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KALITE KONTROLU PROSEDURLERI (istege Bagli)

| GiRiS
BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood (%5 Koyun Kani igeren BD BBL Columbia CNA Agar), klinik ve klinik olmayan

orneklerden gram-pozitif mikroorganizmalarin izolasyonu ve ayristiriimasi icin kullanilan segici ve diferansiyel bir besiyeridir.
BD BBL MacConkey Il Agar koliform organizmalarinin ve enterik patojenlerin saptanmasi icin segcici ve diferansiyel bir besiyeridir.

L PERFORMANS TESTi PROSEDURU
A. BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood

1.

2.

Asagida listelenen kultirler ile temsili 6rnekleri inokule edin.

a. Her bir plaga, Streptococcus ve Staphylococcus suslari igin 103-104 CFU/0,1 mL igerecek ve Proteus susu igin
104-105 CFU/0,1 mL icerecek sekilde hesaplanan bir 18 ila 24 saatlik broth kiltiirii 0,1 mL seyreltim ekleyin. Steril bir cam
yayici kullanarak yayarak inokule edin.

b. Plaklari 35 + 2 °C’de karbondioksitce zenginlestiriimis aerobik atmosferde inklbe edin.

c. BD Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) plaklarini biitiin organizmalar igin secici olmayan kontroller olarak
dahil edin.

18 ila 24 sonra plaklari, gelisim, koloni boyutu, hemolitik reaksiyon, pigmentasyon ve segicilik agisindan inceleyin.

3. Beklenen Sonuglar

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

*Proteus mirabilis 12453 inhibisyon (kismi)

*Kullanici tarafindan Kalite Kontroli igin tavsiye edilen organizma.

B. BD BBL MacConkey Il Agar

1.

2.
3.

Asagida listelenen kiiltir seyreltimleri ile temsili drnekleri inokule edin.

a. lzolasyon igin, 104-105 CFU/plak vermesi igin seyreltilmis 18 ila 24 saatlik Enterococcus faecalis broth kiiltiirii kullanarak
plaklari stirme yontemi ile ekin. Geriye kalan organizmalar igin 103-104 CFU/plak vermesi igin seyreltilmis 18 ila 24 saatlik
broth kultird kullanin.

b. Plaklar 35 + 2 °C’de aerobik atmosferde inkiibe edin.
c. TSAIl plaklarini biitin organizmalar igin segici olmayan kontroller olarak dahil edin.

Plaklari 18-24 sonra gelisim, koloni boyutu, pigmentasyon ve secicilik acisindan inceleyin.
Beklenen Sonuglar

CLSI Organizmalari ATCC Geri Kazanim Koloni rengi
*Escherichia coli 25922 Gelisim Pembe
*Proteus mirabilis 12453 Gelisim, kimelenme inhibisyonu (kismi)  Renksiz
*Salmonella enterica 14028 Gelisim Renksiz

subsp. 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.
2.
3.

4.
5,

Plaklari “Uriiniin Bozulmas!” altinda tanimlandid sekilde inceleyin.
Mevcut olan herhangi bir fiziksel bozuklugun kullanimi etkilemeyeceginden emin olmak icin temsili plaklari gérsel olarak inceleyin.

7,3+ 0,2 (BD BBL Columbia CNA With 5% Sheep Blood) ve 7,1 + 0,2 (BD BBL MacConkey Il Agar) spesifikasyonuna uyum
acisindan pH degerini oda sicakhginda potansiyometrik olarak belirleyin.

inokiilasyon prosediirii sirasinda plaklarin saglamligina dikkat edin.
inokiile edilmis temsili plaklari 35 + 2 °C’de 72 saat boyunca inkiibe edin ve mikrobiyal kontaminasyon acisindan inceleyin.

URUN BILGILERI

IV KULLANIM AMACI

BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood, klinik ve klinik olmayan malzemelerden gram-pozitif mikroorganizmalarin izolasyonu
ve ayristiriimasi i¢in kullanilan segcici ve diferansiyel bir besiyeridir.

