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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.
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Antibiyotik Solüsyonlar›n›n Haz›rlanmas›:

Antibiyotikler ticari toz fleklinde üretici firmadan al›nmal›, klinik preparatlar›

kullan›lmamal›d›r. Antibiyotikler üretici önerilerine göre veya olas› ise vakumlu

bir desikatör içinde –20 oC’de saklanmal›d›r.

• Antibiyotiklerin steril distile su ile veya uygun çözücüler ile (SM,‹NH ve EMB

için su, R‹F için metanol veya dimetilsülfoksit) 10 000μg/ml’lik (en az 1000 μg/ml

olmal›) stok solüsyonlar› haz›rlan›r (yaklafl›k olarak 100mg ilaç +10ml su).

• Stok solüsyonlar haz›rlan›rken gerekli miktar antibiyotik üzerinde belirtilen

potense (% veya μg/mg) göre flu formüle göre hesaplanmal›d›r.

A¤›rl›k (mg) = Hacim (ml) x ‹stenilen konsantrasyon (μg/ml)

o Potens (μg/mg)

veya gerekli olan miktar hesaplan›p, potense bölünerek kullan›lmas› gereken

miktar bulunur. Ör: 100mg Streptomisin tartarak bir ilaç çözeltisi haz›rlamak

istedi¤imizde, ilac›n potensi %80 (0.800μg/mg ) ise 100/0.800=125mg

tartmak gerekir. Stok solüsyonlar yaklafl›k 100 mg’l›k antibiyotik miktar› ile

haz›rlanmal›d›r. Çünkü daha küçük miktarlarda do¤ru tart›m güç olabilir,

daha büyük miktarlar ise ekonomik olmaz.

• Stok solüsyonu 0.22 μm por çapl› membran filtreden süzüp steril ettikten

sonra, polipropilen tüplerde daha sonraki kullan›mlara uygun küçük miktarlara

bölünerek –20 oC’nin alt›nda (tercihen –70 oC) 1 y›l kadar saklanabilir. Stok

solüsyon kullan›laca¤› zaman oda ›s›s›na getirilip, bekletilmeden kullan›l›r ve

kalan› at›l›r.

• Antibiyotikler besiyerlerine eklenmeden önce stok konsantrasyonlardan

çal›flma konsantrasyonlar› haz›rlan›r ve besiyerlerine uygun miktarlarda eklenir.

Örnek: 1. 100mg EMB + 10ml steril distile su = 10 000 μg/ml (stok solüsyon)

2. vortex

3. Sterilizasyon (filtre ile)

4. 1 ml stok solüsyon + 9 ml steril distile su = 1 000 μg/ml (çal›flma solüsyonu)

5. vortex

6. 1 ml çal›flma solüsyonu + 200 ml besiyeri = 5.0 μg/ml (final konsantrasyon)

‹laçlar›n önerilen çözücüleri, stok konsantrasyonlar›, çal›flma konsantrasyonlar›

besiyerine eklenecek miktarlar ve besiyerlerindeki final konsantrasyonlar› Tablo

1’de yer almaktad›r.
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‹laçl› ve ‹laçs›z Agar Besiyerinin Haz›rlanmas›:

• Besiyerleri genellikle her biri 200ml’lik olacak flekilde 8 balon içinde haz›rlan›r.

Her bir 200ml’lik 7H10 agar besiyerinin haz›rlanmas› için; bir cam balon içinde,

180 ml distile su içine 3.8gr dehidrate 7H10 agar besiyeri ve 1 ml gliserol eklenerek

eritilir (üretici firman›n önerdi¤i flekilde).

• Otoklavda 121 ºC’de 15 dakika süreyle sterilize edilir.

• Daha sonra 50-56ºC’ lik su banyosunda so¤umaya b›rak› l › r.

• Besiyeri s›cakl›¤› 50-56ºC’ye indi¤inde içine 20 ml zenginlefltirici olarak OADC

(oleik asit, albumin, dekstroz ve katalaz kar›fl›m›) eklenir.

(Bu aflamaya kadar olan basamaklar 8 ayr› balon yerine tek bir 2lt’lik cam

balonda gerçeklefltirilip, daha sonra steril flartlarda 8 ayr› cam balona bölünebilir.).

• 8 ayr› balondaki besiyerinden 6’s›na her birine farkl› bir ilaç veya farkl› bir

ilaç konsantrasyonu olacak flekilde, önceden haz›rlanan SM, INH, RIF ve EMB

solüsyonlar› tablo 1’de belirtilen miktarlarda eklenir. Di¤er 2 besiyeri kontrol

için ilaçs›z besiyeri olarak kullan›l›r.

• Haz›rlanan ilaçl› ve ilaçs›z besiyerleri, önceden yaz›lm›fl-etiketlenmifl, 80 adet

(40’arl›k 2 set), dört bölmeli steril, plastik petri plaklar›na, her bölmesine 5 ml

(3-4mm kal›nl›¤›nda) olacak flekilde, tablo 2’de belirtilen düzende dökülür.

Besiyerleri dökülürken, balonlar tek tek su banyosundan al›n›p iyice kar›flt›r›lmal›,

agar kat›laflmadan hemen plaklara paylaflt›r›lmal› ve baloncuklar oluflmamas›na

dikkat edilmelidir.

• Direkt ›fl›ktan korunarak oda ›s›s›nda kat›laflan besiyerleri, kullan›mdan veya

saklamadan önce yüzeyleri iyice kuruyuncaya kadar birkaç saat steril kabin içinde

kapaklar› hafif aral›k b›rak›lmal›d›r.

• Daha sonra kurumaya engel olmak için deliksiz plastik torbalara konularak

ve ›fl›ktan korunarak 4-80C’de 1 ay saklanabilir.

• Dökülen her parti besiyerinden birkaç tanesi (ideali %10) kontaminasyon

kontrolü için 350C’de 48 saat inkübe edilmelidir.

‹nokulum Haz›rlanmas›:

‹ndirekt yöntem:

Agar proporsiyon yönteminde standart bir inokulumun haz›rlanmas› önemli

oldu¤undan indirekt yöntem tercih edilir. ‹nokulum kayna¤› olarak genelde kat›

besiyerinde üremifl 4-5 haftal›ktan daha eski olmayan koloniler kullan›l›r. Primer
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izolasyon kültürleri subkültüre tercih edilir.

• Kat› besiyerinde üremifl koloniler, tüm üremeyi temsil edecek flekilde bol

miktarda ve besiyerinden almamaya da dikkat edilerek, bir öze veya spatula

yard›m› ile kaz›narak al›n›r. ‹çinde 6-10 adet cam boncuk bulunan 3-5ml tween-

albuminli s›v› besiyerinde (ör; %0.05 tween80 içeren Middlebrook 7H9) emulsifiye

edilir.

• 1-2 dakika süreyle vortekslenir.

• Büyük partiküllerin çökmesi ve oluflan aerosollerin azalmas› için 20-30 dk

süreyle tüp bekletilir.

• Süpernatant steril pastör pipeti yard›m›yla bofl bir steril cam tüpe al›n›r.

• S›v› besiyeri ekleyerek süspansiyonun bulan›kl›¤› McFarland no 1’e ayarlan›r

(yaklafl›k 107 CFU/ml).

• Daha sonra steril distile suyla (veya serum fizyolojik) bu süspansiyonun 10-

2 (1/100) ve 10-4 (1/10.000) dilüsyonlar› haz›rlan›r.

