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OZET

Basoglu F.(2008) Thin Layer 7HI1 agarin mikobakterilerin izolasyon ve
identifikasyonundaki degerinin arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisti, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2008.

Calismamizda, = TLA  besiyerinin = mikobakterilerin  izolasyonu ve  On
identifikasyonundaki performansi, L] ve BACTEC MGIT 960 sisteminden alinan
sonuclarla karsilagtirillarak belirlenmis ve bu besiyerinin rutin kullanimdaki yeri
arastirilmstir.

Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal
Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na tiiberkiiloz tanis1 amaciyla gonderilen toplam 700
klinik 6rnek calismaya dahil edilmis ve 6rneklerin BACTEC MGIT 960, TLA ve LJ
besiyerlerinde kiiltiirii yapilmistir. Kirk alt1 klinik 6rnekte Mycobacterium cinsi
bakteriler tiremis ve bu bakterilerin %97,8’1 BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson,
Sparks, MD) sistemiyle, %82,6’s1 TLA besiyeriyle ve %56,5’1 L] besiyeriyle izole
edilmistir. Preparat inceleme sonucu pozitif 6rneklerde BACTEC MGIT 960, TLA ve
LJ besiyerleriyle izolasyon siiresinin sirasiyla 8,94, 7,70, 22,25 giin; preparat inceleme
sonucu negatif drneklerde ise sirasiyla 15,85, 14,28 ve 27,85 giin oldugu saptanmistir.
TLA besiyeri ve BACTEC MGIT 960 sistemi izolasyon siiresi agisindan
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmezken (p>0,05);
LJ besiyerindeki izolasyon siiresinin bu iki besiyerinden anlamli derecede uzun oldugu
saptanmistir (p<0,05). Calismamizda TLA besiyerinin izolasyon orani ve siiresi
acisindan BACTEC MGIT 960 sistemi ile benzer, konvansiyonel LJ besiyerinden ise
iistiin oldugu sonucuna varilmigtir. TLA besiyerinde iireyen 38 mikobakteri susunun
kenarlar1 diizensiz koloni olusturdugu ve yiizeylerinin kord formunda oldugu
belirlenmis ve bu suslar M tuberculosis kompleksi olarak tanimlanmistir. Ancak
GenoType MTBC ile yapilan identifikasyonda bir sus nontiiberkiiloz mikobakteri olarak
tanimlanmistir. Calismada tek bir TLA besiyerinden nontiiberkiiloz mikobakteri izole
edildigi i¢cin MTBC ve nontiiberkiiloz mikobakteri kolonileri arasindaki fark
gozlenememis; ancak tim MTBC suslarinin kenarlar diizensiz koloni olusturdugu ve
iizerlerinin kord seklinde goriildiigii belirlenmistir. Calisma sonunda GenoType MTBC
(Hain Lifescience GmbH, Almanya) ile 27 sus M. tuberculosis, 2 sus nontiiberkiiloz
mikobakteri, 2 sus M. bovis ve 1 sus M. bovis BCG olarak identifiye edilmistir.

Anahtar Kelimpler : Thip Layer 7H11 agar, Mikobakteri, Mikrokoloni, Kord faktorii
Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No:1458.
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ABSTRACT

Basoglu, F. (2008). Evaluation of Thin Layer 7HI1 agar in the isolation and
identification of mycobacteria. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Microbiology and Clinical Microbiology. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.
2008

In our study, the performance of TLA medium for isolation and presumptive
identification of Mycobacteria was determined by comparing the results obtained from
LJ and BACTEC MGIT 960 system and the routine utilisation of this medium was
investigated. Seven hundred clinical samples sent to Istanbul Medical Faculty
Department of Microbiology and Clinical Microbiology, Mycobacteriology Laboratory
for the diagnosis of tuberculosis were included in the study and the samples were
cultured on BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, Sparks, MD), TLA and LJ media.
Mycobacterium spp. was cultivated in fourty six clinical samples and 97.8 % of these
bacteria were isolated by BACTEC MGIT 960 system, 82.6 % by TLA medium and
56.5 % by LJ medium. The isolation time with BACTEC MGIT 960, TLA and LJ
medium was found to be 8.94, 7.70, 22.25 days respectively for smear positive samples
and 15.85, 14.28 and 27.85 days for smear negative samples. While no statistically
significant difference was found between the isolation time of TLA medium and that of
BACTEC MGIT 960 system (p>0.05), the isolation time of LJ medium was detected to
be longer than that of those two media (p<0.05). In our study the isolation rate and the
isolation time of TLA medium was found similar to those of BACTEC MGIT 960 and
superior to those of conventional LJ medium. The colony morphologies of 38
Mycobacterium isolates in TLA medium was detected to be irregular-edged colonies
and cord formation and these isolates were identified as M.tuberculosis complex.
However, one isolate was identified as non-tuberculosis Mycobacterium by Genotype
MTBC (Hain Lifescience GmbH, Almanya) identification. The difference between the
colony morphology of MTBC and non-tuberculosis mycobacteria couldn’t be observed
because only one non-tuberculosis mycobacterium was isolated in TLA medium.
However, it was found that all MTBC isolates formed irrugular-edged colonies and cord
formation. As a result of the study, 27 isolates were identified as M. tuberculosis, 2
isolates were as non-tuberculosis mycobacteria, 2 isolates were as M. bovis and 1
isolate was as M. bovis BCG with Genotype MTBC kit.

Key Words: Thin Layer 7H11 agar, Mycobacteria, Microcolony, Cord factor
The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No.1458



1. GIRIS VE AMAC

Tiberkiiloz, tarihin en eski hastaliklarindan biri olmasina, etkeninin kesin olarak
bilinmesine ve tedavisinin miimkiin olmasina ragmen gelismekte olan iilkelerde hala

yasami tehdit edici bir hastalik olmaya devam etmektedir (18, 32).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) verilerinde 1980-2005 yillar1 arasinda 90
milyon tiiberkiiloz hastast bildirilmigtir. Ayrica her yil 8.8 milyon yeni olgu
bildirilmekte ve 1.7 milyon kisi bu hastalik sebebiyle olmektedir. Hastalik etkeni
bakterinin giiniimiizde ilaclara diren¢ kazanmasi tiiberkiilozun ¢ok daha ciddi ve
coziilmesi ¢ok daha zor bir sorun olarak karsimiza c¢ikmasma neden olmaktadir.
DSO’niin tahminlerine gore etkin kontrol onlemleri gelistirilmezse 2020 yilina

gelindiginde yeni infekte olmus kisilerin sayisi 1 milyar1 bulacaktir (91).

Tiiberkiilozun kontroliinde hizli tam1 ve tedavi uygulamalari, bulasma riskini
Oonemli Olcgiide azaltmasi agisindan Onemlidir (32). Tiiberkiiloz tanisinda ilk basamak
aside direngli boyama yontemlerinin uygulanmasidir. Ancak yetersiz bakteri iceren
akciger ve akciger dis1 tiiberkiilozlu hastalarin 6rneklerinde duyarliliginin diisiik oldugu
bildirilmektedir (18). Konvansiyonel tanmda kullanilan yumurta bazli Lowenstein-
Jensen, Petragnani ve American Trudeau Society besiyerlerinde kiiltiir siiresi 6-8 hafta
olmakla birlikte mikobakteriler ancak 18-21 giinde izole edilmektedir. Agar temelli
Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 besiyerlerinde ise kiiltiir siiresi 6-8 hafta
olmakla beraber besiyerleri mikroskop altinda incelendiginde ortalama 10-12 giinde

mikrokolonileri gormek miimkiin olmaktadir (59, 88).

Son yillarda 6zellikle gelismis iilkelerde yeni tani tekniklerinin ortaya koyulmasi
icin calismalar siirdiiriilmektedir. Giintimiizde bir¢ok laboratuvarda rutin incelemede
konvansiyonel besiyerlerinin yanisira, tiiberkiiloz etkeni bakterilerin izolasyon siiresini
kisaltan ve yiiksek izolasyon orami saglayan hizhi kiiltiir sistemleri kulanilmaktadir. Bu
sistemlerin bir¢cogunda sivi besiyerleri kullamilirken, kat1 ve bifazik besiyerlerinin
kullanildigr sistemler de bulunmaktadir. Hizli kiiltiir sistemleri arasinda yer alan yari
otomatize Bactec 460 TB, uzun yillardir basan ile kullanilan bir sistemdir. Giiniimiizde
alternatif izolasyon sistemlerin de gelistirilmistir ve yenileri i¢in caligmalar devam
etmektedir. Bugiin var olan sistemler arasinda tam otomatize BACTEC MGIT 960,
Versa Trek, MB/BacT, Bactec 9000 MB Kkiiltiir sistemleri bulunmaktadir. Bu sistemler



arasinda izolasyon orani agisindan 6nemli bir fark olmamakla birlikte; konvansiyonel
kat1 besiyerlerine gore daha yiiksek, Bactec 460 TB sistemine gore daha diisiik oranda
izolasyon sagladiklart bildirilmektedir. Bir ¢ok caligmada tam otomatize sistemlerde
izolasyon siiresi ortalama <14 giin olarak saptanmis (5, 11, 71) ve en yiiksek izolasyon
oraninin Bactec 460 TB ve kat1 besiyeri kombinasyonu ile saglandig: bildirilmistir (78).
Kontaminasyon oranlari agisindan tam otomatize sistemler birbiri ile karsilastinlldiginda
onemli bir fark bulunmamistir (1, 11, 45). Bununla birlikte bu sistemlerdeki
kontaminasyon oraninin Bactec 460 TB ve kat1 besiyerlerine gore daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (5, 14, 71). Ancak pahali cihaz gerektiren bu tekniklerin tiiberkiiloz
prevalansinin  yiiksek oldugu ilkelerde kullanilmasi igin yeterli mali kaynak
bulunmamaktadir. Son yillarda gelistirilen molekiiler yontemler de identifikasyonda ve
epidemiyolojik arastirmalarda basariyla kullanilmaktadir. Ancak tiiberkiilozun en sik
goriildugii fakir iilkelerde bu tekniklerin de kullanimi icin yeterli mali kaynak

bulunmamaktadir (66).

Tiim bu nedenlerden dolay1r maliyeti diisiik, hizli ve giivenilir mikobakteri
kiiltiir sistemlerinin ve besiyerlerinin gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar siirdiiriilmektedir. Bu
besiyerlerinden biri olan Thin Layer 7H11 agar (TLA); Middlebrook 7HI11 besiyeri
igerisine antibiyotik karisimi (piperasilin, amphoterisin B, trimetoprim) ve oleik asit-
albumin-dekstroz-katalaz (OADC) ilave edilerek hazirlanan modifiye bir besiyeridir. Bu
besiyerinde mikobakteriler tarafindan olusturulan mikrokoloniler erken donemde
(yaklasik 10-11 giin) goriilebilmekte, koloni morfolojisi ve kord olusturma egilimine

gore On identifikasyon yapilabilmektedir (52,89).

Calismamizda, TLA besiyerinin mikobakterilerin izolasyonu ve ©n
identifikasyonundaki performansi, LJ ve BACTEC MGIT 960 sisteminden alinan
sonuclarla karsilagtirillarak belirlenmis ve bu besiyerinin rutin kullanimdaki yeri

arastirilmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce
Mycobacterium cinsinin 150 milyon yildan daha uzun siiredir varoldugu ve
M.tuberculosis’in ilk atasinin biiyiik ihtimalle 3 milyon y1l 6nce Dogu Afrika’da ortaya

ciktigit tahmin edilmektedir. M. tuberculosis kompleksi’'nin modern {yelerinin

kokeninin ise yaklasik 15.000-35.000 y1l 6nce goriildiigii bildirilmektedir (21, 46).

M. tuberculosis’in, sigirlarda bulunan M. bovis’in mutanti oldugu ve bu
bakterinin insanlara sigirlarin evcillestirilmeye baslanmasiyla gectigi tahmin
edilmektedir. M. bovis ile infekte hayvan etlerinin yenmesi veya siitlerinin i¢ilmesiyle
insanlar bu bakteri ile infekte olmus, infekte kisilerde 6zellikle boyun lenf bezi ve
kemik tutulumlan goriilmiis ve bakteri daha sonra genetik yapisini degistirerek insan
akcigerlerini tutan ve solunumla bulasan, insan tipi tiiberkiiloz bakterisi haline gelmistir.
Daha sonra bu bakteri insanlarin toplu yasamaya gegisiyle birlikte, 6nce kabile i¢i daha

sonra kabileler aras1 yayilim gostermeye baslamistir (46).

Tiiberkiiloza ait ilk bulgular Misir, Hindistan ve Cin’de sirasiyla 5000, 3300 ve
2300 yi1l once belgelenmistir. Misir ve Aztek mumyalarinda tipik iskelet anomalileri ve
pott abseleri bulunmus; ayrica eski Misir insan resimlerinde de bu anomalilere

rastlanmistir (21).

Hippocrates (MO 460) tiiberkiilozu, zamanin yaygin hastalig1 olarak tanimlamus,
genellikle 18-35 yas arasindaki kisilerde goriildiigiinii ve neredeyse herzaman o6liimle
sonuclandigini  bildirmistir. Aristotle (MO 384-322), hastaligin bulasict oldugunu
diisiinmily, Yunanli bir ¢ok yazar hastalifin kalitsal olduguna inanmistir.
Hippocrates'ten sonra Yunanh {nlii doktor Clarissimus Galen (MS 131-201),
tiiberkiilozu, akciger, gdgiis veya bogaz iilserasyonu ve buradaki iltihap varligina bagl
olarak oksiirtik, diisiik ates ve viicudun kotiiye gidisiyle karakterize bir hastalik olarak

tanimlamistir. Ayrica yetersiz beslenme hastaligi olarak da tarif etmistir (46).

Hastalikla ilgili kesin patolojik ve anatomik bulgular 17. yiizyi1lda tanimlanmaya
baslanmig; veremli hastalarda etken bakteri varliginda akciger ve diger viicut
bolgelerindeki karakteristik ve kalici degisiklikler ilk kez Amsterdamli Frasiscus

tarafindan ortaya konmustur. Fransiscus’un 1679’da yayimladigt Opera Medica’da,



tiiberkiilden iilser ve kavite olusumuna kadar hastaligin ilerleyisi tarif edilmistir (37,
46).

Giliniimiizde de Onemini koruyan tiiberkiiloz hastaligina tarihsel siirecte,
hastalarin eriyerek Olmesine neden oldugu icin tiiketim hastaligi (Consumption),
hastalar1 soldurarak o6ldiirdiigii icin “Beyaz veba” veya ‘“Beyaz 6lim” (White Plaque,
White Death), yiizyillar boyunca bir¢ok kisinin 6liimiine neden oldugu icinde “Oliimiin
kaptan1” (Captain of the death) gibi bir¢ok isim verilmistir. Romalilar ise hiriltili nefes
alip verme ve Oksiiriikkle balgam c¢ikarma anlamina gelen “Phthisis” adin1 vermislerdir

(7, 27).

Tiiberkiiloz hastaliginin etkeni olan M.tuberculosis ilk kez 1882 yilinda Dr.
Robert Koch tarafindan mikroskopta gosterilmis; 1884°de kiiltiirii yapilmigtir ve 1890
yilinda “old tiiberkiilin” ile hastaligin 6zel immunite ve alerjisi ortaya koyulmustur.
Bakteri ilk baslarda Bacterium tuberculosis olarak adlandirilmig; ancak daha sonra 1886
yilinda Lehmann ve Neuman tarafindan koloni morfolojisi ve yavas tireme Ozelligi
nedeniyle M. tuberculosis olarak isimlendirilmistir. 1921 yilinda Calmette ve Guerin

BCG asisini, 1939°da Sebert ve Glenn PPD testini bulmustur (46).

2.2. Simiflandirma

Mycobacterium cinsi (genus), FEubacteria {ist aleminin (superregnum),
Firmicutes boliimiiniin (divisio), Actinomycetes sinifinin (classio), Mycobacteria
takimindan (ordo), Mycobacteriaceae ailesine (familia) dahil olup, bu ailedeki tek
cinstir. Mikobakteri tiirleri hiicre duvarlarindaki yiiksek lipid icerigi ve DNA
yapisindaki yiiksek G+C (%61-71) oram ile mikolik asit iceren diger tiirler olan
Gordonia (%63-69), Tsukamurella (%68-74), Nocardia (%64-72) ve Rhodococcus
(%63-73) cinsleri ile benzer fenotipik 6zelliklere sahiptirler (29, 59).

Mikobakteriler diger bazi1 cinsler ile benzerlik gosterirler; ancak hiicre
duvarlarinda yer alan ve karbon ve enerji kaynagi olarak kullandiklar1 bir ¢cok mikolik
asit ile diger cinslerden ayrilmaktadirlar. Bakteri hiicre kuru agirliginin yarisindan
fazlasini olusturan lipitler ayn1 zamanda hiicredeki membrandz organellerin ve hiicre

membraninin yap1 ve fonksiyonunda da yer almaktadirlar.

Bakteriyolojik o6zellikleri ve DNA homolojileri acisindan birbirleri ile yakin

iligkisi olan tiirler kompleks bashigi altinda gruplandirilirlar. M. tuberculosis kompleksi



(MTBC) i¢inde yer alan tiirler M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum tip I-1I, M.
pinnipedii, M. microtii, M. canettii ve M.caprae’dir. Bu tiirler disinda kalan
mikobakteriler ise nontiiberkiiloz mikobakteriler (NTM) olarak adlandirilirlar (29, 59,
82, 88).

Mikobakterilerin bir ¢ogu cevrede serbestce yasayip cogalabilmektedir ve
nadiren de olsa hastalifa neden olmaktadirlar. Sadece bazi mikobakteri tiirleri yiiksek
vertebralilarda hastalik etkeni olmaktadir. Bu tiirler organizmaya girdiginde
mononiikleer fagositler icerisinde canliliklarin1  siirdiirebilmektedir.  Cevrede
cogalamayan konaga bagimli yasayan mikobakteri tiirleri, M.leprae, M.lepraemurinum,
M.avium subs. paratuberculosis ve MTBC iiyeleridir. MTBC igerisinde yer alar tiirler
invitro ortamda {retilebilirken, M. leprae ve M. lepraemurium tiirlerinin in vitro

kosullarda kiiltiirii yapilamamaktadir.

MTBC’ini olusturan bakteriler “tiiberkiil bakterileri” olarak isimlendirilirler ve
farkl1 etiyolojik etkenlerin 6zgiil konaklan vardir. M.tuberculosis, M.africanum tip I ve
Il ve M. canettii insan patojenidirler. M. bovis ve M. microti hayvanlarda hastalik yapan
tiirlerdir. Bu tiirler insanlara da gegebilmekte ve hastaliga neden olabilmektedir (6).
Keci ve foklardan izole edilen farkli tiirler M. bovis’in alt tiirleri veya varyanti olarak

tanimlansa da M. caprae ve M. pinnipedii olarak isimlendirilmislerdir (82).

2.3. Morfoloji ve boyanma ézellikleri

Mikobakteriler, sporsuz, hareketsiz, kapsiilsiiz, 0.3-0.6 um eninde ve 1-10 um
boyunda diiz veya hafif kivrik, ince comak seklinde, zorunlu aerop bakterilerdir.
Mikobakterilerde hiicre yapisi sitoplazma, membran ve bunlar1 ¢evreleyen yiiksek
oranda lipid iceren hiicre duvarindan olugmaktadir. Sitoplazmada serbest olarak bulunan
tek bir kromozomu vardir ve etrafi zarla gevrili degildir. DNA yapisindaki G+C (%61-
70) oram yiiksektir (39, 56, 59, 77).

