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Tuberkiiloz ve diger mikobakteriyozlarin kesin
tanisi, klinik ornekten mikobakterilerin izole
edilmesi ile yapilir.

Kiultur asamasinda uygulanan herhangi bir
laboratuvar yonteminin etkinligi, buiyuik ol¢cude
klinik ornegin alinma ve laboratuvara gonderilme
kosullarina baghdar.

Bu nedenle klinik ornek uygun zamanda, uygun

yerden alinmah ve bekletilmeden laboratuvara
gonderilmelidir.



GENEL KURALLAR

Klinik ornek steril, tek kullanimhk, sizdirmaz,
burgulu kapakl, fiksatif ve koruyucu
icermeyen kaplara yeterli miktarda
alinmahdir.

Enjektorle ornek alinacaksa kapakh
enjektorler tercih edilmelidir.

Kabin uizerindeki etikete hastanin adi-soyada,
ornegin ne zaman alindig1 yazilmah ve istek
kagidinda hasta ile ilgili tum bilgiler ve ilgili
doktora ulasilacak telefon numaralar: yer
almahdir.



Steril, tek kullanimlik, etiketli

ornek kaplari

Luer tipi kapakh enjektor



Antimikrobiyal tedavi oncesi alinmahdir.

Kontaminasyonu en aza indirgemek icin klinik
ornek aseptik sartlarda ahnmah ve musluk suyu
ile kontaminasyondan kac¢inilmahdar.

Cevre kosullarina dayamkh olmalari nedeniyle

transport besiyeri cok gerekli degil suruntu,
igne aspirasyonu, biyopsi




Uygun olmayan kaplarda gonderilen ornekler
(Balmumu iceren, steril olmayan, kirik,
sizdiran)

Etiketlenmemis ornekler

24 saatlik biriktirilmis idrar, balgam ornekleri
Suruntu ornekleri

Ornek alimindan, laboratuvarda islenmesine
kadar > 7 gun gecen ornekler




* Bir saat icinde calisiilmayacak ornekler
2-8 ° C’de bekletilmelidir.

 Dort saat icinde calisitlamayacaksa
orneklerinin alindig1 kaba notralizasyon i¢in
ilave edilmelidir.

e Tekrar alinmasi zor olan ornekler kultur

asamasinda olusabilecek kontaminasyona
karsin 2-8 ° C’de bekletilmelidir.




PULMONER ORNEKLER

Birbirini takip eden uc¢ giin ustuste en az 5-10
ml sabah balgami

Hasta yataktan kalkmadan ve agzim
calkaladiktan sonra

24 saatlik balgam uygun degil !



Hipertonik tuzlu su (% 10NaCl) inhalasyonu

En az 10 ml olmah

Tiukuruge benzedigi icin istek kagidinda
induklenmis balgam oldugu mutlaka belirtilmeli
Nebulizator suyu ile balgamin

kontaminasyonundan kac¢inilmahdir.




Balgam c¢ikaramayan hastalara uygulanan invasiv bir
teknikle alinir.En az 5 ml olmahdir.

Musluk suyunda bulunabilecek saprofit mikobakteriler
yalanci pozitiflige neden olabileceginden, bronkoskop
musluk suyuyla kontamine edilmemelidir.

Si1g1r serum albumin (son konsantrasyonu % 1-2)

ve % 0.5 Tween 80 ile zenginlestirilmis yaklasik 10 ml
Middlebrook 7H9 buyyonu iceren steril tuplere
alinmahdar.



Yiiksek asiditesi nedeniyle tuberkiiloz tanisi icin uygun bir
ornek degildir. Ancak;

Balgam c¢ikaramayan veya balgamini yutan yenidoganda
ve kucuk cocuklarda,

Koopere olmayan hastalarda tercih edilebilir.

Uc glin st uste en az 5-10 ml ornek, sabah erken saatte
hasta yataktan kalkmadan ve herhangi bir sey yemeden
alinmahdar.

