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Anti TB & PNB Kit”®

AN7_'_I'MI'KOBf_AKTERI'YEL_iLACLARA DUYARLILIK VE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS KOMPLEKS VE
TUBERKULOZ DISI MIKOBAKTERILERIN (MYCOBACTERIA OTHER THAN TUBERCULOSIS -MOTT-)
AYRIMI ICIN HIZLI SIVI KULTUR KITI

Katalog No: TB250

Kullanim Yonergesi

In Vitro Kullanim igindir

Uriiniin ismi:
Anti TB & PNB Kit®

Kullanim Amaci:
Anti TB & PNB Kit® mikobakterilerin antimikobakteriyel ilaglara
duyarhliklarin hizli bir sekilde belilenmesinde ve M. tuberculosis
complex (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti)
tarlerinin, tlberkuloz digi (mycobacteria other than tuberculosis —
MOTT-) mikobakteri turlerinden hizli ayriminda kullanilan bir
kittir.

Genel bilgi:
TB Medium® igerdigi ¢oklu renk belirtegleri ile mikobakterilerin
Uremesinin erken saptanmasini saglayan bir sivi kultur besiyeridir. Ayrica,
TB Medium® mikobakteri Uremesini kontaminasyondan ayirt etme
ozelligine de sahiptir. Besiyerinin ekim yapilmadan 6nceki kirmizi rengi
mikobakteri Uremesi ile sariya, kontaminant birgok bakteri veya mantar
turleri Ureyecek olursa yesile déner. Renk degisikligi koloniler gorinir
hale gelmeden 6nce gergeklesir. TB Medium® radyoaktif madde veya
floresan boya icermez; degerlendirme igin radyoaktivite sayici, ultraviyole
iIsinl ve Ozel bir okuyucu gerektirmez. Renk degisikligi ¢iplak gozle
kolayca degerlendirilebildigi gibi tupler ¢ok gelismis bir otomatik inkiibator
ve okuyucu olan TBReader® ile de izlenebilir.
Hastadan alinmig Orneklerden bir mikobakteri tlrt Uretildigi
zaman bunun M. tuberculosis veya baska bir mikobakteri tirl
(MOTT) olup olmadiginin ayirt edilmesi énemlidir. Birgok olguda
MOTT insanlar igin patojen olmayabilr ve tedavi
gerektirmeyebilir.  Uretilen mikobakterinin hastaliga neden
olabilen bir MOTT tiri olmasi durumunda ise M. tuberculosis
enfeksiyonunu tedavi etmekte kullanilanlardan farkli ilaglarla
tedavi etmek gerekebilir. TB PNB® para-nitro-benzoik asit (PNB)
iceren bir TB Medium® turidur. PNB M. tuberculosis kompleks
grubuna ait bakterilerin Gremesine engel olurken, tiberkiloz disi
mikobakterilerin Gremesine engel olmaz ve bdylece iki grubun
birbirinden ayirt edilmesini saglar. Dinyada hizla artmakta olan
ilag direnci mikobakterilere duyarlilik testi yapilmasinin énemini
arttirmistir. Anti TB & PNB Kit® icinde yer alan antitiberkiloz
ilaclari iceren besi yerleri sayesinde hizli duyarllik testi
yapilabilmektedir. Hastalarin tedavilerinin yonlendirilmesinde tur
saptama ve duyarllik testlerinin hizla gerceklestirilerek erken
sonug verilmesi her ydnden énemli kazancglar saglamaktadir.

Yéntemin kisitl yanlari:

Nadir de olsa tuberkiloz disi bazi mikobakteri turlerinin de PNB
tarafindan Uremeleri engellenebilir. TB PNB® sadece M.
tuberculosis kompleks veya MOTT ayrimi yapar, mikobakterinin
tam tur ismini belilemez. Tam tir isminin belifrlenmesi icin ek
incelemelerin yapilmasi gereklidir.

Yéntemin bilimsel temeli:
Mikobakterinin  TB Medium®, ve antitiberkiloz ilaglar INH
(TK INH®), rifampisinn (TB RIF®), streptomisin (TB STR®), ve
ethambutol (TB EMB®) iceren besi yerleri ayrica TB PNB® * de
Uremesi karsilagtirilir. TB Medium® da Ureme oluyor TB PNB®
de ureme olmuyorsa bu mikobakterinin M. tuberculosis kompleks
grubuna ait oldugunu gosterir. Eger mikokabakteri her iki besi
yerinde de Urlyorsa bu mikobakterinin tiberkiloz disi bir tdr
(MOTT) oldugunu gosterir. TB Medium® da ireme oluyor,
antitiberkiloz ilaglarn iceren besi yerlerinde Greme olmuyorsa
mikobakteri bu ilaglara duyarl, ilach besi yerlerinde Ureme
_ oluyorsa, Greme olan besi yerindeki ilaca direnglidir.

