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Tuberklloz hastaliginin tani, tedavi ve kontroli pek cok disiplini ilgilendirmekte,
tiptaki gelismelere paralel olarak, farkli gérus ve uygulamalar olabilmektedir.
Son yillardaki en buyuk degisikligin, bakteriyolojik tani acisindan oldugunu
séylemek yanlis olmaz. Onceleri, direkt mikroskopi ile basilin gésterilmesi, klinik
bulgular ile uyum halinde tanida yeterli gérilmekte iken, 1950'li yillardan itibaren
kaltar yontemleri de 6nem kazanmaya baslamis, zamanla mikobakteriyoloji
laboratuarlarinin, hastaligin tani ve tedavisinin yénlendirilmesinde dnemli

sorumluluklari oldugu yadsinamaz hale gelmistir.

Mikobakteriyoloji laboratuvari; mikobakterinin mikroskobik olarak gosterilmesi,
izole edilmesi, tur diizeyinde tanimlanmasi, ila¢ duyarlihgi ve molekuler yontemler
ile tani ve tedaviye yol gostermelidir. Bu yéntemlerin hepsi rutin bakteriyolojik
islemlerin disindadir. Dogru olarak calisma ve yorumlanmasi; deneyim, zaman,

farkh mekan gibi pek cok degisik parametreye baghdir.

Lepra basili Mycobacterium genusundayer alan ilk organizma olarak Hansen
(1868) tarafindan tarif edilmis, R. Koch (1882) memeli tuberkuloz basilini
tanimlamistir. R Koch, bakteriyi mikroskobik olarak gostermis, saf kultur olarak
izole etmis, laboratuar hayvanlarinda hastaligi olusturmus ve etken - hastalik
iliskisini ortaya koyarak Koch Postulasini tarif etmistir. Strauss ve Gamelia (1891)
M avium, Frothingam (1895) M paratuberculosis’i, Theobald Smith (1896) M
tuberculosis ve M bovis’i, memeli tuberktloz basilinin 2 farkli turt olarak
tanimlamistir. TaberkUloz basili disindaki turlerin insanda hastalik yapabilecegi
gorasa, 1950'li yillarin baslarinda ortaya ¢ikmistir. Runyon (1959), M tuberculosis
ve M bovis disinda kalan mikobakterileri klasifiye etmis, 1sikta ve karanlikta
pigment olusturma, tGreme slresi ve koloni morfolojisi gibi cesitli 6zelliklerini
g6z 6nline alarak bir sistem icinde incelenmesini saglamistir. Molekuler testlerin
yayginlasmasi ile daha dogru taniya ulasmak olasi olmakla beraber, Runyon
siniflamasi pratikligi nedeniyle gunimuzde de kullaniimaktadir.
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Tuberktloz hastaligi, kalkinmis tlkelerde édnemi yitirmis iken, 1990l yillarda
HIV/AIDS epidemisine bagl olarak tekrar &nem kazanmis ve buna bagh olarak
hastalik ¢esitli boyutlari ile irdelenerek, sorunlar ana basliklar altinda toplanmistir.
Surveyans, salgin kontrolU, hastalarin tedaviye uyumunun takibi ve egitim gibi
konular yaninda, laboratuar ¢alismalari ve yapilmasi gerekenler cok dnemli bir
boélumi olusturmakta, direkt tani yaninda, mutlaka kaltar ve ilag duyarliliklarinin
calisilmasi, ayrica M tuberculosis kompleks taniminin en erken sekilde yapilmasinin

gerekli oldugu vurgulanmaktadir.

Klasik tani ydntemlerinde yasanan sorunlari irdelemeden, laboratuar calisma
kosullarina deginmek yararli olacaktir. Gegmiste, Ustinde pek durulmayan calisma
kosullari ve calisanlarin gavenligi konularina, giiniimuzde ¢ok 6nem verilmektedir.
Amaci basta ¢alisanlari korumak olmakla beraber, bunun yaninda, laboratuar ici
capraz kontaminasyonu kontrol etmek, uygun santrifaj kullanimi ile basili yitirme
sansini azaltmayi da hedeflemektedir. Ulkemiz kosullari acisindan bakildiginda
mikobakteriyoloji laboratuarlarinin, énerildigi gibi ayri bir mekanda
yapilandiriimasi; ayri ekipman, teknik eleman gibi gereksinimleri nedeniyle pek
¢ok kurum igin sorun olusturabilmekte, dolayisiyla sorunlarimizin basinda yer

almaktadir.

