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Tlberklloz etkeni bakterilerin izolasyonu icin klinik érneklere 16kosit,
eritrosit, vicut sivilari ve doku gibi organik kalintilardan arindirmak amaci ile
homojenizasyon/dekontaminasyon ve érnekteki bakteri yogunlugunu artirmak
icin konsantrasyon islemi uygulanir.

Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon isleminde en sik N-Asetil-
L-Sistein (NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH) ve NaOH (%3-4) gibi yontemler
kullaniimakla birlikte; zefiran-trisodyum fosfat, oksalik asit, setilpridinyum klorid-

sodyum klorid gibi farkli yontemlerden de yararlanilabilir.

N-Asetil-L-Sistein(NALC)+Sodyum hidroksit(NaOH) yoéntemi
NALC mukolitik, NaOH dekontaminan ve sodyum sitrat klinik érnekte
bulunabilecek agir metal iyonlarini baglayarak NALC'in inaktive olmasini dnlemek

amaciyla kullanilir.
NALC-NaOH solusyonunun hazirlanmasi:

% 4 NaOH + % 2.9 Sodyum sitrat + NALC
50 ml 50 ml 0.5 gr

NALC oksijene duyarli oldugu igin bu karisim hazirlandiktan sonra 24 saat icinde
kullanilmahdir. NALC' in tartim islemleri sirasinda ambalajin agzi uzun stre agik
birakilmamalidir.
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Yontem:
e Klinik 6rnek 50 ml'lik polipropilen, dibi konik, burgulu kapakh steril tiplere
(Falkon tupt) aktarilir ve tGzerine klinik 6rnegin miktari kadar NALC-NaOH
solisyonu ilave edilir. Ornek 10 ml’den fazla ise en pirilan, mukoid ve kanli
kismindan 10 ml alinmalidir. Mukoid olmayan érnekler santrifijde cevrildikten
sonra elde edilen sediment dekontamine edilir.
e Ornek + NALC-NaOH karisimini iceren tipler 30 saniyeyi gecmeyecek sekilde
vortekslenir . Tupler oda i1sisinda ara sira elle calkanarak 15 dakika bekletilir. Bu
stre asilmamalidir.
e Dekontaminasyon islemini takiben yapilacak her islemde asepsi-antisepsi
kurallarina uyulmaldir.
e SUre tamamlandiginda nétralizasyon amaci ile Falkon tipUnin 50 ml -
isaretine kadar 0,067 M fosfat tamponu (pH 6.8) ilave edilip, karisim el yardimi
ile alt-Gst edilir ve dekontaminasyon islemi durdurulur.
e Fosfat tamponu ilave edilmis ttpler, bakteri yogunlugunu artirmak icin 3000
x g'de 15-20 dakika santrifuj edilir.
e SlUpernatant, icinde 1/10-1/50 diltGe edilmis sodyum hipoklorid bulunan bir
kaba bosaltilir.
e Sedimente 1-2 ml steril fosfat tamponu (pH 6.8) veya % 0.2’lik sigir albumin
fraksiyon V ilave edilir.
e Resuspanse islemi uygulanir ve kullanilan kltir yéntemine uygun olarak
besiyerine ekilir.

e Ayrica direkt mikroskopik inceleme icin lam Gzerine yayma islemi yapilir.

Normalde steril oldugu dustintlen BOS, viicut sivilari ve kan gibi érneklere
dekontaminasyon islemi uygulanmaz. Bu 6érnekler santrifij edildikten sonra
besiyerlerine ekimleri yapilir. Ancak érnek alimi ve transportu esnasinda asepsi-
antisepsi kurallarina uyulmamis ise bu 6érneklere de dekontaminasyon islemi

uygulanir.

KULTUR YONTEMLERI
M.tuberculosis complex, uygun sivi ve kati besiyerlerinde 35-37 C'de, 7-21
ginde Urerler. Kulturler 8 haftaya kadar Grememislerse negatif sonug verilir.

