bir sekilde saglamak Uzere ve enterik
patojenlerin Ustiin gelisimini desteklemek icin 6zel olarak tasarlanmigtir.

PROSEDUR ILKELERI

A. BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood
BD Trypticase Soy Agar bazdaki kazein ve soya peptonlari, organik nitrojen, 6zellikle amino asitler ve daha uzun zincirli
peptidler saglayarak besiyerini oldukga besleyici kilar. Sodyum klorir ozmotik dengeyi korur.
Defibrine koyun kani, agar bazl ortami zenginlestirmek igin en yaygin kullanilan kandir.8 Streptokoklarin hemolitik
reaksiyonlari uygundur ve hemolitik kolonileri, beta-hemolitik streptokoklardan ayirt edilemeyen, patojen olmayan
Haemophilus haemolyticus'un Giremesi inhibe edilir.
BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il), Streptococcus pyogenes (Lancefield group A) ile mikemmel
Ureme ve beta hemoliz saglar ve ayrica diger gli¢c Ureyen organizmalarla mikemmel Greme ve ilgili hemolitik reaksiyonlar
sagdlar. Grup A beta-hemolitik streptokoklarin olasi tanimlamasi igin (S. pyogenes) disiik konsantrasyon (0,04 birim)
basitrasin diskleri (BD Taxo™ A) ile kullanim igin uygundur.

B. BD BBL MacConkey Il Agar
BD BBL MacConkey Il Agar segici ve diferansiyel bir besiyeridir. Gram pozitif mikroorganizmalari inhibe eden safra tuzlari
konsantrasyonu diger enterik plak besiyerlerine gére diisiik oldugundan yalnizca az segicidir. Kristal viyole gram pozitif
bakterilerin, 6zellikle de enterekok ve stafilokoklarin gelisimini inhibe etmek igin besiyerine de dahil edilmistir.
Enterik mikroorganizmalarin ayristirimasi laktoz ve nétral kirmizi indikatériiniin kombinasyonu ile saglanir. izolatin
karbohidrati fermente etme yetenegine bagli olarak renksiz veya pembe ila kirmizi renkte koloniler retilir.

REAKTIFLER

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSAII)
1 Litre Saf Su i¢in Yaklasik Formul*

Kazeinin Pankreatik Dijesti.........cccoccviiiiiniicininee 14,59 A - 14,09
Soya Fasulyesi Kiispesi Papaik Dijesti ...........cccccccce. 50¢9 Geligim Faktorleri.........coooiiiiiieieee e 1,59
Sodyum KIOTU......ccoiiiiiiiiie et 509 Defibrinlestirilmis Koyun Kani..............cocoooiiiiinins %5
*Performans kriterlerini karsilamak Uzere gereken sekilde ayarlanmis ve/veya desteklenmistir.

BD BBL MacConkey Il Agar

1 Litre Saf Su igin Yaklasik Formul*

Jelatinin Pankreatik Dijesti .........c.cccoevviiiiiiieinnenne. 17,09 Sodyum KIOTUF ......ooiiiiiiiiiiiciiiee e 509
Kazeinin Pankreatik Dijesti..........c.cccovveiiiiniiiiicnnes 1,59 NOtral KIMMIZI ..o 0,03 g
Hayvan Dokularinin Peptik Dijesti.........c.cccceeviiienninnnn. 1,59 Kristal VIyole .......cooiiiiiiiie e 0,001 g
LaKEOZ .. 10,0 g A 13,59
SafraTuzlar ..., 1,59

*Performans kriterlerini karsilamak tUzere gereken sekilde ayarlanmis ve/veya desteklenmistir.
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Uyarilar ve Onlemler: In vitro Diyagnostik Kullanim igindir.

Asiri nem gozlenirse, tabani dengeli bir kapak tzerinde ters cevirin ve inklibasyon esnasinda plagin alti ve Ustu arasinda bir
engel olugsmasini énlemek igin havayla kurumasini saglayin.

