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Amag: Tiiberkiilozun laboratuvar tanisinda altin standart etkenin izolasyonudur. izolasyon icin en
stk kullanilan besiyerleri, Lowenstein-Jensen (L-J) ve otomatize sivi besiyerleridir (OSB). Ancak bu
besiyerleri maliyet ve iretme zamani agisindan sorun olmaya devam etmektedir. Calismamizda
alternatif olarak %5 koyun kanli agarin (KKA) etkinligi arastiriimistir.

Yéntem: Marmara Universitesi Hastanesi ve T.C. Saglik Bakanligi Stireyyapasa G6glis Hastaliklar
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarlarina mikobakteri kiiltiirii icin gelen 617 alt solunum yolu
6rnegi OSB, L-J ve KKA’ya ekildi.

Bulgular: Orneklerin 38’inde (%6.2) lireme saptanmus, bunlarin 36’s1 OSB (%5.8), 31'i L-J (%5),
sadece 5’i KKA (%0.8) ile izole edilmistir. Izolasyon stireleri sirasiyla 14.53, 29.09 ve 19.2 giin
olarak saptanmistir. Calismanin ikinci asamasinda, aside direngli basil saptanan alt solunum yolu
ornekleri (n=108) isleme alinmis; standart besiyerlerinin yani sira 6rnekler, KKA’nin yarisina dog-
rudan diger yarisina ise Middlebrook 7H9 sivi besiyerinde 48 saat inkiibe edildikten (M-7H9+KKA)
sonra ekilmistir. Orneklerin 75'i OSB (%69.4), 73'U L-J (%67.6), 72’si ise M-7H9+KKA'da (%66.7)
tretilebilmistir. Dogrudan KKA’ya ekilen sadece bir érnekte (%1) tireme saptanmistir. Izolasyon
stiresi OSB’de 14.57 giin iken, L-J'de 26.10 ve M-7H9+KKA’da 18.74 giin olarak saptanmis olup,
izolasyon sureleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptanmistir (p<0.001).

Sonug: Mikobakteri izolasyonunda OSB etkin ve hizli sonug veren ama maliyeti en yiiksek segenek-
tir. Disiik maliyetli L-J ise geg izolasyon dezavantajina sahiptir. KKA, bakterinin ilk izolasyonunda
en diisiik etkinligi sergilemekle birlikte, M-7H9 ile zenginlestirme, besiyerini OSB ve L-J ile kiyasla-
nabilir diizeye ¢cekmistir. M-7H9+KKA yontemi maliyet ve etkinlik agisindan L-J’ye benzerlik géste-
rirken stire agisindan dstiinliik saglamistir. Calismamizin sonuglarina gére otomatize sistemlere
sahip olamayan laboratuvarlar igin M-7H9+KKA yéntemi uygun bir alternatif olabilir.

Anahtar kelimeler: mikobakteri, izolasyon, koyun kanli agar
ABSTRACT

Objective: Isolation of the causative agent is the gold standard for the diagnosis of tuberculosis.
Most commonly used culture media for isolation are Lowenstein-Jensen (L-J) and automatic liquid
medium (ALM). However, the cost and bacterial growth time still poses challenging concerns. In
this study, as an alternative, effectiveness of 5% sheep blood agar (SBA) was investigated.
Method: Samples from lower respiratory tract (n=617) which were sent to laboratories of
Marmara University Hospital and Sureyyapasa Chest Diseases Hospital for mycobacterial culture
were inoculated on ALM, L-J and SBA.

Results: Mycobactetrial growth was observed in 38 samples. Thirty- six strains were grown on
ALM (5.8%), 31 on L-J (5%) and only 5 on SBA (0.8%). Times to their isolation were calculated as
14.53, 29.09 and 19.2 days respectively. In the study period, we also inoculated 108 lower respira-
tory tract samples which were positive for acid- fast bacteria, on ALM, L-J and SBA. For inocula-
tion on SBA, samples were seeded after enrichment by incubation in Middlebrook-7H9 broth for
48 hours. Totally, 75 of the samples (69.4%) exhibited growth in ALM, 73 (67.6%) on L-J and, 72
(66.7%) on M-7H9+SBA, requiring isolation times of 14.57 days for ALM, 26.10 days for L-J and,
18.74 days for M-7H9+SBA. Statistically significant differences were detected between isolation
times of these media (p<0.001).