Mikobakteriler eski kiiltiirlerden veya kazedz lenf bezlerinden hazirlanan
preparatlarda koktan, dallanmis flamentoz sekle kadar degisen formlarda
goriilebilmektedirler. Tipik egri comak sekli M. microtii i¢in belirleyici olmaktadir (29,
82).

Mikobakteriler hiicre duvarlarindaki yiiksek lipid icerigi nedeniyle Gram

yontemi ile boyanmazlar. Bu nedenle mikobakterilerin boyanmasi i¢in 6zel yontemler



kullanilmaktadir. Bu bakteriler asit ve alkolle dekolorizasyona ragmen bir kez aldiklar
boyay1 geri vermedikleri i¢in “aside ve alkole direngli bakteriler” olarak tanimlanirlar.
Boyama islemi yapilabilmesi icin boya, suda erir organik bir madde (fenol) i¢inde
eritilmeli ve boyama islemi sirasinda preparatlara alttan 1s1 uygulanmalidir. Aside
direncli bakteriler icin karbol fuksin ve fluorokrom olmak {izere iki yOntem
kullanilmaktadir. Karbol fuksin boyasit kullanilan Ehrlich-Ziehl- Neelsen (sicak
boyama) ve Kinyoun (soguk boyama) yiintemlerinde bakteriler kullanilan zit boyanin
rengine gore mavi veya yesil zemin iizerinde kirmizi renkte goriiliirler. Bu yontemler ile
boyanan preparatlar 100X immersiyon objektifi ile 151k mikroskobunda incelenir.
Fluorokrom yontemi ile boyanan preparatta mikobakteriler kullanilan filtreye gore siyah
zemin {izerinde sari-portakal renginde floresan verirler ve bu preparatlar floresan

mikroskobunda incelenirler (59, 77, 88).

Elektron mikroskobu ile hiicre i¢cindeki bazi yogun graniiller saptanabilir. Bu
graniillerin polifosfattan olustugu ve enerji deposu olarak kullanildigi; ayrica
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarmin gerceklestigi  bolgeler oldugu tahmin
edilmektedir (6).

2.4. Hiicre Duvar

Mikobakterilerin hiicre duvar yapisi diger Gram pozitif ve negatif bakterilerden
oldukga farkli ve kompleks bir yapidir . Ilerleyen kimyasal, molekiiler ve ultrastriiktiirel
arastirmalar bakteri hiicre duvariin yapisi ve burada meydana gelen reaksiyonlar ile

ilgili 6nemli bilgiler saglamistir (23).
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Sekil 2-1 Hiicre duvar yapis1 (38).

Bu kompleks yapinin en i¢ tabakasi diger bakterilerde de oldugu gibi plazma
membranidir. Mikobakterilerin plazma membrami lipopolisakkarit iceren diger bakteri

membranlarindan farkli degildir ve aktinomicesler ile ortak yapilar1 vardir (6, 8, 49).



Ancak diger bakterilerden farkli olarak hiicre membraninda lipoarabinomannan,
lipomannan ve fosfatidilinozitol mannozid bulunmaktadir. Hiicre membrani, osmotik
basincin dengesini, hiicre icine madde giris — cikisii ve hiicre biitiinligiini
saglamaktadir. Ayrica farkli gorevleri olan proteinler icermektedir. Bu proteinlerin
gorevleri, ortamdaki molekiiler konsantrasyonu ayarlamak, metabolik islemler ve enerji
iiretiminde enzim olarak gorev yapmak, sitoplazmadaki genetik metabolik
mekanizmalar icin protein translokasyon sinyallerini ve besin ve iyonlarin selektif
gecisini saglamaktir. Enzimler; hiicre membran1 ve duvar sentezinde, hiicreler arasi
septum olusumunda, hiicre dis1 proteinlerin sentezlenmesi ve salgilanmasinda ve DNA
replikasyonunda gorevlidirler. Ancak hala mikobakterilerin hiicre membram ile ilgili

spesifik bilgiler cok azdir (6).

Diger bir ¢ok bakteride oldugu gibi mikobakterilerde de plazma membrani hiicre
duvar ile g¢evrilidir. Hiicre duvari, hiicreye mekanik destek saglamakta ve bakterinin
karakteristik biitlinliigiinii ve icerigini korumaktadir. Hiicre duvarimin i¢ kisminda kor
tabakas1 yer almaktadir. Bu tabaka, peptidoglikan, arabinogalaktan, mikolik asit,
aciltrehalozlari, oligosakkarit iceren lipidler ve fosfatidilinositoliin glikozil
tiirevlerinden olugmaktadir. Ayrica bu tabakada antijenik 6zellige sahip glikoproteinler
ve porin yapilar da bulunmaktadir. Kor tabakasmin iskeletini, peptidoglikanlar ve
bunlara kovalent baglarla baglanmis heteropolisakkarit yapidaki arabinogalaktanlar
olusturmaktadir. Arabinogalaktanlar, peptidoglikana baglandiktan sonra arabinozu
baglarlar ve daha sonra mikolik asitler de bu yapiya baglanirlar (6, 8). Hiicre duvar
yapisinda bol miktarda lipid ve mikolik asit bulunmasi ve bunlarin asimetrik dizilisleri
bakteriye yiiksek bir hidrofobisite kazandirmakta ve gecirgenligi azaltmaktadir. Bu yap1
nedeniyle mikobakteriler Gram yontemiyle boyanmazlar ve boyanmalar icin 6zel
yontemlere gereksinim vardir. Ayrica hiicre duvarinin bu 6zelliginden dolay1 bakteriler
hidrofilik antibiyotiklere, metal iyonlarina, dezenfektan gibi kimyasal toksinlere,
hiicresel toksinlere, asit ve alkalilere ve alanin boyalara karst dogal direnglidirler.
Mikobakterilerin en disinda polisakkarit, protein ve az miktarda lipid igeren kapsiil yer
almaktadir. Bu yap1 mikobakterileri makrofaj i¢ine girdikten sonra lizozomal etkiden

korumaktadir (8, 39).



2.5. Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri

Mikobakteriler zorunlu aerop bakterilerdir. Ortamda %5-10 CO, bulunmasi
iiremelerini hizlandirir. Bakterilerin boliinme siireleri diger bakterilerden farkli olarak
12-18 saattir. Bu nedenle de kiiltiirlerde kolonilerin goriiniir hale gelmesi i¢in uzun bir
siire (ortalama 21 giin) gerekmektedir ve besiyerleri 3-8 hafta 37 %C’de inkiibe

edilmelidir (9, 39, 41).

Bu bakterilerin iiremelerini saglamak i¢in yiiksek lipid iceren 0zel besiyerleri
kullanilmalidir. Kullanilan besiyerleri genellikle yumurta-patates veya serum-agar
temellidir. Ayrica diger bakterilerle kontaminasyonu minumuma indirgemek icin
besiyerlerine malasit yesili veya diger anilin boyalari; selektif hale getirmek icin
antibiyotik katilabilir (49, 59). Yumurta temelli besiyerileri Lowenstein-Jensen,
Petragnani ve American Trudeau Society’dir. Bu besiyerlerinde M. tuberculosis
kompleksi iiyeleri kuru, sarimsi, karnabahara benzer koloniler olustururlar. Agar temelli
besiyerleri Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11’dir. Bu besiyerleri mikroskop
altinda incelendiginde 7-10 giinde mikrokoloniler goriilebilmektedir. Bu besiyerleri %5-

10 CO,’li ortamda inkiibe edilmelidir (9, 29).

Mikobakteriler gliserin, glikoz ve sitratlar1 karbon kaynagi olarak, asid aminler,
asparagin ve amonyum tuzlarin1 da azot kaynagi olarak kullanirlar. Lipid ihtiyaglarini
ise yumurta sarisindan saglarlar. Konak dokuya girdikleri zaman konak metabolitlerini
kendi yararlarina kullanirlar. Hatta sadece karbonhitratlar1 kullanmakla kalmayip lipaz

ve proteaz iireterek lipid ve proteinleri de kullanmaktadirlar (6).

MTBC iiyelerinin optimal iireme dereceleri, koloni morfolojileri ve

biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2-1’de verilmistir.



Tablo 2-1 M. tuberculosis kompleksi’nin biyokimyasal 6zellikleri (85).
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Pirazinamidaz

(4 giin)

ND

ND

Ureaz

+/-

+/-

ND

ND

ND

Aril siilfataz

(3 giin)

ND

ND

% 5 NaCl’e tolerans

ND

ND

ND

Telliirit

rediiksiyonu

-+

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Tween 80 hidrolizi

+/-

+/-

ND

+/-

Katalaz
(68°C)

Semikantitatif
katalaz
(kabarciklarin

mm’si)

<45

<45

<45

<45

<45

<45

<45

<45

Nitrat rediiksiyonu

T2H’de iireme

Niasin

Koloni tipi

Rt

Sm

Sm

Sm

R

Ureme dereceleri

37

37

37

37

37

37

37

37

Tiir

tuberculosis

M.bovis

M.bovis
BCG

africanum

M. canettii

M. microtii

M. caprae

M. pinnipedii

V: Degisken, R: Piiriizlii, Sm: Diiz, Rt: Piiriizlii ve ince, ND: Tanimlanmamus.
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2.6. Klinik 6neme sahip mikobakteri tiirleri

2.6.1. M. tuberculosis kompleksi
Bu kompleks icinde M.tuberculosis, M.bovis, M.africanum tip I-1I, M.microti,

M.canettii, M. caprae ve M. pinnipedii yer almaktadir.

2.6.1.1. M. tuberculosis: Giiniimiizde tiiberkiiloz hastalarindan en sik izole edilen
tiirdiir. DNA hibridizasyon ¢alismalart M. tuberculosis ile M. bovis arasinda %100
benzerlik oldugunu ortaya koymustur. M. tuberculosis gliserin iceren sivi besiyerinde 3
haftada yiizeyde kalinca bir zar olusturarak {iirer. Yumurta veya agar temelli
besiyerlerinde 2-3 haftada iirerler. Besiyerlerinde gliserin varliginin {iremelerini
hizlandirdigi bildirilmektedir. Yumurta temelli besiyerlerinde koloni morfolojileri,
diizensiz, ylizeyi piirtiikli, kuru ve sigil goriiniimiinde, kirli beyaz, bazen sarimtirak
koloni olustururlar. Sar1 pigment olusumu, koagiile serumlu besiyerlerinde daha belirgin

olmaktadir. Niasin ve nitrat rediiksiiyon testi pozitiftir.

2.6.1.2. M. bovis: Genellikle sigirlarda tiiberkiiloz olusturan tiirdiir; ancak insan
tiiberkiilozu etkenleri arasinda da ikinci sirada yer almaktadir. M. fuberculosis’den
farkli olarak yumurta temelli besiyerlerinde yavas iirer (4-8 hafta), gliserin tiremelerini
giiclestirir ve gliserinli besiyerlerinde, Onceleri yilizeyde ince zar sonra dipte cokelti
olusturarak tiremektedirler. Yumurta temelli besiyerlerinde kiigiik, yuvarlak, diizgiin,
hafif kabarik, nemli, beyazimtirak koloniler olusturmaktadirlar. Pigment olusturmazlar.

Niasin ve nitrat rediiksiyon testi negatiftir.

2.6.1.3. M. africanum: Bat1 Afrikada nadiren hastalik olusturan tiirdiir. M. africanum
tip I ve II olmak iizere iki alt tiirii vardir. Yumurta temelli besiyerinde, basik, mat, R tipi
koloni olustururlar. Biyokimyasal ve fizyolojik ozellikleri M. tuberculosis ve M. bovis

arasinda degisiklik gostermektedir.

2.6.1.4. M. microtii: 11k kez kemirgen hayvanlardan izole edilmistir; ancak insanlarda
da tiiberkiiloz hastaligina neden olmaktadir. Boyali preparatta tipik kivrik goriiniime

sahiptir (6, 9, 29, 59).
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2.6.1.5. M. canettii: Genellikler cocuklarda lenfadenopatiye ve HIV pozitif hastalarda
yaygin tiiberkuloza neden olmaktadir. Yumurta temelli besiyerlerinde diiz, yuvarlak,

parlak koloniler olustururlar.

2.6.1.6. M. pinnipedii: Kompleksin en yeni ilyesidir. Genellikle lenf nodlarinda,

akciger, plevra ve dalakta graniilamat6z lezyonlar olusturmaktadir. (6, 9, 29, 59, 82)

2.6.1.7. M. caprae: 1k kez Ispanya’daki kecilerden izole edilmis ve daha sonra
insanlardan da izole edilmistir. Bu bakteriyi M. bovis’den ayiran en biiylik farklilik

pirazinamide duyarli olmasidir (61).

2.6.2. Nontiiberkiiloz mikobakteriler

Normalde ¢evrede bulunan, MTBC ve M. leprae disinda kalan ve tiiberkiiloz
benzeri hastalik tablosu olusturan mikobakterilerdir. Bu bakterilerin ¢ogu toprak ve
sularda bulunurlar, altta yatan akciger hastaligi olan, immunsuprese kisilerden veya
perkutan travma sonucunda, firsat¢i patojen mikroorganizmalar olarak izole edilirler ve
kolaylikla insandan insana ge¢mezler. Nontiiberkiiloz mikobakteriler tireme hizi,
pigment olusturma ve 1s18a reaksiyon ozellikleri esas alinarak siniflandirilmislardir.
Sadece 1s1k varliginda pigment olusturan ve yavas iireyenler “fotokromojen”, hem 151k
hem karanlikta pigment olusturan ve yavas iireyenler “skotokromojen”, pigmentsiz

yavag iireyenler “kromojen olmayan” ve “hizli iireyenler” olmak iizere 4 gruba

ayrilmaktadirlar (9, 39, 59)

2.7. Patogenez
Tiiberkiiloz klinik infeksiyon hastaligi icin tipik bir Ornektir. Primer veya
sekonder olmak iizere iki sekilde ortaya ¢ikar. Primer tiiberkiiloz bireyin tiiberkiiloz

etkeni bakterilerle ilk defa infekte olmasidir.

Daha 6nce hig tiiberkiiloz etkeni bakterilerle karsilasmamis duyarli birey, hasta
kisilerin hapsirmasi, oksiirmesi ile havaya yayilan, havada asili kalan ve 1-3 bakteri
iceren damlacik c¢ekirdegini solunum yoluyla aldigindan infeksiyon meydana gelir.
Damlacik ¢ekirdegi ile alveollere ulagan bakteriler, konagin ilk savunma mekanizmasini
asarak hayatta kalmayi basarir ise, primer infeksiyon ad1 verilen bir siirecin baglamasina
neden olurlar. Bu siirecte hiicresel immun yanit gelisirse hastalik olugsmadan olay

sonlanir; ancak konagin immun yanit1 yetersiz ise primer infeksiyonun ilerlemesi ile
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primer tiiberkiilloz meydana gelir ve bakteriler immun sistem hiicreleri tarafindan
tamamen yok edilemeyip, yillarca canliliklarim koruyarak sessiz (dormant) kalirlar.
Sekonder tiiberkiiloz (postprimer, reinfeksiyon, erigkin tiiberkiilozu), infeksiyonun
toplumla yayilmasinda en Onemli rolii oynayan tiiberkiilloz seklidir ve endojen
reinfeksiyon, primer tiiberkiilozun ilerlemesi ve ekzojen reinfeksiyon olmak iizere ii¢

sekilde ortaya ¢ikar.

1. Endojen reinfeksiyon: Infeksiyona kars1 direncin azaldigi durumlarda
veya kolaylastiric1 faktorler varliginda primer lezyonlardaki canli kalmis

bakterilerin yayilmasi ile meydana gelebilir.

2. Primer tiiberkiiloz infeksiyonunun ilerlemesi: Primer infeksiyonda
meydana gelen lezyonlar iyilesemez, bolgesel olarak ilerler ve kavern

olusursa meydana gelir.

3. Eksojen reinfeksiyon: Primer tiiberkiiloz gecirmis bir kisi, disardan
tekrar tiiberkiilloz etkeni bakteri alirsa, siiper infeksiyon seklinde

meydana gelir (26, 28, 36, 42, 56, 59).

2.8. Epidemiyoloji

Giiniimiizde diinya niifusunun 1/3’i (toplam 2 milyar kisi) M.tuberculosis ile
infektedir. Her yi1l yaklasik 9 milyon yeni vaka bildirilmekte ve 1,7 milyon kisi bu
hastalik sebebiyle 6lmektedir (50, 55, 74, 91). Tiiberkiiloz diinyadaki 6lim nedenleri
arasinda 17. Sirada, infeksiyondan Oliim nedenleri arasinda ise dordiincii sirada yer
almaktadir. Buna HIV/AIDS ve tiiberkiilozun birlikte oldugu vakalar dahil degildir. Bu
hastalar da dahil edildigi zaman bu oran daha da artmakta ve tiiberkiiloz infeksiyondan
0lim nedenleri arasinda ilk siralara ¢ikmaktadir (58). Genellikle vakalarin kiigiik bir
oraninmi ¢ocuklar olustururken, tiiberkiiloz insidansinin yiiksek oldugu bazi iilkelerde

vakalarin %15’ ten fazlasim ¢ocuklarin olusturdugu goriilmektedir (87).

Giiniimiizde giin asir1 bir kisi M. tuberculosis ile infekte olmaktadir. Tedavi
gormemis aktif tiiberkiilozlu bir kisi, yilda ortalama 10-15 kisiyi infekte etmektedir
(595).

DSO’niin 2008 yili raporuna goére, 2006 yilinda 9,2 milyon yeni olgu bildirilmis

ve 1,5 milyon kisi tiiberkiiloz nedeniyle hayatim1 kaybetmistir (91). Tiiberkiiloz
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insidansi iilkeler arasinda farkliliklar gostermektedir. Sahra-alti Afrika, Giiney Dogu
Asya ve Dogu Avrupa gibi gelismekte olan veya gelismemis iilkelerin bulundugu
bolgelerde, tiiberkiiloz insidansi en yiiksektir ve hastalarin %95’1, tiiberkiiloz nedeniyle

Olenlerin %99’u bu bolgelerde yer alan iilkelerdendir (55, 56).

1950 yilinda tiiberkiiloz hastalarinin tedavi edilebilmesi ve gerekli 6nlemlerin
alimmasiyla birlikte gelismis iilkelerde tiiberkiiloz insidansi her yi1l %10-15 oraninda
azalma gostermistir. 2020 yilina kadar hastaligin eradike edilecegi tahmin edilirken,
HIV infeksiyonunun tiim diinyaya giderek yayilmasi ile, ozellikle 1980 yilindan
itibaren, insidans 6nemli derecede artis gostermistir (33, 40, 58). HIV, tiiberkiiloz
gelisimi i¢cin en Onemli potansiyel risk faktoriidiir. M.tuberculosis infeksiyonunun
reaktivasyonu i¢in riski artirmakla kalmayip aym1 zamanda M.tuberculosis
reinfeksiyonu veya infeksiyondan hemen sonra tiiberkiilozun hizla ilerleme riskini de
artirmaktadir. Koinfekte kisilerde hastalik gelisme riski ¢ok yiiksektir. HIV ile iligkili
tiiberkiiloz gelisen kisilerde her iki hastalik da tedavi edilebilir ve onlenebilir olmasina
ragmen HIV ve tiiberkiilozun endemik oldugu ve gelismekte olan fakir iilkelerde
koinfeksiyon insidansi yiikselmeye devam etmektedir. Diinyada HIV seropozitif
kisilerde tiiberkiiloz yaygin firsat¢i infeksiyon etkenidir ve siklikla AIDS’li hastalarda

oliime neden olmaktadir (33, 58).

