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M.tuberculosis complex’in (MTBC) anti tiberkUloz ilaglara karsi duyarlihgini
belirlemede en guvenilir ve en hizli ydontemi bulmak amaciyla ¢cok sayida duyarlilik
test yontemi gelistirilmistir. Bunlar arasinda proprosiyon yontemini temel alan,
kalture dayali klasik testler en yaygin kullanilan testlerdir. Proporsiyon yénteminde
kati besiyeri olarak siklikla yumurta bazl besiyerlerinden Léwenstein-Jensen (LJ),
agar bazh besiyerlerinden Middlebrook (MD) 7H10 kullanilmaktadir. Modifiye
Middlebrook 7H9 sivi besiyerinin kullanildigi antimikobakteriyal duyarhlik test
yéntemlerinden BACTEC 460TB ve BACTEC-MGIT 960 gibi hizli ticari sistemler de
yaygin olarak kullaniimaktadir. MD7H10'un kullanildigi agar proporsiyon yéntemi
ile BACTEC 460TB ve BACTEC-MGIT 960 yontemleri NCCLS (National Committee
for Clinical Laboratory) tarafindan énerilen yontemlerdir. L)'nin kullanildigi
proporsiyon yéntemi ise ekonomik olmasi nedeniyle DSO (Diinya Saglik Orgutinin)

tarafindan 6nerilmektedir.

I. MIiDDLEBROOK 7H10 BESIYERINDE PROPORSIYON YONTEMI
(AGAR PROPORSIYON YONTEMI)

Prensip: Proporsiyon yontemi belli bir ila¢ konsantrasyonunda (Kritik
Konsantrasyon) direngli olan organizmalarin oraninin belirlenmesini saglar. Test
edilecek bakteri susu ilach ve ilacsiz kati besiyerlerine inkibe edilir. ilach besiyerinde
Ureyen kolonilerin sayisi, kontrol besiyerindeki kolonilerin sayisiyla karsilastirilir.
Belli bir ilaca direncli basillerin orani hesaplanip, test edilen poptilasyona ytizdesi
olarak belirtilir. Bu oran %1'e (Kritik Proporsiyon) esit veya daha yuksek ise test
edilen sus o ilaca karsi direngli olarak rapor edilir. NCCLS, kati besiyeri olarak
MD7H10 besiyerinin kullanildigi proporsiyon test yontemini (Agar Proporsiyon

Yontemi) referans yontem olarak kabul etmektedir.




Antibiyotik Solusyonlarinin Hazirlanmast:
Antibiyotikler ticari toz seklinde uretici firmadan alinmali, klinik preparatlari
kullanilmamalidir. Antibiyotikler Uretici 6nerilerine gore veya olasi ise vakumlu
bir desikator icinde —200C'de saklanmalidir.
e Antibiyotiklerin steril distile su ile veya uygun ¢dzlculer ile (SM, INH ve EMB
icin su, RIF icin metanol veya dimetilstlfoksit) 10 000ug/ml’lik (en az 1000 pg/ml
olmali) stok soltsyonlari hazirlanir (yaklasik olarak 100mg ilac +10ml su).
e Stok soltsyonlar hazirlanirken gerekli miktar antibiyotik Gzerinde belirtilen
potense (% veya pug/mg) gore su formile gére hesaplanmalidir.

Agirlik (mg) = Hacim (ml) x Istenilen konsantrasyon (ug/ml)

o Potens (ug/mg)

Veya gerekli olan miktar hesaplanip, potense bélinerek kullaniimasi gereken
miktar bulunur. Or: 100mg Streptomisin tartarak bir ila¢ ¢dzeltisi hazirlamak
istedigimizde, ilacin potensi %80 (0.800pg/mg ) ise 100/0.800=125mg tartmak
gerekir. Stok solUsyonlar yaklasik 100 mg’lik antibiyotik miktari ile hazirlanmaldir,
¢Unk0 daha kuguk miktarlarda dogru tartim gic olabilir, daha buytk miktarlar
ise ekonomik olmaz.

e Stok sollsyonu 0.22 uym por capli membran filtreden stzlp steril ettikten
sonra, polipropilen tiplerde daha sonraki kullanimlara uygun ktctk miktarlara
bollinerek —200C'nin altinda (tercihen -700Q) 1 yil kadar saklanabilir. Stok soltsyon
kullanilacagi zaman oda isisina getirilip, bekletilmeden kullanilir ve kalani atilr.
e Antibiyotikler besiyerlerine eklenmeden &nce stok konsantrasyonlardan

calisma konsantrasyonlari hazirlanir ve besiyerlerine uygun miktarlarda eklenir.

Ornek:
1. 100mg EMB + 10ml steril distile su
2. Vortex

3. Sterilizasyon (filtre ile)

10 000pg/ml (stok soltisyon)

4. 1ml stok soltsyon + 9ml steril distile su
5. Vortex

1 000ug/ml (¢alisma solUsyonu)
6. Tml calisma soltUsyonu + 200ml besiyeri = 5.0ug/ml (final konsantrasyon)
ilaclarin énerilen ¢éziculeri, stok konsantrasyonlari, calisma konsantrasyonlari

besiyerine eklenecek miktarlar ve besiyerlerindeki final konsantrasyonlari Tablo

1'de yer almaktadir.




ilach ve ilacsiz Agar Besiyerinin Hazirlanmasi:
¢ Besiyerleri genellikle her biri 200ml’lik olacak sekilde 8 balon i¢inde hazirlanir.
Her bir 200ml’lik 7H10 agar besiyerinin hazirlanmasi i¢in; bir cam balon iginde,
180 ml distile su icine 3.8gr dehidrate 7H10 agar besiyeri ve 1 ml gliserol eklenerek
eritilir (Gretici firmanin 6nerdigi sekilde).

e Otoklavda 121 °C’'de 15 dakika streyle sterilize edilir.
e Daha sonra 50-56°C’'lik su banyosunda sogumaya birakilir.
e Besiyeri sicakligi 50-56°C'ye indiginde icine zenginlestirici olarak 20 ml OADC
(oleik asit, albumin, dekstroz ve katalaz karisimi) eklenir.

(Bu asamaya kadar olan basamaklar 8 ayri balon yerine tek bir 2It'lik cam
balonda gerceklestirilip, daha sonra steril sartlarda 8 ayri cam balona béltnebilir)
¢ 8 ayri balondaki besiyerinden 6'sina her birine farkh bir ila¢ veya farkl bir
ila¢ konsantrasyonu olacak sekilde, 6nceden hazirlanan SM, INH, RIF ve EMB
sollsyonlari tablo 1'de belirtilen miktarlarda eklenir. Diger 2 besiyeri kontrol
icin ilagsiz besiyeri olarak kullanilir.

e Hazirlanan ilagl ve ilagsiz besiyerleri, dnceden yazilmis-etiketlenmis, 80 adet
(40'arlik 2 set), dort bolmeli steril, plastik petri plaklarina, her béimesine 5 ml
(3-4mm kalinhginda) olacak sekilde, tablo 2'de belirtilen dizende doékulur.
Besiyerleri dokulurken, balonlar tek tek su banyosundan alinip iyice karistiriimali,
agar katilasmadan hemen plaklara paylastiriimali ve baloncuklarin olusmamasina
dikkat edilmelidir.

e Direkt isiktan korunarak oda isisinda katilasan besiyerleri, kullanimdan veya
saklamadan 6nce yUzeyleri iyice kuruyuncaya kadar birkac saat steril kabin icinde,
kapaklari hafif aralik birakilmalidir.

