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Tesekkur

T.C. Saglhk Bakanhgi, Tlrkiye Halk Saghgi Kurumu bu Rehberin hazirlanmasinda
gorev alan yazarlara ve diger emegi gecenlere tesekklir eder.
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Onso6z

Tuberkiloz (verem) insanlik tarihinin en eski ve en bulasici hastaliklarindan biridir.
Tluberkiiloz (TB) hala tim diunyada yliksek morbidite ve mortaliteyle seyreden
enfeksiyonlar arasinda yer almaktadir. Dulnya nifusunun yaklasik Ucte biri
tiberkiloz ile enfektedir. Dinyada her yil, %95'i gelismekte olan llkelerde olmak
lizere yaklasik olarak 8,7 milyon yeni tiberkiiloz olgusunun gelistigi ve yilda 1,3
milyon kisinin tiiberkiiloz nedeni ile 61d(igi tahmin edilmektedir.

Ulkemizde tiiberkiiloz hastalidi, 20. yizyihn ilk yarisinda cok blyiik bir salgin
yapmis, o yillarda her yil bin kisiden 2-3li verem nedeniyle 6lmekteydi. Ozellikle
yirminci ylzyilin dclncl ceyreginde ydriitilen yogun verem savasi c¢abalari
sonucunda durum dedismistir. Ulkemizde son Verem Savasi Raporuna gére kayitli
hastalar yluz binde 22dir.

TB laboratuvalari, TB kontroliiniin temel bilesenlerinin saglanmasinda kritik éneme
sahiptir. Bulastiriciligi yiiksek TB olgularinin hizli tespiti ve ila¢c diren¢ durumunun
belirlenmesi, enfeksiyon zincirinin kirilmasi, tedavinin ve koruyucu faaliyetlerin
(tarama vb.) baslatiimasina olanak sadglamaktadir. TB laboratuvarlarinin ayni
zamanda vakalarin epidemiyolojik olarak izlenmesi ve laboratuvara dayali ilag
direng slrveyansi agisindan da énemli gérevleri bulunmaktadir.

Tuberkuloz tanisinda ve tedavi takibinde son derece 6nemli olan tiberkiloz
bakteriyolojisi, Ulusal Tlberkiiloz Kontrol Programinin énemli bir bilesenidir. Ulusal
Tuberkiloz Kontrol Programinin amag ve hedeflerine ulasmak igin, (lkemizdeki
tuberkiuloz laboratuvarlarinin ulusal-uluslararasi kabul gbérecek nitelikte kalite
glivence sistemine sahip laboratuvarlar olmasi gereklidir.

Bu nedenle tuberkiloz laboratuvarlarinin sahip olmasi gereken minimum
standartlarin tespit edilmesi ve bu standartlarin uygulanabilmesi igin ulusal bir
rehberin hazirlanmasi gerekliligi ortaya cikmistir. Bu dokiman, alaninda uzman
akademisyenler tarafindan kanita dayali olarak hazirlanmis, tuim sahada
kullaniimasi éngérilen bir rehberdir.

Tim emegdi gecenleri kutlar, basarilarinin devamini dilerim.

Prof, Dr. Secil Ozkan
THSK Baskani
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"Ancak baskalar: i¢in yasanan bir hayat, yasamaya deger bir hayattir.”

A. Einstein
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Kisaltmalar ve Tanimlar

AMS Aclik mide suyu
ARB Aside direngli bakteri
BAL Bronkoalveolar lavaj
BCG Bacille Calmette-Guerin
BGD Biyogivenlik Dizeyi
BGK Biyogivenlik Kabini
bkz. Bakiniz
BOS Beyin omurilik sivisi
BTL Bblge Tuberkiloz Laboratuvari
CDC “Centers for Disease Control and Prevention”
(Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi, ABD)
CE Conformite Europeene (Avrupa Direktiflerine Uygunlugu)
CFP10 “Culture Filtrate Protein 10” (Kultir filtrat proteini 10)
CO, Karbondioksit
ciDp Cok Ilaca Direng
dk. Dakika
DGT Dogrudan Gozetimli Tedavi
DGTS Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi
DKD Dis Kalite Dederlendirme
DO Direng orani
DSO Diinya Saglik Orgiiti
E Etambutol
ECDC “European Centre for Disease Prevention and Control”
(Avrupa Hastaliklari Onleme ve Kontrol Merkezi)
EDTA Etilen diamin tetraasetik asit
ELISA “Enzyme linked immunosorbent assay” (Enzim Iliskili Immun test)
ELISPOT ‘“Enzyme linked immunosorbent spot” (Enzim iliskili Immunospot test)
EMB Etambutol
ESAT-6 “Early Secretory Antigenic Target-6" (Erken sekretuvar antijenik hedef 6 )
EZN Erlich Ziehl-Neelsen
FDA “Food and Drug Administration” (Gida ve Ilag ydnetimi)
GHH Gogus Hastaliklart Hastanesi
gr Gram
GU “Growth Unit” (blyldme birimi)
H Izoniyazid
H,O0 Su
HCI Hidroklorik asit
HEPA High Efficiency Particulate Air (YlUksek etkinlikli partiktl hava)
HPLC High-performance liquid chromatography
(Yiksek performansli sivi kromatografisi)
IFNy Interferon gamma
INH Izoniazid
IS “Insertion Sequence” (Insersiyon dizileri)
IUATLD “International Union Against Tuberculosis and Lung Disease”
ipT flag duyarhlik testi
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iGsT Interferon Gama Salinim Testi

KH2PO4 Potasyum dihidrojen fosfat

KKD Kisisel koruyucu donanim

LCR “Ligaz chain reaction” (Ligaz zincir reaksiyonu)

LED “Light Emitting Diode”

L) Léwenstein Jensen

LTBE Latent Tlberkiloz Enfeksiyonu

LPA “Line Probe Assay” (Ters hibridizasyon testi)

MB Middlebrook

MGIT “Mycobacteria Growth Indicator Tube”

MgSo04 Magnezyumsulfat

MTBC Mycobacterium tuberculosis kompleks

NAAT “Nucleic Acid Amplification Test” (Nlkleik asit cogaltma testi)

NALC N asetil L sistein

NaOH Sodyum hidroksit

n-NEDD B-N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihyrochloride

OADC Oleik asit-albiimin-dekstroz-katalaz

QFT-GIT QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test

NACI Sodyum klorid

PBS “Phosphate buffered saline” (Fosfat tamponu)

PCR “Polimerase chain reaction” (Polimeraz zincir reaksiyonu)

PNB Paranitrobenzoik asit

PPD Purifiye Protein Derivesi

PRA Polimeraz zincir reaksiyonu restriksiyon analizi

PZA Pirazinamid

R Rifampisin

RD-1 “Region of difference-1" (Farklilasma bdlgesi 1)

RIF Rifampisin

SDA “Strand Displacement Amplification” (Zincir ayristirma amplifikasyon)

SF Serum fizyolojik

S Streptomisin

SM Streptomisin

SPS “Sodyum polyanethol sulfonate”

SRLN “Supranational Reference Laboratory Network”
(Supranasyonel Referans Laboratuvar Adi)

TB Tlberkiloz

TDM TUberkUlloz Disi Mikobakteri

TDT Tlberklin Deri Testi

TMA “Transcription Mediated Amplification” (Transkripsiyon aracili cogaltma)

ULGR Ulusal Laboratuvar Gluvenlik Rehberi

UTRL Ulusal Taberkiloz Referans Laboratuvari

UMS Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari

UTTR Ulusal Taberkiloz Tani Rehberi

uv Ultraviyole

VSD Verem Savag Dispanseri

YiD Yaygin ilag Direngli

z Pirazinamid
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Tablo dizini

Boliim Tablo no Tablo adi

UTTR-1 Tablo 1. Tuberkiloz laboratuvarlarinda yapilan isleme gére alinmasi
gereken dnlemler
Tablo 2. Etki diizeyine gore mikobakterilere etkili dezenfektanlar
UTTR-2 Tablo 1. Akciger tiberkilozu tanisinda kullanilan érneklerin alinmasina
iliskin 6zellikler

Tablo 2. Akciger-disi tiberkilozun tanisinda kullanilan 6rneklerin
alinmasina iliskin 6zellikler

Tablo 3.  Ornek tiirlerine gére uygunsuzluk durumlari
Tablo 4. Ornek isleme sirasinda alinmasi gereken énlemler
UTTR-3 Tablo 1. Boyama yontemlerinin kargilastirilmasi

Tablo 2. Mikroskopi ve boyama islemleri sirasinda alinmasi gereken
Oénlemler
Tablo 3. Yaymalarin degerlendirme kriterleri
Tablo 4. Mikroskopide yanlis pozitiflik nedenleri ve dneriler
Tablo 5. Mikroskopide yanlis negatiflik nedenleri ve éneriler
Tablo 6. Laboratuvar kaite gdstergeleri
UTTR-4 Tablo 1. Kaltar yontemlerinin 6zellikleri
Tablo 2. Kaltar ile ilgili islemler sirasinda alinmasi gereken dnlemler
Tablo 3. Verifikasyon ve validasyon icin yapilmasi gereken asgari
calismalar
UTTR-5 Tablo 1. Tar tayini islemleri sirasinda alinmasi gereken énlemler
Tablo 2. Biyokimyasal testlerde kullanilmasi gereken kalite kontrol suslari
UTTR-6 Tablo 1. Molekuler tani islemleri sirasinda alinmasi gereken dnlemler
Tablo 2. Molekuler sonuglarin raporlanmasi
Tablo 3. Verifikasyon ve validasyon icin yapilmasi gereken asgari
calismalar
Tablo 4. Pozitif ve dlisik pozitif kontrollerin 6zellikleri
Tablo 5. Ydntemlerin Gegerli Kilinmasi igin kullanilmasi gereken kontrol
sayllari
UTTR-7 Tablo 1. Kiltire dayali yéntemlerin karsilastirmasi
Tablo 2. Killtire dayali yéntemlerin molekller yontemlerle karsilastirmasi
Tablo 3. Ilac duyarhhk testi uygulamalan sirasinda alinmasi gereken
Onlemler

Tablo 4. Middlebrook 7H10 agar besiyerine eklenecek ilaglarin stok ve
galisma konsantrasyonlari, besiyerine eklenen miktarlari ve
Onerilen konsantrasyonlar

Tablo 5. Proporsiyon yénteminde Léwenstein Jensen besiyerine eklenmek
Uzere hazirlanan ilk segenek ilaglarin stok ve calisma
konsantrasyonlari, besiyerine eklenen miktarlari ve besiyeri
icindeki final konsantrasyonlari

Tablo 6. Verifikasyon ve validasyon icin yapilmasi gereken asgari
calismalar

Tablo 7. Kategorik hata turleri

Tablo 8. Hata oranlarinin hesaplanmasi

Tablo 9. Agar plaklarindaki kolonilerinin Greme yoniinden kantitasyonu
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UTTR-8 Tablo 1.
Tablo 2.

UTTR-9 Tablo 1.
Tablo 2.

Interferon gama salinim testi sonuglarinin raporlanmasi

Interferon gama salinim testi islemleri sirasinda alinmasi gereken
Oonlemler

GOgus hastaliklari hastanesi tiberkiloz laboratuvarlarinin dagihmi
Bolge tuberkiloz laboratuvarlarinin dagilimi

Sekiller dizini

Boliim Sekil no
UTTR-1 Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
UTTR-2 Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
UTTR-3 Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
UTTR-4 Sekil 1.

Sekil 2.
Sekil 3.

sekil 4.
UTTR-7 Sekil 1.

UTTR-9 Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.

Sekil adi

Davlumbaz tipi baglanti

Tek kullanimlik énlak

Solunum maskesi

Nitril eldiven

Tlberkuloz laboratuvar personelinin ise giris tarama algoritmasi
Biyoguvenlik kabini calisma dizenegdi 6rnegi
Eldiven giyme ve gikarma basamaklari
Klinik 6rnek igin Ggll tasima kabi 6rnegi
Uremis kultir icin Gcli tasima kabi érnegi
Orneklerin islenmesi akis diyagrami

Erlich Ziehl-Neelsen boyali preperat

Erlich Ziehl-Neelsen boyama basamaklari
Yaymalarin incelenmesi

Karbol fuksin boyama gdérintisi

Florokrom boyama goériantlisi

Mycobacterium tuberculosis kompleks kiltira icin kullanilan
besiyerleri

Lowenstein Jensen besiyerinde lireme

Kati besiyerinde Greme olmasi durumunda dederlendirme ve
raporlama algoritmasi

Sivi besiyerinde Greme olmasi durumunda dederlendirme ve
raporlama algoritmasi

Mycobacterium tuberculosis kompleks ilag duyarlilk test
yontemleri

Laboratuvar bazli hedef agaci
Antitiiberkiiloz Ilac Direnci Laboratuvar Sirveyans Agi yapisi

Antitliberkiiloz Ilag Direnci Laboratuvar Siirveyans Agi 6rnek /
izolat islem algoritmasi
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Ozet Bilgi

Tlberkllozun kesin tanisi eriskinlerde bakteriyolojik olarak konulur. Hastaliginin
etkeni olan Mycobacterium tuberculosis kompleks ilk kez 1882 yilinda Robert Koch
tarafindan gosterilmistir. Mycobacterium tuberculosis kompleks, 1-4 pum
uzunlugunda ve 0,3-0,6 um eninde, ince, hafifce kivrik bazen de dallanmis yapida,
hareketsiz, sporsuz, kapsulsiuz basillerdir. Bakteri ylksek oranda lipit iceren hucre
duvarina sahiptir. Bakterilerin tUreme slreleri (18-24 saat) oldukca uzundur ve bu
nedenle besiyerlerinde bakteriyi tespit etmek icin uzun zamana ihtiyag
duyulmaktadir.

Tlberkilloz solunum yolu ile bulasan, en sik akcigerleri tutan bir hastahktir.
Hastalarin 6kstrmesi, hapsirmasi ve konusmasi ile cevreye yayilan ve basil iceren
damlaciklarinin solunmasi ile insandan insana gegerek enfeksiyon olusturmaktadir.
Enfekte olan her kiside mutlaka hastalik gelismez. Alinan basiller kisiyi
hastalandirmaksizin vicutta badisik yanitin hicrelerinin olusturdugu granilom

formasyonu icerisinde latent (dormant basil)
kalabilmekte ve viicut direncinin dustigl bir anda | M. tuberculosis kompleks;
hastalik olusabilmektedir. .
= M. africanum
Mycobacterium tuberculosis kompleks, tiuberkiiloza * M. bovis
neden olan bir grup mikobakteriye verilen addir. % ?gf‘;’estt?CG susu
Bu rehberde esas olarak, alt tir tanimlamasina - M. caprae
girmeden M. tuberculosis kompleksin tanisina = M. microti
yonelik islemlerden bahsedilmistir. * M. pinnipedii
= M. tuberculosis

Rehberin hazirlanmasi

TB laboratuvalari, TB kontrolinin temel | g kontroliiniin temel bilesenleri
blle'seltllerlnln saglanmasinda kritik 6neme | | ., Sl s

sahiptir. TB laboratuvarlarinin ayni zamanda | . Erken tedavi

vakalarin tespiti, izlenmesi ve laboratuvara | = Tedavi tamamlama

dayali ilag direng siirveyansi acgisindan da | * Temasl taramasi ve proflaksi
. - . tedavisinin uygulanmasidir.
6nemli gérevleri bulunmaktadir.

Tlberkiloz laboratuvarlarinda kalite glivence sisteminin saglanabilmesi igin bu
rehber alaninda wuzman akademisyenler tarafindan kanita dayali olarak
hazirlanmistir. Laboratuvarda kalite givence sistemi; tekniklerin standardizasyonu,
dolayisiyla sonuglarin duyarhligi ve 6zgalliginidn arttirilmasi anlamina gelmektedir.

“Ulusal Tuberklloz Tani Rehberi” (UTTR) calismalari, Temmuz 2012'de Ulusal
Tuberklloz Referans Laboratuvari koordinasyonunda baslatildi. Sahada kullanilabilir,
kolay okunur ve anlasilir, uygulanabilir, etkin, karsilastirmali tablolarin ve akis
cizelgelerinin oldugu gorsel bir rehber hazirlamak lzere yola cikildi. Yazici ekibi ve
konu bagsliklarinin dagitimi tamamen gonullilik esasasina gore yapildi. Mayis
2013'te 20 kisilik yazici ekibi ile gézden gecirme calistayi yapildi. Aralik 2013'te yedi
Kisilik editdér grubu ile UTTR gbézden gegirildi ve taslak rehber olusturuldu.

Elinizde bulunan Taslak rehber, ilgili kurum ve kuruluslara gérise sunulmus olup,
geri bildirimler dogrultusunda belgede ilgili degisiklikler yapildiktan sonra “Ulusal
Tuberklloz Tani Rehberi”’nin son hali THSK web sitesinden (www.thsk.gov.tr)
duyurulacaktir.
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Kapsam ve Amacg

Tirkiye genelinde tiberkiloz laboratuvarlarinin gecerli, yinelenebilir ve dogru bir
hizmet sunabilmeleri acisindan, her dizey (Dlzey 1, 2 ve 3) tuberkiloz
laboratuvarinda kullanilabilecek, anahtar tani metotlarinin yer aldigi, kanita dayall,
sahada uygulamasi kolay ve tim calisanlarin kolaylikla anlayabilecegi bir basvuru
dékimani hazirlanmistir. Tuberkllozun mikrobiyolojik tanisinin zamaninda, dogru
ve glvenilir bir sekilde yapilmasinin saglanmasi amacglanmistir.

Rehber, tlberklloz laboratuvarlarinda

uygulanmasi gereken tum biyoglvenlik ||UTTR'nin kapsami

hus_us_larlnl, analiz dncesi suregleri (6rnek - Biyogiivenlik uygulamalari
segimi, alinmasi, tasinmasi ve B

laboratuvarda érnedin mikroskopi ve kdltir = Ornek y6netimi

icin hazirlanmasini) ve analiz sureglerini = Tani algoritmasi ve standartlar
(mikroskopi, kulttr, ilag duyarhlik testleri,

tir tayini ve interferon gama salinim = Kalite kontrol

testleri) kapsamaktadlr. . _[/ag direnci Sljrveyans[

Hedef Gruplar

UMS’nin hizmet edecegi kabul edilen hedef gruplar asagidaki gibi 6ngorilmektedir:

1 Oncelikle sahada klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda nihai karar sorumlulugu
olan profesyonellere - tanida standart yaklasimlari sunan bir kaynak olarak
(gerektiginde detayli uzman goérisine ayrica basvurulmalidir);

2 Hekimlere - laboratuvar hizmetlerinin standardi ve uygun testlerin secimi / talep
edilmesi hakkinda bilgi saglayan bir kaynak olarak;

3 Halk sagligi otoritelerine - halk saghgini yakindan ilgilendiren enfeksiyon
vakalarinin ya da salginlarin arastiriilmasinda, bir yandan olmasi gereken asgari
laboratuvar kapasitesi hakkinda bir yandan da kesin taniya ulasiimasi slrec¢ ve
streleri hakkinda bilgi saglayan bir kaynak olarak;

4 Odeme kurumlarina - kesin taniya ulagilmasinda asgari standart mikrobiyolojik
islem paketleri hakkinda bilgi sadlayan ve {Ucretlendirmelerin rasyonel bir
cercgeve icinde yapilmasina destek olan bir kaynak olarak.

UTTR’nin hedefi

= Tum TB tani hizmeti veren tibbi laboratuvarlardir.
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Ulusal Tuberkuloz Kontrol Programi
Uzm. Dr. Seher MUSAONBASIOGLU

Tilberkiloz, insanlik tarihi kadar eski bir hastalik olmasina ragmen glinimizde tim
dinyada bir halk saghgi sorunu olarak 6nemini korumaktadir. Hava yoluyla bulasan
bir hastalilk olmasi nedeniyle toplum sagligini korumak acisindan tiberkilozun
kontroli 6nemlidir.

Dinyada her yil yaklasik 9 milyon yeni tuberkilloz hastasi ortaya c¢ikmakta, 1,3
milyon insan tlUberkulozdan hayatini kaybetmektedir. Dinya genelinde 2006
yilindan gunimize tUberkilozlu yeni vaka sayisi dlizenli olarak azalmaktadir.
Tuberklloz nedeniyle 6lim oranlarinda 1990 yilindan bu yana %41 oraninda disis
olmus ve Kkuresel olarak 2015 yilina kadar %50 azalma oranina ulasiimasi
hedeflenmistir.

Tuberklloz kontroll; tiberkiloz insidansi, prevalansi, morbiditesi ve mortalitesinde
azalmanin sadglanmasi ve bu azalma egiliminin slrekli kilinmasi olarak ifade
edilebilir. Taberklloz kontroliinde, hastalara erken ve dogru tani konulmasi, dogru
ve etkili tedavi baslanmasi, tedavinin dizenli olarak dogrudan gozetimli tedavi ile
verilmesi ve tedavinin kir saglanarak tamamlanmasi cok o6nemlidir. Hastalik
kontrold ile ilgili diger seviye ise hastalik eliminasyonudur.

Tuberkllozda eliminasyon, TB insidansinin milyonda bir vakanin altinda olmasi
seklinde tanimlanmaktadir. Dinya geneli icin eliminasyon hedefi 2050 yili olarak
belirlenmistir. TB olgu hizi yiz bin nifusta 20'nin altinda olan ve son 5 yilda olgu
hizi disme trendinde olan {Ulkelerin TB eliminasyon fazinda oldugu kabul
edilmektedir.

TUberkiloz kontroll igin DSO tarafindan kiiresel bir kontrol programi, Glkemizde ise
ayni standartlarda ve paralelde bir Ulusal Tuberkiloz Kontrol Programi
uygulanmaktadir. Ulusal Tuberkiloz Kontrol Programi galismalar “Tluberkllozsuz Bir
Dunya” olusturmak amaciyla kurulan “Tldberkllozu Durdurma Stratejisi” (Stop TB
Stratejisi) cergevesinde kamunun yaninda 06zel sektér ve gonulli kuruluslarla
birlikte yurutilmektedir.

Diinya Saglik Orgitii'niin énerilerini iceren ve tim lkeler tarafindan 2007 yilinda
kabul edilen “Berlin Deklarasyonu” kapsaminda “Tlberkilozu Durdurma Stratejisi”ni
Turkiye de uygulamay!r taahhit etmis ve strateji gerekleri Ulkemizde de
uygulanmaya baslanmistir. Tiberkilozu Durdurma Stratejisi'nin Bilesenleri;

= Kaliteli Dodgrudan Gozetimli Tedavi Stratejisi (DGTS) uygulanmasi ve
yayginlastirilmasi,

* Cok ilaca direncli tiiberkiloz (CID-TB), TB/HIV birlikteligi ve diger konularin

gundeme alinmasi,

Sagdlik sisteminin glglendiriimesine katkida bulunulmasi,

Bltln hizmet sunanlarin verem micadelesine dahil edilmesi,

TB hastalarinin ve toplumun verem miuicadelesine katilimlarinin artirilmasi,

TB ile ilgili bilimsel arastirmalarin yapilmasinin saglanmasi ve gelistirilmesidir.

Dogrudan Gozetimli Tedavi Stratejisinin bilesenleri ise asagida yer almaktadir;

= Sirekliligi olan finansman ile birlikte politik kararlilik,
= Kalitesi saglanmis bakteriyoloji ile olgu bulma
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» Standart tedavi; denetim ve hasta destedi ile yiratilen dogrudan gozetimli
tedavi uygulamasi,

= Etkin bir ilag ikmali ve yénetim sistemi,

= Izleme ve degerlendirme ile raporlama sistemi.

Tlberkiloz kontrolinde; Binyll Kalkinma Hedefleri, Dinya Sadglhk Asamblesi
Kararlari, Dogrudan Go6zetimli Tedavi Stratejisi ve Stop TB Stratejisi kapsaminda
belirlenmis hedefler ve bu hedefler agisindan llkemizin iginde bulundugu durum
asagdida yer almaktadir:

= 2015 yihina kadar insidans hizi artisinin durdurularak geriye cevrilmis olmasi:
Insidans hizi, azalmakta olup 1990 yilinda yiiz binde 52 iken 2011 yilinda yiiz
binde 24 ve 2012 yilinda da yilz binde 22 olarak hesaplanmistir.

= 2015 yilina kadar tiberkUlloz prevalansini 1990 seviyesinin yarisina disurmek:
TUberkiloz kontrol programlari igin en dnemli gostergelerden biri olan prevalans,
1990 yilinda ylUz binde 51 iken 2012 vyilinda ise yuz binde 23 olarak
hesaplanmistir.

= 2015 yihna kadar tuberkilozdan 6lim hizini 1990 seviyesinin yarisina disirmek:
Tluberkllozdan 6lum hizi 1990 yilinda yuz binde 6,2 iken 2012 yilinda ise yuz
binde 0,52 olarak hesaplanmistir.

= Yeni yayma (+) olgularda tedavi basarisini 2005 yilina kadar %85’in Uzerine
clkarma: Bu hedefe 2004'te ulasilmistir. 2011 yili yeni yayma (+) tuberkiloz
olgularinda tedavi basarisi orani %90'dir (6).

= 2050 yilina kadar klresel tiberkilloz insidansini 1/1 milyonun altina disidrmek.
Tlberkllozda eliminasyon, TB insidansinin milyonda bir vakanin altinda
olmasidir. Bu konuda dinya geneli igin belirlenen hedef, 2050 yilidir.

Ulke genelinde 177 verem savasi dispanseri (VSD) ve 22 bdlge tiiberkiiloz
laboratuvarinda verem supheli kisilerin, verem hastalarinin ve temaslilarinin
muayene, radyolojik inceleme ve laboratuvar tetkikleri Ucretsiz olarak yapilmaktadir.
Verem savasl dispanserlerine 2011 yilinda kaydedilen tiberkiloz hastalarinda
tedavi basarisi %89,4; yeni olgularda %91,1; 6nceden tedavi gérmus hastalarda
%69,6 olarak tespit edilmistir. Olim orani; tiim hastalarda %3,1, yeni hastalarda
%?3,0 ve dnceden tedavi gbérmuls hastalarda %4 olarak saptanmistir. Tedavi terk
oranlari; tim hastalarda %2,7, yeni hastalarda %?2,1 ve dnceden tedavi gérmius
hastalarda %9,8 olarak saptanmistir.

Ulkemizde yiritilen Ulusal Tuberkiiloz Kontrol Programinin bilesenleri asagida yer
almaktadir:

« Politik kararhlik,

« Kalite kontrolli bakteriyolojik muayene ile vaka bulmak,

« Denetimli ve hasta merkezli Dogrudan Gézetimli Tedavi (DGT) uygulamasi,

« Etkin ilag temini ve ydnetim sistemi,

« Izleme ve degerlendirme ile kayit ve raporlama sistemi,

« Cok Ilaca Direncli Tiiberkiiloz, TB/HIV birlikteli§i ve diger risk gruplarinin
sorunlarinin éne c¢ikartilmasi,

« Saglk hizmeti veren taraflarin verem micadelesine dahil edilmesi,

« Tuberklloz hastalarinin ve toplumun verem miuicadelesine katilimlarinin
artirilmasi,

« Tiaberkuloz ile ilgili bilimsel arastirmalarin yapilmasinin saglanmasi ve
desteklenmesi.
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Ulkemizde tuberkiiloz kontrolii icin gerekli altyapi, insan kaynaklari, bitce ve
program Bakanlik olarak saglanmaktadir. Tlberkuloz ile ilgili yurittlen micadeleye
tilkemizde yeterli bir biitce ayrilmaktadir. Ulke genelinde yaygin olarak dagilim
gosteren toplum sagligi merkezi verem birimlerinde (VSD) verem stpheli kisilerin,
verem hastalarinin ve temaslilarinin muayene, radyolojik inceleme ve laboratuvar
tetkikleri Gcretsiz olarak yapilmaktadir.

Ulkemizde tiberkiiloz kontrolii konusunda ulusal ve uluslararasi bilimsel gelismeler
izlenerek rehberler ve programlar yenilenmektedir. Tuberklloz kontrolu
uygulamalari, tani ve tedavi standartlari, kullanilacak kayit ve raporlama sistemi
icin rehberler bu amacgla hazirlanmakta, Ulke genelinde uyumlu ve standart bir
yaklasimi saglamaktadir.

Tani konulan her TB hastasinin bildirimini yapmak, bu bildirimlerin kaydini tutmak
ve yapilan bildirimleri sonuclandirmak tlberkiloz kontroll uygulamalarindan biridir.

Ulkemizde tiberkiloz igin zenginlestirilmis sirveyans uygulamasi (enhanced
surveillance) ylritlilmektedir. Sadece kayit ve hastaligi raporlama degil, tedavi
sonucu takibini de iceren bir sistem uygulanmaktadir. Turkiye Halk Saghgi Kurumu
ulusal TB sirveyansinin takibini yapmakta ve her yil “Dinya Saglik Orgiti
TiUberkiiloz Ag§i"na veri goéndermektedir. Bu veriler DSO Kiiresel Tiberkiiloz
Raporlarinda yer almaktadir. Ayrica analiz edilen bu veriler 2007 yilindan itibaren
ulusal yillik raporlar halinde basiimakta ve dagitilmaktadir.

Ulkemizde veri kalitesi ve tamhgini arttirmak, programin izleme ve
dederlendirmesinin anlk olmasini saglamak ve bu sayede ulusal tiberkiiloz kontrol
programini glglendirmek amaciyla Bakanligimizca Elektronik Tiiberkiiloz Yénetim
Sistemi (e-TYS) kurulmasi calismalari tamamlanmis ve Mart 2012'den itibaren
Turkiye genelinde uygulamaya gecilmistir.

TB hastalarina erken tani koymak tuberkiloz kontrolinin énemli basamaklarindan
biridir. Tuberkiloz semptomlari ile bagvuran bireylerde pasif yolla, risk gruplarinda
da aktif yolla vaka bulmak igin gerekli uygulamalar tGlkemizde yapilmaktadir. Aktif
vaka bulmada 6zellikle tani konulan hastalarin temaslilarina temasl muayenelerinin
yapilmasi dnemlidir.

Akciger tlberklilozunun kesin tanisi bakteriyolojiktir. TB hastalarina taniy! kalite
kontrolli bakteriyolojik muayene ile koymak édnemlidir. Yayma mikroskopisi yapilan
her materyali yayma negatif de olsa kiltire ekmek ve kdiltirde dreyen ilk
materyalde ilag duyarlilik testini yapmak bu konuda takip ettigimiz stratejidir.

Ulkemizde tiberkiiloz tani laboratuvarlari ile ilgili standartlarin belirlenmesi ve
Tlberkiloz Tani Laboratuvar Agi olusturulmasi calismalarn yuratilmektedir. Verem
hastaliginin teshisi ve tedavi silrecinde o6nemli rol oynayan tlberkliloz tani
laboratuvarlarinin; uluslararasi kabul edilebilir standartlara sahip, kalite kontroll(,
sisteme veri akisi saglayan laboratuvarlardan olusmasi 6nemlidir.

Standart rejimle, yeterli slire ve dizenli tedavi uygulamak, dogrudan gozetimli
tedaviyi standart olarak uygulamak, saptanan her bir TB hastasinin kiir ya da tedavi
basarisi sadlanana kadar tedavisini izlemek tliberkiiloz kontrol programlarinin
basarisini artirmada énemli unsurlardir.

Tuberklloz ilaglarinin kesintisiz ikmalini yapmak ve hastalara Ucretsiz vermek
tiiberkiloz kontrolinde ®&nemlidir. Ulkemizde etkin bir ilac temini ve ydénetimi
sistemi vardir. Ulkemizde veremli hasta ve temaslilar icin herhangi bir sosyal
glvencesi olup olmadigina bakilmaksizin tim saglik kurum ve kuruluslarina
tiberkiloz ilaglari Bakanligimizca temin edilip dagitiimaktadir.
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Ulkemizde 6zellikle 1947 yilindan itibaren cesitli etkinlikler dizenlenen Verem
Egitim ve Propaganda Haftasi ile 24 Mart Dinya Taberkiloz Glininde olmak lzere
tim yil boyunca egitim ve farkindalik artirici faaliyetler yiratilmektedir.

Ulkemizde HIV/AIDS kontrol programlari ile TB arasinda ortak calismalar
yurdatilmektedir. Bu acidan, TB’li kisilerde HIV’e yonelik uygulamalar ile HIV’li
kisilerde TB’ye ydnelik koruyucu ve tedavi edici uygulamalar buyluk o6énem
tasimaktadir.

TUberkillozdan korunma; bulastirici hastalarin tedavisi, koruyucu ilag tedavisi, BCG
asisi uygulamasi ve TB bulasmasinin dnlenmesi konusunda gerekli tedbirlerin
alinmasi ile gergeklestirilmektedir.

Koruyucu ilag tedavisi, kemoprofilaksi olarak da adlandiriir. Koruyucu ilag
tedavisinin amaci, TB hastasi ile temasi olan kiside enfeksiyon gelisimini ya da TB
enfekte kiside TB hastaligi gelisimini dnlemektir.

Saghk kurumlarinda TB bulasmasinin 6nlenmesi igin bir dizi 6nlemler alinmasi
gereklidir. Bu onlemler; ydnetimsel 6nlemler, muhendislik 6nlemleri ve Kkisisel
koruyucu ekipman kullanimidir.

Tilberkiloz konusunda saglik personelinin dizenli hizmet ici egitimleri yapiimaktadir.
Toplum saghgi merkezi verem birimlerinde yeni goéreve baslayan hekimlere
sertifikali tiUberklloz egitim programlarn dizenlenerek gerekli teknik ve bilgi
donanimlari artirilmaktadir. Bu mesleki gelisim egitiminin amaci, tiaberkiloz
kontrolinde gorevli hekimlerin mesleki bilgi ve becerisini arttirarak hizmet kalitesini
ylkseltmek ve standardizasyonu saglamaktir.

Sonug olarak; Ulkemizde tuberklloz kontroll, tarihsel strecte hep dncelikli bir
saglik sorunu olarak ele alinmis olup Diinya Saglik Orgiiti’niin énerdigi dogrudan
gozetimli tedavi stratejisinin temel unsurlari énemli c¢abalarin sonucunda
uygulanmistir.
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"Yalniz yaptiklarimizdan degil, yapmadiklarimizdan da sorumluyuz.”

Moliere
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Kapsam ve Amag

Bu Rehberin amaci; tiberklloz laboratuvarlarinda guvenli mikrobiyolojik
uygulamalarin yapilabilmesi icin gerekli olan ulusal normlari tanimlamaktir. Bu
normlar tlberkiloz laboratuvarlarinda yapilan islemlere goére olmasi gereken
minimum kosullari, risk seviyelerine gbére uygun donanim ve Kkisisel koruyucu
donanim kullanimini ve iyi laboratuvar uygulamalarinin yapiimasi konularini
kapsamaktadir. Bu boélim, tlberkiloz laboratuvarlarinda uygulanan tim
biyoguvenlik hususlarini kapsamaktadir.

Teknik Bilgiler

Mycobacterium  tuberculosis kompleks solunum yolu ile bulasmaktadir.
Laboratuvarda gerceklestirilen c¢odu islemin enfeksiyoz aerosol olusumuna,
dolayisiyla laboratuvar kaynakh enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle korunmanin esasi enfeksiydz partiklllerin (aerosol) elimine edilmesi veya
azaltlmasidir. Bu amagla tuberklloz (TB) laboratuvarlarinda biyoguvenlik
kavraminin ¢ énemli adimi bulunmaktadir:

1. Miuihendislik 6nlemleri (laboratuvar fiziki tasarimi); havadaki enfekte partikdil
yogunlugunu azaltmaya yodnelik havalandirma ile uygun mimari tasarimi,

2. Idari 6nlemler; diizenlemeler ve kurallar ile biyogivenlik icin gerekli donanim ve
sarflarin saglanmasini,

3. Kisisel 6nlemler; kisisel koruyucu donanim (KKD) ve glvenli mikrobiyolojik
tekniklerin kullanimini tanimlar.

1 Standart mikrobiyolojik glvenlik 6nlemleri

TB laboratuvarlari uygulanan islemlerin potansiyel aerosol olusturma risklerine
uygun olarak pratikte 3 farkli dizeyde dederlendiriimekte ve alinmasi gereken
Onlemler de bu risk dlzeylerine gbre belirlenmektedir.

