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Tlberkiloz tani yéntemlerinin amaci, klinik

Orneklerde mikobakterilerin varligini
gOstermek ve hastalik etkeni olan tirl izole
etmektir.Bu nedenle, tiberkuloz tanisi igin
alinan  klinik  drneklerden  hazirlanan
preparatlar ilk olarak 6zel ydntemlerle
boyanir ve mikroskopta incelenir.Ancak
kultdr yapiimaksizin klinik érnegin yalnizca
mikroskopta incelenmesi, infeksiyona karar
vermek acisindan yeterli degildir. Bu
etkenin

nedenle, tanimlanmasi,

antitiberklloz ~ duyarlilk  deneylerinin
uygulanmasi ve epidemiyolojik acidan
incelenebilmesi igin, klinik  &rneklerin
mikobakterilerin Ureyebilecegi Ozel

ortamlara ekilmesi gereklidir..Kultur

yontemleri,uzun yillardir tiberkuloz

tanisinda en guvenilir  yontem olarak

varhgini korumaktadir.

ORNEKLERIN iSLEMLENMESI

Mikobakterilerin  arastirlmasi  amaciyla
laboratuvara génderilen birgok klinik 6rnek,
mikobakterilerle birlikte, kontaminasyona
neden olan bakteri ve mantarlari ve bu

mikroorganizmalarin ¢gogunlugunun etrafini

sararak cevre sartlarina direngli hale
gelmelerine neden olan I6kosit, eritrosit, viicut
sivilari ve doku gibi organik kalintilari da
icerir.  Kontaminasyona neden olan bu
mikroorganizmalar c¢ok daha kisa slrede
Ureyebildikleri igin, besiyerlerinde

mikobakterilerin ~ Gremesini  baskilarlar.Bu
nedenle normal flora iceren ve alim ve
transport islemleri sirasinda sterilizasyon
kurallarina

uyulmadigi  dusinilen  klinik

orneklere; organik kalintilari

sindirmek(digestion) ve kontaminasyona
neden olan bakteri ve mantarlar elimine
etmek amaciyla dekontaminasyon islemi
uygulanir.Bazi ydéntemlerde her iki islem igin
tek bir madde kullanilirken ( % 4 NaOH);bazi
yontemlerde bu iki islem igin ayri ayri
maddeler kullanilir. Bugln mikobakteriyoloji
laboratuvarlarinda bu islemler icin en ¢ok N-
Asetil-L-Sistein(NALC)+Sodyum

hidroksit(NaOH)
edilmektedirBu yontemde NALC mukolitik,%
4’luk NaOH dekontaminan ve % 2.9’luk
sodyum sitrat klinik 6rnekte bulunabilecek
NALC'in

amaciyla

yontemi tercih

agir metal iyonlarini baglayarak

inaktive olmasini onlemek

kullanilir.Son yillarda sodyum dodesil sulfat-



hidroksit ve C 18-
(CB-18) ile de

yapiimakta  ve

sodyum
karboksipropilbetain
calismalar sonuglar

degerlendiriimektedir.

% 4 NaOH % 2.9 Sodyum sitrat NALC

50 ml 50 ml 0.5gr

NALC

hazirlanan bu karisim en fazla 24 saat

oksijene duyarli oldugu icin
kullanilabilir ve NALC n tartim iglemleri
sirasinda ambalajin agzi uzun slre acgik

birakilmamalidir
Yontem:

incelenecek klinik érnedin bulundugu 50
ml'lik steril burgulu kapakli tiplere (Falkon
tipd), klinik 6érnegin miktari kadar NALC-
NaOH

Isisinda 15 dakika bekletilir ve bu siire

solusyonu ilave edilerek oda

asllmamalidir. Bekleme suresinin

baslangicinda tupler 30 saniyeyi
gecmeyecek sekilde vortekslenir ve daha
sonra ara sira el ile cgalkalanir. Sire
tamamlandiginda falkon tipunin 50 ml -
isaretine kadar 0,067 M fosfat tamponu (pH
6.8) ilave edilerek nétralizasyon saglanir ve
dekontaminasyon islemi durdurulur.
Kullanilan fosfat tamponunun sterilitesinin
korunmasi 6nemlidir. NALC-NaOH veya
NaOH ile

