PAÜ TIP FAKÜLTESİ

DÖNEM II

MİKROBİYOLOJİ UYGULAMA REHBERİ

Uygulamanın Adı: Mikobakterilerin tanımlanması ve tanımlamada temel ilkeler

Uygulama Sorumlusu: Dr. Melek DEMİR, Dr. Çağrı ERGİN
1. AMAÇ: Mikobakterilerin tanımlanmasında kullanılan temel besiyerleri ve boyama yöntemlerinin öğrenilmesi; bu bakterilerin üreme, boyanma ve hücre duvar yapısı açısından Dönem I’ de öğrenilmiş olan Gram pozitif ve negatif bakterilerden farklı yönlerinin irdelenmesi

1.1. HEDEFLER
a. Laboratuar güvenliği kavramı (tekrar)

b. Mikobakterilerin boyanma ve üreme özelliklerinin öğrenilmesi.

c. Ehrlich Ziehl Neelsen (EZN) aside dirençli boyama yönteminin uygulanması

d. Mikroskop kullanımı (tekrar)

e. Kolonilerden hazırlanan preparatların  EZN ile boyanma farklarının hücre duvar yapıları ile ilişkilendirilmesi

f. Nonspesifik (rutin mikrobiyolojik) kültür için kullanılan Löwenstein-Jensen besiyerinin gözden geçirilmesi
2. GENEL BİLGİLER

Uygulama öncesinde, Mikobakteri uygulama kılavuzunun gözden geçirilmesi önerilir.

3. GEREKLİ MALZEME

Besiyerleri 

Besiyerlerinde üremiş bakterilerden hazırlanmış preparatlar

EZN boyası

4. UYGULAMA BASAMAKLARI

1. Lab güvenlik kuralları ve uygulama hedeflerinin tartışılması.

2. Masalarınızda bakteri kültürlerinden hazırlanmış preparat bulunmaktadır. Preparatlar güvenlik nedeniyle hazır ve tespit edilmiş şekilde verilmektedir. Hazırlanmış preparatı EZN aside dirençli boyama yöntemi ile boyayın.

3. Boyanmış preparatları x100 büyütme ve immersiyon yağı ile inceleyin. Gördüklerinizi çizelgeye çizin (Bunun için renkli kalem kullanmanız hatırlamanızı kolaylaştıracaktır)

	KUTU 1: EZN ASİDE DİRENÇLİ BOYAMA

	1- Isı ile tespit edilmiş preparatın üstünü karbolfuksin boyası ile kaplayın.

2- Pamuk sarılı metal çubuk yardımı ile preparatı alttan ısıtın. Isıtma işlemi sırasında buhar çıkmalı ancak boya kaynamamalıdır. Isıtma işlemi, boya eksildikçe eklenerek 5 dk. süresince uygulanır.

3- Boyayı döküp, preparatı su ile yıkayın.

4- Asit-alkol solüsyonunda dekolarizasyon. Bu işlemi yıkama sırasında pembe boya çıkması duruncaya kadar sürdürün (2 dakika kadar) İşlem sonunda preparatı su ile yıkayın.

5- Metilen mavisi ile karşıt boyama (1 dakika)

6- Su ile yıkayın ve havada kurutun.

7- x1000 büyütme ile inceleyin. Mikobakterilerin boyanma özellikleri için uygulama kılavuzu 4 ve 5. sayfalara başvurun.

	KUTU 2: GRAM BOYAMA

	1- Lamın üzerini kristal viyole eriyiği ile kaplayın. Bir dakika bekletin.
2- Bu süre sonunda boyayı dökün ve preparatı çeşme suyunun akış yönüne paralel biçimde tutarak dikkatlice yıkayın.

3- Lamın üzerini iyot eriyiği ile kaplayın. Bir dakika bekletin.
4- Basamak 2’ yi yineleyin.

5- Lamın üzerini alkol ile kaplayın. 15-30 saniye bekleyin.

6- Basamak 2’ yi yineleyin.

7- Zıt boya (safranin ya da sulu fuksin) ilave edin. 30 saniye tutun.

8- Basamak 2’ yi yineleyin.

9- Preparatı kurutun.

10- Preparatın üzerine immersiyon yağı damlatın ve mikroskobun 100x büyütmeli objektifini kullanarak inceleyin.