= Ddisuk riskli TB laboratuvari; balgamdan yayma mikroskopisi yapan,

= Orta riskli TB laboratuvari; mikroskopi, kultir ve molekdler testler icin klinik
ornegi isleyen (dekontaminasyon, homojenizasyon ve konsantrasyon uygulayan),

= Ylksek riskli TB laboratuvari; tdr tayini, ilag duyarhlik testleri veya molekduler
test icin Gremis kulltirden islem yapan laboratuvarlardir.

Standart mikrobiyolojik glvenlik ©nlemleri risk dlizeylerine goére asagidaki
basliklarda alinmasi gereken dnlemler agisindan farkliliklar gésterir;

= Laboratuvar fiziki tasarimi
= Biyoguvenlik donanimi
= Kisisel koruyucu donanim
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1.1. Laboratuvarin fiziki tasarimi

Risk dlzeylerine gore TB laboratuvarlarinin fiziki tasarim o6zellikleri asadida
verilmistir.

Genel ozellikler

Her diizey laboratuvar en az;
= Yeterli fiziki alana sahip olmalidir (bkz. ULGR).
= Laboratuvarda en az bir lavabo olmali, el yikama lavabosu ¢ikisa yakin olmalidir.

= Calisma ylzeyleri ve zemin dizgtln, kolaylikla toz ve kir tutmayan, parlama ve
yansima yapmayan, su, kimyasal ve dezenfektanlara dayanikli malzemeden
yapilmis ya da bu tdr bir madde ile kaph olmalidir.

= Hava dezenfeksiyonu igin 18 m?ye 30 W'lik (1,87 W/m2) reflektérlii/dogrudan
Isimah UV lamba (253,7 nm dalga boyunda) bulunmali ve kullanim saati dizenli
takip edilmelidir.

Diisiik riskli laboratuvarin fiziki kosullari

“Genel 6zellikler”e ek olarak;

= Calisilan laboratuvar alani BGD-2'ye (bkz. ULGR) uygun olarak tasarlanmis
olmahdir.

= Laboratuvar genel kullanim alanlarindan ayri olmalidir.
= Laboratuvara girisler kontrolli olmali, sadece sorumlu kisilerle sinirli olmali,
= Kapi kendiliginden kapanan o6zellikte olmali,

= Giriste biyolojik tehlike isareti ve biyoglvenlik dlzeyini gosteren gutvenlik
logolari bulunmalidir (Ek-1. Biyolojik tehlike isareti). Genig bilgi icin bkz. 11
Eyltl 2013 tarih, 28762 sayili Saglik ve Glivenlik Isaretleri Yonetmeligi.

= Laboratuvar kayit-kabul, calisma alani olmak tGzere ayri bélimlere ayrilmaldir.

= Alanin havalandirmasi yeterli olmalidir; bu islem iklim kosullari uygun olan
yerlerde dogal havalandirma ile de saglanabilir.

= Balgam c¢ikarmaya yonelik negatif basingl havalandirma sistemli kabin tipi 6zel
bir alan/oda tasarlanmalidir. Mimkiln degilse 6rnekler acik havada alinmalidir.

= Pencerelere sinek, bdcek girmesini 6nleyecek sineklik takilmahdir.
Orta riskli laboratuvarin fiziki kosullari

“Genel 6zellikler”e ek olarak;

= Calisilan laboratuvar alani BGD-2'ye (bkz. ULGR) uygun olarak tasarlanmis ayri
bir alan olmalidir.

= Laboratuvar genel kullanim alanlarindan ayri olmahdir.
® Laboratuvara girisler kontrolli olmali, sadece sorumlu kisilerle sinirli olmali,

= Kapi kendiliginden kapanan ozellikte olmali,
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= Giriste biyolojik tehlike isareti ve biyoglvenlik dizeyini gosteren guvenlik
logolar bulunmalidir (Ek-1. Biyolojik tehlike isareti).
Temiz alandan kirli alana dogru tek yonli hava akimi olan ve saatte 6-12 kez

temiz hava degisimi saglayan mekanik havalandirma sistemli bir gcalisma alani
olusturulmalidir.

Pencereler tercihan acilmayan tipte olmali, eder acilir tipte ise sineklik
takilmahdiri.

Laboratuvar icerisinde ya da ¢abuk ulasilabilecek bir mesafede personel igin dus
ve g6z dusu olmahdir.

Sterilizasyon Unitesi olmalidir.

Yuksek riskli laboratuvarin fiziki kosullari

“Genel 6zellikler”e ek olarak;

Genel kullanim alanlarindan uzak, koridor sonunda konuslanmis, ayri bir
laboratuvar olmalidir.

Laboratuvarin kendiliginden kapanan sifreli / kilitli kapiya sahip bir giris odasi
olmahdir.

Laboratuvara cift asamali giris olmahdir.

Kapilarin yénu laboratuvar disina acilir olmalidir.
Laboratuvar alani disaridan izlenebilmelidir.

Laboratuvar alani izlenebilir negatif basingh olmalidir.

— Temiz alandan kirli alana dogru tek yonli hava akimi olan

— Saatte 6-12 kez temiz hava degdisimi saglayan mekanik havalandirma sistemli
bir calisma alani olusturulmalidir.

Laboratuvarin havalandirma sistemi, taze hava ile beslenen ve genel
havalandirma sisteminden bagimsiz hava akisina sahip olarak tasarlanmali veya
laboratuvarin havasinin genel havalandirma sistemine dénltsi engellenmelidir.

Uyari!

Sert iklim kosullarina sahip bélgelerde, havalandirma sistemine sahip tesislerde enerjiyi korumak
amaciyla temizlenmis/dezenfekte edilmis hava tekrar kullanilabilir. Bu durumda sistem
performansi sertifiye edilmeli ve diizenli valide edilmelidir.

Havalandirma sisteminin bakim ve kontrolleri diizenli olarak yapilmahdir.
Butln pencereler kapal (acilmaz) olmalidir.
Genel kanalizasyona karisan lavabolar kullanilmamalidir.

Atik depolama sistemine sahip lavabo mevcutsa cesmeleri dirsek veya ayak
kontrolli ya da optik-sensdrli olmalidir.

Asma tavan kullanimi tercih edilmemeli, varligi durumunda sizdirmazhgi
saglanmalidir.
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= Atiklarinin dekontaminasyonu igin gerekli tnite veya cihazlarin laboratuvarin
icinde olmasi tercih edilmelidir. Sterilizasyon Unitesi ayri bir alanda ise atiklarin
transportunun guvenli bir sekilde yapilmasi saglanmalidir.

Uzman Goriisii

Kontamine havanin atmosfere atilmadan 6nce “High Efficiency Particulate Air” (HEPA) filtrasyonu
yapilarak tahliyesi énerilir.

1.2. Biyogivenlik Kabini ve Diger Glvenlik Donanimlari

TB laboratuvarlarinda kullanilmakta olan donanimlari, dodrudan biyolojik risk
olusturanlar ve riski 6nlemeye ydnelik olanlar olarak incelemek mimkutndur.

Biyolojik risk olusturabilecek donanimlar kullanilirken aerosol olusumu agisindan
dikkatli olunmahdir (bkz. Ek-3. Iyi Laboratuvar Uygulamalari Yénergesi).

= Biyoguvenlik ile iliskili donanim

- BGK

- UV lamba
— Insineratér
— Otoklav

= Biyolojik risk olusturan donanim

— Aerosol korumali santrifiij (tercihen sogutmal)
— Vorteks, manyetik karistiricilar ve sonikatérler
— Preparat kurutucu

— Mikropipetler, dispenser

— Etav

— Koagilatér

— Buzdolabi

— Derin dondurucu

— Mikroskop

— pH metre

Risk diizeylerine gore TB laboratuvarlarinda bulunmasi gereken
biyogiivenlik donanimlari
= Ddisuk riskli laboratuvar;
- BGK tercihen kullanilabilir ancak zorunlu degildir.
= Orta riskli laboratuvarlar;

— Sinif ITA Biyoguvenlik Kabini (BGK) bulundurulmali, aerosol olusumuna neden
olan tim islemler BGK'de yapilmaldir.

— Unite igerisinde otoklav olmalidir.
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* Yiksek riskli laboratuvarlar;

-~ Dis ortama baglantili sinif ITIA
BGK bulundurulmalidir. BGK;

(a) ya laboratuvar egzoz
sistemine davlumbaz tipi
baglanti ile baglanabilir. Oda hava
Bu baglantinin avantaj » B » B ks yeR
oda igerisinde negatif Ezmy\/l i

basing ve hava akimi

Davlumbaz tipi

( baglanti (thimble)

dengelenmesinin kolay e
olmasidir (Sekil 1). kg
(b) ya da dogrudan dis Sekil 1. Davlumbaz tipi baglanti

ortam baglantisi (*hard
duck’) ile kontamine havanin dogrudan dis ortama verilmesi saglanabilir.

— Laboratuvar alaninda otoklav olmalidir.
Biyogiivenlik kabini

Biyoguvenlik kabini (BGK), TB laboratuvarlarinda galisanin, materyal ve gevrenin
glivenligi agisindan en kritik donanimlardan birisidir. TB laboratuvarinda Sinif I veya
Sinif IIA BGK kullanilabilir.

= Sinif I BGK’ler calisani ve cevreyi korur. En dnemli dezavantaji, sivi kiltlire
inokllasyon yapan laboratuvarlarda kontaminasyon oranini arttirabilme
ihtimalidir.

=  Sinif II BGK'ler calisani ve gevreye ilave olarak calisilan materyali de
korudugundan tercih edilmelidir.

Kabinler, hava menfezlerinden, kapi, pencere, mekanik ventilasyon ve personel
trafiginin oldugu yerlerden mimkin oldugunca uzak olmalidir. Biyoglvenlik kabini
kullanim kurallari Ek-4 (BGK Kullanim Yonergesi)'de verilmistir.

Ultraviyole (UV) Lambalar

Tum TB laboratuvarlarinda UV lambalarn kullanilabilir. Ancak UV’nin laboratuvar
alanina uygun secgilmesi, uygun konumlandirilmasi ve kullanim takibinin yapilmasi
gerekmektedir. Kullanilan UV lambalarinda dikkat edilecek noktalar;

= Direkt ve Ust hava isimali olarak kullanilabilir.

= Ust hava isimal UV lambalar hava dezenfeksiyonu, direkt isimal olanlar ise hem
hava hem de ylizey dezenfeksiyonu yapar.

= En etkili UV’'ler dalga boyu 254 nanometre olan UV-C tipleridir.

= Kullanim émurleri teknik 6zelliklerinde belirtiimemis ise yaklasik 8000-9000 saat
arasinda degisir.

= UV lambalari diger dezenfeksiyon islemleri ile birlikte kullaniimaldir.

= Lambalar reflektdr icinde tavana veya yerden 210 cm yukarida duvara monte
edilmis olmalidir.

= Bir odaya yerlestirilecek UV lamba adedi odanin boyutlarina gore degisir, 1,87
W/m? olarak gerekli adet hesap edilmelidir.
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= Lambalar kisa zamanda toz tuttudgu icin en az ayda bir alkolll bez ile silinmelidir.
Santrifiij

TB laboratuvarlarinda santrifiij islemi aerosolizasyona neden olma ihtimali en
yuksek olan islemler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle cgalismalar sirasinda
asagdida belirtilen hususlara dikkat edilmelidir.

= Islemler sirasinda kullanilan santrifiij, aerosol korumasi icin godelerin ayri ayri
kapaklari olmalidir.

= Godeler, santrifiij ve rotordan ayrilabilmelidir.
= Godeler, BGK icerisinde acilmahdir.

1.3. Kisisel Koruyucu Donanim (KKD)

Calismalar sirasinda kullanilmasi gereken kisisel koruyucu donanimlar (KKD),
yapilan islemin risk dlizeyine gére belirlenir.

= Dustk ve orta risk duzeyinde;

- Eldiven Uyari!
— Onlok Diisiik ve orta risk diizeyi
= Yuksek risk dlizeyinde; laboratuvarlarda giivenligi arttirmak icin
. ornek isleme sirasinda da solunum
- Eldiven maskesi kullanilmasi énerilmektedir.

— Tek kullanimhk veya
otoklavlanabilir 6nl tek parca
onluk / tulum

— Solunum maskesi (N95 / FFP2 / FFP3 maske) kullaniimalidir.

Tulum ve onliikler

= Dustk ve orta risk duzeyinde;

— Onlik, el bileklerini értecek sekilde uzun kollu ve
dizleri 6rtecek boyda olmalidir.

= Yuksek risk dlizeyinde buna ilave olarak;
— Dayanikh, hafif ve yumusak kumastan dretilmis

— Su bazli sivilarin ve aerosollerin gegisine izin
vermeyen

— Anti-statik 6zellikte

— Arkadan digmelenen/baglanan tek kullanimlhk
(Sekil 2) veya otoklavlanabilir 6zellikte olmalidir.

Sekil 2. Tek kullanimhk
onlik
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Kutu 1. Onliik kullanirken dikkat edilmesi gereken hususlar

= Onliiklerin diigme / baglari her zaman kapali tutulmalidir.

= Calisma sirasinda mikroorganizma bulasi olmasi durumunda 6nlik hemen cikarilmali, temiz
onluk giyilmelidir.

= Kirlenen 6nlik dis ytziine dokunmadan dis yzl ice gelecek sekilde cikariimali ve eller
yikanmalidir.

= Onlikler, laboratuvar veya kurum icerisinde yikanmali, asla eve gétiiriilmemelidir.

= Elbiselerin cikarilip énliklerin giyilmesi ve cikarilmasi islemleri calisma alani disinda,
laboratuvar giris alaninda yapilmalidir.

= Laboratuvarda kullanilan tulum ve énllkler ile laboratuvar disina cikilmamalidir.

Solunum maskesi (Sekil 3)

N-95 (United States Standart NIOSH N95) / FFP2 veya FFP3 (European Standart
EN149:2001) tipi ylksek koruyuculu HEPA filtreli maskeler 6nerilmektedir.

= Maskelerin ventilsiz (valfsiz) olmasi tercih
edilmelidir.

= Kullanilacak maskeler kisiye 6zel olmali ve ylze
uyum testi (fit testi) yapilmalidir.

= Sakal maskenin yiuze uygun sekilde yerlesmesine
engel olabildiginden sakal tirasi 6nemlidir.

= Her kullanim sonrasi temiz, kuru, hijyenik ve
uygun bir ortamda, muhafaza edilmeli ve
laboratuvar disi ortamda kullanilmamahdir. Sekil 3. Solunum maskesi

= Maskeler islandiginda degistirilmelidir.

= Maskeler, lzerinde gbzle goérullr herhangi bir hasar (ezilme veya yirtilma)
olmadigi veya islanmadigi slirece ya da nefes alip verme zorlasana kadar ayni
kisi tarafindan kullanilabilir.

Uzman Goriisii

=  Solunum maskeleri, hasar ve islanma olmadigi siirece is yogunluguna goére ortalama 1-2 hafta
kullanilabilir.

Eldiven
= TUm laboratuvar islemleri sirasinda mutlaka
eldiven kullaniimalidir.

= Kullanim igin steril olmayan lateks veya nitril
eldiven yeterlidir (Sekil 4).

= Eldivenin kullanim 6ncesi yirtik olup olmadigi Sekil 4. Nitril Eldiven
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kontrol edilmelidir.

= Eldivenlerle laboratuvar disina cikilmamali, temiz ytzeylere dokunulmamahdir.

= Islem tamamlandiktan sonra eldivenler tibbi atik torbasina atilmali ve eller
yikanmali veya alkol bazl antiseptikler kullaniimalidir.

KKD'nin giyilmesi ve cikarilmasi uygulamasi Ek-5 (KKD Kullanim Ydénergesi)'de
eldivenin giyilmesi ve gikarilmasi uygulamalari Ek-6'de (Eldiven Kullanim Y6nergesi)

verilmigtir.

Tablo 1. Tiberkiloz laboratuvarlarinda yapilan isleme gére alinmasi gereken dénlemler

Hazirhk

Ornek
isleme
(HDK)

Yayma
hazirlama

Mikroskopi

Kiiltiir

Tiir tayini

Fenotipik
ipT

Molekiiler
test

Boya gozeltisi
hazirlama

Besiyeri
hazirlama

Ornek pipetleme
Vorteksleme

Santrifijleme

Direkt 6rnekten
Islenmis érnekten

Boyama

Yayma inceleme
Islenmis érnegin
kiltir besiyerine
ekimi

Kaltar
degerlendirme

Uremis kdiltiirden
yapilan her islem

Uremis kdiltiirden
yapilan her islem

Direkt érnekten
ekstraksiyon

Islenmis érnekten
ekstraksiyon

Uremis kiltiirden
ekstraksiyon

DNA’dan yapilan
islemler

interferon gama salinim

testi

Laboratuvar tasarimi

Havalandirma

Dogal
havalandirma

Saatte 6-12
hava degisimi

Dogal
havalandirma

Saatte 6-12
hava degisimi

Dogal
havalandirma

Saatte 6-12
hava degisimi

Negatif basingli
mekanik
havalandirma

Negatif basingl
mekanik
havalandirma

Dogal
havalandirma

Saatte 6-12
hava degisimi

Negatif basingl
mekanik
havalandirma

Dogal
havalandirma

Dogal
havalandirma

Laboratuvar
giris
sinirlamasi

BGD-2 isaretli
giris sinirlamasi

BGD-2 isaretli
giris sinirlamasi

BGD-2 isaretli
giris sinirlamasi

BGD-2 isaretli
giris sinirlamasi

BGD-2 isaretli
giris sinirlamasi

BGD-3 isaretli
kilitli gift kapili
giris
BGD-3 isaretli
kilitli gift kapili
giris
BGD-2 isaretli
giris sinirlamasi

BGD-2 isaretli
giris sinirlamasi

BGD-3 isaretli
kilitli gift kapili
girig
BGD-2 isaretli
giris sinirlamasi

BGD-2 isaretli
giris sinirlamasi

Laboratuvar
donanimi
BGK Otoklav
- v
v
v Opsiyonel
Godenin
agiimasi
Opsiyonel
Opsiyonel
v
v
Kaltir
pozitifler
v v
v v
v Opsiyonel
v v

Kisisel koruyucu

donanim
Eldiven Onliik Maske

v v -
v v -
v v Opsiyonel
Y v Opsiyonel
v v -

Opsiyonel
v v

v

v v v
v v v
v v Opsiyonel
v v Opsiyonel
v v v
v v -
v v -
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2 Laboratuvar kazalar ve koruyucu 6nlemler

Her laboratuvar personeli hem kendisinin hem de yakin calisma arkadagslarinin

glvenliginden sorumludur. Bu maksatla;
= TUm laboratuvar calisanlari;

— Gerekli 6nlemleri almal ve uygulamal
= Ydnetim (ayrica bkz. Kutu 2);

— Mevzuat kapsaminda otoritesini ortaya koyabilmeli

— Sirekliligi saglamak amaciyla gerekli her tir destegi saglamalidir.

Kutu 2. Yonetim tarafindan takip edilmesi gerekli standart onlemler

= Risk dliizeyine uygun laboratuvar fiziki tasarim ve alt yapisini olusturmak ve devamliligini

saglamak

= Yeterli biyogtivenlik donanimlarin temini ve bakimini saglamak

= Personelin calisan gtivenligi agisindan kaydinin ve takibinin yapilmasini saglamak

= Personelin yeterli biyoglvenlik egitimi almasini saglamak, uygulamalari denetlemek

= Laboratuvar prosedirlerinin olusturulmasi ve uygulanmasinin saglanmasi

Batln laboratuvarlarda herhangi bir kaza aninda hemen kullanilabilecek “Biyolojik

Dokilme Saciima Kiti” hazirda
bulundurulmahdir (bkz. Kutu 3).

Enfekte materyalin dokiilmesi-saciimasi
durumunda;

= Gerekli 6nlemler alinarak enfekte materyal
temizlenir (bkz. Ek-7).

= En kisa slirede laboratuvar biyoguvenlik
sorumlusu bilgilendirilir.

= Olay bildirim formu doldurulur ve
laboratuvar sorumlusu olaydan haberdar
edilir.

Kesici-delici yaralanma olmasi durumunda;
= Maruz kalan kisinin koruyucu donanimi

cikarilir, maruz kalan bdlge bol su ile yikanir.
= Tibbi yardim igin Kisi yénlendirilir.

= Olay bildirim formu doldurulur ve
laboratuvar sorumlusu olaydan haberdar
edilir.

Kutu 3. Biyolojik Dokiilme

Sacilma Kiti

TUm malzemelerin
yerlestirilecedi plastik kilitli,
kapakli kutu

N95 veya FFP3 maske (2-4 adet)
Eldiven (2-4 gift)

Laboratuvar giysisi (tulum, dnlik
vb) tek kullanimlik (2-4 adet)

Koruyucu gozlik

Klor tabletleri veya 50 mL saf
gamasir suyu

Klor tableti veya saf gamasir
suyu sulandirimi igin yeterli
miktarda distile su

Emici kagit havlular / 50 x 50 cm
boyutlarinda 4 kat gazli bez (2-4
adet)

Kesici delici atik / tasiyici kabi
Faras ve firca (1 adet)
Otoklav poseti (2 adet)

“Kaza uyari formu”

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan
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3 Sterilizasyon ve dezenfeksiyon

Dekontaminasyonun amaci, kontamine ylzeylerin veya materyalin bir sonraki islem
icin hazir hale getirilmesi, bulasin engellenmesi; calisan, materyal ve cevrenin
biyolojik ajandan korunmasi ve enfekte atiklarin glvenli bir sekilde bertaraf
edilmesidir.

3.1. Dezenfektanlarin TB laboratuvarinda kullanimi

Mikobakteriler kimyasal dezenfeksiyona diger vejetatif bakterilerden daha direnclidir.
Antibiyotiklere karsi kazanilmis coklu ilag direnci, dezenfektanlara olan direnci
etkilememektedir.

MTBC'ye etkili dezenfektanlar

= 9%5’lik fenol ve %5’lik formaldehit 10 dakikada
= 9%2'lik glutaraldehit >20 dakikada
=  9%Y5’'lik sodyum hipoklorit 1 dakikada

= 9%70'lik etanol ylizey dezenfektani olarak <10 dakikada
etkili olmaktadir.

= Yuksek konsantrasyonlardaki etil alkol ve izopropil alkol genellikle mikemmel
mikobakterisidal ajanlar olarak kabul edilir.

= Formaldehit buhari ise biyoglvenlik kabinlerinin ve tesislerin dezenfeksiyonunda
tercih edilebilir.

= MTBC'ye etkili dezenfektanlar igin ayrica bkz. Tablo 2.

Camasir suyu (sodyum hipoklorit)

= 500-1000 mg/L klor konsantrasyonlari orta seviyeli germisit aktivite gerektiren
kullanim igin uygun konsantrasyondur.

= Daha yuksek konsantrasyonlar;
— tahris edici ve koroziv etkili olabilir,
— ortamda organik madde miktarinin asiri oldugu, ya da organizma

yogunlugunun oldukca yliksek oldugu durumlarda kullaniimalidir.

Alkol (%70’lik etanol)

=  Hizl tiberklosittir.

= Hizla buharlasir ve bu nedenle temas kisa sireli oldugundan organik maddelere
nifuz edemezler.

= Dezenfekte edilecek maddeler 6n temizlemeye tabi tutulmali, daha sonra uygun
bir stire boyunca tamamen alkole temas ettirilmelidir.

TB laboratuvarlarinda calisma alanlari ve yuzeyler gin bitimi ve calisma bitiminde
dezenfekte edilmelidir. Ylzeylerin dezenfeksiyonu islemleri Ek-8'de (bkz.
Laboratuvar Yizey Dezenfeksiyonu Ydnergesi) verilmistir.
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Ayrica klinik dérnek ile galisirken kullanilacak atik kabina son konsantrasyonu 1/10
olacak sekilde yeni hazirlanmis camasir suyu konmali, klinik drnek atiklari bu kaplar
icerisinde dekontamine edilmelidir.

Tablo 2. Etki diizeyine gore mikobakterilere etkili dezenfektanlar

Yiiksek etkili Orta etkili Diisuk

Glutaraldehit Etil veya izopropil alkol Kuaterner amonyum bilesikleri
Orto-fitelaldehit Fenoller

Formaldehit Iyodoforlar

Hidrojen peroksit
Sodyum hipoklorit
Perasetik asit

3.2. TB laboratuvarinda atik yonetimi

Mikobakteri laboratuvarlarinin tibbi atiklar igin
ayrintili bir plani olmahdir. “Atik Yo6netimi Plan1”, | Uyari!

enfeksiydz potansiyeli olan materyali tanimlayip bu Tiim liremis kiiltiirler
materyalin  dodgru biriktirilmesi ve tasinmasi, otoklavlandiktan sonra
depolanmasi ve bertarafini igermelidir. Tibbi atik bertaraf edilmelidir!
olarak atilmadan 6nce dekontamine edilmesi gerekli
materyal;

= Kugkulu hasta érneklerini iceren kaplar — otoklavlanarak veya kimyasal
dekontaminasyon sonrasi bertaraf edilmelidir.

= Bulas riski yuksek kulturler,
= Kultdr ile kontamine olmus tek kullanimlik malzemeler,

= Kdultdr galismasinda kullanilan KKD'ler — otoklavlandiktan sonra bertaraf
edilmelidir.

Birim icinde ayri bir sterilizasyon unitesi varsa, atiklar kontamine malzeme ve
atiklarin dekontaminasyonu igin, otoklava dayanikh, sizdirmaz plastik posetlerde ve
biyoglvenlik kurallarina uygun olarak bu Uniteye nakledilmelidir.

= Otoklavlama; enfekte atiklarin dekontaminasyonu amaciyla ntfuz etme guici
bakimindan kuru isidan daha etkili oldugu igin en glivenli metottur.

= Atiklar, polipropilenden yapilmig, otoklava dayanikli plastik posetlere,
kapasitesinin 2/3'sine kadar doldurularak agzi kapatilmali ve otoklavlama
islemine kadar bu posetler, laboratuvarda uygun bir alanda bulunan, kimyasal
veya fiziksel dekontaminasyona uygun materyalden yapilmis atik
konteynirlarinda tutulmali ve Gzerlerine “tehlikeli biyolojik atik” etiketi
yapistirilmahdir.

= Ideal olarak, kontamine materyalin sterilizasyonu igin bir otoklav laboratuvar
icinde veya yakininda olmaldir.

= Kdulturlerin ve kultur ile temas etmis materyalin dekontaminasyonu laboratuvarin
disinda gergeklesecekse, sizdirmaz veya dayanikli posetlerde toplanmis olan
enfekte atiklar laboratuvardan cikartilmadan énce dis kismi dezenfekte edilmeli,
sizdirmaz plastik kaplarla dekontaminasyon alanina tasinmalidir.

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan Sayfa 13 / 32
Tuberktiloz / Biyogtlivenlik / Belge no: UTTR-1 / Stirim: 1.1 / 01.01.2014



Biyogulvenlik

= Enfekte materyal iceren bu atiklarin bulundugu kaplarin Gzeri uluslararasi
biyolojik tehlike isareti yani sira dekontaminasyon dncesi acilmalarini é6nlemek
amaciyla disaridan kolayca goértlebilecek uyarilarla etiketlenmelidir.

= Uygulamalar igin yazili prosedurler hazirlanmali ve uygulanmalidir (bkz. Ek-9.
Enfeksiydz Atiklarin Imhasi Yonergesi).

Uyari!

Mikobakteri laboratuvarlarinda énceden bir isleme maruz kalmamis, biyolojik
atiklar iceren enfekte atik torbalarindan sizinti olmasi halinde, Biyolojik Dokllme
Sacilma Yoénergesi (bkz. Ek-7) uygulanmalidir.

4 Calisan glvenligi ve is sagligi

TB laboratuvarlari, calisma kosullari ve faaliyetleri kapsaminda c¢alisanlari icin her
zaman ciddi risk alanlanidir. Bu alanlarda calisirken laboratuvarda goérevli tim
personel, her zaman kendisi ve ¢evresi icin nasil bir riskle karsi karsiya olduklarini
bilme ve o6nlemini alma sorumlulugunu tasimalidir. Bu amaca yoénelik olarak
calisan saghgi ve glvenligi kapsaminda 30 Haziran 2012 tarihinde yayimlanarak
yurarlige giren 6331 sayili kanun ve ilgili yonetmelikler ile 663 sayili Kanun
Hukmuinde Kararname (KHK), calisan ve yoéneticilere (isverene) calisma alanlari
ile ilgili sorumluluklar yuklemektedir.

Tlaberkiloz laboratuvarlari ve iliskili alanlarda calisan/calisacak personel icin saglik
taramalari; mevzuat hidkdmlerine, Ulusal ve Uluslararasi standartlara uygun
olarak yapilmalidir.

Bagisiklik sistemi ©6nemli derecede baskilanmis olan (kanser hastasi, HIV
enfeksiyonlu hastalar, immunsupresif ilag kullananlar, vb.) Kkisiler tiberklloz
laboratuvarinda calistiimamahdir.

Personel tlberkiloz hakkinda bilgilendiriimeli ve yeterli biyogivenlik egitimi
almasi saglanmal, bu konuda bir “biyoglvenlik el kitabi” kullandirilarak
calisanlarin okumasi saglanmali, mevcut uygulamalar denetlenmelidir.

Laboratuvar calisanlari; ise giriste ve vyillik
olarak taranir (Kutu 4). Ise giriste uygulanmasi
Onerilen tarama algoritmasi  Sekil 5'te * Baslangig testleri
verilmistir. — TDT veya tek bir IGST
ise ilk giriste yapilan taramalar, periyodik Akciger filmi
taramalar ve klinik dederlendirmeleri iceren * Klinik degerlendirme
personele ait uygulama programi; “Tuberklloz
Laboratuvari Personel Takip Formu (Ek-10)"na
kayit edilmeli, bu islemler sirasinda calisanlarin
test sonuglarinin gizliligi saglanmali ve kisisel
mahremiyete dnem verilmelidir.

Kutu 4. Tarama programi

Semptomatik dederlendirme
Radyolojik degerlendirme
Gerektiginde ARB, kultur

Baslangig testleri ve periyodik tarama;

» Baslangig test sonuglari tercihen laboratuvar galisanlarinin ise baglamasini
takip eden 10 gln icinde tamamlanmal
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= Kaydini bu iste gorevlendirilmis bir saglik personeli yapmali

= Tarama zamani gelen laboratuvar calisanini gorevli personel gagirir ve
taramasinin yapilmasini saglar.

| ise giris taramasi |

istege bagh !
v ! R 25
Akciger filmi gekilir TDT yapilir i IGST yapilir !
Normal TB sipheli 72 saat icinde okunur i Pozitif Negatif
goranim R L ' o o '
/_/R ; X
Pozitif Negatif ! !
| |
v v A S
12 ayda bir Aktif TB hastaligi TDT 1 hafta-1 ay I i Laboratuvar kazasi
tekrar edilir | | klinisyen tarafindan icinde tekrar edilir i i gibi siipheli bir
agisindan D i+ durum olduktan 8
degerlendirilir  [€ " T T 70T /—_—/J\R -------- i hafta sonra test
— ) ; tekrar edilir i
Pozitif Negatif LIt E PR i
|
* b y’"""“"""‘_
v v \ 4 Kisi MTBC ile i Supheli bir durum |
Diger Aktif TB Latent TB enfekte degil i yoklugunda yilda bir ;
hastalik hastaligi enfeksiyonu ! TDT veya IGST ile !
¢ takip edilir
TDT yilda bir Eomrmimimi ;
tekrar edilir
y A 4 \ 4
Hastalik TB Koruma tedavisi
tedavisi tedavisi “Tuberkiloz Tani ve Tedavi Rehberi”ne
baglanir baslanir gore dispanser hekim karari ile baslanir

Sekil 5. Tuberkiloz laboratuvar personelinin ise giris tarama algoritmasi

Kutu 5. Laboratuvar iligkili ofis galisanlar
= Baslangig testleri yapilr.

= Periyodik taramalarda yillik semptom izlemesi yapilmalidir. TB semptomlari gelismedigi
ve/veya bir klinisyen énermedigi stirece tekrar akciger filmi cekilmesine gerek yoktur.

Bir laboratuvar calisaninin TB hastasi oldugu belirlenirse;

= Potansiyel kaynadi belirlemek, bulastirma olasilidi olan kisileri ve bunlardan
enfekte olan ya da hastalanan olup olmadigini belirlemek igin temasl taramasi
yapilir. Gerekiyorsa ofis calisanlari da taramaya dahil edilir.

* Laboratuvarin uygunlugu, fiziki sartlardaki degisiklik, calisma yontemlerinden
sapma, biyoglvenlik dnlemlerine uyum, rapor edilmeyen olay, vb.
degerlendirilir.

= Kaynak olgu/olay tespit edildiginde, elde varsa MTBC izolatinin ilag duyarhlik
testi veya molekiler yontemlerle iligski arastirilabilir.
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Ekler

Ek-1 Biyolojik tehlike isareti

Dilislik ve orta riskli laboratuvar girisinde bulunmasi gereken asgari bilgileri
iceren “Biyolojik tehlike isareti” 6rnegi

DIKKAT

BIYOLOJIK RISK
IZINSIZ GIRMEYINIZ!
BGD-2

Calisilan Enfeksiy6z Ajan(lar): Mycobacterium tuberculosis kompleks

Laboratuvar Calisanlari:

Sorumlu Uzman:
Gunduz (Ofis Tel):
Gece (Ev Tel):

Gerekli Kisisel Koruyucu Donanim:
v Eldiven
v Onliik
v’ Laboratuvar Terligi
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Yiiksek riskli laboratuvar girisinde bulunmasi gereken asgari bilgileri iceren
“Biyolojik tehlike isareti” 6rnegi

DIKKAT

BIYOLOJIK RISK
IZINSIZ GIRMEYINIZ!
BGD-3

Calisilan Enfeksiy6z Ajan(lar): Mycobacterium tuberculosis kompleks

Laboratuvar Calisanlari:

Sorumlu Uzman:
GuUnduz (Ofis Tel):
Gece (Ev Tel):
Gerekli Kisisel Koruyucu Donanim:
v Eldiven
v Onlik
v Solunum maskesi

v’ Laboratuvar Terligi
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Ek-2 Laboratuvar Tasarim Ornekleri

Ek-2a. Duzey III tuberklloz laboratuvari tasarim

ornegi
Ornek hazirlama Numune kabul
tezgahi tezgahi

T T T T T 1 _—v

' Mikroskopi |

i laboratuvari | Kayit

L !

ve
rapor
lama
Boyama unitesi Mikroskopi

Ek-2b. BGD-3 laboratuvari tasarim 6rnegi
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Ek-2c. Dluzey III tuberklloz laboratuvar tasarim
ornegi

Temiz sterilizasyon Boyama-mikroskopi Ornek isleme Numune kabul
| — | — | — |
‘= Kirli Kayit
> =< . ™ - Y
= s 58 § z +4°C II masasi
g 58 B3
o = a = o Temiz
+4°C
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Kirli sterilizasyon Kultdr sonrasi Kualtur Havalandirma
islem dederlendirme Unitesi
isaret aciklamalari
Odalar Negatif basingh odalar
—  Kapi [ ] Sizdirmaz kapi
— Kapi agilma yonleri
[C—1 Passbox (gegis kutusu)  I— Sizdirmaz passbox
C— Pencere — Sizdirmaz pencere
D El yikama lavabosu X Mikroskop
Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan Sayfa 19 / 32

Tuberktiloz / Biyogtlivenlik / Belge no: UTTR-1 / Stirim: 1.1 / 01.01.2014



Biyogulvenlik

Ek-3 lyi Laboratuvar Uygulamalari Yénergesi

Biyogiivenlik yonetimi

= Ise baslamadan dnce mutlaka risk degerlendirmesi yapiniz

= Gahlsanlar igin “Laboratuvar Biyoglvenlik El Kitabi” hazirlayin
= Laboratuvar galisanlarini biyoglvenlikle ilgili olarak egitin

= Calismalara uygun koruyucu onlemler aliniz.

