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OZET

Son yillarda, molekiiler yontemlerdeki hizli gelismeler, molekiiler tant yontemlerinin, kiiltiir ve mikroskopi gibi klasik
yontemlerin yerini almaya baslamasina neden olmustur. Bununla birlikte, klasik ornek isleme ve kiiltiir yontemlerinde de
gelismeler yasanmigstir. Bu nedenle klasik tani yontemlerinin yeni sekilleri mikrobiyolojik tanida énemini korumaya devam
etmigtir. Bunlara Ornek olarak, bogaz kiiltiiriinde A grubu beta hemolitik streptokok tanisini iki giinden bir giine indiren
Bacit-A, idrar ve disk: kiiltiirlerindeki patojenlerin kolayca taninmasini saglayan kromojenik agarlar, parazitolojik inceleme
icin digki orneklerinin, tiiberkiiloz tanist icin balgam Orneklerinin islenerek mikroorganizmalarin yogunlastirilmasinda sant-
rifiij gereksinimini ortadan kaldiran yontemler, renk degistirerek tiiberkiiloz basilinin iiremesini erken gosteren kullanima
hazir TK besiyeri ve antitiiberkiiloz ilaglara duyarlilik kitleri gOsterilebilir. Yakin gelecekte molekiiler yontemlerin yani sira
klasik tani yontemlerindeki gelismelerin de devam etmesi beklenmektedir.

Anahtar sozciikler: Bacit-A, Decomics, mikrobiyoloji, Feconomics, kromojenik besiyeri, klasik yontemler, tani, TK Medium
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 yillarda yeni molekiiler yontemlerin
kullanima girmesi ile infeksiyon etkenlerinin
tanus: hizlanmigtir. Bununla birlikte molekiiler
yontemler tani igin tiim gereksinimleri hentiz
karsilamamaktadir. Duyarlilig1 ve zaman zaman
ozgiilligii kisith olsa da, mikroskopik inceleme
bir¢ok durumda en hizli ve ucuz tani yéntemi
olmaya devam etmektedir. infeksiyon etkenleri-
ni saptamada hala en duyarli yéntem mikrobi-
yolojik kiiltiirdiir. Uretilmis etkenin tiiriiniin
hizli saptanmasinda MALDI TOF (“Matrix
Assisted Laser Desorption Ionization, Time of
Flight”) 6nemli bir alternatif haline gelmis ancak
antibiyotiklere hizli duyarlilik belirleme gereksi-
nimini ortadan kaldirmamistir. Genetik degisik-

liklerin her zaman fenotipik olarak ilag direncini
tam olarak gostermemesi ilaglara duyarlilik
belirlemede her zaman kiiltiir yontemlerine
gereksinim olacagini diisiindiirmektedir. Son
yillarda kiiltiir besiyerlerinde yasanan gelisme-
ler, klasik yontemleri hala avantajli kilmaya
devam etmektedir.

Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarinda yapi-
lan incelemelerin basinda, A-Grubu Beta hemo-
litik streptokok saptamaya yonelik, bogaz kiil-
tiirii gelmektedir. Ust solunum yolu infeksiyon-
lar1 insanda en sik goriilen infeksiyon tiiriidiir.
Bu infeksiyonlarin yaklagik % 90'mda etken
viriislerdir. Bu nedenle bogaz kiiltiirii dncelikle
gereksiz antibiyotik kullanimlarinin énlenmesi
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i¢in yapilir. Bakteriyel infeksiyonlarin ise biiyiik
bir ¢ogunlugu A grubu beta hemolitik strepto-
koklar (AGBHS) ile ortaya cikar ve tedavi edil-
mesi ¢cok dnemlidir. AGBHS infeksiyonlar: erken
tedavi edilmezse, kizil, romatizmal ates, nefrit
ve belki de en 6nemlisi kalp kapaklarinda defor-
masyonlara yol agabilir®?. AGBHS infeksiyon-
larinin tanisi hizli antijen testleri ile konabilse de
bunlarin duyarhilig: kiiltiir ile tan1 kadar yiiksek
degildir. Alisilmis uygulamada bogaz kiiltiirii
i¢gin % 5 koyun kani iceren kanl agar kullanilir.
Bogaz siirtintiisti ekilmis bu besiyerinde bir
gecelik inkiibasyon sonrasinda beta hemolitik
koloniler goriiliirse bunlarin A grubu olup olma-
digmin anlasilmas: icin yeni bir koyun kanh
agara pasaj yapilip basitrasin diski konmasi
gerekir. Ertesi giin disk ¢evresinde inhibisyon
goriilmesi, streptokokun A grubu oldugunu
gosterir. Tani icin gereken toplam stire iki giin-
diir. Bizim gelistirdigimiz ve Bacit-A adm ver-
digimiz besiyeri (Salubris A.S., Istanbul),
AGBHS tanu siiresini bir giine indirmektedir. Iki
bolmeli Petri kutusunun bir yaninda koyun
kanhh agar, diger yaninda basitrasinli koyun
kanli agar igerir. Bogaz stirtintiisii her iki bélme-
ye de ekilen Bacit A’da bir gecelik inkiibasyon
sonucunda basitrasinsiz bélmede beta hemolitik
kolonilerin goriilmesi, basitrasinli bolmede bun-
larin  goriilmemesi, {iireyen streptokoklarin
AGBHS oldugunu gosterir®.