BD BBL MacConkey Il Agar koliform organizmalarinin ve enterik patojenlerin saptanmasi icin hafif¢e segici ve diferansiyel bir besiyeridir.
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OZET VE AGIKLAMA

A. BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood
Ellner ve ark., 1966'da, Columbia Agar olarak tanimlanmis olan bir kan agar formllasyonunun gelisimini bildirmistir." Hizli ve
bol gelisim ve net olarak tanimlanmis hemolitik reaksiyonlar elde eden Columbia Agar bazi, kan igeren besiyeri igin ve cesitli
antimikrobiyal ajan kombinasyonlarinin katki maddesi olarak kullanildigi segici formilasyonlar i¢in baz olarak kullanilir.

Ellner ve ekip arkadaslari, %5 koyun kani ile zenginlestiriimis Columbia agar bazda litrede 10 mg kolistin ve 15 mg nalidiksik

asit iceren besiyerinin Proteus, Klebsiella ve Pseudomonas tirlerinin gelisimini inhibe ederken stafilokok, hemolitik streptokok
ve enterokok gelisimini destekledigini bulmustur. BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood icerisinde nalidiksik asit

konsantrasyonu, klinik rneklerden gram pozitif koklarin geri kazaniimasini artirmak icin 10 mg/I'ye azaltilmigtir.

B. BD BBL MacConkey Il Agar

Gunumduzde, enterik bakterilerin izolasyonu, kiiltivasyonu ve tanimlanmasi agisindan laborant igin birgok kdltir besiyeri

mevcuttur. Bunlarin en 6ncekilerinden biri MacConkey tarafindan gelistirilmistir ve ilk olarak kisa yayinlanmis bir not olarak
aciklanmigtir.2 MacConkey Agar’a dair mihenk tasi makale 1905'te yayinlanmistir ve besiyerinin ve elde edilen bakteriyel gelisim
paternlerinin ayrintili agiklamalarini icermistir.3 Bu formilasyon safra tuzlarinin asitler tarafindan presipite edildigi ve belli enteric
mikroorganizmalarin laktoz fermente ettigi ve digerlerinin bu beceriye sahip olmadigi bilgisinden turetilmistir.

Erken donem makalelerin yayinlanmasindan beri, MacConkey Agar formill pek ¢ok kez modifiye edilmistir. 1930’da yayinlanan
kiltdr besiyerlerinin derlemesi o zamana dek yayinlanmis olan on modifikasyonu listelemektedir.4 Daha yeni modifikasyonlar katki
maddelerinin (6rn., kanamycin®) kullanimini ve belli etkin maddelerin (6rn., kristal violet®, ve nétr red?) silinmesini igermektedir.
Modifiye edilmis bir MacConkey Agar (MCIC Agar) American Public Health Association tarafindan deniz suyu ve kabuklu deniz
hayvanlarinin incelenmesinde kullaniimak igin 6nerilen kdltir besiyerlerinden biridir.28 MacConkey Agar gidalarin mikrobiyolojik
incelenmesinde de kullanilir.? idrar, respiratuvar ve yara gibi karigik mikrobiyal flora icermesi muhtemel klinik érneklerle kullaniimasi
onerilir, glinkl enterik ve diger gram-negatif bakterilerin preliminer gruplanmasina izin verir.10

BD BBL MacConkey Il Agar formilasyonu 1983'te kullanilabilir olmustur. Kiimelenen Proteus tirlerinin inhibisyonunu artirmak, laktoz
fermenterleri ile fermente etmeyenlerin ayristiriimasini daha kesin bir sekilde saglamak tizere ve enterik patojenlerin Ustiin gelisimini
desteklemek igin 6zel olarak tasarlanmistir.

PROSEDUR ILKELERI

A. BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood
BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood Ustiin gelisim-destekleyici 6zelliklerini, pankreatik kazein sindiriminden, hayvan
dokusunun ve sigir eti ekstraktinin peptik sindiriminden hazirlanan peptonlarin bilesiminden saglamaktadir. Maya ekstrakti ve misir
nisastasi da formilasyona dahil edilmistir ve B kompleks vitaminlerin saglayicisi olan maya ekstraktiyla, enerji kaynaklari olarak
hizmet gorur.
Koyun kani hemolitik reaksiyonlarin saptanmasina izin verir ve pek ¢ok bakteriyel tirtin gelisimi icin gerekli olan X faktori (hem)
sagdlar ancak V faktori (nikotinamid adenine dinlkleotid, NAD) icermez, ¢clinkii NAD'yi yok eden NADase igerir. Bu besiyerinin gérece
yuksek karbonhidrat igerigine sahip oldugu ve bu sebeple, beta hemolitik streptokoklar alfa hemoliz ile karigtirilabilen yesilimsi
hemolitik reaksiyon olusturabilecegi unutulmamahdir.
Antimikrobiyal ajanlar, kolistin ve nalidiksik asit eklenmesi besiyerini gram-pozitif mikroorganizmalar igin segici hale getirir.
Kolistin gram-negatif organizmalarin hiicre membranlarini kesintiye ugratir, nalidiksik asit duyarli gram-negatif bakterilerde DNA
replikasyonu engeller.!

