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Amac: Canakkale kultur
calismalarina 2009 yilinda ilk olarak Canakkale Onsekiz
Mart Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda baslanmistir.

ilinde tiiberkiiloz

Universitesi

Bu calisma ile laboratuvarimizda elde edilen verilerin

sunulmast ve mikobakteri tanisinda kullanilan

yontemlerin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yontem: Mikobakteri kiiltlirii i¢in laboratuvarimiza
klinik Ehrlich-Ziehl-Neelsen
yontemi ile boyanarak, mikroskobik olarak

gonderilen ornekler
(EZN)
degerlendirilmis; Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri ve
BACTEC MGIT 960 (Mycobacteria Growth Indicator
Tube, Becton Dickinson, ABD) sivi bazli kiltiir sistemi

tiiplerine ekilmistir. Ureme gériilen kiiltiir tiiplerinde

Mycobacterium  tuberculosis  kompleks  (MTBK)
tanimlamasi ve istem yapildiginda streptomisin (STR),
izoniazid (INH), rifampisin (RF), etambutol (ETM)

duyarliliklar calisitmistir. Aseptik kosullarda toplandig
disunilen vicut sivilart dekontamine edilmeden direkt
olarak, diger orneklere ise nce dekontaminasyon ve
sonra konsantrasyondan ekim yapilmistir.

Bulgular: Laboratuvarimiza 667 hastadan toplam
1.048 ornek gonderilmistir. 54 hastaya ait 71’i MTBK,
yedisi tuberkiloz dis1 mikobakteri olmak lizere toplamda

ABSTRACT

Objective: Tuberculosis microbiological laboratory
diagnosis was firstly started in year 2009, in Microbiology
Laboratory of Onsekiz Mart University Research and
Education Hospital in Canakkale. We aimed at this
study to present our laboratory data and to evaluate
the methods which were used for the diagnosis of
micobacteria.

Method:
tuberculosis culture were stained by Ehrlich-Ziehl-

Samples sent to our laboratory for
Neelsen (EZN) method and evaluated microscopically.
After processing of samples, each sample was inoculated
to Lowenstein-Jensen medium (LJ) and BACTEC MGIT
960 (Mycobacteria Growth Indicator Tube, Becton
Dickinson, USA) liquid based medium. If suspected
growth was detected, Mycobacterium tuberculosis
complex (MTBC) typing was made and if requested
antituberculosis drug susceptibility for streptomycin
(STR), isoniazid (INH), rifampicin (RF) and ethambutol
(ETM) tested. Samples from normally sterile body sites
cultured directly, others were firstly decontaminated
and concentrated.

Results: During the study period 1.048 samples
from 667 patient has been processed. Seventy eight

samples (7.44%) from 54 patients were found positive
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78 ornekte (%7,44) BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson,
ABD) sistemi ile Ureme saptanmistir. LJ besiyerinde 64’u
MTBK, dordu tuberkiiloz dist mikobakteri olmak uzere
toplamda 68 ornekte Ureme saptanmistir. BACTEC MGIT
960 sisteminde iUremenin saptanabildigi siire ortalama
11,8 gin (¢ 7,45 SS) olarak tespit edilmistir. EZN
boyamasinda 49 ornekte asidorezistan basil goriilmustir.
Bu orneklerin 42 (%86)’sinde lreme saptanabilmistir.
54 hastanin 25’inin izolatinda ila¢ duyarliligi calisilmistir.
Alt1 izolatta en az bir ilaca direnc saptanirken en yiiksek
oranda STR direnci goriilmustir. Bes ornekte STR direnci,
uc ornekte INH direnci, bir ornekte de ETM direnci
saptanmistir. Uc érnekte aym anda STR ve INH direnci
saptanmistir. RF direncli MTBK saptanmamuistir.