Genel kurallar

= Laboratuvar alanlarinda yiyecek, icecek bulundurmayin ve tiketmeyin
= Gocuklarin ve yetkili olmayan kisilerin laboratuvar alanina girisine izin vermeyin
= Her zaman temiz ve dizenli olun

— Calisma tezgahinda fazla ve gereksiz malzeme bulundurmayin
— Calisma alanlarinda ihtiyag olmayan donanim, sarf ve kimyasallari bulundurmayin

= TUm maruziyetleri en aza indirecek 6nlemleri alin

— Dolaplan asin yiklemeyin
— Dolap ve cekmeceleri kapali tutun
— Adir malzemeleri dolaplarin alt kisimlarinda depolayin
— Sivri ve keskin malzemeleri cekmecelerde ayr bir kutu igerisinde saklayin
— Kimyasallan uygun saklama depolarinda, tehlike siniflarina ve gecimliliklerine
gore saklayin
— Kaygan zemine, gevsek ddésemeye veya yerdeki objelere dikkat edin
— Uygun ve yeterli miktarda aydinlatma saglayin
= Santrifij godeleri, biyolojik glivenlik kabininde acilmalidir.

= Sogutucular, derin dondurucular ve kati karbon dioksit (kuru-buz) kutularinin buzunu
periyodik olarak ¢6ziin ve temizleyin

= Enfeksiydz materyallerle galisilan her laboratuvarda “Biyolojik Dékilme Sacilma Kiti”
bulundurun (bkz. Ek-5.).

= Kazalarinizi kayit altina aliniz ve bildiriniz.
= Calismalar sirasinda;

= Tum islemler sirasinda kisisel koruyucu donanim giyin (bkz. Ek-5 ve Ek-6)
= Calisma yilzeyinde emici kagit kullanin
= Dezenfektan maddeyi kullanima hazir olarak bulundurun

= Hasta materyali ile calisirken ortamda mutlaka icerisinde son konsantrasyonu
1/10 olacak sekilde gamasir suyu bulunan bir atik kabi bulundurun

= Sivilarin sicrama ve doékilmelerinden sakinin; tip ve siseleri kapak veya
tipalan ile kapali tutun, kapaklari agarken aerosol olusturmamaya dikkat edin

= Kesici-delici malzeme kullanmaktan sakinin; kullanimi gerekiyorsa galisirken
dikkatli olun; enjektor kapagini kesinlikle tekrar kapatmayin

= Islemler sirasinda agizla pipetleme yapmayin
= Kalem, etiket vb. laboratuvar malzemelerini agziniza sokmayin
= Islemler sirasinda tek kullanimlik éze ya da insineratér kullanin
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= Santrifijlerde uygun glvenlik kaplar kullanin (burgu kapaklh ve plastik
olmali, kullanim 6ncesi hasarli olup olmadiklar kontrol edilmeli)

= Aerosol olusturma olasilidi olan tiim islemleri BGK’de gerceklestirin (bkz. Ek-
4)

= Incelenen yaymalari saklama periyotlarinin sonunda biyolojik tehlike isaretli
kesici-delici atik kaplarina atin

= Her galisma sonunda alanin temizligini yapin (bkz. Ek-7)

= Galisma sirasinda enfekte materyalle direkt temaslarda ve galisma bittikten
sonra mutlaka ellerinizi su ve sabun ile yikayin.

Balgam orneginin alinmasi

= Balgam 6rnedinin alinmasi asla laboratuvarda

yapiimamalidir Biyogiivenlik Uyarisi!

_ = Balgam érnedini alinmasi enfekte
= En ideal olan; kurumda, hastalarin balgam

orneklerini toplamalari icin biyogilvenlik
agisindan 6zel olarak tasarlanmis, negatif
basingli 6zel havalandirma sistemi bulunan, yliksek etkinlikli partikil hava (HEPA)
filtreli, ultraviyole lambalarin bulundugu, hava dezenfektan cihazi iceren kabin veya
odalarin bulunmasidir.

aerosol olusturan bir islemdir!

= Bu mumkuin degdilse klinik ve laboratuvar disinda, balkon veya bahge gibi agik
havada, tenha bir yerde, diger insanlardan uzak bir mesafede ve mimkiinse bol
glnesli bir ortamda alinmalidir.

= Kilinik icindeki oda veya tuvalet gibi yerlerde hastadan balgam cikarmasini istemek
sakincalidir. Eder hasta kendi evinde balgam cikaracak ise bu islemi; bol giines alan
bir balkonda veya varsa bahcede yapmalidir.
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Ek-4 Biyoguvenlik Kabini Kullanim Yonergesi

Kabini calismaya hazirlama

| Temiz Alan | | Calisma Alani | | Kirli Alan | - I?I’\CG k'iblmn fal?lm agin, guyJeInll
ava akiminin olusmasini saglayin
N N X ? glay

A4 " l = Kabini calismaz durumda ve glvenli

hava akimi olusmadigi/olmadigi
durumlarda kullanmayin

= Kabin 6n cam agikhgini gtvenli
pozisyondan daha az veya daha gok
agmayin

= Calisma ylzeyine dezenfektan
emdirilmis calisma pedi yerlestirin

Ornek kaplari Atk kabi - Callsma baslamadan once
calismanin tim ayrintilarini gézden
gecirin ve gerekli malzemeleri

Sekil 6. BGK kabini calisma diizenegdi 6rnegi 6nceden hazirlayin ve gerekli batin

malzemeyi kabine yerlestirin

Vortek Mazgallar Calisma pedi Santrifuj

godesi

= Calisma dizenini olusturun,
malzemeler temiz ve Kkirli
malzemeler ayri olacak sekilde
yerlestirin (Sekil 6)

Kabinde calisma

= Calismalar sirasinda calisma ylzeyindeki hava deliklerini kapatmayin ve hava akimini
bozacak geredinden fazla malzemeyi kabin igerisine koymayin

= Kabinde calisma yapilirken etrafta dolasilmasini engelleyin, kapi ve pencereleri kapali
tutun

= Galisma sirasinda kabine el ve kollar sikga sokup gikarmayin, bu islemi en aza indirgeyin

= Kabin igcerisinde bunzen beki kullanmayin, insineratér veya tek kullanimlik 6ze kullanin
= Kirlileri dezenfektan igeren kaplara atin

= Galisma sirasinda aerosol olusumuna neden olacak davraniglardan kaginin

= Calisma bittikten sonra, kullanilan donanimi dezenfekte edin ve disari gikarin

= Atik posetlerini bantlayarak imha edilecegi alana géturin

= Kabini galisma bitiminden sonra en az 5 dakika daha galistirin

= Kabin igini dezenfekte edin (bkz. Ek-7. Laboratuvar Yiizey Dezenfeksiyonu Yonergesi)

= Sodyum hipoklorid ile dezenfeksiyon yapildiginda, asindirici oldugu igin galisma
ylzeyini %70'lik alkol veya su ile durulayin.
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Ek-5 Kisisel Koruyucu Donanim (KKD) Kullanim
Yonergesi

KKD’nin giyilmesi

= Enfekte materyal ile calisirken uygun kisisel koruyucu donanimi (KKD) giyin
= Laboratuvar girisinde KKD'yi giyin
= Koruyucu 6nlik / tulumu giyin
— Onligu digmeleyin veya diizgiince baglayin
— Onlagun énind, calismalar sirasinda daima kapali tutun
= Eldivenleri kontrol edin ve giyin (bkz. Ek-6. Eldiven Kullanim Ydnergesi)
= N95 / FFP3 maskenizi takin
— Maskeyi metal kismi Uste gelecek sekilde iki Ust seridinden tutup, burun Gzerinde
sikica kapatin
— Ust seritleri kafanin st arka kisminda ve kulaklarin (izerinden baglayin
— Alt seritleri ensede baglayin
— Metal seridi tutarak burun kenarlari Gzerinde sikistirin

— Adiz ve burunun tam olarak kapatilip, kapatilmadigini kontrol edin
— Laboratuvar terligi giyin

= YUksek hacimler ile galisma yapacaksaniz 6zel g6z koruyucu kullanin

KKD'nin gikarilmasi

= Calisma tamamlandiktan sonra dnce kirli eldivenleri ¢cikarin (bkz. Ek-6)
= Onliginizi dis yizeyine dokunmadan cikarin
- I¢ kismindan tutarak, i¢c kismi disa gelecek sekilde katlayin ve tibbi atik kutusuna

atin veya tekrar kullanilacaksa uygun bir yere etrafi kirletmeyecek ve kirlenmeyecek
sekilde asin

= Maskenizi dis ylizeyine dokunmadan cikarin
— Once alttaki maske baglarini ¢éziin
— Baglarindan tutularak tibbi atik kutusuna atin veya tekrar kullanilacaksa (ortalama 1
hafta ayni maske kullanilabilir) temiz ve kuru ortamda etrafi kirletmeyecek ve

kirlenmeyecek sekilde koyun
— Her kullanimdan sonra tekrar kullanilacaksa hasarli olup olmadigini kontrol edin

= KKD'yi cikardiktan sonra el temizligi yapin
= Asla laboratuvar disina KKD ile gikmayin
= Asla onllklerinizi yikamak lzere evinize gotirmeyin
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Ek-6 Eldiven Kullanim Y6nergesi

Eldiven kullanimi (Sekil 7)

= Kullanim 6ncesi eldivenlerin saglam olup olmadigini (yirtik, delik vb.) kontrol edin
= Onlikten sonra el biyikligiiniize uygun eldivenleri giyin
— Bilek kismindan tutarak birinci eldiveni giyin
— Ikinci ele eldiveni giyin
— Parmaklarinizi birbiri arasina gegirerek eldivenin iyice yerlesmesini saglayin
— Onligin kol mansetlerinin (izerine gekin
= Calisma sirasinda;
— Kirli eldivenler ile temiz alanlara dokunmayin
— Eldivenler kirlendiginde veya kontamine oldugunda degdistirin
= Calisma tamamlandiktan sonra 6nce kirli eldivenleri gikarin

— Sag el ile sol eldeki eldivenin dis kismindan tutarak eldivenleri bilek kismindan ige
dogru katlayin ve cikarin

— Sol el ile sag eldeki eldivenin dis kismindan tutarak eldivenleri bilek kismindan ice
dogru katlayin ve cikarin

— Ikinci eldiveni birincinin icine alin

- Islemler sirasinda giplak elinize eldivenin kirli dis ylizeyine dokunmayin
= Eldivenleri atik kabina atin
= Ellerinizi yikayin

Sekil 7. Eldiven giyme ve gikarma basamaklari
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Ek-7 Biyolojik DOokulme Sacilma Yonergesi

= Herkes tarafindan bilinen ve ulasilabilir bir noktada “Biyolojik Dékiilme Sacgiima
Kiti” bulundurun

= Biyolojik dékilme sacilma durumunda yapilacak islemler, aerosol olusma ve aerosol
icerisinde ekenin bulunma miktarina goére farklliklar géstermektedir. Burada esas
olarak dokilme sagilma durumunda yapilacaklar iki grupta degerlendirilmistir:

= Tuberkiloz stpheli 6rnek tapinin kirlmasi / dokllmesi (dlstk bakteri ytka)

= Tuberkilloz kaltdr tipinin kirnlmasi / dokilmesi (ylksek bakteri yiaki)

Tuberkiiloz siipheli ornek tipiniin kirilmasi / dokiilmesi

= Kaza alaninda kazayi yapan personel hari¢ herkes alani terk etmeli
=  “Biyolojik Doékilme Sacgilma Kiti”ni alin
= Solunum maskeniz takili dedilse, solunum maskesini takin
= Gazli bez / kagit havlu ile doklilen materyalin Uzerini ve gevresini kapatin
= 50 mL saf gamasir suyunu 450 mL distile su ile sulandirin
= 9%10’luk gamasir suyunu havlularin tzerine dékin
= Kaza alaninin UV lambasini agip terk edin
= Alanin kapisini kapatin ve kapinin disina “Kaza Uyari Formu (Ek-11)"nu asin
= Kirlenmis KKD'yi gikarin ve otoklav posetine atin
= Laboratuvar sorumlusuna kazay! haber verin
= 30 dk sonra yeni KKD'yi giyip laboratuvara girin
= UV'yi kapatin
= Dokillen materyalin mekanik temizligini yapin
= Bez ya da kadit havlular pens yardimiyla kaldirin
= Ardindan dokilmis materyali temizleyin

=  Kiritk cam pargalarini firga ve faras yardimi ile toplayin ve kesici-delici atik
kabina atin; asla kirik cam pargalarini el ile toplamayin

= Temizlik igin kullanilan bezleri, kadgit havlular ve faraslar otoklav posetine doldurun
ve otoklavlayin

= Kontamine olmus alani dezenfektan ile tekrar dekontamine edin
= Ti0m zemin ve tezgahlarn tekrar dezenfektanla silin

= Eder laboratuvar formlar ya da diger basili ya da yazili evraklar kontamine olmus
ise, icerdigi bilgileri baska forma aktardiktan sonra otoklavlayin

=  “Olay Bildirim Formu”nu doldurun
= Kazaya maruz kalan Kkisileri, tibbi yardim almak Uzere ilgili servise yénlendirin
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Kiiltir besiyerinin kirilmasi / dokiilmesi

Kaza alanindaki tim personel alani hemen terk etmeli
Kaza alaninin UV lambasini agip terk edin

Alanin kapisini kapatin ve disina alana girisin yasaklandigini belirten “Kaza Uyari
Formu (Ek-11)"nu asin

Kirlenmis KKD'yi cikarin ve otoklav posetine atin

Laboratuvar sorumlusuna kazayi haber verin

1 saat sonra yeni KKD'yi giyip laboratuvara girin

“Biyolojik Dékllme Saciima Kiti” alin

Gazh bez / kadit havlu ile dékiilen materyalin Gzerini ve gevresi kapatin
50 mL saf gamasir suyunu 450 mL distile suya dikkatle katin

%10’luk camasir suyunu havlularin Gzerine dékin

Dokilen materyalin mekanik temizligini yapin

— Bez ya da kadit havluyu pens yardimiyla kaldirin

— Ardindan doékilmuis materyali temizleyin

— Kink cam parcalarini firga ve faras yardimi ile toplayin ve kesici-delici atik kabina
atin; asla kirikk cam pargalarini el ile toplamayin

Temizlik icin kullanilan bezleri, kagit havlulan ve faraslar otoklav posetine doldurun
ve otoklavlayin

Kontamine olmus alani dezenfektan ile tekrar dekontamine edin
Tum zemin ve tezgahlan tekrar dezenfektanla silin

Eder laboratuvar formlari ya da diger basili ya da yazili evraklar kontamine olmus
ise, icerdigi bilgileri baska forma aktardiktan sonra otoklavlayin

“Olay Bildirim Formu”nu doldurun
Kazaya maruz kalan kisileri, tibbi yardim almak Utzere ilgili servise yonlendirin

Santrifiij sirasinda enfekte materyal igeren tiiplerin kirilmasi

Santriftj islemi sirasinda tip kirildiginda veya kirildigindan siiphelenildiginde;

Santrifija kapatin, 30 dk slreyle santriftji kapal tutun

Uyari yazisi asin

Laboratuvar sorumlusuna haber verin

KKD (eldiven, 6nlik ve maske) giyin ve santrifijd temizleyin;
= Cam kalintilarini pens ile toplayin

= Santriftj tiplerinin yerlestirildigi kisimlardaki enfekte materyali, pens ile
tutulmus pamuklarla toplayin

Tum kirik tipler, cam pargalan ve kaplan %10’luk gamasir suyu icine koyun
Kirllmamis olan kapali tapleri ayri bir kapta dezenfektan icerisinde dezenfekte edin

Santrif(ij kabi ve santriflje ait diger pargalari, koroziv etkisi olmayan dezenfektan ile
muamele edin, su ile durulayin ve kurulayin

Islem sirasinda kullanilan tiim malzemeleri otoklavlayin
“Olay Bildirim Formu”nu doldurun
Kazaya maruz kalan kisileri, tibbi yardim almak Uzere ilgili servise yénlendirin
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Ek-8 Laboratuvar Yuzey Dezenfeksiyonu
Yonergesi

TB Laboratuvarinda giinliik dekontaminasyon faaliyetleri

= Laboratuvar ve calisma yulzeylerini gtin bitiminde ve potansiyel tehlikeli bir
biyolojik ajanla calisma sonrasinda %10’luk gamasir suyu ile dekontamine edin,
sonra distile su veya %70’lik alkol ile durulayin

= Gulvenlik kabinleri dahil tim calisma ylzeylerini calisma tamamlandiktan sonra
dekontamine edin

Ek-9 Enfeksiydz Atiklarin Imhasi Yénergesi

Enfeksiyoz atiklarin ayristirilmasi

= Laboratuvarda Uretilen enfeksiydz atiklar su sekilde siniflandirilarak ayristirilir:
— kesici-delici atik,
— tek-kullanimlik (disposable) malzeme atidi,
— geri dénlsimli (cam vb.) kirli ve
— sivi enfeksiy6z atik

= Kesici-delici atiklar, sizdirmaz, delinme, yirtilma ve kirilmaya dayanikh, acilmasi ve
karistinlmasi mimkun olmayan bir kesici-delici atik kabinda toplanir

= Tek-kullanimlik enfeksiydz atik igin atik kovasina uygun blyuklikte otoklav poseti
yerlestirilir ve atiklar bu kovada biriktirilir; kova en fazla 34'Une kadar doldurulur.

= Geri dontsumli kirli cam dogrudan atik kovasi iginde biriktirilir; asiri doldurulmaz

= Sivi enfeksiy6z atiklar otoklav poseti konmus masa Ustl biriktirme kabinda toplanir

Atiklarin imhasi

= Kesici-delici atiklar:

— Kesici-delici atik kabi en fazla 34 oraninda doldugunda agzi kapatilir.
— Otoklav torbasina yerlestirilerek otoklavlanir.

=  Tek kullanimhk enfeksiydz atiklar:

— Icine uygun blyikliikte otoklav poseti yerlestirilmis atik kovasinda biriktirilir.
— Kova asirn doldurulmadan otoklavlanir.

= Geri donusimld kirli malzeme:
— Dogrudan (posetsiz) atik kovasi iginde biriktirilir.
— Kova asin doldurulmadan otoklavlanir.

= Tek-kullanimhk enfeksiydz atik veya geri dondsumld kirli malzeme kovalari:

— 34 oraninda doldugunda dikkatlice 250-500 mL su eklenir.
— Su koyarken sigratmamaya dikkat edilir.
— Posetin agzi toplanir cok siki olmayacak sekilde baglanir ve otoklavlanir.
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Sivi enfeksiydz atiklar:

— Sivi enfeksiy6z atiklar asla lavaboya bosaltiimaz,

— Sivi kilturler igin asla pamuk tikagh tip kullanilmaz; sivi kilttrler yalnizca
sizdirmaz, burgu kapakl tiplerde veya siselerde biriktirilir,

— Hicre klltlrd ya da serolojik calismalarda oldugu gibi enfeksiy6z siviyr bosaltmak
gerektiginde; sivi, icine otoklav poseti konmus bir masa Gstl atik toplama
kabinda biriktirilir; dolmasi beklenmeden is bitiminde toplama kabi ile birlikte
otoklavlanir.

— 1Isi biten sivi kiltir tipd kirli kovasina atilir ve otoklavlanir.

Otoklaviama

Kovalardaki otoklav posetinin agzi toplanir, baglanmaz!

Otoklav poseti asla kovasindan gikarilmaz! Kovanin lzeri otoklav bandi ile
etiketlenerek Uzerine ait oldugu laboratuvar ve icerdigi kirlinin niteligi yazilir.

Atik kovasi otoklav musait oldugunda laboratuvar galisani tarafindan (teknik eleman,
asistan veya uzman) otoklav odasina géturalir ve otoklava konur. Kirli kovasi ASLA
TEKNIK OLMAYAN PERSONELE (hizmetli, ofis elemani v.b) TASITILMAZ!

Otoklav posetleri ve kovalari ASLA sira beklemek Gzere otoklav odasina birakilmaz.
Tibbi atiklar 121°C’de 1 saat otoklavlanmalidir.
Otoklavlama sonrasinda;

— geri dénlisimliu malzeme yikanmaya génderilir.
— tek-kullanimhik atiklar laboratuvarin tibbi atik sorumlusunun gézetiminde
belediyenin tibbi atik sistemine goénderilir.

Otoklav etkinliginin izlenmesi

Kullanim sikhdina bagli olarak haftada en az 1 kez sterilizasyonun etkin bir sekilde
saglanip saglanmadigi biyolojik indikatorler ile kontrol edilir.

Biyolojik indikatorin Gzerine uygulama tarihi ve yiklemenin yapilacagi otoklav
numarasl ve markasi yazilir.

Dekontamine edilecek malzeme ile birlikte, biyolojik indikatdr otoklavin kapak,
koseler ve vakum cikislar gibi sterilizasyon isleminin en zor gergeklestigi distinilen
boélgelerine yerlestirilir.

Otoklavlama siresi tamamlandiktan sonra indikatdr icerisinde yer alan besiyeri tipi
penset aracilidi ile kirllmali ve bakteri sporu iceren seritin besiyerini emmesi saglanir.

Indikatoér 60°C'lik etlivde 48 saat inkibe edilir.
inkiibasyon sonrasinda renk dedisimi olup olmadi§i degerlendirilir.

Sterilize edilmis ve evsel atik karakteri kazanmis atiklar, atik bertaraf sahasinda
depolanmadan 6nce, sterilizasyon Unitesinin bulundugu alanin uygun bir yerinde
cevreye zarar vermeyecek sekilde kapali kaplar iginde, biyolojik indikator testleri
sonuglanincaya kadar muhafaza edilmeli ve bekletilmelidir.

Uretici firmanin énerileri dogrultusunda degderlendirme yapilmalidir.

Otoklav etkinligi uygun ise atik depolanmak Uzere depolama sahasina gonderilir.
Otoklav etkinligi uygun degil ise otoklav etkinligi tam olan baska bir otoklav ile
atiklar dekontamine edilir.
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Ek-10 Laboratuvar Personeli Takip Formu

Personel Takip Formu

Laboratuvarin adi:

Personelin Adi ve Soyadi:

Dogum yili:

BCG asisi var mi?

Varsa tarihi:

Calismaya baslama tarihi:

Daha 6nce antitiberkiloz tedavisi gordi mu?

Personel Takip Cizelgesi

Deger in?-(ias Takip | Takip | Takip | Takip | Takip
Tarih Gin / Ay / Vi
TDT mm
TDT tekrari Tarih / mm B B B B .
(booster)
iGsT Negatif / Pozitif X X X X X
Akciger filmi Normal / Bulgu

Balgam yaymasi

Negatif / Pozitif

Balgam kaltard

Negatif / Pozitif

Oksuiriik Var / Yok
Halsizlik Var / Yok
GUGC]US Var / Yok
agrisi
Klinik | Yorgunluk | Var/ Yok
Gece Var / Yok
terlemesi
Istahsizlik | Var/ Yok
Kilo kaybi | Var / Yok
Kilo Kg
islem Tedavi / koruma / takip
Aciklama
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Ek-11 Kaza Uyari Formu Ornedi

111 BIYOLOJIK DOKULME
SACILMA UYARISI !!!

= Oda icgerisinde biyolojik doklilme sacilma olmustur.

= Gerekli biyoguvenlik islemleri tamamlanincaya kadar kesinlikle igeri
girmeyin.

= UV lambalarini kapatmayin.
= Gerekli bilgi igin biyoguvenlik sorumlusu / sorumlu kisi ile gérasin.

Kaza bilgisi Yeri:

Tarih ve Saati:

Tara:
Alinan Onlemler
Yapilacak Islemler
Kaza Ile Ilgili Kisi Adi-Soyadi:
Dahili Tel:
Cep Tel:
Sorumlu Kisi Adi-Soyad::
Cep Tel:
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Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosedur belgesinde (UTTR-1 [Bdlim 1] Biyoguvenlik) gegen bazi hususlar igin
daha ayrintili veya ilave bilgi icin asadida listelenen UMS belgelerine basvurunuz:

UMS, ULGR

UMS, UTTR-2 [Bélim 2]
UMS, UTTR-3 [Bolim 3]
UMS, UTTR-4 [B6lim 4]
UMS, UTTR-5 [B6lim 5]
UMS, UTTR-6 [Bolim 6]
UMS, UTTR-7 [B8lim 7]
UMS, UTTR-8 [Bolim 8]

Ulusal Laboratuvar Gulvenligi Rehberi
Ornek Yénetimi

Mikroskopi

Kultir

Tar Tayini

Molekuler Tani

Ilac Duyarlilik Testi

interferon Gama Salinim Testi
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Ornek Yonetimi

"Kalite, tiriinin gerekliliklerine uygunluk derecesidir.”

"Kaliteye, 6nlem alarak ulagilir.”

P. Crosby
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Ornek Yonetimi

Kapsam ve Amac

Bu Rehberin amaci; tlberkilozun mikrobiyolojik tanisinin dogru yapilabilmesi igin
uygun ornedin secilmesi, uygun sartlarda ve miktarda alinmasi, alinan 6rneklerin
laboratuvara belirli kurallara uyularak tasinmasi ve Ilaboratuvarda uygun
islenmesinin saglanmasidir.

Bu Bo6lum, tUberktlloz laboratuvarlarinda analiz 6ncesi (preanalitik) strecleri; érnek
secimi, alinmasi, tasinmasi ve laboratuvarda o6rnegin mikroskopi ve kultlr igin
hazirlanmasini kapsamaktadir.

Ornek Yénetimi - Teknik Bilgiler

Tlaberkllozun mikrobiyolojik tanisinin  dogru bir sekilde konulmasinda tani
yontemlerinin duyarliigi kadar incelenecek o6rneklerin secgilmesi, bu &rneklerin
hastalardan uygun sartlarda, uygun yoéntemlerle ve yeterli miktarlarda alinmasi,
orneklerin laboratuvara belirli kurallara uyularak tasinmasi ve laboratuvarda en kisa
zamanda islenmesi gerekir.

Test sonuglarinin kalitesini etkileyen en énemli basamak analiz édncesi (preanalitik)
evredir. Bu ylzden Ornedin secimi, alinmasi, laboratuvara ulastiriilmasi ve
gerektiginde uygun kosullarda saklanmasi ile ilgili kurallara uyulmasi son derece
onemlidir.

Genel kurallar;
= Ornek tercihen antitiiberkiiloz tedavi baglamadan énce alinmalidir.

= Ornek endojen flora ve cevresel kontaminasyonu en aza indirmek igin
olabildigince aseptik sartlarda alinmalidir.

= Izolasyon sansini artirmak icin érnek uygun kalitede, yeterli miktarda ve sayida
olmahdir.

= Ornek uygun zamanda alinmali, en kisa siirede ve uygun tasima kosullarinda
laboratuvara gonderilmelidir.

1 Orneklerin alinmasi

Tlberktliloz, degisik organ ve sistemleri etkileyebilen sistemik bir enfeksiyon
hastahdidir. Tani amagh laboratuvara gonderilecek érnek cesidi, hastaligin etkiledigi
organ dikkate alinarak secgilmelidir. Hastaligin tanisinda akciger veya akciger disi
olmak Uzere ve florali veya steril alanlardan farkli tipte &rneklerden
yararlaniimaktadir.

Orneklerin alindi§i kaplar, tek kullanimlik, steril, vida kapakli sizdirmaz kaplar
olmahdir. Akciger tlberkllozunun tanisinda kullanilan 6rnekler ve bu 6rneklerin
alinmasinda dikkat edilecek hususlara iliskin bilgiler Tablo 1'de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. Akciger tiberkilozu tanisinda kullanilan érneklerin alinmasina iliskin 6zellikler

Ornek Tiirii

Endikasyon

Ornek Alma Ozelligi

Balgam

Uyariimis
(indtklenmis)
balgam

BAL

Brons lavajl veya
bronsiyal fircalama
ornegi

Trakeal aspirat

Endotrakeal
aspirat

AMS

Akciger doku
ornegi

Larinks slrintisi

Akciger tuberktlozu
suphesinde ilk tercih edilen ve
basil saptama orani en yuksek
ornek turadur

Balgam cikaramayan ayaktan
hastalar

Hicbir sekilde balgam veya
uyarilmis balgam 6rnegi
veremeyen tani konulamamis
olgular

Baska sekilde 6rnek
veremeyen yogun bakim
hastalari

Noérolojik hastalik, koma hali
vb. nedenlerle uyum
gbsteremeyen hastalar

10 yasindan kiguk gocuklar

Uyarilmis balgam alinamayan
hastalar

Invazif olmayan teknikler ile
tani konulamayan akciger
tiberkilozu sltiphesi olan
olgular

Cocuklarda ve diger akciger
orneklerinin higbirisinin elde
edilemedigi hastalar

Hastalardan ag karnina derin ve kuvvetli bir
Oksurukle akcigerlerden gelen kivamli, sabah
ilk balgam 6rnegini vermeleri istenmelidir
(Kutu-1).

Tercihen Ug ardisik giinde* sabah ag¢ karnina
3-5 mL alt solunum yollarindan gelen 6rnek
alinmahdir

Nebdulizatér yardimi ile aerosol haldeki 10 mL
%3-10’luk hipertonik tuzlu su 15-30 dk
boyunca hastaya yavasca solutulduktan
sonra, derin ve kuvvetli 6kslrilk ile yaklasik
10 mL balgam 6rnegdi alinir

5-10 mL brons lavaji / BAL 6rnegi

5 mL serum fizyolojik icerisine alinan
fircalama 6rnegi

En az 3 mL trakeal aspirat alinir

En az 3 mL endotrakeal aspirat alinir

Ug ardisik glinde, sabah 8-10 saatlik aghdi
takiben, hasta yatagindan kalkmadan,
gastrik tlp ile 25-50 mL steril su veya serum
fizyolojik (SF) verilip aspire edildikten sonra
en az 5 mL érnek alinir

Aseptik sartlarda kazedz lezyondan alinan en
az 1 gr doku biyopsisi veya ince igne
aspirasyonu

Acik akciger biyopsi doku 6rnegi 2-3 mL'lik
steril SF igine alinir.

Larinks strantl ornegi silgic ile alinip 2-3
mL’lik steril SF icine konur

* En uygun balgam 6rnegi iig giin ust liste sabah alinan ilk balgam 6rnedidir! Ancak hasta, (¢ gln Ust Uste
sabah ilk balgam 6rnedini verecek durumda degil ise,
- Ilk balgam 6rnegi; klinik basvuru sirasinda (anlik),
- Ikinci balgam &rnegi; ikinci giin sabahi (evde),

- Ucglinct balgam &rnegi; ikinci balgam érnegdini getirdiginde (anlk) veya tglinci giin sabahi (evde) alinir.

Akciger tiberkiilozu tanisinda biri sabah balgami olmak lizere en az iki balgam

orneginin incelenmesi énerilmektedir.
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Kutu 1. Balgam ornegi alma talimati (Balgam Cikarma Talimati)

= Hastaya ii¢ adet steril 6rnek kabi verilir.
Hastaya bir kap verip ertesi giin 6rnegi getirdiginde yeni kabi vermek daha uygun olabilir.
= Sabah ag karnina 6nce dislerini fircalamasi veya agzini iyice galkalamasi istenir.

Yiyecek artiklari, agiz florasi, tikirik ve oral ilaglar ile balgamin kontaminasyonunu
énlemek icin hastaya balgam cikarmadan énce agzini bol suyla (mimkiinse sehir sebekesi
harici su ile) ¢alkalamasi gerektigi hatirlatiimalidir.

=  Bir bardak ilik su icmesi 6nerilir.

Kendiliginden balgam cikaramayan hastalara éncelikle bol sivi almasi ve kdltirfizik
hareketleri yapmasi veya merdiven inip ¢cikmasi tavsiye edilebilir.

= Ornek kabinin agzini dikkatli bir sekilde agmasi, kapadi uygun, temiz bir yere koymasi
sdylenir.

= Jzolasyon odasinin olmadigdi yerlerde agik havada érnek vermesi istenir.

= Derin bir nefes alip bir slire nefesini tuttuktan sonra derin ve kuvvetlice 6ksurik ile
balgamini dogrudan kabin icine cikartmasi istenir.

Balgam ve tikdrik farkini tam olarak bilmeyen hastalar yanlislikla balgam cikarmadan kaba
tikirmesinler diye, hastaya “balgamini kaba tikir” denmemelidir. Hastalara tikdrik veya
nazofaringeal sekresyonlarin (burun ve yutak kaynakli sivilarin) balgam olmadigi ve bu
nedenle laboratuvarda test icin uygun 6rnek olarak kabul edilmedigi anlatiimalidir.

= Ornek kabinin kapadini dikkatli bir sekilde sikica kapatmasi ve bu sekilde, her drnek igin ayri
ornek kabi kullanmasi sdylenir.

= Her kabi ayni glin en geg iki saat icerisinde laboratuvara getirmesi istenir

Uyari! - Uyarilmis (indiiklenmis) balgam

Uyarilmis balgam, sulu 6zellikte oldugundan gériiniim acisindan tiikiiriige benzer. Ornegin
tukdrik zannedilerek reddedilmemesi icin istem kadgidina mutlaka “uyarilmis balgam” notu
eklenmelidir.

Uyari! - Ornek alma sirasinda olusabilecek biyolojik riskler

= Balgam cikarilmasi

= Nebulizatér ile uyarilmis balgam alinmasi

=  Bronkoskopi islemi

= Invaziv islemler sirasinda hastadan cevreye bulas olabilir.

Bu islemler;

Enfeksiyon kontrol énlemlerinin alindidi yerlerde,

Uygun giivenlik standartlari altinda,

Egitimli personel (balgam haric) tarafindan

Islemler sirasinda eldiven, énliik ve solunum maskesi kullanilarak yapiimalidir.
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Akciger-disi

tiberkilozunun tanisinda

kullanilan ornekler ve bu 06rneklerin

alinmasinda dikkat edilecek hususlara iliskin bilgiler Tablo 2'de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Akcider-disi tliberkilozun tanisinda kullanilan 6rneklerin alinmasina iliskin 6zellikler

Ornek Tiirii

Endikasyon

Ornek Alma Ozelligi

Idrar

BOS

Doku biyopsi
ornegi

Steril vicut
sivilari (plevra,
periton, perikard,
eklem vb.)

Apse ve yara
ornegi

Kemik iligi

Kan

Digki**

Uriner sistem
tiberkllozu stphesi

Santral sinir sistemi
tiberkilozu stiphesi

Invaziv olmayan
teknikler ile tani
konulamayan akciger-
disi tiberkiloz stiphesi

Akcidger disi tiberkliloz
suphesi

Akciger disi tiberktloz
suphesi

Yaygin tuberkiloz
sliphesi ve nedeni
bilinmeyen ateste

Yaygin tuberkiloz
stiphesi ve nedeni
bilinmeyen ateste

Intestinal tiberkiiloz
stiphesi

Ardisik en az Ug gln Ust Uste dis Grogenital bolge
temizlendikten sonra en az 40 mL sabah idrari alinir

Idrar veremeyen hastalardan mesaneden kateter ile
ya da suprapubik aspirasyon ile alinabilir

Aseptik sartlarda en az 2 mL (optimal 10 mL) alinir

Aseptik sartlarda kazedz kisimlardan en az 1 gr kadar
doku biyopsi 6rnegi alinir

Aseptik sartlarda en az 10 mL alinir*

Aseptik sartlarda ylzeyel eksuda uzaklastirildiktan
sonra apse igerigi ve aspire edilen sivi alinir

Aseptik sartlarda heparin, SPS iceren steril tiiplere
ve/veya ticari mikobakteriyel kan kiltir besiyerlerine
alinir

Aseptik kosullarda, 5-10 mL kan SPS veya heparin
iceren steril tiplere veya ticari mikobakteriyel kan
kaltar besiyerlerine dnerilen miktarda alinir

3-5 gr diski 6rnegi alinir

*  Steril vicut sivilan; periton, perikard ve plevral biyopsinin mikobakteriyolojik tani dederi, vicut sivilarindan
daha ylksektir ve bu ylzden tani igin biyopsi 6rnegi tercih edilmelidir.

** Digkl 6rnegdi; tuberktiloz tanisinda digkidan yapilan mikroskopi ve kultlr islemleri, klinik yarar agisindan

tartismahdir.

