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SafeTAIN TB KIT

ASIDE DIRENGLI (ARB) BOYAMA SETI

Katalog No:MS090

Kullanim Ydénergesi

Canli Disinda Kullanim igindir

Uriiniin Ismi:

SafeTAIN TB KIT

Kullanim Amaci:

SafeTAIN TB KIT tuberkuloz tanisinda énemli yer tutan aside direngli
boyama ile yapilan mikroskobik inceleme icin gelistiriimis yeni bir
boyadir. Bu amagla kullaniimakta olan diger boyalardan en
onemli farki boyanin toksik ve kanserojen olan fenolii
icermemesidir. Klinik o6rneklerde veya kiltir besiyerlerinde
mikobakterilerin varligini saptamak amaci ile hazirlanmis yaymalarin
boyanmasinda kullanilir. Genel laboratuvar kullanimi amaglidir.
Genel Bilgi:

Mikobakteriler ceperlerinde mikololik asit adi verilen ¢ok uzun
karbonhidrat zincirlerinden olusan yaglar iceren bakterilerdir. Bu kalin
yag tabakasi, mikobakterileri cok hidrofobik hale getirir. Bu nedenle
mikobakteriler sulu c¢ozeltilerde hazirlanmis boyalarla boyanamaz.
Yag molekiillerinin arasina sizabilen Erlich Ziehl Neelsen (EZN) ve
Kinyoun’da oldug@u gibi fenol igceren karbol fuksin ile boyanirlar.

Yéntemin Bilimsel Temeli:

EZN ve Kinyoun boyasindaki karbolfuksin fenol igceren kirmizi renkli
bir boyadir. Fenol, yaglari sivilastirarak boyanin mikobakterilerin
ceperine girmesini saglar. Kinyoun boyasinda karbolfuksin ve fenol
derisimi EZN boyasindakine kiyasla daha fazla oldugu igin
karbolfuksin yayma uzerine konduktan sonra, boyanin mikolik
asitlerin arasina sizmasini saglamak icin, EZN boyasinda oldugdu gibi
iIsitma islemine gerek yoktur. Fenol hem toksik hem de kansorojen
bir maddedir. Zorunlu olmadikga boyalarda bulunmasi istenmez.
SafeTAIN TB KIT fenol igermeyen kullanimi giivenli bir boyadir. Ozel
formilu sayesinde fenol olmadan mikolik asitlerin boyanmasini
saglar. SafeTAIN TB KIT ile EZN’de oldugu gibi, preparatlar isitilarak
boyama yapilabilecegi gibi, Kinyoun gibi boyanin daha uzun sire
uygulanmasi ile 1sitmadan da boyama yapilabilir. Karbol fuksin ile
kirmiziya boyanan mikroorganizmalar daha sonra glcli bir boya
cikarici olan asit alkol karigimi ile yikanir. Bu islem sonucunda
mikobakteri digindaki mikroorganizmalar, ¢eperlerinde mikolik asit
bulunmadigi igin, boyayi birakip renksiz hale gelirken, mikobakteriler
kirmizi renkte kalirlar. Son asamada yayma Uzerine konan metilen
mavisi ile, renksiz hale gelmis bakteriler maviye boyanirlar.
Mikobakterilerin geperi ise bu boyayi tutmaz. Sonug olarak SafeTAIN
TB KIT boyasi ile mikobakteriler kirmiziya, diger mikroorganizma ve
hicreler maviye boyanirlar.

Yontemin kisith yanlan:

SafeTAIN TB KIT boyasi ile boyanmis klinik 6rneklerde
mikobakterilerin mikroskobi ile gérilebilmesi igin érnegin mililitresinde
en az 5-10 bin mikobakteri bulunmasi gerekmektedir. Tuberkilloz
tedavisi goren hastalarin balgaminda SafeTAIN TB KIT boyasi ile
mikobakteriler saptanabilir, ancak bu basillerin canli olup olmadigi
ayirt edilemez. Bunun anlagilabilmesi icin &rneklerin  kiltir
besiyerlerine  ekilip  mikobakterilerin  Uretimeye  calisiimasi
gerekmektedir.

Igerik: _ _ _ .
SafeTAIN TB KIT ASIDE DIRENCLI (ARB) BOYAMA SETI (250 mL)
e SafeTAIN Red. 1 sise (250ml).

e Asit-Alkol karigimi. 2 sise (2x250 toplam 500ml).

® Metilen mavisi gozeltisi. 1 sige (250ml).

Dikkat Edilmesi Gerekenler ve Uyarilar:

Mikobakterilerin  tanisinda  kullanilan  laboratuvar  yéntemleri,
laboratuvar kaynakli enfeksiyonlarin 6nlenmesi agisindan 6zel
énlemler gerektirir.  Ornek isleme, sinif Il biyogiivenlik kabininde ve
giris ¢ikisi laboratuvar c¢alisanlari ile sinirlandinimis alanlarda
yapiimahdir. Bu alanda yiizeyler, bir ylizey dezenfektani ile
silindiginde kolayca temizlenebilecek sekilde olmalidir. Klinik
orneklerde mikobakteriler diginda Hepatit B virisli, “Human
immunodefficiency Virus” (HIV) gibi bagka patojen mikroorganizmalar
da bulunabilir. Kan ve baska vicut sivilari kullanilirken evrensel ve
laboratuvarinizin giivenlik kurallarina uyulmalidir.  Eder bir tipten
sizinti saptanir, herhangi bir ylizey kirlenirse uygun bir ylizey

dezenfektani ile laboratuvarinizin yénergelerine uygun olarak

temizleyiniz.