¢ Daha sonra kurumaya engel olmak i¢in deliksiz plastik torbalara konularak
ve istktan korunarak 4-80C'de 1 ay saklanabilir.

e Dokulen her parti besiyerinden birkac tanesi (ideali %10) kontaminasyon
kontroll icin 350C'de 48 saat inkilbe edilmelidir.

inokulum Hazirlanmast:

indirekt yéntem:

Agar proporsiyon yonteminde standart bir inokulumun hazirlanmasi é6nemli
oldugundan indirekt ydntem tercih edilir. inokulum kaynagi olarak genelde kati
besiyerinde tremis 4-5 haftaliktan daha eski olmayan koloniler kullanilir. Primer
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izolasyon kulturleri subkaltire tercih edilir.
e Kati besiyerinde tremis koloniler, tim tGremeyi temsil edecek sekilde bol
miktarda ve besiyerinden almamaya da dikkat edilerek, bir 6ze veya spatula
yardimi ile kazinarak alinir. icinde 6-10 adet cam boncuk bulunan 3-5ml tween-
albuminli sivi besiyerinde (6r; %0.05 tween80 iceren Middlebrook 7H9) emulsifiye
edilir.
¢ 1-2 dakika sureyle vortekslenir.
e Buyuk partikallerin ¢cokmesi ve olusan aerosollerin azalmasi i¢in 20-30 dk
streyle tap bekletilir.
e Siupernatant steril pastor pipeti yardimiyla bos bir steril cam tupe alinir.
e Sivi besiyeri ekleyerek stispansiyonun bulanikhigi McFarland no 1’e ayarlanir
(yaklasik 10’ CFU/ml).
e Daha sonra steril distile suyla (veya serum fizyolojik) bu stspansiyonun 10°
(1/100) ve 10™ (1/10.000) dilasyonlari hazirlanir.

o6rnek: 0.1ml ana stspansiyon (McFar.1) + 9.9ml steril distile su = 10'2;
0.1ml 102 stspansiyon + 9.9ml steril distile su = 10"
e Kati besiyerinde yeterli ireme yoksa alternatif bir yol olarak, alinan koloniler
sivi besiyerinde emulsifiye edildikten sonra inktbe edilerek bulanikligin McFarland
no 1'e ulasmasi beklenilir ve buradan dilisyonlar hazirlanir. indirekt ydntemde
inokulum kaynadi olarak kati besiyeri yerine sivi primer izolasyon besiyeri

kullanilacaksa, yine ayni sekilde dilisyonlar hazirlanir.

Direkt yontem:
Homojenize,dekontamine ve konsantre edilen hasta 6érneginden hazirlanan

yayma preparatta yaklasik 20 mikroskop sahasi incelendikten sonra gérilen aside
direncli basil sayisina gore, 6rnegin steril distile su ile dilisyonlari hazirlanir (tablo
3). Daha sonra ki inokulasyon, inkiibasyon ve degerlendirme asamalari indirekt
testtekine benzer. Hasta tedavi alan ve tedavi basarisizligi s6z konusu olan bir
hasta ise, yayma sonuglarini dikkate almaksizin mutlaka dilue edilmemis hasta
ornegdi de test edilir. Ciinkd mikroskopide gérilen basillerin tamami kaltarde

Uremeyecektir.




inokulasyon ve inkiibasyon:

e Antibiyotik duyarhligi test edilecek her bir mikroorganizma igin; iki set test
besiyeri (I ve Il nolu plaklarin her birinden 2'ser) oda isisina getirilir. Plak ytzeylerinin
kuru olmasina dikkat edilir.

e Petri plaklari hasta kaltir numarasi ve dilisyon oranlarini gosterecek sekilde
(setlerden birini 107 digerini 10'4) isaretlenir.

e Once | nolu setin her bir bélmesine énceden hazirlanmis olan 107 basil
dilisyonundan steril bir pipet kullanarak 0.1’er ml inokule edilir (veya pastor
pipeti kullanilarak her bélmeye 3'er damla damlatilir).

e Sonra Il nolu set i¢in ayni islem 10" dilidsyon ile tekrarlanir.
e inokulumun saf olup olmadigini kontrol etmek amaciyla dilue edilmemis
sispansiyondan 1-2 damla bir adet kanli agar besiyerine de ekim yapilir.
e inokulumun besiyerlerine absorbe olmasi icin inokule edilen plaklari agarh
tarafi asagida olmak tzere oda isisinda yaklasik 1 saat stireyle bekletilir (kapaklar
hafif arali sekilde steril kabin icinde bekletmek damlalarin kurumasini
kolaylastirabilir). Bu islem esnasinda, formaldehit olusumunu énlemek icin, plaklar
isiktan korunmalidir.

e Her bir petri plagi ayr bir CO2 gecirgen polietilen torbaya yerlestirilir ve
36°C'de % 5-10 CO2’li ortamda inkUbasyona birakilir.

Plaklarin Okunmasi ve Yorumlama:

e inkubasyonun ilk 7 giinii kontaminant bakteri varhgi yéninden kanli agar
incelenir. Kontaminasyon saptanirsa, test tekrar edilir.

e Test besiyerlerinde ise antibiyotiksiz kontrol béImeleri ti¢ hafta boyunca her
hafta incelenir. Uclincti hafta sonunda Ureme yetersizse, test tekrar edilmelidir.
e Uc haftadan &nce kontrol bélmesinde 50 koloni Gzerinde Gireme (+1 veya
daha fazla) gorulurse test degerlendirilebilir ve direncli sonuclar rapor edilebilir.
Fakat duyarli sonuclari rapor etmek icin lc hafta beklemek gerekir. Uciinci
haftadan sonra plaklar degerlendirilmemelidir. Dérdiincti haftadan sonra beliren
koloniler direnci géstermeyebilir.

e inklbasyon sonunda tim kadranlardaki koloniler sayilir ve tablo 4'e gére
kantite edilir ve bir kayit formuna kaydedilir. Mikroskopik inceleme ile gértlebilen

mikrokoloniler var ise, not edilir.




e Asagidaki formul ile direng orani hesaplanir.

Direnc orani(%) = ilach bélmedeki koloni sayisi X 100

kontrol bélmesindeki koloni sayisi

e Direnc orani>2%1 ise sonug direngli; <%1 ise duyarli olarak yorumlanir.
e Kontrol kadraninda sayilabilir diizeyde kolonisi olan ve 50'den fazla kolonisi
olan dilisyonun sonucunu yorumlanir ve karsilastirma ayni dilisyonlar arasinda
yapilmalidir.

e Fakat 107 dilisyon ekim yapilmis kontrol bélmesinde sayilamayacak kadar
koloni varsa (+3,+4) ve 107 dilisyon ekim yapilmis kontrol bélmesinde 50'den
az koloni varsa, 10™* dilisyon ekim yapilmis kontrol bélmesindeki koloni sayisi
100'le carpilip 107 diliisyon ekim yapilmis kontrol bélmesindeki koloni sayisi
hesaplanabilir.

e Tam kontrol bélmelerinde koloni sayiminin 4+ oldugu dilisyonlar dikkatle
degerlendirilmelidir, bu durumda mikroorganizma tiim antibiyotiklere duyarl
ise, sonucu bildirilir, herhangi bir antibiyotige direnc s6z konusu ise, yogun bir

inokulum kullanilmis olabilir, test tekrar edilir.

Kalite Kontrol:

Her yeni besiyeri ve her yeni antibiyotik solisyonu hazirlandiginda veya en
azindan haftada bir kez, tim ilaglara duyarh oldugu bilinen M tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294) kalite kontrol susu ve tim ilaglara direncli oldugu bilinen bir
laboratuvar susu da test edilmelidir. H37Rv susu test sonucunda tiim anti tiberkiloz

ilaclara karsi duyarli olmahdir.
II. LOWENSTEIN-JENSEN (LJ) BESIYERINDE PROPORSIYON YONTEMI

Prensip:
Proporsiyon yénteminin prensibini temel alan bu test NCCLS tarafindan
énerilmemekle birlikte, ekonomik olmasi nedeniyle DSO tarafindan énerilen ve

tim dinyada halen yaygin olarak kullanilan bir ydntemdir.

Antibiyotik Soliisyonlarinin Hazirlanmasi:
Antibiyotiklerin stok solGsyonlarinin hazirlanmasi ve saklanmasi agar proporsiyon

yénteminde anlatildig gibidir. Ancak antibiyotiklerin besiyerlerine eklenmeden




once stok soltsyonlarindan hazirlanan calisma konsantrasyonlari ve besiyerlerine

eklenen miktarlari farklidir (tablo 5).

ilagh ve ilagsiz LJ Besiyerinin Hazirlanmasi:

Asagida 1600ml’lik Lowenstein-Jensen (L.J) besiyerinin hazirlanmasi 6rnek olarak
verilmistir. Besiyeri hazirlarken gerekli olan miktar hesap edilip ona gére hazirhk
yapilmalidir.