isleminden  sonra

yapillan  dekontaminasyon
uygulanilacak  her
islemde sterilizasyon  kurallarina dikkat
edilmelidir.  Aksi  halde  kiltir igin
kullanilacak besiyerleri ~ kontamine olur.
Fosfat tamponu ilave edilmis tiipler bakteri
yogunlugunu artirmak (konsantrasyon) igin
> 3000 x g'de 15-20 dakika santrifjde

cevrilir, sonra Ust sivi igcinde dezenfektan(
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% 0.1-1 sodyum hipoklorit, % 70 alkol, % 5
fenol v.s.) bulunan bir kaba bosgaltilir ve
sedimente 1-2 ml steril fosfat tamponu (pH
6.8) veya %0.2'lik sigir albumin fraksiyon V
ilave edilir. Kuoltir iglemi igin radyometrik
Bactec yontemi kullaniliyorsa fosfat tamponu
tercih edilmelidir. . Bu iglem tamamlandiktan
sonra kullanilan kiltir yontemine  uygun

olarak klinik érnekler besiyerine ekilmelidir.

Normalde steril oldugu disunilen BOS ,vicut
sivilari ve kan gibi orneklere
dekontaminasyon islemi uygulanmaz ve bu
ornekler direkt olarak veya santrfijde
cevrildikten sonra sedimentten besiyerlerine
ekilirler. Ancak steril bosluklardan 6rnek alimi
esnasinda

ve transportu sterilizasyon

kurallarina uyulmadigr kuskusu var ise, bu

orneklere de  dekontaminasyon islemi
uygulanir.
KULTUR YONTEMLERI

Mikobakterilerin ikiye bdlinmesi icin gerekli
slire 16-18 saat kadardir ve izole edilmeleri
icin besiyerlerinin uzun sire inkibe edilmesi
gerekir.Zorunlu aerop olan mikobakterilerin
bulundugu ortamda oksijen  miktarinin
azalmasi,ireme hizlarinin da azalmasina
neden olur.Uygun sivi ve katl besiyerlerinde
7-21 gun gibi uzun bir strede Urerler ve uygun
Ureme 35-37 °C’de saglanir.Klltar sureleri ise

6-8 hafta kadardir.

Mikobakterilerin izole edilmeleri ve gesitli
Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla kullanilan
konvansiyonel besiyerleri kati ve sivi olmak
Uzere iki tiptir.Kati 6zellikteki besiyerlerini ise
yumurta bazli ve agar bazli olmak Uzere iki
bélimde incelemek mimkindir.Tam yumurta

yada yumurta sarisi igeren yumurta temelli
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besiyerleri arasinda bugin en yaygin
kullanilani  Léwenstein-Jensen  (L-J)
besiyeridir. Ancak Petragnani ve American
Trudeau Society gibi besiyerleri de tercih
edilebilir. Tipik

olusturmalari

koloni morfolojisi

ve daha bol Uremeleri
nedeniyle 6zellikle primer izolasyonda L-J
besiyerinin  kullaniimasi  dnerilir.Yumurta
temelli besiyerlerinin  opak  goérinumlu
olmasina kargin,agar temelli besiyerleri
seffaftir.Bu nedenle,ekim yapilan
besiyerleri 10-12 gin sonra mikroskop
altinda incelenirse  ,olusan  kolonileri
gormek mimkuindir.Middlebrook 7H10 ve
Middlebrook 7H11 en c¢ok tercih edilen
agar temelli besiyerleridir.Bunun yanisira
kontaminasyona neden olan
mikroorganizmalarin Uremesini etkin bir
sekilde engellemek amaciyla selektif
besiyerleri olan,L-J Gruft,Mycobactosel L-
J,Mitchison selektif 7H 11 de kullanilabilir.
Primer izolasyonda besiyerlerinden en az

birisinin selektif olmasi onerilir.

Sivi besiyerleri
Middlebrook 7H9 ve Dubos tween

albumin, mikobakterilerin stok suslarinin

icinde yer alan

subkdaltirlerinin yapiimasi,duyarlik

deneyleri ve diger in vitro deneylerde

inokulum hazirlanmasi amaciyla

kullanilir.Ayrica bakteri sayisinin az oldugu

steril bolgelerden alinan klinik
orneklerde,bakteriyi ¢ogaltmak ve
dolayisiyla izolasyon sansini artirmak

amaciyla da kullanilabilir.Middlebrook 7H9
sivi besiyeri ,cogu hizli kiltir sisteminde

temel besiyeri olarak kullaniimaktadir.

