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ÖZET

 Son yıllarda, moleküler yöntemlerdeki hızlı gelişmeler, moleküler tanı yöntemlerinin, kültür ve mikroskopi gibi klasik 
yöntemlerin yerini almaya başlamasına neden olmuştur. Bununla birlikte, klasik örnek işleme ve kültür yöntemlerinde de 
gelişmeler yaşanmıştır. Bu nedenle klasik tanı yöntemlerinin yeni şekilleri mikrobiyolojik tanıda önemini korumaya devam 
etmiştir. Bunlara örnek olarak, boğaz kültüründe A grubu beta hemolitik streptokok tanısını iki günden bir güne indiren 
Bacit-A, idrar ve dışkı kültürlerindeki patojenlerin kolayca tanınmasını sağlayan kromojenik agarlar, parazitolojik inceleme 
için dışkı örneklerinin, tüberküloz tanısı için balgam örneklerinin işlenerek mikroorganizmaların yoğunlaştırılmasında sant-
rifüj gereksinimini ortadan kaldıran yöntemler, renk değiştirerek tüberküloz basilinin üremesini erken gösteren kullanıma 
hazır TK besiyeri ve antitüberküloz ilaçlara duyarlılık kitleri gösterilebilir. Yakın gelecekte moleküler yöntemlerin yanı sıra 
klasik tanı yöntemlerindeki gelişmelerin de devam etmesi beklenmektedir.
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SUMMARY

New Approaches to Classical Microbiology Diagnostics

 In recent years, rapid developments in molecular diagnostics, led molecular tests to take the place of classical tests like 
culture and microscopy. However there have been developments also in sample processing and culture methods. Thus classical 
methods conserved their importance in microbiological diagnosis. Bacit-A which shortens detection of Group A beta hemolytic 
streptococci from 48 to 24 hours, chromogenic media which enable easy identification of pathogens in urine and fecal cultures, 
kits for processing fecal samples for parasitological examination and for processing sputum for identification of mycobacteria 
which eliminate the need for centrifugation, TK, ready to use rapid mycobacterial culture and susceptibility determination 
medium, which indicates mycobacterial growth by color change, can be shown as examples to these. In near future, along with 
molecular methods new developments in classical microbiological diagnostic methods, are expected.
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 Son yıllarda yeni moleküler yöntemlerin 
kullanıma girmesi ile infeksiyon etkenlerinin 
tanısı hızlanmıştır. Bununla birlikte moleküler 
yöntemler tanı için tüm gereksinimleri henüz 
karşılamamaktadır. Duyarlılığı ve zaman zaman 
özgüllüğü kısıtlı olsa da, mikroskopik inceleme 
birçok durumda en hızlı ve ucuz tanı yöntemi 
olmaya devam etmektedir. İnfeksiyon etkenleri-
ni saptamada hala en duyarlı yöntem mikrobi-
yolojik kültürdür. Üretilmiş etkenin türünün 
hızlı saptanmasında MALDI TOF (“Matrix 
Assisted Laser Desorption Ionization, Time of 
Flight”) önemli bir alternatif haline gelmiş ancak 
antibiyotiklere hızlı duyarlılık belirleme gereksi-
nimini ortadan kaldırmamıştır. Genetik değişik-