Tuz solusyonu:

Monopotasyum fosfat.....2400 mg

Magnezyum sulfat.......... 240 mg
Magnezyum sitrat........... 600 mg
L- Asparajin.......ccccecueee. 3600 mg
Gliserin.......cccoveieiieneneen. 12 ml
Saf SU.ceieeeeereeeeeee 600 ml

e Tuz solUsyonu bir balona konulup su banyosunda eritilir.
e 115°C'de 20 dk steril edilir.

e 25 adet temiz, taze, iri boy yumurta sabunlu su ile iyice fircalanarak temizlenir.
Yumurtalar genis bir kap icinde varsa U.V. lamba altinda 45 dk steril edilir (veya
15 dk %70’lik etanolde birakilir). Sonra buyukge, agzi kapatilabilen, steril bir
balona steril huni yardimi ile kirilarak konur. Homojen oluncaya kadar kuvvetlice
calkalanir.

¢ Daha 6nce hazirlanmis ve steril edilmis tuz solisyonuna énce %?2’'lik malasit
yesili 20-25ml ilave edilir.

e Daha sonra homojen edilmis 1000 ml yumurta temiz steril bir tilbent veya
gazli bez ile tuz sollisyonu icine stizulir. Boylece ana LJ besiyeri elde edilmis olur.
e Biri kritik konsantrasyon olmak Uizere her bir ilag igin ¢ farkl konsantrasyonda
ilach besiyeri dékmek icin (Or: INH 0.1 + INH 0.2 + INH 1.0); Gzerleri etiketlenmis
U¢ balon jojeye 500’er ml besiyeri paylastirilir.

e Her birine tablo 5'de belirtilen miktarlarda ilacin calisma konsantrasyonundan
eklenir. Tim ilaglar icin ayni islem tekrarlanir.

e Ayrica 1000ml’lik bir besiyeri ila¢siz kontrol besiyeri olarak birakilir.
e Balonlar iyice ¢alkalanip homojen olmasi saglandiktan sonra Uzeri etiketlenmis,
steril, vida kapakli tiplere (16X160mm), her birine 5-7 ml olacak sekilde, aseptik
sartlarda dagitilir.

(.
L58J




e Tupler koagulatérde 78-80°C’'de 1 saat (veya 85°C'de 45 dk) koagule edilir.
e 18-24 saat 37°C'de sterilite kontroli yapildiktan sonra 2-8°C bir ay saklanabilir.
Not: Proporsiyon yonteminde dirence karar verirken kritik konsantrasyondaki
Ureme esas alinir. Diger konsantrasyonlar direncin derecesini belirlemede kullanilir.
is yogunlugunun yiksek oldugu durumlarda testi daha pratik hale getirmek icin
sadece kritik konsantrasyonlar test edilebilir (INH'in ytksek konsantrasyonu da
o6nerilmektedir). Tablo 5'de LJ besiyeri ile proporsiyon yonteminde kritik

konsantrasyonlar ve Onerilen diger konsantrasyonlar goértilmektedir..

inokulum Hazirlanmast:

inokulum hazirlanmasi agar proporsiyon yénteminde anlatildigi gibidir. Fakat
indirekt yontemde basil siispansiyonunun 10” ve 10° diliisyonlari 6nerilmektedir.
Bu dilGsyonlari hazirlamak i¢in, McFarland no 1 bulanikhdindaki basil
sispansiyonundan 1ml‘si 9 ml steril distile suya eklenir, bu islem seri dilGsyonlar
seklinde 5 kez tekrarlanir ve 10'1, 10'2, 10'3, 10'4, 10° diltsyonlar elde edilir. Her
bir dilisyondan sonra tlp vortekslenmelidir. Sonra 10” ve 10” dilisyonlari

inokulasyon i¢in kullanilir.

inokulasyon ve inkiibasyon:

e 10° (1/1000) ve 10° (1/100000) dilasyonlardan, 2'ser adet ilagsiz kontrol
besiyerine ve 1'er adet ilagli besiyerlerine 0.2ml ekilir. Ekimler steril, tiberkalin
enjektdrd, otomatik pipet veya pastor pipeti ile yapilabilir.

* Ekilen tupler basillerin ylzeye yayilabilmesi icin ettive yatik olarak konulur.
inokulumun buharlasabilmesi icin kapaklar hafifce gevsek birakilir.

e 24-48 saat sonra kapaklar sikica kapatilip, 36+1°C’'de inkubasyona birakilir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Degerlendirme agar proporsiyon ydonteminde anlatilana benzer sekildedir. Basil
dilisyonunda amac sayilabilecek koloni elde etme esasina dayanir. indirekt
testlerde bu dilusyon 10” olabilecegi gibi 10° de olabilir. Degerlendirmede degisik
tuplerdeki koloniler sayilir, bu sayimlara gére direncli basil orani saptanir. Cikan
sonuglarin her biri o ilag icin saptanmis olan kritik proporsiyon ile karsilastirip o
ilaca karsi duyarli ya da direngli olduguna karar verilir. LJ ile proporsiyon
yonteminde farkli olarak bazi primer ve sekonder ilaclarda kritik proporsiyon
% 1'degil %10 olarak belirlenmistir (tablo 6).
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DSO’ sonuclarin 28. ve 40. glinlerde okunmasini énermistir. DSO’niin bu rehberinde
28. gunde direncli koloni orani KP'dan yuksek ise direncli olarak rapor
edilebilecegini; yine 28. glinde kontrol besiyerinde yeterli ireme olmasina ragmen,
en yogun dilsyon (10”) inokule edilmis olan, ilacin en disik konsantrasyonundaki
besiyerinde treyen koloni yok ise duyarli olarak rapor edilebilecegini; bu iki

durum disindaki tim sonuglarin 40. giinde degerlendirilmesi gerektigini bildirmistir.
lll. BACTEC 460 TB (radyometrik) ANTIBiYOTiK DUYARLILIK TEST YONTEMI

Prensip: Mikobakteriler antibiyotik iceren ve icermeyen Bactec 12B
(Middlebrook 7H12) siselerine ekilir ve 370C'de inklbe edilir. Kontrol sisesine
ekilen mikroorganizma sayisi ilag iceren siseye gore 100 kat azdir. Siseler gtinluk
olarak Bactec 460 cihazinda okunur. Antimikobakteriyel inhibisyon olmadiginda,
mikobakteriler Grer ve besiyerindeki 14C isaretli substrati kullanir. Béylelikle
14C0O2 olusur ve Bactec 460 cihazinda Growth Index (GI) terimiyle kantitatif
olarak élctltr. Duyarlilik sonuglari, kontrol ve ilag iceren siselerin gtinlik Gl degeri
artislarinin karsilastirilmasiyla yorumlanir. Antitiberktloz ilag iceren besiyerinde,
duyarli mikobakterilerin Gremesi inhibe olur ve bu Gl okumalariyla kaydedilen
gunlik 14C0O2 Uretiminde artmama veya azalmayla sonuglanir. Mikobakteriler
test edilen ilaca direngliyse, Gremenin inhibisyonu s6z konusu olmayacak ve Gl
gunlak olarak artacaktir. Gunluk Gl degerindeki artis, test kaltarintn direnglilik

derecesiyle orantilidir.

TuberkUloz basillerinin duyarlilik testi direkt veya indirekt yontemle yapilabilir.
Direkt testte, yayma pozitif islenmis hasta 6érnegi direkt olarak antibiyotikli ve
antibiyotiksiz besiyerlerine ekilir. indirek testte ise, primer izolasyon besiyerinde

Ureyen mikroorganizmanin saf kultur( test edilir.

iNDIREKT DUYARLILIK TEST YONTEMi

Antibiyotik sollisyonlarinin hazirlanmasi:
Antibiyotikler (streptomisin, izoniazid, rifampin ve ethambutol) Bactec SIRE kiti
olarak, liyofilize halde Uretici firma tarafindan saglanmaktadir. Liyofilize halde

bulunan bu ilac siseleri sulandirilarak stok sollGsyonlar hazirlanilir.




e Liyofilize antibiyotik siselerinin kapagini alkolld pamukla silin.
¢ Her liyofilize antibiyotik sisesine 5 ml steril distile deiyonize su ekleyin ve
tamamen c¢6zlinene kadar karistirin.