Gunimuzde birgok

laboratuvarda,konvansiyonel besiyerlerinin

yanisira  tiberklloz  etkeni  bakterilerin

izolasyon suresinin ¢ok daha kisa ve

izolasyon oraninin ¢ok daha yuksek oldugu
hizhh  kultiir

sistemleri rutin inceleme

amaclyla kullaniimaktadir. Cogunda sivi
besiyeri kullaniimakla birlikte,bifazik ve kati
besiyerlerinin  kullanildigi  sistemler  de
mevcuttur ve bu sistemlerde gaz basincindaki
degisiklikler,CO2

kullanimi fluorometrik veya kolorimetrik olarak

olusumu ve  oksijen
Olgulr. Primer izolasyonda sivi besiyerlerine
ilave olarak bir de kati besiyeri kullaniimasi
Centers for Disease Control (CDC) tarafindan
Onerilmistir ve bu kombinasyonla
mikobakterilerin izolasyon sgansinin arttigi

bilinmektedir.

Hizlh kaltdr sistemleri icinde yer alan yari
otomatize Bactec 460 TB (Becton Dickinson
Diagnostic Instruments, Sparks,MD) sistemi,
izolasyon, idantifikasyon ve  duyarlhk
deneylerinin uygulandidi bir sistem olarak
uzun yillardir basari ile
kullaniimaktadir.Sistemde izolasyonun
yanisira, Mycobacterium tuberculosis (M.tb.)
kompleksi ile tiberkiloz disi mikobakterilerin (
MOTT)

kompleksi suslarinin primer antitiberkiloz

ayrimi  yapilabilmekte ve M.th.
ilaglara duyarli§i denenmektedir.Bactec 12B
(Middlebrook  7H12) ve Bactec 13A
(Middlebrook 7H13) olmak Uuzere iki tip
besiyeri iceren bu
bulunan C14

kullaniimasi ve metabolizma sonucu olusan

sistem;besiyerlerinde
isaretli  palmitik  asitin
14 CO2 nin 0-999 sayisal degerleri arasinda
Ureme indeksi(Gl) olarak dlgulmesi prensibi ile
calismaktadir.Ekim isleminden once
besiyerlerine polimiksin B,azlosilin, nalidiksik

asit, trimetoprim ve amfoterisin B (PANTA)
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iceren antibiyotik karigimi ilave

edilmelidir.Basari ile kullaniimakla

beraber,sistemde yeralan besiyerlerinin
radyoaktif madde igermesi ve cihazda
yapilan rutin kontroller sirasinda meydana
gelen capraz kontaminasyon sorun

olusturmaktadir.

Glnumizde alternatif izolasyon
sistemlerinin gelistiriimesi icin ¢aligmalar
devam etmektedir.Myco-ESP(Extra
Sensing Power)ll, (Trek Diagnostics,Inc.
\Westlake ,Ohio), MB/Bact T (Organon
Teknika, Durham, NC) , Bactec 9000 MB
(BD Biosciences,Sparks,MD) ve Bactec
Mycobacterium Growth Indicator Tube
(MGIT) 960 (BD Biosciences,Sparks,MD)
mikobakterilerin tanisi igin geligtirilmis tam
otomatize sistemlerdir.Sistemler arasinda
izolasyon orani agisindan 6nemli bir fark
olmamakla  birlikte,konvansiyonel  kati
besiyerlerine gore daha yliksek;Bactec 460

TB sistemine gére daha disik oranda

izolasyon sagladiklari
bildiriimektedir.Mikobakterileri Uretme
sureleri agisindan sistemler
karsilastinldiginda ,Bactec 460 TB
sisteminin, ESP Il ve MB/BacT

sistemlerine oranla daha avantajli oldugu
belirlenmistir.Birgok calismada tam

otomatize sistemlerde Uretme sUresi
ortalama < 14 gun olarak saptanmis ve en
yuksek izolasyon oraninin Bactec 460 TB
ve Kkat

besiyeri  kombinasyonu ile

saglandigi bildirilmistir.Kontaminasyon
oranlari agisindan tam otomatize sistemler
birbiri ile karsilastirildiginda énemli bir fark

bulunamamistir ancak bu sistemlerde
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oran, Bactec 460 TB ve kati besiyerlerine

gbre daha yuksektir.