Idrar yolu infeksiyonlarinin 6énemli bir
cogunlugu (% 70 kadar1) E.coli ile ortaya cikar.
Proteus, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas ve
stafilokok tiirleri diger sik goriilen etkenlerdir.
Bagisiklik sistemi baskilanmis veya idrar sonda-
st takilmis hastalarda zaman zaman mayalar da
etken olabilir. Idrarin mikroskobik incelemesin-
de parcali gekirdekli l6kositlerin goriilmesi
infeksiyon varliginin en Onemli belirtisidir.
Alsilmig uygulamada kiiltiir icin idrar genelde
kanli agar ile birlikte EMB veya McConkey
agara ekilir. Bu besiyerlerinde tireyen bakterile-
rin biyokimyasal testler ile tiirleri saptanir. Bu
islem bir giinliik inkiibasyon daha gerektirir. Bu
alanda kullanilan otomatize test kitleri besiyer-
lerine kiyasla yaklasik on kat daha pahalidir. Bu
islemi hizlandirmak ve ekonomik hale getirmek
i¢in kromojenik besiyerleri kullanilmaya basla-
mistir. Kromojenik agarlar idrar kiilttirtinde
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tireyen bakterilerin kolonilerinin gesitli renkler-
de olmasini saglayarak, %90’dan fazlasinin bir
bakista tiirliniin saptanmasimi saglamakta bdy-
lece hem tiir saptama igin gerekli fazladan bir
glinii kazandirmakta hem de pahali tiir saptama
kitlerinin kullanimin1 % 90 oraninda azaltmak-
tadir@12.

Digka kiilttirt diskida 6ncelikle Salmonella
ve Shigella varligini saptamak igin yapilir. Klasik
sistemde zenginlestirme amaci ile Selenit F orta-
minda bekletilen 6rnekler EMB ve SS besiyerle-
rine ekilir. Bu besiyerlerinde gozlenen laktoz
negatif koloniler tiplendirmeye alinir. Boylece
toplam en az ti¢ giin icerisinde Salmonella veya
Shigella tanis1 konur. Kromojenik agarlarin kul-
lanulmasi Salmonella tanisini kolaylagtirmis, hiz-
landirmis ve duyarli hale getirmistir. Kromojenik
agarlarda Salmonella’lar tek koloni dahi olustur-
sa kirmizi rengi ile kolayca saptanabilmekte,
zenginlestirme islemine gerek kalmamakta-
dar™®.

Klinik laboratuvarlarda en siklikla gercek-
lestirilen islemlerden birisi digkinin mikroskop-
la parazit varlig1 yoniinden incelenmesidir. Bu
amagcla digki 6rneklerinin homojenize edildikten
sonra kaba artiklarimn siiziilmesi ve 6rnegin sant-
rifiij edilerek parazit trofozoit, kist ve yumurta-
larinin konsantre edilmesi gerekmektedir®. Bu
islemler fazlaca emek ve zaman gerektirmekte-
dir. Bu islemlerin kolayca uygulanmasini sagla-
yan plastik filtreli santriftij tiipleri gelistirilmis-
tir. Bunlar, islemleri kolaylastirmis ancak santri-
fiij gereksinimini ortadan kaldirmamistir™. Son
bir yildir kullanima giren, bizim gelistirdigimiz,
emici boncuklar ile c¢alisan bir yontem
(Feconomics, Salubris A.S., Istanbul) santriftij
gereksinimi de ortadan kaldirmistir. Bu yontem-
de digki, drnek kabindaki homojenizasyon ve
fiksasyon sivisi igerisine konarak calkalanir.
Sonra fazla siviyr ortadan kaldirarak ornegi
derisik hale getirecek olan emici boncuklar
homojenize 6rnege eklenir ve tekrar calkalana-
rak homojenizasyon tamamlanir. Ug dakika ice-
risinde ortamdaki fazla sivi boncuklar tarafin-
dan emilerek 6rnek yogunlagir. Emici boncukla-
rn gézenekleri parazit trofozoit, kist ve yumur-
talarindan ¢ok daha kiiciik oldugu igin, sivi
emilirken bu olusumlar boncuklarin disinda
kalan az miktardaki sivida derisik hale gelir.