MİKOBAKTERİLER

1. Giriş 
İnsanlık tarihi kadar eski olan mikobakteriyel infeksiyonların sıklığı, 1980’ li yıllarda AİDS pandemisi ile birlikte artmıştır. Buna bağlı olarak hızlı ve güvenilir tanısal yöntemlerin de geliştirildiği gözlenmektedir. Mikobakteri türleri (Mycobacterium spp.) insanlar ve hayvanlarda lokalize lezyonlardan, dissemine (yaygın) hastalığa kadar değişen klinik tablolara yol açabilirler. Bu mikroorganizmaların bir kısmı, kesin patojen iken (ör. Mycobacterium tuberculosis kompleksi) bir kısmı ise sadece bağışık yetmezlikli bireylerde infeksiyonlara yol açan fırsatçılardır. (ör M. Avium-intercellulare kompleksi). Ancak, gerek bağışıklık sistemi normal gerekse baskılanmış kişilerde en sık karşılaştığımız mikobakteri türü, M. tuberculosis’ tir. Bu uygulama rehberi, M. tuberculosis ve diğer mikobakterilerin identifikasyonu için kullanılan mikrobiyolojik yöntemleri özetlemektedir. 
2. Mikobakteriler açısından incelenmesi için örnek alınması, laboratuvara ulaştırılması ve işlemlenmesi

Diğer bakterilerde olduğu gibi M. tuberculosis ve diğer mikobakterilerin üretilmesi ve doğru olarak tanımlanması için de örnek alımı ve uygun şartlarda laboratuara ulaştırılması önem taşımaktadır.

2.1. Güvenlik önlemleri
Tüberküloz basili damlacıklar aracılığı ile kolaylıkla bulaşabildiği için sağlık personeli ve laboratuvar çalışanları için önemli bir risk oluşturmaktadır. Özellikle son yıllarda infeksiyonlardan izoniyazid ve rifampisine dirençli izolatların (multidrug resistant M. tuberculosis; MDRTB) soyutlanması bu riski daha da artırmaktadır. Bu nedenlerle, M. tuberculosis’ in bulunabileceği örnek alınması ve örneklerin işlemlenmesi sırasında güvenlik önlemlerine dikkat edilmesi gereklidir. 
1. Örnek alımı sırasında mutlaka önlük giyilmeli, eldiven takılmalı, gerektiğinde maske ve/veya gözlük ile yüz ve mukozalar korunmalıdır.

2. Örnek alımında kullanılan kaplar güvenli olmalı, sıvıları sızdırmamalıdır.
3. İnfeksiyöz materyalle kontamine havanın dışarı çıkmasının engellenmesi için Mikobakteriyoloji laboratuvarlarındaki hava basıncının dışarıya göre daha az olması (negatif basınçlı), oda içinde de her türlü işlemin laminar hava akımlı kabinlerde yapılması gereklidir. 

4. Örneklerin işlemlenmesi sırasında, mutlaka önlük giyilmeli, eldiven ve maske takılmalı, gözler korunmalıdır.

5. Tüp kırılması gibi aerosol (damlacık) oluşumuna neden olan bir kaza olduğunda, nefes tutulmalı, santrifüjler kapatılıp oda terk edilmelidir. Damlacıkların çökmesi beklendikten sonra (yaklaşık 30 dk) odaya dönülüp bulaşlı materyalin üzerine uygun bir dezenfektan konulur ve 30 dk daha bekletilip dökülenler temizlenir.

6. Laboratuvarda çalışan ve tüberkülin testi negatif olan tüm personel her yıl deri testi yinelenerek izlenir.

2.2. Örnek alımı
Mycobacterium türleri vücuttaki her türlü doku veya organı infekte edebilirler (Tablo 1). Mikroorganizmaların izolasyonu, alınan örneğin kalitesine ve laboratuarda uygun işlemleme ve kültür tekniklerinin uygulanmasına bağlıdır. Örneklerin doğru alımı, hekimin veya sorumlu hemşirenin bazı ayrıntılara dikkat etmesini gerektirmektedir. Tüm örneklerin yukarıda da belirtildiği gibi, sağlam, steril, sızdırmayan kaplar içerisine alınması ilk koşuldur. Unutulmaması gereken ikinci nokta, mikobakterilerin “aside dirençli bakteriler” olarak bilinmelerine rağmen aslında sadece “aside dirençli boyanan bakteriler” olmasıdır. Dolayısıyla, hücre duvar yapılarından dolayı kuvvetli asit ve alkalilere diğer mikroorganizmalardan daha dayanıklı olmalarına rağmen, temas süresi uzarsa mikobakteri canlılığı da etkilenmektedir. Bu durum özellikle idrar ve mide aspiratları gibi örneklerde önemlidir. 
Tablo-1 Örnek tipleri ve bunlardan soyutlandırılacak Mycobacterium türleri
	Göz
	GIS
	Deri
	Akciğer
	Genital
	Sinir Sistemi
	Vasküler sistem (kan, lenf)