örnek: 0.1 ml ana süspansiyon (McFar. 1) + 9.9. ml steril distile su = 10-2;

0.1 ml 10-2 süspansiyon + 9.9. ml steril distile su = 10-4

• Kat› besiyerinde yeterli üreme yoksa; alternatif bir yol olarak, al›nan koloniler

s›v› besiyerinde emulsifiye edildikten sonra inkübe edilerek bulan›kl›¤›n McFarland

no 1’e ulaflmas› beklenilir ve buradan dilüsyonlar haz›rlan›r. ‹ndirekt yöntemde

inokulum kayna¤› olarak kat› besiyeri yerine s›v› primer izolasyon besiyeri

kullan›lacaksa yine ayn› flekilde dilüsyonlar haz›rlan›r.

Direkt yöntem:

Homojenize - dekontamine ve konsantre edilen hasta örne¤inden haz›rlanan

yayma preparatta yaklafl›k 20 mikroskop sahas› incelendikten sonra görülen aside

dirençli basil say›s›na göre, örne¤in steril distile su ile dilüsyonlar› haz›rlan›r (tablo

3). Daha sonra ki inokulasyon, inkübasyon ve de¤erlendirme aflamalar› indirekt

testtekine benzer. Hasta tedavi alan ve tedavi baflar›s›zl›¤› söz konusu olan bir

hasta ise, yayma sonuçlar›n› dikkate almaks›z›n mutlaka dilue edilmemifl hasta

örne¤i de test edilir. Çünkü mikroskopide görülen basillerin tamam› kültürde

üremeyecektir.
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‹nokulasyon ve ‹nkübasyon:

• Antibiyotik duyarl›l›¤› test edilecek her bir mikroorganizma için; iki set test

besiyeri (I ve II nolu plaklar›n her birinden 2’fler ) oda ›s›s›na getirilir. Plak

yüzeylerinin kuru olmas›na dikkat edilir.

• Petri plaklar› hasta kültür numaras› ve dilüsyon oranlar›n› gösterecek flekilde

(setlerden birini 10-2 di¤erini 10-4 ) iflaretlenir.

• Önce I nolu setin her bir bölmesine önceden haz›rlanm›fl olan 10-2 basil

dilüsyonundan steril bir pipet kullanarak 0.1’er ml inokule edilir (veya pastör

pipeti kullan›larak her bölmeye 3’er damla damlat›l›r).

• Sonra II nolu set için ayn› ifllem 10-4 dilüsyon ile tekrarlan›r.

• ‹nokulumun saf olup olmad›¤›n› kontrol etmek amac›yla dilue edilmemifl

süspansiyondan 1-2 damla bir adet kanl› agar besiyerine de ekim yap›l›r.

• ‹nokulumun besiyerlerine absorbe olmas› için ‹nokule edilen plaklar› agarl›

taraf› afla¤›da olmak üzere oda ›s›s›nda yaklafl›k 1 saat süreyle bekletilir (kapaklar

hafif aral› flekilde steril kabin içinde bekletmek damlalar›n kurumas›n›

kolaylaflt›rabilir). Bu ifllem esnas›nda, formaldehit oluflumunu önlemek için,

plaklar› ›fl›ktan korunmal›d›r.

• Her bir petri pla¤› ayr› bir CO2 geçirgen polietilen torbaya yerlefltirilir ve

36oC’de % 5-10 CO2’li ortamda inkübasyona b›rak›l›r.

Plaklar›n Okunmas› ve Yorumlama:

• ‹nkübasyonun ilk 7 günü kontaminant bakteri varl›¤› yönünden kanl› agar

incelenir. Kontaminasyon saptan›rsa, test tekrar edilir.

• Test besiyerlerinde ise antibiyotiksiz kontrol bölmeleri üç hafta boyunca her

hafta incelenir. Üçüncü hafta sonunda üreme yetersizse, test tekrar edilmelidir.

• Üç haftadan önce kontrol bölmesinde 50 koloni üzerinde üreme (+1 veya

daha fazla) görülürse test de¤erlendirilebilir ve dirençli sonuçlar rapor edilebilir.

Fakat duyarl› sonuçlar› rapor etmek için üç hafta beklemek gerekir. Üçüncü

haftadan sonra plaklar de¤erlendirilmemelidir. Dördüncü haftadan sonra beliren

koloniler direnci göstermeyebilir.

• ‹nkübasyon sonunda tüm kadranlardaki kolonileri say›l›r ve tablo 4’e göre

kantite edilir ve bir kay›t formuna kaydedilir. Mikroskopik inceleme ile görülebilen

mikrokoloniler var ise, not edilir.
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• Afla¤›daki formül ile direnç oran› hesaplan›r.

Direnç oran› (%)  = ‹laçl› bölmedeki koloni say›s›  X 100

kontrol bölmesindeki koloni say›s›

• Direnç oran›�%1 ise sonuç dirençli; <%1 ise duyarl› olarak yorumlan›r.

• Kontrol kadran›nda say›labilir düzeyde kolonisi olan ve 50’den fazla kolonisi

olan dilüsyonun sonucunu yorumlan›r ve karfl›laflt›rma ayn› dilüsyonlar aras›nda

yap›lmal›d›r.

• Fakat 10–2 dilüsyon ekim yap›lm›fl kontrol bölmesinde say›lamayacak kadar

koloni varsa (+3,+4) ve 10–4 dilüsyon ekim yap›lm›fl kontrol bölmesinde 50’den

az koloni varsa, 10–4 dilüsyon ekim yap›lm›fl kontrol bölmesindeki koloni say›s›

100’le çarp›l›p 10–2 dilüsyon ekim yap›lm›fl kontrol bölmesindeki koloni say›s›

hesaplanabilir.

• Tüm kontrol bölmelerinde koloni say›m›n›n 4+ oldu¤u dilüsyonlar dikkatle

de¤erlendirilmelidir, bu durumda mikroorganizma tüm antibiyotiklere duyarl›

ise, sonucu bildirilir, herhangi bir antibiyoti¤e direnç söz konusu ise, yo¤un bir

inokulum kullan›lm›fl olabilir, test tekrar edilir.

Kalite Kontrol:

Her yeni besiyeri ve her yeni antibiyotik solüsyonu haz›rland›¤›nda veya en

az›ndan haftada bir kez, tüm ilaçlara duyarl› oldu¤u bilinen M tuberculosis H37Rv

(ATCC 27294) kalite kontrol suflu ve tüm ilaçlara dirençli oldu¤u bilinen bir

laboratuvar suflu da test edilmelidir. H37Rv suflu test sonucunda tüm anti tüberküloz

ilaçlara karfl› duyarl› olmal›d›r.

II. LÖWENSTE‹N-JENSEN (LJ) BES‹YER‹NDE PROPORS‹YON YÖNTEM‹

Prensip:

Proporsiyon yönteminin prensibini temel alan bu test NCCLS taraf›ndan

önerilmemekle birlikte, ekonomik olmas› nedeniyle DSÖ taraf›ndan önerilen ve

tüm dünyada halen yayg›n olarak kullan›lan bir yöntemdir.

Antibiyotik Solüsyonlar›n›n Haz›rlanmas›:

Antibiyotiklerin stok solüsyonlar›n›n haz›rlanmas› ve saklanmas› agar proporsiyon

yönteminde anlat›ld›¤› gibidir. Ancak antibiyotiklerin besiyerlerine eklenmeden
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önce stok solüsyonlar›ndan haz›rlanan çal›flma konsantrasyonlar› ve besiyerlerine

eklenen miktarlar› farkl›d›r (tablo 5).

‹laçl› ve ‹laçs›z LJ Besiyerinin Haz›rlanmas›:

Afla¤›da 1600ml’lik Löwenstein-Jensen (L.J) besiyerinin haz›rlanmas› örnek olarak

verilmifltir. Besiyeri haz›rlarken gerekli olan miktar hesap edilip ona göre haz›rl›k

yap›lmal›d›r.