¢ Antimikrobiyal ajanlarin dilisyon semasi ve Bactec 12B besiyerindeki son
konsantrasyonlari tablo 7'de gérilmektedir.

e Stok solUsyonlar ufak miktarlar halinde 2-8°C'de 3 giin, -5 ila -20°C arasinda
3 aya kadar, -70°C'de 6 aya kadar saklanabilir.

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz 12B siselerinin hazirlanmasi:
e Her bir antibiyotik duyarhlik testi icin bes adet Bactec12B sisesi ve bir adet
Bactec diltisyon sivisi (DF) sisesi hazirlayin.
e TUm siselerin Gzerine hasta klltir numarasini yazin.
e Besadet 12B sisesinin birine kontrol, dérdiine ise ¢alisilacak doért antibiyotigin
ismini yazin (S,I,R,E ve K)
¢ SM ve EMB'nin daha 6nce hazirlanmis olan stok soltsyonlarinin 1ml’si aseptik
sartlarda 2ml steril distile su icine ilave edilerek 1/3 dilie edin.
e Her birinin Gzerinde antibiyotigin ismi yazan dért ayri Bactec 12B sisesine,
INH ve RIF icin direkt stok solisyondan, SM ve EMB icin dilie edilmis stok
solisyondan 0.1ml.yi, tek kullanimlik ttberkilin enjektortyle ekleyin. Her ilag
icin ayri bir enjektor kullanin.
e Kontrol sisesine herhangi bir antibiyotik eklemeyin.
e Hicbir zaman 12B sisesine 0.1ml'den fazla miktarda antibiyotik soltsyonu
eklemeyin. Daha yuksek konsantrasyonlarda calismak isterseniz antibiyotik stok
solisyonunu daha yUksek konsantrasyonda hazirlayabilirsiniz. Béylece 12B'ye
ilave edeceginiz miktar yine 0.1ml olarak kalmahdir.

e Antibiyotik eklenen 12B sisesi 2-8°C'de saklanarak 7 gin icinde kullanilabilir.

inokulum hazirlanmas::

indirekt duyarllik test ydnteminde, laboratuvarin kapasitesi ve calisma sekline
gore gunluk (haftanin 7 gtint) veya hafta ici (hafta sonu dahil olmayan) iki ayri
program vardir. Bu iki programda inokulasyon yogunlugu, inkibasyon suresi ve
siselerin okutulmasinda farkhhklar vardir.

indirekt duyarlilik test yénteminde inokulum hazirlarken érnek olarak Bactec
12B besiyeri, diger bir sivi besiyerleri (MiddleBrook7H9 gibi) veya bir kati
besiyerlerinde (LJ, M7H10 veya M7H11) Uremis saf kalttrler kullanilabilmektedir.
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Pozitif Bactec 12B sisesinden inokulum hazirlanmasi;

e Eger primer izolasyon sisesi kullanilacaksa, Gl degeri 10'un tzerine ¢iktiginda
siseleri gunluk olarak test ederek, Gl degerinin >500 olmasini bekleyin ve bunu
inokulum olarak kullanin veya Gl 300 olunca bir gtin daha inklbe edin ve inokulum
olarak kullanin.

e Eger 12B sisesine subkultlr yapildiysa, ayni sekilde Gl degeri >500 olana kadar
siseleri gunltk olarak okutun.

e Gl degeri >800 ise, Tml pozitif kaltlrt 1ml DF igine ekleyerek dilue edin ve
bunu inokulum olarak kullanin.

* Eger hafta sonu dahil olmayan program uygulaniyorsa, Gl degeri 500't gecen
siseyi buzdolabinda cumaya kadar saklayin (1 hafta icinde kullanin).

MiddleBrook 7H9 besiyerindeki GUremeden inokulum hazirlanmasi;

Besiyerinin bulanikligini DF ile hafta sonu dahil olmayan program i¢in McFarland
0.5’e, guinluk program icin McFarland 1.0’e ayarlayin, inokulum olarak kullanin.
(kualtar 1-4 haftalik olmalidir)

Kati besiyerindeki Gremeden inokulum hazirlanmasi;

Ureme saptandiktan sonra 4 haftadan uzun siire gegmemis kulttrler kullanilmalidir.
e Kati besiyerinde tGremis koloniler sert bir 6ze yardimiyla kazinarak alinir ve
icinde 6-8 adet cam boncuk bulunan 3 ml| DF'de emulsifiye edilir.
e 1-2 dakika sureyle vortekslenir.

e Buyuk partiktllerin ¢okmesi icin 30 dk streyle tup bekletilir.
e SUpernatant steril pastor pipeti yardimiyla bos bir steril cam ttpe alinir.
e BusUspansiyonun Gzerine DF ekleyerek bulanikligini, hafta sonu dahil olmayan

program icin McFarland 0.5'e, giinlik program icin McFarland 1.0’e ayarlayin.

inokulasyon ve inkiibasyon;

e Antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilacak tim 12B siselerini Bactec 460
cihazinda test ederek siselerin iginde % 5’'lik CO2 ortami saglayin.
e Dort adet antibiyotikli, bir adet antibiyotiksiz kontrol besiyerini ve bir adet
Bactec DF sisesini siralayin.

e Siselerin lastik kapaklarini alkolli pamukla silerek dezenfekte edin.
e inokulum sspansiyonunu iyice karistirin ve bir tiberkilin enjektéri ile ilag

iceren dort adet 12B sisesine 0.1ml inokule edin.




e Ayrica yine 0.1ml bu stspansiyondan 9.9ml DF sisesine ekleyin ve karistirin.
Boylece standardize edilmis inokulum stspansiyonunu DF ile 1/100 oraninda dilue
edin.

e DFile 17100 oraninda dilue edilmis sispansiyondan 0.1ml"yi kontrol sisesine
inokule edin.

e Birka¢ damla inokulum stispansiyonunu, bir adet kanli agar ve bir adet M7H10
veya M7H11 agar plagina subkulttre edin.

e Her sisenin lastik kapagini dezenfektan emdirilmis pamukla ve pesinden
alkollG pamukla silin

e Siseleri 37+1°C'de karanlikta inktbe edin.

Sonuclarin okunmasi:

Sonuglari okumadan 6énce kanli agar ve M7H10 veya M7H11 plaklarini
kontaminasyon yéninden inceleyin. Kontaminasyon saptanmaz ise gliinlik ya
da hafta sonu dahil olmayan programa gore sonuglari okuyup, sonuclari kayit
formuna isleyin.

GUnlUk programda;

e Siseleri hafta sonu ve tatiller dahil olmak Gzere gunlik olarak okutun.
e Her gin yaklasik olarak ayni saatte (£2 saat) okutun.

e Enaz4 gln okutun.

e Kontrol sisesinin GI degeri >30 ise sonuglar yorumlanabilir.
e Kontrol sisesinin Gl degeri bir iki gin iginde >30 olursa, muhtemelen inokulum
cok yogundur. Testi tekrar edin.

e Kontrol sisesinin Gl degeri 3. okutmada >30 olursa, sonuglari yorumlamadan
once bir giin daha inklbe edin.

e Kontrol sisesinin Gl degeri 14 glnltk inkbasyondan sonra 30'a ulasmazsa,
testi tekrar edin.