Sonug: Bu calisma ile Canakkale ilindeki tiiberkiloz
sunulmustur. BACTEC
MGIT 960 otomatize sivi bazli tiiberkiiloz kiltur sistemi

kat1
olarak
kaltur

laboratuvarina ait ilk bulgular

ile yapilan kiltiur ve
besiyerinden daha

gerceklestirilmektedir.

duyarliiginin  mikroskopiden oldugu, ancak
erken tam konulabilmesi nedeni ile duyarliigi disik
olmasina ragmen mikroskobik incelemenin rutin olarak
kiiltur ile birlikte degerlendirilmesi gerektigi kanaatine

ilag  duyarlilik testleri
kolay ve hizli
Tuberkiiloz  tamisinda
fazla

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mycobacterium tuberculosis,
kiiltlr, antitliberkiiloz duyarlilik

GIRIS

Tlberkiloz hastaligi tan1ve tedaviyontemlerindeki
gelismelere ragmen gerek diinyada gerekse
lilkemizde hala ciddi bir halk sagligi sorunu olmaya
devam etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin
2011 yiinda cikardig Kiiresel Tiiberkiiloz Kontrolii
Raporuna gore diinyada 2010 yiinda 8,8 milyon yeni
vaka ortaya cikmistir. 2010 yilinda tuberkilozdan
hayatin1 kaybeden toplam 1,45 milyon hastadan 350
bini HIV pozitif, 1,1 milyonu HIV negatiftir. Raporda
verem savasi dispanseri kayitlarina gore Turkiye’nin
vaka 15.183 olarak

2010 yiinda yeni sayisi
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by BACTEC MGIT system: 71 of them MTBC and seven
of them were mycobacteria other than tuberculosis
(MOTT). By LJ medium 64 MTBC and 4 MOTT strain,
totally 68 mycobacterium were isolated. Mean time
for detecting positive culture by MGIT 960 was 11.8 days
(+ 7.45 SD). With EZN stain, 49 samples were detected
as acido resistant bacilli and only 42 (86%) of them were
positive by culture. Antituberculosis drug susceptibilty was
evaluated at isolates of 25 from 54 patients. A resistance
to at least one of the drugs were detected in six isolates.
It is found that five isolates were resistant to STR, three
were resistant to INH and one was resistant to ETM. Three
isolates were resistant to both STR and INH. Rifampicin
resistance was not detected in MTBC.

Conclusion: With this study we presented first
tuberculosis laboratory findings from our province,
Canakkale. Tuberculosis microbiological culture and
antituberculosis susceptibility tests can be made using
Bactec MGIT 960 system which is easier and faster than
solid media culture. In tuberculosis diagnosis sensitivity
of culture is higher than microscopical evaluation. It
was concluded that although microscopic examination
has low sensitivity, for early detection of tuberculosis
both culture and staining should be used together for
routine detection of tuberculosis.

Key Words: Mycobacterium tuberculosis, culture,
antituberculosis susceptibility

bildirilmistir. DSO tiiberkiiloz insidans hesabinda yeni
ve niks vaka sayilarinin toplamini kullanmakta olup
2010 yiinda Tirkiye’de insidans 15.879’dur (1).

Tuberkiiloz etkeni Mycobacterium tuberculosis
kompleksin klasik metodlar ile tanimlamasi ve
antitliberkiiloz ilaclara duyarliiginin belirlenmesi
uzun zaman gerektirdigi icin hizi ve giivenilir
yontemler gelistirilmektedir. Ulkemizde kullanim
alanm bulmus olan kultur sistemleri;

Radyometrik Esash Sistemler: BACTEC 460 TB

(Becton Dickinson, ABD) sistemi,
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Floresan Esash Sistemler: BACTEC Mycobacteria
Growth Indicator Tube (MGIT) 960 (Becton Dickinson,
ABD) sistemi ve BACTEC 9000 MB (Becton Dickinson,
ABD) sistemi, Kolorimetrik Esasli Sistem: BacT/ALERT
MB (MB/BacT) (BioMerieux, Fransa) sistemi,

Kat1 Ozellikte Kolorimetrik Esasli Sistem:
MYCOLOR TK kiiltiir (Salubris A.S., istanbul) sistemidir
(2-4).