	M. foctuitum-chelonae kompleksi
	M. bovis
M. avium – intercelluiare kompleksi
	M. leprae
M. marinum

M. fortuitum – chelonae kompleksi

M. ulcerans

M. smegmatis
	M. tuberculosis

M. africanum

M. kansasii

M. simiae

M. scrofulaceum

M. avium – intercellulare

M. fortuitum - chelonae kompleksi
	M. leprae

M. tuberculosis

M. avium – intercellulare

M. xenopi
	M. leprae

M. tuberculosis


	M. tuberculosis

M. avium – intercellulare

M. kansasil
M. leprae

M. scrofulaceum

M. fortuitum - chelonae


2.2.1. Solunum yolu örnekleri

Solunum yolu ile ilgili olarak, balgam (spontan olarak çıkarılan veya indüklenmiş), mide aspiratı, transtrakeal aspirat, bronşiyal veya bronkoalveoler lavaj örnekleri alınabilir.

a. Balgam: Balgam, solunum yolu örnekleri arasında tercih edilenidir. Bu amaçla, sabah dişleri fırçaladıktan sonra derin bir öksürükle çıkartılan balgam steril bir petri kabı içerisine alınarak 2 saat içinde laboratuvara ulaştırılır. Örneğin tükrük veya nazal sekresyon ile kontamine olmamasına dikkat edilmelidir. Ancak rutin bakteriyolojik inceleme amacıyla alınan balgam örnekleri için uygulanan kriterlerden farklı olarak, bu örneklerde epitel hücre sayısının önemi yoktur. Balgam örnekleri 24 saat aralıklarla üç kez gönderilmelidir. 
b. Mide aspiratı: Balgam çıkartamayan, gece balgamını yutmuş olan kişilerden (örneğin 3 yaşından küçük çocuklar) gastrik lavaj yöntemi ile alınır. Gastrik lavaj sabah, aç karına (midenin hareketle boşalmasına engel olmak için) hastanın normal uyanma saatinden önce yapılır. Dolayısıyla, poliklinikte uygulanabilecek bir işlem değildir. Alınma işleminde nazogastrik tüp yerleştirildikten sonra ucuna bir enjektör takılıp önce 5 ml steril distile su verilir, sonra 20-25 ml gastrik sekresyon geri alınır. Mide aspiratı da balgam örneğinde olduğu gibi 24 saat aralıklarla üç kez gönderilir. 
c. Bronkoskopik materyal: Bronkoalveolar lavaj, bronşiyal yıkama ve korunmuş fırçalama biyopsileri, özellikle bağışıklık sistemi baskılanmış hastalarda tüberküloz dışı mikobakterilerin ve diğer fırsatçı mikroorganizmaların saptanması için yeğlenen örneklerdir.

2.2.2. İdrar

Tüberküloz basili, vücuda solunum yolu ile girmekle birlikte bakteriyemi ile vücuda ve bu arada sıklıkla genitoüriner sisteme (GÜS) yayılabilmektedir. Bu nedenle pulmoner tüberkülozlu olguların %2-3’ünde idrar yolları da etkilenmektedir. Benzer şekilde GÜS tüberkülozu bulunanların %30-40’ında başka bir bölgede de tüberküloz bulunmaktadır. Üriner sistem tüberkülozunun tanısı için 24 saat aralıklarla en az üç kez alınan sabah idrarı steril idrar kapları içinde laboratuvara gönderilir. 24 saat süresince toplanan idrar örnekleri mikobakteriyolojik inceleme açısından yararsızdır.

