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LOWENSTEIN-JENSEN COOL

STANDART VEYA “CELEVER” TUPTE
MIKOBAKTERI KULTUR BESIYERI

Katalog No:TL060-065

Kullanim Ydénergesi

Canli Diginda Kullanim igindir

Uriiniin Ismi:

LOWENSTEIN-JENSEN COOL

Kullanim Amaci:

Léwenstein-Jensen (LJ) mikobakterileri Gretmek igin hazirlanmis,
yuzyil askin suredir kullanilan klasik yumurta temelli besiyeridir. LJ
hazirlanirken katilasmasi igin besiyerine yumurta eklendikten sonra
50 dakika 85°C’ de tutulmasi gerekir. Bu isitma islemi yumurtadaki
bakteri Uremesi igin gerekli bazi maddelerin bozulmasina neden olur.
LOWENSTEIN JENSEN COOL temel icerik olarak LJ ile ayni
olmasina karsin, 6zel formili sayesinde yumurta eklendikten sonra
1sitmaya gerek kalmadan katilagir. Bdylece pisirme sirasinda bozulan
Ureme icin gerekli bazi maddelerin orani LJ besiyerine kiyasla daha
fazla olur. Bu, mikobakterilerin Gremesini hizlandirir.

Genel Bilgi:

Klinik 6rnek dekontaminasyon ve konsantrasyon islemlerinden
gegirildikten sonra besiyerine ekilir. Ekimden 2-6 hafta sonra koloniler
gOrulur hale gelir.

Yontemin kisith yanlan:

LOWENSTEIN JENSEN COOL gliserol igerir. Besiyerine gliserol
eklemek Mycobacterium tuberculosis’in Uremesini hizlandirirken,
M.bovis’ in pek ¢ok kdkeni igin inhibe edici etkiye sahiptir. M.bovis
izolasyonu igin gliserolsiz LOWENSTEIN JENSEN COOL
kullaniimalidir.

Yéntemin Bilimsel Temeli:

LOWENSTEIN JENSEN COOL mikobakteriyel tireme igin gerekli olan
tim besinleri iceren zengin bir besiyeridir. Yumurta ekledikten sonra
besiyerinin 1sitimadan katilagtiriimasi, besiyerine ek zenginlik
katmaktadir.  Yumurta albumini, mikobakteriyel Ureme sirasinda
ortaya cikan, toksik yagd asitlerine baglanir. Besiyerine yesil rengini
veren malasit yesili, diger pek cok farkl tirde bakterinin Gremesini
inhibe ederek bu boyaya kargi direncli olan mikobakteriler igin segici
bir besiyeri olusturur. *-2

Igerik:

Potasyum dihidrojen fosfat, magnezyum siilfat, magnezyum sitrat,
asparajin, malasit yesili, gliserol, kivam arttirici kimyasallar ve
yumurta.

Dikkat Edilmesi Gerekenler ve Uyarilar:

e Canlh disinda (in vitro) kullanim igindir.

e Mikobakterilerin tanisinda kullanilan laboratuvar ydntemleri,
laboratuvar kaynakli enfeksiyonlarin 6nlenmesi acisindan 6zel
onlemler gerektirir. Ornek igleme, diizey Il biyogiivenlik
odaciginda gerceklestiriimelidir.  Bu islemleri gergeklestirecek
kisiler 6zel egitim almig olmalidir.

e Laboratuvar enfeksiyonu olasiliini en aza indirecek sekilde ek
onlemler alinmahdir.  En azindan, Ornek isleme, giris cikisi
laboratuvar caliganlar ile sinirlandiriimis alanlarda yapilmalidir.
Bu alanda ylizeyler, bir ylizey dezenfektan! ile silindiginde kolayca
temizlenebilecek sekilde olmaldir.

o Kilinik 6rneklerde bakteriler diginda Hepatit B virlsli, “Human
Immunodefficiency  Virus”  (HIV)  gibi baska patojen
mikroorganizmalar da bulunabilir. Kan ve bagka vicut sivilar
kullanilirken evrensel ve laboratuvarinizin guvenlik kurallarina
uyulmalidir. Eger bir tipten sizinti saptanir, herhangi bir ylzey
kirlenirse uygun bir ylzey dezenfektani ile laboratuvarinizin
yonergelerine uygun olarak temizleyiniz.