liklerin her zaman fenotipik olarak ilaç direncini 
tam olarak göstermemesi ilaçlara duyarlılık 
belirlemede her zaman kültür yöntemlerine 
gereksinim olacağını düşündürmektedir. Son 
yıllarda kültür besiyerlerinde yaşanan gelişme-
ler, klasik yöntemleri hala avantajlı kılmaya 
devam etmektedir.
 Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarında yapı-
lan incelemelerin başında, A-Grubu Beta hemo-
litik streptokok saptamaya yönelik, boğaz kül-
türü gelmektedir. Üst solunum yolu infeksiyon-
ları insanda en sık görülen infeksiyon türüdür. 
Bu infeksiyonların yaklaşık % 90’ında etken 
virüslerdir. Bu nedenle boğaz kültürü öncelikle 
gereksiz antibiyotik kullanımlarının önlenmesi 
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için yapılır. Bakteriyel infeksiyonların ise büyük 
bir çoğunluğu A grubu beta hemolitik strepto-
koklar (AGBHS) ile ortaya çıkar ve tedavi edil-
mesi çok önemlidir. AGBHS infeksiyonları erken 
tedavi edilmezse, kızıl, romatizmal ateş, nefrit 
ve belki de en önemlisi kalp kapaklarında defor-
masyonlara yol açabilir(2,10). AGBHS infeksiyon-
larının tanısı hızlı antijen testleri ile konabilse de 
bunların duyarlılığı kültür ile tanı kadar yüksek 
değildir. Alışılmış uygulamada boğaz kültürü 
için % 5 koyun kanı içeren kanlı agar kullanılır. 
Boğaz sürüntüsü ekilmiş bu besiyerinde bir 
gecelik inkübasyon sonrasında beta hemolitik 
koloniler görülürse bunların A grubu olup olma-
dığının anlaşılması için yeni bir koyun kanlı 
agara pasaj yapılıp basitrasin diski konması 
gerekir. Ertesi gün disk çevresinde inhibisyon 
görülmesi, streptokokun A grubu olduğunu 
gösterir. Tanı için gereken toplam süre iki gün-
dür. Bizim geliştirdiğimiz ve Bacit-A adını ver-
diğimiz besiyeri (Salubris A.Ş., İstanbul), 
AGBHS tanı süresini bir güne indirmektedir. İki 
bölmeli Petri kutusunun bir yanında koyun 
kanlı agar, diğer yanında basitrasinli koyun 
kanlı agar içerir. Boğaz sürüntüsü her iki bölme-
ye de ekilen Bacit A’da bir gecelik inkübasyon 
sonucunda basitrasinsiz bölmede beta hemolitik 
kolonilerin görülmesi, basitrasinli bölmede bun-
ların görülmemesi, üreyen streptokokların 
AGBHS olduğunu gösterir(3).
 İdrar yolu infeksiyonlarının önemli bir 
çoğunluğu (% 70 kadarı) E.coli ile ortaya çıkar. 
Proteus, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas ve 
stafilokok türleri diğer sık görülen etkenlerdir. 
Bağışıklık sistemi baskılanmış veya idrar sonda-
sı takılmış hastalarda zaman zaman mayalar da 
etken olabilir. İdrarın mikroskobik incelemesin-
de parçalı çekirdekli lökositlerin görülmesi 
infeksiyon varlığının en önemli belirtisidir. 
Alışılmış uygulamada kültür için idrar genelde 
kanlı agar ile birlikte EMB veya McConkey 
agara ekilir. Bu besiyerlerinde üreyen bakterile-
rin biyokimyasal testler ile türleri saptanır. Bu 
işlem bir günlük inkübasyon daha gerektirir. Bu 
alanda kullanılan otomatize test kitleri besiyer-
lerine kıyasla yaklaşık on kat daha pahalıdır. Bu 
işlemi hızlandırmak ve ekonomik hale getirmek 
için kromojenik besiyerleri kullanılmaya başla-
mıştır. Kromojenik agarlar idrar kültüründe 

