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OzZET

Amag: Tuberklloz hastaliginda, basilin kisa strede sap-
tanmasi ve izolatin anti-tiberkuloz ilaglara karsi duyarli-
liginin belirlenmesi, tedavi igin gok dnemlidir. Bu amagla
stpheli hasta drneklerinin farkli iki yontemle kilttrd yapil-
mis ve Ureme saptanan orneklerde anti-tliberkiloz ilagla-
ra duyarlihk testi sonuclari irdelenmigtir.

Gereg ve yontem: Calismada hasta 6rnekleri homojeni-
zasyon ve dekontaminasyon iglemlerinden sonra Zielh-
Neelsen boyasi ile boyandi. Her bir 6rnek Lowenstein-
Jensen (LJ) ve Mycobacterium Growth Indicator Tube
(MGIT) besiyerlerine inokiile edildi. inkiibasyon periyo-
dunu takiben Greme saptanan érneklerdeki basillerin dort
major anti-tiberkdiloz ilaca karsi duyarlliklar arastiriidi.

Bulgular: Calismada 2007-2010 yillari arasinda 163 fark-
Il hastadan alinan érnekler degerlendirildi. Tim 6rnek-
lerde; Aside Direngli Basil (ARB) pozitifliginin 7 (%4.0),
MGIT pozitifliginin 6 (%3.5), LJ pozitifliginin 7 (%4.0) ol-
dugu tespit edildi. MGIT ydntemi tiberkiloz basillerini LJ
yontemine gore belirgin olarak daha kisa slirede saptadi.
izole edilen biitiin suslarin dért major anti-tiiberkiiloz ilaca
duyarl oldugu bulundu.

Sonug: Calismamizda; MGIT yonteminin tiberkiloz ba-
silini belirlemede LJ kultirine belirgin sekilde Ustunlik
sagladigl saptandi ve Ureyen suslarda anti-tuberkuloz
ilaclara kargi direng belirlenmedi.

Anahtar kelimeler: Tlberkiloz, kultur teknikleri, ilag di-
renci

ABSTRACT

Objectives: As soon as possible to detection of tubercu-
losis bacilli and to determination of their anti-tuberculosis
drug susceptibilities are very important for an optimal
anti-tuberculosis therapy. Therefore, two different culture
methods in suspected patient samples were performed.
The results of anti-tuberculosis drug susceptibility testing
of culture positive samples were examined.

Materials and methods: Following the homogenization
and decontamination processes, patient's samples were
stained with Ziehl-Neelsen dye and each preparation
were inoculated separately onto Lowenstein-Jensen (LJ)
and into Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT)
media. After incubation period, drug susceptibilities of ba-
cillus in culture positive samples against four major anti-
tuberculosis drugs were investigated.

Results: The samples obtained from 163 different pa-
tients between 2007 and 2010 years were evaluated.
In all samples, it was determined that positivity of Acid
Resistant Bacillus (ARB), MGIT and LJ media were 7
(4.0%), 6 (3.5%) and 7 (4.0%), respectively. MGIT meth-
od was demonstrated significantly earlier growth than LJ
method the tuberculosis bacillus. All isolates were found
to be sensitive to four major anti-tuberculosis drugs.

Conclusion: In our study, MGIT method was found to be
superior to LJ media because of its quick result and drug
resistance was not determined in all isolates. J Clin Exp
Invest 2012; 3(2): 240-244
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GiRiS

Diinya Saglik Orgiiti (DSO), Tiiberkilozun yillik in-
sidansi 100.000'de 25’'den az olan ulkeleri dusuk,
25-100 arasi olanlari orta ve 100’den fazla olan
Ulkeleri yuksek insidansli olarak kabul etmektedir.
Buna gore Turkiye orta riskli Glkeler grubundadir.
Ulkemiz tim Avrupa (ilkeleri icerisinde Rusya Fe-
derasyonu, Ukrayna, Romanya ve Kazakistan’dan
sonra besinci sirada gelmektedir. Adi gecen bu Ul-
keler DSO verilerine gore yiiksek riskli tlkeler gu-
rubunda yer almaktadir. Bu ulkelerde dogrudan go-
zetimli tedavi (Directly Observed Treatment) [DGT]
stratejisi uygulanmaktadir.’?