Mikobakterilerin izole edilmeleri ve gesitli 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla
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kullanilan konvansiyonel besiyerleri kati ve sivi olmak Gzere iki tiptir. Kati
6zellikteki besiyerleri, yumurta bazli ve agar bazli olmak Gzere iki bélimde
incelenir. Ozellikle primer izolasyonda Léwenstein-Jensen (L-J) besiyerinin kullanimi
yaygindir. Petragnani ve American Thoracic Society diger yumurta bazli
besiyerleridir. Agar bazli besiyerleri 10-12 gln sonra mikroskop altinda
incelendiginde koloniler gézlenebilir. Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11
en ¢ok tercih edilen agar temelli besiyerleridir. L-J Gruft, Mycobactosel L-J,
Mycobactosel Middlebrook 7H10, Mitchison’s selektif 7H 11 antibiyotik ve
antifungal icermeleri nedeniyle kontaminasyon daha az siklikta gézlenir. Eger

iki kati besiyeri kullanilacaksa besiyerlerinden birinin selektif olmasi énerilir.

KULTUR iSLEMI
e Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon sonrasi elde edilen
sediment steril bir pipet yardimi ile alinarak 3 damla kadar L-J besiyerine
ekilir ve besiyeri yluzeyine yayilmasi saglanir.Ekim yapilan
besiyerleri kapaklari gevsetilerek 1-5 gin (biriken sivi kaybolana kadar)
yatik konumda bekletilir.
e Middlebrook 7H10 ve/veya 7H11gibi agar temelli besiyerleri kullaniliyorsa,
1 damla sediment besiyeri ylzeyine iyice yayilir ve her besiyeri CO2 geciren plastik
torbalara yerlestirilir.
e Hizh kultur sistemlerine ekim firma onerileri dogrultusunda yapilir.
¢ M.marinum ve M.ulcerans ile infekte oldugu distnulen deri ve yumusak
doku 6rneklerinden izolasyon i¢in 30°C'de , M.haemophilum ile infekte oldugu
dustnulen klinik érnekler 6zel besiyerine ekilir ve 35-37°C'de inklbe edilir.
e Ekim yapilan besiyerleri inklibasyondan 3-5 giin sonra ve takiben haftada bir
kez kontrollerine devam edilir.
e Petrideki agar bazl besiyerleri parafilm ile kapatilarak inkibe edilir ve ters
cevrilerek mikroskop altinda mikrokoloniler olusumu ve morfolojik yapisi incelenir.
e Besiyerlerinde Ureyen koloniler aside direncli boyama yéntemlerinden biri
ile incelenir.

¢ AARB pozitif olan izolatlarin tur tanisi yapilr.

Sivi besiyerleri icinde yer alan Middlebrook 7H9 ve Dubos tween albumin,

mikobakterilerin stok suslarinin subkulturlerinin yapilmasinda, duyarlik deneyleri
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ve diger in vitro deneylerde inokulum hazirlanmasi amaciyla da kullanihr.
Middlebrook 7H9 sivi besiyeri genellikle hizli kaltar sistemlerinde temel besiyeri
olarak kullanilmaktadir. Primer izolasyon amaciyla kati besiyerine ilave olarak

sivi besiyerlerinin kullaniimasi énerilmektedir.

Hizh kaltar sistemleri icinde yer alan yari otomatize Bactec 460 TB (Becton
Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks,MD) sistemi, izolasyon, identifikasyon
ve duyarhlik deneylerinin uygulandigi bir sistem olarak uzun yillardir rutin tanida
kullaniimaktadir. 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 tanisi icin gelistirilmis tam
otomatize sistemlerdir. Ancak bunlardan Bactec 460 TB ve MGIT 960 icin FDA
onayi bulunmaktadir. Ureme siiresi, orani ve kontaminasyon sikligi agisindan tam

otomatize sistemler arasinda 6nemli bir fark bulunamamaktadir.
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