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi (COMU)
Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvar1 Canakkale ilinde mikobakteri Kkiiltiird,
tiplendirilmesi

ve antimikrobiyal duyarlilk testi

laboratuvardir. ilimiz tiiberkiiloz
daha

bulunmamaktadir.

yapilabilen tek

verilerini iceren onceden yapilmis  bir

Calismamizda cesitli
izole edilen mikobakterilerin

calisma
klinik materyalden
tanimlanmasi, antitliberkiloz duyarlilik oranlarinin
belirlenmesi ve mikobakteri laboratuvar tanisinda
kullanilan yontemlerin degerlendirilmesi amaclanmstir.

GEREC VE YONTEM

COMU Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Ocak 2009-30
Haziran 2011 tarihleri arasinda tiuberkiiloz on tanisi

Mikrobiyoloji  Laboratuvar’’na 1
ile gonderilen ornekler ve sonuclan retrospektif

olarak incelenmistir. Gonderilen klinik ornekler
Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN) yontemi ile boyanmus,
Lowenstein-Jensen (LJ) besiyeri ve BACTEC MGIT
960 (Becton Dickinson, ABD) sivi bazli kiultur sistemi
tiiplerine ekimi yapilarak takip edilmistir. Ureme
olanlarda ureticinin onerilerine gore Mycobacterium

tuberculosis kompleks (MTBK) tanimlamasi ve istem

yapildiginda streptomisin, izoniazid, rifampisin,
etambutol duyarliiklarn calisiltmistir.  Mikobakteri
yoniinden incelemek amaci ile laboratuvara

gonderilen balgam, brons lavaj sivis1 (BAL), akciger
dis1 abse aspirat sivisi, trakeal aspirat, idrar gibi
klinik ornekler dekontaminasyon ve konsantrasyondan
(BOS),
plevra sivisi, perikard sivisi, doku biyopsi 6rnegi, asit

sonra; beyin-omurilik sivisi eklem sivisi,

gibi aseptik kosullarda toplandigi diisiiniilen viicut
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sivilart ise dekontamine edilmeden direkt olarak

ekimleri yapilmis ve preparatlarn hazirlanmistir.
dekontaminasyon ve konsantrasyon
islemleri Mycoprosafe (Salubrius A.S., Istanbul)
veya TDC (RTA Laboratuvarlar, Istanbul) hazir

ticari kitleri kullanmlarak yapilmistir. Ekim sonrasi

Orneklerin

inkiibe edilen LJ tupleri gunluk olarak ureme olup
olmadig1 kontrol edilerek treyen kolonilerden EZN
boyama yapilmistir. Ekim yapilan MGIT tipleri de
42 gine kadar inkiibe edilerek, pozitif sinyal veren
MGIT tiplerinden EZN boyama yapilmistir. Yapilan
boyamalarda ARB saptandiginda, LJ’deki kolonilerden
veya MGIT tiplerinden alinan ornek ile pNBA (para-
nitro-benzoik asit) kullanilarak BACTEC MGIT 960
sistemi ile MTBK tanimlanmasi yapilmistir. MTBK
olarak degerlendirilen suslarin antitiiberkiiloz ilaclara
kars1 duyarlilik testleri BACTEC MGIT 960 sistemi ile
streptomisin (STR; 1,0 pl/ml), isoniazid (INH; 0,1 ul/
ml), rifampisin (RF; 1,0 pl/ml), etambutol (ETM; 5,0
pl/ml)’e kars1 duyarliliklan Uretici firma onerileri
dogrultusunda gerceklestirilmistir.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen ornekler toplam 667
hastadan gonderilmistir. Hastalarin 479’u erkek, 188’i
kadin, en kiicligii alt1 yasinda, en biiyligli 92 yasinda
olan hastalarin yas ortalamasi 57,9 + 16,08 SS olarak
tespit edilmistir. 667 hastadan toplam 1048 ornek
calismaya alinmistir. Orneklerin 631’i balgam, 240"
BAL, 87’si plevra sivisi, 20’si idrar, 16’s1 perikard
sivisi, 14’(i akciger dis1 abse aspirat sivisi, 111 trakeal
aspirat, 10’u BOS, 10’u doku biyopsi 6rnegi, sekizi
eklem sivisi, biri asittir (Tablo 1). EZN boyamada 49
ornekte asidorezistan basil (ARB) gorulmustur. Bu
orneklerin 42 (%86)’sinde Ureme saptanabilmistir.
Kultir ile Greme saptanan 78 6rnegin 36 (%46)’sinda
EZN ile ARB tespit edilememistir (Tablo 2). 71 MTBK,
yedisi tuberkiloz dis1 mikobakteri olmak lzere
toplamda 78 ornekte (%7,44) BACTEC MGIT 960
sistemi ile Ureme saptanmistir. LJ besiyerinde 64’l
MTBK, dordu tuberkiloz disi1 mikobakteri olmak
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uzere toplamda 68 ornekte uUreme gozlenmistir.
Uremelerden yedisi (%9) akciger disi 6rneklerdendir.
BACTEC MGIT 960 sisteminde liremenin saptanabildigi
siire degerlendirildiginde, minimum iki, maksimum 37
giin (ortalama 11,8 giin+7,45 SS) oldugu belirlenmistir.
54 hastaya ait materyalde Ureme saptanabilmis
ve antitiiberkiiloz ila¢ duyarliligi istemi yapilan 25
hastanmin izolatinda calisilmistir. Hastalann anti-
tliberkiloz ila¢ duyarliik sonuclan incelendiginde
%24’uinde en az bir ilaca direnc saptanirken en
yiuksek oranda direnc STR’de gorulmustir. Bes
ornekte STR direnci, Uc¢ ornekte INH direnci, bir
ornekte de ETM direnci tespit edilmistir. RF direncli
MTBK saptanmamistir. iki ilaca direncli iic MTBK
tespit edilmis, bunlar streptomisin ve izoniazide
direncli olarak bulunmustur. Uc ilaca direncli MTBK