Corbett ve arkadaslarinin yaptig1 calismaya gore 2000 yilinda 8.3 milyon yeni
tiiberkiiloz vakasi bildirilmistir. Yeni tiiberkiilozlu yetiskinlerin (15-49 yas aras1) %9’u
aym zamanda HIV ile infektedir, ancak bu oran DSO Afrika bogesinde %31 ve bazi
gelismis iilkelerde, 6zellikle Amerika’da %26’dir (19). 2004 yilinda yeni tiiberkiiloz
olgularinin %13’tinitin HIV ile infekte oldugu bildirilmistir; ancak bu oran iilkeden
iilkeye degisiklik gostermektedir. Bu oran Bati Pasifik bolgesinde %1,4 iken Afrika
bolgesinde %34’tiir. Bostwana, Giiney Afrika, Zambiya ve Zimbabve’de HIV ve
tiiberkiiloz ile koinfeksiyon oram1 %50’ye ulagmaktadir (25).

HIV/AIDS pandemisi ile birlikte en az izoniazid ve rifampisine kars1 direngli
M.tuberculosis ile meydana gelen tiiberkiiloz olarak tamimlanan c¢ok ilaca direngli
tilberkiilloz (MDRTB) ve son olarak florokinolon ilaglarin herhangi birine ve dii¢
parenteral ikinci sira ila¢ olan amikasin, kapreomisin ve kanamisinden en az birine
direncli MDRTB olarak tanmimlanan yaygin ilag direncli tiiberkiiloz (XDRTB) 6nem
kazanmustir (58, 95).
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Amerika’da tiiberkiiloz vakalar ile MDRTB vakalan sayisindaki artis paralellik
gostermektedir. Ornegin MDRTB hastalarinin sikhig 1980 baslarinda %0,4 iken
1991°de %3,5’e yiikselmistir ve bu hastalarin ¢ogu New York’ta bulunmaktadir.
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) arastirmalarina gore en az 8
MDRTB salgimm1 New York, New Jersey, Miami’de meydana gelmistir ve bu hastalarin
yaklagik %90’1 HIV seropozitif olarak bulunmustur. Coklu lojistik regresyon
analizlerinde HIV infeksiyonunun; cografik lokasyon, onceden tedavi gérmiis olmak,

yas ve rktan bagimsiz olarak MDRTB icin risk faktorii oldugu goriilmiistiir (12).

KwaZulu Natal ve Giiney Afrika bolgelerinde 2001-2002 yillarinda yeni TB
olgularinda MDRTB oram1 %1.7 olarak rapor edilmistir (90); aym1 bolgede yapilan
calismada 2003 yilindan 2006 yilina kadar tiiberkiiloz ve HIV tedavisi alan kisilerde
MDRTB orani1 %9’dur (30).

2000-2001 yillar1 arasinda KwaZulu Natal’da HIV ve tiiberkiiloz ile koinfekte
119 kisiyle yapilan calismada bu hastalarin 6’sinin (%5) XDRTB hastast oldugu
bildirilmistir (90).

2005-2006 yillart arasinda Afrika’da yapilan ¢calismada 2203 balgam &rnegi ile
calisilmis ve 221 (%10,0) MDRTB, 53 (%2,4) XDRTB hastas1 saptanmigtir. XDRTB
hastalarinin 44 (%83,0)’iiniin ayn1 zamanda HIV pozitif hastalar oldugu ve 53 XDRTB

hastasinin ortalama yasam siirelerinin 16 giin oldugu bildirilmistir (31).

2007 yilinda Hindistanda yapilan bir ¢calismada, HIV ve tiiberkiiloz ile koinfekte
24 kisinin 12 (%50,0)’sinin MDRTB, 4 (%16,6)’iiniin de XDRTB oldugu bildirilmistir.

XDRTB hastalarinin ortalama yasam siiresinin 2,6 ay oldugu belirtilmistir (69).

HIV ile iligkili MDRTB ve XDRTB, tiim diinya iilkelerinde ozelliklede TB
insidansinin yiiksek oldugu ve AIDS epidemisinin devam ettigi iilkelerde 6nemli bir
saglik sorunudur. MDRTB ve XDRTB prevalansinin eski Sovyetler Birligi, Asya,
Dominik Cumhuriyeti ve Arjantina gibi yiikksek oldugu iilkelerde TB kontrol
programlarn uygulanmadigi siirece HIV ile iliskili MDRTB ve XDRTB prevalansi
yiikselecektir (58).

Tiirkiye’de ise HIV infeksiyonunun tiiberkiiloz iizerine etkisi tam olarak
bilinmemektedir. Kurutepe ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada risk grubunda bulunan

340 tiiberkiilozlu kisinin sadece birinde HIV pozitifligi saptanirken (43), Yiicesoy ve
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arkadaslarinin yaptig1 calismada 103 tiiberkiiloz hastasinin hi¢birinde HIV pozitifligi
saptanmamistir (96). Yenen ve arkadaslarimin yaptigi calismada da tiiberkiiloz

hastalarinin hi¢birinde anti-HIV antikoru belirlenememistir (94).

TC Saglik Bakanhig1 verem savasi dairesi bagkanliginin 2007 yili raporunda;
akciger tiiberkiilozu olgularinin %79’una mikroskopi yapilmis ve %57’ sinde pozitiflik
saptandig bildirilmistir. Bu hastalarin %47’sine kiiltiir yapilmis ve kiiltiir pozitiflerin
oraninin %38 oldugu belirlenmistir. Bir kohort olusturmayan antibiyotik duyarlilik
testlerinin sonuglar1 incelendiginde, en az bir ilaca direngli saptanan sus orani yeni
hastalarda %14,4, tedavi gormiis hastalarda ise %34,8 oldugu bildirilmektedir.Yeni
hastalarda izoniazid ve streptomisine direng yiiksek iken tedavi gormiislerde izoniazid
ve rifampisine direnc yiiksektir. Cok ilaca diren¢ orani yeni olgularda %3,1, tedavi
gormiiglerde %]17,7°dir. Tiirkiyede toplam MDRTB hasta sayisinin 191 oldugu
bildirilmektedir (34).

2.9. Mikrobiyolojik Tani

2.9.1. Orneklerin alinmasi ve laboratuvara gonderilmesi (29, 59, 78, 88)

Tiiberkiiloz tamisi icin bircok farkli klinik 6rnek alinabilir. Klinik 6rneklerin
biiyiik bir kismimi solunum yolundan alinan balgam, trakeal ve bronsiyal aspirat ve
bronkoalveolar lavaj sivisi olusturmaktadir. Beyin omurilik sivist (BOS), plevra ve
periton s1visi gibi steril 6rnekler, idrar, aclik mide suyu, doku parcalar1 da yaygin olarak
incelenen diger orneklerdir. Kan ve digki 6rnekleri ise sadece immun yetmezligi olan

kisilerden tercih edilir.

Klinik ornekler laboratuvara steril, tek kullammlik, sizdirmaz, fiksatif veya
koruyucu madde icermeyen, burgulu kapakli kaplar icinde gonderilmelidir. Yanlig
preparat pozitifligine sebep olabilecegi icin 6rnek gonderilirken parafilm iceren kaplar
tercih edilmemelidir. Transport besiyerine veya koruyucu bir maddeye gerek yoktur.
Cok kiiciik miktarda aliman biyopsi Ornegi kurumayi onlemek icin steril fizyolojik
serum igerisine koyulmalidir. Eger 6rnegin laboratuvara ulastirilmasi 1 saatten uzun
stirecekse, kan oOrnekleri hari¢ diger ornekler +4 C’de bekletilmelidir. Aym sekilde
laboratuvara gelen 6rnekler de isleme almana kadar +4 °C’de bekletilmelidir. Kan
Oornegi direkt olarak hasta basinda besiyerine ekilmelidir. Eger hemen ekim

yapilamiyorsa 10 ml kan polyanetilen, sitrat veya heparin iceren steril tiiplere alinarak
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hemen kangtirilmali ve laboratuvara gonderilmelidir. Bu sekilde laboratuvara

gonderilen kan 6rnegi hemen isleme alinmayacaksa oda 1sisinda bekletilmelidir .

2.9.1.1. Balgam

Akciger tiiberkiilozunun tanisi i¢in en sik incelenen Ornektir. Hastalara 6rnek
alimmadan Once egitim verilmeli, tiikiiriik veya burun salgisinin uygun olmadidi
anlatilmali ve sabah balgam tercih edilmelidir. Hastalardan 3 giin iist iiste en az 5-10 ml
olacak sekilde alinan sabah balgami tani i¢in uygundur. Balgam ¢ikarmakta zorlanan
kisilere %10’luk tuzlu su veya %10 gliserin + %15 tuzlu su karisimi solutularak balgam
cikarmasi saglanmalidir. Bu sekilde alinan indiiklenmis balgam en az 10 ml olmalidir ve
tiikiiriikle karistirilabileceginden hastanin istek kagidinda indiiklenmis balgam oldugu
belirtilmelidir. Kontaminasyon nedeniyle 24 saat biriktirilmis balgam tan1 i¢in uygun

degildir.

2.9.1.2. Bronsiyal aspirat, bronkoalveolar lavaj sivisi ve akciger biyopsi ornegi
Balgam c¢ikaramayan akciger tiiberkiilozlu hastalardan, invazif teknikler
kullanilarak ornek alinmaktadir. Bronkoskopi yapilmis bir onceki hastadan bulagsma
olmamast i¢in bronkoskoplarin temizligine ¢ok dikkat edilmelidir. Saprofit
mikobakterilerle yalanci pozitif sonuclar alinabilecegi igin, bronkoskoplar ¢esme
suyuyla temas ettirilmemelidir. Tan1 konulmasinda zorluk ¢ekilen hastalardan ince igne

aspirasyonu Ornegi ve akciger biyopsisi gibi 6rnekler almak da miimkiindiir.

Hastadan alinan bronkoalveolar lavaj sivisinin miktar1 en az 5 ml, brongiyal
aspirat sivisinin miimkiin oldugunca fazla miktarda ve biyopsi Orneginin en az 1 gr
olmas1 Onerilmektedir. Alinan bu Ornekler uygun kaplar icerisinde ve transport

kurallarina uygun olarak laboratuvara gonderilmelidir.

2.9.1.3. Gastrik lavaj sivisi

Balgamini yutan yeni doganlardan, ¢ocuklardan ve zihinsel engelli kisilerden
gastrik lavaj yoluyla mideden 6rnek alinmaktadir. Kisinin gece boyunca yuttugu ve
midesinde biriken balgami elde edebilmek igin ti¢ giin dist iiste en az 5-10 ml 6rnek
sabah a¢ karnina nazogastrik sonda aspirasyonu ile uzman kisiler tarafindan alinmalidir.
Alinan ornek 4 saat i¢inde isleme alinmayacaksa, bakteriler enzimler ve mide asidinin
etkisiyle tahrip olacagindan, steril tek kullanimlik falkon tiiplere alinan 6rnegin iizerine

100 mg sodyum karbonat ilave edilmeli ortam notr hale getirilmelidir.
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2.9.1.4. idrar

Uriner sistem tiiberkiilozundan siiphelenildiginde sabah ilk idrar 6rnegi 40 ml
olacak sekilde ii¢ giin st iiste, orta akim teknigiyle, steril kap igerisine alinmalidir.
Gece boyunca bakteriler mesanede birikeceginden, sabah ilk idrarin alinmasi izolasyon
sansi1 artirtr. Yirmidort saat biriktirilmis veya az miktardaki idrarla ¢aligmak uygun

degildir.

2.9.1.5. Viicut sivilari

Beyin omurilik sivis1 (BOS), plevra, periton, perikard sivisi veya sinovyal sivilar
aseptik kosullarda aspirasyon veya cerrahi yontemlerle alinmalidir. Kanli 6rneklerin
koagiile olmasin1 engellemek icin sodyum polyanetol siilfat eklenebilir. Viicut
stvilarinda mikobakteri sayisi az oldugundan bu sivilardan miimkiin oldugunca fazla
miktarda alinip incelenmelidir. BOS’nin en az 2 ml; diger drneklerin ise en az 10-15 ml

hatta miimkiinse 50 ml olmas1 Onerilmektedir.

2.9.1.6. Doku ornekleri (lenf nodu, deri ve diger biyopsi ornekleri)

Doku ornekleri en az 1 gr olmalidir. Aseptik kosullarda alinmali ve steril kaplar
icerisinde laboratuvara gonderilmelidir. Ornekler tuzlu su veya bir baska siv1 icerisine
konmamali, gazli beze sarilmamalidir. Formalin igerisinde gonderilen biyopsi 6rnekleri
preparat ve Kkiiltiir islemleri i¢in uygun degildir. Az miktardaki biyopsi orneklerinin

izerine kurumamasi i¢in ¢ok az miktarda steril serum fizyolojik ilave edilebilir.

2.9.1.7. Diska

Diski 6rnegi AIDS hastalarinin gastrointestinal sisteminden Mycobacterium
avium kompleksinin (MAC) izolasyonu ig¢in tercih edilmektedir. Rutin tami icin
kullanilan bir 6rnek degildir. Kiiltiir yapilmadan 6nce preparat hazirlanip incelenmeli,

preparatta fazla miktarda aside direncli bakteri goriiliirse kiiltiir islemi uygulanmalidir.

2.9.1.8. Abse icerigi, abse aspirati ve yara ornekleri

Bu ornekler aseptik kosullarda aspirasyon yontemiyle alinmalidir. Kutanoz
lezyonlarda lezyonun kenarindan igneyle girilerek Ornek aspire edilmelidir. Bu
orneklerden optimum iireme sicakligt 30°C  olan mikobakteriler de izole

edilebileceginden, ikinci bir kiiltiir hazirlanip bu sicaklikta inkiibe edilmelidir.
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2.9.1.9. Kan

MAC yayg tiiberkiiloz hastaliginda en sik izole edilen mikobakterileri igerir;
bu nedenle kandan izole edildiklerinde genellikle klinik hastalikla iliskili olduklar1
diistiniiliir. Eger kan alinir alinmaz ekilmeyecek ve laboratuvara ulastiktan sonra isleme
almacaksa pithtilasmay1 engellemek i¢in polyanetilen siilfat, heparin veya sitrat iceren
tiiplere alinmalidir. EDTA’I1 ve pihtilagsmis kan, tiiberkiiloz tanisi i¢in uygun degildir.
Kanin direkt kati besiyerine ekilmesi Onerilmemektedir. Eger kan hemen isleme

alimmayip bekletilecekse oda 1sisinda bekletilmelidir.

Yapilan son ¢aligmalar, monitorize sistemlerin (BACTEC MYCO/F LYTIC ve
MB/BacT ALERT) MAC bakteriyemisi tanisinda daha duyarli ve hizli oldugunu

gostermistir.

2.9.1.10. Tam icin uygun olmayan érnekler

Tam i¢in laboratuvara kabul edilmeyen ornekler; ¢cok az miktarda olan veya
tiikiiriik iceren balgam, siiriintii 6rnegi, 24 saat biriktirilmis idrar veya balgam 6rnegi,
kirik, sizdiran, etiketsiz kaplarda gonderilmis ornekler, 7 giinden fazla bekletilen

ornekler ve buzdolabinda bekletilmis kan 6rnegidir.

2.9.2. Mikroskobik inceleme

Tiiberkiiloz tam1 yoOntemlerinin amaci, klinik Orneklerde mikobakterilerin
varligimi gostermek ve hastalik etkeni olan tiirii izole etmektir. Bu nedenle tiiberkiiloz
tanisi i¢in alinan klinik 6rneklerden hazirlanan preparatlar ilk olarak 6zel yontemlerle
boyanir ve mikroskopta incelenir. Kiiltiir yapilmaksizin klinik O6rnegin yalnizca
mikroskopta incelenmesi, infeksiyona karar vermek i¢in yeterli olmadigindan etkenin
tanimlanmasi, antitiiberkiiloz duyarlilik deneylerinin yapilmasi ve epidemiyolojik
acidan incelenebilmesi icin, klinik Orneklerin mikobakterilerin iireyebilecegi Ozel
ortamlara ekilmesi gereklidir. Kiiltiir yontemleri, uzun yillardir tiiberkiiloz tanisinda en

giivenilir yontem olarak varligin1 korumaktadir.

Tiiberkiiloz tanmisi amaciyla laboratuvara gonderilen bir¢ok klinik ornek,
mikobakterilerle birlikte, kontaminasyona neden olan bakteri ve mantarlari ve bu
mikroorganizmalarin ¢ogunlugunun etrafimt sararak c¢evre sartlarma direncli hale
gelmelerine neden olan 16kosit, eritrosit, viicut sivilart ve doku gibi organik kalintilar

da icerir. Kontaminasyona neden olan bu mikroorganizmalar ¢cok daha kisa siirede
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iireyebildikleri igin, besiyerlerinde mikobakterilerin iiremesini baskilar. Bu nedenle
normal flora iceren, alim ve transport islemleri sirasinda sterilizasyon kurallarina
uyulmadigi  diisiiniilen  klinik  6rneklere; organik kalintilann  sindirmek ve
kontaminasyona neden olan bakteri ve mantarlar1 elimine etmek amaciyla

homojenizasyon ve dekontaminasyon islemi uygulanir (70, 78).

2.9.2.1. Homojenizasyon, dekontaminasyon ve yogunlastirma yontemi
Homojenizasyon ve dekontaminasyon islemleri i¢in bazi yontemlerde tek bir
madde kullanilirken (%4 NaOH), bazi1 yontemlerde bu iki islem i¢in ayr1 ayr1 maddeler
kullanilir. Giiniimiizde mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda en ¢cok N-Asetil-L-Sistein
(NALC)+sodyum hidroksit (NaOH) yontemi tercih edilmektedir. Bu yontemde NALC
mukolitik, %4’lik NaOH dekontaminan ve %2,9’luk sodyum sitrat klinik ornekte
bulunabilecek agir metal iyonlarin1 baglayarak NALC’1n inaktive olmasini 6nlemek
amaciyla kullanilir. NALC oksijene duyarli oldugu i¢in hazirlanan bu karigim en fazla
24 saat kullanilabilir ve NALC’1n tartim islemleri sirasinda ambalajin agz1 uzun siire

acik birakilmamalidir (29, 59, 86).

