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I. GIRIS

Tlberkuloz (TB) dunya ¢apinda onemli bir halk saghgi sorunudur (1).
GUnumuzde dunya nufusunun Ugte birinin tiberkiloz basili ile enfekte oldugu
tahmin edilmekte ve her saniye bir kisi Mycobacterium tuberculosis ile
enfekte olmaktadir. Basili tasiyan kisilerin 30 milyonu aktif TB hastasi olup,
hastalik her yil yaklasik iki milyon kiginin 6lumine neden olmaktadir (2). Elli
yildan uzun suredir hastaligi tedavi edecek ve kir saglayacak etkili ilaglar var
olmasina karsin, dinyada her 15 saniyede bir kisi TB’dan 6lmektedir (3).

Gelismekte olan Ulkelerde halen TB insidansinda artis gézlenmektedir.
1980’lerden sonra HIV, I6semiler, diyabet, alkol ve uyusturucu bagimhhiginin
yarattigi kazanilmis immun yetmezligi olan kisilerin sayisinin artigina bagl
olarak gelismis ulkelerde de TB enfeksiyonu édnemli bir sorun olmaya devam
etmektedir. Yetersiz veya diizensiz tedavi sonucu Coklu ilaca Direncli TB
olgularinin (CID-TB) artisi da tedavide sorunlarin yasanmasina neden
olmaktadir. Ayrica gliniimiizde bildirilmeye baglanan Yaygin ilaca Direncli TB
(YIiD-TB) olgularinda tedavi basarisi daha da duisiiktir (4).

Etkin TB kontrol programinin en dnemli asamasi aktif olgularin erken
ve dogru olarak saptanmasidir. TB hastalarinin erken tanisi ve tedavisi bu
hastaliktan toplumun korunmasinda en etkili yol oldugu kabul edilmektedir.
Bu nedenle TB hastalarinin tanilarini kanitlayacak, duyarlihgr ve 6zgulligu
yuksek, hizli sonug veren, uygulamasi kolay ve pahali olmayan laboratuvar
yontemlerinin gunluk kullanima girmesi énemli bir zorunluluktur. Bu nedenle
klinik mikobakteriyoloji laboratuvarlari, hasta 6rneginde M.tuberculosis’in
izolasyonu, identifikasyonu ve antitiberkuloz ila¢g duyarlligini test ederek
TB'un yayihmini 6nlemede ve kontrol altina alabilmede Onemli bir rol
ustlenmektedir (5,6).



Hastalarin tedavisi ve saglik caligsanlari ile toplum igin gerekli
Onlemlerin erken dénemde alinabilmesi i¢in, M.tuberculosis’in identifikasyonu
ve antitiberkuloz ilaglara direncinin en kisa surede belirlenmesi hayati 6nem
tasimaktadir. Tani ve tedavinin olmamasi durumunda hasta %50’nin
uzerinde olur (mortalite %50 Uzeri) ve yasadigi surece her yil 10-15 kisiye
hastaligi bulastirir. Buna ilaveten, ¢oklu ilaca direngli TB giderek daha yaygin
hale gelmekte, 6zellikle gelismekte olan ulkeler olmak Gzere dunyanin birgok
bolgesinde daha ciddi bir sorun olugturmaktadir (3).

Mycobacterium tuberculosis’in izolasyon, identifikasyon ve duyarllik
testleri icin 20 yili agkin suredir sivi bazli, ticari bir kultur sistemi olan
BACTEC 460 TB Sistemi guvenle kullaniimakta ve standart bir yontem olarak
kabul edilmektedir. Fakat BACTEC 460 TB sisteminin yari-otomatize ve
radyometrik olmasindan 6turu radyoaktif atiklarinin ortadan kaldiriimasinda
yasanan sikintilar nedeni ile son yillarda BACTEC MGIT (Mycobacteria
Growth Indicator Tube) 960 gibi radyoaktif olmayan ve otomatize kultlr
sistemlerinin kullanimini yayginlagtirmigtir. Calismamizda, BACTEC 460TB
sistemi ile BACTEC MGIT 960 sistemini izolasyon, identifikasyon ve

duyarlilik testleri agisindan karsilastirmay1 amacladik.



Il. GENEL BILGILER

2.1. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri ve Mycobacterium tuberculosis

kompleks

2.1.1. Mikobakterilerin genel o6zellikleri:

Mycobacterium cinsi, yuksek G+C igerikli gram pozitif bakterilerin
icinde, Corynebacterium ve Nocardia ile birlikte, Actinomycetales takiminda
siniflandinimis olup Mycobacteriaceae ailesinde yer alan tek cinstir (7).
Genus iginde insanlar icin patojen (M.leprae, M.tuberculosis), potansiyel
patojen (M.avium, M.intracellulare, M.kansasii, M.xenopi, M.fortuitum,
M.chelonae) ve saprofit (M.gordonea, M.gastri, M.flavescens) bircok tur
bulunmaktadir (8).

Mycobacterium cinsinin tim Uyeleri aerop, katalaz Ureten, hareketsiz
ve spor olusturmayan bakteriler olup, diger bakterilerden belirgin olarak
kUgukturler; enleri 0,2-0,6 pm, boylari 1-10 uym arasinda degismektedir.
Gorunum olarak hafif kivrik veya dizgin ¢gomak sekilli bakteriler olup, bazen
filamentdz formda veya kokobasil seklinde gorulebilirler ve mikobakteri tarleri
arasinda siklikla pleomorfik morfolojiye rastlanir. Koloni morfolojileri turler
arasinda cesitlilik gostermekte olup, S (smooth) tipi koloniden, R (rough) tipi
koloniye ve pigmentli koloniden (kromojenik), pigmentsiz koloniye (non-
kromojenik) kadar degisen morfolojide kolonileri vardir (1, 9). Uremeleri icin
gerekli en uygun 1s1 derecesi, turler arasinda genis capta degiskenlik
gostermektedir (<30-45°C). Mikobakteri turine gore degismekle beraber
uygun isilarda kolonilerin goérilmeye baslamasi 2-60 gin almaktadir (1, 10).

Mikobakteriler hucre duvar yapilarinda bol miktarda lipid bulundugu
icin, boyayi zor alirlar; ancak bir defa boyandiklarinda boyayi kolay birakmaz

ve asit-alkol karisimi ile yapilan dekolorizasyona direng gosterirler. Bu



nedenle aside direngli bakteriler (ARB, Asido Rezistan Bakteri) olarak
anilirlar (1, 8). Yuzey lipitlerinin hidrofobik etkileri, boyanin suda kolay eriyen
organik bir madde (fenol) iginde eritimesi ve isitilmasi ile en aza indirilir.
Fenollu fuksin icine ylzey gerilimini azaltan tween 80, dimetil sulfonat ve
propilen glikoz gibi maddelerin eklenmesi de boyanma o6zelligini
kuvvetlendirir (8).

Gram yontemi ile kolayca boyanmamalarina ragmen mikobakteriler
genellikle gram pozitif kabul edilirler (1). Hlcre duvarinin temel yapisi tipik
gram pozitif bakterilerin hiicre duvarina benzer, temel yapi peptidoglikandir.
Ancak peptidoglikan tabaka arabinogalaktan-mikolik asit molekullerine
kovalan olarak baglanmistir ve bu tabakanin da Uzerinde serbest lipitler ve
polipeptitler bulunur. Hucre duvari %60 lipit, %15 polipeptit, %25 de
karbonhidrat icerir. Bu 0ozellikleri ile kendilerini hicre ici ve hlcre disi
zararlilara karsi koruyan M.tuberculosis insanda kronik granilomatéz bir
hastalik olan tuberkuloza neden olur (4).

Hucre duvarinin yuksek lipid igcermesi mikobakterilere 6zgu aside
direng, konak hucreler tarafindan salinan litik enzimlere, dezenfektanlara ve
bakterisidal ilaglara direng gibi bazi temel 0ozelliklerin olusmasina yol

acmaktadir (11).

2.1.2. Mycobacterium tuberculosis kompleks:

Bakteriyolojik ozellikleri ve  DNA homolojileri yonunden benzerlik
gOsteren turler kompleks tanimi altinda gruplandiriimaktadir. Mycobacterium
tuberculosis kompleksi (MTBC) M.bovis, M.tuberculosis, M.africanum,
M.microti, M.canetti, M.pinnipedii ve M.caprae olusturmaktadir. Bunlardan
M.bovis ve M.africanum ile meydana gelen enfeksiyon orani %1-3'tar
(4,8,12,13,14). Kompleksin en genis konak cesitliligine sahip Uyesi ve sigir
tuberkulozunun etkeni olan M.bovis insan dahil ¢ok sayida memeli tarand
enfekte edebilmektedir (7). Siklikla akciger disi organ tutulumlarina neden
olur. Sutlerin pastoérizasyonu ile birlikte goérilme sikligi ¢ok azalmistir
(8,12,13). BCG (bacillus Calmette-Guerin) M.bovis ‘in 230 kez pasaji sonucu

elde edilen atenue bir varyanttir (7). Mycobacterium africanum Bati Afrika’da



nadiren hastalik olusturan bir tardir. Mycobacterium microti ise kemirici
hayvanlar icin patojendir (8,12,13). Kompleksin en yeni uyesi, 1997’de
Somali’li bir gocuktan izole edilen M.canetti'nin insan enfeksiyonlarinin nadir
oldugu tahmin edilmektedir. Mycobacterium pinnipedii ve M.caprae son
yillarda izole edilen ve MTBC Uyeleri ile ylksek duzey nukleotid benzerligi
gOsteren iki mikobakteri tartdur (7).

Tuberkuloz basili terimi, kompleksin diger Uyelerinin insanlarda ¢ok
daha nadir patojen olmalari nedeniyle M.tuberculosis (MTB) ile neredeyse es
anlaml olarak kullaniimaktadir (8,12,13). MTBC Uyeleri, Mycobacterium
cinsinin iki karakteristik Ozelligine sahiptir; yavas ureme hizi ve asit-alkol
dekolarizasyonuna gosterdigi direng. Kompleks Uyelerinin hepsinin bolinme
zamani yaklasik 20 saat olup besiyerinde gozle gorunur koloni olusturmalari
icin gegen sure 3-4 haftadir. Mycobacterium tuberculosis LJ besiyerinde tipik
olarak purtukla, sert koloniler olustururken; M.bovis'in kolonileri daha
purtiksuzdur. Tablo 2.1°"de MTBC uyelerinin bazi fenotipik 06zellikleri
gorulmektedir (1, 7).

Tablo 2.1. MTBC Uyelerinin bazi fenotipik 6zellikleri

Tur Koloni Niasin Nitrat TCH Pirazinamidaz
Morfolojisi depolama rediiksiyonu (10 pg/ml)

M.tuberculosis purttkli + + R +
M.bovis purttkli - - S

M.bovis BCG purtikld - - S -
M.africanum purtukli +/- +/- R/S +
M.canetti diz - + R +
M.microti cok kigik + +/- S +
M.caprea diz - - S +
M.pinnipedii purttkli +/- - +

R, Direngli; S, Hassas; TCH, thiophene-2-carboxylic acid hydrazide

Mycobacterium tuberculosis ince ¢comak seklinde, bazen hafif kivrik,
hareketsiz, kapsulslz, sporsuz, aerop kosullarda yavas Ureyen bir bakteridir.
Uzunlugu 2-4 pm, eni 0.2-0.5 pm olup, klinik orneklerden yapilan
preparatlarin ARB boyama yontemi ile boyamasinda tek veya ikili—Uglu
gruplar halinde birbirine paralel ya da ac¢li yapacak sekilde bir arada

goérandarler (11).




Hucre duvar yapisi; sitoplazmik membranin hemen ustinde hdcrenin
seklini ve rijiditesini saglayan peptidoglikan (murein) tabakanin yapisinda N-
asetil glikozamin ve N-glikolil muramik asit yer alir. Glikolil yapisi nedeniyle
bakteri lizozime direnglidir. Bunun diginda, hicre duvari kuru agirhginin %25-
35'’ini olusturan arabinogalaktan-mikolat tabakasi vardir. Bu tabaka koruyucu
bariyer gorevi gorlr ve hidrofobik 6zelliktedir. Arabinogalaktanlara baglanan
mikolik asit, mikobakteriyel hicre duvarindaki en onemli lipittir ve bakterinin
aside direncli boyanma 6zelliginden sorumludur. En dis tabaka ise, serbest
lipitlerin yer aldigi bdlimdur. Balmumu yapisindaki maddeler, kord faktor ve
tire 6zgu mikozitler (peptidoglikolipitler, oligoliposakkaritler) burada
bulunurlar. Kord faktor (trehaloz dimikolat) M.tuberculosis virulansinda gorev
alan en 6nemli faktorlerden biridir. Ayrica basillerin birbirlerine paralel sekilde
yerlesmelerine neden olur ve virtilan M.tuberculosis suslari igin tipiktir. Hlcre
duvarinda yag tabakasinin da diginda polipeptidler bulunur. Tuberkulozda

hastada hucresel immun yanitin geligsimine neden olur (11).

2.1.3. Tuberkiiloz disi mikobakteriler:

Mycobacterium tuberculosis kompleksi ve M.eprae disindaki
mikobakterilerin tumU dogada serbest olarak yasar ve insanlarda nadiren
hastalik olustururlar. Hastalik etkeni olmaksizin vicutta kolonize olabildikleri
icin ayrimlarinin yapilmasi zordur. Ayrica hasta kisilerden diger insanlara
yayihimlarina nadiren rastlanir. Bu bakterilere “tuUberkuloz digi mikobakteriler”
(TDM) veya “atipik mikobakteriler” adi verilmigtir (12,13).

Tuberkuloz digi mikobakteriler 16S rRNA geni dizin analizine gore
‘yavas Ureyen” ve “hizli Greyen” olmak Uzere iki ana gruba ayrilir. Hizl
ureyen tlurlerde yedi giuinden kisa surede (Runyon grup 1V), yavas Ureyen
turlerde ise daha uzun surede koloniler gorunur hale gelir (8,12,14). Yavas
ureyen grup pigmentasyon ozelliklerine gore fotokromojenler (Runyon grup
), skotokromojenler (Runyon grup IlI) ve nonkromojenler (Runyon grup III)
olmak Uzere uge ayrilmaktadir. Fotokromojenler karanlikta pigment
olusturmazken gun 1giginda sari veya portakal rengi koloniler olustururlar.

Mycobacterium kansasii, M.marinum, M.simiae, M.asiaticum bu gruptandir.



Skotokromojenler ise hem karanlik hem de aydinlikta pigment olustururlar.
Mycobacterium scrofulaceum, M.xenopi, M.szulgai, M.flavescens bu grup
icinde yer alir. Karanlik ve aydinhkta pigment olusturmayan nonkromojen
grupta da M.avium kompleks ve M.gastri bulunur. Hizli Ureyen turlerden ise
M.fortuitum, M.chelonae ve M.abscessus nadiren hastalik etkeni olabilirler
(Tablo 2.2). Mikobakterilerin tlr tanimlanmasinda pigment olusumu ve lUreme
hizlari ile birlikte pek c¢ok biyokimyasal testin yani sira molekuler ve

kromotografik yontemler de uygulanabilmektedir (1,14,15).

Tablo 2.2. insanlara patojen olabilen atipik mikobakterilerin siniflamasi

Runyon Grup I: Runyon Grup lil:
(Fotokromojenler) (Nonkromojenler)
M.kansasii M.avium-
M.marinum M. intracellulare
M.simiae M. gastri

M.intermedium

M.malmoense
M.haemophilum
M.genavense
M.ulcerans
M.shimoidei
M.celatum
M.branderi

Runyon Grup Il:
(Skotokromojenler)
M.scrofulaceum
M.xenopi
M.flavescens
M.szulgai
M.lentiflavum
M.interjectum
M.gordonea

Runyon Grup IV:
(Hizh Ureyenler)
M.fortuitum
M.chelonae
M.abscessus
M.mucogenicum
M.peregrinum
M.smegmatis

2.1.4. Tuberkiiloz

Tlberkulozun (TB) tek dogal kaynagi insandir (4). Mycobacterium
tuberculosis genellikle akciger tiberkulozlu hastalarin hapsirma, oksuruk ve
konugsmasi ile ortaya sacilan; icinde canli basil bulunan damlacik
cekirdeklerinin, duyarl kisilerce inhale edilmesi ile bulasir (16). Bu partiklller
1-5 um c¢apinda olup, normal hava akiminda asili kalirlar. inhale edilen bu
partikullerle alveollere ulasan basiller, alveoler makrofajlar tarafindan yutulur.

Genellikle konak hicresel bagisik yaniti M.tuberculosis’in ¢gogalmasini ve



yayllmasini engeller. Bununla beraber, bazi basiller ilk enfeksiyondan sonra
yillarca canli fakat “dormant” basiller olarak kalabilirler. Latent M.tuberculosis
enfeksiyonu (LTBE) olan hastalar genellikle PPD cilt testi pozitif olup
asemptomatiktirler ve bulastirict degildirler. HIV enfeksiyonu latent
enfeksiyonun aktif tlberklloza doénusmesinde bilinen en o&énemli risk
faktoradar (1).

Basiller alveoler makrofajlar tarafindan fagosite edildikten sonra huicre
icinde ¢ogalabilirler ve enfekte makrofajlar araciligi ile lenf nodlarina veya
uzak organlara (kemik iligi, dalak, bdbrek, santral sinir sistemi) tasinabilirler.
Makrofajlarin bakterisidal aktivitesi ile basil virilansi ve yogunlugu arasindaki
denge olaylari belirler. Basil az ise dogal savunma mekanizmalari ile basil
ortadan kaldirilir ve minimal doku hasari ile atlatilir. Basil miktar fazla ise bu
kez hlcresel immun yanit sonucu doku nekrozu gelisir (primer enfeksiyon).
Doku nekrozunun nedeni sitokin toksisitesi, iskemi, makrofajlardan cikan
hidrolitik enzimler ve reaktif oksijen metabolitleridir (4).

Aktive makrofajlar 3 mm’den kuguk granudlomlar igine penetre olarak
basilleri dldurebilirler. Ancak daha buyuk nekrotik veya kaze6z granutlomlar
fibrin ile cgevrili oldugundan bu odaktaki basiller makrofajlarin etkisinden
kurtulurlar. Bu durumda hastalik kontrol altina alinamaz ise primer tuberkuloz
geligir, ya da hastalik kontrol altina alinir, fakat basiller kazedz nekroz iginde
icinde canli halde (dormant basil) kalir (latent tlberkuloz). Kaze6z nekroz
icindeki canh kalan basiller hayatin herhangi bir doneminde, herhangi bir
nedenle reaktive olabilirler (sekonder tiberkuloz) (4).

Primer hastalik genellikle alt solunum yollarini tutar. Aktif hastalik
sirasinda tek veya her iki Ust lobta pndmoni ya da apse olusumu ve
kavitasyon gelisebilir. Ekstrapulmoner tiberkuloz basilin ilk gogaldigi odaktan

hematojen yolla diger organlara yayilmasi ile ortaya gikar (4).

