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OZET

Tlberkilozun kesin tanisi basilin gosterilmesiyle konulur. Bakteriyolojik tekniklerle bakterinin kilttr-
de Uretilmesi altin standart olarak kabul edilmekte ve kiltlrde iki adet besiyeri kullanilmasi ve besiyerle-
rinden birinin sivi olmasi énerilmektedir. Bununla birlikte farkli besiyerlerinin kullaniimasinin taniya énem-
li katkilar sagladigi da rapor edilmistir. Bu calismada, bugiin hala diinyada yaygin olarak kullaniimakta
olan yumurta bazl Lowenstein-Jensen (L)) besiyeri ile Ogawa (%2) besiyerinin tani degerinin karsilastiril-
masi amaclanmistir. Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bagkanligi, Ulusal Tiiberkiiloz Referans Laboratuva-
rina 2.5 yil boyunca (Ocak 2006-Haziran 2008) basvuran 3311 tlberkiiloz stipheli hastaya ait 7912 adet
ornek (akciger ve akciger disi 6rnekleri) toplanmistir. Toplanan her bir 6rnek modifiye Petroff yontemine
(%4 NaOH) gore ayni glin icerisinde homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon islemine alinmis-
tir. Her bir 6érnek icin iki adet Ogawa ve iki adet L) besiyeri kullaniimigtir. islenmis 6rneklerden bu besiyer-
lerine 150-200 pl ekim yapilmis ve 35-37°C’de inkiibe edilmistir. Besiyerleri kontaminasyon yoniinden in-
kiibasyonun Uglinci gtiniinde kontrol edilmistir. E§er kontaminasyon gozlenmemisse haftada bir kez ol-
mak lizere treme kontrolleri icin sekiz hafta boyunca takip edilmistir. Bu sire icerisinde lireme saptanan
besiyerleri ayrilarak kiltlrlerin tanimlanmasi asamasina gecilmistir. Tir tayini icin paranitrobenzoik asit
(PNB), nitrat, niasin gibi biyokimyasal testler kullaniimistir. Mycobacterium tuberculosis kompleksi olarak
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tanimlanan koloniler pozitif olarak rapor edilmistir. Calisma sonucunda toplam kontaminasyon orani;
Ogawa besiyeri icin %3.1 ve L] icin %4 olarak bulunmustur. Hastalarin 248 (%7.5)'inde kiltir pozitifligi
(L) + Ogawa ile) saptanmis; bunlardan 210’u her iki besiyeri ile de pozitif bulunurken, 20'si sadece L)'de
18'i ise sadece Ogawa besiyerinde pozitif sonug vermistir. Her iki besiyerinin birlikte kullanilmasi dolayi-
siyla L) ve Ogawa besiyerlerinin toplam pozitiflige katkilar sirasiyla %8.1 (20/248) ve %7.3 (18/248); du-
yarhliklari sirasiyla %92.7 (230/248) ve %91.9 (228/248) olarak bulunmustur. L] besiyeri referans yon-
tem olarak kabul edildiginde, Ogawa besiyerinin duyarlilik, 6zgllik, pozitif ve negatif prediktif degerle-
ri sirastyla %91.3, %99.4, %92.1 ve %99.4 olarak hesaplanmistir. Sonug olarak ucuz ve kontaminasyon
oraninin distik olmasi g6z éniinde bulundurularak 6zellikle laboratuvara gonderilen tek 6rnekler icin (be-
yin omurilik sivisi, biyopsi, ply vb.) Ogawa besiyerinin, bir sivi besiyerinin yaninda, L] ile birlikte ya da
tek bagsina kullanilmasinin mikobakterilerin Greme sansini artiracagi goristine variimistir.

Anahtar sozciikler: Ttiberkiiloz; Ogawa besiyeri; Lowenstein-Jensen besiyeri; kiilttir.

