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Yirminci ylzyilda tlberkiloz ile savasta
oldukga 6nemli mesafeler alinmis olmasina
karsin, dinyamizda hala her yil 2 ila 3
milyon insan bu hastaliktan yasamini
yitirmektedir. Dinya nUfusunun yaklagik
ucte biri Mycobacterium tuberculosis ile
enfekte kabul edilmektedir.

Tuberkulozdan korunmanin en etkin yolu
hastaligin erken taninmasi ve tedavi
edilmesidir. Tuberkilozun 6n tanisi klinik
verilere dayanmakla birlikte, kesin tani
laboratuvar  yontemlerle  konulmaktadir.
Laboratuvar tani, etkenin hasta
orneklerinde gosterilmesi ve izolasyonu ile
saglanir. Etkenin izolasyonu hastaligin
tanisi yaninda epidemiyolojik
degerlendirmeye ve etkenin duyarlihginin
belirlenmesine de olanak saglamaktadir.
Duyarliigin  belilenmesi de tedavinin
yonlendirilmesi agisindan oldukga
onemlidir.

Tlberkllozun tanisi igin rutin galisan
laboratuvarlarinin ~ yapilanmasi Dinya
Saglk Orgiitii (DSO) tarafindan belirlenmis

olup, bu 3 asamadan olugmaktadir. Birinci

asama laboratuarlar, hasta 0Orneklerinde
sadece mikroskopik inceleme ile asit ve
alkaliye direncli bakteri (ARB) varligini
arastirmaktan sorumlu iken, 2. asama
laboratuvarlarda bu isleme kdiltir ve M
tuberculosis complex’in diger
mikobakterilerden ayirt edilmesi eklenmigtir.
En Ust dizey Ilaboratuvar olarak
disunulmis olan 3. asama laboratuvarlar
ise diger laboratuarlarin islemlerine ek
olarak, M tuberculosis complex disindaki
mikobakterilerin tar dizeyinde
identifikasyonu ve tlberkilloz ilaglarina
duyarliliklarinin galisiimasi ile
géreviendirilmigtir.  Ulkemiz bu agidan
degerlendirildiginde, DSO’niin  énerdigi
laboratuvar derecelendirmesine benzer bir
yapillanmanin, Saglk Bakanhgi Verem
Savas! Daire Bagkanligina bagh
laboratuvarlarda mevcut oldugunu, bir¢ok
Universite hastanesi, 6zellikle egitim veren
bazi Devlet ve SSK hastaneleri ile
ihtisaslasmis  hastanelerin 3. asama
laboratuvar hizmeti verdiklerini

soyleyebiliriz.



Tuberkuloz tanisi igin tiberkuloz
laboratuvarlarinda rutin olarak yapilan
islemler; direkt mikroskopik inceleme, kultir
ve sonrasinda identifikasyon ile primer
tuberkulloz ilaglarina duyarhlik testleridir.
Direkt Mikroskopik inceleme:

Mikroskop ile hasta 6rnegindeki tuberkuloz
basillerinin saptanmasi, tuberkuloz
hastaliginin tanisini koymak igin en hizli, en
ucuz ve pratik bir yéntemdir. Tuberkiloz
basilinin ikiye bdélinme slresi ortalama 18
saat oldugundan, kultir ile uretilerek izole
edilmesi uzun zaman almaktadir. Bu
nedenle de tuberkuloz i¢in mikroskopik tani
gunuimize kadar ©6nemini korumustur.
Hasta orneklerinden hazirlanan
preparatlara, degisik boyama yontemleri
uygulanmakta ve mikroskop ile
degerlendiriimektedir. En yaygin kullanilan
boyama ydntemi asit fast boya yontemi olan
Erlich-Ziehl  Neelsen (EZN) boyama
yontemidir. EZN ile boynamis bir preparatta
en az 300 mikroskop sahasi tarandiktan
sonra negatif olduguna karar verilmelidir.
300 mikroskop alaninda saptanan 1-2 basil
supheli olarak degerlendirilirken 100 alanda
1-9 basil goérulmesi (+), 10 alanda 1-9 basil
gorulmesi (++), her alanda 1-9 basil
gorilmesi (+++) olarak degerlendirilirken
her alanda 10’dan fazla basilin goérilmesi
(++++) olarak  yorumlanmahdir.  Bol
miktarda hasta orneginde basilin
incelenmesine olanak saglayan, bu nedenle
Ornekte az sayida bulunan bakterinin bile
saptanabildigi, degerlendirmenin daha hizli
ve kolay olarak vyapilabildigi diger bir
boyama yontemi, florokrom boya (Auramin)
yontemidir. Auramin boyama yontemi ile
pozitif saptanan orneklerin EZN boyama

