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ONSOz

Degerli Meslektaslarim,

Turk Klinik Mikrobiyoloji ve infeksiyon Hastaliklari Dernegi Tiberkdloz Calisma
Grubu olarak dizenledigimiz VII. Tuberkiiloz Laboratuvar Tani Yontemleri
Uygulamali Kursunda sizlerle Bursa‘’da bir araya gelecek olmanin mutlulugunu

yaslyoruz.

Her gecen giin tani ve sagaltimina yénelik 6nemli gelismeler kaydedilmis olmasina
karsin dinyanin en 6nemli saglik sorunlarindan biri olmaya devam eden
tiberkllozun eradikasyon ve kontrollinde erken tani, uygun sagaltim ve izlemin
6nemli roll oldugu bilinmektedir. Ancak Glkemizde ve dinyada tiberkllozun
sagaltim ve izleminde oldugu kadar pek ¢cok mikrobiyoloji laboratuvarinda
standardizasyon sorunlari bulunmaktadir. Bu kursun ana hedefi Glkemizde tani
yéntemlerinde bir standardizasyonun saglanmasina katkida bulunmaktir. Kurs
icin 6nceden oldugu gibi 16 katilimcl kabul edilecek ve 10 kisilik egitici grubu
gorev yapacaktir. Her bir kursiyere tim testlerin bizzat yaptirildigi uygulamali
kurslara buglne degin 6gretim Gyesi, arastirma gorevlisi ve dispanser hekimi

olmak tzere 98 meslektasimiz katiimistir.

Kursun ev sahipligini yapan Sayin Prof. Dr. Suna GEDIKOGLU ve calisma arkadaslari
ile katilarak bize gli¢ veren tiim dederli meslektaslarimiza tesekklr eder, saygilar

sunariz.

Prof. Dr. Ayse YUCE

Klimik Dernegi Tuberklloz Calisma Grubu Baskani
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TUBERKULOZ LABORATUVARINDA CALISMA PRENSIPLERI

Dunya saglik teskilati (WHO)'nin kararina goére bir hastaya kesin tiberkiloz
tanisi konabilmesi icin uygun sekilde alinan klinik érnegin laboratuvara
goénderilmesi, ekim yapilan besiyerlerinde Uretilmesi ve tanimlanmasi gerekir.
Bu amacla laboratuvarda gorevlendirilecek personel ve cevrenin glvenligi icin
asagidaki hususlara riayet edilmesi gereklidir.

Bunlar;

1. Personelin PPD deri testi bilinmeli, negatif ise BCG asisi yapilmalidir. Yilda bir
toraks grafisi cekilmeli ve fizik muayenesi yapilmalidir.

2. Personel tiberklloz hakkinda bilgilendirilmeli ve laboratuvar kazalarinda
yapacagi islemleri bilmelidir.

3. Canli tlberkiloz basili ile ilgili tm islemler Class Il mikrobiyolojik emniyet
kabininde yapilmalidir.

4. Emniyet kabini acildiktan 15 dakika sonra calismaya baslanmalidir.
5. Personel koruyucu ekipmanlarla donanimli olarak c¢alismalidir.

a. Sadece calisma alaninda kullanabilecedi koruyucu 6nltk giymelidir.

b. Mutlaka eldiven kullanmalidir.

c¢. Hepa filtreli (N95 standartlarinda) maske takarak calisiimalidir.

d. Olasi sicramalardan korunmak amaci ile gézlik veya yiz sperligi

kullaniimalidir.
6. Calisma alani gerektiginde ve islemler tamamlandiginda 10-50 kat sulandirilmis
TSE belgeye sahip sodyum hipoklorid solusyonu ile silinmelidir.
7. Ayrica islem sonrasinda ortam ultraviyole is1g1 ile dezenfekte edilmelidir.
8. Tuberkiloz Laboratuvarinin enfekte atiklari otoklavlanarak atilmalidir.
9. Klinik materyal vortekslendikten sonra 15 dakika duragan birakilmalidir.
10. Calisma alanina ancak gorevli personel girmeli, personel cikarken mutlaka
Onliguni laboratuvarda birakmalidir.
11. Calisma esnasinda odanin kapisi kapali olmalidir (Negatif basin¢h odalar
onerilir)
12. M. tuberculosis complex icin asagidaki durumlarda zaman gecirilmeden
klinisyene bilgi verilmelidir.

a. Direkt mikroskopide AARB gorilmesinde,

b. Direkt materyalden molekiler yéontemlerle M. tuberculosis complex’i

tanimlandiginda,

¢. Kulturden Greyen tlberklloz basilinin molekuler veya klasik yontemlerle

tanisi konuldugunda,

d. Antibiyotik duyarlilik sonuglarinin belirlenmesi durumunda

13. TUberkuloz ile ilgili materyal, Gzerinde tehlikeli biyolojik materyal isareti
bulunan i¢-ice gecmis (¢ kap sistemi ile gonderilmelidir.
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KLINIK ORNEKLERIN ALINMASI VE LABORATUVARA
GONDERILMESI

Prof.Dr. Meltem UZUN

istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Capa - ISTANBUL

E-posta: meltemuzuntr@yahoo.com

infeksiyon hastaliklarinin tanisinin dogru yapilabilmesi icin uygulanan yéntemlerin
duyarhdinin yanisira, incelenecek klinik érneklerin alinmasinda ve laboratuvara
gonderilmesinde belirli kurallara uyulmasi gerekmektedir.Tiberkuloz tanisi icin
de klinik 6rneklerin alinma, laboratuvara génderilme ve islenmesinde belirli
kurallar vardir.

Ornek alinmasi ve laboratuvara ulastirilmasi ile ilgili genel kurallar:
¢ Ornekler temiz, steril, sizdirmaz, burgulu kapakli, dayanikh ve tek kullanimlik
kaplar icine yeterli miktarda alinmaldir. Ornek enjektére alinacak ve enjektérle
gonderilecekse luer tipi kapakli enjektoérler kullaniimalidir.

e Kabin Gzerine 6rnegin kimden, ne zaman alindigi ve érnek tipi yazilmali,
ayrica istek kagidinda (veya otomasyon programi olan kurumlarda elektronik
ortamda) hasta ve 6rnek ile ilgili gerekli bilgiler belirtilmelidir.

¢ ilk érnekler antimikrobiyal tedavi baslamadan énce alinmalidir.

¢ Endojen flora ve cevresel kontaminasyonu en aza indirmek icin érnekler
olabildigince aseptik sartlarda alinmahdir.

* Uremeyi engelleyici herhangi bir koruyucu kimyasal madde kullanilmamalidir.
e Kontaminant bakteri ve mantarlarin Gremesinden ka¢inmak icin alinan
ornekler olasi en kisa zamanda laboratuvara génderilmeli ve islenmelidir.
Bu siire bir saati asacaksa 6rnek 2-8 °C’'de bekletilmelidir (kan haric).

Kabul edilmemesi gereken 6rnekler:

e SUrantd ornekleri;

(Ancak baska bir sekilde 6rnek alinamiyorsa, kurumaya engel olmak igin striintt
ornekleri bir transport besiyerine konularak génderillirse kabul edilebilir)
¢ Uygun olmayan kapta gelen érnekler;

e 24 ssaatlik, biriktirilmis érnekler;

e Dondurulmus érnekler.

Kabul edilmeyen 6rnekler icin yapilacak islemler:

¢ Hemen ilgili doktor telefonla aranir, 6rnegin kabul edilemez oldugu ve nedeni

[ aa ]
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aciklanir.

e Ornek ile ilgili bilgilere ek olarak, érnegin islenmeme nedeni, telefonla
bilgilendirilen kisinin adi ve gériisme zamani not edilir.

islenmeyen érnekler 2-8°C 'de 3 glin bekletilir. Tekrar érnek alinamamasi

durumunda mevcut 6rnek degerlendirilir.

I. Pulmoner Ornekler :
Ekspektore veya indUklenmis balgam, aclik mide suyu, bronkoalveoler lavaj,
transtrakeal aspirasyon, bronsial fircalama ve laringeal sGriintt érnekleri pulmoner

orneklerdir

Balgam:
e Birbirini izleyen ¢ ayri ginde 5-10 ml(miktari alindigi kabin 1/5 ini
gecmemelidir;érn; 50 ml'lik kaplara en fazla 10 ml) sabah balgami alinmasi tercih
edilir. Ardi ardina 5-6 gunden fazla 6rnek alinmasi gereksizdir.
e Tedavi takibinde, tedavinin baslamasindan 3 hafta sonra ilk kez olmak Uizere,
birer hafta araliklarla balgam 6rnekleri alinmalidir.
e Alinan balgam 6rnegi derin, produktif bir 6kstrukle akcigerlerden gelen
koyu, ekstidatif 6rnek olmahdir.
* Yiyecek artiklari ve agiz florasi ile balgamin kontamine olmasini engellemek
icin balgam cikarmadan 6nce hasta agzini suyla calkalamalidir.
e Hastaya uygun balgami nasil verecegdi, tikurigun ve nasofaringeal
sekresyonlarin balgam olmadigi anlatiimalidir.
e Balgam 6zel bir odada veya acik havada g¢ikartilmali, bu mimkin degilse

gerekli korunma énlemleri alinmalidir.

indiiklenmis balgam:
Hasta balgam ¢ikaramazsa indiklenmis balgam 6rnegi alinabilir. Balgam

indUksiyonu;

e Steril, 1k, aerosolize hipertonik tuzlu su (%10 NaCl) inhalasyonu ile yapilir.
* Bu solUsyon hastaya nebulizatoér yardimi ile 10 dakika kadar derin ve yavas
solutulur, sonra derin ve kuvvetli bir 6kstrik ile balgam alinir.

e Ornek en az 10 ml olmalidir.

indiklenmis balgam suludur ve tukiriage benzer bu nedenle reddedilme riskine

karsi indiklenmis balgam oldugu istek kagidinda belirtilmelidir.

4]
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e Musluk suyundaki saprofit mikobakteriler yanls pozitif sonuclara neden

olabileceginden nebulizatér suyu ile balgamin kontaminasyonundan kaginiimalidir.

Bronkoalveoler lavaj (BAL):
e Steril kaplara en az 5 ml. 6rnek alinmalidir.
e Kullanilan bronkoskobun musluk suyu ile kontaminasyonundan kaginiimalidir.
e Kontamine bronkoskop ile bulas olabileceginden bronkoskopun fiziksel

temizligi ve ylksek dlizey dezenfeksiyonu énemlidir.

Bronsiyal fircalama:
Bronsiyal fircalama ile elde edilen 6rnek Middelebrook 7H9 sivi besiyeri iceren

steril kaplara konulmalidir.

Transtrakeal aspirat:
Cok sik gelen bir 6rnek degildir. Bazi olgularda yararli olabilir. Enjektorle veya

steril kaplara, olabildigince fazla miktarda alinmalidir.

Aclik mide suyu (gastrik lavaj sivisi):
TUberkuloz tanisi icin uygun bir 6rnek degildir ancak; tiberkiloz oldugu radyolojik
olarak kanitlanmis balgami negatif kalan hastalarda, balgam c¢ikaramayan ya da
balgamini yutan hastalarda, nérolojik hastaliklar veya koma hali nedeniyle
O6kstremeyen hastalarda veya balgam aliminin zor oldugu bebek/kiicik ¢ocuklarda
baska yontemlerle pulmoner 6rnek alinamiyorsa tercih edilebilir.
Bu sivi;
e En az5-10 ml. olmali ve birbirini takip eden ¢ glin boyunca, sabah erken a¢
karnina alinmahdir.
e Ornek alimi hasta uyandiktan hemen sonra, tercihen yatagindan kalkmadan
once yapilmaldir.
e Ornek dért saat icinde islenemeyecekse 100 mg sodyum karbonat bulunan

steril kaplara alinarak laboratuvara goénderilerilmelidir.

Larenks siiriintiisii:
Sarunta 6rnegi, 1 ml kadar serum fizyolojik veya tampon ¢6zeltisi iceren bir kap

icinde gonderilmelidir.



Il. Ekstrapulmoner Ornekler:
Laboratuvara en sik génderilen ekstrapulmoner 6érnekler idrar, steril vicut sivilar

ve dokulardir. Nadir olarak kan ve diski 6rnekleri de gelebilir.

idrar:
e Birbirini izleyen 3-5 glin sure ile en az 40 ml. olacak sekilde orta akim sabah
ilk idrari alinir.
e idrar verilmeden énce dis Uro-genital bélgenin temizlenmesi kontaminasyon
riskini azaltir.
e Orta akim idrar alinamiyorsa kateter ile idrar alinabilir.

e 24 saatlik biriktirilmis veya kateter torbasindan alinan idrar kabul edilmemelidir.

Steril viicut sivilari (plevral, perikardiyal, peritoneal sivilar ve beyin omurilik
sIvisI):
e Miktari mimkin oldugunca fazla olmali(mimkinse 50 ml) ve 10-15 mililitreden
az olmamalidir (BOS icin en az 2 ml). Miktar daha az ise direkt olarak bir sivi
besiyerine (Middlebrook 7H9, Dubos tween albumin) ekilebilir.
e Busivilarin codu fibrinojen icerebileceginden toplama kabina antikoagutlan

olarak sodyum poliyanetol stlfonat (SPS) veya heparin eklemek gerekebilir.

Abse ornekleri ve aspirasyon sivilari:

Ornek alimindan énce alkol ile cilt temizligi yapilarak, mimkin oldugunca cok
miktarda 6rnek enjektor ile aspire edilmelidir. Klgik miktarlardaki aspirasyon
sivilarinin tasinmasi icin Middlebrook 7H9 sivi besiyeri kullanilabilir. Kutanéz
lezyon varliginda, lezyon kenarinin altindan érnek aspire edilmelidir. Bu tip
orneklerin kaltarleri, optimum Greme sicakhigr disik olan mikroorganizmalar
da (6rnegin, M.haemophilum, M.marinum, M.ulcerans) etken olabileceginden
30 °C’'de de inklbe edilmelidir.

Aspirasyon icin hacim yeterli degilse strantd alinabilir. SGrtnta érneklerinden

elde edilen negatif sonuglarin gvenilir olmadigi rapor edilmelidir.



Doku 6rnekleri (lenf nodu, deri ve diger biyopsi 6rnekleri):
e En az 1 gram doku parcasi mimkUnse aseptik sartlarda steril kaplar igine
alinmalidir. Cok klctk miktarda biopsi 6rnegdi alinmigssa mutlaka serum fizyolojik
icine koyulmalidir. Alinan érnek gazli beze sarilmamalidir.
e Lezyonun kaze6z kisimi secilmeli ve deri Glserlerinde lezyonun periferinden

biyopsi alinarak, kalttr yapilan besiyerleri hem 30°C hem 37°C'de inkUbe edilmelidir.

e Formalin icinde génderilen érnekler kabul edilmemelidir.

Kan:
e Disemine mikobakteri infeksiyonlarinin blyik ¢cogunlugu Mycobacterium
avium kompleksi (MAC) tarafindan olusturulur. Bu nedenle, bu mikroorganizmalar
kandan izole edildiklerinde mutlaka klinik hastalik distntlmelidir.
e Aseptik kosullarda alinan kan 6rnegi direkt olarak hasta basinda isolator lysis
santriflj tapune (Wampole Laboratories, Cranbury, N.J.) veya bu amacla kullanilan
diger kan kulturu besiyerlerine (Bactec Myco/F litik, MB/BacT Alert) aktarilir.
isolator tupundeki sediment, Bactec 12B besiyerine ekilmemelidir. Kati besieiryerine
ekim énerilmez.
e Hasta basinda ekim yapilamadigi durumlarda SPS, heparin veya sitrat
antikoagulan olarak kullanilir.
e EDTA (etilendiamintetraasetik asit)’li tiplere toplanan kanlar ve koagule

kanlar kabul edilmez.

Diski:
e > 1 grdiski 6rnegi steril, tek kullanimlik, parafin icermeyen bir kap igine alinir.
e AIDS hastalarinin diskilarindan MAC siklikla Uretilebilir. Ancak bu hastalarin

tanimlanmasi icin rutin diski incelemesi énerilmez.

Orneklerin postalanmasi:
World Health Organisation (WHQO), Centers for Disease Control and Prevention
(CDCQ) ve uluslararasi yasal dizenlemeler klinik 6érneklerin ve mikobakteri
kultarlerinin postalanmasinda UclU kap sistemini zorunlu kilmaktadir. Mikobakteri
kaltarlerinin postalanmasinda burgulu kapakli tiplerdeki kati besiyerine pasaj

yapilmali, Petri kutusu veya sivi besiyeri kullaniimamalidir. (Resim 1)
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birincil kap
emici materyal

omek veya kiltur
biohazard eliketi kapak

|_~sizdirmaz bant = [T eikincil paket

- klinik metryal veya
kaltar

b=0meqi tanimlayici
eliket

rhbiohazard etikeli

génderici
adi, adresi

[~emici materyal

infeksiyoz
madde etiketi

Resim 1: infeksiydz maddelerin paketlenmesi ve etiketlenmesi (CDC’'den)

Birincil kap (primer kap): Materyalin kondugu, cam veya plastikten yapiimis

burgulu kapakli,sizdirmaz, sok ve basing degisikliklerine direncgli kaplardir.
Kapaklar ayrica bir bant veya benzer materyal ile sarilabilir. Ornegi tanimlayici
bilgi veya numara kabin Gzerine yazilmalidir.

ikincil kap (sekonder kap): Bir veya daha fazla birincil kabin konuldugu

sizdirmaz, dayanikli bir kaptir. ikincil kap ile birincil kap arasindaki bosluga (alt,
Ust ve yanlar) herhangi bir sizma durumunda tim icerigi emebilecek ve birincil
kaplarin birbiriyle temasini engelleyecek kuvvetli bir emici madde (bez, pamuk)
yerlestirilmelidir. ikincil kap Gzerine géndericinin adi, adresi ve telefon numarasi
yazilmalidir.

Dis kap (postalama kabi): ikincil kabin konuldugu, dayanikl, sert bir

malzemeden yapilmis (tahta, oluklu mukavva, sert plastik, vs.) kaptir. Kabin icine
ikincil kap ile beraber icerigin ayrintili listesi de konulmahdir. Kuru buz
kullanilacaksa bunlar ikincil kap ile dis kap arasina konulmali ve kuru buz
buharlastiginda ikincil kabin orijinal pozisyonu bozulmayacak sekilde desteklenmeli,
buz kullanilacaksa su sizdirmaz sekilde olmalidir. Dis kap UGzerine génderici ve
alianin adi, adresi, telefon numarasi yazilmali, infeksiy6z (bulasict) madde yazisi
ve biyolojik tehlike (biohazard) etiketi yapistiriimahidir.



ORNEKLERIN iSLENMESi VE KULTUR YONTEMLERI

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

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

N-Asetil-L-Sistein(NALC)+Sodyum hidroksit(NaOH) yontemi
NALC mukolitik, NaOH dekontaminan ve sodyum sitrat klinik 6rnekte
bulunabilecek agir metal iyonlarini baglayarak NALC'in inaktive olmasini énlemek

amaciyla kullanilir.
NALC-NaOH solusyonunun hazirlanmasi (6rnek):

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

NALC oksijene duyarl oldugu igin bu karisim hazirlandiktan sonra 24 saat icinde
kullanilmalidir. NALC' in tartim islemleri sirasinda ambalajin agzi uzun siire agik

birakilmamalidir.

Yoéntem:

Tum islemler biyolojik emniyet kabininde yapilmalidir.

e Klinik 6rnek 50 ml’lik polipropilen, dibi konik, burgulu kapakli steril tiplere
(Falkon tupu) aktarilir ve Gzerine klinik érnegin miktari kadar NALC-NaOH
soltsyonu ilave edilir. Ornek 10 ml‘den fazla ise en purilan, mukoid ve kanli
kismindan 10 ml alinmahdir. Mukoid olmayan 6rnekler santrifijde cevrildikten
sonra elde edilen sediment dekontamine edilir.

e Ornek + NALC-NaOH karisimini iceren tiipler 30 saniyeyi gecmeyecek sekilde
vortekslenir. TUpler oda isisinda ara sira elle calkanarak 15 dakika bekletilir. Bu

stre astlmamalidir.



e Dekontaminasyon islemini takiben yapilacak her islemde asepsi-antisepsi
kurallarina uyulmahdir.

e Sire tamamlandiginda nétralizasyon amaci ile Falkon tipUndn 50 ml -
isaretine kadar 0,067 M fosfat tamponu (pH 6.8) ilave edilip, dekontaminasyon
islemi durdurulmahdir.

e Fosfat tamponu ilave edilmis tlpler, bakteri yogunlugunu artirmak icin 3000
x g'de 15-20 dakika santrifaj edilir.

e Supernatant, icinde 1/10-1/50 dilGe edilmis sodyum hipoklorid bulunan bir
kaba bosaltilir.

e Sedimente 1-2 ml steril fosfat tamponu (pH 6.8) veya % 0.2'lik sigir albumin
fraksiyon V ilave edilir. Kaltar icin Bactec 460 TB (Becton Dickinson Diagnostic
Instruments, Sparks, MD) sistemi kullanilacaksa fosfat tamponu tercih edilmelidir.
e Buislemden sonra restspanse islemi uygulanmali ve kullanilan kaltar yéntemine
uygun olarak besiyerlerine ekim yapilmalidir.

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

Normalde steril oldugu distnulen BOS, vicut sivilari ve kan gibi 6rneklere
dekontaminasyon islemi uygulanmaz. Bu 6rnekler santrifij edildikten sonra
besiyerlerine ekimleri yapilir. Ancak 6érnek alimi ve transportu sirasinda asepsi-
antisepsi kurallarina uyulmamis ise bu érneklere de dekontaminasyon islemi

uygulanir.

KULTUR YONTEMLERI

M.tuberculosis kompleksi, uygun sivi ve kati besiyerlerinde 35-37°C'de, 7-
21 glnde Urerler. Kulttrlerde 8 haftaya kadar Greme olmamissa negatif sonug
verilir. Mikobakterilerin izole edilmeleri ve gesitli 6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla kullanilan konvansiyonel besiyerleri kati ve sivi olmak Gzere iki tiptir.
Kati 6zellikteki besiyerleri, yumurta bazli ve agar bazl olmak Gzere iki bélimde
incelenir. Ozellikle primer izolasyonda Léwenstein-Jensen (L-J) besiyerinin kullanimi
yaygindir. Bu besiyerinin kullanim siresi buzdolabinda saklamak kosuluyla birkag
aydir. Petragnani ve American Thoracic Society diger yumurta bazl besiyerleridir.
Agar bazl besiyerleri seffadir ve ekimden 10-12 giin sonra mikroskop altinda
incelendiginde koloniler gézlenebilir. Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11

en ¢ok tercih edilen agar temelli besiyerleridir. Bu besiyerinini kullanim saresi
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buzdolabinda saklamak kosuluyla bir aydir. Kontamine érneklerin kaltar islemi
icin selektif besiyerlerine ekim yapilmasi énerilir.Bu amacla kullanilan L-J Gruft
(penisilin+nalidiksik asit), Mycobactosel L-J (siklohekzimit+linkomisin+nalidiksik
asit), Mitchison selektif 7H11 agar (karbenisilin+polimiksin B+trimetoprim
laktat+amfoterisin B) gibi besiyerlerinde kontaminasyon, antibiyotik ve antifungal
icermeleri nedeniyle daha az siklikta g6zlenir. Eger iki adet kati besiyeri
kullanilacaksa besiyerlerinden birinin selektif olmasi énerilir. Yapilan 6n calismalar,
M.tuberculosis'in, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan
kanli agar besiyerinde Uredigini ve bu besiyerinin duyarlilik deneylerinde
kullanilabilecegini géstermektedir.

KULTUR ISLEMI

¢ Homojenizasyon- dekontaminasyon- konsantrasyon sonrasi elde edilen
sediment steril bir pipet yardimi ile alinarak 3 damla kadar L-J besiyerine ekilir
ve besiyeri ylzeyine yayilmasi saglanir. Ekim yapilan besiyerleri kapaklari
gevsetilerek bir giin yatik konumda bekletilir.

e Middlebrook 7H10 ve/veya 7H11gibi agar temelli besiyerleri kullaniliyorsa,
1 damla sediment besiyeri ylizeyine iyice yayilir ve her besiyeri CO, geciren plastik
torbalara yerlestirilir.

e Hizh kulttr sistemlerine ekim firma 6nerileri dogrultusunda yapilir.
e  M.marinum ve M.ulcerans ile infekte oldugu dUtsinulen deri ve yumusak
doku ornekleri izolasyon icin 30°C'de, M.haemophilum ile infekte oldugu distntlen
klinik 6rnekler ise 6zel besiyerine ekilerek 35-37°C'de inklbe edilir.
e Ekim yapilan besiyerlerinin inkibasyondan 3-5 giin sonra ve takiben haftada
bir kez kontrollerine devam edilmelidir.

e Petrideki agar bazli besiyerleri parafilm ile kapatilarak inktbe edilir ve ters
cevrilerek mikroskop altinda mikrokolonilerin olusumu ve morfolojik yapisi
incelenir.

e Besiyerlerinde Ureyen koloniler aside direncli boyama yéntemlerinden biri
ile incelenir.

e Aside direngli boyama sonucu pozitif olan izolatlarin tir tanisi yapilr.