Ornek alindiktan sonra ile
notralize edilmeli, notralize edilmemis ornekler kabul
edilmemelidir.



EKSTRAPULMONER ORNEKLER

Ez az 40 ml sabah ilk idrar ornegi

Ug giin iist iiste, orta akim idrar 6rnegi, orta
akim alinamiyorsa Kkateter ile

Erkek hastalarda ilk idrarin tamami da
alinabilir

Ornek vermeden 6nce dis iiro-genital bolge
temizlenmeli




RED

e 40 ml’den a




* Asepsi uygulandiktan sonra alinarak hasta basinda
besiyerine ekim yapilir.

* Hasta basinda ekim yapilamayacaksa 10 ml kan

veya iceren tiiplere alinarak laboratuvara
gonderilmelidir.

icin kan —>




(BOS, plevral, peritoneal, perikardial, sinovial sivilar)

Aspirasyon teknikleri veya cerrahi yontemler
kullanilarak alinmahdair.

Az sayida mikobakteri icerdiklerinden tani i¢cin buyuk
hacimlere gereksinim vardir.

En az 10-15 ml, mumkiinse

Fibrinojen — SPS veya heparin
BOS en az 2 ml




Asepsi uygulandiktan sonra miimkiin oldugunca ¢ok
ornek ile aspire edilir.

Kiicuk miktarda alinacaksa — Middlebrook 7H9

Kutanoz lezyonlarda lezyonun kenarindan aspirasyon
Mutlak gerekiyorsa siiruntii ornegi alinabilir

Transport besiyerine

Negatif sonuc¢ guvenilir degil




(Lenf nodu, deri ve diger biyopsi 6rnekleri)

Koruyucu veya fiksatif icermeyen kaplara en az
doku ornegi
Kutanoz ulserlerde lezyonun periferinden ornek

Ornekler gazh beze sarilmamah ve formalin icinde
gonderilmemelidir.

Doku parcalayici ile parcalanarak 1-2 ml
Middlebrook 7H9 icinde homojen hale getirilebilir.




diska ornegi steril, parafin icermeyen kaplara
direkt olarak veya tuvalete serilmis naylon uzerinden
alinabilir.

Siklikla AIDS hastalarinin GIS’inde M.avium
kompleksi’ni arastirmak amaciyla kullanilr.

Ancak dissemine MAC infeksiyonunun saptanmasinda
preparat ve kiltir etkili bir yol degil

Pozitif diska kiiltiru dissemine MAC infeksiyonunun
gostergesi olabilir ancak; antibiyotik profilaksisinin
etkinligi konusunda giivenilir veriler yok

Bu nedenle MAC infeksiyonlarinin saptanmasinda




ORNEKLERIN LABORATUVARA GONDERILMESI VE
POSTALANMASI

e % 50 infektif doz < 10 bakteri

 Baz laboratuvarlarda aside direncli bakteri
izolasyon orani > %10

Bu nedenle balgam ve diger Klinik ornekler

dikkatli tasinmah S1zmaya, sarsilmaya,
basing ve sicakhik farkhliklarina dayanmkh uclu
kap sistemi
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AMAC;

 Klinik orneklerde mikobakterilerin varhgini
gostermek

* Hastalik etkeni mikobakteriyi izole etmektir.
* Preparat
« Kultur

Kiultur yontemleri, uzun yillardir tuberkiiloz
tanisinda en guvenilir yontem olarak varhgini
korumaktadir !




ORNEKLERIN ISLENMESI

Mikobakterilerin arastirillmasi amaciyla
laboratuvara gonderilen bircok Kklinik ornek;
mikobakterilerle birlikte

Kontaminasyona neden olan bakteriler
Mantarlar

Lokosit

Eritrosit

Viicut sivilari

Doku gibi organik kalintilar da icerir.



