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De¤erli Meslektafllar›m,

Türk Klinik Mikrobiyoloji ve ‹nfeksiyon Hastal›klar› Derne¤i Tüberküloz Çal›flma

Grubu olarak düzenledi¤imiz VII. Tüberküloz Laboratuvar Tan› Yöntemleri

Uygulamal› Kursunda sizlerle Bursa’da bir araya gelecek olman›n mutlulu¤unu

yafl›yoruz.

Her geçen gün tan› ve sa¤alt›m›na yönelik önemli geliflmeler kaydedilmifl olmas›na

karfl›n dünyan›n en önemli sa¤l›k sorunlar›ndan biri olmaya devam eden

tüberkülozun eradikasyon ve kontrolünde erken tan›, uygun sa¤alt›m ve izlemin

önemli rolü oldu¤u bilinmektedir. Ancak ülkemizde ve dünyada tüberkülozun

sa¤alt›m ve izleminde oldu¤u kadar pek çok mikrobiyoloji laboratuvar›nda

standardizasyon sorunlar› bulunmaktad›r. Bu kursun ana hedefi ülkemizde tan›

yöntemlerinde bir standardizasyonun sa¤lanmas›na katk›da bulunmakt›r. Kurs

için önceden oldu¤u gibi 16 kat›l›mc› kabul edilecek ve 10 kiflilik e¤itici grubu

görev yapacakt›r. Her bir kursiyere tüm testlerin bizzat yapt›r›ld›¤› uygulamal›

kurslara bugüne de¤in ö¤retim üyesi, araflt›rma görevlisi ve dispanser hekimi

olmak üzere 98 meslektafl›m›z kat›lm›flt›r.

Kursun ev sahipli¤ini yapan Say›n Prof. Dr. Suna GED‹KO⁄LU ve çal›flma arkadafllar›

ile kat›larak bize güç veren tüm de¤erli meslektafllar›m›za teflekkür eder, sayg›lar

sunar›z.

Prof. Dr. Ayfle YÜCE

Klimik Derne¤i Tüberküloz Çal›flma Grubu Baflkan›

ÖNSÖZ
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VII.TÜBERKÜLOZ LABORATUVAR TANI YÖNTEMLER‹
UYGULAMALI KURS PROGRAMI

17 Ekim 2008, Cuma

9.00-9.20 AÇILIfi TÖREN‹

9.20-10.00 I. OTURUM

Klinik materyalin hastadan al›nmas›, laboratuvara
gönderilmesi, ifllenmesi ve kültürü
Meltem UZUN

10.00-10.40 Mikroskopik inceleme teknikleri ve de¤erlendirilmesi
Ziehl - Neelsen boyamas›
Nevin SARIGÜZEL SAR
Auramin - rodamin boyamas›
Vildan AVKAN O⁄UZ

10.40-11.00 Tüberkiloz basilinin identifikasyonu
Süheyla SÜRÜCÜO⁄LU

11.00-11.20 KAHVE ARASI

11.20-11.40 II. OTURUM

Antibiyotik duyarl›l›k test yöntemleri
Nüri ÖZKÜTÜK

11.40-12.00 Tüberküloz tan›s›nda PCR
Ahmet SANIÇ

12.00-12.20 Moleküler tan›da ticari sistemler
Mustafa ÖZYURT

12.20-12.30 TARTIfiMA
12.30-13.30 Ö¤le Yeme¤i
14.00-17.00 SOSYAL PROGRAM
19.00 Akflam Yeme¤i
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18 Ekim 2008, Cumartesi

8.30-12.30 Uygulamal› E¤itim
12.30-13.30 Ö¤le Aras›
13.30-17.30 Uygulamal› E¤itim
20.00 Akflam Yeme¤i

19 Ekim 2008, Pazar

8.30-12.30 Uygulamal› E¤itim
12.30-13.30 Ö¤le Aras›
13.30-17.30 Uygulamal› E¤itim
17.30-18.00 Kurs De¤erlendirmesi ve Kapan›fl



7

E⁄‹T‹M GRUP-1 :  Hasta örneklerinin ifllenmesi ve kültürü

a. Hasta örneklerinin ifllenmesi (Homojenizasyon, dekontaminasyon,

konsantrasyon)

E¤itimci – Dilek fiATANA

b. Kültür (LJ, Middlebrook, Bactec besiyerlerine inokulasyon,

inkübasyon ve de¤erlendirme)

E¤itimci – Meltem UZUN

E⁄‹T‹M GRUP-2 :  Mikroskopik inceleme teknikleri ve de¤erlendirme

a. Asidorezistan boyama

E¤itimci – Nevin SARIGÜZEL SAR

b. Auramin-rodamin fluoresan boyama

E¤itimci – Vildan AVKAN O⁄UZ

E⁄‹T‹M GRUP-3 :  Klasik identifikasyon yöntemleri

Üreme h›z›, üreme ›s›s›, pigment yap›m›, mikrokoloni, niasin birikimi,

nitrat redüksiyonu, NAP testi, katalaz testi, TCH Testi

E¤itimci – Süheyla SÜRÜCÜO⁄LU, Hörü GAZ‹

E⁄‹T‹M GRUP-4 :  Antibiyotik duyarl›l›k test yöntemleri

LJ, Middlebrook 7H10, Bactec460, MGIT 960

E¤itimci – Nuri ÖZKÜTÜK, Melda SINIRTAfi

E⁄‹T‹M GRUP-5 :  Tüberküloz tan›s›nda PCR

Klasik PCR , RFLP

E¤itimciler - Ahmet SAN‹Ç, Ahmet K‹Z‹RG‹L

E⁄‹T‹M GRUP-6:  Moleküler tan›da ticari sistemler

Cobas Amplicor MTB testi

E¤itimci - Mustafa ÖZYURT

“UYGULAMALI E⁄‹T‹M KONULARI VE GRUPLARI”
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Uygulama Yeri

Uluda¤ Üniversitesi T›p Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal› Tüberkiloz

Laboratuvar›, Görükle - Bursa

Konaklama Bilgileri

Kat›l›mc›lar belirlendikten sonra bildirilecek

KURS KATILIM ÜCRET‹ 200 YTL’D‹R

Havale Adresi

Türkiye ‹fl Bankas› ‹stanbul T›p Fakültesi fiubesi Hesap No. 1200 - 100087

Banka dekontuna kat›l›mc›n›n kimlik bilgileri, uzmanl›k dal› ve çal›flt›¤› kurum

yaz›larak 0 236 2331466 faks numaras›na gönderilmesi gereklidir.

NOT

• Kursa toplam 16 kifli kabul edilecektir.

• Uygulama konular› ile ilgili kuramsal bilgiler kursun ilk günü e¤itimcileri 

taraf›ndan sunulacakt›r.

• Kursta tüm testler uygulamal› olarak yapt›r›lacakt›r.

• Kursiyerlerin kuramsal programa ve uygulamal› e¤itime kat›lmalar› 

zorunludur.

• Kursiyerlerin belirlenmesinde baflvuru s›ras› ve Türk Klinik Mikrobiyoloji 

ve ‹nfeksiyon Hastal›klar› Derne¤i üyesi olmalar› dikkate al›nacakt›r.

Kurs, TTB-STE Kredilendirme Kurulu taraf›ndan kredilendirilecektir.

Kurs, Becton Dickinson ve Roche firmalar› taraf›ndan koflulsuz e¤itim deste¤i

ile desteklenmifltir.





10



11

T Ü B E R K Ü L O Z  LA B O R A T U V A R I N D A  Ç A L I fi MA  P R E N S ‹ P L E R ‹

Dünya sa¤l›k teflkilat› (WHO)'n›n karar›na göre bir hastaya kesin tüberküloz

tan›s› konabilmesi için uygun flekilde al›nan klinik örne¤in laboratuvara

gönderilmesi, ekim yap›lan besiyerlerinde üretilmesi ve tan›mlanmas› gerekir.

Bu amaçla laboratuvarda görevlendirilecek personel ve çevrenin güvenli¤i için

afla¤›daki hususlara riayet edilmesi gereklidir.

Bunlar;

1. Personelin PPD deri testi bilinmeli, negatif ise BCG afl›s› yap›lmal›d›r. Y›lda bir

toraks grafisi çekilmeli ve fizik muayenesi yap›lmal›d›r.

2. Personel tüberküloz hakk›nda bilgilendirilmeli ve laboratuvar kazalar›nda

yapaca¤› ifllemleri bilmelidir.

3. Canl› tüberküloz basili ile ilgili tüm ifllemler Class II mikrobiyolojik emniyet

kabininde yap›lmal›d›r.

4. Emniyet kabini aç›ld›ktan 15 dakika sonra çal›flmaya bafllanmal›d›r.

5. Personel koruyucu ekipmanlarla donan›ml› olarak çal›flmal›d›r.

a. Sadece çal›flma alan›nda kullanabilece¤i koruyucu önlük giymelidir.

b. Mutlaka eldiven kullanmal›d›r.

c. Hepa filtreli (N95 standartlar›nda) maske takarak çal›fl›lmal›d›r.

d. Olas› s›çramalardan korunmak amac› ile gözlük veya yüz sperli¤i 

kullan›lmal›d›r.

6. Çal›flma alan› gerekti¤inde ve ifllemler tamamland›¤›nda 10-50 kat suland›r›lm›fl

TSE belgeye sahip sodyum hipoklorid solusyonu ile silinmelidir.

7. Ayr›ca ifllem sonras›nda ortam ultraviyole ›fl›¤› ile dezenfekte edilmelidir.

8. Tüberküloz Laboratuvar›n›n enfekte at›klar› otoklavlanarak at›lmal›d›r.

9. Klinik materyal vortekslendikten sonra 15 dakika dura¤an b›rak›lmal›d›r.

10. Çal›flma alan›na ancak görevli personel girmeli, personel ç›karken mutlaka

önlü¤ünü laboratuvarda b›rakmal›d›r.

11. Çal›flma esnas›nda odan›n kap›s› kapal› olmal›d›r (Negatif bas›nçl› odalar

önerilir)

12. M. tuberculosis complex için afla¤›daki durumlarda zaman geçirilmeden

klinisyene bilgi verilmelidir.

a. Direkt mikroskopide AARB görülmesinde,

b. Direkt materyalden moleküler yöntemlerle M. tuberculosis complex’i

tan›mland›¤›nda,

c. Kültürden üreyen tüberküloz basilinin moleküler veya klasik yöntemlerle

tan›s› konuldu¤unda,

d. Antibiyotik duyarl›l›k sonuçlar›n›n belirlenmesi durumunda

13. Tüberküloz ile ilgili materyal, üzerinde tehlikeli biyolojik materyal iflareti

bulunan iç-içe geçmifl üç kap sistemi ile gönderilmelidir.
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KL‹N‹K ÖRNEKLER‹N ALINMASI VE LABORATUVARA

GÖNDER‹LMES‹

Prof.Dr. Meltem UZUN

‹stanbul Üniversitesi, ‹stanbul T›p Fakültesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji

Anabilim Dal›, Çapa - ‹STANBUL

E-posta: meltemuzuntr@yahoo.com

‹nfeksiyon hastal›klar›n›n tan›s›n›n do¤ru yap›labilmesi için uygulanan yöntemlerin

duyarl›¤›n›n yan›s›ra, incelenecek klinik örneklerin al›nmas›nda ve laboratuvara

gönderilmesinde belirli kurallara uyulmas› gerekmektedir.Tüberküloz tan›s› için

de klinik örneklerin al›nma, laboratuvara gönderilme ve ifllenmesinde belirli

kurallar vard›r.

Örnek al›nmas› ve laboratuvara ulaflt›r›lmas› ile ilgili genel kurallar:

• Örnekler temiz, steril, s›zd›rmaz, burgulu kapakl›, dayan›kl› ve tek kullan›ml›k

kaplar içine yeterli miktarda al›nmal›d›r. Örnek enjektöre al›nacak ve enjektörle

gönderilecekse luer tipi kapakl› enjektörler kullan›lmal›d›r.

• Kab›n üzerine örne¤in kimden, ne zaman al›nd›¤› ve örnek tipi yaz›lmal›,

ayr›ca istek ka¤›d›nda (veya otomasyon program› olan kurumlarda elektronik

ortamda) hasta ve örnek ile ilgili gerekli bilgiler belirtilmelidir.

• ‹lk örnekler antimikrobiyal tedavi bafllamadan önce al›nmal›d›r.

• Endojen flora ve çevresel kontaminasyonu en aza indirmek için örnekler

olabildi¤ince aseptik flartlarda al›nmal›d›r.

• Üremeyi engelleyici herhangi bir koruyucu kimyasal madde kullan›lmamal›d›r.

• Kontaminant bakteri ve mantarlar›n üremesinden kaç›nmak için al›nan

örnekler olas› en k›sa zamanda laboratuvara gönderilmeli ve ifllenmelidir.

Bu süre bir saati aflacaksa örnek 2-8 °C’de bekletilmelidir (kan hariç).

Kabul edilmemesi gereken örnekler:

• Sürüntü örnekleri;

(Ancak baflka bir flekilde örnek al›nam›yorsa, kurumaya engel olmak için sürüntü

örnekleri bir transport besiyerine konularak gönderillirse kabul edilebilir)

• Uygun olmayan kapta gelen örnekler;

• 24 saatlik, biriktirilmifl örnekler;

• Dondurulmufl örnekler.

Kabul edilmeyen örnekler için yap›lacak ifllemler:

• Hemen ilgili doktor telefonla aran›r, örne¤in kabul edilemez oldu¤u ve nedeni
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aç›klan›r.

• Örnek ile ilgili bilgilere ek olarak, örne¤in ifllenmeme nedeni, telefonla

bilgilendirilen kiflinin ad› ve görüflme zaman› not edilir.

‹fllenmeyen örnekler 2-8˚C ’de 3 gün bekletilir. Tekrar örnek al›namamas›

durumunda mevcut örnek de¤erlendirilir.

I. Pulmoner Örnekler :

Ekspektore veya indüklenmifl balgam, açl›k mide suyu, bronkoalveoler lavaj,

transtrakeal aspirasyon, bronflial f›rçalama ve laringeal sürüntü örnekleri pulmoner

örneklerdir   .

Balgam:

• Birbirini izleyen üç ayr› günde 5-10 ml(miktar› al›nd›¤› kab›n 1/5 ini

geçmemelidir;örn; 50 ml’lik kaplara en fazla 10 ml) sabah balgam› al›nmas› tercih

edilir. Ard› ard›na 5-6 günden fazla örnek al›nmas› gereksizdir.

• Tedavi takibinde, tedavinin bafllamas›ndan 3 hafta sonra ilk kez olmak üzere,

birer hafta aral›klarla balgam örnekleri al›nmal›d›r.

• Al›nan balgam örne¤i derin, prodüktif bir öksürükle akci¤erlerden gelen

koyu, eksüdatif örnek olmal›d›r.

• Yiyecek art›klar› ve a¤›z floras› ile balgam›n kontamine olmas›n› engellemek

için balgam ç›karmadan önce hasta a¤z›n› suyla çalkalamal›d›r.

• Hastaya uygun balgam› nas›l verece¤i, tükürü¤ün ve nasofaringeal

sekresyonlar›n balgam olmad›¤› anlat›lmal›d›r.

• Balgam özel bir odada veya aç›k havada ç›kart›lmal›, bu mümkün de¤ilse

gerekli korunma önlemleri al›nmal›d›r.

‹ndüklenmifl balgam:

Hasta balgam ç›karamazsa indüklenmifl balgam örne¤i al›nabilir. Balgam

indüksiyonu;

• Steril, ›l›k, aerosolize hipertonik tuzlu su (%10 NaCl) inhalasyonu ile yap›l›r.

• Bu solüsyon hastaya nebulizatör yard›m› ile 10 dakika kadar derin ve yavafl

solutulur, sonra derin ve kuvvetli bir öksürük ile balgam al›n›r.

• Örnek en az 10 ml olmal›d›r.

‹ndüklenmifl balgam suludur ve tükürü¤e benzer bu nedenle reddedilme riskine

karfl› indüklenmifl balgam oldu¤u istek ka¤›d›nda belirtilmelidir.
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• Musluk suyundaki saprofit mikobakteriler yanl›fl pozitif sonuçlara neden

olabilece¤inden nebulizatör suyu ile balgam›n kontaminasyonundan kaç›n›lmal›d›r.

Bronkoalveoler lavaj (BAL):

• Steril kaplara en az 5 ml. örnek al›nmal›d›r.

• Kullan›lan bronkoskobun musluk suyu ile kontaminasyonundan kaç›n›lmal›d›r.

• Kontamine bronkoskop ile bulafl olabilece¤inden bronkoskopun fiziksel

temizli¤i ve yüksek düzey dezenfeksiyonu önemlidir.

Bronfliyal f›rçalama:

Bronfliyal f›rçalama ile elde edilen örnek Middelebrook 7H9 s›v› besiyeri içeren

steril kaplara konulmal›d›r.

Transtrakeal aspirat:

Çok s›k gelen bir örnek de¤ildir. Baz› olgularda yararl› olabilir. Enjektörle veya

steril kaplara, olabildi¤ince fazla miktarda al›nmal›d›r.

Açl›k mide suyu (gastrik lavaj s›v›s›):

Tüberküloz tan›s› için uygun bir örnek de¤ildir ancak; tüberküloz oldu¤u radyolojik

olarak kan›tlanm›fl balgam› negatif kalan hastalarda, balgam ç›karamayan ya da

balgam›n› yutan hastalarda, nörolojik hastal›klar veya koma hali nedeniyle

öksüremeyen hastalarda veya balgam al›m›n›n zor oldu¤u bebek/küçük çocuklarda

baflka yöntemlerle pulmoner örnek al›nam›yorsa tercih edilebilir.

Bu s›v›;

• En az 5-10 ml. olmal› ve birbirini takip eden üç gün boyunca, sabah erken aç

karn›na al›nmal›d›r.

•  Örnek al›m› hasta uyand›ktan hemen sonra, tercihen yata¤›ndan kalkmadan

önce yap›lmal›d›r.

• Örnek dört saat içinde ifllenemeyecekse 100 mg sodyum karbonat bulunan

steril kaplara  al›narak laboratuvara  gönderilerilmelidir.

Larenks sürüntüsü:

Sürüntü örne¤i, 1 ml kadar serum fizyolojik veya tampon çözeltisi içeren bir kap

içinde gönderilmelidir.
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II. Ekstrapulmoner Örnekler:

Laboratuvara en s›k gönderilen ekstrapulmoner  örnekler idrar, steril vücut s›v›lar›

ve dokulard›r. Nadir olarak kan ve d›flk› örnekleri de gelebilir.

‹drar:

• Birbirini izleyen 3-5 gün süre ile en az 40 ml. olacak flekilde orta ak›m sabah

ilk idrar› al›n›r.

• ‹drar verilmeden önce d›fl üro-genital bölgenin temizlenmesi kontaminasyon

riskini azalt›r.

• Orta ak›m idrar al›nam›yorsa kateter ile idrar al›nabilir.

• 24 saatlik biriktirilmifl veya kateter torbas›ndan al›nan idrar kabul edilmemelidir.

Steril vücut s›v›lar› (plevral, perikardiyal, peritoneal s›v›lar ve beyin omurilik

s›v›s›):

• Miktar› mümkün oldu¤unca fazla olmal›(mümkünse 50 ml) ve 10-15 mililitreden

az olmamal›d›r (BOS için en az 2 ml). Miktar daha az ise direkt olarak bir s›v›

besiyerine (Middlebrook 7H9, Dubos tween albümin) ekilebilir.

• Bu s›v›lar›n ço¤u fibrinojen içerebilece¤inden toplama kab›na antikoagülan

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

Abse örnekleri ve aspirasyon s›v›lar›:

Örnek al›m›ndan önce alkol ile cilt temizli¤i yap›larak, mümkün oldu¤unca çok

miktarda örnek enjektör ile aspire edilmelidir. Küçük miktarlardaki aspirasyon

s›v›lar›n›n tafl›nmas› için Middlebrook 7H9 s›v› besiyeri kullan›labilir. Kutanöz

lezyon varl›¤›nda, lezyon kenar›n›n alt›ndan örnek aspire edilmelidir. Bu tip

örneklerin kültürleri, optimum üreme s›cakl›¤› düflük olan mikroorganizmalar

da (örne¤in, M.haemophilum, M.marinum, M.ulcerans) etken olabilece¤inden

30 oC’de de inkübe edilmelidir.

Aspirasyon için hacim yeterli de¤ilse sürüntü al›nabilir.  Sürüntü örneklerinden

elde edilen negatif sonuçlar›n güvenilir olmad›¤› rapor edilmelidir.
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Doku örnekleri (lenf nodu, deri ve di¤er biyopsi örnekleri):

• En az 1 gram doku parçası mümkünse aseptik flartlarda steril kaplar içine

alınmalıd›r. Çok küçük miktarda biopsi örne¤i alınmıflsa mutlaka serum fizyolojik

içine koyulmalıdır. Alınan örnek gazlı beze sarılmamalıd›r.