saptanmamistir (Tablo 3).

TARTISMA

Tiberkiiloz hastaligi; ilagla tedavisi miimkiin
olan bir hastalik olmasina karsin, halen tim
diinyada onemli bir saglik sorunu olarak varligini
korumaktadir. Tuberkiilozdan korunmanin en etkin
yolu hastaligin erken teshisi ve uygun tedavi yontemi
uygulanmasidir. Tuberkilozun on tams1 klinik ve
radyolojik verilere dayanmakla birlikte, kesin tani
laboratuvar yontemleri ile olmaktadir. Laboratuvar
tanisi, etkenin hasta orneklerinde gosterilmesi ve
izolasyonu ile saglanir (5).

Laboratuvarimizda tuberkiloz tanisinda;
EZN boyama ile ARB aranmasi ve kiltur testleri
kullamlmaktadir.  Kultir islemleri LJ besiyeri
ve BACTEC MGIT 960 sistemi ile calisilmaktadir.
Mikroskobik
basit,
nedeniyle hastaligin endemik oldugu lkelerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikroskobik inceleme
EZN

Kinyoun boyama yontemi ve

inceleme tuberkiloz tanisinda

hizli, ucuz ve ozgul bir yontem olmasi

oncesinde uygulanan boyama yontemleri:
boyama yontemi,
auramin-rodamin floresan boyama yontemidir (6).

Calismamizdaki verilere bakildiginda, tireme saptanan
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Tablo 1. Tbc suphesiyle gelen orneklerin materyal turune
gore dagilim

Materyal Say1 %

Balgam 631 60.2
BAL 240 22.9
Plevra sivisi 87 8.4
idrar 20 1.9
Perikard sivis1 16 1.5
Akciger dis1 abse aspirat sivisi 14 1.4
Trakeal aspirat 11 1.1
BOS 10 0.9
Doku biyopsi 6rnegi 10 0.9
Eklem sivisi 8 0.7
Asit 1 0.1
Toplam 1.048 100

Tablo 2. EZN boyama ile kiiltiir sonuglarimin karsilastirilmasi

Kijlt_ii_r Kijlt'u'r. Toplam
Pozitif Negatif
EZN Boyama ARB Pozitif 42 7 49
EZN Boyama ARB Negatif 36 963 999
Toplam 78 970 1.048