yontemi ile teyit edilmesi dnerilmektedir.
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Direkt preparat hazirlama agsamasi, aerosol
olusturan bir igslem olmasi nedeniyle g¢alisan
personel ve cevreyi korumak icin guvenlik
kabini icinde yapilmaldir. Hazirlanan
preparat 65-75°C’da kurutulmali, tespit
isleminden sonra da basilin canli
kalabilecegi unutulmamalidir. EZN boyama
yonteminin  her hafta pozitif bir sus,
florokrom boya yonteminin ise her hafta
pozitif ve negatif suslar ile ¢alisilarak kalite

kontrold yapilmahdir.

Kiltiir Yontemleri:

Tlberkiloz tanisi i¢in laboratuvara oldukga
degisik Ozelliklere sahip klinik o6rnekler
gelmektedir.  Orneklerin  bazilari  steril
ornekler olup bu 6rnekler sadece santrifQj
edildikten sonra olusan ¢okelti uygun kaltir
ortamlarina aktarilir. Steril olmayan 6rnekler
Oncelikle homojenizasyon ve
dekontaminasyon asamalarindan
gegcirilerek (tercihnen N asetil L-sistein ve
NaOH ile) yine bakterinin yogunlagmasini
saglamak amaci ile sogutmali santriflijde
3000g’de 20 dakika c¢oktirme vyapilarak,
olusan ¢okelti mikobakterinin izolasyonu
saglanmak icin uygun Kkudltir ortamlarina
aktarilir. DSO, mikobakterilerin izolasyonu
amaciyla sivi ve kati O6zellikte iki ayn
tiberkuloz besi yerinin beraber
kullaniimasini énermektedir. Bu uygulama
ile mikobakteri izolasyon oranlarini artirmak
hedeflenmektedir.
Konvansiyonel olarak mikobakteri
izolasyonu amagclyla kullanilan besiyerleri
Ozelliklerine gb6re sivi ve kati besiyerleri
olarak  ayrilabilir. ~ Sivi
Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween albumin

sivi besiyeri drnek verilebilir. Kati 6zellikteki

besiyerlerine,
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besiyerleri de, yumurta bazli ve agar bazl
besiyerleri olmak uzere ikiye ayrilabilir.
Yumurta bazlh besiyerleri bitin yumurta
veya yumurta sarisi, patates unu, tuz ve
gliserol  icermektedir.  Yumurta bazli
besiyerlerine, Léwenstein-Jensen besiyeri,
Petragnani besiyeri ve American Trudeau
Society besiyeri, agar bazli besiyerlerine ise
Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11
Ornek olarak verilebilir.

GunUmuzde; tuberkuloz basilinin daha hizli
Uremesini ve Uremenin erken ddénemde
tespit edilmesini saglamaylr amaclayan,
kiltir  sistemleri’