Bu nedenle;

* Normal flora iceren klinik ornekler

* Alinmalar1 ve transport islemler1 sirasinda
sterilizasyon kurallarina uyulmadigi
diistiniilen klinik 6rneklere;

organik kalintilar1 sindirmek (digestion)

kontaminasyona neden olan bakter1 ve
mantarlar1 elemine etmek amaciyla
dekontaminasyon 1slem1 uygulanir.




Bazi yontemlerde her iki islem icin tek bir madde —

%4 NaOH

Bazi yontemlerde her iki islem i¢in ayr1 ayri
maddeler —

N-Asetil-L-Cystein (NALC) + %4 NaOH
NALC — Mukolitik

%4 NaOH — Dekontaminan

%2.9 sodyum sitrat — Klinik orneklerde
bulunabilecek agir metal iyonlarimi baglayarak
NALC’1n inaktive olmasin1 onlemek amaciyla
kullanilir.

50 ml %4 NaOH+50 ml %2.9 NaSitrat+0.5 g NALC
18-24 saat !




Normalde steril oldugu dusunulen BOS,
vicut sivilari, kan - Dekontaminasyon
islemi uygulanmaz.

Ancak steril bosluklardan ornek alimi ve
transportu sirasinda sterilizasyon
kurallarina uyulmadigi1 kuskusu varsa,
bu orneklere de dekontaminasyon islemi
uygulanir.



Kultur

Konvansiyonel besiyerleri
« Kati
¢ Sivi

Kati besiyerleri

* Yumurta temelli (Primer 1zolasyonda onerilir)
Lowenstein-Jensen (L-J) Tam yumurta veya yumurta sarisi
Petragnani
American Trudeau Society

* Agar temell1 (10-12 giinde koloni olusumu)
Middlebrook 7H10
Middlebrook 7H11
S1v1 bestyerleri
Middlebrook 7H9
Dubos tween albumin









Kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin
uremesini etkin bir sekilde inhibe etmek amaciyla
selektif besiyeri olan;

L-J Gruft
Mycobactosel L-J
Mitchison’s selektif 7H11

Primer izolasyonda besiyerlerinden en az biri
selektif olmal !



Hizh kultur sistemleri

« Izolasyon siiresi kisa

» Izolasyon oram yiiksek

S1vi, kati, bifazik besiyerleri

* Gaz basincindaki degisiklikler

* CO,olusumu

* O, kullanimi

Fluorometrik veya kolorimetrik olarak olculur.

CDC — Sivi + kat1 besiyeri kombinasyonu
Mikobakterilerin izolasyon sansi artiyor.



Bactec 460 TB (Becton Dickinson Diagnostic
Instruments, Sparks, MD)

Y ar1 otomatize

[zolasyon, identifikasyon, duyarlik deneyi
Bactec 12B (Middlebrook 7H12)

Besiyerinde 4 C isaretli palmitik asit
{ kullanimi
14C0O2 — 0-999 sayisal degerleri arasinda
tireme indeksi olarak ol¢lilmesi

Ekimden once besiyerlerine polimiksin B, azlosilin, nalidiksik asit,
trimetoprim, amfoterisin B (PANTA)

Radyoaktif madde

(Capraz kontaminasyon Dezavanta;







Tam otomatize sistemler

* Versa TREK (Myco-ESP II) (Trek
Diagnostics, Inc., Westlake, Ohio)

« MB/Bac T (BioMerieux, France)

* Bactec 9000 MB (BD Biosciences, Sparks,
\%0))

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




Versa TREK (Myco-ESP II)
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Seliiloz siinger

Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri
Kan ve kemik iligi dahil tiim ornekler i¢cin uygun

( EDTA veya SPS’li tiupe alindiktan sonra ekimi uygun)

« Ekimden once oleik asit-albumin-dekstroz-katalaz
(OADC)

* Antibiyotik karisimi

 Mikobakterilerin tiremesi sonucu olusan gaz
basincindaki degisiklikler olciilerek (her 24 saatte)
degerlendirme yapilir.

