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TK 2ND LINE ANTI TB KIT

IKINCIL ANTIMIKOBAKTERIYEL ILAGLARA DUYARLILIK KiTi

Katalog No:TK270

Kullanim Yd&nergesi

Canli Disinda Kullanim igindir

Uriiniin Ismi:

TK 2ND LINE ANTI TB KIT

Kullanim Amaci:

TK 2ND LINE ANTI TB KIT, mikobakterilerin ikincil antimikobakteriyel
ilaglara duyarhhklarinin hizli bir sekilde belirlenmesinde kullanilan bir
kittir.

Genel Bilgi:

TK MEDIUM igerdigi ¢oklu renk belirtecleri ile mikobakterilerin
Uremesinin erken saptanmasini saglayan bir sivi kultur besiyeridir.
Ayrica, TK MEDIUM mikobakteri Gremesini kontaminasyondan ayirt
etme Ozelligine de sahiptir. Besiyerinin ekim yapilmadan o&nceki
kirmizi rengi mikobakteri Uremesi ile sariya, kontaminant birgok
bakteri veya mantar tirleri Ureyecek olursa yesile doner. TK MEDIUM
radyoaktif madde veya floresan boya icermez; degerlendirme igin
radyoaktivite sayici, ultraviyole 1sini ve 6zel bir okuyucu gerektirmez.
Renk degisikligi ciplak gézle kolayca degerlendirilebildigi gibi tUpler
cok gelismis bir otomatik inkiibator ve okuyucu olan MYCOLOR TK ile
de izlenebilir.

Cok ilaca direngli (CID) tiiberkiiloz olgularinin énemli oranda artmis
olmasi uygun tedavi igin ikincil antibiyotiklere duyarlilik testi yapiimasi
gereksinimini yaratmistir. TK 2ND LINE ANTI TB KIT ikincil
antitlberkiloz ilaglari igceren besiyerleri sayesinde bu ilaglara hizli
duyarlilhk testi yapilmasini sadlamaktadir. Hastalarin tedavilerinin
yonlendirilmesinde duyarlilik testlerinin hizla gergeklestirilerek erken
sonug verilmesi her yonden 6nemli kazanglar saglamaktadir.
Yéntemin Bilimsel Temeli:

Mikobakterinin TK MEDIUM ve antitiberkiloz ilaglar Amikasin (TK
AMK), Cycloserine (TK CYC), Ethionamide (TK ETH), Kanamisin (TK
KAN), Ofloxacin (TK OFL), PAS (TK PAS), Rifabutin (TK RFB),
Thiacetazone (TK TAZ) ve Linezolid (TK LNZ) igeren besiyerlerinin
Uremesi incelenir. TK MEDIUNM da Ureme oluyor, ikincil antitiberkiloz
iceren besiyerlerinde Ureme olmuyorsa mikobakteri bu ilaglara
duyarli, ilagh besiyerlerinde Greme oluyorsa, Ureme olan besiyerindeki
ilaca direnglidir.

Igerik:

TK MEDIUM da polipeptitler, karbohidratler, tuzlar, renk belirtegleri ve
vitaminler bulunur (beyaz kapak).

SUSPENSION TUBE T80 Tween80 ¢ozeltisi icerisinde 1mm ¢apinda
polikarbonat boncuklar igermektedir (mor kapak).

DILUTION TUBE T80 Tween80 ¢ozeltisi icermektedir (mor kapak).

