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Mycobacterium tuberculosis Kompleksi Suslarinin
Erken Tanmisinda Kord Olusumunun Degeri

Meltem Uzun, Zayre Erturan, Ozdem Ang

Ozet: Calismada, BACTEC 12B ve 13A besiyerlerinde kord olusumunun Mycobacterium tuberculosis kompleksi
suglarimin erken tamisindaki degeri arastirdmist. BACTEC besiyeri pozitif olarak belirlenen 92 drnekten hazirlanan
ve Ziehl-Neelsen yontemiyle boyanan preparatlarin swrasiyla %91.3 ve %90’ wmin kord-pozitif; M. tuberculosis dist mi-
kobakterilerin iiredigi besiyerlerine ait preparatlarin ise % 100 ve % 100’iiniin kord-negatif oldugunu belirlemislerdir.
Sonucta kord olusumunun farkl kisiler tarafindan degerlendirilmesinin anlamli olmadigi (1=0.03); her iki arastiriciya
ait duyarlik, ozgiilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerlerin sirasiyla, %91.3, %100, %100, %61 ve %90,
%100, %100, %57.8 oldugu saptanmig ve BACTEC besiyerinde kord olusumunun M. tuberculosis kompleksi suglarimin
erken tanisinda giivenilir bir parametre olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: BACTEC 12B ve 13A besiyeri, Mycobacterium tuberculosis kompleksi, kord olusumu.

Summary: Value of cord formation for presumptive identification of Mycobacterium tuberculosis complex strains.
In this paper cord formation in BACTEC 12B and 13A media was evaluated for presumptive identification of Mycobacte-
rium tuberculosis complex strains. Ziehl-Neelsen stained smears, prepared from 92 radiometrically positive BACTEC me-
dia, were examined independently by two researchers. Smears prepared from 91.3% and 90% of M .tuberculosis complex
strains were determined as cord-positive and smears prepared from 100% and 100% of the mycobacteria other than M .tu-
berculosis cultures were determined as cord-negative by the two researchers, respectively. At the end of the study it was
proved that examination of the smears by different researchers was not significant (t=0.03), and sensitivity, specificity, po-
sitive predictive value and negative predictive value of the cord formation for the presumptive identification of M.tubercu-
losis complex were determined as 91.3%, 100%, 100%, 61% and 90%, 100%, 100%, 57.8% by both of the researchers,
respectively. Therefore we concluded that the presence of cords in BACTEC media can be a reliable parameter for pre-

sumptive identification of M.tuberculosis complex strains.
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Girisg

Mycobacterium tuberculosis kompleksinde yer alan viriilan
suglar siv1 besiyerinde karakteristik olarak ip veya demet seklin-
de yilankavi kord (serpentine cord) olusturarak iirerler. Kord fak-
torii (6-6’-dimikolat-a-D-trehaloz) bir glikolipiddir ve mikolik
asidler trehaloz gibi sekerlere baglanarak kord faktorii olusturur-
lar. M. tuberculosis’in viriilan olmayan varyantlar1 ve M.tubercu-
losis dist mikobakteriler (MOTT) ise yine sivi besiyerlerinde
merkezi olmayan, daginik bir iireme gosterirler. Ancak, in vitro
olarak tiretilen M. tuberculosis suglarmnin yilankavi kord olustur-
mast, kiiltiirlerinin yapildigi besiyerinin icerigine ve kiiltiir kosul-
larina gore degisiklik gosterir (1-3). Lorian ve arkadaslar1 (3) M.
tuberculosis kompleksi suglarmin Triton WR-1339 katkili Midd-
lebrook 7H10 agarda tipik kord olusturdugunu géstermis ve bu
ozelliklerinin Runyon grup 1°de yer alan mikobakteriler harig¢ di-
ger MOTT suslarindan ayrimlarinda kullanilabilecegini bildir-
miglerdir. Bu nedenle calismamizda BACTEC besiyerlerinde
kord olusturmalarinin M.tuberculosis kompleksi suglarinin erken
tanisinda giivenilir bir parametre olup olmayacagi aragtirilmigtir.
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Yontemler

