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MIKOBAKTERILERIN MIKROSKOP, KULTUR VE MOLEKULER YONTEMLERLE TANISI iCIN
DEKONTAMINASYON VE KONSANTRASYON KIiTi
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Kullanim Yonergesi

In vitro kullanim igindir

Uriiniin ismi:

Mycocent®

Kullanim amaci:

Mycocent® bir dekontaminasyon ve konsantrasyon Kitidir.
Mikobakterilerin mikroskobi, kaltar  ve molekuler
yontemlerle saptanmasi ve Uretiimesi amaci ile érneklerin
islenmesinde kullanilir. In vitro kullanim igindir.

Genel bilgi:

Mycocent®, Kubica tarafindan énerilen “Sodyum hidroksit
— N-asetil-L-sistein” dekontaminasyon ve konsantrasyon
yonteminin1, 2, 3 bir modifikasyonu olup, bu ydnteminin
zorluklari ve dezavantajlarini ortadan kaldirmak amaci ile
hazirlanmistir.  igerdigi pH indikatéri  ve  orijinal
nétralizasyon sivisi sayesinde Kubica yontemindeki pH'in
zor ayarlanmasi sorununu ortadan kaldirmaktadir. Kolay ve
guvenli bir gsekilde ornek igleme icin gerekli tum
malzemeleri icermektedir. Bu ybntem, balgam gibi
orneklerin sivilagtiriimasi, mikobakterilerin  ¢okturilmesi,
diger mikroorganizmalarin segici olarak &ldurilmesi ve
bdylece klinik érneklerde mikobakterilerin daha etkili bir
sekilde saptanmasini saglar. Mycocent®, isleme igin
gerekli tim malzemeleri her érnek icin ayri bir set halinde
sunmaktadir. Bdylece capraz ve genel kontaminasyon
Onlenerek 6nemli bir zaman ve emek artirmi
saglanmaktadir.

Mycocent® mikobakterilerin saptanmasinda 6nemli  bir
yardimcidir, ancak tek basina mikobakteri tanisi igin
kullanilan bir ara¢ degildir.

Ydntemin kisith yanlart:
Mikobakteri digindaki bazi organizmalar dekontaminasyon
islemine direncli olabilir ve islem sonunda canl kalabilir.

Yéntemin esasi:

Balgam gibi klinik dérnekler mikobakteri diginda ¢ok cesitli
mikroorganizmalar icerirler. Dekontaminasyon ¢ozeltisinin
icerdigi sodyum hidroksit ile isleme sokuldugunda alkali
pH’ya dayanikli olan mikobakteriler canl kalirken bu pH’ya
duyarh diger mikroorganizmalar oldurdlar.
Dekontaminasyon ¢dzeltisindeki pH indikatéru alkali pH’da
morumsu kirmizi renktedir. Notralizasyon ¢ozeltisi asit ile
desteklenmis tampon cozeltiden olugsmaktadir.
Dekontaminasyon iglemi tamamlanan drnege eklendiginde
pH'I notralize ederek mikobakterilerin canli  kalmasini
sadlar. Santriflij islemi ise bakterilerin ¢oktlrilerek
yogunlastirilmasini saglar.

igerik:
MYSO010

Toplam 75 6rnek igin yeterli miktarda her 6rnek icin:

e 75 adet plastik tip igerisinde 10 mL pH indikatérlt
NaOH c¢ozeltisi.

e 75 adet plastik tlp icerisinde 10 mL asit katkili fosfat
tampon ¢ozeltisi.