Klinik érneklerde, hepatit viriisleri ve Insan immiin Yetmezlik Viriisii de dahil olmak (izere patojenik mikroorganizmalara
rastlanabilir. Kan veya diger viicut sivilariyla kontamine olan tim égelerle galisilirken, “Standart Onlemler’?-12 ve kurumsal
dizenlemeler uygulanmalidir. Kullanimdan sonra, hazirlanan plaklar, érnek kaplari ve diger kontamine malzemeler atiimadan
once otoklavlanarak sterilize edilmelidir.

Saklama Talimatlari: Alindiktan sonra, plaklari karanlkta 2—8 °C’de saklayin. Dondurmaktan ve asiri 1sitmaktan kagmnin.
Kullanima hazir olana kadar agmayin. Isiga maruz kalmamasini saglayin. Kullanilmadan 6nce orijinal kapli ambalajlariyla

2-8 °C’de saklanan hazirlanmis plaklar, son kullanma tarihine kadar ve tavsiye edilen inkiibasyon surelerinde inklbe edilebilir.
Besiyerinin inokilasyon dncesinde oda sicakligina gelmesini bekleyin.

Uriiniin Bozulmasi: Mikrobiyal kontaminasyon belirtileri, renk degisimi, kuruma, catlama veya diger bozulma belirtileri gériilen
plaklari kullanmayin.

ORNEK TOPLAMA VE iSLEME

Ornek almak igin cesitli swablar ve kaplar tasarlanmistir. Ornekler antimikrobiyal tedavi uygulanmadan énce alinmalidir.
Orneklerin laboratuvara hizli bir sekilde ulastiriimasi igin gerekli diizenlemeler yapilmalidir. Toplama ve tanimlama amagh kiiltir
olusturma sirasinda énemli bir gecikme beklendigi durumlarda mikroorganizmalarin hayatta kalma surelerini uzatmak igin BBL
ornek toplama ve nakil Grlnleri gibi cesitli saklama besiyerleri tasarlanmistir.

Ornek toplama ve igleme prosediirlerinin ayrintilari igin ilgili metinlere bakin.13.14

Mikrobiyologun en uygun besiyerini ve gerekli teknikleri segmesine saglamak icin, laboratuvara yeterli klinik bilgi saglanmalidir.

PROSEDUR

Saglanan Malzemeler: BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) ve BD BBL MacConkey Il Agar (BD | Plate)
Gerekli Fakat Saglanmamis Malzemeler: Gereken yardimci kiltir besiyerleri, reaktifler, kalite kontrol organizmalari ve
laboratuar ekipmani.

Test Prosediirii: Aseptik teknikleri uygulayin.

Agar yluzeyi duz ve nemli olmali, fakat asiri nemli olmamalidir.

Ornek laboratuvara ulastiginda olabildigince kisa siirede 6rnegi siirme yéntemi ile ekin. Stirme plak, temel olarak karisik flora
iceren orneklerden saf kulturleri izole etmek igin kullanilir. Alternatif olarak, eger materyal dogrudan swabdan gelistirilecekse,
swabi kenarin ylzeyinde kiiglk bir alanin Gzerinde déndurln; ardindan bu inokile edilmis alandan siirme yontemi ile ekim
yapin.

Plaklari, 1siktan koruyarak, 18—24 s boyunca 35 + 2 °C’de inklbe edin. Respiratuvar 6rneklerle, karbondioksitle takviye edilen
aerobik atmosferde inkiibe edin. Diger 6rneklerle, eklenen CO, olmaksizin aerobic olarak inklibe edin.

Kullanici tarafindan Kalite Kontrolii:

Her bir ortam lotu uygun kalite kontrol organizmalari kullanilarak test edilmistir; bu test, Griintin teknik 6zelliklerini ve ilgili oldugu
yerlerde CLSI standartlarini karsilamaktadir. Her zamanki gibi gerekli kalite kontrolleri ilgili yerel, resmi, federal diizenlemelere
veya Ulke dizenlemelerine, akreditasyon gerekliliklerine ve/veya laboratuvarinizin standart kalite kontrolli prosedirlerine uygun
olarak gergeklestiriimelidir.