Antimikobakteriyel madde igeren tlplerdeki derisim su sekildedir:

o TKAMK : Amikacin 1ug/mL

e TKCYC: Cycloserine 30pg/mL
o TKETH: Ethionamide 5ug/mL

e TKKAN: Kanamycin 4pg/mL

e TKOFL: Ofloxacin 2ug/mL

o TKPAS: PAS 2pg/mL

e TKRFB: Rifabutin 0,5ug/mL

o TKTAZ: Thiacetazone 2ug/mL
o TKLNZ: Linezolid 1pg/mL

Dikkat Edilmesi Gerekenler ve Uyarilar:

e Canlh diginda (in vitro) kullanim igindir.

e Tupler kullanimdan hemen énce agiimalidir.

e Ekimden sonra tiplerin kapaklar tupteki gazlarin degisimini
izleyebilmek igin sikica kapatiimalidir.

e Mikobakterilerin tanisinda kullanilan laboratuvar ydntemleri,
laboratuvar kaynakli enfeksiyonlarin onlenmesi acgisindan 6zel
onlemler gerektirir. Ornek isleme, dizey Il biyogiivenlik
odaciginda gergeklestiriimelidir.  Bu islemleri gergeklestirecek
kisiler 6zel egitim almis olmaldir.

e Laboratuvar enfeksiyonu olasiligini en aza indirecek sekilde ek
onlemler alinmaldir. En azindan, 6rnek isleme, giris c¢ikisi
laboratuvar calisanlar ile sinirlandinimis alanlarda yapilmalidir.
Bu alanda yuzeyler, bir ylizey dezenfektani ile silindiginde kolayca
temizlenebilecek sekilde olmalidir.

Genel Giivenlik Kurallari:

o Enfeksiyon etkeni icerme olasiligi olan drneklerle galisirken daima
eldiven ve maske takilmaldir.

o Pipetleme, c¢bzelti ekleme, bosaltma gibi islemler daima duzey I
biyoglivenlik odaciginda gergeklestiriimelidir.

o Hicbir zaman agizla ¢cekerek pipetleme yapilmamaldir.

o Bakterilerin ¢oktirilmesi sirasinda aerosollerin dnlenmesi igin
hava gecgirmez kapakli sepetleri olan sogutmali santrifijlerin
kullaniimasi 6nerilmektedir.

e Kontamine bir sivi dokilecek olursa %2,5’lik hipo-klorit ¢ozeltisi ile
temizlenmelidir.

e Tupler gevre glivenligine uygun sekilde atiimalidir.

Saklama Kosullari:
2 ila 8°C’de saklayiniz.

Bozulma Belirtileri:
Ekim Oncesi besiyerinin rengi sariya ya da yesile donmisse
kullanmayiniz.

Ornek Hazirlama:

Léwenstein-Jensen, Middlebrook Besiyeri, TK MEDIA veya TK
MEDIA gibi herhangi bir besiyerinde uretilmis mikobakteri TK 2ND
LINE ANTI TB KIT ile incelemeye alinabilir. Mikroskopi ile aside
direncli boyanan basil (ARB) pozitif oldugu saptanmis orneklerde
zaman kazanmak i¢in dogrudan duyarllik testi ve tiplendirme
yapilabilir.

Onerilen Uygulama:

Ekimler diizey Il biyoguvenlik odaciginda yapilmalidir.

Verilen Malzemeler:

Uriin 10’ luk setler halinde karton kutularda sunulmaktadir. Her set 1
TK MEDIUM, 1 TK AMK, 1 TK CYC, 1TK ETH, 1TK KAN, 1 TK OFL, 1 TK
PAS, 1 TK RFB, 1 TK TAZ, 1 TK LNZ, 1 SUSPENSION TUBE T80 ve 1
DILUTION TUBE T80’ den olugsmaktadir.

Gerekli Ek Malzemeler:
- Dizey Il biyoguvenlik odacigi.
- Mikrobiyolojik ekim yapmak icin gerekli malzeme ve dizenekler.

Sicaklik:

Ornek isleme ve ekim oda sicakiginda yapilmaldir. inkiibasyonlar
37°C’da gergeklestiriimelidir.

Zaman Kisitlamalari:

Kdltirde Uretilmis mikobakterilerin buzdolabinda bekleme siresinin
duyarlilik testleri Uzerine etkisi tam olarak bilinmemekle birlikte,
antimikrobiyal duyarllk testlerinin mikobakteri Uretilir Uretiimez en
kisa zamanda taze kiltirden yapilmasinin daha glvenilir sonug
verecegi dusinulmektedir.