üreyen bakterilerin kolonilerinin çeşitli renkler-
de olmasını sağlayarak, %90’dan fazlasının bir 
bakışta türünün saptanmasını sağlamakta böy-
lece hem tür saptama için gerekli fazladan bir 
günü kazandırmakta hem de pahalı tür saptama 
kitlerinin kullanımını % 90 oranında azaltmak-
tadır(1,12).
 Dışkı kültürü dışkıda öncelikle Salmonella 
ve Shigella varlığını saptamak için yapılır. Klasik 
sistemde zenginleştirme amacı ile Selenit F orta-
mında bekletilen örnekler EMB ve SS besiyerle-
rine ekilir. Bu besiyerlerinde gözlenen laktoz 
negatif koloniler tiplendirmeye alınır. Böylece 
toplam en az üç gün içerisinde Salmonella veya 
Shigella tanısı konur. Kromojenik agarların kul-
lanılması Salmonella tanısını kolaylaştırmış, hız-
landırmış ve duyarlı hale getirmiştir. Kromojenik 
agarlarda Salmonella’lar tek koloni dahi oluştur-
sa kırmızı rengi ile kolayca saptanabilmekte, 
zenginleştirme işlemine gerek kalmamakta-
dır(15).
 Klinik laboratuvarlarda en sıklıkla gerçek-
leştirilen işlemlerden birisi dışkının mikroskop-
la parazit varlığı yönünden incelenmesidir. Bu 
amaçla dışkı örneklerinin homojenize edildikten 
sonra kaba artıkların süzülmesi ve örneğin sant-
rifüj edilerek parazit trofozoit, kist ve yumurta-
larının konsantre edilmesi gerekmektedir(14). Bu 
işlemler fazlaca emek ve zaman gerektirmekte-
dir. Bu işlemlerin kolayca uygulanmasını sağla-
yan plastik filtreli santrifüj tüpleri geliştirilmiş-
tir. Bunlar, işlemleri kolaylaştırmış ancak santri-
füj gereksinimini ortadan kaldırmamıştır(13). Son 
bir yıldır kullanıma giren, bizim geliştirdiğimiz, 
emici boncuklar ile çalışan bir yöntem 
(Feconomics, Salubris A.Ş., İstanbul) santrifüj 
gereksinimi de ortadan kaldırmıştır. Bu yöntem-
de dışkı, örnek kabındaki homojenizasyon ve 
fiksasyon sıvısı içerisine konarak çalkalanır. 
Sonra fazla sıvıyı ortadan kaldırarak örneği 
derişik hale getirecek olan emici boncuklar 
homojenize örneğe eklenir ve tekrar çalkalana-
rak homojenizasyon tamamlanır. Üç dakika içe-
risinde ortamdaki fazla sıvı boncuklar tarafın-
dan emilerek örnek yoğunlaşır. Emici boncukla-
rın gözenekleri parazit trofozoit, kist ve yumur-
talarından çok daha küçük olduğu için, sıvı 
emilirken bu oluşumlar boncukların dışında 
kalan az miktardaki sıvıda derişik hale gelir. 
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Örnekten bir damla lama aktarılır, lugol ile 
karıştırılarak mikroskopla incelenir. Bu yöntem-
de santrifüj gereksinimi ortadan kalktığı için 
tüm işlem 20 dakikadan 5 dakikaya inmekte ve 
çok kolaylaşmaktadır(9).
 Emici boncuklar ile yoğunlaştırma işlemi 
tüberküloz tanısında klinik örneklerin dekonta-
minasyon ve yoğunlaştırma işleminde de kulla-
nılmaya başlanmıştır. Bu amaçla geliştirilen kit 
(Decomics, Salubris A.Ş., İstanbul) ile yapılan 
işlemde, balgam ve diğer klinik örnekler, örnek 
kabındaki dekontaminasyon sıvısı içerisine 
konur ve çalkalanır; 10-15 dakika dekontami-
nasyon için beklenir. Sonra emici boncuklar 
eklenerek tüm dekontaminasyon sıvısının emi-
lerek ortadan kaldırılması sağlanır. Bu sırada, 
örnekteki bakteriler, emici boncukların gözenek-
lerinden çok daha büyük oldukları için, boncuk-
ların dış yüzeyinde kalırlar. Sonra ortama nötra-
lizasyon sıvısı eklenerek pH’ın nötralize edilme-
si sağlanır. Dekontaminasyon sıvısında bulunan 
pH indikatörünün renk değiştirmesi ile pH’ın 
nötr hale geldiği izlenebilir. Tüm işlem aynı kap 
içerisinde tamamlanmış olur. Santrifüj işleminin 
ortadan kalkması ile işlem çok kolaylaşmış ve 
yaklaşık 45 dakikadan 20 dakikaya inmiştir(4,5,8).
 Tüberküloz tanısında kültür altın standart 
yöntem olmaya devam etmektedir. Mycobacte-
rium tuberculosis suşlarının Löwenstein Jensen 
gibi klasik besiyerlerinde gözle görünür koloni-
ler oluşturması 3 ila 6 hafta sürdüğü için üreme-
yi erken saptayan otomatize kültür sistemleri 
geliştirilmiştir. Halen dünyada en yaygın olarak 
kullanılan BACTEC MGIT (Mycobacterium 
Growth Indicator Tube, Becton Dickinson) ve 
diğer birçok sistem Middlebrook sıvı besiyeri 
kullanmaktadır. Bunların hepsinde besiyeri tüp 
veya şişeleri kullanıma hazır değildir ve kulla-
nım öncesi üreme eklentileri ve çeşitli antimik-
robiyal maddelerin eklenmesini gerektirmekte-
dir. Bu sistemlerde yüksek oranda kontaminas-
yon yaşanmasının bir nedeni bu ön hazırlık 
aşamalarının fazla olması olabilir. Bizim geliştir-
diğimiz TK Kültür Sistemi’nde, hem izolasyon 
hem de antitüberküloz ilaçlara duyarlılık belir-
lemede kullanılan tüm besiyerleri, kullanıma 
hazırdır. Kullanıcı isteğe bağlı sıvı veya bifazik 
TK besiyeri kullanabilmektedir. Besiyerlerinin 
renk değiştirmesi gözle izlenebildiğinden oto-

matize kültür sistemi bulunmasa dahi üremeler 
erken saptanabilmektedir. TK besiyerlerinin 
laboratuvar olanakları kısıtlı ancak tüberkülo-
zun yaygın olduğu ülkelerde de kullanılabilece-
ği düşünülmektedir(6,7,11).
 Mikrobiyoloji laboratuvarında klasik test-
lerdeki gelişmeler, moleküler testlerdeki geliş-
melere rağmen, klasik testlerin kullanılmaya 
devam etmesini sağlamaktadır. Mikroorganiz-
malardaki hızlı genetik değişikliklerin saptan-
masına henüz moleküler testlerdeki hızlı deği-
şim ayak uyduramamaktadır. Antibiyotik 
duyarlılığı gibi özellikler fenotipik klasik testler-
le belirlenmeye devam edecek ya da moleküler 
testler ile birleştirilmiş melez yöntemler ortaya 
çıkacaktır.
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