
173

TÜBERKÜLOZ BAS‹L‹N‹N KLAS‹K YÖNTEMLERLE

‹DENT‹F‹KASYONU

Doç.Dr. Süheyla SÜRÜCÜO⁄LU

Celal Bayar Üniversitesi T›p Fakültesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,

Manisa

Tüberküloz basillerinin tan›mlanmas›nda kullan›lan klasik yöntemler

bakterilerin üreme h›z›na, üreme ›s›s›na, koloni görünümüne, pigment üretimine

ve biyokimyasal özelliklerine dayal› yöntemlerdir. Bu yöntemler zaman al›c› ve

uygulanmas› zor olmakla birlikte maliyetleri yeni yöntemlere göre oldukça

düflüktür. Tüberküloz basillerinin identifikasyonunda klasik yöntemler alt›n

standart özelli¤ini halen korumaktad›rlar.

A. ÜREME ÖZELL‹KLER‹N‹N ‹NCELENMES‹

1. Koloni ve Mikrokoloni Görünümü

M. tuberculosis

• Lowenstein Jensen (LJ) besiyerinde veya Middlebrook agarda 370C’de 14-28

günlük inkübasyondan sonra pigmentsiz, düzensiz, kuru, krem renkli koloniler

oluflturur.

• Middlebrook 7H10 veya 7H11 agarda 5-10 günlük inkübasyondan sonra

oluflan mikrokoloniler mikroskop alt›nda incelendi¤inde “y›lanvari kordon”

görünümü izlenir.

• Petrilere ince dökülmüfl agarl› besiyerindeki mikrokoloniler 10X objektif ile

mikroskopta incelenmelidir.

M. bovis

• Çok yavafl (disgonik)ürer. LJ’de görünür kolonilerin oluflmas› için 6-8 haftal›k

inkübasyon gereklidir.

• En iyi üreyebildigi ortam gliserolsüz %0.4 pirüvatl› LJ’dir. Yumurtal› besiyerinde

düzgün veya bazen düzensiz kenarl›, krem renkli, küçük koloniler oluflturur.

Middlebrook 7H11 agarda çok küçük, su damlas›na benzer koloniler oluflturur.

2. Üreme H›z›n›n ve Pigment Üretiminin Saptanmas›

Mikobakteriler üreme h›zlar›, tercih ettikleri üreme ›s›lar› ve ›fl›kta veya ›fl›k

olmadan pigment üretme özelliklerine göre s›n›fland›r›labilmektedir. Bu

s›n›fland›rma (Runyon) 1950’li y›llardan beri geçerlili¤ini korumaktad›r. Tüberküloz

basilleri yavafl üreyen, nonfotokromojen (veya nonkromojen) koloniler yapar.
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Gereçler:

1 Middlebrook 7H9 broth veya Dubos Tween broth ve LJ yat›k besiyeri

2 Steril vidal› kapakl› tüpler (20 X 110 veya 20 X 125 mm)

3 Steril plastik çubuklar ve pastör pipetleri

4 Besiyerinin üzerini kapatacak büyüklüklerde (yaklafl›k 10X15 cm) alimünyum

folyo parçalar›

5 60-W ayd›nlatma gücünde lamba

Kalite Kontrol:

Afla¤›da verilen kontrol sufllar› ile test ayda bir kez kontrol edilmelidir.

1 M. terrae ATCC 15755: Yavafl ürer, oda ›s›s›nda ± ürer, ›fl›kta veya karanl›kta

pigment yapmaz (nonkromojen).

2 M. fortuitum ATCC 6841: H›zl› ürer, oda ›s›s›nda iyi ürer, ›fl›kta veya karanl›kta

pigment yapmaz (nonkromojen).

3 M. gordonae ATCC 14470: Yavafl ürer, oda ›s›s›nda zay›f ürer, ›fl›kta ve

karanl›kta turuncu pigment yapar (skotokromojen).

4 M. kansasii ATCC 12478: Yavafl ürer, oda ›s›s›nda çok zay›f ürer, ›fl›kta turuncu

pigment yapar, karanl›kta pigment yapmaz, ›fl›k testinden sonra pigment oluflumu

gözlenir (fotokromojen).

Yöntem:

• Test edilecek koloniler Middlebrook 7H9 broth besiyerine ekilir. Bir çubuk ile

tüpün kenar›nda iyice ezilerek kolonilerin s›v› besiyeri içinde da¤›lmas› sa¤lan›r.