MYS011

Toplam 52 6rnek igin yeterli miktarda her 6rnek igin:

e 52 adet plastik tip icerisinde 10 mL pH indikatorli
NaOH cozeltisi.

e 52 adet plastik tlp igerisinde 10 mL asit katkili fosfat
tampon ¢ozeltisi

e 52 adet 6rnek toplama tlipu

Dikkat edilmesi gerekenler ve uyarilar:
In vitro kullanim igindir.
Mikobakterilerin tanisinda kullanilan laboratuar yontemleri,
laboratuar kaynakli enfeksiyonlarin énlenmesi acisindan
dzel dnlemler gerektirir. Ornek isleme, sinif Il biyogiivenlik
kabininde gerceklestiriimelidir.
Mycocent® mikobakterilerle olusabilecek laboratuvar
enfeksiyon olasihgini  en aza indirecek sekilde
tasarlanmistir. Buna karsin olasiligi daha da dugurmek icin
ek onlemler alinmalidir. En azindan, 6rnek isleme, giris
cikisi laboratuvar caliganlari ile sinirlandiriimis alanlarda
yapilmalidir. Bu alanda ylzeyler, bir ylizey dezenfektani ile
silindiginde kolayca temizlenebilecek sekilde olmalidir.
Klinik oérneklerde mikobakteriler disinda Hepatit B virlsa,
HIV gibi bagka patojen mikroorganizmalar da bulunabilir.
Kan ve baska vicut sivilan kullanilirken evrensel ve
laboratuvarinizin guvenlik kurallarina uyulmalidir. Eger bir
tupten sizinti saptanir, herhangi bir yizey kirlenirse uygun
bir ylizey dezenfektani ile laboratuarinizin yénergelerine
uygun olarak temizleyiniz.

Genel giivenlik kurallari:

e Enfeksiyon etkeni icerme olasilii olan &rneklerle
calisirken daima eldiven ve maske takilmalidir.

e Pipetleme, c¢ozelti ekleme, bosaltma gibi islemler
daima sinif I biyoguvenlik kabininde
gerceklestiriimelidir.

e Higbir zaman agizla ¢gekerek pipetleme yapiimamaldir.
Bakterilerin  ¢oktlrilmesi  sirasinda  aerosollerin
Onlenmesi icin hava gecirmez kapakli sepetleri olan
sogutmali santrifijlerin kullaniimasi dnerilmektedir.

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

o  Cozeltiler g6z, deri veya mukozal ylzeylerle temas
ederse acilen su ile yikkanmali ve acil tibbi yardim
istenmelidir.

e Ornekler icerisinde Hepatt B ve “Human
Immunodefficiency  Virus” (HIV) gibi  patojen
mikroorganizmalar bulunabilir. Kan veya vucut sivilar
ile kontamine olmus tim o&rneklerin iglenmeleri
sirasinda uluslararasi 6nlemlere ve laboratuvar
yonergelerine uyulmalidir.  Tuplerden sizinti olursa
veya tasima veya toplama sirasinda yanlislikla érnek
dokdulurse, mikobakteriyel kontaminasyonun énlenmesi
ile ilgili yayinlanmig yénergeler uygulanmalidir.

e Tupler cevre glvenligine uygun sekilde atilmalidir.

Saklamakosullari:

Oda sicakhginda, nemsiz bir ortamda, orijinal kutusunda
Isik gérmeyecek sekilde, kutunun kapagi kapali olarak
saklanmalidir.

Bozulma belirtileri:
Tapler igerisinde yukarida belirtilen miktarlarda madde
bulunmuyorsa, dekontaminasyon ¢oézeltisinin kirmizi rengi
kaybolmus ise Mycocent® kiti kullanilmamalidir.
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Uygulama?:
Balgam ornekleri ve idrar disindaki diger érnekler:

1- Balgam, bronko-alveoler yikama sivisi, mide sivisi,
plevral, perikardiyal veya peritoneal sivilar gibi
orneklerden en fazla 10 mL olacak sekilde 50ml’lik
plastik santrifij tipu icerisine aktarin.

2- Dekontaminasyon sivisinin tamamini 6rnek Uzerine
ekleyin. TUpun kapagini sikica kapatin.

