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Testin esasi: Middlebrook 7H10 besiyeri ile
standart olarak 6nerilen modifiye proporsiyon
yonteminde, test edilecek tuberkiloz basilinin
standardize edilmis sispansiyonu antibiyotik
iceren ve icermeyen agar plaklarina paralel
olarak inokule edilir. COy'li ortamda 36°C’de
3 haftalik inkiibasyonu takiben, antibiyotik
iceren besiyerindeki ureme miktari
antibiyotiksiz kontrol besiyerindeki Ureme
miktar ile karsilastirilarak, mikroorga-nizma

direncli veya duyarli olarak siniflandirilir.

Duyarlilik testi direk veya indirek yontemlerle
yapilabilir. Direk testte; dekontamine ve
konsantre edilmis yayma pozitif 6rnek direk
olarak antibiyotik iceren ve icermeyen
besiyerlerine inokule edilir. indirek testte ise;
primer izolasyon besiyerinden elde edilen saf

ureme inokulum olarak kullanilir

Ornek: indirek test yonteminde; Middlebrook
7H10 - 7H11

besiyerlerinin

veya yumurta bazli kati

herhangi birisinde Uremis

tiberkuloz basillerinin (Uremenin
gorilmesinden sonra 4 haftayl gegmemis

kultdrler) saf kaltart 6rnek olarak kullanihr.

Direk test ydnteminde; homojenize -
dekontamine ve konsantre edilmis, aside
direncli yaymasi pozitif primer hasta érnekleri

kullanilir.

Gerekli Materyaller:
A. Besiyerleri ve miyarlar (saklama isilari);
1. Middlebrook 7H10 ve 7H11 agar toz
besiyeri (25°C)
2. Oleik asit - albumin - dekstroz -
katalaz (OADC) suplementi (2-8°C)
Gliserol (25°C)
Antibiyotik stok

(ethambutol,

solusyonlari

izoniazid, rifampin,
streptomisin) (-20°C veya alti)

5. Dubos albumin veya
Middlebrook 7H9 buyyonu (tiplerde
4 ml hacminde dagitiimis) (2-8°C)

Kanli agar plagi (2-8°C)

Tween -

Dimetil sulfoksit veya metanol
(rifampin igin ¢dziicl) (25°C)
8. Steril distile su (25°C)
B. Rutin lab malzemeleri;
1. Dort kadranli steril plastik petri

plaklari
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McFarland 1.0 bulanikhk standarti
U¢ mm ebadinda cam boncuklar
Farkli hacimde erlen, mezlr ve steril
serolojik pipetler
5. Standart hacim damlatan - dereceli
steril plastik pastor pipetleri
6. Yuksek CO,

plastik polietilen torbalar

dizeyde gecirgen

7. Steril cam ve polipropilen tlpler

C. Cihazlar;

1. Otomatik pipetleme cihazi

2. Manyetik ¢cevirme mekanizmali isitic
tabla (veya bek + 1s1 yayici tabla)
Benmari
Vorteks karigtiric
% 5 - 10 COyli 35 - 37°C etiiv (veya
normal etiv + jar + karbondioksit
poseti)

6. Guvenlik kabini

Caligsma prosediirii:

A. Antibiyotik soliisyonlarinin

hazirlanmasi;

1.

Ethambutol - izoniazid ve streptomisin
icin steril distile su ile, rifampin igin
dimetil sulfoksit veya metanolle ¢dzerek
en az 1.000 pg/mllik stok solisyon
hazirlayin. Stok solisyon hazirlarken;

gereken miktarin biraz fazlasi toz

antibiyotik tartip, istenen stok antibiyotik

konsantrasyonunu elde etmek igin,
gereken hacmin hesaplanmasi
Onerilmektedir. Su formiille

hesaplanmaktadir;

Agirlik (mg) x Potens (ug/mg)

Hacim (ml)=

istenilen konsantrasyon (ug/ml)

2. Stok solusyonu 0.22 um por

capli
membran filtreden suzlp steril ettikten
sonra, polipropilen tlplerde pargalara
bolerek -20°C veya altinda saklayin.

Besiyeri hazirlanirken antibiyotik stok
Ek-1’'deki

(1.000 pg/ml stok antibiyotik soltiisyonuna

solisyonunu tabloya gore

gore) besiyerine ekleyin.