• Lezyonun kazeöz k›s›m› seçilmeli ve deri ülserlerinde lezyonun periferinden

biyopsi alınarak, kültür yapılan besiyerleri hem 30oC hem 37oC’de inkübe edilmelidir.

• Formalin içinde gönderilen örnekler kabul edilmemelidir.

Kan:

• Disemine mikobakteri infeksiyonların›n büyük ço¤unlu¤u Mycobacterium

avium kompleksi (MAC) tarafından oluflturulur. Bu nedenle, bu mikroorganizmalar

kandan izole edildiklerinde mutlaka klinik hastalık düflünülmelidir.

• Aseptik koflullarda al›nan kan örne¤i direkt olarak hasta bafl›nda isolatör lysis

santrifüj tüpüne (Wampole Laboratories, Cranbury, N.J.) veya bu amaçla kullan›lan

di¤er kan kültürü besiyerlerine (Bactec Myco/F litik, MB/BacT Alert) aktar›l›r.

‹solatör tüpündeki sediment, Bactec 12B besiyerine ekilmemelidir. Kat› besieiryerine

ekim önerilmez.

• Hasta bafl›nda ekim yap›lamad›¤› durumlarda SPS, heparin veya sitrat

antikoagülan olarak kullan›l›r.

• EDTA (etilendiamintetraasetik asit)’l› tüplere toplanan kanlar ve koagüle

kanlar kabul edilmez.

D›flk›:

• > 1 gr d›flk› örne¤i steril, tek kullan›ml›k, parafin içermeyen bir kap içine al›n›r.

• AIDS hastalar›n›n d›flk›lar›ndan MAC s›kl›kla üretilebilir. Ancak bu hastalar›n

tan›mlanmas› için rutin d›flk› incelemesi önerilmez.

Örneklerin postalanması:

World Health Organisation (WHO), Centers for Disease Control and Prevention

(CDC) ve uluslararas› yasal düzenlemeler klinik örneklerin ve mikobakteri

kültürlerinin postalanmas›nda üçlü kap sistemini zorunlu k›lmaktad›r. Mikobakteri

kültürlerinin postalanmas›nda burgulu kapakl› tüplerdeki kat› besiyerine pasaj

yap›lmal›, Petri kutusu veya s›v› besiyeri kullan›lmamal›d›r. (Resim 1)
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Birincil kap (primer kap):   Materyalin kondu¤u, cam veya plastikten yap›lm›fl

burgulu kapakl›,s›zd›rmaz, flok ve bas›nç de¤iflikliklerine dirençli kaplard›r.

Kapaklar ayr›ca bir bant veya benzer materyal ile sar›labilir. Örne¤i tan›mlay›c›

bilgi veya numara kab›n üzerine yaz›lmal›d›r.

‹kincil kap (sekonder kap):   Bir veya daha fazla birincil kab›n konuldu¤u

s›zd›rmaz, dayan›kl› bir kapt›r. ‹kincil kap ile birincil kap aras›ndaki bofllu¤a (alt,

üst ve yanlar) herhangi bir s›zma durumunda tüm içeri¤i emebilecek ve birincil

kaplar›n birbiriyle temas›n› engelleyecek kuvvetli bir emici madde (bez, pamuk)

yerlefltirilmelidir. ‹kincil kap üzerine göndericinin ad›, adresi ve telefon numaras›

yaz›lmal›d›r.

D›fl kap (postalama kab›):   ‹kincil kab›n konuldu¤u, dayan›kl›, sert bir

malzemeden yap›lm›fl (tahta, oluklu mukavva, sert plastik, vs.) kapt›r. Kab›n içine

ikincil kap ile beraber içeri¤in ayr›nt›l› listesi de konulmal›d›r. Kuru buz

kullan›lacaksa bunlar ikincil kap ile d›fl kap aras›na konulmal› ve kuru buz

buharlaflt›¤›nda ikincil kab›n orijinal pozisyonu bozulmayacak flekilde desteklenmeli,

buz kullan›lacaksa su s›zd›rmaz flekilde olmal›d›r. D›fl kap üzerine gönderici ve

al›c›n›n ad›, adresi, telefon numaras› yaz›lmal›, infeksiyöz (bulafl›c›) madde yaz›s›

ve biyolojik tehlike (biohazard) etiketi yap›flt›r›lmal›d›r.

Resim 1: ‹nfeksiyöz maddelerin paketlenmesi ve etiketlenmesi (CDC’den)
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ÖRNEKLER‹N ‹fiLENMES‹ VE KÜLTÜR YÖNTEMLER‹

   Tüberküloz etkeni bakterilerin izolasyonu için klinik örneklere lökosit, eritrosit,

vücut s›v›lar› ve doku gibi organik kal›nt›lardan ar›nd›rmak amac› ile

homojenizasyon/dekontaminasyon ve örnekteki bakteri yo¤unlu¤unu art›rmak

için konsantrasyon ifllemi uygulan›r.

   Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon iflleminde en s›k N-Asetil-

L-Sistein (NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH) ve NaOH (%3-4) gibi yöntemler

kullan›lmakla birlikte; zefiran-trisodyum fosfat, oksalik asit, setilpridinyum klorid-

sodyum klorid gibi farkl› yöntemlerden de yararlan›labilir.

N - A s e t i l - L - S i s t e i n ( N A L C ) + S o d y u m  h i d r o k s i t ( N a O H )  y ö n te m i

NALC mukolitik, NaOH dekontaminan ve  sodyum sitrat klinik örnekte

bulunabilecek a¤›r metal iyonlar›n› ba¤layarak  NALC’›n inaktive olmas›n› önlemek

amac›yla kullan›l›r.

NALC-NaOH solusyonunun haz›rlanmas› (örnek):

     % 4 NaOH        +         % 2.9 Sodyum sitrat    +         NALC

         50 ml                                    50 ml                                0.5 gr

 NALC oksijene duyarl› oldu¤u için bu kar›fl›m haz›rland›ktan sonra 24 saat içinde

kullan›lmal›d›r. NALC’ ›n tart›m ifllemleri s›ras›nda ambalaj›n a¤z› uzun süre aç›k

b›rak›lmamal›d›r.

Yöntem:

Tüm ifllemler biyolojik emniyet kabininde yapılmalıdır.

• Klinik örnek 50 ml’lik polipropilen, dibi konik, burgulu kapakl› steril tüplere

(Falkon tüpü) aktar›l›r ve üzerine klinik örne¤in miktar› kadar NALC-NaOH

solüsyonu ilave edilir. Örnek 10 ml’den fazla ise en pürülan, mukoid ve kanl›

k›sm›ndan 10 ml al›nmal›d›r. Mukoid olmayan örnekler santrifüjde çevrildikten

sonra  elde edilen sediment dekontamine edilir.

• Örnek + NALC-NaOH kar›fl›m›n› içeren tüpler 30 saniyeyi geçmeyecek flekilde

vortekslenir. Tüpler oda ›s›s›nda ara s›ra elle çalkanarak 15 dakika bekletilir. Bu

süre afl›lmamal›d›r.
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• Dekontaminasyon ifllemini takiben yap›lacak her ifllemde asepsi-antisepsi

kurallar›na uyulmal›d›r.

• Süre tamamland›¤›nda nötralizasyon amac› ile Falkon tüpünün 50 ml –

iflaretine kadar 0,067 M fosfat tamponu (pH 6.8) ilave edilip, dekontaminasyon

ifllemi durdurulmalıdır.

• Fosfat tamponu ilave edilmifl tüpler, bakteri yo¤unlu¤unu art›rmak için 3000

x g’de 15-20 dakika santrifüj edilir.

• Süpernatant, içinde 1/10-1/50 dilüe edilmifl sodyum hipoklorid bulunan bir

kaba boflalt›l›r.

• Sedimente 1-2 ml steril fosfat tamponu (pH 6.8) veya % 0.2'lik sı¤ır albumin

fraksiyon V ilave edilir. Kültür için Bactec 460 TB (Becton Dickinson Diagnostic

Instruments, Sparks, MD) sistemi kullanılacaksa fosfat tamponu tercih edilmelidir.

• Bu ifllemden sonra resüspanse ifllemi uygulanmal› ve kullan›lan kültür yöntemine

uygun olarak besiyerlerine ekim yap›lmal›d›r.

• Ayr›ca direkt mikroskopik inceleme için lam üzerine yayma ifllemi yap›l›r.

Normalde steril oldu¤u düflünülen BOS, vücut s›v›lar› ve kan gibi örneklere

dekontaminasyon ifllemi uygulanmaz. Bu örnekler santrifüj edildikten sonra

besiyerlerine ekimleri yap›l›r. Ancak örnek al›m› ve transportu sırasında asepsi-

antisepsi kurallar›na uyulmam›fl ise bu örneklere de dekontaminasyon ifllemi

uygulan›r.

KÜLTÜR YÖNTEMLER‹

       M.tuberculosis kompleksi, uygun s›v› ve kat› besiyerlerinde 35-37ºC’de, 7-

21 günde ürerler. Kültürlerde 8 haftaya kadar üreme olmamıflsa negatif sonuç

verilir. Mikobakterilerin izole edilmeleri ve çeflitli özelliklerinin incelenmesi

amac›yla kullan›lan konvansiyonel besiyerleri kat› ve s›v› olmak üzere iki tiptir.

Kat› özellikteki besiyerleri, yumurta bazl› ve agar bazl› olmak üzere iki bölümde

incelenir. Özellikle primer izolasyonda Löwenstein-Jensen (L-J) besiyerinin kullan›m›

yayg›nd›r. Bu besiyerinin kullanım süresi buzdolabında saklamak kofluluyla birkaç

aydır. Petragnani ve American Thoracic Society di¤er yumurta bazl› besiyerleridir.

Agar bazl› besiyerleri fleffadır ve ekimden 10-12 gün sonra mikroskop alt›nda

incelendi¤inde koloniler gözlenebilir. Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11

en çok tercih edilen agar temelli besiyerleridir. Bu besiyerinini kullanım süresi
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buzdolabında saklamak kofluluyla bir aydır. Kontamine örneklerin kültür ifllemi

için selektif besiyerlerine ekim yapılması önerilir.Bu amaçla kullanılan 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

içermeleri nedeniyle daha az sıklıkta gözlenir. E¤er iki adet katı besiyeri

kullanılacaksa besiyerlerinden birinin selektif olması önerilir. Yapılan ön çalıflmalar,

M.tuberculosis’in, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında rutin olarak kullanılan

kanlı agar besiyerinde üredi¤ini ve bu besiyerinin duyarlılık deneylerinde

kullanılabilece¤ini göstermektedir.

KÜLTÜR ‹fiLEM‹

• Homojenizasyon- dekontaminasyon- konsantrasyon sonras› elde edilen

sediment steril bir pipet yard›m› ile al›narak 3 damla kadar L-J besiyerine ekilir

ve besiyeri yüzeyine yay›lmas› sa¤lan›r. Ekim yap›lan besiyerleri kapaklar›

gevfletilerek bir gün yat›k konumda bekletilir.

• Middlebrook 7H10 ve/veya 7H11gibi agar temelli besiyerleri kullan›l›yorsa,

1 damla sediment besiyeri yüzeyine iyice yay›l›r ve her besiyeri CO2 geçiren plastik

torbalara yerlefltirilir.

• H›zl› kültür sistemlerine ekim firma önerileri do¤rultusunda yap›l›r.

• M.marinum ve M.ulcerans ile infekte oldu¤u düflünülen deri ve yumuflak

doku örnekleri izolasyon için 30˚C’de, M.haemophilum ile infekte oldu¤u düflünülen

klinik örnekler ise özel besiyerine ekilerek 35-37˚C’de inkübe edilir.

• Ekim yap›lan besiyerlerinin inkübasyondan 3-5 gün sonra ve takiben haftada

bir kez kontrollerine devam edilmelidir.

• Petrideki agar bazl› besiyerleri parafilm ile kapat›larak inkübe edilir ve ters

çevrilerek mikroskop alt›nda mikrokolonilerin oluflumu ve morfolojik yap›s›

incelenir.

• Besiyerlerinde üreyen koloniler aside dirençli boyama yöntemlerinden biri

ile incelenir.

• Aside dirençli boyama sonucu pozitif olan izolatlar›n tür tan›s› yap›l›r.

S›v› besiyerleri içinde yer alan Middlebrook 7H9 ve Dubos tween albumin,

mikobakterilerin stok sufllar›n›n subkültürlerinin yap›lmas›nda, duyarl›k deneyleri

ve di¤er in vitro deneylerde inokulum haz›rlanmas› amac›yla da kullan›l›r.

Middlebrook 7H9 s›v› besiyeri genellikle h›zl› kültür sistemlerinde temel besiyeri



21

olarak kullan›lmaktad›r. Primer izolasyon amac›yla kat› besiyerine ilave olarak

s›v› besiyerlerinin kullan›lmas› önerilmektedir.

Özel besiyerlerine inokulasyon ve inkübasyon;

H›zl› kültür sistemleri içinde yer alan yar› otomatize Bactec 460 TB sistemi,

izolasyon, identifikasyon ve duyarl›l›k deneylerinin uyguland›¤› bir sistem olarak

uzun y›llard›r rutin tan›da kullan›lmaktad›r. Besiyeri de¤eri ölçülebilen substrat

olarak radyoaktif karbon (14C) iflaretli palmitik asit içerir. Bu substrat mikobakteri

taraf›ndan kullan›l›r ve metabolizma s›ras›nda 14CO2 oluflur. Oluflan 14CO2  BACTEC

460 TB cihaz›nda 0-999 say›sal de¤erleri aras›nda üreme indeksi (GI) olarak ölçülür.

Antimikrobiyal olarak kullan›lan PANTA, ekim öncesi besiyerlerine (Polimiksin

B-6000U/ml, Amfoterisin B-600g/ml, Nalidiksik asit 2400g/ml, Trimetoprim laktat-

600g/ml, Azlosilin 600g/ml) eklenir. Kontamine olmad›¤› düflünülen akci¤er d›fl›

örnekler bekletilmeden ekiliyorsa, PANTA eklenmeyebilir.

Örnekler i¤ne ucu ç›kmayan tüberkülin enjektörüyle, PANTA eklenmifl Bactec

12B besiyerine 0.1-0.5 ml olacak flekilde ekilir. ‹nkübasyon; 37oC’de yap›l›r ve

de¤erlendirme yo¤unlu¤u fazla olmayan merkezlerde ilk 2-3 hafta haftada 3

kez yo¤unlu¤u fazla merkezlerde ise ilk iki hafta iki, sonraki alt› hafta boyunca

haftada bir kez olmak üzere BACTEC 460 TB cihaz› ile yap›l›r.  Cihazda GI’i okunan

besiyerleri, GI de¤eri 10’un alt›nda ise negatif, 10 ise pozitif kabul edilir ve bu

besiyerleri günlük kontrole al›n›r. ‹ndeks 100'ün üzerine ç›k›nca aside dirençli

boyama yap›larak üreyen mikroorganizmalar›n mikobakteri olup olmad›¤›

do¤rulan›r. Do¤ruland›ktan sonra identifikasyon ve duyarl›l›k deneylerine geçilir.

Bactec Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) 960 (BD Biosciences, Sparks,

MD) sisteminde kullan›lan tüplerde, Middlebrook 7H9 s›v› besiyeri ve dip k›s›mda

oksijene duyarl› rutenyum metal kompleksi içeren silikon bulunur. Ekimden önce

besiyerlerine OADC ve PANTA eklenmelidir.Kullan›lan besiyerlerinde üreme

yoksa, oksijen varl›¤›na ba¤l› olarak silikon tabakaya gönderilen UV ›fl›n›na karfl›

floresans oluflmazken; mikobakteriler veya di¤er mikroorganizmalar üredi¤inde

oksijenin kullan›lmas› sonucunda UV ›fl›n›na karfl› floresans oluflmakta ve oluflan

bu floresans miktar› üreme indeksi olarak de¤erlendirilmektedir. Kan hariç di¤er

tüm klinik örnekler için uygundur.

VersaTREK (ESP Culture System - Trek Diagnostics,Inc.,Westlake Ohio), Middlebrook

7H9 s›v› besiyeri ve selüloz sünger içeren bir sistemdir. Mikroorganizmalar›n
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üremesi sonucu oluflan gaz bas›nc›ndaki de¤ifliklikler ölçülerek, grafiksel olarak

bilgisayar sistemine aktar›l›r. Ekimden önce besiyerlerine OADC ve  antibiyotik

kar›fl›m› ilave edilir. Sistem tüm klinik örnekler için uygundur.

MB/BacT (bioMerieux, Hazelwood, Mo.)sistemi, besiyerinin dip k›sm›nda

kolorimetrik bir sensör içeren ve oluflan CO2 düzeyini ölçerek üremeyi de¤erlendiren

bir sistemdir. Bilgisayar destekli sistemde besiyerleri sürekli olarak

kontrol alt›ndad›r. Kan hariç di¤er tüm klinik örnekler için uygundur.

Bactec 9000 MB (BD Biosciences, Sparks, MD), besiyerindeki oksijen kullan›m›n›n

floresans ile belirlendi¤i bir sistemdir. Modifiye Middlebrook 7H9 s›v› besiyerine

ekimden önce PANTA ilave edilir. Balgam ve di¤er solunum yolu örnekleri için

Myco F/sputa, kan ve di¤er steril örnekler için MycoF/lytic kullan›l›r.

Tam otomatize olan bu sistemler aras›nda üreme süresi, oran› ve kontaminasyon

s›kl›¤› aç›s›ndan önemli bir fark bulunmamaktad›r ve bu sistemler yüksek kapasite

ile çal›flan laboratuvarlar için önerilir.Daha düflük kapasite ile çal›flan laboratuvarlar

için, Septi-Chec AFB (BD Biosciences, Sparks, MD), MGIT (BD Biosciences, Sparks,

MD) ve MB Redox (Biotest Diagnostics Corp., Danville, N.J.) gibi manuel sistemler

önerilmektedir.
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D‹REK M‹KROSKOP‹ TEKN‹KLER‹ VE DE⁄ERLEND‹R‹LMES‹

Uzm. Dr. Nevin SARIGÜZEL SAR

Üsküdar Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal›,

‹stanbul

E-posta: sariguzel@hotmail.com

Mikobakteri ler  için bafll ›ca iki  boyama tekni¤i gel iflt ir i lmifltir :

1. Karbol fuksin yöntemi (Ziehl- Neelsen, Kinyoun): Aside dirençli

mikroorganizmalar ›fl ›k mikroskobunda k›rm›z› renkte görülür.

2. Florokrom yöntemi (auramin O, auramin-rhodamin): Aside dirençli

mikroorganizmalar florasan mikroskopta sar›ms› - turuncu renkte floresan verirler.

Aside dirençli boyama mikobakterilerin lipidden zengin hücre duvarlar›n›n primer

boya ile boyanmas› ve renk giderici ajan asit ve alkolle muameleden sonra boyal›

kalmas› esas›na dayanmaktad›r. Bu nedenle mikroorganizma aside dirençli basil

(ARB)  olarak adland›r›l›r.

Direk mikroskopi ile görülebilmesi için, balgam›n her ml’ sinde 5000-10000

basil bulunmas› gereklidir. Direkt mikroskopik incelemenin duyarl›l›¤› % 22-80

aras›nda de¤iflkenlik gösterir.

Duyarl›l›¤› etkileyen faktörler;

• Örne¤in tipi,

• Enfekte eden mikobakteri türü,

• Dekontaminasyon ve kontaminasyon iflleminin etkisi,

• Boyama tipi,

• Yayman›n kal›nl›¤›,

• Yaymay› inceleyen laboratuvar personelinin deneyimi.

Yayman›n Haz›rlanmas›: Lam›n k›r›lmas›, boya baflar›s›zl›¤› gibi problemler

veya düflük miktarda organizma içeren pozitiflikleri do¤rulamak için en az iki

yayma haz›rlanmas› gereklidir.

A. BOS d›fl› klinik örnekler :

• Etanol ile temizlenmifl çiziksiz her lama hasta protokol no’su yaz›l›r.

• Yayma ifllemi öncesi örnekler iyice vortekslenir.



26

• Örnek öze veya pipet kullan›larak lama transfer edilir. ‹fllem görmemifl

örneklere ait preparat haz›rlamak için kanl›, mukoid ve nekrotik k›s›m kullan›l›r.

• Örnek lam üzerine orta bölümde oval tarzda yay›l›r. Yo¤un materyalden

preparat haz›rland›¤› durumlarda; bir lam üzerine al›nan materyal, ikinci bir lam

ile bast›r›l›r ve iki lam aras›nda yay›l›m› sa¤layacak flekilde z›t yönde çekilir.

• Öze yeniden kullan›lmadan önce iyice alevden geçirilir.