2.2.3. Dışkı örnekleri

Dışkı örnekleri özellikle AİDS’ li hastalarda M. avium-intercellulare kompleksinin izolasyonu için kullanılmaktadır. Dışkı temiz, kuru ve kapaklı bir kap içine alınarak 2 saat içinde laboratuvara ulaştırılır. Kontaminasyondan kaçınılmalıdır.
2.2.4. Doku örnekleri

Püy ve eksüdalar enjektörle alınarak 2 saat içerisinde laboratuvara ulaştırılmalıdır. Mikobakteriyolojik inceleme için sürüntü örnekleri yeğlenmemektedir. Ancak, örnek miktarı azsa sürüntü örneği de gönderilebilir. Nonspesifik kültürlerde olduğu gibi sürüntü örnekleri transport besiyeri içerisinde laboratuara ulaştırılır. Doku biyopsi örnekleri steril petri kutusu veya tüpler içerisinde gönderilmelidir. 
2.2.5. Diğer örnekler

a. Beyin omurilik sıvısı (BOS): Tüberküloz menenjit tanısı için gönderilir. Lumbal ponksiyon ile alınan BOS örneği, steril bir tüp içerisinde 15-30 dk. da laboratuvara ulaştırılır. BOS’ taki basil sayısı çok az olabildiği için örnek miktarı yeterli olmalıdır. Erişkinlerde en az 10 ml; bebek ve çocuklarda yaşa göre 1-5 ml BOS örneği gönderilmesi gereklidir. 

b. Plevra, periton, eklem sıvıları: Aspirasyon sonrası steril bir tüp içerisine alınan örnekler, 30 dk. da laboratuvara ulaştırılmalıdır. Bu örnekler pıhtılaşabildikleri için sodyum sitratlı veya heparinli enjektör ile alınmaları uygun olabilir. 

c. Kan: Özellikle AİDS’li hastalarda mikobakterilerin kan dolaşımında gösterilmesi, kan kültürü isteklerini arttırmıştır. Bu amaçla, deri antisepsisi uygulandıktan sonra kan örneği (erişkinlerden 8-10 ml; çocuklar ve bebeklerden 1-4 ml) alınır ve kan kültür şişelerine konularak 2 saat içerisinde oda ısısında laboratuvara ulaştırılmalıdır. Mikobakteri izolasyonu için kullanılan kan kültür şişelerinde fagositer hücrelerin boncuk veya lizis solüsyonu ile parçalanması bu hücrelerin içerisinde yerleşen basillerin izolasyon şansını arttırmaktadır. Plevra, periton, eklem sıvısı, BOS, kan örnekleri buzdolabına konulmalıdır.
3. Örneklerin işlemlenmesi

Diğer bakteriyolojik örneklerde olduğu gibi, mikobakteriler için gönderilen örneklerden de boyalı mikroskobik bakı ve kültür yapılmaktadır. Ancak, mikobakterilerin tür özelliklerinden dolayı bu örnekler için yapılan işlemler rutin bakteriyolojik incelemelerden farklıdır. Klinik örneklerden Mycobacterium izolasyonu bir dizi laboratuvar işleminin dikkatle uygulanmasını gerektirmektedir. (bkz Şekil 1)

BOS ve diğer steril vücut sıvıları santrifügasyon (3000 x g, 20 dk) ile konsantre edildikten sonra dipteki çöküntüden direkt olarak sıvı ve katı besiyerlerine ekim yapılır. Buna karşın floralı bölgelerden alınan (balgam, diğer solunum yolu örnekleri, idrar vb) örnekler dekontaminasyon (tüberküloz dışı bakterilerden arındırma) ve konsantrasyon işlemlerinden geçirildikten sonra ekimi yapılır. 
3.1. Aside dirençli ve Direkt preparatların incelenmesi