Sivi besiyerleri icinde yer alan Middlebrook 7H9 ve Dubos tween albumin,
mikobakterilerin stok suslarinin subkultirlerinin yapilmasinda, duyarlik deneyleri
ve diger in vitro deneylerde inokulum hazirlanmasi amaciyla da kullanilir.
Middlebrook 7H9 sivi besiyeri genellikle hizli ktltar sistemlerinde temel besiyeri
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olarak kullanilmaktadir. Primer izolasyon amaciyla kati besiyerine ilave olarak

sivi besiyerlerinin kullanilmasi énerilmektedir.

Ozel besiyerlerine inokulasyon ve inkiibasyon;

Hizli kaltar sistemleri icinde yer alan yari otomatize Bactec 460 TB sistemi,
izolasyon, identifikasyon ve duyarlilik deneylerinin uygulandigi bir sistem olarak
uzun yillardir rutin tanida kullaniimaktadir. Besiyeri degeri 6l¢ulebilen substrat
olarak radyoaktif karbon ('“C) isaretli palmitik asit icerir. Bu substrat mikobakteri
tarafindan kullanilir ve metabolizma sirasinda *CO, olusur. Olusan "CO, BACTEC
460 TB cihazinda 0-999 sayisal degerleri arasinda Greme indeksi (Gl) olarak 6l¢alir.
Antimikrobiyal olarak kullanilan PANTA, ekim &ncesi besiyerlerine (Polimiksin
B-6000U/ml, Amfoterisin B-600g/ml, Nalidiksik asit 2400g/ml, Trimetoprim laktat-
600g/ml, Azlosilin 600g/ml) eklenir. Kontamine olmadigi dustintlen akciger disi
ornekler bekletilmeden ekiliyorsa, PANTA eklenmeyebilir.

Ornekler igne ucu cikmayan tiberkilin enjektériiyle, PANTA eklenmis Bactec
12B besiyerine 0.1-0.5 ml olacak sekilde ekilir. inkiibasyon; 37oC’de yapilir ve
degerlendirme yogunlugu fazla olmayan merkezlerde ilk 2-3 hafta haftada 3
kez yogunlugu fazla merkezlerde ise ilk iki hafta iki, sonraki alti hafta boyunca
haftada bir kez olmak tizere BACTEC 460 TB cihazi ile yapilir. Cihazda GI'i okunan
besiyerleri, Gl dederi 10'un altinda ise negatif, 10 ise pozitif kabul edilir ve bu
besiyerleri gunlik kontrole alinir. indeks 100'Gn Gzerine cikinca aside direncli
boyama yapilarak tGreyen mikroorganizmalarin mikobakteri olup olmadigi
dogrulanir. Dogrulandiktan sonra identifikasyon ve duyarlilik deneylerine gegilir.

Bactec Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) 960 (BD Biosciences, Sparks,
MD) sisteminde kullanilan ttplerde, Middlebrook 7H9 sivi besiyeri ve dip kisimda
oksijene duyarli rutenyum metal kompleksi iceren silikon bulunur. Ekimden énce
besiyerlerine OADC ve PANTA eklenmelidir.Kullanilan besiyerlerinde Greme
yoksa, oksijen varligina bagli olarak silikon tabakaya génderilen UV i1sinina karsi
floresans olusmazken; mikobakteriler veya diger mikroorganizmalar trediginde
oksijenin kullanilmasi sonucunda UV isinina karsi floresans olusmakta ve olusan
bu floresans miktari Greme indeksi olarak degerlendirilmektedir. Kan haric diger
tdm klinik érnekler icin uygundur.

VersaTREK (ESP Culture System - Trek Diagnostics,Inc.,Westlake Ohio), Middlebrook
7H9 sivi besiyeri ve sellloz stiinger iceren bir sistemdir. Mikroorganizmalarin
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Gremesi sonucu olusan gaz basincindaki degisiklikler 6lgulerek, grafiksel olarak
bilgisayar sistemine aktarilir. Ekimden 6nce besiyerlerine OADC ve antibiyotik
karisimi ilave edilir. Sistem tim klinik érnekler icin uygundur.

MB/BacT (bioMerieux, Hazelwood, Mo.)sistemi, besiyerinin dip kisminda
kolorimetrik bir sensér iceren ve olusan CO, diizeyini élcerek Gremeyi degerlendiren
bir sistemdir. Bilgisayar destekli sistemde besiyerleri strekli olarak
kontrol altindadir. Kan hari¢ diger tim klinik érnekler i¢in uygundur.

Bactec 9000 MB (BD Biosciences, Sparks, MD), besiyerindeki oksijen kullaniminin
floresans ile belirlendigi bir sistemdir. Modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyerine
ekimden 6nce PANTA ilave edilir. Balgam ve diger solunum yolu érnekleri i¢in
Myco F/sputa, kan ve diger steril érnekler icin MycoF/lytic kullanilir.

Tam otomatize olan bu sistemler arasinda Greme siresi, orani ve kontaminasyon
sikhdi acisindan 6nemli bir fark bulunmamaktadir ve bu sistemler ylksek kapasite
ile calisan laboratuvarlar icin 6nerilir.Daha dUsUk kapasite ile calisan laboratuvarlar
icin, Septi-Chec AFB (BD Biosciences, Sparks, MD), MGIT (BD Biosciences, Sparks,
MD) ve MB Redox (Biotest Diagnostics Corp., Danville, N.J.) gibi manuel sistemler
onerilmektedir.
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DIREK MiKROSKOPi TEKNIKLERi VE DEGERLENDIRILMESI

Uzm. Dr. Nevin SARIGUZEL SAR

Uskidar Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,
istanbul

E-posta: sariguzel@hotmail.com

Mikobakteriler icin baslica iki boyama teknigi gelistirilmistir:
1. Karbol fuksin yontemi (Ziehl- Neelsen, Kinyoun): Aside direncli
mikroorganizmalar i1stk mikroskobunda kirmizi renkte géralar.
2. Florokrom yontemi (auramin O, auramin-rhodamin): Aside direncli
mikroorganizmalar florasan mikroskopta sarimsi - turuncu renkte floresan verirler.
Aside direngli boyama mikobakterilerin lipidden zengin hiicre duvarlarinin primer
boya ile boyanmasi ve renk giderici ajan asit ve alkolle muameleden sonra boyali
kalmasi esasina dayanmaktadir. Bu nedenle mikroorganizma aside direncli basil
(ARB) olarak adlandirilir.

Direk mikroskopi ile goérilebilmesi icin, balgamin her ml’ sinde 5000-10000
basil bulunmasi gereklidir. Direkt mikroskopik incelemenin duyarlihigr % 22-80
arasinda degiskenlik gosterir.

Duyarhhg etkileyen faktorler;
e Ornegin tipi,
¢ Enfekte eden mikobakteri turd,
e Dekontaminasyon ve kontaminasyon isleminin etkisi,
e Boyama tipi,
e Yaymanin kalinhgi,
e Yaymayi inceleyen laboratuvar personelinin deneyimi.

Yaymanin Hazirlanmasi: Lamin kirilmasi, boya basarisizligi gibi problemler
veya dlUstUk miktarda organizma iceren pozitiflikleri dogrulamak icin en az iki
yayma hazirlanmasi gereklidir.

A. BOS disi klinik érnekler :
e Etanol ile temizlenmis ciziksiz her lama hasta protokol no’su yazilir.
e Yayma islemi 6ncesi 6rnekler iyice vortekslenir.
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e Ornek 6ze veya pipet kullanilarak lama transfer edilir. islem gérmemis
orneklere ait preparat hazirlamak icin kanli, mukoid ve nekrotik kisim kullanilir.
e Ornek lam Gzerine orta bélimde oval tarzda yayilir. Yogun materyalden
preparat hazirlandigi durumlarda; bir lam Gzerine alinan materyal, ikinci bir lam
ile bastirilir ve iki lam arasinda yayilimi saglayacak sekilde zit yénde cekilir.
e Oze yeniden kullanilmadan énce iyice alevden gecirilir.

e Pipetler kullanim sonrasinda dezenfektana veya tibbi atik kabina birakilir.
e Preperatlarin biyolojik glvenlik kabininde kurutulmasi &nerilir.
* Yayma preparatlar asagidaki yontemlerden biri ile lama tespit edilir.
a) Elektrikli lam isiticisi (65-70°C)' nda en az 2 saat sUreyle bekletilir. Gece boyunca
kalmasi kabul edilebilir.

b) Lamlar, bek’in mavi alevinden 3 veya 4 kez gegirilir, fazla isitilmaz.
¢) Lamlar saf metanolde 1 dakika streyle bekletilir.

Not: Isi ile tespit, tim mikobakterileri 6ldiremeyebilir. Bu nedenle lamlarin
bulastirici olabilecedi unutulmamali ve incelemeyi takibeni tibbi atik kaplarina
atilmahdir.

B. BOS 6rnekleri:

e BOS sedimenti vortekslenir

e Steril pastor pipeti ile lamin merkezine damlatilir.

e Preparat havada kurutulur.

e Damlatma islemi iki kez daha tekrarlanir, her defasinda yeni damla dogrudan
o6nceki damlanin Gzerine damlatilir.

e Daha 6nceden tanimlanan yéntemlerden biri ile tespit edilir.

A. KARBOL FUKSIN BOYAMA
1. Ziehl-Neelsen karbol fuksin
a) Solasyon 1. 10 ml % 95 etanolde 0.3 g bazik fuksin ¢oézulur.
b) Solisyon 2. 100 ml distile suda 5.0 g fenol kristalleri ¢cozulur (hafif i1sitma
gerekebilir).
Calisma soliisyonu : Sollsyon 2’ nin 90 ml’si soltsyon 1'ile 100 ml* ye tamamlanir.

2. Kinyoun’un karbol fuksin
a) Soltisyon 1: 20 ml % 95 etanolde 4.0 g bazik fuksin ¢c6zulur.
b) Soltsyon 2 : 100 ml distile suda 8.0 g fenol kristalleri c6zulur. Isitmak gereklidir.
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Calisma soliisyonu : Sollsyon 1 ve 2'nin tamami birlestirilir.

B. RENK GIiDERICi AJAN
% 3 asid - alkol

3 ml konsantre hidroklorik asidi, 97 ml % 95 etanol’e dikkatlice eklenir.

C. ZIT BOYA
Metilen mavisi veya brilliant yesili zit boya olarak kullanilabilir.
1) Metilen mawvisi : 100 ml distile suda 0.3 g methylen blue chlorid’i ¢c6zalar.
2) Brilliant yesili : 100 ml distile suda 1.0 g brilliant green ¢ozalar.

NOT: Hazirlanan boya ve solusyonlarin adi, hazirlama ve son kullanma tarihi

sise Gzerine etiketlenir. Hazirlanan solusyonlar 3 aydan sonra kullaniimamalidir.

KALITE KONTROL

Her boyama isleminde negatif ve pozitif kontrol calisiimalidir.
Kalite kontrol yaymalari asagidaki sekilde hazirlanir.
*  Escherichia coli (negatif kontrol) ve Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC
25177 (pozitif kontrol) suslari, 1.0 ml fizyolojik tuzlu su veya steril distile suda
ayri ayri No.1 Mc Farland bulaniklik standardinda ve biyolojik glvenlik kabininde
sUspansiyonlari hazirlanir.
Not: Mycobacterium kansasii gibi daha az patojenik organizmalar pozitif kontrol
amaclh kullanilabilir. Ancak hizli Greyen mikobakteriler’in aside direncli boyalari
tutmalari degiskenlik gosterdiginden kullaniimazlar.
e Kontrol lamlar etiketlenir. Uzerine hazirlama tarihi ve hazirlayanin adi
kaydedilir.
* Negatif kontrol sispansiyonundan tek kullanimlik bir pipetle lamin ucuna
yakin bir damla damlatilir.
e Pozitif kontrol stispansiyonu ile G¢linci basamak tekrarlanir, damla negatif
kontrol ve lam etiketi arasina damlatilir.
e Yaymalar tercihen biyolojik glvenlik kabininde havada kurutulur ve tespit
edilir
e Lamlar etiketli lam kutusunda saklanir.

Kontrol lamlar ticari olarak temin edilebilir.



DEGERLENDIRME:
I. Hasta yaymalari okunmadan 6nce kontrol lamlari degerlendirilir.
Karbol fuksin (Ziehl-Neelsen veya Kinyoun):
1) Mycobacterium spp.: Kullanilan zit boyaya bagl olarak mavi veya yesil zeminde
kirmizi renkte,
2) E.coli: Kullanilan zit boyaya bagli olarak mavi veya yesil renkte  gorulir.
Il. Kontrol lamin sonuclari kaydedilir. Sonuglar kabul edilebilirse hasta yaymalari
incelenir. Kontrol lami uygun degilse, boyalarin hazirlanmasi ve islemleri yeniden
gbzden gegirilir.
Degerlendirme sonucu kabul edilemez kontrol lamlari sunlardir:

1) Pozitif kontrolde basiller kirmizi renkte gortlmuyorsa

2) Negatif kontrolde basiller kirmizi renkte gorulUyorsa.

3) Zemin geregi sekilde dekolorize olmamissa.

Problem ortaya ¢iktigi zaman tim hasta lamlari ve bir kontrol lam yeniden

boyanir.

BOYAMA iSLEMLERI

A. ZIEHL-NEELSEN ( SICAK KARBOL FUKSIN) BOYAMA:

e Tumlam karbol fuksin boya ile kaplanir.

e Bek veya elektrikli boyama rafi kullanarak buhar ¢ikacak kadar (sigara dumani
tarzinda) lam alttan yavasca isitilir.

e Dusuk isiyla veya aralikl isi kullanarak 3-5 dakika streyle buharlasmasi devam
ettirilir.

e Lam sogumaya birakilir ve takiben su ile yikanir.

* % 3 asit-alkolle lam kaplanir ve renk akmayincaya kadar renk giderme islemi
uygulanir.

* Lamsu ile iyice yikanir, fazla su lamdan akitilir.

* Lam Uzerine zit boya (metilen mavisi veya brilliant yesili) ilave edilir ve
20-30 saniye boyanir.

* Cesme altinda su ile iyice yikanir ve fazla su lamdan akitilir.

* Yayma havada kurutulur. (Kurutma kagidi kullanilmamahdir).

e Preparat 100°'lik immersiyon objektifi ile incelenir.
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B. KINYOUN KARBOL FUKSIN (SOGUK KARBOL FUKSIiN) BOYAMA:
e Tum preparat karbol fuksin ile kaplanir.

e Yayma 2 dakika streyle boyanir.

e Lam suyla yikanir.

e Lam % 3 asit-alkolle kaplanir ve renksizlestirme islemi yapilir.
® Suile yikanir ve fazla su lamdan akitilir.

e Lam zit boya ile ( metilen mavisi veya brilliant yesili) kaplanir.
e Zit boya ile 20-30 saniye boyanir.

e Suile iyice yikanir, fazla su lamdan akitilr.

* Yayma havada kurutulur. Kurutma kagidi kullanilmaz.

e Preparat 100'lik immersiyon objektifi ile incelenir

YAYMANIN iINCELENMESI
A. inceleme Yéntemi:
e Aside direngli basilin varligi icin, her yayma en az 15 dakika stre ile incelenir.
e Yaymayi negatif olarak raporlamadan 6nce karbolfuksin boyama ile minimum
300 alan incelenmelidir.
* Yaymanin uzun kenari boyunca 3, kisa kenari boyunca 9 paralel tarama
yapilmalidir. Bu hem genis bir okuma alani saglar, hem de ayni bélgenin birden

fazla okunmasi olasiligini uzaklastirir.

MORFOLOJIK OZELLIKLER:
e Aside direngli basil yaklasik olarak 1-10 ym uzunlugunda ve tipik olarak
kirmizi, ince, tekli veya demetler halinde ¢omak seklinde gérular.
e Bakteri, boncuk dizisi tarzinda boyanma bdlgeleri godsterebilir.
e M. tuberculosis disinda bazi mikobakteriler pleomorfik gérinebilir, uzun

basillerden kokoid formlara kadar degismektedir.

SONUCLARI RAPOR ETME:

Boyama sonuglari 24 saat icinde klinisyene bildirilmelidir.

ARB negatif : Aside direncli basilin gérilmedigi tim yaymalar “Aside direncli
basil gortulmedi’’ seklinde raporlanir. Negatif raporlanan yaymalar kaltr rapor
edilinceye kadar saklanmalidir.



ARB pozitif : Bir yaymada aside direngli basil goraldiga zaman, “Aside direncli
basil goéralda’ seklinde rapor edilir. Boyanma ydntemi belirtilerek yaymada

gozlenen basil sayisina gore skorlama yapilir.

RAPOR GORULEN ARB MIKTARI
(BASIL SAYISI /INCELEME ALANI)
Fuksin boya Aotokrom boya
1000 X 250 X 450 X
Negatf 0 0 0
Supheli 1-2/300alan 1-2/30 alan 1270 aln
(6rnek tekran)
1+ 1-9/100alan 1-9410 alan 2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/M1 alan 4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-80/1 akn 4-38/1 alan
4+ >91alan >90/1aln >36/1alan

Alisiilmadik siklikta yayma pozitif (ktltir negatif) sonug ile karsilasilir ise,
yanlis pozitiflik nedenleri arastirilmalidir.

e Su, su tanklari ve boyalar aside direncli mikroorganizmalarla kontamine
olabilir.

e Boyama islemi stiresince materyalin lamdan lama transferi olusabilir.
e immersiyon objektifi icin kullanilan yag ile aside direncli organizmalarin

transferi olusabilir. Pozitif bir yaymadan sonra lens  mutlaka temizlenmelidir.

ARB boyama:
A. Mikobakteriden baska Rhodococcus spp., Legionella micdadei, Cryptosporidium
spp.’nin kistleri ve Isospora spp. gibi bazi mikroorganizmalarin ARB boyanabildigi
dikkate alinmalidir.
B. Hizli Greyen mikobakteriler boyanmada degiskenlik godsterebilirler.

C. Pozitif yayma preparatlari bir baska uzman tarafindan da dogrulanmalidir.
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AURAMINE - RHODAMINE FLORESAN BOYAMA
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Direkt mikroskopi teknikleri konusunun girisinde verilen genel bilgiler ve
yayma preparatin hazirlanmasi asamalari hem karbol fuksin boyama hem
florokrom boyama yéntemlerinde aynidir. Rutinde tani amacgli en sik karbol
fuksinli (Erlich Ziehl Neelsen- EZN , Kinyon) boyama kullaniimakla birlikte, daha
duyarli ve hazirlanan preparatin daha hizli taranmasini saglayan florokrom
boyalar da kullanilabilir. Bu boyama yéntemlerinde, daha kiguk bir blyttme ile
daha genis bir alan taranabilir ve preparatin taranmasi icin gereken zaman azalir.
Bu nedenle 6zellikle zaman problemi olan ve fazla sayida hasta drneginin
islemlendigi laboratuvarlarda, florokrom boyama yéntemleri hem tani icin hem
de antitiberkiloz tedavi alan hastalarin izleminde tercih edilebilir.

Florokrom boyamada ana ilke fenolli fuksin yerine floresan boyalarin
kullanilmasidir. Floresan boyalar, mikobakterilerin lipitten zengin hicre duvarina
baglanarak, goérinlr hale gelmesini saglar. Ancak boyalarin hazirlanmasi,
amaclanan hedef (doku, mikroorganizma, antijen antikor kompleksi vs.) ve
boyama islemi sirasinda isi-stire degisikliklerinin uygulanmasi gibi, bazi kriterlere
gore, farkh floresan boyama yéntemleri uygulanabilir. Bu yéntemler arasinda
Auramin-Fenol boyama yéntemi, Glikerson ve Kanner’in floresanli boyama
yéntemi, Auramine-Rhodamine boyama yontemi, Truant’in modifiye Auramine-
Rhodamine boyama yéntemi sayilabilir. Kullanilan auramin’in karsinojen oldugu
unutulmamali, 6zellikle direkt temas-hava yolu izolasyon énlemleri alinmalidir.

AURAMIN-RHODAMINE BOYAMA iSLEM BASAMAKLARI
A. Orneklerin Hazirlanmasi : Karbol Fuksin boyama yénteminde anlatildi.
B- Kimyasal Maddelerin Hazirlanmasi

1. Auramine — Rhodamine Floresan Boyarin Hazirlanmas:

Auromin G---------- 15qgr.

Rh"dam'n B 07090 ®nce fenol sonra boyalar eklenerek suda
Gliser ol---nmmvmmmeenav 75ml eritilir. En son gliserol eklenir. StizOlirek
SVl feNOl——-—m—  10ml 4°G’de koyu renkli bir sigede saklanmir

(Istimig fenol 10 ml +dH,O 50mi)
S R TR ——— 50 mi




2.Asit Alkol Hazirlanmasi
Etil alkol (% 70°lik) ---------- 99.5 ml
Konsantre HCl-----------=--—--- 0.5 ml

3.Karsit Boya Cozeltisi Hazirlanmasi
Potasyum permanganat (KMnO4) --------- 0.5¢gr
Distile su 100 ml

C- Kalite Kontrol

Her boyama icin mutlak pozitif ve negatif kontroller hazirlanmalidir.
Pozitif kontrol hazirlanmasi: Middleebrook 7H9 sivi besiyeri icinde mikobakteri
(mimklnse standart M tuberculosis H37Rv) stspansiyonu hazirlanir.Bu
sispansiyondan lam Uzerine bir damla konularak ya isitici blokta ya da havada
kurutulup, tespit edilir.

Negatif kontrol hazirlanmasi: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ile sivi besiyerinde hazirlanan stispansiyondan bir damla lam Uzerine

konularak ya isitici blokta ya da havada kurutulup, tespit edilir.

D- islemin Uygulanmasi
¢ Oda isisinda saklanan boyalar kullanilmadan énce mutlaka iyice calkalanmalidir.
e Hazirlanan lamlar alevde fiske edilir. (Resim 1)
e Hazirlanan lamlarin Gzerine AR boyasi dékulir ve 15-20 dakika oda isisinda
beklenir. Boya lamin Uzerini tamamen kaplamali ve eksilmemelidir (Resim 2,3).
e Distile su ile yikanir. Klorsuz su kullanilmahdir, ctinki klor floresani azaltir
(Resim 4).
* Yikama sonrasi % 0,5 asit alkol dokulerek 2-3 dakika beklenir. Yeterli
dekolarizasyon isleminde ciplak gdzle boya goérilmez(Resim 5-7).
¢ Yikama islemi tekrarlanir (Resim 8).
e Zemin boyasi olarak hazirlanmis KMnO4 ile 2 dakika boyanir. Stire uzatilirsa
floresan azalabilir (Resim 9).
¢ Yikanir ve havada kurutulur (Resim 10).
* Pozitif bir yaymada mikobakteriler, karanlik bir zeminde sari-turuncu parlak,
ince, kivrik ici tanecikli floresan veren bakteriler olarak gérular (Resim 11)
e Her 6rnegin boyanmasi sirasinda, mutlaka pozitif ve negatif kontrol

kullaniimalidir.



e Boyanan preparatlar en kisa stirede 25x ya da 40x buyutme ile floresan
mikroskobunda incelenmelidir. Basil morfolojisi x1,000 ya da x450 buyUtme ile
kontrol edilmelidir.

e Gerekirse pozitif degerlendirilen preparatlar, EZN ya da Kinyon boya ile
boyanabilir.

E. SONUGLARIN BILDiRIMi:
Negatif: Floresan goérilmeyen tim yaymalar “ Aside direncli basil gérilmedi *
seklinde raporlanir.
Pozitif: Karanlik bir zeminde sari-turuncu parlak, ince, kivrik ici tanecikli floresan
veren bakteriler olarak gérulir “Aside direncli basil géralda’ seklinde rapor
edilir. Boyanma yontemi belirtilir ve yaymada gézlenen aside direngli basilin
miktari hakkinda bilgi verilir. Basilin miktari hakkindaki degerlendirmede karbol

fuksin boyama yénteminde kullanilan tablo rehber olarak kullanir.