Conclusion: SBA showed comparable growth rates with that of ALM and L-J media and was
superior than L-J in respect to mycobacterial isolation time while their costs were similar. Low-
cost L-J has an disadvantage of having longer isolation times. Although SBA displayed the lowest
effectiveness at first bacterial isolation, thanks to enrichment with M-7HD its performance
reached comparable levels with ALM and L-J. M-7H9+KKA method resembles L-J in terms of cost-
effectiveness, but it is superior to L-J in terms of isolation times. According to the results of our
study, M-7H9+SBA method might be an alternative for laboratories where automated systems
are not available.
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GiRiS

Dinya Saghk Orgiitii (DSO) verilerine goére; diinya
nifusunun yaklasik 1/3’G Mycobacterium tuberculo-
sis ile enfektedir. Hastanin kesin tanisi i¢in etkenin
laboratuvarda izolasyonu ve tanimlanmasi gereklidir.
Tiberkilozun laboratuvar tanisi igin uygulanan gele-
neksel yaklasimlar; klinik 6rneklerden aside direngli
boyama yapilarak mikroskobik inceleme ile basil
(ARB) aranmasi ve 6rnegin kati ve/veya sivi besiyeri-
ne ekiminin yapilarak kiltiirde izolasyonudur.
Mikroskobik incelemede basil saptanabilmesi igin,
ornegin mililitresinde 5.000-10.000 basil bulunmal,
kiltirde pozitifigin saptanabilmesi icin ise mililitrede
10-1.000 canli basil bulunmasi yeterlidir ¥. Bu neden-
le ARB sonucu negatif bulunan érneklerin de kiltur-
lerinin yapilmasi onerilmektedir.

Kati besiyeri olarak kullanilan Lowenstein-Jensen
(L-J) besiyeri maliyet olarak ucuz olmasina ragmen
izolasyon igin genellikle 4-8 hafta gibi bir slreye ihti-
ya¢ duymaktadir. Sivi besiyeri olarak kullanilan oto-
matize sivi besiyeri (OSB) ise kati besiyerine gore
daha hizli izolasyon yetenegine sahiptir. Fakat bu
sistemin pahali olmasi 6zellikle tlkemiz gibi gelis-
mekte olan Ulkeler icin dezavantaj olusturmaktadir.
Biz de calismamizda L-J ve OSB sistemine alternatif
olarak disiik maliyetli %5 Koyun Kanli Agar’in (KKA)
etkinligini diger iki besiyeri ile karsilastirmayi planla-
dik. Bu amagla alt solunum yolu 6rneklerinin [balgam
ve bronkoalveolar lavaj (BAL)] L-J, OSB ve KKA'ya
ekimini yaparak ireme sayi ve sirelerini kiyasladik.

GEREG ve YONTEM

Calismamiz icin Marmara Universitesi Tip Fakdilte-
si’nden 27.02.2009 tarih ve B.30.2.MAR.0.01.02/
AEK/126 sayi ile ve Saghk Bakanligi Goztepe Egitim
ve Arastirma Hastanesinden 21.10.2010 tarih ve 6/E
karar no ile etik kurul onayr alinmustir.

Marmara Universitesi Hastanesi Mikobakteriyoloji
Laboratuvari ve T.C. Saghk Bakanhg Sureyyapasa
Gogus Hastaliklar Egitim ve Arastirma Hastanesi
Mikobakteriyoloji Laboratuvari’na Agustos 2009-
Nisan 2011 tarihleri arasinda gelen alt solunum yolu
ornekleri ile ARB pozitif oldugu saptanan yaklasik
100 alt solunum yolu 6rnegi ¢calismaya dahil edildi.

Toplanan orneklerin preparatlari; balgam 6rneklerin-
den direkt yayma preparati olarak, BAL érneklerinin
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miktari 10 ml/den fazla ise santriflij sonrasi sedi-
mentten hazirlandi. Laboratuvara gelen BAL 6rnekle-
ri KKA'ya ekildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra
Ureme olmayanlar dogrudan, Greme olanlar ve bal-
gam ornekleri dekontaminasyon isleminden sonra
L-J, 0SB ve KKA besiyerlerine ekildi. Dekontaminasyon
islemi gereken o6rnekler NALC-NaOH (N-asetil-L-
sistein-sodyum hidroksit) metoduyla dekontamine
edildi. Homojenize edilmis 6rneklerden 0.5 ml
OSB’ye, 0.2 ml. L-J besiyerine ve KKA’'ya ekim yapildi.
Ornek ekilmeden &nce kontaminasyonu engellemek
amaciyla OSB’ye 0.1 ml PANTA (polimiksin B, amfote-
risin B, nalidiksik asit, trimetoprim, azlosillin) eklen-
di. Orneklerin OSB, L-J ve KKA besiyerlerine ekimleri
yapildiktan sonra 8 hafta stireyle 35-37°C’lik etlvde
inklibe edildi. Uzun sireli inkiilbasyon nedeniyle
kurumayi1 énlemek amaciyla KKA parafilm ile sarildi
ve ici su dolu kaplar ile inklibatoriin neminin arttiril-
masi saglandi. Ureme saptanan besiyerlerinden EZN
boyama yapilarak kontaminasyon acisindan deger-
lendirildi.

