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A. KULLANIM AMACI VE PRENSIBI

M45 Microgen Bioproducts® Legionella, segici besiyerindeki kolonilerin Legionella pneumophila ve yaygin
olarak izole edilen diger Legionella tirleri agisindan dogrulanmasina yoneliktir. Test kiti Legionella pnémonisi
siiphesi olan hastalardan veya cevresel kaynaklardan izole edilen mikroorganizmalar icin uygundur. M45
Microgen Bioproducts® Legionella, L. pneumophila Serogrup 1, Serogrup 2-15 ve yaygin olarak izole edilen
Legionella tirlerinin ayri ayri tanimlanmasina olanak saglamaktadir.

Test Reaktifi 1’de bulunan lateks partikilleri L. pneumophila Serogroup 1'e karsi olusan poliklonal tavsan
antikorlari ile kaplanmistir. Test Reaktifi 2-15 ilgili sero gruplara karsi olusan poliklonal tavsan antikorlari ile,
Test Reaktifi Species ise asagida verilen tiirlere karsi olusan poliklonal tavsan antikorlari ile kaphdir;

L. micdadei

L. bozemanii 1

L. bozemanii 2

L. dumoffi

L. longbeachae 1
L. longbeachae 2
L. jordanis

L. gormanii

L. anisa

L. feelei

Bu lateks partikiilleri bir sispansiyonla karistirildiginda siispansiyonda ilgili antijenik yapinin bulunmasi lateks
partikillerinin ¢iplak gozle kolayca ayirt edilebilen agregalar halinde agliitine olmasina neden olmaktadir.
Lateks Test Reaktifi 1'in serogrup 1 antijenleri ile reaksiyonu genellikle Test Reaktifi 2-15 ile serogrup 2-15
antijenleri arasindakinden daha giicli ve daha hizli olmaktadir. Bunun nedeni seyreltme etkisidir. Test Reaktifi
2-15’in Uretimi sirasinda 15 farkh antiserum kanstirilmaktadir. Ayni durum Test Reaktifi Species icin de
gecerlidir.

B. PROSEDUR

A\
A Yalnizca profesyonel in vitro tani amach kullanim icindir.
Son kullanma tarihinden sonra reaktifler kullaniimamalidir.
Reaktiflerin veya numunelerin capraz kontaminasyonundan kaginiimalidir.

Reaktifler koruyucu olarak %0.099 sodyum azid icerir. Reaktiflerin lavaboya dékilmesi durumunda bol
miktarda suyla ytkanmalidir.

Potansiyel patojen mikroorganizmalar ile yapilan c¢alismalarda gerekli biyogiivenlik 6nlemleri
alinmalidir.
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Tam reaktifler 2-8°C'da muhafaza edilmelidir ve dondurulmamalidir.

Asagidaki durumlarda reaktiflerin bozulmasindan sliphelenilmelidir:

- Lateks test reaktiflerinde ¢alkalama ile kaybolmayan belirgin bir tortu olusmasi

- Pozitif kontroliin bulaniklasmasi veya tortu olusturmasi

- Pozitif kontroliin lateks reaktifleri ile aglitinasyon vermemesi

B1. Kit igerigi

M45a REAG TEST 1 2.5mL
L. pneumophila serogrup 1'e karsi tavsan poliklonal antikorlari ile kapl

lateks partikdlleri (% 0.099 Sodyum azid icerir), Mavi kapakl sise

M45b [REAG TEST 2-15| 2.5mL
L. pneumophila 2-15 serogruplarina poliklonal tavsan antikorlari ile kapl

lateks partikalleri. (% 0.099 Sodyum azid igerir), Sari kapakli sise

M45¢c |CONTROL + 1mL
Pozitif Kontrol, Test Reaktiflerine karsi reaktif inaktive edilmis Legionella
antijenlerinin sispansiyonu (% 0.099 Sodyum azid igerir), Siyah kapakh sise

M43d [REAG TEST SPECIES| 2.5mL
Yaygin olarak izole edilen 10 Legionella tiiriine karsi poliklonal tavsan
antikorlari ile kapli lateks partikilleri (% 0.099 Sodyum azid igerir), Kirmiz

kapakh sise

M40 NaCl; 0.85% 2x5 mL

%0.85 NaCl iceren fizyolojik tuzlu su (% 0.099 Sodyum azid icerir), Beyaz
kapakh sise

Reaksiyon kartlari ve karistirma cubuklari

B2. Ornek Hazirlama

Test icin selektif kati besiyeri lizerindeki taze kiiltlre ait stipheli koloniler kullanilabilir.

B3. Test Prosediirii

1. Lateks reaktiflerini oda sicakhgina getirin.
Reaksiyon karti lizerindeki li¢ daireye bir damla (30 uL) fizyolojik tuzlu su (M40) damlatin.
Steril 6ze ile secici agardan Legionella kolonilerinin 3-4 tanesi secin ve bu kolonileri fizyolojik tuzlu su
icinde emulsifiye edin.