Ornekten bir damla lama aktarilir, lugol ile
karistirllarak mikroskopla incelenir. Bu yontem-
de santrifiij gereksinimi ortadan kalktigi icin
tim islem 20 dakikadan 5 dakikaya inmekte ve
¢ok kolaylasmaktadir®.

Emici boncuklar ile yogunlastirma islemi
tiiberkiiloz tanusinda klinik 6rneklerin dekonta-
minasyon ve yogunlagtirma igleminde de kulla-
nilmaya baslanmistir. Bu amacla gelistirilen kit
(Decomics, Salubris A.S., Istanbul) ile yapilan
islemde, balgam ve diger klinik 6rnekler, érnek
kabindaki dekontaminasyon sivisi igerisine
konur ve calkalanir; 10-15 dakika dekontami-
nasyon icin beklenir. Sonra emici boncuklar
eklenerek tiim dekontaminasyon sivisinin emi-
lerek ortadan kaldirilmas: saglanir. Bu sirada,
ornekteki bakteriler, emici boncuklarin gézenek-
lerinden ¢ok daha biiyiik olduklari i¢in, boncuk-
larin dis ytizeyinde kalirlar. Sonra ortama notra-
lizasyon sivis eklenerek pH'in nétralize edilme-
si saglanir. Dekontaminasyon sivisinda bulunan
pH indikatoriiniin renk degistirmesi ile pH'm
notr hale geldigi izlenebilir. Tiim islem ayni kap
igerisinde tamamlanmuis olur. Santrifiij isleminin
ortadan kalkmasi ile islem ¢ok kolaylasmis ve
yaklasik 45 dakikadan 20 dakikaya inmistir®>*.

Tiiberkiiloz tanisinda kiiltiir altin standart
yontem olmaya devam etmektedir. Mycobacte-
rium tuberculosis suslarinin Lowenstein Jensen
gibi klasik besiyerlerinde gozle goriiniir koloni-
ler olusturmast 3 ila 6 hafta stird{igii i¢in tireme-
yi erken saptayan otomatize kiiltiir sistemleri
gelistirilmistir. Halen diinyada en yaygin olarak
kullanilan BACTEC MGIT (Mycobacterium
Growth Indicator Tube, Becton Dickinson) ve
diger bircok sistem Middlebrook sivi besiyeri
kullanmaktadir. Bunlarin hepsinde besiyeri tiip
veya siseleri kullanima hazir degildir ve kulla-
nim Oncesi tireme eklentileri ve cesitli antimik-
robiyal maddelerin eklenmesini gerektirmekte-
dir. Bu sistemlerde yiiksek oranda kontaminas-
yon yasanmasinin bir nedeni bu 6n hazirlik
asamalarinin fazla olmasi olabilir. Bizim gelistir-
digimiz TK Kiiltiir Sistemi'nde, hem izolasyon
hem de antitiiberkiiloz ilaglara duyarhilik belir-
lemede kullanilan tiim besiyerleri, kullanima
hazirdir. Kullanici istege baglh sivi veya bifazik
TK besiyeri kullanabilmektedir. Besiyerlerinin
renk degistirmesi gozle izlenebildiginden oto-
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matize kiltlir sistemi bulunmasa dahi {iremeler
erken saptanabilmektedir. TK besiyerlerinin
laboratuvar olanaklar: kisith ancak tiiberkiilo-
zun yaygin oldugu {ilkelerde de kullanilabilece-
g1 diistintilmektedir©710,

Mikrobiyoloji laboratuvarinda klasik test-
lerdeki gelismeler, molekiiler testlerdeki gelis-
melere ragmen, klasik testlerin kullanilmaya
devam etmesini saglamaktadir. Mikroorganiz-
malardaki hizli genetik degisikliklerin saptan-
masina heniiz molekiiler testlerdeki hizli degi-
sim ayak wuyduramamaktadir. Antibiyotik
duyarlilig1 gibi 6zellikler fenotipik klasik testler-
le belirlenmeye devam edecek ya da molekiiler
testler ile birlestirilmis melez yontemler ortaya
cikacaktir.
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