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Tiiberkiiloz Laboratuva-
ri’'na Temmuz 1997-Mart 1998 tarihleri arasinda gonderilen 60
balgam, 20 aclik mide suyu (AMS), 3’er idrar ve plevra sivisi,
2’ser bronkoalveolar lavaj (BAL) ve cerahat, 1’er beyin-omuri-
lik stvist (BOS) ve periton sivisinda tireyen 92 mikobakteri su-
su calisma kapsamina alinmis ve bu suglarin BACTEC besiye-
rinde kord olusturma &zellikleri prospektif olarak incelenmistir
(2,4). Steril olarak kabul edilen 6rneklerin direkt olarak BAC-
TEC 13A besiyerinde kiiltiirleri yapilmis, diger tiim orneklere
ilk asamada %4 NaOH+NALC yontemi kullanilarak homojeni-
zasyon iglemi uygulanmig ve bu islemden sonra 6rnekler santri-
fiijde cevrilmigtir. Her 6rnek i¢in bir adet BACTEC besiyeri, bir
adet Lowenstein-Jensen besiyeri kullanilmig ve besiyerleri
37°C’de alt1 hafta siireyle inkiibe edilmistir. BACTEC besiyer-
leri ilk iki hafta haftada iki kez; son dort hafta haftada bir kez
BACTEC TB 460 sisteminde kontrol edilmis ve iireme indeksi
(GID) 2 100 degerine ulasan besiyerlerinden hazirlanan preparat-
lar Ziehl-Neelsen yontemiyle boyanarak aside direncli bakteri-
lerin varhig1 arastirilmigtir. Saf halde aside direncli bakteri gorii-
len besiyerlerinden NAP ayrim deneyi yapilmig ve mikobakteri-
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ler M. tuberculosis kompleksi ya da MOTT olarak tanimlanmis-
tir (5,6). Izole edilen tiim mikobakterilerin son tanimlanmasinda
konvansiyonel biyokimyasal yontemler (iireme hizi, koloni mor-
folojisi, pigment olusumu, niasin birikimi, nitrat indirgemesi, ii¢
giinde arilsiilfataz, iireaz enzim aktivitesi) kullanilmis ve ¢alisma-
nin tiim agamalar1 simf II giivenlik kabininde gerceklestirilmistir
(7.8)

NAP ayrim deneyi yapilan besiyerlerinin GI degeri >800-
99’a ulastiginda, bu besiyerlerinden tekrar preparat hazirlanarak
Zieh1-Neelsen yontemiyle boyanmis ve bu preparatlar NAP ay-
rim deneyi sonuglart bilinmeden, birbirlerinden bagimsiz olarak
iki aragtirici tarafindan incelenmis ve kord varlig1 kaydedilmisgtir.
Aside direncli bakterilerin uzun eksenleri, kordun uzun eksenine
paralel olarak yerlesti§inde ve bunun sonucunda yilankavi bir go-
riiniim olustugunda, bu preparatlar kord-pozitif olarak degerlen-
dirilmistir. Mikobakterilerin biyokimyasal yontemlerle idantifi-
kasyonlar1 tamamlandiginda BACTEC basiyerlerinde kord olusi-
mu ile idantifikasyon sonuglar1 yine aragtiricilar tarafindan birbir-
lerinden bagimsiz olarak kargilastirilmis; duyarlik, 6zgiilliik, po-
zitif (PPV) ve negatif prediktif degerler (NPV) hesaplanmistir.

Sonuclar

Temmuz 1997-Mart 1998 tarihleri arasinda BACTEC 12B
ve 13A besiyerlerinden izole edilen 92 mikobakteri susunun
NAP aynim deneyi ile 81'i M.tuberculosis kompleksi, 11’1
MOTT olarak tanimlanmis; suglarin son tanimlamalarinda biyo-
kimyasal yontemler kullanilmig ve 81 susun tamaminin M. tu-
berculosis, 11 MOTT susundan 8’inin M fortuitum, 3’{iniin
M scrofloceum oldugu belirlenmigtir. Bu suglarin izole edildigi
klinik drnekler Tablo 1°de gosterilmisgtir.

Birinci aragtirmaci M.tuberculosis izole edilen 81 BACTEC

besiyerine ait preparatin 74’tinii (%91.3); ikinci aragtirmact
73’iinii (%90) kord-pozitif olarak degerlendirirken; MOTT iire-
yen 11 besiyerinden hazirlanan preparatlarin tiimii her iki aras-
tirmact tarafindan da kord-negatif olarak belirlenmistir. Her iki
aragtirmacinin kord varlig1 agisindan inceledigi preparatlarin so-
nuglari Tablo 2’de gosterilmistir.