2.1.5. Epidemiyoloji

Gulnumuzde TB dunyada ve ulkemizde ¢ok 6nemli bir halk saghgi
sorunudur. Dinya Saglik Orguti'nin (DSO) 2009 yili verilerine gore kiresel
olarak 9.4 milyon yeni TB olgusu oldugu tahmin edilmektedir (137/100 000).



Tuberkuloza bagli toplam olum sayisi 2009 yilinda tahminen 1.7 milyon kisi
(26/100 000) olmak uUzere; HIV negatif tlberkuloz olgulari arasinda 1.3
milyon, HIV pozitif yeni tuberkuloz olgulari arasinda tahmini 0.4 milyon olarak
bildirilmistir (17).

T.C. Saglhk Bakanlhigi Verem Savas Daire Baskanligrnin 2011
raporuna goére; Turkiye’de 2009 yilindaki toplam TB hastasi 24/100 000
(17.402), yeni olgu orani ise 22/100 000 (15.943) olarak agiklanmistir (18).

2.1.6. Antimikobakteriyel ajanlar ve direng:

Tuberkuloz igin primer ilaclar, komplike olmayan olgulari tedavi etmek
icin kullanilan ilaglardir. “The Clinical and Laboratory Standards Institute”
(CLSI) mikobakterilerin ilag duyarlilik testi dosyasinda primer ila¢ olarak
etambutol (EMB), rifampin (RIF), izoniazid (INH)'nin iki konsantrasyonu ve
pirazinamid (PZA)i kapsamasi gerektigini bildirmektedir. Sekonder ilaglar
primer ilaglar ile tedavinin yetersiz kaldigi veya uygun olmadigi durumlarda
kullanihrlar (1,19).

Mycobacterium tuberculosis’te iki tip ila¢ direnci gorulur: primer (yeni
olgularda ila¢ direnci) ve kazaniimis (tedavi almis olgularda ila¢ direnci).
Primer ila¢ direnci, ilaca direngli organizmalar dnceden tedavi edilmemis bir
kiside bulundugunda ortaya cikar. Direncin en yaygin tura olan kazaniimis
direng, kemoterapi sirasinda antitiberkiloz ajanlardan herhangi birine karsi
ortaya cikabilir (1). Mycobacterium tuberculosis’in antimikrobiyal direnci
spontan mutasyonlar ile olmaktadir (1). Coklu ilaca direng (CiD) en az INH ve
RiF’e kars! birlikte goriilen direngtir. Yaygin ilaca direng (YID) ise CiD’e ilave
olarak sekonder ilaglardan enjeksiyon yoluyla verilen antibiyotiklerden
herhangi bir aminoglikozite ve florokinolonlara direnci ifade eder (7).

izoniazid; (INH, izonikotinik asit hidrazid) tiiberkiiloz basili icin belirgin

derecede 6zgul ve potansiyel bakterisidal aktiviteye sahiptir (1). Ucuz olmasi,
biyoyararhligi, mukemmel hlcre i¢i penetrasyonu ve dar etki spekturumu ile
ideal bir antimikobakteriyal ilagtir. Ancak M.tuberculosis bu ilaca karsi yuksek

oranda direng gelistirme ozelligine sahiptir. Tedavinin ilk iki gininde bakteri



Olimund saglayan “erken bakterisidal etki” INH tarafindan olusturulmaktadir
(20).

izoniazidin etki mekanizmasi (¢ basamakta gerceklesir: ilacin
aktivasyonu, “aktif” formun inhibe edilecek hedeflere baglanmasi ve inhibitor
etkinin ortaya c¢ikmasi (1). izoniazid normalde inaktif formda olup
M.tuberculosis’ in katG geni tarafindan kodlanan katalaz-peroksidaz enzimi
tarafindan okside edildikten sonra aktif hale gegerek hicre duvari
biyosentezini inhibe etmektedir. katG geninde ortaya g¢ikan bir mutasyon,
INH’in aktif formunun olusumunu énler (7).

izoniazid sadece oksijen varliinda yavasca replike olan basillere
etkilidir. izoniazid direnci hastalara monoterapi veriimesi durumunda hizla
geligir. M.tuberculosis’in sokak tipi izolatlari INH’in 0.2 upg/ml'den dusuk
konsantrasyonlari ile inhibe olurlar (1).

Rifampisin (RIF); kazedz lezyonlardaki hiicre ici replike olan basilleri
ve aclk kavitelerdeki aktif replike olan basilleri etkiler. Lipofilik yapisi
nedeniyle mikobakteri hlicre duvarindan kolaylikla gecer ve bakteriyel RNA
polimeraza baglanarak RNA sentezini inhibe eder. 0.5 pg/ml RIF
konsantrasyonu sokak tipi M.tuberculosis izolatlari icin bakterisidaldir.
Rifampisin direnci M.tuberculosis RNA polimerazinin 8 alt Gnitesini kodlayan
rpoB geninin 81 baz ciftlik bir bdlgesindeki mutasyonlar sonucunda
gelismektedir (1).

Etambutol (EMB); mikobakteri  hlcre  duvarini  olusturan
arabinogalaktan ve LAM’da bulunan arabinan sentezini inhibe ederek etki
gOsteren bakteriyostatik bir ilagtir. Hedefi arabinozil transferaz enzimidir.
Genellikle bakteriyostatik olmasina karsin ylksek dozlarda bakterisidal
etkilidir. Etambutolliin M.tuberculosis sokak tipi izolatlarina kargi test edilmis
MIK degerleri 1-5 pg/ml arasinda degisir. ilag sadece aktif olarak ¢ogalan
basillere karsi etkilidir (1,20).

Pirazinamid (PZA); nikotinamidin sentetik bir derivesidir (pirazin
anologu) ve INH ile kombine edildiginde, M.tuberculosis’in replike olan ve
olmayan sekillerine kargi ortalama 20 pg/ml MIK degeriyle hizli bakterisidal

aktiviteye sahiptir. Sadece fagolizozom igindeki asidik ortamda aktiftir ve
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enfeksiyon bolgesindeki konsantrasyonuna bagli olarak bakteriyostatik veya
bakterisidal olabilir (1). Pirazinamide duyarli M.tuberculosis suslari, PZA’i
aktif formu olan pirazinoik asite c¢eviren pirazinamidaz enzimi uretirler.
Mycobacterium tuberculosis’de bu enzimi kodlayan pncA geninde ortaya
¢lkan mutasyonlar, pirazinamidaz aktivitesinin kaybina neden olur.
Pirazinamide dogal (intrinsik) olarak direngli olan M.bovis izolatlarinda bu
enzim uretilmemektir (7).

Streptomisin  (SM); primer etki mekanizmasi aminoagil tRNA’nin
baglanmasini bloke ederek protein sentezinin post-pretransliokasyon
basamaginin inhibisyonu olan bir aminoglikozittir. Streptomisin hlcre digi,
alkali ortamda bakterisidal etkiye sahiptir (20). M.tuberculosis’te SM’e karsi
direng, ribozomda ilacin hedef bdlgesinde mutasyon olmasiyla ortaya ¢ikar.
Streptomisin primer ilaglar iginde iken artik ginimuzde sekonder olarak
kabul edilmektedir (1,7,20).

Sekonder antimikobakteriyal ajanlar; Kanamisin, Amikasin Sikloserin,

Etionamid, Dapson, Makrolidler ve Ketolidler, Kinolonlar, P-Aminosalilik asit,
Klofazimin, Amitiazon’dur. Primer ilaglarla tedavinin vyetersiz kaldigi
durumlarda tercih edilen bu ajanlar daha toksik, ciddi yan etkilere neden
olabilen, daha az etkin, daha uzun sureli tedavi rejimi gerektiren ve daha
pahali ilaglardir (1,19,21).

2.2. Tuberkiilozun Mikrobiyolojik Tanisi

Tuberkulozun hastaliginin tanisi klinik, histopatolojik, immunolojik ve
mikrobiyolojik olarak konulmaktadir. TUberkuloz kesin tanisi ise mikrobiyolojik
olarak klinik o&rneklerde tuberkuloz basilinin  gdsteriimesi ile konur.
Mikroskobik inceleme, kultir ve molekuler testler mikrobiyolojik tanida
kullanilan yontemlerdir (4,16). Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin tani ve
tedaviye katkisi; mikobakterinin saptanmasi ve identifikasyonu, tur tayini ve
uretilen basilin ilag duyarlihdinin saptanmasiyla olur (8). Bu slreg;
incelenmesi istenen klinik ornegin hastadan uygun sekilde elde edilip,
laboratuvarda homojenize ve dekontamine edildikten sonra mikroskobik

incelemesinin yapilmasi, kultirandn yapilarak tanimlanmasi ve antibiyotik
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duyarlilik testlerinin yapilmasi ile sonuclanir. Centers for Disease Control
(CDC) bu iglemlerin 6rnek laboratuvara kabul edildikten sonra 28 gln iginde
sonuglanmasini onermektedir (22).

2.21. Klinik oérneklerin alinmasi ve laboratuvara gonderilmesi

Tlberklloz tanisi igin klinik érneklerin alinma, laboratuvara génderilme
ve islenmesinde belirli kurallar vardir. Ornekler temiz, steril, sizdirmaz,
burgulu kapakli, dayanikli ve tek kullanimlik kaplar igine yeterli miktarda
alinmalidir. Ilk érnekler antimikrobiyal tedavi baslamadan énce alinmalidir
(23). Kontaminant bakteri ve mantarlarin Gremesinden kaginmak igin alinan
ornekler olasi en kisa zamanda laboratuvara gonderilmeli ve islemlenmelidir
(24,25).

Pulmoner drnekler icinde balgam, indiklenmis balgam, bronkoalveoler
lavaj (BAL), bronsial firgalama, transtrakeal aspirat, aglik mide suyu érnekleri
sayilabilir. Balgam birbirini izleyen 3 ayri gunde 5-10 ml sabah balgami
alinmasi tercih edilir. Biriktirilmis balgam ornekleri, yuksek kontaminasyon
riski nedeniyle kabul edilmemelidir. Pulmoner tuberkilozun tanisinda
Oksurukle c¢ikarilan veya indiklenmis balgam en énemli érnektir (1). Hasta
balgam c¢ikaramazsa induklenmis balgam o6rnegi alinabilir, sulu oldugu igin
reddedilme riskine karsi induklenmig balgam oldugu istek kagidina
belirtiimelidir. BAL invaziv bir érnektir, kullanilan bronkoskobun musluk suyu
ile kontaminasyonu ve bronkoskobi yapilan daha 6nceki hastalardan ¢apraz
kontaminasyonu onlemek igin dikkatli olunmahdir. Ornek en az 5 ml
alinmalidir (1,14). Aclik mide suyu, tuberkiloz oldugu radyolojik olarak
kanitlanmig balgami negatif olan hastalarda; bebek ve kugluk cocuklarda;
ndrolojik hastaliklar, koma hali gibi durumlar nedeniyle balgam ¢ikaramayan
ya da balgamini yutan hastalarda, baska yontemlerle pulmoner ornek
alinamiyorsa tercih edilebilir. Birbirini takip eden 3 gun boyunca, sabah ag
karnina, tercihen yatagindan kalkmadan once alinmalidir (14).

Ekstrapulmoner ornekler; idrar, steril vucut sivilari, abse 6rnekleri ve
aspirasyon sivilari, kan-kemik iligi, diski ve doku &rnekleridir. idrar
orneklerleri birbirini izleyen en az 3 glin siire sabah idrari alinmalidir. Ornek

miktari en az 40 ml olmali, yirmi dort saat biriktirilen idrarlar kabul
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edilmemelidir. Steril vicut sivilari; beyin omurilik sivisi (BOS), plevral,
perikardiyal, peritoneal veya sinovyal sivilardir ve en az 5 ml olmahdir. Abse
ornekleri ve aspirasyon sivilarl aseptik kosullarda mimkuin oldugu kadar gok
materyal aspire edilmelidir. Kutan6z lezyonlarda optimal Ureme isisi daha
dusuk olan mikobakterilerden biri (M.haemophilum, M.marinum, M.ulcerans)
enfeksiyon ajani olabilecedinden, ikinci bir kuiltir seti 30°C’de inkube
edilmelidir. Doku ornekleri, steril bir kap igine eger mumkuinse en az bir gram
olacak sekilde alinmalidir. Kan-kemik iligi orneklerinin, MYCO/F LYTIC
siseleri (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD) veya
BacT/ALERT MB kan besiyeri (bioMerieux SA, Lyon, France) gibi alternatif
besiyeri kullanilarak tuberklloz kultarleri yapilabilmektedir. BACTEC 460TB
sisteminde kan ve kemik iligi kalturu igin standardize edilmis olan BACTEC
13A sisesi gunumuizde artik kullaniimamaktadir. BACTEC 460TB (12B
siselerinde) sisteminde mikobakteriler igin inhibitdr etki gdsteren polipropilen
glikol komponenti bulunmaktadir. Mikobakterilerin Gremesi Uzerine benzer
etki, Septi-Chek AFB sivi besiyeri ve MGIT sivi besiyerinde de bildirilmistir.
Diski 6rnekleri M.tuberculosis tanisinda ¢ok tercih edilen bir drnek degildir.
Sadece AIDS’li hastalarda M.avium kompleks tanisinda yararli olabilecegi

belirtilmigtir; tercih edildiginde de en az bir gram olmalidir (1).

2.2.2. Orneklerin islenmesi

Tuberkuloz basillerinin izolasyonu igin alinan klinik orneklerin
icerebilecedi |0kosit, eritrosit, doku gibi organik kalintilari sindirmek ve
kontaminasyona neden olabilecek bakteri ve mantarlari ortan kaldirmak
amaclyla homojenizasyon / dekontaminasyon islemi uygulanir. Daha sonra
ornekteki bakteri yogunlugunu arttirmak icin santriflij edilerek konsantrasyon
iglemi uygulanir (14). Dekontaminasyon islemi, florali bolgelerden gelen,
kontamine oldugu dugunulen balgam, BAL, AMS gibi 6rneklere uygulanir.
Aseptik olarak alinan plevra sivisi, BOS gibi steril vicut sivilari veya doku
orneklerinde genellikle dekontaminasyon iglemi gerekmez, sadece

konsantrasyon isleminden gegirilir (1).
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Yapilan kulturlerde hi¢ kontaminasyon olmamasi veya c¢ok dusuk
(<%?2) kontaminasyon oranlari, 6n islem kosullarinin ¢ok sert oldugunu ve
sadece bakterileri degil ayni zamanda mikobakterileri de elimine ettigini
gosterirken; %5’i gegen kontaminasyon oranlari, asiri kontaminasyon olarak
tanimlanir (1).

Dekontaminasyon islemlerinde en sik N-Asetil-L-Sistein (NALC) +
Sodyum hidroksit (NaOH) ve %Z2-4'luk Sodyum hidroksit (NaOH) gibi
yontemler kullaniimakla birlikte zefiran (benzalkonyum klorid) -trisodyum
fosfat ydntemi, oksalik asit yontemi, CPC yontemi, sulflrik asit yontemi gibi
farkh yontemlerden de yararlanilabilir (1,4,23,25)

NALC-NaOH yonteminde NALC mukolitik, NaOH dekontaminant ve
Na-sitrat klinik ornekte bulunabilecek agir metal iyonlarini baglayarak
NALC’In inaktive olmasini dnlemek amaciyla kullanilir (23). Yontemde 6rnek
miktari kadar NALC-NaOH tlpe eklenir ve vortekslenir, karisim 15-20 dakika
oda isisinda bekletilir, daha uzun suren islem, kontaminant
mikroorganizmalarla beraber mikobakterileri de o6ldurecegdi icin kultirde
uretme sansini azaltacaktir. Bu surecte, karisim bir karistiricida hafif
dondurulerek veya birkag kez elle galkalanarak homojenizasyon kolaylastirilir
(1). Daha sonra karigima fosfat tamponu ilave edilerek dekontaminasyon
islemi durdurulur. Karisim sogutmali santrifijde 15-20 dakika 3000Xg’de
santrifij edilerek konsantrasyon islemi gergeklestirilir. Ustteki sivi
dezenfektan bulunan bir atik kabina bosaltildiktan sonra tekrar fosfat
tamponu ilave edilerek sediment tekrar suspanse edilir. TUm islemler biyolojik
emniyet kabininde yapilmalidir. Dekontaminasyon ve konsantrasyon
islemlerinden gegirilmis drnekler daha sonra mikroskobik inceleme, kulttr ve

molekduler testler igin kullanilabilir (1,25,26).

2.2.3. Mikroskobik inceleme

Tlberkulozun tanisinda direkt mikroskobik inceleme hala en ucuz,
hizli ve ilk bagvurulan yontem olmaya devam etmektedir. Mikroskobik olarak
ARB saptanabilmesi i¢in balgam orneginin 1 ml' sinde en az 5000-10000

bakteri bulunmasi gerekmektedir. Duyarlihd1 dusuk olmakla birlikte, bir klinik
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ornekte aside direncli bakteri gorulmesi, antimikobakteriyel tedaviye
baglanmasi icin yeterli ozgullukte bir kriterdir. Mikroskobik inceleminin
duyarliligi genelde %22-80 arasinda bildiriimektedir. Duyarlihgi etkileyen
onemli faktorler arasinda; laboratuvara gelen 6rnek miktari, test edilen
ornegin tipi, yaymanin kalinligi, boyama yontemleri ve okuyucunun deneyimi
gibi faktorler sayilabilir. En ylksek yayma pozitiflik orani solunum
orneklerinde saptanir. Boyama islemi esnasinda lamlarin ¢apraz
kontaminasyonu ve TDM ile kontamine suyun kullaniimasi yanlis pozitif
sonuglara neden olur, mikroskobi i¢in kullanilan immersiyon yagindan da
ARB gegcisi olabilir (1,7,23).

Aside direngli boyanma 0zelligi, mikobakterilerle 6zdeglesmis bir
Ozelliktir; bugune dek tanimlanan mikobakterilerin tamami aside direncli
boyanmaktadir. Bu o06zellik kullanilarak baslica iki tip boyama teknigi
geligtiriimistir; bunlar karbol fuksin boyama ve florokrom boyama teknigidir
(9).

Erlich Ziehl- Neelsen (EZN) yontemi ve Kinyoun yontemi, Karbol fuksin
boyama tekniklerindendir. En yaygin kullanilan yontem Erlich Ziehl- Neelsen
yontemidir (sicak karbol fuksin boyama) Bu yontemde karbol fuksin ile
Isitilarak boyanan preparata %3’luk asit-alkol karisimi ile dekolarizasyon
islemi uygulanir ve sonra zit bir boya (metilen mavisi, brillant yesili) ile ilk
asamada rengini kaybetmis hucreler mavi renge boyanir. Boyanan preparat
immersiyon obijektifi (1000X buyudtme) ile incelendiginde diger hicreler ve
bakteriler mavi gorunurken, mikobakteriler mavi zemin Uzerinde kirmiziya
boyanmis olarak ortaya cikar. inceleme sonunda yaymada gdézlenen ARB
sayisi kantitiatif olarak rapor edilir (Tablo 2.3). Yaymanin negatif olarak rapor

edilmesinden 6nce, en az 300 alan incelenmelidir (1,4).