SONUCLAR

inkiibasyondan sonra, plaklarin gogu birlesik gelisim alani gosterecektir. Siirme ydntemi ile ekim yapma prosediirii, aslinda,

bir “seyreltim” teknigi oldugundan, siirme yontemi ile ekim yapilan alanlarda sinirli miktarda organizma birikir. Dolayisiyla bu

alanlardan bir veya daha fazlasi, 6rnekte bulunan organizmalarin izole kolonilerini géstermelidir. Ayrica, her organizmanin

gelisimi, sirme yontemi ile ekim yapilan her alanda gelisim temelinde yari kantitatif olarak puanlanabilir.

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA II) tizerinde tipik sonuclar asagidaki gibidir:

1. Hemolitik streptokoklar yari saydam veya opak, grimsi, kiigiik (1 mm) veya buyik mat ve hemoliz zonu ile gevrelenmis
mukoid (2—4 mm) koloniler olarak gériinebilir. Makroskobik bulgulari kontrol etmek igin Gram boyamalari yapilmali ve
incelenmelidir. (Hemolize neden olabilen diger organizmalar arasinda Listeria, gesitli korinebakterileri, hemolitik stafilokoklar,
Escherichia coli and Pseudomonas bulunur.)

Raporlamada, hemolitik streptokok kolonilerinin sayisinin yaklasik hesaplanmasi, klinisyen igin yararl olabilir.

2. Pnoémokoklar genellikle dar bir “yesil” (alfa) hemoliz zonu ile gevrelenmis, ¢ok diz, plrlizsliz, yari saydam, grimsi ve bazen
mukoid koloniler olarak gérundar.

3. Stafilokoklar, beta hemoliz zonlari olan veya olmayan opak, beyaz ila altin sarisi koloniler olarak gérin(r.

Listeria. Kuglk beta hemoliz zonlari Uretilir. Suglardaki gubuk sekilleriyle ve oda sicakliginda motilite ile ayristirilabilirler.

5. Bu segici olmayan formulasyonda, minimum flora gdsteren diger organizmalar ve klinik agidan énemli izolatlarin da Gremesi
beklenilebilir.

»
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BD BBL MacConkey Agar’da tipik koloni morfolojisi asagidaki gibidir:
E. COlicovevviiiiiiiiiic Pembe ila giil kirmizisi (safra ¢okeltisinden olusan bir zon ile gevrili olabilirler)
Enterobacter/Klebsiella ... .... Mikoid, pembe

Proteus ..........cccccccvoeciiiecciene Renksiz, izole koloni alanlarinda kiimelenme inhibe edilmis
Salmonella..............c.ccccoooovennn. Renksiz

Shigella..........ccocooeeioiiiiiiiean Renksiz

Pseudomonas .........ccccccuvincnennns Diizensiz, renksiz ila pembe

Gram pozitif bakteriler Gelisim yok veya az gelisme

PROSEDURUN KISITLI OLDUGU ALANLAR

Bazi Enterobacteriaceae ve Pseudomonas aeruginosa’nin CO, ile zenginlestiriimis bir atmosferde inkube edildiginde BD BBL
MacConkey Agar’da inhibe edildigi bildiriimistir.15

Tim E. coli suslar laktoz fermente etmez.

Birincil plak ile bazi tani testleri gergeklestirilebilir. Bununla birlikte, biyokimyasal testler ve diger tanimlama prosedurleri igin saf
bir kiltir 6nerilmektedir. Detayli bilgiler ve tavsiye edilen prosedirler igin ilgili metinlere bakin.5.16-19

Bir 6rnekte potansiyel 6neme sahip butlin organizmalari tespit etmek icin tek bir 6rnek kullanimi nadiren yeterli olmaktadir.
Secici bir besiyerindeki antimikrobiyal ajana genellikle duyarli olan organizmalarin, ajanin konsantrasyonuna, mikrobiyal susun
ozelliklerine ve inokulumdaki organizma sayisina bagli olarak tamamen veya yalnizca kismen inhibe edilebildigi anlagiimalidir.
Genellikle antimikrobiyal ajana direngli olan organizmalar inhibe edilmemelidir. Bu nedenle, segici besiyerinde gelisen
orneklerin kulturleri, ek bilgi elde etmek ve potansiyel patojenlerin geri kazaniimasini saglamak i¢in segici olmayan besiyerinde
de kdlturlenen dérneklerle karsilastiriimalidir.

