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Tüberküloz etkeni bakterilerin izolasyonu için klinik örneklere lökosit,

eritrosit, vücut s›v›lar› ve doku gibi organik kal›nt›lardan ar›nd›rmak amac› ile

homojenizasyon/dekontaminasyon ve örnekteki bakteri yo¤unlu¤unu art›rmak

için konsantrasyon ifllemi uygulan›r.

Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon iflleminde en s›k N-Asetil-

L-Sistein (NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH) ve NaOH (%3-4) gibi yöntemler

kullan›lmakla birlikte; zefiran-trisodyum fosfat, oksalik asit, setilpridinyum klorid-

sodyum klorid gibi farkl› yöntemlerden de yararlan›labilir.

N - A s e t i l - L - S i s te i n ( N A L C) + S od y u m h id ro k s i t ( N a O H ) y ön te m i

NALC mukolitik, NaOH dekontaminan ve sodyum sitrat klinik örnekte

bulunabilecek a¤›r metal iyonlar›n› ba¤layarak NALC’›n inaktive olmas›n› önlemek

amac›yla kullan›l›r.

NALC-NaOH solusyonunun haz›rlanmas›:

% 4 NaOH + % 2.9 Sodyum sitrat + NALC

50 ml 50 ml 0.5 gr

NALC oksijene duyarl› oldu¤u için bu kar›fl›m haz›rland›ktan sonra 24 saat içinde

kullan›lmal›d›r. NALC’ ›n tart›m ifllemleri s›ras›nda ambalaj›n a¤z› uzun süre aç›k

b›rak›lmamal›d›r.
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Yöntem:

• Klinik örnek 50 ml’lik polipropilen, dibi konik, burgulu kapakl› steril tüplere

(Falkon tüpü) aktar›l›r ve üzerine klinik örne¤in miktar› kadar NALC-NaOH

solüsyonu ilave edilir. Örnek 10 ml’den fazla ise en pürülan, mukoid ve kanl›

k›sm›ndan 10 ml al›nmal›d›r. Mukoid olmayan örnekler santrifüjde çevrildikten

sonra  elde edilen sediment dekontamine edilir.

• Örnek + NALC-NaOH kar›fl›m›n› içeren tüpler 30 saniyeyi geçmeyecek flekilde

vortekslenir . Tüpler oda ›s›s›nda ara s›ra elle çalkanarak 15 dakika bekletilir. Bu

süre afl›lmamal›d›r.

• Dekontaminasyon ifllemini takiben yap›lacak her ifllemde asepsi-antisepsi

kurallar›na uyulmal›d›r.

• Süre tamamland›¤›nda nötralizasyon amac› ile Falkon tüpünün 50 ml –

iflaretine kadar 0,067 M fosfat tamponu (pH 6.8) ilave edilip, kar›fl›m el yard›m›

ile alt-üst edilir ve  dekontaminasyon ifllemi durdurulur.

• Fosfat tamponu ilave edilmifl tüpler, bakteri yo¤unlu¤unu art›rmak için 3000

x g’de 15-20 dakika santrifüj edilir.

• Süpernatant, içinde 1/10-1/50 dilüe edilmifl sodyum hipoklorid bulunan bir

kaba boflalt›l›r.

• Sedimente 1-2 ml steril fosfat tamponu (pH 6.8) veya % 0.2’lik s›¤›r albumin

fraksiyon V ilave edilir.

• Resüspanse ifllemi uygulan›r ve kullan›lan kültür yöntemine uygun olarak

besiyerine ekilir.

• Ayr›ca direkt mikroskopik inceleme için lam üzerine yayma ifllemi yap›l›r.

Normalde steril oldu¤u düflünülen BOS, vücut s›v›lar› ve kan gibi örneklere

dekontaminasyon ifllemi uygulanmaz. Bu örnekler santrifüj edildikten sonra

besiyerlerine ekimleri yap›l›r. Ancak örnek al›m› ve transportu esnas›nda asepsi-

antisepsi kurallar›na uyulmam›fl ise bu örneklere de dekontaminasyon ifllemi

uygulan›r.

KÜLTÜR YÖNTEMLER‹

  M.tuberculosis complex, uygun s›v› ve kat› besiyerlerinde 35-37 C’de , 7-21

günde ürerler. Kültürler 8 haftaya kadar ürememifllerse negatif sonuç verilir.