Tuz solusyonu:

Monopotasyum fosfat.......2400 mg

Magnezyum sulfat.............240 mg

Magnezyum sitrat..............600 mg

L- Asparajin......................3600 mg

Gliserin.................................12 ml

Saf su.................................600 ml

• Tuz solüsyonu bir balona konulup su banyosunda er iti l i r .

• 115º C’de 20 dk steril edilir.

• 25 adet temiz, taze iri boy yumurta al›n›r. Sabunlu su ile iyice f›rçalanarak

temizlenir. Yumurtalar genifl bir kap içinde varsa U.V. lamba alt›nda 45 dk steril

edilir (veya %70’likl etanolde 15 dk b›rak›l›r). Sonra büyükçe, a¤z› kapat›labilen,

steril bir balona steril huni yard›m› ile k›r›larak konur. Homojen oluncaya kadar

kuvvetlice çalkalan›r.

• Daha önce haz›rlanm›fl ve steril edilmifl tuz solüsyonuna önce %2’lik malaflit

yeflili 20-25ml ilave edilir.

Daha sonra homojen edilmifl 1000 ml yumurta temiz steril bir tülbent veya gazl›

bez ile tuz solüsyonu içine süzülür. Böylece ana LJ besiyeri elde edilmifl olur.

• Biri kritik konsantrasyon olmak üzere her bir ilaç için üç farkl› konsantrasyonda

ilaçl› besiyeri dökmek için (Ör: INH 0.1 + INH 0.2 + INH 1.0); üzerleri etiketlenmifl

üç balon jojeye 500’er ml besiyeri paylaflt›r›l›r.

• Her birine tablo 5’de belirtilen miktarlarda ilac›n çal›flma konsantrasyonundan

eklenir. Tüm ilaçlar için ayn›  ifllem tekrarlan›r.

• Ayr›ca 1000ml’lik bir besiyeri ilaçs›z kontrol besiyeri olarak b›rak›l›r.

• Balonlar iyice çalkalan›p homojen olmas› sa¤land›ktan sonra üzeri etiketlenmifl,

steril, vida kapakl› tüplere (16X160mm), her birine 5-7 ml olacak flekilde, aseptik

flartlarda da¤›t›l›r.
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• Tüpler koagülatörde 78-80º C’de 1 saat (veya 85º C’de 45 dk) koagüle edilir.

• 18-24 saat 37º C’de sterilite kontrolü yap›ld›ktan sonra 2-8º C bir ay saklanabilir.

Not: Proporsiyon yönteminde dirence karar verirken kritik konsantrasyondaki

üreme esas al›n›r. Di¤er konsantrasyonlar direncin derecesini belirlemede kullan›l›r.

‹fl yo¤unlu¤unu yüksek oldu¤u durumlarda testi daha pratik hale getirmek için

sadece kritik konsantrasyonlar test edilebilir (INH’›n yüksek konsantrasyonu da

önerilmektedir). Tablo 5’de LJ besiyeri ile proporsiyon yönteminde kritik

konsantrasyonlar ve önerilen di¤er konsantrasyonlar görülmektedir.

‹nokulum Haz›rlanmas›:

‹nokulum haz›rlanmas› agar proporsiyon yönteminde anlat›ld›¤› gibidir. Fakat

indirekt yöntemde basil süspansiyonunun 10-3 ve 10-5 dilüsyonlar› önerilmektedir.

Bu dilüsyonlar› haz›rlamak için, Mc Farland no 1 bulan›kl›¤›ndaki basil

süspansiyonundan 1ml’si 9 ml steril distile suya eklenir, bu ifllem seri dilüsyonlar

fleklinde 5 kez tekrarlan›r ve10-1,10-2 ,10-3 ,10-4 ,10-5 dilüsyonlar elde edilir. Her

bir dilüsyondan sonra tüp vortekslenmelidir. Sonra 10-3 ve 10-5 dilüsyonlar›

inokulasyon için kullan›l›r.

‹nokulasyon ve ‹nkübasyon:

• 10-3 (1/1000) ve 10-5 (1/100000) dilüsyonlardan, 2’fler adet ilaçs›z kontrol

besiyerine ve 1’er adet ilaçl› besiyerlerine 0.2 ml ekilir. Ekimler steril, tüberkülin

enjektörü, otomatik pipet veya pastör pipeti ile yap›labilir.

• Ekilen tüpler basillerin yüzeye yay›labilmesi için etüve yat›k olarak konulur.

‹nokulumun buharlaflabilmesi için kapaklar hafifçe gevflek b›rak›l›r.

• 24-48 saat sonra kapaklar s›k›ca kapat›l›p, 36 ± 1º C’de inkubasyona b›rak›l›r.

Sonuçlar›n De¤erlendirilmesi:

De¤erlendirme agar proporsiyon yönteminde anlat›lana benzer flekildedir. Basil

dilüsyonunda amaç say›labilecek koloni elde etme esas›na dayan›r. ‹ndirekt

testlerde bu dilusyon 10-5 olabilece¤i gibi 10-3 de olabilir. De¤erlendirmede

de¤iflik tüplerdeki koloniler say›l›r, bu say›mlara göre dirençli basil oran› saptan›r.

Ç›kan sonuçlar›n her biri o ilaç için saptanm›fl olan kritik proporsiyon ile karfl›laflt›r›p

o ilaca karfl› duyarl› yada dirençli oldu¤una karar verilir. LJ ile proporsiyon

yönteminde farkl› olarak baz› primer ve sekonder ilaçlarda kritik proporsiyon

%1’de¤il %10 olarak belirlenmifltir (tablo 6).
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DSÖ’ sonuçlar›n 28. ve 40. günlerde okunmas›n› önermifltir. DSÖ’nün bu rehberinde

28. günde dirençli koloni oran› KP’dan yüksek ise dirençli olarak rapor

edilebilece¤ini; yine 28. günde kontrol besiyerinde yeterli üreme olmas›na ra¤men,

en yo¤un dilüsyon (10-3) inokule edilmifl olan, ilac›n en düflük konsantrasyonundaki

besiyerinde üreyen koloni yok ise duyarl› olarak rapor edilebilece¤ini; bu iki

durum d›fl›ndaki tüm sonuçlar›n 40. günde de¤erlendirilmesi gerekti¤ini bildirmifltir.

III. BACTEC 460 TB (radyometrik) ANT‹B‹YOT‹K DUYARLILIK TEST YÖNTEM‹

Prensip: Mikobakteriler antibiyotik içeren ve içermeyen Bactec 12B

(Middlebrook 7H12) fliflelerine ekilir ve 37oC’de inkübe edilir. Kontrol fliflesine

ekilen mikroorganizma say›s› ilaç içeren flifleye göre 100 kat azd›r. fiifleler günlük

olarak Bactec 460 cihaz›nda okunur. Antimikobakteriyel inhibisyon olmad›¤›nda,

mikobakteriler ürer ve besiyerindeki 14C iflaretli substrat› kullan›r. Böylelikle

14CO2 oluflur ve Bactec 460 cihaz›nda Growth Index (GI) terimiyle kantitatif

olarak ölçülür. Duyarl›l›k sonuçlar›, kontrol ve ilaç içeren fliflelerin günlük GI de¤eri

art›fllar›n›n karfl›laflt›r›lmas›yla yorumlan›r. Antitüberküloz ilaç içeren besiyerinde;

duyarl› mikobakterilerin üremesi inhibe olur ve bu GI okumalar›yla kaydedilen

günlük 14CO2 üretiminde artmama veya azalmayla sonuçlan›r. Mikobakteriler

test edilen ilaca dirençliyse, üremenin inhibisyonu söz konusu olmayacak ve GI

günlük olarak artacakt›r. Günlük GI de¤erindeki art›fl, test kültürünün dirençlilik

derecesiyle orant›l›d›r.