Resim 1-11: Auramine — Rhodamine Floresan Boyama isleminin resimlerle izlemi
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TUBERKULOZ BASILININ KLASIK YONTEMLERLE
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Taberkiloz basillerinin tanimlanmasinda kullanilan klasik yéontemler
bakterilerin Greme hizina, Greme isisina, koloni gérinimune, pigment Uretimine
ve biyokimyasal 6zelliklerine dayali ydontemlerdir. Bu yontemler zaman alici ve
uygulanmasi zor olmakla birlikte maliyetleri yeni yéntemlere goére oldukca
dasaktar.

A. UREME OZELLIKLERININ iINCELENMESI
1. Koloni ve Mikrokoloni Goriiniimii
M. tuberculosis
e Lowenstein Jensen (LJ) besiyerinde veya Middlebrook agarda 37°C'de 14-28
gunlik inkdbasyondan sonra pigmentsiz, diizensiz, kuru, krem renkli koloniler
olusturur.
e Middlebrook 7H10 veya 7H11 agarda 5-10 gunlUk inkibasyondan sonra
olusan mikrokoloniler mikroskop altinda incelendiginde “yilanvari kordon”
gorinuma izlenir.
e Petrilere ince doktlmus agarh besiyerindeki mikrokoloniler 10X objektif ile
mikroskopta incelenmelidir.
M. bovis
* Cok yavas (disgonik) Urer. L)’de goérunr kolonilerin olusmasi icin 6-8 haftalik
inkGbasyon gereklidir.
e Eniyi Greyebildigi ortam gliserolstiz %0.4 pirtvath LJ'dir. Yumurtal besiyerinde
dizgln veya bazen dlzensiz kenarl, krem renkli, kictk koloniler olusturur.
Middlebrook 7H11 agarda cok kiicuk, su damlasina benzer koloniler olusturur.
2. Ureme Hizinin ve Pigment Uretiminin Saptanmasi
Mikobakteriler Greme hizlari, tercih ettikleri Greme isilari ve 1sikta veya 1s1k
olmadan pigment Uretme 6zelliklerine gore siniflandirilabilmektedir. Bu
siniflandirma (Runyon) 1950'li yillardan beri gecerliligini korumaktadir. Taberkiloz
basilleri yavas Ureyen, nonfotokromojen (veya nonkromojen) koloniler yapar.
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Gerecler:
1 Middlebrook 7H9 broth veya Dubos Tween broth ve LJ yatik besiyeri
2 Steril vidal kapakli ttpler (20 X 110 veya 20 X 125 mm)
3 Steril plastik cubuklar ve pastor pipetleri
4 Besiyerinin Gzerini kapatacak buytkltklerde (yaklasik 10X15 cm) alimUnyum
folyo parcalar
5 60-W aydinlatma glcinde 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 Grer, oda isisinda iyi Urer, 1sikta veya karanlikta
pigment yapmaz (nonkromojen).
3 M. gordonae ATCC 14470: Yavas Urer, oda isisinda zayif Urer, isikta ve
karanlikta turuncu pigment yapar (skotokromojen).
4 M. kansasii ATCC 12478: Yavas Urer, oda i1sisinda cok zayif Urer, isikta turuncu
pigment yapar, karanlikta pigment yapmaz, isik testinden sonra pigment olusumu
gOzlenir (fotokromojen).

Yoéntem:
e Test edilecek koloniler Middlebrook 7H9 broth besiyerine ekilir. Bir qubuk ile
tlpUn kenarinda iyice ezilerek kolonilerin sivi besiyeri icinde dagilmasi saglanir.
e Tupler vorteks araciligi ile 10 saniye karistirildiktan sonra bir pastor pipeti
aracihgi ile altisar damla kltar sispansiyonu alinarak ¢ ayri L) besiyerine ekilir.
* LJ besiyerlerinden iki tanesi besiyerinin tamamini 6rtecek sekilde hemen
aliminyum folyo ile kapatilir. Ttplerin kapaklari gevsek birakiimalidir.
e Kapali ttplerden biri oda derecesinde (220-25°C), diger kapali ttp ile acik
birakilan tip 37°C'de %10 CO2’li ortamda inkUbe edilir.
e Acik tup haftada bir kez olmak Uzere U¢ hafta sire ile treme miktari ve
pigment Uretimi yéniinden incelenir. Uclinci haftanin sonuna kadar aliminyum
folyo agilmaz.
e Koloni rengi kaydedilir. Ureme skoru (0) — (2+) olarak belirlenir (Tablo 1)
e Ucltnci haftanin sonunda folyo acilir. Acilan tuplerde Greyen kolonilerin
rengi kaydedilir. Acik tipler daha fazla i1siga maruz kaldigindan bu tuplerde

Ureyen kolonilerin pigmentleri kapali olanlara oranla genellikle daha koyudur.
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Ayni zamanda oda isisinda Ureyen kolonilerin pigmentleri isi derecesine bagli
olarak daha acik 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; gérundr koloni yok, +; yizeyde ¢ok az sayida kticlik kolonilerin gérilmesi veya cok hafif pigment
olusumunu ddstnddren gériinim, 1+; az sayida iyi Gremis kolonilerin gérilmesi, kolonilerin arasindan
LJ besiyeri secilebilir, 2+, cok sayida iyi Gremis kolonilerin gérilmesi, koloniler birbirine ¢ok yakindir

veya temas halindedir ve kolonilerin arasindan besiyerinin ylzeyi gérilemez.

Degerlendirme
e Acik ve kapali tiplerde Greyen kolonilerde pigment yok (krem rengi);
Nonkromojenik
e Acik ve kapali tiplerde Greyen kolonilerde pigment var (sari-turuncu);
Skotokromojenik
e Isik testi : Acik tlpte Ureyen koloniler pigmentli, kapali tipte tGreyenler
renksiz ise kapali tipe isik testi uygulanir. Kapali tipte bulunan pigmentsiz
kolonilerde, 1sikla karsilastiktan sonra pigment Gretimi var; Fotokromojenik
Bu amacgla besiyeri 25 cm uzaklikta bulunan 60 W glctindeki lambanin altinda
bir saat tutulur. Daha sonra baslangicta tiptn bekletildigi 1sida inklbe edilir.
Kapagi gevsek birakilmalidir. 24 saatlik inktbasyonun sonunda koloniler pigment
olusumu yoéninden 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

[ n |
L39J



mikobakteri tirleri NAP ile inhibe olmaz veya kismen inhibe olabilir. Ureme
yoksa bakterinin M. tuberculosis complex’e ait oldugu distnaltr. Ancak NAP
testinin nukleik asit prob, kromotografik yéntemler veya konvansiyonel yéntemler
ile dogrulanmasi énerilmektedir.

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

Gerecler

e BACTEC 460 cihazi (Becton Dickinson Diagnostic Systems)

e Middlebrook 7H12 (BACTEC 12B) besiyeri (7H9 broth, sigir serum albimini,
kazein hidrolizat, katalaz ve 14C isaretli substrat icerir.)

e BACTEC NAP flakonlari (5 ug 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 (Gl) 2%20 azalma gézlenirken, M. kansasii’'nin Gl inklbasyon strdikce

yukselen bir egri gizer.

Ydéntem

e BACTEC 12B sisesinde Gl 10 oldugunda ¢ukulata agara ekilir, kontaminasyon
olmadigi dogrulanir. Gl yaklasik 50-100'e ulasincaya kadar besiyerleri ginlik
olarak okunur ve yayma hazirlanarak ARB'nin varligi gosterilir.

* 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
kullanilir.

e Gl 100G gecen kaltdrler icin NAP testinden 6nce ekim yapilmamis BACTEC
12B besiyeri (Middlebrook 7H12) ile dilisyon yapmak gereklidir. DilGisyon oranlari

asagida gosterilmistir.



Gl Miktan Diliisyon

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 gilin 0.1 ml

¢ Diltsyon yapildiktan sonra besiyerinin 1 ml'si NAP flakonuna aktarilir.
e Artan besiyeri kontrol olarak kullanilmak Gzere inkUbe edilir.

e Flakonun agz etil alkolle dekontamine edilir ve iyice karistirilir.

* Hem inokulasyon yapilan primer izolasyon sisesi (kontrol), hem de NAP
flakonlari gtinltk olarak 2-7 gUin stire ile okunur, Gl kaydedilir.

Degerlendirme:

* Sonuglar 2-7 glin icinde degerlendirilir. Kontrol sisesinin GI'i artmasina ragmen
NAP testi sisesinin Gl'i azaliyor veya degismiyorsa M. tuberculosis kompleks, artis
gosteriyorsa tlberktloz disi mikobakteri (MOTT) olarak degerlendirilir.
e Test sonucu dort giinden daha kisa sirede 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 giinlik okuma sonuclari yanhs degerlendirilebilir.
Sonug¢ vermeden 6nce inklbasyonun 2-3 gin daha uzatilmasi bu hatayi
Onleyecektir.

* NAP testinde optimal inklbasyon isisi 6nemlidir. Bazi mikobakteriler (M.
marinum, M. chelonae) 30°C'de Urer. 37°C’'de yapilan NAP testinde Uremeleri
inhibe olur. Bu nedenle yara veya deri érneklerinden Greyen mikobakterilerin
ayrimi icin NAP testinde inktbasyon isisi hem 37°C hem de 30°C olmalidir.
e Kontrol sisesindeki (orijinal ktltdr sisesi) glnlik Gl artmaya devam etmelidir,
artis gostermiyorsa NAP sonucu degerlendirmeye alinmamalidir.
o M. tuberculosis kompleks: inokiilasyondan sonra ardisik iki GI'de énemli bir
azalma (%20); ilk iki gtin hafif, fakat Gnemli olmayan bir artis ve ardindan artisin
olmamasi veya azalma olmasi = TB kompleks

o Tuberkiloz disi mikobakteri: Ganlik Gl'in dort gin icinde 400 ve Gzerine



¢ikmasi; inokllasyondan sonra ilk 1-2 giin iginde artis olmamasi veya hafif bir
azalma, iki ginlin ardindan énemli bir artis (%20) olmasi = Tuberklloz disi
mikobakteri

o Kaulturlerin birden fazla mikobakteri tiri ile veya diger bakteriler ile kontamine
olmasi, Gl'in yUkselmesine neden olur ve yanlis olarak tiberkuloz disi mikobakteri
olarak degerlendirilir. Bu nedenle kuskulu durumlarda ARB ve Gram boyama

yapilmalidir.

B. BIYOKIMYASAL OZELLIKLERIN INCELENMESi

I. Niasin Testi

BUtlin mikobakteriler niasin ribontkleotid Uretir. Ancak M. tuberculosis ile M.
simiae ve M. chelonae’nin bazi suslari niasini nikotinamid adenin dintkleotide
(NAD) doénusturecek enzime sahip degdildir. Besiyerinde biriken niasin gosterilebilir.
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 icin LJ besiyerinde yogun olarak tGremis dért haftalik
kaltarler kullanilmalidir. Diger besiyerlerinde yeterince niasin birikmediginden
yanlis negatif sonug alinabilir. Diger bakteriler ile kontamine kulttrlerde niasin
metabolize oldugundan yanlis negatif sonuclar alinabilir.

Gerecler

1. %4'l0k anilin

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

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

3. Steril vidali kapakl tupler (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 tremesi olan LJ kaltarleri 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 ¢ekilerek 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 tape aktarilir.

e Tlpe birer pastor pipeti dolusu % 4 anilin ve siyanojen bromid eklenir.
e Kagit strip yonteminde ise ayiraclar yerine tUp icine strip konur ve hemen
thpln agzi kapatilir. TUp 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 ydontemi ile ilgili olarak
, beyaz zeminde degerlendirildiginde sari renk gézlenmesi pozitif kabul edilir.
Kagit stripler tehlikeli ayiraglarin kullanimini gerektirmediginden ve raf &murleri
uzun oldugundan avantajlidirlar. Ancak az miktardaki niasini saptamada
duyarhhiklar dasuktar.

Il. Nitrat Rediiksiyonu Testi

Mikobakteriler nitrorediiktaz enzimi Ureterek nitratlar nitritlere indirgeyebilirler.
Nitrat rediksiyonu testi; koloni morfolojisi, treme 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 redlktaz pozitiftir. Test niasin kagit strip yontemi
ile de kombine edilebilir.

inceleme Ornegi: LJ veya diger yumurtali besiyerinde treyen 3-4 haftalik kiltarler

Gerecler
1. Steril pastor pipetleri
2. MV/45 fosfat tampon eriyigi (0.02M, pH 7.0) icindeki nitrat test substrati (0.01M)
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NaNO3 0.8g

KH2PO4 1179
Na2HPO4 1.93 g
H20 1000.0 ml (final voliim)

pH: 7.0 olmalidir.

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

0.1 gram sulfanilamid 50 ml distile suda ¢6zinar. Tam ¢6zUnirlUk igin 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

Yéntem

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

e Sirasi ile asagidaki ayiraglar eklenerek karistirilir.

1 damla konsantre HCl

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

varhg arastirilir.

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

Beklendiginde renk degisimi kaybolabildiginden degerlendirme hemen yapilmahdir.

lll. Katalaz Testi
Katalaz hidrojen peroksidi (H202) su ve oksijene ayristiran hiicre 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 is
ile inaktivasyonu bazi mikobakteri tirlerinin ayirt edilmesinde degerli bir tani
yontemi olarak kullanilmaktadir. Mikobakteri turlerinin identifikasyonunda
kullanilan H202, diger bakterilerde bulunan enzimin arastirilmasinda kullanilan
ayiracgtan farkhdir. Hidrofobik ve kiimeli olan mikobakterilerin dagilmasini ve
enzimin kolayca aciga ¢ikmasini saglamak igin testte %30 H202 (Superoxol) ile
guclu bir deterjan olan %10 Tween 80'nin karisimi kullanilir. Ayiraclar taze

hazirlanmis olmalidir.

inceleme Ornegi: LJ veya Middlebrook 7H10 agarda tireyen gelismis mikobakteri

kolonileri

Gerecler

1. Middlebrook 7H9 broth

2. 25X 150 mm buyuklugunde vidali kapakh ttplerde 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.

Yéntem : iki farkli ydntem uygulanir.

a. lIsiya stabil katalaz testi

e ki ayn tupte test edilecek birkac mikobakteri kolonisi (2-4 haftalik) 0.5 ml
fosfat tampon icine inokule edilir. Tuplerden biri 680C'lik su banyosunda 20
dakika bekletilir. Diger tup kontrol icin kullanilir.

e Isitilmis tGpUn oda isisinda sogumasi icin bekletildikten sonra her iki tlipe de
0.5 ml Tween-H202 karisimi (1/1 oranda) eklenir ve gaz kabarciklarinin olusumu
go6zlenir. Tupler calkalanmamalidir. Negatif sonuc verilmeden 6nce 20 dakika
beklenmelidir.



b. Semikantitatif katalaz testi

¢ Middlebrook 7H9'a bir 6ze dolusu koloni inokule edildikten sonra tip 370C'de
yedi gin bekletilir.

e inkubasyonun sonunda vorteks ile 5-10 saniye karistirihr ve alti damla dik LJ
besiyerine aktarilir. Besiyerleri 14 giin 370C’'de inklbe edilir. Kapak gevsek
birakilmalidir.

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

Olusan hava kabarciklarinin ytksekligi olctlar.

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:

® Guglu katalaz reaksiyonu: Hava kabarciklarinin yiksekliginin 245 mm olusmasi
M. kansasii, hizli ireyen mikobakteriler ve siklikla izole edilen skotokromojenler
guclu katalaz reaksiyonu verir.

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

¢ Negatif sonug: Hava kabarciginin olusmamasi

Not: Cok eski kilttrlerden veya yetersiz Greyen kolonilerden yapilan deneylerden
yanlis olarak zayif reaksiyon sonuglari alinabilir. Kilturler diger bakteriler ile

kontamine ise yanlis olarak gucli reaksiyon sonuglari alinabilir.

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

M. tuberculosis ve diger yavas Ureyen mikobakterilerin cogu TCH'ye
direnclidirler. M. bovis ise (Bazi INH direncli suslar haric) distik konsantrasyonda
TCH'ye duyarhdir ve TCH'li besiyerinde Greyemez. 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 treyen 3-4 haftalik kaltirler
Gerecler

1. TCH duyarhlik besiyeri

2. 35-370C, %10 CO2 atmosfer kosullari igin inkUbator

3. Steril distile su

4. Bolmeli petri plaklari

Kalite Kontrol

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

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

saklanabilir.

Yontem

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

* Ucer damla bakteri siispansiyonu, bir kontrol kadranina ve bir TCH'li kadrana
inokdle edilir.

e Besiyerlerinin isiktan korunmasi igin kagitla kapatildiktan sonra, inokilumun
absorbe olmasi icin oda isisinda yaklasik bir saat bekletilir. Besiyerleri ters cevrilerek
370C'de %10 CO2'li ortamda Ug¢ hafta inkUbe edilir.

¢ inktbasyonun sonunda kontrol kadraninda ve TCH’li kadranda tireyen koloniler

sayilir.

Degerlendirme : TCH'li besiyerinde Greyen koloni sayisi, kontrol besiyerinde

Ureyen koloni sayisinin % 1'inden fazla ise direncli kabul edilir.
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V. Pirazinamidaz Testi

Pirazinamidaz enzimi pirazinamidi (PZA) pirazinoik asit ve amonyagda hidrolize
eder. Pirazinoik asit besiyerine ferréz amonyum suilfat eklenmesi ile saptanabilir.
Bu test M. marinum’u M. kansasii‘den ve M. bovis'i M. tuberculosis’den ayirt
etmede yardimcidir. M. tuberculosis dért gin 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 ¢6ztnar. Besiyerine; 0.1 g PZA, 2.0
g sodyum pirlvat ve 15 g agar eklenir. Besiyeri isitilarak ¢ézGndaralar. Vidali
kapakli tiplere 5.0 ml miktarinda dokultr. Tapler 15 dakika 1210C'de steril
edildikten sonra dik durumda agarin katilagsmasi icin bekletilir. Besiyeri 2-80C'de
alt1 ay saklanabilir.

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

kullanilmadan hemen 6nce hazirlanmalidir.

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

Yoéntem

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

e Dort gun sonra tuplerden biri ¢ikarilarak besiyerinin tGzerine 1 ml taze
hazirlanmis %1 ferr6z amonyum sulfat eriyigi eklenir. Oda isisinda 30 dakika
bekletildikten sonra agarda pembe bir bant olusumu goézlenir.
* Negatif tipler dort saat daha buzdolabinda bekletildikten sonra renk olusumu

yénunden yeniden incelenir.

Degerlendirme: Dort saat sonra agar ylzeyinde ayira¢ tabakasinda pembe renk
olusumu pozitif kabul edilir. Negatif sonug alindiginda ikinci tipin inkbasyonu

yedi gline uzatilarak test tekrarlanir.



Tuberktloz basillerinin identifikasyonu icin uygulanacak algoritma, laboratuvarda
kullanilan besiyerine ve olanaklara gore degiskenlik gosterir. Kati besiyeri kullanan
laboratuvarlarda Greme hizi, pigmentasyon, koloni gérinimu 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 i¢in TCH ile inhibisyon testi tercih edilmelidir. BACTEC
sistemi kullanan laboratuvarlar icin M. tuberculosis kompleksin identifikasyonunda
NAP testi hizli ve glvenilirdir. Ayni zamanda sivi besiyerinde kord faktér olusumu

aranmalidir.
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ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TEST YONTEMLERI
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M.tuberculosis complex’in (MTBC) anti tiberkUloz ilaclara karsi duyarhihigini
belirlemede en givenilir ve en hizli ydntemi bulmak amaciyla ¢ok sayida duyarlilik
test yontemi gelistirilmistir. Bunlar arasinda proporsiyon yéntemini temel alan,
kultdre dayali klasik testler en yaygin kullanilan testlerdir. Proporsiyon yénteminde
kati besiyeri olarak siklikla yumurta bazl besiyerlerinden Léwenstein-Jensen (LJ),
agar bazl besiyerlerinden Middlebrook (MD) 7H10 kullaniimaktadir. Modifiye
Middlebrook 7H9 sivi besiyerinin kullanildigi antimikobakteriyal duyarhlik test
yontemlerinden 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 CLSI (Clinical Laboratory
Standarts Institutes) tarafindan 6nerilen yéontemlerdir. LJ'nin kullanildigi
proporsiyon yéntemi ise ekonomik olmasi nedeniyle DSO (Diinya Saglik Orgiitiiniin)

tarafindan onerilmektedir.

I. MIDDLEBROOK 7H10 BESIYERINDE PROPORSIYON YONTEMIi
(AGAR PROPORSiIYON YONTEMI)

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

Yontemi) referans yontem olarak kabul etmektedir.
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Antibiyotik Sollsyonlarinin Hazirlanmasi:
Antibiyotikler ticari toz seklinde Uretici firmadan alinmali, klinik preparatlari
kullaniilmamalidir. Antibiyotikler Gretici dnerilerine gbre veya olasi ise vakumlu
bir desikator icinde —20°C'de saklanmalidir.
e Antibiyotiklerin steril distile su ile veya uygun ¢oéziculer ile (streptomisin
[SM], izoniazid [INH] ve ethambutol[EMB] icin su, rifampin [RIF] icin metanol
veya dimetilstlfoksit) 10 000ug/ml’lik (en az 1000 pg/ml olmali) stok soltsyonlari
hazirlanir (yaklasik olarak 100mg ilag +10ml su).
e Stok soltsyonlar hazirlanirken gerekli miktar antibiyotik Gizerinde belirtilen
potense (% veya pg/mg) gore su formule gére hesaplanmalidir.

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

Potens (ug/mg)

Veya gerekli olan miktar hesaplanip, potense boltnerek kullaniimasi gereken
miktar bulunur. Or: 100mg Streptomisin tartarak bir ila¢ ¢cozeltisi hazirlamak
istedigimizde, ilacin potensi %80 (0.800 mg) ise 100/0.800=125mg tartmak gerekir.
Stok solUsyonlar yaklasik 100 mg'lik antibiyotik miktari ile hazirlanmalidir, ciink
daha kig¢Uk miktarlarda dogru tartim gugc olabilir, daha buyuk miktarlar ise
ekonomik olmaz.

e Stok soltsyonu 0.22 pm por ¢apli membran filtreden stzUp steril ettikten
sonra, polipropilen tiplerde daha sonraki kullanimlara uygun kiictk miktarlara
boltnerek —20°C'nin altinda (tercihen —70°C) 1 yil kadar saklanabilir. Stok soltisyon
kullanilacagi zaman oda isisina getirilip, bekletilmeden kullanilir ve kalani atilir.
e Antibiyotikler besiyerlerine eklenmeden 6nce stok konsantrasyonlardan
¢alisma konsantrasyonlari hazirlanir ve besiyerlerine uygun miktarlarda eklenir.

Ornek:
1. 100mg EMB + 10ml steril distile su = 10 000pg/ml (stok sollsyon)
2. Vortex
3. Sterilizasyon (filtre ile)
4. 1ml stok soltsyon + 9ml steril distile su = 1 000pg/ml (calisma solUsyonu)
5. Vortex
6. Tml calisma soltisyonu + 200ml besiyeri = 5.0pg/ml (final konsantrasyon)

ilaclarin énerilen céziictleri, stok konsantrasyonlari, calisma konsantrasyonlari
besiyerine eklenecek miktarlar ve besiyerlerindeki final konsantrasyonlari Tablo
1'de yer almaktadir.



ilach ve ilacsiz Agar Besiyerinin Hazirlanmasi:

e Besiyerleri genellikle her biri 200ml’lik olacak sekilde 8 balon icinde hazirlanir.
Her bir 200ml’'lik 7H10 agar besiyerinin hazirlanmasi igin; bir cam balon iginde,
180 ml distile su icine 3.8gr dehidrate 7H10 agar besiyeri ve 1 ml gliserol eklenerek
eritilir (Uretici firmanin 6nerdigi sekilde).

e Otoklavda 121 °C’'de 15 dakika streyle sterilize edilir.

¢ Daha sonra 50-56°C’lik su banyosunda sogumaya birakilir.

e Besiyeri sicakhgi 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 boéltinebilir)
e 8 ayri balondaki besiyerinden 6’sina her birine farkli bir ilag veya farkli 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 ilagli ve ilagsiz besiyerleri, 6nceden yazilmis-etiketlenmis, 80 adet
(40'arlik 2 set), dort bolmeli steril, plastik petri plaklarina, her bélmesine 5 ml
(3-4mm kalinliginda) olacak sekilde, tablo 2'de belirtilen diizende doékulir.
Besiyerleri dokaltrken, balonlar tek tek su banyosundan alinip iyice karistirilmal,
agar katilasmadan hemen plaklara paylastiriimali ve baloncuklarin olusmamasina
dikkat edilmelidir.