• Pipetler kullan›m sonras›nda dezenfektana veya t›bbi at›k kab›na b›rak›l›r.

• Preperatlar›n biyolojik güvenlik kabininde kurutulmas› önerilir.

• Yayma preparatlar afla¤›daki yöntemlerden biri ile lama tespit edilir.

a) Elektrikli lam ›s›t›c›s› (65-70°C)’ nda en az 2 saat süreyle bekletilir. Gece boyunca

kalmas› kabul edilebilir.

b) Lamlar, bek’in mavi alevinden 3 veya 4 kez geçirilir, fazla ›s›t›lmaz.

c) Lamlar saf metanolde 1 dakika süreyle bekletilir.

Not: Is› ile tespit,  tüm mikobakterileri öldüremeyebilir. Bu nedenle lamlar›n

bulaflt›r›c› olabilece¤i unutulmamal› ve incelemeyi takibeni t›bbi at›k kaplar›na

at›lmal›d›r.

B. BOS örnekleri:

• BOS sedimenti vortekslenir

• Steril pastör pipeti ile lam›n merkezine damlat›l›r.

• Preparat havada kurutulur.

• Damlatma ifllemi iki kez daha tekrarlan›r, her defas›nda yeni damla do¤rudan

önceki  damlan›n üzerine damlat›l›r.

• Daha önceden tan›mlanan yöntemlerden biri ile tespit edilir.

A. KARBOL FUKS‹N BOYAMA

    1. Ziehl-Neelsen karbol fuksin

a)  Solüsyon 1.     10 ml % 95 etanolde 0.3 g bazik fuksin çözülür.

b) Solüsyon 2. 100 ml distile suda 5.0 g fenol kristalleri çözülür (hafif ›s›tma 

gerekebilir).

Çal›flma solüsyonu : Solüsyon 2’ nin 90 ml’si solüsyon 1’ile 100 ml’ ye tamamlan›r.

2. Kinyoun’un karbol fuksin

a) Solüsyon 1 :  20 ml % 95 etanolde 4.0 g bazik fuksin çözülür.

b) Solüsyon 2 :  100 ml distile suda 8.0 g fenol kristalleri çözülür. Is›tmak gereklidir.
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Çal›flma solüsyonu :  Solüsyon 1 ve 2’nin tamam›  birlefltirilir.

B.  RENK G‹DER‹C‹ AJAN

% 3 asid - alkol

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

C.  ZIT BOYA

Metilen mavisi veya brilliant yeflili z›t boya olarak kullan›labilir.

1) Metilen mavisi : 100 ml distile suda  0.3 g methylen blue chlorid’i çözülür.

2) Brilliant yeflili   : 100 ml distile suda 1.0 g brilliant green çözülür.

NOT: Haz›rlanan boya ve solusyonlar›n ad›, haz›rlama ve son kullanma tarihi

flifle üzerine etiketlenir. Haz›rlanan solusyonlar 3 aydan sonra kullan›lmamal›d›r.

KAL‹TE KONTROL

Her boyama iflleminde negatif ve pozitif kontrol çal›fl›lmal›d›r.

Kalite kontrol yaymalar› afla¤›daki flekilde haz›rlan›r.

•   Escherichia coli (negatif kontrol) ve Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC

25177 (pozitif kontrol) sufllar›, 1.0 ml fizyolojik tuzlu su veya steril distile suda

ayr› ayr›  No.1 Mc Farland bulan›kl›k standard›nda ve biyolojik güvenlik kabininde

süspansiyonlar› haz›rlan›r.

Not: Mycobacterium kansasii gibi daha az patojenik organizmalar pozitif kontrol

amaçl› kullan›labilir. Ancak h›zl› üreyen mikobakteriler’in aside dirençli boyalar›

tutmalar› de¤iflkenlik gösterdi¤inden kullan›lmazlar.

• Kontrol lamlar etiketlenir. Üzerine haz›rlama tarihi ve  haz›rlayan›n ad›

kaydedilir.

• Negatif kontrol süspansiyonundan tek kullan›ml›k bir pipetle lam›n ucuna

yak›n bir damla damlat›l›r.

• Pozitif kontrol süspansiyonu ile üçüncü basamak tekrarlan›r, damla negatif

kontrol ve lam etiketi aras›na damlat›l›r.

• Yaymalar tercihen biyolojik güvenlik kabininde havada kurutulur ve tespit

edilir

• Lamlar etiketli lam kutusunda saklan›r.

Kontrol lamlar ticari olarak temin edilebilir.
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DE⁄ERLEND‹RME:

I. Hasta yaymalar› okunmadan önce kontrol lamlar› de¤erlendirilir.

Karbol fuksin (Ziehl-Neelsen veya Kinyoun):

1) Mycobacterium spp.: Kullan›lan z›t boyaya ba¤l› olarak mavi veya yeflil zeminde

k›rm›z› renkte,

2) E.coli: Kullan›lan z›t boyaya ba¤l› olarak mavi  veya yeflil renkte görülür.

II. Kontrol lam›n sonuçlar› kaydedilir. Sonuçlar kabul edilebilirse hasta yaymalar›

incelenir. Kontrol lam› uygun de¤ilse,  boyalar›n haz›rlanmas› ve ifllemleri yeniden

gözden geçirilir.

De¤erlendirme sonucu kabul edilemez kontrol lamlar› flunlard›r:

     1) Pozitif kontrolde basiller k›rm›z› renkte görülmüyorsa

     2) Negatif kontrolde basiller k›rm›z› renkte görülüyorsa.

     3) Zemin gere¤i flekilde dekolorize olmam›flsa.

 Problem ortaya ç›kt›¤› zaman tüm hasta lamlar› ve bir kontrol lam yeniden

 boyan›r.

BOYAMA ‹fiLEMLER‹

A. Z‹EHL-NEELSEN ( SICAK KARBOL FUKS‹N) BOYAMA:

• Tüm lam karbol fuksin boya ile kaplan›r.

• Bek veya elektrikli boyama raf› kullanarak buhar ç›kacak kadar (sigara duman›

tarz›nda) lam alttan yavaflça ›s›t›l›r.

• Düflük ›s›yla veya aral›kl› ›s› kullanarak 3-5 dakika süreyle buharlaflmas› devam

ettirilir.

• Lam so¤umaya b›rak›l›r ve takiben su ile y›kan›r.

• % 3 asit-alkolle lam kaplan›r ve renk akmay›ncaya kadar renk giderme ifllemi

uygulan›r.

• Lam su ile iyice y›kan›r, fazla su lamdan ak›t›l›r.

• Lam üzerine z›t boya (metilen mavisi veya brilliant yeflili) ilave edilir ve

20-30 saniye boyan›r.

• Çeflme alt›nda su ile iyice y›kan›r ve fazla su lamdan ak›t›l›r.

• Yayma havada kurutulur. (Kurutma ka¤›d› kullan›lmamal›d›r).

• Preparat 100‘lük immersiyon objektifi ile incelenir.
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B. K‹NYOUN KARBOL FUKS‹N (SO⁄UK KARBOL FUKS‹N) BOYAMA:

• Tüm preparat karbol fuksin ile kaplan›r.

• Yayma 2 dakika süreyle boyan›r.

• Lam suyla y›kan›r.

• Lam % 3 asit-alkolle kaplan›r ve renksizlefltirme ifllemi yap›l›r.

• Su ile y›kan›r ve fazla su lamdan ak›t›l›r.

• Lam z›t boya ile ( metilen mavisi veya brilliant yeflili) kaplan›r.

• Z›t boya ile 20-30 saniye boyan›r.

• Su ile iyice y›kan›r, fazla su lamdan ak›t›l›r.

• Yayma havada kurutulur. Kurutma ka¤›d› kullan›lmaz.

• Preparat 100’lük immersiyon objektifi ile incelenir

YAYMANIN ‹NCELENMES‹

A. ‹nceleme Yöntemi:

• Aside dirençli basilin varl›¤› için, her yayma en az 15 dakika süre ile incelenir.

• Yaymay› negatif olarak raporlamadan önce karbolfuksin boyama ile minimum

300 alan incelenmelidir.

• Yayman›n uzun kenar› boyunca 3, k›sa kenar› boyunca 9 paralel tarama

yap›lmal›d›r. Bu hem genifl bir okuma alan› sa¤lar, hem de ayn› bölgenin birden

fazla okunmas› olas›l›¤›n› uzaklaflt›r›r.

MORFOLOJ‹K ÖZELL‹KLER:

• Aside dirençli basil yaklafl›k olarak 1-10 μm uzunlu¤unda ve tipik olarak

k›rm›z›, ince, tekli veya demetler halinde çomak fleklinde görülür.

• Bakteri, boncuk dizisi tarz›nda boyanma bölgeleri gösterebilir.

• M. tuberculosis d›fl›nda baz› mikobakteriler pleomorfik görünebilir, uzun

basillerden kokoid formlara kadar de¤iflmektedir.

SONUÇLARI RAPOR ETME:

Boyama sonuçlar› 24 saat içinde klinisyene bildirilmelidir.

ARB negatif : Aside dirençli basilin görülmedi¤i tüm yaymalar “Aside dirençli

basil görülmedi‘’ fleklinde raporlan›r. Negatif raporlanan yaymalar kültür rapor

edilinceye kadar saklanmal›d›r.
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ARB pozitif : Bir yaymada aside dirençli basil görüldü¤ü zaman, “Aside dirençli

basil görüldü’’ fleklinde rapor edilir. Boyanma yöntemi belirtilerek yaymada

gözlenen basil say›s›na göre skorlama yap›l›r.

Al›fl›lmad›k s›kl›kta yayma pozitif (kültür negatif) sonuç ile karfl›lafl›l›r ise,

yanl›fl pozitiflik nedenleri araflt›r›lmal›d›r.

• Su, su tanklar› ve boyalar aside dirençli mikroorganizmalarla kontamine

olabilir.

• Boyama ifllemi süresince materyalin lamdan lama transferi oluflabilir.

• ‹mmersiyon objektifi için kullan›lan ya¤ ile aside dirençli organizmalar›n

transferi oluflabilir. Pozitif bir yaymadan sonra lens mutlaka temizlenmelidir.

ARB boyama:

A. Mikobakteriden baflka Rhodococcus spp., Legionella micdadei, Cryptosporidium

spp.’nin kistleri ve Isospora spp. gibi baz› mikroorganizmalar›n ARB boyanabildi¤i

dikkate al›nmal›d›r.

B. H›zl› üreyen mikobakteriler boyanmada de¤iflkenlik gösterebilirler.

C. Pozitif yayma preparatlar› bir baflka uzman taraf›ndan da do¤rulanmal›d›r.



31

KAYNAKLAR

1. Nolte FS, and Metchbock B. Mycobacterium. In Murray PR, Baron E Jo, Pfaller

MA, Tenover FC, Yolken RH (ed). Manual of clinical microbiology. Sixth edition.

ASM Press, Washington DC. 1995; 400- 437.

2. Brown BA, Swenson JM, Wallace RJ, Jr. Acid- fast Stain Procedures. In Isenberg

HD, (ed). Clinical microbiology procedures handbook. ASM Press, Washington

DC, 1992; p.3.5.1- 3.5.11.

3. Dunlap NE, Bass J, Fujiwara P, Hopewell P, Hersburg CR, Salfinger M, Simone

PM. Diagnostic standards and classification of tuberculosis in adults and children.

Am J Respir Crit Care Med, 2000; 161: 1376- 1395.

4. Somoskövi A, Hotaling JE, Fitzgerald M, O’Donnell D, Parsons LM, Salfinger

M. Lessons from a proficiency testing event for acid- Fast microscopy. Chest 2001;

120: 250- 257.

5. Woods GL. The mycobacteriology laboratory and new diagnostic techniques.

Infect Dis Clin North Am, 2002; 16(1): 127- 144.

6. Saniç A, Çoban AY. Mikobakteriler ve laboratuar tan›. Ondokuz May›s Üni

T›p Fak Mik ve Kl Mik ABD, Samsun. 1999; 38-41.

7. Fukunaga H, Murakami T, Gondo T, Sugi K, Ishihara T. Sensivity of acid- fast

staining for Mycobacterium tuberculosis in formalin-fixed tissue. Am J Respir Crit

Care Med, 2002;166(7):994-7.

8. Ba F, Rieder HL. A comparison of fluorescence microscopy with the Ziehl-

Neelsen technique in the examination of sputum for acid- fast bacilli. Int J Tuberc

Lung Dis, 1999; 3(12): 1101- 5.

9. Kumar N, Tiwari MC, Verma K. AFB staining in cytodiagnosis of tuberculosis

without classical features: a comparison of Ziehl- Neelsen and fluorescent methods.

Cytopathology, 1998; 9(3):208-14.

Saceanu CA, Pfeiffer NC, McLean T. Evaluation of sputum smears concentrated

by cytocentrifugation for detection of acid-fast bacilli. J Clin Microbiol 1993;

31:2371-2374.



32
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Direkt mikroskopi teknikleri konusunun giriflinde verilen genel bilgiler ve

yayma preparat›n haz›rlanmas› aflamalar› hem karbol fuksin boyama hem

florokrom boyama yöntemlerinde ayn›d›r. Rutinde tan› amaçl› en s›k karbol

fuksinli (Erlich Ziehl Neelsen- EZN , Kinyon) boyama kullan›lmakla birlikte, daha

duyarl› ve haz›rlanan preparat›n daha h›zl› taranmas›n› sa¤layan florokrom

boyalar da kullan›labilir. Bu boyama yöntemlerinde, daha küçük bir büyütme ile

daha genifl bir alan taranabilir ve preparat›n taranmas› için gereken zaman azal›r.

Bu nedenle özellikle zaman problemi olan ve fazla say›da hasta örne¤inin

ifllemlendi¤i laboratuvarlarda, florokrom boyama yöntemleri hem tan› için hem

de antitüberküloz tedavi alan hastalar›n izleminde tercih edilebilir.

Florokrom boyamada ana ilke fenollü fuksin yerine floresan boyalar›n

kullan›lmas›d›r. Floresan boyalar, mikobakterilerin lipitten zengin hücre duvar›na

ba¤lanarak, görünür hale gelmesini sa¤lar. Ancak boyalar›n haz›rlanmas›,

amaçlanan hedef (doku, mikroorganizma, antijen antikor kompleksi vs.) ve

boyama ifllemi s›ras›nda ›s›-süre de¤iflikliklerinin uygulanmas› gibi, baz› kriterlere

göre, farkl› floresan boyama yöntemleri uygulanabilir. Bu yöntemler aras›nda

Auramin-Fenol boyama yöntemi, Glikerson ve Kanner’in floresanl› boyama

yöntemi, Auramine-Rhodamine boyama yöntemi, Truant’›n modifiye Auramine-

Rhodamine boyama yöntemi say›labilir. Kullan›lan auramin’in karsinojen oldu¤u

unutulmamal›, özellikle direkt temas-hava yolu izolasyon önlemleri al›nmal›d›r.

AURAM‹N-RHODAM‹NE BOYAMA ‹fiLEM BASAMAKLARI

A. Örneklerin Haz›rlanmas› : Karbol Fuksin boyama yönteminde anlat›ld›.

B- Kimyasal Maddelerin Haz›rlanmas›
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2.Asit Alkol Haz›rlanmas›

Etil alkol  (% 70’lik) ---------- 99.5 ml

Konsantre HCl------------------  0.5 ml

3.Karfl›t Boya Çözeltisi Haz›rlanmas›

Potasyum permanganat (KMnO4) --------- 0.5 gr

Distile su--------------------------------------- 100 ml

C- Kalite Kontrol

Her boyama için mutlak pozitif ve negatif kontroller haz›rlanmal›d›r.

Pozitif kontrol haz›rlanmas›: Middleebrook 7H9 s›v› besiyeri içinde mikobakteri

(mümkünse standart M tuberculosis H37Rv) süspansiyonu haz›rlan›r.Bu

süspansiyondan lam üzerine bir damla konularak ya ›s›t›c› blokta ya da havada

kurutulup, tespit edilir.

Negatif kontrol haz›rlanmas›: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa ile s›v› besiyerinde haz›rlanan süspansiyondan bir damla lam üzerine

konularak ya ›s›t›c› blokta ya da havada kurutulup, tespit edilir.

D- ‹fllemin Uygulanmas›

• Oda ›s›s›nda saklanan boyalar kullan›lmadan önce mutlaka iyice çalkalanmal›d›r.

• Haz›rlanan lamlar alevde fiske edilir. (Resim 1)

• Haz›rlanan lamlar›n üzerine AR boyas› dökülür ve 15-20 dakika oda ›s›s›nda

beklenir. Boya lam›n üzerini tamamen kaplamal› ve eksilmemelidir (Resim 2,3).

•  Distile su ile y›kan›r. Klorsuz su kullan›lmal›d›r, çünkü klor floresan› azalt›r

(Resim 4).

• Y›kama sonras› % 0,5 asit alkol dökülerek 2–3 dakika beklenir. Yeterli

dekolarizasyon iflleminde ç›plak gözle boya görülmez(Resim 5–7).

• Y›kama ifllemi tekrarlan›r (Resim 8).

• Zemin boyas› olarak haz›rlanm›fl KMnO4 ile 2 dakika boyan›r. Süre uzat›l›rsa

floresan azalabilir (Resim 9).

• Y›kan›r ve havada kurutulur (Resim 10).

• Pozitif bir yaymada mikobakteriler, karanl›k bir zeminde sar›-turuncu parlak,

ince, k›vr›k içi tanecikli floresan veren bakteriler olarak görülür (Resim 11)

• Her örne¤in boyanmas› s›ras›nda, mutlaka pozitif ve negatif kontrol

kullan›lmal›d›r.
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• Boyanan preparatlar en k›sa sürede 25x ya da 40x büyütme ile floresan

mikroskobunda incelenmelidir. Basil morfolojisi x1,000 ya da x450 büyütme ile

kontrol edilmelidir.

• Gerekirse pozitif de¤erlendirilen preparatlar, EZN ya da Kinyon boya ile

boyanabilir.

E. SONUÇLARIN B‹LD‹R‹M‹:

Negatif: Floresan görülmeyen tüm yaymalar “ Aside dirençli basil görülmedi ‘’

fleklinde raporlan›r.

Pozitif: Karanl›k bir zeminde sar›-turuncu parlak, ince, k›vr›k içi tanecikli floresan

veren bakteriler olarak görülür “Aside dirençli basil görüldü’’ fleklinde rapor

edilir. Boyanma yöntemi belirtilir ve yaymada gözlenen aside dirençli basilin

miktar› hakk›nda bilgi verilir. Basilin miktar› hakk›ndaki de¤erlendirmede karbol

fuksin boyama yönteminde kullan›lan tablo rehber olarak kullan›r.

Resim 1–11: Auramine – Rhodamine Floresan Boyama iflleminin resimlerle izlemi

1 2

3 4
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5 6

7 8

9 10

11
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Tüberküloz basillerinin tan›mlanmas›nda kullan›lan klasik yöntemler

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

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

uygulanmas› zor olmakla birlikte maliyetleri yeni yöntemlere göre oldukça

düflüktür.

A. ÜREME ÖZELL‹KLER‹N‹N ‹NCELENMES‹

1. Koloni ve Mikrokoloni Görünümü

M. tuberculosis

• Lowenstein Jensen (LJ) besiyerinde veya Middlebrook agarda 37°C’de 14-28

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

oluflturur.

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

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

görünümü izlenir.

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

mikroskopta incelenmelidir.

M. bovis

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

inkübasyon gereklidir.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3 Steril plastik çubuklar ve pastör pipetleri

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

folyo parçalar›

5 60-W ayd›nlatma gücünde lamba

Kalite Kontrol:

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

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

pigment yapmaz (nonkromojen).

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

pigment yapmaz (nonkromojen).

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

karanl›kta turuncu pigment yapar (skotokromojen).

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

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

gözlenir (fotokromojen).

Yöntem:

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

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

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

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

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

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

• Kapal› tüplerden biri oda derecesinde (220-25°C), di¤er kapal› tüp ile aç›k

b›rak›lan tüp 37°C’de %10 CO2’li ortamda inkübe edilir.

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

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

folyo aç›lmaz.

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

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

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

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

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

pigmentin olup olmad›¤› incelenmelidir.

Tablo 1. Besiyerinde üreme h›z›*

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

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

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

veya temas halindedir ve kolonilerin aras›ndan besiyerinin yüzeyi görülemez.

De¤erlendirme

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

Nonkromojenik

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

Skotokromojenik

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

testinin nükleik asit prob, kromotografik yöntemler veya konvansiyonel yöntemler

ile do¤rulanmas› önerilmektedir.

‹nceleme Örnegi

BACTEC 12B besiyeri (Growth index > 50 ise )

Gereçler

• BACTEC 460 cihaz› (Becton Dickinson Diagnostic Systems)

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

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

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

• Steril tüberkülin enjektörleri

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

alkol

Kalite Kontrol Sufllar›

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

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

yükselen bir e¤ri çizer.