Mikobakteri acisindan degerlendirilecek olan ornekler once 50 ml’lik steril
burgulu kapakli falkon tiiplerine alinmalidir. Daha sonra iizerine 6rnegin miktar1 kadar
NALC — NaOH karigimi ilave edilmeli ve 15 dakika oda 1sisinda bekletilmelidir.
Bekleme siiresinin  baglangicinda tiipler 30 saniyeyi ge¢meyecek siirede
vortekslenmelidir. Vorteksleme islemi uzun siire yapilirsa mikobakteriler zarar
gorebilir. Bu nedenle bu siire asilmamalidir. On bes dakikanin sonunda
dekontaminasyon islemini durdurmak icin tiipe 50 ml isaretine kadar 0.067 M fosfat
tamponu (pH: 6.8) ilave edilmelidir. Kullanilan fosfat tamponunun steril olmast ve bu
sterilitenin korunmasi Onemlidir. Dekontaminasyon islemini durdurduktan sonra
yogunlastirma islemi icin tiipler >3000 xg’de 15 — 20 dakika santrifiijde cevrilir ve st
stvi, i¢inde dezenfektan (%0,1-1 sodyum hipoklorit, %70 alkol vb.) bulunan kaba
dokiilmelidir. Lamlar {izerine cizilmis 1X2 cm’lik alanlara sedimentten yayma yaparak
preparat hazirlandiktan sonra tiip i¢ine 1-2 ml steril fosfat tamponu veya %2’lik sigir
albiimini ilave edilmelidir. Eger kiiltiir islemi i¢in radyometrik Bactec yontemi
kullanilacaksa fosfat tamponu tercih edilmeli ve 6rnek uygun besiyerlerine ekilmelidir

(78).
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Standart olarak kullanilan NALC-NaOH yonteminin yanisira, zefiran trisodyum
fosfat, oksalik asit, ogawa-Kudoh, setilpiridinyum klorid-sodyum-klorid ve siilfirik asit

gibi yontemler de tamimlanmistir (59, 78, 86).

Homojenizasyon sonrast sedimentten hazirlanan preparatin mikroskobik
incelenmesi giiniimiizde hala en hizli ve ucuz tam yontemi olarak varhigim
korumaktadir. Bu yontemle infeksiydoz hastalar taninmakta ve gerekli Onlemler

alinabilmektedir (68, 70).

Mikobakterilerin mikroskobik incelenmesinde, karbolfuksin yontemi (sicak
boyama Erlich-Ziehl-Neelsen, soguk boyama Kinyoun) ve fluorokrom yd&ntemi
(auromine O, auromine-rhodamine) olmak {izere farkli yOntemler tercih

edilebilmektedir (59, 68, 70, 84).

Aside direngli boyama yontemlerinin prensibi, mikobakterilerin lipidden zengin
hiicre duvarlarinin primer boya ile boyandiktan sonra (boya mikolik asitlere baglanir),
asit alkolle muamele sonucunda boyayr birakmamasina dayanmaktadir. Bu nedenle

mikobakterilere “aside direngli bakteri” de denilmektedir .

Preparatlar karbol fuksin boyalariyla boyandiginda, mikobakteriler ilk aldiklar
boya ile boyanirlar ve asit alkolle dekolorizasyona ragmen boyayi birakmazlar ve
zeminin zit boya ile boyanmasi sonucunda kullanilan zit boyaya gére mavi veya yesil
zemin {izerinde pembe-kirmizi renkli bakteriler seklinde goriiliirler. Fluorokrom
yonteminde ise bakteriler, floresan izotiyosiyanat filtreli mavi 1sikta, koyu zemin

izerinde sar1 veya turuncu-kirmizi renkli bakteriler seklinde goriiliirler.

Mikobakteriler boyandiktan sonra mikroskopta 1-10 pm uzunlugunda, 0.2-0.6
um genisliginde hafif kivrik veya diiz comak seklinde goriiliirler. Sivi besiyerinden

hazirlanan preparatlarda MTBC bakterileri kord formunda goriiliirler (29, 59, 70).

Karbol fuksin yontemi ile boyanmis preparatlarda negatif sonu¢ vermeden dnce
1000X biiyiitme ile en az 300 alan taranmalidir. Fluorokrom yontemi ile boyanan
preparatlar 250X biiyiitme ile incelenmeli ve negatif sonu¢ vermeden once 30 alan
taranmalidir. Bunu saglamak amaciyla 1X2 cm’lik alana yayilmis 6rnegin ii¢ kez
boyuna veya altt kez enine incelenmesi gereklidir ve sonuglar Tablo 2-2’ye gore

yorumlanmalidir (65, 80).
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Ornekte 10°/ml mikobakteri bulunmast durumunda mikroskobik incelemede
sonu¢ pozitif olacaktir. Ancak ornekte 10*/ml mikobakteri bulunmasi durumunda
pozitiflik oranmmin %60 civarinda olacagl bildirilmektedir (59). Mikroskobik
incelemenin duyarlii@ni  %22-80 araliginda degismektedir. Direkt mikroskobik
incelemenin duyarliligin1 etkileyen faktorler; Ornegin tipi, mikobakterinin tiirii,
dekontaminasyon isleminin etkisi, boyama yontemi, yaymanin kalinligi ve preparati
inceleyen kisinin deneyimidir. Akciger tiiberkiilozunda duyarlilig1 diisiiren en 6nemli
faktor hastanin yetersiz balgam c¢ikarmasidir. Solunum yolu 6rneklerindeki mikroskobi
pozitifligi diger orneklerden daha fazladir. Fluorokrom boyama yodnteminin karbol
fuksin boyama yontemine gore daha duyarli oldugu bildirilmektedir (75, 76, 84). Ancak
bu yontemle pozitif bulunan preparatlar EZN yontemiyle tekrar boyanarak sonug

konfirme edilmelidir.

Aside direngli boyamanin viicut sivilarindaki tant degeri solunum yolu
orneklerine gore oldukga diisiiktiir. Ciinkii viicut sivilarinda mikobakteri sayis1 daha
azdir. Beyin omurilik sivis1 ve diger viicut sivilarinda mikobakteri konsantrasyonunu
artirmak i¢in santrifiij islemi etkili bir yol degildir. Ciinkii bu sivilarin yogunlugu
nedeniyle mikobakteriler santrifiij islemi sonrasinda iist sivida da kalmaktadirlar. Bu
nedenle bdyle Orneklerin polikarbonat membran filtrasyon yontemi ile islenmesi ve

mikobakterilerin yogunlastirilmasi 6nerilmektedir (59, 78, 86)
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Tablo 2-2: Karbol fuksin ve fluorokrom yontemiyle boyanmis preparatlarin
degerlendirilmesi ve sonuclarin bildirilmesi (70, 78)

Aside direncli bakteri sayisi/mikroskop alam
SONUC Fuksin Boyama Fluorokrom Boyama
(1000X)
250X 450X
Aside direncli bakteri goriillmedi 0 0 0
Siipheli 1-2/300 1-2/30 1-2/70

1+ 1-9/100 1-9/10 2-18/50
2+ 1-9/100 1-9/10 2-18/50
3+ 1-9/1 1-9/1 4-36/4
4+ >9/1 >90/1 >36/1

2.9.3. Kiiltiir

Hasta Orneginde 10'-10%ml bakteri bulunmasi kiiltiir ortaminda bakteriyi
iiretmek icin yeterlidir. Mikroskobik incelemede mikobakteri goriilmesi on tanida
Oonemlidir ancak tiiberkiilozun kesin tanisi i¢in bakterinin kiiltiirde iiretilip identifiye
edilmesi gerekmektedir. Mikobakterilerin izole edilmeleri ve c¢esitli Ozelliklerinin
incelenmesi amaciyla kullanilan konvansiyonel besiyerleri kati ve sivi olmak tizere iki

tiptir (29, 59, 88).
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2.9.3.1. Konvansiyonel besiyerleri

- Kati besiyerleri

Kat1 ozellikteki besiyerlerini yumurta bazli ve agar bazli olmak {iizere iki

boliimde incelemek miimkiindiir.

Tam yumurta veya yumurta sarist igeren yumurta temelli besiyerleri arasinda en
yaygin kullanilan Lowenstein-Jensen (L-J) besiyeridir. Ancak Petragnani ve American
Trudeau Society besiyerleri de tercih edilebilir. L-J besiyeri, M.tuberculosis disindaki
mikobakterilerin iiretilmesi i¢in giivenilir bir besiyeri olmasada; tipik koloni morfolojisi
olusturmalart1 ve daha bol iiremeleri nedeniyle primer izolasyonda Onerilmektedir.
Kontaminasyon olasiligi yiiksek Orneklerden mikobakterilerin iiretilmesi icin L-J
besiyerinde 2 kat fazla malasit yesili iceren Petragnani besiyeri kullanilir. American
Trudeau Society besiyeri ise L-J besiyerinden daha diisiik konsantrasyonda malasit
yesili icermektedir; bu nedenle kontaminasyona neden olan bakteriler daha kolay iirerler
ve mikobakterilerin de biiyiimesi daha az inhibe olarak daha erken bir donemde daha
biiyiik koloniler meydana gelir. Bu besiyerleri iyi bir tampon kapasitesine, uzun raf
Omriine sahiptir ve ayrica bir cok mikobakterinin iiremesini saglamaktadirlar. Bu
besiyerlerinin dezavantaji, kolonilerin drnekteki kalintilardan ayrilmasinin zor olmast,
ila¢g duyarlilik testlerinin basaril bir sekilde yapilamamasi ve kolonilerin 18-24 giin gibi

uzun siirede olugmasidir (29, 88).

Yumurta temelli besiyerlerinin opak goriiniimlii olmasina karsin agar temelli
besiyerleri seffaftir. Bu nedenle ekim yapilan besiyerleri 10-12 giin sonra mikroskop
altinda incelendiginde olusan kolonileri gormek miimkiindiir. Middlebrook 7H10 ve
Middlebrook 7HI11 en cok tercih edilen agar temelli besiyerleridir. Agar temelli
besiyerleri daha ¢ok duyarlilik deneyleri icin tercih edilirler. Kontaminasyona neden
olan bakteriler bu besiyerinde yavas iirerler, bu besiyerleri pahalidir ve raf dmiirleri 1 ay
gibi kisa bir siireyi kapsar. Bu besiyerlerinin hazirlama, inkiibasyon ve saklanma
kosullart iyi bilinmeli ve uygulanmalidir; ciinkii asirn sicak ve 151k maruziyeti
besiyerinde bozulmalara ve mikobakterilere karsi toksik etkili olan formaldehitin

salgilanmasina neden olmaktadir.

M.bovis siipheli 6rnekler icin Middlebrook besiyerine %(0.2 piruvik asit ilave
edilmelidir. 7H10 agara %0.25 L-asparagine veya %0.1 potasyum aspartat ilave
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edilmesi, bakterinin niasin iiretimini artirir. Middlebrook 7H11 agar, izoniazid direnci

olan M.tuberculosis suslarinin iiremesini hizlandirir (29, 59).

Bu besiyerlerinin yanisira kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin
iiremesini etkin bir sekilde engellemek amaciyla selektif besiyerleri olan L-J Gruft,
Mycobactosel L-J, Mitchinsonselektif 7H11 de kullanilabilir. Yumurta bazli selektif
besiyeri olan L-J Gruft, penisilin ve nalidiksik asit, Mycobactosal L-J, siklohekzimid,
linkomisin ve nalidiksik asit igerir. Mitchison selektif 7H11 agar karbenisilin,
polimiksin B, trimetoprim laktat ve amfoterisin B ilave edilerek selektif hale getirilir.
Selektif besiyerleri belli bir 6rnek icin kullanilacaklarsa tek basilarina kulllanilmazlar,

non-selektif olan, agar veya yumurta bazli besiyerleri ile birlikte kullanilmalidirlar.

Thin Layer Agar besiyeri, Middlebrook 7H11’in modifiye edilmesiyle elde
edilen; mikobakterilerin hizli tanisin1 ve koloni morfolojisine gore 6n identifikasyonunu
saglayan bir besiyeridir . Bu besiyerinin tiiberkiilozun rutin tanisindaki yerini aragtiran
Welch ve ark.’nmin 1995 yilinda yaptiklann calismada konvansiyonel yontemlerle
bakterinin izole edilme siiresinin ortalama 23 giin siirdiigii belirtilirken TLA ile
ortalama 11 giinde iiremenin goriildiigii bildirilmistir (89). Mejia ve ark.’nin 1999
yilinda yaptign calismada ise preparat pozitif Orneklerde izolasyon siiresi TLA
besiyerinde 10,1+ 8,1 giin, negatif 6rneklerde ise 18,7 + 9 giin olarak bildirilmistir (52).
Robledo ve ark.’nin yaptiklar ¢ok merkezli bir ¢calismada ise TLA besiyerinde ortalama

tireme zaman 11,5 giin olarak bildirilmistir (66).

Kanli agar mikobakteri izolasyonu i¢in alternatif bir besiyeridir. Drancourt ve
ark.’min yaptiklan bir ¢calismada %35 koyun kanli agar besiyerinin primer izolasyonda
kullanilabilecegi, M. tuberculosis’in kanli agarda 1-2 haftada iiredigi ve bu besiyerinde
yumurta temelli besiyerlerinden daha fazla koloni olusturdugu bildirilmistir (22).
Yapilan ilk calismalar duyarhlik testleri i¢in de alternatif bir besiyeri oldugunu ve

sonuclarin 2 haftada elde edilebildigini gostermektedir (16, 17).

2.9.3.2. Bifazik Besiyerleri

Septi-Chek sistemi, modifiye 7H9 s1v1 besiyeri ve 3 tip kati (modifiye edilmis
L-J, Middlebrok 7H11 ve cukolatamsi agar) besiyerinin kullanildig1 bifazik bir kiiltiir
sistemidir. Cukulatams1 agar kontaminasyonu belirlemek amaciyla kullanilir. Kiiltiir
isleminden Once besiyerine oleik asit, gliserin, glukoz, pridoksal HCI, azlosilin, katalaz,

albiimin, nalidiksik asit, polimiksin B, amfoterisin B ve trimetoprim igeren supleman
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ilave edilir. Daha sonra islenmis 6rneklerin ekimi yapilir ve besiyerinin kapagi kapatilir.
Ekim yapilan besiyerleri 24 saat ters olarak bekletilmeli ve siire sonunda ters duran
besiyerleri diiz konuma getirilmelidir. Kiiltiir siiresince besiyerleri ara sira hafifce
calkalanarak sivi besiyerinin kati besiyerine temasi saglanmalidir. Bu yontemin
duyarliligt BACTEC 460 TB sistemi ile benzerdir. izolasyon siiresi BACTEC sistemine
gore daha uzundur ancak bu yontem ile konvansiyonel metodlara oranla daha kisa
siirede izolasyon saglanabilir. Sistem kan disindaki tim klinik ornekler icin uygundur

(59).

2.9.3.3. Siv1 Besiyerleri

Siv1 besiyerleri i¢inde yer alan Dubos Tween albiimin ve Middlebrook 7H9,
mikobakterilerin stok suslarinin subkiiltiirlerinin yapilmasi ve diger in vitro deneylerde
inokulum hazirlanmasi amaciyla kullanilir. Bunun yaninda bakteri sayisinin az oldugu
steril bolgelerden alinan klinik 6rneklerde, bakteriyi cogaltmak ve dolayisiyla izolasyon
sansin artirmak amaciyla da kullanilabilmektedir. Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri, ¢ogu

hizli kiiltiir sisteminde temel besiyeri olarak kullanilmaktadir (59, 88)

Giiniimiizde bir¢ok laboratuvarda, konvansiyonel besiyerlerinin yani sira
tiiberkiiloz erkeni bakterilerin izolasyon siiresinin ¢ok daha kisa ve izolasyon oraninin
cok daha yiiksek oldugu hizli Kkiiltiir sistemleri rutin inceleme amaciyla
kullanilmaktadir. Cogunda sivi besiyeri kullanmilmakla birlikte bifazik ve kati
besiyerlerinin kullanildig1 sistemler de mevcuttur ve bu sistemlerde CO, olusumu ve
oksijen kullanimi fluorometrik veya kolorimetrik olarak olgiiliir. Primer izolasyonda
sivi besiyerlerine ilave olarak bir de kati besiyeri kullamilmasi CDC tarafindan
Onerilmistir ve bu kombinasyonla mikobakterilerin izolasyon sansinin arttig

bilinmektedir (78).
-MB Redox

Cihaz gerektirmeyen MB Redox sisteminde mikobakterilerin izolasyonu
amaciyla antibiyotik karistmi ve renksiz tetrazolium tuzu iceren modifiye Krichner
besiyeri kullanilir. Tetrazolium tuzu mikobakterilerin redoks 6zelligi sayesinde hiicre
yiizeyinde graniiler formda biriken pembe, kirmizi ve menekse renginde formozana
indirgenir ve lireme sonucu olusan renkli partikiiller seklinde makroskobik olarakta

goriilebilir.
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2.9.3.4. Otomatize ve yar1 otomatize Kiiltiir sistemleri
-BACTEC 460 TB Sistemi (Becton Dickinson, Sparks, MD)

Bactec 460 TB sistemi mikobakteriyolojik tan1 icin gelistirilen ilk yar1 otomatize
sistemdir (83). Sistemde izolasyonun yanisira, M. tuberculosis kompleksi ve tiiberkiiloz
dis1 mikobakterilerin ayrimi yapilabilmekte ve M. tuberculosis kompleksi suslarinin
primer antitiiberkiiloz ilaglara duyarlifi denenmektedir. Bactec 12B (Middlebrook
7H12) besiyerinin kullanildig: sistem; besiyerlerinde bulunan "*C isaretli palmitik asitin
kullanilmasi sonucu olusan 14C02’in, 0-999 sayisal degerleri arasinda iireme indeksi
(GI) olarak olciilmesi prensibi ile ¢aligmaktadir. Ekim isleminden &nce besiyerlerine,
kontaminasyona neden olan bakterilerin liremesini engellemek amaciyla polimiksin B,
azlosilin, nalisiksik asit, trimetoprim ve amfoterisin B (PANTA) iceren antibiyotik
kangimi ilave etmek gereklidir. Steril orneklere, mikobakterilerin iiremesini artirmak
i¢in polioksietilen stearat ilave edilmelidir. Steril olmayan 6rneklerin dekontaminasyonu
icin, Sodyum dodesil siilfat/sodyum hidroksit (SDS-NaOH) gibi yontemler Bactec 460
TB sistemi ile uyumlu olmasina ragmen NALC-NaOH yontemi kullanilmalidir. Ekim
isleminden sonra besiyerleri 42 giin boyunca inkiibe edilmeli ve ilk 15 giin haftada 2

kez, daha sonra haftada 1 kez olmak iizere kontrol edilmelidir (59, 83).

Bactec 460 TB sisteminde mikobakterilerin izolasyon siiresi oldukca kisadir. Bu
slire preparat pozitif olan drneklerde 3-20 giin; preparat negatif olan drnekler de ise 9-30
giin’diir. Bactec 460 TB sisteminin dezavantaji; koloni morfolojisinin gdzlenememesi,
pahali olmasi, radyoaktif madde icermesi, cihazda yapilan rutin kontroller sirasinda

capraz kontaminasyon riskinin bulunmasidir (5, 11, 44, 67).
-BACTEC MGIT 960 Sistemi (Becton Dickinson, Sparks, MD)

BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan, Middlebrook 7H9 siv1 besiyeridir ve
besiyerlerinin bulundugu tiiplerin dip kisimlarinda oksijene duyarli rutenyum metal
kompleksi igeren silikon bulunmaktadir. Klinik ©rneklerden besiyerlerine ekim
yapilmadan oleik asit-albiimin-dekstroz-katalaz (OADC) ve PANTA ilave edilmelidir.
Sistemde kullanilan besiyerlerinde herhangi bir tireme olmadiginda oksijen varligina
bagh olarak silikon tabakaya gonderilen ultraviyole (UV) 1sinma karst floresans
olugsmazken, mikobakteri veya diger mikroorganizmalar {iirediginde oksijenin
kullanilmast sonucunda UV 1smina karsi fluoresans olugsmakta ve olusan floresans

miktar1 tireme indeksi olarak degerlendirilmektedir. BACTEC MGIT 960 tam otomatize
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bir sistem olmakla birlikte, besiyerleri UV 15181 altinda makroskobik olarak da
degerlendirilebildiginden manuel kullanima da uygundur. Kan haricinde diger tim

klinik ornekler i¢in kullanilabilmektedir (59, 83, 88).