• Tüpler vorteks arac›l›¤› ile 10 saniye kar›flt›r›ld›ktan sonra bir pastör pipeti

arac›l›¤› ile alt›flar damla kültür süspansiyonu al›narak üç ayr› LJ besiyerine ekilir.

• LJ besiyerlerinden iki tanesi besiyerinin tamam›n› örtecek flekilde hemen

alüminyum folyo ile kapat›l›r. Tüplerin kapaklar› gevflek b›rak›lmal›d›r.

• Kapal› tüplerden biri oda derecesinde (220-250C), di¤er kapal› tüp ile aç›k

b›rak›lan tüp 370C’de %10 CO2’li ortamda inkübe edilir.

• Aç›k tüp haftada bir kez olmak üzere üç hafta süre ile üreme miktar› ve

pigment üretimi yönünden incelenir. Üçüncü haftan›n sonuna kadar alimünyum

folyo aç›lmaz.

• Koloni rengi kaydedilir. Üreme skoru (0) – (2+) olarak belirlenir (Tablo 1)

• Üçüncü haftan›n sonunda folyo aç›l›r. Aç›lan tüplerde üreyen kolonilerin

rengi kaydedilir. Aç›k tüpler daha fazla ›fl›¤a maruz kald›¤›ndan bu tüplerde

üreyen kolonilerin pigmentleri kapal› olanlara oranla genellikle daha koyudur.
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Ayn› zamanda oda ›s›s›nda üreyen kolonilerin pigmentleri ›s› derecesine ba¤l›

olarak daha aç›k renktedir. Renk tonu k›yaslanmamal›, sadece sar› veya turuncu

pigmentin olup olmad›¤› incelenmelidir.

Tablo 1. Besiyerinde üreme h›z›*

* 0; görünür koloni yok, ±; yüzeyde çok az say›da küçük kolonilerin görülmesi veya çok hafif pigment

oluflumunu düflündüren görünüm, 1+; az say›da iyi üremis kolonilerin görülmesi, kolonilerin aras›ndan

LJ besiyeri seçilebilir, 2+; çok say›da iyi üremis kolonilerin görülmesi, koloniler birbirine çok yak›nd›r

veya temas hal indedir ve kolonilerin aras›ndan besiyerinin yüzeyi görülemez.

De¤erlendirme

• Aç›k ve kapal› tüplerde üreyen kolonilerde pigment yok (krem rengi);

Nonkromojenik

• Aç›k ve kapal› tüplerde üreyen kolonilerde pigment var (sar›-turuncu);

Skotokromojenik

• Ifl›k testi : Aç›k tüpte üreyen koloniler pigmentli, kapal› tüpte üreyenler

renksiz ise kapal› tüpe ›fl›k testi uygulan›r. Kapal› tüpte bulunan pigmentsiz

kolonilerde, ›fl›kla karfl›laflt›ktan sonra pigment üretimi var; Fotokromojenik

Bu amaçla besiyeri 25 cm uzakl›kta bulunan 60 W gücündeki lamban›n alt›nda

bir saat tutulur. Daha sonra bafllang›çta tüpün bekletildi¤i ›s›da inkübe edilir.

Kapa¤› gevflek b›rak›lmal›d›r. 24 saatlik inkübasyonun sonunda koloniler pigment

oluflumu yönünden yeniden incelenmelidir. Sar› veya turuncu pigment varl›¤›

kaydedilir. Pigmentin koyulu¤u de¤il, varl›¤› aranmal›d›r.

3. Bactec NAP (p-Nitro-a-acetylamino-ß-hydroxypropiophenone) Testi

NAP M. tuberculosis complex’in üremesini selektif olarak inhibe eder. Di¤er
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mikobakteri türleri NAP ile inhibe olmaz veya k›smen inhibe olabilir. Üreme

yoksa bakterinin M. tuberculosis complex’e ait oldu¤u düflünülür. Ancak NAP

testinin nükleik asit prob, kromotografik yöntemler veya konvansiyonel yöntemler

ile do¤rulanmas› önerilmektedir.

‹nceleme Örnegi

BACTEC 12B besiyeri (Growth index > 50 ise )

Gereçler

• BACTEC 460 cihaz› (Becton Dickinson Diagnostic Systems)

• Middlebrook 7H12 (BACTEC 12B) besiyeri (7H9 broth, s›¤›r serum albümini,

kazein hidrolizat, katalaz ve 14C iflaretli substrat içerir.)

• BACTEC NAP flakonlar› (5 μg NAP diski tafl›r).