Uygulama:

1. Kati, Léwenstein Jensen gibi besiyerlerinde uretilmis mikobakteri
kolonilerinden alarak SUSPENSION TUBE T80 igerisinde 1,0 Mc
Farland bulanikhiginda mikobakteri slUspansiyonu hazirlayiniz.
TK SLC gibi sivi besiyerlerinde Uretilmis mikobakteri kulturlerini
vorteks ile iyice calkaladiktan sonra 200yl SUSPENSION TUBE
T80 igerisine aktariniz ve vorteks yardimi ile karistiriniz.

2. Polikarbonat boncuklu tlpteki sispansiyondan DILUTION TUBE
T80 seyreltim tipline 500uL aktarip karistirarak seyreltiniz.

3. Bir TK MEDIUM ve birer tane ikincil antimikobakteriyel ilag iceren
tip Uzerine hasta ve drnege ait gerekli bilgileri yaziniz.

4. Tiplerin kapagini sira ile aginiz.

5.  Her tipe 200uL seyreltiimis mikobakteri slspansiyonu ekiniz.
Sivi besiyerini pipet ile birkag kere ¢ekip vererek mikobakterilerin
esit dagilimini saglayiniz.

6. Kapagl sikica kapatiniz (COK ONEMLI: Besiyerindeki renk
degisikligi tupteki oksijenin tiketilip, CO2 birikmesine bagl
oldugundan kapaklar mutlaka gaz gegirmeyecek sekilde sikica
kapatiimahdir.)

Mikroskopi ile ARB+ oldugu saptanan klinik 6rneklerden, kiiltirde

mikobakteri uUretilmeksizin duyarlilik testi ve tiplendirme yapilmasi

olanakhdir.
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Dekontaminasyon ve yogunlastirma yodntemi ile hazirlanmis 6rnekler
TK MEDIUM ve gesitlerine ekmeye uygundur. Ekilecek iglenmis
ornegin son pH'1 7,0 ve 7,8 arasinda olmalidir. Dekontaminasyon ve
yogunlastirma islemi icin MYCOPROSAFE, DECOMICS veya
DECOCENT kullaniimasi 6nerilir. Bu kitler ile hazirlanan érneklerde
uygun pH kolayca ayarlanir. Ekimler diizey Il biyoguivenlik odaciginda
yapiimaldir. Dogrudan duyarlilik testi yapildiginda kultir amaci ile TK
MEDIUM besiyerine ekim yapilmis olur ancak TK MEDIUM da
kontaminasyon orani secici besiyeri TK SLC’ den yuksek
olabileceginden TK SLC’ ye de ekim yapilmasi 6nerilir. TK MEDIUM
ve antitliberkuloz ilag iceren tlplerde kontaminasyon olursa TK SLC’
de Uretilen mikobakteriden iglemler tekrarlanabilir.

ARB+ klinik érneklerden dogrudan duyarlilik testi ve tiplendirme

uygulamasi:

1. Klinik 6rnedi dekontaminasyon ve Kkonsantrasyon iglemi ile
hazirlayiniz ve mikroskobi ile ARB+ oldugundan emin olunuz.

2. Kullanacaginiz tiplerin Uzerine hasta ve 6rnegde ait gerekli bilgileri
yaziniz.

3. lIslenmig érnekten 200uL TK MEDIUM ve ikincil antimikobakteriyel
ilag iceren tuplerin her birine aktariniz.

4. Kapaklarini sikica kapatiniz. (GOK ONEMLI: Besi yerindeki renk

degisikligi tlpteki oksijenin tiiketilip, CO, birikmesine bagh
oldugundan kapaklar mutlaka gaz gegirmeyecek sekilde sikica
kapatiimahdir.)
inkiibasyon:
Tupleri standart bir 37°C inklbatére veya MYCOLOR TK vya
yerlestiriniz. MYCOLOR TK kullaniyorsaniz hasta ve ornege ait
bilgileri kaydediniz. Programda ikincil antimikobakteriyel duyarlilik
segenegini seginiz.
Sonugclarin Degerlendirilmesi:

Gozle Degerlendirme:
Laboratuarinizda MYCOLOR TK bulunmuyor ve tiipler standart 37°C

inkibatérde  bekletiliyorsa tuplerdeki uUreme gbézle kolayca
degerlendirilebilir.  Tlplerdeki renk degisikligi gunliik olarak kontrol
edilmelidir.

