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TK PZAKIT

PIRAZINAMIT DUYARLILIGI SAPTAMAK IGIN HIZLI TEST KIiTi

Katalog No:TK280

Kullanim Yénergesi

Canli Disinda Kullanim igindir

Uriiniin Ismi:

TK PZA KIT

Kullanim Amaci:

TK PZA KIT, mikobakterilerin pirazinamide duyarlihginin hizh bir
sekilde belirlenmesinde kullanilan bir kittir.

Genel Bilgi:

TK MEDIUM igerdidi ¢oklu renk belirtecleri ile mikobakterilerin
Uremesinin erken saptanmasini saglayan bir sivi kultir besiyeridir.
Ayrica, TK MEDIUM mikobakteri GUremesini kontaminasyondan ayirt
etme Ozelligine de sahiptir. Besiyerinin ekim yapilmadan o6nceki
kirmizi rengi mikobakteri Uremesi ile sariya, kontaminant birgok
bakteri veya mantar tirleri Ureyecek olursa yesile doner. Renk
degisikligi c¢iplak gdzle kolayca degerlendirilebildigi gibi tupler ¢ok
gelismis bir otomatik inkiibatér ve okuyucu olan MYCOLOR TK ile de
izlenebilir. Pirazinamit etkisini pH 5.5-6.0 arasinda gdsterebilen bir
ilagtir. Pirazinamit bir onilagtir. Mikobakteri igerisine girdikten sonra
pirazinamidaz enzimi tarafindan pirazinoik aside g¢evrilir.  Asil
antimikobakteriyel etki gosteren madde pirazinoik asittir. Noétral pH
(pH 7.0) civarinda bakteri icerisinde olusan pirazinoik asit, aktif disa
atim pompas! tarafindan hizla disariya atildigi igin ilag etkisini
gosteremez. Disuk pH'da ise bu pompa etkin ¢alisamaz ve ilag etkili
olur. Mikobakteri enfeksiyonlarina kargi 6nemli savunma hiicreleri
olan makrofajlara girip bu hiicrelerin fagozom pH’'si 5.5'de etki
gOsterebilen bir ilag oldugu icin pirazinamid tuberkiloz basillerinin
vucuttan tamamen temizlenmesinde 6nemli bir yer tutar.
Pirazinamide karsi direng genellikle pirazinamidaz enzim aktivitesini
bozan genetik degisiklikler sonucunda pirazinamidin aktif ilag
pirazinoik aside déniismesinin bozulmasi sonucunda ortaya cikar."?

Yontemin kisith yanlan:
TK PZA KIT sadece mikobakterilerin pirazinamit duyarhhgini
saptamak amaci ile geligtirilmistir.

Yéntemin Bilimsel Temeli:

Nétral pH (pH 7.0) civarinda bakteri igerisinde olusan pirazinoik asit
hizla disariya atildidi icin pirazinamit etkisini gosteremez. Bu nedenle
bugine dek pirazinamit duyarlhk testleri pH'si 5.5-6.0 arasina
ayarlanmis besiyerlerinde yapilabilmisti. TK PZA KIT disa atim
pompasi inhibitdrli 6zel bir treme kontrol besiyeri ve yine disa atim
pompa inhibitorlii pirazinamitli bir besiyerinden olusur. Bu sayede
test, nétral pH civarinda gergeklestirilebilmektedir. Test edilecek sus
her iki besiyerine de ekilir. Kontrol besiyerinde treme olup ilagh
besiyerinde Ureme olmamasi tuberklloz basilinin pirazinamide
duyarli, Greme olmasi ise direngli oldugunu gosterir. "3

Igerik:

TK MEDIUM da polipeptitler, karbohidratler, tuzlar, renk belirtegleri ve
vitaminler bulunur. TK PGC kontrol tlipli bu maddelere ek olarak aktif
pompa inhibitéri rezerpin ve TK PZA tlpU ise rezerpinle birlikte
pirazinamit icermektedir (beyaz kapak).

SUSPENSION TUBE T80 Tween80 ¢ozeltisi igerisinde 1mm capinda
polikarbonat boncuklar icermektedir (mor kapak).

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

Dikkat Edilmesi Gerekenler ve Uyarilar:

e Canlh diginda (in vitro) kullanim igindir.

e Tupler kullanimdan hemen 6nce agiimalidir.

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

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

e Laboratuvar enfeksiyonu olasiliini en aza indirecek sekilde ek
onlemler alinmaldir. En azindan, 6rnek isleme, giris c¢ikisi
laboratuvar caliganlari ile sinirlandiriimis alanlarda yapilmalidir.
Bu alanda ylzeyler, bir ylizey dezenfektan! 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 ¢oktlrilmesi sirasinda aerosollerin 6nlenmesi igin
hava gecgirmez kapakli sepetleri olan sogutmali santrifijlerin
kullaniimasi 6nerilmektedir.

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

o Ornekler igerisinde Hepatit B ve “Human Immunodefficiency Virus”
(HIV) gibi patojen mikroorganizmalar bulunabilir. Kan veya vicut
sivilari ile kontamine olmus tim Orneklerin iglenmeleri sirasinda
uluslararasi 6nlemlere ve laboratuvar yonergelerine uyulmalidir.
Tuplerden sizinti olursa, tasima veya toplama sirasinda yanliglikla
ornek dokilirse, mikobakteriyel kontaminasyonun énlenmesi ile
ilgili yayinlanmig yénergeler uygulanmalidir.

e Tupler gevre giivenligine 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 PZA
KIT ile incelemeye alinabilir.