Tüberküloz basillerinin duyarl›l›k testi direk veya indirek yöntemle yap›labilir.

Direkt testte, yayma pozitif ifllenmifl hasta örne¤i direkt olarak antibiyotikli ve

antibiyotiksiz besiyerlerine ekilir. ‹ndirek testte ise, primer izolasyon besiyerinde

üreyen mikroorganizman›n saf kültürü test edilir.

‹ND‹REKT DUYARLILIK TEST YÖNTEM‹

Antibiyotik solüsyonlar›n›n haz›rlanmas›:

Antibiyotikler (streptomisin, izoniazid, rifampin ve ethambutol) Bactec SIRE kiti

olarak, liyofilize halde üretici firma taraf›ndan sa¤lanmaktad›r. Liyofilize halde

bulunan bu ilaç flifleleri suland›r›larak stok solüsyonlar haz›rlan›l›r.
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• Her liyofilize antibiyotik fliflesinin kapa¤›n› alkollü pamukla silin.

• Her liyofilize antibiyotik fliflesine 5 ml steril distile deiyonize su ekleyin ve

tamamen çözünene kadar kar›flt›r›n.

• Antimikrobiyal ajanlar›n dilüsyon flemas› ve Bactec 12B besiyerindeki son

konsantrasyonlar› tablo 7’de görülmektedir.

• Stok solüsyonlar ufak miktarlar halinde 2- 8oC’de 3 gün, -5 ila -20 oC aras›nda

3 aya kadar, -70 oC’de 6 aya kadar saklanabilir.

Antibiyotikl i ve antibiyotiksiz 12B flifleler inin haz›r lanmas› :

• Her bir antibiyotik duyarl›l›k testi için befl adet Bactec12B fliflesi ve bir adet

Bactec dilüsyon s›v›s› (DF) fliflesi haz›rlay›n.

• Tüm fliflelerin üzerine hasta kültür numaras›n› yaz›n.

• Befl adet 12B fliflesinin birine kontrol, dördüne ise çal›fl›lacak dört antibiyoti¤in

ismini yaz›n (S,I,R,E ve K)

• SM ve EMB’nin daha önce haz›rlanm›fl olan stok solüsyonlar›n›n 1ml’si aseptik

flartlarda 2ml steril distile su içine ilave edilerek 1/3 dilüe edin.

• Her birinin üzerinde antibiyoti¤in ismi yazan dört ayr› Bactec 12B fliflesine,

INH ve R‹F için direkt stok solüsyondan, SM ve EMB için dilüe edilmifl stok

solüsyondan 0.1ml.yi, tek kullan›ml›k tüberkülin enjektörüyle ekleyin. Her ilaç

için ayr› bir enjektör kullan›n.

• Kontrol fliflesine herhangi bir antibiyotik eklemeyin.

• Hiçbir zaman 12B fliflesine 0.1ml’den fazla miktarda antibiyotik solüsyonu

eklemeyin. Daha yüksek konsantrasyonlarda çal›flmak isterseniz antibiyotik stok

solüsyonunu daha yüksek konsantrasyonda haz›rlayabilirsiniz. Böylece 12B’ye

ilave edece¤iniz miktar yine 0.1ml olarak kalmal›d›r.

• Antibiyotik eklenen 12B fliflesi 2-8oC’de saklanarak 7 gün içinde kullan›labilir.

‹nokulum haz›rlanmas›:

‹ndirek duyarl›l›k test yönteminde, laboratuvar›n kapasitesi ve çal›flma flekline

göre günlük (haftan›n 7 günü) veya hafta içi (hafta sonu dahil olmayan) iki ayr›

program vard›r. Bu iki programda inokulasyon yo¤unlu¤u, inkübasyon süresi ve

fliflelerin okutulmas›nda farkl›l›klar vard›r.

‹ndirekt duyarl›l›k test yönteminde inokulum haz›rlarken örnek olarak Bactec

12B besiyeri, di¤er bir s›v› besiyerleri (MiddleBrook7H9 gibi) veya bir kat›

besiyerlerinde (LJ, M7H10 veya M7H11) üremifl saf kültürler kullan›labilmektedir.
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Pozitif Bactec 12B fliflesinden inokulum haz›rlanmas›;

• E¤er primer izolasyon fliflesi kullan›lacaksa, GI de¤eri 10’un üzerine ç›kt›¤›nda

flifleleri günlük olarak test ederek, GI de¤erinin >500 olmas›n› bekleyin ve bunu

inokulum olarak kullan›n veya GI >300 olunca bir gün daha inkübe edin ve

inokulum olarak kullan›n.

• E¤er 12B fliflesine subkültür yap›ld›ysa, ayn› flekilde GI de¤eri >500 olana kadar

flifleleri günlük olarak okutun.

• GI de¤eri >800 ise, 1ml pozitif kültürü 1ml DF içine ekleyerek dilue edin ve

bunu inokulum olarak kullan›n.

• E¤er hafta sonu dahil olmayan program uygulan›yorsa, GI de¤eri 500’ü geçen

flifleyi buzdolab›nda cumaya kadar saklay›n (1 hafta içinde kullan›n).

MiddleBrook 7H9 besiyerindeki üremeden inokulum haz›rlanmas›;

Besiyerinin bulan›kl›¤›n› DF ile hafta sonu dahil olmayan program için McFarland

0.5’e, günlük program için McFarland 1.0’e ayarlay›n, inokulum olarak kullan›n.

(kültür 1-4 haftal›k olmal›d›r)

Kat› besiyerindeki üremeden inokulum haz›rlanmas›;

Üreme saptand›ktan sonra 4 haftadan uzun süre geçmemifl kültürler kullan›lmal›d›r.

• Kat› besiyerinde üremifl koloniler sert bir öze yard›m›yla kaz›narak al›n›r ve

içinde 6-8 adet cam boncuk bulunan 3 ml DF’de emulsifiye edilir.

• 1-2 dakika süreyle vortekslenir.

• Büyük partiküllerin çökmesi için 30 dk süreyle tüp bekletilir.

• Süpernatant steril pastör pipeti yard›m›yla bofl bir steril cam tüpe al›n›r.

• Bu süspansiyonun üzerine DF ekleyerek bulan›kl›¤›n›, hafta sonu dahil olmayan

program için McFarland 0.5’e, günlük program için McFarland 1.0’e ayarlay›n.

‹nokulasyon ve inkübasyon;

• Antibiyotik duyarl›l›k testlerinde kullan›lacak tüm 12B fliflelerini Bactec 460

cihaz›nda test ederek fliflelerin içinde % 5’lik CO2 ortam› sa¤lay›n.

• Dört adet antibiyotikli, bir adet antibiyotiksiz kontrol besiyerini ve bir adet

Bactec DF fliflesini s›ralay›n.

• fiiflelerin lastik kapaklar›n› alkollü pamukla silerek dezenfekte edin.

• ‹nokulum süspansiyonunu iyice kar›flt›r›n ve bir tüberkülin enjektörü ile ilaç

içeren dört adet 12B fliflesine 0.1 ml inokule edin.
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• 5 Ayr›ca yine 0.1 ml bu süspansiyondan 9.9 ml BACTEC DF fliflesine ekleyin ve

kar›flt›r›n. Böylece standardize edilmifl inokulum süspansiyonunu DF ile 1/100

oran›nda dilue edin.

• DF ile 1/100 oran›nda dilue edilmifl süspansiyondan 0.1 ml’yi kontrol fliflesine

inokule edin.

• Birkaç damla inokulum süspansiyonunu, bir adet kanl› agar ve bir adet M7H10

veya M7H11 agar pla¤›na subkültüre edin.