Bu sistem, duyarlilik ve izolasyon siiresi agisindan BACTEC 460 TB sistemi ile
benzerlik gostermektedir ve bu 6zellikleriyle kati besiyerlerinden daha iistiindiir. Ancak
bu sistemin kontaminasyon orani Bactec 460 TB sistemine oranla daha yiiksektir.
Yapilan calismalarda BACTEC MGIT 960 sisteminin izolasyon siiresinin preparat
pozitif orneklerde 9-19 giin, preparat negatif Orneklerde ise 14-29 giin oldugu
bildirilmektedir. Bactec 460 TB sistemi ile izolasyon siiresi acisindan benzerlik
gosterdigi; ancak konvansiyonel yontemlerden daha hizli oldugu bildirilmektedir (48,

71,72,73,79).

Bactec MGIT 960 sisteminin Bactec 460 TB’ye gore en biiyiik avantaji capraz
kontaminasyonu azaltmasi, enjektorle inokiilasyona gerek olmamasi, radyoizotop
kullanilmamas1 ve UV kaynagindan baska cihaza gerek olmamasidir. Dezavantaji ise
yiiksek kontaminasyon oranina sahip olmasi, kan veya bol kanli orneklerin floresan
sacilimim engellemesi ve bazi dekontaminasyon yontemleri ile uyumsuzluk
gostermesidir. Manuel ve otomatize MGIT sistemi ila¢ duyarhlik testi icin Bactec 460

TB sistemi ile esdegerdir (59, 83).
-Versa TREK

Seliiloz siinger ve OADC ilave edilerek modifiye edilmis Middlebrook 7H9 sivi
besiyeri iceren bir sistemdir. Sistemde mikroorganizmalarin tiremesi sonucu olusan gaz
basincindaki degisiklikler Olciilerek degerlendirme yapilir. Bilgisayar destekli bir
sisitemdir ve besiyerlerinde olusan gaz basincindaki degisiklik grafiksel olarak
bilgisayarda goriintiilenir. Besiyerlerine ekim yapilmadan once; steril 6rnek ekilecekse
polimiksin B, azlosilin, fosfamisin, nalidiksik asit ve amfoterisin B (AS), kontamine
ornek ekilecekse polimiksin B, vankomisin, nalidiksit asit, ve amfoterisin B (PVNA)

antibiyotik karisimi ilave edilmelidir. Ornekler besiyerine enjektor ile ekilmelidir.

Bir ¢ok calisma bu sistemin kati besiyerlerinden daha iyi oldugunu gostermistir;
fakat diger otomatize ve yar1 otomatize sistemlerden daha avantajli oldugu

gosterilmemistir (80, 92, 93).
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-BacT/Alert 3D

Besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor iceren ve olugan CO, diizeyini
Olcerek iiremeyi degerlendiren bir sistemdir. Bilgisayar destegi bulunan sistemde
besiyerleri siirekli kontrol edilir. Steril 6rnekler ekilmeden Once reconstitution sivisi
ilave edilirken, steril olmayan 6rneklerin ekiminden 6nce polimiksin B, amfoterisin B,
nalidiksik asit, trimetoprim, vankomisin ve azlosilin igeren antibiyotik karisimi ilave

edilmelidir. Sistem kan haricindeki tiim klinik 6rnekler i¢in uygundur (83).

Yapilan bircok caligma bu sistemin konvansiyonel yontemlerden ¢ok daha hizl
ve duyarli oldugunu gostermistir; ancak otomatize ve yari otomatize sistemlerden

onemli bir farki oldugu gézlenmemistir (1, 11, 60).
-Bactec 9000 MB

Besiyerindeki oksijen kullaniminin fluoresans ile belirlendigi bir sistemdir.
Modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyerlerine ekimden once PANTA ilave edilir.
Sistemde balgam ve diger solunum yolu 6rnekleri icin Myco/F sputa, kan ve diger steril

viicut bolgelerinden alinan 6rnekler icin MycoF/lytic besiyeri kullanilir (88).

inkiibasyon

A. Sicaklik: Kiiltiirlerin optimum inkiibasyon sicakligi 35-37 °Cdir. M.marinum, M.
ulcerans, M.chelonea veya M. haemophilum siipheli deri ve yumusak doku orneklerinin
kiiltiirleri daha diisiik sicakliklarda inkiibe edilmelidir. Bu oOrnekler iki besiyerine
ekilmelidir ve bir tanesi 25-33 °C’de inkiibe edilmelidir. Bactec 460 TB besiyerleri i¢in
36-38 °C uygundur. Radyoizotopla isaretli substratin metabolize oldugu optimum
sicaklik 36-38 °C oldugu i¢in Bactec 460 TB besiyerleri icin daha diisiik sicakliklar

izolasyon siiresinin uzamasina neden olur.

B. Atmosfer: Kat1 besiyerlerinin %5-10 CO;’li ortamda inkiibe edilmesi
mikobakterilerin tiremelerini stimiile etmektedir. Middlebrook agar besiyerleri CO’li
ortamda inkiibe edilirken, yumurta bazli besiyerleri sadece inkiibasyondan sonraki ilk 7-
10 giin CO,’li ortamda inkiibe edilmeli, daha sonra bu besiyerleri normal atmosfer
kosullarinda tutulmalidir. CO; inkiibatorii yetersiz ise besiyerleri CO, iireten posetler
icinde inkiibe edilebilir. Desikator icerisinde inkiibasyon mikobakterilerin tiremesi igin

uygun degildir. Ciinkii mikobakterilerin {iremesi igin gerekli oksijen ortamda
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bulunmamaktadir. S1v1 besiyerlerinin inkiibasyonu i¢in yiiksek CO, konsantrasyonunun

olmasina gerek yoktur. Normal atmosferde inkiibe edilmelidirler.

C. Siire: Klinik orneklerin ekildigi besiyerlerinin inkiibasyon siiresi 6-8 haftadir.
Preparat pozitif olan Orneklerde iireme olmazsa inkiibasyon siiresi 4 hafta kadar
uzatilmalidir. Kat1 besiyerleri inokiilasyondan sonra, 6rnek besiyeri tarafindan absorbe
edilene kadar yiizeyi yukar1 bakacak sekilde egik konumda birakilmali ve sonrasinda

diiz konuma getirilmelidir (29, 59, 88).

2.9.4. Molekiiler tam yontemleri

Tiiberkiiloz tanisinda hala mikroskobik inceleme ve Kkiiltiir yontemleri altin
standart olmakla birlikte; son yillarda ilaca direncli sus izolasyonundaki artis ve
bakterinin konvansiyonel yontemlerle uzun siirede izole edilmesi, hastaligin
kontroliinde soruna neden olmus ve tami testlerinin gelistirilmesi gerekli hale gelmistir.
PZR gibi amplifikasyon teknikleri ile, bakterinin DNA ve RNA’s1 hedeflenerek
mikobakteri tiirleri tanimlanabilmekte ve ila¢ direnci olan suglarin genetik mutasyonlari

sekanslama veya hibridizasyon teknikleri ile saptanabilmektedir (3,15, 68).

PZR teknigi ilk kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilmis ve daha
sonra mikobakterilerin identifikasyonu icin kromozomal DNA veya rRNA aranmasina
yonelik cesitli yontemler bulunmustur. 1990 yilindan itibaren bir¢ok laboratuvarda
cesitli in house PZR teknikleri kullanilmaya baslanmistir; ancak bu teknigin hala
standardize edilememesi siklikla yalanci pozitif ve negatif sonuglar alinmasina neden
olmaktadir (83). Bu nedenle de giiniimiizde yeni amplifikasyon teknikleri
gelistirilmistir. Bu tekniklerin bir kismi  Food and Drug Administration (FDA)

tarafindan onaylanmistir; fakat bir kismu ile ilgili ¢calismalar hala devam etmektedir.

Molekiiler yontemler tercihen preparat pozitif olan hasta 6rneklerinde MTBC
saptanmasi i¢in kullanmilmaktadir. Bu tekniklerin primer amplifikasyon hedefleri, IS
6110 gen dizisi ve 16 S rRNA geni ile 23 S rRNA’dir. Bu testlerin kullanilmasiyla 3-8

saat icinde sonug¢ almak miimkiin olmaktadir.

Gen-Probe tarafindan gelistirilmis Amplified Mycobacterium tuberculosis
Direct Test (San Diego, CA, USA) ve Cobas AMPLICOR MTB Assay (Roch
Molecular Systems, Basel, Switzerland) hedef cogaltma prensibiyle calisan ve FDA

tarafindan onaylanmig sistemlerdir (83). Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct
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testinin duyarlilig1 preparat poztif 6rneklerde %91,7-100 arasinda iken preparat negatif
orneklerde %65,5-92,9’dur. Ozgﬁllﬁgﬁ ise %98,5-98,9 arasinda degismektedir (2, 54).
Cobas AMPLICOR MTB Assay yonteminin duyarlilifn preparat pozitif orneklerde
9%90-100 arasinda degisirken; preparat negatif Orneklerde bu oran %50-95,9’a
diismektedir. Sistemin Ozgiilliigii ise %98,8-99,7 araligindadir Ancak her iki sistem i¢in
de hasta secimi gereklidir ve duyarlilik-6zgiillik oranlar iilkelere gore farklilik

gostermektedir (10, 20).

Bu sistemlerin haricinde, BD ProbeTec ET (BD Bioscienses), QR System
Analyser (Organon Teknika), LCx Analyser (Abbotf), Q beta replicase amplified probe

assay-Galileo versiyon (Downers Grove, IL) testleri de bulunmaktadir.

Molekiiler yontemler direkt tan1 disinda identifikasyon amaciyla da basarili bir
sekilde kullanilmaktadir. Kat1 veya siv1 besiyerlerinde siklikla tireyen M.tuberculosis
kompleksi, M. avium kompleksi ve M.kansasii gibi mikobakterilerin tiir diizeyinde
tanimlanabilmeleri i¢in mikobakterilerin rRNA’larina hibridize olan 6zgiill DNA-
problar gelistirilmistir. AccuProbe (Gen —Probe, San Diego, CA) ve Line Probe Assay
INNO LIPA Mycobacteria, mikobakterilerin identifikasyonu icin uzun siiredir
kullanilmaktadir (83).

Yeni gelistirilen GenoType MTBC (Hain Lifescience GmBH, Nehren,
Germany) M.tuberculosis kompleksinde yer alan tiirlerin identifikasyonunda
kullanilmaktadir. Multiplex PZR teknigi ile hedef gen bolgeleri ¢ogaltilarak, strip
iizerinde bulunan 11 prob ile hibridizasyon saglanmakta ve olusan bant profiline gore
tiir tanis1 yapilabilmektedir. Bu testin 6zgiilliik ve duyarliligi %70-100 arasindadir (57,
62, 63, 81).
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3. GEREC VE YONTEM

Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na tiiberkiiloz tanis1 amaciyla gonderilen toplam 700
klinik 6rnek (322 balgam, 51 bronkoalveolar lavaj sivisi, 23 achik mide suyu, 153
idrar,27 biyopsi, 14 BOS, 34 abse, 36 plevra s1visi, 40 peritin diyaliz s1visi, eklem s1visi
gibi steril viicut sivilar1) EZN yOntemiyle boyanarak mikroskopta incelenmis ve
orneklerin BACTEC MGIT 960, LJ ve TLA besiyerlerinde kiiltiirii yapilmistir. Tiim
[zolasyon ve identifikasyon islemleri emniyet kabininde (Heraeus Instrument, Almanya)
gerceklestirilmistir. Izole edilen suslar Bactec MGIT p-NBA testi ile M. tuberculosis
kompleksi veya  nontiiberkiilloz mikobakteri olarak tamimlanmis; ancak kesin
identifikasyon GenoType MTBC kiti (Hain Lifescience GmBH, Almanya) ile
yapilmistir. Kit ile ¢alisirken pozitif kontrol olarak ATCC 35822, negatif kontrol olarak

su kullanilmistir.

3.1. Mikroskopi ve Kiiltiir islemleri

3.1.1. Mikroskopi ve Kiiltiir oncesi islemler
Tiiberkiiloz tanisi icin laboratuvara génderilen steril olmayan ornekler NALC-
NaOH yo6ntemi kullanilarak dekontamine ve homojenize edilmistir. Steril rneklere ise

bu islem uygulanmadan direkt preparat hazirlanmis ve besiyerlerine ekim yapilmistir.
NaOH cozeltisi

Ticari olarak satilan toz halindeki NaOH (MERCK, Darmstadt, Almanya) 40 gr
olacak sekilde tartilmig ve 1 It filtre edilmis distile su icerisinde c¢oziindiiriilmiistiir.

Daha sonra 120°C’de 10 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Trisodyom sitrat cozelitisi

Ticari olarak satilan trisodyum sitrat dihitrat (Cg¢HsNa;07;.2H,O)  (Fluka
Chemika, Isvigre) 29 gr olacak sekilde tartilmis ve filtre edilmis 1 1t distile su icerisinde
coziindiiriilmiistiir. Daha sonra 120 %C’de 10 dakika otoklavlanarak steril edilmistir ve

hazirlanan bu ¢ozeltiler oda sicakliginda saklanmaistir.
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Dekontaminasyon ve homojenizasyon islemi icin kullamlan NALC-NaOH

¢ozeltisinin hazirlanmasi

Onceden hazirlanmis NaOH ve trisodyum sitrat ¢ozeltileri steril kosullarda
50’ser ml alinarak karigtirllmistir. Ticari olarak toz halinde satilan NALC (CsHoNO3S)
(MERCK, Darmstadt, Almanya)’dan bu karisim igine 0,5gr ilave edilerek
coziindiiriilmiistiir (Tablo 3-1). NALC oksijene duyarli olup aktivitesini ancak 24 saat
koruyabildigi i¢in bu ¢ozelti giinliik olarak her dekontaminasyon islemi 6ncesi yeniden

hazirlanmustir.

Tablo 3-1: NALC-NaOH soliisyonunun hazirlanmasi (71).

%4
Soliisyon %2,9 Sodyum
NaOH NALC (gr)
hacmi (ml) sitrat (ml)

(ml)
50 25 25 0,25
100 50 50 0,50
200 100 100 1,00
500 250 250 2,50
1000 500 500 5,00

Fosfat tamponu

Ticari olarak satilan toz halindeki potasyom fosfat (KH,PO,) (Riedel-de Haen,
Almanya) ve di-Natriyumhidrojenfosfat-2-hidrat (Na,HPO4.2H,0) (Riedel-de Haen,
Almanya)’tan sirasiyla 4,535 gr ve 5,935 gr tartilmig ve 1 It filtre edilmis distile su
icerisinde ¢oziindiiriilerek 120 °C’de 10 dakika steril edilmistir. Otoklavlandiktan sonra

oda sicakliginda saklanmistir.

Yontem uygulanmadan once Ornekler 50 ml'lik falkon tiiplere bosaltilmis ve

iizerlerine bir kati olacak sekilde NALC-NaOH soliisyonu ilave edilerek 15 dakika oda
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sicakliginda bekletilmistir. Siirenin baslangicinda tiipler 30 saniyeyi ge¢meyecek
sekilde vortekslenmistir. Siire sonunda 50 ml ¢izgisine kadar pH 6,8 fosfat tamponu
ilave edilen tiipler >3000xg'de 15 dakika satrifiijde cevrildikten sonra {iist sivi i¢inde

dezenfektan bulunan bir kaba bosaltilmistir.

3.1.2. Erlich-Ziehl Neelsen (EZN) Yontemi

Karbol fuksin hazirlanmasi

200 ml %95’lik etil alkol igerisinde 3 gr bazik fuksin ¢oziindiiriilmiis ve 1 gece
oda sicakliginda bekletilmistir. 100 ml fenol kristali 1900 ml distile su ile

sulandirilmistir. Bu iki karisim karistirilip siiziildiikten sonra kullanilmagtir.
Metilen mavisi hazirlanmasi
1000 ml distile su icerisinde 3 gr metilen mavisi ¢oziindiiriilmiistiir.

Kullanilmamig lamlar {izerine ¢izilmis olan 1x2 mm’lik alana, dekontamine ve
homojenize edilmis klinik 6rneklerin sedimentinden yayilmis ve bu preparatlar havada
kurutulduktan sonra 3 kez alevden gecirilerek fikse edilmistir. Daha sonra lamlarin tiim
yiizeyini kaplayacak sekilde karbol fuksin ¢ozeltisi dokiilmiis ve 2 dakika boyunca
duman ¢ikacak sekilde alttan 1sitilmistir. Lamlar alttan 1sitilirken boyanin
kaynamamasina dikkat edilmistir. Siire sonunda preparat iizerindeki boya kap icerisine
dokiilerek lam su ile yikanmistir. Daha sonra asit-alkol karigimi ile kirmizi renk
akmayincaya kadar dekolarizasyon islemi uygulanmistir. Bu islem sonunda lamlar su ile
yikanmig ve iizerlerine metilen mavisi dokiilerek 30 saniye bekletilmistir. Siire sonunda

lamlar su ile yikanmis ve bir siire kurumasi i¢in oda 1sisinda bekletilmistir.

Lamlar kuruduktan sonra iizerine 1 damla sedir yagi damlatilarak 11k
mikroskobunda immersiyon objektifi (X100) ile incelenmis ve sonuglar Tablo 3-2’ye

gore degerlendirilmistir.



Tablo 3-2: Karbol fuksin yontemiyle boyanms preparatlarin degerlendirilmesi ve
sonuclarin bildirilmesi (70, 78)

Aside direncli bakteri sayisi/mikroskop alam
Sonuc¢
Fuksin boyama (1000X)
Aside direncli bakteri 0
goriilmedi
Siipheli 1-2/300
1+ 1-9/100
2+ 1-9/100
3+ 1-9/1
4+ >9/1

3.1.3. Kiiltiir

3.1.3.1. Lowenstein-Jensen besiyeri

1000 ml besiyerinin igerigi;
L-asparagin 36¢g
Monopotasyum fosfat 2,5 g

Magnezyum siilfat 0,24 ¢

Sodyum sitrat 0,6 g
Malasit yesili 04¢g
Patates unu 30g
Gliserol 12 ml
Distile su 600 ml

Yumurta 400 ml
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Ticari olarak satilan toz halindeki karisim (Acumedia 7245) 37.3 gr olarak
tartilmis ve 600 ml distile su i¢inde ¢oziindiiriilerek 12 ml gliserol ilave edildikten sonra
Koch kazaninda 100 °C’de eritilmis ve otoklavda 120 °C’de 15 dakika steril edilmistir.
Besiyeri 50-60 °C’ye kadar sogutulduktan sonra karigimun iizerine, steril sartlarda
hazirlanmig, homojenize edilmis, 1000 ml yumurta ilave edilerek ¢alkalanmis ve 6-8 ml
olacak sekilde steril 15 ml’lik burgulu kapakli tiiplere boliinmiistiir. Icinde besiyeri
bulunan tiipler yatik bir sekilde koagiilator icerisine yerlestirilmis ve 85 °C’de 1 saat
bekletilerek koagiile edilmis ve bu islem {i¢ giin iist iiste tekrarlanmistir. Sterilizasyon

kontrolii yapildiktan sonra besiyerleri +4 °C’de saklanmugtir.