3- Vorteksle calkalayarak &érnegin homojenize olmasini
saglayin. 10 dakika oda sicakliginda bekletin.
(Kontaminasyon orani yiiksek olan laboratuarlarda bu
sire 15 dakikaya kadar uzatilabilir ancak slre
uzatmanin mikobakteri izolasyon sansini azaltacagi
unutulmamalidir.)

4- Notralizasyon ¢o6zeltisinin  tamamini érnek tlpune
ekleyin. Tupln kapagini sikica kapatin. Vorteksle
calkalayarak ya da alt Ust ederek karigtirin.

5- Tupleri 15 dakika suresince 2000 x g olusacak hizda
ve tercihen yana acilabilir kapli ve (iIsinma ve aerosol
olusumunu engellemek icin) sodutmali bir santrifijde
gevirin.

6- Ust siviyi dikkatlice dezenfektan cozelti iceren bir
toplama kabina aktarin. Tlp icerisinde yaklasik 1 ila 3
mL sivi birakin. Tipun kapagini sikica kapatin.

7- Vorteksle galkalayarak Ornegi (varsa mikobakterileri)
suispansiyon haline getirin.

Bu sispansiyon Kkdltir, mikroskobi ve molekiler tani

yéntemleri icin kullanilabilir.

idrar 6rnekleri:

Mikobakteri izolasyon sansini arttirmak icin hastadan

sabah ilk yapilan idrar 6rnegi alinmalidir.

1- Idrar érnegi toplama kabindan 50mL’lik santrifijj tipi
icerisine aktarilr. Tup 50 mL c¢izgisine kadar
doldurulabilir.

2- Tupler 15 dakika slresince 2000 x g olusacak hizda
cevrilir.

3-  Ust sivi laboratuarin giivenlik kurallarina dikkat ederek
tlpte birkag mL kalacak sekilde uzaklastirilir.

4- Yukarida diger drnekler icin tanimlanan yéntemin 2.
basamagindan baslayarak isleme devam edilir.

Uygulama igin gerekli ek malzemeler:

o 50 mL’lik santriflj tipu.

e 50 mL’lik santrifij tiptine uygun kapli, (mimkinse
sogutmali) santrifiij

Vorteks

Otomatik pipetler veya pastor pipetleri

Steril pipet uglari

Mikobakterilerin incelenmesi igin gerekli ve biyolojik
tehlikeleri en aza indirmeye yarayan 6zel malzemeler
(biyolojik glivenlik kabini, 6zel filtreli maske, eldiven,
vb.) ve uygulama ydnergeleri.

Kalite kontrolii:
Pozitif kontrol: Mikobakteri katiimis solunum yolu salgilari.
Negatif kontrol: Escherichia coli ve Staphylcoccus aureus
katilmis solunum yolu salgilari.

Uygulama igin gerekli ¢bézeltiler, zaman ve
sicaklik parametreleri:
Kit icerisinde uygulama icin gerekli tim c¢ozeltiler
bulunmaktadir.  Tim uygulama 30-45 dakika kadar
surmektedir. Uygulama oda sicakhginda, santrifijj islemleri
ise +4°C’da yapilmalidir.

Zaman sinirlamalari:

Dekontaminasyon zamani en az 10 dakika olmaldir.
Dekontaminasyonun  kisa yapilmasi  kontaminasyon
olasihgini  arttirir. Dekontaminasyon = zamanindaki
uzamalar kontaminasyonu azaltmakla birlikte mikobakteri
izolasyon sansini da azaltabilir.

Uygulamanin sinirlamalari:

Diger dekontaminasyon ydéntemlerinde oldugu gibi
Mycocent® ile 6rnek isleme 6rnekteki mikobakteri digindaki
tim organizmalar dldirmeyebilir. Bu yontem santriflj
islemi  gerektirmektedir. (Santrifij gerektirmeyen  bir
yontemle dekontaminasyon gergeklestiriimek istenilirse
Decosorb® kullanilabilir.)
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