• Her fliflenin lastik kapa¤›n› dezenfektan emdirilmifl pamukla ve peflinden

alkollü pamukla silin

• fiifleleri 37±1oC’de karanl›kta inkübe edin.

Sonuçlar›n okunmas›:

Sonuçlar› okumadan önce kanl› agar ve M7H10 veya M7H11 plaklar›n›

kontaminasyon yönünden inceleyin. Kontaminasyon saptanmaz ise günlük ya

da haftasonu dahil olmayan programa göre sonuçlar› okuyup, sonuçlar› kay›t

formuna iflleyin.

 Günlük programda;

• fiifleleri hafta sonu ve tatiller dahil olmak üzere günlük olarak okutun.

• Her gün yaklafl›k olarak ayn› saatte (±2 saat) okutun.

• En az 4 gün okutun.

• Kontrol fliflesinin GI de¤eri >30 ise sonuçlar yorumlanabili r.

• Kontrol fliflesinin GI de¤eri bir iki gün içinde >30 olursa, muhtemelen inokulum

çok yo¤undur. Testi tekrar edin.

• Kontrol fliflesinin GI de¤eri 3. okutmada >30 olursa, sonuçlar› yorumlamadan

önce bir gün daha inkübe edin.

• Kontrol fliflesinin GI de¤eri 14 günlük inkübasyondan sonra 30’a ulaflmazsa,

testi tekrar edin.

 Hafta sonu dahil olmayan programda;

• Testi Cuma günü yap›n.

• Pazartesinden itibaren günlük ve yaklafl›k olarak her gün ayn› saatte (±2 saat)

okutun

• En az 3 gün okutun.

• Kontrol fliflesinin GI de¤eri Pazartesi günü >30 olursa, muhtemelen inokulum

çok yo¤undur. Testi tekrar edin.
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• Sal› günü kontrol fliflesinin GI de¤eri >30 olursa, çarflamba günü de okuttuktan

sonra, sonuçlar› yorumlay›n. Pazartesi gününe ait GI de¤erini dikkate almay›n.

• Kontrol fliflesinin GI de¤eri 14 günlük inkübasyondan sonra 30’a ulaflmazsa,

testi tekrar edin.

Yorumlama:

• Kontrol ve ilaç içeren fliflelerin, bir gün önceyle karfl›laflt›rarak, günlük GI

farkl›l›klar›n› (�GI) hesap edin.

• Sonuçlar› afla¤›daki gibi yorumlay›n;

kontrol fliflesinin �GI > ilaçl› fliflenin �GI = duyarl›

kontrol fliflesinin �GI < ilaçl› fliflenin �GI = dirençli

kontrol fliflesinin �GI � ilaçl› fliflenin �GI = s›n›rda veya k›smi dirençli

• ‹laç içeren fliflenin GI de¤eri 500’ü geçer ve bir sonraki gün de 500’ün üzerinde

kal›rsa, �GI’e bakmaks›z›n, sonucu dirençli olarak yorumlay›n (kontrol fliflesinden

inokulumun yo¤un olmad›¤›n› kontrol ederek inokulumun yo¤un olmad›¤›ndan

veya bir kontaminasyon olmad›¤›ndan emin olun).

• S›n›rda sonuçlar söz konusuysa, flifleleri ek olarak 2-3 gün daha okutun. Bu

ek okumalar duyarl› veya dirençli yönünde bir trendin yakalanmas›na neden

olacakt›r.

Kalite kontrol;

Her antibiyotik duyarl›l›k test gününde M tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) kalite

kontrol suflunu da test edin. Bu sufl test sonucunda tüm primer ve sekonder

antitüberküloz ilaçlara karfl› duyarl› olmal›d›r. M tuberculosis H37Rv içeren kontrol

fliflesi 3- 5 gün içinde 30’dan büyük bir GI de¤erine ulaflmal›d›r. Kalite kontrol

suflunun sonuçlar› uygun de¤ilse, afla¤›daki parametreleri gözden geçirin.

Kontrol fl ifles inin GI 30 de¤erine ulaflmas›nda gecikme varsa ;

• ‹nkübasyon ›s›s›n›n 37±1oC oldu¤undan,

• Suflun canl›l›¤›ndan,

• ‹nokulum dilüsyonunun do¤ru yap›ld›¤›ndan emin olun.

M tuberculosis H37Rv her hangi bir ilaca dirençli bulunursa;

• Tam dirençliyse, besiyerinde antibiyotik olmayabilir veya kontamine olmufl

olabilir.

• K›smi dirençliyse, antibiyotik aktivitesini kaybetmifl olabilir veya inokulum

çok yo¤un olabilir.
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D‹REKT DUYARLILIK TEST YÖNTEM‹ :

ARB yayma pozitif tüm hasta örneklerine uygulanabilir. Hasta örne¤indeki basil

say›s›na ba¤l› olarak 4-21 gün içinde sonuç verir. Primer izolasyon besiyeriyle ayn›

gün ekim yap›l›r. Tüm direkt test sonuçlar› indirekt testle do¤rulanmal›d›r.

• Sadece izoniazid, rifampin, streptomisin ve ethambutolü test edin.

• ‹nokulasyon öncesi kontrol ve antibiyotik içeren fliflelere 0.1ml Bactec PANTA

(Polimiksin B, Amfoterisin B, Nalidiksik asit, Trimetoprim ve Azlosilin) antibiyotik

kar›fl›m› ekleyin.

• Homojenize, dekontamine ve konsantre edilmifl, ARB’si pozitif, iyice kar›flt›r›lm›fl

primer hasta örne¤inin 0.1ml.sini antibiyotik içeren dört adet 12B fliflesine direkt

olarak inokule edin.

• Ayr›ca hasta örne¤ini DF s›v›s›yla 1:10 dilue edip iyice kar›flt›rd›ktan sonra,

0.1ml kontrol fliflesine inokule edin.

• Her 2-3 günde bir okutarak, 37±1oC’de üç haftaya kadar inkübe edin (yayma

pozitifli¤i yüksek düzeyde olan örnekleri her gün okutun).

• Kontrol fliflesinin GI de¤eri > 10 oldu¤unda, flifleleri her gün okutun

• Kontrol fliflesinin GI de¤eri > 20 oldu¤unda, sonuçlar› yorumlay›n.

• Kontrol fliflesinin GI de¤eri 21 günlük inkübasyonla >20 olmaz ise, testi

yorumlamay›n.

• ‹ndirekt testte belirtilen kriterlere göre sonucu yorumlay›n ve rapor edin.

Rapora “sonuçlar, direk hasta örne¤inin test edilmesiyle elde edilmifltir” fleklinde

bir not koyun.

• ‹zolat›n tüberküloz basili oldu¤u do¤rulanmadan, duyarl›l›k test sonuçlar›n›

rapor etmeyin.

• Kalite kontrol için, indirekt testte belirtilenler direkt testte de geçerlidir.

BACTEC 460 PZA (P‹RAZ‹NAM‹D) DUYARLILIK TEST‹

Pirazinamid (PZA), tüberküloz basillerine karfl› sadece düflük pH’da aktif olan bir

antimikrobiyal ajand›r. Bactec PZA yönteminde, test pH 6.0’da yap›l›r.

PZA solüsyonunun haz›rlanmas›:

• Bactec Liyofilize PZA, 5 ml Bactec Reconstituting Fluid (RF) ile suland›r›l›r

(4.000 μg/ml).

• PZA stok solüsyonu ufak miktarlara bölünüp, S‹RE stok solüsyonlar› gibi

saklanabilir.
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PZA içeren besiyerinin ve kontrol besiyerinin haz›rlanmas›:

• Bactec PZA duyarl›l›k test besiyerine, RF ile suland›r›lm›fl olan PZA solüsyonundan

tüberkülin enjektörü ile 0.1 ml, eklenir (pH 6.0) (final PZA konsantrasyonu 100

μg/ml).