Tablo 3. Antibiyogram yapilan Mycobacterium tuberculosis
kompleksi suslarinin antituberkiiloz ilaclara diren¢ durumu
(n=25)

Antitiiberkiiloz ilag Direncli sus %
Streptomisin 2 8
Etambutol 1 4
Streptomisin+izoniazid 3 12
Toplam direncli sus 6 24

orneklerin %54’Unde EZN ile ARB saptanabilmistir.
Perincek ve ark. (7) Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesinde 2005-2007 tarihleri arasinda yaptiklan
calismada EZN ile ARB saptama oranini %58,2, Kurtoglu
ve ark. (8) Konya Egitim ve Arastirma Hastanesinde
Eylul 2008-Mayis 2010 tarihleri arasinda yaptiklan
calismada bu oran1 %46,8 olarak bulmuslardir. 2009
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Turkiye geneli tuberkiloz verilerine gore EZN ile
ARB saptama oram %70 olarak bildirilmistir (9).
Mikroskobik incelemede ARB goriilebilmesi
hasta Orneginde en az 5.000/ml kadar bakteri

icin

bulunmas1 gerekmektedir. Mikroskobik incelemenin
duyarlilik oranlarindaki farkliliklar, kullanilan boyama
yontemi, inceleme yapilan mikroskobun kalitesi,
ornegin tiirli, yaymanin kalinligi, boyama sirasinda
dekolorizasyon suresi ve incelemeyi yapan kisinin
bu konudaki

Mikroskobik inceleme duyarliliginin artmasi1 coklu

tecribesinden kaynaklanmaktadir.
ornek alimiyla miimkiin olmaktadir. Kiltir duyarliig
direkt boyama duyarliigindan vyiiksek oldugu icin
tanida mikroskobik inceleme ile kilturiin birlikte
degerlendirilmesi gerekmektedir. Ancak kiiltiirden
sonu¢ almak wuzun bir siire gerektirdiginden
mikroskobik inceleme duyarliigi diisiik oldugu halde
en sik kullanilan yontemdir (2,10).

Tuberkiloz tanmsinda  kiltir yontemleri altin
standart olma o&zelligini korumaktadir. Bu amagla
yumurta bazli veya agar icerikli kat1 besiyerleri ve sivi
besiyerleri kullanilmaktadir. Hizli tanm saglayabilmek
amaciyla sivi  besiyerlerinin otomatize ve yan
otomatize cihazlarda kullamldig1 cesitli sistemler
gelistirilmistir (6). Kiltiir yonteminde iireme pozitifligi
icin ornegin ml’sinde en az 10 canli basilin bulunmasi
yeterlidir. Kiltlr yonteminin diger onemli avantajlar,
mikroskobi ile ayrimi1 yapilamayan MTBK- tiiberkiiloz
dist mikobakteri ayrimin1 yapabilme, ila¢ duyarliig:
belirleme ve genotiplendirme gibi ek testler
yapilabilmesine imkan saglamalaridir. Kiiltiir amaciyla
glinumizde en yaygin olarak kullanilan kat1 besiyeri
LJ besiyeri, siv1 kiiltiir sistemleri BACTEC 460 TB
(Becton Dickinson, ABD), MGIT 960 (Becton Dickinson,
ABD), MB\Bact ALERT (BioMerieux, Fransa)’ dir. Bu
sistemlerde kiiltur 1-3 hafta kadar siirmektedir (2,10).

Calismamizi kapsayan yaklasik iki bucuk yillik stre
icerisinde tuberkilloz on tamsiyla gonderilen 1.048
ornekten 78 (%7,44)’inde BACTEC MGIT 960 sistemi ile
68 (%6,49)’inde LJ besiyeri ile Ureme saptanmstir.

Bu farklilk sivi bazli sistemlerin az sayida basil
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iceren oOrneklerde izolasyon sansim artirabildigini
dustindirmektedir. Calismamizda BACTEC MGIT 960
(Becton Dickinson, ABD) sistemi ile pozitiflik saptanma
siresi literatiirdeki diger calismalara benzer sekilde
ortalama 11,8 (+ 7,45 SS) guin olarak belirlenmistir (2,10).