Calismanin ikinci asamasinda, Sureyyapasa GOgus
Hastaliklari Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikobak-
teriyoloji Laboratuvarinda EZN pozitif olarak sapta-
nan alt solunum yolu érnekleri, homojenizasyon ve
dekontaminasyon islemini takiben OSB ve L-J besi-
yerlerine ek olarak KKA'nin bir yarisina dogrudan,
diger vyarisina ise 0,5 ml. 6rnek Middlebrook-7H9
(M-7H9) sivi besiyerinde 48 saat inkibe edildikten
sonra ekildi. Tum besiyerlerine ekilen 6rnek hacimle-
ri ve Ureme takipleri birinci asamadakine benzer
sekilde gergeklestirildi.

0SB, L-J, KKA ve M-7H9+KKA besiyerlerindeki aside
direncli basil Gremesi ve treme sireleri karsilastiril-
di. Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde Mann-
Whitney U Test ve One Way ANOVA yontemleri kul-
lanilmistir.

BULGULAR

ilk asamada toplam 540 alt solunum yolu érnegi
incelenmis ve 34’U (%6,3) EZN pozitif olarak saptan-
mistir. Ureme ve EZN sonuglarinin dagilimi Tablo 1’de
verilmistir.

Calismamizin ilk asamasinda; 38 Mycobacterium
tuberculosis izolasyonunun, 36’s1 (%95) OSB’de ger-
ceklesirken 31'i (%82) Lowenstein-Jensen besiyerin-
de ve sadece 5’i koyun kanli agarda gerceklesmistir.
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Tablo 1. Birinci agamada galigilan 6rneklerin (n=540) direkt ince-
leme ve kiltir sonuglari.

Tablo 4. Calismanin ikinci asamasinda EZN pozitif 6rneklerden
Mycobacterium tuberculosis izole edilen kiiltiirlerde besiyeri
verimliligi ve test maliyeti.

EZN pozitif Ureme pozitif Toplam
n (%) n (%) n 0SB L M-7H9+KKA
Balgam 28 (10.1) 30 (10.8) 278
BAL 6 (2.3) 7(2.7) 262 Pozitif kiiltiir (n=80) 75 (%94) 73 (%91) 72 (%90)
Ureme giinii 14.91+3.93  26.52+8.28  19.14#3.5
Toplam 34 (6.3) 37 (6.9) 540 Maliyet (TL) 48.16 4.13 4.13
Etkinlik agisindan OSB ve L-J besiyerleri benzer deger- 5000/
. . .. . . ’ 8
leri gbstermekle birlikte OSB, kullanilan besiyerleri
icinde en kisa strede lGreten ama en pahali besiyeri 40,00
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Tablo 2). )
3 -]
= 30,00 .
E=1
Tablo 2. Caligmanin birinci asamasinda besiyerlerinde mikobak- g
terilerin ortalama izolasyon siireleri ve test maliyetleri. g 20,001
=]
0SB W] KKA 10,001 .
Ureme siiresi (Giin¥SD)  14.53+2.97 29.09+7.61 19.2+3.35 °
Maliyet (TL) 48,16 4.13 2.06 0,00

Ureme siireleri agisindan besiyerleri arasinda gozle-
nen fark, EZN pozitif ve negatif drnekler kiyaslandi-
ginda daha belirgin olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
OSB’de, EZN pozitif 6rneklerin ortalama izolasyon
siresi 12,69+3,4 giin iken EZN negatif drnekler igin
bu siire 14.5+.88 glin tespit edilmis ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0.05).
Ancak L-J besiyerinde; EZN pozitif 6rnekler (ortalama
siire 28.6+7.17 gin) ile EZN negatif 6rnekler (ortala-
ma sire =29.1+13.07 gin) arasinda fark saptanma-
mistir (p>0.05).

Calismanin ikinci agamasinda toplam 108 EZN pozitif
ornegin 80’inde (%74.1) kullanilan besiyerlerinden
herhangi biri ile Mycobacterium tuberculosis izole
edilmistir (Tablo 3).

