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Tüberküloz hastal›¤›n›n tan›, tedavi ve kontrolü pek çok disiplini ilgilendirmekte,

t›ptaki geliflmelere paralel olarak, farkl› görüfl ve uygulamalar olabilmektedir.

Son y›llardaki en büyük de¤iflikli¤in, bakteriyolojik tan› aç›s›ndan oldu¤unu

söylemek yanl›fl olmaz. Önceleri, direkt mikroskopi ile basilin gösterilmesi, klinik

bulgular ile uyum halinde tan›da yeterli görülmekte iken, 1950’li y›llardan itibaren

kültür yöntemleri de önem kazanmaya bafllam›fl, zamanla mikobakteriyoloji

laboratuarlar›n›n, hastal›¤›n tan› ve tedavisinin yönlendirilmesinde önemli

sorumluluklar› oldu¤u yads›namaz hale gelmifltir.

Mikobakteriyoloji laboratuvar›; mikobakterinin mikroskobik olarak gösterilmesi,

izole edilmesi, tür düzeyinde tan›mlanmas›, ilaç duyarl›l›¤› ve moleküler yöntemler

ile tan› ve tedaviye yol göstermelidir. Bu yöntemlerin hepsi rutin bakteriyolojik

ifllemlerin d›fl›ndad›r. Do¤ru olarak çal›flma ve yorumlanmas›; deneyim, zaman,

farkl› mekan gibi pek çok de¤iflik parametreye ba¤l›d›r.

Lepra basili Mycobacterium genusunda yer alan ilk organizma olarak Hansen

(1868) taraf›ndan tarif edilmifl, R. Koch (1882) memeli tüberküloz basilini

tan›mlam›flt›r. R Koch, bakteriyi mikroskobik olarak göstermifl, saf kültür olarak

izole etmifl, laboratuar hayvanlar›nda hastal›¤› oluflturmufl ve etken - hastal›k

iliflkisini ortaya koyarak Koch Postulas›n› tarif etmifltir. Strauss ve Gamelia (1891)

M avium, Frothingam (1895) M paratuberculosis’i, Theobald Smith (1896) M

tuberculosis ve M bovis’i, memeli tüberküloz basilinin 2 farkl› türü olarak

tan›mlam›flt›r. Tüberküloz basili d›fl›ndaki türlerin insanda hastal›k yapabilece¤i

görüflü, 1950’li y›llar›n bafllar›nda ortaya ç›km›flt›r. Runyon (1959), M tuberculosis

ve M bovis d›fl›nda kalan mikobakterileri klasifiye etmifl, ›fl›kta ve karanl›kta

pigment oluflturma, üreme süresi ve koloni morfolojisi gibi çeflitli özelliklerini

göz önüne alarak bir sistem içinde incelenmesini sa¤lam›flt›r. Moleküler testlerin

yayg›nlaflmas› ile daha do¤ru tan›ya ulaflmak olas› olmakla beraber, Runyon

s›n›flamas› pratikl i¤i nedeniyle günümüzde de kullan› lmaktad›r.
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Tüberküloz hastal›¤›, kalk›nm›fl ülkelerde önemi yitirmifl iken, 1990’l› y›llarda

HIV/AIDS epidemisine ba¤l› olarak tekrar önem kazanm›fl ve buna ba¤l› olarak

hastal›k çeflitli boyutlar› ile irdelenerek, sorunlar ana bafll›klar alt›nda toplanm›flt›r.

Sürveyans, salg›n kontrolü, hastalar›n tedaviye uyumunun takibi ve e¤itim gibi

konular yan›nda, laboratuar çal›flmalar› ve yap›lmas› gerekenler çok önemli bir

bölümü oluflturmakta, direkt tan› yan›nda, mutlaka kültür ve ilaç duyarl›l›klar›n›n

çal›fl›lmas›, ayr›ca M tuberculosis kompleks tan›m›n›n en erken flekilde yap›lmas›n›n

gerekli oldu¤u vurgulanmaktad›r.