• Steril tüberkülin enjektörleri

• Pamuk veya gazl› bezli petler, antimikobakteriyel dezenfektan ve %70 etil

alkol

Kalite Kontrol Sufllar›

M. tuberculosis ATCC 27294 ve M. kansasii ATCC 35775; M. tuberculosis’in growth

index’inde (GI) �%20 azalma gözlenirken, M. kansasii’nin GI inkübasyon sürdükçe

yükselen bir e¤ri çizer.

Yöntem

• BACTEC 12B fliflesinde GI 10 oldu¤unda çukulata agara ekilir, kontaminasyon

olmad›¤› do¤rulan›r. GI yaklafl›k 50-100’e ulafl›ncaya kadar besiyerleri günlük

olarak okunur ve yayma haz›rlanarak ARB’nin varl›¤› gösterilir.

• 12B fliflesinin GI’i 50-100’e ulaflt›¤›nda, besiyeri iyice kar›flt›r›l›r. Aseptik

koflullarda 1 ml besiyeri NAP flakonuna aktar›l›r Kalan 3 ml besiyeri kontrol olarak

kullan›l›r.

• GI 100’ü geçen kültürler için NAP testinden önce ekim yap›lmam›fl BACTEC

12B besiyeri (Middlebrook 7H12) ile dilüsyon yapmak gereklidir. Dilüsyon oranlar›

afla¤›da gösterilmifltir.
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GI Miktar› Dilüsyon

50-100 Dilüsyon yap›lmaz

101-200 0.8 ml

201-400 0.6 ml

401-600 0.4 ml

601-800 0.3 ml

801-999 0.2 ml

999>1 gün 0.1 ml

• Dilüsyon yap›ld›ktan sonra besiyerinin 1 ml’si NAP flakonuna aktar›l›r.

• Artan besiyeri kontrol olarak kullan›lmak üzere inkübe edilir.

• Flakonun a¤z› etil alkolle dekontamine edilir ve iyice kar›flt›r›l›r.

• Hem inokülasyon yap›lan primer izolasyon fliflesi (kontrol), hem de NAP

flakonlar› günlük olarak 2-7 gün süre ile okunur, GI kaydedilir.

De¤erlendirme:

• Sonuçlar 2-7 gün içinde de¤erlendirilir. Kontrol fliflesinin GI’i artmas›na ra¤men

NAP testi fliflesinin GI’i azal›yor veya de¤iflmiyorsa M. tuberculosis kompleks, art›fl

gösteriyorsa tüberküloz d›fl› mikobakteri (MOTT) olarak de¤erlendirilir.

• Test sonucu dört günden daha k›sa sürede de¤erlendirilmemelidir.

• M.tuberculosis kompleks d›fl›nda di¤er mikobakterilerden M. kansasii, M.

gastri, M. szulgai, M. terrae ve M. triviale’nin baz› sufllar› NAP ile k›smen inhibe

olabilir. Bu durumda ilk 2-4 günlük okuma sonuçlar› yanl›fl de¤erlendirilebilir.

Sonuç vermeden önce inkübasyonun 2-3 gün daha uzat›lmas› bu hatay›

önleyecektir.

• NAP testinde optimal inkübasyon ›s›s› önemlidir. Baz› mikobakteriler (M.

marinum, M. chelonae) 300C’de ürer. 370C’de yap›lan NAP testinde üremeleri

inhibe olur. Bu nedenle yara veya deri örneklerinden üreyen mikobakterilerin

ayr›m› için NAP testinde inkübasyon ›s›s› hem 370C hem de 300C olmal›d›r.

• Kontrol fliflesindeki (orijinal kültür fliflesi) günlük GI artmaya devam etmelidir,

art›fl göstermiyorsa NAP sonucu de¤erlendirmeye al›nmamal›d›r.

o M. tuberculosis kompleks: ‹nokülasyondan sonra ard›fl›k iki GI’de önemli bir

azalma (%20); ilk iki gün hafif, fakat önemli olmayan bir art›fl ve ard›ndan art›fl›n

olmamas› veya azalma olmas› = TB kompleks

o Tüberküloz d›fl› mikobakteri: Günlük GI’in dört gün içinde 400 ve üzerine
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ç›kmas›; inokülasyondan sonra ilk 1-2 gün içinde art›fl olmamas› veya hafif bir

azalma, iki günün ard›ndan önemli bir art›fl (%20) olmas› = Tüberküloz d›fl›

mikobakteri

o Kültürlerin birden fazla mikobakteri türü ile veya di¤er bakteriler ile kontamine

olmas›, GI’in yükselmesine neden olur ve yanl›fl olarak tüberküloz d›fl› mikobakteri

olarak de¤erlendirilir. Bu nedenle kuflkulu durumlarda ARB ve Gram boyama

yap›lmal›d›r.

