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TlaberkUloz basillerinin tanimlanmasinda kullanilan klasik yontemler
bakterilerin Greme hizina, Greme isisina, koloni gérinimune, pigment Gretimine
ve biyokimyasal 6zelliklerine dayali yéntemlerdir. Bu ydntemler zaman alici ve
uygulanmasi zor olmakla birlikte maliyetleri yeni yéntemlere gére oldukca
dastktar. Tuberklloz basillerinin identifikasyonunda klasik yontemler altin
standart 6zelligini halen korumaktadirlar.

A. UREME OZELLIKLERININ INCELENMESI
1. Koloni ve Mikrokoloni Gériinimii
M. tuberculosis
¢ Lowenstein Jensen (LJ) besiyerinde veya Middlebrook agarda 370C'de 14-28
glnluk inkibasyondan sonra pigmentsiz, dlzensiz, kuru, krem renkli koloniler
olusturur.
¢ Middlebrook 7H10 veya 7H11 agarda 5-10 gunluk inkUbasyondan sonra
olusan mikrokoloniler mikroskop altinda incelendiginde “yilanvari kordon”
goérinima izlenir.
e Petrilere ince dokilmus agarli besiyerindeki mikrokoloniler 10X objektif ile
mikroskopta incelenmelidir.
M. bovis
e Cok yavas (disgonik)Urer. L)'de gortnur kolonilerin olusmasi icin 6-8 haftalik
inktbasyon gereklidir.
e Eniyi Greyebildigi ortam gliserolstiz %0.4 pirtivath L)'dir. Yumurtah besiyerinde
dlzgin veya bazen duzensiz kenarli, krem renkli, kiigik koloniler olusturur.
Middlebrook 7H11 agarda cok kliclk, su damlasina benzer koloniler olusturur.
2. Ureme Hizinin ve Pigment Uretiminin Saptanmasi
Mikobakteriler Greme hizlari, tercih ettikleri Greme isilari ve isikta veya isik
olmadan pigment UGretme 6zelliklerine gore siniflandirilabilmektedir. Bu
siniflandirma (Runyon) 1950°li yillardan beri gecerliligini korumaktadir. Tiberktloz
basilleri yavas Ureyen, nonfotokromojen (veya nonkromojen) koloniler yapar.
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Gerecler:

Middlebrook 7H9 broth veya Dubos Tween broth ve LJ yatik besiyeri
Steril vidalh kapakli tipler (20 X 110 veya 20 X 125 mm)

Steril plastik cubuklar ve pastoér pipetleri

A W N =

Besiyerinin Uzerini kapatacak buyukliklerde (yaklasik 10X15 ¢cm) aliminyum
folyo parcalari
5 60-W aydinlatma glctnde lamba

Kalite Kontrol:
Asagida verilen kontrol suslari ile test ayda bir kez kontrol edilmelidir.
1 M. terrae ATCC 15755: Yavas Urer, oda isisinda + Urer, 1sikta veya karanlikta
pigment yapmaz (nonkromojen).
2 M. fortuitum ATCC 6841: Hizli Urer, oda 1sisinda iyi Urer, isikta veya karanhkta
pigment yapmaz (nonkromojen).
3 M. gordonae ATCC 14470: Yavas Urer, oda isisinda zayif Urer, 1sikta ve
karanlikta turuncu pigment yapar (skotokromojen).
4 M. kansasii ATCC 12478: Yavas Urer, oda isisinda ¢ok zayif Urer, 1sikta turuncu
pigment yapar, karanlikta pigment yapmaz, isik testinden sonra pigment olusumu
gozlenir (fotokromojen).