2 Orneklerin tasinmasi ve saklanmasi

Tlberkilozun laboratuvar tanisinin dogru yapilabilmesi icin uygulanan ydntemlerin
duyarlihiginin yani sira, orneklerin laboratuvara godnderilmesinde belirli kurallara
uyulmasi gerekmektedir.
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2.1. Etiketleme

Ornek kabinda ve istem formunda yer almasi gereken asgari bilgiler Kutu 2 ve 3'te
verilmistir. Hasta bilgilerinin kabin Uzerine etiketlenmeyip sadece kapakta
bulunmasi, islem esnasinda kapaklarin agilmasi ile 0&rneklerin karisabilmesi
bakimindan sakincaldir.

2.2. Tasima ve saklama

Hastalardan alinan drnekler asiri sicak ve soduk, ani basing degisikligi veya asiri
kuruma gibi olumsuz kosullardan korunarak Ilaboratuvara en kisa slrede
ulastirilmahdir. Orneklerin tasinmasi ve saklanmasina iliskin hususlar Kutu 4’de
verilmistir.

Baska bir kuruma gdnderilecek klinik 6rnek veya Gremis kaltarler;

= Uygun tdp icerisinde agizlari sikica kapatilmis olarak kendinden fermuarh naylon
posete konulmali

= Tasima kutusunun iginde ayrilmis gdzlere iyice yerlestirilmelidir.

= Uygun Uglu tasima kabi ile (Sekil 1 ve 2) tagsima kurallarina uygun olarak
laboratuvara yollanmalidir (bkz. Ek-1 Klinik 6érnek / GUremis klltlir paketleme ve
gdénderme ydnergesi).

Kutu 2. Ornek kabinda yer almasi gereken Kutu 3. Laboratuvar
asgari bilgiler istem formunda
bulunmasi gereken
= Hasta adi-soyadi asgari bilgiler
= Dosya / 6rnek numarasi
. anek alinma tarih ve saati = Saglik merkezi bilgisi
= Ornek tiru
— Merkez adi
— Doktor adi-soyadi,
imzasi
Kutu 4. Tiberkiiloz tanisinda kullanilan - lletigim bilgisi
orneklerin tasinmasi ve saklanmasi = Hasta kimlik bilgileri
= Kurum iginde 6rnek génderimi ikincil kap ile kurum : '?"dcli_slfi»rlr?I?II( numaras
disina 6rnek génderimi Ugll tasima kaplari ile B D'o".um tarihi
yapilmalidir (bkz. Enfeksiy6z Madde ile Enfeksiy6z Tani B Baga adi
ve Klinik Ornegi Tasima Yonetmeligi). _ Adres
= Ornekler, oda isisinda miimkiin olan en kisa siire . Hastalik bilgisi
icerisinde laboratuvara ulastirniimalidir. 9
- On tani

= Orneklerin laboratuvara ulastiriimasi 1 saati gececek

ise 24 saate kadar +4°C'de bekletilebilir. - Tedavi dykisu

= BOS, kemik iligi, kan 6rnekleri kesinlikle buzdolabina - BlLEbe Al L]

konulmaz. —  Ornek tard
= AMS ornekleri 5-10 mL 6rnek basina 100 mg sodyum B Ornte_k S
karbonat veya %4’lik NaOH ile notralize edilir ve en saatl
kisa strede laboratuvara ulastirilir. = Istenen tetkik
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Birincil kap
" (Sizdirmaz olmal}

<

Sizdirmaz
kapak

Sa Tutucu
Emici /
paketleme
malzemesi e

Igerik listesi

Ikincil kap ot Kati dig kap

{Sizdirmaz olmal) f e

~-Uygun gdnderim ad

~ UN numarasi

Gdnderici ve alici
adl ve adresi

Sekil 1. Klinik 6rnek igin Ggli tagima kabi 6rnegi - isaret ve etiketleme 6zellikleri ile birlikte

/Slzdn'maz kapak

Emici malzeme

Birincil kap

(Sizdirmaz olmal)

) Igerik listesi
Ikincil kap /(Ayn bir liste halinde ikincil kabin digina da konabilir)

{Sizdirmaz olamh) \

Ozel dig paket
/(bkz. paketleme ydnergesi)

INFECTIOUS SuBsT,
AFFECTING HUMANS =

UN 2814

Paket oryantasyon igareti

/

Gonderen ve alici
adi ve adresi

Sorumlu personel
adi ve iletigim

s o UN spesifikasyon belirteci
bilgisi Yygun.gandim;3d Eziﬁ?'yoz madds (bkz. paketleme ydnergesi)

Sekil 2. Uremis kdiltir icin Giglii tasima kabi &rnedi - isaret ve etiketleme 6zellikleri ile birlikte
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3 Ornek kabull ve ret kriterleri

3.1. Ornek kabuli

Uygun sekilde alinmis ve laboratuvara ulastiriilmis 6érnekler, laboratuvarin 6rnek
kabul birimi tarafindan kabul edilir. Kabul sirasinda dederlendirilecek hususlar;
hasta kimlik bilgileri, istem formu, istem formu ile 6rnek kabi Gzerindeki bilgilerin
uyumu, uygun 6rnek, uygun miktar, uygun kap, uygun tasima ve saklamadir.

Yukaridaki hususlarin uygun olmamasi durumunda ilgili saglik personeline durum
bildirilir. Eksik bilgi varliginda bu bilgilerin tamamlanmasi ve uygun olmayan 6rnek
gbnderilmesi durumunda yeni 6rnek géndermesi istenir.

3.2. Orneklerin ret kriterleri

Ornek tirlerine gére uygunsuzluk durumlari ve bu durumlarda yapilmasi gerekenler
Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Ornek tiirlerine gére uygunsuzluk durumlari

Ornek tiirii Uygunsuzluklar Oneri
Balgam = Ornegin tikirik olmasi Hastadan tekrar balgam almanin olanaksiz oldugu
= 24 saat slre ile biriktirilen durumlarda, miktar ve kalite agisindan uygun
balgam 6rnekleri olmayan 6rnek kabul edilip isleme alinmali, ancak
= Icinde yiyecek artiklari olan sonug negatif bulundugunda bu durum
balgam 6rnekleri “yetersiz/uygun olmayan 6rnek” seklinde raporda

Sehirlerarasi tagima slresinin 3 belirtilmelidir
glini gegmesi

Yetersiz hacimde 6rnek Ornek, 1 mL gibi cok az miktarda bile olsa kabul
edilmeli; fakat 6rnek miktarinin yetersiz oldugu
raporda belirtilmelidir

BAL, Brons lavaji

Endotrakeal /
trakeal aspirat

Larinks strintusa = Eklvyon ile alinan sirintiu Baska orneklerin alinamadigi durumlarda islenmeli;
ornekleri ancak bakterilerin hidrofobik 6zellikleri ve yeterli
ornek icermemelerinden dolayl 6rnegin uygun
olmadidi raporda belirtilmelidir

AMS = Notralize edilmeden 4 saatten Yalanci negatif sonuglara yol agabileceginden isleme
daha uzun siire bekletilmis alinmamali
ornekler
idrar = 24 saatlik biriktirilmis, bekletilmis Idrar iceriginin basillerin canliligini olumsuz yénde
idrar etkilemesi, klinik 6rnegdin seyrelmesi, TDM ve diger
= Kateter torbasindan alinan idrar  mikroorganizmalar ile kontamine olma ihtimalleri
ornekleri nedeniyle kabul edilmemeli
BOS = Yetersiz hacimde 6rnek BOS, diger 6rneklere gore daha sinirli hacimde
alinabildiginden miktari ne olursa olsun laboratuvar
tarafindan kabul edilmeli; yetersiz miktar oldugu
raporda belirtilmeli
Doku biyopsi = Yetersiz miktarda 6rnek Kabul edilmeli; fakat 6rnek miktarinin yetersiz oldugu
ornegi = Gazli bez, pamuk gibi materyale veya uygunsuz oldugu raporda belirtilmeli
sariimis 6rnek
Steril vicut sivilari = Pihtilasmis 6rnek Kabul edilmeli; fakat 6rnedin uygunsuz oldugu

Kan, kemik iligi raporda belirtilmeli
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Ayrica;

= Formaldehit ve balmumu gibi herhangi bir koruyucu veya antimikrobiyal madde
iceren kaplarda génderilmis 6rnekler,

= Dondurulmus / ¢dézdlrtlmus dérnekler,
=  Kurumus 6érnekler,

= Jel iceren tuplerde gelen drnekler,

= S{rdntl 6rnekleri,

= EDTA’ll tipte gelen kan, kemik iligi, steril viicut sivisi ve BOS 6rnekleri (PCR
testleri disinda) kesinlikle reddedilir.

4 Orneklerin islenmesi

4.1. Temel prensip

Orneklerin islenmesi, kontamine veya steril alan dérnekleri olmalarina gére farklilk
gostermektedir.  Orneklerin  islenmesinde uygulanan basamaklar asagida
siralanmistir. Orneklerin islenmesinde kullanilan yéntemlerin uygulama basamaklari
Ek-2, Ek-3 ve Ek-4'de verilmistir.

Dekontaminasyon

Kontamine  oOrneklerin  igerisindeki  mikobakterilerin ~ canliigi  korunurken,
kontaminant mikroorganizmalarin NaOH, oksalik asit vb. kimyasal maddeler ile
uzaklastirlimasi ve sayica azaltilmasi islemidir. Steril 6rnekler dekontamine
edilmeden isleme alinir (Kutu 5).

Homojenizasyon Kutu 5. Dekontamine edilmesi

Orneklerde bulunan miikoz, epitel gerekmeyen Grnekler
ve diger sekilli elemanlar arasinda

= BOS, eklem sivilari veya diger steril viicut

gizlenmis olan Dbasilleri ortaya SIGE

clkarmak ve mukus yapilan = Kan ve kemik iligi

eriterek santrifijde c¢Okmesini ve = Aseptik sartlarda cerrahi olarak gikariimig
basillerin 6rnek icinde homojen bir doku / biyopsi 6rnekleri (otopsi érnekleri

sekilde dagilmasini saglamak igin haric)

uygulanir. Bu amagla NaOH ya da
N asetil L sistein (NALC) gibi kimyasal maddeler kullanilir.

Notralizasyon

Mikobakteriler en iyi pH 6,8'de Uredigi icin homojenizasyon-dekontaminasyon
islemleri sirasinda kullanilan kimyasal maddeler nedeni ile asidik ya da alkali hale
gelen drneklerin nétralize edilmesi islemidir.

Konsantrasyon

Klinik 6rnekteki basillerin yogunlastiriimasi ve tlberkiloz basilinin izolasyon oranini
arttirmak icin yapilan santrifijleme islemidir.
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4.2. Yontem cesitleri ve avantaj-dezavantajlar

Oli basil sayisini en aza indirmek icin dekontaminasyon islemi belirlenen
standartlara uygun olarak vyapilmahldir. Orneklerin islenmesinde kullanilan
yontemler asadida verilmistir.

= NALC-NaOH ydéntemi 6rneklerin islenmesinde en sik kullanilan yéntemdir. NaOH
mukolitik ve dekontaminant 6zellikte olup tlberkuloz basili Gzerine de toksik
etkili (%30) olabilir. NALC mukolitik 6zellikte olup, homojenizasyona yardimci
olarak kullanilir.

= Sodyum sitrat ise, 6rnekte bulunabilecek agir metal iyonlarini baglayarak
NALC'nin inaktive olmasini 6nlemek amaciyla kullanilir.

= Bu yontemde ¢o6zeltiler hazirlanirken konsantrasyona dikkat edilmeli ve
hazirlanmis olan NALC sollisyonu 24 saatten fazla bekletiimemelidir.

= Santrif(j islemi sirasinda ortaya cikabilecek isi artigi tliberkiloz basilinin
6limine neden olabilecedi igin sogutmali santriftij kullanilmasi énerilir.

= NALC-NaOH yéntemi uygulama yonergesi Ek-2'de verilmistir.

» Basit, ucuz ve etkili bir dekontaminasyon ydntemidir. NaOH, mukolitik ve
dekontaminant 6zelliktedir. Siire ve konsantrasyona bagli olarak yaklasik
mikobakterisidal etki %60’a cikabilmektedir. NaOH hazirlandiktan sonra 1-2
hafta icerisinde kullaniimalidir.

= NaOH yéntemi uygulama ydnergesi Ek-3'de verilmistir.

» Azaltilmis mikobakterisidal etkinlige sahiptir. Pseudomonas trleri ile kontamine
oldugu bilinen 6rnekler icin NALC-NaOH yontemi ile birlikte kullanihr.

= Oksalik asit yontemi uygulama ydnergesi Ek-4'de verilmistir.

= Islem siiresi 6nemli dedildir. Dekontaminasyon siiresinin takip edilemedigi
durumlarda kullanilabilir.

» Tuberklloz basili Gzerine az aktivite gésterirken birgok kontaminant igin selektif
toksisiteye sahiptir.
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4.3. Asgari laboratuvar kosullari

= Laboratuvarin fiziki tasariminda su asgari kosullar saglanmis olmalidir;
- Temiz alandan kirli alana dogru tek yénli hava akimi olan,
— Saatte 6-12 kez temiz hava degisimi saglayan mekanik havalandirma sistemli,

ve
— Girig kontrollt bir galisma alani.

= Kisisel koruyucu donanim (KKD) olarak asgari gerekler (stpheli 6rneklerin
incelenmesinde bltln surecglerde giyilmesi gereken) eldiven ve énluktir (Tablo
4).

Ayrintili bilgi "UTTR-1 Biyogilvenlik” basligi altinda verilmistir.

Tablo 4. Ornek isleme ve yapilan isleme gére alinmasi gereken énlemler

Laboratuvar tasarimi Laboratuvar Kisisel koruyucu
donanimi donanim
Laboratuvar .
Havalandirma giris BGK Otoklav Eldiven Onliik Maske
sinirlamasi
. Ornek v
Ornek pipetleme ) )
isleme Vorteksleme Saatfjeeg—};_hava BGDs_zn lslg:;e;l; Opsiyonel Opsiyonel
(HDK) r gisimi giris sinir| l
Santrifijleme
Yayma j_slenmis Saatte 6-12 hava BGD-2 isaretli Opsiyonel Opsiyonel
hazirlama ornekten degisimi giris sinirlamasi
islenmis ) o )
Kiiltiir érnedin kaltar Saatte 6-12 hava BGD-2 isaretli Opsiyonel Opsiyonel
o2 — degisimi giris sinirlamasi
besiyerine ekimi
Molekiiler ~ Islenmis Saatte 6-12 hava  BGD-2 isaretli - ;
o 0, onel (0] onel
test omekten degisimi giris sinirlamasi psly psty

ekstraksiyon

=  Sinif-IIA biyoguvenlik kabini

» Inklbator

= Otoklav

4.4. Ornedin islenmesi

Taberkuloz kalttra 6ncesi kan ve kemik iligi 6rnekleri harig tim 6rneklerin islenmesi
gerekmektedir. Ornek c¢esitlerine goére vyapilmasi gereken islemler farklihk
gbstermekte olup akis diyagrami Sekil 3'te verilmistir.
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Ornek Yonetimi

Steril 6rnekler* Kontamine/aseptik sartlarda alinmamis ornekler
K_/R /\
. N
* BOS = Ince igne « Idrar * Balgam
= Plevra sivisi aspirasyonu = 10 mL'nin Gzerinde = Indiklenmis balgam
= Perikard sivisi = Doku biyopsisi alinan érnekler (AMS = AMS
= Periton sivisi ve kontamine vicut = Bronkoskopi 6rnegi
= Eklem svisi sivilari vb) = Larinks sUriintisi**
l = Deri biyopsisi
v = Endometrial kuretaj
Homojenizasyon Konsantrasyon = Otopsi materyali

Konsantre edilmis 6rnek

J |

—> Konsantrasyon +—— Dekontaminasyon - Homojenizasyon

1

Islenmis Ornek

Sekil 3. Orneklerin islenmesi akis diyagrami
* Kan ve kemik iligi 6rnekleri isleme alinmadan ekilir.

** Larinks sUruntl 6rnegdi; steril bir santrifiij tiptne aktarilir ve 2 mL steril distile su ilave edildikten sonra
balgam 6rnegi gibi isleme alinir.

Kutu 6. Doku biyopsi 6rneklerinin homojenizasyon islemi

= Dokular steril bir bisturi veya makas ile kligiik pargalara ayrilir.

= Steril porselen bir havan/kap veya doku parcgalayicisi igcinde 2-5 mL steril SF veya steril %
0,2'lik sigir serum albUmini ile biyopsi 6rnedi homojenize edilir.

5 Islenmis 6rnegin saklanmasi

= Islenmis 6rnek iki giin +4°C’de saklanir; kiltirde kontaminasyon gériilirse
yeniden dekontamine edilerek kulttru yapihr.

= Mimkunse, steril 2-5 mL’lik burgu kapakli bir tipte -20°C’de kilttir sonucu
¢lkana kadar saklanabilir.
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Ornek Yonetimi

6 Kalite kontrol

= Orneklerin islenmesi sirasinda olusabilecek hatalar laboratuvarin kiltir
kontaminasyon oranlari ile takip edilir.

— Kati besiyerlerinde %3-5 kontaminasyon,
— Sivi besiyerlerinde %5-10 kontaminasyon kabul edilebilir oranlardir.

= Ayrica yaygin bir kontaminant olan M. gordonae Greme orani
dekontaminasyonun etkinliginin 6nemli bir géstergesi olabilir.

= Bu oranlarin disina ¢ikildiginda, dekontaminasyon isleminin tim basamaklari
gbzden gegirilmelidir.

= Kontaminasyon oraninin yiiksek olmasi, islemin yetersiz oldugunun
gdstergesidir.

— Dekontaminasyon suresini uzatmak yerine NaOH final
konsantrasyonunun %4’e kadar arttirilmasi énerilir.

— Orneklerin laboratuvara ulastirilmasi igin gegen siire uzadiginda (birkac giin)
kontaminasyon orani artabilir.

= Kontaminasyon oraninin diisiik olmasi; dekontaminasyon isleminin fazla
oldugunun gostergesidir.

— Konsantrasyon dusurilmeli veya islem suresi kisaltiimalidir.

Uyari! - Ornek alimindan kaynaklanabilecek yanhs pozitiflikler

=  Musluk suyundaki saprofit TDM’ler, mikroskopik incelemede ve kliltiirde yalanci pozitif
sonuclara yol acabilir;

—  Tuzlu su hazirlarken,
—  Bronkoskopi islemi sirasinda,

—  Nebulizatér, bronkoskop ve benzeri 6rnek almada kullanilan malzemeleri dezenfekte
ederken musluk suyu kullanilmamali

= Ornek kaplari musluk suyu ile temas etmemelidir.

= AMS oOrneklerinde siklikla saprofit mikobakteriler bulunabilecedi icin, hastalardan
mimkiinse éncelikle uyarilmis balgam elde etmeye calisiimalidir.

= Bronkoskopi yapilan daha énceki hastalardan ¢apraz kontaminasyonu énlemek icin,
bronkoskoplarin temizligi ve dezenfeksiyonuna ézen gésterilmelidir.

= [drar 6rneklerinde saprofit mikobakterilerin bulunabilecedi akilda tutulmalidir.
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Ornek Ydnetimi

Tani Akis Diyagrami

* ¢ Uygun biyoguvenlik 6nlemleri alinir i &
(bkz. Bolum-1 Biyoguvenlik)

Ornek islenir
N (bkz. BOlum-2 Ornek Ydnetimi) "

Islenmis Ornek

: y

bbbl . | isteme bagl

P

2

ARB boyama yapilir
(bkz. Bolum-3 Mikroskopi)

Kaltar igin ekim yapilir
(bkz. Bolum-4 Kultar)

PCR yapilir
(bkz. Bolum-6 Molekdiler Tani)

/—/\ Dederlendirme /—M
Negatif Pozitif (bkz. Bo6lum-4 Kltdr) Negatif Pozitif
Raporlanir Negatif Pozitif Raporlanir
Raporlanir

N

Tar tayini yapilir
(bkz. B6Iim-5 Tir Tayini)

/_M

MTBC

i Klinik anlamliliga gére !

TDM i tir tanimlamasi yapihr:

w_/

A

Raporlanir

Birinci Secenek Ilag Duyarlilik Testi yapilir
(bkz. Bblim-7 Ilag Duyarlilik Testi)

v

Raporlanir
v

Rifampisine direngli izolatlar

!

ikinci Secenek Ilag Duyarhlik Testi
calisiimak Gzere UTRL'ye yollanir
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Ornek Yonetimi

Ekler

Ek-1 Ornek / kiltir gdnderme ydnergesi

Klinik ornek paketleme ve gonderme

Klinik érnekler “biyolojik materyal” tasima kurallarina Biyogiivenlik Uyarisi!
uygun gonderilmelidir. Buna gore;

= Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!
Birincil kap (klinik 6rnek tipu ) ve ikincil kap =

sizdirmaz nitelikte olmalidir. el e el et

kirletmediginizden emin olunuz.

Klinik 6rnek tlpunian agzi sikica kapatiimali ve
kendinden fermuarl naylon posete konulmalidir.

Her bir klinik 6rnek tlipli, yeterince absorban madde (gazh bez, kagit havlu, stizgeg kagidi vb.)
bulunan ikincil kabin icerisine kapagi Ust tarafa gelecek sekilde dik olarak konmalidir.

Ya ikincil kap ya da dis kap mutlaka sert (fiber, kalin mukavva, kdpuk vb.) olmahdir.
ikincil kabin kapagi kapatildiktan sonra dis kabin icerisine konmalidir.

Klinik érneklere ait ‘igerik listesi’ seffaf dosya iginde ikincil kap ile dis kap arasina konmali ve
dis kabin kapadi kapatiimaldir.

Birincil veya ikincil kap 95 kPa basing testinden gegmis ve dis kap en az 1,2 m’den diismeye
dayanikh 6zellikte olmalidir.

Dis kabin Gzerinde (i) gbnderici adi ve adresi; (ii) alici adi ve adresi; (iii) uygun génderi adi
(“Biyolojik madde, Kategori B"); ve (iv) UN kod numarasi (UN3373) bulunmahdir (bkz. Sekil
1).

Uremis kiiltiir paketleme ve génderme

Tuberkiloz izolatlar, “enfeksiy6z materyal” tagima Biyogiivenlik Uyarisi!
kurallarina uygun génderilmelidir. Buna gére;

= Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!

Birincil kap (kaltar tapu) ve ikincil kap sizdirmaz = Solunum maskenizi takiniz!
nitelikte olmalidir. L . L
) = Biyogiivenlik kabinini kullaniniz!
Kaltar tiplndn agzi sikica kapatilmal ve kendinden

fermuarh naylon posete konulmalidir. Sivi kiltir
gonderilecekse posetin igerisine emici malzeme kirletmediginizden emin olunuz.
konulmalidir.

= jkincil ve dis kabi

Birincil kap, kapadin kapatma y6énunin tersi yonde Parafilm veya elektrik bandi ile
bantlanmalidir.

Her bir tip, absorban madde (gazh bez, kagit havlu, siizgeg kagidi vb.) bulunan ikincil kabin
icersine kapad Ust tarafa gelecek sekilde dik olarak konulmalidir.

ikincil kap, kapag kapatildiktan sonra liclincii kabin icerisine konulmali ve suslara ait ‘icerik
listesi’ seffaf dosyaya konularak kapadi kapatilmahdir

Dis kap mutlaka sert olmalidir. Ayrica bu kap 95 kPa’da basing testi, 9 m’den disme testi, 7
kg’'da yirtilma testi ve istifleme testinden gegmis, bu testlerden gectigi Birlesmis Milletler’in
(UN) spesifikasyon belirteci ("U/N specification marking”) ile belgelenmis olmahdir.

Dis kabin tzerinde (i) gonderici adi ve adresi; (ii) alici adi ve adresi; (iii) acil durumlar igin
gonderiden sorumlu kisinin adi ve telefon numarasi; (iv) uygun goénderi adi (“enfeksiy6z
materyal, insanlar etkiler ”) (v) UN kod numarasi (UN2814); (vi) enfeksiydz materyal etiketi
(Uzerinde “biyotehlike” semboll bulunan ve Kategori numarasi yazili olan eskenar dértgen)
ve; (vii) paketin U/N spesifikasyon belirteci bulunmahdir (bkz. Sekil 2).
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Ornek Yonetimi

Ek-2 NALC-NaOH uygulama yonergesi

Malzeme

* %4 NaOH (500 mL) Biyogiivenlik Uyarisi!

= %32,9 sodyum sitrat dehidrat veya %2,6 = Eldiven ve 6nliigiiniizi giyiniz!
sodyum sitrat anhidroz (500 mL) =  Biyogiivenlik kabinini kullaniniz!

= NALC (5gr)

= pH 6,8 fosfat tampon / steril distile su

= 50 mL’lik burgu kapakl, konik tabanl, polipropilen yapida steril tek kullanimlik tip
= 3 mL'lik dereceli tek kullanimlik, steril pastor pipeti

= 100-200-500-1000 mL hacimli, burgu kapakli, kapak dahil otoklavlanabilir siseler
= 10-20 mL'lik burgu kapakh siseler

= 50 mL'lik tipun yerlestiriimesine uygun mimkinse sogutmali santrifiij cihaz

= Vorteks cihazi

Uygulama

* %4 NaOH ve %2,9 sodyum sitrat dehidrat veya %?2,6 sodyum sitrat anhidroz
solUsyonlari kanistirilarak steril edilir ve saklanir (NaOH final konsantrasyonu
%?2'dir).

= Kullanmadan énce NALC eklenir. Karisim 24 saatten fazla kullanilmaz.

= Kalia bir kalem ile 50 mL'lik plastik tip Gzerine 6rnedin numarasi yazilr.
= 5-10 mL 6rnek veya konsantre edilmis drnek tiplere konur.

= Uzerine esit hacimde NALC-NaOH karisimi ilave edilir.

= Taplerin adizlan sikica kapatilir ve 5-20 saniye vortekslenir.

= Dekontaminasyon igin tipler, 20-25°C’de 15 dk dik konumda bekletilir.

= Bekleme sliresinde tlpler ara sira el ile calkalanir veya mimkinse mekanik
karistiricida galkalanir.

= Tupler, Gzerindeki 50 mL isaretine kadar fosfat tampon ¢ozeltisi veya distile su ile
doldurulur.

= Karisim vortekslenir.

= Tupler, 3000 x g'de 15 dk santrifij edilir.

= Ust sivi, uygun bir dezenfektan iceren atik kabina dikkatli bir sekilde dokdlr.

= Cokelti Gzerine 1-2 mL fosfat tampon soltisyonu veya %0,85 NaCl ¢dzeltisi eklenir.

= Hazirlanan karisim lama yayilir ve uygun besiyerlerine ekilir.
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Ornek Yonetimi

Ek-3 NaOH (Petroff) uygulama yonergesi

Malzeme
= Steril % 2-4 NaOH Biyogiivenlik Uyarisi!
= pH 6,8 fosfat tampon / steril distile su * Eldiven ve énliigiinizi giyiniz!

= Fenol kirmizisi indikatérii = Biyogiivenlik kabinini kullaniniz!

= 2N HCl

= 50 mL'lik, burgu kapakli, konik tabanli, polipropilen yapida steril tek kullanimhk
tapler

= 3 mL'lik dereceli tek kullanimlik, steril pastor pipeti

= 100-200-500-1000 mL hacimli, burgu kapakli, kapak dahil otoklavlanabilir siseler
= 10-20 mL’'lik burgu kapakh siseler

= 50 mL'lik tipun yerlestiriimesine uygun mimkiinse sogutmal santrifij cihazi

= Vorteks cihazi

Uygulama

= Kalia bir kalem ile 50 mL’'lik plastik tip Gzerine 6rnedin numarasi yazilir.
= 5-10 mL 6érnek veya konsantre edilmis 6rnek tiplere konur.

= Uzerine esit hacimde % 2-4 NaOH cozeltisi ilave edilir.

= Tiplerin agizlan sikica kapatilir ve 5-20 saniye vortekslenir.

= Dekontaminasyon igin tipler, 20-25°C’de 15 dk dik konumda bekletilir.

= Bekleme slresinde tipler ara sira el ile calkalanir veya mimkinse mekanik
karistiricida calkalanir.

= Tupler, Gzerindeki 50 mL isaretine kadar fosfat tampon c¢dzeltisi veya distile su ile
doldurulur.

= Karisim vortekslenir.

= Tulpler, 3000 x g'de 15 dk santrifij edilir.

= Ust sivi, uygun bir dezenfektan iceren atik kabina dikkatli bir sekilde dékdilir.
= Cokelti Gzerine birkag damla fenol kirmizisi indikatoérd damlatilir.

= Indikatér sariya déniinceye kadar 2N HCI ¢ékeltinin tizerine damla damla ilave edilir,
her damladan sonra tlp calkalanir.

= (COkelti Gzerine 1-2 mL fosfat tampon solisyonu veya %0,85 NaCl ¢ozeltisi eklenir.

= Hazirlanan karisim lama yayilir ve uygun besiyerlerine ekilir.
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Ek-4 Oksalik asit uygulama yodnergesi

Malzeme

* % 5 oksalik asit Biyogiivenlik Uyarisi!
* % 4 NaOH cozeltisi = Eldiven ve oénliigiiniizii giyiniz!
= % 0,85 NaCl ¢ozeltisi = Biyogiivenlik kabinini kullaniniz!

= Fenol kirmizisi indikatori

= 50 mL’lik, burgu kapakli, konik tabanli, polipropilen yapida steril tek kullanimlik
tapler

= 3 mL'lik dereceli tek kullanimlik, steril pastor pipeti

= 100-200-500-1000 mL hacimli, burgu kapakli, kapak dahil otoklavlanabilir siseler
= 10-20 mL'lik burgu kapakh siseler

= 50 mL'lik tipun yerlestirilmesine uygun mimkiinse sogutmali santrifij cihazi

= Vorteks cihazi

Uygulama

= Kalia bir kalem ile 50 mL'lik plastik tip Gzerine 6rnedin numarasi yazilr.

= 5-10 mL 6érnek veya konsantre edilmis 6érnek tliplere konur.

= Uzerine esit hacimde oksalik asit ¢ozeltisi ilave edilir.

= Tulplerin agizlan sikica kapatilir ve 30 saniye vortekslenir.

= Dekontaminasyon igin tipler, 20-25°C’de 20-30 dk dik konumda bekletilir.

= Bekleme slresinde tUpler ara sira el ile calkalanir veya mimkinse mekanik
karistiricida calkalanir.

= Tupler, Gzerindeki 50 mL isaretine kadar % 0,85 NaCl g¢ézeltisi ile doldurulur.
= Karisim vortekslenir.

= Tupler, 3000 x g'de 15 dk santrifij edilir.

= Ust sivi, uygun bir dezenfektan iceren atik kabina dikkatli bir sekilde dékulir.
= Cokelti Gzerine birkag damla fenol kirmizisi indikatoérd damlatilir.

= Cokelti soluk pembeye donlinceye kadar % 4’'lik NaOH c¢okeltinin Gizerine damla
damla ilave edilir, her damladan sonra tup calkalanir.

= Hazirlanan karisim lama yayilir ve uygun besiyerlerine ekilir.
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Ornek Yonetimi

Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosediir belgesinde (UTTR-2 [B6liim 2] Ornek Yénetimi) gecen bazi hususlar
icin daha ayrintili veya ilave bilgi icin asadida listelenen UMS belgelerine basvurunuz:

UMS, UTTR-1 [Bdlim 1] Biyoguvenlik
UMS, UTTR-3 [Bdlium 3] Mikroskopi
UMS, UTTR-4 [Bolim 4] Kdultdr
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"Karanliga 151k tutanlara...”
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Mikroskopi

Kapsam ve Amag

Bu Rehberin amaci; tlberkilozun hizli tanisinda kullanilan ucuz ve basit bir yontem
olan mikroskopinin standartlara uygun yapilmasinin saglanmasidir. Bu Bo6lim,
tiberkilloz laboratuvarlarinda 6rnegin yaymasinin hazirlanmasi, boyanmasi ve
mikroskobik dederlendirme slirecini kapsamaktadir.

Mikroskopi - Teknik Bilgiler

Mikroskopik inceleme hem tani amaciyla, hem de tedavi alan hastalarin izleminde
kullanilan hizli, basit, ucuz ve kolay bir yontemdir. Yontemin 6zgllliga yuksek
olmasina karsin, duyarhligi 6rnedin tird ve kalitesine, icerdigi bakteri miktarina,
uygulanan teknige, uygulama ve dederlendirme vyapanlarin deneyimine bagl
olarak %?20 ila 85 arasinda degismektedir. Mikroskopik incelemede ARB pozitifligini
saptayabilmek igin yayma yapilan 0Ornedin mililitresinde 5.000-10.000 bakteri
bulunmasi gerekmektedir. Tuberkiloz slUphesi ile gelen tim o&rneklere,
mikroskopinin duyarhhdinin disik olmasi ve ilag duyarlilik testi yapilabilmesi igin
mutlaka altin standart olan kaltur islemi uygulanmahdir.

1 Temel prensip

Mikobakteriler hiicre duvarlarindaki yogun lipidlerin kazandirdigi hidrofobik 6zellik
nedeniyle suda c¢b6zinen boyalarla zor boyanirlar. Mikobakterilerin boyanabilmesi
icin; boyanin suda kolay eriyen fenol gibi organik bir madde icinde eritilmesi
gerekmektedir. Mikobakteriler htcre igine aldiklari boyay! asit-alkol c¢dzeltisi ile
birakmadiklari icin “aside direncli bakteri (ARB)” olarak adlandirihr. TUberkilozun
erken tanisinda, mikroskop ile 6érnekte ARB varliginin aranmasi, her dizey tani
laboratuvarinda uygulanabilen bir ydntemdir.

2 Yontem cesitleri ve avantaj-dezavantajlari

Mikobakterilerin mikroskobik tanisinda 2 farkli boyama ydéntemi kullanihr.
= Karbol fuksin yéntemleri

— Erlich Ziehl-Neelsen (EZN)

— Kinyoun
= Florokrom (floresan) yéntemleri (Auramin O, auramin-rhodamin)
Rutinde tani amaclar icin en sik karbol fuksinli boyama yéntemleri tercih edilmekle
birlikte, daha duyarl ve hazirlanan preparatlarin daha hizli taranmasini saglayan
florokrom boyalar da kullaniimaktadir. Florokrom boyama yontemleri ile

mikroskopta daha kiiclik objektiflerle” daha genis alan taranir; bdylece preparatin
taranmasi icin gereken sire yaklasik olarak onda bire dlser.

Cok sayida hasta o6rnedinin incelendigi laboratuvarlarda florokrom boyama

* Kiiglik objektifler 25x ve 40x objektiflerdir. 10x okdiler ile kullanildifinda x250 ve x400 biiyitme elde edilir.
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yontemlerinin kullanilmasi énerilir.

Boyama yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Boyama yontemlerinin karsilastiriimasi

Karbol fuksin

Florokrom boyama

boyama
EZN Kot Aurg:'lriarrritr:o?:la/min

Bazik fuksin konsantrasyonu %0,3 %3,3 yok
Boyama Fenol konsantrasyonu %4,5 %6,7 %3

Isitma var yok yok

Buyltme x1000%* x1000%* x250 - x400
Mikroskopl GOrinim Mavi zeminde kirmizi basil Kara?llalf)::sn;:]r;d\?ei:g t/);:i'[uncu

Goreceli duyarlilhik Orta Dusuk Yiksek

Goreceli 6zgulluk Yiksek Orta Diguk**

* %1000 bluyutme = 100x objektif (yagh) X 10x okuler
** Yalanci pozitiflik olasiligi nedeniyle EZN yéntemiyle dogrulanmahdir.

3 Mikroskopi icin asgari laboratuvar kosullari

3.1.

Laboratuvar glvenligi 6nlemleri

Supheli 6rneklerin incelenmesinde bltln sireglerde kisisel koruyucu donanim (KKD)
olarak eldiven ve dénluk giyilmelidir (Tablo 2).