Besiyerlerinin orjinal kirmizi renginin sariya dénmesi mikobakteri
Uremesini gosterir. Test, TK MEDIUM tupu sariya déndugl zaman
degerlendirmeye alinmalidir. Eger TK MEDIUM sariya déndiginde
ikincil antimikobakteriyel ila¢c igeren bir tip sariya dénmusgse bu
mikobakterinin o ilaca direngli, kirmizi kalmis ise duyarli oldugunu
gOsterir. Mikobakteri susunda bazen kismi direng olabilir. Bu nedenle
TK MEDIUM rengi sarlya dondiginde ise kesin sonucu vermeden
once 48 saat daha ilag iceren tuplerde Ureme olup olmadiginin
g6zlenmesi Onerilir. Tlplerden herhangi birinde rengin yesile donmesi
kontaminasyonu gosterir.

MYCOLOR TK ile degerlendirme:

Tuplerdeki renk degisikligi MYCOLOR TK tarafindan otomatik olarak
izlenmekte ve sonug size sistem tarafindan bildirilmektedir.

Cok Onemli:

Besiyerlerindeki renk degisikligi sadece Uremenin erken saptanmasi
hakkinda bir 6ngéru elde edilmesini saglar. Renk degisikligi gorulen
tiplerden O6rnek alinarak yayma hazirlanmali ve aside direngli boyama
yapildiktan sonra mikroskop ile incelenmelidir. Bu sekilde kiltirde
Ureyen mikroorganizmanin mikobakteri veya baska mikroorganizma
olup olmadigi belirlenmelidir. Kesin sonu¢ bu konuda deneyimli bir
kisi tarafindan mikroskopla inceleme sonrasinda verilmelidir.

Kalite Kontrol:
Kalite kontrol igin asagidaki mikroorganizmalar kullanilir ve ekim ve
37°C’da inkubasyon sonrasi karsilarinda belirtilen renkler elde edilir:

Mycobacterium tuberculosis H37Ra:  TK MEDIUM Sari
Mycobacterium smegmatis: TK MEDIUM Sari
Escherichia coli: TK MEDIUM Yesil

llag iceren tiipler duyarli mikobakteriler ile kirmizi direngliler ile Sar
Ekim yapilmamis besiyeri: Kirmizi

Yéntemin Kisith Yanlari:

Dekontaminasyon ve yogunlastirma iglemi sonunda 6rnegin pH’si 7.5
+ 0.2 olmaldir. NaOH tarafindan olusturulan yiksek pH nétralize
edilemezse, bu tur drnegin ekimi sonrasinda TK MEDIUM ve ilagh
besiyerlerinin  rengi kirmizidan mora donebilir. Bu durum
mikobakterinin lremesini yavaslatabilir veya tamamen engelleyebilir.
pH' nin iyi ayarlanmasi icin fosfat tamponu ile nétralizasyon ve
santriflj islemi ile goktlirme sonrasinda Ust sivi tamamen dokilmelidir.
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Ornek igleme igin DECOMICS, DECOCENT veya MYCOPROSAFE
kullaniimasi ve bdylece uygun pH’nin saglanmasi 6nerilir.

Performans Ozellikleri:

TK 2ND LINE ANTI TB KIT kullanarak, mikobakterilerin ikincil
antimikobakteriyel ilaglara duyarliliklari klasik besiyerleri ile yapilana
gbre daha kisa zamanda yapilabilmektedir. Bu sire mikobakteri
tirinin Greme hizina bagh olmak Uzere 2 ila 14 gin arasinda
degismektedir."?
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