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

¢ Daha sonra kurumaya engel olmak icin deliksiz plastik torbalara konularak
ve i1siktan korunarak 4-80°C’'de 1 ay saklanabilir.

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

inokulum Hazirlanmasi:

indirekt yontem:

Agar proporsiyon yonteminde standart bir inokulumun hazirlanmasi 6nemli
oldugundan indirekt ydntem tercih edilir. inokulum kaynagi olarak genelde kati
besiyerinde Uremis 4-5 haftaliktan daha eski olmayan koloniler kullanilir. Primer
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izolasyon kultarleri subkaltire tercih edilir.
e Kati besiyerinde Gremis koloniler, tim Gremeyi 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.
e 1-2 dakika sUreyle vortekslenir.
e BlyuUk partikillerin ¢okmesi ve olusan aerosollerin azalmasi icin 20-30 dk
streyle tlp bekletilir.
e SUpernatant steril pastor pipeti yardimiyla bos bir steril cam ttpe alinir.
e Sivi besiyeri ekleyerek stispansiyonun bulanikligi McFarland no 1'e ayarlanir
(yaklasik 10" CFU/ml).
¢ Daha sonra steril distile suyla (veya serum fizyolojik) bu stispansiyonun 10
(1/100) ve 10 (1/10.000) diliisyonlari hazirlanir.

ornek: 0.1ml ana stspansiyon (McFar.1) + 9.9ml steril distile su = 107
0.1ml 10” siispansiyon + 9.9ml steril distile su = 10
e Kati besiyerinde yeterli Greme yoksa alternatif bir yol olarak, alinan koloniler
sivi besiyerinde emulsifiye edildikten sonra inklbe edilerek bulanikhgin McFarland
no 1'e ulasmasi beklenilir ve buradan diltisyonlar hazirlanir. indirekt yéntemde
inokulum kaynagi olarak kati besiyeri yerine sivi primer izolasyon besiyeri

kullanilacaksa, yine ayni sekilde dilGsyonlar hazirlanir.

Direkt yontem:

Homojenize,dekontamine ve konsantre edilen hasta 6rnedinden hazirlanan
yayma preparatta yaklasik 20 mikroskop sahasi incelendikten sonra gérilen aside
direngli basil sayisina gore, 6rnegin steril distile su ile dilisyonlari hazirlanir (tablo
3). Daha sonra ki inokulasyon, inktbasyon ve dederlendirme asamalari indirekt
testtekine benzer. Hasta tedavi alan ve tedavi basarisizligi s6z konusu olan bir
hasta ise, yayma sonuglarini dikkate almaksizin mutlaka dilue edilmemis hasta
ornegi de test edilir. Cinkl mikroskopide gorulen basillerin tamami kiltarde

Uremeyecektir.



inokulasyon ve inkiibasyon:

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

e Petri plaklari hasta kiltir numarasi ve diltisyon oranlarini gosterecek sekilde
(setlerden birini 10 digerini 10™) isaretlenir.

e Once I 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 icin ayni islem 10" dilusyon 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 agarl
tarafi asagida olmak Gzere oda isisinda yaklasik 1 saat streyle bekletilir (kapaklar
hafif arali sekilde steril kabin icinde bekletmek damlalarin kurumasini
kolaylastirabilir). Bu islem esnasinda, formaldehit olusumunu 6énlemek icin, plaklar
istktan korunmaldir.

e Her bir petri plagi ayri bir CO2 gegirgen polietilen torbaya yerlestirilir ve
36°C'de % 5-10 CO:'li ortamda inkUbasyona birakilir.

Plaklarin Okunmasi ve Yorumlama:

e inkibasyonun ilk 7 giini kontaminant bakteri varligi yéninden kanl agar
incelenir. Kontaminasyon saptanirsa, test tekrar edilir.

e Test besiyerlerinde ise antibiyotiksiz kontrol bélmeleri tic hafta boyunca her
hafta incelenir. Uclincii hafta sonunda lreme yetersizse, test tekrar edilmelidir.
e Uc haftadan énce kontrol bélmesinde 50 koloni tizerinde GUreme (+1 veya
daha fazla) goralarse test degerlendirilebilir ve direncli sonuglar rapor edilebilir.
Fakat duyarli sonuclari rapor etmek icin t¢ hafta beklemek gerekir. Uctinci
haftadan sonra plaklar degerlendirilmemelidir. Dérdiinct haftadan sonra beliren
koloniler direnci géstermeyebilir.

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

mikrokoloniler var ise, not edilir.



e Asagidaki formal ile direng orani hesaplanir.

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

kontrol bélmesindeki koloni sayisi

e Direng orani>2%1 ise sonug direncli; <%1 ise duyarl olarak yorumlanir.
e Kontrol kadraninda sayilabilir diizeyde kolonisi olan ve 50'den fazla kolonisi
olan dilisyonun sonucunu yorumlanir ve karsilastirma ayni dilGsyonlar arasinda
yapilmalidir.

o Fakat 107 diltisyon ekim yapilmis kontrol bélmesinde sayilamayacak kadar
koloni varsa (+3,+4) ve 10~ dilusyon ekim yapilmis kontrol bélmesinde 50'den
az koloni varsa, 10~ dilisyon ekim yapilmis kontrol bélmesindeki koloni sayisi
100'le carpilip 107 dilisyon ekim yapilmis kontrol béImesindeki koloni sayisi
hesaplanabilir.

e Tum kontrol bélmelerinde koloni sayiminin 4+ oldugu dilGsyonlar dikkatle
degerlendirilmelidir, bu durumda mikroorganizma tim antibiyotiklere duyarli
ise, sonucu bildirilir, herhangi bir antibiyotige direng 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, ttim ilaclara duyarli oldugu bilinen M tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294) kalite kontrol susu ve tim ilaclara direngli oldugu bilinen bir
laboratuvar susu da test edilmelidir. H37Rv susu test sonucunda tim anti tiberkUloz
ilaclara karsi duyarli olmalidir.

Il. LOWENSTEIN-JENSEN (LJ) BESIYERINDE PROPORSIYON YONTEMI

Prensip:

Proporsiyon yonteminin prensibini temel alan bu test CLSI tarafindan
dnerilmemekle birlikte, ekonomik olmasi nedeniyle DSO tarafindan énerilen ve
tim dinyada halen yaygin olarak kullanilan bir ydntemdir.

Antibiyotik Soliisyonlarinin Hazirlanmasi:
Antibiyotiklerin stok solUsyonlarinin hazirlanmasi ve saklanmasi agar proporsiyon
yoénteminde anlatildigi gibidir. Ancak antibiyotiklerin besiyerlerine eklenmeden
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Once stok soltsyonlarindan hazirlanan ¢alisma konsantrasyonlari ve besiyerlerine
eklenen miktarlari farkhdir (tablo 5).

ilach ve ilacsiz L) Besiyerinin Hazirlanmasi:

Asagdida 1600ml'lik Lowenstein-Jensen (L.J) besiyerinin hazirlanmasi érnek olarak
verilmistir. Besiyeri hazirlarken gerekli olan miktar hesap edilip ona gére hazirlik
yapilmalidir.

Tuz solusyonu:

Monopotasyum fosfat.....2400 mg

Magnezyum sulfat.......... 240 mg
Magnezyum sitrat........... 600 mg
L- Asparajin.......c...ccuu.ee. 3600 mg
Gliserin......cceceenieeieeniee 12 ml
Saf SU..eeiieeeeceeeee 600 ml

e Tuz sollUsyonu 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 buytkge, agzi kapatilabilen, steril bir
balona steril huni yardimi ile kirilarak konur. Homojen oluncaya kadar kuvvetlice
calkalanir.

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

¢ Daha sonra homojen edilmis 1000 ml yumurta temiz steril bir tilbent veya
gazli bez ile tuz sollsyonu icine stizGlUr. Béylece ana LJ besiyeri elde edilmis olur.
e Biri kritik konsantrasyon olmak Gzere her bir ilag icin tg¢ farkli konsantrasyonda
ilacli besiyeri dékmek icin (Or: INH 0.1 + INH 0.2 + INH 1.0); Gzerleri etiketlenmis
U¢ balon jojeye 500’er ml besiyeri paylastirilir.

* Her birine tablo 5'de belirtilen miktarlarda ilacin calisma konsantrasyonundan
eklenir. Tum ilaclar icin ayni islem tekrarlanir.

e Ayrica 1000ml’lik bir besiyeri ilagsiz kontrol besiyeri olarak birakilir.
e Balonlar iyice calkalanip homojen olmasi saglandiktan sonra Gzeri etiketlenmis,
steril, vida kapakh ttplere (16X160mm), her birine 5-7 ml olacak sekilde, aseptik
sartlarda dagitilir.



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

konsantrasyonlar ve onerilen diger konsantrasyonlar goérilmektedir..

inokulum Hazirlanmasi:

inokulum hazirlanmasi agar proporsiyon yénteminde anlatildigi gibidir. Fakat
indirekt yontemde basil stispansiyonunun 10 ve 10 diliisyonlari énerilmektedir.
Bu dilGsyonlari hazirlamak igin, McFarland no 1 bulanikligindaki basil
stspansiyonundan 1ml’si 9 ml steril distile suya eklenir, bu islem seri dilisyonlar
seklinde 5 kez tekrarlanir ve 107, 107, 103, 10* 10® dilGsyonlar elde edilir. Her
bir dilisyondan sonra tup vortekslenmelidir. Sonra 107 ve 10” dilusyonlari

inokulasyon igin kullanihr.

inokulasyon ve inkiibasyon:

e 107 (1/1000) ve 10° (1/100000) diltisyonlardan, 2’ser adet ilacsiz kontrol
besiyerine ve 1'er adet ilach besiyerlerine 0.2ml ekilir. Ekimler steril, tiberkdlin
enjektor, otomatik pipet veya pastor pipeti ile yapilabilir.

e Ekilen tupler basillerin ylzeye yayilabilmesi i¢in etlve 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 yénteminde anlatilana benzer sekildedir. Basil
dilusyonunda amac sayilabilecek koloni elde etme esasina dayanir. indirekt
testlerde bu dilusyon 10” olabilecegi gibi 10” de olabilir. Degerlendirmede degisik
taplerdeki koloniler sayilir, bu sayimlara gére direncli basil orani saptanir. Cikan
sonuclarin her biri o ilac i¢in saptanmis olan kritik proporsiyon ile karsilastirip o
ilaca karsi duyarli ya da direncli olduguna karar verilir. LJ ile proporsiyon
yonteminde farkli olarak bazi primer ve sekonder ilaglarda kritik proporsiyon
% 1'degil %10 olarak belirlenmistir (tablo 6).
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DSO’ sonuclarin 28. ve 40. giinlerde okunmasini énermistir. DSO’nin bu rehberinde
28. ginde direngli koloni orani KP'dan yuksek ise direncli olarak rapor
edilebilecegini; yine 28. glinde kontrol besiyerinde yeterli ireme olmasina ragmen,
en yogun diltsyon (10°) inokule edilmis olan, ilacin en distik konsantrasyonundaki
besiyerinde Ureyen koloni yok ise duyarl olarak rapor edilebilecegini; bu iki

durum disindaki tiim sonuclarin 40. glinde degerlendirilmesi gerektigini bildirmistir.
Il. BACTEC 460 TB (radyometrik) ANTiBiYOTiK DUYARLILIK TEST YONTEMI

Prensip: Mikobakteriler antibiyotik iceren ve icermeyen Bactec 12B
(Middlebrook 7H12) siselerine ekilir ve 37°C’'de inklbe edilir. Kontrol sisesine
ekilen mikroorganizma sayisi ilag iceren siseye gore 100 kat azdir. Siseler gtinlik
olarak Bactec 460 cihazinda okunur. Antimikobakteriyel inhibisyon olmadiginda,
mikobakteriler Urer ve besiyerindeki 14C isaretli substrati kullanir. Béylelikle
14CO: olusur ve Bactec 460 cihazinda Growth Index (GI) terimiyle kantitatif olarak
olcular. Duyarlilik sonuglari, kontrol ve ilag iceren siselerin gtnlik Gl degeri
artislarinin karsilastiriimasiyla yorumlanir. Antitiberkiloz ilac iceren besiyerinde,
duyarli mikobakterilerin Gremesi inhibe olur ve bu GI okumalariyla kaydedilen
gunlik 14CO2 Uretiminde artmama veya azalmayla sonuglanir. Mikobakteriler
test edilen ilaca direncliyse, Gremenin inhibisyonu s6z konusu olmayacak ve Gl
gunlik olarak artacaktir. GUnlUk GI degerindeki artis, test ktltartnin direnglilik

derecesiyle orantilidir.

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

Ureyen mikroorganizmanin saf kaltara test edilir.

INDIREKT DUYARLILIK TEST YONTEMi

Antibiyotik sollisyonlarinin hazirlanmasi:
Antibiyotikler (SM, INH, RIF ve EMB) Bactec SIRE kiti olarak, liyofilize halde Uretici
firma tarafindan saglanmaktadir. Liyofilize halde bulunan bu ilag siseleri

sulandirilarak stok soltsyonlar hazirlanilir.
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e Liyofilize antibiyotik siselerinin kapagini alkollG pamukla silin.
e Her liyofilize antibiyotik sisesine 5 ml steril distile deiyonize su ekleyin ve
tamamen ¢6zUnene kadar karistirin.

e 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 glin, -5 ile -20°C arasinda

3 aya kadar, -70°C’'de 6 aya kadar saklanabilir.

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz 12B siselerinin hazirlanmasi:
e Her bir antibiyotik duyarlilik testi icin bes adet Bactec12B sisesi ve bir adet
Bactec diltsyon sivisi (DF) sisesi hazirlayin.
e Tum siselerin Gzerine hasta kaltlr numarasini yazin.
* Bes adet 12B sisesinin birine kontrol, dérdlne ise calisilacak dért antibiyotigin
ismini yazin (S,,R,E ve K)
e SM ve EMB’nin daha énce hazirlanmis olan stok solisyonlarinin 1ml’si aseptik
sartlarda 2ml steril distile su icine ilave ederek 1/3 dilte edin.
e Her birinin Gzerinde antibiyotigin ismi yazan doért ayri Bactec 12B sisesine,
INH ve RIF icin direkt stok soltsyondan, SM ve EMB icin dilte edilmis stok
solisyondan 0.1ml.yi, tek kullanimhk ttberkdlin enjektoriyle 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 yiksek konsantrasyonlarda calismak isterseniz antibiyotik stok
solUsyonunu daha yUksek konsantrasyonda hazirlayabilirsiniz. Boylece 12B’ye
ilave edeceginiz miktar yine 0.1ml olarak kalmalidir.
¢ Antibiyotik eklenen 12B sisesi 2-8°C'de saklanarak 7 giin icinde kullanilabilir.

inokulum hazirlanmast:

indirekt duyarlilhk test ydnteminde, laboratuvarin kapasitesi ve calisma sekline
gore gunlik (haftanin 7 glint) veya hafta ici (hafta sonu dahil olmayan) iki ayri
program vardir. Bu iki programda inokulasyon yogunlugu, inktbasyon slresi ve
siselerin okutulmasinda farkhliklar vardir.

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

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

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

o Gl degeri >800 ise, 1ml pozitif kiltirt 1ml DF icine ekleyerek dilue edin ve
bunu inokulum olarak kullanin.

¢ Eger hafta sonu dahil olmayan program uygulaniyorsa, Gl dederi 500'U gecen
siseyi buzdolabinda cumaya kadar saklayin (1 hafta icinde kullanin).

MiddleBrook 7H9 besiyerindeki tGremeden inokulum hazirlanmasi;

Besiyerinin bulanikhidini DF ile hafta sonu dahil olmayan program icin McFarland
0.5'e, glnluk program icin McFarland 1.0’e ayarlayin, inokulum olarak kullanin.
(kaltar 1-4 haftalik olmahdir)

Kati besiyerindeki Gremeden inokulum hazirlanmasi;

Ureme saptandiktan sonra 4 haftadan uzun siire gecmemis kaltdrler 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 ¢co6kmesi icin 30 dk streyle tup bekletilir.
e SUpernatant steril pastor pipeti yardimiyla bos steril bir cam ttpe alinir.
e Bususpansiyonun Uzerine DF ekleyerek bulanikligini, hafta sonu dahil olmayan

program icin McFarland 0.5e, gtinlik program icin McFarland 1.0'e ayarlayin.

inokulasyon ve inkiibasyon;

e Antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilacak tim 12B siselerini Bactec 460
cihazinda test ederek siselerin icinde % 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.
¢ inokulum stispansiyonunu iyice karistirin ve bir tiberkilin enjektéri ile ilag

iceren dort adet 12B sisesine 0.1ml inokule edin.
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e Ayrica yine 0.1ml bu sispansiyondan 9.9ml DF sisesine ekleyin ve karistirin.
Boylece standardize edilmis inokulum stispansiyonunu DF ile 1/100 oraninda dilue
edin.

e DFile 17100 oraninda dilue edilmis stispansiyondan 0.1ml'yi kontrol sisesine
inokule edin.

e Birkac¢ damla inokulum slGspansiyonunu, bir adet kanli agar ve bir adet M7H10
veya M7H11 agar plagina subkultire edin.

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

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

Sonuclarin okunmasi:

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

Gunltk programda;

e Siseleri hafta sonu ve tatiller dahil olmak tGzere ginlik olarak okutun.
e Her gin yaklasik olarak ayni saatte (+2 saat) okutun.

e En az 4 gun okutun.

e Kontrol sisesinin Gl degeri >30 ise sonucglar yorumlanabilir.
e Kontrol sisesinin Gl degeri bir iki gtin icinde >30 olursa, muhtemelen inokulum
¢ok yogundur. Testi tekrar edin.

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

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

Hafta sonu dahil olmayan programda;

e Testi Cuma ginu yapin.

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

e En az 3 gun okutun.

e Kontrol sisesinin Gl degeri Pazartesi giin(i >30 olursa, muhtemelen inokulum

¢ok yogundur. Testi tekrar edin.



e Sali gina kontrol sisesinin Gl degeri >30 olursa, carsamba gini de okuttuktan
sonra, sonuglari yorumlayin. Pazartesi glnine ait Gl degerini dikkate almayin.
e Kontrol sisesinin Gl degeri 14 gunlik inkGbasyondan sonra 30'a ulasmazsa,

testi tekrar edin.

Yorumlama:
e Kontrol ve ilag iceren siselerin, bir giin 6nceyle karsilastirarak, ginlik Gl
farkhliklarini (AGI) hesap edin.
e Sonugclari asagidaki gibi yorumlayin;

Kontrol sisesinin AGI > ilach sisenin AGI = duyarli

Kontrol sisesinin AGI < ilagli sisenin AGI = direncli

Kontrol sisesinin AGI = ilaclh sisenin AGI = sinirda veya kismi direncgli
e lagiceren sisenin GI degeri 500’ gecer ve bir sonraki giin de 500°(in Gizerinde
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 sonuglar s6z konusuysa, siseleri ek olarak 2-3 giin daha okutun. Bu
ek okumalar duyarl veya direncgli yéninde bir trendin yakalanmasina neden
olacaktir.

Kalite kontrol;

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

e Susun canlihgindan,

¢ inokulum dilusyonunun dogru yapildigindan emin olun.

M.tuberculosis H37Rv her hangi bir ilaca direncli bulunursa;

e Tam direncliyse, besiyerinde antibiyotik olmayabilir veya kontamine olmus
olabilir.

e Kismi direngliyse, antibiyotik aktivitesini kaybetmis olabilir veya inokulum
¢ok yogun olabilir.



DIREKT DUYARLILIK TEST YONTEMI :

ARB yayma pozitif tim hasta érneklerine uygulanabilir. Hasta 6érnegindeki basil
sayisina bagli olarak 4-21 gin icinde sonug verir. Primer izolasyon besiyeriyle
ayni gun ekim yapilir. Tam direkt test sonuglari indirekt testle dogrulanmalidir.

e Sadece SM, INH, RIF ve EMB'yi 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 karistiriimis
primer hasta 6rneginin 0.1ml.sini antibiyotik iceren doért 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 dilGsyonu tercih edilir)

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

e Kontrol sisesinin Gl degeri > 10 oldugunda, siseleri her gin okutun
e Kontrol sisesinin Gl dedgeri > 20 oldugunda, sonuglari yorumlayin.
¢ Kontrol sisesinin Gl degeri 21 gunlik inkibasyonla >20 olmaz ise, testi
yorumlamayin.

e inokulumdaki mikobakteri sayisi daha az ve inkiibasyon siresi daha uzun
oldugundan genellikle sonuclar daha bariz olarak duyarli veya direnclidir. ilach
sisedeki Gl'in, kontrol sisesindeki Gl'e yakin olmasi (%20 icinde), kontrol 1/10
dilie edilmis oldugundan, %10 direncli populasyonu dustndarar.
e Rapora “sonuclar, direk hasta érneginin test edilmesiyle elde edilmistir”
seklinde bir not koyun.

e 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), tberkuloz 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).

e PZA stok solisyonu ufak miktarlara bélunip, SIRE stok soltsyonlar gibi
saklanabilir.



PZA iceren besiyerinin ve kontrol besiyerinin hazirlanmasi:

e Bactec PZA duyarhlik test besiyerine, RF ile sulandiriimis olan PZA sollisyonundan
thberkalin enjektord ile 0.1ml, eklenir (pH 6.0) (final PZA konsantrasyonu 100
pg/ml).

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

edilecek tiim siselerde bu RF bulunmalidir.

inokulum hazirlanmas::
e Asagida belirtilen besiyerlerinden herhangi birindeki tremeden 0.1ml'yi,
0.1ml Bactec RF eklenmis Bactec 12B besiyerine subkiltire edin.
- Gl degeri 300-999 arasi olan Bactec 12B besiyeri
- Bulanikligi McFarland no1 veya daha dastk olan M7H9 besiyeri
- Kati besiyerinden hazirlanmis ve bulanikhidi McFarland no1’e yakin stispansiyon
e Karanlikta 37+1°C'de inkibe edin.
e Subkultard ganltk 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.
¢) GI700-799 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 Gl degerine ulastiktan sonra veya Gl 999 okunduktan sonra 1 ginden

fazla gecgen kulturleri inokulum olarak kullanmayin.

inokulasyon ve inkiibasyon:

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

e inokulum stspansiyonunu iyice karistirin ve bir tiberkilin enjektéra ile PZA
iceren siseye ve kontrol sisesine 0.1ml inokule edin. Kontrol sisesi icin inokulumu
dilie etmeyin.

e Birka¢ damla inokulum stspansiyonunu bir adet kanli agar ve bir adet M7H10
veya M7H11 agara, inokulumun saf olup olmadigini kontrol etmek igin, inokule

edin.



e 37+1°C'de karanlikta inkUbe edin.

Sonuclarin okunmasi:

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

e Siseleri gunltk olarak okutun.

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

e En az 4 gun okutun.

e Kontrol sisesinin Gl degeri > 200 ise, sonuglar yorumlanabilir.
e Kontrol sisesinin Gl degeri 14 gtinlik inkGlbasyondan sonra 200’e ulasmazsa,
testi yorumlamayin.

Not: Hafta sonu dahil olmayan program kullanilacaksa SIRE icin kullanilan
programa benzer sekilde test Cuma gini yapilir, pazartesi ginlinden itibaren
okutulmaya baslanilir.

Yorumlama:

Sonuclari asagidaki gibi yorumlayin;

* PZA sisesinin Gl < kontrol sisesinin Gl'inin % 10 = duyarli

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

sonuglar 4 giinden dénce raporlanmamalidir.

Kalite kontrol:
M.tuberculosis H37Rv susunun tGreme kontroli 3-8 gln icinde Gl > 30 degerine

ulagsmalidir ve PZA'ya tamamen duyarli olmahdir.
IV. BACTEC MGIT 960 SiSTEMi iLE DUYARLILIK TESTI

Prensip:

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

madde gémalidar. Floresan madde sivi besiyerinde ¢6zUIms oksijen varligina
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duyarlidir. C6zUlmUs oksijenin baslangictaki konsantrasyonu floresan maddeden
floresans yayilimini baskilar. Ureyen mikroorganizmalar oksijeni tiketir ve floresan

maddenin floresans yaymasina neden olur.