M tuberculosis kompleksi suglarimnin iiredigi BACTEC besi-
yerlerinden hazirlanan preparatlarda, bu bakterilerin biiyiik ¢o-
gunlugunun birlesme egiliminde oldugu ve yilankavi kord olus-
turduklart (Resim 1); tek tek dagilim gosteren bakteri sayisinin
az oldugu, MOTT iireyen besiyerlerinden hazirlanan preparat-
larda ise bu bakterilerin cok merkezli kiigiik kiimeler olustur-
duklari, paralel yerlesim yerine tek tek dagilim gosterdikleri
gozlenmistir (Resim 2). Her iki aragtirmaci tarafindan da kord-
negatif olarak degerlendirilen, ancak M.tuberculosis olarak ta-
nimlanan suglarin iiredigi besiyerlerinden hazirlanan preparat-
larda ise; GI > 999 oldugu halde ¢ok az paralel yerlesim goste-
ren bakteri oldugu ve bu preparatlarin az sayida bakteri icerdigi
belirlenmistir. Bu preparatlar her iki aragtirmaci tarafindan da
stipheli olarak kaydedilmis, ancak sonugta kord-negatif olarak
degerlendirilmistir.

Irdeleme

Tiiberkiiloz insidansinin giderek artig gostermesi ve ¢ogul
ilaca direngli tiiberkiiloz suslari ile olusan salginlar, bu hastalig1
tekrar 6nemli bir saglik sorunu haline getirmistir. Klinik ve rad-
yolojik bulgular ve preparasyonda aside direngli bakterilerin go-
riillmesi tiiberkiiloz tanisina yardimei olmakla birlikte, kesin ta-
n1 i¢in klinik ornekten M.tuberculosis’in iiretilmesi kosuldur.

Ancak M.tuberculosis’in kiiltiirde iiretilmesi i¢in 2-8 hafta-
lik bir siire gerekmektedir. Bu nedenle son yillarda tiiberkiilozun

Tablo 1. M.tuberculosis, M. fortuitum ve M. scrofloceum’un Izole Edildikleri

nin tiir diizeyinde tanimlanma-

tanist ve mikobakleri suglari-
sinda kisa siirede sonug veren

teknikler gelistirilmistir ve bu
yondeki calismalar devam et-

KToplam

Klinik Ornekler
Klinik Ornek
Ornek Sayist M.tuberculosis  M.fortuitum M.scrofloceum
Balgam 60 60 -
AMS 20 9 8
Idrar 3 3 -
Plevra s1visi 3 3 -
BAL 2 2 -
Cerahat 2 2 -
BOS 1 1 -
Periton sivis1 1 1 -
92 81 8 3

mektedir (9,10).

- M .tuberculosis kompleksi
3 grubunda yer alan viriilan sus-
- larin s1v1 besiyerlerinde karak-
- teristik olarak kord olugturma-
- larinin, bu suglarin erken tani-
- sinda bir parametre olarak kul-
- lanilabilecegini gosteren ya-

BACTEC TB 46 sistemi kulla-

nim kilavuzunda radyometrik

ﬂablo 2. M. tuberculosis Kompleksi ve MOTT Suslarmin Kord Sonuglar:

olarak pozitif bulunan BAC-
TEC besiyerlerinden hazirla-

/ yinlar bulunmaktadir (2,4).

M.tuberculosis Kompleksi (n=81)

MOTT (n=11) nan preparatlarda aside di-

Kord olusumu 1. Aragtirmact 2. Arastirmaci

1. Arastirmaci

rengli olarak boyanan bakteri-

2. Arastirmaci . O .
lerin morfolojileri dikkatli

Pozitif 74 73 -

Negatif 7 8 11

1 olarak incelenirse, bu gozle-

min M.tuberculosis komplek-

1. Arastirmaci
Duyarlik: % 91.3
Ozgiilliik: % 100
PPV: %100
NPV: %61

\

2. Aragtirmaci
Duyarlik: % 90
Ozgiilliik: %100
PPV: %100
NPV: % 57.8

si-MOTT suglarmin ayrimin-
da yardimct olabilecegi belir-
tilmektedir (5).

Yagupsky ve arkadaglari
(2)’'nin  caligmasinda BAC-
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Resim 1. M. tuberculosis kompleksi suglarinin BACTEC 12B
besiyerinde olusturdugu kord (100x).