Hafta sonu dahil olmayan programda;

e Testi Cuma gunu yapin.

e Pazartesinden itibaren gunlik ve yaklasik olarak her giin ayni saatte (+2 saat)
okutun

e Enaz 3 gln okutun.

e Kontrol sisesinin Gl degeri Pazartesi gini >30 olursa, muhtemelen inokulum

cok yogundur. Testi tekrar edin.




e Saliguni kontrol sisesinin Gl degeri >30 olursa, ¢arsamba gina de okuttuktan
sonra, sonugclari yorumlayin. Pazartesi giinine ait Gl degerini dikkate almayin.
¢ Kontrol sisesinin Gl degeri 14 gunltk inktibasyondan sonra 30'a ulasmazsa,

testi tekrar edin.

Yorumlama:
¢ Kontrol ve ilag iceren siselerin, bir giin 6nceyle karsilastirarak, gtnltk Gl
farkliliklarini (AGI) hesap edin.
e Sonuglari asagidaki gibi yorumlayin;

Kontrol sisesinin AGI > ilach sisenin AGI = duyarh

Kontrol sisesinin AGI < ilach sisenin AGI = direncli

Kontrol sisesinin AGI = ilagli sisenin AGI = sinirda veya kismi direncli
¢ ilaciceren sisenin Gl degeri 500’0 gecer ve bir sonraki giin de 500'(in Gzerinde
kalirsa, AGl'e bakmaksizin, sonucu direncli olarak yorumlayin (kontrol sisesinden
inokulumun yogun olmadigini kontrol ederek inokulumun yogun olmadigindan
veya bir kontaminasyon olmadigindan emin olun).
e Sinirda sonuclar s6z konusuysa, siseleri ek olarak 2-3 giin daha okutun. Bu
ek okumalar duyarli veya direncli yéntnde bir trendin yakalanmasina neden

olacaktir.

Kalite kontrol;

Her antibiyotik duyarlilik test giininde M.tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) kalite
kontrol susunu da test edin. Bu sus test sonucunda tim primer ve sekonder
antitlberkdiloz ilaglara karsi duyarli olmalidir. M.tuberculosis H37Rv iceren kontrol
sisesi 3-5 gUn icinde 30’dan buyuUk bir GI degerine ulasmalidir. Kalite kontrol
susunun sonuglari uygun degilse, asagidaki parametreleri gézden gegirin.
Kontrol sisesinin Gl 30 dederine ulasmasinda gecikme varsa;
e inkubasyon isisinin 37£1°C oldugundan,

e Susun canhligindan,

¢ inokulum diltisyonunun dogru yapildigindan emin olun.

M.tuberculosis H37Rv her hangi bir ilaca direncli bulunursa;

¢ Tam direngliyse, besiyerinde antibiyotik olmayabilir veya kontamine olmus
olabilir.

e Kismi direncgliyse, antibiyotik aktivitesini kaybetmis olabilir veya inokulum

cok yogun olabilir.




DIREKT DUYARLILIK TEST YONTEMI :

ARB yayma pozitif tim hasta érneklerine uygulanabilir. Hasta 6rnegindeki basil
sayisina bagh olarak 4-21 gun icinde sonug verir. Primer izolasyon besiyeriyle
ayni gin ekim yapilir. Tim direkt test sonuclari indirekt testle dogrulanmalidir.
e Sadece izoniazid, rifampin, streptomisin ve ethambutoll test edin.
e inokulasyon éncesi kontrol ve antibiyotik iceren siselere 0.1ml Bactec PANTA
(Polimiksin B, Amfoterisin B, Nalidiksik asit, Trimetoprim ve Azlosilin) antibiyotik
karisimi ekleyin.

e Homojenize, dekontamine ve konsantre edilmis, ARB’si pozitif, iyice karistiriimig
primer hasta 6rneginin 0.1ml.sini antibiyotik iceren dért adet 12B sisesine direkt
olarak inokule edin.

e Ayrica hasta 6rnegini DF sivisiyla 1:10 dilue edip iyice karistirdiktan sonra,
0.1ml kontrol sisesine inokule edin. (genellikle 6rnek az sayida basil icerdiginden
inokulumun 1/100 yerine 1/10 dilisyonu tercih edilir)

e Her 2-3 glinde bir okutarak, 37+1°C'de U¢ haftaya kadar inkiibe edin (yayma
pozitifligi yuksek diizeyde olan 6rnekleri her gtin okutun).

e Kontrol sisesinin Gl degeri > 10 oldugunda, siseleri her giin okutun
e Kontrol sisesinin Gl dedgeri > 20 oldugunda, sonuglari yorumlayin.
e Kontrol sisesinin Gl degeri 21 gunluk inkiibasyonla >20 olmaz ise, testi
yorumlamayin.

e inokulumdaki mikobakteri sayisi daha az ve inkiibasyon siiresi daha uzun
oldugundan genellikle sonuclar daha bariz olarak duyarl veya direnclidir. ilacli
sisedeki Gl'in, kontrol sisesindeki Gl'e yakin olmasi (%20 icinde), kontrol 1/10
dilde edilmis oldugundan, %10 direncli populasyonu dusinduradr.
* Rapora “sonuclar, direk hasta 6rneginin test edilmesiyle elde edilmistir”
seklinde bir not koyun.

* izolatin tiberkiloz basili oldugu dogrulanmadan, duyarlilik test sonuclarini
rapor etmeyin.

e Kalite kontrol icin, indirekt testte belirtilenler direkt testte de gecerlidir.

BACTEC 460 PZA (PIRAZINAMID) DUYARLILIK TESTi
Pirazinamid (PZA), tiberkuloz basillerine karsi sadece dusuk pH'da aktif olan bir
antimikrobiyal ajandir. Bactec PZA yénteminde, test pH 6.0'da yapilir.

PZA soliisyonunun hazirlanmasi:

e Bactec Liyofilize PZA, 5 ml Bactec Reconstituting Fluid (RF) ile sulandirilir
(4.000 pg/ml).

* PZA stok solisyonu ufak miktarlara bélinlp, SIRE stok soltsyonlari gibi
saklanabilir.




PZA iceren besiyerinin ve kontrol besiyerinin hazirlanmasi:

e Bactec PZA duyarlilik test besiyerine, RF ile sulandirilmis olan PZA solisyonundan
thberkllin enjektoru ile 0.1ml, eklenir (pH 6.0) (final PZA konsantrasyonu 100
pg/ml).

e Kontrol besiyerine Bactec RF sivisindan 0.1ml eklenir. (RF Gremeyi kolaylastirici
bir madde olan POES (polyoxyethylene sterearate) icerir, bu nedenle inokule

edilecek tim siselerde bu RF bulunmalidir.

inokulum hazirlanmast:
e Asagida belirtilen besiyerlerinden herhangi birindeki tremeden 0.1ml"yi,
0.1ml Bactec RF eklenmis Bactec 12B besiyerine subkultire edin.
- Gl degeri 300-999 arasi olan Bactec 12B besiyeri
- Bulanikligi McFarland no1 veya daha dustk olan M7H9 besiyeri
- Kati besiyerinden hazirlanmis ve bulanikhgi McFarland no1'e yakin stispansiyon
e Karanlikta 37+1°C'de inkUbe edin.
e Subkulttrt gunluk olarak okutun.
- Gl 300-500 arasinda ise, bunu inokulum olarak kullanin.
- GI>500 ise asagidaki gibi dilue edin.
a) GI 500-599 ise, 1.0ml 12B besiyeri ekleyin.
b) GI 600-699 ise, 1.5ml 12B besiyeri ekleyin.
c) GI 700-799 ise, 2.0ml 12B besiyeri ekleyin.
d) GI 800-899 ise, 2.5ml 12B besiyeri ekleyin.
e) GI900-999 ise, 3.5ml 12B besiyeri ekleyin.
- Pik GI degerine ulastiktan sonra veya Gl 999 okunduktan sonra 1 glinden

fazla gecen kulturleri inokulum olarak kullanmayin.

inokulasyon ve inkiibasyon:

e Tum siselerin lastik kapagini %70’lik alkolle silin.

¢ inokulum stspansiyonunu iyice karistirin ve bir tiberkulin enjektérd ile PZA
iceren siseye ve kontrol sisesine 0.1ml inokule edin. Kontrol sisesi i¢in inokulumu
dilte etmeyin.

e Birka¢ damla inokulum slispansiyonunu bir adet kanh agar ve bir adet M7H10
veya M7H11 agara, inokulumun saf olup olmadigini kontrol etmek icin, inokule

edin.




e 37x1°C'de karanlikta inkUbe edin.