Tablo 2.3. EZN boyama sonrasi yayma preparatin degerlendiriimesi

Sonug ARB sayisi/inceleme alani (1000x)
Negatif 0

Sipheli (6rnek tekrar) 1-2/ 300 alan

1+ 1-9/ 100 alan

2+ 1-9/ 10 alan

3+ 1-9/ 1 alan

4+ >9/ 1 alan
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Kinyoun boyama yéntemi; EZN yontemine benzer, fakat kullanilan
karbol fuksin ve fenol konsantrasyonu arttirilarak, i1sitma iglemini gereksiz
kilan modifiye bir boyama yontemidir (soguk karbol fuksin boyama) (10).

Florokrom boyamada (Auromin O, Auromin-rhodamin ) ise ana ilke
fenolli fuksin yerine floresan boyalarin kullaniimasidir. Floresan boyalar,
mikobakterilerin lipitten zengin hucre duvarina baglanarak, gorunur hale
gelmesini saglar (23). Auramin O’nun yapisi da karbol fuksine benzer,
mikobakteri duvarina baglandiktan sonra asit alkol karigimi ile buradan
ayrilmaz (7). ARB’ler floresan mikroskobunda sarimsi-turuncu renkte floresan
verirler. Bu boyama yonteminde, daha kuguk bir bayitme ile daha genis bir
alan taranarak daha hizli ve daha duyarli inceleme yapilabilir. Bu nedenle
Ozellikle is yuku fazla laboratuvarlarda tercih edilebilir (23). Bu ydntemin
duyarlihiginin yiksek olmasina karsin ézgulligu duasuktar. Bu nedenle pozitif

yaymalarin, karbol fuksin boyama yontemi ile dogrulanmasi onerilir (1,23).

2.2.4. Kultiir yontemleri

Tuberkuloz tanisinda kultir yontemleri halen altin standart olarak
kabul edilmektedir. Aside direngli basillerin kaltirde Uretilebilmesi i¢in 6rnegin
her mililitresinde 10-100 canh basil olmasi yeterlidir. Ancak, mikobakterilerin
ikiye bolinmesi icin gerekli stre yaklasik 16-18 saat kadardir ve izole
edilmeleri icin 7-21 giin gibi uzun bir sire gerekir. Ureme olmadigina karar
vermeden once besiyeri 35-37 °C’de, 6-8 hafta inkube edilmelidir. Kultar
yontemi ge¢ sonug¢ vermesine ragmen, bakterilerin canlihdinin dogrudan
gOsterilmesine, tur duzeyinde tanimlamaya ve ila¢g duyarhlik testlerinin

yapilarak hastalarin dogru tedavi alabilmesine olanak saglamaktadir (24, 27)

2.2.4.1. Besiyerleri

Mikobakterilerin izole edilmeleri ve cesitli 6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla kullanilan besiyerleri kati ve sivi olmak uUzere iki tiptir. Kati
Ozellikteki besiyerlerini ise yumurta bazli ve agar bazli olmak Uzere iki

boélimde incelemek mumkundur. Yumurta bazli besiyerleri arasinda bugun
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en yaygin kullanilani Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeridir. Ancak Petragnani
ve American Trudeau Society gibi besiyerleri de farkli durumlarda tercih
edilebilen yumurta bazli besiyerlerindendir. Ozellikle primer izolasyonda LJ
besiyerinin tercih edilme nedenleri arasinda, tipik koloni morfolojisi
olusturmalari ve ekonomik olmalari gibi nedenler sayilabilir (1).

Yumurta bazli besiyerlerinin opak gorunumliu olmasina karsin, agar
temelli besiyerleri seffaftir. Bu nedenle, ekim yapilan besiyerleri 10-12 gun
sonra mikroskop altinda incelenirse, olugsan kolonileri gérmek mumkundur.
Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11 en ¢ok tercih edilen agar bazli
besiyerleridir (1).

Kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin dremesini etkin bir
sekilde engellemek amaciyla selektif besiyerleri olan, L-J Gruft,
Mycobactosel LJ, Mitchison selektif 7H11 de kullanilabilir. Primer izolasyonda
besiyerlerinden en az birisinin selektif olmasi énerilir (1).

Mikobakterilerin  izolasyonunda kullanilan sivi  besiyerleri kati
besiyerlerine gore belirgin olarak daha kisa surede (7-14 gin) sonug veriler.
Ancak koloni morfolojilerinin goérilememesi dezavantajlaridir. Middlebrook
7H9 ve Dubos Tween albumin besiyerleri en sik kullanilan sivi besiyerleridir.
Bunun yaninda modifiye sivi bazli besiyerlerini kullanan ticari hizli kaltar
sistemleri M.tuberculosis’in izolasyonunda, tur tayininde ve duyarllik
testlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir (1). Mikobakterilerin izolasyon
sansini arttirmak icin, primer izolasyonda sivi besiyerlerine ilave olarak bir de

kati besiyeri kullaniimasi 6nerilmektedir (28).

2.2.4.2. Hizl kiiltur sistemleri

Gunumuzde birgok laboratuvarda, konvansiyonel besiyerlerinin
yanisira tuberkuloz basillerinin izolasyon suresinin ¢ok daha kisa ve
izolasyon oraninin ¢ok daha yuksek oldugu hizli kdltar sistemleri rutin
inceleme amaciyla kullaniimaktadir. Codunda sivi besiyeri kullaniimakla
birlikte, bifazik ve kati besiyerlerinin kullanildigi sistemler de mevcuttur ve bu
sistemlerde gaz basincindaki degisiklikler, CO2 olusumu ve oksijen kullanimi
fluorometrik veya kolorimetrik olarak olgulur. BACTEC 460 TB (Becton
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Dickinson, Sparks, MD), BACTEC MGIT 960 (BD Biosciences, Sparks, MD),
VersaTREK (ESP Culture System 1) (Trek Diagnostics, Inc., Ohio),
BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Lyon, France) mikobakterilerin tanisi igin

gelistirilmig ticari, otomatize kultlr sistemlerinden bazilaridir (24,25).

2.2.4.21. BACTEC 460 TB (Becton Dickinson, Diagnostic Instruments,
Sparks, MD) sistemi

BACTEC 460 TB sistemi hizh kultlr sistemleri iginde yer alan uzun
yillardir basari ile kullanilan yari otomatize, radyometrik, sivi bazli ticari bir
kaltdr sistemidir; sistemde izolasyonun yanisira, Mycobacterium tuberculosis
kompleksi (MTBC) ile tuberkuloz disi mikobakterilerin (TDM) ayrimi
yapilabilmekte ve MTBC suslarinin antitiUberkiloz ilaglara duyarligi test
edilebilmektedir. BACTEC 12B (Middlebrook 7H12) ve Bactec 13A
(Middlebrook 7H13) olmak Uzere iki tip besiyeri iceren bu sistem;
besiyerlerinde bulunan C' isaretli palmitik asitin kullaniimasi ve metabolize
edilmesi sonucu olusan "CO; nin 0-999 sayisal degerleri arasinda iireme
indeksi (Gl) olarak dlgulmesi prensibi ile gcalismaktadir. Ekim igleminden 6nce
kontaminasyonu engellemek amaciyla besiyerlerine polimiksin B, azlosilin,
nalidiksik asit, trimetoprim ve amfoterisin B (PANTA) iceren antibiyotik
karigimi ilave edilmelidir. Ekim yapilan 12B siselerin inkibasyonlari ettvlerde
gerceklestirilir. EKim yapildiktan sonra ilk iki hafta, haftada ¢ kez; sonraki alti
hafta boyunca haftada bir kez olacak sekilde etivden ¢ikarilip BACTEC 460
cihazina yerlegtirilerek Gl degerleri ol¢ulur. Cihazda bulunan okuma ignesi
her sisenin kauguk kapagindan siseye girip olusan "*CO,in élclimiini yapar
ve siseden giktiktan sonra kor derecesine kadar gelip sogur ve sonra ikinci
bir siseye girer. Sistem basari ile kullaniimakla beraber; bu okuma sirasinda
capraz kontaminasyon riski vardir. Besiyerlerinin radyoaktif madde icermesi
ve bunlarin ortadan kaldiriimasinda yasanan sikintilar, ekim sirasinda
enjektor kullaniimasi gerektigi icin potansiyel igne batma riski ve yari

otomatize olmasi sistemin diger dezavantajlaridir (24,25,29).
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2.2.4.2.2. BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) 960
(BD, Sparks, MD)

BACTEC MGIT 960 sistemi, kaltur tuplerinin inkibasyonunun cihaz
icinde gerceklestigi ve Ureme kontrolunin otomatik olarak yapildigi,
radyometrik olmayan tam otomatize bir ticari hizli kltar sistemidir (1).

BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan tiplerde (BBL MGIT 7ml
tup), Middlebrook 7H9 sivi besiyeri ve dip kisimlarinda oksijene duyarl
rutenyum metal kompleksi igeren silikon bulunur. Klinik érnekler ekilmeden
once besiyerlerine OADC ve PANTA ilave edilir. Kullanilan besiyerlerinde
herhangi bir Ureme olmadiginda oksijen varligina bagli olarak silikon
tabakaya gonderilen UV 1sinina karsi floresans olugsmazken; mikobakteri
veya diger mikroorganizmalar Urediginde oksijenin kullanilmasi sonucunda
UV 1sinina karsi floresans olusmakta ve olusan floresans miktari Greme birimi
(growth unit) olarak degerlendiriimektedir. Sistemin olmadigi durumlarda
manuel kullanima uygun, UV 1g131 altinda makroskobik olarak degerlendirme
yapilabilen BBL MGIT 4ml tlip besiyerleri mevcuttur. Kan disindaki diger tim
klinik érnekler i¢in kullanilabilmektedir. Fazla sayida érnedi ayni anda kontrol
edebilen BACTEC MGIT 960 (960 6rnek), genellikle yliksek kapasite ile
calisan laboratuvarlarda tercih edilmekle birlikte; daha dusuk kapasiteli

laboratuvarlarda manuel besiyerleri dnerilmektedir (1,30).

2.2.4.23. VersaTREK (ESP Culture System Il) (Trek Diagnostics, Inc.,
Ohio)

VersaTREK, sellloz sunger ve Middlebrook 7H9 sivi besiyeri iceren
bir sistemdir. Sistemde mikroorganizmalarin Uremesi sonucu olusan gaz
basincindaki degisiklikler Olgulerek degerlendirme yapilir. Bilgisayar destekli
bir sistemdir ve besiyerinde olusan gaz basincindaki degisiklik grafiksel
olarak goruntilenir. Besiyerlerine ekim yapilmadan 6nce, mikobakterilerin
uremesini destekleyen OADC ve kontaminasyonu engellemek amaciyla

antibiyotik karisimi ilave edilir (25).
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2.2.4.2.4. BacT/ALERT 3D (bioMerieux, Lyon, France)
MB/Bac T, besiyerinin dip kisminda kolorimetrik bir sensor iceren ve
olusan CO? diizeyini dlgerek liremeyi degerlendiren bir sistemdir. Bilgisayar

destegi bulunan sistemde besiyerleri surekli kontrol altindadir (25).

2.2.4.2.5. Bactec 9000 MB (BD, Sparks, MD)

Bactec 9000 MB serisi, besiyerlerindeki oksijen kullaniminin floresans
ile belirlendigi bir kan kultir sistemidir. Modifiye Middlebrook 7H9 sivi
besiyerlerine ekimden dnce PANTA ilave edilir. Sistemde balgam ve diger
solunum vyolu oérnekleri icin Myco/F sputa, kan ve diger steril vicut

bolgelerinden alinan ornekler igin MycoF/lytic besiyeri kullanilir (24).

2.2.5. identifikasyon testleri

Kulturde Ureyen mikobakterilerin tur tayini, bakterilerin Greme 1sisi,
ureme sureleri, koloni morfolojisi, pigment Gretimi, biyokimyasal 6zelliklerine
dayali klasik yontemler kullanilarak ve/veya serolojik ve molekuler yontemler
kullanilarak yapilabilir (10).

Mycobacterium tuberculosis’in sivi besiyerinde ¢ogunlukla “serpentin
cord” olugsturmasi ayirirmda yararlanilabilen bir 6zelliktir. Ancak kord olusumu
bazi TDM tiurlerinde de goérulebilir. BACTEC NAP testi, BACTEC 460TB
cihazinda pozitif sonu¢ alinmis ve ARB varligi mikroskobik inceleme ile
kanitlanmis olan saf kultirlere uygulanir. BACTEC NAP testi MTBC ile TDM
ayimminda kullaniimaktadir. TBc ID testi ise ayni ayirimi MTBC’ye o6zgul
antijen varhdini saptayarak yapmaktadir. Molekuler bir ydntem olan
GenoType Mycobacterium CM testi ile en sik izole edilen mikobakterilerin tir

ayirimi yapilabilir (1,29,31).

2.2.5.1. Ureme o6zelliklerinin incelenmesi

Mycobacterium tuberculosis; LJ besiyerinde veya Middlebrook agarda
37 °C’de 14-28 gunlik inkibasyondan sonra pigmentsiz, dizensiz, kuru,
krem renkli koloniler olusturur. Middlebrook 7H10 veya 7H11 agarda 5-10

gunlik inkibasyondan sonra olusan mikrokoloniler mikroskop altinda
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incelendiginde “yilanvari kordon” gorinumu izlenir. Tuberkuloz basilleri yavas

ureyen, nonkromojen koloniler yapar (23).

2.2.5.2. Biyokimyasal 6zelliklerin incelenmesi:

Niasin testi: Butin mikobakteriler niasin ribonukleotid Uretir. Ancak

M.tuberculosis niasini nikotinamid adenin dintkleotide (NAD) dénustlrecek
enzime sahip degildir. Besiyerinde biriken niasin bu test ile gosterilir.

Nitrat reduksiyonu testi: Mycobacterium tuberculosis gibi bazi

mikobakteriler  nitrorediktaz ~ enzimi  Ureterek  nitratlari  nitritlere
indirgeyebilirler. Bu test nitroreduktaz enziminin varligini arastirir.

Katalaz testi: Bazi mikobakterilerde bulunan katalaz, hidrojen peroksidi
(H202) su ve oksijene ayristiran hicre igi bir enzimdir. Semikantitatif katalaz
test ile olusan hava kabarciklarinin ylksekligi dl¢llerek katalaz enzimi miktari
hakkinda fikir edinilebilir. Hava kabarciginin olmamasi negatif sonug¢ olarak
degerlendirilir. Mycobacterium tuberculosis ve bazi diger mikobakterilerdeki
katalaz enzimleri ise 68°C’de 20 dakika isitildiginda inaktive olur. Isiya stabil
katalaz testi bu 6zelligi arastiran bir testtir.

TCH_(Thiophene-2-Carboxylic Acid Hydrazide; T2H) ile Uremenin
inhibe Edilmesi: Mycobacterium tuberculosis ve diJer yavas (reyen

mikobakterilerin ¢gogu 10 pg/ml TCH konsantrasyonuna direncglidir. Bu test
Ozellikle M.bovis ile M.tuberculosis’in ayriminda yardimcidir.

Pirazinamidaz _Testi: Pirazinamidaz enzimi pirazinamidi (PZA)

pirazinoik asit ve amonyaga hidrolize eder. Pirazinoik asit, pirazinamidin aktif
formudur. Mycobacterium tuberculosis’in prazinamidaz testinin pozitif olmasi
bu tird M.bovis’ten ayirir. PZA direnci olan M.tuberculosis suglarinda ise test

sonucu negatiftir (1,23).

2.2.5.3. BACTEC NAP (p-Nitro-a-acetylamino-B-hydroxypropiophenone)
testi (Becton Dickinson, Diagnostic Systems, Sparks, MD):

BACTEC 460TB kudltir sistemi kullanilarak uygulanan bir
identifikasyon testidir.
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Yoéntemde, NAP diski iceren bir flakona inokulum eklenir, bir de
sadece inokulum iceren kontrol flakonu kullanilir. Siseler 35-37 °C’de inkube
edilirken, BACTEC 460TB cihazinda 2-7 gun sure ile her gun okutulur.
Mycobacterium tuberculosis kompleks’in Uremesi NAP ile selektif olarak
inhibe olurken; diger mikobakteri turleri inhibe olmaz ya da kismen inhibe
olabilir. Kontrol besiyerinde ureme olmasina karsin, NAP diski iceren
besiyerinde Ureme yoksa bakterinin MTBC’e ait oldugu dusunadlur.
Mycobacterium tuberculosis kompleks sonucuna 4 gunden Once karar
veriimemelidir. Mycobacterium tuberculosis kompleks disinda diger
mikobakterilerden M.kansasii, M.gastri, M.szulgai, M.terra ve M.triviale’'nin
bazi suslari NAP ile kismen inhibe olabilir. Bu durumda ilk 2-4 gunluk okuma
sonugclari yanlis degerlendirilebilir. Sonu¢ vermeden 6nce inkibasyonun 2-3
gln daha uzatilmasi bu hatay 6nleyecektir (1,25).

Kontrol sisesindeki gunlik Gl dederi artis géstermiyorsa, NAP sonucu
degerlendirmeye alinmamalidir. Kualttrlerin birden fazla mikobakteri turu ile
veya diger bakteriler ile kontamine olmasi, Gl degerinin yukselmesine neden
olur ve yanhs olarak TDM olarak degerlendirilir. NAP testinin nukleik asit
prob, kromotografik yontemler veya konvansiyonel yontemler ile

dogrulanmasi onerilmektedir (1,25).

2254. TBc ID testi (BD MGIT TBc Identification Test; Becton
Dickinson, Diagnostic Systems, Sparks, MD):

TBc ID testi, yayma sonuglari pozitif kaltirlerin MGIT taplerinden
alinan MTBC’nin kalitatif tespiti icin kullanilan kromatografik immuano hizli bir
testtir (TB Ag MPT64 Hizli Testi). Bu test M.tuberculosis kompleks’e 6zgu
mikobakteriyel bir antijen olan MPT64°U tespit eder.