B. B‹YOK‹MYASAL ÖZELL‹KLER‹N ‹NCELENMES‹

I. Niasin Testi

Bütün mikobakteriler niasin ribonükleotid üretir. Ancak M. tuberculosis ile M.

simiae ve M. chelonae’n›n baz› sufllar› niasini nikotinamid adenin dinükleotide

(NAD) dönüfltürecek enzime sahip de¤ildir. Besiyerinde biriken niasin gösterilebilir.

Niasin olumsuz M. tuberculosis sufllar› çok nadirdir. Niasin testi M. tuberculosis’in

identifikasyonunda tek bafl›na kullan›lmamal›d›r. M. tuberculosis

identifikasyonunda sonuçlar nitrat redüksiyonu ve ›s›ya stabil katalaz testi ile

do¤rulanmal›d›r. Niasin testi ticari olarak haz›rlanm›fl ka¤›t stripler ile de yap›labilir.

‹nceleme Örne¤i : Niasin testi için LJ besiyerinde yo¤un olarak üremifl dört haftal›k

kültürler kullan›lmal›d›r. Di¤er besiyerlerinde yeterince niasin birikmedi¤inden

yanl›fl negatif sonuç al›nabilir. Di¤er bakteriler ile kontamine kültürlerde niasin

metabolize oldu¤undan yanl›fl negatif sonuçlar al›nabilir.

Gereçler

1. %4’lük anilin

4 ml renksiz anilin 96 ml %95’lik etanole eklenir. Kar›flt›r›l›r ve 20-80C’de koyu

renk bir fliflede saklan›r. Solüsyonun rengi sar›ya dönüfltü¤ünde kullan›lmamal›d›r.

Anilin karsinojeniktir. ‹nhalasyonu veya deri ile temas› zararl›d›r.

2. %10’luk siyanojen bromid eriyi¤i

Siyanojen bromidin doymufl bir çözeltisidir. Siyanojen bromid kristallerine steril

distile su eklenerek haz›rlan›r. Boflalan flifleler at›lmadan önce bol miktarda %10

NaOH ile y›kanmal›d›r. Bu çözelti ile çal›fl›rken son derece dikkatli olunmal›d›r.

Kuru kristaller patlay›c›d›r. Ayr›ca siyanojen bromid asitle birleflti¤inde zehirli

siyanür gaz› oluflur.

3. Steril vidal› kapakl› tüpler (20 X 110 veya 20 X 125 mm), steril pastör pipetleri

ve steril 5 ml’lik pipetler
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Kalite kontrol

Pozitif kontrol;   M. tuberculosis ATCC 25177

Negatif kontrol; MAC ATCC 13950 ve ekim yap›lmam›fl besiyeri

Yöntem

• Dört haftal›k ve yo¤un üremesi olan LJ kültürleri kullan›lmal›d›r. Koloni say›s›

az oldu¤unda yanl›fl negatif sonuçlar al›nabilir.

• Besiyerine bir pastör pipeti dolusu steril su veya serum fizyolojik eklenir. Pipet

ile koloniler yerlerinden kald›r›l›p yana çekilerek suyun besiyeri ile temas› sa¤lan›r.

Bu ifl lemin yap› lmamas› yanl ›fl negatif sonuca neden olabi li r .

• Tüpler horizontal olarak oda ›s›s›nda bir saat bekletilir. Bir pastör pipeti

dolusu geri al›nan s›v› temiz bir tüpe aktar›l›r.

• Tüpe birer pastör pipeti dolusu % 4 anilin ve siyanojen bromid eklenir.

• Ka¤›t strip yönteminde ise ay›raçlar yerine tüp içine strip konur ve hemen

tüpün a¤z› kapat›l›r. Tüp ara s›ra çalkalanarak oda ›s›s›nda 15 dakika bekletilir.

De¤erlendirme : Befl dakika sonra sar› renk oluflmas› pozitif sonuç olarak kaydedilir.

Renk de¤iflikli¤inin görülmemesi negatif olarak de¤erlendirilir. Tüpler at›lmadan

önce eflit miktarda %10 NaOH eklenmelidir. Ka¤›t strip yöntemi ile ilgili olarak

, beyaz zeminde de¤erlendirildi¤inde  sar› renk gözlenmesi pozitif kabul edilir.