Tlberkuloz hastalidi her Ulke ve toplum igin
onemlidir. Turkiye’de 1950 sonrasinda uygulama-
ya baslanan etkili tiberkuloz kontrol programi, son
yillarda hizini kaybetmistir. Ulkemizde tiiberkilozla
ilgili yeterli ve genis epidemiyolojik ¢calismalar yapil-
madigindan eldeki veriler ¢cok sinirlidir. Saglik Ba-
kanhgi verilerine gore Turkiye’de 12-15 milyon kisi-
nin tiberkulozla enfekte oldugu ve her yil 30-40 bin
yeni hastanin ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir.®45
Ayrica mikroorganizmanin ilaglara kargi direnci de
dinya ¢apinda dikkati gceken ve hastaligin tedavisi-
ni zorlastiran bir durum olarak kargimiza gikmistir.%’
Primer ve sekonder direng yani sira ¢oklu ilag di-
rengli tiberkiloz olgularinin varli§i tedaviyi daha da
zorlagtirmaktadir.® Bu nedenle bir toplumdaki tiiber-
kidloz gorilme sikliginin ve direng ytzdelerinin bilin-
mesi baslangi¢ tedavisinin ve ileri ddnemdeki tedavi
protokollerinin belirlenmesinde ¢ok énemlidir.®

Tlberkulozun tanisinda kullaniimakta olan kon-
vansiyonel kllttr ydntemlerinin uzun zaman almasi,
kisa slrede sonug¢ veren yontemlerin ise ylksek
maliyetli olmasi sorun teskil etmektedir. Arastirma-
lar, tuberkiloz sorununun etkin kontrolU icin hizli,
ucuz, duyarli ve guvenilir yeni tani ydntemlerini ge-
listirmek amaciyla artarak devam etmektedir.®

Tuberkulozda tani ydntemleri arasina giren My-
cobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) yontemi
ile ilgili birgok arastirma yapilmistir.®'® MGIT yonte-
minin izolasyon suresini kisaltmasi ve hemen he-
men bitin énemli mikobakteri turlerinde dogru tani
koymayi saglamasi, onu degerli bir tani yontemi ha-
line getirmistir.617

Calismamizda, hastalar ve semptomlu temasli-
lardan alinan drneklerde Mycobacterium tuberculo-
sis’in iki farkli ydntemle saptanmasi ve iki farkli yon-
temle dort major anti-tiberklloz ilaca karsi direng
durumlarinin belirlenmesi amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Haziran 2007-Haziran 2010 tarihleri arasinda, 163
farkl hastadan alinan 6rneklerden yapilan 173 kdl-
tir incelenmistir. Aragtirma igin Kirikkale Universi-
tesi Tip Fakultesi Etik Kurulu'nun onayi alinmigtir.
Alinan ornekler N-asetil-L-sistein-sodyum hidroksit
(NALC-NaOH) ile homojenize-dekontamine ve kon-
santre edildikten sonra konsantre (teksif) yayma
preparati ve besiyerlerine ekim yapmaya hazir hale
getirilmistir. Ornekler mikroskopik inceleme igin, ho-
mojenizasyon ve dekontaminasyon iglemlerinden
sonra yayma preparati hazirlanarak Zielh-Neelsen
boyasi ile boyanmistir. Daha sonra her 6rnekten LJ
(100 pl) ve MGIT (500 pl) besiyerlerine ikiser ekim
yapilmigtir.

inokiile edilen besiyerleri 37°C’de inkiibasyo-
na birakilmig olup LJ besiyerleri inokllasyondan
7-10 guin sonra, MGIT tupleri inokilasyondan 2 giin
sonra baslayarak 8 hafta slre ile Ureme agisindan
kontrol edilmistir. LJ besiyerinde makroskobik ola-
rak koloni olusumu, MGIT tlipinde 365 nm dalga
boyunda okuma (kalibrasyon tlpu ile ayarlanarak)
ile Uremenin pozitif oldugu tiplerden Zielh-Nelsen
yontemi ile boyali preparat hazirlanmis, kontrol bo-
yamasindan sonra MGIT tupinden LJ besiyerine
kontrol amacli subkdiltirler yapiimistir.