Tablo 2. Mikroskopi ve boyama islemleri sirasinda alinmasi gereken énlemler

Hazirhk

Yayma
hazirlama

Mikroskopi

Laboratuvar tasarimi Laboratuvar Kisisel koruyucu
donanimi donanim
Laboratuvar .
Havalandirma giris BGK Otoklav Eldiven Onliik Maske
sinirlamasi
Boya ¢ozeltisi Dogal / _ _ v v _
hazirlama cekerocak
Besiyeri BGD-2 i .
- saretli - v v v -
hazirlama giris sinirlamasi
Vorteksleme v
Santrifijleme -
Direkt 6rnekten Dogal Opsivonel
havalandirma BGD-2 isaretli psly
: - I Opsiyonel v v Opsiyonel
Islenmis Saatte 6-12 giri sinirlamasi v
ornekten hava degisimi
Boyama Dogal BGD-2 isaretli . _ y y _

havalandirma giris sinirlamasi

Yayma inceleme

Ayrintih bilgi "UTTR-1 Biyoguvenlik” bashgi altinda verilmistir.
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3.2. Gerekli donanim

= Isik mikroskobu (binoktler) — 10x veya 25x (dlstk), 40x (yuksek kuru), 100x
(immersiyon) objektifleri ve 10x okdleri olan tercih edilir.

NOT: Bazi mikroskopistler 5x okduler tercih etmektedir. Ancak 5x okdller daha az
blayitme sadlar ve inceleme duyarhligini dislrir; bu nedenle 10x okler
kullanilmasi 6nerilmektedir.

= Floresan mikroskobu (opsiyonel) — Objektifleri ve okdleri 1sik mikroskobunda
onerildigi gibi

= Preparat kurutucu (opsiyonel)

= Boya sehpasi

= Bunsen beki veya mikroinsineratér

4 Yayma hazirlama ve boyama

Aside direngli basil aranmasi icin yayma direkt veya islenmis érnekten hazirlanabilir
(bkz. Ek-1 Yayma hazirlama ydnergesi). Yaymalarin hangi yontem ile boyanacadi
laboratuvarin gunlik yayma sayisi, personel sayisi ve laboratuvar donanimi
varligina gore belirlenebilir (Ek-2'den Ek-7’ye kadar “Boya ¢ozeltileri hazirlama” ve
“Boyama” ybnergeleri).

Uzman Goriisii - Yayma hazirlama

Aside direncli basilin gériilme sansini arttirmak amaci ile uygun biyoglivenlik kosullari ve
donanim (santrifiij) varlidinda, islenmis érnekten yayma hazirlanmasi énerilmektedir.

5 Sonuglarin degerlendirilmesi ve raporlama

Dederlendirme;
» Preparatlar tamamen kurumadan incelenmemelidir.

» Bir preparata negatif diyebilmek igin; 1s1k
mikroskobu ile en az 300 alan, floresan mikroskop
ile x250 bluylutmede en az 30, x400 buyltmede en
az 70 alan incelenmelidir.

= Incelemeyi yapan kisi tecriibeli olmali, gerek
goruliyorsa pozitif yaymalar ikinci bir géz
tarafindan kontrol edilmelidir.

= Ayrica hatali dederlendirme yapilmamasi icin bir Sekil 1. EZN boyama
glinde karbol fuksin ile boyanmis 30’dan fazla
yayma bakilmamalidir.

Yayma dederlendirmesi yari kantitatif olarak Tablo 3'te tanimlandidi gibi yapilir.
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Yaymalarin incelenmesi icin ayrica bkz. Ek-8

Tablo 3. Yaymalarin dederlendirme kriterleri

Goriilen ARB sayisi

Karbol fuksin boyama Florokrom boyama
x1000 X250 X400
Negatif 0 0 0

Siipheli, tekrar 1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan
1+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
4+ >9/1 alan >90/1 alan >36/1 alan

Raporlama;

*» Yayma sonuglari mimkuinse ayni gln, en geg 24 saat icinde ilgili birime
bildirilmelidir.

* Florokrom yontemleri ile saptanan pozitifliklerin EZN boyama yéntemi ile
dogrulandiktan sonra raporlanmasi gerekmektedir.

= Yayma pozitifligi M. tuberculosis olarak verilmemeli, derecesine gore “ARB
pozitifligi” olarak raporlanmaldir.

Uyari1! - Yayma sonuclarinin raporlanmasi
* Pozitif yayma sonuglari en geg 24 saat igerisinde raporlanmalidir.

=  TUm pozitif sonuglar ilgili hekime ve il Halk Sagli§i Midurligine hemen bildirilmelidir.

6 Saklama

Inceleme bittikten sonra yaymalar organik bir yag ¢ozici yardimiyla immersiyon
yagindan arindiriimahidir. Bunun igin;

= Yaymalar ksilol bulunan bir kaba birkag kez daldirilip ¢ikariimal,
» Sidzulmesi ve kurumasi igin uygun bir yere dik bir sekilde yaslanmalidir.
Preparatlar tamamen kuruduktan sonra saklama kaplarina alinmalidir.

» Preparat saklama kutulari iginde duzenli bir sekilde (tarih veya laboratuvar
protokol numarasina goére) en az kiltlr sonucu ¢ikana kadar saklanmalidir.
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7 Kalite kontrol

7.1. Ic kalite kontrol

Yaymanin hazirlanmasinin kontroll igin;

= Kurutulmus, tespit edilmis boyanmamis bir yayma bir kitap sayfasinin éniine
tutulur.

= Yaymanin arkasindaki yazilar rahatlikla okunabiliyorsa yayma uygun kalinlikta
demektir.

Boyamanin kalite kontrolt her boyamada ve yeni lotta;
* bir negatif kontrol (Escherichia coli / negatif oldugu bilinen hasta yaymasi),

= bir pozitif kontrol (M. tuberculosis H37Ra ATCC 25177 / M. gordonae / pozitif
oldugu bilinen hasta yaymasi) kullanilir.

Kontrol preparatlari hasta 6érneklerinden énce incelenir.
= Beklenen sonuglarin uyumsuz olmasi islemde bir sorun oldugunu gosterir.

= Zeminin tam olarak renksizlesmemesi ve/veya kirmizimsi gértinmesi de kalite
sorununa isaret eder.

= Kontrollerde sorun oldugunda 6rnekler raporlanmaz, problem ¢ozildiglinde
ornekler yeniden degerlendirilir.

Laboratuvar donaniminin kalite kontroli kapsaminda mikroskoplarin bakim ve
kalibrasyonlari periyodik olarak yapilmahdir.

Yaymalarin degerlendiriimesi sirasinda olusabilecek yalanci pozitiflik nedenleri ve
olasi ¢6zim o6nerileri Tablo 4'te, yalanci negatiflik nedenleri ve olasi ¢6zim o6nerileri
Tablo 5'de verilmistir.

Uyari1! - Mikroskopide kalite gostergeleri

Mikroskopik hata kaynaklarini saptayabilmek icin degerlendirme sonuglari periyodik olarak
g6zden gegirilmelidir. Su durumlar mikroskopide bir sorun olabileceginin gostergeleridir:

= Pozitif ya da negatif yayma sayisinin beklenen orandan ylksek olmasi
= Farkl hastalara ait ardisik yayma pozitifligi
= Yayma pozitif 6rneklerin kiltliirde irememesi

= Yayma negatif 6rneklerin kiltiirde yogun olarak Giremesi

Ayrintili bilgi icin bkz. Ek-9. Laboratuvar kalite gostergeleri

7.2. Dis Kalite Degerlendirme

Mikroskopik incelemede laboratuvarin yetkinliginin degerlendirilmesi amaciyla ulusal
veya uluslararasi bir Dis Kalite Dederlendirme programina katilmasi gerekir.

Bu amacla Tirkiye Halk Saghgi Kurumu Ulusal Tiberkiiloz Referans Laboratuvari
tarafindan diizenlenen Dis Kalite Dederlendirme programina katilim saglanabilir.
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Tablo 4. Mikroskopide yalanci pozitiflik nedenleri ve dneriler

Kaynak Olasi Neden Coziim Onerisi
Yanlis etiketleme nedeniyle Etiketlemeyi kontrol edin, teknik personele ve érnek
pozitiflik kabul birimine egitim verin
Ornegin niteligi nedeniyle saprofit AMS ve idrar érneklerinde saprofit TDM’lerin
TDM'lerin bulunma ihtimali bulunabilecedini unutmayin
Bronkoskop dezenfeksiyonunun Bronkoskop dezenfeksiyonunu uygun yapin,
uygun yapilmamasi nedeniyle Enfeksiyon Kontrol Komitesine haber verin
. kontamine olmus érnek
Ornek )
Musluk suyunda bulunabilecek Indlikte balgam icin hazirlanan tuzlu su ya da
saprofit TDM'ler ile nebulizatorin dezenfeksiyonu sirasinda musluk suyu
kontaminasyon kullanmayin
Yemek artiklari Yeni 6rnek isteyin, 6rnek, adiz iyice calkalandiktan
sonra verilsin
Calisma bankolari, BGK, distile Dlizenli olarak calisma ortami ve donanimi
su cihazlarinin kontaminasyonu dekontamine edin, teknik personele egitim verin
Yanlis etiketleme nedeniyle Etiketlemeyi kontrol edin, teknik personele egitim
pozitiflik verin
Yayma Kullanilmis lamlarin tekrar Yeni ve temiz lam kullanin
kullaniimasi
Boyalarin / tamponlarin Tamponlara sterilite kontrollinl yapin, saprofit
kontaminasyonu TDM'ler ile bulasi engellemek icin ¢bzeltilerin
hazirlanmasi sirasinda musluk suyu kullanmayin
Boya artiklari Taze boya hazirlayin ve her kullanimda boyalari
stzdn
Boyama Boyama islemi sirasinda capraz Boyama tezgahi kullanin, islemler sirasinda
bulas preparatlari birbirine temas ettirmeyin ve bir seferde
en fazla 12 lami boyayin, teknik personele egitim
verin
Yetersiz renksizlestirme Yeniden renksizlestirme islemi yapin, asit alkoli
kontrol edin, teknik personele egitim verin
ARB (+) diger yapilar Nocardia, Rhodococcus, Legionella micadei,
Cryptosporidyum kistleri, kist hidatik cengelleri,
Isospora tiirlerinin ARB (+) boyanabilecegini
unutmayin ve asit alkoll kontrol edin
Immersiyon yaginin gapraz bulasi Immersiyon yadini preparata deddirmeden damlatin
Degerlen-
dirme
Mikroskop objektifinin kirlenmesi  Her preparattan sonra objektifi temizleyin, personele
mikroskop kullanma egitimi verin
Yanlis okuma, skorlama hatasi Yaymalarin %20’si deneyimli ikinci bir géz tarafindan
degerlendirilsin, personele egitim verin
Raporlama Yanlis raporlama Sonuglari kontrol ederek onaylayin
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Tablo 5. Mikroskopide yalanci negatiflik nedenleri ve dneriler

Kaynak Olasi Neden Coziim Onerisi

Yanls etiketleme Etiketlemeyi kontrol edin, teknik personele ve
6rnek kabul birimine egitim verin

Yetersiz kalite ve/veya hacimde Her érnede uygun miktar ve hacimde 6rnek isteyin,

Ornek ornek istem yapanlara 6rnek alimi ile ilgili egitim verin
Yetersiz homojenizasyon sonucu Islem basamaklarini kontrol edin (bkz. Ornek
yayma alanina basil dismemesi  Yénetimi)

Yanls etiketleme Etiketlemeyi kontrol edin, teknik personele egitim
verin

Ornegin niteliksiz kismindan Teknik personele egitim verin

yayma hazirlanmasi

Yayma
Cok ince veya cok kalin Ornedin islenmesini dikkatle yapin ve yaymayi
hazirlanmis yayma uygun kalinlikta hazirlayin, egitim verin
Yayma alaninin gok genis olmasi Yeniden yaymay: 1 x 2 cm? olarak hazirlayin
Boyalarin son kullanma tarihinin  Stok takibi yapin, saklama kosullarini gézden
gecmesi, yanlis saklama gecirin, sorumlu belirleyin
kosullari
Tespit sliresi ve sicakhdin uygun Tespit siire ve sicakligini kontrol edin
olmamasi
Slayt isiticisinin isisinin yanlis Isiticiy1 65-75°C’ye ayarlayin, kullanim éncesi

Boyama o .
olmasi sicakligi kontrol edin
Uygunsuz boyama (boyanmamis Boyama basamaklarini kontrol edin.
veya zayif boyanmig basiller) Florokrom boyama yapiliyorsa yaymalari UV veya

glines isigindan uzak tutun, gecikmeden inceleyin.
Kdltirin eskimesine bagl olabilir, taze pasajdan
inceleme yapin
Uygun olmayan mikroskop Mikroskop bakim ve kullanimini kontrol edin
Degerlen-
dirme Yanlis okuma, skorlama hatasi Yaymalarin %20’si deneyimli ikinci bir g6z
tarafindan degerlendirilsin, personele egitim verin
Yanlis raporlama Sonuglari kontrol ederek onaylayin
Mikroskop objektifinin kirlenmesi Her preparattan sonra objektifi temizleyin,

Raporlama personele mikroskop kullanim egitimi verin
Yanlis okuma, skorlama hatasi Yaymalarin %20’si deneyimli ikinci bir gbz

tarafindan degerlendirilsin, personele egitim verin
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8 Olasi sorunlar/kisithhiklar

= ARB boyama;
— Negatif sonug hastanin tiberkiloz olmadigi anlamina gelmez.
- MTBC/TDM ayrimi yapmaz.
— Canh 6lG basil ayrimi yapmaz.
— Duyarli/direngli ayrimi yapilamaz.
= Florokrom boyama ydntemi;
— Floresan mikroskop gereksinimi vardir.
-~ Floresan boyanin solmasi nedeniyle kisa slirede dederlendirilmelidir.
— Boyamada kullanilan Auromin O gibi florokrom boyalar kanserojendir.

— Yalancl pozitiflik olasihidi nedeniyle pozitif 6rneklerin EZN boyama ydntemi ile
dogrulanmasi gerekir.
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Tani Akis Diyagrami

Klinik Ornek

Uygun biyogtlivenlik énlemleri alinir
; (bkz. Bolum-1 Biyoguvenlik)

L (bR Bolim T e

Ornek islenir
(bkz. BOlum-2 Ornek Ydnetimi)

Islenmis Ornek

N

. isteme baglh

e +_ ............

ARB boyama yapilir
(bkz. Bolum-3 Mikroskopi)

Kaltar igin ekim yapilir
(bkz. Bolum-4 Kultar)

PCR yapilir
(bkz. Bolum-6 Molekdiler Tani)

/_/R

f 3

/_M

Negatif

Pozitif

Dederlendirme

Negatif

W_/

Raporlanir

" (bkz. BOlum-4 Kultar)
i | Negatif Pozitif
Raporlanir

A

W_/

Pozitif

Raporlanir

Tar tayini yapilir

(bkz. Bdlum-5 Tur Tayini)

/_M

MTBC TDM

w_/

Raporlanir

A

Birinci Secenek Ilag Duyarlilik Testi yapilir
(bkz. Bblim-7 Ilag Duyarlilik Testi)

I

Raporlanir
]

Rifampisine direngli izolatlar

!

ikinci Secenek Ilag Duyarhlik Testi
calisiimak Gzere UTRL'ye yollanir
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Ekler

Ek-1 Yayma hazirlama yonergesi

Malzeme

= Asetat kalemi / kursun kalem Biyogiivenlik Uyarisi!

= Rodajli lam = Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!

= Steril 6ze

= Steril plastik pastor pipeti
= Penset

= Kadit havlu

= Preparat kurutucu / bunsen beki

Yonerge

= Yeni ve temiz rodajli lam alinir.

= Boyama sirasinda silinmeyecek bir kalem ile (kursun kalem ideal) lamin rodajli kismina érnek
numarasi yazilir.

= Ornek, islem gérmis olup olmamasina gére iki farkli sekilde lama aktarilir.

- Islem gérmis 6rnekte ¢okeltiden Pastor pipeti ile 1-2 damla (40-50 uL), lamin ortasinda
yaklasik 1 x 2 cm’lik alan iginde dairesel hareketler ile yayilr.

- Islem gérmemis 6rnedin mukoid ve pirilan kisimlarindan steril ze kullanilarak lamin
ortasinda yaklasik 1 x 2 cm’lik alan iginde dairesel hareketler ile yayilir.

- Hazirlanan yaymalar havada bekletilerek kurutulur.
— Kurutma islemi tamamlanan yaymalar agikta bekletiimemelidir.
= Kurumus yaymalarin lama tespit edilmesinde iki farkli yontem kullanilabilir.
—  Elektrikli preparat kurutucusunda 65-75°C’de en az 2 saat bekletilir.
— Bunsen bekinde* alevden gecirme islemi igin;
e Preparatlar penset ile tutulur.
e Bekin mavi alev kismindan 3-4 defa yavasca yayma Ustte kalacak sekilde gegirilir.

- Kurutulmus, tespit edilmis, boyanmamis bir yayma kitap sayfasinin 6ntine tutuldugunda
yaymanin arkasindaki yazilar rahatlikla okunabiliyorsa yayma uygun kalinlikta demektir.

* Bunsen beki ile kurutma biyolojik risk olusturmasi nedeniyle énerilmemektedir. Bunsen bekinin kullaniimasi
durumunda mutlaka solunum maskesi takilmalidir.
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Ek-2 EZN boya ¢ozeltisi hazirlama yonergesi

Malzeme Cozeltilerin hazirlanmasi
Karbol fuksin ¢ozeltisi Cozelti A
Cozelti A = Bazik fuksin bir havana konur.
Bazik fuksin 0,3g = Uzerine etil alkol azar azar ilave edilerek ezilir.
%95’lik etanol 10 mL .. .
Cozelti B
¢ozelti B = Kristalize fenol, kiiglik bir balon iginde, su banyosunda eritilir.
Kristalize fenol 5g . L - .
Distile su 100 mL = Sivi fenol yaklasik 45°C iken lizerine yavasca distile su eklenir,

iyice karismasi saglanir.
Karbol fuksin ¢ozeltisi
= 10 mL gbzelti A, 90mL ¢ozelti B ile karistirilir.

Biyogiivenlik Uyanisi] = Koyu renkli bir siseye aktarilir.
= lyice calkalanarak homojenize edilir.

= FEldiven ve énliigiiniizii . o
= Kullanilmadan 6nce oda isisinda en az 24 saat bekletilir, filtre

giyiniz! kagidindan stzulerek kullantlir.
Asit alkol = Konsantre HCI dikkatlice ve yavas bir sekilde %90-95’lik alkol
%95'lik etanol 97 mL icerisine ilave edilir.
Konsantre HCI 3mL = Asla tersi uygulanmaz, alkol HCI igine eklenmez!
Metilen mavisi = Distile su igerisinde metilen mavisi eritilir.
Metilen mavisi 0,3 gr = Koyu renkli bir siseye aktarilir.
Distile su 100 mL . - -

= lIyice galkalanarak homojenize edilir.

Saklama

Hazirlanan boya goézeltileri koyu renk siselerde etiketlenerek saklanir.
Etiketlerde g¢ozelti adi, kimin tarafindan ve ne zaman hazirlandidi ve kullanima acilma tarihi belirtilir.

Bu sekilde oda isisinda ve glines i1sigindan uzakta 6 ay saklanabilir.

Giivenlik uyarisi!

= Etanol parlayicidir! Alevden uzak tutulmalidir.

= Su veya alkol asla asit (izerine eklenmez!

» Asitler sulandiriimak istendiginde 6nce su (ya da alkol) élcilmeli, asit
yavas bir sekilde (izerine eklenmelidir!

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan Sayfa 13 / 22
Tlberktiloz / Mikroskopi / Belge no: UTTR-3 / Strim: 1.1 / 01.01.2014



Mikroskopi

Ek-3 Kinyoun boya ¢Ozeltisi hazirlama yonergesi

Malzeme

Cozeltilerin hazirlanmasi

Karbol fuksin ¢ozeltisi

Cozelti A

Bazik fuksin 449
%95’lik etanol 20 mL
Cozelti B

Kristalize fenol 8g
Distile su 100 mL

Biyogiivenlik Uyarisi!

=  Eldiven ve énliigiiniizii

Cozelti A

= Bazik fuksin bir havana konur.

= Uzerine etil alkol azar azar ilave edilerek ezilir.

Cozelti B

= Kristalize fenol, kiglk bir balon iginde, su banyosunda eritilir.

= Sivi fenol yaklasik 45°C iken Gzerine yavasca distile su eklenir,
iyice karismasi saglanir.

Karbol fuksin ¢ozeltisi
= 10 mL gbzelti A, 90mL ¢dzelti B ile karistirilir.
= Koyu renkli bir siseye aktarilir.

= lyice galkalanarak homojenize edilir.

A
glyiniz: = Kullanilmadan 6nce oda isisinda en az 24 saat bekletilir, filtre
kagidindan stzilerek kullanilir.
Asit alkol = Konsantre HCI dikkatlice ve yavas bir sekilde %90-95lik alkol
%95'lik etanol 97 mL icerisine ilave edilir.
Konsantre HCI 3 mL = Asla tersi uygulanmaz, alkol HCI igine eklenmez!

Metilen mavisi

= Distile su igerisinde metilen mavisi eritilir.

Metilen mavisi 0,3 gr = Koyu renkli bir siseye aktarilir.
Distile su 100 mL L . -

= lyice galkalanarak homojenize edilir.
Saklama

Hazirlanan boya ¢oézeltileri koyu renk siselerde etiketlenerek saklanir.

Etiketlerde gozelti adi, kimin tarafindan ve ne zaman hazirlandigi ve kullanima agilma tarihi belirtilir.

Bu sekilde oda isisinda ve glnes isigindan uzakta 6 ay saklanabilir.

Giivenlik uyarisi!

= Etanol parlayicidir! Alevden uzak tutulmalidir.

= Su veya alkol asla asit (izerine eklenmez!

» Asitler sulandirilmak istendiginde 6nce su (ya da alkol) élcilmeli, asit
yavas bir sekilde (izerine eklenmelidir!
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Mikroskopi

Ek-4 Auramine-O boya ¢6zeltisi hazirlama

yonergesi

Malzeme

Cozeltilerin hazirlanmasi

Auramine-O boya ¢ozeltisi
Cozelti 1

Auramine-O* boyasi 0,19
%95’lik etanol 10 mL
Cozelti 2

Kristalize fenol 3g
Distile su 87 mL

Biyogiivenlik Uyarisi!

= Eldiven ve énliigiiniizii

Cozelti 1

Auramine-0 boyasi etil alkol icinde eritilir.

Cozelti 2

Kristalize fenol, kiguk bir balon iginde, su banyosunda
eritilir.

Sivi fenol yaklasik 45°C iken (izerine yavasca distile su
eklenir, iyice karismasi saglanir.

Auramine-0 boya c¢ozeltisi

Cozelti 1 ve gozelti 2 kanistirilir.
Koyu renkli bir siseye aktarilir.

Iyice galkalanarak homojenize edilir.

giyiniz!
Asit alkol = Konsantre HCI dikkatlice ve yavas bir sekilde %70’lik alkol
%95lik etanol 99,5 mL icerisine ilave edilir.
Konsantre HCI 0,5mL = Asla tersi uygulanmaz

Karsit boya

Potasyum permanganat 0,5 g
Distile su 100 mL

Distile su igerisinde potasyum permanganat eritilir.
Koyu renkli bir siseye aktarilir.

Iyice galkalanarak homojenize edilir

Saklama

Hazirlanan boya gozeltileri koyu renk siselerde etiketlenerek saklanir.

Etiketlerde gozelti adi, kimin tarafindan ve ne zaman hazirlandigi ve kullanima agilma tarihi belirtilir.

Bu sekilde oda isisinda ve glines isigindan uzakta 6 ay saklanabilir.

Giivenlik uyarisi!

* Auromine-O ve Rhodamine B boyalari kanserojendir! Hazirlanisi sirasinda
solunmamali, boyama sirasinda cilde temas etmemelidir.

= Etanol parlayicidir! Alevden uzak tutulmalidir.
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Mikroskopi

Ek-5 Auramine-Rhodamine boya c¢ozeltisi
hazirlama ybnergesi

Malzeme

Cozeltilerin hazirlanmasi

Auramine-Rhodamine boya
cozeltisi

Auromine-O* boyasi 1,59

Rhodamin B 0,75¢
Gliserol 75 mL
Sivi fenol(isitilmis) 10 mL
Distile su 50 mL

Biyogiivenlik Uyarisi!

= Eldiven ve énliigiiniizii

Cozelti 1

Kristalize fenol, kiguk bir balon iginde, su banyosunda
eritilir.

Sivi fenol yaklasik 45°C iken lzerine yavasca distile su
eklenir, iyice karismasi saglanir.

Auramine- Rhodamin boya ¢o6zeltisi

Cozelti 1 icine Auramine-O ve Rhodamin B boyasi ilave
edilerek karistirilir.

Uzerine en son gliserol ilave edilir.

Koyu renkli bir siseye aktarilir.

T _
glyniz: = lIyice galkalanarak homojenize edilir.
Asit alkol = Konsantre HCI dikkatlice ve yavas bir sekilde %70’lik alkol
%95lik etanol 99,5 mL icerisine ilave edilir.
Konsantre HCI 0,5mL = Asla tersi uygulanmaz
Karsit boya = Distile su igerisinde potasyum permanganat eritilir.
Potasyum permanganat 0,5g = Koyu renkli bir siseye aktarilir.
Distile su 100 mL . . o
= lyice galkalanarak homojenize edilir
Saklama

Hazirlanan boya gozeltileri koyu renk siselerde etiketlenerek saklanir.

Etiketlerde gozelti adi, kimin tarafindan ve ne zaman hazirlandigi ve kullanima agilma tarihi belirtilir.

Bu sekilde oda isisinda ve glnes isigindan uzakta 6 ay saklanabilir.

Giivenlik uyarisi!

* Auromine-O ve Rhodamine B boyalari kanserojendir! Hazirlanisi sirasinda
solunmamali, boyama sirasinda cilde temas etmemelidir.

= Etanol parlayicidir! Alevden uzak tutulmalidir.
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Mikroskopi

Ek-6 Karbol fuksin boyama yonergesi

Malzeme EZN / Kinyoun Boyama (Sekil 2)

= Boya cozeltileri = Hazirlanan yaymalar, boya dlizenedinin lizerine, birbirleri ile temas
. Distile su etmeyecek sekilde yerlestirilir.
- Filtre kagidi . Zgi%?gitlarm Uzerine yayma alanini kaplayacak sekilde karbol fuksin

* Penset = Karbol fuksin gozeltisinin, ya boyama isleminden hemen 6nce ya da

= Boya sehpasi preparatlarin Gzerine dokme asamasinda kadit filtrelerden gecirilmesi
onerilir.
= Isik mikroskobu
= Yaymalar, buhar gikacak fakat kaynamayacak sekilde 5 dakika boyunca
alttan isitiir (Kinyounda boyamada alttan i1sitma yoktur).

= Eger yayma Uizerinde buharlasma ile boya eksilirse, karbol fuksin
eklenir ve i1sitmaya devam edilir (Kinyounda boyamada alttan isitma
olmadigindan bu basamak da yoktur).

= Yaymalar su ile nazikge yikanir.
= Lamlar edilerek tzerinde kalan su stzduruldr.

= Yaymalarin Gzerine %3’lUk asit-alkol ¢bzeltisinden dékulur,
renksizlesme islemi gergeklesene kadar (1-2 dk) yapilir.

= Yaymalar su ile nazikge yikanir.

= Lamlar edilerek yayma lzerinde kalan su slizdtrullr.

= Preparatlarin Gzerine yayma alanini kaplayacak sekilde metilen mavisi

Biyogiivenlik Uyarisi! gOzeltisinden dokalar, 1-2 dk beklenir.

= Eldiven ve = Yaymalar su ile nazikge yikanir.
onliigiiniizii = Lamlar egilerek yayma Gzerinde kalan su slzdUralar.
giyiniz! = Lamlar dik bir sekilde oda isisinda kurumaya birakilir.

= Isik mikroskobunda dederlendirilir (Ek-8.2).

pra—

Sekil 2. EZN boyama basamaklari
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Mikroskopi

Ek-7 Florokrom boyama ydnergesi

Malzeme

= Boya gozeltileri Biyogiivenlik Uyarisi!
= Distile su = Eldiven ve énliigiiniizii
= Filtre kadidi giyiniz!

= Penset

= Boya sehpasi

= Floresan mikroskop

Florokrom boyama

= Hazirlanan yaymalar, boya dlizenedinin lizerine, birbirileri ile temas etmeyecek sekilde
yerlestirilir.

= Preparatlarin Gzerine yayma alanini kaplayacak sekilde auramine O / auramine-rhodamine
dokulir, 15 dk beklenir.

= Yaymalar distile su ile nazikge yikanir.
= Lamlar edilerek lzerinde kalan su stzdurulir.

= Yaymalarin Gzerine %0,5'lik asit-alkol ¢dzeltisinden dokilir, 2 dk boyunca renksizlestirme
islemi yapihr.

= Yaymalar distile su ile nazikge yikanir.
= Lamlar edilerek yayma Ulzerinde kalan su stizdrullr.

= Preparatlarin Gzerine 6rtecek sekilde potasyum permanganat ¢ézeltisinden doékdldr, 2 dk
beklenir.

ONEMLI NOT: Bu basamak 2 dakikayl asmamalidir, asildiinda floresans azalabilir.
= Yaymalar distile su ile nazikge yikanir.
= Lamlar edilerek yayma lzerinde kalan su slizdrulGr.
= Lamlar dik bir sekilde oda isisinda kurumaya birakilir.

= Floresan mikroskobunda dederlendirilir (Ek-8.2).
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Mikroskopi

Ek-8 Yayma inceleme ybnergesi

8.1 Karbol fuksin ile boyanmis yaymalarin incelenmesi

= Yaymanin Uzerine bir damla ————
immersiyon yagi damlatilir. SR

= Yaymalar x1000 biyiitme E ?‘-1 — W
(100x objektif ve 10x e
okuler) ile incelenir. e

= Yayma, negatif olarak
raporlanmadan 6nce en az 9
dikey ya da 3 yatay cizgi
boyunca (yaklasik 300
mikroskopi alani) dikkatli bir
sekilde taranir (Sekil 3).

Sekil 3. Yaymalarin incelenmesi

= Mavi zeminde, 0,2-0,6 x 1-
10 pm boyutlarinda, kirmizi-
pembe, diiz ya da hafif
kivrik, tek tek veya kiimeler
halinde basiller aranir (Sekil
4).

®= Yaymalarin dedgerlendirilmesi
yari kantitatif olarak yapilir

(bkz. Tablo 2). Sekil 4. Karbol fuksin boyama gorintiisii

8.2 Florokrom ile boyanmis yaymalarin incelenmesi

= Yaymalar floresan veya LED mikroskop ile x250 ve
x400 bluyltmelerde (25x ve 40x objektifler ve 10x
okuler ile) incelenir.

= Yayma, negatif olarak raporlanmadan énce x250
blyltmede en az 30 veya x400 blyitmede en az 70
mikroskopi alani taranir.

= Karanlk alanda, 0,2-0,6 x 1-10 ym boyutlarinda, sar /
turuncu, diz ya da hafif kivrik, tek tek veya kiimeler
halinde basiller aranir (Sekil 5).

= Yaymalarin dederlendirilmesi yar kantitatif olarak
yapilir (bkz. Tablo 2). Sekil 5. Florokrom boyama gorintisi

Biyogiivenlik Uyarisi!

= Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!
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Mikroskopi

Ek-9 Laboratuvar kalite gostergeleri

Laboratuvar kalite géstergeleri (Tablo 6); en az 3 aylik dénemler halinde, donem
bittikten 2 ay sonra dederlendirilmeli, ani degisikliklere dikkat edilmelidir (Tablo
6.a). Ayrica bu dénemlere ait laboratuvar is yukl de es zamanli olarak kayit
altina alinmalidir (Tablo 6.b)

Tablo 6. Laboratuvar kalite gdstergeleri

Ornek

Mikroskopi

Kiltiir

Tiir Tayini

Fenotipik
IDT

Molekiiler
Tani

Raporlama
siiresi

Parametre

Ornek reddi*

Pozitiflik*
Kulttre gére
pozitiflik

Yalanci pozitiflik*

Pozitiflik*

Kontaminasyon

TDM

Tek ilaca direng
Tek R direnci

Tek E direnci

HR direnci

Pozitiflik*

Kiltire gore
pozitiflik*

Yalanci pozitiflik*

Mikroskopi
Kalttr+tar tayini
Fenotipik iDT

Tanim

Laboratuvara gonderilen
tim ornekler igerisinde
reddedilenlerin orani

Mikroskopi yapilan tim
orneklerde ARB pozitiflik
orani

Kultir pozitif 6rneklerdeki
ARB pozitiflik orani

Kultir negatif 6rneklerdeki
ARB pozitiflik orani

Katl ya da sivi kiltlire alinan
tim orneklerde kultar
pozitiflik orani

Kati kiltirde
kontaminasyon orani

Sivi kiiltirde kontaminasyon
orani

Kiltlr pozitif 6rneklerde
TDM olarak raporlanan sus
orani

HRSEZ ilaglarindan herhangi
birine direngli izolat orani

Sadece R direngli izolat
orani

Sadece E direngli izolat
orani

H ve R’ye direngli izolat
orani

(SEZ direnci olsun ya da
olmasin)

Molekdler test yapilan
orneklerde MTBC DNA
pozitif 6rnek sayisi

Kultir pozitif 6rneklerde

MTBC DNA pozitif 6rnek

sayisl

Kltir negatif 6rneklerde

MTBC DNA pozitif 6rnek
sayisl

Ornek kabuliinden itibaren
ortalama raporlama slresi

Hesaplama

Reddedilen 6rnek sayisi
Toplam 6rnek sayisi (Tablo 6.c)

(A+B) / (G+H) (Tablo 6.c)

A / E (Tablo 6.c)

B / F (Tablo 6.c)

(A+C) / (E+F) (Tablo 6.c)

Kontamine kati kiltir sayisi
Kati kiltire alinan 6rnek sayisi

Kontamine sivi kiiltir sayisi
Sivi kiltire alinan 6rnek sayisi

Taberkiloz Disi Mikobakteri sayisi
Tar tayini yapilan ARB pozitif sus sayisi

Herhangi bir ilaca direncli izolat sayisi
Toplam yapilan IDT sayisi

Rifampisine direngli izolat sayisi
Toplam yapilan IDT sayisi

Etambutole direngli izolat sayisi
Toplam yapilan IDT sayisi

En az H ve R direngli izolat sayisi
Toplam yapilan IDT sayisi

MTBC DNA (+) 6rnek sayisi
Molekdler tani testi yapilan 6rnek sayisi

A/ G (Tablo 6.d)

C/ H (Tablo 6.d)

Ortalama (En dusuk, en yluksek deger)
Ortalama (En dustk, en ylksek deger)
Ortalama (En dustik, en ylksek deger)
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Mikroskopi

Tablo 6a. Laboratuvar kalite géstergeleri takip gizelgesi

Parametre D6énem 1 Dénem 2 Doénem 3 Donem 4
Ornek Ornek reddi*
Pozitiflik*
Mikroskopi Kiltire gore pozitiflik
Yalanci pozitiflik*
Pozitiflik*
Kiltiir Kati kiltir kontaminasyonu
Sivi kultdr kontaminasyonu
Tiir Tayini TDM
Tek ilaca direng
. Tek R direnci
Fenotipik IDT ) )
Tek E direnci
HR direnci
Pozitiflik*
Molekiiler Tani Kilttre gore pozitiflik*
Yalanci pozitiflik*
Mikroskopi
:i?'!:beoslglama KUItUr+tUr tayini
Fenotipik IDT
*Akciger ve akciger disi érnekler igin ayri ayri hesaplanabilir.
Tablo 6.b. Laboratuvar is yuku
Test Sayisi  Test yapilma %’si Hesaplama
Ornek X X
B k! La boratpjlir\;alfélsz | (c)erdnileeknsglz':selk sayisl
Kiiltiir Kati ya da sivi kiltir yapilan érnek sayisi
Laboratuvara kabul edilen 6rnek sayisi
Tiir tayini o Tar Favini vapllfan Sl.JS sayisi
Kultirde Gireme tespit edilen sus sayisi
iDT Ilag duyarllik testi yapilan sus sayisi

Molekiiler tani

Kiltirde MTBC / Gireme tespit edilen sus sayisi

Molekiler tani testi yapilan 6rnek sayisi
Laboratuvara kabul edilen 6rnek sayisi

Tablo 6.c. Mikroskopi ve kultur
sonuglarinin karsilastirilmasi

Tablo 6.d. Kultir ve molekdler tani
sonuglarinin karsilastirilmasi

Kiiltir Kiiltiir
Pozitif Negatif Toplam Pozitif Negatif Toplam
) _ Pozitif A B G Molekiiler  Pozitif A B G
Mikroskopi . .
Negatif  C D H Tam Negatif  C D H
Toplam E F / Toplam E F -
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Mikroskopi

Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosedlir belgesinde (UTTR-3 [B6lum 3] Mikroskopi) gegcen bazi hususlar igin
daha ayrintili veya ilave bilgi icin asadida listelenen UMS belgelerine basvurunuz:

UMS, UTTR-1 [Bdlim 1] Biyoguvenlik

UMS, UTTR-2 [B6liim 2] Ornek Yoénetimi
UMS, UTTR-4 [B6lim 4] Kuiltir

UMS, UTTR-5 [Béliim 5] Tir Tayini

UMS, UTTR-6 [B6lIUm 6] Molekdller Tani
UMS, UTTR-7 [B&lim 7] Ilag Duyarlilik Testi
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Development of a Handbook on TB Diagnostic Methods. Stockholm: European Centre for
Disease Prevention and Control Technical Report, 2011. p. 96-99.
http://www.ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/1105_TER_Basics_TB_control.pdf

Laboratory detection and identification of Mycobacteria. Approved Guideline. CLSI
document M48-A, Vol. 28, No. 17, CLSI, Pennsylvania. 2008.