Ka¤›t stripler tehlikeli ay›raçlar›n kullan›m›n› gerektirmedi¤inden ve raf ömürleri

uzun oldu¤undan avantajl›d›rlar. Ancak az miktardaki niasini saptamada

duyarl›l›klar› düflüktür.

II. Nitrat Redüksiyonu Testi

Mikobakteriler nitroredüktaz enzimi üreterek nitratlar› nitritlere indirgeyebilirler.

Nitrat redüksiyonu testi; koloni morfolojisi, üreme h›z› ve pigment üretme

özellikleri birbirine benzer olan mikobakterileri ay›rt etmede de¤erlidir. M.

tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, baz› saprofit nonkromojenler, M. smegmatis

ve M. fortuitum grubu nitrat redüktaz pozitiftir. Test niasin ka¤›t strip yöntemi

ile de kombine edilebilir.

‹nceleme Örnegi: LJ veya di¤er yumurtal› besiyerinde üreyen 3-4 haftal›k kültürler

Gereçler

1. Steril pastör pipetleri

2. M/45 fosfat tampon eriyi¤i (0.02M, pH 7.0) içindeki nitrat test substrat› (0.01M)
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NaNO3 0.8 g

KH2PO4 1.17 g

Na2HPO4 1.93 g

H2O 1000.0 ml (final volüm)

pH: 7.0 olmal›d›r.

Çözelti otoklavda steril edildikten sonra buzdolab›nda 1-2 ay saklanabilir.

3. Sulfanilamid’in sudaki %0.2’lik eriyi¤i

0.1 gram sulfanilamid 50 ml distile suda çözünür. Tam çözünürlük için su banyosu

gerekebilir. Çözelti koyu renkli fliflelerde, buzdolab›nda bir aya kadar saklanabilir.

4. N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride’in sudaki %0.1’lik eriyi¤i

Koyu fliflelerde, buzdolab›nda bir aya kadar saklanabilir.

Kalite Kontrol

Pozitif kontrol; M. tuberculosis ATCC 25177

Negatif kontrol; M. intracellulare ATCC 13950, ekim yap›lmam›fl besiyeri

Yöntem

• Bir öze dolusu koloni 2 ml nitrat substrat› içinde ezilir ve elle kar›flt›r›ld›ktan

sonra 350-370C’de iki saat inkübe edilir.

• S›ras› ile afla¤›daki ay›raçlar eklenerek kar›flt›r›l›r.

1 damla konsantre HCl

2 damla %0.2 sulfanilamid

2 damla N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride’in sudaki %0.1’lik

eriyi¤i

• Kar›fl›m oda ›s›s›nda 5 dakika bekletilir ve pembe-k›rm›z› renk de¤ifliminin

varl›¤› araflt›r›l›r.

De¤erlendirme: Pembe-k›rm›z› renk oluflmas› pozitif olarak kabul edilir. Baz›

laboratuvarlarda renk de¤iflimi kantitatif olarak de¤erlendirilmektedir.

Beklendi¤inde renk de¤iflimi kaybolabildi¤inden de¤erlendirme hemen yap›lmal›d›r.

III. Katalaz Testi

Katalaz hidrojen peroksidi (H2O2) su ve oksijene ayr›flt›ran hücre içi bir enzimdir.

Oksijenin oluflumu hava kabarc›klar›n›n ortaya ç›kmas› ile anlafl›l›r. Katalaz
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enziminin baz› formlar› 680C’de 20 dakika ›s›t›ld›¤›nda inaktive olur. Enzimin ›s›

ile inaktivasyonu baz› mikobakteri türlerinin ay›rt edilmesinde de¤erli bir tan›

yöntemi olarak kullan›lmaktad›r. Mikobakteri türlerinin identifikasyonunda

kullan›lan H2O2, di¤er bakterilerde bulunan enzimin araflt›r›lmas›nda kullan›lan

ay›raçtan farkl›d›r. Hidrofobik ve kümeli olan mikobakterilerin da¤›lmas›n› ve

enzimin kolayca aç›¤a ç›kmas›n› sa¤lamak için testte %30 H2O2 (Superoxol) ile

güçlü bir deterjan olan %10 Tween 80’nin kar›fl›m› kullan›l›r. Ay›raçlar taze

haz›rlanm›fl olmal›d›r.