BACTEC MGIT 960 sisteminde kullanilan tuplerin
dibinde silikona gomilu oksijen ile bilesik halde
bulunan fenatrolin rutenyum klorid pentahidrat
adinda floresans veren bir indikator bulunmaktadir
(11, 12).
fluoresansi engeller. Mikobakteriler Uredikce tipteki

Tip icinde bulunan oksijenin varlig

oksijenin kullanmilmasina bagli olarak indikator serbest
kalmakta ve floresan aciga cikmaktadir. Saptanan
floresan cihaz tarafindan otomatik olarak olcilmekte
ve sonuclar verilmektedir. BACTEC MGIT 960 sisteminin
kisa surede sonu¢c vermesinin yaninda en onemli
avantajlan, radyoaktif madde kullanilmamasi ve igne
veya benzeri riskli gereclere ihtiyac duyulmamasidir
(13). MYCOLOR TK (Salubris A.S., istanbul) kiiltiir
sisteminin 2011 y1l1 icinde siv1 bazli besiyeri kullanan
modeli de piyasaya suriilmistur. Bu sistemin BACTEC
MGIT 960’a alternatif olarak degerlendirilmesi igin
hizla karsilastirmali calismalara ihtiyac vardir.
Mikobakterilerin antituberkiiloz ilaclara kars1 artan
direnci, tedavinin etkili bir sekilde yapilabilmesini
engellemekte ve dolayisiyla duyarlik testlerinin
yapilmasini gerekli hale getirmektedir. Diinya genelinde
yapilmis pek cok calismada en sik direncin INH’ye karsi
oldugu bildirilmektedir. Ancak bazi iilkelerde RF, STR
ve ETM de ilk siray1 alabilmektedir. Turkiye’de yapilan
calismalarda INH (14) ve STR (15) ilk sirada olarak
bildirilmistir. Bu durumun INH ve STR’nin tedavi ve
profilakside en fazla kullanlan ilaclar olmalarina bagli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Tiirkiye Verem Savasi1 2011
Raporu’nda, 2009 yili tiim hastalar degerlendirmesinde
INH direnci %13,1, RF direnci %6,5, ETM direnci %4,7,
STR direnci %8,5 bildirilmistir (9). Bizim calismamizda;
Ureme olan 6rneklerde antibiyogram istemi yapilmadigi
icin sadece 25 Uremede anti tiiberkiiloz duyarlilik testi
calisitmistir. Test edilen ilaclardan en yiiksek direnc
bes susta saptanan STR direnci olarak bulunmustur. ilac
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direnci farklibklanimin nedeni hastalarin demografik
ozellikleri, ilac kullanim ozellikleri ya da ilac duyarliik
testlerinde kullanilan yontemler ile ilgili olabilir.

ilimizdeki ilk

tuberkuloz kultur ve antituberkiloz ilac duyarlilik

Sonuc olarak bu calisma ile

verileri elde edilmistir. Tuberkiloz tamsinda boyali
preparatlarin mikroskobik incelemesi kolay ve hizli
bir yontem olmasina ragmen disik duyarliiga

sahiptir. Kiltir ise boyali preparatin mikroskobik

TESEKKUR

GANAKKALE TUBERKULOZ LABORATUVAR VERILERI

incelemesine gore oldukca duyarlidir. BACTEC MGIT
960 otomatize sivi bazli tuiberkiiloz kultir sistemi ile
kultur calismalan ve ilac duyarliiklarn kolay ve hizli
bir sekilde calisilabilmektedir. Tiberkiloz tanisinda
kiltir duyarliigimin mikroskobiden fazla oldugu, ancak
kultur islemleri sonuclanana kadar hastalann erken
tam ve takibinde duyarliigi disiik olmasina ragmen
mikroskobik incelemenin rutin olarak kultir ile birlikte
degerlendirilmesi gerektigi kanaatine varilmistir.

Testlerin calisiimasinda ve takibindeki emeklerinden dolay1 Bio. Umit KARADELI ve tiim laboratuvar

calisanlarina tesekkur ederiz.
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