Mycobacterium tuberculosis Ureyen orneklerin 75’i
(%94) OSB’de ortalama 14,91 giinde, L-J besiyerinde

0SB L-) Besiyeri M-7H9+KKA

Sekil 1. Besiyerlerinde iireme giinii dagihmi.

73’0 (%91) ortalama 26.52 giinde, M-7H9+KKA besi-
yerinde ise 72’si (%90) ortalama 19.14 giinde Uretil-
mistir. Bu orneklerin besiyerlerinde ireme oranlari,
sireleri ve test maliyetleri Tablo 4’de verilmistir.

Maliyeti L-J kadar olan M-7H9+KKA besiyeri, ortala-
ma izolasyon giin agisindan daha Ustiin gérinmek-
tedir. OSB, L-J ve M-7H9+KKA besiyerlerinin ortalama
izolasyon sireleri One Way ANOVA yontemiyle ista-
tistiksel yonden degerlendirildiginde besiyerlerinin
ikiserli kiyaslamalarinda aralarinda anlaml farklar
bulunmustur (p<0.001) (Sekil 1).

TARTISMA

Tuberkiloz tanisi icin altin standart etkenin izolasyo-
nudur. Bu amagla sikhkla kullanilan kati besiyeri (L-J)

Tablo 3. Caligmanin ikinci agamasinda EZN pozitif 6rneklerin besiyerlerinde izolasyon oranlari.

OSB+LJ + M-7H9 0SB +LJ OSB + M-7H9 Sadece OSB Sadece LJ Toplam iireme
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Balgam (n=98) 62 (63.3) 1(1) 4(4.1) 2(2) 4(4.1) 73 (74.5)
BAL (n=10) 5 (50) 0(0) 0(0) 1(10) 7 (70)
Toplam (n=108) 67 (62) 1(0.9) 5 (4.6) 2(1.9) 5 (4.6) 80 (%74.1)

*Sadece M-7H9’da ve sadece KKA'da tireyen olmadigi icin tabloda yer verilmemistir.
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izolasyon icin ortalama 4-8 haftaya ihtiya¢ duymakta-
dir. izolasyon siiresini azaltmak Uzere Tarshis ve
ark’nin 1955 yilinda yapmis oldugu calisma kanli
agarin bu amacla kullanildigi ilk ¢alismalardan biri
olma ozelligini tasimaktadir. Bu arastirmacilar, KKA
ve L-J besiyerlerini karsilastirdiklari c¢alismalarinda
tlberkiloz tanisi almig toplam 1515 hasta 6rneginin
1427’sini kanl agarda, 1365’ini ise L-J besiyerinde
Urettiklerini bildirmislerdir. Sonraki yillarda izolasyon
siresini azaltabilmek igin gelistirilmis otomatize sivi
besiyeri bu silireyi ortalama 2 haftaya indirmistir.
Fakat bu sistemin pahali olmasi, llkemiz gibi gelis-
mekte olan dlkeler igcin 6nemli dezavantajlar olustur-
maktadir. Drancourt ve ark./nin ® 2007 yilinda yap-
mis oldugu calismada KKA kullanimi yeniden giinde-
me gelmistir. Arastirmacilar, mikobakteri izolasyo-
nunda KKA ile BACTEC 9000MB sivi besiyerini karsi-
lastirmis ve 95 pozitif 6rnegin 94’Unu KKA'da uretir-
ken BACTEC 9000MB ile 88 adedini izole edebilmis-
lerdir (p=0.03). Ortalama izolasyon stirelerini KKA'da
1945 gilin iken, BACTEC’te 2216 glin olarak tespit
etmislerdir (p=0.1). Benzer sekilde, Mathur ve ark.’nin
@ 2009 yilinda yapmis oldugu calismada EZN pozitif
70 balgam oOrneginden KKA ve L-J'ye ekim sonrasi
izolasyon sayilari sirasi ile 66 ve 68 olarak belirtmis-
ler, ortalama izolasyon sireleriniise KKA i¢in 13.6%5.2
gln, L-J icin ise 20,445,1 gln olarak saptamislardir
(p=0.0001).