Yontem:
e Test edilecek koloniler Middlebrook 7H9 broth besiyerine ekilir. Bir cubuk ile
tupan kenarinda iyice ezilerek kolonilerin sivi besiyeri icinde dagilmasi saglanir.
e Tupler vorteks araciligi ile 10 saniye karistirildiktan sonra bir pastér pipeti
aracihgi ile altisar damla kultur stspansiyonu alinarak ¢ ayri LJ besiyerine ekilir.
e LJ besiyerlerinden iki tanesi besiyerinin tamamini 6értecek sekilde hemen
aluminyum folyo ile kapatilir. Tuplerin kapaklari gevsek birakilmalidir.
e Kapali tuplerden biri oda derecesinde (220-250C), diger kapali tup ile acik
birakilan ttip 370C'de %10 CO2'li ortamda inktbe edilir.
e Acik tip haftada bir kez olmak (zere ¢ hafta stire ile Greme miktari ve
pigment Gretimi ydninden incelenir. U¢linct haftanin sonuna kadar aliminyum
folyo acilmaz.
¢ Koloni rengi kaydedilir. Ureme skoru (0) - (2+) olarak belirlenir (Tablo 1)
e Uclinct haftanin sonunda folyo acilir. Acilan tiplerde Greyen kolonilerin
rengi kaydedilir. Acgik tupler daha fazla isiga maruz kaldigindan bu tiplerde

areyen kolonilerin pigmentleri kapali olanlara oranla genellikle daha koyudur.




Ayni zamanda oda isisinda Ureyen kolonilerin pigmentleri i1si derecesine bagh
olarak daha agik renktedir. Renk tonu kiyaslanmamali, sadece sari veya turuncu

pigmentin olup olmadigi incelenmelidir.

Tablo 1. Besiyerinde Greme hizi*

37%de Ureme Miktan
Ureme hizi 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta
Hizh 1+- 2+
Orta -1+ 2+
Yavas 0-+ 1+ 2+

* 0; gorundr koloni yok, +; ylizeyde ¢ok az sayida kiclk kolonilerin gérilmesi veya ¢cok hafif pigment
olusumunu dustindtiren gérintm, 1+; az sayida iyi Gremis kolonilerin gérilmesi, kolonilerin arasindan
LJ besiyeri secilebilir, 2+; cok sayida iyi tremis kolonilerin gértilmesi, koloniler birbirine ¢ok yakindir

veya temas halindedir ve kolonilerin arasindan besiyerinin ylzeyi gérilemez.

Degerlendirme
e Acik ve kapali tuplerde Ureyen kolonilerde pigment yok (krem rengi);
Nonkromojenik
e Acik ve kapali tuplerde Ureyen kolonilerde pigment var (sari-turuncu);
Skotokromojenik
o Isik testi : Agik tlpte Ureyen koloniler pigmentli, kapali tlipte Greyenler
renksiz ise kapali tlpe isik testi uygulanir. Kapali tipte bulunan pigmentsiz
kolonilerde, i1sikla karsilastiktan sonra pigment Uretimi var; Fotokromojenik
Bu amacla besiyeri 25 cm uzaklikta bulunan 60 W giictindeki lambanin altinda
bir saat tutulur. Daha sonra baslangigta tipin bekletildigi isida inkUbe edilir.
Kapagi gevsek birakilmalidir. 24 saatlik inkilbasyonun sonunda koloniler pigment
olusumu yéninden yeniden incelenmelidir. Sari veya turuncu pigment varhgi
kaydedilir. Pigmentin koyulugu degil, varhgi aranmalidir.

3. Bactec NAP (p-Nitro-a-acetylamino-B-hydroxypropiophenone) Testi
NAP M. tuberculosis complex’in Gremesini selektif olarak inhibe eder. Diger

-
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mikobakteri tirleri NAP ile inhibe olmaz veya kismen inhibe olabilir. Ureme
yoksa bakterinin M. tuberculosis complex’e ait oldugu dusanulir. Ancak NAP
testinin ntkleik asit prob, kromotografik yontemler veya konvansiyonel yontemler
ile dogrulanmasi 6nerilmektedir.

inceleme Ornegi
BACTEC 12B besiyeri (Growth index > 50 ise )

Gerecler

e BACTEC 460 cihazi (Becton Dickinson Diagnostic Systems)
¢ Middlebrook 7H12 (BACTEC 12B) besiyeri (7H9 broth, sigir serum albtmini,
kazein hidrolizat, katalaz ve 14C isaretli substrat icerir.)

e BACTEC NAP flakonlari (5 pg NAP diski tasir).

e Steril tiberkulin enjektorleri

e Pamuk veya gazli bezli petler, antimikobakteriyel dezenfektan ve %70 etil
alkol

Kalite Kontrol Suslari
M. tuberculosis ATCC 27294 ve M. kansasii ATCC 35775; M. tuberculosis’in growth
index’inde (GI) 2%20 azalma go6zlenirken, M. kansasii'nin Gl inkbasyon strdikge

yukselen bir egri gizer.

