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TK PNB KIT

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS KOMPLEKS VE TUBERKULOZ DISI MIKOBAKTERILERIN (MYCOBACTERIA OTHER THAN
TUBERCULOSIS -MOTT-) AYRIMI IGIN HIZLI SIVI KULTUR KiTI

Katalog No:TK230

Kullanim Yénergesi

Canli Diginda Kullanim igindir

Uriiniin Ismi:

TK PNB KIT

Kullanim Amaci:

TK PNB KIT M. tuberculosis complex (M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum, M. microti) turlerinin, tuberklloz disi mikobakteri (TDM)
turlerinden hizl ayriminda kullanilan bir kittir.

Genel Bilgi:

TK MEDIUM igerdigi ¢oklu renk belirtegleri ile mikobakterilerin
Uremesinin erken saptanmasini saglayan bir sivi kultur besiyeridir.
Ayrica, TK MEDIUM mikobakteri Gremesini kontaminasyondan ayirt
etme 6zelligine de sahiptir. Besiyerinin ekim yapiimadan énceki kirmizi
rengi mikobakteri iremesi ile sariya, kontaminant birgok bakteri veya
mantar turleri Ureyecek olursa yesile déner. TK MEDIUM radyoaktif
madde veya floresan boya icermez; degerlendirme igin radyoaktivite
sayici, ultraviyole 1sini ve 6zel bir okuyucu gerektirmez. Renk
degisikligi ciplak gdzle kolayca degerlendirilebildigi gibi tupler ¢ok
gelismis bir otomatik inkiibatoér ve okuyucu olan MYCOLOR TK ile de
izlenenbilir.

Hastadan alinmis 6rneklerden bir mikobakteri turt Uretildigi zaman
bunun M. tuberculosis veya baska bir mikobakteri tlri (TDM) olup
olmadiginin ayirt edilmesi 6nemlidir. Birgok olguda TDM insanlar igin
patojen olmayabilir ve tedavi gerektirmeyebilir. Uretilen mikobakterinin
hastaliga neden olabilen bir TDM tiri olmasi durumunda ise M.
tuberculosis enfeksiyonunu tedavi etmekte kullanilanlardan farkli
ilaglarla tedavi etmek gerekebilir. TK PNB para-nitro-benzoik asit
(PNB) igeren bir TK MEDIUM turtdur. PNB M. tuberculosis complex
grubuna ait bakterilerin Gremesine engel olurken, tiiberkiloz disi
mikobakterilerin Uremesine engel olmaz ve bdylece iki grubun
birbirinden ayirt edilmesini saglar.

Yontemin kisith yanlari:

Nadir de olsa tuberklloz digi bazi mikobakteri tirlerinin de PNB
tarafindan tremeleri engellenebili. TK PNB sadece M. tuberculosis
complex veya TDM ayrimi yapar, mikobakterinin tam tir ismini
belirlemez. Tam tur isminin belirlenmesi igin ek incelemelerin yapilmasi
gereklidir.

Yéntemin Bilimsel Temeli:

Mikobakterinin TK MEDIUM ve TK PNB’ de Uremesi karsilastirilir. TK

MEDIUM da Ureme oluyor TK PNB' de ureme olmuyorsa bu

mikobakterinin M. tuberculosis complex grubuna ait oldugunu gosterir.

Eger mikobakteri her iki besiyerinde de Urlyorsa bu mikobakterinin

TDM oldugunu gosterir.

Igerik:

TK MEDIUM da polipeptitler, karbohidratler, tuzlar, renk belirtegleri ve

vitaminler bulunur (beyaz kapak).

SUSPENSION TUBE T80 Tween80 ¢dzeltisi icerisinde 1mm ¢apinda

polikarbonat boncuklar icermektedir (mor kapak).