Klasik tan› yöntemlerinde yaflanan sorunlar› irdelemeden, laboratuar çal›flma

koflullar›na de¤inmek yararl› olacakt›r. Geçmiflte, üstünde pek durulmayan çal›flma

koflullar› ve çal›flanlar›n güvenli¤i konular›na, günümüzde çok önem verilmektedir.

Amac› baflta çal›flanlar› korumak olmakla beraber, bunun yan›nda, laboratuar içi

çapraz kontaminasyonu kontrol etmek, uygun santrifüj kullan›m› ile basili yitirme

flans›n› azaltmay› da hedeflemektedir. Ülkemiz koflullar› aç›s›ndan bak›ld›¤›nda

mikobakteriyoloji laboratuarlar›n›n, önerildi¤i gibi ayr› bir mekanda

yap›land›r›lmas›; ayr› ekipman, teknik eleman gibi gereksinimleri nedeniyle pek

çok kurum için sorun oluflturabilmekte, dolay›s›yla sorunlar›m›z›n bafl›nda yer

almaktad›r.

Bir laboratuar hizmetinin yeterlili¤i, çal›fl›lan örne¤in kalitesi ile do¤rudan

ilgilidir. Uygun olmayan örnekle yap›lan çal›flma, elde edilen sonucun do¤rulu¤unu,

dolay›s›yla, klinisyenin laboratuar hizmetlerine güvenle bak›fl›n› etkilemektedir.

Hasta örne¤inin do¤ru seçilmifl, uygun tafl›y›c›ya kurallar›na uyularak al›nm›fl ve

laboratuara gönderilmifl olmas› gerekir. Günümüzde bu olumsuzluklar fark edilmifl

olup, çeflitli flekillerde çözümüne çal›fl›lmaktad›r. Ayr›ca klinisyen-laboratuvar

iletiflimindeki geliflmeler, laboratuar çal›flmas›n›n baflar›s›n› artt›rmaktad›r.

Tüberküloz örnekleri toplamakta kullan›lan çoklu kullan›ml›k cam kaplar›n özel

flekilde y›kand›ktan sonra steril edilmesi gerekir. Mikroskobik incelemede ise yeni,

temiz, tek kullan›ml›k lam kullan›lmal›d›r. Aksi takdirde yanl›fl pozitif sonuç elde

edilebilir. Uygulamada her laboratuar›n bu hususlarda gerekli hassasiyeti

gösterebildi¤ini söylemek zordur. Oysaki, mikroskobik tan›, bakteriyi izole etmeye

oranla sensitivitesi düflük bir yöntem olsa da; erken tan› sa¤lamas›, üremeyi

do¤rulamas› , tedavinin iz lenmesi bak›m›ndan çok önemlid ir .
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Modern tüberküloz kontrol programlar›nda, mikroskobik tan› halen önemini

korumakla beraber, etken mikroorganizman›n spesifik tan›s›n›n yerini

almamaktad›r. Bu nedenle bakteri kültür yöntemleri ile saptanmal›d›r. Kültür

yöntemlerinde son y›llarda olan h›zl› geliflmeler bakterinin izolasyon ve M

tuberculosis kompleks ayr›m›n› kolaylaflt›rmaktad›r. M tuberculosis’in izolasyonu

için çeflitli besiyerleri gelifltirilmifltir. Geleneksel olarak kullan›lan baz› besiyerleri,

yumurta – patates veya serum – agar içeriklidir ve haz›rlayan kiflinin deneyimini

gerektirir. Yumurtal› besiyerlerinin en yayg›n kullan›lanlar›, Lowenstein-Jensen

ve American Trudeau Society (ATS) besiyerleridir. Agar içerenler, Dubos oleic

acid-albumin agar, Middlebrook 7H-10 ve 7H-11 agar’d›r. Farkl› türlerin üremesine

kolayl›k sa¤lamas› bak›m›ndan, primer kültürde iki farkl› besiyerinin birlikte

kullan›lmas› önerilmekte, geçmiflte pek yap›lmayan bu uygulama günümüzde

kabul görmüfl bulunmaktad›r.