Sonuclarin okunmasi:

e Kanli agar ve M7H10 veya M7H11 plaklarini kontaminasyon ydninden
inceleyin.

e Siseleri gunltk olarak okutun.

e Her gin yaklasik olarak ayni saatte (+2 saat) okutun.

e Enaz 4 gun okutun.

e Kontrol sisesinin Gl degeri > 200 ise, sonuglar yorumlanabilir.
e Kontrol sisesinin Gl degeri 14 gunltk inktibasyondan sonra 200'e ulasmazsa,
testi yorumlamayin.

Not: Hafta sonu dahil olmayan program kullanilacaksa SIRE icin kullanilan
programa benzer sekilde test Cuma guna yapilir, pazartesi giiniinden itibaren

okutulmaya baglanilir.

Yorumlama:

Sonuclari asagidaki gibi yorumlayin;

e PZA sisesinin Gl < kontrol sisesinin Gl'inin % 10 = duyarl

e PZA sisesinin Gl > kontrol sisesinin Gl'inin % 10 = direncli
Direnci gosteren sonuglar 4 giinden 6nce yorumlanabilir, fakat duyarlihgi gosteren

sonuglar 4 giinden énce raporlanmamalidir.

Kalite kontrol:
M.tuberculosis H37Rv susunun Ureme kontrolt 3-8 giin icinde Gl > 30 degerine

ulasmalidir ve PZA'ya tamamen duyarl olmalidir.
IV. BACTEC MGIT 960 SiSTEMi iLE DUYARLILIK TESTi

Prensip:

BACTEC MGIT 960 SIRE kiti ktlttrde izole edilen M.tuberculosis’i test etmek icin
nonradyometrik bir duyarhhk testidir. BBL MGIT 7-ml mycobacteria growth
indicator tube (MGIT tube) mikobakterilerin Gremesini ve saptanmasini saglayan
modifiye Middlebrook 7H9 broth icerir. MGIT tuptn dibindeki silikon icine floresan

madde gomuliudur. Floresan madde sivi besiyerinde ¢6zllmuUs oksijen varligina
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duyarhdir. C6zulmus oksijenin baslangi¢taki konsantrasyonu floresan maddeden
floresans yayihmini baskilar. Ureyen mikroorganizmalar oksijeni tiiketir ve floresan

maddenin floresans yaymasina neden olur.

BACTEC MGIT 960 SIRE kiti 4-13 glinde sonlanan kalitatif bir testtir. Test
M.tuberculosis izolatlarinin ilagli ve ilagsiz tiplerdeki Gremelerinin karsilastiriimasi
esasina dayanir. MGIT 960 cihazi tuplerdeki floresans artisini strekli izler. Cihaz
yardimiyla ilach ve ilagsiz tplerdeki floresans analizleri karsilastirilarak duyarlilik
sonuglari belirlenir. BACTEC MGIT 960 cihazi otomatik olarak bu sonuclari yorumlar

ve duyarh ya da direngli olarak bildirir.

Antibiyotik sollisyonlarinin hazirlanmasi:

Antibiyotikler (streptomisin, izoniazid, rifampin ve ethambutol) Bactec MGIT
SIRE kiti iginde liyofilize halde Uretici firma tarafindan saglanmaktadir. Liyofilize
halde bulunan bu ilag siseleri sulandirilarak stok soltisyonlar hazirlanilir.
e Liyofilize antibiyotik siselerinin kapagini alkollG pamukla silin.
e Her liyofilize antibiyotik sisesine 4 ml steril distile su ekleyin ve tamamen
¢6zUnene kadar karistirin.

¢ Liyofilize antibiyotiklerin dilisyon semasi ve BBL MGIT 7ml besiyerindeki final
konsantrasyonlari tablo 8'de gérilmektedir.

o Ozellikle INH i¢in olmak Uzere, eger bir ilacin kritik konsantrasyonunda direng
gorulurse, ilacin daha yuksek bir konsantrasyonu icin duyarlilik testi yapilmasi
onerilmektedir. Bu amacla BACTEC MGIT SM 4.0 ve INH 0.4 kitleri mevcuttur. Bu
konsantrasyonlarda da duyarlilik testi yapilacaksa; bu iki kitteki liyofilize ilaglar
2ml steril distile su ile sulandirilmalidir tablo 8. Diger prosedir SIRE kiti ile

benzerdir.

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz MGIT tiplerinin hazirlanmasi:
e Her test izolati icin 5 tane MGIT tipunU alin ve Gzerlerini yazin (birine GC
(Kontrol), digerlerine S, |, R ve E olarak). Tupleri uygun buyukltkte AST (antibiyotik
duyarlilik testi) set tasiyicisina dogru sirayla yerlestirin (soldan ilk tip GC, sonra
SIRE).

e Her tlpe aseptik sartlarda 0.8mI BACTEC MGIT SIRE suplementi ekleyin. Kitin

icinden ¢ikan suplementin kullanilmasi énemlidir.




e Dort SIRE tipUnin her birine, Gzerine yazdigimiz antibiyotik adina uygun
sekilde, daha 6nce hazirladigimiz antibiyotik solisyonlarindan bir mikropipet
yardimi 100ul pipetleyin (tablo 8).

e Kontrol (GC) tapUne hicbir antimikrobiyal ajan eklemeyin.

inokulum hazirlanma:

MGIT yontemi ile duyarhlik testleri M.tuberculosis’in saf kalturlerinden yapilir
Kati besiyerinden inokulum hazirlanmasi;

e Cam boncuklu steril bir tipe 4 ml Middlebrook 7H9 veya MGIT broth koyun.

e Steril bir 6ze ile olabildigince ¢ok koloniyi kaziyarak alin ve 7H9 icinde stispanse

edin.

e BuyUk kameleri dagitmak icin stspansiyonu 2-3 dakika vorteksleyin.
Stspansiyon bulanikliligi McFarland no1 standardini ge¢melidir.
e Suspansiyonu 20 dakika bekletin.

e SUpernatanti baska bir kapakl steril tiipe aktarin, 15 dk. daha bekletin.
e SUpernatanti yine baska bir kapakli steril tipe aktarin ve stspansiyonu
McFarland no:0.5 standardina gére ayarlayin.

e Ayarlanmis stspansiyonun 1 ml’sini 4 ml steril serum fizyolojikte diltie edin
(1/5 diltsyon)

Pozitif MGIT tupUnden inokulum hazirlanmasi;

e Pozitif bir MGIT tlpU, MGIT 960 cihazinda pozitif olduktan sonraki giin (1.gtn)

dahil 5. giine kadar kullanilabilir.

e Tupln 5 glinden daha fazla bir pozitifligi varsa, Growth suplement eklenmis
yeni bir MGIT tUpUne subkulttrd yapilmali ve pozitif oluncaya kadar cihazda test
edilmeli, pozitifligi takip eden 1-5. gunlerde kullaniimalidir.
e Tupler 1-2 gundur pozitifse iyice karistirilip, inokulum olarak kullanilir.
e Tupler 3-5 gundur pozitifse iyice karistirilir, 1ml’si 4ml SF'de dilte edilir ve

bu 1/5 dilte stspansiyon inokulum olarak kullanilir.

inokiilasyon:

e Dort adet ilagh MGIT tapinln her birine (S,I,R,E) inokulum stispansiyonundan
0.5ml pipetleyin.

e 1/100'luk kontrol stGspansiyonu hazirlamak i¢in 9.9ml steril SF icine 0.1ml

organizma sUspansiyonu pipetleyin ve iyice karistirin.




e 1/100'lik kontrol sispansiyonundan “GC" olarak etiketlenmis MGIT tipUne
0.5ml pipetleyin.

e Tum tupleri sikica kapatin. 3-4 kez hafifce alt Ust ederek karistirin.
e MGIT 960 cihazina giris kaydini yapin (BACTEC MGIT 960 cihazi kullanim
kilavuzuna gére)

¢ inokulum suspansiyonundan kanli agara 0.1ml ekin, 35-37 oC'de inkiibe edin.
¢ Bakteriyel kontaminasyon agisindan kanli agar plagini 48. saatte kontrol edin.
Kanli agar plaginda tGreme yoksa teste devam edin, Greme varsa AST (Antibiyotik

Duyarlilik Testi) setini atin ve testi tekrar edin.