Myco-ESP II, seliiloz siinger ve Middlebrook
7H9 sivi

Sistemde

besiyeri iceren bir sistemdir.

mikroorganizmalarin Uremesi
sonucu olugsan gaz basincindaki degisiklikler
Olcllerek degerlendirme yapilir. Bilgisayar
destekli bir sistemdir ve besiyerinde olusan
gaz basincindaki degisiklik grafiksel olarak
bilgisayarda goéruntilenir. Besiyerlerine ekim
yapilmadan &énce, mikobakterilerin Gremesini
destekleyen  oleik  asit-albumin-dekstroz-
(OADC) ve

engellemek amaciyla antibiyotik karigimi ilave

katalaz kontaminasyonu

edilir. Sistem tim klinik &rnekler igin
uygundur.
MB/Bac T, besiyerinin dip kisminda

kolorimetrik bir sensor igeren ve olusan CO2
dlzeyini olgerek Uremeyi degerlendiren bir
sistemdir. Bilgisayar destegi bulunan sistemde
besiyerleri sirekli kontrol altindadir. Steril
ornekler ekimeden 6nce besiyerlerine
reconstitution sivisi ilave edilirken; steril
olmayan érneklerin ekiminden dnce antibiyotik
karisimi ilave etmek gereklidir. Sistem kan

digindaki tim 6rnekler icin uygundur.

Bactec 9000 MB, besiyerlerindeki oksijen
kullaniminin  fluoresans ile belirlendigi bir
sistemdir. Modifiye Middlebrook 7H9 sivi
besiyerlerine ekimden 0Once PANTA ilave
edilir. Sistemde balgam ve diger solunum yolu
ornekleri igcin Myco/F sputa, kan ve diger steril
vicut bdlgelerinden alinan &rnekler igin

MycoF/lytic besiyeri kullanilir.

Bactec MGIT 960 sisteminde kullanilan
tiplerde, Middlebrook 7H9 sivi besiyeri ve dip

kisimlarinda oksijene duyarli rutenyum metal
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kompleksi iceren silikon bulunur. Klinik
Ornekler ekiimeden oOnce besiyerlerine
OADC ve PANTA ilave edilir. Kullanilan
besiyerlerinde  herhangi bir  Ureme
olmadiginda oksijen varligina bagh olarak
silokon tabakaya gonderilen UV 1sinina
kargl fluoresans olusmazken; mikobakteri
veya diger mikroorganizmalar urediginde
oksijenin  kullaniimasi  sonucunda UV
isinina kargl fluoresans olusmakta ve
olusan fluoresans miktari Ureme indeksi
olarak degerlendiriimektedir. Tam
otomatize bir sistem olmakla birlikte, UV
1191 altinda makroskobik olarak da
degerlendirme yapilabildiginden manuel
olarak kullanilmaya da uygundur. Kan
disindaki diger tim klinik o&rnekler igin

kullanilabilmektedir.

Fazla sayida &6rnedi ayni anda kontrol
edebilen Bactec MGIT 960 ( 960 &rnek),
Bactec 9000 MB (240 6rnek) , MB/BacT
(240 ornek) ve ESP 1l (128/256/384 6rnek
inceleyen Ug farkh cihaz) genellikle ylksek
kapasite ile galisan laboratuvarlarda tercih
edilmekle birlikte;daha disuk kapasite ile
¢alisan laboratuvarlar icin Septi-Chec AFB
(BD Biosciences, Sparks, MD), MGIT (BD
Biosciences, Sparks, MD) ve MB Redox
(Biotest Diagnostics Corp., Danville, NJ)

gibi manuel sistemler 6nerilmektedir.