Yoéntem

e BACTEC 12B sisesinde Gl 10 oldugunda ¢ukulata agara ekilir, kontaminasyon
olmadigi dogrulanir. Gl yaklasik 50-100’e ulasincaya kadar besiyerleri gunlik
olarak okunur ve yayma hazirlanarak ARB’'nin varligi gésterilir.
e 12B sisesinin Gl'i 50-100'e ulastiginda, besiyeri iyice karistirilir. Aseptik
kosullarda 1 ml besiyeri NAP flakonuna aktarilir Kalan 3 ml besiyeri kontrol olarak
kullanilr.

e Gl 100'UG gegen kalturler icin NAP testinden énce ekim yapilmamis BACTEC
12B besiyeri (Middlebrook 7H12) ile dilusyon yapmak gereklidir. Dilisyon oranlari

asagida gosterilmistir.




Gl Miktan Dillisyon

50-100 Diltsyon yapilmaz
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 gln 0.1 ml

e Dilusyon yapildiktan sonra besiyerinin 1 ml'si NAP flakonuna aktarilir.
e Artan besiyeri kontrol olarak kullanilmak UGzere inkUbe edilir.
e Flakonun agzi etil alkolle dekontamine edilir ve iyice karistirilir.
e Hem inokUlasyon yapilan primer izolasyon sisesi (kontrol), hem de NAP

flakonlari gunluk olarak 2-7 gun stre ile okunur, GI kaydedilir.

Degerlendirme:

e Sonuglar 2-7 guin icinde degerlendirilir. Kontrol sisesinin GI'i artmasina ragmen
NAP testi sisesinin Gl'i azaliyor veya degismiyorsa M. tuberculosis kompleks, artis
gosteriyorsa tuberktloz disi mikobakteri (MOTT) olarak degerlendirilir.
e Test sonucu dort ginden daha kisa strede degerlendirilmemelidir.
e M.tuberculosis kompleks disinda diger mikobakterilerden M. kansasii, M.
gastri, M. szulgai, M. terrae ve M. triviale’nin bazi suslari NAP ile kismen inhibe
olabilir. Bu durumda ilk 2-4 guinlik okuma sonugclari yanlis degerlendirilebilir.
Sonug¢ vermeden 6nce inklbasyonun 2-3 gin daha uzatilmasi bu hatayi
onleyecektir.

e NAP testinde optimal inkUbasyon isisi dnemlidir. Bazi mikobakteriler (M.
marinum, M. chelonae) 300C'de Urer. 370C'de yapilan NAP testinde Uremeleri
inhibe olur. Bu nedenle yara veya deri 6rneklerinden tGreyen mikobakterilerin
ayrimi icin NAP testinde inkUbasyon isisi hem 370C hem de 300C olmalidir.
e Kontrol sisesindeki (orijinal kultur sisesi) gunlik Gl artmaya devam etmelidir,
artis gostermiyorsa NAP sonucu degerlendirmeye alinmamalidir.
o M. tuberculosis kompleks: inokilasyondan sonra ardisik iki GlI'de énemli bir
azalma (%20); ilk iki gin hafif, fakat 6nemli olmayan bir artis ve ardindan artisin
olmamasi veya azalma olmasi = TB kompleks

o Tuberkuloz disi mikobakteri: GUnluk GI'in doért gtin icinde 400 ve Uzerine
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ctkmasi; inokulasyondan sonra ilk 1-2 gun iginde artis olmamasi veya hafif bir
azalma, iki guntn ardindan 6nemli bir artis (%20) olmasi = Tuberkiloz disi
mikobakteri

o Kaultarlerin birden fazla mikobakteri tirG ile veya diger bakteriler ile kontamine
olmasi, Gl'in yikselmesine neden olur ve yanlis olarak tiberkiloz disi mikobakteri
olarak degerlendirilir. Bu nedenle kuskulu durumlarda ARB ve Gram boyama

yapilmalidir.

