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OZET

Bu calismada Samsun Gogus Hastaliklari Hastanesi Mikobakteriyoloji Laboratuvarina gonderilen kli-
nik orneklerden mikobakterilerin Gretilmesinde kanl agarin degerlendirilmesi amaclanmistir. Calisma-
ya, 123’l balgam, 28'i bronkoalveoler lavaj (BAL) ve besi plevral sivi 6rneklerinden olusan toplam 156
klinik 6rnek dahil edilmistir. Ornekler dekontaminasyon isleminden sonra aside direncli boyama (ARB)
ile mikroskobik olarak incelenmis ve es zamanl olarak Lowenstein-Jensen (LJ), BACTEC MGIT 960 (Bec-
ton Dickinson, ABD) ve kanli agar besiyerine ekim yapilarak elde edilen veriler degerlendirilmistir. Ca-
lismamizda 35 mikobakteri (33 Mycobacterium tuberculosis ve iki atipik mikobakteri) susu kanl agarda,
38 mikobakteri (36 M.tuberculosis ve iki atipik mikobakteri) susu L] besiyerinde ve 46 mikobakteri (44
M.tuberculosis ve iki atipik mikobakteri) susu BACTEC MGIT 960 sisteminde tremistir. ARB sonucu ne-
gatif olan 29 6rnegin 20’sinde kanl agar ve L)'de, 27’sinde ise MGIT sisteminde lireme saptanirken;
ARB pozitif bulunan 20 6rnegin 15’inde kanh agar, 18’inde L] besiyeri ve 19’'unda MGIT sisteminde
treme olmustur. Toplam 156 6rnegin 15 (%9.6)'i kanl agarda, 16 (%10.2)'si LJ besiyerinde ve 18
(%11.5)'i BACTEC MGIT 960 sisteminde kontaminasyonla sonuclanmistir. Ureme zamanlari kanl agar
icin 5-35 giin (ortalama 18 + 7.4), L) besiyeri icin 11-35 gilin (ortalama 19 £ 5.9) ve BACTEC MGIT 960
icin 5-15 glin (ortalama 10 + 2.4) olarak saptanmistir. BACTEC MGIT 960 sisteminde kontamine olan
¢ ornekte, hem kanli agar hem de L] besiyerinde kontaminasyon olmadan ireme gézlenmistir. Bir or-
nekte etken yalnizca L] besiyerinde urerken, kanli agar ve BACTEC MGIT 960 sisteminde Grememistir.
Ayni sekilde bir diger 6rnekte etken yalnizca kanli agarda Gremis, L) besiyeri ve BACTEC MGIT 960 sis-
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teminde Greme olmamistir. Alti klinik 6rnekte ise etken yalnizca BACTEC MGIT 960 sisteminde Urerken
diger iki besiyerinde Uretilememistir. Sonug olarak, mikobakterilerin izolasyonunda kati ve sivi besiyer-
lerinin beraber kullaniminin birbirini tamamladigi izlenmektedir. Ayrica mikobakterilerin Gretilmesinde
kanl agar, en az L] besiyeri kadar etkili gibi gériinmekle birlikte, bu konuda daha fazla sayida 6rnek ile
yapilacak cok merkezli calismalara gereksinim vardir.

Anahtar sozciikler: Mikobakteri; Mycobacterium tuberculosis; kiiltiir; kanl agar.