Bir laboratuar hizmetinin yeterliligi, calisilan érnegin kalitesi ile dogrudan
ilgilidir. Uygun olmayan érnekle yapilan calisma, elde edilen sonucun dogrulugunu,
dolayisiyla, klinisyenin laboratuar hizmetlerine gtivenle bakisini etkilemektedir.
Hasta 6rneginin dogru secilmis, uygun tasiyiciya kurallarina uyularak alinmis ve
laboratuara gonderilmis olmasi gerekir. Ginimuzde bu olumsuzluklar fark edilmis
olup, cesitli sekillerde ¢6zimuUne calisiilmaktadir. Ayrica klinisyen-laboratuvar
iletisimindeki gelismeler, laboratuar calismasinin basarisini arttirmaktadir.
Tuberkuloz 6rnekleri toplamakta kullanilan ¢oklu kullanimlik cam kaplarin 6zel
sekilde yikandiktan sonra steril edilmesi gerekir. Mikroskobik incelemede ise yeni,
temiz, tek kullanimlik lam kullaniimalidir. Aksi takdirde yanls pozitif sonug elde
edilebilir. Uygulamada her laboratuarin bu hususlarda gerekli hassasiyeti
gosterebildigini sdylemek zordur. Oysaki, mikroskobik tani, bakteriyi izole etmeye
oranla sensitivitesi dastk bir ydntem olsa da; erken tani saglamasi, Gremeyi

dogrulamasi, tedavinin izlenmesi bakimindan cok &nemlidir.




Modern tuberkiloz kontrol programlarinda, mikroskobik tani halen énemini
korumakla beraber, etken mikroorganizmanin spesifik tanisinin yerini
almamaktadir. Bu nedenle bakteri kiltir yontemleri ile saptanmalidir. Ktlttr
yontemlerinde son yillarda olan hizli gelismeler bakterinin izolasyon ve M
tuberculosis kompleks ayrimini kolaylastirmaktadir. M tuberculosis’in izolasyonu
icin gesitli besiyerleri gelistirilmistir. Geleneksel olarak kullanilan bazi besiyerleri,
yumurta — patates veya serum — agar iceriklidir ve hazirlayan kisinin deneyimini
gerektirir. Yumurtal besiyerlerinin en yaygin kullanilanlari, Lowenstein-Jensen
ve American Trudeau Society (ATS) besiyerleridir. Agar icerenler, Dubos oleic
acid-albumin agar, Middlebrook 7H-10 ve 7H-11 agar‘dir. Farkli tarlerin Gremesine
kolaylik saglamasi bakimindan, primer kulttrde iki farkli besiyerinin birlikte
kullanilmasi 6nerilmekte, gegmiste pek yapilmayan bu uygulama glinimuzde

kabul gérmus bulunmaktadir.

Bir besiyerinin kalitesi; icerdigi maddelerin safligi, inhibitér maddelerin
konsantrasyonu, hazirlik ve sterilizasyon asamasindaki dikkat, pH, 1siga maruz
kalma, saklama kosullari ve siresi gibi degisik faktérler ile iligkilidir. Ornegin,
Midllebrook besiyerlerinin hazirhdi sirasinda asiri 1sik ve 1s1 toksik formaldehitlerin
olusmasina neden olabilir. Bir mikrobiyoloji laboratuarinin temel standartlari
icinde, bulunmasi gereken 6zellikler, mikobakteri laboratuarlari icinde gecerlidir.
Besiyerlerinin hazirliginda kullanilan tim cam malzemenin ¢ok temiz ve steril
olmasi, kullanilan malzemenin saf ve taze olmasi yaninda, hazirlik odasinin da,
trafikten uzak, tozsuz, hava akimi olmayan, uygun cevre temizlik ve dezenfeksiyonu
yapilan bir mekan olmasi gerekir. Istya duyarli maddelerin ilavesi sirasinda kesin
aseptik tekniklere uymak gereklidir. Lowenstein-Jensen besiyeri hazirligi i¢in 6zel

kagulatorlere gereksinim vardir.

Ekilmis besiyerlerinin inktbasyonu sirasinda %10 oraninda artirilmis CO2
Uremeyi hizlandirmaktadir. Bu kosullar 6zel plastik torbalar ile saglanabilmekle
birlikte, cok materyel ile calisildiginda 6zel inkibatoérler gerekli olmaktadir. Ticari

sivi besiyerlerinde bu kosullar saglanabilmektedir.

Mikobakterilerin laboratuar calismalarinin en gic yénlerinden birisi, geg

Uremeleridir. Konvansiyonel laboratuar yéntemlerinde, izolasyondan sonra,




idantifikasyon ve antibiyotik duyarllik testleri icin gecen sure de eklendiginde,
zaman ¢ok uzamaktadir. Dolayisiyla, klinisyene 6zellikle antibakteriyel duyarlilik

icin yardim edilebilme sansi azalmaktadir.