Onerilen Uygulama:
Ekimler diizey Il biyoguvenlik odaciginda yapiimalidir.

Verilen Malzemeler:

Uriin 15’ lik setler halinde karton kutularda sunulmaktadir. Her set 1
TK PGC, 1 TK PZA, 1 SUSPENSION TUBE T80 ve 1 DILUTION
TUBE T80 den olugmaktadir.

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

Sicaklik:

Ornek igsleme ve ekim oda sicakliginda yapilmalidir. inkiibasyonlar
37°C’da gergeklestiriimelidir.

Zaman Kisitlamalari:

Ornek islenmesinden ekime dek gegen siirenin ireme lizerine etkisi
belirlenmemis olmakla birlikte 6rnek hazirlandiktan hemen sonra ekim
yapilmasi onerilir.

Uygulama:

1. Kati, Léwenstein Jensen gibi besiyerlerinde Uretilmis mikobakteri
kolonilerinden alarak SUSPENSION TUBE T80 igerisinde 1,0 Mc
Farland bulanikhginda mikobakteri stspansiyonu hazirlayiniz.
TK SLC gibi sivi besiyerlerinde Uretilmis mikobakteri kultirlerini
vorteks ile iyice calkaladiktan sonra 200yl SUSPENSION TUBE
T80 icgerisine aktariniz ve en az 30 saniye vorteks yardimi ile
karigtiriniz.

2. Polikarbonat boncuklu tlpteki stispansiyondan DILUTION TUBE
T80 seyreltim tipltne 500uL aktarip karistirarak seyreltiniz.

3. Bir TK PGC bir de TK PZA tiplu Uzerine hasta ve Ornege ait
gerekli bilgileri yaziniz.

4. Taplerin kapagini sira ile aginiz.

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

6. Kapagl sikica kapatiniz (COK ONEMLI: Besiyerindeki renk
degisikligi tlpteki oksijenin tuketilip, CO2 birikmesine bagh
oldugundan kapaklar mutlaka gaz gegirmeyecek sekilde sikica
kapatilmaldir.)
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Inkiibasyon:

Tupleri standart bir 37°C inklbatére veya MYCOLOR TK vya
yerlestiriniz. MYCOLOR TK kullaniyorsaniz hasta ve 6rnegde ait
bilgileri kaydediniz. Programda TK PZA segenegini seginiz.

Sonugclarin Degerlendirilmesi:

Gozle Degerlendirme:

Laboratuarinizda MYCOLOR TK bulunmuyor ve tipler standart 37°C
inkibatérde  bekletiliyorsa tuplerdeki uUreme gbézle kolayca
degerlendirilebilir.  Tlplerdeki renk degisikligi gunlik olarak kontrol
edilmelidir.

Besiyerlerinin orjinal kirmizi renginin sariya dénmesi mikobakteri
Uremesini gosterir. Eger TK PGC sariya déndigunde TK PZA sariya
dénmisse bu mikobakterinin pirazinamide direngli, kirmizi kalmig ise
duyarll oldugunu gdsterir. Mikobakteri susunda bazen kismi direng
olabilir. Bu nedenle TK PGC rengi sariya dondiginde ise kesin
sonucu vermeden dnce 48 saat daha ilag igeren tlplerde Gireme olup
olmadiginin gézlenmesi onerilir. Bu gézlenme suresine titizlikle dikkat
edilmelidir. Tuplerden herhangi birinde rengin yesile dénmesi
kontaminasyonu gosterir.

MYCOLOR TK ile degerlendirme:

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

Cok Onemli:

TK PGC ve TK PZA’ daki renk degisikligi sadece uUremenin erken
saptanmasi hakkinda bir 6ngéri elde edilmesini saglar. Renk
degisikligi goérulen tlplerden 6rnek alinarak yayma hazirlanmali ve
aside direngli boyama yapildiktan sonra mikroskop ile incelenmelidir.
Bu sekilde kulturde ureyen mikroorganizmanin mikobakteri veya
baska mikroorganizma olup olmadigi belirlenmelidir. Kesin sonug bu
konuda deneyimli bir kisi tarafindan mikroskopla inceleme sonrasinda
verilmelidir.

Kalite Kontrol:

Kalite kontrol icin asagidaki mikroorganizmalar kullanilir ve ekim ve
37°C’da inkiibasyon sonrasi karsilarinda belirtilen renkler elde edilir:

Mycobacterium tuberculosis H37Ra: TK PGC Sari
Mycobacterium tuberculosis H37Ra:  TK PZA Kirmizi
Pirazinamit direngli mikobakteri: TK PGC Sari
Pirazinamit direngli mikobakteri: TK PZA Sari
Ekim yapilmamis besiyeri: Kirmizi

Yéntemin Kisith Yanlari:
TK PZA KIT sadece mikobakterilerin pirazinamit duyarhhgini
saptamak amaci ile geligtirilmigtir.

Performans Ozellikleri:

TK PZA KIT kullanarak, mikobakterilerin pirazinamide duyarlihginin
saptanmasi klasik besiyerleri ile yapilana gére daha kisa zamanda
yapilabilmektedir. Bu slre mikobakteri tirinin Ureme hizina bagl
olmak Uzere 2 ila 14 giin arasinda degismektedir."2
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