Pozitif sivi besiyerinden test cihazina 100 pL eklendiginde, MPT64
antijeni, test stripindeki partikillere konjuge olmus MPT64 antikorlarina
baglanir. Antijen-konjugat kompleksi, test stripi GUzerinden reaksiyon alanina
ilerler ve membrana uygulanmis ikinci bir 6zel MPT64 antikoru tarafindan

yakalanir. Uygulanan sivi besiyerinde MPT64 antijeni varsa, etiketli koloidal

22



altin partikulleri tarafindan bir renk reaksiyonu gerceklesir ve pembe-kirmizi
renklerde ikinci bir ¢izgi olarak goérulur (28,31,32)

(=)
)

N \ J o /
+ Gegersiz

2.2.5.5. GenoType Mycobacterium CM (Hain Lifescience, Nehren-
Germany)

Mycobacterium tuberculosis kompleks ile birlikte yaygin olarak izole
edilen diger 13 patojen mikobakterinin ayni anda identifikasyonuna olanak
saglayan molekdiler bir ydntemdir. Bu tirler, M.avium, M.chelonae,
M.fortuitum, M.gordonae, M.intracellulare, M.kansasii, M.malmoense,
M.marinum, M.peregrinum, M.scrofulaceum, M.interjectum, M.tuberculosis
complex, M.xenopi ve M.abcessus’u kapsar. Test ¢ asamada calisilir:

DNA izolasyonu; oncelikle bakteriyel DNA kati ya da sivi besiyerinden
izole edilmelir.

Amplifikasyon (multipleks-PCR); izolasyon asamasindan sonraki

asama elde edilen genomik bolgeden hedefe 6zgu DNA’nin
amplifikasyonudur. islem sonrasinda elde edilen {riin (DNA parcalari) revers
hibridizasyon igin baglangi¢ materyalidir.

Revers Hibridizasyon; saptanacak olan g¢esiti DNA bdlgelerini
belirlemek icin gerekli gen problari membran stripleri Uzerinde sabitlenmistir.
Denature edilmis DNA amplikonlari, hibridizasyon sirasinda gene 06zgu
sabitlenmis problara baglanirlar. Biyotin igaretli amplikonlarin uygun problarla
baglanmasi ile olusan hibritler, biyotin/streptavidinalkalin fosfataz kompleksi
olusumundan sonra NBT/BCIP (nitro-blue tetrazolium chloride/5-bromo-4-

chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine salt) ile renklenirler. Olusan bant
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paternlerinin, saglanan kalip ile kargilagtirilmasi sonuglarin hizli ve kolay

yorumlanmasini saglar (33).

2.3. Duyarhlik Test Yontemleri

Mycobacterium tuberculosis kompleks'’in antitiberkiloz ilaglara karsi
duyarlihgini belirlemede en guvenilir ve en hizli ydontemi bulmak amaciyla ¢ok
sayida duyarlihk test yontemi gelistirilmistir. Bunlar arasinda proporsiyon
yontemini temel alan, kultire dayali klasik testler en yaygin kullanilan
testlerdir. Proporsiyon yonteminde kati besiyeri olarak siklikla yumurta bazl
besiyerlerinden LJ, agar bazli besiyerlerinden Middlebrook 7H10
kullanilmaktadir. Modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyerinin kullanildigi
antimikobakteriyel duyarlilik test yontemlerinden BACTEC 460TB ve
BACTEC MGIT 960 gibi hizli ticari sistemler de yaygin olarak
kullaniimaktadir. Middlebrook 7H10’'un kullanildigi agar proporsiyon yontemi
ile BACTEC 460TB ve BACTEC MGIT 960 yoéntemleri CLSI tarafindan
Onerilen yontemlerdir. LJ" nin kullanildigi proporsiyon yontemi ise ekonomik
olmasi nedeni ile DSO (Diinya Saglk Orgiitii) tarafindan énerilmektedir (19,
21,23)

Tuberkuloz basillerinin duyarhlik testi direkt veya indirekt yontemle
yaplilabilir. Direkt testte, yayma pozitif islenmis hasta 6rnegi direkt olarak
antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerlerine ekilir. indirekt testte ise, primer
izolasyon besiyerinde dreyen mikroorganizmanin saf kultira test edilir.
indirekt test standardizasyonun daha iyi saglanabilmesi nedeni ile énerilen
yontemdir (23,19).

Mikobakterilerin duyarhlik testi icin CLSI her hastadan izole edilen ilk
M.tuberculosis izolatinin primer antituberkiiloz ilaglara (Rifampisin [RiF],
izoniyazid [INH], etambutol [EMB], pirazinamid [PZA], streptomisin [SM])
karsi duyarlih@inin test edilmesi gerektigini belirtmektedir. Ug aylik tedavi
sonrasinda kultir negatifligi saglanamamasi durumunda veya tedaviye yanit
alinamadigina dair klinik kanit bulunmasi durumunda, duyarlihik testi

tekrarlanmalidir (1).
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2.3.1. Agar proporsiyon yontemi ile duyarlilik testi

Yavas Ureyen mikobakterilerin duyarlilik testi icin agar proporsiyon
yontemi 1960’larin basinda G. Canetti tarafindan gelistirilmistir. Yontem
A.B.D.’de modifiye ve standardize edilmistir ve yillardan beri hem A.B.D.’de
hem de bircok Avrupa Ulkesinde M.tuberculosis kompleksinin pirazinamid
disindaki tum ilaglara karsi duyarlihk testinde standart yontem olarak
kullanilmaktadir. Pirazinamid (PZA) duyarhlik testi icin referans yontem
BACTEC 460TB yontemidir (1, 19,25).

Proporsiyon ydnteminde prensip; belli bir ilag konsantrasyonunda
(Kritik Konsantrasyon) direncli olan organizmalarin oraninin belirlenmesini
saglar. Test edilecek bakteri susu ilagl ve ilagsiz kati besiyerlerine ekim
yapilarak inkibe edilir. ilagl besiyerinde Ureyen kolonilerin sayisi, kontrol
besiyerindeki kolonilerin sayisi ile karsilagtirilir. Belli ilaca direngli basillerin
orani hesaplanip, test edilen populasyona yuzdesi olarak belirtilir. Bu oran
%1’e (Kritik Proporsiyon) esit veya daha yuksek ise test edilen sus ilaca kargi
direngli olarak rapor edilir. CLSI, kati besiyeri olarak Middlebrook 7H10
besiyerinin  kullanildigi proporsiyon test ydntemini (Agar Proporsiyon

Yontemi) referans yontem olarak kabul etmektedir (19).

2.3.2. BACTEC 460TB sistemi ile duyarhlik testi

BACTEC 460TB sistemi tum primer ve ¢ogu sekonder ilaglarin test
edilmesi igin kullanilabilir. Primer ilaglar BACTEC 460TB cihazinda 12B
besiyerinde kullaniimak Uzere gelistiriimis BACTEC SIRE kitinde liyofilize toz
halinde mevcuttur (1,25,29).

Mikobakteriler *C palmitik asit iceren BACTEC 12B besiyerinde
kolaylikla Urerler. Bu bilesigin metabolize edilmesi sonucunda '*CO, olusur.
Boylece Ureme veya uremenin onlenmesi, Uremeye bagimli CO, uretimindeki
degisikliklerin dl¢tiimesi ile anlagilir (1,25,29).

indirekt duyarlilik test ydnteminde inokulum hazirlanirken érnek olarak
BACTEC 12B besiyeri, diger sivi besiyerleri veya bir kati besiyerinde Gremis
saf kultdr kullanilabilmektedir. Test edilecek olan kulturler, antibiyotik
(S,I,R,E) iceren ve icermeyen (kontrol) BACTEC 12B (Middlebrook 7H12)
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siselerine ekilir ve 37°C’de inkibe edilir. Kontrol sisesine ekilen
mikroorganizma sayisi ilag igeren siseye gore 100 kat azdir. Kontrol ve ilagl
siselerin gunluk Gl farklari kargilastirilarak yorumlanir (23,25,29).

Yontemde, laboratuvarin kapasitesi ve galisma sekline gore gunluk
(haftanin 7 gund) veya hafta ici (hafta sonu dahil olmayan iki ayri program
vardir. GUnluk programda siseler herglin yaklasik ayni saatte (+2 saat) ve en
az 4 gun okutulur. Hafta sonu dahil olmayan programda test Cuma gunu
yapilir, pazartesiden itibaren hergln yaklasik ayni saatte (2 saat) ve en az 3
gun okutulur. Kontrol sisesinin Gl degeri pazartesi okumasinda 30’u ge¢cmis
ise muhtemelen inokulum ¢ok yogun olmustur; test tekrar edilmelidir. Sal
gunu kontrol sisesinin Gl degeri 30'u geg¢mis ise, carsamba gunu de
okutulduktan sonra sonugclar yorumlanir; pazartesi gunune ait Gl degeri hafta
sonu birikmis olan degeri ifade ettigi icin dikkate alinmaz. Her iki programda
da kontrol sisesinin Gl degeri 14 gun icinde 30’a ulasmaz ise test tekrar
edilmelidir (23,25,29).

Kontrol sisesinin Gl degeri 30'u astiginda, kontrol ve antibiyotik iceren
siselerin bir giin onceki Gl degeri ile farklari (AGI) hesap edilerek sonuglar
yorumlanir. Kontrol sisesinin AGl’i, antibiyotikli sisenin AGl'den blyUk ise test
edilen sus o antibiyotige duyarli; kiguk ise direnglidir. Antibiyotik iceren
sisenin Gl degeri 500’0 geger ve bir sonraki gun de 500°Un Uzerinde kalirsa,
kontaminasyon olmadigindan emin olunduktan sonra, AGI degerine

bakmaksizin o antibiyotige direncli olarak yorumlanir (23,25,29).

2.3.3. BACTEC MGIT 960 sistemi ile duyarlilik testi

MGIT 1995’te mikobakterilerin klinik érneklerden saptanmasi amaciyla
kullanima girmistir. Her MGIT tlipid modifiye Middlebrook 7H9 sivi besiyeri
icerir ve tabaninda floresans absorbe edici bir oksijen sensort (rutenyum
pentahidrat emdirilmis silikon kauguk) bulunur. Floresans bilesik, besiyerinde
coziinen oksijen varligina duyarlidir. indikatoriin floresansi oksijen varliginda
absorbe edilir, fakat aktif olarak solunum yapan mikroorganizmalar ¢6zinmus

oksijeni kullandikca floresans artar. Floresans bir 365 nm UV transiluminator
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kullanilarak saptanir. BACTEC MGIT 960 Sisteminde primer ve sekonder
ilaclari duyarhliklari test edilebilir (1,25,30).

BACTEC MGIT 960 SIRE kiti kultirde izole edilen M.tuberculosis’i test
etmek icin 4-13 gunde sonlanan nonradyometrik bir duyarhlik testidir.
Kullanilan besiyerleri BBL MGIT 7 ml MGIT tlip mikobakterilerin Gremesini ve
saptanmasini saglayan modifiye Middlebrook 7H9 besiyerini igerir. Kati
besiyerinde veya MGIT tupunde Uremis saf kultirden inokulum hazirlanabilir.
Dért adet antibiyotikli (S,I,R,E) ve bir adet kontrol tlipli hazirlanir. Uretici firma
Onerilerine gore test yapildiktan sonra AST (antibiyotik duyarllik testi) set
tasityicisina uygun sirayla (K, S, I, R, E) yerlestirilir. Bundan sonra artik
inkibasyon da, Ureme kontrolu de cihaz tarafindan otomatik olarak
gergeklestirilir. Kontaminasyon kontroll i¢in de kanli agara ekim yapilir
(1,23,25,30). Antibiyotik iceren tlpun floresansi kontrol tipUnin floresansi ile
karsilastinilir. Antibiyotik iceren tlip ve Ureme kontrol tlipu arasindaki relatif
ureme orani, bilgisayar yazilim algoritmalar tarafindan yorumlanir; sonuglar

veri rapor formlarinda otomatik olarak listelenir (1,23,25,30).
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lll. GEREG-YONTEM

3.1. Ornek Segimi:

3.1.1. izolasyon karsilastirmasi igin 6rnek segimi:

Her iki sistem ile klinik ornekten o&zellikle MTBC (M.tuberculosis
kompleks) olmak Uzere mikobakterilerin izolasyonlarindaki performanslarinin
karsilastiriimasi amaci ile, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiltesi Tuberkiloz
Laboratuvarina, hastanemizin cesitli servislerinden tuberkiloz 6n tanisi ile
Haziran 2010 - Mayis 2011 tarihleri arasinda gonderilen, 607 hastaya ait
1066 klinik 6rnek galismaya dahil edildi. Bu 6rneklerin 694’G solunum yolu
ornegdi, 372’si solunum yolu disi dérneklerdi. Solunum yolu drneklerinin 337’si
balgam, 297’si bronkoalveolar lavaj sivisi (BAL), 7’si endotrakeal aspirat
(ETA), 5’i transtrakeal aspirat (TTA), 48'’i aclik mide sivisiydi (AMS). Solunum
yolu disgi Orneklerin 153’0 idrar, 96’si plevral sivi, 42’si doku (biopsi
materyali), 32’si beyin omurilik sivisi (BOS), 22’si abse, 16’sI peritoneal sivi
(ascites), 6’s1 perikardial sivi ve 5’i eklem sivisi érnekleriydi. Calismaya kan,

kemik iligi ornekleri alinmadi.

3.1.2. identifikasyon karsilastirmasi igin érnek segimi:

TBc ID testi (BD MGIT TBc Identification Test) ve NAP testinin
(BACTEC NAP TB Differentiation Test) MTBC ve TDM (Tuberkiloz Disi
Mikobakteri) ayirimindaki performanslarini karsilagtirmak amaciyla, Celal
Bayar Universitesi Tip Fakiltesi Tiberkiloz Laboratuvari, kultir
koleksiyonundan saglanan 30'u MTBC ve 21i TDM (12 M.fortuitum, 3
M.gordonea, 2 M.abcessus, 2 M.chelonae, 1 M.kansasii, 1 M.avium) olmak
uzere toplam 51 mikobakteri susu ¢alismaya alindi. Suslarin 47’si daha 6nce

klinik o6rneklerden izole edilmis, molekliler yontem ile (GenoType
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Mycobacterium CM, HAIN Life Science, GmbH, Germany) tur tayini yapiimis
ve -70 °C’de stoklanmis &rneklerdi. Dort o6rnek ise standart sustu [M.
tuberculosis H37RV (ATCC 27294), M.gordonae (ATCC 14470), M.kansasii
(ATCC 12478) ve M.chelonae (ATCC 14472)].

3.1.3. Duyarhlik testi karsilastirmasi igin ornek se¢imi:

Her iki sistemin, MTBC'in primer antitUberklloz ilaglara karsi
duyarhliklarint  belirlemedeki performanslarini  karsilastirmak amaci ile
tuberkuloz laboratuvar kultir koleksiyonundan saglanan 50 MTBC susu
calisma icin segcildi. Suslar daha o6nce klinik drneklerden izole edilmis,
BACTEC 460TB sistemi ile primer antituberkuloz ilaglara kargi duyarlilik
testleri yapiimig, duyarlilik test panelleri belirlenmis ve -70 °C’de stoklanmis
drneklerdi. istatistiksel ydnden daha anlamli sonuglar elde edebilmek igin 50
susun 34’0 en az bir ilaca diregli olan suglardan segildi, secilen suglardan biri
ise tum primer secenek ilaglara duyarli kontrol susuydu (M. tuberculosis
H37RV (ATCC 27294) .

3.2. Orneklerin igslenmesi:

3.2.1. izolasyon karsilastirmasi igin rneklerin islenmesi:

Balgam, BAL, aclik mide suyu ve apse mateyalleri gibi steril olmayan
veya steril sartlarda alinmayan Ornekler = homojenizasyon ve
dekontaminasyon islemlerinden sonra; beyin omurilik sivisi (BOS), periton -
plevra sivisi, biyopsi materyali gibi steril vicut 6rnekleri de dekontamine
edilmeden, bakteri yogunlugunu arttirmak i¢in sogutmali santrifij satirfljde
3000xg’de 15-20 dakika santrifiij edildi ve isleme alindi (28).

3.2.1.1. Dekontaminasyon- homojenizasyon- konsantrasyon iglemi:
Klinik érneklerin dekontaminasyon ve homojenizasyonu igin NALC -

NaOH yontemi hazir ticari kit (Mycoprosafe Dekontaminasyon ve
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Konsantrasyon kiti, Salubris A.S., istanbul) kullanilarak uygulandi. Klinik
ornek, icinde 40 mg NALC (N-asetil-L-sitein) ve 4 mm c¢apinda cam
boncuklar bulunan, 50 ml’lik polipropilen, dibi konik, burgulu kapakli steril
tuplere (Falkon tupu) aktarildi ve Uzerine klinik 6rnegin miktari kadar NaOH
(%4’10K) ve trisodyum sitrat (0.1 M, %2.94) karisimi ilave edildi. idrar gibi,
miktari 10 ml'den fazla olan érnekler igin karisimi ilave etmeden 6nce tlpler
3000xg’de 15 dakika santrifuj edildi ve Ust sivi dezenfektan igceren bir kaba
doékuldiikten sonra kalan 5 ml'lik érnekten isleme devam edildi. Ornek +
NALC-NaOH karisimi igeren tupler 30 saniyeyi ge¢meyecek sekilde
vortekslendi. Tupler oda isisinda, bir calkalayicida hafif dondurilerek 15
dakika bekletildi. Sure tamamlandiginda noétralizasyon amaci ile falkon
tuptnin 50 ml isaretine kadar 0.067M fosfat tamponu (PH 6.8) ilave edilip,
dekontaminasyon islemi durduruldu. Fosfat tamponu ilave edilmis tupler,
bakteri yogunlugunu arttirmak icin sogutmali santriflj satirfijde 3000xg’de
15-20 dakika santriftj edildi. Supernatant, icinde dezenfektan igceren bir kaba
bosaltildi. Elde edilen sediment 1-2ml fosfat tamponu ile sispanse edildi Elde
edilen islemlenmis 6rnek slspansiyonu mikroskobik inceleme ve kultlr igin

kullanildi. TUm iglemler biyolojik glivenlik kabininde yapildi (23,25,28).

3.2.2. identifikasyon karsilastirmasi igin érneklerin islenmesi:

Vida kapakli mikrosantrfuj tlplerinde (cryovial), -70 °C’de, saklanan,
kultur koleksiyonundaki toplam 51 mikobakteri susu calisma oncesi oda
Isisinda bekletilerek ¢ozulmesi saglandi. Daha sonra suslar BACTEC MGIT
tiipe ve BACTEC 12B sisesine inokiile edildi. Uretici firma énerilerine uyarak
her iki sistemde inklbasyonlari ve takipleri yapildi. BACTEC MGIT 960
sisteminde pozitif sinyal veren tiplerden TBc ID testi (BD MGIT TBc
Identification Test, Becton Dickinson, Sparks, ABD), BACTEC 460 TB
sisteminde GI'i 100'U gecen siselerden NAP testi (BACTEC NAP TB
Differentiation Test, Becton Dickinson, Sparks, ABD) uygulandi (25,29,32).
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3.2.3. Duyarhlik testi karsilastirmasi igin orneklerin iglenmesi:

Vida kapakli mikrosantrfij tlplerinde (cryovial), -70 °C’de, saklanan,
kultar koleksiyonundaki toplam 50 MTBC susu ¢alisma oncesi oda isisinda
bekletilerek ¢dzulmesi saglandi. Daha sonra suglar BACTEC MGIT tupe ve
BACTEC 12B sisesine inokiile edildi. Uretici firma énerilerine uyarak her iki
sistemde inkubasyonlari ve takipleri yapildi. BACTEC MGIT 960 sisteminde
pozitif sinyal veren ve BACTEC 460 TB sisteminde GI'i 500'U gegen
siselerden primer antitiiberkiloz ilaglara (streptomisin [SM], izoniazid [INH],
rifampisin [RIF] ve etambutol [EMB]) karsi duyarllik testleri calisildi
(25,29,30).