• Kontrol besiyerine Bactec RF s›v›s›ndan 0.1 ml eklenir. (RF üremeyi kolaylaflt›r›c›

bir madde olan POES (polyoxyethylene sterearate) içerir, bu nedenle inokule

edilecek tüm fliflelerde bu RF bulunmal›d›r.

‹nokulum haz›rlanmas›:

• Afla¤›da belirtilen besiyerlerinden herhangi birindeki üremeden 0.1 ml’yi, 0.1

ml Bactec RF eklenmifl Bactec 12B besiyerine subkültüre edin.

- GI de¤eri 300-999 aras› olan Bactec 12B besiyeri

- Bulan›kl›¤› McFarland 1.0 veya daha düflük olan M7H9 besiyeri

- Kat› besiyerinden haz›rlanm›fl ve bulan›kl›¤› McFarland 1.0’e yak›n süspansiyon

• Karanl›kta 37±1oC’de inkübe edin.

• Subkültürü günlük olarak okutun.

- GI 300 - 500 aras›nda ise, bunu inokulum olarak kullan›n.

-   GI > 500 ise afla¤›daki gibi dilue edin.

a) GI 500 - 599 ise, 1.0 ml 12B besiyeri ekleyin.

b) GI 600 - 699 ise, 1.5 ml 12B besiyeri ekleyin.

c) GI 700 - 799 ise, 2.0 ml 12B besiyeri ekleyin.

d) GI 800 - 899 ise, 2.5 ml 12B besiyeri ekleyin.

e) GI 900 - 999 ise, 3.5 ml 12B besiyeri ekleyin.

-Pik GI de¤erine ulaflt›ktan sonra veya GI  999 okunduktan sonra 1 günden

fazla geçen kültürleri inokulum olarak kullanmay›n.

‹nokulasyon ve inkübasyon:

• tüm fliflelerin lastik kapa¤›n› %70’lik alkolle silin.

• ‹nokulum süspansiyonunu iyice kar›flt›r›n ve bir tüberkülin enjektörü ile PZA

içeren flifleye ve kontrol fliflesine 0.1 ml inokule edin. Kontrol fliesi için inokulumu

dilüe etmeyin.

• Birkaç damla inokulum süspansiyonunu bir adet kanl› agar ve bir adet M7H10

veya M7H11 agara, inokulumun saf olup olmad›¤›n› kontrol etmek için, inokule

edin.
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• 37±1oC’de karanl›kta inkübe edin.

Sonuçlar›n okunmas›:

• Kanl› agar ve M7H10 veya M7H11 plaklar›n› kontaminasyon yönünden

inceleyin.

• fiifleleri günlük olarak okutun.

• Her gün yaklafl›k olarak ayn› saatte (±2 saat) okutun.

• En az 4 gün okutun.

• Kontrol fliflesinin GI de¤eri � 200 ise, sonuçlar yorumlanabilir.

• Kontrol fliflesinin GI de¤eri 14 günlük inkübasyondan sonra 200’e ulaflmazsa,

testi yorumlamay›n.

Not: Haftasonu dahil olmayan program kullan›lacaksa S‹RE için kullan›lan programa

benzer flekilde test Cuma günü yap›l›r, pazartesi gününden itibaren okutulmaya

bafllan›l›r.

Yorumlama:

Sonuçlar› afla¤›daki gibi yorumlay›n;

• PZA fliflesinin GI < kontrol fliflesinin GI’inin % 10 = duyarl›

• PZA fliflesinin GI > kontrol fliflesinin GI’inin % 10 = dirençli

Direnci gösteren sonuçlar 4 günden önce yorumlanabilir, fakat duyarl›l›¤› gösteren

sonuçlar 4 günden önce raporlanmamal›d›r.

Kalite kontrol:

M. tuberculosis H37Rv suflunun üreme kontrolü 3-8 gün içinde GI > 30 de¤erine

ulaflmal›d›r ve PZA’ya tamamen duyarl› olmal›d›r.

IV. BACTEC MGIT 960 S‹STEM‹ ‹LE DUYARLILIK TEST‹

Prensip:

BACTEC MGIT 960 SIRE kiti kültürde izole edilen M. tuberculosis’i test etmek için

nonradyometrik bir duyarl›l›k testidir. BBL MGIT 7-ml mycobacteria growth

indicator tube (MGIT tube) mikobakterilerin üremesini ve saptanmas›n› sa¤layan

modifiye Middlebrook 7H9 broth içerir. MGIT tüpün dibindeki silikon içine floresan

madde gömülüdür. Floresan madde s›v› besiyerinde çözülmüfl oksijen varl›¤›na
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duyarl›d›r. Çözülmüfl oksijenin bafllang›çtaki konsantrasyonu floresan maddeden

floresans yay›l›m›n› bask›lar. Üreyen mikroorganizmalar oksijeni tüketir ve floresan

maddenin floresans yaymas›na neden olur.

BACTEC MGIT 960 SIRE kiti 4-13 günde sonlanan kalitatif bir testtir. Test M.

tuberculosis izolatlar›n›n ilaçl› ve ilaçs›z tüplerdeki üremelerinin karfl›laflt›r›lmas›

esas›na dayan›r. MGIT 960 cihaz› tüplerdeki floresans art›fl›n› sürekli izler. Cihaz

yard›m›yla ilaçl› ve ilaçs›z tüplerdeki floresans analizleri karfl›laflt›r›larak duyarl›l›k

sonuçlar› belirlenir. BACTEC MGIT 960 cihaz› otomatik olarak bu sonuçlar› yorumlar

ve duyarl› ya da dirençli olarak bildirir.

Antibiyotik solüsyonlar›n›n haz›rlanmas›:

Antibiyotikler (streptomisin, izoniazid, rifampin ve ethambutol) Bactec MGIT SIRE

kiti içinde liyofilize halde üretici firma taraf›ndan sa¤lanmaktad›r. Liyofilize halde

bulunan bu ilaç flifleleri suland›r›larak stok solüsyonlar haz›rlan›l›r.

• Her liyofilize antibiyotik fliflesinin kapa¤›n› alkollü pamukla silin.

• Her liyofilize antibiyotik fliflesine 4 ml steril distile su ekleyin ve tamamen

çözünene kadar kar›flt›r›n.

• liyofilize antibiyotiklerin dilüsyon flemas› ve BBL MGIT 7ml besiyerindeki final

konsantrasyonlar› tablo 8’de görülmektedir.

• Özellikle INH için olmak üzere, e¤er bir ilac›n kritik konsantrasyonunda direnç

görülürse, ilac›n daha yüksek bir konsantrasyonu için duyarl›l›k testi yap›lmas›

önerilmektedir. Bu amaçla BACTEC MGIT SM 4.0 ve INH 0.4 kitleri mevcuttur. Bu

konsantrasyonlarda da duyarl›l›k testi yap›lacaksa; bu iki kitteki liyofilize ilaçlar

2 ml steril distile su ile suland›r›lmal›d›r tablo 8. Di¤er prosedür SIRE kiti ile

benzerdir.

Antibiyot ik l i ve ant ibiyot iksi z MGIT tüpler inin haz ›r lanmas› :

• Her test izolat› için 5 tane MGIT tüpünü al›n ve üzerlerini yaz›n (birine GC

(Kontrol), di¤erlerine S, I, R ve E olarak). Tüpleri uygun büyüklükte AST (antibiyotik

duyarl›l›k testi) set tafl›y›c›s›na do¤ru s›rayla yerlefltirin (soldan ilk tüp GC, sonra

SIRE).