Sonuclarin yorumlanmasi ve rapor edilmesi:

o ilach tupteki floresans kontrol tiipiindekinden daha az oldugunda, MGIT 960
cihazi sonucu duyarli olarak yorumlar.

o ilacl tupteki floresans kontrol tipiindekine esit oldugunda, cihaz sonucu
direncli olarak yorumlar.

e  MGIT 960 cihazinin yorumu esas alinarak sonug¢ “duyarl” veya “direncli”
olarak rapor edilir.

e Test sonucunun etkilenebilecegdi bazi durumlar oldugunda, duyarlilik yorumu
olmaksizin cihaz sonucu hata (X) olarak verir. Bu durumda sonug rapor edilmez.

e Raporda test yontemi, ila¢g ve konsantrasyonlar bulunmalidir.

Uyarilar:

e BACTEC MGIT 960 duyarlilik testi test edilen izolatin duyarhlik derecesini
yorumlamaz. Sonuglar test edilen ilag ve konsantrasyon icin S (duyarli) ya da R
(direngli) olarak rapor edilir.

e STR, INH, RIF, EMB icin BACTEC MGIT 960 SIRE testinde kullanilan kritik
konsantrasyonlar, yanlis duyarli sonuglardan kaginmak icin, proporsiyon yénteminde
kullanilan konsantrasyonlardan biraz daha disuktir. Onerildigi gibi daha ylksek
konsantrasyonlarda da test etmek izolatin distk diizey direncini saptama olasiligini
artiracaktir.

e BACTEC MGIT 960 duyarlilik testi sadece BACTEC MGIT 960 cihazi ile
uygulanabilir. AST seti manuel olarak okunamamaktadir. M.tuberculosis’in sadece

saf kultard kullaniimahdir. Kontamine olan veya cok sayida mikobakteri




tarQ iceren kulturler yanhs sonuclar verebilir ve test edilmemelidir. Klinik
orneklerden direkt test 6nerilmemektedir. Kati besiyerinden yapilan stspansiyonlar
standardize edilmeden ¢oktirmek icin bekletilmelidir. Kati besiyerinden hazirlanan
inokulum gorsel olarak McFarland no: 0.5 bulaniklik standartina ayarlanmaldir;
bu yapilmadiginda yanlis sonuclar alinabilir veya cihaz hata verebilir.
o lach tuplere ve kontrol tiipiine inokule edilen organizma siispansiyonunun
yukarida 6énerilen dilisyonlari kullaniimadiginda yanlis sonuglar verebilir.
¢ ilaclarin uygun volimde steril distile su ile sulandirilmamasi yanlis sonuclar
verebilir.

e inokule edilen tuplerin iyice karistirilmasi dnemlidir. TUplerin yeterince
kanistirllmamasi yanhs direngli sonuclara yol acabilir.

e AST set rakina AST setinin dogru sira ile konulmamasi hatali sonuglar verebilir.
ila¢ tanimina uygun AST set rakinin secilmemesi gecersiz veya yanlis sonuclarla
sonuglanabilir.

e AST setinin cihaz icine dogru sekilde yerlestiriimemesi bir isimsiz durum olarak
sonuglanacaktir, 8 saat i¢cinde sorun ¢ézulmelidir. Sorun 8 saatde ¢6zilmez ise,
AST seti atilmali ve test tekrar edilmelidir.

AST setinde SIRE suplementi kullanilmamasi yanhs sonuclar verebilir. AST setine
BACTEC MGIT 960 growth suplementi eklemeyin.

Kalite kontrol:

e MGIT 960 SIRE kit siselerinin gelen her yeni parti veya lot numarasinda,
M.tuberculosis ATCC 27294 kalite kontrol (QC) suslari test edilmelidir. Ayrica
duyarlilik testi yapilacagi her hafta ayni kalite kontrol suslari ¢alisiimalidir.
e Kalite kontrol stok suslari -700C’de saklanir.

e Kalite kontrol testi, test edilecek ilag kitleri igin “duyarlilik test prosedtra”
aciklamalarina uyularak uygulanmalidir.

e 4-13 gun icinde kalite kontrol susu GC tuplinde pozitif sonug¢ vermeli ve tim

antibiyotiklere duyarh olmalidir. Uygun sonuglar alinmaz ise test tekrar edilir.
BACTEC MGIT 960 PZA (PIRAZINAMID) DUYARLILIK TESTI

Prensip:
BACTEC MGIT 960 PZA kiti de SIRE kiti ile benzer prensiple calisan, pirazinamid
(PZA) duyarhgini 4-21 ginde test eden kalitatif bir testtir. PZA testi genel
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yontemlerin modifikasyonunu gerektirir, cinki PZA in vitro sadece daha dusuk
pH degerlerinde aktiftir. MGIT 960 PZA besiyeri, pH'1 5.9'a dustrilmis modifiye
Middlebrook 7H9 broth igerir.

Antibiyotik sollisyonlarinin hazirlanmasi:
BACTEC MGIT 960 PZA kiti icinden cikan liyofilize PZA, daha 6nce anlatilan MGIT
SIRE duyarlilik testindeki gibi sulandirilir. Tek fark sulandirim i¢in 2.5ml distile

su kullanilmasidir (tablo 8).

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz MGIT tlUplerinin hazirlanmasi:
e Her test izolati icin 2 tane BACTEC MGIT PZA tGpUn0n Gzerini “GC" ve “PZA"

olarak yazin. Tupleri iki tapluk AST tasiyicisina dogru sirayla yerlestirin (firma

Onerilerine gore).
e Her tlpe aseptik sartlarda 0.8ml BACTEC MGIT PZA suplementi ekle. Dogru

suplementin kullanilmasi énemlidir.

e Bir mikropipet kullanarak, aseptik sartlarda, etiketine uygun MGIT tplne
(PZA) 8.000ug/ml’'lik MGIT PZA'dan 100ul pipetleyin.

e Kontrol tipUne antimikrobiyal ajan eklemeyin.

inokulum hazirlanmast:
MGIT SIRE duyarhlik testinde anlatildigi gibidir.

inokiilasyon:

ilach tuplerin inokiilasyonu MGIT SIRE duyarlilik testinde anlatildigi gibidir. Fakat
kontrol tipt icin 1/100'luk degdil 1/10'luk kontrol sispansiyonu hazirlayin. 1/10’'luk
kontrol stspansiyonu hazirlamak icin 4.5ml steril SF icine 0.5ml inokulum
stspansiyonu pipetleyin, iyice karistirin. “GC" olarak etiketlenmis tupe 1/10’luk
kontrol stispansiyonundan 0.5ml pipetleyin.

Tasiyicida kontrol tipUndn pozisyonunun soldan ilk tip oldugundan emin olun.
AST setinin cihaza girisini yaparken, iki taplak AST set taniminda ilag olarak
PZA'yi segin.

Sonuclarin yorumlanmasi ve rapor edilmesi:
SIRE yorumunun %1 proporsiyon diizeyinde yapildigi gibi, PZA’da direnc %10

proporsiyon duizeyinde rapor edilir.




Sadece PZA'ya diren¢ (Monoresistance) nadirdir. Sadece PZA direnci bulunmus
ise, M.tuberculosis’in safligini, identifikasyonunu ve diger parametreleri kontrol

ederek sonuglari dogrulayin.