4. Sispansiyonda otoagliitinasyonun olmadigini teyit etmek icin reaksiyon kartini yavasca ve nazikge iki
dakika sallayin ve dondirin. Lif veya graniil benzeri yapilarin gozlenmesi otoagliitinasyonun
varligina isaret eder. Otoagliitinasyon gozlenmedigi takdirde 6. maddeden devam edin.

5. Otoaglltinasyon gézlenmesi durumunda bir cam tiip icine 0.5 mL fizyolojik tuzlu su ilave edin. Secici
agar besiyerinden alinan koloniler ile fizyolojik tuzlu su icinde homojen bir siispansiyon elde edin. Bu
sispansiyonu 5 dakika kaynatin ve oda sicakligina kadar sogutun. Reaksiyon karti Gzerindeki Ug
daireye bu kaynatilmis ve sogutulmus slispansiyondan bir damla (30 pL) damlatin.
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6. Lateks test reaktiflerinin (M45a, M45b ve M45d) siselerini nazikge ¢alkaladiktan sonra reaksiyon karti
Gzerinde mikroorganizma siispansiyonlarinin bulundugu birinci daireye Test Reaktifi 1 (M45a), ikinci
daireye Test Reaktifi 2-15 (M45b) ve lglincii daireye Test Reaktifi Species (M45d) sisesinden bir
damla lateks test reaktifi damlatin. Test reaktifi siselerinin u¢ kismini mikroorganizma
slispansiyonlari ile temas ettirmeyin.

7. Dairelerin igeriklerini kanstirma gubugu kullanarak karistirin ve karisimi daire alanini kaplayacak
sekilde yayin. Ayni karistirma gubugunu birden fazla daire igin kullanmayin.

8. Reaksiyon kartini yavasca ve nazikge iki dakika sallayin ve dondurin.

9. Karti hemen agliitinasyon agisindan inceleyin. Varsa, aglitinasyon ¢iplak gozle agikg¢a gorilebilmelidir.

B4. Kalite Kontrol
Reaktif Kontrolii

Reaksiyon karti tzerinde g farkh daireye lateks test reaktiflerinden (M45a, M45b ve M45d) bir tanesinden
bir damla damlatin ve sonrasinda her bir daireye bir damla fizyolojik tuzlu su (M40) damlatin. Daire
iceriklerini farkli karistirma cubuklari kullanarak karistirin ve karisimi daire alanini kaplayacak sekilde yayin.
Reaksiyon kartini yavasca ve nazikce iki dakika sallayin ve dondirin. Herhangi bir dairede agliitinasyon
gozlenmesi bir kontaminasyonun gostergesidir. Bu durumda kitin kullanimi miimkiin degildir.

Pozitif Kontrol

Reaksiyon karti izerinde bir daireye bir damla pozitif kontrol (M45c) ve sonrasinda bir damla Test Reaktifi 1
(M45a) damlatin. Test reaktifi sisenin u¢ kismini pozitif kontrol ile temas ettirmeyin. Daire icerigini bir
karistirma cubugu kullanarak karistirin ve karisimi daire alanini kaplayacak sekilde yayin. Reaksiyon kartini
yavasca ve nazikce iki dakika sallayin ve dondiiriin. Bu prosediiri Test Reaktifi 2-15 (M45b) ve Test Reaktifi
Species (M45d) ile tekrar edin. Herhangi bir test reaktifi ile agliitinasyonun gézlenmemesi durumunda test
kitinin kullanimi miimkiin degildir.

B5. Sonuglarin Yorumlanmasi

Nihai sonug asagidaki tabloya (Tablo 1) belirlenir;

Tablo 1. Degerlendirme tablosu

Test Test Reaktifi | Test Reaktifi Yorum

Reaktifi1 | 2-15 Species
+ - - L. pneumophila Serogrup 1
- + - L. pneumophila Serogrup 2-15
- - + Diger Listeria tiirleri
- - - Legionella mevcut degil
+ + + Spesifik olmayan reaksiyon varligi
+ + - Spesifik olmayan reaksiyon varhgi
+ - + Spesifik olmayan reaksiyon varhgi
- + + Spesifik olmayan reaksiyon varhgi
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D. KISITLAMALAR

Eski ve/veya mukoid kulturler fizyolojik tuzlu su icinde homojen bir siispansiyon olusturmayabilir ve atipik
agltinasyon verebilir. Bu kiltiirler yukaridaki test prosediiriinde anlatildigi gibi kaynatilarak 6n isleme tabi
tutulmahdir.

Pozitif sonuclar veren koloniler, sistein icermeyen secici kiltlr besiyerinde cogalmalar teyit edilerek
dogrulanmalidir.
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