Antibiyotik stok solusyonu
hazirlanmasina bir alternatif ticari - hazir
kagit disk kullanimidir. Belli

konsantrasyonlarda antibiyotik emdirilmis
kagit diskler doért kadranh petri plaklarinin
M7H10 agar ile

stok sollsyon

icine konup 5 ml
kaplanir. Bu ydntem;
hazirlanmasini, dilisyon ve etiketleme
hatalarini elimine eder. Bu yontemle her
bir disk icindeki antibiyotik miktarlari ile,
Uzeri besiyeri ile kaplandiktan sonra
besiyerinin her bir ml'sindeki antibiyotik
miktarlari pg/ml olarak Ek-2’deki tabloda

gOrulmektedir.

B. Agar besiyerinin hazirlanmasi;

1.

1080 ml distile suyu 2 It'lik erlene koyun.
Erleni isitic tabla tGzerine koyun ve igine
karigtirici gubugu atin.

Ureticinin tarifine gére M7H10 agari
tartin (1200 ml besiyeri igin) ve yavasca
suya ekleyin.

Besiyeri  seffaflasana  kadar isitin
(yaklasik 20 dk).

6 ml gliserol ekleyin ve 3-5 dk daha
karistirin.

Besiyerini mezir yardimiyla doért adet
180 ml'lik ve bir adet 360 ml'lik pargalara
bdlerek, 500 mllik bes ayr erlene
dagitin. iclerine birer adet manyetik

¢ubuk atin.
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Otoklavda 121°C’de 15 dk siireyle steril
edin.
Daha
bekletin.

sonra 50-56°C’de benmaride

C. Petri plaklarinin etiketlenmesi;

1.
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Toplam 60 adet dort kadranli
40'ini

dokilecek ve 20’sini ise antibiyotiksiz

petri

plaginin antibiyotikli  besiyeri
besiyeri dokilecek olarak ayirin.
Antibiyotikli besiyeri dokllecek 40 adet
falcon petri plaginin her bir kadranina
dort antibiyotikten herbirinin adini yazin.
Antibiyotiksiz besiyeri dokulecek 20 adet

falcon petri plagina ise kontrol yazin.

. Besiyerinin dékiilmesi;

Antibiyotikleri ve OADC suplementini oda
sicakligina getirin.

Bir adet 180 ml besiyeri iceren erlene; 20
ml OADC ve besiyerinin ml'sinde 0.2 ug
INH olacak sekilde antibiyotik ekleyin.
tablada

Isitmaksizin karistirin (1-2 dk sureyle).

Manyetik  karistiricili  1sitic
Otomatik pipetleme cihazi ile antibiyotikli
besiyeri ddkulecek 40 adet doért kadranh
petri plaginin her bir kadranina 5 ml
hacminde dagitin.

Diger U¢ adet 180 ml hacminde besiyeri
iceren erlene, diger Ug¢ antibiyotik igin de,
ayni iglemleri tekrar edin. Bdylece 40
plagi, her bir

antibiyotik icerecek

adet antibiyotikli petri
kadraninda birer
sekilde hazirlanmis olur.

360 ml besiyeri iceren erlene ise 40 ml
OADC ekleyip karistirin ve antibiyotiksiz
kontrol besiyeri olarak etiketlenen 20

adet plagin tim kadranlarina otomatik
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pipetleme cihazi ile 5er ml hacminde

dagitin.
Agar plaklarinin oda Isisinda
katilasmasini  bekleyin ve  plastik

torbalarda 2-8°C’de karanlikta saklayin.

Son kullanim tarihi 1 ay sonrasidir.

E. inokulum hazirlanmasi;

Indirek yéntem

1.

Kati  besiyerinde Uremis  koloniler
kazinarak alinir ve iginde 6-8 adet cam
boncuk bulunan Dubos tween-albumin
Middlebrook 7H9 buyyonunda

emulsifiye edilir.

veya

1-2 dakika sureyle vortekslenir.

Buyuk partikillerin ¢okmesi icin 30 dk
sureyle tip bekletilir.
steril

Siupernatant pastor

pipeti
yardimiyla bos bir steril cam tipe alinir.

Madde 1’de kullanilan besiyerlerinden
birisini ekleyerek stispansiyonun
bulanikhgi McFarland no 1’e ayarlanir
(yaklasik 10” CFU/ml).
Daha sonra steril distile suyla bu
stspansiyonun 10% ve 10™ dilisyonlari

hazirlanir.