‘izl sonug veren

mikobakteri  laboratuvarlarinin  rutinleri
arasina girmistir. Bu sistemlerde kullanilan
besi yerlerinin icerikleri olduk¢a zengindir
ve mikobakterilerin GUreme sansini artirmak
amaclanmaktadir. Sistemlerin  bir diger
amacl, gerceklesen mikobakteri Uremesini
erken ddénemde saptamaktir. Bu degisik
mekanizmalar ve indikatorler ile
saglanmaktadir.
Hizh  kdltar

otomatize

sistemleri manuel veya

sistemler veya radyometrik,
floresan, kolorimetrik olarak gruplanabilir.
Bilgisayar destekli ve suregen
degerlendirme yapan gelismis otomatize
kultir sistemlerinde Uremenin saptanmasi
bireysel degerlendirmeden uzaklastirilarak,
bilgisayar sistemleri ile daha standart ve
objektif hale

sistemlerinde agirlikli olarak sivi besiyerleri

getirilmigtir.  Hizli  kdltdr

kullanilmakla beraber, bifazik ve kati

besiyerlerinin  de kullanildigi  sistemler

mevcuttur.  Ulkemizde  kullanim  alani
bulmus olan bu hizli kiltir sistemleri;
BACTEC 460 TB Sistemi (radyometrik
esasli BACTEC Mycobacteria

Growth Indicator Tube (MGIT) 960 Sistemi

sistem),

(floresan esasli sistem), BACTEC 9000 MB
Sistemi esasli
BacT/ALERT MB (MB/BacT) Sistemi

(kolorimetrik esasli sistem), Dio-TK Scan

(flouresans sistem),

Kualtdr Sistemi (kati 6zellikte kolorimetrik
esasli sistem) dir.

Yapilan g¢aligmalar gostermektedir ki,
konvansiyonel yontem ile 24.1 gun gibi bir
sirede M tuberculosis’in %79'u  izole
edilebilirken, BACTEC 460 TB ile bu slre
ortalama 15.2 gin, BACTEC MGIT 960 ile
ise ortalama 14.4 gune kadar kisalmaktadir.
Konvansiyonel solid besiyerleri ile BACTEC
460 TB’nin birlikte kullaniimasi ile izolasyon
oranlari %97 dizeylerine ¢iktigi ifade
edilmektedir.

identifikasyon :

Tldberkuloz  laboratuvari  izole  ettigi
mikobakterinin, M tuberculosis complex (M
tuberculosis, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium africanum, Mycobacterium
microti ve Mycobacterium cannetti) mi
yoksa MOTT (Mycobacteria other than M
tuberculosis) mi oldugunu rutin olarak
ayirabilmelidir. Bu amacla kord faktor
olusumu, MacConkey agarda, kanl agarda
Ureme testi, NAP (p-nitro-a-acetylamino-[3-
hydro-xypropiophenone) testi gibi testler
yanisira Katalaz testi, Niasin testi,
Pirazinamidaz testi,
hidrazid testi

kullaniimaktadir. Bu

Thiophene-2
karboksilik  asit birgok
biyokimyasal test
biyokimyasal testlerin bir arada kullaniimasi
ile saglanacak identifikasyon olduk¢a zor ve
zaman alici oldugundan rutinde birkag test
M tuberculosis complex ve MOTT larin
ayirimi icin kullaniimaktadir. Hizli  kaltar
mikobakterilerin

sistemlerinin  ¢ogunda,

izolasyonu yani sira, tur dulzeyinde

tanimlanmalari da yapilabilmektedir.
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BACTEC 460TB'de NAP testi ile M
tuberculosis complex ve MOTT ayirimi
MOTT’larin tar

dizeyindeki ayirimlari i¢in gUnimuzde

yapilabilmektedir.

biyokimyasal yontemler yerine molekiler
tiplendirme  yOntemleri  kullaniimaktadir.
identifikasyon iglevini siiregen olarak yapan
rutin laboratuvarlarda identifikasyon igin
kullanilan tim testler, her gin en az bir
pozitif sus ile calisilarak kalite ve kontroli
yapiimalidir.