Pfyffer GE. Mycobacterium: General characteristics, laboratory detection, and staining
procedures. In: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Landry ML, Pfaller MA (eds). Manual
of Clinical Microbiology. 9th ed, ASM Pres, Washington, D.C. 2007, p. 543-72.

Della-Latta P, Weitzman I. Mycobacteriology, In: Isenberg HD (ed). Essential Procedures
for Clinical Microbiology. ASM, Washington, D.C. 1998, p. 171-202.

Tuberculosis — Information for Health Care Providers. 4th ed., Ontario Lung Association,
2009. http://www.on.lung.ca/document.doc?id=475

Ceyhan I. Tiberkiilozda Bakteriyolojik Tani. Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanlig,
Ankara, 2007

Tuberkiiloz Tani ve Tedavi Rehberi. Basak Ltd. Sti., Ankara, 2011.
http://www.verem.org.tr/pdf/tum-kitap.pdf

Tlberkiloz. Toraks Kitaplar, Tirk Toraks Dernegi, Sayi: 11, Aves Yayincilik, istanbul,
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HD (eds). Clinical microbiology procedures handbook. 2nd ed. update, ASM, Washington,
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Kualtar

“Kalitenin kontrol edilmesi degil,

sebeplendirilmesi ve temellendirilmesi gerekir.”

P. Crosby
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Kualtar

Kapsam ve Amacg

Bu Rehberin amaci; tlberkilozun mikrobiyolojik tanisinin dogru yapilabilmesi igin
altin standart olan kultlr isleminin standartlara uygun yapilmasinin saglanmasidir.
Bu bolim, tiaberkiloz laboratuvarlarinda ornedin kiltir icin besiyerine ekim ve
degerlendirme slirecini kapsamaktadir.

Kultur - Teknik Bilgiler

Tlberkilozun tanisinda kualtlir altin standarttir. Kaltar yontemleri; tlberkiloz
basillerinin Uremesine, tanimlanmasina, ilag duyarhlik testleri ve epidemiyolojik
calismalarin yapilmasina olanak sadlar. Kiltirde mikobakterilerin Gretilmesi igin
hasta 6rneklerinin mililitresinde 10-100 canh basilin olmasi yeterlidir.

1 Temel prensip

Tluberkllozun kesin tanisi bakterinin kultiir ortaminda Uretilmesi ve tanimlanmasi
esasina dayanir. M. tuberculosis’in bélinme slresi 18-24 saate kadar uzadigindan
diger bakterilere gore kultirde Uremesi uzun zaman almaktadir. Bu nedenle
kiltirde Uremenin dederlendirme slresi 6-8 haftaya kadar uzayabilmektedir.
Ureme icin ortamda 6¢zel maddelerin bulunmasi gerektiginden M. tuberculosis genel
Uretim besiyerlerinde Uretilemez; 6zgln besiyerlerine ihtiyag duyulur.

2 Yontem cesitleri ve avantaj-dezavantajlari

M. tuberculosis komplesin (MTBC) uretilmesi igin siklikla gliserol ve asparajin iceren
yumurta temelli besiyerleri, agar bazli besiyerleri, serum ve sigir albimini ile
zenginlestirilmis sivi  besiyerleri  kullanilir. Besiyerlerine diger kontaminant
mikroorganizmalarin Uremesini engellemek icin malasit yesili gibi inhibitérler veya
cesitli antibiyotikler eklenebilir. Kiltir yontemlerini kati ve sivi kiiltiir sistemleri
olmak uzere ikiye ayirabiliriz (bkz. Sekil 1).

Uzman Goriisii — Mycobacterium tuberculosis izolasyonu icin ideal bir
besiyerinde bulunmasi gereken ozellikler

Ekonomik olmalidir.

Kolay hazirlanmalidir.

Hizli ireme saglamalidir.

Mikobakteri disindaki mikroorganizmalarin (remesini engellemelidir.

Ornekte bulunabilecek az sayidaki bakterinin iiremesini desteklemelidir.

Kati besiyerleri igin izolatlarin koloni morfolojisinden 6n tanisi yapilabilmelidir.

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan Sayfa 3 / 18
Tlberktloz / Kilttr / Belge no: UTTR-4 / Stirim: 1.1 / 01.01.2014




Kualtar

Kulttr besiyerleri

/—/H

Kati Besiyerleri Sivi Besiyerleri
Yumurta Temelli Agar Temelli Manuel Sivi Otomatize Sivi
Besiyerleri Besiyerleri Besiyerleri Sistemler

l l l l

= Bact/Alert 3D
= MGIT 960
= VersaTREC

= Loéwenstein Jensen = Middlebrook 7H10 = Middlebrook 7H9
= Ogawa = Middlebrook 7H11 = MGIT Manuel

Sekil 1. M. tuberculosis kompleks kultira icin kullanilan besiyerleri

TUberkllozun izolasyonunda en sik kullanilan besiyerleri ve 6zellikleri Tablo 1'de
verilmistir (ayrica bkz. Ek-1 ve 2 “Besiyeri hazirlama ydnergesi”).

Tablo 1. Kltir yontemlerinin 6zellikleri

Yumurta temelli Agar temelli . .
Sivi besiyerleri

besiyerleri besiyerleri
Hazirlik Zahmetli Kolay Kolay
Raf 6mri 6 ay 4 hafta Kullanilan sisteme gore degisir
Besiyeri gorinimu Opak Seffaf Seffaf
Koloni morfolojisi Ayirt edilebilir Ayirt edilebilir ~ Ayirt edilemez
Ortalama Utreme slresi 21-42 glin 18-28 gln 7-14 gln
Sonuglandirma suresi 8 hafta 6 hafta 6 hafta
izolasyon sansi Yiksek Yiksek Cok yuksek
Maliyet Dusuk Orta Orta-Yliksek

Uyari! — Test yontemi se¢cimi
= Ticari ybéntemler igin;
-~ Verifikasyon testleri (yéntem dogrulamasi) yapilmis bir sistem secilmeli,

— Sistemin verifiye edilmis bir baska test yontemi veya verifikasyon ¢alismasini yapmis bir
baska laboratuvarla es zamanli ¢alisilarak sonuglarin givenilirligi kanitlanmalidir (bkz.
Ek-3 “Kiltir Yontemlerinin Gegerli Kilnmasi Yénergesi”).

= Laboratuvar tarafindan hazirlanan besiyerleri igin;

— Tum validasyon (yéntem gecerliliginin kanitlanmasi) basamaklari yapiimalidir (bkz. Ek-3
"Kdltiur Yontemlerinin Gegerli Killnmasi Yénergesi”).
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3 Kdualtdr icin asgari laboratuvar kosullari

3.1. Laboratuvar glvenligi dnlemleri

Kaltar ekimi islemleri igin (Tablo 2):

= Temiz alandan kirli alana dogru tek yonli hava akimi olan, saatte 6-12 kez temiz
hava degisimi saglayan mekanik havalandirma sistemli ve giris kontrollU bir
calisma alani olmall

= Sinif-IIA biyogulvenlik kabini ve otoklav bulunmali
= Eldiven ve onliuk kullanilmalidir.

Tablo 2. Kiltdr ile ilgili islemler sirasinda alinmasi gereken énlemler

Laboratuvar tasarimi Laboratuvar Kisisel koruyucu
donanimi donanim

Laboratuvar

giris sinirlamasi BGK Otoklav Eldiven Onliik Maske

Havalandirma

Besiyeri _ _ _
Hazirlik hazirlama v 4 4
islenmis
érnedin kaltar ) ) v o Opsiyonel
Kiiltiir besiyerine ekimi Saatte 53‘-1_2 _hava BGD-Z isaretli Ku]t_ur v v
degisimi giris sinirlamasi pozitifler
Kiltar - v

degerlendirme

Ayrintili bilgi “UTTR-1 Biyoglvenlik” bashdi altinda verilmistir.

3.2. Gerekli donanim

» Sinif-IIA Biyoguvenlik Kabini
= Inkubatér
= Otoklav

4 Kualtar ekimleri ve inkibasyon

MTBC kultari icin kan ve kemik iligi ornekleri harig direkt klinik 6rnekten
besiyerlerine ekim yapilmaz.

Ornekler islendikten (bkz. “UTTR-2 Ornek Ydnetimi”) sonra “Kiltir ekimi ve
inkibasyon ydnergesi"ne (bkz. Ek-4) gbre ekimleri yapilir.

Uzman Goriisii — Kiiltiir ekimi

Tlberkiiloz basilinin (reme sansini arttirmak amaci ile en az bir sivi, bir de kati besiyerinin
birlikte kullaniimasi énerilmektedir. Sivi besiyeri olarak otomatize sistemlerin tercih edilmesi
izolasyon stiresini kisaltacaktir.
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5 Sonuclarin degerlendirilmesi ve raporlama

Besiyerlerinde (ireme asadidakilerden uygun olan yol izlenerek takip edilir:

= Kati besiyerleri kontaminasyon ve lireme takibi
acisindan ilk hafta iki kez, sonra 8. haftaya dek en az
haftada bir kez GUreme acisindan kontrol edilir (Sekil 2).

= Sivi besiyerlerinin haftada 2 kez bulaniklik, ylizeyde zar
ve partikul olusumu acisindan goérsel kontroll ile Greme
takip edilir.

= Ticari sistemlerde Uretici firmanin dnerileri
dogrultusunda Greme takibi yapilir.

Takipler sirasinda besiyerinde tGreme saptanmasi durumunda

kati ve sivi besiyerlerinde dederlendirme Sekil 3 ve Sekil 4'te  $ekil 2. L)'de Greme

verilmistir. Kati kllttrdeki iremeler skorlanarak verilmelidir
(bkz. Kutu 1).

Kati besiyerinde lireme olmasi

!

ARB Boyama

/—/‘H

Yaymada kontaminant

Negatif mikroorganizma varhgi ve Pozitif
I
i | |
v ARB Negatif ARB Pozitif
inkiibasyona 8.
hafta sonuna kadar l l
devam edin . o N T T i
| “Kontamine kultir” |i Dekontamine edip | | Tur tayini kisa slrede !
olarak raporlayin | tekrar ekin* ¢ | tamamlanamayacaksa !

Ureme olmazsa

L L

"Mikobakteri Uremedi” “Aside Direncli Basil Uredi”
seklinde raporlayin seklinde raporlayin

1

MTBC-TDM ayrimi yapin
(bkz. Bolum-5. Tur Tayini)

{

MTBC'leri Birinci Segenek
IDT’ye alin
(bkz. Bolim-7. IDT)

Sekil 3. Kati besiyerinde Greme olmasi durumunda dederlendirme ve raporlama algoritmasi

* GUglu tiberkilloz kuskusunda, tekrar alinmasi zor ya da mimkun olmayan 6rnekler igin kiltlirde
kontaminasyon olmasi durumunda, saklanmissa 6rnekten veya kiltir besiyerinden tekrar
dekontaminasyon islemi yapilarak kiltir islemi tekrarlanabilir.
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Kutu 1. Kati kiiltiirdeki iiremenin raporlanmasi

= ARB pozitif koloni yoksa: “Ureme olmadi”

= 1-19 koloni: "1-19 koloni ARB pozitif basil tredi”

= 20-100: “ARB pozitif basil tredi (1+)"

= 100-200: “ARB pozitif basil Gredi (2+)”

= 200-500: “ARB pozitif basil tredi (3+)"

= 500 ustl: “ARB pozitif basil Gredi (4+)” seklinde raporlanir.

Sivi besiyerinde ilireme olmasi

l

ARB Boyama
Kanli Agara Ekim

/—/R

ARB Negatif ARB Pozitif

Kanl agarda Kanl agarda Kanli agarda Kanl agarda

kontaminant kontaminant kontaminant kontaminant

Ureme yok ureme var ureme var Ureme yok

[} T
g W R S 2
| Inkibasyona8. ! | “Kontamine kultdr” i Dekontamine edip | | Tir tayini kisa siirede !
+hafta sonuna kadar olarak raporlayin E tekrar ekin* i | tamamlanamayacaksa |
i devam edin : U PP I OSSP
[ I l
i Ureme olmazsa
“Aside Direngli Basil Uredi”
seklinde raporlayin

“Mikobakteri Gremedi” l
seklinde raporlayin MTBC-TDM ayrimi yapin
(bkz. Bolum-5. Tur Tayini)

{

MTBC’leri Birinci Segenek
IDT’ye alin
(bkz. Bolim-7. IDT)

Sekil 4. Sivi besiyerinde Greme olmasi durumunda dederlendirme ve raporlama algoritmasi

* GUglU tuberkiloz kuskusunda, tekrar alinmasi zor ya da mimkiin olmayan 6rnekler igin kiltlirde kontaminasyon
olmasi durumunda, saklanmissa 6rnekten veya kiltir besiyerinden tekrar dekontaminasyon islemi yapilarak kiltir
islemi tekrarlanabilir.

Uyari! Kiiltiir sonucglarinin raporlanmasi

= Pozitif kdltlr sonuclari kiltirde Gremenin olmasi durumunda 24 saat icerisinde
raporlanmalidir. Laboratuvar tim pozitif kiltir sonuglarini 6rnek kabuliini takip eden ortalama
21 gun igerisinde raporlamis olmalidir.

= Tum pozitif sonuglar ilgili birim/hekime ve Il Halk Saghigi Mudurligine ivedilikle bildiriimelidir.
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6 Saklama

= Islem gerektiren pozitif kiiltiirler haftalarca oda isisinda saklanabilir.

= Her hastaya ait en az bir pozitif klltlir -70+10°C’de en az bir yil stoklanmalidir
(bkz. Ek-5 “Sus saklama ybénergesi”).

7 Kalite kontrol

7.1. Ic kalite kontrol

Kaltir yoéntemleri ile iligkili olarak bazi verilerin takibi, strecin kalite kontrol
acisindan izleminde yardimci olabilmektedir. Dizenli olarak takibi yapilmasi gereken
parametreler:

= Laboratuvarda hazirlanan besiyerlerinin kontroll (bkz. Ek-6 “Besiyeri Kalite
Kontrol Y6nergesi”)

— GOrunum; renk, kuruluk, kontaminasyon, hava kabarcigi vb.
_ pH

— Sterilite; her partinin % 1-3’Unl, 35-37°C’de ve %5-10 CO,'li ortamda 48-72
saat izlem

- Uretme ve secicilik; pozitif ve negatif kontrol suslarinin tiremeleri test edilir.

» Kalite kontroli onayh olarak satin alinan ticari besiyerlerinin kontrollerinin
yapilmasina gerek olmayabilir. Bu Grlinlerde ticari firmadan;

— Urdndn dretim tarihi
— Lot numarasi
— Son kullanim tarihi
— Test edilen mikroorganizmalar ve test tarihi
— Sonuglarini iceren kalite kontrol raporu talep edilir.
= Ekipman kontrol(;
— Sogutucularin sicaklik takibi ve bakimi
- InkiUbatoérlerin sicakhk takibi, kalibrasyon ve bakimi
— Kullaniliyorsa otomatize sistemlerin kalibrasyon ve bakimlari

— Ortam sicakhginin takibini igerir.

7.2. Dis kalite degerlendirme

Klltlir calismalarinda laboratuvarin yetkinliginin dederlendirilmesi amaciyla ulusal
veya uluslararasi bir Dis Kalite Degerlendirme programina katilmasi gerekir. Bu
amagla Tiarkiye Halk Sagligi Kurumu Ulusal Tiaberklloz Referans Laboratuvari
tarafindan diizenlenen Dis Kalite Dederlendirme programina katilim saglanabilir.
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Uyari! - Kiiltiirde kalite gostergeleri
= Kalite glivencesinin amacglarina uygun olarak ayda bir kiltir besiyerlerindeki
kontaminasyon oranlari gézden gegirilmelidir.
— Kati besiyerlerinde %3-5 kontaminasyon,
— Sivi besiyerlerinde %5-10 kontaminasyon, kabul edilir oranlardir.

Bu oranlarin disina gikildiginda, dekontaminasyon igleminin tim basamaklari gézden
gegirilmelidir (bkz. “UTTR-2 Ornek Ydnetimi”)

= Laboratuvarlar kiltir pozitiflik oranlarini takip etmelidir.
— Yodun Gremenin oldugu pozitif kilttr 6rneklerinin ardindan gorilen seri pozitifliklerde,

— Mikroskopi pozitifligine gére beklenenden daha az oranda (%90'nin altinda) kulttrde
Ureme olmasi durumunda dikkatli olunmalidir.

= ARB pozitiflik derecesine gore kultiirde ortalama lreme siresi (3-6 aylik periyotta) takip
edilmelidir.

Ayrintili bilgi icin bkz. UTTR-3. Ek-9. Laboratuvar kalite gostergeleri

8 Olasi sorunlar/kisithhiklar

= Kiltlr yontemlerinin duyarhligi mikroskopiden yiliksek olmakla beraber daha geg
sonug vermektedir.

= Mikobakterilerin koloni morfolojileri ve pigmentasyonu sadece kati besiyerlerinde
gorulebilir.

= Yumurta temelli besiyerlerinde besiyerinin kalitesi kullanilan yumurtanin tazeligi
ile ilgilidir.

= Sivi besiyerleri katl besiyerlerine gére kontaminasyona daha acgiktir.

» Middlebrook 7H10 ve 7H11 besiyerleri;

- Isiya ve glin 1sigina maruz kaldiginda ortamdaki serbest formaldehit
konsantrasyonunda artis olusacagindan tiiberkiloz basilinin Gremesi inhibe
olabilmektedir.

— Uretme 6zelligini kazanabilmesi icin oleik asit-albiimin-dekstroz-katalaz
(OADC) ile zenginlestirilerek kullaniimalidir.

= QOtomatize sistemlerde;

— Mutlaka Uretici tarafindan 6nerilen homojenizasyon ve dekontaminasyon
islemi yapiimalidir.

— Kan ve asiri kanli érnekler floresansi maskeleyebilir.

— Kontaminasyonu énlemek icin kullanilan antimikrobiyal karisimlar bazi
mikobakterilerin Gremesini dnleyebilir.

= MTBC ve TDM {remesi birlikte olabilir. Ilac duyarliigi acisindan bu tiir kuskularda
molekller ydontemlerle ileri analiz yapilmasi énerilir.
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Tani Akis Diyagrami

Klinik Ornek

Uygun biyoglivenlik énlemleri alinir i
; (bkz. Bolum-1 Biyoguvenlik)

L (bR Boim [

Ornek islenir
(bkz. BOlum-2 Ornek Ydnetimi)

Islenmis Ornek
............ N, | isteme bagli
il " v ; T §oT
ARB boyama yapilir | Kaltdr icin ekim yapihr | & PCR yapilir
(bkz. B6lum-3 Mikroskopi) " (bkz. Bolum-4 Kultur) " (bkz. Bolum-6 Molekiler Tani)

Dederlendirme

Negatif Pozitif " (bkz. Bolim-4 Kiltir) n Negatif Pozitif
Raporlanir Negatif Pozitif Raporlanir
::'\“ Raporlanir ,,.i"
¥Sz=z==z==z==z==z===z==z==z=z=z===z==z:=2% J

Tar tayini yapilir
(bkz. B6Iim-5 Tir Tayini)

/—M .................................. -

Klinik anlamliliga gore
MTBC TDM i tir tanimlamasi yapilir:

o mmme

Raporlanir

N

Birinci Secenek Ilag Duyarlilik Testi yapilir
(bkz. B8lim-7 Ilag Duyarlilik Testi)

Raporlanir
]

Rifampisine direngli izolatlar

+

ikinci Secenek ilag Duyarhlik Testi
calisilmak tdzere UTRL'ye yollanir
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Ekler

Ek-1 L-J Besiyeri hazirlama ydnergesi

Malzeme

Cozeltilerin hazirlanmasi

Mineral tuz ¢ozeltisi

KH,PO, 2,49
Magnezyum sitrat 0,6 g
Asparajin 36 g
Gliserol 12 mL
Distile su 600 mL

= Steril bir balon icerisine malzemeler tartilarak konur.
= Gliserol ile distile su eklenir.

= Karisim 100°C’de 30 dk bekletilerek tuzlarin tamamen
¢6zlinmesi saglanir.

= 121°C’de 30 dk otoklavlanir.

= Oda sicakliinda sogutulur.

%2’lik Malasit yesili

Malasit yesili 29
Distile su 100 mL

= Bir havan veya manyetik karistirici yardimi ile boya
distile su iginde gozulur.

= Hazirlanan boya, koyu renkli siselerde isik gormeyecek
bir yerde saklanir.

Yumurta soliisyonu

24-28 adet iri boy taze yumurta (1000
mL olacak sekilde)

Biyogiivenlik Uyarisi!
=  Eldiven ve onliigiiniizii giyiniz!

= Yumurtalarin disi firga ve sabunlu su yardimi ile
temizlenir. Bir sepet igerisinde kurutulur.

= %70’lik etanol igerisinde 15 dk bekletilir ve alkolden
gikarilip kurumasi beklenir.

= Yumurtalar tek tek aseptik sartlarda bir beherin igine
kirihr ve taze olup olmadigi kontrol edilir. Yumurta
sarisinin btlinlaga bozulmus ve/veya kotl koku olusmus
ise yenisi ile dedistirilir.

= Yumurta sivisl yapiskan 6zelligi kayboluncaya kadar
calkalanir (steril cam boncuklu erlen veya elektrikli
mikser kullanilabilir).

= Yumurta sivisi bir mezir igine, iki kath steril gazh bezden
gecirilerek suzulur.

Besiyerinin hazirlanmasi

= Erlenmayer veya cam balon igerisinde dnceden hazirlanip steril edilen 600 mL tuz
cozeltisine, %2’lik malasit yesilinden 20 mL eklenir.

= Hava kabarcidi olmayacak sekilde, 1000 mL yumurta sivisi kabin yan duvarindan yavasca dokulir.
Karisim hava kabarcidi olusturmayacak sekilde yavasca karistirilir. Olusan hava kabarciklarinin

yuzeyden gitmesi icin 5-10 dk beklenir.

= Besiyerinin rengi acik yesilden koyu yesile kadar degisebilir.

= Besiyeri hava kabarcigi olusturmadan steril tliplere 6 mL kadar doldurulur.

= Tupler 15 dk igerisinde 6nceden 80-85°C sicaklida getirilmis koagulatore yerlegtirilir. Tlpler 45 dk

bu 1sida koaglilatérde bekletilir.

Saklama

= Tuplerin tzerine besiyerinin adi, Uretim tarihi ve lot numarasi yazil etiket yapistirilarak 2-8°C'de
sodutucuda dik olarak depolanir. Raf dmri 6 aydir.

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan
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Ek-2 MB 7H10/11 Besiyeri hazirlama yonergesi

Malzeme
* MB7H10/11 Biyogiivenlik Uyarisi!
= OADC = Eldiven ve o6nliigiiniizii giyiniz!
Oleik asit 0,6 mL
AlbUmin faktor V, sigir 50 g
Dekstroz 20 g
Katalaz 0,49
NaCl 8,54
Distile su 1000 mL

Besiyerinin hazirlanmasi

= MB 7H10 veya MB 7H11 (retici firma Onerileri dogrultusunda hazirlanir;
— Besiyeri tartilir, steril cam balon igerisine konulur ve tzerine 900 mL distile su eklenir.
— Hazirlanan karisim 100°C’de 30 dk bekletilerek tamamen ¢6zlinmesi saglanir.
— Cozelti, 121°C'de 20 dk otoklavlanir.
= OADC hazirlanir (hazir olarak da temin edilebilir);
— Malzemeler tartilarak steril bir cam balon igerisine konulur
— Ustiline 1000 mL distile su eklenir.
— Karisim 100°C’de 30 dk bekletilerek tamamen ¢ozlinmesi saglanir.
— Oda sicakhdinda sogutulur.
— Sterilizasyon 0,22 ym membran filtreden gegirilerek yapilir.
= Otoklavlanan MB 7H10 veya MB 7H11 besiyerleri, su banyosunda 50-56°C’ye sogutulur.
= Hava kabarcidi olusturmayacak sekilde 100 mL OADC yavasca besiyerinin igine eklenir.
= Karisim hava kabarcigi olusturmayacak sekilde hafifce calkalanir.

= Besiyeri hava kabarcigi olusturmayacak sekilde steril Petri kaplarina veya tlplere dagitilir.

Saklama

= Tuplerin veya petrilerin Gzerine besiyerinin adi, tretim tarihi ve lot numarasi yazil etiket
yapistirilarak buzdolabinda depolanir. Raf 6mri ortalama 4 haftadir.
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Ek-3 Kultir yontemlerinin gecerli kilinmasi

Genel hususlar

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan yéntemlerin uygunlugunun ve gecerliliginin uluslararasi
bilimsel kriterlere gére valide veya verifiye edilerek kanitlanmasi ve onaylanmasi gereklidir.

Validasyon, bir yéntemin

performans karakteristigini ve Tablo 3. Verifikasyon ve validasyon igin yapilmasi gereken
kisithhdini ortaya koyarak, bu asgari calismalar
karakteristigin hangi sartlarda,
ne kadar degistiginin CE/FDA onaylh ticari Laboratuvar yapimi test veya

; e o r s ; testte VERIFIKASYON CE/FDA onayli olmayan ticari
I;ﬁ:;rll_ﬁrg;ezliftlees;iflr' r?);%zrﬂt:r icin test edilmesi testte VALIDASYON icin test

" . ' P gereken parametreler edilmesi gereken parametreler
veya yontemin performansinin
strekli olarak izlenmesidir. 1. Dogruluk 1. Dogruluk
Verifikasyon ise valide bir 2. Tekrarlanabilirlik 2. Tekrarlanabilirlik
yéntemin laboratuvardaki 3. Dogdrusallik (Kantitatif 3. Dogdrusallik* (Kantitatif testler igin)
beklenen performansinin test testler icin) 4. Duyarliik
5. Ozgulluk

rutin kullanima girmezden dnce
bir kereligine 6lgllmesi islemi
veya FDA (veya CE) onayl bir yontem igin Uretici tarafindan belirtilen performans dederlerinin
laboratuvarda elde edildiginin gosterilmesidir. Cihaz veya kit icermeyen, mikroorganizma tanimlama
basamaklarinin bir pargasi olarak uygulanan islemlerin yéntem gegcerliliginin kanitlanmasi gerekli
dedildir. Bu testler kalite kontrol protokolleri ile izlenmelidir.

Mikrobiyolojik testlerin yontem gecerliliginin kanitlanmasi temel olarak testin CE/FDA onayli olmasi
ve olmamasi (laboratuvar yapimi test) durumuna gére iki grupta incelenir (bkz. Tablo 3).

Kontrol materyali

Yoéntem gecerliliginin = Sertifikali referans materyali
kanitlanmasinda
kullanilacak kontrol
materyali yanda = Dis kalite dederlendirme materyali (farkl bir yontem ile daha 6nce
verilen siraya gore cahsilmis)

secilir ve kullanilir:

Referans materyali

Akredite bir laboratuvarda galisiimis hasta materyali

= Sonucu referans yontem ile élgilmuis hasta materyali

Kiiltiir yontem gecerliliginin kanitlanmasi

Referans yontemle karsilastirma yapilir. Tek analit (organizma) saptayan testler igin 10 pozitif ve 10
negatif izolatin galisiimasi 6nerilmektedir. Referans yontemle uyum =%90 olmalidir. Ayrica sistem
organizmalarin gereken sitirede saptanmasini sagliyor mu? Uretici 6nerileri ile karsilastiriimahdir.

= Dogruluk:

— Uyumlu sonug sayisi / toplam sonug sayisi x 100 olarak hesaplanir.
— Ticari testlerde Uretici firmanin belirttigi degerler ile karsilastirilabilir.
— Referans yonteme gore dogruluk oraninin %90 olmasi 6nerilmektedir.

=  Kesinlik:

— Elde edilen sonuglardan ortalama, standart sapma ve %CV (varyasyon katsayisi) hesaplanir.
— Varyasyon katsayisinin kiictik olmasi, tekrarlanabilirligin yiksek oldugunu gosterir. Genel
olarak %CV =%15 olmasi kabul gérmektedir.
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Ek-4 Kultar ekimi ve inkiibasyon yonergesi

Malzeme

* Besiyeri Biyogiivenlik Uyarisi!

= Steril pipet veya plastik tek kullanimlik 6ze = Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!

= Bunsen beki / mikroinsinerator u Biyoguvenlik kabinini kullaniniz!

= Inkibatdr

Yonerge

=  Tek kullanimhk steril pastor pipeti ile aerosol olusturmadan dikkatlice, islem gormius c¢okeltiden
200 pL (2-4 damla) kati besiyerine aktarilir. Sivi ticari sistemler igin Ureticinin 6nerdigi miktarda
ekim yapilir.

= Inkiibasyon;

— Yumurta bazli besiyerine (LJ, Ogawa, vb.) ekilen érnekler, emilinceye kadar kapaklari
gevsek, besiyeri ylizeyi yukari bakacak sekilde yatik pozisyonda 35-37°C’de bir hafta
suresince inklbe edilir. Birinci hafta sonunda kapaklari sikistirilarak dik konumda
inktibasyona devam edilir.

— MB 7H10 veya MB 7H11 plak besiyerleri, ekilen 6rnek emilinceye kadar besiyeri asagida
kalacak sekilde 35-37°C’de ve % 5-10 CO,'li ortamda inklibe edilir. Daha sonra,
kurumalarini dnlemek igin, besiyerleri CO, gegirgen polietilen torbalarda ters gevrilerek veya
CO, gecgirgen bantlarla kenarlari kapatilarak inkiibe edilmelidirler.

= Tum kati besiyerleri, hizli Greyen mikobakterilerin erken saptanabilmesi ve kontamine kulttrlerin
hemen uzaklastiriimasi amaciyla inokilasyondan 3-5 giin sonra incelenir.

= Ureme olan besiyerlerinde kontaminasyon kontrolii igin ARB boyama yapilir.

= Ornekte kontaminasyon saptanirsa islem gérmiis 6rnekten yeniden dekontaminasyon
yapildiktan sonra tekrar ekim yapilir.
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Ek-5 Sus saklama yonergesi

Malzeme

= Cam boncuklar, 1-2 mm capli, steril Biyogiivenlik Uyarisi!

* Derin dondurucu (-80°C) =  Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!

= Katl besiyerinde tremis kiltir = Solunum maskenizi takiniz!

= Otomatik pipet, pipet uglari veya Pastor pipeti = Biyogiivenlik kabinini kullaniniz!
= Bisturi, steril » s bitiminde tiim malzemelerinizi
= Distile su, steril otoklaviayiniz!

= Oze, steril

= Vorteks

= Yadsiz stt
= Tlpler, 2 mL’lik, polipropilen, vida kapakli, steril tip - susu saklamak igin stok tipa

= Tapler, 50 mL'lik, polipropilen, vida kapakli, steril santriflij tipl - sispansiyon hazirlamak igin

Yonerge

= Molekiler ve klasik tiplendirme sonucu MTBC olarak tanimlanmisg, majér/ minor ilag duyarlihk
testleri yapilmis suslar bir liste altinda toplanir. Her susa ayri bir sus stok numarasi verilerek
saklamaya alinir.

= Her sus igin iki adet stok tiipii hazirlanir.

= Her sus igin bir bakteri siispansiyon tiipii (50 mL’lik santrifij tipd) hazirlanir.
= Tiplerin Gzerine ve kapaklarina saklanacak susun numarasi yazilir.

= Sulspansiyon tlipline 5-7 mL steril distile su konur.

= Iyi ve bol Giremis 3-5 haftalik taze kiltiirden (5 koloniden az bakteri sus stoklama islemine alinmaz)
1-2 6ze dolusu koloni alinir, stispansiyon tiiptine aktarildiktan sonra tliplin kapadi sikica kapatilir.

= Bakteri stispansiyonu goézle gorilebilecek kadar blyuk partikiller kalmayana kadar 2-5 dk
vortekslenir.

= Blylk partikillerin dibe ¢cokmesini saglamak icin 20-30 dk oda sicakliginda bekletilir.

= Yadsiz sutln bulundugu kutunun agiz kismi veya steril bistiri ile kesilerek acilan kismi, alkol veya
camasir suyu ile islatilmis gazl bezle dezenfekte edilir.

= [lk 6nce yagsiz sitten her bir “stok tiipii”’ne steril pipet ile 750-900 yL aktarilir.

= Daha sonra bakteri slispansiyonundan 750-900 pL alinip, “stok tipleri”“ndeki yadsiz sitin Ustline
aktarlir; boylece iki adet 1,8 mL yeni stispansiyon elde edilir.

= Kullanilan pipet ucu veya Pastoér pipeti 1/10 sulandirilmis gamasir suyu bulunan atik kabina atilir.

= Stok tuplerin kapadi sikica kapatildiktan sonra, tipler alt Ust edilerek bakteri siispansiyonu ile
yagsiz sutln iyice karismasi saglanir

= Stok tupleri 6nceden hazirlanmis stok kutularina konarak -30°C ile -80°C arasindaki derin
donduruculara yerlestirilir.
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Ek-6 Besiyeri kalite kontrol yonergesi

Malzeme

*  Pozitif kontrol Biyogiivenlik Uyarisi!
— M. tuberculosis ATCC 25177 (H37Ra) = Eldiven ve onliigiiniizii giyiniz!
— M. kansasii ATCC 12478 = Solunum maskenizi takiniz!

Lo ,
— M. fortuitum ATCC 2841 (hizli ireme igin) Biyogiivenlik kabinini kullaniniz!

) = s bitiminde tiim malzemelerinizi
= Negatif kontrol

— Escherichia coli ATCC 25922

otoklaviayiniz!

Yonerge

= Yeni hazirlanan veya ticari olarak satin alinan hazir besiyerlerine i¢ kalite kontrol programi
uygulanir.

= Rastgele 10 adet besiyeri segilir ve renk, hava kabarcigi, ylzeyinde plriiz olup olmadigina bakilir.
= Sterilite kontroll i¢cin 36+1°C’de bos besiyeri iki glun inkibe edilir.
= Besiyerlerinin Uretme yetenedi ve hizinin test edilebilmesi igin pozitif kontrol suslari ile ekim yapilir.

— Besiyerleri 3. glinde kontaminasyon takibi igin, sonrasinda haftada bir iremeler agindan kontrol
edilerek 6 hafta slreyle inkibe edilir.

— Standart suglar MB 7H9 sivi besiyerinde 0,5 McFarland bulanikliginda hazirlanir.
— Kalibre bir 6ze veya pipet kullanarak kontrol sispansiyonundan 10 pL besiyerine inokdile edilir.

— Besiyerinin secicilik 6zelligi igin steril %0,85 NaCl igerisinde 1:10 diliisyonu hazirlanan
suspansiyondan 10 uL besiyerine inokiile edilir.