Igerik:
TB Medium® da polipeptitler, karbohidratler, tuzlar, renk
belirtecleri ve vitaminler bulunur (beyaz kapak).
Suspension Tube T80® Tween80 c¢ozeltisi igcerisinde 1mm
c¢apinda cam boncuklar icermektedir (beyaz kapak).
Dilution Tube T80® Tween80 ¢ozeltisi icermektedir (beyaz
kapak).

Antimikobakteriyel madde igeren tiiplerdeki derisim su sekildedir:

e TB INH®: INH 0,1ug/mL

e TB RIF®  Rifampin 1,0ug/mL

e TB STR® Streptomycin 0,5ug/mL

e TB EMB®.  Ethambutol 2,5ug/mL

e TB PNB®.  Para-nitro benzoic acid (PNB) 250ug/mL

Dikkat edilmesi gerekenler ve uyarilar:

e Canl diginda (in vitro) kullanim igindir.

e Tupler kullanimdan hemen énce agiimalidir.

e Ekimden sonra tlplerin kapaklari tlpteki gazlarin degisimini
izleyebilmek igin sikica kapatiimalidir.

e Mikobakterilerin tanisinda kullanilan laboratuar ydntemleri,
laboratuar kaynakli enfeksiyonlarin dnlenmesi agisindan 6zel
dnlemler gerektirir. Ornek igleme, diizey Il biyogiivenlik
odaciginda gergeklestiriimelidir. Bu islemleri gergeklestirecek
kisiler 6zel egitim almis olmalidir.

e Laboratuar enfeksiyonu olasiligini en aza indirecek sekilde ek
onlemler alinmahdir. En azindan, érnek isleme, giris cikisi
laboratuar  calisanlari ile  sinirlandinimis  alanlarda
yapillmalidir. Bu alanda ylzeyler, bir ylizey dezenfektani ile
silindiginde kolayca temizlenebilecek sekilde olmalidir.

Genel giivenlik kurallari:

e Enfeksiyon etkeni icerme olasilidi olan érneklerle galisirken
daima eldiven ve maske takilmahdir.

o Pipetleme, ¢ozelti ekleme, bogaltma gibi islemler daima dizey
Il biyoguvenlik odaciginda gerceklestiriimelidir.

e Hicbir zaman agizla ¢cekerek pipetleme yapiimamalidir.

e Bakterilerin ¢oktirtlmesi sirasinda aerosollerin énlenmesi igin
hava gegirmez kapakli sepetleri olan sogutmali santrifiijlerin
kullaniimasi énerilmektedir.

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

e Sodyum hidroksit - sodyum sitrat ¢ozeltisi veya dezenfektan
¢cozelti g6z, deri veya mukozal ylzeylerle temas ederse acilen
su ile yikanmali ve acil tibbi yardim istenmelidir.

e Tupler cevre guvenligine uygun sekilde atilmahdir.

Saklama kosullari:

2 ila 8°C’da saklayiniz.
Bozulma belirtileri:
Ekim o©ncesi besiyerinin rengi sariya ya da yesile donmugse
_kullanmayiniz.
Ornek hazirlama:
Léwenstein-Jensen, Middlebrook Besiyeri, TB Media® veya
TB Media® gibi herhangi bir besiyerinde uretilmis mikobakteri
Anti TB & PNB Kit® ile incelemeye alinabilir. Mikroskobi ile
aside direngli boyanan basil (ARB) pozitif oldugu saptanmig
orneklerde zaman kazanmak icin dogrudan duyarlihk testi ve
_tiplendirme yapilabilir.
Onerilen Uygulama:
Ekimler dlzey Il biyoglvenlik odasinda yapilmahdir.
Verilen malzemeler:
Uriin 1 veya 15’ lik setler halinde karton kutularda sunulmaktadir.
Her set 1 TB Medium®, 1 TB PNB®, 1 TB INH®, 1 TB RIF®, 1
TB STR®, 1 TB EMB®, 1 Suspension Tube T80® ve 1
Dilution Tube T80®'den olusmaktadir.
Zaman kisitlamalari:
Ornek islenmesinden ekime dek gecen sirenin (reme
Uzerine etkisi belirlenmemis olmakla birlikte 6rnek islendikten
hemen sonra ekim yapilmasi mikobakterilerin Uretilme sansini
arttirabilir.
Gerekli ek malzemeler:
- Dlzey Il biyoguvenlik odacigi.
- Mikrobiyolojik ekim yapmak i¢in gerekli malzeme ve diizenekler.
Sicaklik: )
Ornek isleme ve ekim oda sicakliginda yapilmalidir. Inkiibasyonlar 37°C’
da gergeklestiriimelidir.
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Uygulama:

Mikobakteri kiiltiirii kati besiyerinde ise:

1. Kati, Lowenstein Jensen gibi besiyerlerinde uretilmis
mikobakteri kolonilerinden alarak Suspension Tube T80®
icerisinde 1,0 Mc Farland bulamkllglnda m|kobakter|
slispansiyonu hazirlayiniz. TB sLc® (bifazik) veya TB sLc®
(sivi) besiyerlerinde Uretilmis mikobakteri stuspansiyonundan
200ul Suspension Tube T80® igerisine aktariniz ve vorteks
yardimi ile karigtiriniz.

2. Cam boncuklu tiipteki siispansiyondan Dilution Tube T80°
seyreltim tipune 500uL aktarip karistirarak seyreltiniz.

3. Bir TB Medium®, birer tane antimikobakteriyel ilag iceren tip
ve bir TB PNB®lzerine hasta ve Ornege ait gerekli bilgileri
yaziniz.

4. Taplerin kapagini sira ile aginiz.

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

6. Kapag sikica kapatiniz (GOK ONEMLI: Besi yerindeki renk
degisikligi tlpteki oksijenin tiketilip, CO, birikmesine bagh
oldugundan kapaklar mutlaka gaz gecirmeyecek sekilde sikica
kapatiimalidir.)

Mikroskobi ile ARB+ oldugu saptanan klinik 6rneklerden, kultirde

mikobakteri Uretilmeksizin duyarlilik testi ve tiplendirme yapilmasi

olanakhdir.

NALC-NaOH dekontaminasyon ve yogdunlastirma yontemi ile

hazirlanmig  Ornekler TB Medium® ve cesitlerine ekmeye

uygundur. Ekilecek islenmis 6rnegin son pH’ 1 7,0 ve 7,8 arasinda
olmalidir. Dekontaminasyon ve yogdunlastirma islemi icin

DIAGNOTIS A.S. ’nin dekontaminasyon ve konsantrasyon

kitlerinin kullanilmasi o6nerilir. Bu kit ile hazirlanan &rneklerde

uygun pH kolayca ayarlanir. Ekimler dizey Il biyoglvenlik
odaciginda yapilmalidir. Dogrudan tiplendirme yapildiginda kultir
amaci ile TB Medium® besiyerine ekim yapilmis olur ancak

TB Medium® da kontaminasyon orani segici besi yeri TB SLC "’

den yulksek olablleceglnden TB SLC® ye de ekim yapilmasi

oénerilir. TB Medium®, antitiiberkiloz ilag iceren tlpler ve

TB PNB®'de kontaminasyon olursa TB SLC® de dretilen
mikobakteriden iglemler tekrarlanabilir.

ARB+ klinik orneklerden dogrudan duyarlihk testi ve

tiplendirme uygulamasi:

1.Klinik Ornegin dekontaminasyon ve konsantrasyon islemini
tercihnen Decosorb®, Mycosent® veya Mycodec® kullanarak
ekime hazirlayiniz. (Decosorb®, Mycosent® veya Mycodec®
kullaniyorsaniz kullanim ydnergelerinde &nerilen uygulamayi
yapiniz).

2.Yukarida vyazili iglemleri U(glinci basamaktan baslayarak
uygulayiniz.

inkiibasyon:

Tiapleri standart bir 37°C inkibatére veya TBReader® a
yerlestiriniz. TBReader® kullaniyorsaniz hasta ve o6rnegde ait
bilgileri kaydediniz. Programda duyarhlik ve tur saptama
segenegini seginiz.

Sonuglarin degerlendiriimesi:

Gobzle degerlendirme:

Laboratuarinizda TBReader® bulunmuyor ve tlpler standart 37°C
inkibatérde bekletiliyorsa tlplerdeki Ureme goézle kolayca
degerlendirilebilir. Tuplerdeki renk degisikligi gunlik olarak kontrol
edilmelidir.