Tüberküloz basilleri bakteriyolojik boyalarla kolay boyanmazlar. Çünkü hücre çeperinin yapısı diğer bakterilerden faklıdır. Mycobacteriumların sitoplazmik zarlarının dışında diğer gram olumlu bakterilerdeki gibi bir peptidoglikan katmanı bulunur. Bunun dışında ise onunla bağlantılı olarak üst üste üç katman gibi görünen ayrı bir yapı bulunmaktadır. Bu yapının temelinde mycolic acid ile çevrili bir arabinogalaktan polisakkarit yapısı bulunur. Bunların arasında bakterinin virulansı ve boyanma özellikleri ile ilgili maddeler vardır. Bundan başka balmumu tabiatında lipidler, polianyonik glikolipidler ve peptido glikolipidler bulunur. Görüldüğü gibi hücre çeperi lipidlerce zengindir. Bu lipidlerin bakterinin boyanma özelliklerinde rolü vardır: Fuksin boyasını bağlama kabiliyetine sahiptirler. 
Hidrofobik karakterli hücre çeperi, boyaların sudaki eriyikleri ile çok az reaksiyona girer. Bu nedenle Mycobacteriumların boyanması için boyaların suda erir bir organik madde içerisinde eritilmesi ve ısıtılarak uygulanması gerekir. Fenol içerisinde eritilmiş bazik fuksinin koyu eriyiklerinin uygulanması ile boyanan Mycobacteriumlar, mineral asitlerin etkisi ile boyalarını bırakmazlar. Yani “Asido Alkolo Rezistan” dırlar. Fenol organik bir çözücü olduğundan hücre çeperini eritir ve boyanın alınmasını sağlar.
Aside dirençli (Acid-fast) boyamanın 2 tipi vardır:

1. Karbolfuksin boyama: Fenollü fuksinin karışımıdır.

a) Sıcak boyama: -Ziehl-Neelsen metodu

b) Soğuk boyama: -Kinyonun metodu

2. Fluorokrom boyama: Auramin 0 adlı fluorokrom kullanılır.

Sıcak boyamada ısı aynen bir mumda olduğu gibi lipidleri yumuşatır organik çözücünün ve boyanın hücre duvar yapıları arasına girmesini sağlar. Diğer basamaklarda ise hücre duvarı tekrar katılaşarak tuttuğu boyayı bırakmaz. Soğuk boyama yönteminde ise boyadaki organik çözücü miktarı arttırılmaktadır. Böylece hücre duvarı ısıya gerek olmaksızın yumuşar ve boyayı alır. (bkz Tablo 2)

Şekil 1. Örneklerin mikobakteriyolojik açıdan işlemlenmesi
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*: Yumurta bazlı katı besiyerleri; **: Ek 1 de içeriği ve özellikleri belirtilmiştir.

+: Middlebrook: Tuz, vitaminler, oleik asit albumin, dekstroz, gliserol, katalaz içeren agar bazlı besiyerleri

3.1.1. Aside dirençli boyama için preparat hazırlanması:

1- Santrifügasyon sonrası elde edilen sediment, konsantre edilmiş balgam, diğer pürülan materyal önce vorteks ile karıştırılır. Pastör pipeti yardımı ile örneklerden bir miktar alınarak temiz (alkol ile silinip, alevden geçirilmiş) bir lam üzerine 2-3 damla damlatılır.

2- Pipetin ucu ile örnek lam üzerine yayılır. BOS sedimentinde örnek yayılmaz. Sedimentten 1-2 damla damlatılıp kuruması beklenir sonra, aynı bölgeye 1-2 damla daha eklenir. Bu işlem yerine, hem basillerin konsantre edilmesi hem de tek tek düşmesini sağlayan bir santrifügasyon yöntemi (sitosantrifügasyon) de kullanılabilir. 

3- Preparatın havada kuruması beklendikten sonra 85 ºC’ de 15 dk veya 65-70 ºC’ de 2 saat bekletilerek resbit edilir ve EZN veya florokrom yöntemi ile boyanır (bkz. Tablo 2)

Tablo-2 Aside Dirençli Boyama Yöntemleri
	Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN)
	Kinyoun
	Auramin florokrom boyama

	İçerik

Karbolfuksin: 1g bazik fuksin 10ml 90-95 etanolde eritilir. %5 fenol çözeltisinden (sudaki) 90ml eklenir.

Asit alkol: 3ml HCl+97ml %90-95 etanol

Karşıt boyama (metilen mavisi): 0.3g metilen mavisi 100ml distile suda eritilir.
	İçerik

Karbolfuksin: 4g bazik fuksin 20ml %90-95 etanolde eritilir. %9 fenol çözeltisinden (sudaki) 100ml eklenir. 