B. BD BBL MacConkey Il Agar

BD BBL MacConkey Il Agar segici ve diferansiyel bir besiyeridir. Gram pozitif mikroorganizmalari inhibe eden safra tuzlar
konsantrasyonu diger enterik plak besiyerlerine gore diisiik oldugundan yalnizca az segicidir. Kristal viyole gram pozitif bakterilerin,
ozellikle de enterekok ve stafilokoklarin gelisimini inhibe etmek igin besiyerine de dahil edilmistir.

Enterik mikroorganizmalarin ayristiriimasi laktoz ve nétral kirmizi indikatériniin kombinasyonu ile saglanir. izolatin karbohidrati
fermente etme yetenegine bagl olarak renksiz veya pembe ila kirmizi renkte koloniler uretilir.

REAKTIFLER

BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood
1 Litre Saf Su igin Yaklasik Formul*

Kazeinin Pankreatik Dijesti...........ccccoiiieiiiiiiiiiiees 12,09 SOAYUM KIOTUE ... 50¢9
Hayvan Dokularinin Peptik Dijesti...........cccccociniiinnns 509 AT e 13,59
Maya EKStrakti.........ccoooviiiiiiiiiiieeecec e 309 KOBISTIN. ¢t 10,0 mg
SIGIr Eti EkStrakti.......ccoooiiiiiiien 3,09 NalidIKSIK ASIt ... 10,0 mg
MISIF NISASTASI ... 1,09 Defibrinlestirilmis Koyun Kani .........c.ccooiiiiiieniiiiciiccee %5

*Performans kriterlerini karsilamak tzere gereken sekilde ayarlanmis ve/veya desteklenmistir.

BD BBL MacConkey Il Agar
1 Litre Saf Su igin Yaklasik Formul*

Jelatinin Pankreatik Dijesti ...........cccccorviiiiiniiiiiiene 17,09 SodyUM KIOTUF ...t 5,0

Kazeinin Pankreatik Dijesti..........cccccooveniiiiiiiiiiiennn. 1,59 NOtral KIFMMIZI ..o 0,03 g
Krstal VIYOIE ...cooeiiiie e 0,001g
AAGAE e 13,5

*Performans kriterlerini karsilamak tzere gereken sekilde ayarlanmis ve/veya desteklenmistir.
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Uyarilar ve Onlemler: /n vitro Diyagnostik Kullanim iindir.

Asiri nem gdzlenirse, tabani dengeli bir kapak Uzerinde ters gevirin ve inkiibasyon esnasinda plagin alti ve Ustl arasinda bir engel
olugsmasini énlemek icin havayla kurumasini saglayin.

Klinik drneklerde hepatit viriisleri ve insan Immiin Yetmezlik Viriisii de dahil olmak (izere patojenik mikroorganizmalar bulunabilir. Kan
veya dider vicut sivilariyla kontamine olan tim 6gelerle galigilirken, “Standart Onlemler”12-15 ve kurumsal diizenlemeler takip edilmelidir.
Kullanimdan sonra, hazirlanan plaklar, rnek kaplari ve diger kontamine malzemeler atilmadan 6nce otoklavlanarak sterilize edilmelidir.

Saklama Talimatlari: Alindiginda, plaklarn 2—8 °C’de, karanlikta saklayin. Dondurmaktan ve asiri isitmaktan kacinin. Kullanima
hazir olana kadar agmayin. Isiga maruz kalmamasini saglayin. Kullaniimadan énce 2—8 °C’de orijinal kapl ambalajlariyla saklanan
hazirlanmis plaklar, son kullanma tarihine kadar ve tavsiye edilen inkiibasyon surelerinde inklbe edilebilir. Besiyerinin inokilasyon
Oncesinde oda sicakligina gelmesini bekleyin.