‹nceleme Örnegi : LJ veya Middlebrook 7H10 agarda üreyen geliflmifl mikobakteri

kolonileri

Gereçler

1. Middlebrook 7H9 broth

2. 25 X 150 mm büyüklü¤ünde vidal› kapakl› tüplerde haz›rlanm›fl dik LJ besiyeri

3. %30 Hidrojen peroksit (Superoxol)

4. %10 Tween-80 (90 ml distile su+10 ml Tween 80 kar›fl›m›, her ikisi de ›s›t›l›rsa

kar›fl›m› haz›rlamak kolaylaflir).

5. M / 15 fosfat tampon (0.067 M)

Kalite Kontrol

Negatif kontrol: M. tuberculosis ATCC 15177, 22-250C’de hava kabarc›klar› oluflur,

680C’de oluflmaz.

Pozitif kontrol: M. fortuitum ATCC 6841, her iki derecede de hava kabarc›klar›

oluflur.

Yöntem : ‹ki farkl› yöntem uygulan›r.

a. Is›ya stabil katalaz testi

• ‹ki ayr› tüpte test edilecek birkaç mikobakteri kolonisi (2-4 haftal›k) 0.5 ml

fosfat tampon içine inoküle edilir. Tüplerden biri 680C’lik su banyosunda 20

dakika bekletilir. Di¤er tüp kontrol için kullan›l›r.

• Is›t›lm›fl tüpün oda ›s›s›nda so¤umas› için bekletildikten sonra her iki tüpe de

0.5 ml Tween-H2O2 kar›fl›m› (1/1 oranda) eklenir ve gaz kabarc›klar›n›n oluflumu

gözlenir. Tüpler çalkalanmamal›d›r. Negatif sonuç verilmeden önce 20 dakika

beklenmelidir.
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b. Semikantitatif katalaz testi

• Middlebrook 7H9’a bir öze dolusu koloni inoküle edildikten sonra tüp 370C’de

yedi gün bekletilir.

• ‹nkübasyonun sonunda vorteks ile 5-10 saniye kar›flt›r›l›r ve alt› damla dik LJ

besiyerine aktar›l›r. Besiyerleri 14 gün 370C’de inkübe edilir. Kapak gevflek

b›rak›lmal›d›r.

• ‹nkübasyonun sonunda besiyerine 1 ml H2O2-Tween kar›fl›m› eklenir (%30

peroksit cildi yakar, eldiven giyilmeli ve deri ile temas› oldu¤unda so¤uk su ile

y›kanmal›d›r). Tüp oda ›s›s›nda befl dakika bekletilir.

Oluflan hava kabarc›klar›n›n yüksekli¤i ölçülür.

De¤erlendirme : Is›ya stabil katalaz testi: Çok az miktarda gaz kabarc›¤›n›n

oluflmas› bile pozitif olarak de¤erlendirilir. M. tuberculosis ve di¤er baz›

mikobakteriler 680C’de ›s›t›ld›klar›nda katalaz aktivitelerini kaybederler.

Semikantitatif katalaz testi:

• Güçlü katalaz reaksiyonu: Hava kabarc›klar›n›n yüksekli¤inin �45 mm oluflmas›

M. kansasii, h›zl› üreyen mikobakteriler ve s›kl›kla izole edilen skotokromojenler

güçlü katalaz reaksiyonu verir.

• Zay›f katalaz reaksiyonu: Hava kabarc›klar›n›n yüksekli¤inin <45 mm olmas›.

 M. tuberculosis ve MAC zay›f katalaz reaksiyonu verir

• Negatif sonuç: Hava kabarc›¤›n›n oluflmamas›

Not: Çok eski kültürlerden veya yetersiz üreyen kolonilerden yap›lan deneylerden

yanl›fl olarak zay›f reaksiyon sonuçlar› al›nabilir. Kültürler di¤er bakteriler ile

kontamine ise yanl›fl olarak güçlü reaksiyon sonuçlar› al›nabilir.