B. BIYOKIMYASAL OZELLIKLERIN iINCELENMESI

I. Niasin Testi

BUtln mikobakteriler niasin ribontkleotid tretir. Ancak M. tuberculosis ile M.
simiae ve M. chelonae’nin bazi suslari niasini nikotinamid adenin dintkleotide
(NAD) doénusturecek enzime sahip degildir. Besiyerinde biriken niasin gésterilebilir.
Niasin olumsuz M. tuberculosis suslari cok nadirdir. Niasin testi M. tuberculosis’in
identifikasyonunda tek basina kullanilmamalidir. M. tuberculosis
identifikasyonunda sonuclar nitrat redtksiyonu ve isiya stabil katalaz testi ile
dogrulanmalidir. Niasin testi ticari olarak hazirlanmis kagit stripler ile de yapilabilir.
inceleme Ornegi : Niasin testi i¢in LJ besiyerinde yogun olarak Gremis dért haftalk
kaltarler kullaniimalidir. Diger besiyerlerinde yeterince niasin birikmediginden
yanlis negatif sonug alinabilir. Diger bakteriler ile kontamine kultirlerde niasin
metabolize oldugundan yanls negatif sonuclar alinabilir.

Gerecler

1. %4'luk anilin

4 ml renksiz anilin 96 ml %95’lik etanole eklenir. Karistirilir ve 20-80C'de koyu
renk bir sisede saklanir. SolGsyonun rengi sariya déntstigtnde kullaniilmamalidir.
Anilin karsinojeniktir. inhalasyonu veya deri ile temas: zararhdir.
2. %10'luk siyanojen bromid eriyigi

Siyanojen bromidin doymus bir ¢dzeltisidir. Siyanojen bromid kristallerine steril
distile su eklenerek hazirlanir. Bosalan siseler atilmadan énce bol miktarda %10
NaOH ile yikanmalidir. Bu ¢6zelti ile calisirken son derece dikkatli olunmalidir.
Kuru kristaller patlayicidir. Ayrica siyanojen bromid asitle birlestiginde zehirli
siyanir gazi olusur.

3. Steril vidali kapakli tipler (20 X 110 veya 20 X 125 mm), steril pastor pipetleri

ve steril 5 ml’lik pipetler




Kalite kontrol

Pozitif kontrol; M. tuberculosis ATCC 25177

Negatif kontrol;, MAC ATCC 13950 ve ekim yapilmamis besiyeri
Yontem

e Dort haftalik ve yogun Uremesi olan LJ kulttrleri kullaniimalidir. Koloni sayisi
az oldugunda yanlis negatif sonuglar alinabilir.

e Besiyerine bir pastor pipeti dolusu steril su veya serum fizyolojik eklenir. Pipet
ile koloniler yerlerinden kaldirilip yana cekilerek suyun besiyeri ile temasi saglanir.
Bu islemin yapilmamasi yanlis negatif sonuca neden olabilir.
e Tupler horizontal olarak oda isisinda bir saat bekletilir. Bir pastor pipeti
dolusu geri alinan sivi temiz bir tupe aktarilir.

e Tupe birer pastor pipeti dolusu % 4 anilin ve siyanojen bromid eklenir.
e Kagit strip ydbnteminde ise ayiraclar yerine tip igine strip konur ve hemen

tapUn agzi kapatilir. Tap ara sira calkalanarak oda isisinda 15 dakika bekletilir.

Degerlendirme : Bes dakika sonra sari renk olusmasi pozitif sonug olarak kaydedilir.
Renk degisikliginin gérilmemesi negatif olarak degerlendirilir. Tupler atilmadan
once esit miktarda %10 NaOH eklenmelidir. Kagit strip yontemi ile ilgili olarak
, beyaz zeminde degerlendirildiginde sari renk gézlenmesi pozitif kabul edilir.
Kagit stripler tehlikeli ayiraclarin kullanimini gerektirmediginden ve raf démurleri
uzun oldugundan avantajlidirlar. Ancak az miktardaki niasini saptamada

duyarhhklar dastktar.

Il. Nitrat Rediiksiyonu Testi

Mikobakteriler nitrorediiktaz enzimi Ureterek nitratlari nitritlere indirgeyebilirler.
Nitrat rediksiyonu testi; koloni morfolojisi, Greme hizi ve pigment Uretme
ozellikleri birbirine benzer olan mikobakterileri ayirt etmede degerlidir. M.
tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, bazi saprofit nonkromojenler, M. smegmatis
ve M. fortuitum grubu nitrat rediktaz pozitiftir. Test niasin kagit strip yéntemi
ile de kombine edilebilir.

inceleme Ornegi: LJ veya diger yumurtal besiyerinde Greyen 3-4 haftalik kilttrler
Gerecler

1. Steril pastor pipetleri

2. M/45 fosfat tampon eriyigi (0.02M, pH 7.0) icindeki nitrat test substrati (0.01M)




NaNO3 08g

KH2PO4 1.17 g
Na2HPO4 193¢
H20 1000.0 ml (final volim)

pH: 7.0 olmalidir.