3.3. Direkt Mikroskobik inceleme:

islemlenmis ornek slispansiyonu lam (zerine oval tarzda yayilarak
preparat hazirlandi. Preparat biyolojik guvenlik kabininde havada kurumaya
birakildi. Orneklerden hazirlanan preparatlar Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN)

yontemi ile boyanarak mikroskobik inceleme yapildi.

3.3.1. Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi:

Hazirlanan yayma preparatlar alevden u¢ kez gegirilerek fikse edildi.
Boyama i1zgarasina yerlegtirilen preparatlar karbol fuksin ile kaplandi. Buhar
cikincaya kadar lam alttan yavasca isitildi (kuruma ve kaynamaya izin
vermeden aralikli 1si1 ile 3-5 dakika). Preparatlar sogumaya birakildi ve su ile
yikandl. %3’'luk asit-alkol ile renk akmayana kadar (yaklasik 2 dakika)
yikanarak dekolorizasyon iglemi uygulandi. Preparatlar su ile yikandi ve zit
boya olarak metilen mavisi ile 20-30 sn boyandi. Preparatlar tekrar su ile
yikandi ve kurumaya birakildi. Her boyamada bir negatif kontrol (Escherichia
coli), bir pozitif (M.tuberculosis) kontrol boyamaya dahil edildi (23,25,28).

Boyanan yayma preparat immersiyon objektifi ile (X1000) mikroskopta
ARB yo6nunden incelendi. Yayma preparati negatif olarak degerlendirmeden

once en az 300 alan incelendi. Sonuclar kaydedildi.
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3.4. Kultur (izolasyon):

Tlberkuloz kugkulu hastalardan alinan, toplam 1066 islemlenmis klinik
ornegin BACTEC MGIT 960 sistemi, BACTEC 460TB sistemi (Becton
Dickinson, Sparks, ABD) ve Lowenstein-Jensen (LJ) besiyerinde (Salubris
AS, istanbul) Uretici firma onerilerine uygun olarak kiiltiiri yapilmistir. Tim

inokulasyon islemleri biyolojik guvenlik kabininde yapildi.

3.4.1. Lovenstein-Jensen besiyerinde kiiltur islemi:

Tum orneklerden LJ kati besiyerine 0.2 ml ekim yapildi ve ornegin
besiyeri yuzeyine yayillmasi saglandi. Ekim yapilan besiyerleri kapaklari
gevsetilerek etivde 1-2 gun yatlk konumda, daha sonra kapaklari
sikilayarak, dik konumda 37 °C’de inklbe edildi. Haftada bir gin Greme
kontrolu yapildi. Kuskulu kolonilerden yayma preparat hazirlandi ve EZN
yontemi ile boyanarak ARB yodnunden incelendi. ARB pozitif bulunan
koloniler identifikasyona alindi. Ureme olmadi§i takdirde 8 haftanin sonunda

kaltdr sonucu negatif olarak degerlendirildi (23,25,28).

3.4.2. BACTEC 460TB sisteminde kiilttir iglemi:

Ekim yapmadan o6nce, BACTEC 460 TB Kultur sistemine ait bir
besiyeri olan, tim BACTEC 12B siseleri, sisede CO,'den zenginlestiriimis
atmosfer temin etmek icin BACTEC 460 cihazinda okutuldu. Baslangi¢c GI=
20 olan siseler kullaniimadi. Daha sonra, kontaminasyon kontroli amaci ile
PANTA (Polimiksin B, Amfoterisin B, Nalidiksik asit, Trimetoprim, Azlosilin)

ekim oéncesi siselere 0.1 ml eklendi.

PANTA eklenmis BACTEC 12B besiyerine, tuberkllin enjektoru
kullanarak, islemlenmis orneklerden 0.5 ml ekim yapildi. Ekim Oncesi ve
sonrasi siselerin lastik tipalari dezenfektan ile silindi. Ekim yapilan siseler
37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyondaki siseler ilk 2 hafta haftada 3 kez,
sonraki 6 hafta boyunca haftada 1 kez olmak Gzere BACTEC 460 cihazinda

Gl'leri (growth index) okutularak degerlendirildi. GI'i 10 ve Uzeri olan sigeler
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ise gunlik okutulmaya alindi. Gl 100 ve Uzerinde oldugunda siseden yayma
preparat hazirlandi ve EZN yontemi ile boyama vyapilarak Ureyen
mikroorganizmalarin ARB olup olmadigi mikroskobik yonden incelendi.
Ayrica ayni siseden kontaminasyon kontrolu i¢in kanli agar plagina da ekim
yapildi. ARB pozitif bulunan ve kontamine olmayan siseler NAP testi ile
identifikasyona alindi. Alti haftanin sonunda Gl degeri 10’un altinda olan

siseler negatif olarak degerlendirildi (23,25,28,29).

3.4.3. BACTEC MGIT 960 sisteminde kultiir igslemi:

BACTEC MGIT 960 sisteminde besiyeri olarak kullanilan tlplere
(Mycobacterium Growth Indicator Tube, MGIT 7ml) ekimden Once
zenginlegtirici ve antimikrobiyal olarak OADC + PANTA karisimi 0.8 ml
eklendi. TUplere daha sonra islenmis drneklerden 0.5 ml ekim yapildi. Tupler
inkiibasyon ve ureme takibi icin firma oOnerilerine gore MGIT 960 cihazina

yerlestirildi.

Cihazda dremenin varligina ve olusan floresansa bagli olarak pozitif
sinyal alinan MGIT tlpunden preparat hazirlandi ve EZN ydntemi kullanilarak
boyama yapildi, dreyen mikroorganizmalarin ARB olup olmadigi arastirildi.
Ayrica ayni tupten kanli agar plagina da kontaminasyon kontrolu igin ekim
yapildi. ARB pozitif bulunan ve kontamine olmayan tuplerden TBc ID testi ile
identifikasyon yapildi. Alti hafta sonunda Ureme yoksa cihaz negatif sonug
vererek kultart sonuglandirdi (23,25,28,30).

3.5. identifikasyon:

Kaltirinde saf olarak ARB dremesi saptanan besiyerlerinden
identifikasyon testi yapilarak MTBC ve TDM ayirimi yapildi. BACTEC 460 TB
sisteminde GI'i 100'U gecen sigselerden NAP testi (BACTEC NAP TB
Differentiation Test), BACTEC MGIT 960 sisteminde pozitif sinyal veren
tiplerden TBc ID testi (BD MGIT TBc ldentification Test) uygulandi. Ayrica
bu izolatlarin molekduler tir tayini yapilarak (GenoType Mycobacterium CM,

HAIN Life Science, GmbH, Germany) identifikasyon test sonuglari molekuler
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yontemle dogrulandi. Tim identifikasyon testleri biyolojik glivenlik kabininde

yapildi.

3.5.1. BACTEC NAP testi:

12B sisesinin GI'i 50-100’e ulastiginda, besiyeri iyice karistirildiktan
sonra 1 ml’si tuberkilin enjektért kullanilarak NAP flakonuna aktarildi. Kalan
3 ml besiyeri kontrol olarak kullanildi. GI > 100 olan kulturler icin NAP
testinden o6nce ekim yapiimamigs BACTEC 12B besiyeri ile tablo 3.1'de
belirtilen oranlarda dilisyonu yapildi. Dilisyon yapildiktan sonra besiyerinin 1
ml'si NAP flakonuna aktarildi. Kalan besiyeri kontrol olarak kullanildi. Hem
kontrol sisesi, hem de NAP flakonlari 37 °C’de inkube edildi, gunluk olarak 2-
7 gun sure ile BACTEC 460 cihazinda okutuldu ve Gl'leri kaydedildi.

Kontrol sisesindeki gunlik Gl degeri artis gostermeyen NAP sonuglari
degerlendirmeye alinmadi. Kontrol sisesinin GI'i artmasina ragmen NAP
sisesinin Gl'i azaliyor veya degismiyorsa MTBC, artis gOsteriyorsa TDM
olarak deg@erlendirildi. Test sonucu 4 glinden daha kisa stirede MTBC olarak

degerlendiriimedi.

inokulasyondan sonra NAP sisesinin ardisik iki Gl'de énemli bir
azalma (%20); ilk iki gun hafif, fakat 6nemli olmayan bir artis ve ardindan

artisin olmamasi veya azalma olmasi MTBC olarak degerlendirildi.
NAP sisesinin Gl'inin dort gun icinde 400 ve Uzerine ¢ikmasi;
inokulasyondan sonra ilk 1-2 gun iginde artis olmamasi veya hafif bir azalma,

iki gunun ardindan onemli bir artis (%20) olmasi durumlarinda test edilen
izolat TDM olarak degerlendirildi (23,25,29).

Tablo 3.1. Dilisyon Oranlari

Gl Miktar Diliisyon

50-100 Dilisyon yapilmaz
101-200 0.8 ml

201-400 0.6 mi

401-600 0.4 ml

601-800 0.3ml

801-999 0.2ml

999> 1 glin 0.1 ml
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3.5.2. TBc ID testi (BD MGIT TBc Identification Test) (TB Ag MPT64 Hizl
Testi):

Pozitif MGIT besiyerlerinden, TBc ID test cihazina 100 yL eklendi ve
reaksiyonu tespit etmek icin 15 dakika beklendi. 15 dakikanin sonunda
okuma penceresinde iki ¢izgi (kontrol “C” + test “T”) olan izolatlar pozitif
(MTBC) olarak kabul edildi, okuma penceresinde tek c¢izgi (C) olan izolatlar
negatif (TDM) olarak kabul edildi ve kaydedildi. Okuma penceresinde kontrol
“C” konumunda pembe-kirmizi ¢izgi gorilmezse veya arka plan rengi test
yorumunu engellerse test gecgersiz sayildi. Gegersiz izolatlarin TBc ID testi
tekrar edildi (31,32).

3.5.3. GenoType Mycobacterium CM test:

DNA izolasyonu igin sivi besiyerinden direkt 1 ml kdltir alindi ve 15
dakika 10000Xg’de santrifiij edildi. SUipernatant atildi ve bakteri ¢okeltisi 100-
300 plI distile su igerisinde vortekslenerek c¢ozuldd. Hazirlanan bakteri
suspansiyonlari 95 °C’de 20 dakika is1 blogunda inkube edildi. Onbes dakika
sonikasyona (Gen-Probe D-78224 Singen/HtW) birakilir. Ornekler 5 dakika
14000Xg’de santrifij edildi. Stpernatandan 5 ul alinarak direkt PCR da
kullanildi.

Ayri bir odada, 6rnek sayisi dikkate alinarak tablo 3.2’de gbére PCR
ana karigsimi (master mix) hazirlandi. Negatif kontrol (DNA yerine 5 ul su
pipetlenir) de dikkate alinarak PCR ana karisimi toplam 6rnek sayisindan 1
adet fazla hazirlandi. PCR amplifikasyonu termal dongude (Gene Amp PCR
System 9700) tablo 3.3’te verilen protokole gore gerceklestirildi.

Twincubator'de (TwinCubator®; Hain Lifescience GmbH) uygun
autoLipa programi acildi. Hybridization buffer (HYB) ve yilkama solusyonu (X-
STR ) 37- 45 °C’ye kadar su banyosunda isitildi. Konsantre konjugat (CON-
C) ve konsantre substrat (SUB-C) (+4 °C’de korundu) disindaki diger tum
solUsyonlarin oda sicakhigina gelmesi saglandi. Uygun tlpler kullanilarak
CON-C ve SUB-C kendi sulandirma soltsyonlari (CON-D ve SUB-D) ile
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1:100 oraninda (Her bir strip igin; 10 pl konsantre + 1 ml (1000 pl) sulandirma

solUsyonu) sulandirildi.

Tablo 3.2. PCR ana karisimi (master mix) oranlari

Reaktif Miktar (1 tiip igin)
PN Miks (PNM) 35 yl

10X PCR Buffer 5l

MgCl 5yl

Taq Gold Polimeraz 0.2 yl

Ornek 5 ul

Tablo 3.3. PCR protokolu

95 °C 5 dakika 1 dongl
95 °C 30 saniye N
58°C | 2 dakika 10 dongt
95 °C 25 saniye

53 °C 40 saniye 20 dongu
70 °C 40 saniye

70 °C 8 dakika 1 dongl

20 pl denatuasyon solliyonu (DEN) her tray’in (striplerin yerlestirildigi
plate) érneklerin galisilacadi kuyucuklarinin koselerine pipetlendi. 20 pl PCR
ile cogaltimis oOrnekler DEN solUyonuna pipetlenerek karistirildi ve oda
sicakhginda 5 dakika inkube edildi. Bu sirada pens ile her bir 6rnek igin bir
strip alindi ve striplerin isaretli ucu numaralandirildi. Orneklerin konuldugu
kuyucuklara dikkatlice onceden 1sitiimis 1 ml HYB solusyonu konuldu ve
homojen renk elde edilene kadar yavagga galkalandi. Stripler dikkatlice trayin
kuyularina yerlestirildi. Tray Twincubator'da 45 °C’de 30 dakika ¢alkalanarak
inkiibe edildi. Hibridizasyon solisyonu pasteur pipet kullanilarak tamamen
kuyucuklardan bosaltildi. Her bir kuyucuga 1 ml X-STR solusyonu (Stringent
Wash Solution) eklendi ve 15 dakika 45 °C’de inkube edildi. Bu basamak dan
itibaren oda sicakhginda calisildi. STR solusyonu, tray dikkatlice ters
cevrilerek tamamen bosaltildi. Stripler Twincubator'da calkalanarak 1 ml
durulama solisyonu (RIN, Rinse Solution) ile yikandi. Kuyucuklar da ki
striplerin GUzerine 1 ml sulandinimig konjugat eklendi ve 30 dakika

Twincubator'da calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi konjugat
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dokulerek bogaltildi ve her bir strip 2 kez 1 ml RIN, 1 kez de 1 ml distile su ile
1’er dakika Twincubator'da calkalanarak yikandi. Her bir strip Gzerine 1 ml
sulandiriimis substrate solusyonu eklendi ve karanlikta, calkalamadan 3-20
dakika bant olusumu takip edilerek inkube edildi. Bant olugma islemi stripleri
iki kez distile su ile yikanarak sonlandirildi. Son olarak, stripler kuyucuklardan
alindi, kurutma kagidinin arasinda kurutuldu. Test sonunda olusan bantlar

kullanim klavuzundaki yorumlama cetveline gore degerlendirildi (33).

3.6. Antibiyotik Duyarlilik Testi:
Kaltir koleksiyonundan saglanan, BACTEC MGIT 960 ve BACTEC
460 TB sisteminde kdulturleri yapilan suslarin her iki sistem ile primer

antitiberklloz ilaglara kargi duyarhlik testleri gahsildi.

3.6.1. BACTEC 460 TB sistemi ile duyarlilik testi:

Antibiyotik solusyonlarinin hazirlanmasi igin, BACTEC SIRE Kiti
olarak, liyofilize halde Uretici firma tarafindan saglanan antibiyotik siselerinin
kapagi alkolli pamuk ile silindi. Her antibiyotik sisesine 5 ml distile su eklendi
ve homojen olana kadar karistirildi (Tablo 3.4). Hazirlanan stok antibiyotik
solusyonlari kuguk miktarlar halinde -20°C’de saklandi ve duyarlilik testi

yapilacagi zaman gerektigi kadar ¢ikarilip ¢ézuldukten sonra kullanildi.

Tablo 3.4. Bactec 460TB duyarlilik testinde liyofilize antibiyotiklerden stok
solusyonlar hazirlama ve 12B  besiyerindeki  final  antibiyotik
konsantrasyonlari.

Antibiyotik Sisedeki Steril distile | Sulandirm 12B’ye 12B’deki final
liyofilize su sonrasi aktarilan konsantrasyon
miktar konsantrasyon | miktar

Streptomisin | 1.2 mg 5 ml sonra 80 pg/mi 0.1 ml 2.0 yg/ml

1:3dilisyon

izoniazid 0.02 mg 5 mi 4 ug/ml 0.1 ml 0.1 pg/mi

Rifampisin 0.4 mg 5 mi 80 ug/mi 0.1 mi 2.0 yg/mi

Etambutol 1.5 mg 5 ml sonra 100 pg/ml 0.1 ml 2.5 pg/mi

1:3dilisyon
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Her bir antibiyotik duyarlilik testi icin 5 adet BACTEC 12B sisesi ve 1
adet BACTEC Diltsyon Sivisi (DF) sisesi hazirlandi. Tum siselerin Gzerine
hasta kultir numarasi ve tarih yazildi. Bes adet 12B sigesinin birine kontrol,
diger dordune ise calisilacak olan antibiyotiklerin ismi yazildi (K ve S,|,R,E).
SM ve EMB’nin daha dnce hazirlanmig stok soltsyonlarinin 1 ml’si 2ml distile
su ile sulandirilarak 1/3 dilie edildi. INH ve RIF icin direkt stok
solusyonundan, SM ve EMB igin dilie edilmis stok solisyonundan Gzerinde
antibiyotigin ad1 yazili 12B siselerine, tuberkulin enjektord kullanarak 0.1 ml

eklendi. Kontrol sigsesine herhangi bir antibiyotik eklenmedi.

inkiibasyondaki subkdiltiirii yapilan suslarin 12B sisesi Gl degeri >500
olana kadar gunluk olarak okutulmaya alindi. Gl degeri 500'U gegen sise
direkt inokulum kaynagi olarak kullanildi. Gl >800 ise, 1ml pozitif kaltir 1ml

DF ile dilGe edildikten sonra, inokulum olarak bu dilisyon kullanildi.

inokulasyon icin dért adet antibiyotikli bir adet kontrol sisesi ve bir adet
Bactec DF sisesi alindi. Siselerin kapaklari alkollii pamukla silindi. inokulum
kaynagi olarak kullanilan sise iyice karistirildi ve antibiyotikli dort 12B
sisesine ve DF sisesine tuberkllin enjektori ile 0.1 ml ekim yapildi ve
karistirildi. inokulum eklenmis DF sisesinden 0.1 ml kontrol sisesine eklendi.
Kontaminasyon kontrolu igin bir kanl agar plagina birka¢ damla inokulum
suspansiyonunu ekildi. Her sisenin lastik kapagini dezenfektan emdirilmis
pamukla ve alkolli pamukla silindi. Ekim yapilmis siseler 3-4 kez hafif¢ce alt

ust edilerek iceriginin karismasi saglandi. Siseler 37°C’de inkibe edildi.