Tuberkuloz basili izole edilebilmis ise, ¢cok sayidaki mikobakteri tirinan
tanimlanmasi icin bir seri test uygulanmasi gerekir. Mikobakterilerin taksonomisi
ile ilgilenen uluslar arasi bir calisma grubu olan International Working Group on
Mycobacterial Taxonomy (IWGMT) 1980'li yillarda, mikobakterilerin birka¢ anahtar
test kullanarak, spesifik laboratuarlarda siniflandiriimasini 6nermis, elde edilen
sonuclar, o guinun kosullari ile saprofitler ile patojen turlerin ayriminin saglamak
yonunden yeterli gortlmustar. Bu amacla tdreme hizlari, karanlik veya isikta
pigment olusturmalari yaninda niasin testinin yapilmasi 6énerilmistir. Ancak
pigment olusumunun izlenmesi de bazi kurallara baghdir. Pigment olusumunu
izlemek icin, taze kaltdr bir saat kadar parlak isikta tutulmali, bu sirada kapak
gevsetilmeli, bir gece daha inklbe edildikten sonra, renklenirse fotokromojen
olarak degerlendirilmelidir. Sub kulturler 25, 37, 45°C’'da inkUbe edilerek, 5 giin
her glin, daha sonra haftada bir izlenerek degerlendirilmelidir. Bu yontem de
zaman aldigi gibi, tek test ile sonuca gitme sansida bulunmamaktadir.
Barksdale ve ark (1977) klinik olarak 6nemli olan mikobakterileri 12 adimda
yapilan bir grup test ile siniflandirmiglardir. Bu amacla kullanilan testler; Greme
hizlari, karanlik ve isikta pigment olusumu, niasin olusumu, nitrat rediksiyonu,
katalazin semikantitatif tayini, katalazin 68°C'da 20 dakika stabilizasyonu, tween
80 hidrolizi, 3 gtinde telluritin redtksiyonu, arilstilfataz, %5 NaCl iceren besiyerinde
ve MacConkey besiyerinde Gremenin arastirilmasi gibi degisik testlerin yapilmasini
gerektirmektedir. Test sonuclari bir formile uyarlanarak tiplendirme
saglanmaktadir. Cok buyuk bir emek harcanmakla beraber, sonug itibariyle tim

turlerin tanimlanmasi mimkdn olamamaktadir.

GUnUmuUzde ¢esitli nedenlerle uygulanmasi ¢ok azalmis olmakla beraber,
gecmiste, cesitli amaglarla deney hayvani kullaniimistir. Ancak, kobayda
Coccidioides immitis, Brucella turleri, salmonellalar ve bazi streptokoklar, gross
incelemede tlUberklUlozun olusturdugu lezyonlardan ayrilamayan bir gérintu
olusturabilir veya insan patojeni oldugu halde bazi nontlberkiloz mikobakteriler

ve direngli basiller hic patoloji olusturmayabilir. O nedenle batln stpheli patolojik




degisikliklerin mikroskobi ve kulttr ile konfirme edilmesi gerekir. Bu durum, ayri
bir isglct ve ekonomik kayip yaninda, bulas riski agisindan da g6z ardi

edilmemelidir.

Mikobakteri izole edilip, idantifikasyonu yapilabilmis ise, bir sonraki asama
antibakteriyel duyarlihiginin calisiimasidir. Bu islemin klasik yéntemler ile yapilmasi,
bir seri problemi de birlikte getirmektedir. Cok sayida tlp ile calisiimasi, besiyerinin
taze hazirlanmasi, ancak hazirlik veya inkUbasyon asamasinda antibiyotik
potensinin dismesi gibi nedenlerle yanlis sonuclara neden olabildigini unutmamak

gerekir.

BugUnki bilgilerimizin 1s1ginda, yukarida 6zetlenenleri degerlendirecek
olursak; konvansiyonel yéntemler ve calisma kosullari bulas riski olan, zaman
gerektiren, sonug¢ yorumlarinda dogruya ulasma olasiligi her zaman kesin
olamayabilen testlerdir. Oysaki, standardizasyonda temel amag¢ dogru sonug
alinmasidir. Mikrobiyoloji laboratuarlarinin kalite taniminda; érnek kalitesi,
yapilan tetkikin klinik uyumu, uygulanan yéntem, personelin bilgi ve deneyimi,
kullanilan cihazlar, besiyeri, boya ve cesitli reaktiflerin standardizasyonu ana
basliklari olusturmaktadir. Mikobakteriyoloji laboratuarlarinda bunlara ek olarak,
oncelikle ¢alisan kisiler ve cevrenin korunmasina 6zen goésterilmesi gerektigi
vurgulanmaktadir. Mikobakteriyoloji laboratuari, yapabilecegi islem asamalarina
goére gruplandirilmali, laboratuarin islevleri ile ilgili egitimler stiregen olarak
saglanmalidir. Personelin korunmasina yénelik énlemler alinmali ve periyodik
kontrolleri saglanmalidir. Elbette, gegmis deneyimler ve bu gtintn bilgileri birlikte
degerlendirildiginde, mikobakteriyoloji laboratuarlarinda daha verimli ve yararli

calismalar yapilmasi daha kolay olacaktir.
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