Genel Giivenlik Kurallari:

e Olasi enfektif maddelerle calisirken daima eldiven ve maske
takilmahdir.

e Pipetleme, ¢ozelti ekleme, bosaltma gibi islemleri daima sinif Il
biyoguvenlik kabininde gergeklestiriniz.

e Higbir zaman agizla cekerek pipetleme yapmayiniz.

e Bakterilerin ¢oktirilmesi sirasinda aerosollerin  énlenmesi igin
hava gegirmez kapakl sepetleri olan sogutmali santrifijlerin
kullaniimasi énerilmektedir.

o Kontamine materyal herhengi bir yuzeyi kirletirse %2,5’lik hipo-
klorit ¢ozeltisi ile temizlenmelidir.

e Ornekler igerisinde Hepatit B ve HIV gibi patojen
mikroorganizmalar bulunabilir. Kan veya viciut sivilan ile
kontamine tim materyallerin islenmeleri sirasinda uluslararasi
onlemler ve kendi laboratuvar guvenlik ydnergenize uyulmalidir.
Tuplerden sizinti olursa veya tasima veya toplama sirasinda
kazara o6rnek dokdulirse, mikobakteriyel kontaminasyonun
onlenmesi ile ilgili yayinlanmis yonergeleri uygulayiniz.

e Isi biten malzemeler cevre giivenligine uygun sekilde atilmalidir.

Saklama Kosullari:
Oda sicakliginda saklayiniz. Atesten uzak tutunuz.

Bozulma Belirtileri:
Koruyucu kapagi acgilmamis boyalarin miktarlarinda eksilme veya
orijinal renklerinde degisme varsa kullanmayiniz.

Gerekli Ek Malzemeler:

- Bek alevi

- Oze

- Lam

- Boyama dlzenegi

- Mikroskop

- iImmersiyon yag

Uygulama:

ilk kez kullanirken sigelerin damlalikli kapaklarini acarak igerdeki

koruma bandini gikartiniz ve kapaklari tekrar sikica vidalayiniz.

1. Lamin Ustline érnegdi yayiniz ve kurutunuz.

2. Yayma kuruduktan sonra atesten birkac kere gecirerek tespit
ediniz.

3. Boyama igin hazirlanmis olan diizenek Usttine yerlestiriniz.

4. SafeTAIN Red c¢ozeltisini lami kaplayacak sekilde dokiiniz ve
yaymay! 5 dakika boya ¢ozeltisi ile bekletiniz. Bu sirada lamin
alttan alev ile veya 1si blogunda isitilmasi mikobakterilerin
boyanmasini belirgin hale getirecektir. Isitma yapilmayacaksa
boya ile bekletme suresi 10-15 dakika olmalidir. Sonra yaymayi
damitik su ile yikayiniz.

5. Yaymanin Uzerine asit — alkol g¢dzeltisi koyunuz ve 3 dakika
bekleyiniz. Kirmizi renk akmasi durana dek dekolorizasyonu
siirdlrinlz. Sonra yaymayi tekrar damitik su ile yikayiniz.

6. Yaymanin uzerine metilen mavisi koyunuz ve 1 dakika bekleyiniz.
Damitik suyla yikayiniz.

7. Yaymay! kurutunuz, Uzerine bir damla immersiyon yagi damlatip,
100x objektifini kullanarak mikroskopta inceleyiniz.

Yaymanin Degerlendirilmesi:
SafeTAIN TB KIT boyasi ile boyanmisg yaymalarda mikobakteriler
kirmizi,  diger mikroorganizmalar mavi olarak  boyanirlar.
Mikobakteriler asit-alkol c¢ozeltisi ile yikanmalarina karsin kirmizi
boyayi birakmadiklari i¢in aside direngli boyanan basiller (“acido-
resistant bacilli”) veya ARB olarak da adlandirilirlar. Bu nedenle
kirmiziya boyanmis basillerin goruldigu érnek icin sonu¢ “ARB+”
olarak da verilir. Bir 6rnegin “ARB - ” oldugunu soyleyebilmek igin en
az 300 objektif alaninin taranmasi ve ARB goérilmemesi gereklidir.

Birgok laboratuvar, yaymada gorilen ARB miktarina bagli olarak
sonuglari asagidaki tablo kriterlerine gére siniflandirmaktadir:
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ARB Basil Miktari
_ ARB yok
+ 300 alanda 1-2 basil
+ 100 alanda 1-9 basil
++ 10 alanda 1-9 basil
+++ Her alanda 1-9 basil
++++ Her alanda 9’dan fazla basil
Kalite Kontrol:

SafeTAIN TB KIT ile M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) ve E. Coli

(ATCC 25922)den hazirlanmis yaymalar boyanir. Bu islem

sonucunda mikroskopta incelendiginde M. tuberculosis H37 Ra’nin

kirmizi renkte, E.colinin ise mavi renkte gorilmesi boya setinin
istendigi gibi galistigini gosterir.
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Country. The Public Health Service National Tuberculosis
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Sputum smear microscopy. Chapter Il. p: 13-24.

2- Bailey and Scott's Diagnostic Microbiology 8th edition. Ed. E. J.
Baron, S. M. Finegold. The C.V. Mosby Company, 1990. 614;
A35-A36.

3- Clinical Microbiology Procedures Handbook, Volume 1 Henry D.
Isenberg ; Long Island Jewish Medical Center, 1992.S:3.5.3-3.5.9.
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