Yöntem

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

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

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

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

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

kullan›l›r.

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

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

afla¤›da gösterilmifltir.



41

GI Miktar› Dilüsyon

50-100 Dilüsyon yap›lmaz

101-200 0.8 ml

201-400 0.6 ml

401-600 0.4 ml

601-800 0.3 ml

801-999 0.2 ml

999>1 gün 0.1 ml

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

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

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

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

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

De¤erlendirme:

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

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

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

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

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

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

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

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

önleyecektir.

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

marinum, M. chelonae) 30°C’de ürer. 37°C’de yap›lan NAP testinde üremeleri

inhibe olur. Bu nedenle yara veya deri örneklerinden üreyen mikobakterilerin

ayr›m› için NAP testinde inkübasyon ›s›s› hem 37°C hem de 30°C olmal›d›r.

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

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

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

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

olmamas› veya azalma olmas› = TB kompleks

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

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

mikobakteri

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

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

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

yap›lmal›d›r.

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

I. Niasin Testi

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Gereçler

1. %4’lük anilin

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

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

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

2. %10’luk siyanojen bromid eriyi¤i

Siyanojen bromidin doymufl bir çözeltisidir. Siyanojen bromid kristallerine steril

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

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

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

siyanür gaz› oluflur.

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

ve steril 5 ml’lik pipetler
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Kalite kontrol

Pozitif kontrol;   M. tuberculosis ATCC 25177

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

Yöntem

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

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

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

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

Bu ifl lemin yap› lmamas›  yanl ›fl  negatif  sonuca neden olabil i r .

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

duyarl›l›klar› düflüktür.

II. Nitrat Redüksiyonu Testi

Mikobakteriler nitroredüktaz enzimi üreterek nitratlar› nitritlere indirgeyebilirler.

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

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

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

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

ile de kombine edilebilir.

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

Gereçler

1. Steril pastör pipetleri

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

KH2PO4 1.17 g

Na2HPO4 1.93 g

H2O 1000.0 ml (final volüm)

pH: 7.0 olmal›d›r.

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

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

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

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

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

Koyu fliflelerde, buzdolab›nda bir aya kadar saklanabilir.

Kalite Kontrol

Pozitif kontrol; M. tuberculosis ATCC 25177

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

Yöntem

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

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

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

1     damla konsantre HCl

2     damla %0.2 sulfanilamid

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

eriyi¤i

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

varl›¤› araflt›r›l›r.

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

laboratuvarlarda renk de¤iflimi kantitatif olarak de¤erlendirilmektedir.

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

III. Katalaz Testi

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

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

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

yöntemi olarak kullan›lmaktad›r. Mikobakteri türlerinin identifikasyonunda

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

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

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

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

haz›rlanm›fl olmal›d›r.

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

kolonileri

Gereçler

1. Middlebrook 7H9 broth

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

3. %30 Hidrojen peroksit (Superoxol)

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

kar›fl›m› haz›rlamak kolaylaflir).

5. M / 15 fosfat tampon (0.067 M)

Kalite Kontrol

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

680C’de oluflmaz.

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

oluflur.

Yöntem : ‹ki farkl› yöntem uygulan›r.

a. Is›ya stabil katalaz testi

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

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

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

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

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

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

beklenmelidir.
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b. Semikantitatif katalaz testi

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

yedi gün bekletilir.

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

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

b›rak›lmal›d›r.

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

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

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

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

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

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

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

Semikantitatif katalaz testi:

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

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

güçlü katalaz reaksiyonu verir.

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

 M. tuberculosis ve MAC zay›f katalaz reaksiyonu verir

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

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

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

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

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

Edilmesi

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

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

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

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

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

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

Gereçler

1. TCH duyarl›l›k besiyeri

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

3. Steril distile su

4. Bölmeli petri plaklar›

Kalite Kontrol

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

Negatif kontrol: M. tuberculosis ATCC 25177 (dirençli)

TCH duyarl›l›k besiyerinin haz›rlanmas›

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

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

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

I. ve III. kadran›na dökülür.

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

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

IV. kadrana dökülür.

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

saklanabilir.

Yöntem

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

uygun dilüsyonlar› yap›l›r.

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

inoküle edilir.

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

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

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

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

say›l›r.

De¤erlendirme :  TCH’li besiyerinde üreyen koloni say›s›, kontrol besiyerinde

üreyen koloni say›s›n›n %1’inden fazla ise dirençli kabul edilir.
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V. Pirazinamidaz Testi

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

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

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

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

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

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

Gereçler

1. Pirazinamidaz substrat besiyeri:

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

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

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

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

alt› ay saklanabilir.

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

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

Kalite Kontrol

Pozitif kontrol: M. intracellulare ATCC 13950

Negatif kontrol: M. kansasii ATCC 12478

Yöntem

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

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

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

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

bekletildikten sonra agarda pembe bir bant oluflumu gözlenir.

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

yönünden yeniden incelenir.

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

oluflumu pozitif kabul edilir. Negatif sonuç al›nd›¤›nda ikinci tüpün inkübasyonu

yedi güne uzat›larak test tekrarlan›r.
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Tüberküloz basillerinin identifikasyonu için uygulanacak algoritma, laboratuvarda

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

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

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

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

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

sistemi kullanan laboratuvarlar için M. tuberculosis kompleksin identifikasyonunda

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

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

Yrd.Doç.Dr. Nuri ÖZKÜTÜK

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

Manisa

E-posta: nozkutuk@hotmail.com

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

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

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

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

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

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

Middlebrook 7H9 s›v› besiyerinin kullan›ld›¤› antimikobakteriyal duyarl›l›k test

yöntemlerinden BACTEC 460TB ve BACTEC-MGIT 960 gibi h›zl› ticari sistemler de

yayg›n olarak kullan›lmaktad›r. MD7H10’un kullan›ld›¤› agar proporsiyon yöntemi

ile BACTEC 460TB ve BACTEC-MGIT 960 yöntemleri CLSI (Clinical Laboratory

Standarts Institutes) taraf›ndan önerilen yöntemlerdir. LJ’nin kullan›ld›¤›

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

taraf›ndan önerilmektedir.

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

(AGAR PROPORS‹YON YÖNTEM‹)

Prensip: Proporsiyon yöntemi belli bir ilaç konsantrasyonunda (Kritik

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

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

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

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

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

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

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

Yöntemi) referans yöntem olarak kabul etmektedir.
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Antibiyotik Solüsyonlar›n›n Haz›rlanmas›:

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

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

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

• Antibiyotiklerin steril distile su ile veya uygun çözücüler ile (streptomisin

[SM], izoniazid [INH] ve ethambutol[EMB] için su, rifampin [RIF] için metanol

veya dimetilsülfoksit) 10 000μg/ml’lik (en az 1000 μg/ml olmal›) stok solüsyonlar›

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

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

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

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

Potens (μg/mg)

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

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

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

Stok solüsyonlar yaklafl›k 100 mg’l›k antibiyotik miktar› ile haz›rlanmal›d›r, çünkü

daha küçük miktarlarda do¤ru tart›m güç olabilir, daha büyük miktarlar ise

ekonomik olmaz.

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

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

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

kullan›laca¤› zaman oda ›s›s›na getirilip, bekletilmeden kullan›l›r ve kalan› at›l›r.

• Antibiyotikler besiyerlerine eklenmeden önce stok konsantrasyonlardan

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

Örnek:

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

2. Vortex

3. Sterilizasyon (filtre ile)

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

5. Vortex

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

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

besiyerine eklenecek miktarlar ve besiyerlerindeki final konsantrasyonlar› Tablo

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dikkat edilmelidir.

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

saklamadan önce yüzeyleri iyice kuruyuncaya kadar birkaç saat steril kabin içinde,

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

• Daha sonra kurumaya engel olmak için deliksiz plastik torbalara konularak

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

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

kontrolü için 350°C’de 48 saat inkübe edilmelidir.

‹nokulum Haz›rlanmas›:

‹ndirekt yöntem:

Agar proporsiyon yönteminde standart bir inokulumun haz›rlanmas› önemli

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

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

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

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

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

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

edilir.

• 1–2 dakika süreyle vortekslenir.

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

süreyle tüp bekletilir.

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

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

(yaklafl›k 10
7
 CFU/ml).

• Daha sonra steril distile suyla (veya serum fizyolojik) bu süspansiyonun 10
-2

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

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

;

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

-4

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

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

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

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

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

Direkt yöntem:

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

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

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

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

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

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

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

üremeyecektir.
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‹nokulasyon ve ‹nkübasyon:

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

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

kuru olmas›na dikkat edilir.

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

(setlerden birini 10
-2
 di¤erini 10

-4
 ) iflaretlenir.

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

 basil

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

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

• Sonra II nolu set için ayn› ifllem 10
-4

 dilüsyon ile tekrarlan›r.

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

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

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

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

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

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

›fl›ktan korunmal›d›r.

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

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

Plaklar›n Okunmas› ve Yorumlama:

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

incelenir. Kontaminasyon saptan›rsa, test tekrar edilir.

• Test besiyerlerinde ise antibiyotiksiz kontrol bölmeleri üç hafta boyunca her

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

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

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

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

haftadan sonra plaklar de¤erlendirilmemelidir. Dördüncü haftadan sonra beliren

koloniler direnci göstermeyebilir.

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

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

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

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

kontrol bölmesindeki koloni say›s›

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

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

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

yap›lmal›d›r.

• Fakat 10
–2

 dilüsyon ekim yap›lm›fl kontrol bölmesinde say›lamayacak kadar

koloni varsa (+3,+4) ve 10
–4

 dilüsyon ekim yap›lm›fl kontrol bölmesinde 50’den

az koloni varsa, 10
–4

 dilüsyon ekim yap›lm›fl kontrol bölmesindeki koloni say›s›

100’le çarp›l›p 10
–2

 dilüsyon ekim yap›lm›fl kontrol bölmesindeki koloni say›s›

hesaplanabilir.

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

de¤erlendirilmelidir, bu durumda mikroorganizma tüm antibiyotiklere duyarl›

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

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

Kalite Kontrol:

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

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

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

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

ilaçlara karfl› duyarl› olmal›d›r.

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

Prensip:

Proporsiyon yönteminin prensibini temel alan bu test CLSI taraf›ndan

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

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

Antibiyotik Solüsyonlar›n›n Haz›rlanmas›:

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

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

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

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

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

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

yap›lmal›d›r.

Tuz solusyonu:

Monopotasyum fosfat.....2400 mg

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

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

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

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

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

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

• 115ºC’de 20 dk steril edilir.

• 25 adet temiz, taze, iri boy yumurta sabunlu su ile iyice f›rçalanarak temizlenir.

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

15 dk %70’lik etanolde b›rak›l›r). Sonra büyükçe, a¤z› kapat›labilen, steril bir

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

çalkalan›r.

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

yeflili 20-25ml ilave edilir.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Not: Proporsiyon yönteminde dirence karar verirken kritik konsantrasyondaki

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

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

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

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

konsantrasyonlar ve önerilen di¤er konsantrasyonlar görülmektedir..

‹nokulum Haz›rlanmas›:

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

indirekt yöntemde basil süspansiyonunun 10
-3
 ve 10

-5
 dilüsyonlar› önerilmektedir.

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

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

fleklinde 5 kez tekrarlan›r ve 10
-1
, 10

-2
, 10

-3
, 10

-4
, 10

-5
 dilüsyonlar elde edilir. Her

bir dilüsyondan sonra tüp vortekslenmelidir. Sonra 10
-3

 ve 10
-5

 dilüsyonlar›

inokulasyon için kullan›l›r.

‹nokulasyon ve ‹nkübasyon:

• 10
-3

 (1/1000) ve 10
-5

 (1/100000) dilüsyonlardan, 2’fler adet ilaçs›z kontrol

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

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

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

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

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

Sonuçlar›n De¤erlendirilmesi:

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

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

testlerde bu dilusyon 10
-5
 olabilece¤i gibi 10

-3
 de olabilir. De¤erlendirmede de¤iflik

tüplerdeki koloniler say›l›r, bu say›mlara göre dirençli basil oran› saptan›r. Ç›kan

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

ilaca karfl› duyarl› ya da dirençli oldu¤una karar verilir. LJ ile proporsiyon

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

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

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

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

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

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

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

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

Prensip: Mikobakteriler antibiyotik içeren ve içermeyen Bactec 12B

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

derecesiyle orant›l›d›r.

Tüberküloz basillerinin duyarl›l›k testi direkt veya indirekt yöntemle yap›labilir.

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

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

üreyen mikroorganizman›n saf kültürü test edilir.

‹ND‹REKT DUYARLILIK TEST YÖNTEM‹

Antibiyotik solüsyonlar›n›n haz›rlanmas›:

Antibiyotikler (SM, INH, RIF ve EMB) Bactec SIRE kiti olarak, liyofilize halde üretici

firma taraf›ndan sa¤lanmaktad›r. Liyofilize halde bulunan bu ilaç flifleleri

suland›r›larak stok solüsyonlar haz›rlan›l›r.
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• Liyofilize antibiyotik fliflelerinin kapa¤›n› alkollü pamukla silin.

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

tamamen çözünene kadar kar›flt›r›n.

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

konsantrasyonlar› tablo 7’de görülmektedir.

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

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

Antibiyotikli  ve antibiyotiksiz 12B fliflelerinin haz›r lanmas›:

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

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

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

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

ismini yaz›n (S,I,R,E ve K)

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

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

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

INH ve RIF için direkt stok solüsyondan, SM ve EMB için dilüe edilmifl stok

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

için ayr› bir enjektör kullan›n.

• Kontrol fliflesine herhangi bir antibiyotik eklemeyin.

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

eklemeyin. Daha yüksek konsantrasyonlarda çal›flmak isterseniz antibiyotik stok

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

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

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

‹nokulum haz›rlanmas›:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

olarak kullan›n.

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

flifleleri günlük olarak okutun.

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

bunu inokulum olarak kullan›n.

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

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

MiddleBrook 7H9 besiyerindeki üremeden inokulum haz›rlanmas›;

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

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

(kültür 1–4 haftal›k olmal›d›r)

Kat› besiyerindeki üremeden inokulum haz›rlanmas›;

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

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

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

• 1–2 dakika süreyle vortekslenir.

• Büyük partiküllerin çökmesi için 30 dk süreyle tüp bekletilir.

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

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

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

‹nokulasyon ve inkübasyon;

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

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

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

Bactec DF fliflesini s›ralay›n.

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

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

içeren dört adet 12B fliflesine 0.1ml inokule edin.
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• Ayr›ca yine 0.1ml bu süspansiyondan 9.9ml DF fliflesine ekleyin ve kar›flt›r›n.

Böylece standardize edilmifl inokulum süspansiyonunu DF ile 1/100 oran›nda dilue

edin.

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

inokule edin.

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

veya M7H11 agar pla¤›na subkültüre edin.

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

alkollü pamukla silin

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

Sonuçlar›n okunmas›:

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

kontaminasyon yönünden inceleyin. Kontaminasyon saptanmaz ise günlük ya

da hafta sonu dahil olmayan programa göre sonuçlar› okuyup, sonuçlar› kay›t

formuna iflleyin.

 Günlük programda;

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

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

• En az 4 gün okutun.

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

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

çok yo¤undur. Testi tekrar edin.

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

önce bir gün daha inkübe edin.

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

testi tekrar edin.

 Hafta sonu dahil olmayan programda;

• Testi Cuma günü yap›n.

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

okutun

• En az 3 gün okutun.

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

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

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

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

testi tekrar edin.

Yorumlama:

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

farkl›l›klar›n› (�GI) hesap edin.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

olacakt›r.

Kalite kontrol;

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

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

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

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

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

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

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

• Suflun canl›l›¤›ndan,

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

M.tuberculosis H37Rv her hangi bir ilaca dirençli bulunursa;

• Tam dirençliyse, besiyerinde antibiyotik olmayabilir veya kontamine olmufl

olabilir.

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

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

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

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

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

• Sadece SM, INH, RIF ve EMB’yi test edin.

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

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

kar›fl›m› ekleyin.

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

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

olarak inokule edin.

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

0.1ml kontrol fliflesine inokule edin. (genellikle örnek az say›da basil içerdi¤inden

inokulumun 1/100 yerine 1/10 dilüsyonu tercih edilir)

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

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

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

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

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

yorumlamay›n.

• ‹nokulumdaki mikobakteri say›s› daha az ve inkübasyon süresi daha uzun

oldu¤undan genellikle sonuçlar daha bariz olarak duyarl› veya dirençlidir. ‹laçl›

flifledeki GI’in, kontrol fliflesindeki GI’e yak›n olmas› (%20 içinde), kontrol 1/10

dilüe edilmifl oldu¤undan, %10 dirençli populasyonu düflündürür.

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

fleklinde bir not koyun.

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

rapor etmeyin.

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

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

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

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

PZA solüsyonunun haz›rlanmas›:

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

(4.000 μg/ml).

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

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

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

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

μg/ml).

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

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

edilecek tüm fliflelerde bu RF bulunmal›d›r.

‹nokulum haz›rlanmas›:

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

0.1ml Bactec RF eklenmifl Bactec 12B besiyerine subkültüre edin.

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

- Bulan›kl›¤› McFarland no1 veya daha düflük olan M7H9 besiyeri

- Kat› besiyerinden haz›rlanm›fl ve bulan›kl›¤› McFarland no1’e yak›n süspansiyon

• Karanl›kta 37±1ºC’de inkübe edin.

• Subkültürü günlük olarak okutun.

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

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

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

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

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

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

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

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

fazla geçen kültürleri inokulum olarak kullanmay›n.

‹nokulasyon ve inkübasyon:

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

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

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

dilüe etmeyin.

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

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

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

Sonuçlar›n okunmas›:

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

inceleyin.

• fiifleleri günlük olarak okutun.

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

• En az 4 gün okutun.

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

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

testi yorumlamay›n.

Not: Hafta sonu dahil olmayan program kullan›lacaksa S‹RE için kullan›lan

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

okutulmaya bafllan›l›r.

Yorumlama:

Sonuçlar› afla¤›daki gibi yorumlay›n;

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

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

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

sonuçlar 4 günden önce raporlanmamal›d›r.

Kalite kontrol:

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

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

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

Prensip:

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

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

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

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

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

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

maddenin floresans yaymas›na neden olur.

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

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

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

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

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

ve duyarl› ya da dirençli olarak bildirir.

Antibiyotik solüsyonlar›n›n haz›rlanmas›:

 Antibiyotikler SM, INH, RIF ve EMB Bactec MGIT SIRE kiti içinde liyofilize halde

üretici firma taraf›ndan sa¤lanmaktad›r. Liyofilize halde bulunan bu ilaç flifleleri

suland›r›larak stok solüsyonlar haz›rlan›l›r.

• Liyofilize antibiyotik fliflelerinin kapa¤›n› alkollü pamukla silin.

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

çözünene kadar kar›flt›r›n.

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

konsantrasyonlar› tablo 8’de görülmektedir.

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

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

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

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

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

benzerdir.

Antibiyot ik l i  ve antibiyot iksiz  MGIT tüplerinin  haz›r lanmas› :

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

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

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

SIRE).

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

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

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

yard›m› 100μl pipetleyin (tablo 8).

• Kontrol (GC) tüpüne hiçbir antimikrobiyal ajan eklemeyin.

‹nokulum haz›rlanma:

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

Kat› besiyerinden ‹nokulum haz›rlanmas›;

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

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

edin.

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

Süspansiyon bulan›kl›l ›¤› McFarland no1 standard›n› geçmelidir.

• Süspansiyonu 20 dakika bekletin.

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

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

McFarland no:0.5 standard›na göre ayarlay›n.

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

(1/5 dilüsyon)

Pozitif MGIT tüpünden inokulum haz›rlanmas›;

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

dahil 5. güne kadar kullan›labilir.

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

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

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

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

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

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

‹nokülasyon:

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

0.5ml pipetleyin.

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

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

0.5ml pipetleyin.

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

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

k›lavuzuna göre)

• ‹nokulum süspansiyonundan kanl› agara 0.1ml ekin, 35-37 °C’de inkübe edin.

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

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

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

Sonuçlar›n yorumlanmas› ve rapor edilmesi:

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

cihaz› sonucu duyarl› olarak yorumlar.

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

dirençli olarak yorumlar.

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

olarak rapor edilir.

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

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

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

Uyar›lar:

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

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

(dirençli) olarak rapor edilir.

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

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

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

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

art›racakt›r.

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

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

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

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

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

inokulum görsel olarak McFarland no: 0.5 bulan›kl›k standart›na ayarlanmal›d›r;

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

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

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

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

verebilir.

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

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

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

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

sonuçlanabilir.

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

sonuçlanacakt›r, 8 saat içinde sorun çözülmelidir. Sorun 8 saatde çözülmez ise,

AST seti at›lmal› ve test tekrar edilmelidir.