Asit alkol: 3ml HCl+97ml %90-95 etanol

Karşıt boyama (metilen mavisi): 0.3g metilen mavisi 100ml distile suda eritilir.
	İçerik
Fenolik auramine çözeltisi: 0.1g auramine 10ml %90-95’ lik etanolde eritilir. 90ml %3’ lük fenol solüsyonu eklenir. Boya koyu renk şişede saklanır.
Asit alkol: 100ml %70’ lik alkol içerisine 0.5ml konsantre HCl eklenerek yapılır.

Potasyum permanganat: 0.5g potasyum permanganat 100ml distile su içerisinde eritilir. 

	İşlem
1- Isı ile tespit edilmiş preparatın üstü boya ile kaplanır.

2- Pamuk sarılı metal çubuk yardımı ile preparat alttan ısıtılır. Isıtma işlemi sırasında buhar çıkmalı ancak boya kaynamamalıdır. Isıtma işlemi, boya eksildikçe eklenerek 5 dk süresince uygulanır.

3- Boya dökülür, preparat su ile yıkanır.

4- Asit-alkol solüsyonunda dekolorizasyon. Bu işlem yıkama sırasında pembe boya çıkması duruncaya kadar sürdürülür. (2 dakika kadar) İşlem sonunda preparat su ile yıkanır.
5- Metilen mavisi ile karşıt boyama (1 adkika)

6- Su ile yıkanır ve havada kurutulur.

7- x1000 büyütme ile incelenir. Mikobakteriler mavi zemin üzerinde ince, kırmızı basiller olarak görülür.
	İşlem
1- Isı ile tespit edilmiş preparatın üstü boya ile kaplanır. 5 dk beklenir. Boya eksildikçe eklenir. Bu basmak, tercihen boya kaplarında gerçekleştirilir. 

2- Boya dökülür, preparat su ile yıkanır.

3- Asit-alkol solüsyonunda dekolorizasyon. Bu işlem yıkama sırasında pembe boya çıkması duruncaya kadar sürdürülür. (2 dakika kadar) İşlem sonunda preparat su ile yıkanır. 

4- Metilen mavisi ile karşıt boyama (1 dakika)

5- Su ile yıkanır ve havada kurutulur.

6- x1000 büyütme ile incelenir. Mikobakteriler mavi zemin üzerinde ince kırmızı basiller olarak görülür.
	İşlem
1- Isı ile tespit edilmiş preparatın üstü karbol-auromin ile kaplanır ve 15 dk beklenir (ısıtılmaz)

2- Preparat su ile yıkanır. Suyu akıtılır.

3- Asit-alkol solüsyonunda dekolorizasyon. (2 dakika) İşlem sonunda preparat su ile yıkanır ve kurutulur.

4- Potasyum permanganat ile 2-4 dk tutulur.
5- Su ile yıkanır ve kurutulur.

6- x25’ lik objektif ile floresans veren mikroorganizmalar aranır, incelenir. Mikobakteriler karanlık zeminde sarı-turuncu renkte görülür. Auramine boyama preparatın daha kolay ve çabuk taranması imkanını verir. Yalnız pozitif sonuçlar x1000 büyütme ile incelenerek veya EZN ile doğrulanmaktadır.


3.1.2. Preparatların yorumu ve sonuçların bildirilmesi

· Mycobakteriumlar Ziehl – Neelsen boyama sonucunda parlak kırmızı renkte, ince, hafif kıvrık, tek tek ya da ikili üçlü gruplar halinde ve birbirlerine paralel veya uçlarından birbirlerine yaklaşarak açı, bazen X, V, L harfleri oluşturacak biçimde bir arada bulunabilirler. M. tuberculosis basilleri ise bir araya toplanma eğilimindedir. Buna kord faktörü adı verilen bir yapı neden olmaktadır.
· BOS yaymaları en az 15-30 dk süre ile incelenmelidir. 

· İdrar ve mide aspiratı örneklerinde bazen saprofit mikobakteriler bulunabilir ve tanı açısından yanıltıcı olabilir. 

Direkt yaymaların duyarlılığı düşük olduğundan örnekler mutlaka besiyerlerine de ekim yapılmalıdır. Örneğin, mikroskobik olarak tanımlanması için balgamın militresinde 100000 aside dirençli basil gereklidir.

