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BIOPROSAFE

NICEL (KANTITATIF) KULTUR KITi
KLINIK ORNEKLERI NiCEL KULTURE HAZIRLAMAK ICIN ISLEME VE SEYRELTME KiTi

Katalog No:QC010-020

Kullanim Yoénergesi

Canli Diginda Kullanim igindir

Uriiniin Ismi:

BIOPROSAFE

Kullanim Amaci:

BIOPROSAFE, alt solunum vyolu salgilari gibi klinik 6rneklerde
enfeksiyon etkeni mikroorganizmalarin miktarinin nicel, (sayisal,
kantitatif) olarak belirlenebilmesi igin  6rnegin islenmesi ve
seyreltimlerinin kolayca yapilmasi igin kullanilir.  In vitro kullanim
icindir.

Genel Bilgi:

Enfeksiyon hastaliklarinin tani ve tedavisinde, antibiyotiklerin in vivo
etkinliklerinin  arastirlmasinda, kronik ve eradikasyonu zor
enfeksiyonlarda tedavinin izlenmesinde nicel kultir 6nem tasir.
BIOPROSAFE klinik orneklerde enfeksiyon etkeni
mikroorganizmalarin  derigimlerinin  belirlenmesi igin hazirlanmis,
kolayca nicel kiiltir yapilmasini saglayan bir drnek isleme kitidir. Nicel
kultdr yapilmasina gereksinim duyulan klinik érnekler arasinda en
siklikla alt solunum yolu salgilari bulunmaktadir. Nicel kiiltur, 6zellikle
yogun bakimda, yapay solunum aygitina bagh éykencelerin (pnémoni)
izlenmesinde 6nem tasir. Balgam gibi salgilarin akiskan olmayan
nitelikleri nicel kiltir yapilmasini zorlagtirmaktadir. Kistik fibrozisi olan
hastalarda kronik Pseudomonas enfeksiyonlari gorilir ve bu
hastalarin cikardiklari balgamin akigkanhgi cok azdir;
homojenizasyonu ve seyreltimi ¢ok gugtir. BIOPROSAFE Ornek
toplama tlpundeki N-asetil-L-sistein ve polikarbonat boncuklar
sivilastirma ve homojenizasyon igleminin kolayca yapilmasini saglar.
Ornek toplama tiipli ve tiim igerigi gama isinlari ile sterilize edilmistir.
Ornek homojenizasyonu sonrasi, érnegin seyreltimlerinin yapilmasi ve
bu seyreltimlerden uygun kiltir besiyerine ekilmesi gerekmektedir.
BIOPROSAFE' te seyreltimlerin kolayca yapilabilmesi icin miktari
ayarlanmig bir dizi steril fosfat tamponu igeren tip kullanima hazir
durumdadir.

Yontemin kisith yanlan:
BIOPROSAFE ile kesin anaerobik bakterilerin nicel kultir igin
seyreltimleri yapilamaz.

Yéntemin Bilimsel Temeli:

Klinik 6rnekte bir mikroorganizmanin derisiminin belirlenebilmesi igin
nicel kaltar yontemi siklikla kullanihr. Balgam gibi akiskanligi az olan
orneklerin  her noktasinda esit miktarda  mikroorganizma
bulunmadigindan, énce, alinan érnegin homojenize edilmesi gerekir.
Bu islem fosfat tamponu gibi ¢ozeltiler tek basina kullanildiginda
oldukga gligtir. BIOPROSAFE 'te (QC010) 6rnegin akigkanhigini
saglamak ve homojenizasyonu kolaylastirmak igin N-asetil-L-sistein
ve polikarbonat boncuk igeren bir tlip bulunur. N-asetil-L-sistein gigli
bir indirgeyici maddedir ve mukus proteinlerindeki distlfit (-S-S-)
baglarini indirgeyerek (-SH HS-) kirar, proteinlerin g boyutlu yapisini
bozarak, viskozite yaratma o6zelliklerini ortadan kaldirir (N-asetil-L-
sistein homojenizasyon i¢in mutlaka gerekli degildir. N-asetil-L-sistein
ornege katilmak istenmiyorsa, bu maddeyi icermeyen QC020 katolog
numarali BIOPROSAFE kullanilabilir.). Polikarbonat boncuklar ise
calkalama sirasinda mekanik etki ile 6rnegin seyreltim sivisi ile
karigmasini, sivilasmasini ve homojenizasyonunu Kkolaylastirir.
Homojenize edilen 6rnegin 1/10’ luk seyreltimlerinin yapilabilmesi igin
gerekli steril fosfat tamponu 8 adet tlipte bulunmaktadir. Birinci (107")
seyreltim tliptinde 9 mL, ikinciden sekizinciye dek olan (102 - 10%)
seyreltim tiiplerinde ise 4,5 mL steril fosfat tamponu bulunur. Ornek
toplama tlpline 1 mL Ornek konup, Uzerine ilk seyreltim tlUpUnin
tamami bosaltildiginda 1/10’luk seyreltim elde edilir.  Ornegin
homojenizasyonu sonrasinda bu tlipten 0.5 mL alinip bir sonraki tlipe
aktarildiginda bir kez daha 1/10’luk seyreltim yani 6érnegin 10?lik
seyreltimi elde edilir.  islem diger seyreltim tiipleri kullanilarak
tekrarlandiginda 6rnek 10° keze dek seyreltimis olur. Bu
seyreltimlerden uygun kultir besiyerine ekim yapildiginda, uygun bir
seyreltimde sayilabilir dizeyde koloni elde edilir. Bu koloniler sayilip
seyreltim katsayisi ile g¢arpildiginda 6rnegin mililitresindeki canli
mikroorganizma sayisi hesaplanir.