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

BACTEC MGIT 960 growth suplementi eklemeyin.

Kalite kontrol:

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

M.tuberculosis ATCC 27294 kalite kontrol (QC) sufllar› test edilmelidir. Ayr›ca

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

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

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

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

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

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

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

Prensip:

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

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

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

Middlebrook 7H9 broth içerir.

Antibiyotik solüsyonlar›n›n haz›rlanmas›:

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

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

su kullan›lmas›d›r (tablo 8).

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz MGIT tüplerinin haz›rlanmas›:

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

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

önerilerine göre).

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

suplementin kullan›lmas› önemlidir.

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

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

• Kontrol tüpüne antimikrobiyal ajan eklemeyin.

‹nokulum haz›rlanmas›:

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

‹nokülasyon:

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

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

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

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

kontrol süspansiyonundan 0.5ml pipetleyin.

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

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

PZA’y› seçin.

Sonuçlar›n yorumlanmas› ve rapor edilmesi:

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

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

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

ederek sonuçlar› do¤rulay›n.

Uyar›lar:

• PZA duyarl›l›k testinde CLSI, referans yöntem olarak BACTEC 460TB yöntemini

önermektedir. Nonradyometrik BACTEC MGIT 960 PZA kiti, BACTEC 460TB yöntemi

ile yaklafl›k ayn› sürede duyarl›l›k sonucu vermektedir. Benzer sonuçlar elde

edebilmek için MGIT 960 PZA kitinde, BACTEC 460TB’de oldu¤u gibi PZA’n›n

100g/ml konsantrasyonu kullan›lmaktad›r.

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

haz›rlanan; McFarland no 0.5 standard› kullan›lmadan haz›rlanan; uygun

dilüsyonlarda haz›rlanmayan inokulumlar yanl›fl sonuçlar verebilir.

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

yanl›fl sonuçlar verebilir.

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

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

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

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

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

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

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

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

    Hasta ad› soyad› : ‹nokulasyon tarihi :

    Hasta no : Okuma tarihi :

    Örnek ad› : Test yöntemi :

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

Hasta ad› soyad› : ‹nokulasyon tarihi :

Hasta no : ‹nokulum kayna¤› :

Örnek ad› : ‹nok. GI de¤eri :

Test yöntemi :

Rapor tarihi : Okuma program›:
(günlük/haftasonu hariç)
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Mikroskopi ve kültür gibi klasik tan› yöntemleri Mycobacterium’lara ba¤l›

infeksiyonlar›n tan›s›nda önemini eskisi gibi korumakla birlikte daha uzun zaman

almakta ve yeni etkenlerin tan›mlanmas›nda yetersiz kalabilmektedir. Moleküler

yöntemler oldukça h›zl› olmalar› ve tan›mlama aral›klar›n›n geniflli¤i nedeniyle

Mycobacterium infeksiyonlar›n›n tan›s›nda da yayg›n kullan›m alan› bulmufltur.

Mycobacterium infeksiyonlar›n›n tan›s›nda kullan›lan moleküler yöntemlerin

amac›, flu ana bafll›klar alt›nda toplanabilir:

• Mycobacterium’lar›n klinik örneklerde varl›¤›n›n saptanmas›,

• Klinik örneklerde bulunan veya kültürde üretilen bakterilerin türlerinin

saptanmas› veya tiplendirilmesi,

• Mycobacterium’lar›n antimikrobiyal ilaçlara karfl› dirençli olup olmad›klar›n›n

araflt›r›lmas›,

• Moleküler epidemiyolojik araflt›rmalar ile Mycobacterium infeksiyonlar›n›n

kayna¤›n›n ortaya ç›kart›lmas›.

POL‹MERAZ Z‹NC‹R REAKS‹YONU (POLYMERASE CHAIN REACTION, PCR)

PCR ilk defa Kary Mullis taraf›ndan 1985 y›l›nda tan›mlanm›flt›r (1). Bu yöntemde

ço¤alt›lmas› (replikasyon) istenen DNA örne¤i, replikasyon için gereken maddelerle

birlikte bir tüpe konarak, üç de¤iflik ›s›da bir döngü (siklus) içerisinde tutulur.

• Denatürasyon: Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nda ilk basamak DNA’n›n

denatürasyonudur. 94-95°C'ye ›s›t›lan DNA'n›n iki zinciri birbirinden ayr›l›r.

• Ba¤lanma (annealing): ‹kinci basamak ba¤lanmad›r Ortama konmufl ve sadece

ço¤alt›lmak istenen DNA bölgesine özgül iki primer, s›cakl›¤›n (50-70°C'ye)

düflürülmesiyle, ilk basamakta ayr›lm›fl olan kal›p DNA’n›n özgül olduklar›

bölgelerine ba¤lan›rlar.
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• Uzama (ekstansiyon): Üçüncü basamak primerlerin uzamas›d›r. Ortama

konmufl ve optimum sentez s›cakl›¤› 72-74 °C olan Thermus aquaticus (Taq)

polimeraz› (ya da ›s›ya dayan›kl› baflka polimerazlar) bu ›s›da hedef DNA’ya

yap›flm›fl primerlerin 3’ ucundan bafllayarak istenen DNA bölgesinin sentezini

yapar.

PCR Uygulamas›nda Karfl›lafl›lan Sorunlar

• Yalanc› pozitif ve negatiflik

• Deneyimli personel ve hassas çal›flma gerektirme

• Uzun süre ve ifl yo¤unlu¤u

• Özel laboratuar alt yap›s› ve ekipman gerektirme

• Sonuçlar›n deneyimli kifliler taraf›ndan yorumlanmas›

• Standardizasyon gereklili¤i

• Maliyet

RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM (RFLP)

Restriksiyon enzimlerinin (RE)’leri çift zincirli DNA dizisini belli nükleotit

dizelerinden (ör. ATGC gibi) tan›yan ve kesen enzimlerdir. Günümüzde yaklafl›k

1200 RE tan›mlanm›fl ve s›n›fland›r›lm›flt›r. S›n›fland›rmada ilk üç harf enzimin

kayna¤› olan bakteriyi; romen rakamlar› da tan›mlanma s›ras›n› ifade eder.

Örne¤in PvuI enzimi Proteus vulgaris’ten elde edilen ilk RE’ni ifade eder.

RFLP tüm kromozomal DNA veya PCR sonras› elde edilen DNA’n›n RE’leri ile

kesilerek DNA parçalar›n›n agaroz jelde büyüklüklerine göre ayr›ld›ktan sonra

ethidium bromid ile boyanarak de¤erlendirilmesi esas›na dayan›r.

UYGULAMA

PCR ve RFLP YÖNTEMLER‹ ‹LE MYCOBACTERIUM TÜRLER‹N‹N  ‹DENT‹F‹KASYONU

Gereken Maddeler

EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) Sigma

Trizma Base Sigma

Borik asit Sigma
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Chelex-100 Sigma

Standard agaroz Sigma

NuSieve GTG agaroz FMC BioProduct

Ethidium bromid Sigma

Taq polimeraz (5 U/μl) 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 Eczac›bafl› ilaç

Muhtelif Filtreli pipet uçlar›: 1-10, 10-100, 50-200 ve 100-1000 μl hacimlerinde

Muhtelif Eppendorf tüpleri: 0.2 ml (ince cidarl›), 0.5 ml, (thermal cycler’da

kullan›lacaksa ince cidarl›) ve 1.5 ml (yaz› yazmak için yan yüzleri pürüzlü)

hacimlerinde

Gereken Aletler

Su banyosu veya kuru ›s›t›c› blok Nüve, Clifton veya di¤er markalar

Vorteks Techne veya di¤er markalar

Derin dondurucu (-20oC) Nuarie veya di¤er markalar

Buzdolab› 2 adet (temiz ve kirli odada) -20 oC’lik bölmesi olan ve No frost de¤il

Laminer hava ak›ml› kabin CB 1204, dan LAF veya yerli üretim

Mikrosantrifüj en az 14.000 devir, so¤utmal› olabilir

Thermal cycler Birçok üretici var

Agaroz Jel Elektroforez Sistemi Birçok üretici var

pH metre Birçok üretici var

UV transilliminatör Birçok üretici var

Mikrodalga f›r›n veya

küçük elektrik ›s›t›c›s› Birçok üretici var

Mikropipetler (1-10, 10-100, 50-200, 100-1000 l) Rainin, Biohit, Costar
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Çal›flman›n Üç Aflamas› Bulunmaktad›r:

1. Mycobacterium DNA’s›n›n izole edilmesi:  DNA izolasyon kiti kullan›lacakt›r.

2. Mycobacterium DNA’s›n›n ço¤alt›lmas›: Spesifik 65 kilo daltonluk ›s› flok

proteini (hsp65) bölgesinin PCR ile ço¤alt›lmas›: Tüberküloz basilleri kompleksi

d›fl›ndaki mikobakterilerde de bu gen bulunur. Ancak Mikobakteri türleri aras›nda

polimorfizm gösterir.

3. Tüm mycobacterium’lara spesifik 65 kilo daltonluk ›s› flok proteini bölgesine

ait PCR ürününün restriksiyon enzimleri ile kesilerek mycobacterium türlerinin

identifikasyonu.

I. Mycobacterium DNA’s›n›n ‹zole Edilmesi:

Nükleik asitlerin hücrelerden ayr›larak, fiziksel ve/veya kimyasal ifllemlerden

geçirilip saflaflt›r›lma ifllemi ekstraksiyon olarak tan›mlanmaktad›r. Bu ifllem

esnas›nda nükleik asidlerin parçalanmaya karfl› korunmas›, amplifikasyon

inhibitörlerinin ortamdan uzaklaflt›r›lmas› ve hedef nükleik asidin saflaflt›r›larak

konsantre edilmesi amaçlanmaktad›r. De¤iflik ekstraksiyon yöntemleri

gelifltirilmifltir: Fenol-kloroform yöntemi, distile suda kaynatma, deterjanlar +

proteinaz K, de¤iflik kimyasallar›n kullan›m› (Chelex-100, Guanidium vb.) ve

sonikasyon gibi yöntemler DNA ekstraksiyonu için kullan›lm›flt›r. Ayr›ca ticari

olarak kullan›lan DNA/RNA ekstraksiyon kitleri mevcuttur. Mikobakterilerin DNA

izolasyonu ekstraksiyon kitleri ile yap›lmas› planlanm›flt›r.

      II. Mycobacteriumlara spesifik hsp65  bölgesinin PCR ile ço¤alt›lmas›:

DNA’n›n ço¤alt›labilmesi için PCR tepkime kar›fl›m›nda gerekli olan elemanlar :

• DNA Extrakt›: Ekstraksiyonu yap›lm›fl, DNA ekstraksiyon kiti yard›m› ile

amplifikasyona haz›r hale getirilmifl DNA örne¤idir.

• Primer’ler: Ço¤alt›lacak bölgeyi sa¤dan ve soldan s›n›rlayan, ço¤alt›lmas›

istenen bölgenin iki ucundaki DNA dizisini özgül olarak tan›y›p ba¤lanacak olan

bir çift sentetik DNA parçalar›d›r. Primerler liyofilize halde geldi ise DNAz ve

RNAz free distile suda 10 veya 50 pmol/μl olacak flekilde suland›r›l›r. Daha sonra

küçük hacimlere (10-20 örneklik) bölünerek -20oC’de saklan›r. Tüm

mycobacterium’lar›n PCR ile saptanmas› için primer TB11: 5’-ACC AAC GAT GGT

GTG TCC AT-3’ ve TB12: 5’-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3’ kullan›l›r .  
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• dNTP Kar›fl›m›: Amplifikasyon esnas›nda denatüre edilen zincirlerin

tamamlanmas›nda kullan›lacak olan deoksi nükleotit trifosfatlar (dNTP’ler: eflit

oranda dATP, dGTP, dCTP, dTTP)’lardan oluflur. 100 mM konsantrasyonda olan

stok dNTP’ler 10 defa DNAz ve RNAz free distile suda suland›r›larak küçük

hacimlere (25-50 örneklik) bölünerek -20oC’de saklan›r. Suland›r›lan bu solüsyondan

50 μl PCR kar›fl›m› için 1μl dNTP eklenir.

• DNA Polimeraz: PCR çal›flmalar›n›n büyük ço¤unlu¤unda Thermus aquaticus

(Taq) bakterilerinden elde edilen termostabil Taq DNA polimeraz enzimi

kullan›lmaktad›r. Taq DNA polimeraz optimal s›cakl›kta (70-80oC) saniyede 35-

100 nükleotidin polimerizasyonu ve 5’-3’ ekzonükleaz aktivitesini gerçeklefltirme

yetene¤ine sahiptir (1,16). Taq polimeraz genellikle 5 ünite/μl konsantrasyonda

gelir ve -20oC’de saklan›r.

• Tamponlar ve MgCl2: 10x PCR tamponunda 100 mM Tris ve 500 mM KCl

bulunur. Taq DNA polimeraz MgCl2 varl›¤›nda etkindir. MgCl2’ün PCR’›n özgüllü¤ü

ve ürün verimi üzerinde çok önemli bir etkisi vard›r. Genellikle optimum MgCl2

konsantrasyonu olarak  1.5 mM tercih edilir. Düflük Mg+2 iyon konsantrasyonu

zay›f ürün oluflumuna, yüksek Mg+2 iyon konsantrasyonu ise spesifik olmayan

ürün oluflumuna sebep olmaktad›r. 10x PCR bufer ve MgCl2 (25 mM) genellikle

Taq enzimi ile birlikte gelir ve afla¤›da belirtilen konsantrasyonda kullan›l›r.

Yukar›daki kar›fl›m vortekslenerek kar›flt›r›ld›ktan sonra santrifüje edilir. Çal›fl›lacak
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örnek say›s›n›n çarp›m› kadar haz›rlanan kar›fl›m 45’er μl olarak örnek numaralar›

yaz›lm›fl 0.2 veya 0.5 ml’lik (Thermal cycler’a ba¤l› olarak) eppendorf tüplerine

da¤›t›l›r. Üzerine 5 μl Mycobacterium DNA’s› eklenerek thermal cycler aletine

yerlefltirilir. Thermal cycler aletinde afla¤›daki siklus program› uygulan›r:

Tüm Mycobacterium’lara Spesifik PCR Program›:

94 oC’de 5 dk 1 siklus

94 oC’de 1 dk

55 oC’de 1 dk 35 siklus

72 oC’de 2 dk

72 oC’de 8 dk  1 siklus

c) Agaroz Jel Elektroforezi:

Amplifiye edilen PCR ürünleri de¤iflik yöntemlerle belirlenebilir. En yayg›n olarak

kullan›lan› agaroz jel elektroforezidir. PCR ile elde edilen ürünler agaroz jel

kullan›larak elektrik alan›nda büyüklü¤üne göre ayr›l›r. Agaroz jelde DNA

bantlar›n›n görülebilmesi için PCR ürünlerinin flouresan bir boyayla (ör. Ethidium

bromid) muamele edilmesi gerekir. Ethidium bromid’le boyanan DNA bantlar›

ultraviyole (UV) transilliminatör veya epiilliminatör ›fl›¤› alt›nda görünür hale

gelir. Beklenen PCR ürünlerinin varl›¤› DNA molekül a¤›rl›k standartlar› (DNA

marker) veya pozitif kontroldeki bant büyüklü¤ü ile karfl›laflt›r›larak belirlenir.

Beklenen PCR ürünü büyüklü¤üne göre agaroz konsantrasyonu afla¤›daki tablodan

belirlenir.

Tablo 2: Agaroz Konsantrasyonu ile DNA Ay›rma Gücü Aras›ndaki ‹liflki.



82

PCR Ürününün Agaroz Jelde Yürütülmesi:

• ‹lk olarak PCR ürününü büyüklü¤ü hesaplanarak kullan›lacak jelin agaroz

yüzdesine karar verilir (Tablo). 200 ile 3000 baz çifti aras›ndaki bir ürün için %

1.5’lik agaroz yeterlidir.

• Önce agaroz ve terazinin bulundu¤u odaya girilir. Elektroforez tank›n›n

büyüklü¤üne göre dökülecek jel miktar› belirlenir. Örnek: 40 ml’lik tank için; 0.6

gram agaroz tart› l ›p 40 ml 0.5X TBE tamponuna i lave edil ir .

• 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 suland›r›larak 0.5X TBE

bufer kullanma solüsyonu haz›rlan›r.

• 40 ml 0.5X TBE bufer behere konulur. Üzerine tart›lan agaroz eklenerek

kar›flt›r›l›r.

• Mikrodalga f›r›nda 1 dakika 400 Watta tutulur. Mikrodalga yoksa ocak

üzerinde arada bir kar›flt›r›larak agaroz eritilebilir.

• Kar›flt›r›ld›ktan sonra so¤umas› için beklenirken agaroz jelin dökülece¤i plate

haz›rlan›r. Örnek say›s›na göre 8’li veya 12’li tarak yerlefltirilir.

• 50oC civar›na kadar so¤uyan 40 ml’lik agaroza 4 μl ethidium bromide (5

mg/ml) eklenip kar›flt›r›ld›ktan sonra jel dökülür.

• Jel donduktan sonra (yaklafl›k 30 dakika oda ›s›s›nda) plate’nin iki taraf›ndaki

lastikler ve tarak ç›kar›l›r.

• Her örnek için parafilm üzerine 2 μl yükleme solüsyonu (5x Loding bufer: 250

mg Bromophenol blue, 3 ml gliserol, 7 ml distile su) konur. 10’ar μl PCR ürünü

2 μl yükleme solüsyonu ile kar›flt›r›ld›ktan sonra s›rayla agaroz jele yüklenir.

• 125 voltta 20 dakika veya 90 voltta 60 dakika elektroforez uygulan›r.

• Elektroforez durdurulduktan sonra jel UV transilliminatörde incelenir. Beklenen

bant görülen örnekler pozitif kabul edilir. Gerekirse poloroid foto¤raf makinas›

veya jel dökümantasyon sistemi ile jeller foto¤ aflan›r.

III. Tüm Mycobacterium’lara Spesifik 65 Kilo Daltonluk Is› fiok Proteini Bölgesine

Ait PCR Ürününün Restriksiyon Enzimleri ile Kesilerek Mycobacterium Türlerinin

‹dentifikasyonu (10)

Uygun bant görülen (beklenen yerde ve yeterli yo¤unlukta) örneklerin 11’er μl’si

HaeIII (BsuRI) ve BstEII (Eco91I) enzimleri ile kesilerek Mycobacterium türleri

identifiye edilir.
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Tablo 4: BstEII ile PCR ürününün kesilmesi:

• Enzim ve bufer kar›fl›mlar› örnek say›s›nca temiz odada haz›rland›ktan sonra

0.2 veya 0.5 ml’lik eppendorf tüplerine 4’er μl olarak bölünür.

• Daha sonra kirli odada üzerlerine 11’er μl PCR ürünü eklenir ve 37oC’de 4

saat su banyosu veya thermal cycler’da tutulur.

• Daha sonra Mycobacterium türlerinin identifikasyonu için restriksiyon enzimleri

ile kesilen ve kesilmeyen ürünler birlikte %3’lük NuSieve GTG agaroz (FMC

BioProduct)’da yürütülür.

• PCR ürününün kesilmesi ile jel elektroforezde ortaya ç›kan bantlar›n bp

uzunluklar› de¤erlendirilerek Mycobacterium türleri identifiye edilir (fiekil 1, 2)
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EK:

1. Baz› mycobacterium türlerinin DNA amplifikasyon ürünlerinin BstEII  ve HaeIII

enzimleri ile kesim sonucu oluflan DNA bant paternleri (fiekil 1)

2. PCR-RFLP ile mikobakterilerin identifikasyon tablosu (fiekil 2)

fiekil 1 : Is› flok proteinini kodlayan gen bölgesinin ampifikasyon ürününün BstEII

enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern görüntüleri

fiekil 2: Is› flok proteinini kodlayan gen bölgesinin ampifikasyon ürününün HaeIII

enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern görüntüleri
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Dünya genelinde mikobakteriyel enfeksiyonlar›n insidans›, beklenenin

aksine 1990’lardan beri önemli art›fl göstermektedir.  Tüberküloz (TB), pandemik

ve oldukça bulafl›c› bir hastal›k olup yaklafl›k 6.1 milyar dolay›nda olan dünya

nüfusunun 1/3’ ne yak›n bir bölümü M.tubercülosis ile enfektedir. TB ile enfekte

populasyonun %1’lik bir bölümü her y›l tafl›y›c› olarak ortaya ç›kmakta ve bunlar›n

7-8 milyonunda tüberküloz geliflmekte olup, önlenebilir bir hastal›k olmas›na

ra¤men yaklafl›k 2 milyon insan sadece TB’dan ölmektedir. TB olgular›n›n %95’ten

fazlas›n›n geri kalm›fl ve geliflmekte olan ülkelerde görülmüfl olmas› dikkat

çekicidir.   Dünya Sa¤l›k Örgütü tahminlerine göre, hastal›k kontrolü ile mücadele

daha fazla etkinlefltirilmezse 2000 ile 2020 y›llar› aras›nda yaklafl›k 1 milyar insan›n

daha enfekte olabilece¤ini ve 35 milyon insan›n TB’dan ölebilece¤i bildirilmifltir.