Direk ybéntem

1.

Yaymada yaklasik 20 mikroskop sahasi

incelendikten sonra gorilen aside
direngli basil sayisina goére, homojenize -
dekontamine ve konsantre edilen hasta
drneginin Ek 3'deki tabloya gore steril
distile su ile dilisyonlarini hazirlayin.

Hasta tedavi alan ve tedavi basarisizligi
s6zkonusu olan bir hasta ise, yayma
sonuglarini dikkate almaksizin mutlaka
dilue edilmemis hasta 6rnegini de test

edin.



F.inokulasyon ve inkiibasyon
(inokulumlar indirek test yéntemi esas
alinarak verilmistir, direk test ydnteminde
dilisyon oranlari dedismektedir);
Antibiyotik duyarliligi test edilecek her bir
mikroorganizma igin; iki adet antibiyotikli
petri plagi ve bir adet antibiyotiksiz
(kontrol) petri plagini oda isisina getirin.
Petri plaklarini, hasta kiltir numarasi ve
dilisyon oranlarini gdsterecek sekilde
isaretleyin (antibiyotikli petri plaklarindan
birini 107

antibiyotiksiz kontrol petri

digerini  10*  olarak;
plaginin ki
kadranini 107 diger iki kadranini ise 10™
olarak isaretleyin).

102 dilisyonu 1072 petri plaginin dort
kadranina ve kontrol petri plaginin iki
kadranina, pastoér pipeti yardimiyla, her
bir kadrana U¢ damla gelecek sekilde
inokule edin.

10 dilisyonu igin de ayni iglemi tekrar
edin.

Dilue edilmemis suspansiyonun 1-2
damlasiyla bir adet kanli agar ve bir adet
Middlebrook 7H11

inokulumun saf olup olmadigini kontrol

agar plagini da,

etmek amaciyla, inokule edin.

inokule edilen plaklari agar yizleri
asagida olmak (zere oda isisinda
yaklagik 1 saat sireyle bekletin

(inokulumun besiyerine absorbe olmasi
icin). Bu islem esnasinda, formaldehit
olusumunu 6nlemek igin, plaklarin tzerini
kagit havlu ile kapatin.

Her bir petri plagini ayri bir co? gecirgen
polietilen torbaya agar ylzlu asagiya
gelecek sekilde koyun.

Plaklari 36°C’de % 5-10 COli ortamda

inklbe edin.

Middle Brook 7H10 Besiyeri ile Antibiyotik Duyarlilik Testleri

G.Plaklarin okunmasi;

1.

1-2’inci

agar ve M7H11 plaklarini kontaminant

inkiibasyonun glninde kanl
bakteri varligi yoninden inceleyin. Bu
incelemeyi kanli agar i¢in gunluk olarak 7
gune kadar, M7H11 agar icin haftalik
olarak  test  siresince  sirdurln.
Kontaminasyon saptanirsa, testi yeni bir
inokulumla tekrar edin.

Antibiyotiksiz kontrol kadranlarini haftalik
olarak inceleyin. 1+ veya daha fazla bir
ureme go6zlendiginde, tim plaklar okunup
bildirilebilir.

Uglinci hafta sonunda Greme yetersizse,

duyarhlik testi sonucu
test tekrar edilmelidir.

Ug haftalik inkiibasyon tamamlanmadan
duyarli test sonucu bildirmeyin. Cok net
olarak bir direng sbézkonusu ise, ¢
haftalik
direngli test sonucu bildirilebilir.
haftadan

degerlendirmeyin.

inkibasyon tamamlanmadan

Uglincii sonra plaklari
Dérdinct  hafta ve
daha sonrasinda beliren koloniler direnci
gOstermez.

inkiibasyon sonucu tiim kadranlardaki
kolonileri sayin ve Ek 4’deki tabloya gére
kantite edin.

Mikrokoloniler var ise, not edin.

Uremenin

Koloni sayilarini ve

kantitasyonunu Ek 5deki forma
kaydedin.

ilach besiyerinde Ureyen koloni sayisini
kontrol  besiyerinde Ureyen  koloni
sayisina bélup, 100’le carparak % direng

oraninl hesaplayin.
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H. Yorumlama;

1. Kontrol kadraninda sayilabilir dizeyde
kolonisi olan dilisyonun sonucunu
yorumlayin.

2. Kontrol kadranindaki koloni sayimi
50’den az ise bu dilisyonu kullanmayin.
Mikroorganizma hatali olarak duyarli
gorunebilir.