• Her tüpe aseptik flartlarda 0.8ml BACTEC MGIT SIRE suplementi ekleyin. Kitin

içinden ç›kan suplementin kullan›lmas› önemlidir.
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• Dört SIRE tüpünün her birine, üzerine yazd›¤›m›z antibiyotik ad›na uygun

flekilde, daha önce haz›rlad›¤›m›z antibiyotik solüsyonlar›ndan bir mikropipet

yard›m› 100 μl pipetleyin (tablo 8).

• Kontrol (GC) tüpüne hiçbir antimikrobiyal a jan eklemeyin.

‹nokulum haz›rlanma:

MGIT yöntemi ile duyarl›l›k testleri M.tuberculosis’in saf kültürlerinden yap›l›r

 Kat› besiyerinden ‹nokulum haz›rlanmas›;

• Cam boncuklu steril bir tüpe 4 ml Middlebrook 7H9 veya MGIT broth koyun.

• Steril bir öze ile olabildi¤ince çok koloniyi kaz›yarak al›n ve 7H9 içinde süspanse

edin.

• Büyük kümeleri da¤›tmak için süspansiyonu 2-3 dakika vorteksleyin.

Süspansiyon bulan›kl›l ›¤› 1.0 McFarland standard›n› geçmelidir.

• Süspansiyonu 20 dakika bekletin.

• Süpernatant› baflka bir kapakl› steril tüpe aktar›n, 15 dk. daha bekletin.

• Süpernatant› yine baflka bir kapakl› steril tüpe aktar ve süspansiyonu 0.5

McFarland standard›na göre ayarlay›n.

• Ayarlanm›fl süspansiyonun 1 ml’sini 4 ml steril serum fizyolojikte dilüe edin

(1/5 dilüsyon)

 Pozitif MGIT tüpünden inokulum haz›rlanmas›;

• Pozitif bir MGIT tüpü, MGIT 960 cihaz›nda pozitif olduktan sonraki gün (1.gün)

dahil 5. güne kadar kullan›labilir.

• Tüpün 5 günden daha fazla bir pozitifli¤i varsa, Growth suplement eklenmifl

yeni bir MGIT tüpüne subkültürü yap›lmal› ve pozitif oluncaya kadar cihazda test

edilmeli, pozitifli¤i takip eden 1-5.günlerde kullan›lmal›d›r.

• Tüpler 1 -2 gündür pozitifse iyice kar›flt›r›l›p, inokulum olarak kullan›l›r.

• Tüpler 3-5 gündür pozitifse iyice kar›flt›r›l›r, 1 ml’si 4 ml SF’de dilüe edilir ve

bu 1/5 dilüe süspansiyon inokulum olarak kullan›l›r.

‹nokülasyon:

• Dört adet ilaçl› MGIT tüpünün her birine (S,I,R,E) inokulum süspansiyonundan

0.5ml pipetleyin.

• 1/100’lük kontrol süspansiyonu haz›rlamak için 9.9ml steril SF içine 0.1ml

organizma süspansiyonu pipetleyin ve iyice kar›flt›r›n.
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• 1/100’lük kontrol süspansiyonundan “GC” olarak etiketlenmifl MGIT tüpüne

0.5ml pipetleyin.

• Tüm tüpleri s›k›ca kapat›n. 3-4 kez hafifçe alt üst ederek kar›flt›r›n.

• MGIT 960 cihaz›na girifl kayd›n› yap›n (BACTEC MGIT 960 cihaz› kullan›m

k›lavuzuna göre)

• ‹nokulum süspansiyonundan %5 koyun kanl› agara 0.1ml ekin, 35-37 oC’de

inkübe edin.

• Bakteriyel kontaminasyon aç›s›ndan kanl› agar pla¤›n› 48.h’te kontrol edin.

Kanl› agar pla¤›nda üreme yoksa teste devam edin, üreme varsa AST (Antibiyotik

Duyarl›l›k Testi) setini at›n ve testi tekrar edin.

Sonuçlar›n yorumlanmas› ve rapor edilmesi:

• ‹laçl› tüpteki floresans kontrol tüpündekinden daha az oldu¤unda, MGIT 960

cihaz› sonucu duyarl› olarak yorumlar.

• ‹laçl› tüpteki floresans kontrol tüpündekine eflit oldu¤unda, cihaz sonucu

dirençli olarak yorumlar.

• MGIT 960 cihaz›n›n yorumu esas al›narak sonuç “duyarl›” veya “dirençli”

olarak rapor edilir.

• Test sonucunun etkilenebilece¤i baz› durumlar oldu¤unda, duyarl›l›k yorumu

olmaks›z›n cihaz sonucu hata (X) olarak verir. Bu durumda sonuç rapor edilmez

• Raporda test yöntemi, ilaç ve konsantrasyonlar bulunmal›d›r.

Uyar›lar:

• BACTEC MGIT 960 duyarl›l›k testi test edilen izolat›n duyarl›l›k derecesini

yorumlamaz. Sonuçlar test edilen ilaç ve konsantrasyon için S (duyarl›) ya da R

(dirençli) olarak rapor edilir.

• STR, INH, RIF, EMB için BACTEC MGIT 960 SIRE testinde kullan›lan kritik

konsantrasyonlar, yanl›fl duyarl› sonuçlardan kaç›nmak için, proporsiyon yönteminde

kullan›lan konsantrasyonlardan biraz daha düflüktür. Önerildi¤i gibi daha yüksek

konsantrasyonlarda da test etmek izolat›n düflük düzey direncini saptama olas›l›¤›n›

art›racakt›r.

• BACTEC MGIT 960 duyarl›l›k testi sadece BACTEC MGIT 960 cihaz› ile

uygulanabilir. AST seti manuel olarak okunamamaktad›r. M. tuberculosis’in

sadece saf kültürü kullan›lmal›d›r. Kontamine olan veya çok say›da mikobakteri
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türü içeren kültürler yanl›fl sonuçlar verebilir ve test edilmemelidir. Klinik

örneklerden direkt test önerilmemektedir. Kat› besiyerinden yap›lan süspansiyonlar

standardize edilmeden çöktürmek için bekletilmelidir. Kat› besiyerinden haz›rlanan

inokulum görsel olarak 0.5 McFarland bulan›kl›l›k standart›na ayarlanmal›d›r; bu

yap›lmad›¤›nda yanl›fl sonuçlar al›nabilir veya cihaz hata verebilir.

• ‹laçl› tüplere ve kontrol tüpüne inokule edilen organizma süspansiyonunun

yukar›da önerilen dilüsyonlar› kullan›lmad›¤›nda yanl›fl sonuçlar verebilir.

• ‹laçlar›n uygun volümde steril distile su ile suland›r›lmamas› yanl›fl sonuçlar

verebilir.

• ‹nokule edilen tüplerin iyice kar›flt›r›lmas› önemlidir. Tüplerin yeterince

kar›flt›r›lmamas› yanl›fl dirençli sonuçlara yol açabilir.

• AST set rak›na AST setinin do¤ru s›ra ile konulmamas› hatal› sonuçlar verebilir.

‹laç tan›m›na uygun AST set rak›n›n seçilmemesi geçersiz veya yanl›fl sonuçlarla

sonuçlanabilir.

• AST setinin cihaz içine do¤ru flekilde yerlefltirilmemesi bir isimsiz durum olarak

sonuçlanacakt›r, 8h içinde sorun çözülmelidir. Sorun 8h’de çözülmez ise, AST seti

at›lmal› ve tekrar edilmelidir.

AST setinde SIRE suplementi kullan›lmamas› yanl›fl sonuçlar verebilir. AST setine

BACTEC MGIT 960 growth suplementi eklemeyin.