Bizim calismamizda topladigimiz 617 6rnegin 38’inde
Ureme saptanmistir. Ortalama 14.53+2.97 giinde 36
adet Mycobacterium tuberculosis izole edebilen OSB
%95 izolasyon orani ile galismamizdaki en etkin besi-
yeri olarak belirlenmistir. Fakat bu sistem etkin olma-
sina karsin, 48,16TL/test maliyeti ile diger besiyerle-
rine gore olduk¢a pahalidir (10.05.2019 1€=6,88TL).
Ayni 6rneklerden ortalama 29.09+7.61 giinde 31
adet Mycobacterium tuberculosis izole edebilen L-J
besiyeri etkinlik acisindan %82.1 oraninda izolasyon
saglamistir. Fakat bu besiyerinin izolasyon icin ¢ok
uzun bir slireye ihtiya¢ duyuyor olmasi tiiberkilozun
erken tanisinin saglanmasi amaci ile tezat olustur-
maktadir. Koyun kanl agarin 2,06TL/test fiyati ile
maliyet agisindan ¢ok uygun olmasina, ortalama izo-
lasyon suresi agisindan da 19.2+3.35 giin ile OSB’ye
kiyasla uzun fakat L-J besiyerine kiyasla daha kisa bir
siireye gereksinim duymasina ragmen, % 13 izolas-
yon orani ile yalnizca 5 adet 6rnekten izolasyon sag-
layabilmis olmasi bu besiyerinin rutin mikobakteriyo-
loji laboratuvarinda primer izolasyon amaciyla kulla-
nilabilmesinin 6énindeki en blylk engel gibi goriin-
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mektedir. 2007 ve 2009 yillarinda yapilan ¢alismalar
otomatize sistemden dahi daha iyi performans elde
etmeleri bizim sonuglarimizla tezat olusturmaktadir
4, Bizim calismamizla diger iki calisma arasindaki
temel fark arastiricilarin ifadesi ile kurumayi 6nlemek
icin kanli agar besiyerlerinin tiipte hazirlanmis olma-
sidir. Ancak bu kadar disik dizeyde izolasyon elde
etmemiz arastiricilarin kullandigi kanh agar tuplerle
actklanamaz. Bunun yanisira Drancourt ve ark./nin @
kanl agarda saptadiklari Greme siresi istatistiksel
olarak anlamli olmasa da sivi besiyerine kiyasla daha
kisa olmasi literatir bilgilerimizle de bagdasmamak-
tadir.

Calismanin bir sonraki asamasinda EZN pozitif 108
ornekten, OSB ortalama 14.91+3.93 glin ile 75 6rnek-
ten izolasyon saglamayi basarmis iken L-J besiyerin-
de ortalama 26.52+8.28 giin ile 73 izolasyonda kal-
mistir. Bu asamada en dikkat cekici nokta 7H9
Middlebrook sivi besiyerinde zenginlestirme yapil-
diktan sonra pasaj yapilan KKA’nin ortalama
19.14+3.50 glinde 72 tane izolasyon saglayabilmis
olmasidir. Bu verilerle M-7H9+KKA yéntemi, L-J besi-
yeri ile benzer performansi gosterirken, mikobakteri
izolasyonunu L-J besiyerine kiyasla yaklasik bir hafta
daha erken sonug tretmistir. Ayrica test maliyeti agi-
sindan M-7H9+KKA yontemi L-J ile ayni, OSB’den
yaklasik 12 kat daha ucuz olmasi bu yontemin 6nem-
li avantajlarindan biridir (Tablo 4).

Coban ve ark/nin © 2004 yilinda yaptig ¢alismada,
koyun kanl agari Mycobacterium tuberculosis’in INH
ve RIF direncini arastirmak tizere kullanmiglardir. Bu
amagla once BACTEC 460TB sisteminde Urettikleri
kokenleri ilag eklenmis KKA'da test etmisler ve kanh
agardaki performansin BACTEC 460TB ila¢ duyarlihigi
sonuglari ile benzer bulmuslardir. Bu sonuglar, pri-
mer izolasyondan ¢ok M-7H9 sivi besiyerinden KKA'ya
yapilan pasaj sonrasinda mikobakteri izolasyonunun
halen kullanilmakta olan yontemlere benzer etkinlik
saptadigimiz calismamizi destekler niteliktedir.

Sonug olarak, Mycobacterium tirlerinin izolasyonu
icin alternatif olarak distindiglimiz KKA etkinlik
acisindan diger besiyerlerinin oldukga gerisinde kal-
mistir. Ancak 7H9 Middlebrook sivi besiyerinde zen-
ginlestirdikten sonra kullanilacak KKA besiyeri, stan-
dart yontemlere benzer etkinlik godstermistir.
Dolayisiyla M-7H9+KKA yontemi sivi bazli otomatize
sistemlere maliyeti nedeniyle sahip olamayan labo-
ratuvarlar icin alternatif olarak onerilebilir.
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