Zielh-Neelsen yontemi ile boyama, besiyer-
lerinde Greme hizlari, koloni morfolojileri, pigment
olusturmalari, niasin, nitrat ve katalaz testlerinin
sonuglarina goére izolatlar tanimlanmis ve izoniya-
zit (INH), streptomisin, rifampisin, etambutol olmak
Uzere dort major anti-tiberkuloz ilaca karsi duyarh-
liklari BACTEC MGIT 960 SIRE kitiyle ve proporsi-
yon yontemi ile LJ besiyerinde belirlenmistir.

Elde edilen veri, SPSS 10.0 istatistik progra-
mi ile de@erlendiriimis ve analizler sirasinda, kultur
yontemlerindeki izolasyon yulzdelerinin karsilastiril-
masinda McNemar testi, izolasyon surelerinin karsi-
lastirlmasinda Wilcoxon eslestiriimis iki drnek testi,
ornek sayisi artigi ile kultir pozitifliginin karsilasti-
riimasinda Fisher’s exact testi kullanilmis ve ayri-
ca MGIT yonteminin duyarlilik ve segicilik ylzdeleri
hesaplanmistir.

BULGULAR

Farkli 163 hastadan toplam 173 6rnek (%75.1’i bal-
gam, %8.1'i bronko-alveoler lavaj sivisi, %4.6’si
plevra sivisi) alinmistir. Hastalarin sevk edildikleri
klinikleri inceledigimizde; %67.1'inin goégus hasta-
liklari, %5.8’inin alerji, %3.5'inin enfeksiyon hasta-
liklarl, %2.3’Gn0n g6z hastaliklar, %2.3'Gnin ka-
din hastaliklari ve dogum, %2.3’Gnln dahiliye ve
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%?2.3’UnUn fizik tedavi kliniklerinden sevk edildikleri
belirlenmistir.

Orneklerin kag kez alindigini inceledigimizde,
%60.71’inin bir kez, %16.8’inin iki kez, %16.8’inin U¢
kez, %3.5’inin bes kez, %2.9’unun alti kez alindigi
gérilmustir. Ornek sayisi artigi ile kiiltiir pozitifligi
arasinda istatistiksel olarak anlamhlik belirleneme-
migtir. TUm 6rneklerin; 7’sinde (%4.0) ARB pozitifli-
gi, 6’sinda (%3.5) MGIT pozitifligi ve 7’sinde (%4.0)
LJ pozitifligi saptanmigtir. MGIT ydntemi ile kultdr
pozitif olan 6 kisinin tamami LJ yontemi ile de pozi-
tifti (Tablo 1). Ayni kigilerdeki ARB pozitifligi %50’idi.
LJ yéntemi ile kiltlr pozitif olan 7 kisinin 6’st MGIT
yontemi ile de pozitifti, ayni kisilerdeki ARB pozitifli-
gi ise %57.1 olarak tespit edildi.

iki kdltir yénteminin izolasyon yiizdeleri kar-
silastinldiginda; LJ ve MGIT arasinda anlamli fark
olmadigi saptanmistir. ARB negatif érneklerde, LJ
ve MGIT yontemleri ile izolasyon yuzdesinin %1.8
(n=3) oldugu saptanmistir. ARB pozitif 6rneklerde
ise LJ izolasyon yuzdesi %57.1 (n=4) iken, MGIT
izolasyon yuzdesi %42.9 (n=3) olarak belirlenmis
ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bu-
lunmamistir.

MGIT yontemi ile kultir pozitif olan 6 érnegin
turd incelendiginde; besinin (%83.3) balgam ve bi-
rinin (%16.7) yara yeri surunttsu oldugu tespit edil-
mistir. LJ yontemi ile kiltir pozitif olan 7 érnegin
turd incelendiginde; besinin (%71.4) balgam, birinin
(%14.3) yara yeri sUruntusu ve birinin (%14.3) bron-
ko-alveoler lavaj sivisi oldugu belirlenmigtir.

MGIT yontemi ile kiltir pozitif olan 6 6rnegin ve
LJ yéntemi ile kilthr pozitif olan 7 drnegdin izoniazid,
etambutol, rifampisin ve streptomisine karsi duyarli
olduklari saptanmistir.