ABSTRACT

This study was aimed to evaluate the performance of blood agar for the growth of mycobacteria
from clinical specimens sent to Mycobacteriology Laboratory of Samsun Chest Diseases Hospital. One
hundred fifty six clinical specimens including 123 sputum, 28 bronchoalveolar lavage (BAL) and 5 ple-
ural fluid specimens were inoculated in Lowenstein-Jensen (LJ), BACTEC MGIT 960 system (Becton Dic-
kinson, USA) and blood agar following decontamination process. The specimens were also simultane-
ously examined for the presence of acid-fast bacilli (AFB). Thirty five mycobacteria strains (33 Mycobac-
terium tuberculosis and 2 atypical mycobacteria) grew in blood agar, 38 (36 M.tuberculosis and 2 atypi-
cal mycobacteria) in L] media and 46 (44 M.tuberculosis and 2 atypical mycobacteria) in BACTEC MGIT
960 system. Among 29 AFB negative specimens, 20 revealed growth in both blood agar and L] medi-
um and 27 in MGIT system. AFB positive 20 samples yielded growth in 15 samples in blood agar, 18 in
L) medium and 19 in MGIT system. Among the total of 156 samples, contamination was observed in 15
(9.6%) samples in blood agar, 16 (10.2%) in L) medium and 18 (11.5%) in MGIT system. Growth time
was 5-35 days (mean 18 + 7.4), 11-35 days (mean 19 + 5.9) and 5-15 days (mean 10 + 2.4) for blood
agar, L} medium and BACTEC MGIT 960 system, respectively. The three samples which revealed conta-
mination in BACTEC MGIT 960 system, grew successfully in both blood agar and L] medium without
contamination. In one sample, growth was observed only in L] medium but neither in blood agar nor
BACTEC MGIT 960 system. However, in another sample, growth was observed only in blood agar whi-
le no growth was detected in L] or BACTEC MGIT 960 system. Six samples yielded mycobacteria only in
BACTEC MGIT 960 system. These results indicated that simultaneous use of one liquid and one solid me-
dium to grow mycobacteria from the clinical samples seemed to be complementary. Blood agar was a
promising choice since it was found to be as effective as L] medium for the growth of mycobacteria, ho-
wever, this issue needs to be further evaluated in a multicentre study with a larger specimen collection.

Key words: Mycobacteria; Mycobacterium tuberculosis; culture; blood agar.

GiRisS

Mikobakteri tiirleri 6zellikle de Mycobacterium tuberculosis yavas tireyen mikroorganiz-
malardir. Mikobakterilerin Uretilmesinde; yumurta bazh kati besiyerleri [Lowenstein-Jen-
sen (L)), Ogawa ve Petragnani besiyerleri], agar bazli kati besiyerleri (Middlebrook 7H10
ve 7H11 agar, TK-Medium Otomatize Sistem) ve sivi besiyeri bazli sistemler [BACTEC
460 TB Sistemi, BACTEC MGIT 960 Sistemi, VersaTREK (ESP Kiilttir Sistemi Il), MB/BacT
Mikobakteriyel Tespit Sistemi ve Septi-Chek AFB Bifazik Besiyeri] kullanilabilmektedir. Mi-
kobakterilerin Uretilmesinde en az iki besiyerinin kullanilmasi alisilagelmis bir durumdur.
Daha hizli ve iyi sonug elde etmek icin sivi besiyerlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir. Si-
vi besiyerine ek olarak, drneklerin kati besiyerine de ekilmesi, Uremeyi artirdigi gibi kolo-
ni morfolojisinin incelenmesine ve karisik mikobakteriyel enfeksiyonlarin tanimlanmasina
olanak saglamaktadir'-3.
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Son yillarda yapilan az sayidaki calismalarda, kanli agarin, L) besiyeri gibi mikobakte-
ri tlrlerinin Uretilmesinde rutin mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda kullanilabilecegi
gosterilmistir*®. Ayni zamanda kanli agarin M.tuberculosis izolatlarinin birinci ve ikinci
kusak antitiiberkiiloz ajanlara duyarhliklarinin belirlenmesinde de kullanilabilecegi bildi-
rilmistir'®1%, Bu bilgiler 1s1§ginda ¢calismanin amaci, rutin mikobakteriyoloji laboratuvarin-
da L] besiyeri ve otomatize sivi kiltur sistemiyle karsilastirmali olarak kanli agar kullani-
minin degerlendirilmesidir.

GEREC ve YONTEM

Calismada, Samsun Gogus Hastaliklari Hastanesi Mikobakteriyoloji Laboratuvarina
Eylil 2010-Ekim 2010 tarihleri arasinda gonderilen 123’4 balgam, 28’i bronkoalveoler
lavaj (BAL) ve besi plevral sivi 6rneklerinden olusan toplam 156 klinik 6rnek test edil-
di. Gelen ornekler %2’lik NaOH ile dekontaminasyon isleminden sonra aside direncli
boyama (ARB) icin yayma preparat hazirlandi. Kalan sedimentten 100 pl L] ve kanl
agar besiyerine ekilerek 37°C’de inkiibe edildi. Ayni 6rnekten BACTEC MGIT 960 be-
siyerine (Becton Dickinson, ABD) firma onerilerine gore ekimler yapilarak cihazda in-
kiibasyona birakildi. Kanl agar ve L] besiyerleri Greme acisindan li¢ giinde bir deger-
lendirildi. Ureme olmadiginin rapor edilmesi icin besiyerleri sekiz hafta inkiibe edildi.
BACTEC MGIT 960 sistemi (Becton Dickinson, ABD) ise uretici firma onerilerine gore
degerlendirildi.