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

Antimikobakteriyel madde igeren tipteki derisim su sekildedir:

o TKPNB : Para-nitro benzoic acid (PNB) 250ug/mL

Dikkat Edilmesi Gerekenler ve Uyarilar:

e Canlh disinda (in vitro) kullanim igindir.

e Tupler kullanimdan hemen 6nce agiimalidir.

o Ekimden sonra tlplerin kapaklari tupteki gazlarin degisimini
izleyebilmek icin sikica kapatiimalidir.

o Mikobakterilerin tanisinda kullanilan laboratuvar ydntemleri,
laboratuvar kaynakli enfeksiyonlarin Onlenmesi agisindan 6zel
dnlemler gerektirir. Ornek isleme, diizey Il biyogiivenlik odaciginda
gerceklestirimelidir. Bu islemleri gergeklestirecek kisiler 6zel egitim
almis olmalidir.

e Laboratuvar enfeksiyonu olasiliyini en aza indirecek sekilde ek
onlemler alinmahdir. En azindan, 6rnek isleme, giris cikigi
laboratuvar galisanlari ile sinirlandiriimis alanlarda yapiimalidir. 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 takiimaldir.

e Pipetleme, ¢ozelti ekleme, bosaltma gibi islemler daima dizey I
biyoguvenlik odaciginda gerceklestiriimelidir.

o Hicbir zaman agizla cekerek pipetleme yapiilmamaldir.

o Bakterilerin ¢oktirilmesi sirasinda aerosollerin 6nlenmesi igin hava
gecirmez kapakli sepetleri olan sogutmali santrifijlerin kullaniimasi
Onerilmektedir.

o 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 sarlya ya da yesile dénmisse
kullanmayiniz.

Ornek Hazirlama:

Léwenstein-Jensen, Middlebrook Besiyeri veya TK MEDIA gibi
herhangi bir besiyerinde uretilmis mikobakteri TK ANTI TB & PNB KIT
ile incelemeye alinabilir. Mikroskopi ile aside direngli boyanan basil
(ARB) pozitif oldugu saptanmis orneklerde zaman kazanmak igin
dogrudan tiplendirme yapilabilir.

Onerilen Uygulama:
Ekimler diizey Il biyoguvenlik odaciginda yapiimalidir.

Verilen Malzemeler:

Uriin 15'lik setler halinde karton kutularda sunulmaktadir. Her set 1 TK
MEDIUM, 1 TK PNB, 1 SUSPENSION TUBE T80 ve 1 DILUTION
TUBE T80’ den olusmaktadir.

Gerekli Ek Malzemeler:
- Dlizey Il biyogulvenlik odacigi.
- Mikrobiyolojik ekim yapmak i¢in gerekli malzeme ve diizenekler.

Sicaklik:

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

Zaman Kisitlamalari:

Ornek islenmesinden ekime dek gegen siirenin ireme (izerine etkisi
belirlenmemis olmakla birlikte 6rnek islendikten hemen sonra ekim
yapilmasi mikobakterilerin Uretilme sansini artirabilir.

Uygulama:

Mikobakteri Kiiltiirii Kati Besiyerinde Ise:

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

2. Polikarbonat boncuklu tipteki stispansiyondan DILUTION TUBE
T80 seyreltim tlipline 500uL aktarip karistirarak seyreltiniz.

3. Bir TK MEDIUM ve bir TK PNB Uzerine hasta ve drnege ait gerekli
bilgileri yaziniz.

4. Taplerin kapagini sira ile aginiz.

5. Her tipe 200uL mikobakteri stispansiyonu ekiniz. Sivi besiyerini
pipet ile birkag kere gekip vererek mikobakterilerin esit dagilimini
saglayiniz.

6. Kapagl sikica kapatiniz (GOK ONEMLI: Besiyerindeki renk
degisikligi tlpteki oksijenin tuketilip, CO2 birikmesine bagh
oldugundan kapaklar mutlaka gaz gecirmeyecek sekilde sikica
kapatiimaldir.)

Mikroskopi ile ARB+ oldudu saptanan klinik érneklerden, kiltirde
mikobakteri Uretilmeksizin tiplendirme yapilmasi olanaklidir.

NALC-NaOH dekontaminasyon ve yogunlastirma yontemi ile
hazirlanmis 6rnekler TK MEDIUM ve gesitlerine ekmeye uygundur.
Ekilecek islenmis 6rnegin son pH1 7,0 ve 7,8 arasinda olmaldir.
Dekontaminasyon ve yogunlastirma islemi icin MYCOPROSAFE,
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DECOMICS veya DECOCENT kullaniimasi onerili.  Bu kitler ile
hazirlanan érneklerde uygun pH kolayca ayarlanir. Ekimler diizey Il
biyoguvenlik odacidinda yapilmalidir. Dogrudan tiplendirme
yapildiginda kiltir amaci ile TK MEDIUM besiyerine ekim yapilmis olur
ancak TK MEDIUM da kontaminasyon orani segici besiyeri TK SLC’
den yiksek olabileceginden TK SLC’ ye de ekim yapilmasi énerilir. TK
MEDIUM ve TK PNB’ de kontaminasyon olursa TK SLC’ de Uretilen
mikobakteriden iglemler tekrarlanabilir.