3.1.3.2. Bactec MGIT 960 besiyeri

Ticari olarak satilan, icerisinde 7 ml modifiye Middlebrook 7H9 siv1 besiyeri
bulunan ve dip kismu 16x100 mm’lik alanda yer alan flouresan icerikli bir silikon ile
kapli BACTEC Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) 960 besiyerleri

kullanilmistir.
Besiyeri icerigi;
- Modifiye Middlebrook 7H9 s1v1 besiyeri.................... 5,9 g/l
- Kazein pepton...........oooiiiiiiiiiii 1,25 g/l

BACTEC Mycobacteria Growth Indicator Tube, 110 ul flouresan indikatorii ve
7 ml siv1 besiyeri icermektedir. Indikatér kisminda silikon icinde 4,7-diphenyl-1, 10-

phenanthroline rutenyum chloride pentahydrate bulunmaktadir.

Liyofilize antibiyotik karisimi olan BBL MGIT PANTA igerisine 15 ml
BACTEC MGIT Growth Supplement ilave edilerek ¢oziilmiis ve ekim islemi oncesinde

her tiip igerisine 0,8 ml olacak sekilde ilave edilmistir.

PANTA icerigi;

Polimiksin B..................o. 6000 units/I
Amfoterisin B....................... 600 pg/l
Nalidiksik asit...........ccocveennnnnn. 2400 pg/l
Trimetoprim...............c.ooeeeen... 600 pg/l

Azlosilin..............oo 600 ug/l
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BACTEC MGIT Growth Supplement icerigi;
Sigir alblimini.............c.ooee 50 g/l
Dekstroz.......oooviiiiiiiiiiiii 20 g/l
Polioksietilen stearat (POES)....... 1,1 g/l
Katalaz..........coovvvviiiiiinnnn.nn. 0,03 g/l
Oleik asit......ccevveiiviiiniinnannns 0,1 g/1

3.1.3.3. Thin layer 7H11 agar (TLA) besiyeri
900 ml besiyerinin icerigi;

Pancreatic digest of casein 1 gr

Monopotasyum fosfat 1,5 gr
Disodyum fosfat 1,5 gr
Monosodyum glutamat 0,5 gr
Amonyum siilfat 0,5 gr
Sodyum sitrat 0,4 gr
Ferrik amonyum sitrat 0,04 gr
Magnezyum siilfat 0,05 gr
Cinko siilfat 0,001 gr
Bakar siilfat 0,001 gr
Piridoksin 0,001 gr
Agar 13,5 gr
Biyotin 0,5 mg
Kalsiyum klorid 0,5 gr
Malasit yesili 0,25 gr

Ticari olarak satilan toz halindeki Middlebrook 7H11 agar (Becton Dickinson,
USA) 19 gr olarak tartilmis ve 900 ml distile su icinde ¢oziindiiriilerek otoklavda 120

C’de 10 dakika steril edilmis ve 50 OC’ye kadar sogutulduktan sonra iizerine 100 ml
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oleik asit-albiimin-dekstroz-katalaz (OADC), 50 mg piperacillin, 20 mg amphotericin B
ve 20 mg trimetoprim ilave edilmistir. Hazirlanan besiyeri 60 X 15 cm’lik Petri
kutularina 5 ml olacak sekilde boliinmiistiir (66). Besiyerleri yiizeylerinin kurumasi igin

oda sicakhiginda 24 saat bekletildiikten sonra +4 °C’de saklanmustr.

Steril olarak kabul edilmeyen ornekler kiiltiir oncesi uygulanan islemlerden
sonra, steril ornekler direkt olarak bir adet Lowenstein-Jensen (LLJ) besiyerine 0,2 ml,
bir adet Thin-Layer 7H11 (TLA) besiyerine 0,1 ml ve bir adet BACTEC MGIT 960

besiyerine 0,5 ml olacak sekilde ekilmistir.

Lowenstein-Jensen besiyeri 36 %C’de normal atmosferde, Thin-Layer 7H11 agar
besiyeri 36 °C’de %10 karbondioksitli ortamda 6 hafta siiresince inkiibe edilmistir. LJ
besiyerleri haftada 1 kez makroskobik olarak incelenmis ve koloni olusumu takip
edilmistir. Olusan kolonilerden preparat hazirlanmig, preparatlar EZN yontemiyle
boyanip mikroskopta incelenerek aside direngli bakteri varligi arastirilmistir. TLA
besiyerleri ise haftada 2 kez olmak iizere 6 hafta boyunca mikroskop altinda incelenerek
mikrokoloni varlhigr arastirilmistir. Mikrokolonilerin morfolojisi ve kord olusturma
egilimine bakilarak Mycobacterium tuberculosis kompleksi acisindan 6n degerlendirme
(6n identifikasyon) yapilmistir. BACTEC MGIT 960 besiyerleri ekim isleminden sonra
cihaz icerisine yerlestirilmis ve 40 giin siiresince inkiibe edilmistir. Ureme olan
besiyerlerinden preparat hazirlanarak EZN yontemiyle boyanmis ve aside direngli
bakteri varligi arastirllmistir. Bu sistemde izole edilen mikobakteriler —p-NBA
(paranitrobenzoik asit) testi ile Mycobacterium tuberculosis kompleksi ve

nontiiberkiiloz mikobakteriler olarak tanimlanmistir.

3.1.4. identifikasyon

3.1.4.1. BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, Sparks, MD)

Bu sistemde {iireyen suslar M. tuberculosis kompleksi ve nontiiberkiiloz

mikobakteriler olarak tanimlanmistir.
p-NBA reaktifinin hazirlanmasi

Ik olarak 5 ml distile su igerisine 1 ml HCI ilave edilmistir. Ayr1 bir tiip

icerisinde 5 ml distile suya 0,5 gr NaOH ilave edilerek ¢oziilmiistiir.

80 ml distile su igerisine 4 gr p-NBA ve 1 gr NaOH eklenerek sar1 renkli (pH

notr) bir ¢ozelti hazirlanmis ve pH indikatorii olarak kullanilan phenolphthaleinden 1
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damla damlatilip renk pembeye donmiistiir. Daha sonra rengin tekrar sartya donmesi
icin 6nceden hazirlanmig HCI soliisyonundan damlatilmis ve beyaz ¢okelti olugsmustur.
Cokelti yok oluncaya kadar karistirilmis ve ¢okeltinin tamamen ¢oziinmedigi durumda
ise Onceden hazirlanan NaOH soliisyonundan damlatilmistir. Hazirlanan soliisyonun
rengi sar1 olana kadar bu islemler yapilmis ve daha sonra son hacim distile su eklenerek
100 mI’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu reaktif kiigiik siselere boliinerek 120 °%C’de 10

dakika otoklavlanmis, daha sonra +4 °C de saklanmustir.

p-NBA testi

Ureme olan her BACTEC MGIT 960 besiyeri igin 2 tiip hazirlanmistir. Bu
tiiplerin biri kontrol; digeri ise p-NBA testi icin kullamlmistir. Her iki tiipe Growth
Supplement/MGIT PANTA antibiyotik karisimindan 0,5’er ml eklenmistir. p-NBA
isaretli tiip icerisine 0,1 ml p-NBA reaktifi eklenmistir. Ureme olan BACTEC MGIT
960 besiyerinden distile su ile ¥4 oraninda sulandirim yapilmis ve bu sulandirimdan her
iki tiipe 0,5’er ml eklenmistir. Tiipler cihaza yerlestirilmis ve kontrol tiipiiniin {ireme
indeksi 400’e ulaginca cihaz sinyal vermistir. p-NBA test tiipiiniin iireme indeksi 10 ise
izole edilen bakteri Mycobacterium tuberculosis kompleksi, >10 ise nontiiberkiiloz

mikobakteri olarak degerlendirilmistir.

3.1.4.2. GenoType MTBC (Hain Lifescience GmbH, Almanya)

DNA izolasyonu

2 ml’lik ependorf tiipiine BACTEC MGIT 960 besiyerinden 1 ml aktarilmis ve
15 dakika 10000 xg’de santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra {ist siv1 atilmis ve
bakteri peleti 300 pl steril distile su igerisinde vortekslenerek coziilmiistiir. Bu sekilde
hazirlanmis bakteri siispansiyonu 95 %C’de 20 dakika 1s1 blogunda ve daha sonra 15
dakika ultrasonik su banyosunda inkiibe edilmistir. Bu iglemlerden sonra bakteri duvari
parcalanarak aciga cikan DNA’y1 elde etmek i¢in Ornekler 5 dakika son hizda (13000
xg) santrifiij edilip slipernatanttan 5 pl alinarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

isleminde kullanilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
Once PZR master miksi (45 ul) Tablo 3-3’te verilen miktarlar dogrultusunda

hazirlanmastir.



Tablo 3-3: PZR master miksi
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Reaktif Miktar
PN miks (PNM) 35ul
10x PZR buffer Sul
MgCl, 4 ul
Distile su 1ul
TagGold polymerase 0,4 ul
Ornek 5ul
Toplam PZR reaksiyon hacmi 50,4 ul

Ormnekler Tablo 3-3’te verilen miktarlara gore hazirlanan PZR miksi ile

karistirildiktan sonra Tablo 3-4’te belirtilmis PZR programina ayarlanmis PZR cihazina

yerlestirilmis ve 2 saat 15 dakika siiresince PZR islemi yapilmisitr.

Tablo 3-4: PZR program

PZR Son
PZR PZR
oncesi Uzama
Sicaklik
. 95 °C 95°C 58 °C 95°C 53°C 70 °C 70 °C
('O
Siire
05:00 00:30 02:00 00:25 00:40 00:40 08:00
(dakika:sn)
Dongii
1 10 20
sayisi
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Hibridizasyon

On islemler;
a.Calkalamali su banyosunun 1s1s1 45 0C’ye ayarlanmustir.
b.Hibridizasyon (HYB) ve yikama (STR) soliisyonlar1 37 0C’ye kadar 1sitilmistir.

c.Konjugat-c (CON-C) ve substrat-c (SUB-C) (+4 C’de korundu) digindaki soltisyonlar

oda sicakliginda bekletilerek 1sitilmistir.

d. Uygun tiipler kullanilarak CON-C ve SUB-C konsantreleri kendi sulandirma

soliisyonlari ile 1:100 oraninda sulandirilmstir.

1. 20 pl denatiirasyon (DEN) soliisyonu, tablanin 6rneklerin calisilacagi kuyucuklarinin

koselerine pipetlenmistir.

2.PZR ile ¢ogaltilmis orneklerden 20 pl alinarak DEN soliisyonuna ilave edilmis, oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.

3. Tablanin 6rneklerin koyuldugu kuyucuklarina dikkatlice 6nceden 1sitilmig 1 ml HYB

soliisyonu ilave edilip renk elde edilene kadar ¢alkalanmistir.

4. Stripler kuyucuklara dikkatli bir sekilde yerlestirilmis ve bu islem sirasinda ters

donmiis stripler olmussa temiz pipet ucu yardimiyla diizeltilmistir.

5. Tabla onceden hazirlanan kanstiricida 45 °C’de 30 dakika calkalanarak inkiibe

edilmistir.

6. Bu islem sonunda hibridizasyon soliisyonu kuyucuklardan atik kabina dokiilerek

tamamen bosaltilmistir.

7. Her bir kuyucuga 1 ml STR soliisyonu eklenmis ve 15 dakika 45 °C’de calkalanarak

inkiibe edilmistir.

8. Siire sonunda STR soliisyonu kuyucuklardan atik kabina dokiilerek bosaltilmis ve
kuyucuklar igerisinde kalan bir miktar sivi, tabla ters cevrilerek iist ucu kurutma

kagidina emdirilerek uzaklastirilmistir.

9. Herbir kuyucuktaki strip iizerine 1 kez 1ml yikama soliisyonu (RIN) eklenip 1 kere
calkalanarak yikanmis ve bu sivi bir Onceki maddede anlatildigi gibi dokiilerek

bosaltilmistir.



42

10. Kuyucuklardaki striplerin iizerine 1 ml daha 6nceden sulandirilmis konjugat eklenip

30 dakika calkalanarak inkiibe edilmistir.

11. Inkiibasyon sonras1 konjugat dokiilerek bosaltilmis ve her bir strip 2 kez 1 ml RIN, 1

kez de 1 ml distile su ile 1’er dakika ¢alkalanarak yikanmustir.

12. Her bir strip iizerine 1 ml daha 6nceden sulandirilmis substrat soliisyonu eklenerek
oda 1s1sinda bantlarin olusmasina gore 3 ile 20 dakika arasinda calkalamadan inkiibe

edilmistir.
13. Stripler iki kez distile su ile yikanarak bant olugma islemi sonlandirilmistir.

14. Tiim bu islemlerden sonra stripler kuyucuklardan alarak kurutma kagidi arasinda

konulup kurutulduktan sonra degerlendirmeye alinmistir.

Geno Type MTBC Sonu¢ Degerlendirilmesi

Asagidaki  kosullarin  saglandigi  durumlarda calisma degerlendirilmeye

alinmustir.
1- Konjugat kontrol bandinin olugmasi

2- Genel kontrol: Bilinen tiim mikobakterileri ve yiiksek G+C igerigi olan
Gram pozitif bakterileri tanimlanmaktadir. Eger konjugat kontrol ve genel
kontrol bantlart olusmus ama mikobakterilere 6zgii diger band patternleri
olusmamigsa bakteri tiiriinii tanimlamak icin ek yontemler uygulanmalidir.
Band olusum giicii, genel kontrol kadar veya daha gii¢lii ise, band patternleri

degerlendirmeye alinmistir.

3- Tiir kontrol: Olusabilecek band paterni Mycobacterium tuberculosis

kompleksi oldugunu gostermektedir.
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Tablo 3-5: Calisma sonunda c¢ikabilecek paternler
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Band no 1 (CC): Konjugat kontrol
Band no 2 (UC): Genel kontrol
Band no 3 (MTBC): MTBC spesifik band

": Sag taraftaki band paterni %5 M. bovis spp caprae’i gosterir.

3.2. Istatistiksel analiz

Preparat sonucu ile kiiltiir yontemlerindeki pozitiflik arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir fark olup olmadig1 Fisher’s Exact testi ile, besiyerlerindeki izolasyon siiresi
ile preparat sonuglari arasinda istatistiksel agidan anlaml bir fark olup olmadigr Mann-
Whitney U testi ile ve besiyerleri arasinda preparat sonucuna bakilmaksizin sadece
izolasyon siiresi acisindan anlamli fark olup olmadigi Post Hoc Dunns testi ile

hesaplanmuistir. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na tiiberkiiloz tanis1 amaciyla gonderilen toplam 700

klinik 6rnek (322 balgam, 51 bronkoalveolar lavaj sivisi, 23 achik mide suyu, 153

idrar,27 biyopsi, 14 BOS, 34 abse, 36 plevra s1visi, 40 peritin diyaliz s1visi, eklem sivisi

gibi steril viicut sivilar1) incelenmistir. Yediyiiz klinik Ornegin 46 (%6,57) sindan

mikobakteri izole edilmis (en az bir besiyerinden) olup 26 (%53,28) sus solunum

yolundan alinan o6rneklerde, 20 (43,47) sus solunum yolu disindan alinan orneklerde

iiremistir.

Tablo 4-1: Ornek tiiriine gore mikobakterilerin izolasyon oranlari.

Ornek Tiirii Pozitif/Toplam ornek sayisi Pozitiflik oram (%)

Balgam 23/322 % 7,14
BAL 3/51 % 5,88
Plevra s1visi 0/36 % 0
Abse 11/34 % 32,35
AMS 3/23 % 13,04
idrar 1/153 %0,65
Biyopsi 1/27 % 3,70
BOS 1/14 % 7,14
Diger sivilar 3/40 % 71,50

Toplam 46/700 % 6,57

AMS: A¢lik mide suyu; BAL: Bronkoalveolar lavaj sivis;; BOS: Beyin omurilik sivisi; Diger sivilar: asit sivisi,eklem

s1visi, ejekulat, perikard ponksiyon sivisi, transtrakeal aspirat, periton diyaliz sivisi, toraks mayii.
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Kiltiirti pozitif bulunan 46 o6rnegin 17 (%36,95) sinin preparati da pozitif
bulunmustur. Mikobakterilerin izole edildigi 6rnek tiirleri, 6rnek tiiriine gore preparat
pozitifligi ve izole edildikleri besiyerlerine gore dagilimlar1 Tablo 4-2’de gosterilmistir.

Tablo 4-2: Mikobakterilerin izole edildigi 6rnek tiirleri, 6rnek tiiriine gore preparat
pozitifligi ve izole edildikleri besiyerlerine gore dagilimlari.

Klinik 6rnek BACTEC MGIT
Preparat (+) LJ TLA
(n=46) 960
Balgam (23) 12 10 16 23
idrar (1) 1 1 1 1
Abse (11) 3 10 11 10
Biyopsi (1) - 1 1 1
BOS (1) - - 1 1
BAL (3) 1 1 2 3
Asit s1visi (2) - 2 2 2
Eklem sivis1 (1) - - 1 1
Achk Mide Suyu ] . 3 3
3)
TOPLAM (46) 17 26 38 45

LJ: Lowentein-Jensen; TLA: Thin layer agar.

Kiiltiir sonucu pozitif bulunan 26 solunum yolu 6rneginin 13 (%50,0)’iiniin
preparati da pozitif olarak bulunmus; LJ besiyerinde 11, TLA besiyerinde 18 ve
BACTEC MGIT 960 sisteminde 26 ornekte pozitiflik saptanmistir. Kiiltiir sonucu
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pozitif bulunan ve solunum yolu disindan alinan 20 6rnegin ise 4 (%20)’tinde preparat
pozitifligi saptanmis ve LJ besiyerinde 15, TLA besiyerinde 20, BACTEC MGIT 960

besiyerinde 19 ornekte pozitiflik belirlenmistir.

Preparat sonucu ile kiiltiir yontemlerindeki pozitiflik arasinda istatistiksel acidan
anlamli bir fark olup olmadig1 Fisher’s Exact testi kullanilarak hesaplanmigtir. LJ ve
MGIT 960 besiyerindeki iireme oranlari ile preparat sonucunun pozitif ya da negatif
olmas1 arasinda istatistiksel acidan anlamli bir iligki goriilmezken (p>0,05); TLA
besiyerindeki iireme oranlari ile preparat sonucunun pozitif olmasi arasinda anlamli

derecede bir iliski oldugu goriilmiistiir (p<0,05), (Tablo4-3).

Preparat sonucu pozitif 6rneklerin her ii¢ besiyerindeki iireme oranlar1 birbirine
yakinken, preparat sonucu negatif Orneklerin LJ besiyerindeki iireme orami diger
besiyerlerinden oldukca diisiik bulunmustur. Istatistiksel agidan anlamli bir fark olup

olmadig yeterli sayida pozitif 6rnek olmadigi icin hesaplanamamistir (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Preparat sonucuna gore besiyerlerinde goriilen iireme oranlari.