Mikobakterilerin izole edilmeleri ve çeflitli özelliklerinin incelenmesi amac›yla
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kullan›lan konvansiyonel besiyerleri kat› ve s›v› olmak üzere iki tiptir. Kat›

özellikteki besiyerleri, yumurta bazl› ve agar bazl› olmak üzere iki bölümde

incelenir. Özellikle primer izolasyonda Löwenstein-Jensen (L-J) besiyerinin kullan›m›

yayg›nd›r. Petragnani ve American Thoracic Society di¤er yumurta bazl›

besiyerleridir. Agar bazl› besiyerleri 10-12 gün sonra mikroskop alt›nda

incelendi¤inde koloniler gözlenebilir. Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11

en çok tercih edilen agar temelli besiyerleridir. L-J Gruft, Mycobactosel L-J,

Mycobactosel Middlebrook 7H10, Mitchison’s selektif 7H 11 antibiyotik ve

antifungal içermeleri nedeniyle kontaminasyon daha az s›kl›kta gözlenir. E¤er

iki kat› besiyeri kullan›lacaksa besiyerlerinden birinin selektif olmas› önerilir.

KÜLTÜR ‹fiLEM‹

• Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon sonras› elde edilen

sediment steril bir pipet yard›m› ile al›narak 3 damla kadar L-J besiyerine

ekilir ve besiyeri yüzeyine yay›lmas› sa¤lan›r.Ekim yap›lan

besiyerleri kapaklar› gevfletilerek 1-5 gün (biriken s›v› kaybolana kadar)

 yat›k konumda bekletilir.

• Middlebrook 7H10 ve/veya 7H11gibi agar temelli besiyerleri kullan›l›yorsa,

1 damla sediment besiyeri yüzeyine iyice yay›l›r ve her besiyeri CO2 geçiren plastik

torbalara yerlefltirilir.

• H›zl› kültür sistemlerine ekim firma önerileri do¤rultusunda yap›l›r.

• M.marinum ve M.ulcerans ile infekte oldu¤u düflünülen deri ve yumuflak

doku örneklerinden izolasyon için 30˚C’de , M.haemophilum ile infekte oldu¤u

düflünülen klinik örnekler özel besiyerine ekilir ve 35-37˚C’de inkübe edilir.

• Ekim yap›lan besiyerleri inkübasyondan 3-5 gün sonra ve takiben haftada bir

kez kontrollerine devam edilir.

• Petrideki agar bazl› besiyerleri parafilm ile kapat›larak inkübe edilir ve ters

çevrilerek mikroskop alt›nda mikrokoloniler oluflumu ve morfolojik yap›s› incelenir.

• Besiyerlerinde üreyen koloniler aside dirençli boyama yöntemlerinden biri

ile incelenir.

• AARB pozitif olan izolatlar›n tür tan›s› yap›l›r.

S›v› besiyerleri içinde yer alan Middlebrook 7H9 ve Dubos tween albumin,

mikobakterilerin stok sufllar›n›n subkültürlerinin yap›lmas›nda , duyarl›k deneyleri



159

ve di¤er in vitro deneylerde inokulum haz›rlanmas› amac›yla da kullan›l›r.

Middlebrook 7H9 s›v› besiyeri genellikle h›zl› kültür sistemlerinde temel besiyeri

olarak kullan›lmaktad›r. Primer izolasyon amac›yla kat› besiyerine ilave olarak

s›v› besiyerlerinin kullan›lmas› önerilmektedir.

H›zl› kültür sistemleri içinde yer alan yar› otomatize Bactec 460 TB (Becton

Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks,MD) sistemi, izolasyon, identifikasyon

ve duyarl›l›k deneylerinin uyguland›¤› bir sistem olarak uzun y›llard›r rutin tan›da

kullan›lmaktad›r. VersaTREK (ESP Culture System - Trek Diagnostics,Inc.,Westlake

Ohio), MB/Bact T (bioMerieux, Hazelwood, Mo.) , Bactec 9000 MB (BD

Biosciences,Sparks,MD) ve Bactec Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT)

960 (BD Biosciences,Sparks,MD) mikobakterilerin tan›s› için gelifltirilmifl tam

otomatize sistemlerdir. Ancak bunlardan Bactec 460 TB ve MGIT 960 için FDA

onay› bulunmaktad›r. Üreme süresi, oran› ve kontaminasyon s›kl›¤› aç›s›ndan tam

otomatize sistemler aras›nda önemli bir fark bulunamamaktad›r.
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