ARB+ klinik érneklerden dogrudan tiplendirme uygulamasi:

1. Klinik 6rnegin dekontaminasyon ve konsantrasyon igslemini
terchen DECOMICS, DECOCENT veya MYCOPROSAFE
kullanarak ekime hazirlayiniz. (DECOMICS, DECOCENT veya
MYCOPROSAFE  kullaniyorsaniz ~ kullanim  yonergelerinde
onerilen uygulamay! yapiniz).

2. Yukarida vyazili islemleri Ugluncli basamaktan baslayarak
uygulayiniz.
Inkiibasyon:

Tapleri standart bir 37°C inkubatére veya MYCOLOR TK ya
yerlestiriniz. MYCOLOR TK kullaniyorsaniz hasta ve érnege ait bilgileri
kaydediniz. Programda tur saptama segenegini seciniz.

Sonuglarin Degerlendirilmesi:

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

inkibatérde  bekletiliyorsa  tuplerdeki Ureme gb6zle kolayca
degerlendirilebilir.  Tiplerdeki renk degisikligi gunliik olarak kontrol
edilmelidir.

Besiyerlerinin orjinal kirmizi renginin sariya dénmesi mikobakteri
Uremesini gosterir. Test, TK MEDIUM tipU sariya déndigi zaman
degerlendirmeye alinmalidir. Bu sirada TK PNB kirmizi kalmigsa bu
mikobakteri tirinin M. tuberculosis complex grubuna ait oldugunu
gOsterir. Eger TK MEDIUM sariya dondigiunde TK PNB’ de sariya
donmisse bu mikobakterinin tiberkiloz disi bir tir TDM oldugunu
gOsterir (“Yontemin kisith yanlari’na bakiniz). PNB bazi mikobakteri
tirlerinin Uremesini yavaslatabili. Eger TK MEDIUM rengi sariya
déndugiinde TK PNB kirmizi ise kesin sonucu vermeden énce 48 saat
daha TK PNB’ de tGreme olup olmadiginin gézlenmesi 6nerilir

MYCOLOR TK ile degerlendirme:

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

Cok Onemli:

Besiyerlerindeki renk degisikligi sadece turemenin erken saptanmasini
ve Uireyen mikroorganizmanin tirl hakkinda bir 6ngori elde edilmesini
saglar. Renk degisikligi gorulen tlplerden 6rnek alinarak yayma
hazirlanmall ve aside direngli boyama yapildiktan sonra mikroskop ile
incelenmelidir. Bu sekilde kdltirde 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 inklibasyon sonrasi karsilarinda belirtilen renkler elde edilir:

Mycobacterium tuberculosis H37Ra:  TK MEDIUM Sari
Mycobacterium tuberculosis H37Ra:  TK PNB Kirmizi
Mycobacterium smegmatis: TK MEDIUM Sari
Mycobacterium smegmatis: TK PNB Sari
Ekim yapilmamisg besiyeri: Kirmizi

Yéntemin Kisitl Yanlari:

Dekontaminasyon ve yogunlastirma islemi sonunda 6rnegin pH’si 7.5
+ 0.2 olmaldir. NaOH tarafindan olusturulan yiiksek pH nétralize
edilemezse, bu tur 6rnegin ekimi sonrasinda TK MEDIUM ve TK PNB’
nin rengi kirmizidan mora dénebilir.  Bu durum mikobakterinin
Uremesini yavaglatabilir veya tamamen engelleyebilir. pH’ nin iyi
ayarlanmasi igin fosfat tamponu ile nétralizasyon ve santrifiij islemi ile
¢Oktiirme sonrasinda st sivi tamamen dokilmelidir. Ornek isleme igin
DECOMICS, DECOCENT veya MYCOPROSAFE kullaniimasi ve
bdylece uygun pH’nin saglanmasi onerilir.

Performans Ozellikleri:

TK PNB KIT kullanarak mikobakterilerin M. tuberculosis complex ve
MOTT ayrimi klasik besiyerleri ile yapilana gére daha kisa zamanda
yapilabilmektedir. Bu slre mikobakteri tirinin Ureme hizina bagli
olmak lzere 2 ila 14 giin arasinda degismektedir."-2
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