ABSTRACT

Accurate diagnosis of tuberculosis is based on the detection of the bacilli in the clinical specimen.
The growth of mycobacteria in laboratory media is regarded as the gold standard for diagnosis and use
of two different cultivation media, one of them being a liquid one, is recommended. In this study, the
diagnostic values of egg-based Lowenstein-Jensen (LJ) medium used extensively all over the world and
Ogawa (2%) medium were compared. A total of 7912 pulmonary and extrapulmonary clinical samples
which belonged to 3311 patients with suspected tuberculosis, were enrolled in the National Tuberculo-
sis Reference Laboratory in Refik Saydam National Public Health Agency during 2.5 years (January 2006-
June 2008). The samples were processed by modified Petroff method (4% NaOH) for homogenization-
decontamination-concentration on the same day and inoculated on two Ogawa and two L] media. The
cultures were incubated at 35-37°C for eight weeks and were controlled on the third day of incubation
in terms of contamination. If no contamination were detected, the cultures were incubated for a total
of eight weeks with regular weekly controls. The colonies detected in culture media were identified by
biochemical tests, including paranitrobenzoic acid (PNB), niacin accumulation and nitrate reduction
tests. Those indentified as Mycobacterium tuberculosis complex were reported as positive. The rates of
contamination was 3.1% for Ogawa medium and 4% for L) medium. Culture results were found positi-
ve for 248 patients (7.5%). While 210 of these were positive by both of the media, 20 (8.1%) patients
were detected positive only by LJ and 18 (7.3%) only by Ogawa medium. The sensitivity of L] medium
was 92.7% (230/248) and of Ogawa medium was 91.9% (228/248). When L) medium was taken as the
reference method, the sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of Ogawa medium
were 91.3%, 99.4%, 92.1% and 99.4%, respectively. It was concluded that, when low price and low
contamination rates were taken into consideration, Ogawa medium, used together with a liquid medi-
um + L) medium, would increase the yield of mycobacteria from single samples (cerebrospinal fluid, bi-
opsy, pus, etc.) sent to the laboratories.

Key words: Tuberculosis; Ogawa medium,; Lowenstein-Jensen medium; culture.

GIRiS

Tiberkiloz (TB) tedavi edilebilir bir hastalik olmasina ragmen, giinimuzde diinyada
hala 6nemli bir halk saghgi sorunu olarak karsimiza cikmaktadir. Bu nedenle laboratuvar
tarafindan dogru tani konulmasi ve hastalarin hemen tedavi edilmeleri gereklidir. TB'nin

kesin tanisi basilin gosterilmesiyle konur. Bakterinin kulttirde tretilmesi altin standart ola-
rak kabul edilmekte ve kiiltiirde en az iki besiyeri kullaniimasi ve bunlardan birinin sivi ol-
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masi Onerilmektedir. Bununla birlikte farkli besiyerlerinin kullanilmasinin taniya 6nemli
katki sagladigi da rapor edilmistir'-3.

Mikobakteri izolasyonunda kullanilan ideal bir besiyeri, bakteriyi hizh ve bol Gretme-
nin yaninda koloni morfolojisi, ireme orani ve pigment olusumu gibi karakteristik 6zel-
liklerini de saptamalidir. TB'nin kalturu icin yaygin olarak kullanilmakta olan yumurta
bazli Léwenstein-Jensen (L]) besiyeri ve Ogawa besiyeri referans standart sayilmaktadir*
6. Her ikisinin biiyiik avantaji diisiik maliyetli olmalaridir. BACTEC/MGIT gibi radyomet-
rik olan veya olmayan sivi kiiltiir sistemlerinin mikobakteri tretiminde daha verimli ol-
duklari gosterilmistir, ancak gelismekte olan tilkeler icin maliyeti oldukga yiiksektir’. Ge-
lismekte olan Ulkelerde yeterli kaynagi olmayan asiri is ylkiine sahip TB laboratuvarlari
icin Ogawa teknikleri idealdir; zira bu yéntem ekonomik, basit ve hizlidir'8, 1940 yilin-
da gelistirilen Ogawa besiyeri glinimuzde pratikte Japonya basta olmak tizere Gliney-
dogu Asya Ulkelerinde L)'nin yerine kullanilmaktadir. L] ve Ogawa besiyerleri kalitatif ve
kantitatif olarak karsilastirildiginda, Mycobacterium tuberculosis izolasyonu icin Ogawa
besiyerinin zaman acisindan L)’den daha iyi oldugu ve koloni sayisi bakimindan ayni ve-
rimliligi gésterdigi diisiiniilmektedir®. Dolayisiyla, sivi kiiltiir sistemleri kullanarak TB’nin
daha hizli saptanmasina dayali teknolojik gelismelere ragmen, gelismekte olan tlkelerde
mikobakteri izolasyonu icin kullanilan konvansiyonel kati besiyerleri hala en ucuz ve gu-
venilir yontemlerdir. Bu ¢alismada, yumurta bazl L] besiyeri ile %2 (asit tamponlu) Oga-
wa besiyerinin tani degerlerinin karsilastinlmasi amaclanmuistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ocak 2006-Haziran 2008 tarihleri arasinda Refik Saydam Hifzissihha Mer-
kez Baskanhgi, Ulusal Tuberkiiloz Referans Laboratuvarina bagvuran hastalardan alinan
akciger (balgam ve aclik mide suyu) ve akciger disi 6rnekler (idrar, sentez sivilari, biyop-
si vb.) dahil edildi. Balgam, idrar ve aclik mide suyu ornekleri ayni kisiye ait 2-3 ornek,
digerleri ise genellikle bir 6rnek olarak laboratuvarimiza kabul edildi. idrar érnekleri 6n-
ce 3000 xg’de santrifij edilerek yogunlastinildi. Tuberkiiloz stipheli 3311 kisiye ait 7912
adet ornek, ayni giin homojenizasyon-dekontaminasyon amaciyla modifiye Petroff yon-
temine gore %4 NaOH ile 1/1 oranda karistirildi ve 20-30 saniye vortekslenip 15 dakika
bekletildi'®. Uzerine toplam hacim 45-50 ml olacak sekilde fosfat tamponu ilave edilerek
nétralize edildi ve konsantrasyon amaciyla 3000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Ustteki
sivi atildiktan sonra dipteki ¢okeltiye 1-2 ml fosfat tamponu ilave edilerek karistirildi. El-
de edilen ¢ozeltiden, iki adet Ogawa (%2) besiyerine ve iki adet L] besiyerine 150-200
ul ekim yapildi'!. Ayni ¢ozeltiden preparat hazirlanarak Ehrlich Ziehl Neelsen (EZN) bo-
yama teknigiyle mikroskopta aside direncli basil (ARB) arand.