Bir besiyerinin kalitesi; içerdi¤i maddelerin safl›¤›, inhibitör maddelerin

konsantrasyonu, haz›rl›k ve sterilizasyon aflamas›ndaki dikkat, pH, ›fl›¤a maruz

kalma, saklama koflullar› ve süresi gibi de¤iflik faktörler ile iliflkilidir. Örne¤in,

Midllebrook besiyerlerinin haz›rl›¤› s›ras›nda afl›r› ›fl›k ve ›s› toksik formaldehitlerin

oluflmas›na neden olabilir. Bir mikrobiyoloji laboratuar›n›n temel standartlar›

içinde, bulunmas› gereken özellikler, mikobakteri laboratuarlar› içinde geçerlidir.

Besiyerlerinin haz›rl›¤›nda kullan›lan tüm cam malzemenin çok temiz ve steril

olmas›, kullan›lan malzemenin saf ve taze olmas› yan›nda, haz›rl›k odas›n›n da,

trafikten uzak, tozsuz, hava ak›m› olmayan, uygun çevre temizlik ve dezenfeksiyonu

yap›lan  bir mekan olmas› gerekir. Is›ya duyarl› maddelerin ilavesi s›ras›nda kesin

aseptik tekniklere uymak gereklidir. Lowenstein-Jensen besiyeri haz›rl›¤› için özel

kagülatörlere gereksinim vard›r.

Ekilmifl besiyerlerinin inkübasyonu s›ras›nda %10 oran›nda art›r›lm›fl CO2

üremeyi h›zland›rmaktad›r. Bu koflullar özel plastik torbalar ile sa¤lanabilmekle

birlikte, çok materyel ile çal›fl›ld›¤›nda özel inkübatörler gerekli olmaktad›r. Ticari

s›v› besiyerlerinde bu koflullar sa¤lanabilmektedir.

Mikobakterilerin laboratuar çal›flmalar›n›n en güç yönlerinden birisi, geç

üremeleridir. Konvansiyonel laboratuar yöntemlerinde, izolasyondan sonra,
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idantifikasyon ve antibiyotik duyarl›l›k testleri için geçen süre de eklendi¤inde,

zaman çok uzamaktad›r. Dolay›s›yla, klinisyene özellikle antibakteriyel duyarl›l›k

için yard›m edilebilme flans› azalmaktad›r.

Tüberküloz basili izole edilebilmifl ise, çok say›daki mikobakteri türünün

tan›mlanmas› için bir seri test uygulanmas› gerekir. Mikobakterilerin taksonomisi

ile ilgilenen uluslar aras› bir çal›flma grubu olan International Working Group on

Mycobacterial Taxonomy (IWGMT) 1980’li y›llarda, mikobakterilerin birkaç anahtar

test kullanarak, spesifik laboratuarlarda s›n›fland›r›lmas›n› önermifl, elde edilen

sonuçlar, o günün koflullar› ile saprofitler ile patojen türlerin ayr›m›n›n sa¤lamak

yönünden yeterli görülmüfltür. Bu amaçla üreme h›zlar›, karanl›k veya ›fl›kta

pigment oluflturmalar› yan›nda niasin testinin yap›lmas› önerilmifltir. Ancak

pigment oluflumunun izlenmesi de baz› kurallara ba¤l›d›r. Pigment oluflumunu

izlemek için, taze kültür bir saat kadar parlak ›fl›kta tutulmal›, bu s›rada kapak

gevfletilmeli, bir gece daha inkübe edildikten sonra, renklenirse fotokromojen

olarak de¤erlendirilmelidir. Sub kültürler 25, 37, 45°C’da inkübe edilerek, 5 gün

her gün, daha sonra haftada bir izlenerek de¤erlendirilmelidir. Bu yöntem de

zaman ald›¤› gibi, tek test ile sonuca gitme flans›da bulunmamaktad›r.