Cozelti otoklavda steril edildikten sonra buzdolabinda 1-2 ay saklanabilir.
3. Sulfanilamid’in sudaki %0.2’lik eriyigi

0.1 gram sulfanilamid 50 ml distile suda ¢6zUnur. Tam ¢6zinUrltk icin su banyosu
gerekebilir. Cozelti koyu renkli siselerde, buzdolabinda bir aya kadar saklanabilir.
4. N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride’in sudaki %0.1°lik eriyigi

Koyu siselerde, buzdolabinda bir aya kadar saklanabilir.

Kalite Kontrol
Pozitif kontrol; M. tuberculosis ATCC 25177
Negatif kontrol; M. intracellulare ATCC 13950, ekim yapilmamis besiyeri

Yontem

e Bir 6ze dolusu koloni 2 ml nitrat substrati icinde ezilir ve elle karistirildiktan
sonra 350-370C'de iki saat inkUbe edilir.

e Sirasiile asagidaki ayiraclar eklenerek karistirilir.

1 damla konsantre HCI

2 damla %0.2 sulfanilamid

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

e Karisim oda isisinda 5 dakika bekletilir ve pembe-kirmizi renk degisiminin

varhgi arastirilir.

Degerlendirme: Pembe-kirmizi renk olusmasi pozitif olarak kabul edilir. Bazi
laboratuvarlarda renk degisimi kantitatif olarak degerlendirilmektedir.

Beklendiginde renk degisimi kaybolabildiginden degerlendirme hemen yapilmalidir.
lll. Katalaz Testi

Katalaz hidrojen peroksidi (H202) su ve oksijene ayristiran hicre ici bir enzimdir.

Oksijenin olusumu hava kabarciklarinin ortaya ¢ikmasi ile anlasilir. Katalaz
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enziminin bazi formlari 680C'de 20 dakika isitildiginda inaktive olur. Enzimin isi
ile inaktivasyonu bazi mikobakteri tarlerinin ayirt edilmesinde dedgerli bir tani
yontemi olarak kullaniimaktadir. Mikobakteri tirlerinin identifikasyonunda
kullanilan H202, diger bakterilerde bulunan enzimin arastirilmasinda kullanilan
ayiractan farklidir. Hidrofobik ve kiimeli olan mikobakterilerin dagilmasini ve
enzimin kolayca aciga citkmasini saglamak icin testte %30 H202 (Superoxol) ile
glclt bir deterjan olan %10 Tween 80'nin karisimi kullanilir. Ayiraclar taze

hazirlanmis olmalidir.

inceleme Ornegi : LJ veya Middlebrook 7H10 agarda (ireyen gelismis mikobakteri

kolonileri

Gerecler

1. Middlebrook 7H9 broth

2. 25X 150 mm buyudklagunde vidal kapakli tiplerde hazirlanmis dik LJ besiyeri
3. %30 Hidrojen peroksit (Superoxol)

4. %10 Tween-80 (90 ml distile su+10 ml Tween 80 karisimi, her ikisi de isitilirsa
karisimi hazirlamak kolaylasir).

5. M/ 15 fosfat tampon (0.067 M)

Kalite Kontrol

Negatif kontrol: M. tuberculosis ATCC 15177, 22-250C'de hava kabarciklari olusur,
680C'de olusmaz.

Pozitif kontrol: M. fortuitum ATCC 6841, her iki derecede de hava kabarciklari

olusur.