* Gaz basincindaki degisiklik grafiksel olarak
bilgisayarda goruntiilenir.



MB/Bac T (Bac T/ALERT MB)

* Besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor icerir. i

* Olusan CO, duzeyini olcerek uremeyi degerlendirir.
* 120-240 kapasiteli bir sistem

* Steril olmayan ornekler ekilmeden once antibiyotik
karisimi (amfoterisin B, azlosilin, nalidiksik asit,
polimiksin B, trimetoprim)

Steril ornekler ekilmeden once reconstitution sivisi
(tween, gliserol, amarant) ilave edilir.

 Kan disindaki tim ornekler icin uygun






Bactec 9000 MB

* Oksijen kullanimi fluoresans ile
belirlenir.

* Modifiye Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri

 EKkimden once besiyerine PANTA

 Balgam + diger solunum yolu ornekleri
icin Miyco F/sputa, kan ve diger steril
ornekler icin Myco F/lytic


http://images.google.com.tr/imgres?imgurl=http://www.bd.com/ds/images/products/img_bactecbottles_400px.jpg&imgrefurl=http://www.bd.com/ds/productCenter/442003.asp&usg=__woDaF6UZUiZIcn8PVLrlQ02Ay3w=&h=400&w=400&sz=89&hl=tr&start=33&um=1&tbnid=xPnIyK3HMzSTwM:&tbnh=124&tbnw=124&prev=/images%3Fq%3Dbactec%2B9000%2Bmb%2Bsistemi%26ndsp%3D18%26hl%3Dtr%26rlz%3D1T4TSEA_trTR340TR340%26sa%3DN%26start%3D18%26um%3D1

Bactec MGIT 960

Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri

Besiyerinin dip kisminda oksijene duyarh rutenyum
metal kompleksi iceren silikon bulunur.

Ureme yoksa oksijen varhgina bagh olarak —> silikon
tabakaya gonderilen UV 1simina karsi fluoresans
olusmaz.

Ureme varsa oksijen kullanilmasi sonucu —> UV 1s1nina
karsi fluoresans olusur.

Olusan fluoresans miktari uireme indeksi olarak
degerlendirilir.

Ekimden once besiyerlerine OADC ve PANTA 1lave
edilir. |

Manuel olarak kullanilmaya da uygun.
Kan disindaki tiim ornekler
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Manuel sistemler

* Septi-Check AFB (BD Biosciences,
Sparks, MD)

- MGIT (BD, Biosciences, Sparks, MD)

* MB Redox (Biotest Diagnostics Corp.,
Danville, NJ)

 Dusuk kapasite ile calisan
laboratuvarlarda tercih edilir.



Septi-Check AFB

e Bifazik bir kiiltur sistemi
* Sivi besiyeri (Middlebrook 7H9)

. Ug tip kat1 besiyeri (L-J, Middlebrook 7H11,
cukulatamsi agar)

* Cukulatams: agar kontaminasyonu belirlemek
amaciyla kullanilir.

 Ekimden sonra besiyerleri ilk 24 saat ters olarak
bekletilir — sonra dik konuma getirilir.

 Kiiltuir suiresince besiyerleri hafifce ¢calkalanarak kati-
s1vl besiyerleri temas ettirilmelidir.

 Kan disindaki tiim klinik ornekler i¢cin uygun




MB Redox

* Cihaz gerektirmeyen bir sistem

* Antibiyotik karisimi ve renksiz
tetrazolyum tuzu iceren modifiye
Kirchner besiyeri kullanilir.

° Tetrazolyum tuzu (Mikobakterilerin redox sistemi ile
ingirgenir) —> Formazon (pembe, kirmizi, menekse rengi)

— Hiicre yuzeyinde graniiler formda birikir — Renkli

mikrokoloniler - Makroskobik olarak gozlenir.
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