Bu tablo göz önüne al›nd›¤›nda TB, dünyada önemini hergün artt›rmakta olan

ve halk sa¤l›¤›n› tehdit edebilen major tehlikelerden biri olma özelli¤ini günümüzde

de devam ettirmektedir.

TB hastalar›n›n erken tan› ve tedavisi bu hastal›ktan toplumun

korunmas›nda en etkili yoldur. Bu nedenle ulusal TB kontrol programlar›

çerçevesinde mikobakteriyoloji laboratuvarlar›n›n birincil amac›n›, insidans›

düflürmek için enfeksiyöz akci¤er tüberküloz olgular›n›n en k›sa sürede tespiti,

do¤ru identifikasyonu ve tedavisinin takibi oluflturur. Bu nedenle klinik

mikobakteriyoloji laboratuvarlar› TB’un yay›l›m›n› önlemede ve kontrol alt›na

alabilmede önemli bir role sahiptir.

Tüberkülozda ilk tan› klinik verilerle yap›lm›fl olsa bile kesin tan› için

etkenin direkt bak›da tespiti ve kültürde üretilerek tan›mlanmas› esast›r.  Bu

nedenle tan›da “gold standart” kültür ve klinik tan› birlikteli¤idir. Mikroskobik

incelemede aside dirençli basilin görülebilmesi için hasta örne¤inde 5x10
3
 - 5x10

4

/ml basil bulunmas› gerekmektedir. Kültür ile örnekte mevcut birkaç canl›

bakterinin dahi gösterilebilmesi mümkün olmakla birlikte mikobakteriler, yavafl

üreyen mikroorganizmalar olduklar›ndan bu testlerin tamamlanmas› için ortalama

2-8 haftaya gereksinim duyulur. Son y›llarda TB ilaçlar›na dirençli basillerin
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‹zolasyonlar›ndaki art›fl ve tan›ya yönelik konvansiyonel testlerin pratik olmamalar›,

uzun zaman gerektirmeleri ve tür düzeyinde tiplendirmede yetersiz kalmalar›

rutin kullan›mda sorunlar›n çözümüne yönelik aray›fllar› yeniden gündeme

getirmifltir. Hastane infeksiyonlar›n›n kontrolüne yönelik uygulamalarda, halk

sa¤l›¤› ve hasta takibine yönelik mevcut sorunlar›n çözümü amac›yla  CDC (Center

for Disease Control and Prevention) taraf›ndan, tan›sal mikobakteriyolojide

mevcut en h›zl› metodlar›n kullan›m› önerilmektedir.

Bu amaçla son 20-25 y›l içinde hasta örneklerinden ve kültür ortamlar›ndan

mikobakterilerin saptanmas›, tür düzeyinde tan›mlanmas› ve duyarl›l›k testleri

için, özgüllük ve duyarl›l›¤› yüksek, güvenilir, h›zl› sonuç verebilen ve kolay

uygulanabilir yöntemler gelifltirilmifl olup halen bu konudaki çal›flmalar h›zla

devam etmektedir. Özellikle son 10 y›l içerisinde do¤rudan hasta örneklerinden

ve/veya kültür ortam›ndan mikobakterilerin saptanmas›, tür düzeyinde

tan›mlanmas› ve antitüberküloz ilaç direncinin saptanmas›na yönelik bir çok

nükleik asid  amplifikasyon (NAA) esasl› moleküler testler kullan›ma sunulmufltur.

Bunlar iki ana bafll›k alt›nda incelenebilir.

I. Klinik örneklerden direkt olarak Mycobacterium tuberculosis complex’in 

tan›mlanmas›nda  kullan›lan moleküler tan› testleri

Bu amaçla özellikle hasta örneklerinden tan›mlamaya yönelik olarak;

direkt bak›s› pozitif  solunum örneklerinde kullan›m›na FDA taraf›ndan onay

verilen, nükleik asit amplifikasyon temeline dayanan ticari  moleküler sistemlerden

Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu(PZR) esasl› Cobas AMPLICOR MTB (Roche

Diagnostic System) testi ile Transkripsiyon esasl› amplifikasyon (TMA) yöntemi

olan Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (AMTD,Gen-Probe) ve

FDA onay› olmamakla birlikte di¤er kurulufllardan onay alm›fl ‹zotermal Dizi Yer

De¤ifltirme Amplifikasyonu (SDA) esasl› BD ProbeTecTMET MTB Direct Detection

Test (Becton Dickinson, Sparks,Md)  en yayg›n olarak kullan›mdaki ticari moleküler

tan› sistemleridir.  Benzer amaçla kullan›m› gittikçe yayg›nl›k kazanmaya bafllayan

nükleik asit amplifikasyon esas›na dayal› bir yöntem olan Real-Time PZR

(LightCycler-Roche, iCycler- B›oRad, ABI PRISIM 7000 – Applied Biosystem) cihaz›

ile uyumlu ticari kitlerle (COBAS TaqMan MTB Test,Roche Diagnostic/ fluorion

MTBC,Iontec ) , DNA•STRIP® teknolojisi ile üretilen ve Nükleik asit dizi bazl›

amplifikasyon (NASBA) tekni¤i esas›na dayal› GenoType® Mycobacteria Direct

testi (Ha›n L›fesc›ence, Germany) günümüz laboratuvarlar›nda hasta örne¤inden

TB tan›s› için kullan›lmaktad›r.



90

Cobas Amplicor MTB  Test (Roche Diagnostic Systems, Inc.. Branchburg, N.J.):

Amplicor, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)  temeline dayanan ancak PZR

ürünlerinin elektroforez ifllemi yap›lmaks›z›n saptanabilmesi amac›yla gelifltirilen

bir sistemdir. Bu yöntemde öncelikle M.tuberculosis 16S rRNA’s› , biyotinle iflaretli

primerler kullan›larak amplifiye edilir, oluflan amplikonlar›n denatürasyonunu

takiben elde edilen tek zincirler, özgül oligonükleotid problarla hibridize edilir.

Daha sonra ortama ilave edilen avidinle ba¤l› yabanturpu peroksidaz (Av-HRP)

konjugat›, biyotinle iflaretli amplikona ba¤lan›r. Ba¤lanm›fl konjugat hidrojen

peroksit varl›¤›nda 3,3’ , 5,5’ – tetrametil bezidin (TMB) ile reaksiyona girerek

renkli bir kompleks oluflturur. Sonuçlar fotometreyle ölçülerek de¤erlendirilir.

Amplicor’da kontaminasyonu önlemek için urasil-N-glikozilaz (UNG) enzimi

kullan›l›r. Bu sitemde ayr›ca örneklerdeki inhibitör madde varl›¤›, Internal

amplifikasyon control (IAC) ile monitörize edilir. Cobas Amplicor örnek haz›rlama

dahil test ifllem süresi yaklafl›k 6 saat’tir. Bu ifllemlerin tamam›, kapal› bir sistem

olan Cobas Amplicor cihaz›nda (Roche Diagnostics) gerçeklefltirilir. Sistemle ilgili

detaylar, uygulama bölümünde aktar›lacakt›r.

Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (Gen-Probe, San Diego

California): Amplifiye örnekten do¤rudan M.tuberculosis’i tan›mlayan bir sistemdir.

Bu sistemde, Transkripsiyon esas›na dayal› amplifikasyon (TMA) ve Gen-Probe

Hibridizasyon Protection Assay (HPA) tekni¤i birlefltirilmifl olup amplifikasyon ve

arama iki aflamal› olarak ard arda gerçekleflir. Hedef, mikobakterinin  rRNA’s›

olup test süresi yaklafl›k 3.5 saattir.

Haz›rlanan örneklerden sonikasyonla elde edilen mikobakteri hedef

nükleik asidi (16S rRNA) izotermal olarak TMA yöntemi ile 42oC’de tek bir tüpte

amplifiye edilir. Ribozomal RNA her mikobakteri hücresinde yaklafl›k 2000 kopya

olarak bulunur Bu yöntemde kendi kendine devam eden bir dizi kopyalama

ifllemi olur. Oluflan amplikonlar HPA aflamas›nda akridinyum esterle iflaretli DNA

problar› ile birleflerek kararl› RNA:DNA hibridleri oluflturur. ‹flaretli RNA:DNA

hibritleri luminometrede Ba¤›l Ifl›k Birimi (Relative Light Un›te-RLU) cinsinden

ölçülür. ‹nhibitör varl›¤›n› araflt›rmak için sistemde internal amplifikasyon kontrol

bulunmamaktad›r. MTD için inhibitör testi, kuflkulu durumlarda veya gerekti¤inde

ekstrakte edilmifl balgam›n içerisine yaklafl›k 10-100 MTBC basili konularak test

tekrar› ile yap›l›r. Negatif sonuç inhibitör varl›¤›n› gösterir.

BD ProbeTecTMET MTB Direct Detection Test (Becton Dickinson, Sparks,Md):

BDProbe Tec ET sistemi, nükleik asit amplifikasyonu (NAA) esasına dayalı bir
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yöntem olan SDA (‹zotermal Dizi Yer De¤ifltirme Amplifikasyonu) prensibi ile

çalıflan ve floresan enerji transfer saptama teknolojisiyle birlefltirilmifl, direkt

olarak hastaya ait solunum örneklerinde (balgam, indüklenmifl balgam, BAL ve

di¤er solunum örnekleri) ve/veya pozitif kültürlerde M.tuberculosis complex’e

ait genetik materyali izotermal olarak hedef ço¤altıp saptayabilen, kullanım

kolaylı¤ı olan yarı otomatize bir sistemdir.

Hedef DNA, özgül primerler, DNA polimeraz, restriksiyon enzimi ve floresan

iflaretli saptama probu SDA tekni¤inin ana bileflenlerini oluflturur. Bu sistem için

primer amplifikasyon hedefleri IS 6110 insersiyon dizisi ve 16S rRNA genidir. Söz

konusu sistem, örneklerdeki hedef DNA’n›n amplifikasyonu ve saptanmas›n›

kapal› bir sistem format›nda, SDA için gerekli reaktiflerle kaplanm›fl kopar›labilir

stripler halindeki  kuyucuklarda gerçekleflirirken  ayn› zamanda kontaminasyona

karfl› k›smen güvenli bir ortam sa¤lar. Sistemde, inhibitör varl›¤›n› saptamak

amac›yla internal amplifikasyon kontrolü (IAC) kullan›l›r. Böylece yalanc›

negatiflikler önlenebilmekte ayr›ca kalite kontrol amaçl› pozitif ve negatif

kontroller kullan›larak test sonuçlar›n›n güvenilirli¤i artt›r›labilmektedir. Bu testin

duyarl›l›k ve özgüllü¤ü smear pozitif  solunum örneklerinde  oldukça iyidir. Testin

tedavi görmekte olan hastalarda kullan›m› önerilmemekle birlikte  tedaviye yeni

bafllanm›fl (1haftadan daha k›sa süreli) hastalarda takip amaçl› kullan›labilmektedir.

Hasta örne¤inden M.tuberculosis complex’in BDProbeTec ET sistemi ile saptanma

süresi yaklafl›k 3.5 saat’tir

GenoType® Mycobacteria Direct (Ha›n L›fesc›ence, Nehren- Germany) : Hasta

örneklerinden direkt olarak çal›fl›lmak üzere DNA strip teknolojisi ile üretilen bir

testtir.  Test süresi yaklafl›k 4 saat olup haz›rlanan hasta örneklerinden ekstrakte

edilen mikobakteriye ait hedef rRNA, öncelikle izotermal olarak NASBA (Nükleik

asit dizi bazl› amplifikasyon) yöntemi ile 41oC’de amplifiye edilir. (Thermalcycler

ihtiyac› yoktur). Amplifikasyonu takiben Revers hibridizasyon reaksiyonu esas›na

göre üretilmifl striplerde hibridizasyon ifllemi gerçeklefltirilerek identifikasyon

sa¤lan›r.  Yüksek özgüllü¤e sahip olan bu test ile,  klinik olarak önemli mikobakteri

türlerinden; M. tuberculosis complex, M. malmoense, M. avium, M. kansasii ve

M. intracellulare tan›mlanabilmektedir.

Real-Time PZR MTB Assay  (LightCycler- Roche, iCycler - BIO-RAD, ABI PRISIM

7000 – Applied Biosystem) :  Bu ticari sistemler, nükleik asit amplifikasyonu ile

efl zamanl› olarak  art›fl gösteren floresan sinyalinin ölçülmesiyle örnekte

M.tuberculosis complex varl›¤›n› saptayabilen  PZR esasl› sistemlerdir. Bu sistemde,
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ürünlerin analizi  reaksiyon s›ras›nda yap›ld›¤›ndan agaroz jel elektoforezi ve

DNA bantlar›n›n görüntülenmesi gibi PZR sonras› analizlere gerek

duyulmamaktad›r. Bu amaçla hedefe (16S rRNA) özgül primer veya problar

kullan›l›r. Günümüzde, direkt bak›s› pozitif hasta örnekleri ile kültür pozitif

solunum örneklerinde M.tuberculosis complex’in varl›¤›n› ortaya koyabilmede

ve di¤er mikobakterilerden ay›r›m›nda   gelifltirilmifl en h›zl› yöntem olup,

gelifltirilmifl NAA esasl› teknolojiler içinde ileriye yönelik iyi bir alternatif oldu¤u

düflünülmektedir. Tüberküloz tan›s›nda kullan›m alan› bulmufl çeflitli Real-Time

PZR yöntemi mevcut olup bu yöntemle elde edilmifl ürünlerin saptanmas›

SyberGreen boyas› , özgül problarla (Fluorescence Resonance Energy Transfer:FRET,

flourion MTBC, Iontec) veya TaqMan problar› (Cobas TaqMan MTB, Roche

Diagnostic) kullanarak üç yolla gerçeklefltirilebilir.

Moleküler Tan›da Kullan›lan Ticari sistemlerin Kullan›mlar›na Yönelik Öneriler

Ticari sistemlerin en önemli avantajlar›, konvansiyonel tekniklere göre

daha h›zl› sonuç verebilmeleri, emniyetli ve güvenilir olmas›n›n yan›s›ra,

kontaminasyon riskinin düflük, buna ba¤l› olarak duyarl›l›k ve özgüllüklerinin

yüksek olmas›d›r. Ayr›ca bir ço¤unun teknik olarak otomatize veya yar› otomatize

olmalar›, reaktif ve standartlar›n›n kullan›ma haz›r olmas› laboratuvar kullan›mlar›n›

kolaylaflt›ran di¤er faktörler olarak önemlidir.

En önemli dezavantajlar› ise pahal› olmalar›, ço¤unun henüz FDA onay›

olmamas› ve bir k›sm›n›nda faz çal›flmalar›n›n tamamlanmam›fl olmas›d›r. Bunun

yan›s›ra, direkt bak›s› negatif balgam örnekleri ile ekstrapulmoner örneklerde

göreceli olarak duyarl›l›klar›n›n düflük olmas›, bazan ekstraksiyon ifllemleri s›ras›nda

hedefin yetersiz ekstraksiyonu ile örneklerde bulunabilen nukleaz ve proteaz’lar›n

amplifikasyonu inhibe ederek yalanc› negatif sonuçlara neden olabilmeleri önemli

sorunlar›d›r. Tedavi alan hastalarda canl› ve ölü basil ay›r›m› yapamad›¤› için

yanl›fl pozitif sonuçlar verebilmesi nedeniyle 7 günden fazla antitüberküloz

tedavisi gören hastalar ile tedavileri tamamlanm›fl olanlarda bitimi takiben 2 ay

sonras›na kadar bu testlerin uygulanmas›n›n önerilmeyifli ve tüberküloz d›fl›

mikobakterilerin saptanamay›fl› bu testlerin di¤er önemli dezavantajlar›d›r.

Bu nedenle nükleik asit amplifikasyon esasl› testlerin özellikle tüberküloz

olma olas›l›¤› çok yüksek ve çok düflük olanlarda kullan›m› konusu, kaynaklar›n

maliyet etkin olarak kullan›lmas› için pek önerilmemektedir. Ancak, bu yöntemlerin

özellikle direkt bak›s› negatif olmas›na ra¤men klinisyen taraf›ndan TB olma

olas›l›¤› yüksek flüpheli hastalar›n, özellikle solunum örneklerinde, tan›sal amaçla
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kullan›m› konusu oldukça de¤erlidir. Bu testlerin özellikle Amerikan Toraks

Cemiyeti’nin s›n›f 2 ve 3 standartlar›n› yakalayan, konvansiyonel yöntemlerin

kullan›m›nda yüksek standartlara sahip, sa¤l›k kurum laboratuvarlar›nda kullan›m›

konusu genel olarak kabul gören bir yaklafl›md›r. Bu nedenle bu sistemlere ait

mevcut ticari ürünlerin tarama  testi olarak kullan›lmamalar› gerekir.

Center for Disease Control and Prevention (CDC), 2000 y›l›nda FDA onay›

alm›fl NAA esasl› ticari moleküler sistemlerin kullan›ld›¤› laboratuvarlarda tan›ya

yönelik yararlanmak üzere yeni bir algoritma rehberi haz›rlam›flt›r. Buna göre,

Ehrlich Ziehl Neelsen (EZN) boyamas› ile direkt mikroskopi ve mikobakteri kültürü

için hastalardan üç ayr› günde üç balgam örne¤i al›nmal›d›r. ‹lk örnekte direkt

bak›da asit fast bakteri (AFB) ve NAA test sonuçlar› pozitif ise;  hastan›n tüberkülozlu

oldu¤u kabul edilir, test tekrar›na gerek yoktur. E¤er ilk balgam AFB pozitif,

ancak NAA test sonucu negatif ise; örnekte inhibitör varl›¤› araflt›r›lmal›d›r.

Araflt›rma sonucu herhangi bir inhibitör madde tesbit edilemez ise; ikinci bir

balgam örne¤i ile NAA test tekrar› yap›lmal›d›r. ‹kinci balgamda da AFB pozitif,

NAA test sonucu negatif bulunup herhangi inhibitör madde saptanmaz ise;

hastan›n muhtemel olarak MOTT basili ile infekte oldu¤u kabul edilir. E¤er

inhibitör varl›¤› tespit edilmifl ise bu durumda NAA test sonucunun tan› de¤eri

yoktur. Böyle bir durumda ikinci balgam örne¤inde NAA test ifllemi tekrarlanmal›d›r

(Test tekrar›n›n üçten fazla yap›lmas›n›n yarar› yoktur) .

Üç Ayr› Ticari Sistemin Performanslar›n›n De¤erlendirilmesi:

Bu sistemlerin direkt bak›s› pozitif örneklerdeki duyarl›l›¤›, %95-96;

özgüllü¤ü %100 olmas›na karfl›n direkt bak›s› negatif solunum örneklerinde

Amplikor, AMTD ve MTB Direct testleri için duyarl›l›k oranlar› s›ras›yla,  % 50-

71.7; %75-83 ve %33-100 aras›nda de¤iflkenlik göstermekle birlikte genel olarak

 özgüllükleri %96-99 aras›nda de¤ifliklik göstermektedir.

Direkt bak›s› ve kültür pozitifli¤i olan ekstrapulmoner örneklerdeki duyarl›l›k

performanslar› ise Amplicor için % 87.5-100, AMTD için %92.3-100  ve MTB Direct

için % 90-98.5 aras›nda de¤iflmekle birlikte, direkt bak›s› ve kültür negatif olan

ekstrapulmoner örneklerdeki oranlar ise, s›ras›yla; %17.2-70.8; %63.6-88.9; %40.3-

85.7 olarak saptanm›flt›r. Bu üç sistem içerisinde AMTD’nin internal amplifikasyon

kontrolünün olmay›fl›, MTB Direct için örnek haz›rlama ifllemlerinin emek yo¤un

olmas› önemli dezavantajlar› olarak de¤erlendirilmektedir.
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II. Kültürde üretilen mikobakterilerin identifikasyonu ve TB ilaç direnci ile ilgili

mutasyonlar›n saptanmas›na yönelik moleküler tan› testleri

Bu amaçla, günümüzde klasik PZR ve RFLP yöntemlerinin yan›s›ra piyasada

mevcut bulunan DNA prob hibridizasyon esasl› ürünler, DNA dizi analiz kitleri

ile DNA microarray teknolojisi ürünleri mikobakterilerin laboratuvar tan›lar›na

h›z kazand›rm›flt›r.  Mikobakterilerin tür düzeyinde  tan›mlanmas›nda genellikle

hsp65 geni,16S rRNA geni ve 16S-23S rRNA ITS gen bölgesi ile ilaç direnci ile ilgili

mutasyonlar›n saptanmas›nda rpoB gen bölgesini hedef alan dizi analizleri

kullan›l›r.