Ekim yapilan besiyerleri 35-37°C’de inkiibe edilerek, liclinci ve yedinci glinde, daha
sonra ise haftada bir kez olmak Uizere Greme kontrolleri yapilarak iki ay boyunca takip
edildi. Bu sure icerisinde kontroller sirasinda iyi Gireme olan kiiltlr tupleri ileri testler ya-
piimasi icin secildi. Ureyen koloniler icin tipik ve atipik mikobakteri tanimlamalari yapil-
di ve M.tuberculosis kompleks tirleri ila¢c duyarlilik testlerine alindi.
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BULGULAR

Bu calisma icin 2.5 yillik stirecte laboratuvarimizda 3311 tiberkiloz stipheli hasta-
ya ait 7912 adet 6rnek kullanilmistir. Orneklerden yapilan kiiltiirlerin incelenmesi so-
nunda, 7409 negatif (kontaminasyonlar dahil) ve 503 pozitif sonug elde edilmistir
(Tablo I). Toplam kontaminasyon orani Ogawa besiyeri icin %3.1 ve L] icin %4 olarak
belirlenmistir.

Hasta bazinda yapilan degerlendirmede, hastalarin %7.5 (248/3311)’inde kultir
pozitifligi (L) + Ogawa ile) saptanmis; bunlardan 210’u her iki besiyeri ile de pozitif bu-
lunurken, 20’si sadece L)'de 18'i ise sadece Ogawa besiyerinde pozitif sonu¢ vermis-
tir. Her iki besiyeriyle saptanan toplam pozitiflik dikkate alindiginda, L] ve Ogawa be-
siyerlerinin toplam pozitiflige katkilari sirasiyla %8.1 (20/248) ve %7.3 (18/248) ola-
rak bulunmustur.

L) besiyeri esas alindiginda Ogawa besiyerinin duyarlilk, 6zgullik, pozitif ve negatif
prediktif degerleri sirasiyla %91.3, %99.4, %92.1 ve %99.4 olarak hesaplanmistir.

TARTISMA

Son 10 yilda mikobakteri kiltir yontemleriyle ilgili pek cok ilerleme kaydedilmistir.
MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube) 960, BacT/Alert, ESP, bifazik Septi-Check
AFB ve Myco-Acid yontemleriyle radyometrik BACTEC 460TB gibi sivi besiyerine dayali
sistemler, klinik 6rneklerden mikobakteri izolasyonu icin basariyla kullanilmaktadir. Ancak
gelismis sivi besiyeri sistemlerine ragmen, agar (Middlebrook 7H10/7H11) ya da yumur-
ta (Ogawa/L)) bazl besiyerlerinin mikobakterilerin primer izolasyonunda sivi besiyerle-
riyle birlikte kullaniimasi sonuglarin giivenilirligini artirmaktadir'®. Bu nedenle standart
olarak bir kati ve bir sivi besiyerinin birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir. Glinimizde ha-
len klinik 6rneklerin kilttrd icin yumurta bazli besiyerleri ilk secimdir. Ancak her bir be-
siyerinin avantajlar vardir ve her mikobakteri izolati tek bir besiyerinde izole edilemeye-
bilir. Bu nedenle primer izolasyon icin kullanilan her bir besiyeri tipinin bir temsilcisi 6ne-
rilir. Ornegin; Japonya’da Middlebrook 7H11 ve MGIT ile kombinasyon halinde yumur-
ta bazl Ogawa besiyeri kullaniimaktadir®. MGIT, mikobakterilerin hizli izolasyonunu ve
yiiksek duyarlihgr garanti etmektedir; ancak maliyeti yiiksektir'>. Ancak MGIT ve Ogawa
besiyeri kombinasyonu, karisik kiltir ya da kontaminasyon durumlarinda mikobakteri
izolasyonu icin daha fazla tercih edilmektedir®.