Genel Giivenlik Kurallari:

e Enfeksiyon etkeni icerme olasiligi olan drneklerle galigirken daima
eldiven ve maske takilmahdir.

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

e Hicbir zaman agizla gekerek pipetleme yapilmamaldir.

o Bakterilerin ¢oktlirtilmesi sirasinda aerosollerin dnlenmesi igin
hava gecgirmez kapakli sepetleri olan sogutmali santrifiijlerin
kullaniimasi 6nerilmektedir.

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

o Ornekler igerisinde Hepatit B ve “Human Immunodefficiency Virus”
(HIV) gibi patojen mikroorganizmalar bulunabilir. Kan veya vicut
sivilari ile kontamine olmus tum Orneklerin islenmeleri sirasinda
uluslararasi 6nlemlere ve laboratuvar ydnergelerine uyulmalidir.
Taplerden sizinti olursa, tasima veya toplama sirasinda yanliglikla
ornek dokilirse, mikobakteriyel kontaminasyonun énlenmesi ile
ilgili yayinlanmig yénergeler uygulanmalidir.

o Tupler gevre glivenligine uygun sekilde atiimalidir.

Saklama Kosullari:
2 ila 8°C’de saklayiniz.

Bozulma Belirtileri:
Besiyerlerinde renk degisikligi, kontaminasyon, kuruma veya gatlama
s6z konusu ise besiyerini kullanmayiniz.

Kiiltiir igin Ornek Toplanmasi ve Hazirlanmasi:

Balgam gibi M. tuberculosis diginda bagka mikroorganizmalar iceren
Klinik érneklerin LOWENSTEIN JENSEN COOL besiyerine ekimine
hazir hale getirebilmek igin dekontaminasyon ve konsantrasyon iglemi
gereklidir.®> Beyin omurilik sivisi gibi, steril viicut bélgelerinden alinan
drnekler ise dogrudan LOWENSTEIN JENSEN COOL besiyerine
ekilebilir.

Onerilen Yéntemler:

Dekontaminasyon ve konsantrasyon iglemi i¢in pH In iyi
ayarlanmasini saglayan DECOCENT veya pH’ in iyi ayarlanmasini
saglamanin yani sira santriflj gereksinimini ortadan kaldiran
DECOMICS kitlerimizi 6neririz.

Ekimler, dizey Il biyoglvenlik odaciginda gergeklestiriimelidir. Standart
tipte LOWENSTEIN JENSEN COOL kullaniyorsaniz ekimden sonra
tipleri 30 dakika boyunca egimli ylizey, yere yatay olacak sekilde
bekletiniz. Bdylece sivinin besiyerinin tim yuzeyi tarafindan emilmesi
ve mikobakterilerin besiyeri yuzeyine tutunmasi saglanmis olur.

“Clever” tiip, hem dik hem de besiyeri ylizeye paralel yatirilacak sekilde
tasarlanmistir.  TUpln kisa boyu pipetle ekim veya 6zeyle koloni alma
gibi islemler sirasinda pipet veya 6zenin steril olmayan kisminin tip
icerisine girisini engelleyerek kontaminasyon olasiligini azaltir. Ekim
sonrasi tuplerin yatik olarak inkibatérde inkiibe edilebilmesi, ekim
sonrasl besiyerine 6rnegin yayllmasi ve bakterilerin tutunmasi igin
bekleme gereksinimini ortadan kaldirir. Clever tuplerdeki
LOWENSTEIN JENSEN COOL kendi karton kutular igerisinde
inkibatore Ust Uste konarak yerlestirilebilir. Karbondioksitli inklibator
kullanmiyorsaniz ve besiyeri uzun inkiibasyon surelerinde kuruma
egilimi gdsteriyorsa kapag sikica kapatiniz.