BACTEC MGIT 960 SIRE kiti 4-13 glnde sonlanan kalitatif bir testtir. Test
M.tuberculosis izolatlarinin ilach ve ilagsiz tUplerdeki Gremelerinin karsilastiriimasi
esasina dayanir. MGIT 960 cihazi tuplerdeki floresans artisini stirekli izler. Cihaz
yardimiyla ilach ve ilacsiz tiplerdeki floresans analizleri karsilastirilarak duyarhlik
sonuglari belirlenir. BACTEC MGIT 960 cihazi otomatik olarak bu sonuglari yorumlar

ve duyarl ya da direngli olarak bildirir.

Antibiyotik sollisyonlarinin hazirlanmasi:

Antibiyotikler SM, INH, RIF ve EMB Bactec MGIT SIRE kiti icinde liyofilize halde
Uretici firma tarafindan saglanmaktadir. Liyofilize halde bulunan bu ilag siseleri
sulandirilarak stok soltsyonlar hazirlanilir.

e Liyofilize antibiyotik siselerinin kapagini alkollt pamukla silin.
e Her liyofilize antibiyotik sisesine 4 ml steril distile su ekleyin ve tamamen
¢6zlUnene kadar karistirin.

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

e Ozellikle INH icin olmak Gzere, eger bir ilacin kritik konsantrasyonunda direnc
gorilurse, ilacin daha yiksek bir konsantrasyonu icin duyarlilik testi yapilmasi
o6nerilmektedir. 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 sulandiriilmalidir tablo 8. Diger prosedur SIRE kiti ile

benzerdir.

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz MGIT tiiplerinin hazirlanmasi:
e Her test izolati icin 5 tane MGIT tlpUna alin ve Gzerlerini yazin (birine GC
(Kontrol), digerlerine S, I, R ve E olarak). Tapleri uygun biyuklikte AST (antibiyotik
duyarhlik testi) set tasiyicisina dogru sirayla yerlestirin (soldan ilk tip GC, sonra
SIRE).

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

icinden cikan suplementin kullanilmasi 6nemlidir.
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e Dort SIRE tiplnUn her birine, Gzerine yazdigimiz antibiyotik adina uygun
sekilde, daha 6nce hazirladigimiz antibiyotik solisyonlarindan bir mikropipet
yardimi 100yl pipetleyin (tablo 8).

e Kontrol (GC) tipUne hicbir antimikrobiyal ajan eklemeyin.

inokulum hazirlanma:

MGIT yoéntemi ile duyarlilik testleri M.tuberculosis'in saf kulturlerinden yapilir
Kati besiyerinden inokulum hazirlanmasi;

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

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

e BlyUk kumeleri dagitmak i¢in stispansiyonu 2-3 dakika vorteksleyin.
Suspansiyon bulanikliligi McFarland no1 standardini ge¢melidir.
e SUspansiyonu 20 dakika bekletin.

e SUpernatanti baska bir kapakl steril tipe aktarin, 15 dk. daha bekletin.
e Supernatanti yine baska bir kapakli steril tipe aktarin ve stispansiyonu
McFarland no:0.5 standardina gore ayarlayin.

* Ayarlanmis stispansiyonun 1 ml’sini 4 ml steril serum fizyolojikte dilGe edin
(1/5 diltsyon)

Pozitif MGIT tGpUnden inokulum hazirlanmasi;

e Pozitif bir MGIT tlp0, MGIT 960 cihazinda pozitif olduktan sonraki giin (1.gn)

dahil 5. giine kadar kullanilabilir.

e TUOpUn 5 ginden daha fazla bir pozitifligi varsa, Growth suplement eklenmis
yeni bir MGIT tUpUne subkilttrd yapilmali ve pozitif oluncaya kadar cihazda test
edilmeli, pozitifligi takip eden 1-5. glinlerde kullaniimalidir.

e Tupler 1-2 gundur pozitifse iyice karistirtlip, 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 tapUnin her birine (S,1,R,E) inokulum stspansiyonundan
0.5ml pipetleyin.

e 1/100'luk kontrol sispansiyonu hazirlamak icin 9.9ml steril SF icine 0.1ml

organizma sUspansiyonu pipetleyin ve iyice karistirin.
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e 1/100'lik kontrol sispansiyonundan “GC" olarak etiketlenmis MGIT tUpUne
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 gore)

e inokulum sispansiyonundan kanl agara 0.1ml ekin, 35-37 °C’'de inklbe edin.
e Bakteriyel kontaminasyon acisindan kanli agar plagini 48. saatte kontrol edin.
Kanli agar plaginda Greme yoksa teste devam edin, Greme varsa AST (Antibiyotik

Duyarllik Testi) setini atin ve testi tekrar edin.

Sonuclarin yorumlanmasi ve rapor edilmesi:

e ilacl tupteki floresans kontrol tipindekinden daha az oldugunda, MGIT 960
cihazi sonucu duyarli olarak yorumlar.

e ilacli tupteki floresans kontrol tipundekine esit oldugunda, cihaz sonucu
direncli olarak yorumlar.

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

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

e Raporda test yontemi, ilac ve konsantrasyonlar bulunmalidir.

Uyarilar:

e BACTEC MGIT 960 duyarhlik testi test edilen izolatin duyarlilik derecesini
yorumlamaz. Sonuglar test edilen ila¢ ve konsantrasyon igin S (duyarl) ya da R
(direncli) olarak rapor edilir.

e SM, INH, RIF, EMB icin BACTEC MGIT 960 SIRE testinde kullanilan kritik
konsantrasyonlar, yanlis duyarli sonuglardan kaginmak icin, proporsiyon yonteminde
kullanilan konsantrasyonlardan biraz daha dustktir. Onerildigi gibi daha yiksek
konsantrasyonlarda da test etmek izolatin dlstk 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 kullaniimalidir. Kontamine olan veya ¢ok sayida mikobakteri



tarQ iceren kaltarler yanlis sonuglar verebilir ve test edilmemelidir. Klinik
orneklerden direkt test dnerilmemektedir. Kati besiyerinden yapilan stispansiyonlar
standardize edilmeden ¢oktirmek icin bekletilmelidir. Kati besiyerinden hazirlanan
inokulum gérsel olarak McFarland no: 0.5 bulaniklik standartina ayarlanmalidir;
bu yapilmadiginda yanlis sonuclar alinabilir veya cihaz hata verebilir.
e ilach tuplere ve kontrol tipuine inokule edilen organizma siispansiyonunun
yukarida 6nerilen dilisyonlari kullaniimadiginda yanlis sonuclar verebilir.
e ilaclarin uygun volimde steril distile su ile sulandirilmamasi yanlis sonuclar
verebilir.

e inokule edilen tuplerin iyice karistirilmasi énemlidir. Tuplerin yeterince
karistirllmamasi yanlis direncli sonuglara 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
sonuclanabilir.

e AST setinin cihaz icine dogru sekilde yerlestirilmemesi bir isimsiz durum olarak
sonuclanacaktir, 8 saat icinde sorun ¢6ztlmelidir. Sorun 8 saatde ¢6zilmez ise,
AST seti atilmali ve test tekrar edilmelidir.

AST setinde SIRE suplementi kullanilmamasi yanlis 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 calisiimalidir.
e Kalite kontrol stok suslari -70°C’'de saklanir.

e Kalite kontrol testi, test edilecek ilag kitleri icin “duyarhlik test prosedari”
acitklamalarina uyularak uygulanmalidir.

e 4-13 glin icinde kalite kontrol susu GC tupUinde pozitif sonug vermeli ve tiim
antibiyotiklere duyarli 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) duyarhigini 4-21 gtnde test eden kalitatif bir testtir. PZA testi genel
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yontemlerin modifikasyonunu gerektirir, ciinkl PZA in vitro sadece daha dustk
pH degerlerinde aktiftir. MGIT 960 PZA besiyeri, pH'1 5.9'a distrilmis modifiye
Middlebrook 7H9 broth icerir.

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

su kullanilmasidir (tablo 8).

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz MGIT tlplerinin hazirlanmasi:
e Her test izolati icin 2 tane BACTEC MGIT PZA tUpUnln Gzerini “GC"” ve "PZA"

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

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

suplementin kullanilmasi 6nemlidir.
e Bir mikropipet kullanarak, aseptik sartlarda, etiketine uygun MGIT tlplne
(PZA) 8.000pg/ml’lik MGIT PZA'dan 100ul pipetleyin.

e Kontrol tiplne antimikrobiyal ajan eklemeyin.

inokulum hazirlanmasi:
MGIT SIRE duyarlilik testinde anlatildigi gibidir.

inokiilasyon:

ilacli taplerin inokilasyonu MGIT SIRE duyarlilik testinde anlatildigi gibidir. Fakat
kontrol tipu icin 1/100°1Gk degil 1/10’luk kontrol sispansiyonu hazirlayin. 1/10'luk
kontrol stspansiyonu hazirlamak i¢in 4.5ml steril SF icine 0.5ml inokulum
stspansiyonu pipetleyin, iyice karistirin. “GC" olarak etiketlenmis tipe 1/10’1Gk
kontrol stispansiyonundan 0.5ml pipetleyin.

Tasiyicida kontrol tipUnin pozisyonunun soldan ilk tip oldugundan emin olun.
AST setinin cihaza girisini yaparken, iki tiplik AST set taniminda ilag olarak
PZA'y1 secin.

Sonuclarin yorumlanmasi ve rapor edilmesi:
SIRE yorumunun %1 proporsiyon dizeyinde yapildigi gibi, PZA'da diren¢ %10
proporsiyon dlzeyinde rapor edilir.



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

ederek sonuglari dogrulayin.

Uyarilar:

e PZA duyarlilik testinde CLSI, referans yontem olarak BACTEC 460TB yontemini
onermektedir. Nonradyometrik BACTEC MGIT 960 PZA kiti, BACTEC 460TB y6ntemi
ile yaklasik ayni strede duyarlilik sonucu vermektedir. Benzer sonuclar elde
edebilmek i¢in MGIT 960 PZA kitinde, BACTEC 460TB’'de oldugu gibi PZA'nin
100g/ml konsantrasyonu kullaniimaktadir.

e Kati besiyerindeki Greme taze olmalidir (14 ginltk). Daha eski kaltarlerden
hazirlanan; McFarland no 0.5 standardi kullanilmadan hazirlanan; uygun
dilusyonlarda hazirlanmayan inokulumlar yanlis sonuclar verebilir.
e Kontrol tipune inokulasyon icin izolatin 1/10 dilisyonunun kullaniimamasi
yanlis sonugclar verebilir.

e PZA AST setinde MGIT 960 PZA suplementi kullanilmamasi yanlis 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 ilaclarin stok ve calisma konsantrasyonlari, besiyerine eklenen miktarlari
ve besiyeri icindeki final konsantrasyonlari

21 c=
§ - s §_ 5
° " & » £ 8§ cz
£z $% = Sei% &3
is #f |TEPsE | 8%
o = c W S 80 = =)
8= 28 = ZBES 5E
3 L] QE 03 6T
K o2 S _g ° 232
w T T
llag Gézich ~ ~ 8
SDwW 0.2 0.27K
INH 10.000 200 0 =
EMB SDw 10,000 1.000 1.0 5,0KK
DMSO (veya
RIF meiamé 4 10.000 1.000 02 1.0xx
SDW 1.000 04 2.07K
SM 10.000 2.0 10.0

SDW= Steril Distile Su; DMSO=Dimetil sulfoksit; KK=Fkrilik konsanirasyon

Tablo 2. Middlebrook 7H10 Agar ile agar proporsiyon yonteminde ilagli ve ilagsiz
besiyerlerinin dort bélmeli petri plaklarina déktlme dizeni ve ilaglarin

konsantrasyonlari.

Plak

Bolme

Antimikrobiyal ilag

llagsiz {kontrol)
Izoniazid (0.2 _g/ml)
Streptomisin (2 _g/ml)
Rifampisin (1 _g/ml)

llagsiz (kontrol)
Izoniazid (1.0 _g/ml)
Streptomisin (10 _g/ml)
Ethambutol (5 _g/ml)




Tablo 3. Direkt test yonteminde inokulum dilGsyonu

EZN boyama (ARB/alan) Florokrom boyama (ARB/alan) ",
Dilisyonlar
(X1000 biiyitme) (X200-400 biyitme)
<1 <25 Dilisyon @
1-2 25-50 Dilisyon @, 101
2-10 50-250 Dilusyon @, 102
>10 >250 102, 108

(NCCLS document M24-A'ya gore)

Tablo 4. Agar plaklarindaki mikobakteri kolonilerinin GUreme yéninden

kantitasyonu

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

100 - 200 2+

200 - 500 3+

>500 (Asin Greme) 4+

Tablo 5. Proporsiyon yénteminde LJ besiyerine eklenmek Gzere hazirlanan ilk
secenek ilaglarin stok ve calisma konsantrasyonlari, besiyerine eklenen miktarlari

ve besiyeri icindeki final konsantrasyonlari

Stok LJigincallsma [ 500mlLJ'ye eklenen LJ'de ilacin son
llag Céziici konsantrasyon | kensantrasyonu miktar konsantrasyonu
(ng/ml) (ng/ml) (ml) (ng/mi)
0.5 0.1
INH Sow 10.000 100 1.0 0.2°K
5.0 1.0
0.5 1.0
EMB SDw 10.000 1.000 1.0 2.0FK
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
sMm SDw 10.000 1.000 2.0 4.0FK
4.0 8.0

SDWs= Sleril Distile Su; KK=kritik konsantrasyon




Tablo 6. Proprosiyon yonteminde Middlebrook 7H10 agar icin ve LJ icin énerilen
Kritik Konsantrasyon (KK) ve Kritik Proporsiyonlar (KP).

7H10 LJ TH10 LJ
Antibarkiloz KK | KP | KK | KP KK | KP | KK |KP
ilag (ng/ml) | (%) | (ng/ml) | (%) | Antitiberkiilozilag | (rg/ml) | (%) | (ng/ml) | (%)
lzoniazid (INH) 0.2 1 02 1 | Amikasin (AMK) 4.0 1
Rifampin (RIF) 1.0 1 40 1| Kapreomisin(KAP) 100 | 1 40 1
Streptomisin (SM) 2.0 1 | 4.0 | 10 |Kanamisin (KAN) 5.0 1 20 10
Ethambutol (EMB) 5.0 1T | 20 1| Etyonamid (ETH) 5.0 1 20 10
Pirazinamid (PZA) 2550 | 1 | 100.0 | 10 |Kiofazimin (CLF) 1.0 1
Sikloserin (CYC) 30.0 1 30 10
Offoksasin (OFL) 2.0 1 z 1
PAS 2.0 1 05 1

*PZA'min Baclec 12B besiyerinde pH 6'da test edilmesi dnerilir.

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

o .. Sulandinm )
sigedeki liyofilize Sulandinm igin 12B'ye aktarlan | 12B’deki final
sonrasi
o mikiar steril distile su miktar konsantrasyon
Antibiyotik konsantrasyon
- 5ml, sonra
Streptomisin 1.2mg 80 pg/ml 0.1ml 2.0 pg/ml
1:3 dilisyon
Izoniazid 0.02 mg 5ml 4 pg/mi 0.1ml 0.1 pg/ml
Rifampin 0.4 mg 5ml 80 pg/ml 0.1ml 2.0 pg/ml
5 ml, sonra
Ethambutol 1.5mg - 100 pg/ml 0.1ml 2.5 pg/mi
1:3 dilisyon

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

Liyofilize antibiyotik Sulandinm Sulandinidiktan MGIT tiipe eklenen  MGIT tipteki final
(Steril distile su) sonraki ilag miktar konsantrasyon
konsantrasyonu )] {pa/ml)
(ng/ml)
MGIT SM 4ml 83 100 1.0
MGIT INH 4mi 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 04
MGIT PZA 2.5ml 8000 100 100




Ornek: Agar proporsiyon testi kayit formu
Hasta adi soyad: : inokulasyon tarihi :
Hasta no: Okuma tarihi :

Ornek adi : Test yontemi :

102 104
Koloni Koloni
Plak Bolme sayisi Kantitasyon % Direng sayisi Kantitasyon | % Direng Sonug

kontrol

INH 0.2

SM 2.0

RIF 1.0

Kontrol

INH 1.0

SM 10.0

EMB 5.0

Ornek: BACTEC radyometrik duyarhlik testi kayit formu

Hasta adi soyadi : inokulasyon tarihi :
Hasta no : inokulum kaynag: :
Ornek adi : inok. Gl degeri :

Test yontemi :

Rapor tarihi : Okuma programi:
(gunluk/haftasonu haric)

Gl

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

Kontrel | | V| L L V V ! 0 1 t 1 | |

Streptomisin 2.0

|zoniazid 0.1

Rifampin 2.0

Ethambutol 2.5




TUBERKULOZ TANISINDA KLASIK PCR:

“PCR ve RFLP Yéntemleri ile Mycobacterium Turlerinin identifikasyonu”

Prof.Dr. Ahmet SANi(;1 , Dog. Dr. Ahmet KiZIRGIL
Tkafkas Universitesi Rektorlugu, Azerbaycan

2F|rat Universitesi Tip Fakultesi, Elazig.
E-posta: rector@qgafgaz.edu.az
E-posta: ahmet.kizirgil@firat.edu.tr

Mikroskopi ve kultir gibi klasik tani yontemleri Mycobacterium’lara bagl
infeksiyonlarin tanisinda énemini eskisi gibi korumakla birlikte daha uzun zaman
almakta ve yeni etkenlerin tanimlanmasinda yetersiz kalabilmektedir. Molektler
yontemler oldukca hizli olmalari ve tanimlama araliklarinin genisligi nedeniyle
Mycobacterium infeksiyonlarinin tanisinda da yaygin kullanim alani bulmustur.
Mycobacterium infeksiyonlarinin tanisinda kullanilan molektler yéntemlerin
amaci, su ana basliklar altinda toplanabilir:

e Mycobacterium’larin klinik érneklerde varliginin saptanmasi,

e Klinik 6rneklerde bulunan veya kultiurde Uretilen bakterilerin turlerinin
saptanmasi veya tiplendirilmesi,

e Mycobacterium’larin antimikrobiyal ilaglara karsi direncli olup olmadiklarinin
arastirilmasi,

¢ Molekuler epidemiyolojik arastirmalar ile Mycobacterium infeksiyonlarinin
kaynaginin ortaya cikartilmasi.

POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (POLYMERASE CHAIN REACTION, PCR)

PCR ilk defa Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda tanimlanmistir (1). Bu yéntemde
¢ogaltiimasi (replikasyon) istenen DNA 6rnegi, replikasyon icin gereken maddelerle
birlikte bir tipe konarak, U¢ degisik i1sida bir dongt (siklus) icerisinde tutulur.
e Denatiirasyon: Polimeraz Zincir Reaksiyonu'nda ilk basamak DNA'nin
denatdrasyonudur. 94-95°C'ye isitilan DNA'nin iki zinciri birbirinden ayrilir.
¢ Baglanma (annealing): ikinci basamak baglanmadir Ortama konmus ve sadece
¢ogaltilmak istenen DNA bdlgesine 6zgil iki primer, sicakligin (50-70°C'ye)
dastrulmesiyle, ilk basamakta ayrilmis olan kalip DNA'nin 6zgul olduklari

bolgelerine baglanirlar.



e Uzama (ekstansiyon): Uclinci basamak primerlerin uzamasidir. Ortama
konmus ve optimum sentez sicakligi 72-74 °C olan Thermus aquaticus (Taq)
polimerazi (ya da isiya dayanikli baska polimerazlar) bu isida hedef DNA'ya
yapismis primerlerin 3’ ucundan baslayarak istenen DNA bélgesinin sentezini

yapar.

PCR Uygulamasinda Karsilasilan Sorunlar
* Yalanc pozitif ve negatiflik
e Deneyimli personel ve hassas ¢alisma gerektirme
e Uzun slre ve is yogunlugu
e Ozel laboratuar alt yapisi ve ekipman gerektirme
* Sonuglarin deneyimli kisiler tarafindan yorumlanmasi
e Standardizasyon gerekliligi

e Maliyet

RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM (RFLP)

Restriksiyon enzimlerinin (RE)'leri ¢ift zincirli DNA dizisini belli ntkleotit
dizelerinden (6r. ATGC gibi) taniyan ve kesen enzimlerdir. Ginimuzde yaklasik
1200 RE tanimlanmis ve siniflandirilmistir. Siniflandirmada ilk ¢ harf enzimin
kaynagi olan bakteriyi; romen rakamlari da tanimlanma sirasini ifade eder.
Ornegin Pvul enzimi Proteus vulgaris'ten elde edilen ilk RE'ni ifade eder.
RFLP tim kromozomal DNA veya PCR sonrasi elde edilen DNA'nin RE'leri ile
kesilerek DNA parcalarinin agaroz jelde blyukltklerine gére ayrildiktan sonra

ethidium bromid ile boyanarak degerlendirilmesi esasina dayanir.

UYGULAMA

PCR ve RFLP YONTEMLERI iLE MYCOBACTERIUM TURLERININ iDENTiFIKASYONU

Gereken Maddeler

EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) Sigma
Trizma Base Sigma
Borik asit Sigma



Chelex-100 Sigma

Standard agaroz Sigma

NuSieve GTG agaroz FMC BioProduct

Ethidium bromid Sigma

Taq polimeraz (5 U/pl) Promega, Roche veya Fermentas
dNTP Promega, Roche veya Fermentas

Primer TB11: 5'-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT-3' 50 nmol

Primer TB12: 5'-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3' 50 nmol

Enjeksiyonluk distile su Eczacibasi ilag

Muhtelif Filtreli pipet uclari: 1-10, 10-100, 50-200 ve 100-1000 pl hacimlerinde
Muhtelif Eppendorf tlpleri: 0.2 ml (ince cidarh), 0.5 ml, (thermal cycler'da
kullanilacaksa ince cidarli) ve 1.5 ml (yazi yazmak i¢in yan yizleri parazla)

hacimlerinde

Gereken Aletler

Su banyosu veya kuru isitici blok Nave, Clifton veya diger markalar
Vorteks Techne veya diger markalar
Derin dondurucu (-200C) Nuarie veya diger markalar

Buzdolabi 2 adet (temiz ve kirli odada) -20 oC'lik bélmesi olan ve No frost degil

Laminer hava akimli kabin CB 1204, dan LAF veya yerli Gretim
Mikrosantrifaj en az 14.000 devir, sogutmali olabilir
Thermal cycler Bircok Uretici var

Agaroz Jel Elektroforez Sistemi Bircok Uretici var

pH metre Bircok Uretici var

UV transilliminatér Bircok Uretici var

Mikrodalga firin veya
kacuk elektrik isiticisi Bircok Uretici var
Mikropipetler (1-10, 10-100, 50-200, 100-1000 I) Rainin, Biohit, Costar



Calismanin U¢ Asamasi Bulunmaktadir:

1. Mycobacterium DNA'sinin izole edilmesi: DNA izolasyon kiti kullanilacaktir.
2. Mycobacterium DNA’'sinin ¢cogaltilmasi: Spesifik 65 kilo daltonluk 1si sok
proteini (hsp65) bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi: Tuberklloz basilleri kompleksi
disindaki mikobakterilerde de bu gen bulunur. Ancak Mikobakteri tirleri arasinda
polimorfizm gosterir.

3. Tum mycobacterium’lara spesifik 65 kilo daltonluk isi sok proteini bélgesine
ait PCR Urdnundn restriksiyon enzimleri ile kesilerek mycobacterium tirlerinin

identifikasyonu.

I. Mycobacterium DNA’sinin izole Edilmesi:

Nukleik asitlerin hicrelerden ayrilarak, fiziksel ve/veya kimyasal islemlerden
gecirilip saflastiriima islemi ekstraksiyon olarak tanimlanmaktadir. Bu islem
esnasinda nukleik asidlerin parcalanmaya karsi korunmasi, amplifikasyon
inhibitorlerinin ortamdan uzaklastirilmasi ve hedef nukleik asidin saflastirilarak
konsantre edilmesi amag¢lanmaktadir. Degisik ekstraksiyon yéntemleri
gelistirilmistir: Fenol-kloroform yéntemi, distile suda kaynatma, deterjanlar +
proteinaz K, degisik kimyasallarin kullanimi (Chelex-100, Guanidium vb.) ve
sonikasyon gibi yontemler DNA ekstraksiyonu igin kullaniimistir. Ayrica ticari
olarak kullanilan DNA/RNA ekstraksiyon kitleri mevcuttur. Mikobakterilerin DNA

izolasyonu ekstraksiyon kitleri ile yapilmasi planlanmistir.