Duyarlilik Testleri :

Center for Diseases Control and Prevention
(CDC), her hastadan izole edilen M
tuberculosis complex’in primer
antitiberklloz ilaglara duyarliik testinin
yapiimasinin  gerektigini  bildirmektedir.
Mikobakteriler igin uygulanan duyarlilik test
yontemlerini konvansiyonel ve hizli kaltir
besi yerleri ile yapilan duyarlilik testleri
olarak iki bélimde incelemek mumkuandur.
Konvansiyonel duyarlihk test yontemleri,
ilag ilave edilmis klasik kiltir Dbesi
yerlerinde, M tuberculosis  suslarinin
uremesinin  inhibe  olup  olmadiginin
degerlendiriimesi esasina dayanir. Bu
amagla siklikla Léwenstein Jensen ve
Middlebrook besi vyerleri kullanilir. Besi
yerlerine eklenen ilag miktarini belirlerken,
mikobakterilerin  Uremesinin inhibe ettigi
serum konsantrasyonu esas  alinir.
Konvansiyonel duyarlilik testlerinin
dezavantaji, kullanilan ilaglarin besi yerinin
icerigindeki bazi maddelere baglanma
egiliminde olmalari, ila¢ ilave edilen besi
yerinin hazirigi asamasinda isiya maruz
birakilma gibi islemler nedeniyle ilagin
serbest ve aktif miktarinin degismesi ve
duyarhligin test edilmesi i¢in ortalama 21

gin gibi bir slreye ihtiyag olmasidir.
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Konvansiyonel yontemlere Cannetti, Rist ve
Grosset'in  1963'de tanimladiklari Oranti
(proporsiyon) yontemi, Mitchisson
tarafindan 1957’de tanimlanan Direng
Orani (ratio) ydntemi ve Meissner’in
1961°de tanimladigi  Mutlak  Derigim
(absolute concentration) yoéntemi 6rnek
olarak verilebilir. Bu ybéntemler arasinda
Oranti yontemi, halen daha kullanilan,
mikroskopik olarak ARB pozitif bulunan
klinik ~ 6rneginden direkt olarak veya
Uremenin saptandidi kdltirden calismaya
imkan saglayan ve major tuberkuloz ilaglar
yani sira mindr ilaglar iginde uygulanma
imkani olan bir yontemdir.
Laboratuvarlarimizda giderek yaygin
kullanim alani bulan hizli kiltir sistemleri
ile izolasyon-identifikasyon yani sira major
tuberklloz ilaglarinin duyarlilik testlerini de
calisilabilmektedir. Hizli kultdr sistemleri ile
duyarhlik testleri 4-12 gun gibi kisa
surelerde
BACTEC 460 TB, MGIT 960 ve
BacT/ALERT MB’nin yani sira Dio-TK Scan

kultlr sistemleri major tiberkiloz ilaglarinin

degerlendirilebilmektedir.

duyarhliginin  calisildigi hizli kultar
sistemleridir.

Tuberklloz tedavisinde kullanilan ilaglarin
duyarlihiklarini rutin ¢alisan laboratuvarlar
her hafta duyarlh bir sus ile duyarlihk
testlerini  tekrarlamalidir. Ayrica direngi
bilinen standart suglar ile de kontrol
yapilarak kalite degerlendirilmelidir.

Rutin tiberkuloz tani laboratuvarlari ayri bir
mekanda yer almaldir. Calisilan drneklerin
sayisi, pozitiflik orani ve 6rnegin icerdigi
basil miktari laboratuvarin bulas riskini
belirlemektedir.  Laboratuvarlarin  bulas
riskini azaltmak igin 3. dizeyde guvenlik

onlemlerinin alinmali ve sulrdirilmesine
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O0zen gosterilmelidir. Laboratuvarda, ki

asamali kapi sistemi, tek yonli hava

akiminin saglanmasi, ylzey ve yerlerin
dezenfeksiyona dayanikh materyal ile kapli

olmasi onerilmektedir.

Bulas riskini azaltmak igin laboratuvar
islemleri bir program ve duzen iginde
surdurtlmelidir. Bulas durumunda
yapilmasi gerekenler Onceden
belirlenmelidir. Calisan personelin
tuberklloz acisindan diger laboratuvar
calisanlarina gére 3-5 kat, genel

populasyona gbére 100 kat fazla risk altinda

oldugu unutulmamal ve duzenli saglk

taramalari yani sira hizmet ici egitimlerine

de 6nem verilmelidir.
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