Calisma sonucunda; 173 ornekten 7’si LJ be-
siyerinde pozitif, 166’s1 negatif bulunmustur. MGIT
kiltir ortaminda ise 6 6rnek pozitif 167 6rnek ne-
gatif olarak saptanmistir MGIT besiyerinde pozitif
bulunan 6 6rnegin tamami LJ ortaminda da pozitif-
ti. MGIT besiyerinde negatif bulunan 167 6rnegin,
166’sI LJ kiltiriinde de negatif olarak saptanmistir.
Bir 6rnek ise MGIT besiyerinde negatif iken LJ kiil-
tiriinde pozitif olarak saptanmig, 173 6rnegin timi
g6z 6nune alindiginda; sadece bir 6rnekte LJ besi-
yeri ile MGIT kiltliri arasinda farklilik belirlenmistir.
Bir testin gercek olgular arasinda olgulari yakalaya-
bilme gucl olan duyarhlik 0.857, bir testin gergek
saglamlar arasinda saglamlar yakalayabilme gucu
olan segicilik ise 1 olarak saptanmistir.

MGIT ve LJ yontemleri ile kultar pozitif olan 6
ornekteki treme sureleri incelendiginde; MGIT yon-
temi ile Ureme siresi ortalamasi 13.00 + 1.73 (12-

116) guin, LJ yontemi ile Greme slresi ortalamasi
30.16 + 9.92 (18-42) gun olarak saptanmistir (Tablo
2). Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi kullanilarak,
iki besiyeri arasinda mikobakteri Greme sureleri agi-
sindan fark olup olmadigi test edilmis ve LJ besiyeri
ile MGIT yontemi arasinda mikobakteri saptama su-
resi agisindan istatistiksel olarak énemli fark oldu-
gu sonucuna ulasilimistir (z=-2.023, p=0.043). ARB
pozitif ve negatif drneklerin izolasyon sureleri ayri
ayri kendi iclerinde kilttr yontemlerine goére karsi-
lastinldiginda, LJ besiyerinde izolasyon surelerinin
hem ARB pozitif hem de negatif 6érneklerde MGIT
besiyerine gore daha uzun oldugu gézlenmis ancak
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunma-
mistir.

izolatlarin tamaminin; tGreme zamani, koloni
morfolojisi, rengi, katalaz testi, nitrat redtksiyonu ve
niasin testlerinin sonuglarina goére M. tuberculosis
oldugu tanimlanmistir. identifiye edilen suslarin ol-
mak Uzere dort major anti-tiberkuloz ilaca (izoniazid
(INH), streptomisin, rifampisin ve etambutol) karsi
her iki ydntemle de duyarl olduklari tespit edilmistir.

Tablo 1. Hastalarin ARB ve kdltlr sonuglari

Sonug  ARBnN (%) LJn (%) MGIT n (%)
Poziif 7 (4.0) 7 (4.0) 6 (3.5)
Negatif 166 (96.0) 166 (96.0) 167 (96.5)
Toplam 173 (100) 173 (100) 173 (100)

ARB: Aside direngli basil; LJ: Lowenstein-Jensen besiye-
ri; MGIT: Mycobacterium Growth Indicator Tube

Tablo 2. Kultur ¢alismalarinda mikobakteri izolasyon su-
releri (gun)

Toplam ARB (+) ARB (-)
Yoéntem  Ort+SD Ort + SD Ort + SD
(min-max) (min-max) (min-max)
LJ 30.1649.92 22.33+5.85 38.0045.29
(18-42) (18-29) (32-42)
MGIT 13.00+1.73 12.3310.57 14.00+2.82
(12-116) (12-13) (12-16)

ARB: Aside direngli basil; LJ: Lowenstein-Jensen besiye-
ri; MGIT: Mycobacterium Growth Indicator Tube

TARTISMA

Tlberklloz sahip oldugu ilerleyici ve yikici Klinigi,
yol ac¢tigi is gicu kaybi, morbidite ve mortalite ne-
deni ile toplumlarin en énemli halk saghgi sorun-
larindan biridir. TUberklloz yirmi birinci ylzyilda
hala varhdini devam ettirmektedir.’® Dinya Saglk
Orgitti (DSO) dinya Ulkelerini (ic gruba ayirmis
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ve Turkiye'yi %0.5-1.5 yillik enfeksiyon risk orani
ve 100.000'de 25-100 tiberkiloz insidansi olan 2.
grup Ulkeler arasina almigtir."