Il. Mycobacteriumlara spesifik hsp65 bolgesinin PCR ile cogaltilmasi:

DNA'nin ¢ogaltilabilmesi icin PCR tepkime karisiminda gerekli olan elemanlar :

e DNA Extrakti: Ekstraksiyonu yapilmis, DNA ekstraksiyon kiti yardimi ile
amplifikasyona hazir hale getirilmis DNA 6rnegidir.

e Primer'ler: Cogaltilacak bélgeyi sagdan ve soldan sinirlayan, cogaltiimasi
istenen bolgenin iki ucundaki DNA dizisini 6zgul olarak taniyip baglanacak olan
bir ¢ift sentetik DNA parcalaridir. Primerler liyofilize halde geldi ise DNAz ve
RNAz free distile suda 10 veya 50 pmol/ul olacak sekilde sulandirilir. Daha sonra
kiGcuk hacimlere (10-20 6rneklik) boélunerek -200C'de saklanir. Tim
mycobacterium’larin PCR ile saptanmasi igin primer TB11: 5'-ACC AAC GAT GGT
GTG TCC AT-3' ve TB12: 5'-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3' kullanilir .
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e dNTP Karisimi: Amplifikasyon esnasinda denatire edilen zincirlerin
tamamlanmasinda kullanilacak olan deoksi ntkleotit trifosfatlar (ANTP'ler: esit
oranda dATP, dGTP, dCTP, dTTP)'lardan olusur. 100 mM konsantrasyonda olan
stok dNTP’ler 10 defa DNAz ve RNAz free distile suda sulandirilarak ktgtk
hacimlere (25-50 6rneklik) boltinerek -200C'de saklanir. Sulandirilan bu soltsyondan
50 ul PCR karisimi igin 1yl dNTP eklenir.

¢ DNA Polimeraz: PCR calismalarinin blyik ¢ogunlugunda Thermus aquaticus
(Taq) bakterilerinden elde edilen termostabil Tag DNA polimeraz enzimi
kullaniimaktadir. Tag DNA polimeraz optimal sicaklikta (70-800C) saniyede 35-
100 nikleotidin polimerizasyonu ve 5'-3' ekzonUlkleaz aktivitesini ger¢eklestirme
yetenedine sahiptir (1,16). Taq polimeraz genellikle 5 Unite/pl konsantrasyonda
gelir ve -200C’de saklanir.

e Tamponlar ve MgCl2: 10x PCR tamponunda 100 mM Tris ve 500 mM KCl
bulunur. Tag DNA polimeraz MgCl2 varliginda etkindir. MgCl2'tin PCR'in 6zgullagu
ve Urln verimi Uzerinde cok dnemli bir etkisi vardir. Genellikle optimum MgCl2
konsantrasyonu olarak 1.5 mM tercih edilir. Distik Mg+2 iyon konsantrasyonu
zayIf Gran olusumuna, yiksek Mg+2 iyon konsantrasyonu ise spesifik olmayan
Grtn olusumuna sebep olmaktadir. 10x PCR bufer ve MgCl2 (25 mM) genellikle

Taq enzimi ile birlikte gelir ve asagida belirtilen konsantrasyonda kullanilir.

Tablo 1: PCR Karigiminin Hazirlanmasi™:

Distile su 30.75 i
PCR Bufer (10x konsantrasyonda) 5 ul
MgCl; (25 mM) 3 pl
dNTP (10 mM) 1 pl
Primer 1 (TB11, 10 pmol/pl) 2.5 1]
Primer 2 (TB12, 10 pmol/pl) 2:5 i
Taq polimeraz (5 U/pl) 0.25 1]
Omek DNA 5 ul
Toplam 50 Ml

*Kangim kink buz Gzerindeki 1.5 mil'lik reaksiyon tipinde hazirlanir:

Yukaridaki karisim vortekslenerek karistirildiktan sonra santriftije edilir. Calisilacak
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ornek sayisinin ¢arpimi kadar hazirlanan karisim 45’er pl olarak érnek numaralari
yazilmis 0.2 veya 0.5 ml'lik (Thermal cycler’a bagl olarak) eppendorf tlplerine
dagitilir. Uzerine 5 pl Mycobacterium DNA'si eklenerek thermal cycler aletine

yerlestirilir. Thermal cycler aletinde asagidaki siklus programi uygulanir:

Tim Mycobacterium’lara Spesifik PCR Programi:

94 oC'de 5 dk 1 siklus
94 oC'de 1 dk

55 oC'de 1dk 35 siklus
72 oC'de 2 dk

72 oC'de 8 dk 1 siklus

¢) Agaroz Jel Elektroforezi:

Amplifiye edilen PCR UrUnleri degisik ydontemlerle belirlenebilir. En yaygin olarak
kullanilani agaroz jel elektroforezidir. PCR ile elde edilen Urinler agaroz jel
kullanilarak elektrik alaninda blyukligline gére ayrilir. Agaroz jelde DNA
bantlarinin gérulebilmesi i¢in PCR Grlnlerinin flouresan bir boyayla (6r. Ethidium
bromid) muamele edilmesi gerekir. Ethidium bromid’le boyanan DNA bantlari
ultraviyole (UV) transilliminator veya epiilliminatoér 1511 altinda goérinr hale
gelir. Beklenen PCR Urinlerinin varligi DNA molekdl agirhik standartlari (DNA
marker) veya pozitif kontroldeki bant buytkltgu ile karsilastirilarak belirlenir.
Beklenen PCR Grin0 blydkligine gére agaroz konsantrasyonu asagidaki tablodan

belirlenir.

Tablo 2: Agaroz Konsantrasyonu ile DNA Ayirma Guci Arasindaki iliski.

Agaroz Konsantrasyonu (%) DNA Ayirma Aralig: (baz cifti)
0.3 5000 - 60000
0.6 1000 - 20000
0.7 800 - 10000
0.8 500 - 7000
1.2 400 - 6000
1.5 200 - 3000
2.0 100 - 2000




PCR Uriiniiniin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi:

e ilk olarak PCR aranuni buyuklugu hesaplanarak kullanilacak jelin agaroz
ylUzdesine karar verilir (Tablo). 200 ile 3000 baz ¢ifti arasindaki bir Gran icin %
1.5’lik agaroz yeterlidir.

e Once agaroz ve terazinin bulundugu odaya girilir. Elektroforez tankinin
buyukligine gére ddkiilecek jel miktari belirlenir. Ornek: 40 ml’lik tank icin; 0.6
gram agaroz tartilip 40 ml 0.5X TBE tamponuna ilave edilir.
e Stok 5X TBE bufer (50 gr Tris base, 27.5 gr Boric acid, 20 ml 0.5 M EDTA
pH:8.0, 1 litre distile suda eritilir) on defa distile suda sulandirilarak 0.5X TBE
bufer kullanma soltsyonu hazirlanir.

e 40 ml 0.5X TBE bufer behere konulur. Uzerine tartilan agaroz eklenerek
karistirilir.

e Mikrodalga firinda 1 dakika 400 Watta tutulur. Mikrodalga yoksa ocak
Uzerinde arada bir karistirilarak agaroz eritilebilir.

e Karistirildiktan sonra sogumasi i¢cin beklenirken agaroz jelin dékiilecegi plate
hazirlanir. Ornek sayisina gdére 8'li veya 12'li tarak yerlestirilir.
* 500C civarina kadar soguyan 40 ml’lik agaroza 4 pl ethidium bromide (5
mg/ml) eklenip karistirildiktan sonra jel dékulur.

¢ Jel donduktan sonra (yaklasik 30 dakika oda isisinda) plate’nin iki tarafindaki
lastikler ve tarak cikarilir.

e Her 6rnek igin parafilm Gzerine 2 pl yikleme soltsyonu (5x Loding bufer: 250
mg Bromophenol blue, 3 ml gliserol, 7 ml distile su) konur. 10'ar pl PCR Grian0
2 ul yakleme solGsyonu ile karistirildiktan sonra sirayla agaroz jele yiklenir.
e 125 voltta 20 dakika veya 90 voltta 60 dakika elektroforez uygulanir.
e Elektroforez durdurulduktan sonra jel UV transilliminatérde incelenir. Beklenen
bant gorulen 6rnekler pozitif kabul edilir. Gerekirse poloroid fotograf makinasi

veya jel dokimantasyon sistemi ile jeller fotog aflanir.

lll. Tim Mycobacterium’lara Spesifik 65 Kilo Daltonluk Isi Sok Proteini Bélgesine
Ait PCR Uriiniiniin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilerek Mycobacterium Tiirlerinin
identifikasyonu (10)

Uygun bant gorulen (beklenen yerde ve yeterli yogunlukta) érneklerin 11'er pl'si
Haelll (BsuRl) ve BstEll (Eco91l) enzimleri ile kesilerek Mycobacterium turleri

identifiye edilir.



Tablo 3: Haelll ile PCR urtinunin kesilmesi:

Distile su 2.0 pl
Bufer R* 1.5 pl
Haelll (10 U/ul, Fermentas) 0.5 I
PCR drund 11.0 pl
Toplam 15.0 pl

Tablo 4: BstEll ile PCR Grdintnin kesilmesi:

Distile su 2.0 Ml
Bufer O* 1.5 Ml
BstEIl (10 U/pl, Fermentas) 0.5 pl
PCR lrunl 11.0 pl
Toplam 15.0 Ml

e Enzim ve bufer karisimlari 6rnek sayisinca temiz odada hazirlandiktan sonra
0.2 veya 0.5 ml'lik eppendorf tUplerine 4’er pl olarak boélanar.
e Daha sonra kirli odada Gzerlerine 11’er yl PCR Grin0 eklenir ve 370C'de 4
saat su banyosu veya thermal cycler'da tutulur.

¢ Daha sonra Mycobacterium turlerinin identifikasyonu icin restriksiyon enzimleri
ile kesilen ve kesilmeyen Urinler birlikte %3’'l0k NuSieve GTG agaroz (FMC
BioProduct)'da yaratalar.

e PCR Grininun kesilmesi ile jel elektroforezde ortaya cikan bantlarin bp

uzunluklari degerlendirilerek Mycobacterium tuarleri identifiye edilir (Sekil 1, 2)
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EK:

1. Bazi mycobacterium turlerinin DNA amplifikasyon trinlerinin BstEll ve Haelll
enzimleri ile kesim sonucu olusan DNA bant paternleri (Sekil 1)
2. PCR-RFLP ile mikobakterilerin identifikasyon tablosu (Sekil 2)

Sekil 1 :1s1 sok proteinini kodlayan gen bolgesinin ampifikasyon tGriniantn BstEll

enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern géruntuleri

Sekil 2: Isi sok proteinini kodlayan gen bélgesinin ampifikasyon tGrininin Haelll

enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern gérintileri




PCR-RFLP lle MIKOBAKTERILERIN IDENDIFIKASYON TABLOSU*

BstEll Haelli
170-130-0
160-85-55
145-130-0
140-100-90
140-55-50
130-115-70-55
130-110-0
130-105-70

3

325-130 200-60-55

160-110-0 M.haemﬁhlbm nﬁ 1 '

185-140-0
170-140-0
145-130-50
140-85-55
325-120 140-60-55
130-115-60
130-110-70-55
130-105-0

130-95-75-60 M kansasii ﬁe 5

200-70-60
180-135-70-50
180-130-0
180-100-50
145-140-100-55
145-130-95
145-130-0
240-210 145-105-80
145-105-60
145-70-60-50
140-120-100-60
140-105-80
140-80-60-50
130-115-0
130-105-80

130-105-60
130-105-0
130-80-60
240-210 125-110-0
120-115-110
110-105-0

240-135-80 140-105-70 M.shimodei fﬁ 1
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Turletin Adi
M_trivale type 1
M.flavescens type 3
M.lentiflavum type 1
M.newi type 1

M flavescens type 1
M.aurum type 2
M.new

M.szulgai type 1

M.chelonae type 1

M.terrae type 1
M.neoaurum type 1
M.simiae type 4
M.chitae type 1

M.nonchromogenicum type 2

M.gordonae type 4
M.gordonae type 8
M.genavense type 1

M.abscessus type 1
M.thermoresistibile type 1
M.simiae type 1
M.new type 1

M peregrinum type 1
M.scrofulaceum type 1
M.intracellulare type 3
M.marinum type 1
M.new: type 1
M.abscessus type 1
M.pregrinum type 2
M.intracellulare type 2
M.phlei type 1
M.gordonae type 5
M.kansasii type 1
M.branderi type 1
M.avium type 1
M.aium type 2
M.celatum type 1
M.interjectum type 1
M.intracellulare type 4
M.asiaticum type 1



240-120-100

160-85-55
145-140-100-60
145-125-60
130-105-80
130-105-70
130-105-0
130-100-75
130-90-70

165-115-0
160-110-60
145-130-60
145-130-0
140-105-80
140-60-0
130-110-0

220-110-0
185-140-50
160-115-60
160-105-60
160-130-70
150-60-55
145-120-565-50
140-125-55-50
140-95-90
130-115-70-50

M.species type 1
M.peregrinum type 3
M.smegmatis type 1
M.celatum type 2
M.gastnt type 1
M.kansasii type 2
M.kansasii type 6
M.kansasii type 3

130-95 M.lentiflavum tﬁe 4

M.gordonae type 9
M.gordonae type 7
M.intracellulare type 1
M.lentiflavum type 3
M.malmoense type 1
M.hibemiae type 1
M.gordonae type 3

130-95-60 M.intracellulare fﬁe 4

M.gordonae type 2
M.senegalense type 1
M.gordonae type 1

M xenopi type 1

uperculiosis compilex

M.fortuitum type 1
M.farcinogenes type1
M fortuitum type 2
M.kansasii type 4

M.nonchromogenicum type 1



TUBERKULOZUN LABORATUVAR TANISINDA KULLANILAN
MOLEKULER TiCARi TANI SISTEMLERI

Do¢.Dr.Mustafa OZYURT
GATA Mik. ve Klinik Mikrobiyoloji Serv. Haydarpasa/istanbul
E-posta: ozyurtm2002@yahoo.com

Dunya genelinde mikobakteriyel enfeksiyonlarin insidansi, beklenenin
aksine 1990’lardan beri 6nemli artis géstermektedir. Tuberkiloz (TB), pandemik
ve oldukca bulasic bir hastalik olup yaklasik 6.1 milyar dolayinda olan diinya
nUfusunun 1/3' ne yakin bir b61ama M.tubercilosis ile enfektedir. TB ile enfekte
populasyonun % 1'lik bir bolam her yil tasiyici olarak ortaya ¢cikmakta ve bunlarin
7-8 milyonunda tuberkiloz gelismekte olup, énlenebilir bir hastalik olmasina
ragmen yaklasik 2 milyon insan sadece TB'dan élmektedir. TB olgularinin %95'ten
fazlasinin geri kalmis ve gelismekte olan Ulkelerde goértlmus olmasi dikkat
cekicidir. Dunya Saglik Orgiitii tahminlerine gére, hastalik kontroli ile miicadele
daha fazla etkinlestirilmezse 2000 ile 2020 yillari arasinda yaklasik 1 milyar insanin
daha enfekte olabilecegini ve 35 milyon insanin TB'dan 6lebilecegdi bildirilmistir.
Bu tablo g6z 6nline alindiginda TB, diinyada énemini herglin arttirmakta olan
ve halk saghgini tehdit edebilen major tehlikelerden biri olma 6zelligini gliniimizde
de devam ettirmektedir.

TB hastalarinin erken tani ve tedavisi bu hastaliktan toplumun
korunmasinda en etkili yoldur. Bu nedenle ulusal TB kontrol programlari
cercevesinde mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin birincil amacini, insidansi
dustrmek icin enfeksiydz akciger ttberkiloz olgularinin en kisa stirede tespiti,
dogru identifikasyonu ve tedavisinin takibi olusturur. Bu nedenle klinik
mikobakteriyoloji laboratuvarlari TB'un yayilimini énlemede ve kontrol altina
alabilmede 6nemli bir role sahiptir.

Tlberkllozda ilk tani klinik verilerle yapilmis olsa bile kesin tani icin
etkenin direkt bakida tespiti ve kiltirde Uretilerek tanimlanmasi esastir. Bu
nedenle tanida “gold standart” kultir ve klinik tani birlikteligidir. Mikroskobik
incelemede aside direngli basilin gérilebilmesi icin hasta 6érneginde 5x10° - 5x10*
/ml basil bulunmasi gerekmektedir. Kaltar ile 6rnekte mevcut birkag canli
bakterinin dahi gosterilebilmesi mimkin olmakla birlikte mikobakteriler, yavas
Greyen mikroorganizmalar olduklarindan bu testlerin tamamlanmasi icin ortalama
2-8 haftaya gereksinim duyulur. Son yillarda TB ilaclarina direncli basillerin
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izolasyonlarindaki artis ve taniya yénelik konvansiyonel testlerin pratik olmamalari,
uzun zaman gerektirmeleri ve tlr dizeyinde tiplendirmede yetersiz kalmalari
rutin kullanimda sorunlarin ¢c6zimune ydnelik arayislari yeniden giindeme
getirmistir. Hastane infeksiyonlarinin kontroliine yénelik uygulamalarda, halk
saglhdi ve hasta takibine yénelik mevcut sorunlarin ¢¢zimua amaciyla CDC (Center
for Disease Control and Prevention) tarafindan, tanisal mikobakteriyolojide
mevcut en hizli metodlarin kullanimi énerilmektedir.

Bu amacla son 20-25 yil icinde hasta érneklerinden ve kiltir ortamlarindan
mikobakterilerin saptanmasi, tir diizeyinde tanimlanmasi ve duyarlilik testleri
icin, 6zgulluk ve duyarlihgi yuksek, glvenilir, hizli sonug verebilen ve kolay
uygulanabilir yontemler gelistirilmis olup halen bu konudaki ¢alismalar hizla
devam etmektedir. Ozellikle son 10 yil icerisinde dogrudan hasta érneklerinden
ve/veya kultdr ortamindan mikobakterilerin saptanmasi, tir dizeyinde
tanimlanmasi ve antitlberkuloz ilag direncinin saptanmasina yonelik bir cok
nukleik asid amplifikasyon (NAA) esasl molekuler testler kullanima sunulmustur.
Bunlar iki ana baslik altinda incelenebilir.

I. Klinik 6rneklerden direkt olarak Mycobacterium tuberculosis complex’in
tanimlanmasinda kullanilan molekiiler tani testleri

Bu amacla 6zellikle hasta érneklerinden tanimlamaya yénelik olarak;
direkt bakisi pozitif solunum 6rneklerinde kullanimina FDA tarafindan onay
verilen, ntkleik asit amplifikasyon temeline dayanan ticari molekuler sistemlerden
Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu(PZR) esasli Cobas AMPLICOR MTB (Roche
Diagnostic System) testi ile Transkripsiyon esasli amplifikasyon (TMA) yontemi
olan Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (AMTD, Gen-Probe) ve
FDA onayi olmamakla birlikte diger kuruluslardan onay almis izotermal Dizi Yer
Degistirme Amplifikasyonu (SDA) esasli BD ProbeTec"™ET MTB Direct Detection
Test (Becton Dickinson, Sparks,Md) en yaygin olarak kullanimdaki ticari molektler
tani sistemleridir. Benzer amagla kullanimi gittikce yayginlk kazanmaya baslayan
ntkleik asit amplifikasyon esasina dayali bir yontem olan Real-Time PZR
(LightCycler-Roche, iCycler- BioRad, ABI PRISIM 7000 - Applied Biosystem) cihazi
ile uyumlu ticari kitlerle (COBAS TagMan MTB Test,Roche Diagnostic/ fluorion
MTBC,lontec ) , DNAeSTRIP® teknolojisi ile Uretilen ve NUkleik asit dizi bazli
amplifikasyon (NASBA) teknigi esasina dayali GenoType® Mycobacteria Direct
testi (Hain Lifescience, Germany) guntimUiz laboratuvarlarinda hasta érneginden
TB tanisi icin kullanilmaktadir.



Cobas Amplicor MTB Test (Roche Diagnostic Systems, Inc.. Branchburg, N.J.):
Amplicor, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temeline dayanan ancak PZR
Granlerinin elektroforez islemi yapilmaksizin saptanabilmesi amaciyla gelistirilen
bir sistemdir. Bu yontemde 6ncelikle M.tuberculosis 16S rRNA'sI, biyotinle isaretli
primerler kullanilarak amplifiye edilir, olusan amplikonlarin denattirasyonunu
takiben elde edilen tek zincirler, 6zgll oligontkleotid problarla hibridize edilir.
Daha sonra ortama ilave edilen avidinle bagl yabanturpu peroksidaz (Av-HRP)
konjugati, biyotinle isaretli amplikona baglanir. Baglanmis konjugat hidrojen
peroksit varhginda 3,3', 5,5’ — tetrametil bezidin (TMB) ile reaksiyona girerek
renkli bir kompleks olusturur. Sonuclar fotometreyle 6lctlerek degerlendirilir.
Amplicor'da kontaminasyonu énlemek icin urasil-N-glikozilaz (UNG) enzimi
kullanilir. Bu sitemde ayrica 6rneklerdeki inhibitér madde varligi, Internal
amplifikasyon control (IAC) ile monitérize edilir. Cobas Amplicor 6rnek hazirlama
dahil test islem siresi yaklasik 6 saat’tir. Bu islemlerin tamami, kapali bir sistem
olan Cobas Amplicor cihazinda (Roche Diagnostics) gerceklestirilir. Sistemle ilgili
detaylar, uygulama bélimunde aktarilacaktir.

Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (Gen-Probe, San Diego
California): Amplifiye 6rnekten dogrudan M.tuberculosis’i tanimlayan bir sistemdir.
Bu sistemde, Transkripsiyon esasina dayali amplifikasyon (TMA) ve Gen-Probe
Hibridizasyon Protection Assay (HPA) teknigi birlestirilmis olup amplifikasyon ve
arama iki asamali olarak ard arda gerceklesir. Hedef, mikobakterinin rRNA's|
olup test sUresi yaklasik 3.5 saattir.

Hazirlanan 6rneklerden sonikasyonla elde edilen mikobakteri hedef
nukleik asidi (16S rRNA) izotermal olarak TMA yéntemi ile 42°C'de tek bir tipte
amplifiye edilir. Ribozomal RNA her mikobakteri hicresinde yaklasik 2000 kopya
olarak bulunur Bu yéntemde kendi kendine devam eden bir dizi kopyalama
islemi olur. Olusan amplikonlar HPA asamasinda akridinyum esterle isaretli DNA
problari ile birleserek kararli RNA:DNA hibridleri olusturur. isaretli RNA:DNA
hibritleri luminometrede Bagil Isik Birimi (Relative Light Unite-RLU) cinsinden
élcular. inhibitér varhgini arastirmak icin sistemde internal amplifikasyon kontrol
bulunmamaktadir. MTD i¢in inhibitdr testi, kuskulu durumlarda veya gerektiginde
ekstrakte edilmis balgamin icerisine yaklasik 10-100 MTBC basili konularak test
tekrari ile yapilir. Negatif sonuc inhibitér varhgini gosterir.

BD ProbeTec"™ET MTB Direct Detection Test (Becton Dickinson, Sparks,Md):
BDProbe Tec ET sistemi, nukleik asit amplifikasyonu (NAA) esasina dayali bir
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yéntem olan SDA (izotermal Dizi Yer Degistirme Amplifikasyonu) prensibi ile
calisan ve floresan enerji transfer saptama teknolojisiyle birlestirilmis, direkt
olarak hastaya ait solunum 6érneklerinde (balgam, indiklenmis balgam, BAL ve
diger solunum ornekleri) ve/veya pozitif kiltirlerde M.tuberculosis complex’e
ait genetik materyali izotermal olarak hedef cogaltip saptayabilen, kullanim
kolaylidi olan yari otomatize bir sistemdir.