Kanli agar besiyeri, Uretici firmanin 6nerilerine gére kanli agar toz besiyeri (BioMeri-
eux, Fransa) kullanilarak hazirlandi ve 5 ml/L olacak sekilde gliserol eklendikten sonra
121°C’de 1 atm’de 15 dakika otoklavlandi. Daha sonra 45°C’ye kadar sogutulan besiye-
rine %5 olacak sekilde defibrine koyun kani eklendi. Kontaminasyonu 6nlemek amaciy-
la besiyerine polimiksin, amfoterisin, nalidiksik asit, trimetoprim ve azlosilin (PANTA, Bec-
ton Dickinson, ABD) eklendi. Hazirlanan koyun kanli besiyeri, agzi vidah kapakh tiplere
dagitilarak yatik bir sekilde donmasi saglandi. Besiyerleri kullanilincaya kadar 4°C’de sak-
land.

BULGULAR

Calismamizda, orneklerin ARB sonuclari ile her (¢ besiyerinde elde edilen tGreme so-
nuclari degerlendirilmis ve bunlardan herhangi birinin pozitif oldugu 50 6rnege
(50/156; %32) ait sonuglar karsilastiriimistir. Sadece ARB pozitifligi saptanan ve hicbir
besiyerinde mikobakteri Gremesi olmayan bir 6rnek degerlendirmeye alinmamis; kalan
49 6rnegin besiyerlerinde tGreme durumlari, ARB sonuclarina gore degerlendirilmistir.
Buna gore ARB negatif bulunan 29 6rnegdin altisinda sadece BACTEC MGIT 960 siste-
minde; ikisinde kanl agar ve L] besiyerinde; Ggtinde kanl agar ve MGIT 960 sisteminde;
Ugtinde L) besiyeri ve MGIT 960 sisteminde; 15’inde ise her li¢ besiyerinde de tireme ol-
mustur. ARB pozitif bulunan 20 6rnek degerlendirildiginde, birinin sadece L] besiyerin-
de; ikisinin kanli agar ve MGIT 960 sisteminde; dorduntin L) besiyeri ve MGIT 960 siste-
minde; 13’Unun ise her Ug¢ besiyerinde de Uredigi belirlenmistir (Resim 1). ARB sonugla-
rina gore her bir besiyerinde saptanan tGremeler Tablo I'de gosterilmistir.
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Resim 1. Kanli agarda tireyen Mycobacterium tuberculosis kolonileri.

Tablo I. ARB Sonuglarina Gére Besiyerlerinde Gozlenen Uremeler
KA L) MGIT
Ureme Kontamine Ureme Kontamine Ureme Kontamine

ARB sonucu (n) Var Yok Var Yok Var Yok

ARB negatif (29) 20 9 - 20 8 1 27 - 2

ARB pozitif (20) 15 5 - 18 2 - 19 - 1
Toplam (49) 35 14 - 38 10 1 46 - 3

ARB: Aside direngli boyama, KA: Kanli agar, LJ: Lowenstein-Jensen besiyeri, MGIT: BACTEC MGIT 960 sistemi.

Calisma sonunda, 35 mikobakteri (33 M.tuberculosis ve iki atipik mikobakteri) susu
kanh agarda, 38 mikobakteri (36 M.tuberculosis ve iki atipik mikobakteri) susu L] besiye-

rinde ve 46 mikobakteri (44 M.tuberculosis ve iki atipik mikobakteri) susu BACTEC MGIT
860 sisteminde Uremistir.