Tablo-3 Boyalı preparatlarda aside dirençli boyanan basillerin bildirilmesi

	Gözlenen basil sayısı
	Bildirim şekli

	0
	Negatif (-)

	1-2/300 alanda
	Görülen sayı (±)*

	1-9/100 alanda
	Ortalama sayı/100 alanda (+1)

	1-9/10 alanda
	Ortalama sayı/10 alanda (+2)

	1-9/alan (her alanda 1-9 basil)
	Ortalama sayı/ alanda (+3)

	>9/alan
	9’ dan fazla/alan (+4)


*: Tekrar istenebilir.
3.2. Mycobacterium tuberculosis tanımlanması için kullanılan testler

1. İzolasyon için optimal ısıyı ve büyüme oranını belirleme M. tuberculosis optimal 37 ºC’ de ürer. <30 ve >42 ºC’ de ise minimal büyüme gösterir. 
2. Koloni pigmentasyonu: Mycobacteriumlarda pigment üretimi, en önemli ayırıcı özelliktir. M. tuberculosis pigment oluşturmaz.

3. Niasin akümülasyonu: Niasin veya nikotinik asit mikobakteriyel metabolizma sırasında oksidasyon-redüksiyon reaksiyonlarında önemli rol oynar. Tüm mikobakteriler niasin üretmekle birlikte M. tuberculosis’ te bunu başka bir metabolite çevirecek enzim bulunmadığından niasin besiyerinde birikir. 

4. Nitratların nitritlere indirgenmesi: Nitroredüktaz enzimince gerçekleştirilir. M. tuberculosis’ te bu reaksiyon kuvvetli pozitiftir. 

5. Katalaz üretimi: Tüm mikobakteriler katalaz pozitiftir. Bazı INH dirençle M. tuberculosis suşları katalaz (-) olabilir. Ancak semikantitatif katalaz testinde M. tuberculosis diğer türlere göre negatif olarak değerlendirilir. 
6. Thiophene-2-carboxylic acid hydrazide (T2H) ile büyüme inhibisyonu. M. tuberculosis bu maddenin varlığında imhibe olmazken, M. bovis üreyemez. 

7. NAP (p-nitro alfa asetil amino-beta hidroksi propriohenone) testi. M. tuberculosis 5µg NAP’ a duyarlıdır ve üreyemez.

M. tuberculosis dışında atipik mikobakterilerde insanda hastalık oluşturmaktadır. (Tablo 1) Bunların identifkasyonu için izlenen basamaklar aşağıda yer almaktadır.

Ek:1

LOWENSTEIN – JENSEN BESİYERİ

Löwenstein – Jensen besiyeri yumurta temeline dayanan ve Mycobacteria’nın kültürü için kullanılan bir besiyeridir. 

Besiyerinin İçeriği:
· Asparagine



3.6g

· Monopotasyum fosfat

2.4g

· Magnesium sülfat 7 H2O

0.24g

· Magnesium sitrat


0.6g

· Patates unu



30g

· Gliserin



12ml

· Malaşit yeşil



20ml

· Yumurta (homojen şeklinde)

1 litre (sonradan eklenir)

· Distile su



600ml

Çoğu besiyerinde mevcut olan toksik maddelere mycobacteria çok hassastır. Bu besiyerinde bulunan patates unu, gliserin ve yumurta ortamı detoksifikasyonunu sağlamak ve mycobacteria’ nın üremesi için gerekli bazı besileri karşılamak için eklenir. Mycobacteriaum tuberculosis diğer bakterilere göre kimyasal ajanlara daha dirençlidir. Bunun nedeni hücre yüzeyinin hidrofobik doğası ve küme şeklinde, birbirine yapışık olarak üremeleridir. Bu özellikleri dikkate alınarak kontamine bakterilerin üremesini önlemek amacıyla, M. tuberculosis’ e etkisiz malaşit yeşili ortama eklenir. Bunun yanında ortama asparagine eklenmesi bazı mikobakteri türlerinin daha iyi üremesini sağlamak amacıyladır. Besiyerindeki gliserin mycobacteria tarafından besin kaynağı olarak kullanılmasının yanı sıra M. tuberculosis ile M. bovisin birbirinden ayırımında da önemlidir. Gliserin M. bovisin üremesini inhibe eder. Besiyerindeki gliserin miktarının 0.7ml civarında bulunması yeğlenmelidir. Besiyerindeki diğer maddeler potasyum magnezyum tuzları, sülfat ve fosfatlar mycobacteria’ nın iyi gelişmesi için gereklidir. 