— Tum besiyerleri 35-37°C’de ve %5-10 CO,’li ortamda 21 gliine kadar inkibe edilir.
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Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosedlir belgesinde (UTTR-4 [B6lum 4] Kulttr) gecen bazi hususlar igin daha
ayrintili veya ilave bilgi icin asadida listelenen UMS belgelerine basvurunuz:

UMS, UTTR-1 [Bdlim 1] Biyoguvenlik
UMS, UTTR-2 [B8lim 2] Ornek Ydnetimi
UMS, UTTR-3 [B6lim 3] Mikroskopi
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"Basit yasa ki baskalari da var olabilsin.”

M. Gandhi
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Kapsam ve Amacg

Bu Rehberin amaci; tlberkilozun mikrobiyolojik tanisinin dogru yapilabilmesi igin
kaltirdeki UGremelerin M. tuberculosis kompleks (MTBC) ve Tuberkiloz Disi
Mikobakteri (TDM) ayrimini standartlara uygun yapilmasinin saglanmasidir.

Bu bdlum, tlberkiloz laboratuvarlarinda izolatin tir tayini islemine alinma ve
dederlendirme sirecini kapsamaktadir.

Tur Tayini - Teknik Bilgiler

Tum kiltirde Greyen mikobakterilerin MTBC ve TDM ayrimi yapilmalidir. Insan
mikobakteri enfeksiyonlarinin ¢ok buyik bir kisminda etken MTBC oldugundan tlr
tayininde temel hedef MTBC'nin TDM’den ayrilmasi olmaldir.

1 Temel prensip

MTBC'nin tanimlanmasi uygun tedavi kararini belirledigi icin hasta ydnetiminde
Onemli bir basamak olusturmaktadir.

Klltirde Uremis izolatlarin MTBC-TDM olarak ayriminda dreme o6zellikleri ve
biyokimyasal testler kullanilmakla birlikte, son vyillarda hizli genotipik ve
immunokromotografik ydntemler de kullanilmaya baslanmistir.

2 Yontem cesitleri ve avantaj-dezavantajlari

MTBC-TDM ayriminda biyokimyasal testler zaman alici ve zahmetli olup sonuglarin
degerlendirilmesi glic olabilmektedir.

Glnumuzde kullanilan farkli genotipik ve immunokromotografik yaklasimlarin cogu
laboratuvarlarda yaygin kullanim alani bulmustur.

Bu yontemler hizli ve glvenilir sekilde MTBC-TDM ayrimi yapabilmektedir. MTBC-
TDM ayrimi;

» Fenotipik yontemler

— Ureme ézellikleri
— Biyokimyasal testler
— HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

= Genotipik yontemler

— PCR restriksiyon enzim analizi
— Ters hibridizasyon testleri

» Imminokromotografik yéntemler
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2.1. Fenotipik yéntemler

MTBC'nin GUreme 0Ozellikleri asagidaki gibidir:

= Ureme hizi; kati besiyerine kiltiir pasajinda 7. giinden sonra Urer.

= Koloni morfolojisi; R tipi (dUzensiz), kuru, devetlyU renginde koloniler olusturur.
= Pigment Uretimi; pigment yapmaz.

= Mikroskopik morfoloji; sivi klltirden yapilan ARB boyamanin incelenmesinde
yillanvari / halat benzeri yapilar (kord faktér) goértltr.

Ureme o6zellikleri bakterinin 6én tanimlanmasinda MTBC-TDM ayrimina yardimci
olmakla birlikte, MTBC'nin kesin tanisi icin yeterli degildir.

MTBC'nin TDM’den ayriminda kullanilan biyokimyasal testler ve bu testlere ait MTBC
sonuclari asagidaki gibidir:

» Katalaz testi; negatif

» Niasin birikim testi; pozitif

= Nitrat indirgenme testi; pozitif

= Paranitrobenzoik asit (PNB)’li besiyerinde Greme; lUremez

PNB’de Greme olmamasi MTBC olarak dederlendirilir.

Katalaz, niasin ve nitrat indirgenme testleri bir arada kullaniimaldir, tek baslarina
MTBC-TDM ayrimi yapamazlar.

Katalaz testi

Bazi izoniazid direngli M. tuberculosis ve M. bovis suglarinin disindaki butdn
mikobakteriler katalaz aktivitesi gdsterirler. Bununla birlikte mikobakterilerin
katalaz Gretimi ve enzimin isiya stabilitesi degiskenlik gosterir.

Katalaz aktivitesi iki sekilde arastirilir;
(a) Katalaz Uretim miktar (semikantitatif test) (Ek-1a Uygulama Yonergesi)
(b) 68°C’de isiya stabil katalaz (Ek-1b Uygulama Yo&nergesi)

Niasin birikim testi

Buatlin mikobakteriler Gremeleri stiresince nikotinik asit Uretirler. M. tuberculosis ve
M. simiae ile M. chelonae’nin baz izolatlari daha fazla nikotinik asidi metabolize
edemezler ve ortamda daha fazla birikir. Niasin agarda birikir ve buradan
ayristirilarak tespit edilir (Ek-2 Niasin Birikim Testi Uygulama Ydnergesi).

Nitrat indirgenme testi
Mikobakteriler nitrati indirgeme kabiliyetlerine goére birbirinden ayrilir. Bu test,

nitritin uygun reaktifler ile reaksiyona girdiginde renk olusumunun gosterilmesi
prensibine dayanir GuUnlUmulzde nitrat indirgenmesini tespit eden strip testler
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bulunmaktadir (Ek-3 Nitrat Indirgenme Testi Uygulama Yonergesi).
PNB (p-nitrobenzoik asit) testi

MTBC'nin tanimlanmasinda 37°C’de PNB'li besiyerinde lreme 6zelligi kullanilabilir.
PNB, MTBC'nin tGremesini selektif olarak inhibe eder (Ek-4 PNB Testi Uygulama
Ybnergesi ).

Mikobakteri klltlr izolatlarinin tanimlanmasinda, mikolik asitlerin ekstraksiyonu ve
ayristirimasina dayanan kimyasal bir yontemdir. Uygulama zorlugu ve ekipman
gereksinimi nedeniyle tiberklloz laboratuvarlarinda yaygin kullanim alani
bulamamistir.

2.2. Genotipik ydntemler

Kati veya sivi kultirden elde edilen izolatlarin hsp65 geninin 441 bp’lik bir
parcasinin PCR ile amplifikasyonunu takiben amplifiye Grlnlerin BStEII ve Haelll
restriksiyon enzimleri ile kesimi esasina dayanmaktadir.

Kesim reaksiyon Urlnleri daha sonra agaroz jel elektroforez yéntemi ile incelenir.
Elde edilen restriksiyon paternleri, fragman buyiukligu algoritmasi ile
karsilastirilarak mikobakteri tipi belirlenir.

Test bir gln icinde tamamlanabilir. Test maliyeti uygun olmakla birlikte ekipman,
donanim ve deneyimli personel gerektirir.

Kaltdr izolatindan amplifiye edilmis biyotinle isaretli PCR rtnlerinin, nitroselltloz
seritler Gzerine baglanmis 6zgiin DNA problari ile hibridize edilmesi temeline
dayanir.

Ters hibridizasyon testleri “Line Probe Assay (LPA)” hizli, uygulamasi ve
degerlendirmesi kolay, ancak ekipman gerektiren ve maliyeti ylksek testlerdir.

Bu amacla hazirlanmis gesitli ticari kitler mevcuttur. Calismalar Gretici firma
onerileri dogrultusunda gergeklestirilir.

2.3. Immunokromotografik yéntemler
Son yillarda kullanimi giderken artan MTBC’ye 6zgu htlicre duvar antijenlerini (MPT-
64) saptamaya yonelik gelistirilmis testlerdir.

Hem kati hem de sivi klltirden calisilabilmekte ve dakikalar gerisinde sonug
alinabilmektedir.

Basit, uygulamasi kolay, hizli, ekipman gerektirmeyen ve maliyeti dlslk testlerdir.
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3 Tar tayini icin asgari laboratuvar kosullari

3.1. Laboratuvar glvenligi dnlemleri

= Laboratuvarin fiziki tasarimi;

-~ Temiz alandan kirli alana dogru tek yonli hava akimi olan

Saatte 6-12 kez temiz hava dedisimi saglayan mekanik havalandirma sistemli
- Kendiliginden kapanan sifreli / kilitli kapiya sahip bir giris odasina sahip
Izlenebilir negatif basincli bir calisma alani

= Biyoguvenlik donanimi;
— Sinif-IIA biyoguvenlik kabini
= Kisisel koruyucu donanim (KKD);

— Eldiven
— Onluk
— Solunum maskesi kullanilmalidir (Tablo 1).

Tablo 1. Tur tayini islemleri sirasinda alinmasi gereken dnlemler

Laboratuvar tasarimi Laboratuvar Kisisel koruyucu
donanimi donanim
Laboratuvar .
Havalandirma giris BGK Otoklav Eldiven Onliik Maske
sinirlamasi
ijgﬁc?rl?len Negatif basingli BGD-3 isaretli
Tiir tayini mekanik kilitli cift kapih v v v v v
yapilan her -
K havalandirma girig
islem
Islenmis ) o .
drnekten SaatZee? : 1i§ﬂhava liBr?Ds?nllrsI:;?;lél v Opsiyonel v v Opsiyonel
ekstraksiyon 915 girls
Molekiiler Uremis Negatif basingli BGD-3 isaretli
test kiilttrden mekanik kilitli gift kapili v v v v v
ekstraksiyon havalandirma giris
DNA’dan yapilan Dogal BGD-2 isaretli _ _ v v _
islemler havalandirma giris sinirlamasi

Ayrintih bilgi "UTTR-1 Biyoglvenlik” bashgi altinda verilmistir.

3.2. Gerekli donanim

Tar tanimlamasi yapilirken gereken donanim segilen ydnteme gore degismektedir.
» Biyokimyasal testlerde;

- Inkibatér
— Su banyosu

= HPLC y6nteminde;
— HPLC cihazi
» PCR restriksiyon enzim analizinde;
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— Termal cycler
— Elektroforez cihazi

= Ters hibridizasyon testlerinde;

— Termal cycler
— Hibridizasyon cihazi gereklidir.

4 Islem

= Kiultirde Greme olmasi durumunda, Greme 6ncelikle ARB ile dogrulanmalidir
(bkz. UTTR-4 Kultdr).

= ARB pozitif tim tGremelerde MTBC ve TDM ayrimi yapiimaldir.

= Tdr tayini sonucunda TDM olarak tespit edilen suslar her zaman klinik olarak
anlamli olmayabilir, raporlanirken klinik anlamlilik g6z éntnde bulundurulmahdir
(bkz. Kutu 1).

Kutu 1. Tiiberkiiloz Disi1 Mikobakterilerin (TDM) Klinik Anlamlilig:

= Hastanin klinik durumu

TDM igin altta yatan hastalik, immin sistemi baskilayan bir hastaligin varligi
ve hastalarda deri batinligind bozan aletlerin bulunmasi risk faktoradur.

= Tespit edilen mikroorganizmanin hastalandiricilik potansiyeli

Bazi tlrler (M. gordonae, M. xenopi, M. fortuitum, M. mucogenicum, M.
terrae kompleks, vb.) siklikla cevresel patojendir. Ancak bunlarin varhgi
diger maddeler ile birlikte dedgerlendirilmelidir.

= Klinik 6rnegin tiirii ve kontamine olma ihtimali

Siklikla gevresel patojen olan bir etkenin (6rnek; M. mucogenicum)
balgamda tespiti anlamli degilken vendz kateterli bir hastanin kaninda tespit
edilmesi sepsisle iligkili olabilir.

= ARB pozitiflik derecesi

Balgamda ARB pozitifliginin ylksek olmasi anlamli olarak kabul edilirken
diger ornek tirleri igin boyle bir 6zellik aranmamalidir.

= Kiiltiirdeki lireme sayisi

Balgam icin birden fazla 6rnekte kulltirde Greme olmasi ve steril alanlardan
alinan érneklerde tek bir klltirde Greme olmasi anlamhdir.
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5 Sonuclarin degerlendirilmesi ve raporlama

Test sonuclari kullanilan yonteme gére dederlendirilerek raporlandirilir. Ayrica tim
raporlarda testin hangi yontemle yapildigi belirtilmelidir. Yukaridaki yéntemlerden
herhangi biri ile yapilan tanimlama sonucunda;

(a) MTBC olarak tespit edilen izolatlar “Mycobacterium tuberculosis kompleks”
olarak rapor edilir.

Uyari!

= Mycobacterium tuberculosis kompleks icerisindeki tlrlerin ayrimi yapilmadigi slirece
“Mycobacterium tuberculosis” olarak rapor edilmez.

= “Mycobacterium tuberculosis kompleks” olarak rapor edilir.

(b) TDM olarak tespit edilen izolatlar “Tuberklloz Disi Mikobakteri” olarak rapor
edilir.

Uyari! - Tiir tayini sonuclarinin raporlanmasi

= M. tuberculosis kompleks tanimlanmasi érnek kabullni takip eden ortalama 21 gln icerisinde
raporlanmalidir.

= TUm M. tuberculosis kompleks sonuglari ilgili birim/hekime ve il Halk Saghigi Madirligiine
ivedilikle bildirilmelidir.

6 Saklama

Kaltur izolatlar en az 1 yil stre ile saklanir (bkz. Sus Saklama Ydnergesi).

7 Kalite kontrol

7.1. Ic kalite kontrol

Tur tayini testlerinde kullanilan teste gére kullanilmasi énerilen kalite kontrol
islemleri farkhlik gésterir. Testlerde kullanilan malzeme ve donanimlarin dizenli
bakim ve kalibrasyonlari yapilmahdir. Yapisal kontrolini kendi igerisinde
bulunduran ticari sistemlerde sonuglar, kontrol sonuclarinin uygunluguna gore
verilmelidir. Biyokimyasal testlerde kullaniimasi gereken kalite kontrol suslari Tablo
2’de verilmistir.
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Tablo 2. Biyokimyasal testlerde kullanilmasi gereken kalite kontrol suslan

Test Adi Pozitif Kontrol Negatif Kontrol

Katalaz Testi M. gordonae ATCC 14470 M. tuberculosis ATCC 25177
Niasin Birikim Testi M. tuberculosis ATCC 25177 M. intracellulare ATCC 13950
Nitrat Indirgenme Testi M. tuberculosis ATCC 25177 M. intracellulare ATCC 13950
PNB Testi M. fortuitum M. tuberculosis ATCC 25177

7.2. Dis kalite degerlendirme

Tir tayininde laboratuvarin yetkinliginin degerlendirilmesi amaciyla ulusal veya
uluslararasi bir Dis Kalite Degerlendirme programina katilmasi gerekir. Bu amacla
Tirkiye Halk Saghgi Kurumu Ulusal Tuberktiloz Referans Laboratuvari tarafindan
diizenlenen Dis Kalite Dederlendirme programina katilim saglanabilir.

Uyari! - Tiir tayininde kalite gostergeleri

= Klltdr pozitif 6rneklerde MTBC / TDM orani takip edilmelidir.

8 Olasi sorunlar/kisithhiklar

Fenotipik yéntemler;

Zahmetli ve zaman alici ydntemlerdir
Taze kaltur ve klltur pasaji gerektirir
Kesin sonug¢ vermeyebilir

Biyolojik risk dlzeyi yUksektir.

Genotipik yontemler;

Maliyetlidir
Ekipman ve deneyimli personel gerektirir.

Ayrintili bilgi icin bkz. UTTR-3. Ek-9. Laboratuvar kalite gostergeleri
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Tani Akis Diyagrami

v
Klinik Ornek
o | __
i Uygun biyogtivenlik énlemleri alinir
(bkz. Bolum-1 Biyoguvenlik) i
Ornek islenir
(bkz. Bolim-2 Ornek Yonetimi)
Islenmis Ornek
feeceeecc——_-___| isteme bagh |
l 1 R
ARB boyama yapilir Kaltar igin ekim yapilir PCR yapilir
(bkz. BOlum-3 Mikroskopi) (bkz. Bolum-4 Kultar) (bkz. BOlim-6 Molekiler Tant)
/—/R v /_M
Dederlendirme
Negatif Pozitif (bkz. Bolum-4 Kultur) Negatif Pozitif
Raporlanir Negatif Pozitif Raporlanir
Raporlanir
Tir tayini yapilir
N (bkz. Bolum-5 Tur Tayini) i
Klinik anlamlihga gére !
" MTBC TDM  |itir tanimlamasi yapilir | &
"':\\\ Raporlanir ,;:"'
Birinci Secenek Ilag Duyarlilik Testi yapilir
(bkz. B8lim-7 Ilag Duyarlilik Testi)
[
Raporlanir
]
Rifampisine direngli izolatlar
ikinci Secenek Ilag Duyarhlik Testi
calisiimak tGzere UTRL'ye yollanir
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Ekler

Ek-1 Katalaz testi uygulama yodnergesi

Ek-1a Katalaz Gretim miktarn (semikantitatif test)

Malzeme

Uygulama

Besiyeri, ayirag

= Middlebrook 7H9 sivi besiyeri

= LJ besiyeri (25x150 mm tipte)
= Katalaz ayiraci (%30’luk H,0,)
Diger gereg, donanim

= Inklbatér

= Steril Pastor pipetleri

L) besiyerinin dip kismina 7 gunlik sivi kiltirden 0,1 mL
ya da aktif olarak lGreyen koloniden bir 6ze dolusu ekilir.

37°C’'de 2 hafta boyunca kapaklari gevsek olarak inkibe
edilir.

Besiyerine 1 mL %30’luk H,0, ilave edilir
Oda isisinda 5 dk bekletilir.

Olusan hava kabarciginin besiyerinde olusturdugu
yuUkseklik (milimetre) dlgulur.

Hava kabarciklarinin yiksekliginin 45 mm altinda olmasi
M. tuberculosis kompleks lehinedir.

Ek-1b 68°C’de isiya stabil katalaz

Malzeme

Uygulama

Besiyeri, ayirag

= Middlebrook 7H9 sivi besiyeri

= LJ besiyeri (25x150 mm tipte)
= Katalaz ayiraci (%30’luk H,0,)
= %10’luk Tween 80

= M/15 fosfat tamponu (0,067 M)
Diger gereg, donanim

= Inklbatér

= Steril Pastor pipetleri

Vida kapaklh bir tipte 0,5 mL 0,067 M fosfat
tamponundan (pH 7) yogun bir organizma siispansiyonu
hazirlanir.

Su banyosunda ya da is1 blogunda 68°C’de 20 dk inklibe
edilir.

Oda 1sisina kadar sogutulur.
0,5 mL katalaz ayiraci ilave edilir.

Tapln kapadi gevsekce kapatilir, tlpler
galkalanmamalhdir.

Oda isisinda 5 dk bekledikten sonra test yorumlanir.

— Cok az kabarcik olusmasi bile pozitif olarak
degerlendirilir.

— Kabarcik olusmamasi ise negatif olarak dederlendirilir.

Biyogiivenlik Uyarisi!
= Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!
= Solunum maskenizi takiniz!

=  Biyogiivenlik kabinini kullaniniz!
* s bitiminde tiim malzemelerinizi otoklaviayiniz!

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan
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Ek-2 Niasin birikim testi uygulama yonergesi

Malzeme

Besiyeri, ayirag

Biyogiivenlik Uyarisi!
= Middlebrook 7H9 sivi besiyeri

= Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!

= LI besiyeri (25x150 mm tlpte) *  Solunum maskenizi takiniz!

= Ticari niasin test stripleri = Biyogiivenlik kabinini kullaniniz!
= Distile su ya da serum fizyolojik (SF) = s bitiminde tiim malzemelerinizi
= %10’luk sodyum hidroksit (NaOH) otoklaviayiniz!

Diger gereg, donanim
= Inkiibatér
= Steril vida kapakh test tipleri (20x125 mm)

= Steril Pastor pipetleri

Uygulama

= L] besiyerinde yodun olarak lireyen 4 haftalik kllttre 1 mL steril distile su ya da SF ilave edilir.

= Steril bir 6ze ile besiyeri ylzeyindeki kolonilerin, besiyerine fazla zarar vermeden, kazinarak
sivi icerisine gegmeleri saglanir.

= Tupler egdik bir sekilde 15 dk bekletilerek sivinin besiyeri ylzeyini 6rtmesi saglanir.
= Slre sonunda tupteki sividan 0,6 mL steril bir tipe aktarilir.
= Niasinin bu siviya gegmesi igin 15-20 dk kadar beklenir.
= Sivinin rengine gore dederlendilir;
— Rengin sariya donmesi pozitif,
- Rengin degismemesi ise negatif olarak degerlendirilir.

= Tapler atilmadan énce Uzerine %10 NaOH ilave edilir.
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Ek-3 Nitrat indirgenme testi uygulama yodnergesi

Malzeme

Uygulama

Besiyeri

Middlebrook 7H9 sivi besiyeri
L] besiyeri (25x150 mm tipte)

Ayiraglar

Sodyum nitrat ¢dzeltisi

0,085 g NaNO3

0,117 g KH,PO,

0,485 g NazHPO412H20

100 mL distile su karistirilarak otoklavlanir.

Ayirag 1

50 mL konsantre HCI
50 mL steril su
Asit suyun (zerine dikkatle ilave edilir.

Ayirag 2 (%0,2'lik sulfanilamid)

0,2 g silfanilamid
100 mL distile su
Su banyosunda ¢ozduralir.

Ayirag 3 (%0,1lik B-N-(1-naftil) etilendiamin
dihidroklorid; n-NEDD)

0,1 g n-NEDD
100 mL distile su

Diger gereg, donanim

Inkibator
Su banyosu
Steril Pastor pipetleri

Steril 5 mL pipetler

= Tiplere 0,2 mL steril distile su konur.

= Uzerine en fazla 4 haftalik kiltiirden bir
6ze dolusu (~0,1 g) koloni konur.

= 2 mL sodyum nitrat ¢ézeltisi eklenir.

= Galkalanarak karnistirilir ve 37°C’'de 2
saat inklbe edilir.

=  Siire sonunda;
- 1 damla ayirag 1
- 2 damla ayirag 2
— 2 damla ayirag 3 ilave edilir.
= Beklemeden dederlendirme yapilir;

— Pembeden koyu kirmiziya olan
renkler pozitiftir.

= Renk dedisimi olmazsa lzerine ¢inko
tozu eklenir.

— Bu durumda pembe renk olusursa
bu durum gergek negatiftir.
Dedismezse pozitiftir.

Biyogiivenlik Uyarisi!

= Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!

=  Solunum maskenizi takiniz!

=  Biyogiivenlik kabinini kullaniniz!

» s bitiminde tiim malzemelerinizi
otoklaviayiniz!

Saklama

TUm ayiraglar koyu renkli siselerde 4°C’de 1-2 aya kadar saklanabilir. Renk degisikligi ve tortu
olusursa yenisi hazirlanir.

Giivenlik uyarisi!

Su veya alkol asla asit lzerine eklenmez!
Asitler sulandirilmak istendiginde énce su (ya da alkol) éiciilmeli, asit

yavas bir sekilde (zerine eklenmelidir!
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Ek-4 PNB testi uygulama yonergesi

Malzeme
Besiyeri, ayirag
Biyogiivenlik Uyarisi!
" U besiyeri (25x150 mm) = Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!
= PNB = Solunum maskenizi takiniz!
= Propilen glikol = Biyogiivenlik kabinini kullaniniz!
= Steril distile su = s bitiminde tiim malzemelerinizi
Donanim Diger gereg, donanim otoklaviayiniz!
= Koagulatér
= Inkiibatér

Steril Pastor pipetleri
Steril 5 mL pipetler
Oze

Steril vida kapakl test tupleri (20x125 mm)

Uygulama

0,5 mg/mL PNB’li besiyeri hazirlanir.

— 250 mg PNB 10 mL propilen glikol iginde ¢ézdurdldr.

— 98 mL ham LJ besiyerine 2 mL PNB sollsyonu ilave edilir. Ayrica PNB’siz besiyeri hazirlanir.
- PNB'li ve PNB’siz ham besiyerleri ayri ayri 6’sar mL ttplere dagitilir.

— 60 dakika 90°C’de yan yatik pozisyonda koagiile edilir.

0,1 mL veya 1 6ze dolusu bakteri stispansiyonu (5 mL steril distile su iginde siispanse edilen) hem
PNB'li hem PNB'siz besiyerine (kontrol tipua) ekilir.

37°C’'de 4 gliin-4 haftaya kadar inklbe edilir.
PNB'li besiyerinde 4 hafta iginde Greme olmamasi durumunda test negatif olarak kabul edilir.
M. tuberculosis komplekste PNB testi negatiftir.

PNB'siz besiyerinde lireme olmamasi ya da gok az sayida koloni olusmasi, testi dederlendirmek igin
yeterli Gremenin olmadigini gosterir.

Saklama

Tam ayiraglar koyu renkli siselerde 4°C’de 1-2 aya kadar saklanabilir. Renk degisikligi ve tortu
olusursa yenisi hazirlanir.
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Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosedlir belgesinde (UTTR-5 [B6lum 5] Tur Tayini) gegen bazi hususlar igin
daha ayrintili veya ilave bilgi icin asadida listelenen UMS belgelerine basvurunuz:

UMS, UTTR-1 [Bdlim 1] Biyoguvenlik
UMS, UTTR-2 [Bélim 2] Ornek Yénetimi
UMS, UTTR-3 [B6lim 3] Mikroskopi
UMS, UTTR-4 [BSlUm 4] Kdaltar
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"Fayda vermeyen ilimden sakinanlara...”

Sayfa2 / 12 Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari
01.01.2014 / Sidrtim: 1.1 / Belge no: UTTR-6 / Molektler Tani / Tlberkilloz



Molekiler Tani

Kapsam ve Amag

TUberkillozun tanisinda gunumize kadar farkh Nukleik Asit Amplifikasyon Temelli
(NAAT) testler uygulanmistir. Bu rehberin amaci; tiberkilozun molekdiler tanisinda
testlerin gereksinimlere uygunlugunu, avantaj, dezavantajlarini, rapor edilme
sirecini ve kalite kontrolin 6nemini vurgulamaktir. Bu bdlim, tldberkllozun
molekller tanisinda kullanilan testlerin genel 06zelliklerini, raporda yer almasi
gereken bilgileri ve gerekli kalite kontrol uygulamalarini kapsamaktadir.

Molekiiler Tani - Teknik Bilgiler

Tlberklloz hastaliginin kesin tanisi mikrobiyolojik inceleme ile konur. “Altin
standart” yontem kiiltiirdlr. Mikroskopik incelemenin duyarliiginin disik olmasi ve
kiltirde Uremenin zaman almasi nedeniyle standardize edilmis, 6zgullik ve
duyarhhgi ylksek, glvenilir ve hizli yontemlerin kullanimina ihtiyagc dogmustur. Bu
amacgla gunuimuizde, NAAT klinik &6rnekten hizh taniyr desteklemek Uzere
kullanilmaya baslanmistir. Hizli tani, tedavinin daha erken baslamasini saglayarak
hasta bakim ve sonuglarinin daha iyi olmasina ve bulasin engellenmesine katkida
bulunacaktir. Ancak NAAT mutlaka altin standart olan kiltir yéontemleri ile birlikte
kullanilmali ve sonuclari dogrulanmahdir.

1 Temel prensip

Klinik ve radyolojik tanilyi desteklemek amaciyla tiberklloz supheli hasta
orneklerinde Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC) varlhidinin hizh
saptanmasinda NAAT kullanimi 6énerilmektedir.

2 Yontem cesitleri ve avantaj-dezavantajlari

Tlberkiloz sipheli hasta 6rneginde MTBC varhiginin saptanmasinda bircok NAAT
kullanilmaktadir. Bu testler, kisa slirede sonug alinabilme avantaji nedeniyle tercih
edilmektedir.

NAAT icerisinde ilk gelistirilen yontem, laboratuvar kosullarinda hazirlanan (in-
house) PCR rutin laboratuvarlarda ve arastirma amaciyla kullaniimaktadir. Bu
testlerin duyarlihk ve &6zgullikleri yillar icinde artmakla birlikte ticari testlerle
karsilastirildiginda hala diasutktar. Tuberkllozun molekiler tanisinda;

» Geleneksel PCR

= Gergcek zamanl PCR

= Zincir ayristirma amplifikasyon (SDA)

» Transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA)

» Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

» Ligaz zincir reaksiyonu (LCR) ydntemlerine dayanan in-house ve ticari testler
kullaniimaktadir.
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Molekltler Tani

Klinik 6érnekte MTBC’'nin molekiler yontemlerle saptanmasinda en yaygin olarak
kullanilan hedef bélgeleri M. tuberculosis’in 1S6110, 16s rRNA, 16S 23S ITS, rpoB
ve hsp65 gen bdlgeleridir.

Molekdller testler;

= Hizhdir,

= Duyarhliklari kullanilan yénteme gére %10-100 arasinda degismektedir,
= Pahalidir,

= Canli ve 61U basil ayrimi yapilamamaktadir.

= Yanlis pozitif ve negatif sonuglar olabilmektedir.

3 Molekuler tani icin asgari laboratuvar kosullari

3.1 Laboratuvar givenligi 6nlemleri

Klinik 6rnekte molekiler yontemle MTBC aranmasi icgin:
= Laboratuvarin fiziki tasarimi;
— Temiz alandan kirli alana dogru tek yonli hava akimi olan
— Saatte 6-12 kez temiz hava degisimi saglayan mekanik havalandirma sistemli
— Girig kontrollU bir galisma alani
» Biyoguvenlik donanimi;
— Sinif-IIA biyoguvenlik kabini
» Kisisel koruyucu donanim (KKD);
— Eldiven
— Onluk kullaniimalidir (Tablo 1).

Tablo 1. Molekiler tani islemleri sirasinda alinmasi gereken énlemler

Laboratuvar tasarimi Laboratuvar Kisisel koruyucu
donanimi donanim
Laboratuvar B
Havalandirma giris BGK Otoklav Eldiven Onliik Maske
sinirlamasi
Direkt 6rnekten Dogal BGD-2 isaretli - _ .
ekstraksiyon havalandirma giris sinirlamasi 4 4 Opsiyonel
Islenmis ) o .
drnekten Saati? : 1i§”hava li3r(i;DS|2n|Ir§I:::;|él v Opsiyonel v v Opsiyonel
Molekiiler  ekstraksiyon 91 girls
test Uremis Negatif basingli BGD-3 isaretli
kiilttrden mekanik kilitli gift kapili v v v v v
ekstraksiyon havalandirma giris
DNA’dan yapilan Dogal BGD-2 isaretli _ _ v v _
islemler havalandirma giris sinirlamasi

Ayrintih bilgi "UTTR-1 Biyoguvenlik” bashgi altinda verilmistir.
3.2 Gerekli donanim

Molekdiler tani testleri icin gereken donanim segilen yénteme gore belirlenir.
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4 Uygulama

» Rutin olarak alinan drnekler islendikten sonra ARB mikroskopisi ve kultlr
ekimleri yaplilir.

= Ornek alimi ve mikrobiyolojik islemler NAAT sonuclari icin bekletilmemelidir.

» Hasta d6rneklerinden en az birinden NAAT dretici firma 6nerileri veya gegerli
standart calisma prosedurlerine uygun olarak calisilir.

Uzman Goriisii - Molekiiler tani testlerinin yapilmasi énerilen durumlar
Tiberkiloz oldugundan kuvvetle stiphelenilen yayma negatif olgular

= Yayma duyarlilidinin disiik oldugu akciger digi tiiberkiilozu sipheli olgular

5 Sonuglarin degerlendirilmesi ve raporlama

Klinik érnekten cgalisilan NAAT canli ve cansiz bakterileri ayiramamaktadir. Tedavi
almakta olan hasta oOrneklerinden calisilan testler 6lG basiller nedeniyle pozitif
sonuglanabilir.

Klinik 6rnekteki basilin homojen dagilmamasi, yeterli nikleik asit elde edilememesi
veya ortamda codalmayi engelleyen faktérlerin bulunmasi da sonucun negatif
olmasina neden olabilir. Bu olasiliklar nedeniyle rapor sonucu yorumlanarak
verilmelidir (Tablo 2).

NAAT sonuclarinin ARB sonuglari ile korelasyonu dederlendirilir.
= ARB mikroskopisi ve NAAT pozitif ise; hasta >%95 olasilikla tiberkilozdur.

= ARB mikroskopisi negatif, NAAT pozitif ise; klinik olarak karar verilerek
tedaviye baslanabilir veya kiltlir sonucu beklenebilir veya ek bir érnekte daha
NAAT calisilabilir. Klltlir sonucunu beklerken iki veya fazla érnekte NAAT pozitif
bulunan hasta tlberklloz olarak varsayilabilir.

= ARB mikroskopisi pozitif, NAAT negatif ise; inhibitorlerin varligi arastiriimali, ek
bir 6rnekte daha NAAT calisiimahdir. Balgam 6rnekleri %3-7 oraninda inhibitér
icermektedir.

— Inhibitér saptanan érnekte NAAT’ nin tanisal dederi yoktur. Bu durumda
klltdr ve ek test sonuclari beklenirken tedavi karari klinik olarak verilmelidir.

- Inhibitér saptanmazsa, kiiltiir sonucu beklenirken ve ek test gerekliligi
belirlenirken tedavi karari klinik olarak verilmelidir. ikinci 6rnekte de ARB
mikroskobisi pozitif, NAAT negatif bulunur ve inhibitér saptanmazsa hastada
TDM oldugu disunulebilir.

= ARB mikroskopisi ve NAAT negatif ise; kultlr ve ek test sonuglar beklenirken
tedavi karar klinik olarak verilmelidir.
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Uyari! - Molekiiler test sonuclarinin yorumlanmasi

= MolekUler testlerin negatif olmasinin aktif tiberkiloz olasiligini ortadan

kaldirmadigi unutulmamalidir.

Tablo 2. Molekiller sonuglarin raporlanmasi

Test Sonug Raporlama

Yorum

M. tuberculosis kompleks DNA'sI

Pozitif tespit edildi

PCR

testleri M. tuberculosis kompleks DNA's|

Negatif tespit edilmedi

Pozitif sonug canli basili géstermez.
Kltur ile dogrulanmalidir.

Negatif sonug tliberkiloz ve tiiberkiloz
disi mikobakteri enfeksiyonunu ekarte
ettirmez. Kiltur ile dogrulanmalidir.

Hasta ornegi laboratuvara ulastiktan sonra testlerin en kisa slirede calisiimasi ve
sonuglarin en kisa slurede raporlanmasi gerekmektedir.

Uyari! - Molekiiler test sonuclarinin raporlanmasi

= M. tuberculosis kompleks tanimlanmasi 6érnek kabullini takip eden ortalama 7 glin igerisinde

raporlanmalidir.

» TUm M. tuberculosis kompleks sonuglari tetkiki isteyen birime/hekime ve il Halk Sagligi

Mudurlagu’ne ivedilikle bildirilmelidir.

6 Saklama

GUnimizde kullaniimakta olan NAAT direkt klinik 6rnekten vyapilabildigi gibi

islenmis 6rnekten de yapilabilmektedir.

NAAT calismaya baslanana kadar érnek 2-8°C’de muhafaza edilmelidir.
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Molekiler Tani

7 Kalite kontrol

Kalite kontrol programlari tim laboratuvar testlerinde oldugu gibi molekiler
testlerde de dogru, tekrarlanabilir ve givenilir test sonuglari igin gereklidir. Testin
laboratuvarda calisiimaya baslanmasini takiben éncelikle yontem gecerlilik testleri
“Molekiler Testlerde Yontem Gegerliligi Yonergesi“ne (Ek-1) gore yapiimalidir.

Klinik érneklerde bulunabilen nikleaz ve proteazlar amplifikasyonu engelleyerek
yalanci negatiflige yol acabilirler. Ticari testlerde genellikle kit iceriginde bulunan
internal amplifikasyon kontroll ile inhibitor varhgr gosterilebilmektedir. Pozitif ve
negatif i¢ kalite kontrol érnekleri her gcalismada mutlaka test edilmelidir.

En az yilda bir kez olmak Uzere dis kalite dederlendirme programlarina katilip
gecerli sonuglar alindiginin belgelenmesi gerekmektedir.

NAAT performansinin takip edilmesini sadlayan dis kalite dederlendirme
programlarinin seciminde program sagdlayicinin ISO 17043 akreditasyon belgesine
sahip olmasi 6énem tasimaktadir. Hatali sonuglar icin mutlaka duzeltici ve dnleyici
faaliyetler belirlenmeli ve uygulanmahdir.