Yoéntem : iki farkli yéntem uygulanir.

a. lIsiya stabil katalaz testi

o ki ayr tupte test edilecek birkac mikobakteri kolonisi (2-4 haftalik) 0.5 ml
fosfat tampon icine inokule edilir. Tiplerden biri 680C'lik su banyosunda 20
dakika bekletilir. Diger tip kontrol igin kullanilir.

e Isitilmis tUpln oda isisinda sogumasi icin bekletildikten sonra her iki tlpe de
0.5 ml Tween-H202 karisimi (1/1 oranda) eklenir ve gaz kabarciklarinin olusumu
gozlenir. Tupler calkalanmamalidir. Negatif sonu¢ verilmeden 6nce 20 dakika

beklenmelidir.




b. Semikantitatif katalaz testi

e Middlebrook 7H9’a bir 6ze dolusu koloni inokle edildikten sonra tip 370C'de
yedi glin bekletilir.

¢ inkibasyonun sonunda vorteks ile 5-10 saniye karistirilir ve alti damla dik LJ
besiyerine aktarilir. Besiyerleri 14 giin 370C'de inklbe edilir. Kapak gevsek
birakilmahdir.

¢ inklbasyonun sonunda besiyerine 1 ml H202-Tween karisimi eklenir (%30
peroksit cildi yakar, eldiven giyilmeli ve deri ile temasi oldugunda soguk su ile
yitkanmalidir). Tap oda isisinda bes dakika bekletilir.

Olusan hava kabarciklarinin ytksekligi él¢alar.

Degerlendirme : Isiya stabil katalaz testi: Cok az miktarda gaz kabarciginin
olusmasi bile pozitif olarak degerlendirilir. M. tuberculosis ve diger bazi
mikobakteriler 680C'de isitildiklarinda katalaz aktivitelerini kaybederler.
Semikantitatif katalaz testi:

e Guclu katalaz reaksiyonu: Hava kabarciklarinin ylksekliginin >45 mm olusmasi
M. kansasii, hizli Greyen mikobakteriler ve siklikla izole edilen skotokromojenler
gucla katalaz reaksiyonu verir.

e Zayif katalaz reaksiyonu: Hava kabarciklarinin yuksekliginin <45 mm olmasi.
M. tuberculosis ve MAC zayif katalaz reaksiyonu verir

¢ Negatif sonug: Hava kabarciginin olusmamasi

Not: Cok eski kulttrlerden veya yetersiz tGreyen kolonilerden yapilan deneylerden
yanlis olarak zayif reaksiyon sonuglari alinabilir. Kalturler diger bakteriler ile

kontamine ise yanlis olarak guglt reaksiyon sonuglari alinabilir.

IV. Thiophene-2-Carboxylic Acd Hydrazide (TCH; T2H) ile Uremenin inhibe
Edilmesi

M. tuberculosis ve diger yavas UGreyen mikobakterilerin cogu TCH'ye
direnclidirler. M. bovis ise (Bazi INH direncli suslar haric) distik konsantrasyonda
TCH'ye duyarlidir ve TCH'li besiyerinde Ureyemez. Bu test 6zellikle M. bovis ve
M. tuberculosis’in ayriminda yardimcidir. TCH testi Middlebrook 7H10 agarda
uygulanabildigi gibi, antibiyotik duyarlilik testine benzer sekilde BACTEC sistemi

kullanilarak da uygulanabilir.




inceleme Ornegi: LJ veya Middlebrook 7H10 agarda Ureyen 3-4 haftalik kiltarler
Gerecler

1. TCH duyarhlik besiyeri

2. 35-370C, %10 CO2 atmosfer kosullari icin inktGbatoér

3. Steril distile su

4. Bélmeli petri plaklar

Kalite Kontrol

Pozitif kontrol: M. bovis ATCC 35734 (10 pg/ml TCH'e duyarli)
Negatif kontrol: M. tuberculosis ATCC 25177 (direncli)

TCH duyarhlik besiyerinin hazirlanmasi
o ki adet 200 ml.lik Middlebrook 7H10 besiyeri hazirlanir. Besiyerleri otoklavda
sterilize edilir. Su banyosunda 500C’ye kadar sogutulur.
e Sogumus besiyerlerinden birinden 5.0’er ml pipet aracilidi ile petri plaklarin
I. ve lll. kadranina dokulur.
e Diger besiyerine 1000 pg/ml’lik TCH stok solisyonundan 2.0 ml eklenir ve
iyice kanistirilir (final konsantrasyon; 10 ug/ml). Bu besiyerinden 5.0’er ml, Il. ve
IV. kadrana dékualar.
e Besiyerleri karanlkta (koyu renk kagida saril olarak), 2-80C'de bir ay sure ile

saklanabilir.