TEC 12B besiyeri pozitif olarak belirlenen 270 6rnekten hazir-
lanan preparatlar {ic ayri aragtirmaci tarafindan incelenmis ve
arastirmacilar M.tuberculosis kompleksi lireyen 88 besiyerine
ait preparatin sirastyla %93.2, %88.6 ve %83’nii kord-pozitif,
MOTT iireyen 182 besiyerinden hazirlanan preparatin ise
%97.3, %97.8 ve %99.5’ini kord-negatif olarak bildirmislerdir.
Ayni calismada, ortalama olarak duyarhilik %88.3, ozgiilliik
%99.6, PPV %97.6 ve NPV %94.6 olarak belirlenmistir.
Morris ve arkadaglari (4) ise M.tuberculosis kompleksi iire-
yen 170 BACTEC besiyerlerinden hazirlanan preparatin
%22.9’unun kord-pozitif; MOTT iireyen 543 besiyerlerinden ha-
zirlanan preparatin ise % 98.5’ini kord-negatif olarak degerlen-
dirmistir. Yine ayni calismada duyarlilik, 6zgiillik, PPV ve NPV
sirastyla %22.9, %98.5, %82.9 ve %80.3 olarak bildirilmisgtir.
Calismamizda M.tuberculosis kompleksi lireyen 81 BAC-
TEC besiyerinden hazirlanan ve her iki aragtirmact tarafindan da
ayr1 ayri incelenen preparatlarin %91.3 ve %90’1 kord-pozitif
olarak degerlendirilirken; MOTT iireyen 11 besiyerinden hazirla-
nan preparatlarin tiimii (%100) kord-negatif olarak degerlendiril-
mis; swrastyla her iki aragtirmaci tarafindan duyarlik % 91.3 ve %
90, ozgiilliik % 100 ve %100, PPV %100 ve %100 ve NPV %61
ve %57.8 olarak belirlenmistir. BACTEC besiyerinde M.tubercu-
losis tireyen ancak aragtimacilar tarafindan kord-negatif olarak
degerlendirilmistir; Sonuglarimiz Yagupsky ve arkadaglar
(2)’nin sonuglart ile uyumlu bulunurken, Morris ve arkadaglar
(4)’na gore daha yiiksek degerler elde edildigi goriilmektedir. An-
cak bu aragtirmacilar ¢aliymalarinin sonucunda elde edildigi go-
rillmektedir. Ancak bu aragtirmacilar caligmalarinin sonucunda
elde ettikleri degerlerin daha diisiik bulunmasini, kord olusumu-
nu incelemek igin 32-100 arasinda GI degeri veren besiyerlerini
kullanmalaria baglamislar ve kord olusumunun incelenmesinde
GI degerinin 6nemli bir faktdr oldugunu belirlemiglerdir.
Yagupsky ve arkadaglari (2), inceledikleri 182 MOTT susu-
nun 6’smn1; Morris ve arkadaglari (4) ise 543 MOTT susunun
8’ini kord-pozitif olarak degerlendirmisler ve bu suslarm M.
Sfortuitum ve 3 M.avium kompleksinden oldugunu bildirmisler-
dir. Calismamizda incelenen 8 M fortuitum ve 3 M. scrofloceum
susunun higbirisinde kord goriilmemistir; ancak gerek bu sugla-
rin sayisinin az olusu, gerekse MOTT grubuna dahil diger mi-
kobakteri suslar ile higbir tecriibemizin bulunmayigi, labora-

Resim 2. MOTT basillerinin BACTEC 12B besiyerindeki
goriiniimii (100x).

tuvarimizda bu suslarin erken tanisi igin kord varlig1 arastiril-
masini sinirlamaktadir. Bu nedenle kord-negatif 6rnekler hemen
MOTT olarak tanimlanmamali, bu 6rneklerden de M.tuberculo-
sis kompleksi izole edilebilecegi unutulmamalidir. Ancak yiik-
sek duyarlik, 6zgiillik ve PPV elde edildiginden, kord varligi
aragtirllmasinin M.tuberculosis kompleksi suslarinin erken ta-
nisinda giivenilir bir parametre olabilecegi diisiiniilmektedir.
Sonugta boyle bir yontemi M.tuberculosis kompleksi suslarmin
erken tanisinda kullanilabilecek bir parametre olarak segmeden
once, her laborutuvarin kendi oranlarini belirlenmesi, kendi tec-
riibelerini edinmelerini onermekteyiz.
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