Calisilan toplam 156 6rnegin 15 (%9.6)’i kanli agarda, 16 (%10.2)’s1 L] besiyerinde
ve 18 (%11.5)'i BACTEC MGIT 960 sisteminde kontaminasyonla sonuclanmistir. Ureme
zamanlari kanli agar icin 5-35 giin (ortalama 18 + 7.4), L] besiyeri icin 11-35 gilin (orta-
lama 19 + 5.9) ve BACTEC MGIT 960 icin 5-15 glin (ortalama 10 + 2.4) olarak saptan-
mustir. U¢c 6rnek BACTEC MGIT 960 sisteminde kontamine iken, hem kanli agar hem de
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L) besiyerinde kontaminasyon olmadan treme go6zlenmistir. Bir 6rnekte etken yalnizca LJ
besiyerinde trerken, hem kanli agarda hem de BACTEC MGIT 960 sisteminde treme
gozlenmemistir. Ayni sekilde bir 6rnekte etken yalnizca kanh agarda turemis, hem L] be-
siyerinde hem de BACTEC MGIT 960 sisteminde tireme olmamugtir. Altr klinik 6rnekte ise
etken yalnizca BACTEC MGIT 960 sisteminde Uretilmis, diger iki besiyerinde tireme ol-
mamustir.

TARTISMA

Cogu mikobakteriyoloji laboratuvari mikobakterilerin tretilmesinde kati besiyeri ola-
rak yumurta bazli L] besiyerini kullanmaktadir. Buna ilave olarak imkanlari olan laboratu-
varlar tarafindan sivi bazli otomatize sistemler de kullaniimaktadir. Kati besiyeri, sivi kil-
tirde kontaminasyon olmasi durumunda bakterinin Uretilmesine destek olmaktadir. Sivi
besiyeri ile L] besiyerinin birlikte kullaniimasi, izolasyonu %4-6 oraninda artirmaktadir.
Ozellikle ekstrapulmoner &rneklerde basil sayisi az oldugundan, bu érneklerin sivi besi-
yerlerine ekilmesi izolasyon acisindan énem tasir'®.

Son yillarda yapilan calismalarda, klinik mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin temel
besiyeri olan kanl agarin mikobakterilerin tiretilmesinde de kullanilabilecegini goster-
mesi bu konuya ilgi duyulmasini saglamistir. Drancourt ve arkadaslar’, M.tuberculo-
sis izolatlarinin kanli agarda 1-2 haftada kolayca Uredigini ve kanlh agarda klinik or-
neklerden izole edilen ortalama koloni sayisinin, yumurtal besiyerine gore anlamh
derece fazla oldugunu gostermislerdir. Fransa’da yapilan bir calismada, mikobakteri-
lerin izolasyonunda kanh agar ile BACTEC 9000 MB sistemi zaman ve fiyat acisindan
karsilastinlmistir®. Fransa’da 1000 érnek analizi icin kanli agar kullaniminin maliyeti
1913 Avro iken, BACTEC 9000 MB sistemi kullanilirsa bu miktar 8990 Avroya ytuksel-
mektedir. Kontaminasyon oranlari her iki besiyerinde de esit (%71.5) bulunmustur®.
Ureme zamani kanli agar icin ortalama 19 + 5 giin ve BACTEC 9000 MB sistemi icin
22 + 6 gun olarak saptanmistir. Ayrica calismada, tiberkiiloz disi bircok mikobakteri
tiriiniin kanli agarda ireyebildigi de gdsterilmistir®. Bizim calismamizda da kanl
agarda ortalama treme zamani 18 £ 7.4 giin olarak bulunmus olup, kontaminasyon
orani kullandigimiz her ug¢ sistemde de bu calismaya gore yiiksek saptanmistir. Mat-
hur ve arkadaglari®, kanli agarda ortalama tireme zamanini 13.6 + 5.2 giin, L] besiye-
rinde ise 20.4 + 5.1 gun olarak belirlemisler; ayrica kanh agarda L] besiyerindekinden
daha fazla koloni oldugunu rapor etmislerdir. Bizim calismamizda, Greme zamanlari
kanli agar icin 5-35 giin (ortalama 18 £ 7.4), L] besiyeri icin 11-35 giin (ortalama 19
* 5.9) olarak saptanmis olup, treyen koloni sayisi da L] besiyerinde lireyenden daha
fazladir (Resim 1).

Sonug olarak kanl agar, 6zellikle gelismekte olan ulkelerde kisith olanaklari olan labo-
ratuvarlarda mikobakterilerin lretilmesinde en az L] besiyeri kadar etkili bir sekilde kulla-
nilabilecek gibi goriilmesine ragmen, bu konuda daha fazla sayida 6rnek ile yapilacak
cok merkezli calismalara gereksinim vardir.
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