Duyarlilik testleri cuma gunleri yapildi. Siseler pazartesi gininden
itibaren gunlik ve yaklasik olarak her gin ayni saatte (2 saat), en az 3 gin
BACTEC 460 cihazinda okutuldu. Kontrol sisesinin Gl degeri > 30 oldugunda
sonugclar yorumlandi. Kontrol sisesinin Gl degeri 14 gunlik inklibasyondan

sonra 30’a ulasmadiginda duyarlilik testleri tekrarlandi.

Kontrol ve antibiyotikli siselerin, bir gin dnceki GI’ leri ile arasindaki
fark (AGI) hesaplandi. Kontrol sisesinin AGI’i, antibiyotikli siseninkinden
blyukse susun test edilen antibiyotige kargi duyarl olduguna, aksi durumda

ise direngli olduguna karar verildi.
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Antibiyotikli sisenin Gl degeri 500’U geger ve bir sonraki glin de 500’Un
Uzerinde kalirsa, AGl'e bakmaksizin sonug¢ direncgli olarak yorumlandi.
Kontrol sisesinde inokulumun yogun olmadigindan (kontrol Gl degerinin 3
gunden daha kisa surede 30'u asmadidindan) ve herhangi bir
kontaminasyon olmadigindan emin olduktan sonra sonuglar kaydedildi

(23,25,29).

3.6.2. BACTEC MGIT 960 sistemi ile duyarhlik testi:
Antibiyotik stok solusyonlarinin hazirlanmasi icin, BACTEC MGIT

SIRE kiti olarak, liyofilize halde Uretici firma tarafindan saglanan antibiyotik

siselerinin kapag! alkolli pamuk ile silindi. Her antibiyotik sisesine 4 ml steril

distile su eklendi ve tamamen ¢6zlUnene kadar karistirildi.

Liyofilize haldeki antibiyotiklerin dilisyon semasi ve MGIT 7 ml

besiyerindeki final konsantrasyonlari tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5. MGIT liyofilize antibiyotiklerinin dilusyon semasi ve 7 ml'lik MGIT
tupteki final konsantrasyonlari

Liygfilize_ Sulandinm Sulandm!cyktan MGIT tiipe MGITtupteki
antibiyotik e sonraki ilag ) final
(steril distile su) eklenen miktar

konsantrasyonu konsantrasyon
SM 4 ml 83 ug/mi 100 pl 1.0 ug/ml
INH 4 ml 8.3 ug/mi 100 ug 0.1 yg/mi
RIF 4 ml 83 ug/mi 100 pl 1.0 ug/ml
EMB 4 ml 415 ug/ml 100 pl 5.0 yg/mi

Her test sus icin bes MGIT tupu kullanildi (Kontrol, S, I, R, E). Her

tipun Uzerine K, S, |, R, E harfleri igerdigi antibiyotige gore yazildi. Her tipe
0.8 ml BACTEC MGIT SIRE suplementi eklendi. SIRE tuplerinin her birine,
uzerine yazdigimiz antibiyotik adina uygun sekilde, daha 6nce hazirladigimiz
antibiyotik solUsyonlarindan 0.1 ml eklendi. Kontrol tliplne antibiyotik

eklenmed,i.

Pozitif MGIT tapu, MGIT 960 cihazinda pozitif sinyal verdikten sonraki
gun (1.gun) dahil 5. gune kadar duyarlilik testine alindi. Tupler 1-2 gundur

pozitif ise iyice karigtirilip inokulum olarak kullanildi. Tapler 3-5 gundur pozitif
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ise iyice karigtirildi, 1 ml’si 4ml SF ile diltie edildi ve bu 1/5 dilisyon inokulum

olarak kullanildi.

inokulum siispansiyonundan, dért adet antibiyotikli MGIT tiipiiniin her
birine 0.5 ml ve 9.9 mllik serum fizyolojik (SF) icine 0.1 ml eklendi. Elde
edilen 1/100’luk kontrol suspansiyonundan K (kontrol) olarak etiketlenmis
MGIT tuptne 0.5 ml aktarildi. Tupler sikica kapatilip 3-4 kez hafifce alt Ust
edildi. Tuapler uygun buyuklukte AST (antibiyotik duyarliik testi) set
tasiyicisina uygun sirayla (K, S, I, R, E) yerlestirildi. Kullanim kilavuzuna
gére, BACTEC MGIT 960 cihazina setin giris kaydi yapildi ve cihazin
gOsterdigi konuma yerlegtirildi. Kontaminasyon kontroll igin de kanl agara
birka¢c damla ekim yapildi.

BACTEC MGIT 960 cihazi otomatik olarak sonuglari “ duyarl ” veya

direngli “ olarak yorumladi. Alinan sonuglar kaydedildi. Test sonucunun
etkilenebildigi sicaklik artisi, kontrol tipindeki Greme biriminin (growth unit)
13 gunde hala 400’e ulasamamasi gibi bazi durumlarda cihaz sonucu hata

(X) olarak verdi. Bu durumda test subkulttr yapilarak tekrarlandi (23,25,30).

3.7.istatistik
Elde edilen bulgular SPSS programina girildi ve ki-kare testi

uygulandi; p < 0.05 olan deg@erler anlamli kabul edildi.

Verilerin analizi “SPSS for Windows 15.0” istatistik paket programinda
yapiimigtir, tanimlayici istatistikler nominal degiskenler i¢in sayl ve yuzde
dagihmlarn seklinde, sayisal degiskenlerin ortalama, minimum-maksimum

degerlerle tanimlanmistir.

Farkli besiyerlerinde Ureme oranlari, kontaminasyon oranlari ve
duyarlik test sonuclari kikare testi ile karsilastiriimistir. Ureme sureleri tek

yonlU varyans analizi (ANOVA) ile kargilasgtiriimistir.
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IV. BULGULAR

4.1. Primer izolasyona Ait Bulgular:

Calismamizda, 607 hastadan toplanan, 1066 klinik drnekten 62’sinin
(%5.8) kllturunde g farkh kaltir ydonteminden en az birinde mikobakteri tlru
dremistir. Kaltirinde mikobakteri Ureyen dérneklerin 50’si (%80.6) solunum
yolu (28’i BAL, 20’si balgam, 1'i AMS, 1'i ETA), 12’i (%19.4) solunum yolu
digi 6rnegiydi (7’si doku biyopsisi, 3'U peritoneal sivi, 2’si idrar). Bu 6rneklerin
19'u (%30.6) yayma direk baki incelemesinde ARB-pozitif, 43'U ise (%69.4)
ARB-negatif (2’'si kuskulu pozitif) olarak degerlendirilmistir. Kiltlrde izole
edilen mikobakteri turlerinin 37’si (%59.7) M.tuberculosis kompleks (MTBC),
25'i (%40.3) Tuberkiloz Digi Mikobakteri (TDM) olarak tanimlanmiglardir
(18’i M.fortuitum, 3’'G M.chelonae, 2’si M.gordonae, 1’i M.intracellulare ve 1’i

Mycobacterium spp.).

Mikobakteri izolasyon orani BACTEC MGIT 960°da %82.3 (n=51),
BACTEC 460TB’de %62.9 (n=39) ve Lowenstein-Jensen (LJ) besiyerinde
%43.5 (n=27) olarak saptanmigtir. BACTEC MGIT 960 ve BACTEC 460TB
kultur sistemlerinin mikobakteri izolasyon oranlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gorulmemigtir (p=0.196). Lowenstein-Jensen besiyeri,
BACTEC MGIT 960 ve BACTEC 460TB sistemleri ile izole edilen mikobakteri

sayllari ve izolasyon oranlari Tablo 4.1’de goriimektedir.

Kaltirinde MTBC ureyen 37 érnegin 26’s1 (%70.3) solunum yolu (18’i
balgam, 6’si BAL,1'i AMS, 1’i ETA), 11'i (%29.7) solunum yolu disi 6rnegi
(7’si doku biyopsisi, 3’U peritoneal sivi, 1’si idrar), Kulturinde TDM dreyen 25
ornegin 24’4 (%96.0) solunum yolu (22’si BAL, 2’si balgam), 1'i (%4.0)

solunum yolu disi1 érnegiydi (idrar).
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Tek bir besiyeri olarak, LJ besiyeri, 37 MTBC izolatinin 20’sini
(%54.0), BACTEC MGIT 960 32’sini (%86.5), BACTEC 460TB 31’ini (%83.8)
izole etmigtir. Bes O6rnegin kulturinde sadece BACTEC MGIT 960°da, dort
ornedin kultirinde sadece BACTEC 460TB’de, bir 6rnegin kultirinde ise
sadece LJ besiyerinde Greme olmustur. Sistemlerin MTBC izolasyon oranlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goértlmemistir (p=0.898).
BACTEC MGIT 960 + LJ kombinasyonu ile 33 (%89.2) MTBC izole edilirken,
BACTEC 460TB + LJ kombinasyonu ile 32’si (%86.5) izole edilmistir. Kultar
yontemlerine gére ve kombinasyonlara gore izolasyon oranlari Tablo 4.2'de

verilmistir.

Besiyerlerinin kontaminasyon oranlari BACTEC MGIT 960'da %6.6
(n=70), BACTEC 460TB'de %2.6 (n=28) ve LJ besiyerinde %7.7 (n=82)
olarak hesaplanmigtir. Kontaminasyon oraninin BACTEC MGIT 960
sisteminde, BACTEC 460TB sistemine gore anlamh dizeyde yuksek oldugu
gorulmugtir (P<0.05) (Tablo 4.1). BACTEC MGIT 960 sisteminde
kontaminasyon ile sonuglanan sadece bir Ornekte BACTEC 460TB

sisteminde MTBC Uremistir.

Tablo 4.1: BACTEC MGIT 960, BACTEC 460TB ve LJ besiyeri igin izolasyon

oranlari ve kontaminasyon oranlari

Ureyen izolatlarin sayisi [n(%)] .
kontaminasyon Ureme yok
Besiyeri Mikobakteri | MTBC TDM
BACTEC MGIT 960 51 32 19 70 945
(%82.3) (%86.5) | (%76.0) (%6.6) (%88.6)
BACTEC 460TB 39 31 8 28 999
(%62.9) (%83.8) | (%32.0) (%2.6) (%93.7)
LJ 27 20 7 82 957
(%43.5) (%54.0) | (%28.0) (%7.7) (%89.8)
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Tablo 4.2: Kultir yontemlerinin ve kombinasyonlarin izolasyon oranlari

Besiyerlerin
o 960 460TB LJ 960 + LJ | 460TB+LJ
tamu
51 39 27 56 44
Mikobakteri 62
(%82.3) (%62.9) (%43.5) (%90.3) (%71.0)
18 18 14 18 18
DB (+) 19
(%94.7) (%94.7) (%73.7) (%94.7) (%94.7)
33 21 13 38 26
DB (-) 43
(%76.7) (%48.8) (%30.2) (%88.4) (%60.5)
32 31 20 33 32
MTBC 37
(%86.5) (%83.8) (%54.0) (%89.2) (%86.5)
17 18 14 17 18
DB (+) 18
(%94 .4) (%100) (%77.8) (%94.4) (%100)
15 13 6 16 14
DB (-) 19
(%78.9) (%68.4) (%31.6) (%84.2) (%73.7)
19 8 7 23 12
TDM 25
(%76.0) (%32.0) (%28.0) (%92.0) (%48.0)
DB (+) 1 1 (%100) 0(%0.0) | 0(%0.0) | 1(%100) 0 (%0.0)
18 8 7 22 12
DB (-) 24
(%75.0) (%33.3) (%29.2) (%91.7) (%50.0)

960, BACTEC MGIT 960 sistem; 460TB, BACTEC 460TB sistem; LJ, Lowenstein-Jensen
besiyeri; DB, Direkt baki.

Mycobacterium tuberculosis kompleks ortalama izolasyon suresi
BACTEC MGIT 960 igin 13,7 (5-35) giin, BACTEC 460TB igin 14,6 (4-26)
gun ve LJ besiyeri igin 20,7 (12-43) gun olarak hesaplamistir. BACTEC MGIT
960 ve BACTEC 460TB sistemleri arasindaki izolasyon suresi farkinin
istatistisel ydonden anlamsiz oldugu P>0,05, LJ besiyerin de ise bu sistemlere
gbére daha ge¢ Ureme oldugu goérulmastir (p<0.001). Direkt baki
incelemesinde ARB-pozitif saptanan oOrneklerde Ureme surelerinin, ARB-
negatif olan orneklere gore izolasyon suresinin, beklenildigi gibi, her iki

sistemde de daha kisa oldugu goérulmustir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3: Klinik 6rneklerden M. tuberculosis kompleksin ortalama izolasyon

sureleri.

Besiyeri Tdm Orneklerde* Direkt baki (+) Direkt baki (-)
(guin) orneklerde (gulin) orneklerde (glin)

BACTEC MGIT 960 13.7 (5-35) 10.4 (5-19) 17.5 (12-35)

BACTEC 460TB 14.6 (4-26) 12.7 (4-26) 17.4 (12-25)

LJ 20.7 (12-43) 20.4 (12-43) 21.6 (20-26)

*ANOVA, p<0.001. Ortalama izolasyon sureleri arasindaki fark; . BACTEC MGIT 960 -
BACTEC 460TB, P>0,05 (anlamsiz); BACTEC MGIT 960 — LJ, p<0.001 (anlamli); BACTEC
460TB — LJ, p<0.001 (anlamli).

4.2. identifikasyona Ait Bulgular:

Kaltur koleksiyonundan saglanan 30'u MTBC ve 21’si Tuberkuloz Disi
Mikobakteri (TDM) olmak Uzere toplam 51 mikobakteri susunun her iki sistem
ile pasajlari yapilmistir. Klltirde Ureme saptanmasindan sonra BACTEC
MGIT 960 sistemdeki uremeden TBc ID testi (BD MGIT TBc Identification
Test), BACTEC 460TB sistemdeki uremeden ise NAP testi (BACTEC NAP
TB Differentiation Test) kullanilarak identifikasyonlari yapilmistir. BD MGIT
Tbc identifikasyon testi ve BACTEC 460 NAP testi ile 51 mikobakteri
susunun tamami dogru olarak tanimlanmistir. Kultirde saf olarak Ureyen
mikobakteri izolatlarinin MTBC ve TDM ayirimini yapmadaki performanslari

yonunden her iki sistem arasinda fark olmadigi goériimustir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: TBc ID testi ve NAP testi ile MTBC-TDM identifikasyonu.

TBc ID testi NAP testi
MTBC MTBC MTBC MTBC

Suslar (n) pozitif (n) negatif (n) pozitif (n) negatif (n)
M.tuberculosis 30 - 30 -
kompleks (30)
TDM (21) - 21 - 21

M.abscessus - 2 - 2
(2)

M.avium (1) - 1 - 1

M.fortuitum - 12 - 12
(12)

M.chelonae (2) - 2 - 2

M.gordonae (3) - 3 - 3

M.kansasii (1) - 1 - 1
TOPLAM 30 21 30 21

4.3. Antitiiberkiiloz ilag Duyarhlik Testine Ait Bulgular:

Her iki sistemle SM, INH, RIF ve EMB’ye karsi, duyarliliklari test edilen
50 klinik susun 171’inde uyumsuz sonuglar elde edilistir. BACTEC 460TB
sistem altin standart kabul edildiginde, BACTEC MGIT 960 sistem ile bir
susta yanhs duyarl sonug (bir susta EMB), 10 susta yanlis direncli sonuglar
(9 susta SM, 1 susta EMB) alinmigtir. Sonug olarak 50 klinik susta galisilan
toplam 200 ila¢ duyarhlik testinin (4X50) 11’'inde (SM 9, EMB 2) uyumsuz
sonugclar alinmigtir (Tablo 3.5). Bu sonuglara gore, U¢ primer segenek ilag igin
(INH, RIF ve EMB), iki sistem arasindaki yuksek dizeyde uyum oldugu, fakat
SM igin iki sistem arasinda orta duzeyde uyum oldugu saptanmigtir.
BACTEC 460TB sistem altin standart kabul edildiginde, BACTEC MGIT 960
sistemin direng belirlemedeki duyarlihdi, ézgulligu ve iki sistem arasindaki
uyum sirasiyla SM icin %100.0, %76.3, %82.0; EMB icin %85.7, %97.7,
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%96.0 INH ve RIF icin %100.0, %100.0, %100.0 olarak hesaplanmigtir.

Kontrol susu her iki sistemde de tum ilaglara duyarli olarak saptanmistir.

Tablo 4.5: 50 klinik izolatin BACTEC 460TB ve BACTEC MGIT 960

sistemleri ile elde edilen ilag duyarlilik test sonuglarinin karsilastiriimasi®.

BACTEC 460TB
SM INH RIF EMB
BACTEC MGIT 960 R S R S R S R S
R 12 9 29 0 29 0 6 1
S 0 29 0 21 0 21 1 42

®Kullanilan ilag kritik konsantrasyonlari; BACTEC 460TB sistem igin SM 2 ug/ml, INH 0.1
pg/ml, RIF 2 pg/ml, EMB 2.5 pg/ml, BACTEC MGIT 960 sistem igin SM 1 ug/ml, INH 0.1
pg/ml, RIF 1 pg/ml, EMB 5 pg/ml. SM, streptomisin; INH, izoniazid, RIF, rifampin; EMB,
ethambutol.
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V. TARTISMA

Tdberkulozun hizli tanisi ve tedavisi hastaligin kontrolinde kritik
oneme sahiptir. Bu nedenle M.tuberculosis’in klinik érneklerden saptanmasi,
identifikasyonu ve ila¢ direncinin belilenmesinde hizli ve guvenilir
yontemlerin kullaniimasi zorunluluktur. Konvansiyonel yontemler uzun zaman
aldigindan sivi besiyeri bazl, ticari hizli kultar sistemlerinin  kullanimi
yayginlasmistir. Bu sistemlerden BACTEC 460 TB sistemi uzun yillardir
basariyla kullanilan, iyi standardize edilmis bir yontemdir. Ancak, yontemin
yari otomatize olmasi, radyometrik bir yontem olmasi gibi dezavantajlari
nedeni ile Uretici firma tarafindan alternatif yontem arayigina yol acmig ve
BACTEC MGIT 960 sistemi piyasaya surulmustir. Tam otomatize ve non
radyometrik bir ydntem olmasi gibi avantajlari olan ve gun gectikce
yayginlasan bu sistemin her yéniyle BACTEC 460 TB sisteminin yerini
alabilecegin kanitlanmasi gereklidir (27, 34, 35, 36).