Barksdale ve ark (1977) klinik olarak önemli olan mikobakterileri 12 ad›mda

yap›lan bir grup test ile s›n›fland›rm›fllard›r. Bu amaçla kullan›lan testler; üreme

h›zlar›, karanl›k ve ›fl›kta pigment oluflumu, niasin oluflumu, nitrat redüksiyonu,

katalaz›n semikantitatif tayini, katalaz›n 68°C’da 20 dakika stabilizasyonu, tween

80 hidrolizi, 3 günde tellüritin redüksiyonu, arilsülfataz, %5 NaCl içeren besiyerinde

ve MacConkey besiyerinde üremenin araflt›r›lmas› gibi de¤iflik testlerin yap›lmas›n›

gerektirmektedir. Test sonuçlar› bir formüle uyarlanarak tiplendirme

sa¤lanmaktad›r. Çok büyük bir emek harcanmakla beraber, sonuç itibariyle tüm

türlerin tan›mlanmas› mümkün olamamaktad›r.

Günümüzde çeflitli nedenlerle uygulanmas› çok azalm›fl olmakla beraber,

geçmiflte, çeflitli amaçlarla deney hayvan› kullan›lm›flt›r. Ancak, kobayda

Coccidioides immitis, Brucella türleri, salmonellalar ve baz› streptokoklar, gross

incelemede tüberkülozun oluflturdu¤u lezyonlardan ayr›lamayan bir görüntü

oluflturabilir veya insan patojeni oldu¤u halde baz› nontüberküloz mikobakteriler

ve dirençli basiller hiç patoloji oluflturmayabilir. O nedenle bütün flüpheli patolojik
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de¤iflikliklerin mikroskobi ve kültür ile konfirme edilmesi gerekir. Bu durum, ayr›

bir iflgücü ve ekonomik kay›p yan›nda, bulafl riski aç›s›ndan da göz ard›

edilmemelidir.

 Mikobakteri izole edilip, idantifikasyonu yap›labilmifl ise, bir sonraki aflama

antibakteriyel duyarl›l›¤›n›n çal›fl›lmas›d›r. Bu ifllemin klasik yöntemler ile yap›lmas›,

bir seri problemi de birlikte getirmektedir. Çok say›da tüp ile çal›fl›lmas›, besiyerinin

taze haz›rlanmas›, ancak haz›rl›k veya inkübasyon aflamas›nda antibiyotik

potensinin düflmesi gibi nedenlerle yanl›fl sonuçlara neden olabildi¤ini unutmamak

gerekir.

Bugünkü bilgilerimizin ›fl›¤›nda, yukar›da özetlenenleri de¤erlendirecek

olursak; konvansiyonel yöntemler ve çal›flma koflullar› bulafl riski olan, zaman

gerektiren, sonuç yorumlar›nda do¤ruya ulaflma olas›l›¤› her zaman kesin

olamayabilen testlerdir. Oysaki, standardizasyonda temel amaç do¤ru sonuç

al›nmas›d›r. Mikrobiyoloji laboratuarlar›n›n kalite tan›m›nda; örnek kalitesi,

yap›lan tetkikin klinik uyumu, uygulanan yöntem, personelin bilgi ve deneyimi,

kullan›lan cihazlar, besiyeri, boya ve çeflitli reaktiflerin standardizasyonu ana

bafll›klar› oluflturmaktad›r. Mikobakteriyoloji laboratuarlar›nda bunlara ek olarak,

öncelikle çal›flan kifliler ve çevrenin korunmas›na özen gösterilmesi gerekti¤i

vurgulanmaktad›r. Mikobakteriyoloji laboratuar›, yapabilece¤i ifllem aflamalar›na

göre grupland›r›lmal›, laboratuar›n ifllevleri ile ilgili e¤itimler süregen olarak

sa¤lanmal›d›r. Personelin korunmas›na yönelik önlemler al›nmal› ve periyodik

kontrolleri sa¤lanmal›d›r. Elbette, geçmifl deneyimler ve bu günün bilgileri birlikte

de¤erlendirildi¤inde, mikobakteriyoloji laboratuarlar›nda daha verimli ve yararl›

çal›flmalar yap›lmas› daha kolay olacakt›r.
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