Günümüzde epidemiyolojik çal›flmalar ile kat› veya s›v› kültür ortamlar›nda

s›kl›kla üreyen M.tuberculosis complex, M.avium complex, M.kansasii, M.gordona

gibi mikobakterilerin tür düzeyinde tan›mlanmalar› için mikobakterilerin rRNA’s›

ile hibridize olan özgül DNA problar› gelifltirilmifltir. Prob teknolojisi ile

mikobakterilerin tür düzeyinde tan›s› için en s›k kullan›lan ürünler aras›nda;

AccuProbe  (Gen-Probe) ile INNO-L‹PA Mycobacteria v2 ;(Inno-Genetics NV, Ghent,

Belgium) ve GenoType® MTBC / CM / AS (Ha›n L›fesc›ence, Nehren- Germany) yer

al›r. Test süresi,  AccuProbe ile 1-2 saat, Line Probe Assay ile yaklafl›k 3 saatlik bir

periyottur.

DNA microarray ve DNA dizileme analizleri de mikobakterilerin tür

düzeyinde tan›mlanmas› ve antibiyotik direnci ile ilgili mutasyonlar›n

saptanmas›nda kullan›lan yöntemlerdir.

DNA microarray (NanoChip Electronic Microarray, Nanogen),

mikobakteriden PZR  ile elde edilen amplikonlar›n,  çok say›da farkl› oligonukleotid

prob içeren minyatür analitik araçlar üzerinde ( DNA chipleri’nde) kendine uyan

prob ile hibridize olmas› sonras›nda ortama yay›lan floresan sinyallerin bir taray›c›

taraf›ndan saptanmas›yla gerçekleflir. Testin ortalama sonuçlanma süresi yaklafl›k

4 saattir.

Mikobakterilerin idantifikasyonunda  alt›n standart olarak düflünülen

DNA dizileme analizi en yüksek seviyede do¤ru sonuç veren güvenilir bir yöntem

olmas›na ra¤men, manuel dizileme iflleminin zorlu¤u ve deneyim gerektirmesi,

otomatize sekans cihazlar›n›n ( ABI PRISM 310 Genetic analyzer , Perkin-

Elmer/Applied Biosystems, Toster city, California)  pahal› olmas› kullan›mlar›n›

s›n›rland›rmaktad›r. Bu amaçla ticari olarak gelifltirilen MicroSeq 500 16S rDNA

Bacterial Sequencing Kit (PE Applied Biosystems) kullan›larak 16S rRNA geninin

500 bp lik bir bölümüne ait DNA dizilemesi yap›labilmektedir.  Bu yöntem ile

M.tuberculosis’ in di¤er MTBC üyelerinden ayr›m› mümkün olabilmekle birlikte
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s›kça izole edilen baz› mikobakteri türleride tan›mlanabilmektedir.

‹laç direncini saptama amac›yla, revers hibridizasyon esas›na dayal›, DNA

strip teknolojisi (L‹PA) ile haz›rlanan ticari ürünler aras›nda  INNO-L‹PA Rif TB

(Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium) ve  GenoType® MTBDR (Hain Lifescience

GmbH, Germany) yer al›r. Bu ürünler, nitrosellülöz membran üzerinde dirençten

sorumlu gen bölgesine ait duyarl› ve mutant dizileri içeren problar ihtiva ederler.

Direnç geni araflt›r›lacak izolat için PZR ile ço¤altma ifllemini takiben dirençten

sorumlu gen  bölgelerine ait DNA molekülleri bu problar ile hibridizasyona

b›rak›ld›¤›nda mutant dizilere ba¤lanmas› durumunda dirençli olarak

yorumlanmaktad›r.  Test süresi yaklafl›k 3-4 saat kadard›r. Araflt›rmalarda INNO-

L‹PA Rif TB sonuçlar›,  fenotipik duyarl›l›k test sonuçlar›yla %90 uyumlu

bulunmufltur. Ayr›ca Rifampin direncinin saptanmas›nda kullan›lan real-time PZR

yönteminin di¤er bir uygulama fleklinde “molecular beacon” olarak adland›r›lan

yeni hibridizasyon problar›ndan yararlan›lmaktad›r. Bu yöntemin duyarl›l›¤› %97

 ve  özgüllü¤ü %100 bulunmufl olup direkt bak›s› pozitif örneklere do¤rudan

uygulanabilece¤i gösterilmifltir.

Bu kursta, Nükleik asit amplifikasyon prensibine dayal› bir PZR teknolojisi

olan COBAS AMPLICOR MTB Test (Roche Diagnostic Systems, Inc.. Branchburg,

N.J.) ile do¤rudan solunum örneklerinden Mycobacterium tuberculosis complex’in

saptanmas› konusunda uygulamal› e¤itim verilecek ve sistem tan›t›lacakt›r.
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MOLEKÜLER TANIDA T‹CAR‹ S‹STEMLER

 Cobas Amplicor  Mycobacterium tuberculosis (MTB) Test

(Roche Molecular System, Branchburg,NJ)

Doç.Dr.Mustafa ÖZYURT

(UYGULAMALI KURS NOTLARI)

Cobas Amplicor Mycobacterium tuberculosis (MTB) Testi,  otomatize

olarak Cobas Amplicor cihaz›nda in vitro olarak gerçeklefltirilen kalitatif bir

testtir. Test iflleminde, özellikle homojenizasyon, dekontaminasyon ve

yo¤unlaflt›rma ifllemleri yap›lm›fl flüpheli balgam, bronflial f›rçalama, bronkoalveolar

lavaj (BAL) ve di¤er solunum örneklerinin kullan›m› önerilir.

TEST ‹fiLEM‹N‹N PRENS‹B‹ VE UYGULAMA AfiAMALARI

Cobas Amplicor MTB Testi ile tüm mikobakteri türlerinde ortak olarak

bulunan ve yaklafl›k olarak 1500 nükleotid’ten oluflan 16S rRNA gen bölgesine

ait 584 nükleotid’lik bir parça dört aflamal› bir ifllemle saptan›r. Bunlar;  örneklerin

haz›rlanmas›; biyotinle iflaretli primerler (KY18 ve KY 75) kullan›larak hedef

DNA’n›n PZR ile ço¤alt›lmas› (amplifikasyonu) ; oluflan DNA amplikonlar›n›n

M.tuberculosis complex’e spesifik oligonükleotid problar› ile hibridizasyonu; ve

 prob-ba¤l› amplikonlar›n kolorometrik olarak saptanmas› aflamalar›d›r.  Özellikle

smear pozitif solunum örneklerinde tan›sal amaçla kullan›lmak üzere FDA onay›

alm›fl olan testte, internal amplifikasyon kontrolü bulunmakta ve carry-over

kontaminasyonu engellemek amac›yla Urasil-N-glikozilaz ve deoksi üridin trifosfat

ile  düzenlemeler yap›lm›flt›r.

1. Örnek Haz›rlama:  Ekspektore veya indüklenmifl balgam, açl›k mide suyu, BAL,

transtrakeal  aspirasyon (TTA), bronfliyal f›rçalama ve laringeal sürüntü örnekleri

pulmoner örnekler olarak kabul edilir.  Bu örneklere lökosit, eritrosit, vücut

s›v ›lar›  ve doku gibi  organik kal›nt› lardan ar›nd›rmak amaçl ›

homojenizasyon/dekontaminasyon ve örnekteki bakteri yo¤unlu¤unu artt›rmak

için konsantrasyon ifllemi uygulan›r. Bu amaçla en s›k N-Asetil- L-Sistein  (NALC)

+ Sodyum Hidroksit (NaOH),  NaOH (%3-4) veya Sodyum dodesil sülfat (SDS)+NaOH
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yöntemlerinden biri kullan›l›r. Bu aflamay› takiben test ifllemine al›nan solunum

örnekleri  önce y›kama solusyonu (Respiratory Specimen Wash Solution, RW ) ile

y›kan›r, sonra Lizis solusyonu (Respiratory Specimen Lysis Ragent, RL) ilave edilip

bir süre bekletilerek örnekteki organizmalar›n lize olarak DNA izolasyonu sa¤lan›r.

Ard›ndan ortama ilave edilen nötralizasyon solusyonu (Respiratory Specimen

Neutralization Ragent, RN) ile örnek amplifikasyona haz›r hale getirilir.

2. PZR Amplifikasyonu

a) Hedef Seçimi :  Bir hedef DNA sekans›n›n seçimi, mikobakterial genoma ait

olan ve  M.tuberculosis complex türleri aras›nda maksimum korundu¤u gösterilen

sekans›n tan›mlanmas› esas›na dayan›r.  Bu nedenle testin, M.tuberculosis complex

üyesi tüm organizmalar› saptayabilmesinde prob ve primerlerin seçimi kritik bir

ifllemdir. Mikobakteriyal genom, 16S rRNA genini kodlayan yaklafl›k olarak 1500

nükleotid’lik bir bölgeyi kapsar.  Cobas Amplicor MTB Testi’nde, Mycobacterium

genusuna ait bu gen bölgesideki yaklafl›k 584 nükleotid’lik bir alan› saptamak

amac›yla bu alana spesifik, biyotinle iflaretlenmifl primerler (KY 18 ve KY 75)

kullan›l›r.

b) Hedef Ço¤altma :  ‹fllem görmüfl örnekler, PZR’nin gerçekleflece¤i amplifikasyon

tüplerindeki (A-tubes) amplifikasyon kar›fl›m› (MYCO MMX)  üzerine ilave edilir.

Reaksiyon kar›fl›m› çift sarmall› DNA helix’inin denatürasyonu ve primer hedef

sekanslar›n›n aç›¤a ç›kmas› amac›yla ›s›t›l›r. Kar›fl›m›n so¤umas›n› takiben biyotinle

iflaretli primerler hedef DNA’ya ba¤lan›r. Mg2+  varl›¤›nda Termostabil Thermus

aquaticus DNA polimeraz (Taq pol) ve deoxyadenosine (dATP), deoxyguanosine

(dGTP), deoxyctidine(dCTP) ve deoxythmydine(dTTP) yerine deoxsyuridine

(dUTP)’den oluflan ortamdaki deoxynucleoside triphosphates (dNTP)’lar›n kullan›m›

ile kal›p DNA’lara ba¤lanm›fl primerler, amplikon olarak tan›mlanan bir DNA

parças› oluflturmak üzere  uzamaya bafllarlar. Cobas Amplicor cihaz› otomatik

olarak daha önceden programlanm›fl olan siklus say›s› kadar bu ifllemi, ortamdaki

amplikon DNA miktar›n› her siklusta ikiye katlayacak tarzda etkin olarak tekrarlar.

c) ‹nternal Kontrol Ço¤altma :   PZR gibi enzim esasl› amplifikasyon ifllemlerinin

verimlili¤i klinik örneklerde bulunabilen inhibitörler taraf›ndan azalt›labilir.  PZR

amplifikasyonunu engelleyebilecek maddeler içeren ifllem görmüfl örnekleri

belirlemek amac›yla Cobas Amplicor MTB Testi’ne Mycobacterium Internal Control

(MYCO IC) ilave edilir. Böylece PZR ifllemi s›ras›nda örne¤in bulundu¤u tüplerde
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bir inhibitör olup olmad›¤› belirlenebilir. MYCO IC olarak M.tuberculosis complex

için kullan›lan primerlerle birlikte amplifiye olabilen plazmid DNA’s›

kullan›lmaktad›r. Plazmid DNA’s›ndan elde edilen amplikonlar mikobakteriden

elde edilenlerle ayn› uzunluk ve baz dizilimine sahiptir. Sadece hibridizasyonda

kendilerine özgü problar› vard›r. Dolay›s› ile bu iki amplikonun ay›r›m› sadece

prob ba¤lama yerlerindedir. Bu durum  MYCO IC DNA’s›na ait  amplikonlar›n

mikobakteri DNA’s›na ait amplikonlardan ay›r›m›n› sa¤lar. Özellikle yalanc›

negatifl iklerin saptanmas›nda oldukça önemli bir  uygulamad›r.

d) Selektif Ço¤altma : Cobas Amplicor MTB Testi’nde hedef DNA’n›n selektif

amplifikasyonu AmpErase LD (uracil-N-glycosylase) enziminin kullan›m› ile sa¤lan›r.

AmpErase LD enzimi, ortamdaki potansiyel kontamine bakteri DNA’lar›n› temizler.

Amplifiye edilmifl DNA ürünleri deoxyuridine  triphosphates (dUTP) içerir. PZR

mastermix’inin içinde deoxythmydine triphosphates (dTTP) yerine dUTP

bulunmaktad›r. Bu aktivitenin ifllenmesi için uracil-N-glycosylase (UNG) enziminden

yararlan›l›r. Bu enzim de master mix’in içinde mevcuttur. Bu enzim deoxyuridine

içeren DNA’y› deoxyuridin uzant›s›ndan keser. Burada amaç, PZR ifllemi bafllad›¤›nda

bir önceki PZR ürününden ortamda varsa, yeni gerçekleflecek PZR’daki muhtemel

kontaminasyonu engellemektir. PZR’nin ilk siklusunda amplikonlar UNG enzimi

taraf›ndan parçalan›r, daha sonra normal PZR  ifllemi bafllar. UNG enzimi > 55°C

›s›da inaktive olabilmektedir. Bu nedenle hedef amplikon’a zarar vermez. Yalanc›

pozitif sonuçlar›n saptanmas›nda önemli bir uygulamad›r.

3. Hibridizasyon : PZR amplifikasyonunu takiben Cobas Amplicor cihaz›nda MTB

amplikor ve Mycobacterium Internal Control amplikonlar›n› kimyasal yolla

denatüre edip tek zincirli DNA oluflturmak amac›yla sistem taraf›ndan otomatik

olarak A-tüplerine denatürasyon solusyonu ilave edilir. Ard›ndan denatüre olmufl

amplikonlar, saptama cup’lar›na (D-cups) transfer edilir. M.tuberculosis complex

(KY172T3) veya Mycobacterium internal kontrole (SK535) spesifik, manyetik

partiküllere ba¤l› oligonukleotid problar› içeren bir süspansiyondan her bir D-

cup’lara ilave edilir. Biyotinle iflaretli MTB ve Mycobacterium internal kontrol

amplikonu, manyetik partiküllere ba¤l› hedefe spesifik oligonukleotid problar›

ile hibridize olur. Amplikonun hedefe spesifik probla hibridizasyonu, genel olarak

testin özgüllü¤ünü artt›r›r.
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4. Saptama ve de¤erlendirme: Hibridizasyonu takiben Cobas Amplicor sistemi

taraf›ndan , D-cup’larda ba¤lanmam›fl durumdaki materyallerin uzaklaflt›r›lmas›

amac›yla ortamdaki manyetik partiküller y›kan›r. Ard›ndan ortama ilave edilen

avidin-horseradish peroxidase konjugat›, manyetik partiküllere ba¤l› halde

bulunan biyotinle iflaretli amplikonlara (hedefe spesifik oligonükleotid problar›

ile hibridize olan amplikonlara) ba¤lan›r. Sistem, komplekse ba¤lanmam›fl

durumdaki konjugat› manyetik partiküllerin y›kanmas› s›ras›nda ortamdan

uzaklaflt›r›r. Y›kamay› takiben her bir D-cup içerisine H2O2 ve 3,3’,5,5’- tetramethyl

benzidine (TMB) içeren bir substrat solusyonu ilave eder. H2O2 varl›¤›nda partiküle

ba¤l› halde bulunan horseradish peroksidaz, renkli bir kompleks oluflturmak için

TMB’nin oksidasyonunu katalize eder. Substrat›n y›k›mlanmas›na ba¤l› olarak

oluflan renkli kompleksin absorbans› 660 nm’de sistem taraf›ndan otomatik

olarak okunarak sonuçlar de¤erlendirilir.

COBAS  AMPLICOR MTB TEST‹ GENEL ÖZELL‹KLER‹ VE KULLANICIYA ÖNER‹LER

• Sistem sadece solunum örnekleri için FDA (U. S. Food And Drug Administration)

onayl›d›r.

• Solunum d›fl› örneklerde, inhibitör maddelerin daha yo¤un olmas› nedeniyle

özellikle plevral s›v›, gastrik aspiratlar, lenf dü¤ümü ve BOS’da Amplicor ile

yetersiz sonuçlar al›nmaktad›r.

• Güvenilir sonuçlar, örneklerin uygun olarak toplanmas›, transportu, saklanmas›

ve çal›flma prosedürlerine ba¤l›d›r.

• M.tuberculosis complex’in saptanmas›, örnekte bulunan organizma miktar›na

ba¤l› olup bu say›; örnek toplama metodlar›, hasta faktörleri ve/veya, infeksiyon

evresinden etkilenebilir.

• Test ifllem süresi örnek haz›rlama dahil yaklafl›k 6 saattir.

• MTB testi, NAA tekni¤i olarak PZR ile nükleik asit hibridizasyon tekni¤i 

kullan›larak sadece M.tuberculosis complex’e ait organizmalar›n saptanmas›nda

kullan›lmaktad›r.

• MTB Testi, Roche Diagnostics taraf›ndan kapal› bir sistem olarak gelifltirilen

   otomatize COBAS AMPLICOR cihaz›nda çal›fl›lmaktad›r. Cihaz, amplifikasyon,
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  transfer ve kontrol alanlar› olmak üzere  üç ayr› alan› bünyesinde tafl›r. Bu

  alanlarda yerleflik olarak ;  48 numunenin ayn› anda çal›fl›lmas›na olanak

   sa¤layan iki parçal› thermal cycler, otomatik pipetleme istasyonu, inkübasyon

    bölümü, y›kama istasyonu ve fotometre bulunur.

• COBAS AMPL‹COR sisteminin, Amplifikasyon alan› PZR iflleminin gerçeklefltirildi¤i

alan olup burada thermal cycler A ve B bölmelerinin yan›s›ra sadece detection

pozisyonu için 1 ve 2 bölmeleri yer al›r. PZR ifllemi bu alanda bulunan ve 12

   mikrotüp içeren A-ring’lerin (amplifikasyon diski) içerisinde gerçekleflir. Her

  bir A-ring kendine özgü barkod etiketi tafl›r ve cihaz programlan›rken bu

  etiketler okutulur. A-ringleri içerisinde PZR için gerekli reaktifler ve çal›fl›lacak

numuneler bulunur. Detection bölmelerinde PZR sonras› ürünlerin saptanmas›

ifllemi gerçeklefltirilir. Transfer alan›nda ; rack platformu, inkübatör, reaktif

   rak› ve reaktif kasetleri, detection iflleminde; reaktif eklemeleri, y›kamalar› ve

inkübasyonlar›nda  kullan›lan ayr›ca okuma için optik küvet vazifesini de gören,

içerisinde kullan›ma haz›r 70’er adet  D-cup  ad› verilen küvetlerin yer ald›¤›

    D-cup rak›, transfer mekanizmas›, bir ml’lik y›kama fl›r›ngalar›, y›kama istasyonu,

y›kama rezervuar› ve at›k kab› yer al›r. Kontrol alan›nda ise; ekran, programlama

için menü ve tufllar ile barkod okuyucu yer al›r.  Bu tufllar arac›l›¤› ile çal›flma

   bilgileri girilir ve program konfigürasyonlar› yap›l›r. Barkod okuyucu  A-ring

  ve reaktif bilgilerinin kolayca ve h›zla cihaza aktar›lmas›n› sa¤lar.

• MTB Testi öncesi tüm reaktifler oda ›s›s›na getirilmelidir.

• Örnekler, infeksiyöz ajanla çal›flma prosedürlerine uygun laboratuvar

    koflullar›nda, dikkatli haz›rlanmal›d›r. ‹fllemler s›ras›nda aerolizasyonu engellemek

için aerosol bariyerli pipetör kullan›m› gereklidir. Kesinlikle a¤›zla pipetleme

    yap›lmamal›, selektif amplikasyon için azami dikkat gösterilmelidir. Tüm çal›flma

yüzeylerinin temizli¤i ve uygun bir dezenfektan ile dezenfeksiyonu yap›lmal›d›r.

• Reaktif fliflelerinden örnekleme yap›laca¤› zaman reaktiflerin mikrobiyal

  kontaminasyonuna dikkat edilmesi gereklidir. Ayr›ca, kit prospektüsünde

   kullan›m s›ras›nda dikkat edilmesi gerekli uyar›s› yap›lm›fl reaktif ve substratlar›n

cilt ve mükoz membranlarla temas›n›n önlenmesi  gereklidir. Temas durumunda

seri olarak su ve sabunla y›kamay› takiben t›bbi destek al›nmal›d›r.