Pozitif sayisi (%)
Preparat
pozitifligi Ornek sayisi BACTEC MGIT
TLA LJ
960

++++ 1 1 (%100) - 1 (%100)
+++ 2 2 (%100) 1 (%50) 2 (%100)

++ 6 6 (%100) 5 (%83,33) 6 (%100)

+ 8 8 (%100) 6 (%75) 8 (%100)
Negatif 29 21 (%72,41) 14 ( %48,27) 28 %96,55)

Besiyerlerindeki izolasyon siiresi ile preparat sonuglar1 arasinda istatistiksel
acidan anlaml bir fark olup olmadigi Mann-Whitney U testi kullanilarak hesaplanmis

ve her ii¢ besiyeri icin de preparat sonucu pozitif orneklerde izolasyon siiresinin
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preparat sonuc negatif Orneklere gore anlamli derecede kisa oldugu saptanmistir

(p<0,05), (Tablo 4-4).

Besiyerleri arasinda preparat sonucuna bakilmaksizin sadece izolasyon siiresi
acisindan anlamh fark olup olmadigimi saptamak amaciyla Post Hoc Dunns testi
kullanilmistir. TLA ve BACTEC MGIT 960 besiyerlerinin arasinda izolasyon siiresi
acisindan anlaml bir fark goriilmezken (p>0,05); LJ besiyerindeki izolasyon siiresinin

bu iki besiyerine oranla anlamli derecede uzun oldugu saptanmistir (p<0,05).

Tablo 4-4: Besiyerlerinde ortalama iireme zamani.

Preparat pozitif Preparat negatif p
Besiyeri Ureme siiresi Ureme siiresi
(giin) (giin)
BACTEC MGIT 960 8.94 (6-13) 15.85 (4-32) <0,05
LJ 2225 (13-31) 27.85 (21-41) <0,05
TLA 770 (5-12) 14,28 (4-24) <0,05

*: Mann-Whitney U testi

Besiyerleri izolasyon ve kontaminasyon oranlari acisindan degerlendirildiginde;
en yliksek kontaminasyon oraninin LJ besiyerinde, en diisiik kontaminasyon oraninin da
TLA besiyerinde oldugu; en yiiksek izolasyon oranimin BACTEC MGIT 960
besiyerinde, en diisiik izolasyon oraninin LJ besiyerinde oldugu saptanmstir (Tablo 4-

5).
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Tablo 4-5: LJ, BACTEC MGIT 960 ve TLA besiyerlerinde izolsayon ve kontaminasyon

oranlari.

LJ BACTEC MGIT 960 TLA
izolasyon oram 26 (%60,86) 45 (%917,82) 38 (%82,60)
Kontaminasyon oram 106 (%15,14) 58 (%8,28) 41 (%5,85)

Klinik Orneklerden

izole edilen mikobakteriler GenoType MTBC kiti

kullanilarak tanimlanmistir. Calismada besiyerleri izolasyon siiresi ile izolasyon ve
kontaminasyon oranlar1 acisindan karsilastirildigt i¢in 14 miikerrer ornek caligma disi
birakilmamis; ancak identifikasyon agsamasinda ayn1 hastaya ait 6rneklerden izole edilen
bu 14 sus caligma kapsamina alinmayarak sadece 32 sus identifiye edilmistir. Pozitif
kontrol olarak ATCC 35822 susu, negatif kontrol olarak saf su kullanilmistir. Calisma
sonunda 27 sus M. tuberculosis, 2 sus nontiiberkiiloz mikobakteri, 2 sus M. bovis ve 1
sus M. bovis BCG olarak identifiye edilmistir. Identifiye edilen bakterilerin band
profilleri Tablo 4-6’da gosterilmistir.

Tablo 4-6: izole edilen 32 mikobakteri susunun identifikasyon sonuclari.

e MEe 5 P B
Ornek C 4 6 8012 M
2 EEemn g e Bne T R R ben R Bakteri tiirii
tiirii !.-:_: T
1 |Balgam M.tuberculosis
2 |Balgam ; ﬂ ! ! M.tuberculosis
Assit =
3 | ﬂ ! ! M.tuberculosis
Sivist | 7 R
4 |BOS .: I 5 ' E ﬂr{"[ M.bovis
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5 |Balgam l 1 _l l l I [ M.tuberculosis
6 |Balgam empp—) - :
; l ﬂ l I l l l M.tuberculosis
T T EOE g =
7 |Balgam :f_ % -.'. I 11 [ [ M.tuberculosis
8 |Balgam _i i E i l I I I M.tuberculosis
9 |Balgam _i i ! i l I I I M.tuberculosis
10| Balgam _i i E i l l I I M.tuberculosis
11| Abse i I _ i 1 M.tuberculosis
1 |
12| Abse _i— i l i 11 M.tuberculosis
13|idrar —! i I i ; l ] M.tuberculosis
—— % % 3
14|Balgam i ) ] i1 1 1 M.tuberculosis
Ekl e e —
15 o ! I I i E l 1 M tuberculosis
S1V1SL v -
16|Balgam f | | l i ! i i | M.tuberculosis
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; Nontiiberkiiloz
17|Balgam 1 |

. — - mikobakteri
18| Abse | i l M.tuberculosis
19| Asit stvist | L= _ l :t §E & M.tuberculosis

20| Abse E | I l l l i M.tuberculosis

T T % 0 L4

L. :
21|Balgam i ! M.tuberculosis

T | 3 .

e Nontiiberkiiloz

22| Balgam E i

T cces mikobakteri
23|BAL _ : l i1 I & M.tuberculosis

¥ o B
24| Abse £ l 1 1 & M.tuberculosis
25|BAL | E 2 B M.tuberculosis

I i i z
26| Biyopsi | BCG

]

27|Balgam M.tuberculosis
28| AMS M.tuberculosis
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29| Abse _ g M.tuberculosis
———r— - -
Periton
30| diyaliz j | M.tuberculosis
| :
S1VISI
31|BAL ) _,_; _____ M.tuberculosis
32| Abse _F B M.bovis
o
ATCC L
33 A | Mtuberculosis
35822 T —
34|(-) kontrol =
T

TLA besiyerinde iireyen 38 mikobakteri susunun kenarlar diizensiz koloni
olusturdugu ve yiizeylerinin kord formunda oldugu belirlenmis ve bu suslar
M.tuberculosis kompleksi olarak tanimlanmistir. Ancak GenoType MTBC ile yapilan
identifikasyonda bir sus nontiiberkiiloz mikobakteri olarak tanmimlanmistir. Caligmada
tek bir TLA besiyerinden nontiiberkiilloz mikobakteri izole edildigi i¢in MTBC ve
nontiiberkiiloz mikobakteri kolonileri arasindaki fark gézlenememis; ancak tim MTBC
suslarinin kenarlar1 diizensiz koloni olusturdugu ve iizerlerinin kord seklinde goriildiigii
belirlenmistir. Sekil 4-1, 4-2 ve 4-3’te TLA besiyerinde iireyen mikobakterilerin 100X
biiylitme ile 3’lincii, 8’inci ve 15’inci giinlerde goriilen mikrokoloni morfolojisi
gosterilmistir. Mikobakterilerin koloni morfolojisinin diger bakteri kolonilerinden

belirgin sekilde farkli oldugu ve kolayca ayirt edilebildigi gozlenmistir.

TLA besiyeri, preparat sonucu pozitif Orneklerden mikobakteri izolasyon
oraninin yiiksek olmasi, izolasyon siiresinin kisa olmasi, otomatize sistemlerden daha
ucuz olmasi ve mikobakterilerin 6n identifikasyonuna olanak saglamasi gibi avantajlar

nedeniyle tiiberkiiloz yiikiiniin fazla oldugu sosyo-ekonomik diizeyi diisiik iilkelerde
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tercih edilebilecek bir besiyeridir. Ancak ekim yapilmis besiyerlerinin incelenmesi uzun
zaman aldif1 i¢in, ig yiikiiniin fazla oldugu laboratuvarlarda kullanilmasinin uygun

olmadig diisiiniilmektedir.

Sekil 4-1: TLA besiyerinde en erken 3 giinde goriilen mikrokoloni morfolojisi.



Sekil 4-3: TLA besiyerindel5. giinde mikrokoloni morfolojisi

53
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5. TARTISMA

Tiiberkiilozun kontroliinde hizli tam1 ve tedavi uygulamalar bulagma riskini
onemli oOlgiide azaltmaktadir (32). Tiiberkiilloz tamisinda ilk basamak aside direncli
boyama yontemlerinin uygulanmasidir. Ancak yetersiz bakteri iceren akciger ve akciger
dis1 tiiberkiilozlu hastalarin 6rneklerinde duyarliliginin diisiik oldugu bildirilmektedir
(18). Konvansiyonel tanida kullanilan yumurta temelli Lowenstein-Jensen, Petragnani
ve American Trodeau Society besiyerlerinde kiiltiir siiresi 6-8 hafta olmakla birlikte,
mikobakteriler ancak 18-21 giinde izole edilmektedir (71, 72). Bunlarin yanisira agar
temelli Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7HI11 besiyerleri de tanida
kullanilmaktadir. Bu besiyerlerinin kiiltiir siireleri de 6-8 hafta olmakla beraber,
besiyerleri mikroskop altinda incelendiginde ortalama 10-12 giinde mikobakteri

mikrokolonilerini gormek miimkiindiir (59).

Son yillarda 6zellikle gelismis iilkelerde yeni tani tekniklerinin ortaya koyulmasi
i¢in caligmalar siirdiiriilmektedir. Giintimiizde bir¢ok laboratuvarda rutin incelemede
konvansiyonel besiyerlerinin yanisira, tiiberkiiloz etkeni bakterilerin izolasyon siiresini
kisaltan ve yiiksek izolasyon orami saglayan hizhi kiiltiir sistemleri kulanilmaktadir. Bu
sistemlerin bir¢ogunda sivi besiyerleri kullanilirken, kati ve bifazik besiyerlerinin
kullanildigr sistemler de bulunmaktadir. Hizli kiiltiir sistemleri arasinda yer alan yari
otomatize Bactec 460 TB, uzun yillardir basan ile kullanilan bir sistemdir. Giiniimiizde
alternatif izolasyon sistemlerin de gelistirilmistir ve yenileri icin ¢aligmalar devam
etmektedir. Bugiin var olan sistemler arasinda tam otomatize BACTEC MGIT 960,
Versa Trek, MB/BacT, Bactec 9000 MB kiiltiir sistemleri bulunmaktadir. Bu sistemler
arasinda izolasyon oranmi agisindan 6nemli bir fark olmamakla birlikte; konvansiyonel
kat1 besiyerlerine gore daha yiiksek, Bactec 460 TB sistemine gore daha diisiik oranda
izolasyon sagladiklar1 bildirilmektedir. Bir ¢ok calismada tam otomatize sistemlerde
izolasyon siiresi ortalama <14 giin olarak saptanmis (5, 11, 71) ve en yiiksek izolasyon
oraninin Bactec 460 TB ve kat1 besiyeri kombinasyonu ile saglandig: bildirilmistir (78).
Kontaminasyon oranlari acisindan tam otomatize sistemler birbiri ile karsilastirildiginda
onemli bir fark bulunmamistir (1, 11, 45). Bununla birlikte bu sistemlerdeki
kontaminasyon oraninin Bactec 460 TB ve kat1 besiyerlerine gore daha yiiksek oldugu

bildirilmistir (5, 14, 71). Ancak pahali cihaz gerektiren bu tekniklerin tiiberkiiloz
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prevalansinin  yiiksek oldugu iilkelerde kullanilmasi igin yeterli mali kaynak
bulunmamaktadir. Son yillarda gelistirilen molekiiler yontemler de identifikasyonda ve
epidemiyolojik arastirmalarda basariyla kullanilmaktadir. Ancak tiiberkiilozun en sik
goriildugii fakir iilkelerde bu tekniklerin de kullanimi icin yeterli mali kaynak

bulunmamaktadir (66).

Tiim bu nedenlerden dolay1r maliyeti diisiik, hizli ve giivenilir mikobakteri
kiiltiir sistemlerinin ve besiyerlerinin gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar siirdiiriillmektedir. Bu
besiyerlerinden biri olan Thin Layer 7H11 agar (TLA); Middlebrook 7H11 besiyeri
icerisine antibiyotik karisimi (piperasilin, amphoterisin B, trimetoprim) ve oleik asit-
albumin-dekstroz-katalaz (OADC) ilave edilerek hazirlanan modifiye bir besiyeridir. Bu
besiyerinde mikobakteriler tarafindan olusturulan mikrokoloniler erken donemde
(yaklasik 10-11 giin) goriilebilmekte, koloni morfolojisi ve kord olusturma egilimine

gore 6n identifikasyon yapilabilmektedir (52,89).

Yapilan caligmalarda TLA besiyeri ile konvansiyonel yontemlerin izolasyon
oranlan karsilagtirilmis ve preparat sonucu pozitif 6rneklerde bu oranin ayni, preparat

sonucu negatif 6rneklerde ise farkli oldugu bildirilmistir (52, 66).

Robledo ve ark.’min (66) 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 1118 6rnegin 190
(%16,99)'nda iireme oldugu bildirilmistir. Bu calismada, preparat sonucu pozitif
orneklerin hem TLA hem LJ besiyerlerinde pozitif sonu¢ verdigi, negatif drneklerin

94,4’ tintin TLA besiyerinde, %3,2’sinin LJ besiyerinde pozitif oldugu belirlenmistir.

Mejia ve ark. (52)’min 1999 yilinda yaptiklari calismada, 761 Ornegin 84
(%11,03)’tinde pozitiflik saptanmistir. Preparat sonucu pozitif drneklerin timii hem LJ
hem TLA besiyerlerinde; negatif 6rneklerin ise % 4,57’si LI besiyerinde, %2,18’1 TLA

besiyerinde pozitiflik vermistir.

Welch ve ark. (89)’'min 1993 yilinda 270 sus ile yaptiklar1 ¢alismada TLA
besiyerinde suslarin %83’ii, LJ ve Middlebrook 7H11 besiyerlerinde %93’iiniin
iiredigini bildirmislerdir.

Srisuwanvilai ve ark. (73)’min 2008 yilinda 2566 Ornek ile yaptiklari ve
BACTEC MGIT 960 ile LI besiyerlerini karsilagtirdiklar1 ¢alismada, 1417 (%55,22)

ornekte mikobakterilerin iiredigi, preparat sonucu pozitif olan 1044 6rnegin %87 sinin

BACTEC MGIT 960 sisteminde, %77 sinin LJ besiyerinde iiredigi bildirilmistir.
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Preparat sonucu negatif olan 1522 ornegin ise %30’unun BACTEC MGIT 960

sisteminde, %14’tiniin LJ besiyerinde pozitiflik verdigi belirlenmistir.

Badak ve ark. (5)’min 1996 yilinda yaptiklar1 calismada, 1441 Ornegin 178
(%12,35)’inde tireme saptanmistir. Preparat sonucu negatif olan 85 6rnegin %75,2’sinin
BACTEC MGIT 960’da, %72,9’unun, BACTEC 460 TB’de, %58,8’inin LJ besiyerinde
pozitif oldugu bildirilmistir. Preparat sonucu pozitif 93 ornegin ise %94,6’smin
BACTEC MGIT 960°da, %95,7’sinin BACTEC 460 TB’de, %93,5’inin LJ besiyerinde
pozitif oldugu saptanmistir. Bu calismada kullanilan besiyerleri izolasyon oranlari
acisindan karsilastirldiginda, preparat sonucu pozitif 6rneklerde fark gozlenmemis;
ancak preparat sonucu negatif 6rneklerde BACTEC MGIT 960 ve BACTEC 460 TB
sistemlerinde izolasyon oranimnin LJ besiyerinden anlamli derecede fazla oldugu

gbzlenmistir.

Togneri ve ark. (79)’nmin 2000 yilinda yaptiklart calismada, preparat pozitif
orneklerin BACTEC MGIT 960 besiyeri ile %85’inden, LJ/Stonebring besiyerlerinin
birlikte kullanilmasiyla %92’sinden mikobakteri izole edildigi bildirilmistir. Preparat
negatif orneklerdeki izolasyon oraninin, BACTEC MGIT 960 sistemi ile %?25,3; LJ
besiyeri ile %88,2, Stonebrink besiyeri ile %70,6 oldugu saptanmistir. Bu c¢aligsma ile
BACTEC MGIT 960 sisteminin, diger besiyerleri ile birlikte kullanilmasinin, izolasyon

oranini artirmadigl gosterilmistir.

Chien ve ark. (14)’nmn 2000 yilinda 365 ornek ile yaptiklar1 calismada, 124
mikobakteri izole edilmis ve BACTEC MGIT 960 besiyerindeki kiiltiir pozitifligi %94,
LJ besiyerinde %75,8 olarak bildirilmis, iki besiyeri arasinda izolasyon oranlar

acisindan anlaml derecede fark oldugu saptanmstir.

Hanna ve ark. (35)’nin 1999 yilinda 353 ornek ile yaptiklar1 calismada 362
mikobakteri izole edilmis ve izolasyon oranmin BACTEC MGIT 960 ile % 80,
BACTEC 460 TB ile % 75, kat1 besiyerleri (LJ, Middlebrook 7H11 agar) ile %69
oldugu bildirilmistir.

Somoskovi ve ark. (72)’nin 1999 yilinda yaptiklar1 calismada 486 ornegin
117(%?24,07)’sinde kiiltiir pozitifligi saptanmis ve bakterilerin 112’sinin M. tuberculosis
oldugu bildirilmistir. BACTEC MGIT 960 sisteminin izolasyon oraninin %79,5; MB
Redox’un %71,8; LJ besiyerinin %62,4; Middlebrook 7H11 besiyerinin ise %58,1
oldugu gozlenmistir. Calismada BACTEC MGIT 960 sisteminin izolasyon orani ile;
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hem LJ hem de Middlebrook 7HI11 besiyerlerinin izolasyon oranlarn arasinda

istatistiksel olarak anlamli derecede fark saptanmistir.

Lee ve ark. (47)’min 2003 yilinda yaptigi calismada, BACTEC MGIT 960
sisteminde izolasyon oraninin %100, LJ besiyerinde %87,2 ve Middlebrook 7H11
besiyerinde % 75,7 oldugu bildirilmistir. BACTEC MGIT 960 sisteminde izolasyon

oraninin diger besiyerlerinden anlamli derecede fazla oldugu bulunmustur.

Gil-Setas ve ark. (32)’nin 2004 yilinda 2110 6rnek ile yaptiklar1 calismada LJ,
MB/BacT ve Middlebrook 7H11 besiyerleri kullanilmig ve 159 sus izole edilmistir. Bu
suslarin 86’s1 LJ besiyerinde, 99’u Middlebrook 7H11 besiyerinde ve 100’ MB/BacT

sisteminde {iremistir.

Somoskovi ve ark. (71)’nin 2000 yilinda yaptiklart ¢alismada 377 Grnegin 57
(%15,11)’sinde pozitiflik oldugu bildirilmis; BACTEC MGIT 960 sisteminde %94.,6,
BACTEC 12B besiyerinde %92,7 ve L] besiyerinde %81,8 oraninda pozitiflik oldugu
saptanmistir. BACTEC MGIT 960 ile LJ besiyerlerinin izolasyon oranlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli derecede fark oldugu bildirilmistir.