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

ORNEK TOPLAMA VE iSLEME

Ornek almak igin gesitli swablar ve kaplar tasarlanmistir. Ornekler antimikrobiyal tedavi uygulanmadan énce alinmalidir. Orneklerin
laboratuvara hizl bir sekilde ulastiriimasi igin gerekli dizenlemeler yapilmalidir. Toplama ve tanimlama amach kultir olusturma sirasinda
onemli bir gecikme beklendigi durumlarda mikroorganizmalarin hayatta kalma surelerini uzatmak icin BD BBL 6rnek toplama ve nakil
Urlnleri gibi gesitli saklama besiyerleri tasarlanmigtir.

Ornek toplama ve isleme prosediirlerinin ayrintilari icin uygun metinlere bakin.16.17
Mikrobiyologun en uygun besiyerini ve gerekli teknikleri segmesine saglamak igin, laboratuvara yeterli klinik bilgi saglanmalidir.

PROSEDUR

Saglanan Malzemeler: BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood ve BD BBL MacConkey Il Agar (BD | Plate)

Gerekli Fakat Saglanmamis Malzemeler: Yardimc kultir besiyeri, reaktifler, kalite kontrol organizmalari ve gerekli laboratuvar ekipmani.
Test Prosediirii: Aseptik teknikleri uygulayin.

Agar ylzeyi diz ve nemli olmal, fakat asiri nemli olmamalidir.

Ornek laboratuvara ulastiginda olabildigince kisa siirede érnegi siirme ydntemi ile ekin. Siirme plak, temel olarak karisik flora iceren
orneklerden saf kllturleri izole etmek igin kullanilir. Alternatif olarak, eger materyal dogrudan swabdan gelistirilecekse, swabi kenarin
yuzeyinde kiguk bir alanin Gizerinde doénduriin; bu inokile edilmis alandan sirme yontemi ile ekim yapin.

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

Kullanici tarafindan Kalite Kontrolii:

Her bir ortam lotu uygun kalite kontrol organizmalari kullanilarak test edilmistir; bu test, Grinln teknik 6zelliklerini ve ilgili oldugu
yerlerde CLSI standartlarini kargilamaktadir. Her zamanki gibi gerekli kalite kontrolleri ilgili yerel, resmi, federal diizenlemelere

veya Ulke duzenlemelerine, akreditasyon gerekliliklerine ve/veya laboratuvarinizin standart kalite kontrol prosedirlerine uygun

olarak gergeklestiriimelidir.

SONUGLAR

inkiibasyondan sonra, plaklarin gogu birlesik gelisim alani gésterecektir. Stirme yéntemi ile ekim yapma prosediiri, aslinda, bir
“seyreltme” teknigi oldugundan, stirme ydntemi ile ekim yapilan alanlarda sinirli miktarda organizma birikir. Dolayisiyla bu alanlardan
bir veya daha fazlasi, érnekte bulunan organizmalarin izole kolonilerini géstermelidir. Besiyerlerinin inhibituar dogasi nedeniyle daha iyi
izolasyon elde edilir.

BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood Ulzerinde tipik koloni morfolojisi asagidaki gibidir:

Streptokoklar (grup D olmayan) ...... Kuglk, beyaz ila grimsi; beta veya alfa hemoliz

Enterokok (grup D) Kuguk, fakat grup A streptokoklardan daha genis, mavi-gri; beta veya alfa hemoliz

Stafilokok.......ccveiiiiiiiiiiicice Genis, beyaz ila gri veya krem ila sari, hemoliz var veya yok
MIKrokoK ........coovieiiiiiiiiiicieeee Genis, beyaz ila gri veya sari ila turuncu, hemoliz var veya yok
Korinebakter...........cccocoiiiiiiiiins Kuglk ila genis, beyaz ila gri veya sari, hemoliz var veya yok
Candida ..........ccccoeveioiiiiiiiiee Kugik, beyaz

Listeria monocytogenes ... Kuguk ila buylk, mavi-gri, beta hemolizle

Gram negatif bakteriler................... izlenebilir gelisim yok

BD BBL MacConkey II'de tipik koloni morfolojisi asagidaki gibidir:

E. COlicuoeuiiiiiiiiiiiiiiecc Pembe ila gll kirmizisi (safra ¢Okeltisinden olusan bir zon ile gevrili olabilirler)
Enterobacter/Klebsiella ................... Mdukoid, pembe