Hedef DNA, 6zgul primerler, DNA polimeraz, restriksiyon enzimi ve floresan
isaretli saptama probu SDA tekniginin ana bilesenlerini olusturur. Bu sistem icin
primer amplifikasyon hedefleri IS 6110 insersiyon dizisi ve 16S rRNA genidir. S6z
konusu sistem, érneklerdeki hedef DNA'nin amplifikasyonu ve saptanmasini
kapali bir sistem formatinda, SDA icin gerekli reaktiflerle kaplanmis koparilabilir
stripler halindeki kuyucuklarda gerg¢eklesirirken ayni zamanda kontaminasyona
karsi kismen givenli bir ortam saglar. Sistemde, inhibitér varligini saptamak
amaciyla internal amplifikasyon kontrolt (IAC) kullanilir. Boylece yalanci
negatiflikler 6nlenebilmekte ayrica kalite kontrol amach pozitif ve negatif
kontroller kullanilarak test sonuglarinin gtvenilirligi arttirllabilmektedir. Bu testin
duyarlilik ve 6zgulltigi smear pozitif solunum 6rneklerinde oldukca iyidir. Testin
tedavi gdérmekte olan hastalarda kullanimi énerilmemekle birlikte tedaviye yeni
baslanmis (Thaftadan daha kisa stireli) hastalarda takip amacli kullanilabilmektedir.
Hasta 6rneginden M.tuberculosis complex’in BDProbeTec ET sistemi ile saptanma
stresi yaklasik 3.5 saattir

GenoType® Mycobacteria Direct (Hain Lifescience, Nehren- Germany) : Hasta
orneklerinden direkt olarak calisiimak Gizere DNA strip teknolojisi ile tretilen bir
testtir. Test sUresi yaklasik 4 saat olup hazirlanan hasta 6érneklerinden ekstrakte
edilen mikobakteriye ait hedef rRNA, éncelikle izotermal olarak NASBA (Ntikleik
asit dizi bazli amplifikasyon) yontemi ile 41°C'de amplifiye edilir. (Thermalcycler
ihtiyaci yoktur). Amplifikasyonu takiben Revers hibridizasyon reaksiyonu esasina
gore Uretilmis striplerde hibridizasyon islemi gerceklestirilerek identifikasyon
saglanir. YUksek 6zgulluge sahip olan bu test ile, klinik olarak 6nemli mikobakteri
tlrlerinden; M. tuberculosis complex, M. malmoense, M. avium, M. kansasii ve
M. intracellulare tanimlanabilmektedir.

Real-Time PZR MTB Assay (LightCycler- Roche, iCycler - BIO-RAD, ABI PRISIM
7000 - Applied Biosystem) : Bu ticari sistemler, nukleik asit amplifikasyonu ile
es zamanli olarak artis gosteren floresan sinyalinin Olctilmesiyle 6rnekte

M.tuberculosis complex varligini saptayabilen PZR esasli sistemlerdir. Bu sistemde,
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Grunlerin analizi reaksiyon sirasinda yapildigindan agaroz jel elektoforezi ve
DNA bantlarinin goéranttilenmesi gibi PZR sonrasi analizlere gerek
duyulmamaktadir. Bu amagla hedefe (16S rRNA) 6zgul primer veya problar
kullanilir. Gunumuzde, direkt bakisi pozitif hasta 6rnekleri ile kalttr pozitif
solunum 6rneklerinde M.tuberculosis complex’in varligini ortaya koyabilmede
ve diger mikobakterilerden ayiriminda gelistirilmis en hizli yéntem olup,
gelistirilmis NAA esasli teknolojiler icinde ileriye yonelik iyi bir alternatif oldugu
distnulmektedir. Tuberkiloz tanisinda kullanim alani bulmus cesitli Real-Time
PZR yontemi mevcut olup bu yontemle elde edilmis Grlnlerin saptanmasi
SyberGreen boyasi, 6zgul problarla (Fluorescence Resonance Energy Transfer:FRET,
flourion MTBC, lontec) veya TagMan problari (Cobas TagMan MTB, Roche
Diagnostic) kullanarak Ug yolla gerceklestirilebilir.

Molekiiler Tanida Kullanilan Ticari sistemlerin Kullanimlarina Yonelik Oneriler

Ticari sistemlerin en 6nemli avantajlari, konvansiyonel tekniklere gére
daha hizli sonug verebilmeleri, emniyetli ve glvenilir olmasinin yanisira,
kontaminasyon riskinin disik, buna bagh olarak duyarhlik ve 6zgulltklerinin
yUksek olmasidir. Ayrica bir cogunun teknik olarak otomatize veya yari otomatize
olmalari, reaktif ve standartlarinin kullanima hazir olmasi laboratuvar kullanimlarini
kolaylastiran diger faktérler olarak 6nemlidir.

En 6nemli dezavantajlari ise pahali olmalari, gogunun hentz FDA onayi
olmamasi ve bir kismininda faz calismalarinin tamamlanmamis olmasidir. Bunun
yanisira, direkt bakisi negatif balgam 6rnekleri ile ekstrapulmoner drneklerde
goreceli olarak duyarliliklarinin distk olmasi, bazan ekstraksiyon islemleri sirasinda
hedefin yetersiz ekstraksiyonu ile 6rneklerde bulunabilen nukleaz ve proteaz’larin
amplifikasyonu inhibe ederek yalanci negatif sonuclara neden olabilmeleri 6nemli
sorunlaridir. Tedavi alan hastalarda canli ve 6lG basil ayirimi yapamadigi icin
yanlis pozitif sonuclar verebilmesi nedeniyle 7 giinden fazla antitiberktloz
tedavisi goren hastalar ile tedavileri tamamlanmis olanlarda bitimi takiben 2 ay
sonrasina kadar bu testlerin uygulanmasinin énerilmeyisi ve tlberklloz disi
mikobakterilerin saptanamayisi bu testlerin diger 6nemli dezavantajlaridir.

Bu nedenle nikleik asit amplifikasyon esasli testlerin 6zellikle tuberkiloz
olma olasiligi ¢cok yiksek ve ¢cok diisik olanlarda kullanimi konusu, kaynaklarin
maliyet etkin olarak kullaniimasi icin pek énerilmemektedir. Ancak, bu yéntemlerin
Ozellikle direkt bakisi negatif olmasina ragmen klinisyen tarafindan TB olma
olasiligi yuksek stpheli hastalarin, 6zellikle solunum 6rneklerinde, tanisal amacla
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kullanimi konusu oldukca degerlidir. Bu testlerin 6zellikle Amerikan Toraks
Cemiyeti'nin sinif 2 ve 3 standartlarini yakalayan, konvansiyonel yéntemlerin
kullaniminda yUksek standartlara sahip, saglik kurum laboratuvarlarinda kullanimi
konusu genel olarak kabul géren bir yaklasimdir. Bu nedenle bu sistemlere ait
mevcut ticari Grinlerin tarama testi olarak kullanilmamalari gerekir.

Center for Disease Control and Prevention (CDC), 2000 yilinda FDA onayi
almis NAA esasli ticari molekuler sistemlerin kullanildigi laboratuvarlarda taniya
yoénelik yararlanmak (zere yeni bir algoritma rehberi hazirlamistir. Buna gore,
Ehrlich Ziehl Neelsen (EZN) boyamasi ile direkt mikroskopi ve mikobakteri kalttra
icin hastalardan (ic ayri ginde G¢ balgam érnegi alinmaldir. ilk érnekte direkt
bakida asit fast bakteri (AFB) ve NAA test sonuclari pozitif ise; hastanin tberkulozlu
oldugu kabul edilir, test tekrarina gerek yoktur. Eger ilk balgam AFB pozitif,
ancak NAA test sonucu negatif ise; 6rnekte inhibitor varligi arastirilmalidir.
Arastirma sonucu herhangi bir inhibitér madde tesbit edilemez ise; ikinci bir
balgam érnegi ile NAA test tekrari yapilmahdir. ikinci balgamda da AFB pozitif,
NAA test sonucu negatif bulunup herhangi inhibitér madde saptanmaz ise;
hastanin muhtemel olarak MOTT basili ile infekte oldugu kabul edilir. Eger
inhibitor varligi tespit edilmis ise bu durumda NAA test sonucunun tani degeri
yoktur. Béyle bir durumda ikinci balgam érneginde NAA test islemi tekrarlanmalhdir
(Test tekrarinin lgten fazla yapilmasinin yarari yoktur) .

Uc Ayri Ticari Sistemin Performanslarinin Degerlendirilmesi:

Bu sistemlerin direkt bakisi pozitif 6rneklerdeki duyarlili§i, %95-96;

6zgulligu %100 olmasina karsin direkt bakisi negatif solunum 6rneklerinde
Amplikor, AMTD ve MTB Direct testleri icin duyarlilik oranlari sirasiyla, % 50-
71.7; %75-83 ve %33-100 arasinda degiskenlik géstermekle birlikte genel olarak
o6zgullukleri %96-99 arasinda degisiklik géstermektedir.
Direkt bakisi ve kultir pozitifligi olan ekstrapulmoner érneklerdeki duyarhlik
performanslari ise Amplicor icin % 87.5-100, AMTD icin %92.3-100 ve MTB Direct
icin % 90-98.5 arasinda degismekle birlikte, direkt bakisi ve kultir negatif olan
ekstrapulmoner érneklerdeki oranlar ise, sirasiyla; %17.2-70.8; %63.6-88.9; %40.3-
85.7 olarak saptanmistir. Bu Ug sistem icerisinde AMTD’nin internal amplifikasyon
kontrolGnin olmayisi, MTB Direct icin 6rnek hazirlama islemlerinin emek yogun
olmasi 6nemli dezavantajlari olarak degerlendirilmektedir.



Il. Kilturde lretilen mikobakterilerin identifikasyonu ve TB ilag direnci ile ilgili
mutasyonlarin saptanmasina yonelik molekiiler tani testleri

Bu amagla, ginimzde klasik PZR ve RFLP yéntemlerinin yanisira piyasada
mevcut bulunan DNA prob hibridizasyon esasli Grlnler, DNA dizi analiz kitleri
ile DNA microarray teknolojisi Grinleri mikobakterilerin laboratuvar tanilarina
hiz kazandirmistir. Mikobakterilerin tir dizeyinde tanimlanmasinda genellikle
hsp65 geni, 16S rRNA geni ve 165-23S rRNA ITS gen bélgesi ile ilag direnci ile ilgili
mutasyonlarin saptanmasinda rpoB gen bolgesini hedef alan dizi analizleri
kullanilir.

GUnUmuUzde epidemiyolojik calismalar ile kati veya sivi kaltar ortamlarinda
sikhkla Greyen M.tuberculosis complex, M.avium complex, M.kansasii, M.gordona
gibi mikobakterilerin tir dlizeyinde tanimlanmalari icin mikobakterilerin rRNA’s
ile hibridize olan 6zgul DNA problari gelistirilmistir. Prob teknolojisi ile
mikobakterilerin tir dizeyinde tanisi icin en sik kullanilan Grinler arasinda;
AccuProbe (Gen-Probe) ile INNO-LIPA Mycobacteria v2 ;(Inno-Genetics NV, Ghent,
Belgium) ve GenoType® MTBC/CM / AS (Hain Lifescience, Nehren- Germany) yer
alir. Test stiresi, AccuProbe ile 1-2 saat, Line Probe Assay ile yaklasik 3 saatlik bir
periyottur.

DNA microarray ve DNA dizileme analizleri de mikobakterilerin tar
dlzeyinde tanimlanmasi ve antibiyotik direnci ile ilgili mutasyonlarin
saptanmasinda kullanilan yéntemlerdir.

DNA microarray (NanoChip Electronic Microarray, Nanogen),
mikobakteriden PZR ile elde edilen amplikonlarin, ¢ok sayida farkli oligonukleotid
prob iceren minyatUr analitik araclar Gzerinde ( DNA chipleri’nde) kendine uyan
prob ile hibridize olmasi sonrasinda ortama yayilan floresan sinyallerin bir tarayici
tarafindan saptanmasiyla gerceklesir. Testin ortalama sonuclanma suresi yaklasik
4 saattir.

Mikobakterilerin idantifikasyonunda altin standart olarak distnulen
DNA dizileme analizi en yUksek seviyede dogru sonug veren glvenilir bir yontem
olmasina ragmen, manuel dizileme isleminin zorlugu ve deneyim gerektirmesi,
otomatize sekans cihazlarinin ( ABI PRISM 310 Genetic analyzer , Perkin-
Elmer/Applied Biosystems, Toster city, California) pahali olmasi kullanimlarini
sinirlandirmaktadir. Bu amacgla ticari olarak gelistirilen MicroSeq 500 16S rDNA
Bacterial Sequencing Kit (PE Applied Biosystems) kullanilarak 16S rRNA geninin
500 bp lik bir bélimine ait DNA dizilemesi yapilabilmektedir. Bu yéntem ile
M.tuberculosis’ in diger MTBC Gyelerinden ayrimi mimkun olabilmekle birlikte
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sikca izole edilen bazi mikobakteri tlUrleride tanimlanabilmektedir.

ilac direncini saptama amaciyla, revers hibridizasyon esasina dayali, DNA
strip teknolojisi (LIPA) ile hazirlanan ticari Griinler arasinda INNO-LIPA Rif TB
(Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium) ve GenoType® MTBDR (Hain Lifescience
GmbH, Germany) yer alir. Bu Granler, nitroselli16z membran Gzerinde direngten
sorumlu gen bolgesine ait duyarli ve mutant dizileri iceren problar ihtiva ederler.
Direnc geni arastirilacak izolat icin PZR ile cogaltma islemini takiben direncten
sorumlu gen bolgelerine ait DNA molekilleri bu problar ile hibridizasyona
birakildiginda mutant dizilere baglanmasi durumunda direncli olarak
yorumlanmaktadir. Test siresi yaklasik 3-4 saat kadardir. Arastirmalarda INNO-
LiPA Rif TB sonuclari, fenotipik duyarlilik test sonuclariyla %90 uyumlu
bulunmustur. Ayrica Rifampin direncinin saptanmasinda kullanilan real-time PZR
yoénteminin diger bir uygulama seklinde “molecular beacon” olarak adlandirilan
yeni hibridizasyon problarindan yararlanilmaktadir. Bu yéntemin duyarliligi %97
ve 0zgullugu %100 bulunmus olup direkt bakisi pozitif 6rneklere dogrudan
uygulanabilecegi gosterilmistir.

Bu kursta, Nukleik asit amplifikasyon prensibine dayali bir PZR teknolojisi
olan COBAS AMPLICOR MTB Test (Roche Diagnostic Systems, Inc.. Branchburg,
N.J.) ile dogrudan solunum érneklerinden Mycobacterium tuberculosis complex’in

saptanmasi konusunda uygulamali egitim verilecek ve sistem tanitilacaktir.



MOLEKULER TANIDA TiCARI SISTEMLER
Cobas Amplicor Mycobacterium tuberculosis (MTB) Test
(Roche Molecular System, Branchburg,NJ)
Doc¢.Dr.Mustafa OZYURT
(UYGULAMALI KURS NOTLARI)

Cobas Amplicor Mycobacterium tuberculosis (MTB) Testi, otomatize
olarak Cobas Amplicor cihazinda in vitro olarak gergeklestirilen kalitatif bir
testtir. Test isleminde, 6zellikle homojenizasyon, dekontaminasyon ve
yogunlastirma islemleri yapilmis stipheli balgam, bronsial fircalama, bronkoalveolar

lavaj (BAL) ve diger solunum 6rneklerinin kullanimi 6nerilir.

TEST iSLEMININ PRENSIBi VE UYGULAMA ASAMALARI

Cobas Amplicor MTB Testi ile tim mikobakteri ttrlerinde ortak olarak
bulunan ve yaklasik olarak 1500 nikleotid"ten olusan 16S rRNA gen bélgesine
ait 584 nukleotid’lik bir parca doért asamali bir islemle saptanir. Bunlar; érneklerin
hazirlanmasi; biyotinle isaretli primerler (KY18 ve KY 75) kullanilarak hedef
DNA'nin PZR ile ¢ogaltilmasi (amplifikasyonu) ; olusan DNA amplikonlarinin
M.tuberculosis complex’e spesifik oligonikleotid problari ile hibridizasyonu; ve
prob-bagli amplikonlarin kolorometrik olarak saptanmasi asamalaridir. Ozellikle
smear pozitif solunum 6érneklerinde tanisal amacla kullanilmak Gizere FDA onayi
almis olan testte, internal amplifikasyon kontroli bulunmakta ve carry-over
kontaminasyonu engellemek amaciyla Urasil-N-glikozilaz ve deoksi Gridin trifosfat
ile dizenlemeler yapilmistir.
1. Ornek Hazirlama: Ekspektore veya indiklenmis balgam, aclik mide suyu, BAL,
transtrakeal aspirasyon (TTA), bronsiyal fircalama ve laringeal strinta 6rnekleri
pulmoner 6rnekler olarak kabul edilir. Bu 6rneklere l6kosit, eritrosit, vicut
sivilari ve doku gibi organik kalintilardan arindirmak amacl
homojenizasyon/dekontaminasyon ve 6rnekteki bakteri yogunlugunu arttirmak
icin konsantrasyon islemi uygulanir. Bu amagla en sik N-Asetil- L-Sistein (NALC)
+ Sodyum Hidroksit (NaOH), NaOH (%?3-4) veya Sodyum dodesil stilfat (SDS)+NaOH
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yontemlerinden biri kullanilir. Bu asamayi takiben test islemine alinan solunum
ornekleri 6nce yikama solusyonu (Respiratory Specimen Wash Solution, RW ) ile
yikanir, sonra Lizis solusyonu (Respiratory Specimen Lysis Ragent, RL) ilave edilip
bir stire bekletilerek érnekteki organizmalarin lize olarak DNA izolasyonu saglanir.
Ardindan ortama ilave edilen nétralizasyon solusyonu (Respiratory Specimen

Neutralization Ragent, RN) ile 6rnek amplifikasyona hazir hale getirilir.
2. PZR Amplifikasyonu

a) Hedef Secimi : Bir hedef DNA sekansinin secimi, mikobakterial genoma ait
olan ve M.tuberculosis complex tarleri arasinda maksimum korundugu gésterilen
sekansin tanimlanmasi esasina dayanir. Bu nedenle testin, M.tuberculosis complex
Gyesi tim organizmalari saptayabilmesinde prob ve primerlerin secimi kritik bir
islemdir. Mikobakteriyal genom, 16S rRNA genini kodlayan yaklasik olarak 1500
nukleotid’lik bir bélgeyi kapsar. Cobas Amplicor MTB Testi'nde, Mycobacterium
genusuna ait bu gen boélgesideki yaklasik 584 nukleotid’lik bir alani saptamak
amaciyla bu alana spesifik, biyotinle isaretlenmis primerler (KY 18 ve KY 75)

kullanilir.

b) Hedef Cogaltma : islem gérmis érnekler, PZR'nin gerceklesecedi amplifikasyon

tlplerindeki (A-tubes) amplifikasyon karisimi (MYCO MMX) Gzerine ilave edilir.
Reaksiyon karisimi ¢ift sarmalli DNA helix'inin denatirasyonu ve primer hedef
sekanslarinin agiga ¢tkmasi amaciyla isitilir. Karisimin sogumasini takiben biyotinle
isaretli primerler hedef DNA'ya baglanir. Mg?* varliginda Termostabil Thermus
aquaticus DNA polimeraz (Taq pol) ve deoxyadenosine (dATP), deoxyguanosine
(dGTP), deoxyctidine(dCTP) ve deoxythmydine(dTTP) yerine deoxsyuridine
(dUTP)'den olusan ortamdaki deoxynucleoside triphosphates (ANTP)’larin kullanimi
ile kalip DNA’lara baglanmis primerler, amplikon olarak tanimlanan bir DNA
parcasi olusturmak UGzere uzamaya baslarlar. Cobas Amplicor cihazi otomatik
olarak daha 6nceden programlanmis olan siklus sayisi kadar bu islemi, ortamdaki
amplikon DNA miktarini her siklusta ikiye katlayacak tarzda etkin olarak tekrarlar.

c) internal Kontrol Cogdaltma : PZR gibi enzim esasli amplifikasyon islemlerinin

verimliligi klinik 6rneklerde bulunabilen inhibitérler tarafindan azaltilabilir. PZR
amplifikasyonunu engelleyebilecek maddeler iceren islem gérmis 6rnekleri
belirlemek amaciyla Cobas Amplicor MTB Testi’'ne Mycobacterium Internal Control

(MYCO IQ) ilave edilir. Boylece PZR islemi sirasinda 6rnegin bulundugu ttplerde
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bir inhibitér olup olmadigi belirlenebilir. MYCO IC olarak M.tuberculosis complex
icin kullanilan primerlerle birlikte amplifiye olabilen plazmid DNA’si
kullanilmaktadir. Plazmid DNA’sindan elde edilen amplikonlar mikobakteriden
elde edilenlerle ayni uzunluk ve baz dizilimine sahiptir. Sadece hibridizasyonda
kendilerine 6zgl problari vardir. Dolayisi ile bu iki amplikonun ayirimi sadece
prob baglama yerlerindedir. Bu durum MYCO IC DNA’sina ait amplikonlarin
mikobakteri DNA’sina ait amplikonlardan ayirimini saglar. Ozellikle yalanci

negatifliklerin saptanmasinda oldukca 6nemli bir uygulamadir.

d) Selektif Cogaltma : Cobas Amplicor MTB Testi'nde hedef DNA'nin selektif

amplifikasyonu AmpErase LD (uracil-N-glycosylase) enziminin kullanimi ile saglanir.

AmpeErase LD enzimi, ortamdaki potansiyel kontamine bakteri DNA’larini temizler.
Amplifiye edilmis DNA Grlnleri deoxyuridine triphosphates (dUTP) icerir. PZR
mastermix’inin icinde deoxythmydine triphosphates (dTTP) yerine dUTP
bulunmaktadir. Bu aktivitenin islenmesi icin uracil-N-glycosylase (UNG) enziminden
yararlanilir. Bu enzim de master mix‘in icinde mevcuttur. Bu enzim deoxyuridine
iceren DNA'y1 deoxyuridin uzantisindan keser. Burada amag, PZR islemi basladiginda
bir 6nceki PZR Griininden ortamda varsa, yeni ger¢eklesecek PZR'daki muhtemel
kontaminasyonu engellemektir. PZR'nin ilk siklusunda amplikonlar UNG enzimi
tarafindan parcalanir, daha sonra normal PZR islemi baslar. UNG enzimi > 55°C
isida inaktive olabilmektedir. Bu nedenle hedef amplikon’a zarar vermez. Yalanci

pozitif sonuglarin saptanmasinda énemli bir uygulamadir.

3. Hibridizasyon : PZR amplifikasyonunu takiben Cobas Amplicor cihazinda MTB
amplikor ve Mycobacterium Internal Control amplikonlarini kimyasal yolla
denatlre edip tek zincirli DNA olusturmak amaciyla sistem tarafindan otomatik
olarak A-tlplerine denatirasyon solusyonu ilave edilir. Ardindan denatlre olmus
amplikonlar, saptama cup’larina (D-cups) transfer edilir. M.tuberculosis complex
(KY172T3) veya Mycobacterium internal kontrole (SK535) spesifik, manyetik
partikillere bagli oligonukleotid problari iceren bir sispansiyondan her bir D-
cup’lara ilave edilir. Biyotinle isaretli MTB ve Mycobacterium internal kontrol
amplikonu, manyetik partiklllere bagl hedefe spesifik oligonukleotid problari
ile hibridize olur. Amplikonun hedefe spesifik probla hibridizasyonu, genel olarak

testin 6zgullagana arttirir.



4. Saptama ve degerlendirme: Hibridizasyonu takiben Cobas Amplicor sistemi
tarafindan, D-cup’larda baglanmamis durumdaki materyallerin uzaklastiriimasi
amaciyla ortamdaki manyetik partiktller yikanir. Ardindan ortama ilave edilen
avidin-horseradish peroxidase konjugati, manyetik partiktllere bagli halde
bulunan biyotinle isaretli amplikonlara (hedefe spesifik oligontkleotid problari
ile hibridize olan amplikonlara) baglanir. Sistem, komplekse baglanmamis
durumdaki konjugati manyetik partiktllerin yikanmasi sirasinda ortamdan
uzaklastirir. Yikamayi takiben her bir D-cup icerisine H,0O, ve 3,3',5,5'- tetramethyl
benzidine (TMB) iceren bir substrat solusyonu ilave eder. H,O, varliginda partikile
bagl halde bulunan horseradish peroksidaz, renkli bir kompleks olusturmak icin
TMB'nin oksidasyonunu katalize eder. Substratin yikimlanmasina bagh olarak
olusan renkli kompleksin absorbansi 660 nm’de sistem tarafindan otomatik

olarak okunarak sonuclar degerlendirilir.

COBAS AMPLICOR MTB TESTi GENEL OZELLIKLERi VE KULLANICIYA ONERILER

¢ Sistem sadece solunum &érnekleri icin FDA (U. S. Food And Drug Administration)

onayhdir.

¢ Solunum disi 6rneklerde, inhibitér maddelerin daha yogun olmasi nedeniyle
ozellikle plevral sivi, gastrik aspiratlar, lenf dugtimi ve BOS'da Amplicor ile

yetersiz sonuclar alinmaktadir.

e Guvenilir sonuclar, 6rneklerin uygun olarak toplanmasi, transportu, saklanmasi

ve ¢alisma prosedrlerine baghdir.