Uyarilar:

e PZA duyarlilik testinde NCCLS, referans yontem olarak BACTEC 460TB yontemini
o6nermektedir. Nonradyometrik BACTEC MGIT 960 PZA kiti, BACTEC 460TB yontemi
ile yaklasik ayni stirede duyarllik sonucu vermektedir. Benzer sonuclar elde
edebilmek icin MGIT 960 PZA kitinde, BACTEC 460TB’de oldugu gibi PZA'nin
100g/ml konsantrasyonu kullaniimaktadir.

e Kati besiyerindeki Gireme taze olmalidir (14 guinltk). Daha eski kulttrlerden
hazirlanan; McFarland no 0.5 standardi kullanilmadan hazirlanan; uygun
dilisyonlarda hazirlanmayan inokulumlar yanhis sonuglar verebilir.
e Kontrol tapUne inokulasyon icin izolatin 1/10 dilisyonunun kullanilmamasi
yanlis sonuclar verebilir.

e PZA AST setinde MGIT 960 PZA suplementi kullanilmamasi yanls sonuclar
verebilir. PZA AST setine MGIT 960 SIRE suplementi veya BACTEC MGIT 960

growth suplement koymayin.
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Tablo 1. Middlebrook 7H10 Agar besiyerine eklenmek Gzere hazirlanan ilk
secenek ilaglarin stok ve calisma konsantrasyonlari, besiyerine eklenen miktarlari
ve besiyeri icindeki final konsantrasyonlari

-] e =
§ § s § 25
g 35 3 53 £2
£ 28 | Z.i% £
E w3 E - - = g
s TE Te2s E 3
c 2 Ed ~pEg = s 2
2 8= |gtis °F
3 o s 23 °3
T o 2 E c
flag Géziicii ~ ~2
SDW 0.2 0.2
INH 10.000 200 1.0 10
EMB SDW 10.000 1.000 1.0 5,0KK
DMSO (veya
RIF mef,mé 4 10.000 1.000 0.2 1.0
SDW 1.000 04 2.08K
M 10.000 2.0 10.0

SOW= Steril Distile Su;, DMSO=Dimetil silfoksi; KK=knlik konsanirasyon

Tablo 2. Middlebrook 7H10 Agar ile agar proporsiyon ydonteminde ilach ve ilagsiz
besiyerlerinin dort bélmeli petri plaklarina dékilme dazeni ve ilaglarin
konsantrasyonlari.

Plak Bolme Antimikrobiyal ilag

| llagsiz (kontrol)

1} Izoniazid (0.2 _g/ml)

1 Streptomisin (2 _g/ml)
v Rifampisin (1 _g/ml)

I llagsiz (kontrol)

1] Izoniazid (1.0 _g/ml)

n Streptomisin (10 _g/ml)
v Ethambutol (5 _g/ml)




Tablo 3. Direkt test yonteminde inokulum dilGsyonu

EZN boyama (ARB/alan}) Florokrom boyama (ARB/alan) »
Dilisyonlar
(X1000 biyitme) (X200-400 biyitme)
<1 <25 Diliisyon @
1-2 25-50 Diliisyon @, 1017
2-10 50-250 Dilusyon @, 102
=10 >250 102, 103

(NCCLS document M24-A'va gore)

Tablo 4. Agar plaklarindaki mikobakteri kolonilerinin Greme yénlinden
kantitasyonu

Koloni sayisi Kantitasyon
0-50 gercek koloni sayisi
50 - 100 1+

100 - 200 2+

200 - 500 3+

>500 (Agin Greme) 4+

Tablo 5. Proporsiyon yénteminde LJ besiyerine eklenmek Gzere hazirlanan ilk
secenek ilaclarin stok ve calisma konsantrasyonlari, besiyerine eklenen miktarlari
ve besiyeri icindeki final konsantrasyonlari

Stok LJigin caligma | 500ml LJ'ye eklenen LJ'de ilacin son
llag Gozicii | konsantrasyon | kensantrasyonu miklar konsantrasyonu
(ng/mi) (ng/ml) (ml) (ug/ml)
0.5 0.1
INH SDw 10.000 100 1.0 0,2FK
5.0 1.0
0.5 1.0
EMB Spw 10.000 1.000 1.0 2.0°%
2.0 4.0
0.5 10.0
RIF Metanol 10.000 10.000 1.0 20.0
2.0 40.0°K
1.0 2.0
SM Sbw 10.000 1.000 2.0 4.0FK
4.0 8.0

SDW= Steril Distile Su; KK=krilik konsantrasyon




Tablo 6. Proprosiyon yénteminde Middlebrook 7H10 agar igin ve LJ igin 6nerilen
Kritik Konsantrasyon (KK) ve Kritik Proporsiyonlar (KP).

7H10 LJ 7H10 (]
Antitiiberiilioz KK | KP | KK | KP KK | KP | KK | KP
ilag (ng/ml) | (%) |(ug/ml) | (%) | Antitiiberkiilozilag | (ug/ml) | (%) | (ng/ml) | (%)
fzoniazid (INH) 02 | 1 | 02 | 1 |Amikasin (ANK) 30 1
Rifampin (RIF) 1.0 1 40 1 |Kapreomisin(KAP) 10.0 1 40 1
Streptomisin (SM) 2.0 1 4.0 10 | Kanamisin (KAN) 5.0 1 20 10
Ethambutol (EMB) 5.0 1 2.0 1 |Etyonamid (ETH) 5.0 1 20 10
Pirazinamid (PZA)" 2550 | 1 | 100.0 | 10 |Klofazimin (CLF) 1.0 1
Sikloserin (CYC) 30.0 1 30 10
Ofioksasin (OFL) 20 1 2 1
PAS 20 1 05 1

*PZA'min Baclec 12B besiyerinde pH 6'da lest ediimesi énerilir.

Tablo 7: Bactec 460TB duyarlilik testinde liyofilize antibiyotiklerden stok soltisyon
hazirlama ve 12B besiyerindeki final antibiyotik konsantrasyonlari.

. A - Sulandinm .
sigedeki liyofilize Sulandinm igin 12B’ye aktanlan | 12B’deki final
sonrasi
L miktar steril distile su miktar konsantrasyon
Antibiyotik konsantrasyon
5 ml, sonra
Streptomisin 1.2mg 80 pg/ml 0.1ml 2.0 pg/ml
1:3 diliisyon
|zoniazid 0.02 mg 5ml 4 pg/ml 0.1ml 0.1 pg/ml
Rifampin 0.4 mg S5mi 80 pg/mi 0.1mi 2.0 pg/mi
5ml, sonra
Ethambutol 1.5mg . 100 pg/ml 0.1ml 2.5 pa/ml
1:3 dilisyon

Tablo 8: MGIT liyofilize antibiyotiklerinin dilisyon semasi ve 7ml’lik MGIT tupteki
final konsantrasyonlari

Liyofilize antibiyotik Sulandinm Sulandinidiktan MGIT tipe eklenen MGIT tipteki final
(Steril distile su) sonraki ilag miktar konsantrasyon
konsantrasyonu (M) (pg/ml)
(ng/mi)
MGIT SM 4ml 83 100 1.0
MGIT INH 4ml 8.3 100 0.1
MGIT RIF 4ml 83 100 1.0
MGIT EMB 4ml 415 100 5.0
MGIT SM 4.0 2ml 332 100 4.0
MGIT INH 0.4 2ml 332 100 0.4
MGIT PZA 2.5ml 8000 100 100
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Ornek:  Agar proporsiyon testi kayit formu

Hasta adi soyadi : inokulasyon tarihi :
Hasta no: Okuma tarihi :
Ornek adi : Test ydntemi :
102 104
Koloni Koloni
Plak Bolme sayisi Kantitasyon % Direng sayisi Kantitasyon | 9% Direng Sonug
kontrol
INH 0.2
! SM2.0
RIF 1.0
Kontrol
2 INH 1.0
SM 10.0
EMB 5.0

Ornek: BACTEC radyometrik duyarlilik testi kayit formu

Hasta adi soyad : inokulasyon tarihi :
Hasta no : inokulum kaynags :
Ornek adi : inok. Gl degeri :

Test yontemi :

Rapor tarihi : Okuma programt:
(gunltk/haftasonu harig)

Gl

1 12 [3 |4 |5 |6 (7 (&8 |9 |10 |11 |12 |13 |14 |AGI |Sonug

Koot | | | | V t o | V | 1 1 | | |-

Streptomisin 2.0

Izoniazid 0.1

Rifampin 2.0

Ethambutel 2.5