Bu calismada 1066 klinik 6rnegin 62’sinden BACTEC MGIT 960
sistemi, BACTEC 460 TB sistemi ve LJ besiyerlerinden en az birinde bir
mikobakteri izole edilmistir. Sivi besiyeri bazli hizli kaltlr sistemleri olan
BACTEC MGIT 960 ve BACTEC 460 TB’nin klinik 6rneklerden mikobakteri
izolasyon orani LJ besiyerlerine gore belirgin yuksek bulunmus (P=0,022), en
iyi izolasyon oraninin BACTEC MGIT 960 sistemine ait oldugu gérulmustur
(BACTEC MGIT 960’da %82.3; BACTEC 460TB’de %62.9; LJ besiyerinde
%43.5 ). Klinik drneklerden mikobakteri izolasyonu yonunden kati bir besiyeri
olan LJ besiyerini, sivi bazl kultur sitemleri ile kargilastiran daha onceki
caliglarda da sivi besiyerinin Ustlinligu gosterilmistir (34, 37-43). Bu farka
neden olabilecek etkenler arasinda; i) hizhi kdltir sitemlerinde kullanilan

besiyerlerinin daha zengin ortam saglamasi, ii) kullanilan inokulum miktarinin
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daha fazla olmasi (BACTEC MGIT 960 ve BACTEC 460TB igin 0.5ml, LJ icin
0.2ml), iii) Gremenin saptanmasinda kullanilan teknoloji sayilabilir (39).

Bu calismada BACTEC MGIT 960'in c¢esitli klinik orneklerden
mikobakteri izolasyon orani (%82.3), BACTEC 460TB’ye (%62.9) gore
istatistiksel olarak anlamli olmamakla (p=0.196) beraber daha yuksek
bulunmustur. Cruciani ve arkadaslarinin (44) yaptigi 10 c¢alismanin
degerlendirildigi meta analiz sonuncunda da BACTEC MGIT 960’'in
mikobakteri izolasyon orani benzer sekilde %81.5 olarak hesaplanmigtir.
Mikobakteri izolasyon orani yonunden BACTEC MGIT 960 ve BACTEC
460TB sistemlerini karsilastiran bazi calismalarda BACTEC 460TB sistemini
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte daha Ustun bulan ¢alismalar
olsa da ((35, 36, 37, 45), bizim ¢alismamiza benzer sekilde BACTEC MGIT
960 sistemini Ustin bulan calismalar da vardir (38, 40, 43). Bu hafif fark
BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan besiyerinin (BACTEC MGIT 7ml),
BACTEC 460 TB sisteminde kullanilan besiyerine (BACTEC 12B) gore daha
zengin olmasindan kaynaklanabilir (46). Bizim g¢alismamizda bu ustunlugu
olusturan tiberkuloz dis1 mikobakterilerdi (TDM).

Calismamizda, kdultirde izole edilen mikobakteri tarlerinin 25
Tuberkuloz Digi Mikobakteri (TDM) olarak tanimlanmiglardir. Klinik 6rnekten
TDM izolasyon orani BACTEC MGIT 960 sisteminde %75.0 (n=19) iken,
BACTEC 460TB sisteminde %32.0 (n=8), LJ'de ise %25 (n=7) saptanmistir.
BACTEC MGIT 960 sisteminde ureyip, BACTEC 460 TB sisteminde
uremeyen 13 TDM’nin 10’'u M.fortuitum, 2’'si M.chelonae, 1'i M.gordonae;
BACTEC 460 TB sisteminde ureyip, BACTEC MGIT 960 sisteminde
uremeyen 3 TDM’nin 2’si M.fortuitum, 1’i M.gordonae; sadece LJ besiyerinde
ureyen 3 TDM’nin 2’si M.fortuitum, 1’i M.intracellulare olarak tanimlandi.
Bizim calismamizin aksine, bazi g¢alismacilar bazi TDM’ler igin (M.xenopi,
M.fortuitum, M.kansasii, M.gordonae, M.chelonae,) klinik érnekten izolasyon
oraninin BACTEC 460TB’da BACTEC MGIT 960’ a goére daha ylksek
oldugunu bildirmiglerdir (35, 36, 37, 44). Hanna ve arkadaslar (38) ise bizim
calismamiza benzer sekilde, 6zellikle M.avium kompleks (MAC) olmak Uzere
TDM’ler igin izolasyon oranini BACTEC MGIT 960’da daha yuksek
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bildirmiglerdir. Calismamizda ureyen TDMlerin higbirinin etken oldugu
kanittanamamis ve tumunun kontaminant oldugu dasunulmustur. Kaltirinde
TDM dreyen 25 klinik ornegin 22'sinin BAL Ornegi oldugu gorulmus ve
bronkoskop kontaminasyonuna baglanmistir. Her ne kadar saptanan TDM’ler
¢ogu zaman kontaminant olarak karsimiza ¢ikmasa da bunlarin gogunun
Ozellikle immun yetmezlik gibi durumlarda insan igin potansiyel patojen
olmasi, klinik ornekte varolan TDM’lerin saptanabilmesinin  6nemini
artirmaktadir (35).

Calismamizda kuiltirde izole edilen mikobakteri tarlerinin  37’si
M.tuberculosis kompleks (MTBC), olarak tanimlanmiglardir. Klinik érnekten
MTBC izolasyon orani BACTEC MGIT 960’'da %86.5, BACTEC 460TB’de
%83.8, LJ besiyerinde ise %54.0 olarak saptand. istatistiksel olarak anlamli
olmasa da (p=0.898) BACTEC MGIT 960'da MTBC izolasyon orani,
BACTEC 460TB’ye gore biraz daha yuksekti. Daha onceki calismacilar
BACTEC MGIT 960 icin %77.0 - %97.9 arasinda MTBC izolasyon oranlari
bildirmislerdir (34-41, 43, 46-49). Rodrigues ve arkadaslarinin (46) bildirdigi
%97.9 gibi ylksek izolasyon oranlari bu calismalarda sadece iki yontem
kullaniimis olmasindan kaynaklanabilir. Karsilagtirilan yontem sayisi arttikga
toplam izole edilebilen MTBC sayisinin da artmasi beklenir, dolayisi ile bu
artmis toplam miktar igindeki tek bir yontemin izolasyon orani daha dusik
cikabilecektir. Cruciani ve arkadaslarinin (44) yaptigi meta analizde BACTEC
MGIT 960 icin MTBC izolasyon orani bizim galismaya benzer sekilde %81.5
olarak hesaplanmistir. Chien ve arkadaglari (50) ise diger galigmalardan
oldukga dusuk bir oran (%58,7) bildirmiglerdir. MTBC izolasyon orani
yonunden BACTEC MGIT 960 ile BACTEC 460TB sistemlerini karsilastiran
calismalar arasinda, bizim calismanin aksine BACTEC 460TB sistemi lehine
sonu¢ bildirenler oldugu gibi (35-38), bizim calismamiza benzer sekilde
BACTEC MGIT 960 sistemi lehine sonug bildirenlerde vardir (40, 43).

Dinya saglik 6rgutl, mikobakteriyoloji laboratuarinda bir sivi bazl
besiyeri ile bir kati bazli besiyerinin kombine kullaniimasini dnermekte, bu
kombinasyonun izolasyon oranini artirdigi belirtiimektedir (51, 52, 53). Daha
onceki calismalar da bu bilgiyi desteklemektedir (34, 35, 37-40, 43, 47, 48).
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Bizim g¢alismamizda da BACTEC MGIT 960 sistemi, LJ besiyeri ile kombine
edildiginde MTBC izolasyon orani %86.5'den %89.2’ye; BACTEC 460TB
sistemi, LJ besiyeri ile kombine edildiginde ise %83.8'den %86.5e
yukselmistir, ancak kombinasyonlarin izolasyon oranina katkisi istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0.05). Her iki kombinasyon arasinda MTBC

izolasyon orani yonunden anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

Calismamizda direkt yayma mikroskobik incelemesinde ARB pozitif
saptanan oOrneklerde (toplam 18 uUreme) MTBC izolasyon orani BACTEC
460TB sisteminde %100 (18/18) iken, BACTEC MGIT 960 sisteminde bir
kaltirin kontaminasyonu nedeni ile %94.4 (17/18) olarak saptanmistir.
Yayma negatif drneklerde ise (18'i yayma negatif, biri kugkulu pozitif toplam
19 Ureme) MTBC izolasyon orani BACTEC 460TB sisteminde %78.9 (15/19),
BACTEC MGIT 960 sisteminde %68.4 (13/19) saptandi. Alcaide ve
arkadaslari da yaptiklari calismada (43) bizim galismaya benzer sekilde
yayma negatif orneklerde BACTEC MGIT 960 sisteminin BACTEC 460TB
sistemine goére izolasyon orani biraz daha iyi oldugunu, dusuk basilli
orneklerde bu sistemin iyi bir mikobakteriyel ireme sagladigini bildirmiglerdir.
Fakat BACTEC 460TB sistemi lehine sonug bildiren ¢alismalar da vardir (44).

Klinik oOrneklerden MTBC’nin hizli saptanmasi TB hastalarinin
tedavisine daha erken baslamak ve daha iyi bir prognozu saglar, hastaligin
yayllimini azaltarak TB’un kontrolinde de 6nemli rol oynar. Bu nedenle,
kaltar sistemlerinde MTBC’nin izolasyon suresi sistemin 6nemli bir
performans Ozelligidir. Sivi bazh kudltur sistemlerinin, kati besiyeri ile
kiyaslandiginda en onemli avantajlarindan biri GUremenin saptanmasi icin
daha kisa sure gerektirmesidir (43, 48). Daha 6nceki ¢cogu calisma da bu
bilgiyi desteklemektedir (35-37, 39, 40, 42, 44, 46, 50, 54). Bizim
calismamizda da MTBC ortalama izolasyon suresi BACTEC MGIT 960 igin
13,7 (5-35) gun, BACTEC 460TB icin 14,6 (4-26) gun ve LJ besiyeri igin 20,7
(12-43) gun olarak hesaplandi. Her iki sivi bazh kultir sisteminin de LJ
besiyerinden anlamli diizeyde hizli oldugu goraldu (her ikisi igin de P<0.001).
Her iki sistemin MTBC i¢in ortalama izolasyon sureleri kargilastirdigimizda
ise istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, ancak BACTEC MGIT 960
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sisteminin ortalama izolasyon zamani, BACTEC 460TB sisteminden 0.9 gin
kisaydi. Bu sonu¢ daha 6nceki ¢cogu calisma ile benzerdi (0.6-4.4 gln) (35-
38, 40). BACTEC 460TB sistemindeki bu hafif gecikme iki sistem arasindaki
okuma islemindeki farkhliktan kaynaklanabilir (37, 50). Tam otomatize
BACTEC MGIT 960 sisteminde siseler 60 dakikada bir okunmakta ve
uremenin gergek zamanli saptanmasina olanak saglamaktadir. Oysaki yari
otomatize BACTEC 460TB sisteminde siseler inokulasyondan sonraki ilk iki
hafta haftada 3 kez, daha sonraki haftalarda ise haftada bir kez cihazda
okutulmaktadir. Bu durum Uremenin saptanmasinda birka¢ gunlik bir
gecikmeye neden olabilmektedir. Ayrica ¢cogu calismada (37, 40) oldugu gibi
bizim g¢alisgmada da BACTEC 460TB sisteminde okutma sonucu elde edilen
ureme indeksi (Gl, Growth index) degeri 210’ e ulastiginda pozitif kabul
edilmedi, gunlik okutmaya alindi, GI2100’ e ulastijinda ise Ureme pozitif
olarak kabul edildi. Bu durum da Uremenin saptanmasindaki birka¢ gunluk
gecikmeyi agiklayabilir. Her iki sistemde de ARB yonunden mikroskobik
inceleme sonucu yayma pozitif olan o6rneklerde ortalama izolasyon suresi
(BACTEC MGIT 960 icgin 10.4 gun; BACTEC 460TB igin 12.7 gin), yayma
negatif olan 6rneklerdekine gore kisaydi (ayni sirayla, 17.5 gin; 17.4 gun).
Yayma negatif orneklerde daha az sayida bakteri olmasi, dolayisi ile de
uremenin saptanmasinin daha uzun zaman olmasi beklenen bir sonugtu ve
daha dénceki calismalarla benzerdi (35, 38, 40, 48-50, 55). CDC (56) 6rnek
kabul edildikten sonra 14 gun icinde M.tuberculosis pozitif kiltir sonucunun
raporlanmasini 6nermektedir. Bizim c¢alismamizda BACTEC MGIT 960
sistemindeki MTBC pozitifliklerinin %50’si, BACTEC 460TB sisteminde ise
%43’0 ilk iki haftada saptanmistir. Fakat LJ besiyeri icin bu oran ¢ok daha
dusuktar (%21). BACTEC MGIT 960 igin bu orani William-Bouyer ve
arkadaslar (49) %69, Rodriges ve arkadaglari (46) ise %91 olarak
bulmuslardir. Yayma pozitif érneklerde MTBC pozitifliklerinin BACTEC MGIT
960 sisteminde %71’i, BACTEC 460TB sisteminde %61’i, yayma negatif
Orneklerde ise sirasiyla %27’'si ve %17’si ilk iki haftada saptanmistir.
Orneklerin tiiri de ortalama izolasyon zamanina etkili olabilir. Calismamizda

solunum oOrneklerinde MTBC icin ortalama izolasyon zamani BACTEC MGIT
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960 sisteminde 12.0 gun, 460TB sisteminde 14.3 gun; solunum digi
orneklerde ise ayni sirayla 17.5 gun ve 15.7 gun saptanmistir. Rodriges ve
arkadaslan (46) BACTEC MGIT 960 sistemi icin bu sureleri solunum
orneklerinde 8.7 gun, solunum digi érneklerde ise 13.2 gun bildirmiglerdir.
Calismamizda BACTEC MGIT 960 sisteminde kontaminasyon orani
(%6.6) BACTEC 460 TB sistemine gbre yuksek bulunmustur. Bu bulgu iki
sistemi karsilastiran daha onceki ¢caligmalarla benzerdir (35-38, 40, 43, 45).
Daha onceki ¢alismacilar bu farkin olasi nedenlerinden biri olarak, BACTEC
MGIT 960 sisteminde kullanilan besiyerinin (BBL MGIT 7ml), BACTEC 460
TB sisteminde kullanilan besiyerine (BACTEC 12B) gbére daha
zenginlestiriimis olmasina baglamiglardir. BBL MGIT 7ml besiyeri zengin
icerigi ile dekontaminasyon isleminden kagan ve antibiyotik supplementinden
etkilenmeyen c¢ogu bakteri igin uygun bir Ureme ortami olustururken,
BACTEC 12B besiyeri radyoaktif isaretli palmitik asit disinda ¢ok az besin
icermekte, bu substrati kullanamayan ¢ogu bakteri igin optimal bir Greme
ortami olusturmamakta ve sadece radyoaktif isaretli palmitik asit metabolize
edebilen bakteriler saptanabilmektedir (35, 37, 38, 46). iki sistem arasindaki
kontaminasyon oraninin farkinin diger bir olasi nedeni ise iglem farkidir.
BACTEC 460 TB sisteminde BACTEC 12B besiyeri lastik tipalidir,
inokulasyon ve antibiyotik supplementi eklenmesi tuberkdlin enjektorl ile
yapilmakta ve kapaklarin agilmasi gerekmemektedir. Bu durumda gevresel
kontaminasyon riski disuktur, fakat enjektor kullanilmasi potansiyel olarak is
kazas: riskini artirmakta, laboratuar calisaninin guvenligini azaltabilmektedir.
Bu nedenle BACTEC MGIT 960 sisteminde BBL MGIT 7ml besiyeri vida
kapakl olarak Uretilmis, inokulasyon, zenginlestirici ve antibiyotik
supplementlerinin ilavesi pipet ile yapilabilmektedir. Bu durum guvenlik
yonunden bir avantaj olusturmakla birlikte, vida kapak kullanimi gevresel
kontaminasyon agisindan buyuk risk olusturmaktadir ve yuksek
kontaminasyon oranlarinin nedenlerinden biri oldugu iddia edilmektedir (37,
54). Bazi c¢alismalarda laboratuvar calisanlarinin sistemi kullanmaya
bagladiktan bir sure sonra vida kapak kullanimina alistiklari ve

kontaminasyon oranlarinin dustigunu belirtmislerdir (37, 49). Bu da BACTEC
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MGIT 960 sisteminde calisiirken dikkatli islemleme gerektigini
gOstermektedir (46). Bizim calismamizda laboratuvar calisanlarimiz ilk defa
BACTEC MGIT 960 sistemi ile caligiyordu, bu durum c¢alismamizda
kontaminasyon oraninin kabul edilebilir diizeyin (%5) biraz tzerinde (%6.6)
¢ikmasinin nedenlerinden biri olabilir.

Cesitli galismalarda BACTEC MGIT 960 sisteminde kontaminasyon
orant %3.3-%17.1 arasinda bildirilmistir (34-43, 45, 47-50, 55). Bu
calismalarin ¢ogunda dekontaminasyon amaci ile kullanilan NaOH
konsantrasyonu belirtiimezken, bazilarinda ise farkl konsantrasyonlarda
NaOH kullaniimigtir. Biz c¢alismamizda NaOH baslangi¢c konsantrasyonu
olarak %4 oranini kullandik (final konsantrasyonu %1). Dekontaminasyonda
kullanilan NaOH konsantrasyonu artirmak kontaminasyon oranini dusurmek
icin bir ¢ézim olabilir, ancak canli mikobakteri sayisinda azalmaya da neden
olabilir. Bu nedenle Scarparo ve arkadaslari (35) sistemin kontaminasyon
sorununun ¢ozumu i¢in NaOH konsantrasyonunu artirmak yerine kullanilan
antibiyotik supplementinin  uygun yeni antibiyotiklerin eklenmesi ile
revizyonunun daha uygun bir ¢ézUm olabilecegini bildirmiglerdir. Benzer
sekilde Alcaide ve arkadaslari (43) sistemler arasindaki antibiyotik
supplement farkhliklarinin da kontaminasyon oranlarindaki farkliiga neden
olabilecegini bildirmiglerdir.

Cesitli calismalardaki kontaminasyon oranlarindaki bu genis
varyasyonlara orneklerin farkli transport zamani, farkli hasta populasyonu,
farkh Ornek kalitesi ve kosullar neden olabilir (40, 50). Uzamis transport
zamani kontaminasyon oranini artirabilirken ayni zamanda izolasyon oranini
da azaltabilir (40, 42, 47, 50). Bazi c¢alismacilar, ¢alismalarinda o6rnek
alindiktan sonra 24 saatten kisa surede oOrnegin islemlendigini ve bunun
calismalarinda kontaminasyon oraninin kabul edilebilir dizeyde olmasinin
nedenlerinden biri oldugunu belirtmisglerdir (40, 50). Pardini ve arkadaslari
(47) da calismalarinda; oda isisinda uzun slre bekleyen érneklerde, daha
kisa surede iglemlenen orneklere gore kontaminasyon oraninin daha yuksek,
izolasyon oraninin daha dugsuk oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda

bazi drneklerin alinmasindan inokulasyona kadar olan sire 2 gunu
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asmaktaydi. Leitritz ve arkadaslari calismalarinda (36) BACTEC 460 TB
sistemi ve LJ igin transport suresi ile kontaminasyon orani arasinda anlamli
bir iligki olmadigini, BACTEC MGIT 960 sistemi igin ise lineer bir iligki
olmadigini bulmuslardir. Rishi ve arkadaslari (42) ¢alismalarindaki yuksek
kontaminasyon oraninin nedenlerinden birinin Ulkelerindeki (Hindistan) sicak
iklim sartlari olabilecegini belirmiglerdir. Bizim c¢alismamizin gergeklestigi
bdlge de (Manisa) Turkiye'nin oldukga sicak bir bolgesidir.