* M.tuberculosis complex’in saptanmasi, drnekte bulunan organizma miktarina
baglh olup bu sayi; 6rnek toplama metodlari, hasta faktorleri ve/veya, infeksiyon

evresinden etkilenebilir.
* Test islem siresi 6rnek hazirlama dahil yaklasik 6 saattir.

e MTB testi, NAA teknigi olarak PZR ile nikleik asit hibridizasyon teknigi
kullanilarak sadece M.tuberculosis complex’e ait organizmalarin saptanmasinda

kullaniimaktadir.

e MTB Testi, Roche Diagnostics tarafindan kapali bir sistem olarak gelistirilen
otomatize COBAS AMPLICOR cihazinda calisiimaktadir. Cihaz, amplifikasyon,
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transfer ve kontrol alanlari olmak tzere (g ayri alani banyesinde tasir. Bu
alanlarda yerlesik olarak ; 48 numunenin ayni anda calisiilmasina olanak
saglayan iki parcali thermal cycler, otomatik pipetleme istasyonu, inkiibasyon

bolum, yikama istasyonu ve fotometre bulunur.

e COBAS AMPLICOR sisteminin, Amplifikasyon alani PZR isleminin gerceklestirildigi
alan olup burada thermal cycler A ve B bélmelerinin yanisira sadece detection
pozisyonu icin 1 ve 2 bélmeleri yer alir. PZR islemi bu alanda bulunan ve 12
mikrotip iceren A-ring’lerin (amplifikasyon diski) icerisinde gerceklesir. Her
bir A-ring kendine 6zgl barkod etiketi tasir ve cihaz programlanirken bu
etiketler okutulur. A-ringleri icerisinde PZR icin gerekli reaktifler ve calisilacak
numuneler bulunur. Detection bélmelerinde PZR sonrasi Grlnlerin saptanmasi
islemi gerceklestirilir. Transfer alaninda ; rack platformu, inkUbatér, reaktif
raki ve reaktif kasetleri, detection isleminde; reaktif eklemeleri, yikamalari ve
inkUibasyonlarinda kullanilan ayrica okuma igin optik kiivet vazifesini de goren,
icerisinde kullanima hazir 70’er adet D-cup adi verilen kivetlerin yer aldigi
D-cup raki, transfer mekanizmasi, bir ml’lik yikama siringalari, yikama istasyonu,
yikama rezervuari ve atik kabi yer alir. Kontrol alaninda ise; ekran, programlama
icin menu ve tuslar ile barkod okuyucu yer alir. Bu tuslar aracihgi ile ¢calisma
bilgileri girilir ve program konfigtrasyonlari yapilir. Barkod okuyucu A-ring

ve reaktif bilgilerinin kolayca ve hizla cihaza aktarilmasini saglar.
* MTB Testi 6ncesi tim reaktifler oda isisina getirilmelidir.

e Ornekler, infeksiyéz ajanla calisma prosedurlerine uygun laboratuvar
kosullarinda, dikkatli hazirlanmalidir. islemler sirasinda aerolizasyonu engellemek
icin aerosol bariyerli pipetoér kullanimi gereklidir. Kesinlikle agizla pipetleme
yapilmamali, selektif amplikasyon i¢in azami dikkat gosterilmelidir. Tim calisma
ylzeylerinin temizligi ve uygun bir dezenfektan ile dezenfeksiyonu yapilmalidir.

e Reaktif siselerinden 6rnekleme yapilacagi zaman reaktiflerin mikrobiyal
kontaminasyonuna dikkat edilmesi gereklidir. Ayrica, kit prospektisinde
kullanim sirasinda dikkat edilmesi gerekli uyarisi yapiimis reaktif ve substratlarin
cilt ve mikoz membranlarla temasinin 6nlenmesi gereklidir. Temas durumunda

seri olarak su ve sabunla yikamay: takiben tibbi destek alinmalidir.

¢ Capraz kontaminasyonu 6nlemek amaciyla érnekler icin burgulu kapakl tpler
kullanilmalidir. Amplikon kontaminasyon riskini azaltmak amaciyla Master

Mix'e AmpErase LD enzimi ilave edilir.
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e Laboratuvar calisma alaninda yeme, i¢gme ve sigara kullanimina izin
verilmemelidir. Orneklerin ve kit reaktiflerinin hazirlanmasi sirasinda koruyucu
giysiler, disposable eldiven ve g6z koruyucularinin kullanimi énemlidir.

e Cihazin verimli calismasi icin duzenli olarak firma 6nerileri dogrultusunda ;
gunluk, haftalik ve iki aylik bakimlarinin yapilmasi gereklidir.

e MTB testi icin, anti-tiberkUloz tedavisi almayan hasta 6rnekleri ile en fazla 7
gln 6nce tedaviye baslanmis ya da ideal olarak en az 1 yildir tedavi gérmeyen
hasta drnekleri degerlendirilebilir

* MTB test sonugclari tim klinik ve laboratuvar verileriyle birlikte yorumlanmaldir.

Bir kutu MTB test kiti 96 testliktir ve sadece COBAS AMPLICOR cihazinda
kullaniimalidir.

e Miadi dolmus kitler kullanilmamalidir.

ORNEK TOPLAMA, TRANSPORT VE SAKLAMA

Tum 6rneklere, bulasici infeksiyonlara karsi alinmasi gerekli koruyucu 6énlemlere
benzer 6nlemler alinarak yaklasiimalidir. Sadece yukarida bahsedildigi gibi steril
plastik kaplara alinmis solunum 6érnekleri kabul edilmelidir.

Bu 6rneklere NALC-NaOH, NaOH veya SDS-NaOH ydntemlerinden biri kullanilarak
homojenizasyon, dekontaminasyon ve yogunlastirma islemleri uygulanmalidir.
Dekontaminasyon islemi sonrasi 6rneklerin nétr pH'da olmasi gerekmektedir.
Dekontamine edilmis érnekler 2-25°C ‘ta toplamayi takiben 24 saat icerisinde
laboratuvara ulastirilmalidir. Eger bu slre icerisinde érnekler laboratuvara
ulastirilamiyacaksa -70°C ‘ta saklanmali ve kuru buz icerisinde génderilmelidir.
Calisiilmakta olan 6rnekleri -70°C "ta 6 ay veya 2-8°C 'ta 4 gline kadar muhafaza
etmek mimkuin olmakla birlikte dekontamine edilmis érnekler -70°C ‘ta 8 ay
kadar saklanabilir.

COBAS AMPLICOR M.tuberculosis complex MTB TEST CALISMA PROTOKOLU
“MTB Testi KiT iCERIGI"

AMPLICOR Respiratory Specimen Preparation Kit (RSP PREP) 100 test

(2-25 °C’ ta muhafaza edilmelidir)

1. RW (Solunum 6rnegi Yikama Solusyonu)

2. RL (Solunum 6rnegi Lysis Reaktifi )



3. RN (Solunum 6rnegi Notralizasyon Reaktifi)

AMPLICOR M.tuberculosis Positive Control Kit (MYCO CTL) 10 set

MTB (+) C (Mycobacterium tuberculosis (+) Kontrol), (10x 0.75 ml)

(2-8 °C’ ta muhafaza edilmelidir)

AMPLICOR Mycobacterium Amplification Kit (MYCO AMP) 96 test

(2-8 °C’ ta muhafaza edilmelidir)

1. MYCO MMX (Mycobacterium Master Mix) (3x 1.5 ml)
2. AmpErase LD enzyme (Low DNA Uracil-N-Glycosylase) (3x 0.1 ml)
3. MYCO IC (Mycobacterium internal Kontrol) (3x 0.1 ml)

4. MYCO (-) C (Mycobacterium (-) Kontrol ) (1x 0.75 ml)
COBAS AMPLICOR M.tuberculosis Detection Kit ( MTB DK) 100 test

1. MT PS1 (MTB Prob stispansiyon 1) (2-8 °C’ ta muhafaza edilmelidir) (1x100 test)
2. MT 4 (MTB Prob stspansiyon 2) (2-25 °C’ ta muhafaza edilmelidir) (1x100 test)
COBAS AMPLICOR Detection Reagents Kit ( DK) 100 test

1. DN4 (Denatirasyon solusyonu) (1x100 test)

(2-25 °C’ ta muhafaza edilmelidir)

2.CN4 (Avidin-Horseradish Peroxidase Conjugat) (1x100 test)

(2-8 °C’ ta muhatfaza edilmelidir)

3.SB3 (Substrate A) (5x75 test)

(2-8 °C’ ta muhatfaza edilmelidir)

4.SB (Substrate B) (5x5ml)

(2-8 °C’ ta muhatfaza edilmelidir)

COBAS AMPLICOR Conjugate Detection Reagents (CN4) 200 test

CN4 (Avidin-Horseradish Peroxidase Conjugat)

(2-8 °C’ ta muhatfaza edilmelidir)

COBAS AMPLICOR Wash Buffer (WB) 500 test

WB 10X - Wash Concentrate

(2-25 °C’ ta muhafaza edilmelidir)



Yukarida belirtilen kit muhteviyatinin disinda kullanici tercihine bagli olarak
MYCO AMP kiti ile birlikte c¢ogaltilan Mycobacterium Internal kontrol'lin
saptanmasi amaciyla 100 testlik COBAS AMPLICOR Internal Control Detection
Kit (IC DK)'i de kullanilabilir.

“MTB KiTi iLE BIRLIKTE VERILMEYEN, CALISMA iCiN GEREKLi MALZEMELER"
A) Amplifikasyon oncesi- Reaktif hazirlama amaciyla ¢alisma alaninda gerekli olanlar
1. 12 A-taplerine uygun COBAS AMPLICOR A-ring'i

2. COBAS AMPLICOR A-ring holder’i

3. Eppendorf Multipette pipet (1.25 ml'lik)

4. 100 pl kapasiteli aerosol bariyerli pipetorler

5. Disposable pudrasiz eldiven

B) Amplifikasyon éncesi- Ornek ve Kontrol hazirlama amaciyla calisma alaninda
gerekli olanlar

1. Polipropilen steril, silikon olmayan, konik, burgulu kapakli ttpler (1.5 ml)
. Tup raklari
. Steril fine-tip transfer pipetleri

. Pipetorler ( 50 pl, 100 pl, 200 pl, 400 pl , 500 pl ve 1000 ul hacimli)

2

3

4

5. Vorteks mixer
6. Mikrosantriftj (max.RCF 16,000 x g, min. RCF 12,500 x g)
7. Isitici blok 60°C + 2°C

8. Disposable pudrasiz eldiven

C) Amplifikasyon sonrasi — Amplifikasyon/Saptama amaciyla ¢calisma alaninda
gerekli olanlar

1. COBAS AMPLICOR cihazi ve printer

2. COBAS AMPLICOR Kullanici el kitabi

3. COBAS AMPLICOR MTB Testi icin kilavuz kitap
4. D-cup'larina ait raklar

5. Distile veya deiyonize su

6. 5 ml'lik serolojik pipetler



7. Dereceli silindirler (minimum 1 LT)
8. Vorteks mixer
9. Disposable pudrasiz eldiven

MTB LABORATUVAR UYGULAMA PROTOKOLU

A) REAKTIFLERIN HAZIRLANMASI
Amplifikasyon éncesi reaktif hazirlama alaninda yapilacaklar

1- Hasta 6rnegdi ve kontrol testi icin gerekli olan yaklasik A-ring sayisini tespit
edin. M. tuberculosis Pozitif ve Negatif Kontroller her PZR calismasina dahil
edilmelidir. A-ring ‘i A-ring holder’a yerlestirin. (NOT: MYCO IC arama, ¢alismayacak
dahi olsa, MYCO IC Master Mix .’e eklenmis olmalidir.)

2- MYCO IC tpUnG 5 saniye vorteksleyin. 100 yl MYCO IC ve 100 yl AmpErsae
LD enzimini bir sise MYCO MMX ‘e (karisim 32 kez amplifikasyon islemi igin
yeterlidir) ilave ederek Calisma Master Mix ‘i hazirlayin. Master Mix ‘in hacmini
6lcmeye gerek yoktur. 100 pl MYCO IC ve 100 pyl AmpErsae LD enzimini tim
MYCO MMX sisesine ilave edin. TapUn kapagini kapatin ve 10-15 kere tersylz
edererek iyice karistirin. Calisma Master Mix ‘i ¢cevirmeyin.Hazirlama tarihini
sisenin Uzerine not edin. Bos MYCO IC ve AmpErase LD enzim siselerini atin.
Calisma Master Mix ‘i 2-8 °C ‘de 4 hafta boyunca stabildir.

3- Combitip Rezervuarli veya aerosol bariyerli ve 1.25 ml hacimli bir pipet
kullanarak Calisma Master Mix ‘inden 50 pl alarak herbir A-tlipt’ne ekleyin. Bu
esnada A-tup’lerin kapaklarini kapatmayin.

4- Calisma Master Mix ihtiva eden A-ringleri yeniden Uzeri kapatilabilir plastik
koruyucuya yerlestirilir ve plastik koruyucu gavenli bir sekilde kapatilir. A-ringleri
amplifikasyon 6ncesi 6érnek ve kontrol hazirlama alanina gottraltr. Calisma
Master Mix'ini iceren A-ringleri, 6rnek ve kontrol hazirlama isi bitimine kadar
hazirlama alaninda 2-8°C ‘de muhafaza edilir. Calisma Master Mix’i, plastik
koruyucularda guvenli sekilde kapali durumda bulunan A-tipler icinde 2-8°C
‘de 24 saat stabil kalir.

B) ORNEK VE KONTROL HAZIRLANMASI
Amplifikasyon éncesi 6rnek ve kontrol hazirlama alaninda yapilacaklar

NOT: islenmis érnek ve kontroller icin éncelikle ‘Reaktif Hazirlama’ bélimiindeki
adimlar uygulanir. Takiben ilk islemi tamamlanmis érnek ve kontroller oda isisina

getirilir ve asagida sirayla agiklanmis diger islemlere gecilir:
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1- Ornek Hazirlanmasi: Herbir érnek ve kontrol icin bir adet 1.5 ml’lik polypropilen

burgulu kapakli ttpu isaretlenir. Kirk kapakl ttpler kullanilmaz. Hasta protokol
numarasi ile her bir érnek tipina etiketlenir

a) Her 6rnek tapine 500 yl RW ilave edilir.

b) RW iceren her 6rnek tupine 6nceden hazirlanmis (homojenizasyon,
dekontaminasyon ve yogunlastirma islemi yapilmis) 6rnekten100 pl ilave edilir.
TlpUn agzi tekrar kapatilip 5 sn streyle vortekslenir.

¢) Tupler santriflje yerlestirilip 212,500 X g ‘de 10 dakika streyle santrif(j edilir.

d) Bir fine-tipe transfer pipet kullanilarak stipernatant aspire edilir ve pipetor
yardimi ile her érnek icin aerosol korumali ayri bir pipet ucu kullanarak ttpteki
pellet tGzerine 100 pl RL ilave edilir. Takiben tUpler vortekslenir .

2- Kontrollerin Hazirlanmasi : Calisma kontrolleri testin oldugu giinler taze olarak

hazirlanmali ve artan kisim giin bitiminde atilmahdir.

a) MYCO (-) C, 5 sn siireyle vortexlenir. Aerosol korumali bir ug kullanarak pipetér
yardimiyla 100 pl alinarak 1.5 ml lik burgulu kapakli polypropilen tiplere pipetlenir.
Uzerine 400 pl RL ilave edilerek 5 sn siireyle vortekslenerek Mycobacterium (-)
kontrol hazirlanmis olur.

b) MTB (+) C, 5 sn siireyle vortekslenir. Aerosol korumali bir uc kullanarak pipetér
yardimiyla 100 pl alinarak 1.5 ml lik burgulu kapakli polypropilen tiplere pipetlenir.
Uzerine 400 pl RL ilave edilerek 5 sn stireyle vortekslenerek M.tuberculosis (+)
kontrol hazirlanmis olur.

¢) Klinik 6érneklerle paralel calisilmasi icin herbir calisma kontroliinden 100 pl

alinarak 1.5 ml’ lik burgulu kapakli polypropilen tiplere pipetlenir.

3- Ornekler ve kontroller bir kuru isi blogunda 60 °Cx 2 °C'ta 45 dakika sireyle

inkUbe edilir.

4- SUre bitiminde tUpler 1si blogundan ¢ikartilir ve kapaktaki yogunlasmalarin

¢6kmesini saglamak icin tUplere 5 sn sreyle pulse santrifdj islemi uygulanir.

5- Her bir hasta 6rnegi ve kontrol tiplerine aerosol korumali bir u¢ kullanarak,
pipetor yardimiyla 100 pl RN ilave edilir. Ardindan tipler yari hizda 5 sn streyle

vortekslenir.

6- Hazirlanan numune ve kontrollerin herbirinden aerosol korumali pipet uclari
kullanilarak bir pipetér yardimi ile 50 pl alinir ve icerisinde calisma Master Mix'i

bulunan uygun A tiplerine aktarilr.



7- PZR islemine hazir hale getirilmis 6rnekler 2-8 °C'ta 8 saat kadar muhafaza
edilebilir.

C) AMPLIFIKASYON VE SAPTAMA

Amplifikasyon sonrasi, Amplifikasyon/Saptama alaninda yapilacaklar
a) COBAS AMPLICOR cihazinin giinliik bakimi

1. Cihaz, nemli ve kuru bir bezle silinir

2. Deposundaki WB durumu kontrol edilir ve gerekli ise WB deposu doldurulur.
Bu amacgla WB (1x) hazirlamak igin; dnce herhangi bir ¢6kelti olup olmadigi
kontrol edilir gerekirse 30-37°C'ta isitilir. WB ¢alisma solusyonu igin 1 hacim WB'a
9 hacim distile veya deiyonize su ilave edilir. lyice karistirilir. En az 3-4 litre olarak
hazirlanan WB (1x) sistemin WB deposunda muhafaza edilir.
3. Atik konteyniri bosaltilir.

4. Cihaz calistirilarak, siringalar, tupler ve transfer uclari kontrol edilir.
b) Her calisma 6ncesi kontrol

1. Atik konteyniri kontrol edilir gerekirse bosaltilir

2. WB deposu kontrol edilir gerekirse buffer ilavesi yapilir

3. Kullanilan D-cup’lar degistirilir

4. Cihaz calistirilir

c) COBAS AMPLICOR Cihazina yiikleme ve sistemin calistiriimasi

1. Cihaz panelinden reaktiflerin miktarlari kontrol edilir calisma icin yetersiz
olanlar ikmal edilir

2. MT PS1 vorteksle iyice karistirilir. MT4 kasetine 2.5 ml MT PS1'den aktarilir ve
kaset test icin spesifik reaktif rak’ina yerlestirilir. Kullanilan MT PS1 vial'i atilir.
MT4 kaseti Gzerine reaktif hazirlama tarihi kaydedilir.

3.1CPS1 vorteksle iyice karistirilir. 1IC4 kasetine 2.5 ml IC PS1'den aktarilir. Kaset
test icin spesifik reaktif rak’ina yerlestirilir. Kullanilan IC PS1 vial'i atilir. 1C4 kaseti
Uzerine reaktif hazirlama tarihi kaydedilir.

4. Bir SB3 kasetine 5 ml SB pipetleme yapilarak calismaya ait substrat solusyonu
hazirlanir. Solusyon, pipetle yukari asagi yapilarak karistirilir. Acilan SB viali atilir.
SB3 kaseti Gzerine hazirlama tarihi kaydedilir.

5. SB3 kasetindeki calismaya ait substrat ilgili reaktif rak’ina yerlestirilir.
6. DN4 ve CN4 kasetleri ilgili reaktif rak’ina yerlestirilir. Her bir kasetin acildigi
tarih kaset Uzerine kaydedilir



7. Keypad veya barkod scanner yada AMPLILINK software kullanilarak ilgili veya
test spesifik olarak reaktif rak’lari tanimlanir

8. Cihaza, reaktif pozisyonlari veya lot numaralarinin girisi yapilarak reaktif
rak’larinin yeri diizenlenir.

9. Cihaza, Keypad veya barkod scanner yada AMPLILINK software kullanilarak
reaktif rak’i yiklenir. Her reaktif kasetinin belirlendigi pozisyonda olup olmadigi
ve rak't ile siki sikiya uygunlugu kontrol edilir.

10. D-cup rak’t D-cup platformuna yerlestirilir. Her saptama reaksiyonu icin 1 D-
cup’a ve her calisma subtsrat kasetleri icin 2 D-cup’a gereksinim duyulur.
11. A-ring’leri cihaza ait thermal cycler segment(ler)ine yerlestirilir.
12. A-ringler cihaza, Keypad veya barkod scanner yada AMPLILINK software
kullanilarak yuklenir.

13. Bir A-ring ¢alisma listesi olusturulur.

14. Thermal cycler segmen(ler)inin kapag: sikica kapatilir

15. Cihaza “start” verilir.

16. Cihaz yuk kontrolline onay verene kadar beklenir.

17. Amplifikasyon ve saptama islemleri COBAS AMPLICOR cihazinca otomatik
olarak gerceklesir . Sonuglar, 660 nm dalga boyundaki absorbans degerleri

dikkate alinarak pozitif veya negatif olarak yorumlanir.

D) KALITE KONTROL

Her calisma grubu ile birlikte mutlaka en az bir M.tuberculosis (+) kontrol ve bir
Mycobacterium (-) kontrol cahsiimahdir.

Negatif Kontrol: Mycobacterium (-) kontrol absorbansi 660 nm’de < 0.25 olmalidir.
Eger absorbans > 0.25 ise calisma gecersiz olarak kabul edilir.Test islemi tamyle
tekrarlanir.

Pozitif Kontrol : M.tuberculosis (+) kontrol absorbansi 660 nm’de > 2.0 olmalidir.
Eger absorbans < 2.0 ise calisma gecersiz olarak kabul edilir. Test islemi timayle
tekrarlanir.

Ornek islem Kontrolii: Tercihan ayda bir kez, “6rnek ve kontrol hazirlama”
kisminda aciklandigi gibi 10* Mycobacterium hiicresi icerecek konsantrasyonda
hazirlanmis 6rnegin etkinligi test edilmelidir. Ardindan benzer durumdaki bir
klinik 6rnek test edilir. Eger hazirlanan 6rnek uygun bir isleme tabi tutulmussa
COBAS AMPLICOR MTB test ile 660 nm’deki absorbans degeri > 0.35 olmalidir.
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E) SONUCLAR
1) internal kontrol aramasi yapilmayan calisma sonuclarinin yorumu

Gegerli bir calisma icin hasta 6rnegine ait sonuglar asagidaki gibi yorumlanir:

Ageo Yorum | Degerlendirme

<0.35 NEGATIF | MTB DNA saptanmadi. Ornek, M.tuberculosis icin
muhtemelen negatiftir. Negatif bir sonug¢, MTB
infeksiyonunun varhgini ekarte etmez. Clink sonuglar
o6rnedin uygun toplanmasi, inhibitér varligr ve
saptanabilecek yeterli DNA'nin varligina baglidir.

> 0.35 POZITIF | MTB DNA SAPTANDI. Ornek, M.tuberculosis varlig
yéninden pozitiftir.

2) internal kontrol aramasi yapilan calisma sonuglarinin yorumu

Gegerli bir calisma icin hasta 6rnegine ait sonuglar asagidaki gibi yorumlanir:

MTB Ornek internal kontrol | Degerlendirme
Sonucu Ornek Sonucu

Ago | Yorum | A, | Yorum

< 0.35| NEGATIF |>0.35| POzIiTiF | MTB DNA saptanmadi. Ornek,
M.tuberculosis icin muhtemelen
negatiftir. Negatif bir sonug, MTB
infeksiyonunun varhgini ekarte etmez.
Cunkl sonuclar 6rnegin uygun
toplanmasi, inhibitér varligr ve
saptanabilecek yeterli DNA'nin varligina
baghdir.

< 0.35| NEGATIF |< 0.35| NEGATIF | GEGERSIZ NEGATIF SONUGC. Orjinal
ornekle tekrar ¢alisilir. E§er orjinal 6rnek
yoksa alinacak yeni bir 6érnekle islem
tekrarlanmalidir.

>0.35| POZITIF | YOK YOK MTB DNA SAPTANDI. Ornek,
M.tuberculosis varligi yéninden
pozitiftir.
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MiKOBAKTERiI LABORATUVARI
MIKROBIYOLOJIK iSLEMLER SEMASI

Orneklerin Toplanmasi ve Transportu

(Sayfa 12)
Orneklerin islenmesi
(Sayfa 18)
Preparat hazirlanmasi Besiyerine
ve boyanmasi ekim yapilmasi
(Sayfa 25) (Sayfa 18)
Boyali preparatin Kaltarlerin takibi

degerlendirilmesi

* Kultarlerin

Sonucun bildirilmesi degerlendirilmesi
Kaltarde Kaltarde
Ureme var Ureme yok
idantifikasyon Sonucun
(Sayfa 37) raporlanmasi
Mycobacterium Taberklloz Dis
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