Yoéntem

¢ incelenecek mikobakteri kolonilerinin steril distile suda 1 McFarland standardina
uygun dilGsyonlari yapilir.

* Ucer damla bakteri stispansiyonu, bir kontrol kadranina ve bir TCH'li kadrana
inokule edilir.

* Besiyerlerinin isiktan korunmasi icin kagritla kapatildiktan sonra, inoktlumun
absorbe olmasi icin oda isisinda yaklasik bir saat bekletilir. Besiyerleri ters cevrilerek
370C'de %10 CO2'li ortamda Uc hafta inklbe edilir.

e inkiibasyonun sonunda kontrol kadraninda ve TCH'li kadranda treyen koloniler

sayilir.
Degerlendirme : TCH'li besiyerinde Ureyen koloni sayisi, kontrol besiyerinde

(e
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ureyen koloni sayisinin %1'inden fazla ise direngli kabul edilir.
V. Pirazinamidaz Testi

Pirazinamidaz enzimi pirazinamidi (PZA) pirazinoik asit ve amonyada hidrolize
eder. Pirazinoik asit besiyerine ferr6z amonyum stlfat eklenmesi ile saptanabilir.
Bu test M. marinum’u M. kansasii‘den ve M. bovis’i M. tuberculosis'den ayirt
etmede yardimcadir. M. tuberculosis dort gun icinde pozitif sonug verir. PZA
direnci olan M. tuberculosis suslarinda ise test sonucu negatiftir.

inceleme Ornegi: LJ agar veya Middlebrook 7H10 agarda ureyen koloniler

Gerecler

1. Pirazinamidaz substrat besiyeri:

6.5 g Dubos broth base bir litre distile suda ¢6zinUr. Besiyerine; 0.1 g PZA, 2.0
g sodyum pirGvat ve 15 g agar eklenir. Besiyeri isitilarak ¢c6ztndaralar. Vidal
kapakli tiplere 5.0 ml miktarinda dékalar. Tapler 15 dakika 1210C'de steril
edildikten sonra dik durumda agarin katilagsmasi icin bekletilir. Besiyeri 2-80C'de
alti ay saklanabilir.

2. %1 ferr6z amonyum sulfat: Steril tUpler icinde ve steril distile su ile

kullanilmadan hemen énce hazirlanmalidir.

Kalite Kontrol
Pozitif kontrol: M. intracellulare ATCC 13950
Negatif kontrol: M. kansasii ATCC 12478

Yontem

e Bir 6ze dolusu gencg koloni iki adet pirazinamidaz agarin ylGzeyine inokile
edilir. Tuplerin kapaklari gevsek birakilarak inktbe edilir.

e DOrt glin sonra ttplerden biri ¢ikarilarak besiyerinin Gzerine 1 ml taze
hazirlanmis %1 ferr6z amonyum sulfat eriyigi eklenir. Oda isisinda 30 dakika
bekletildikten sonra agarda pembe bir bant olusumu gézlenir.
¢ Negatif tipler dort saat daha buzdolabinda bekletildikten sonra renk olusumu

yénlunden yeniden incelenir.

Degerlendirme: Dort saat sonra agar ylzeyinde ayirag tabakasinda pembe renk

olusumu pozitif kabul edilir. Negatif sonug alindiginda ikinci tipun inktibasyonu




yedi glne uzatilarak test tekrarlanir.

Tuberkiloz basillerinin identifikasyonu icin uygulanacak algoritma, laboratuvarda
kullanilan besiyerine ve olanaklara gore degiskenlik gosterir. Kati besiyeri kullanan
laboratuvarlarda tGreme hizi, pigmentasyon, koloni gérinimi ve mikrokoloni
incelemesinden sonra niasin testi, nitrat redtksiyon testi ve isiya stabil katalaz
testinin uygulanmasi ile M. tuberculosis identifikasyonu yapilabilir. M. bovis ve
M. tuberculosis ayrimi icin TCH ile inhibisyon testi tercih edilmelidir. BACTEC
sistemi kullanan laboratuvarlar icin M. tuberculosis kompleksin identifikasyonunda
NAP testi hizli ve guvenilirdir. Ayni zamanda sivi besiyerinde kord faktér olusumu
aranmalidir.
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