Verilen Malzemeler:
Standart tlplerdeki triin 150 adetlik karton kutularda sunulmaktadir.
“Clever” tlplerdeki tiriin 22 adetlik karton kutularda sunulmaktadir.

Gerekli Ek Malzemeler:

- Dizey Il biyoguvenlik odacigi.

- Mikrobiyolojik ekim yapmak igin gerekli malzeme ve diizenekler.
Sicaklik:

Ornek isleme ve ekim oda sicakliginda yapilmalidir. inkiibasyonlar
37°C’da gergeklestiriimelidir.

Zaman Kisitlamalari:

Ornek islenmesinden ekime dek gegen siirenin lreme (izerine etkisi
belirlenmemis olmakla birlikte 6rnek islendikten hemen sonra ekim
yapilmasi mikobakterilerin Uretilme sansini arttirabilir.

Uygulama:

1. LOWENSTEIN JENSEN COOL tipiniin (izerine hasta ve érnege
ait gerekli bilgileri yaziniz.

2. Tupin kapagini aginiz.

3. Dekontaminasyon ve konsantrasyon iglemleri yapilmis Kklinik
ornekten veya steril vicut bolgelerinden dogrudan alinan 6rnegi
200-500pL besiyerine ekiniz.
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4. Tupin kapagini, gaz als-verisini engellemeyecek sekilde c¢ok
stkmadan kapatiniz. (Karbondioksitli inkiibatére konmayan
besiyerleri standart inkibatérde uzun slrede kurumaya egilimli
olurlar. Bu durumda hem tlipte karbondioksit birikmesi hem de
kurumanin engellenmesi igin kapak sikica kapatilabilir.)

5. Standart tipte LOWENSTEIN JENSEN COOL kullaniyorsaniz,
ornegin besiyeri yuzeyine duzgln yayllmasi ve bakterilerin
tutunabilmesi igin ekim sonrasi tuplerdeki besiyerini yere paralel
olacak sekilde yatirarak yarim saat bekletiniz. “Clever” tipte
LOWENSTEIN JENSEN COOL kullaniyorsaniz tiipleri dogrudan
inklibatére yatik olarak koyup butin inkiibasyonu bu sekilde
yapabilirsiniz.

6. Ekim yapilan tupi 37°C’ lik standart inktbator veya olanakli ise
karbondioksitli inklibatére koyunuz.

Sonuglarinin Degerlendirilmesi:

Kultir besiyeri, 2-3 glinde bir kontrol edilmelidir. Herhangi bir ireme
goéruldigunde mikobakteri varligini saptamak icin aside direngli
boyama sonrasi mikroskop ile inceleme yapilmahdir. Egder ureme
g6zlenmezse test sonucunu negatif olarak verebilmek igin
inklibasyonu en az 6 hafta sirdirmek gerekmektedir.

Kalite Kontrol:
Kalite kontrol igin  Mycobacterium tuberculosis H37Ra ve
Mycobacterium smegmatis kullaniimigtir.

Yéntemin Kisitl Yanlari:

Ornegin pH 1 dekontaminasyon ve konsantrasyon uygulamasi
sirasinda dikkatlice ayarlanmahdir. Eger pH uygun olarak
ayarlanmazsa mikobakteriler LOWENSTEIN JENSEN COOL
besiyerinde Ureyemeyebilirler. Degistirilmis, gelistirilmis formald
sayesinde LOWENSTEIN JENSEN COOL {izerindeki M. tuberculosis
kolonileri, klasik Léwenstein Jensen besiyerinde daha sarimsi krem
rengi gorunen kolonilere kiyasla beyaz goérlinecektir. Bu tamamen
normal beklenen bir sonugtur.

Performans Ozellikleri:
LOWENSTEIN JENSEN COOL besiyerinde M. tuberculosis
saptanmasi igin gereken zaman genellikle 2 ile 6 hafta arasindadir.
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