IV. Th›ophene-2-Carboxyl›c Ac›d Hydraz›de (TCH; T2H) ‹le Üremenin ‹nhibe

Edilmesi

M. tuberculosis ve di¤er yavafl üreyen mikobakterilerin ço¤u TCH’ye

dirençlidirler. M. bovis ise (Baz› INH dirençli sufllar hariç) düflük konsantrasyonda

TCH’ye duyarl›d›r ve TCH’li besiyerinde üreyemez. Bu test özellikle M. bovis ve

M. tuberculosis’in ayr›m›nda yard›mc›d›r. TCH testi Middlebrook 7H10 agarda

uygulanabildi¤i gibi, antibiyotik duyarl›l›k testine benzer flekilde BACTEC sistemi

kullan›larak da uygulanabilir.
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‹nceleme Örne¤i: LJ veya Middlebrook 7H10 agarda üreyen 3-4 haftal›k kültürler

Gereçler

1. TCH duyarl›l›k besiyeri

2. 35-370C, %10 CO2 atmosfer koflullar› için inkübatör

3. Steril distile su

4. Bölmeli petri plaklar›

Kalite Kontrol

Pozitif kontrol: M. bovis ATCC 35734 (10 μg/ml TCH’e duyarl›)

Negatif kontrol: M. tuberculosis ATCC 25177 (dirençli)

TCH duyarl›l›k besiyerinin haz›rlanmas›

• ‹ki adet 200 ml.lik Middlebrook 7H10 besiyeri haz›rlan›r. Besiyerleri otoklavda

sterilize edilir. Su banyosunda 500C’ye kadar so¤utulur.

• So¤umufl besiyerlerinden birinden 5.0’er ml pipet arac›l›¤› ile petri plaklar›n

I. ve III. kadran›na dökülür.

• Di¤er besiyerine 1000 μg/ml’lik TCH stok solüsyonundan 2.0 ml eklenir ve

iyice kar›flt›r›l›r (final konsantrasyon; 10 μg/ml). Bu besiyerinden 5.0’er ml, II. ve

IV. kadrana dökülür.

• Besiyerleri karanl›kta (koyu renk ka¤›da sar›l› olarak), 2-80C’de bir ay süre ile

saklanabilir.

Yöntem

• ‹ncelenecek mikobakteri kolonilerinin steril distile suda 1 McFarland standard›na

uygun dilüsyonlar› yap›l›r.

• Üçer damla bakteri süspansiyonu, bir kontrol kadran›na ve bir TCH’li kadrana

inoküle edilir.

• Besiyerlerinin ›fl›ktan korunmas› için ka¤›tla kapat›ld›ktan sonra, inokülumun

absorbe olmas› için oda ›s›s›nda yaklafl›k bir saat bekletilir. Besiyerleri ters çevrilerek

370C’de %10 CO2’li ortamda üç hafta inkübe edilir.

• ‹nkübasyonun sonunda kontrol kadran›nda ve TCH’li kadranda üreyen koloniler

say›l›r.

De¤erlendirme : TCH’li besiyerinde üreyen koloni say›s›, kontrol besiyerinde
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üreyen koloni say›s›n›n %1’inden fazla ise dirençli kabul edilir.

V. Pirazinamidaz Testi

Pirazinamidaz enzimi pirazinamidi (PZA) pirazinoik asit ve amonya¤a hidrolize

eder. Pirazinoik asit besiyerine ferröz amonyum sülfat eklenmesi ile saptanabilir.

Bu test M. marinum’u M. kansasii’den ve M. bovis’i M. tuberculosis’den ay›rt

etmede yard›mc›d›r. M. tuberculosis dört gün içinde pozitif sonuç verir. PZA

direnci olan M. tuberculosis sufllar›nda ise test sonucu negatiftir.

‹nceleme Örnegi: LJ agar veya Middlebrook 7H10 agarda üreyen koloniler

Gereçler

1. Pirazinamidaz substrat besiyeri:

6.5 g Dubos broth base bir litre distile suda çözünür. Besiyerine; 0.1 g PZA, 2.0

g sodyum pirüvat ve 15 g agar eklenir. Besiyeri ›s›t›larak çözündürülür. Vidal›

kapakl› tüplere 5.0 ml miktar›nda dökülür. Tüpler 15 dakika 1210C’de steril

edildikten sonra dik durumda agar›n kat›laflmas› için bekletilir. Besiyeri 2-80C’de

alt› ay saklanabilir.

2. %1 ferröz amonyum sülfat: Steril tüpler içinde ve steril distile su ile

kullan›lmadan hemen önce haz›rlanmal›d›r.

Kalite Kontrol

Pozitif kontrol: M. intracellulare ATCC 13950

Negatif kontrol: M. kansasii ATCC 12478

Yöntem

• Bir öze dolusu genç koloni iki adet pirazinamidaz agar›n yüzeyine inoküle

edilir. Tüplerin kapaklar› gevflek b›rak›larak inkübe edilir.