Besiyerlerinin orjinal kirmizi renginin sariya dénmesi mikobakteri
Uremesini gosterir. Test, TB Medium® tiipu sariya déndigu zaman
degerlendirmeye alinmalidir. Bu sirada TB PNB® kirmizi kalmissa
bu mikobakteri turinin M. tuberculosis kompleks grubuna ait
oldugunu gosterir. Eger TB Medium® sariya dondigiinde
TB PNB®de sariya dénmiisse bu mikobakterinin tiiberkiloz disi bir
tir (MOTT) oldugunu gbsterir (“Yéntemin kisith yanlari” na
bakiniz). PNB bazi mikobakteri tirlerinin Gremesini yavaglatabilir.
Eger TB MEDIUM® rengi sariya déndugunde TB PNB® kirmizi ise
kesin sonucu vermeden 6nce 48 saat daha TB PNB® 'de lreme
olup olmadiginin gbézlenmesi Onerilir. Eger TB Medium® sariya

dondigiinde antimikobakteriyel ilag iceren bir tlip sariya donmisse
bu mikobakterinin o ilaca direngli, kirmizi kalmis ise duyarl
oldugunu gosterir. Mikobaléteri susunda bazen kismi direng olabilir.
Bu nedenle TB Medium rengi sariya doénduginde ise kesin
sonucu vermeden Once 48 saat daha ilag igeren tuplerde Ureme
olup olmadiginin goézlenmesi 6nerilir. Tiplerden herhangi birinde
rengin yesile ddbnmesi kontaminasyonu gdsterir.

TBReader® ile dederlendirme:
Tuaplerdeki renk degisikligi TBReader® tarafindan otomatik olarak
izlenmekte ve sonug size sistem tarafindan bildiriimektedir.

Cok 6nemli:
Besiyerlerindeki renk  degisiklii sadece Uremenin erken
saptanmasini ve Ureyen mikroorganizmanin tiri hakkinda bir 6ngéra
elde edilmesini saglar. Renk degisikligi gorilen tlplerden &6rnek
alinarak yayma hazirlanmali ve aside direncli boyama yapildiktan
sonra mikroskop ile incelenmelidir. Bu sekilde kultirde Ureyen
mikroorganizmanin mikobakteri veya baska mikroorganizma olup
olmadidi 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 inkibasyon sonrasi kargilarinda belirtilen renkler elde
edilir:
Mycobacterium tuberculosis H37Ra: ...... TB Medium®::- Sari

Mycobacterium tuberculosis H37Ra: ...... TB INH® e Kirmizi
Mycobacterium tuberculosis H37Ra: ...... TB RIF®::eeee Kirmizi
Mycobacterium tuberculosis H37Ra: ...... TB STR®:++++ Kirmizi
Mycobacterium tuberculosis H37Ra: ...... TB EMB® -+ Kirmizi
Mycobacterium tuberculosis H37Ra: ...... TB PNB®:::--: Kirmizi
Mycobacterium smegmatis: .................... TB MEDIUM®:- Sari
Mycobacterium smegmatis: .. TB INH® - veeee Sari
Mycobacterium smegmatis: .. TB RIF®::eeee Sari
Mycobacterium smegmatis: .. TB STR®:++++ Kirmizi
Mycobacterium smegmatis: .. TB EMB® -+ Kirmizi
Mycobacterium smegmatis: .. TB PNB®::::--- Sari

Direngli M. tuberculosis WHO kolleksiyon suslari

TB INH®, TB RIF®, TB STR®, TB EMB®........cc0eeveviieennnns WHO
sonuglari ile uyumlu olarak sari ya da kirmizi
Ekim yapilmamisg besiyeri:......ccccoovviiiiieiiie Kirmizi

Yéntemin kisitli yanlari:

Dekontaminasyon ve yogunlastirma islemi sonunda érnegin pH’
sI 7.4 + 0.4 olmalidir. NaOH tarafindan olusturulan yiiksek pH
notralize edilemezse, bu tir Ornedin ekimi sonrasinda
TB Medium®, ilagl besiyerleri ve TB PNB® nin rengi kirmizidan
mora dénebilir. Bu durum mikobakterinin Gremesini yavagslatabilir
veya tamamen engelleyebilir. Ornek isleme igin Decosorb®,
Mycosent® veya Mycodec® kullaniimasi ve boylece uygun
pH'nin saglanmasi onerilir. pH' nin iyi ayarlanmasi igin fosfat
tamponu ile noétarlizasyon ve santrifiij islemi ile ¢oktirme
sonrasinda ust sivi tamamen dékalmelidir.

Performans o6zellikleri:

Anti TB & PNB Kit®kullanarak mikobakterilerin antimikobakteriyel
ilaclara duyarlliklarinin tespiti ve M. tuberculosis complex ve
MOTT ayrimi klasik besiyerleri ile yapilana gore daha kisa
zamanda yapllabilmektedir. Bu sure mikobakteri tlrinin Ur?rzne

hizina bagl olmak iizere 2 ila 14 giin arasinda degismektedir. -
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