Tablo I. Ornek ve Hasta Bazinda Besiyerlerinde Saptanan Sonuglar

L) Ogawa L) + Ogawa
Pozitiflik Pozitiflik Pozitiflik
Pozitif Negatif* orani (%) Pozitif Negatif* orani (%) Pozitif Negatif* orani (%)
Hasta 230 3081 6.9 228 3083 6.9 248 3063 7.5
Ornek 481 7431 6.1 466 7446 5.9 503 7409 6.4

* Negatiflere kontaminasyon dahil edilmistir.
LJ: Lowenstein-Jensen besiyeri.
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Lubasi ve arkadaslarinin' 2004 yilindaki calismalarinda, L) sonuglar standart olarak ka-
bul edilerek Ogawa ve modifiye Ogawa’nin duyarlilik ve 6zgullikleri karsilastinlmustir.
Toplamda 108 (%39.1) ornek kultir pozitif olarak saptanmus; her bir besiyeri icin 6rnek
pozitifligi; L] icin 93 (%33.7), modifiye Ogawa icin 98 (%35.5) ve orijinal Ogawa icin 82
(%29.7) olarak belirlenmistir'. Sonucta arastiricilar, Ogawa kiiltir metodunun ekono-
mik, basit ve cabuk olmasi sebebiyle gelismekte olan Ulkelerde is yiikii cok ancak kayna-
g1 sinirl olan laboratuvarlar icin ideal oldugu goristune varmislardir. Calismamizda, 2.5
yil boyunca laboratuvarimizda mikobakteri kiltirt icin iki farkl yumurta bazl kati besi-
yeri (L) ve Ogawa) kullanilmis ve ayni kiiltir metoduyla her iki besiyeriyle elde edilen so-
nuclar karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Toplam 248 (%7.5) hastadan 210°u her
iki besiyeri ile pozitif bulunurken, sadece L)'de 20 ve sadece Ogawa besiyerinde 18 has-
ta pozitif olarak saptanmistir. Her iki besiyerinin birlikte kullaniimasi dolayisiyla L] ve Oga-
wa besiyerlerinin toplam pozitiflige katkilari sirasiyla %8.1 ve %7.3; duyarlliklari ise
%92.7 ve %91.9 olarak bulunmustur.

Pauwels ve arkadaslar', bizim calismamizda oldugu gibi mikobakterilerin izolasyonu
icin iki farkl yumurta bazli kiltir ortamini (L) ve %1’lik Ogawa) karsilastirmislar; M.tu-
berculosis izolasyon oranini Ogawa besiyeri icin %95, L] besiyeri icin ise %88.4 olarak
saptamiglardir. Bu nedenle arastiricilar, Ogawa besiyerinin kullanimini 6nermektedirler.
1973 yilinda Tirkiye’den yapilan bir calismada, TB kalturd icin kullanilan L] ve Ogawa
besiyerleri karsilastirilmig; Ogawa besiyerindeki tremelerin L] besiyerinden az bir farkla
daha kisa siirede oldugu bildirilmistir'>. Bir baska calismada, akciger TB’sinde M.tubercu-
losis'i Giretmek icin L) ve Ogawa besiyerleri karsilagtirimistir’. 2007 yilinda yapilan bu ¢a-
lismada, M.tuberculosis izolasyonunda her iki besiyerinin de, mikobakterilerin tireme za-
manlari ve koloni sayilari agisindan ayni verimliligi gosterdigi sonucuna varilmistir®. Bi-
zim calismamizda %2’lik Ogawa besiyeri kullaniimis ve L] besiyeri esas alindiginda Oga-
wa’nin duyarhlik, 6zglilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla %91.3, %99.4,
%92.1 ve %99.4 olarak hesaplanmistir. Calismamizda her ikisi de kati besiyeri olmasina
ragmen farkl besiyerinin kullaniimasinin toplam taniya %7.5-%8.1 oraninda katkisi ol-
dugu sonucuna varilmistir. Ayrica, toplam kontaminasyon orani Ogawa besiyeri icin
%3.1, L] icin %4 olarak bulunmustur. Sonug olarak ucuz ve kontaminasyon oraninin du-
stk olmasi g6z oniinde bulundurularak 6zellikle laboratuvara gonderilen tek ornekler
icin (beyin omurilik sivisi, biyopsi, puy vb.) Ogawa besiyerinin, bir sivi besiyerinin yanin-
da, L] ile birlikte ya da tek basina kullaniimasinin mikobakterilerin ireme sansini artira-
cagi goristine variimistir.
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