Proteus .........ccoceeiieeeaiiieeiiieeeeene Renksiz, izole koloni alanlarinda kiimelenme inhibe edilmis
Salmonella.............ccccoeveiiicncian. Renksiz

Shigella...........cccccoviiioiiiiiiiiiiins Renksiz

Pseudomonas .........c.cccceeveeeenenenn. Duzensiz, renksiz ila pembe

Gram pozitif bakteriler .................... Gelisim yok veya az gelisme
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PROSEDURUN KISITLI OLDUGU ALANLAR

Bazi Enterobacteriaceae ve Pseudomonas aeruginosa’nin CO, atmosferinde inkiibe edildiginde MacConkey Agar’inda inhibe

edildigi bildirilmistir.'8

Tum E. coli suslari laktoz fermente etmez.

Birincil plak ile bazi tani testleri gergeklestirilebilir. Bununla birlikte, biyokimyasal testler ve diger tanimlama prosedirleri igin saf bir kiltir
onerilmektedir. Detayl bilgiler ve tavsiye edilen proseddrler igin ilgili metinlere bakin.19-23

Bir 6rnekte potansiyel 6neme sahip butliin organizmalari tespit etmek igin tek bir 6rnek kullanimi nadiren yeterli olmaktadir. Segici bir
besiyerindeki antimikrobiyal ajana genellikle duyarli olan organizmalarin, ajanin konsantrasyonuna, mikrobiyal susun 6zelliklerine ve
inokulumdaki organizma sayisina bagli olarak tamamen veya yalnizca kismen inhibe edilebildigi anlasiimaldir. Genellikle antimikrobiyal
ajana direngli olan organizmalar inhibe edilmemelidir. Bu nedenle, segici besiyerinde gelisen érneklerin kulturleri, ek bilgi elde etmek ve
potansiyel patojenlerin geri kazaniimasini saglamak i¢in secici olmayan besiyerinde de kiltirlenen érneklerle karsilastiriimalidir.

PERFORMANS OZELLIKLERI

BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood

Piyasaya surtlmeden 6nce tim BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood lotlari performans 6zellikleri agisindan test edilmistir.
Lotun temsili drnekleri agagidaki kultirlerin 0,1 mL’si ile yayilarak inokile edilir: Proteus mirabilis (ATCC 12453), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Streptococcus pneumoniae (ATCC 6305) ve S. pyogenes (ATCC 19615). S. aureus, S. pneumoniae ve S. pyogenes igin
inokula 0,1 mL basina 103-104 koloni olusturan Uniteler (CFU) vermek Uzere seyreltilir; P. mirabilis igin inokulum 104-105 CFU/0,1 mL
vermek icin seyreltilir. Inokulasyondan sonra, plaklar karbondioksit ile takviye edilen aerobik atmosferde 35 + 2 °C’de inkiibe edilir. 18-24 s
inklibasyondan sonra, S. aureus, S. pneumoniae ve S. pyogenes tipik kolonyal morfoloji, pigmentasyon ve hemolitik reaksiyonlarla normal
ila yogun gelisim gosterir, P. mirabilis kolonilerin kimelenmesi olmaksizin gelisim gdstermez ya da normal gelisim gosterir.

BD BBL MacConkey Il Agar

Piyasaya sirilmeden 6nce tim BD BBL MacConkey Il Agar, performans 6zellikleri agisindan test edilir. Lotun temsili 6rnekleri asagidaki
kultirlerle surdltp ekilerek inokule edilir: 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 icin inokulum plak basina 104—105 koloni olusturan Unite (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
inklibasyondan 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 gésterir; Salmonella Typhimurium renksiz kolonilerin normal ila yogun
gelisimini verir; S. dysenteriae renksiz ila pembe kolonilerin gelisimini gésterir; E. faecalis tamamen ila kismi olarak inhibe edilir (normal
gelisim) ve koloniler pembe renkte olabilir.

TICARI TAKDIM SEKLI

Kat. No. Aciklama

221600 BD BBL Columbia CNA Agar with Sheep Blood ve BD BBL MacConkey |l Agar BD | Plate, 20 plaklik paket C €
221601 BD BBL Columbia CNA Agar with 5% Sheep Blood ve BD BBL MacConkey Il Agar BD | Plate, 100 plaklik kutu
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