• Çapraz kontaminasyonu önlemek amac›yla örnekler için burgulu kapakl› tüpler

kullan›lmal›d›r. Amplikon kontaminasyon riskini azaltmak amac›yla Master

   Mix’e AmpErase LD enzimi ilave edilir.
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• Laboratuvar çal›flma alan›nda yeme, içme ve sigara kullan›m›na izin

   verilmemelidir. Örneklerin ve kit reaktiflerinin haz›rlanmas› s›ras›nda koruyucu

  giysiler, disposable eldiven ve göz koruyucular›n›n kullan›m› önemlidir.

• Cihaz›n verimli çal›flmas› için  düzenli olarak firma önerileri do¤rultusunda ;

günlük, haftal›k ve iki ayl›k bak›mlar›n›n yap›lmas› gereklidir.

• MTB testi için, anti-tüberküloz tedavisi almayan hasta örnekleri ile en fazla 7

gün önce tedaviye  bafllanm›fl ya da ideal olarak en az 1 y›ld›r tedavi görmeyen

hasta örnekleri de¤erlendirilebilir

• MTB test sonuçlar› tüm klinik ve laboratuvar verileriyle birlikte yorumlanmal›d›r.

Bir kutu MTB test kiti 96 testliktir ve sadece COBAS AMPL‹COR cihaz›nda

   kullan›lmal›d›r.

• Miad› dolmufl kitler kullan›lmamal›d›r.

ÖRNEK TOPLAMA, TRANSPORT VE SAKLAMA

Tüm örneklere, bulafl›c› infeksiyonlara karfl› al›nmas› gerekli koruyucu önlemlere

benzer önlemler al›narak yaklafl›lmal›d›r.  Sadece yukar›da bahsedildi¤i gibi steril

plastik kaplara al›nm›fl solunum örnekleri kabul edilmelidir.

Bu örneklere NALC-NaOH, NaOH veya SDS-NaOH yöntemlerinden biri kullan›larak

homojenizasyon, dekontaminasyon ve yo¤unlaflt›rma ifllemleri uygulanmal›d›r.

Dekontaminasyon ifllemi sonras› örneklerin nötr pH’da olmas› gerekmektedir.

Dekontamine edilmifl örnekler 2-25°C ‘ta toplamay› takiben 24 saat içerisinde

laboratuvara ulaflt›r›lmal›d›r. E¤er bu süre içerisinde örnekler laboratuvara

ulaflt›r›lam›yacaksa -70°C ‘ta saklanmal› ve kuru buz içerisinde gönderilmelidir.

Çal›fl›lmakta olan örnekleri -70°C ‘ta 6 ay veya 2-8°C ‘ta 4 güne kadar muhafaza

etmek mümkün olmakla birlikte dekontamine edilmifl örnekler -70°C ‘ta 8 ay

kadar saklanabilir.

COBAS AMPL‹COR M.tuberculosis complex  MTB TEST  ÇALIfiMA PROTOKOLÜ

“MTB Testi K‹T ‹ÇER‹⁄‹”

AMPLICOR Respiratory Specimen Preparation Kit (RSP PREP) 100 test

(2-25 °C’ ta muhafaza edilmelidir)

1. RW (Solunum örne¤i Y›kama Solusyonu)

2. RL (Solunum örne¤i Lysis Reaktifi )
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3. RN (Solunum örne¤i Nötralizasyon 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 ‹nternal 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 süspansiyon 1) (2-8 °C’ ta muhafaza edilmelidir) (1x100 test)

2. MT 4 (MTB Prob süspansiyon 2) (2-25 °C’ ta muhafaza edilmelidir) (1x100 test)

COBAS AMPLICOR Detection Reagents Kit ( DK) 100 test

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

(2-25 °C’ ta muhafaza edilmelidir)

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

(2-8 °C’ ta muhafaza edilmelidir)

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

(2-8 °C’ ta muhafaza edilmelidir)

4. SB   (Substrate B)               (5x5ml)

(2-8 °C’ ta muhafaza edilmelidir)

COBAS AMPLICOR Conjugate Detection Reagents (CN4) 200 test

CN4   (Avidin-Horseradish Peroxidase Conjugat)

(2-8 °C’ ta muhafaza edilmelidir)

COBAS AMPLICOR Wash Buffer  (WB) 500 test

WB  10X - Wash Concentrate

(2-25 °C’ ta muhafaza edilmelidir)
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Yukar›da belirtilen kit muhteviyat›n›n d›fl›nda kullan›c› tercihine ba¤l› olarak

MYCO AMP kiti ile birlikte  ço¤alt›lan Mycobacterium Internal kontrol’ün

saptanmas› amac›yla 100 testlik COBAS AMPLICOR Internal Control Detection

Kit (IC DK)‘i de kullan›labilir.

“MTB K‹T‹ ‹LE B‹RL‹KTE VER‹LMEYEN,  ÇALIfiMA ‹Ç‹N GEREKL‹ MALZEMELER”

A) Amplifikasyon öncesi- Reaktif haz›rlama amac›yla çal›flma alan›nda gerekli olanlar

1. 12 A-tüplerine uygun COBAS AMPLICOR  A-ring’i

2. COBAS AMPLICOR  A-ring holder’›

3. Eppendorf Multipette pipet (1.25 ml’lik)

4. 100 μl kapasiteli aerosol bariyerli pipetörler

5. Disposable pudras›z eldiven

B) Amplifikasyon öncesi- Örnek ve Kontrol haz›rlama amac›yla çal›flma alan›nda

    gerekli olanlar

1. Polipropilen steril, silikon olmayan, konik, burgulu kapakl› tüpler (1.5 ml)

2. Tüp raklar›

3. Steril fine-tip transfer pipetleri

4. Pipetörler ( 50 μl, 100 μl, 200 μl, 400 μl , 500 μl ve 1000 μl hacimli)

5. Vorteks mixer

6. Mikrosantrifüj  (max.RCF 16,000 x g, min. RCF 12,500 x g)

7. Is›t›c› blok 60°C ± 2°C

8. Disposable pudras›z eldiven

C) Amplifikasyon sonras› – Amplifikasyon/Saptama amac›yla çal›flma alan›nda

    gerekli olanlar

1. COBAS AMPLICOR  cihaz› ve printer

2. COBAS AMPLICOR  Kullan›c› el kitab›

3. COBAS AMPLICOR  MTB Testi için k›lavuz kitap

4. D-cup’lar›na ait raklar

5. Distile veya deiyonize su

6. 5 ml’lik  serolojik pipetler
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7. Dereceli silindirler (minimum 1 LT)

8. Vorteks mixer

9. Disposable pudras›z eldiven

MTB LABORATUVAR UYGULAMA PROTOKOLÜ

A) REAKT‹FLER‹N HAZIRLANMASI

Amplifikasyon öncesi reaktif haz›rlama alan›nda yap›lacaklar

1- Hasta örne¤i ve kontrol testi için gerekli olan yaklafl›k A-ring say›s›n› tespit

edin. M. tuberculosis Pozitif ve Negatif Kontroller her PZR çal›flmas›na dahil

edilmelidir. A-ring ‘i A-ring holder’a  yerlefltirin. (NOT: MYCO IC arama, çal›flmayacak

dahi olsa, MYCO IC Master Mix .’e eklenmifl olmal›d›r.)

2- MYCO IC tüpünü 5 saniye vorteksleyin. 100 μl MYCO IC ve 100 μl AmpErsae

LD enzimini bir flifle MYCO MMX ‘e (kar›fl›m 32 kez amplifikasyon ifllemi için

yeterlidir) ilave ederek Çal›flma Master Mix ‘i haz›rlay›n. Master Mix ‘in hacmini

ölçmeye gerek yoktur. 100 μl MYCO IC ve 100 μl AmpErsae LD enzimini tüm

MYCO MMX fliflesine ilave edin. Tüpün kapa¤›n› kapat›n ve 10-15 kere tersyüz

edererek iyice kar›flt›r›n. Çal›flma Master Mix ‘i çevirmeyin.Haz›rlama tarihini

fliflenin üzerine not edin. Bofl MYCO IC ve AmpErase LD enzim fliflelerini at›n.

Çal›flma Master Mix ‘i 2-8 °C ‘de 4 hafta boyunca stabildir.

3- Combitip Rezervuarl› veya aerosol bariyerli ve 1.25 ml hacimli bir pipet

kullanarak Çal›flma Master Mix ‘inden 50 μl alarak herbir A-tüpü’ne ekleyin. Bu

esnada A-tüp’lerin  kapaklar›n› kapatmay›n.

4- Çal›flma Master Mix ihtiva eden A-ringleri yeniden üzeri kapat›labilir plastik

koruyucuya yerlefltirilir ve plastik koruyucu güvenli bir flekilde kapat›l›r. A-ringleri

amplifikasyon öncesi örnek ve kontrol haz›rlama alan›na götürülür. Çal›flma

Master Mix’ini içeren A-ringleri, örnek ve kontrol haz›rlama ifli bitimine kadar

haz›rlama alan›nda 2-8°C ‘de muhafaza edilir. Çal›flma Master Mix’i, plastik

koruyucularda güvenli flekilde kapal› durumda bulunan A-tüpler içinde  2-8°C

‘de 24 saat stabil kal›r.

B)  ÖRNEK VE KONTROL HAZIRLANMASI

Amplifikasyon öncesi örnek ve kontrol  haz›rlama alan›nda yap›lacaklar

NOT: ‹fllenmifl örnek ve kontroller için öncelikle ‘Reaktif Haz›rlama’ bölümündeki

ad›mlar uygulan›r. Takiben ilk ifllemi tamamlanm›fl örnek ve kontroller oda ›s›s›na

getirilir ve afla¤›da s›rayla aç›klanm›fl di¤er ifllemlere geçilir:
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1- Örnek Haz›rlanmas›: Herbir örnek ve kontrol için bir adet 1.5 ml’lik polypropilen

burgulu kapakl› tüpü iflaretlenir. K›r›k kapakl› tüpler kullan›lmaz.  Hasta protokol

numaras› ile her bir örnek tüpünü etiketlenir

a)  Her örnek tüpüne 500 μl RW ilave edilir.

b) RW içeren her örnek tüpüne önceden haz›rlanm›fl (homojenizasyon,

dekontaminasyon ve yo¤unlaflt›rma ifllemi yap›lm›fl) örnekten100 μl ilave edilir.

Tüpün a¤z› tekrar kapat›l›p 5 sn süreyle vortekslenir.

c)  Tüpler santrifüje yerlefltirilip �12,500 X g ‘de 10 dakika süreyle santrifüj edilir.

d)  Bir fine-tipe transfer pipet kullan›larak süpernatant aspire edilir ve pipetör

yard›m› ile her örnek için aerosol korumal› ayr› bir pipet ucu kullanarak tüpteki

pellet üzerine 100 μl RL ilave edilir. Takiben tüpler vortekslenir .

2- Kontrollerin Haz›rlanmas› : Çal›flma kontrolleri testin oldu¤u günler taze olarak

haz›rlanmal› ve artan k›s›m gün bitiminde at›lmal›d›r.

a)  MYCO (-) C, 5 sn süreyle vortexlenir. Aerosol korumal› bir uç kullanarak pipetör

yard›m›yla 100 μl al›narak 1.5 ml lik burgulu kapakl› polypropilen tüplere pipetlenir.

Üzerine 400 μl RL ilave edilerek 5 sn süreyle vortekslenerek Mycobacterium (-)

kontrol haz›rlanm›fl olur.

b) MTB (+) C, 5 sn süreyle vortekslenir.  Aerosol korumal› bir uç kullanarak pipetör

yard›m›yla 100 μl al›narak 1.5 ml lik burgulu kapakl› polypropilen tüplere pipetlenir.

Üzerine 400 μl RL ilave edilerek 5 sn süreyle vortekslenerek M.tuberculosis (+)

kontrol haz›rlanm›fl olur.

c) Klinik örneklerle paralel çal›fl›lmas› için herbir çal›flma kontrolünden 100 μl

al›narak 1.5 ml’ lik burgulu kapakl› polypropilen tüplere pipetlenir.

3- Örnekler ve kontroller bir kuru ›s› blo¤unda 60 °C± 2 °C’ta 45 dakika süreyle

inkübe edilir.

4- Süre bitiminde tüpler ›s› blo¤undan ç›kart›l›r ve kapaktaki yo¤unlaflmalar›n

çökmesini sa¤lamak için  tüplere 5 sn süreyle pulse santrifüj ifllemi uygulan›r.

5- Her bir hasta örne¤i ve kontrol tüplerine aerosol korumal› bir uç kullanarak,

pipetör yard›m›yla 100 μl RN ilave edilir. Ard›ndan tüpler yar› h›zda 5 sn süreyle

vortekslenir.

6- Haz›rlanan numune ve kontrollerin herbirinden aerosol korumal› pipet uçlar›

kullan›larak bir pipetör yard›m› ile 50 μl al›n›r ve içerisinde çal›flma Master Mix’i

bulunan uygun A tüplerine aktar›l›r.
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7- PZR ifllemine haz›r hale getirilmifl örnekler 2-8  °C’ta 8 saat kadar muhafaza

edilebilir.

C) AMPL‹F‹KASYON VE SAPTAMA

Amplifikasyon sonras›, Amplifikasyon/Saptama alan›nda yap›lacaklar

a) COBAS AMPL‹COR cihaz›n›n günlük bak›m›

1. Cihaz, nemli  ve kuru bir bezle silinir

2. Deposundaki WB durumu kontrol edilir ve gerekli ise WB deposu doldurulur.

Bu amaçla WB (1x) haz›rlamak için; önce herhangi bir çökelti olup olmad›¤›

kontrol edilir gerekirse 30-37°C’ta ›s›t›l›r. WB çal›flma solusyonu için 1 hacim WB’a

9 hacim distile veya deiyonize su ilave edilir. ‹yice kar›flt›r›l›r. En az 3-4 litre olarak

haz›r lanan WB (1x) s istemin WB deposunda muhafaza edi l i r .

3. At›k konteyn›r› boflalt›l›r.

4. Cihaz çal›flt›r›larak,  fl›r›ngalar, tüpler ve transfer uclar› kontrol edilir.

b) Her çal›flma öncesi kontrol

1. At›k konteyn›r› kontrol edilir gerekirse boflalt›l›r

2. WB deposu kontrol edilir gerekirse buffer ilavesi yap›l›r

3. Kullan›lan D-cup’lar de¤ifltirilir

4. Cihaz çal›flt›r›l›r

c) COBAS AMPL‹COR Cihaz›na yükleme ve sistemin çal›flt›r›lmas›

1. Cihaz panelinden reaktiflerin miktarlar› kontrol edilir çal›flma için yetersiz

olanlar ikmal edilir

2. MT PS1 vorteksle iyice kar›flt›r›l›r. MT4 kasetine 2.5 ml MT PS1’den aktar›l›r ve

kaset test için spesifik reaktif rak’›na yerlefltirilir. Kullan›lan MT PS1 vial’i at›l›r.

MT4 kaseti üzerine reaktif haz›rlama tarihi kaydedilir.

3. IC PS1   vorteksle iyice kar›flt›r›l›r. IC4 kasetine 2.5 ml IC PS1’den aktar›l›r. Kaset

test için spesifik reaktif rak’›na yerlefltirilir. Kullan›lan IC PS1 vial’i at›l›r. IC4 kaseti

üzerine reaktif haz›rlama tarihi kaydedilir.

4. Bir SB3 kasetine 5 ml SB pipetleme yap›larak çal›flmaya ait substrat solusyonu

haz›rlan›r. Solusyon, pipetle yukar› afla¤› yap›larak kar›flt›r›l›r. Aç›lan SB viali at›l›r.

SB3 kaseti üzerine haz›rlama tarihi kaydedilir.

5. SB3 kasetindeki çal›flmaya ait substrat ilgili reaktif  rak’›na yerlefltirilir.

6. DN4 ve CN4 kasetleri ilgili reaktif  rak’›na yerlefltirilir. Her bir kasetin aç›ld›¤›

tarih kaset üzerine kaydedilir
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7. Keypad veya barkod scanner yada AMPLILINK software kullan›larak ilgili veya

test spesifik olarak reaktif rak’lar› tan›mlan›r

8. Cihaza, reaktif pozisyonlar› veya lot numaralar›n›n  girifli yap›larak reaktif

rak’lar›n›n yeri düzenlenir.

9. Cihaza,  Keypad veya barkod scanner yada AMPLILINK software kullan›larak

reaktif rak’› yüklenir. Her reaktif kasetinin belirlendi¤i pozisyonda olup olmad›¤›

ve rak’› ile s›k› s›k›ya uygunlu¤u kontrol edilir.

10. D-cup rak’› D-cup platformuna yerlefltirilir.  Her saptama reaksiyonu için 1 D-

cup’a ve her çal›flma subtsrat kasetleri için 2 D-cup’a gereksinim duyulur.

11. A-ring’leri cihaza ait thermal cycler  segment(ler)ine yerlefltirilir.

12. A-ringler cihaza,  Keypad veya barkod scanner yada AMPLILINK software

kullan›larak  yüklenir.

13. Bir A-ring çal›flma listesi oluflturulur.

14. Thermal cycler segmen(ler)inin kapa¤› s›k›ca kapat›l›r

15. Cihaza “start” verilir.

16. Cihaz yük kontrolüne onay verene kadar beklenir.

17. Amplifikasyon ve saptama ifllemleri COBAS AMPLICOR cihaz›nca otomatik

olarak gerçekleflir . Sonuçlar,  660 nm dalga boyundaki absorbans de¤erleri

dikkate al›narak pozitif veya negatif olarak yorumlan›r.

D)  KAL‹TE KONTROL

Her çal›flma grubu ile birlikte mutlaka en az bir M.tuberculosis (+) kontrol ve bir

Mycobacterium (-) kontrol  çal›fl›lmal›d›r.

Negatif Kontrol: Mycobacterium (-) kontrol absorbans› 660 nm’de < 0.25 olmal›d›r.

E¤er absorbans  0.25 ise çal›flma geçersiz olarak kabul edilir.Test ifllemi tümüyle

tekrarlan›r.

Pozitif Kontrol : M.tuberculosis (+) kontrol absorbans› 660 nm’de  2.0 olmal›d›r.

E¤er absorbans  < 2.0 ise çal›flma geçersiz olarak kabul edilir. Test ifllemi tümüyle

tekrarlan›r.

Örnek ‹fllem Kontrolü: Tercihan ayda bir kez, “örnek ve kontrol haz›rlama”

k›sm›nda aç›kland›¤› gibi 104 Mycobacterium hücresi içerecek konsantrasyonda

haz›rlanm›fl örne¤in etkinli¤i test edilmelidir. Ard›ndan benzer durumdaki bir

klinik örnek test edilir. E¤er haz›rlanan örnek uygun bir iflleme tabi tutulmuflsa

COBAS AMPLICOR MTB test ile 660 nm’deki absorbans de¤eri  0.35 olmal›d›r.



A660 Yorum De¤erlendirme

< 0.35 NEGAT‹F MTB DNA saptanmadı. Örnek, M.tuberculosis için

muhtemelen negatiftir. Negatif bir sonuç, MTB

infeksiyonunun varlı¤ını ekarte etmez. Çünkü sonuçlar

örne¤in uygun toplanması, inhibitör varlı¤ı ve

saptanabilecek yeterli DNA’nın varlı¤ına ba¤lıdır.

 0.35 POZ‹T‹F MTB DNA SAPTANDI. Örnek, M.tuberculosis varlı¤ı

yönünden pozitiftir.
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2) ‹nternal kontrol aramas› yap›lan çal›flma sonuçlar›n›n yorumu

Geçerli bir çal›flma için hasta örne¤ine ait sonuçlar afla¤›daki gibi yorumlan›r:

A660

‹nternal kontrol
Örnek Sonucu

De¤erlendirme

< 0.35 NEGAT‹F MTB DNA saptanmadı.  Örnek,

M.tuberculosis için muhtemelen

negatiftir. Negatif bir sonuç, MTB

infeksiyonunun varlı¤ını ekarte etmez.

Çünkü sonuçlar örne¤in uygun

toplanması,  inhibitör varlı¤ı ve

saptanabilecek yeterli DNA’nın varlı¤ına

ba¤lıdır.

 0.35 POZ‹T‹F

MTB Örnek
Sonucu

A660Yorum Yorum

< 0.35 NEGAT‹F < 0.35 NEGAT‹F GEÇERS‹Z NEGAT‹F SONUÇ. Orjinal

örnekle tekrar çalıflılır. E¤er orjinal örnek

yoksa  alınacak yeni bir örnekle ifllem

tekrarlanmalıdır.

 0.35 POZ‹T‹F YOK YOK MTB DNA  SA PT AND I .  Örnek ,

M.tuberculosis  varlı¤ı yönünden

pozitiftir.

E)  SONUÇLAR

1) ‹nternal kontrol aramas› yap›lmayan çal›flma sonuçlar›n›n yorumu

Geçerli bir çal›flma için hasta örne¤ine ait sonuçlar afla¤›daki gibi yorumlan›r:
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