Septi-Check AFB, sivi (Middlebrook 7H9)
ve U¢ tip kati (L-J, Middlebrook 7H11,
cukulatamsi agar) besiyerinin kullanildig
bifazik bir kiltir sistemidir. Cukulatamsi
agar kontaminasyonu belirlemek amaciyla
kullanihr. Kiiltlr isleminden 6nce besiyerine
glukoz, gliserin, oleik asit, pridoksal HCI,

katalaz, albumin, azlosilin, nalidiksik asit,

trimetoprim, polimiksin B ve amfoterisin B
iceren supleman ilave edilir. Klinik érneklerin
ekiminden sonra besiyerleri ilk 24 saat ters
olarak bekletilir ve sire sonunda dik konuma
getirilir. Kultdr suresince besiyerleri ara sira
hafifce c¢alkalanarak sivi besiyerinin kati
besiyerlerine temasi saglanmalidir. Sistem
kan disindaki tim klinik 6rnekler igin

uygundur.

Cihaz gerektirmeyen MB Redox sisteminde

mikobakterilerin izolasyonu amaclyla
antibiyotik karisimi ve renksiz tetrazolium tuzu
iceren modifiye Kirchner besiyeri kullanilir.
Tetrazolium tuzu mikobakterilerin redoks
sistemi sayesinde, hiicre ylizeyinde graniler
formda biriken pembe, kirmizi ve menekse
renginde formazona indirgenir ve (reme
sonucu olusan mikrokoloniler renkli partikiller

seklinde makroskobik olarak goérulebilir.

Drancourt ve arkadaglari tarafindan yapilan

bir c¢alismada, M.tuberculosis’in  primer

izolasyonunda %5 koyun kanh agar

kullanilabilecegi de bildirilmistir.

289



KAYNAKLAR

1. Benjamin WH, Waites KB, Moser SA. The
MB/Bac T is a sensitive method of isolating
Mycobacterium  tuberculosis from  clinical
specimens in a laboratory with a low rate of
isolation. J Clin Microbiol 2000; 38: 3133-4.

2. Della-Latta P.,Weitzman |.Mycobacteriology.
In: Isenberg HD (ed). Essential Procedures for
Clinical Microbiology. Washington DC: ASM
Press.1998: 169-75,175-83.

3. Drancourt M, Carrieri P, Gevaudan MJ,
Raoult D. Blood agar and Mycobacterium
tuberculosis: the end of a dogma. J Clin
Microbiol 2003; 41: 1710-11.

4. Drobniewski FA, Caws M, Gibson A, Young
D. Modern laboratory diagnosis of tuberculosis.
The Lancet Infect Dis 2003; 3: 141-7.

5. Manterola JM, Thornton CG, Padilla E, Lonca
J, Corea |, Martinez E, Ausina V. Comparison of
the sodium dodecyl sulfate-sodium hydroxide
specimen processing method with the C18-
Carboxypropylbetaine specimen processing
method using the MB/Bac T liquid culture
system. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2003; 22:
35-42.

6. Metchock BG, Nolte FS, Wallace RJ.
Mycobacterium In: Murray PR, Baron EJ, Pfaller
MA, Tenover FC, Yolken RH (eds). Manual of
Clinical Microbiology, 7th ed. Washington DC:

ASM Press. 1999: 399-437.

290

Meltem uzun

7. Somoskovi A, Kédmon C, Lantos A, Partfai Z,
Tamasi L, Fuzy J, Magyar P. Comparison of
recoveries of Mycobacterium tuberculosis using the
automated Bactec MGIT 960 system, the Bactec
460 TB system, and Lowestein-Jensen medium. J
Clin Microbiol 2000; 38: 2395-7.
8.Strong BE,Kubica GP. Isolation and Identification
of Mycobacterium tuberculosis. A guide for the
level 2 laboratory.Centers for Disease Control.
Atlanta ,HHS Publication no.(CDC) 81-8390.
9. Whyte T, Hanahoe B, Collins T, Corbett-Feeney
G, Cormican M. Evaluation of the

Bactec MGIT 960 and MB/Bac T systems for
Mycobacterium
tuberculosis. J Clin Microbiol 2000; 38: 3131-2.
10. Williams-Bouyer N, Yorke R, Lee HI, Woods
GL. Comparison of the Bactec MGIT 960 and ESP
Culture system Il for growth and detection of
mycobacteria. J Clin Microbiol 2000; 38: 4167-70.
11. Woods GL. The mycobacteriology laboratory

routine detection of

and new diagnostic techniques. Infect Dis Clin
North Amer 2002; 16: 127-44.