Calismamizda oOrnek turine goére kontaminasyon oranlari farklilik
gosterdi. BACTEC MGIT 960 ve BACTEC 460 TB sistemi icin kontaminasyon
oranlari solunum yolu érneklerinde sirasiyla %6.9 ve %3.0 iken, solunum digi
orneklerde %5.9 ve %1.9 bulundu. Her iki sistem arasinda istatistiksel olarak
en anlamli farklar solunum yolu érneklerinde balgam 6rneginde (%9.5; %3.6),
solunum digi o6rneklerde ise idrar 6rneginde gozlendi (%9.8; %3.3) ki en
yuksek farklar BACTEC MGIT 960 sisteminde kontaminasyon ile sonuglanan
70 ornegin 32’si balgam, 15’ idrar ve 10°'u BAL 0Ornegiydi. Hillemann ve
arkadaslar (34) da benzer sekilde solunum disi Orneklerinde en yuksek
kontaminasyon oranini diski (%30.8) ve idrar (%14.9) O&rneklerinde
saptamislar, yuksek bakteriyel yuk nedeni ile bu durumun beklenen bir sonug
oldugunu belirtmiglerdir. Calismalarinda idrar ve digki Orneklerini dahil
etmediklerinde solunum disi orneklerdeki kontaminasyon orani %7.5’ten
%2.7’ye dusmustlr. Bizim c¢alismamizda kontaminasyon ve izolasyon
oranlarinin olumsuz etkileyecegi, ayrica tuberkiloz tanisinda ¢ok tercih
edilen bir 6rnek olmadigi gerekcgesiyle diski 6rnekleri calismaya alinmamistir.
Balgam 6rneklerinde ise ornegin kalitesi kontaminasyon oranini etkileyebilir.
Huang ve arkadaslari (45) kalitesiz balgamlarda (skuamdz epitelyal hlcre
sayisi <25/kiguk buyutme alani) kontaminasyon oranini %13.9 bulurken,
kaliteli balgamlarda %7.0 bulmusglar, bunun Gzerine 6rnek alimindan sorumlu
personele ve hastalara egitim seminerleri planlamislardir. Rodrigez ve
arkadaslari (46) Direkt mikroskobik incelemesi negatif olan balgamlarin
kontaminasyon oranini, pozitif olanlara gére daha yuksek bulmus, ancak

bizim ¢alismamizda belirgin fark gozlenmemistir (%9.5; %10.0).
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Sivi bazh kulttr sistemleri klinik érnekten mikobakterilerin izolasyon
surelerini kisaltabilir, ancak hastaligin etkin tedavisi i¢in mikobakterilerin
tanimlanmasi 6nemlidir. Ayrica TDM enfeksiyonlarinin insidansinda da artig
g6zlenmektedir. Bu nedenle ARB Uremesi saptanmis pozitif kultirlerde
MTBC’nin TDM’lerden ayiriminin yapilmasi gereklidir. Diinya Saghk Orgiiti
bu ayirim icin tuberkulloz laboratuvarlarinda hizli ve uygun fiyath yéntemlerin
kullaniimasi gerektigini belirtmektedir. Geleneksel biyokimyasal
identifikasyon testler zaman alan, zahmetli yontemler, molekuler testler ise
sofistike ve pahali yontemlerdir. NAP testi (BACTEC NAP TB Differentiation
Test), uzun zamandir pozitif kiltirden MTBC ile TDM ayirimini yapmak igin
basariyla kullanilan, BACTEC 460 TB sistemi i¢cin standardize edilmis, 2-7
gunde sonug veren bir testtir. Ancak bu test BACTEC MGIT 960 sisteminde
kullanilamamaktadir. Ayni Uretici firma, BACTEC MGIT 960 sisteminde
kullanilabilen, anti-MPT64 monoklonal antikor kullanarak MTBC ile TDM
ayirimini immunokromotografik olarak yapan, 15 dakikada sonug veren bir
test olan MIGT TBc ID (BD MGIT TBc Identification Test) testini piyasaya
surmustir. MIGT TBc ID testi, MTBC Uyelerince, Ureme sirasinda salinan
MPT64 (MPB64) proteinini saptamaya dayali bir testtir. (51, 57-63). Biz
calismamizda NAP testi ve MIGT TBc ID testlerinin pozitif kiltirden MTBC
ve TDM ayirrmi yapma performanslarini karsilastirdik. Daha 6nceden
Molekuler yontemle (GenoType Mycobacterium CM test) tanimlanmisg 30’u
MTBC ve 21’si TDM 51 mikobakteri stok susunun tamami her iki test ile de
dogru olarak tanimlandi (duyarhlik ve 6zgulluk %100). MIGT TBc ID testinin
performansini arastiran daha Onceki calismalarin ¢ogu, c¢alismamiz ile
benzer sekilde altin standart olarak molekuler yontemleri kullanmislar, testin
duyarliigini %95.2-%100 arasinda, 6zgullugunu ise %92.4- %100 arasinda
bildirmislerdir (31, 58, 60, 61, 63-65). MIGT TBc ID testi diginda, MPT64
saptamaya  yoOnelik ticari immunokromotografik  teslerin (ICA,
immunochromatographic assay) baslicalari Capilla TB test (Tauns, Numazu,
Japan) ve SD TB Ag MPT64 rapid testdir (Standard Diagnostics, Seoul,
South Korea). Cesitli calismalarda tum bu MPT64-ICA testlerin performansi
MIGT TBc ID testine benzer bulunmustur (57, 59, 61, 64-69). Bu
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calismalarda MPT64-ICA testlerinin seyrek olarak yanlis negatif ve yanlis
pozitif sonuglar verebildigi gézlenmistir. Yanhs negatif sonuglar ¢ nedenle
aciklanmaktadir; birinci neden mpt64 geninin mutasyon, insersiyon ve
delesyonu, ikinci neden sivi kultirde erken donemlerdeki yetersiz Ureme
(<10° CFU/ml), Giglincli neden ise bazi M.bovis BCG alt suslarinin MPT64
salgilamamasidir. Nadiren goriulen yanhs pozitiflik ise testin bazi TDM turleri
(M.marinum, M.flavescens, M.avium kompleks, M.chelonae) ile seyrek olarak
capraz reaksiyon verebilmesidir (31, 57, 58, 60, 64, 69). Yuksek
performansina ek olarak MIGT TBc ID testi, NAP testi ile karsilastirildiginda
daha hizli, uygulamasi ve yorumlamasi kolay daha basit, ek cihaz
gerektirmeyen ve daha ucuz bir testtir.

Mycobacterium tuberculosis izolatlarinin primer antitiberkiloz ilag
direncinin dogru ve hizli saptanmasi, hastalarin etkin tedavisi ve direncin
yayllimin énlenmesinde 6nemlidir. Sivi besiyeri bazli kulttr sistemlerinin
duyarlilik testinde kullaniimasi CDC’nin 6nerdigi duyarllik testi raporlama
suresin yakalanmasini saglamistir. BACTEC 460TB sistemi yaklasik 25 yildir
MTBC izolatlarinin duyarlihdini test etmede yaygin olarak kullanilan ve
standart kabul edilen bir yéntemdir (56, 70-73)). Biz calismamizda, BACTEC
MGIT 960 sisteminin, MTBC suglarinin primer antituberkiloz ilaglara (SM,
INH, RIF ve EMB) karsi duyarlilik testi performansini referans yontem olarak
BACTEC 460TB sistemi ile karsilastirdik. Karsilastirma sadece kritik
konsantrasyonlarda yapildi (BACTEC 460TB sistem igin; SM 2 pg/ml, INH
0.1 pg/ml, RIF 2 uyg/ml, EMB 2.5 ug/ml, BACTEC MGIT 960 sistem igin; SM 1
pg/ml, INH 0.1 pyg/ml, RIF 1 yg/ml, EMB 5 ug/ml) Test edilen 50 susun 39’u
(%78) icin her iki sistem arasinda sonugclarin tam uyumlu oldugu goéruldu.
Scarparo ve arkadasglari (73) da bu orani %74 olarak bildirmislerdir. Her ila¢
icin yapilan toplam 200 test g6z 6nune alindiginda, her iki sistem arasindaki
genel uyum %94.5 bulundu. Yanlis duyarli sonuglar (¢ok buyuk hata, very
major error, VME) anti-TB kemoterapisinin basarisizligi ile sonuglanabilen
ciddi bir sorunu gosterir. Basari ile kullanilabilecek bir ilaci etkisiz olarak
nitelendiren yanlis direncli sonuglar (buyuk hata, major error, ME) ise daha

az ciddi bir sorunu gosterir. BACTEC 460TB sistemi ile alinan sonuglari
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referans kabul ettigimizde, BACTEC MGIT 960 sistem ile bir VME, 10 ME
elde edildi. Tek ¢ok buyuk hata EMB igin saptanirken, buyuk hatalarin biri
EMB icin 9'u ise SM icin saptandi. Daha once ki ¢alismalarda da iki sistem
arasindaki en blyuk uyumsuzluklar sirasiyla SM, EMB ve INH igin
bildirilmigtir (70, 71, 73, 74). Calismamizda RIF ve INH icin her iki sistem ile
alinan sonuglar arasinda tam uyum (%100) elde edilirken, EMB ig¢in %96.0,
SM igin %82.0 uyum saptandi. Daha Onceki calismalar her iki sistem ile
alinan sonuglar arasinda tam uyumu RIF igin %98.0-%100.0, INH igin %96.0-
%98.7, EMB igin %96.2-%98.8, SM icin ise %91.8-%98.5 arasinda
bildirmiglerdir (71-76). Bu ¢alismalarin bazilarinda uyumsuz sonuglar farkl bir
referans yontem ile (genellikle agar proporsiyon yontemi) dogrulanmis ve
bazi hatali sonuglarin BACTEC 460TB sisteminden kaynaklandigi tesbit
edilmistir (72, 73, 76). Ancak bizim ¢alismada uyumsuz sonuglar igin farkli bir
referans yontem kullaniimadi.

Piersimoni ve arkadaslari (70) hatali sonuglara neden olabilecek dort
noktaya dikkat edilmesi gerektigini belirtmiglerdir; i) kultarin safligi, ii)
mikobakteriyel suUspansiyonun homojenitesi, iii) inokulum miktari, ve iv)
inokulasyon islemi sirasinda besiyerinin ¢cevresel kontaminasyonu. BACTEC
MGIT 960 sistemi gevresel kontaminasyona BACTEC 460TB sistemine gore
daha agliktir. Dolayisi ile duyarlilik testi sirasinda besiyerinin kontamine
olmasi ise ME sonuglara neden olabilir. Benzer sekilde inokulum kaynaginin
saf olmamasi da hatali sonuglara neden olabilir. Ayrica enjektor yerine pipet
kullanilan BACTEC MGIT 960 sisteminde iyi homojenize edilmeyen
suspansiyondaki mikobakteriyel kimeler pipetle alinabilir ve hatali sonuglara
neden olabilir (70, 71). Ancak bizim ¢calismamizda ME sonuglarinin sadece
iki ilag igin, 6zelliklede blyuk cogunlugunun SM icin elde edilmesi, bu sayilan
etkenlere bagl olamayacagini dugundirmektedir. En olasi neden iki sistem
arasinda kritik konsantrasyon farklihgi olabilir. BACTEC MGIT 960
sisteminde VME sonuclardan kacinmak amaci ile d¢ ilacin kritik
konsantrasyonu BACTEC 460TB sistemininkine gére daha dusuk énerilmistir
(25), bu durum SM ve EMB icin alinan ME sonuglari aciklayabilir (71).

Garrigo ve arkadaslari (71) hatali sonug¢ elde edilen g¢ogu susun MIC
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(minimal inhibitér konsantrasyon) degerlerinin kritik konsantrasyona yakin
oldugunu bildirmiglerdir. Bu veri de yukardaki gorusu desteklemektedir.

Calismamizin analizinde, duyarhlik testinde her iki sistem arasinda
RIF, INH ve EMB igin iyi bir uyum oldugu (sirasiyla kappa=1; 1; 0.83 ), SM
icin ise orta duzeyde bir uyum (kappa=0.60) oldugu hesaplandi. BACTEC
MGIT 960 sisteminin 6zellikle direncli suslari saptamada yuksek duyarlilik
gosterdigi (SM, RIF, INH icin duyarlihk %100.0, EMB igin %85.7) gorulda.
Test ettigimiz suslar icinde EMB’ye karsi direngli olanlarin sayisinin az
olmasi (n=7, %14), sadece bir tane yanhs duyarli sonucun duyarhhgi
disurmesine neden oldu. Piersimoni (70) ¢odu calismada yetersiz sayida
direngli izolat kullanilmasinin hatali sonu¢ oranini olumsuz etkiledigini, uygun
sayida (yaklasik %30’u direngli) direngli izolat test edilmez ise bilimsel olarak
dogru oranlara ve degerlendirmelere ulagilamayacagini iddia etmistir. Biz
c¢alismamizda diger Ug ilag icin bu orani yakaladik ancak EMB igin bu oranin
altinda kaldik.
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VI. SONUG VE ONERILER

BACTEC 460TB sisteminin klinik kullanimdan ¢ekilmesi nedeniyle, sivi
kaltar sistemleri kullanan laboratuvarlarda MGIT BACTEC 960 sisteminin,
klinik 6rnekten MTBC izolasyonunda ve MTBC izolatlarinin pirimer segenek
ilaglara karsi duyarlliklarinin belirlenmesinde BACTEC 460TB sistemine
alternatif olarak kullanilabilecegi, MTBC identifikasyonu igin NAP testi yerine
BD MGIT Tbc testinin uygulanabilece@i sonucuna variimistir. Ancak sistemin
kontaminasyon sorunun iyilestirimesi ve 6zellikle SM olmak Uzere kritik

konsantrasyonlarin revize edilmesi gerektigi dusunuldu.
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VIl. OZET

GCalismada BACTEC MGIT 960 ve BACTEC 460TB kudltar
sistemlerinin, klinik érneklerden M.tuberculosis kompleks (MTBC) izolasyonu,
identifikasyonu ve antituberkliloz ila¢ duyarlihk test performanslarinin
karsilastiriimasi amaglanmistir.

Calismaya alinan 694’0 solunum, 372’si solunum yolu digi olmak
uzere toplam 1066 klinik 6érnegin MGIT 960 ve BACTEC 460TB sisteminde
ve Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri kullanilarak yapilan kaltirlerinde MTBC
izolasyon orani MGIT 960, BACTEC 460TB ve LJ besiyerinde sirasiyla
%86,5 (n=32), %83,8 (n=31) ve %54,0 (n=20) olarak bulunmustur. Ortalama
izolasyon suresi ayni sira ile 13,7 (5-35) gun, 14,6 (4-26) gun ve 20,7 (12-43)
gundur. Kontaminasyon oranlari ise %6,6 ,%2,6 ve %7,7 olarak
hesaplanmistir. identifikasyon karsilastirmasi icin 30'u MTBC ve 21’si
Tudberklloz Digi Mikobakteri (TDM) olmak uUzere toplam 51 mikobakteri
susunun her iki sistem ile kultir sonrasi yapilan identifikasyonlarinda TBc ID
testi (BD MGIT TBc Identification Test) ve NAP testi (BACTEC NAP TB
Differentiation Test) ile tamami dogru olarak tanimlanmistir. Elli
M.tuberculosis sugsunun streptomisin (SM), izoniazid (INH), rifampisin (RIF)
ve etambutole (EMB) karsi duyarliliklari her iki sistemle arastiriimis, duyarhlik
test sonuglari arasinda uyum SM, INH, RIF ve EMB igin sirasiyla %82,
%100, %100, %96 bulunmustur.

Sonug olarak her iki sistem arasinda, klinik drnekten MTBC izolasyonu
ve identifikasyon performanslari yoninden istatistiksel fark olmadidi, ancak
BACTEC MGIT 960 sisteminde kontaminasyon oraninin anlaml dizeyde
yuksek oldugu goérulmastur. Duyarlihk agisindan ise iki sistem arasinda
sadece SM sonuglarinin orta dizeyde uyum oldugu, RIF, INH ve EMB igin
yuksek duzeyde uyum oldugu goralmustar.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium tuberculosis kompleks, BACTEC
MGIT 960, BACTEC 460TB, kiiltir, identifikasyon
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VIIl. SUMMARY

Comparison of the BACTEC MGIT 960 and BACTEC 460TB
culture systems for recovery, identification and drug susceptibility
testing of Mycobacterium tuberculosis

In the present study, it was aimed to compare the performances of
BACTEC MGIT 960 and BACTEC 460TB culture systems in terms of
isolation of M.tuberculosis complex (MTBC) from clinical specimens,
identification, and anti-tuberculosis drug susceptibility testing.

A total of 1066 clinical specimens, 694 respiratory and 372 non-
respiratory, were cultured by using BACTEC MGIT 960, BACTEC 460TB and
Lowenstein-densen (LJ) medium. The recovery rates, respectively, were
86.5% (n = 32), 83.8% (n = 31) and 54.0% (n = 20), for MTBC. The mean
detection times for MTBC were 13.7 (5-35) days, 14.6 (4-26) days and 20.7
(12-43) days; the contamination rates were 6.6%, 2.6% and 7.7%
respectively, in the same order. Fifty-one mycobacteria strains, 30 MTBC and
21 nontuberculous mycobacteria (NTM) were selected for evaluation of
identification. Following culture in both of the system, strains were tested by
using TBc ID test (BD MGIT TBc Identification Test) and the NAP test
(BACTEC NAP TB Differentiation test), and consequently all were
determined to be identified correctly. Drug susceptibilities of the 50
M.tuberculosis strains agains to streptomycine (SM), isoniazid (INH), rifampin
(RIF) and ethambutol (EMB) were investigated by using both two systems.
The compatibility between the susceptibility test results were determined as
82%, 100%, 100%, 96% for SM, INH, RIF and EMB, respectively.

In conclusion, no statistical difference was detected in terms of the
isolation of MTBC from clinical specimens and identification performances
between the two systems, however, contamination rate were noted
significantly higher in the MGIT BACTEC 960 system compared to BACTEC
460TB. Regarding susceptibility performance, Moderate agreement of results
for SM and very good agreement for RIF, INH and EMB between two

systems were found.
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Key words: Mycobacterium tuberculosis complex, BACTEC MGIT
960, BACTEC 460TB, culture, identification.
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