Igerik:

¢ Ornek Toplama tiipii: Steril 50 mL polipropilen tiip icerisinde = 50
mg N-Asetil-L-Sistein ve 4 mm ¢apinda polikarbonat boncuklar.
(QCO020’ de N-Asetil-L-Sistein bulunmamaktadir.)

e Seyreltim tiipleri: Steril pet tlpler igerisinde, 0,05 M fosfat
tamponu (Na,HPO, + KH,PO,4 pH 6,8).

Dikkat Edilmesi Gerekenler ve Uyarilar:

e Canli diginda (in vitro) kullanim igindir.

e Seyreltim tlplerinde galkalama yapmadan 6nce kapaklarin sivi
sizdirmayacak sekilde sikica kapandigindan emin olunuz.

e Patojen mikroorganizmalarin tanisinda kullanilan laboratuvar
yontemleri, laboratuvar kaynakli enfeksiyonlarin dnlenmesi
acisindan o6zel Onlemler gerektirir. Ornek isleme, sinif I
biyoguvenlik kabininde ve giris ¢ikisi laboratuvar ¢alisanlar ile
sinirlandinimis alanlarda yapilmalidir. Bu alanda yuzeyler, bir
ylzey dezenfektani ile silindiginde kolayca temizlenebilecek
yapida olmahdir.

Genel Giivenlik Kurallari:

e Enfeksiyon etkeni icerme olasiligi olan drneklerle galisirken daima
eldiven ve maske takilmalidir.

o Pipetleme, c¢dzelti ekleme, bosaltma gibi islemler daima duizey I
biyoglivenlik odaciginda gerceklestiriimelidir.

o Hicbir zaman agizla ¢cekerek pipetleme yapilmamaldir.

e Kontamine bir sivi dokilecek olursa %2,5’lik hipo-klorit ¢ozeltisi ile
temizlenmelidir.

e Isi biten malzemeler cevre giivenligine uygun sekilde atilmalidir.

Saklama Kosullari:
Oda sicakliginda saklayiniz.

Bozulma Belirtileri:
BIOPROSAFE in seyreltim tlplerinde bulanikhk var ise
kullanmayiniz.

Ornek Toplama, Tasima, Saklama:
» Hastalarin ¢ikardigi balgam veya trakeal aspirasyon,
brongiyal yikama gibi érnekler BIOPROSAFE ile iglenebilir.
» Ornekler temiz bos, tercihen steril kaplar igerisine
alinmalidir. Bu kaplar herhengi bir katki maddesi
icermemelidir.

> Ornekler alindiktan sonra en kisa zamanda laboratuvara
ulastiriimal ve bekletmeden ¢alismaya alinmalidir. Hemen
calisiimayan 6rnekler buzdolabinda, 4°C’ da bekletiimeli,
laboratuvara goénderilirken sogutmali  kutular icerisine
konmalidir.

Verilen Malzemeler:

Karton kutu igerisinde 10 BIOPROSAFE kiti bulunmaktadir. Her kit 1
adet Ornek toplama tipl ve sekiz adet Ornek seyreltim tuplnden
olugsmaktadir.

Gerekli Ek Malzemeler:

- Otomatik pipetler: 2-20 ve 200-1000 pl
- Steril otomatik pipet uclari

- Vorteks

- Kultur besiyeri

Zaman ve Sicaklik Parametreleri:

Uygulama oda sicakhdinda gergeklestirilir. Alinan 6rneklerde
mikroorganizma sayisinin degismemesi i¢in uygulamanin 6rnek
alinmasindan sonra mimkin olan en kisa zamanda (en ge¢ 2-3 saat
icerisinde) yapilmasi onerilir. Seyreltimler yapildiktan sonra ekimler
beklenmeden yapilmalidir.