3. Kontrol kadranindaki koloni sayiminin 4+

oldugu dilisyonlari dikkatle
Kadran Koloni sayisi
Kontrol kadrani 200 koloni

INH kadrani (0.2 pg/ml) 7  koloni

RMP kadrani(1.0 yg/ml) 1 koloni
SM kadrani (2.0 pg/ml) 0 koloni
EMB kadrani (5.0 ug/ml) 0  koloni

. Raporlama;
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degerlendirin. Mikroorganizma  tim
antibiyotiklere duyarli ise, sonucu bildirin.
Herhangi bir  antibiyotie  direng
sbzkonusu ise, yogun bir inokulum
kullaniimig olabilir, testi tekrar edin.

ilag iceren besiyerindeki lreme orani
kontrol besiyerindeki Uremenin % 1’ine
esit veya daha buytuk ise sonucu direngli;
% 1inden az ise duyarll olarak

yorumlayin. Ornek;

sonuc Hesaplama

direncli (7 /200 x 100 = % 3.5)
duyarli (1/200x 100 = % 0.5)
duyarli
duyarh

Sonuglar asagidaki 6rnekte oldugu gibi raporlanmalidir.

Antibiyotik Konsantrasyon
INH 0.2 yg/mi
RMP 1.0 pug/ml
SM 2.0 yg/ml
EMB 5.0 pg/mi

J. Kalite kontrol;

Her yeni besiyeri ve her yeni antibiyotik
solisyonu hazirlandiginda veya en azindan
haftada bir kez M tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294) kalite kontrol susunu da 10
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Sonug
direngli
duyarli
duyarli
duyarli

ve 10° dilisyonlarda test edin. Bu sus test
sonucunda tim primer ve sekonder
antitlberklloz  ilaglara  karsi  duyarl

olmaldir.
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Ek-1: Antibiyotik stok sollisyonunun besiyerine eklenmesi ve besiyerindeki son

konsantrasyonlar

Kadran no Antibiyotik

M7H10’a eklenen stok sol (ml) 5 ml agardaki son konst (pg/ml)

I INH
I RMP
1] SM
v EMB

0.4° 0.2
2.0° 1.0
0.4° 2.0
1.0° 5.0

(a) 100 pg/ml stok solisyon 180 ml agar besiyerine.

(b) 1000 pg/ml stok solisyon 180 ml agar besiyerine.

Ek-2: Agarla disk kaplama tekniginde her bir diskin antibiyotik icerigi ve besiyerindeki

son konsantrasyonlar

Kadran no Antibiyotik Her bir diskteki miktar (ug) 5 ml agardaki son konst
(bg/ml)

I INH 1.0 0.2

I RMP 5.0 1.0

1] SM 10.0 2.0

v EMB 25.0 5.0

Ek-3: Direk test yonteminde inokulum diliisyonlari

Her mikroskop sahasindaki mikroorganizma sayisi®

Karbolfuksin boyama (1000x) Fluorokrom boyama (250x) inokulum dilisyonlari
<1 <25 Undilue, 10-2
1-10 25-250 10-1, 10-2
>10 > 250 10-2, 10-3

(a) Kimeleri tek mikroorganizma sayin.
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Ek-4: Agar plaklarindaki mikobakteri kolonilerinin lireme yéniinden kantitasyonu

Koloni sayisi Kantitasyon
0-50 Net sayim
50 - 100 1+

100 - 200 2+

200 - 500 3+

Asiri Greme 4+

Ek-5: Modifiye agar proporsiyon testi kayit formu

Hasta adi soyadi
Hasta no

Ornek
inokulasyon tarihi
Okuma tarihi

Test yontemi

107 Diltisyon

Antibiyotik (ug/ml) Koloni sayisi Kantitasyon % Diren¢ Sonug

Kontrol --- ---
INH
RMP (
SM (
EMB (
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Antibiyotik (ug/ml)

10 Diltisyon

Koloni sayisi

Kantitasyon

% Direng Sonug

Kontrol

INH

RMP

SM

EMB
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