• Dört gün sonra tüplerden biri ç›kar›larak besiyerinin üzerine 1 ml taze

haz›rlanm›fl %1 ferröz amonyum sülfat eriyi¤i eklenir. Oda ›s›s›nda 30 dakika

bekleti ldikten sonra agarda pembe bir bant oluflumu gözlenir.

• Negatif tüpler dört saat daha buzdolab›nda bekletildikten sonra renk oluflumu

yönünden yeniden incelenir.

De¤erlendirme: Dört saat sonra agar yüzeyinde ay›raç tabakas›nda pembe renk

oluflumu pozitif kabul edilir. Negatif sonuç al›nd›¤›nda ikinci tüpün inkübasyonu
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yedi güne uzat›larak test tekrarlan›r.

Tüberküloz basillerinin identifikasyonu için uygulanacak algoritma, laboratuvarda

kullan›lan besiyerine ve olanaklara göre de¤iflkenlik gösterir. Kat› besiyeri kullanan

laboratuvarlarda üreme h›z›, pigmentasyon, koloni görünümü ve mikrokoloni

incelemesinden sonra niasin testi, nitrat redüksiyon testi ve ›s›ya stabil katalaz

testinin uygulanmas› ile M. tuberculosis identifikasyonu yap›labilir. M. bovis ve

M. tuberculosis ayr›m› için TCH ile inhibisyon testi tercih edilmelidir. BACTEC

sistemi kullanan laboratuvarlar için M. tuberculosis kompleksin identifikasyonunda

NAP testi h›zl› ve güvenilirdir. Ayn› zamanda s›v› besiyerinde kord faktör oluflumu

aranmal›d›r.
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ANT‹B‹YOT‹K DUYARLILIK TEST YÖNTEMLER‹

Yrd.Doç.Dr. Nuri ÖZKÜTÜK

Celal Bayar Üniversitesi T›p Fakültesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,

Manisa

M.tuberculosis complex’in (MTBC) anti tüberküloz ilaçlara karfl› duyarl›l›¤›n›

belirlemede en güvenilir ve en h›zl› yöntemi bulmak amac›yla çok say›da duyarl›l›k

test yöntemi gelifltirilmifltir. Bunlar aras›nda proprosiyon yöntemini temel alan,

kültüre dayal› klasik testler en yayg›n kullan›lan testlerdir. Proporsiyon yönteminde

kat› besiyeri olarak s›kl›kla yumurta bazl› besiyerlerinden Löwenstein-Jensen (LJ),

agar bazl› besiyerlerinden Middlebrook (MD) 7H10 kullan›lmaktad›r. Modifiye

Middlebrook 7H9 s›v› besiyerinin antimikobakteriyal duyarl›l›k test yöntemlerinden

BACTEC 460TB ve BACTEC-MGIT 960 gibi h›zl› ticari sistemler de yayg›n olarak

kullan›lmaktad›r. MD7H10’un kullan›ld›¤› agar proporsiyon yöntemi, BACTEC

460TB ve BACTEC-MGIT 960 yöntemleri NCCLS (National Committee for Clinical

Laboratory) taraf›ndan önerilen yöntemlerdir. LJ’nin kullan›ld›¤› proporsiyon

yöntemi ise ekonomik olmas› nedeniyle DSÖ (Dünya Sa¤l›k Örgütünün) taraf›ndan

önerilmektedir.

I . M‹DDLEBROOK 7H10 BES‹YER‹NDE PROPORS‹YON YÖNTEM‹

(AGAR PROPORS‹YON YÖNTEM‹)

Prensip: Proporsiyon yöntemi belli bir ilaç konsantrasyonunda (Kritik

Konsantrasyon) dirençli olan organizmalar›n oran›n›n belirlenmesini sa¤lar. Test

edilecek bakteri suflu ilaçl› ve ilaçs›z kat› besiyerlerine inkübe edilir. ‹laçl› besiyerinde

üreyen kolonilerin say›s›, kontrol besiyerindeki kolonilerin say›s›yla karfl›laflt›r›l›r.

Belli bir ilaca dirençli basillerin oran› hesaplan›p, test edilen popülasyona yüzdesi

olarak belirtilir. Bu oran %1’e (Kritik Proporsiyon) eflit veya daha yüksek ise test

edilen sufl o ilaca karfl› dirençli olarak rapor edilir. NCCLS, kat› besiyeri olarak

MD7H10 besiyerinin kullan›ld›¤› proporsiyon test yöntemini (Agar Proporsiyon

Yöntemi) referans yöntem olarak kabul etmektedir.