PERFORMANS OZELLIKLERI
BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood

BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood, B-hemolitik streptokokal enfeksiyonun teshisi icin besiyeri ile gogaltilan
kiiltiir (Todd Hewitt) ve Optik immiino test yontemi kullanilan bir calismada kontrol olarak kullaniimistir. Bes yiiz iki (502) érnek
test edilmistir. TSA with 5% Sheep Blood sirasiyla %92,5 ve %99,4 duyarlihiga ve 6zgillige sahip olmustur.20 Nguyen ve ekibi
BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood'l, gebe kadinlarin alt genital yollarindan grup B Streptococcus tespitinde
“altin standart” olarak kullanmistir.2' Bagka bir calismada Rossmann ve ekibi, insan immiin yetmezlik viriisu ile enfekte olmusg
gocuklarin oral bosluklarindan Lautropia mirabilis'i BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood lzerinde basarili
sekilde tekrar izole etmistir.22 Bu galismada degerlendirilen 85 gocugun 35'i (%41,4) L. mirabilis igin pozitiftir. Isenberg ve ekibi,
BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood'l calisma altinda segici besiyerinden Enterococcus'un geri kazaniimasini
degerlendirmek icin kontrol olarak kullanmistir.23 Klinik materyalden izole edilen iki yiiz elli (250) grup D streptokok susu ve
National Communicable Disease Center’dan (Atlanta, Ga.) elde edilen 8 sus kullaniimistir.

BD BBL MacConkey Il Agar

Piyasaya surilmeden 6nce tim BD BBL MacConkey Il Agar, performans Ozellikleri agisindan test edilir. Temsili lot érnekleri,
asagidaki kiltirlerle sirme yontemi ile ekim yapilarak inoktle edilmistir: Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus mirabilis
(ATCC 12453), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Shigella dysenteriae
(ATCC 9361) ve Enterococcus faecalis (ATCC 29212). E. faecalis igin inokulum plak bagina 104102 koloni olusturan (nite
(CFU) vermesi igin seyreltilir; tim diger organizmalarin inokulasi 103—104 CFU/plak vermesi igin seyreltilir. inokiilasyondan
sonra, plaklar aerobik atmosferde 35 + 2 °C’de inkiibe edilir. 18-24 s inkiibasyondan sonra, E. coli kolonileri gul kirmizisidir ve
presipite safra ile gevrelenebilir; P. mirabilis normal ila yogun renksiz koloni gelisimi sergiler ve kolonilerin kiimelenmesi inhibe
edilir; P. aeruginosa ayri ayri koloniler pembe ila yesil pigmentasyon gosterirken yesil ile sari-yesil pigmentasyon sergileyebilen
birlesik gelisim alanlarini gosterir; Salmonella Typhimurium renksiz kolonilerin normal ila yogun gelisimini verir; S. dysenteriae
renksiz ila pembe kolonilerin gelisimini gosterir; E. faecalis tamamen ila kismi olarak inhibe edilir (normal gelisim) ve koloniler
pembe renkte olabilir.

TICARI TAKDIM SEKLI

Kat. No. Aciklama

221290 BD BBL™ Trypticase™ Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSAIl) ve BD BBL™ MacConkey Agar -
BD I Plate™, 20'li plak paketi

221291 BD BBL™ Trypticase™ Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) ve BD BBL™ MacConkey Agar -

BD I Plate™, 100'li plak kutusu
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