Uygulama:

1. Akiskan olmayan balgam gibi érneklerden nicel (kantitatif) kiltir
yapacaginiz zaman klinik érnekten 1 mL o6rnek toplama tlupi
icerisine koyunuz.

2. 10" seyreltim tiipindeki fosfat tamponunun tamamini steriliteye
dikkat ederek 6rnek tlplne bosaltiniz. Tuapun kapagini sikica
kapatiniz.
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Vorteks ile tlipl calkalayarak érnegin homojenize olmasini ve on
kat seyrelmesini saglayiniz (eger 6érnek akiskan ve homojen ise, 1
mL 6rnegi dogrudan 10" seyreltim tiipiine koyarak karistiriniz).
Otomatik pipet yardimi ile 0.5 mL 10°" seyreltim yapiimig 6rnekten
alip 102 seyreltim tuplne koyarak 6rnegin on kat daha
seyrelmesini saglayiniz. Tupun kapagini sikica kapatip ters diz
ederek veya vorteks ile ¢alkalayiniz.

Otomatik pipet yardimi ile 0.5 mL 102 seyreltim yapiimis érnekten
alip 10% seyreltim tiplne koyarak 6rnegin on kat daha
seyrelmesini saglayiniz (sivi aktarmasini en sona dek ayni pipet
ucu ile yapabilirsiniz; pipet ucunu degistirmenize gerek yoktur).
Ayni sekilde on kat seyreltimlere dider seyreltim tuplerini
kullanarak devam ediniz.

Kiltdr icin Petri kutusunda hazirlanmis uygun besiyeri veya
besiyerlerini seginiz.

Petri kutusunun alt tarafina silinmez (asetata yazan) kalem ile
cizerek sekiz esit parcaya boéliniz. Parcalara 10 'e dek numara
yaziniz.

Yapmig oldugunuz seyreltimlerden, 10 'den baglayarak, érnek
tipindeki 10" e dogru giderek, petri kutusundaki ilgili bdlimun
ortasina 10 pl aktariniz. Siviy1 kendi kendine yayllmaya birakiniz,
pipet ucu ile kesinlikle yaymayiniz (en seyreltik tipten daha
derisik tlplere dogru ekim yaptiginiz icin her defasinda pipet
ucunu degistirmenize gerek yoktur).

Kiltdr besiyerini inkubatore kaldiriniz ve uygun sire inklibatérde
birakiniz.

Sonugclarin Degerlendirilmesi:

Kultur plagini inkubatérden gikartip, Gremeleri inceleyiniz.

Tek tek kolonilerin sayilabildigi, en az 8-10 koloninin bulundugu bir
seyreltim tlpUnden yapilmis ekimi bulunuz. Buradaki kolonileri
sayiniz.

Buldugunuz rakami 10" ile ¢arpiniz (n=seyreltim katsayisi + 2). On
mikrolitre yani bir mililitrenin ylzde biri ekildiginden, mililitredeki
toplam miktari bulmak igin yuzle c¢arpmak, bunun igin seyreltim
katsayisina “2” daha eklemek gerekmektedir.

Ornek: 107", 102 ve 10° seyreltim tiiplerinden yapilan ekimlerde
sayllamayacak denli ok, silme Greme olsun. 10 seyreltim tiipiinden
yapilan ekimde 17 koloni, 10 tipinden yapilan ekimde iki koloni
olsun. Bu durumda degerlendirmeye alinmasi gereken 10 seyreltim
tipinden yapilan ekimdeki 17 kolonidir. Orijinal 6rnekteki canli
mikroorganizma sayisi (cfu -colony forming unit-):

17 x 102 = 17 x 10° = 1.7 x 107 cfu/mL olacaktir.

Kalite Kontrol:

Taze kiltirden hazirlanmis Escherichia coli (ATCC 25922) 0.5 Mc
Farland bulanikhiginda stispansiyonun seyreltimleri BIOPROSAFE ile
hazirlanarak yapilan ekimlerde uygun sayida bakteri derigiminin
saptanip saptanmadigina bakilarak kalite kontrol yapilmaktadir.

Yéntemin Kisith Yanlari:

Balgam gibi akigkanlidi az érneklerde 1 mL 6rnegin odlcllerek drnek
isleme tlpline konmasi zor olabilir. Bu sorunu agmak igin ucu ateste
steril edilmis bir makas ile kestidiniz 1 mL otomatik pipet ucu
kullanabilirsiniz.

Performans Ozellikleri:

BIOPROSAFE ile islenen o6rneklerde, klasik ydntemlere gore
kontaminasyon oraninin daha disik olmasi ve nicel canli
mikroorganizma belirlenmesinin daha dogru yapilmasi
beklenmektedir.
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