GuUnumuzde tuberklloz tanisinda kullaniimakta
olan kultir ve diger tani ydntemleri bazi durumlar-
da yetersiz kalabilmektedir. Bazi yontemlerin sire-
si uzun, bazilarinin duyarlihdi ve 6zgullugd dusuk,
bazilarinin ise maliyeti yuksektir. Gelismis Ulkeler
tuberkulozun etkin kontroll igin hizl, duyarlihdi ve
Ozgulligu yuksek, ekonomik ve guvenilir yeni tani
yontemleri gelistirmek amaciyla g¢alismalarini hiz-
landirmiglardir.®

Tlberkuloz tani yéntemleri arasinda yer alan
BACTEC 460 (B460), polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ve MGIT yontemlerinin kullanim ve sonuglari-
nin karsilastirildigi1 cok sayida ¢alisma bulunmakta-
dir.2101215 Qztiirk ve ark. 118 balgam érnegini ince-
ledikleri galismada B460, MGIT ve LJ yontemlerini
karsilastirmiglar, sonu¢ olarak 6zellikle izolasyon
suresindeki kisalik nedeni ile MGIT nin pozitifligi
kisa surede belirleyen bir ydntem oldugunu belirt-
miglerdir. Ayrica cihaz ve ekipman gerektirmemesi,
kolay uygulanabilir olmasi nedeni ile ginimuzde
tani yontemi ve direng testi tespitinde kullanilabile-
cegini de vurgulamiglardir.® MGIT yénteminin izo-
lasyon suresini kisaltmasi ve hemen hemen butin
onemli mikobakteri turlerinde dogru tani koymayi
saglamasi onu degerli hale getirmistir.’®'” Konya
ilinde 1621 hasta 6rneginde yapilan bir calismada
MGIT besiyerinde reme zamaninin kisaldigi, bu
durumun umut verici oldugu fakat dogru sonug ve-
rebilmek icin MGIT ve LJ kdiltir ortamlarinin birlikte
degerlendirilmesi gerektigi belirtiimistir.2°

Tlberktloz tedavisinde kullanilan ilag sayinin
kisitl olmasi ve tedavide kullaniimakta olan ilaglarin
bazilarina direng gelismesi énemli bir sorundur. Bu
durum tdberkilozun tedavisini zorlastirmaktadir.6’
Taberkllozun 6énemli bir halk saghgi problemi ol-
dugu gergeginden hareketle, primer, sekonder ve
de ¢oklu ilag direnci oranlarinin bilinmesi tedavinin
baslangicinda ve tedavi slrecinde, yeterli ve uygun
tedavi protokollerinin belirlenmesinde yol gdsterici
nitelik tagimaktadir.®

Mycobacterium tuberculosis’in neden oldugu
tuberkllozun tedavisinde kullanilan ilaglara kars! in
vitro duyarlilik ve direng oranlarinin saptandigi gok
sayida arastirma mevcuttur.2'?? Tlrkiye’de yapilan
¢ok merkezli verilerin irdelendigi bir arastirmada;
tiiberkiilozda primer coklu ilag direng (CiD) orani
%3.6, sekonder CID orani %17.3 olarak belirtilirken,
farkli iki calismada primer streptomisin direnci %23
ve %10.2, sekonder streptomisin direnci ise %33.9
ve %24.4 olarak saptanmigtir.232425

Sonug olarak konvansiyonel yontem olan LJ
kultdrd ile MGIT yontemi karsilastiriimis ve MGIT
yonteminin tuberkiloz basilini belirlemede gln
sayisi olarak belirgin sekilde Ustinlik sagladigi
saptanmigtir. Ayrica galismamizda ilaglara direng
saptanmamistir. Bunun nedeni; KUTF poliklinigine
basvuran hastalarin bir poliklinige ilk defa basvuru-
yor olmasi, daha 6nce herhangi bir tedavi gérmemis
olmalari ve direngli suslarla karsilasmadiklari sek-
linde agiklanabilir.

Not: Bu calisma Kirikkale Universitesi Bilimsel
Arastirma Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje
No: 2006/38.
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