Kalite kontrol:

• MGIT 960 SIRE kit fliflelerinin gelen her yeni parti veya lot numaras›nda , M.

tuberculosis ATCC 27294 kalite kontrol (QC) sufllar› test edilmelidir. Ayr›ca duyarl›l›k

testi yap›laca¤› her hafta ayn› kalite kontrol sufllar› çal›fl›lmal›d›r.

• Kalite kontrol stok sufllar› -70 C’de saklan›r.

• Kalite kontrol testi, test edilecek ilaç kitleri için “duyarl›l›k test prosedürü”

aç›klamalar›na uyularak uygulanmal›d›r.

• 4-13 gün içinde kalite kontrol suflu GC tüpünde pozitif sonuç vermeli ve tüm

antibiyotiklere duyarl› olmal›d›r. Uygun sonuçlar al›nmaz ise test tekrar edilir.

BACTEC MGIT 960 PZA (P‹RAZ‹NAM‹D) DUYARLILIK TEST‹

Prensip:

BACTEC MGIT 960 PZA kiti de SIRE kiti ile benzer prensiple çal›flan, pirazinamid

(PZA) duyarl›¤›n› 4-21 günde test eden kalitatif bir testtir. PZA testi genel
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yöntemlerin modifikasyonunu gerektirir, çünkü PZA in vitro sadece daha düflük

pH de¤erlerinde aktiftir. MGIT 960 PZA besiyeri, pH’› 5.9’a düflürülmüfl modifiye

Middlebrook 7H9 broth içerir.

Antibiyotik solüsyonlar›n›n haz›rlanmas›:

BACTEC MGIT 960 PZA kiti içinden ç›kan liyofilize PZA, daha önce anlat›lan MGIT

SIRE duyarl›l›k testindeki gibi suland›r›l›r. Tek fark suland›r›m için 2.5ml distile

su kullan›lmas›d›r (tablo 8).

Antibiyotikl i ve ant ibiyotiksi z MGIT tüpler inin haz ›r lanmas› :

• Her test izolat› için 2 tane BACTEC MGIT PZA tüpünün üzerini “GC” ve “PZA”

olarak yaz›n. Tüpleri iki tüplük AST tafl›y›c›s›na do¤ru s›rayla yerlefltirin (firma

önerilerine göre).

• Her tüpe aseptik flartlarda 0.8ml BACTEC MGIT PZA suplementi ekle. Do¤ru

suplementin kullan›lmas› önemlidir.

• Bir mikropipet kullanarak, aseptik flartlarda, etiketine uygun MGIT tüpüne

(PZA) 8.000μg/ml’lik MGIT PZA’dan 100μl pipetleyin.

• Kontrol tüpüne antimikrobiyal ajan eklemeyin.

‹nokulum haz›rlanmas›:

MGIT SIRE duyarl›l›k testinde anlat›ld›¤› gibidir.

‹nokülasyon:

‹laçl› tüplerin inokülasyonu MGIT SIRE duyarl›l›k testinde anlat›ld›¤› gibidir. Fakat

kontrol tüpü için 1/100’lük de¤il 1/10’luk kontrol süspansiyonu haz›rlay›n. 1/10’luk

kontrol süspansiyonu haz›rlamak için 4.5ml steril SF içine 0.5ml inokulum

süspansiyonu pipetleyin, iyice kar›flt›r›n. “GC” olarak etiketlenmifl tüpe 1/10’lük

kontrol süspansiyonundan 0.5ml pipetleyin.

Tafl›y›c›da kontrol tüpünün pozisyonunun soldan ilk tüp oldu¤undan emin olun.

AST setinin cihaza giriflini yaparken, iki tüplük AST set tan›m›nda ilaç olarak

PZA’y› seçin.

Sonuçlar›n yorumlanmas› ve rapor edilmesi:

S‹RE yorumunun %1 proporsiyon düzeyinde yap›ld›¤› gibi, PZA’da direnç %10

proporsiyon düzeyinde rapor edilir.
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Sadece PZA’ya direnç (Monoresistance) nadirdir. Sadece PZA direnci bulunmufl

ise, M. tuberculosis’in safl›¤›n›, identifikasyonunu ve di¤er parametreleri kontrol

ederek sonuçlar› do¤rulay›n.

Uyar›lar:

• PZA duyarl›l›k testtinde NCCLS, referans yöntem olarak BACTEC 460 TB

yöntemini önermektedir. Nonradyometrik BACTEC MGIT 960 PZA kiti, BACTEC

460 TB yöntemini ile yaklafl›k ayn› sürede duyarl›l›k sonucu vermektedir. Benzer

sonuçlar elde edebilmek için MGIT 960 PZA kitinde, BACTEC 460 TB’de oldu¤u

gibi PZA’n›n 100 g/ml konsantrasyonu kullan›lmaktad›r.

• Kat› besiyerindeki üreme taze olmal›d›r (14 günlük). Daha eski kültürlerden

haz›rlanan; 0.5 McFarland standard› kullan›lmadan haz›rlanan; uygun dilüsyonlarda

haz›rlanmayan inokulumlar yanl›fl sonuçlar verebilir.

• Kontrol tüpü inokulasyon için izolat›n 1/10 dilüsyonunun kullan›lmamas›

yanl›fl sonuçlar verebilir.

• PZA AST setinde MGIT 960 PZA suplementi kullan›lmamas› yanl›fl sonuçlar

verebilir. PZA AST setine MGIT 960 SIRE suplementi veya BACTEC MGIT 960

growth suplement koymay›n.
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Tablo 1. Middlebrook 7H10 Agar besiyerine eklenmek üzere haz›rlanan ilk
seçenek ilaçlar›n stok ve çal›flma konsantrasyonlar›, besiyerine eklenen miktarlar›
ve besiyeri içindeki final konsantrasyonlar›

Tablo 2. Middlebrook 7H10 Agar ile agar proporsiyon yönteminde ilaçl› ve ilaçs›z
besiyerlerinin dört bölmeli petri plaklar›na dökülme düzeni ve ilaçlar›n
konsantrasyonlar›.
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Tablo 3. Direkt test yönteminde inokulum dilüsyonu

Tablo 4. Agar plaklar›ndaki mikobakteri kolonilerinin üreme yönünden
kantitasyonu

Tablo 5. Proporsiyon yönteminde LJ besiyerine eklenmek üzere haz›rlanan ilk
seçenek ilaçlar›n stok ve çal›flma konsantrasyonlar›, besiyerine eklenen miktarlar›
ve besiyeri içindeki final konsantrasyonlar›
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Tablo 6. Proprosiyon yönteminde Middlebrook 7H10 agar için ve LJ için önerilen
Kritik Konsantrasyon (KK) ve Kritik Proporsiyonlar (KP).

Tablo 7: Bactec 460TB duyarl›l›k testinde liyofilize antibiyotiklerden stok solüsyon
haz›rlama ve 12B besiyerindeki final antibiyotik konsantrasyonlar›.

Tablo 8: MGIT liyofilize antibiyotiklerinin dilüsyon flemas› ve 7ml’lik MGIT tüpteki
final konsantrasyonlar›
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Örnek:  Agar proporsiyon testi kay›t formu

Hasta ad› soyad› : ‹nokulasyon tarihi :

Hasta no : Okuma tarihi :

Örnek ad› : Test yöntemi :

Örnek: BACTEC radyometrik duyarl›l›k testi kay›t formu

Hasta ad› soyad› : ‹nokulasyon tarihi :

Hasta no : ‹nokulum kayna¤› :

Örnek ad› : ‹nok. GI de¤eri :

Test yöntemi :

Rapor tarihi : Okuma program›:
(günlük/haftasonu hariç)