Chew ve ark. (13)’min 1998 yilinda yaptiklan calismada 603 6rnegin 109
(%18,07)’unda pozitiflik saptanmis ve BACTEC MGIT 960 sisteminde izolasyon
oraninin %93, BACTEC 460 TB sisteminde %95, LJ besiyerinde %87 oldugu
bildirilmistir. LJ ile diger besiyerleri arasinda, izolasyon oranlar1 agisindan anlamli

derecede fark oldugu gosterilmistir.

Tortolli ve ark. (81)’nin 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 2567 ornegin 236
(%9,19)’s1inda pozitiflik saptanmis; BACTEC MGIT 960 sisteminin izolasyon oraninin
%80, BACTEC 460 TB sisteminin %85, LJ besiyerinin %71 oldugu belirlenmistir. Bu

ii¢ sistemin izolasyon oranlari arasinda anlamli bir fark bulunmadig bildirilmistir.

Macondo ve ark. (51)’nin 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada BACTEC MGIT

960 sisteminin izolasyon orant %91,9, LJ besiyerinin ise %54,9 olarak bildirilmistir.

Rivera ve ark. (65)’nin 1997 yilinda yaptiklar1 calismada BACTEC MGIT 960

sisteminde izolasyon oraninin %99,2 ve LJ besiyerinde %89,3 oldugu saptanmistir.

Rishi ve ark. (64)’min 2007 yilinda yaptiklar1 calismada 500 Ornegin 258
(%51,6)’inde pozitiflik saptanmis ve BACTEC MGIT 960 sisteminin izolasyon orani
9%350,6 (256/500), LJ besiyerinin ise %33,6 (165/500) olarak belirlenmistir.
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Atas ve ark. (4)’'min 2003 yilinda akciger tiiberkiilozu oldugu diisiiniilen 22
hastanin balgam oOrnekleri ile yaptigi calismada, tiim Orneklerin preparat inceleme
sonuclarinin negatif oldugu ve 6rneklerin %31,8’inin BACTEC MGIT 960 sisteminde,

%?27,2’sinin LJ besiyerinde pozitif sonug¢ verdigi bulunmustur.

Levidiotou ve ark. (48)’min 1999 yilinda yaptiklart ¢alismada BACTEC MGIT
960 sistemimde mikobakteri izolasyon oraninin %89,65, LJ besiyerinde ise %80,46
oldugu bildirilmistir. Yapilan bu calismada iki besiyeri arasinda izolasyon orani

acisindan anlaml bir fark bulunmadig1 gosterilmistir.

Calismamizda Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na gelen 700 ornek incelenmis ve bu
orneklerin 46 (%6,57)’sinda iireme saptanmistir. Preparat inceleme sonucu pozitif olan
17 6rnegin tiimii hem TLA hem BACTEC MGIT 960 besiyerlerinde , 12 (%70,50)’si LJ
besiyerinde pozitif sonu¢ vermistir. Preparat inceleme sonucu negatif olan 26 6rnegin
14 (%48,27)1 LI besiyerinde, 21 (%72,41)’i TLA besiyerinde, 28 (%96,55)’1 ise
BACTEC MGIT 960 besiyerinde pozitif sonu¢ vermistir. Calismamizda preparat
inceleme sonucu pozitif olan orneklerin TLA ve LJ besiyerlerinden izolasyon oranlari,
Robledo ve ark.(66) ile Mejia ve ark. (52)’nin yaptiklarn calismalardaki bulgulardan
farklilik gostermektedir. Calismamizda, preparat inceleme sonucu negatif 6rneklerin bu
besiyerlerindeki iireme oranlari, Robledo ve ark. (66)’nin calismasindaki bulgularla
uyumluluk gosterirken, Mejia ve ark.(52) nin yaptiklari1 ¢calismada elde edilen bulgulara

gore farkli bulunmustur.

Calismamizda en yiiksek izolasyon oram1 BACTEC MGIT 960 sistemiyle
saglanmis ve bu sistemin kullanildig1 calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (5,
14, 73). Ancak Togneri ve ark.(79)’nin calismasinda BACTEC MGIT 960 sisteminde
izolasyon oraninin LJ besiyerinden daha diisiik oldugu bildirilmistir. Ekimden once

orneklerin Petroff yontemi ile iglenmesinin izolasyon oranin etkiledigi diisiiniilmiistiir.

Yapilan calismalar tiiberkiiloz etkeni bakterilerin izolasyon siiresinin, preparat
inceleme sonucuna bakilmaksizin TLA besiyeri ve BACTEC MGIT 960 sisteminde,
konvansiyonel besiyerlerine (LJ) gore daha kisa oldugunu gostermektedir (53, 66, 73,
89).

Mejia ve ark. (52)’min 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada mikobakteri izolasyon

sliresinin preparat inceleme sonucu pozitif 6rneklerde TLA besiyerinde 10,1 + 8,1 giin,
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LJ besiyerinde 20 + 5,7 giin; negatif 6rneklerde ise TLA besiyerinde 18,7 + 9 giin, LJ
besiyerinde 29,6 + 8,26 giin oldugu bildirilmistir.

Welch ve ark. (89)’min 1995 yilinda yaptiklar1 ¢alismada konvansiyonel
yontemlerle (LJ ve Middlebrook 7H11) bakterinin izolasyon siiresinin ortalama 23 giin,

TLA besiyeri ile ortalama 11 giin oldugu gozlenmistir.

Mejia ve ark. (53)’nin 2004 yilinda yaptiklarnn calismada TLA besiyeri igin

ortalama izolasyon siiresinin 11 giin ve LJ besiyeri i¢in 26,5 giin oldugu saptanmistir.

Robledo ve ark. (66)’nin 2006 yilinda yaptiklar1 calismada TLA besiyeri ile

ortalama tan siiresi 11,5 giin, LJ besiyeri ile ise 30,5 giin olarak belirlenmistir.

Yapilan tim ¢aligmalar TLA besiyerinde mikobakteri izolasyon siiresinin, LJ

besiyerinden daha kisa oldugunu gostermektedir (52, 53, 66, 89).

Srisuwanvilai ve ark. (73)’nin 2008 yilinda BACTEC MGIT 960 ve LJ
besiyerlerini karsilastirdiklar1 calismada mikobakterilerin izolasyon siirelerinin; preparat
inceleme sonucu pozitif orneklerde sirasiyla 9 ve 26 giin, preparat inceleme sonucu

negatif orneklerde ise 14 ve 35 giin oldugu gozlenmistir.

Somoskovi ve ark. (71)’min 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada preparat inceleme
sonucu pozitif drneklerden mikobakterilerin izolasyon siiresinin BACTEC MGIT 960
sisteminde ortalama 12,6 giin, BACTEC 12B besiyerinde 13,8 giin, LJ besiyerinde ise
20,1 giin; preparat inceleme sonucu negatif Orneklerde ise BACTEC MGIT 960
besiyerinde 15,8 giin, BACTEC 12B besiyerinde 17,7 giin ve LJ besiyerinde 42,2 giin
oldugu bildirilmistir.

Somoskovi ve ark. (72)’min 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada preparat inceleme
sonucu pozitif orneklerde mikobakterilerin iireme siirelerinin BACTEC MGIT 960
sisteminde ortalama 7,2 giin, MB Redox sisteminde 6,9 giin, L] besiyerinde 20,4 giin ve
Middlebrook 7H11 besiyerinde 17,6 giin; preparat inceleme sonucu negatif olan

orneklerden izolasyon siiresinin ise sirasiyla 19, 15, 28 ve 21 giin oldugu saptanmistir.

Levidiotou ve ark. (48)’'nin 1999 yilinda yaptiklar ¢alismada, BACTEC MGIT
960 ve LJ besiyerlerinin ortalama izolasyon siiresi preparat sonucu pozitif orneklerde
sirastyla 8 ve 30 giin, preparat sonucu negatif drneklerde ise sirasiyla 15 ve 30 giin

olarak bildirilmistir.
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Togneri ve ark. (79)’min 2000 yilinda yaptiklann ¢alismada preparat inceleme
sonucu pozitif olan drneklerde mikobakterilerin izolasyon siiresi BACTEC MGIT 960
sisteminde 18,7 giin, L] ve Stonebreak (S) besiyerlerinde 20,6 giin; preparat inceleme

sonucu negatif olan 6rneklerde ise sirasiyla 29, 38,5 ve 26,5 giin olarak belirlenmistir.

Hanna ve ark. (35)’'min 1999 yilinda yaptiklarnn calismada mikobakterilerin
izolasyon siiresinin BACTEC MGIT 960 sisteminde 14,4 giin, BACTEC 460 TB
sisteminde 15,2 giin ve kati1 besiyerlerinde (LJ, Middlebrook 7H11) 24 giin oldugu
bildirilmistir.

Rishi ve ark. (64)’'min 2007 yilinda yaptiklar1 calismada mikobakterilerin
iiremesi icin gereken zamanin BACTEC MGIT 960 sisteminde ortalama 9,66 giin, LJ

besiyerinde ise 28,81 giin oldugu belirlenmistir.

Atas ve ark. (4)’min 2003 yilinda yaptiklan ¢alismada, BACTEC MGIT 960
sisteminde mikobakterilerin izolasyonu i¢in gerekli ortalama siirenin 13,28 giin, LJ

besiyerinde ise 27,33 giin oldugu bildirilmistir.

Tortoli ve ark. (81)’nin 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada BACTEC MGIT 960
sisteminde mikobakterilerin ortalama izolasyon siiresinin 13,3 giin, BACTEC 460 TB

sisteminde 14,8 giin ve LJ besiyerinde 25,6 giin oldugu saptanmustir.

Badak ve ark. (5)’min 1996 yilinda yaptiklar1 caligmada ortalama izolasyon
stiresinin BACTEC MGIT 960 sisteminde 11 giin, BACTEC 460 TB sisteminde ise 8
giin oldugu bildirilmistir.

Chien ve ark (14)’min 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada mikobakteri izolasyon
siiresinin BACTEC MGIT 960 sisteminde 10,7 giin, LJ besiyerinde ise 30,6 giin oldugu
bildirilmistir.

Gil-Setas ve ark. (32)’min 2004 yilinda yaptiklan c¢alismada mikobakteri
izolasyon siiresinin Middlebrook 7H11 besiyerinde 11 giin, MB/BacT besiyerinde 16

giin ve LJ besiyerinde 19,5 giin oldugu saptanmustir.

Chew ve ark. (13)’min 1998 yilinda yaptiklar1 ¢alismada BACTEC MGIT 960,
BACTEC 460 TB ve LJ besiyerlerinde ortalama izolasyon siiresinin sirasiyla M.
tuberculosis kompleksi (MTBC) i¢in 22, 14 ve 27 giin oldugu bildirilmistir.
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Lee ve ark. (47)’nin 2003 yilinda yaptiklan ¢calismada BACTEC MGIT 960 ve
LJ besiyerlerinde MTBC ortalama izolasyon siiresi sirasiyla 11,6 ve 20,1 giin olarak
bildirilmistir.

Macondo ve ark. (51)’nin ¢alismasinda MTBC’nin ortalama izolasyon siiresi
BACTEC MGIT 960 sisteminde 10,5 giin ve LJ besiyerinde 20,1 giin olarak
bildirilmistir.

Rivera ve ark. (65)’nin 1997 yilinda yaptiklar1 ¢alismada MTBC’nin izolasyon

siiresinin BACTEC MGIT 960 sisteminde ortalama 15,7 giin ve LJ besiyerinde
ortalama 29,9 giin oldugu bildirilmistir.

Calismamizda preparat inceleme sonucu pozitif orneklerde mikobakterilerin
ortalama izolasyon siireleri BACTEC MGIT 960 sisteminde 8,94 giin, TLA besiyerinde
7,70 giin ve LJ besiyerinde 22,25 giin; preparat inceleme sonucu negatif 6rneklerde ise
sirasiyla ortalama 15,85, 14,28, 27,85 giin olarak saptanmistir. Istatistiksel analiz
sonucunda preparat inceleme sonucu pozitif olan drneklerde izolasyon siiresinin negatif
orneklere gore anlamli derecede kisa oldugu saptanmustir (p<0,05). Ureme siiresi
acisindan besiyerleri birbiriyle karsilastirildiginda, LJ besiyerinde iireme siiresinin diger
besiyerlerine oranla anlamli derecede uzun oldugu saptanmistir (p<0,05). Calismamizda
elde ettigimiz sonuclar yapilan tiim caligmalarla uyumluluk gostermistir. Preparat
sonucuna bakilmaksizin TLA ve BACTEC MGIT 960 sisteminde izolasyon siiresinin

benzer oldugu goriilmiistiir (p>0,05).

Tiiberkiiloz etkeni bakterilerin izolasyonu ig¢in kullanilan besiyerlerinde

kontaminasyon oranlar1 yapilan ¢aligmalarda farkliliklar gostermektedir (35, 52, 66).

Robledo ve ark. (66)’nin 2006 yilinda yaptiklari ¢ok merkezli bir caligmada LJ
ve TLA besiyerleri kullanilmis ve bu besiyerlerinin kontaminasyon oranlarinin farkl
laboratuvarlarda degisik oranlarda oldugu bildirilmistir. Kontaminasyon oranlari LJ

besiyerinde %3 (%1,1-9,9) ve TLA besiyerinde %5,1 (%2,7-9,5) olarak belirtilmistir.

Mejia ve ark. (52)’nin yaptiklart ¢alismada TLA besiyerinde komtaminasyon

oraninin %16,5 oldugu bildirilmistir.

Hanna ve ark. (35)’min 1999 yilinda otomatize sistemler ve konvansiyonel

yontemleri kullanarak yaptiklart calismada, kontaminasyon oranlart BACTEC MGIT
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960 icin %8,1, BACTEC 460 TB icin %4,9, kat1 besiyerleri (LJ ve Midleebrook 7H11)
icin ise %?21,2 olarak bildirilmistir.

Rishi ve ark. (64)’nin 2007 yilinda BACTEC MGIT 960 ve LJ besiyerlerini
kullanarak yaptiklar1 calismada, kontaminasyon oranlart sirasiyla %13,4 ve %?27,2

olarak saptanmistir.

Badak ve ark. (5)’nin 1996 yilinda BACTEC MGIT 960, BACTEC 460 TB ve
LJ besiyerleri kullanarak yaptiklar1 ¢alismada kontaminasyon oranlarinin sirasiyla

%5,7, %3,9 ve %6,7 olarak bildirilmistir.

Tortolli ve ark. (81)’nin 1999 yilinda yaptiklar1 calismada BACTEC MGIT 960
sisteminde kontaminasyon oram1 %10, LJ besiyerinde kontaminasyon oran1 %17 olarak
bildirilmistir.

Somoskovi ve ark. (71)’nin 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ise LJ besiyerinde
kontaminasyon oraninin (%1,2) BACTEC MGIT 960 (%3,7) ve BACTEC 460 TB

(%2,9) otomatize sisitemlerinden daha diisiik oldugu bildirilmistir.

Srisuwanvilai ve ark. (73)’nin 2008 yilinda yaptiklar1 calismada, LJ besiyerinde
kontaminasyon oraninin (%10) BACTEC MGIT 960 sisteminden (%12) daha diisiik

oldugu saptanmustir.

Chien ve ark. (14)’min 2000 yilinda yaptiklar1 c¢aligmada kontaminasyon
oranlari, BACTEC MGIT 960 sistemi i¢cin %5,5 iken LJ besiyeri icin %4,1 olarak
bildirilmistir.

Lee ve ark. (47)’nin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kontaminasyon oranlari

BACTEC MGIT 960 sistemi i¢in %15,1, LJ besiyeri i¢in %10,1 ve Middlebrook 7H11

besiyeri icin %9,7 olarak bildirilmistir.

Levidiotou ve ark. (48)’nmin 1999 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada kontaminasyon
oranlart BACTEC MGIT 960 ve LJ besiyerleri icin sirastyla %8,8 ve %3 olarak
bildirilmistir.

Calismamizda kullamlan BACTEC MGIT 960 sistemi, LJ ve TLA
besiyerlerindeki kontaminasyon oranlart %8,28, %15,14 ve %5,85 olarak saptanmustir.
TLA besiyerinde kontaminasyon orani Robledo ve ark. (66)’nin yaptiklar ¢alismadaki

oran ile uyumluluk gosterirken, Mejia ve ark. (52)’min c¢alismasindaki orandan daha
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diisiiktiir. Calismamizda TLA besiyerindeki kontaminasyon orani, LJ besiyerinden daha
diisiik bulunurken, diger iki calismada TLA besiyerindeki kontaminasyon oraninin daha

yiiksek oldugu bildirilmistir.

Calismamizda BACTEC MGIT 960 sisteminde kontaminasyon oraninin LIJ
besiyerinden daha diisiik oldugu saptanirken Somoskovi ve ark. (71), Srisuwanvilai ve
ark. (73), Chien ve ark. (14), Lee ve ark. (47), Levidiotou ve ark. (48)’nin yaptiklari
calismalarda BACTEC MGIT 960 sistemde kontaminasyon oraninin LJ besiyerinden
daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Hanna ve ark. (35), Rishi ve ark. (64), Badak ve ark.
(5), Tortolli ve ark. (81)’min c¢aligmalarinda bulunan kontaminasyon oranlar
calismamizdaki oranlarla uyumluluk gostermektedir. Besiyerlerindeki kontaminasyon
oranlar1 arasindaki bu farkliligin, calisan kisilerin ekim islemi sirasindaki c¢alisma
kosullarina ve calisma kurallarina uyup uymamalarina bagli olabilecegi

diistiniilmektedir.

Yapilan caligmalarda TLA besiyerinde iireyen mikobakterilerin, koloni
morfolojisi ve kord olusturma egilimlerine gore 6n identifikasyonunun yapilabilecegi
bildirilmektedir (52, 66, 89). Welch ve ark. (89)’'min yaptiklar1 ¢alismada MTBC
kolonilerinin kenarlarimin diizensiz ve yiizeylerinin kord seklinde goriildiigii;
nontiiberkiiloz mikobakteri kolonilerinin ise diizgiin kenarli, ortas1 koyu, kenarlar1 acik
renkte, sahanda yumurta goriiniimiinde oldugu bildirilmistir. Robledo ve ark. (66) nin
yaptiklan ¢aligmada ise az sayida nontiiberkiiloz mikobakteri izole edildigi icin koloni
morfolojisindeki farkin gozlenemedigi belirtilmistir. Bizim c¢alismamizda da TLA
besiyerinde sadece bir nontiiberkiiloz mikobakteri iiredigi i¢cin MTBC ve nontiiberkiiloz
mikobakteri kolonileri arasindaki fark gozlenememis; ancak tim MTBC suslarinin
kenarlarinin diizensiz koloni olusturdugu ve {iizerlerinin kord seklinde goriildiigi

belirlenmistir.

TLA besiyeri, preparat sonucu pozitif Orneklerden mikobakteri izolasyon
oraninin yiiksek olmasi, izolasyon siiresinin kisa olmasi, otomatize sistemlerden daha

ucuz olmasi ve mikobakterilerin 0n identifikasyonuna olanak saglamasi gibi avantajlari

nedeniyle tiiberkiiloz yiikiiniin fazla oldugu sosyo-ekonomik diizeyi diisiik iilkelerde

tercih edilebilecek bir besiyeridir. Ancak ekim yapilmis besiyerlerinin incelenmesi uzun
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zaman aldi1 i¢in, ig yilikiiniin fazla oldugu laboratuvarlarda kullanilmasinin uygun

olmadig diisiiniilmektedir.
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