Uyari! — Molekiiler tani testlerinde kalite gostergeleri
= Kultdr ile uyum takip edilmelidir.

Ayrintili bilgi icin bkz. UTTR-3. Ek-9. Laboratuvar kalite gdstergeleri

8 Olasi sorunlar/kisithihiklar

NAAT calismasinda; drnekteki basilin homojen dagilmamasi, yeterli nikleik asit elde
edilememesi veya ortamda codalmayi engelleyen faktorlerin bulunmasi yalanci
negatiflige neden olarak testin duyarliigini azaltmaktadir.

Yalanci pozitiflige yol acarak testin 6zgulligina disltren en 6nemli faktor ise klinik
ornegin kontaminasyonudur.
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Molekltler Tani

Tani Akis Diyagrami

Klinik Ornek

Uygun biyoglivenlik énlemleri alinir i
; (bkz. Bolum-1 Biyoguvenlik)

Ornek islenir
(bkz. BOlum-2 Ornek Ydnetimi)

Islenmis Ornek
__________ 4 ____ isteme bagh | H
. ‘ P e g :
ARB boyama yapilir Kiltar icin ekim yapilir " PCR yapilir
(bkz. Bblim-3 Mikroskopi) (bkz. Boluim-4 Kiltir) i | (bkz. Bolim-6 Molekiler Tani) | &
/—M v : /_/% i
Dederlendirme " —
Negatif Pozitif (bkz. Bolum-4 Kltur) 0 Negatif Pozitif
Raporlanir Negatif Pozitif Raporlanir

Raporlanir
A 4

Tar tayini yapilir
(bkz. B6IGm-5 Tir Tayini)

/—M .................................. -

Klinik anlamliliga gore
MTBC TDM i tir tanimlamasi yapilir:

o mmme

Raporlanir

N

Birinci Secenek Ilag Duyarlilik Testi yapilir
(bkz. B8lim-7 Ilag Duyarlilik Testi)

Raporlanir
]

Rifampisine direngli izolatlar

v

ikinci Secenek ilac Duyarhlik Testi
calisilmak Gzere UTRL'ye yollanir
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Molekiler Tani

Ekler

Ek-1 Molekdller testlerde yontem gecerliligi

Genel hususlar

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan yontemlerin uygunlugunun ve gegerliliginin uluslararasi
bilimsel kriterlere gére valide veya verifiye edilerek kanitlanmasi ve onaylanmasi gereklidir.

Validasyon, bir yéntemin performans karakteristigini ve kisithligini ortaya koyarak, bu
karakteristigin hangi sartlarda, ne kadar degistiginin belirlenmesi islemidir. Diger bir anlami da bir
testin, prosedlir veya yontemin performansinin sirekli olarak izlenmesidir.

Verifikasyon ise valide bir yéntemin laboratuvardaki beklenen performansinin test rutin
kullanima girmezden 6nce bir

kereligine olglilmesi islemi

veya FDA (veya CE) onayli bir

yontem igin Uretici tarafindan Tablo 3. Verifikasyon ve validasyon igin yapilmasi gereken
belirtilen performans asgari galismalar

dederlerinin laboratuvarda

elde edildiginin CE/FDA onayh ticari Laboratuvar yapimi test veya
go6sterilmesidir. Cihaz veya kit testte VERIFIKASYON CE/FDA onayh olmayan ticari
icermeyen, mikroorganizma icin test edilmesi testte VALIDASYON igin test
tanimlama basamaklarinin bir gereken parametreler edilmesi gereken parametreler
parcasi olarak uygulanan

islemlerin yontem 1. Dogruluk 1. Dogruluk

gecerliliginin kanitlanmasi 2. Tekrarlanabilirlik 2. Tekrarlanabilirlik

gerekli degildir. Bu testler 3. Dogrusallik (Kantitatif 3. Dogrusallik* (Kantitatif testler igin)
kalite kontrol protokolleri ile testler igin) 4. Duyarliik

izlenmelidir. 5. Ozgulldk

Mikrobiyolojik testlerin

yontem gegerliliginin

kanitlanmasi temel olarak

testin CE/FDA onayli olmasi ve olmamasi (laboratuvar yapimi test) durumuna gore iki grupta
incelenir (bkz. Tablo 3).

Kontrol materyali

Yontem gecerliliginin kanitlanmasinda kullanilacak kontrol materyali asagida verilen siraya goére
secilir ve kullanilir:

= Sertifikall referans materyali

= Referans materyali

= Dis kalite degerlendirme materyali (farkh bir yéntem ile daha 6nce galisiimis)
= Akredite bir laboratuvarda calisilmis hasta materyali

= Sonucu referans yontem ile dlgilmus hasta materyali
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Molekiiler Testlerde Yontem Gecerliliginin Kanitlanmasi

Referans yontemle karsilastirma yapilir.

Molekdler testlerde (NAAT) kullaniimasi gereken kontrollerin 6zelligi ve sayisi Tablo 4 ve Tablo 5'te
sunulmaktadir.

Tablo 4. Pozitif ve diistk pozitif kontrollerin 6zellikleri

Kontroliin Adi Niikleik Asit Amplifikasyon Testleri

Pozitif Kontrol Saptama limiti dederinden 1 log10 daha yiksek

DusUk Pozitif Kontrol Saptama limiti dederi ile 1 log10 yikseklik degeri arasi

Tablo 5. Yontemlerin Gegerli Kilinmasi igin kullanilmasi gereken kontrol sayilari

Niikleik asit saptama testleri

Kontroller

Kalitatif Kantitatif
Dogruluk
Pozitif 3 3
Dustik pozitif 3 3
Negatif 3 3
Kesinlik (gcalisma igi) (3’er kez)
Pozitif 1 3
Dusuk pozitif 1 3
Kesinlik (calismalar arasi) (3 ayri giinde 1’er kez)
Pozitif 1 1
Duslk pozitif 1 1

Dogrusallik (10 kathik diliisyonlardan 3 tanesi 2’'ser kez)
Pozitif 0 1

= “Dogruluk = Uyumlu sonug / total sonug x 100" ile hesaplanir

- Ticari testlerde uretici firmanin belirttigi dederler ile karsilastirilabilir.

- Referans yonteme gore dogruluk oraninin 2%90 olmasi dnerilmektedir.

— Molekdler testlerde referans yontemle fark 0,5 log10 igerisinde olmahdir. Klinik olarak 1
log10 fark kabul edilebilir.

= “Kesinlik = Elde edilen sonuglardan ortalama, standart sapma ve %CV (Varyasyon katsayisi)”
hesaplanir.

— Varyasyon katsayisinin kiiglik olmasi, tekrarlanabilirligin yiksek oldugunu gosterir.
—  %CV <%15 olmasi kabul gérmektedir.

Kalitatif testlerde kesinlik ve dogruluk ayni calisma iginde degerlendirilmektedir.
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Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosedlir belgesinde (UTTR-6 [B6lium 6] Molekdller Tani) gegen bazi hususlar igin
daha ayrintili veya ilave bilgi icin asadida listelenen UMS belgelerine basvurunuz:

UMS, UTTR-1 [Bdlim 1] Biyoguvenlik
UMS, UTTR-2 [Bélim 2] Ornek Yénetimi
UMS, UTTR-3 [B6lim 3] Mikroskopi
UMS, UTTR-4 [BSlUm 4] Kdaltar
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"Gelecek bilgiyi iretenlerindir.”
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Kapsam ve Amacg

Tlberkilozda ilag direncinin dogru ve hizli tanisi, etkin tedavinin erken baslanmasini
saglayarak ilag direncinin yayilimini azaltabilir, hastalidgin siresini kisaltabilir, kir
oranini artirabilir.

Dolayisi ile ilag direncinin dogru ve hizh tanisi, uygun klinik takip ve enfeksiyon
kontrol &nlemlerinin olusturulmasinda son derece énemlidir. Ilag direncinin dogru
tanisi; iyi standardize edilmis ve glvenilir test yéntemlerini kullanan, deneyimli, iyi
donanimh ve kalite dederlendirme programlarina katilan laboratuvarlarda
uygulanmasi ile saglanabilir.

Bu Rehberde Mycobacterium tuberculosis kompleks’in antitliberklloz ilaglara
duyarlihgini belirlemek icin Glkemizde uygun ve guvenilir ilag duyarllik testlerinin
(IDT), uygun kosullarda uygulanmasinin saglanmasi ve standardize edilmesi;
direngli olgularin kayit ve bildiriminin iyilestirilmesi; direncgli olgularin yayihminin
engellenmesi amaclanmistir.

Bu Bolimde Mycobacterium tuberculosis kompleks’in birinci secenek ilaclara karsi
duyarhihgini belirlemede en yaygin kullanilan testler ele alinmistir.

Ilac Duyarlilik Testi - Teknik Bilgiler

TUberkiloz ile savasin en etkili yolu, tiberklloz hastalarinin erken saptanmasi ve
etkin tedavisi ile bulas zincirinin kirilmasidir. Tedavinin etkinligi ilag duyarlihk
testlerine gore dlzenlenmesi ile arttirllabilir. Belli bir bdlgenin diren¢ slrveyans
calismalari icin veri saglamak da ilag duyarlilik testlerinin diger bir amacidir.

Tuberkllozda direng, tedavi gdren hastalarda direngli mutant basillerin secilmesi
yoluyla ortaya cikabildigi gibi (sekonder direng), direkt direncli suslar ile bulas olan,
daha 6nceden tedavi gérmemis hastalarda da (primer direng) goriilebilir. Ulkelere
ve epidemiyolojik duruma bagli olarak dedismekle beraber sekonder direng orani,
primer dirence gbre daha yuksektir. Primer direng oraninin yuksek olmasi
tiberkulloz kontrol programinin basarisizliginin gostergesidir.

Yeni, nlks ve terkten dénen tiberkiloz olgularinin standart tedavilerinde kullanilan
ilaglar birinci segenek ilaglar olarak adlandiriimaktadir. Her tiberkiloz olgusunda
en kisa zamanda, 6ncelikle birinci segenek ilaglara karsi duyarlilik test edilmelidir.
izoniazid, rifampisin, etambutol, streptomisin birinci secenek ilaglardir. Standart
tedavilerin dnemli bir parcasi olan pirazinamid de birinci segenek ilaglardandir;
ancak guvenilir sonuglar elde etmedeki zorluk nedeniyle ilk test edilecek ilaglar
arasina alinmayabilir. Laboratuvarda test edilmesi olasi oldugu durumlarda
klinisyene kombine tedavi rejimi ile iliskili kapsaml bilgi saglayabilmek amaciyla
pirazinamid ilk panelde test edilmelidir.

En etkin antitiberkiloz ilaglardan rifampisin ve izoniazid’e direncli basillerin neden
oldugu tiberkiiloz olgulari “cok ilaca direncgli tiiberkiiloz” (CID-TB) olarak
tanimlanmaktadir. “Yaygin ilac direncli tiberkiloz” (YID-TB) ise izoniazid ve
rifampisin direncine ek olarak bir kinolona ve bir de ikinci grup enjeksiyonla verilen
ilaca (kanamisin, kapreomisin, amikasin) direng olmasidir.
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1 Temel prensip

Mycobacterium tuberculosis kompleks (MTBC) ilag direnci rastgele ve dlusuk siklikta
meydana gelen spontan mutasyonlarin bir sonucudur. Bu nedenle hastaligi
olusturan mikobakteri toplulugu icinde cok dislik bir oranda direngli mutantlar
bulunabilir.

Kiltire dayal ilag duyarhlk testleri, hastaligi olusturan mikobakteri toplulugu
icerisinde direncli olanlarin belli bir oraninin tzerinde oldugunda ilacin tedavide etkili
olamayacadi temeline dayanir. Bu nedenle gliinimizde yaygin olarak kullanilan ve
kiltire dayali yontem olan proporsiyon yonteminin amaci bir ilacin kritik
konsantrasyonuna direngli olan bakterilerin kritik proposiyon olan %1’in lzerinde
olup olmadigini saptamaktir. Sivi besiyerinde kdiltiire dayali ticari otomatize
yontemlerde de benzer sekilde proporsiyon yénteminin prensibi temel alinmaktadir.
Molekiller yéntemler ise direng ile iliskili gen mutasyonlarini saptamaya yoénelik
genotipik yéntemlerdir.

Klltiire dayah yontemlerde antibiyotikli besiyerlerinde test igin bulundurulmasi
gereken ilag konsantrasyonlari (kritik konsantrasyon) kullanilan yénteme, kullanilan
besiyerine ve test edilen antibiyotige gore farkllik gostermektedir (Ek-1 ve Ek-2).
Onerilen kritik konsantrasyonlarin kullanilmamasi yanlis sonuclara neden olabilir.

ilag duyarlilik testleri (iDT’ler) direkt ya da indirekt yapilabilir. Direkt IDT yayma
pozitif ©6rnekten dogrudan vyapilan testtir; bu testte kontaminasyon olasilig
ylksektir ve basari orani diusiktir. Indirekt IDT ise lremis kiltiirden yapilir;
basari orani ylksektir ancak zaman alir.

Molekller ydéntemlerle ise yayma pozitif 6rneklerden ve kiltirde Uremis
orneklerden ilac direnci saptanabilmektedir.

Uzman Gériisii - Ilac duyarhlik testlerinin yapilmasi gereken durumliar

*  Her hasta i¢in izole edilen ilk M. tuberculosis kompleks susuna ila¢ duyarlilik testi yapilir.

= Tedavinin 3. ayi ve sonrasinda kiltiirde ireme saptanmasi durumunda yeni izolattan test
tekrarlanir.

= Tedavinin 3. ayindan énce, klinik olarak tedaviye yanit olmadigi disindliyorsa yeni
ornekten test tekrar edilir.

= Niiks, terkten dénen, tedavi basarisizliji ve kronik olgularda mutlaka IDT yapilir.

2 Yontem cesitleri ve avantaj-dezavantajlari

M. tuberculosis kompleksin antitliberklloz ilaglara karsi duyarliigini belirlemede,
kdltire dayali yontemler ve dirence neden olan mutasyonu belirlemeye yo6nelik
molekller yéntemler kullaniimaktadir. En yaygin kullanilan ilag duyarhlik testleri
asagdida verilmistir.
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IDT Yontemleri

/—/H

Kaltire Dayah Yontemler Molekiiler Yontemler
Proporsiyon Otomatize sivi Real-time LPA (Ters Dizi analizi
yéntemleri sistemler PCR hibridizasyon)
= Agar (MB 7H10/11) = MGIT 960 = MtbDRplus

= GeneXpert

= Lédwenstein Jensen = VersaTREK = InnoLipa RIFTB

Sekil 1. M. tuberculosis kompleks ilag duyarlilik test yéntemleri

Agar proporsiyon ydntemi iyi standardize edilmis glvenilir bir ydntemdir.

LJ Proporsiyon Yontemi ekonomik olmasi nedeni ile yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Ancak kati besiyerinde kultlire dayali bu yontemler hizli yéntemler
degildir. Sivi besiyerinde kultlire dayal otomatize ydntemler sonug alma stresini

onemli derecede kisaltmaktadir.

Molekuler bir yontemle ise direkt klinik 6érnekten direnci gostermek 1-2 glnde

mumkin olabilmektedir.

Kiltire dayal yontemlerin karsilastirmasi Tablo 1’de, kiltire dayali yéntemlerin

molekiler ydontemler ile karsilastiriimasi Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 1. Kiltire dayali ydontemlerin karsilastirmasi

L] Proporsiyon Agar Proporsiyon Otomatize Kiiltiir

Yontemi Yontemi Sistemleri
Besiyeri Kati Kati Sivi
Test suresi 4-6 hafta 3 hafta 1-2 hafta
Ornek kabultnden sonra 9-12 hafta 7-10 hafta 3-5 hafta
sonuglanma stresi (indirekt test)
Givenilirlik Iyi Tyi Iyi
Kolayhk Orta Orta Kolay
Maliyet Dusuk Orta Yuksek
Ozel cihaz ve ekipman gereksinimi Yok Yok Var
Deneyimli personel gereksinimi Yiksek Yiksek Orta
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Tablo 2. Kliltire dayali ydntemlerin molekiler yéntemlerle karsilastirmasi

Kiiltiire Dayali Yontemler Molekiiler Yontemler
(Fenotipik) (Genotipik)
. Ilag varhiginda Gremenin Dirence yol acan gen
Prensip LT
inhibisyonu mutasyonlarinin saptanmasi
Test slresi 1-6 hafta 2-8 saat
Ornek kabuliinden sonra Direkt test 1-2 gln
L 9-12 hafta .
sonuglanma suresi Indirekt test 2-6 hafta*
Direkt 6rnekten test Olasi, ancak 6nerilmez Olasi
Kontamine érnekten test Olasi degil Olasi
Mikst kulttrden test Olasi degil Olasi
Givenilirlik Yiiksek Bilinen mutasyonun
saptanmasinda iyi**
Kolayhk Kolay-Orta Kolay-Orta
Maliyet Dulsuk-ylUksek Yiksek
Ozel cihaz ve ekipman gereksinimi Yok-var Var
Deneyimli personel gereksinimi Orta-Ylksek Orta-Ylksek
Biyolojik riski Yiksek Disuk

*  Direkt test, 6rnekten galisilan duyarhlik testini; indirekt test kiltirde tGreme olduktan sonra galisilan testtir.

**Antibiyotije gore dedisen oranlarda, seyrek olarak mutasyon aranan gen bdélgesi disindaki mutasyonlar da
dirence neden olabilir. Bu durum yalanci duyarliliga neden olabilir.

Uyari! Test yontemi secimi
= Ticari yontemler igin;
-~ Verifikasyon testleri (yéntem dogrulamasi) yapilmis bir sistem secilmeli,

— Sistemin verifiye edilmis bir baska test yéntemi veya verifikasyon ¢alismasini yapmis bir
baska laboratuvarla es zamanli ¢aligilarak sonuglarin guvenilirligi kanitlanmalidir (Ek-3
IDT Yéntemlerinin Gegerli Kilinmasi Yénergesi).

= Laboratuvar tarafindan hazirlanan besiyerleri igin;

- Tium validasyon (yéntem gecerliliginin kanitlanmasi) basamaklari yapiimalidir (Ek-3 IDT
Yéntemlerinin Gegerli Kilinmasi Yonergesi).
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3 IDT icin asgari laboratuvar kosullari

3.1. Laboratuvar glvenligi dnlemleri

Kiltiire dayali IDT igin:
= Laboratuvarin fiziki tasarimi;

— Temiz alandan kirli alana dogru tek yonli hava akimi olan

izlenebilir negatif basingli bir calisma alani olmal

» Biyoglvenlik donanimi;
— Sinif-IIA biyoguvenlik kabini ve otoklav olmali
= Kisisel koruyucu donanim (KKD);

Saatte 6-12 kez temiz hava dedisimi saglayan mekanik havalandirma sistemli
Kendiliginden kapanan sifreli / kilitli kapiya sahip bir giris odasina sahip

— Eldiven, 6nlik ve solunum maskesi kullaniimalidir (Tablo 3).

Molekiiler ydntemlere dayal IDT eder klinik veya islenmis drnekten galisiliyorsa
“UTTR-6 Molekiler Tan1” belgesinde verilen glvenlik énlemleri alinmal, kulltirden
calisiliyorsa 6rnegin inaktivasyon asamasina kadar olan kisim yukaridaki sartlarda

cahsiimalidir (Tablo 3).

Tablo 3. ilac duyarlilik testi uygulamalari sirasinda alinmasi gereken énlemler

Laboratuvar tasarimi Laboratuvar Kisisel koruyucu
donanimi donanim
Laboratuvar .
Havalandirma giris BGK Otoklav Eldiven Onliik Maske
sinirlamasi
Uremis ) ) :
Fenotipik Kiiltiird Negatif ba_smgll BGD-3 isaretli
ipT P y;pﬁ;ner?er mekanik ilitli Gift kapih v v v v v
K havalandirma girig
islem
Direkt 6rnekten Dogal BGD-2 isaretli - _ .
ekstraksiyon havalandirma giris sinirlamasi 4 4 Opsiyonel
Islenmis ) o )
drnekten Saat:cje;? i 1"31 ihava ?riGDs|2n|lr§|:;fgé| v Opsiyonel v v Opsiyonel
Molekiiler ekstraksiyon 9 girls
test Uremis Negatif basingl BGD-3 isaretli
kiilttrden mekanik kilitli gift kapil v v v v v
ekstraksiyon havalandirma giris
DNA’dan yapilan Dogal BGD-2 isaretli _ _ v v _
islemler havalandirma giris sinirlamasi
Ayrintih bilgi "UTTR-1 Biyoguvenlik” bashgi altinda verilmistir.
3.2. Gerekli donanim
= Sinif II Biyogilvenlik Kabini
= Inkibator
= Otoklav
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4 IDT tekniklerinin uygulanmasi

4.1. Kduiltdre dayali ydontemler

Proporsiyon yontemi ilacin kritik konsantrasyonunda, bakterilerin %1’den (kritik
proporsiyon) daha fazlasinin Uremesi durumunda direngli olarak tanimlanmasi
esasina dayanir. Proporsiyon yéntemi Middlebrook 7H10 veya 7H11 agarda ve L]
besiyerinde benzer uygulama prosedirine sahiptir. Ancak kullanilan besiyerine
gore bazi farkhliklar oldugu ve bu farkhliklarin sonucu etkileyebilecegi
unutulmamalidir. Agar ve L] proporsiyon ydntemindeki uygulama prosedurid Ekler
béliminde anlatilmistir ( Ek-4 Agar/L) Proporsiyon IDT Uygulama Yénergesi).

GUnUimuzde otomatize ticari mikobakteri kaltlr sistemleri de ilag duyarlilik testleri
icin kullanilmaktadir ve bu yéntemlerde benzer sekilde proporsiyon yonteminin
prensibini temel alinmaktadir. Sivi besiyerinde (modifiye Middlebrook 7H9) kultlre
dayal bu sistemler, Uretici firmanin uygulama ydnergesi dogrultusunda calisiimalidir.

4.2. Molekller yontemler

Direng geni saptamak amaciyla kullanilan molekiler yontemlerden glinimuzde rutin
uygulamada en c¢ok kullanilanlar ters hibridizasyon ydéntemleri ve gercek-zamanli
(‘real-time’) PCR yontemleridir. Bu ydntemlerle yaymasi pozitif olan érneklerden ve
kaltirde Uremis o6rneklerden ilac direnci saptanabilmektedir. Ancak, molekuler
yontemlerin kdiltlire dayal testlerin yerine kullanilmamasi, saf kulltir mevcut ise
kaltire dayah testlerin uygulanmasi; molekller yéntemlerin ise belli durumlarda
kullanilmasi énerilmektedir (bkz. Uzman gorisu). Ayrica molekuler test sonuglarinin
killtire dayali testler ile dodrulanmasi; molekiiler yéntem ile CID-TB iligkili
mutasyon saptandiginda, hemen kdiltliir temelli yéntem ile birinci ve ikinci secenek
ilaglara duyarhligin test edilmesi Onerilmektedir. Ticari molekller duyarlilik
testlerinde Uretici firmanin uygulama ydnergesi takip edilmelidir.

Uzman Gériisii - Molekiiler IDT yapilmasi énerilen durumlar
= [Ilac direnci oldugdundan kuskulanilan hastalarda;
— Daha énceye ait tedavi 6ykisl olan
— Ylksek direng orani olan llke veya yerden gelmis olan
— Tedaviye iyi yanit vermeyen
- CID-TB temasi olan
= Genis bir temasli grubu olan hastalarda
= Etkili antitiiberkiiloz tedavisinin yasamsal aciliyet gerektirdigi hastalarda;
- Menenjit, HIV pozitifligi ve bagisikhigin baskilandigi durumlar gibi

= Fenotipik test ile IDT yapilamayan TDM ile karisik veya diger bakterilerle kontamine kiiltiirii olan
hastalarda yapilmasi énerilir.
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5 Sonuglarin degerlendirilmesi ve raporlama

Proporsiyon yonteminin dederlendirme ve raporlama prosediri agarda veya LJ
besiyerinde uygulandiginda benzerdir. Ancak kullanilan besiyerine gobre bazi
farklihklar oldugu unutulmamahdir. Bu yontemlerin dederlendirme ve raporlama
prosedlrlu Ekler béliminde anlatiimistir (Ek-5).

Ticari otomatize kiltir yontemlerinde ve molekiler yéntemlerde dederlendirme ve
raporlama uretici firma 6nerilerine gére yapilmaldir.

RIF veya EMB’ye karsi tek ilaca diren¢c gibi beklenmeyen bir sonuc¢ varhdinda
raporlamadan 6nce direnci dogrulamak igin test tekrar edilir.

Uyari! Raporlama

= Ilag duyarlilik test sonuglari érnek kabuliinden sonra ideal olarak ortalama 30 giinde
raporlanmasi onerilir.

Tum direngli sonuglar tetkiki isteyen birim/hekime ivedilikle bildirilmelidir.

Tim Rifampisin direngli bulunan sonuglar ilgili il Halk Saghg Mudirligine ivedilikle
bildirilmelidir.

6 Saklama

= Her hastaya ait en az bir pozitif kiltlir -70£10°C’de en az bir yil stoklanmalidir
(bkz. Kaltar).

= Her hastanin dedisen duyarlilik paternlerine ait her bir izolat -70°C+10'de en az
bir yil stoklanmalidir (bkz. Kiltir-Sus Stoklama Ydnergesi).

= Rifampisin direngli tim izolatlar ikinci segenek ilag duyarlilik testi calisiimak
Uzere Ulusal Tuberkiloz Referans Laboratuvari’'na génderilmelidir.

7 Kalite Kontrol

7.1. 1Ic kalite kontrol

Kalite kontrol uygulamalar klinik izolatlar icin uygulanan rutin duyarlilik test
prosedirine uyularak yapilimalidir. Kalite kontrol testinde uygun sonuglar alinmaz
ise testler tekrar edilmeli, hasta sonuglari raporlanmamalidir. Kalite kontrol
calismalari tim ilaglara duyarh oldugu bilinen M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294)
kalite kontrol susu ile yapilir ve stok suslari -70°C’de saklanir.

= Besiyeri kontroll; her yeni besiyeri hazirlanmasinda ve yeni lot numarasinda
= Antibiyotik kontroll; her yeni besiyeri hazirlanmasinda ve yeni lot numarasinda
= Ekipman kontroll

Sodutucularin sicaklik takibi ve bakimi

Inkubatorlerin sicaklk takibi, kalibrasyon ve bakimi
Kullaniliyorsa otomatize sistemlerin kalibrasyon ve bakimlari
Ortam sicakhdinin takibi’ni icerir.
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Uyari! Ilac duyarlilik testlerinde kalite géstergeleri
= Laboratuvarlar ilag direng oranlarini tlke / laboratuvar verilerine gore takip etmelidir.

= RIF veya EMB'ye karsi tek ilaca direng gibi Ulke / laboratuvar verilerine gére beklenmeyen
sonuclarin varhdi takip edilmelidir.

Ayrintili bilgi igin bkz. UTTR-3. Ek-6. Laboratuvar kalite géstergeleri

7.2. Dis kalite degerlendirme

IDT calismalarinda laboratuvarin yetkinliginin degerlendiriimesi amaciyla ulusal
veya uluslararasi bir Dis Kalite Dederlendirme programina katilmasi gerekir. Bu
amagla Tiarkiye Halk Saghgi Kurumu Ulusal Tuberkiiloz Referans Laboratuvari
tarafindan diizenlenen Dis Kalite Dederlendirme programina katilim saglanabilir.

8 Olasi sorunlar/kisithhklar

= Guvenilir olmalarina karsin kati besiyerinde kdiltire dayal yontemler énerilenden
daha gec¢ sonuc¢ vermektedir.

Bu kisithlik nedeni ile daha hizli yéntemlerin kullanimi énerilmektedir.

» Kdultire dayah ilag duyarhlik testlerinde M. tuberculosis’in sadece saf kulturu
kullanilmalidir. Ancak saf kiltirden calisiimasina ragmen test besiyerlerinde
kontaminasyon olabilir.

Kontaminasyonun gézle gérilemedigi otomatize yéntemlerde bir direnc
saptandiginda kontaminasyon olmadigi dogrulanmalidir.

= Kiltirde MTBC izolatinin TDM ile karisik olmasi yanlis direngli sonuglara neden
olabilir.

Test calisiimadan MTBC'in tanimlanmasi ve safliginin kanitlanmasi gereklidir. Karisik
kultirlerde zaman kazanmak igin molekdler bir yéntem kullanilabilir.

» Daha hizli sonug vermesine ragmen, kontaminasyon riskinin ylksekligi nedeniyle
kaltire dayali testlerin direkt klinik drnekten calisiilmasi (direkt test) 6énerilmez.

Ilac direnci oldudu diisiiniilen hastalarda molekiler yéntemle hizli direnc tespiti
yapilamiyorsa mikroskobik incelemede ARB pozitif olan klinik Grnekten kdltire
dayall direkt IDT calisilabilir.

» Otomatize kdaltir sistemlerinde kullanilan kritik konsantrasyonlar, kati
besiyerinde proporsiyon yénteminde kullanilan konsantrasyonlardan biraz daha
dasuktdr.

Diren¢ durumunda IDT'nin INH, SM ve EMB icin yliksek konsantrasyonlarda
calisiimasi énerilir.

» Kati besiyerinde kiltlire dayali testler ile pirazinamid duyarhliginin test edilmesi
standart degildir.

Pirazinamid igin otomatize yéntemlerin kullaniimasi énerilmektedir.
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Tani Akis Diyagrami

Klinik Ornek

Uygun biyogtvenlik énlemleri alinir g
(bkz. Bolum-1 Biyoguvenlik)

Ornek islenir
(bkz. B6lum-2 Ornek Yonetimi)

Islenmis Ornek

i isteme bagl

I | Seme el

ARB boyama yapilir Kaltdr igin ekim yapilir PCR yapilir
(bkz. Bolum-3 Mikroskopi) (bkz. Bolum-4 Kultar) (bkz. Bolum-6 Molekuler Tani)
p——— v i —
— Dederlendirme i .
Negatif Pozitif (bkz. Bslim-4 Kiltir) Negatif Pozitif
Raporlanir Negatif Pozitif Raporlanir
Raporlanir

Tar tayini yapilir
(bkz. B&lim-5 Tur Tayini)

)

| Klinik anlamliiga gére !
MTBC TDM  |itir tanimlamasi yapilir
Raporlanir

" Birinci Segcenek ilag Duyarhilik Testi yapilir i
" (bkz. Bolim-7 Ilag Duyarhhk Testi) "

Raporlanir
]

Rifampisine direngli izolatlar "
: v :
ikinci Secenek ilag Duyarhlik Testi

galisiimak tzere UTRL'ye yollanir "
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Ekler

Ek-1 Ilacl agar besiyeri hazirlama yénergesi

Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi

= Antibiyotikler ticari toz seklinde Uretici firmadan

q . q '
alinmali, klinik preparatlarn kullaniilmamaldir. Blyogdvenlik Uyarisi!

= Eldiven ve onliigiiniizii giyiniz!

= Antibiyotikler Uretici dnerilerine gére veya olasi ise
vakumlu bir desikator icinde —20°C’de saklanmalidir.

= Antibiyotiklerin steril distile su ile veya uygun ¢ozlculer (Tablo 4) ile 10.000 pg/mL’lik (en az 1000
pg/mL) stok sollsyonlari hazirlanir.

Ornek; 100 mg ilag + 10 mL steril distile su

= Stok solUsyonlar hazirlanirken gerekli miktar antibiyotik Gzerinde belirtilen potense (% veya
pg/mg) gore su formile gére hesaplanmalidir;

Agirhik (mg) = Hacim (mL) x Istenilen konsantrasyon (ug/mL) / Potens (ug/mg)
veya gerekli olan miktar potense béltnerek kullanilmasi gereken miktar bulunur.

Ornek; 100 mg SM ile bir ilag ¢dzeltisi hazirlamak istedigimizde, ilacin potensi %80 ise
100/0,80=125 mg SM tartmak gerekir.

= Stok solusyonlar yaklagik 100 mg’lik antibiyotik miktari ile hazirlanmalidir. Daha kuguk
miktarlarda dogru tartim gug olabilir, bliyiik miktarlar ise ekonomik olmaz.

= Stok solisyonu 0,22 um por gapli membran filtreden sizlip steril ettikten sonra, polipropilen
tiplerde daha sonraki kullanimlara uygun kligik miktarlara béliinerek —20°C’de (tercihen -
60°C'nin altinda) 1 yil kadar saklanabilir (aseptik kosullarda hazirlandiginda filtrasyon
gerekmeyebilir).

= Stok soltsyon kullanilacagi zaman oda isisina getirilip, bekletilmeden kullanilir ve kalani atilir.

= Antibiyotikler besiyerlerine eklenmeden 6nce stok konsantrasyonlardan galisma konsantrasyonlari
hazirlanir ve besiyerlerine uygun miktarlarda eklenir (Tablo 4).

Tablo 4. MB 7H10 agar besiyerine eklenecek ilaglarin stok ve galisma konsantrasyonlari, besiyerine
eklenen miktarlari ve 6nerilen konsantrasyonlar

i Stok 7H1(;Ia:g:1raigin 200 mLa|7|H:1(; agara 7H10 agarda ilacin
Ilag Coziicii konsantrasyon K s ts K gt g d son konsantrasyonu
(ug/mL) onsantrasyonu onsantrasyonundan (ug/mL)
(Hg/mL) eklenen miktar (mL)
0,2 0,2KK
INH SDW 10.000 200
1,0 1,0
EMB SDW 10.000 1.000 1,0 *5,0KK
DMSO
RIF  (veya 10.000 1.000 0,2 1,0%K
metanol)
0,4 2,0KK
SM SDW 10.000 1.000
2,0 10,0

SDW, steril distile su;  DMSO, dimetil stlfoksit; KK, kritik konsantrasyon
* Middlebrook 7H11’de EMB'nin kritik konsantrayonu 7.5 ug/mL'dir
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Ilach agar besiyerlerinin hazirlanmasi

= Genellikle test edilecek her bir ilag igin, ayri balonlar

L . '
icinde, her biri 200 mL'lik besiyerleri hazirlanir. Biyogdvenlik Uyarisi!

=  Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!

= Her bir 200 mL'lik 7H10 agar besiyerinin hazirlanmasi
icin (Uretici firmanin 6nerileri dogrulusunda);

=  Bir cam balon iginde,
— 180 mL distile su
- 3,8 g dehidrate 7H10 agar besiyeri
— 1 mL gliserol eklenerek eritilir.
= Otoklavda 121°C’de 15 dk sureyle sterilize edilir.
= Daha sonra 50-56°C'lik su banyosunda sogumaya birakilir.

= Besiyeri sicakligi 50-56°C'ye indiginde icine zenginlestirici olarak 20 mL OADC (oleik asit,
albumin, dekstroz ve katalaz karigimi) eklenir.

=  Alternatif olarak, tim besiyerleri icin bu asamaya kadar olan basamaklarda, tek bir 2 L’lik cam
balonda gercgeklestirilip, daha sonra steril sartlarda daha kliciik cam balonlara her biri 200 mL
olacak sekilde bélinebilir.

=  Su banyosundaki balonlarin Gzerine eklenecek antibiyotikler yazilir, ilag eklenmeyecek olana ise
“kontrol” yazilr.

= Besiyerlerinin her birine farkl bir ilag olacak sekilde, antibiyotiklerin 6nceden hazirlanan galisma
konsantrasyonlarindan (Tablo 4) eklenir.

=  Karistirildiktan sonra tekrar su banyosuna yerlestirilir. Ilag eklenmeyen besiyeri kontrol igin ilagsiz
besiyeri olarak kullanilir.

= Onceden yeterli sayida (yaklasik 40 adet), tercihen dért bélmeli steril, plastik petri plaginin her
bir bélmesi Gzerine, dokillecek besiyeri yazilir (Kontrol, RIF, INH 0,2, EMB 5 gibi).

= Hazirlanan ilagl ve ilagsiz besiyerleri, Petri plaginin her bélmesine 3-4 mm kalinliginda olacak
sekilde (dort bolmeli Petri kullaniliyorsa her bir kadrana 5 mL) dokalar.

= Besiyerleri dokulirken, balonlar tek tek su banyosundan alinip iyice karistiriimali, agar
katilasmadan hemen plaklara paylastinimali ve baloncuklar olusmamasina dikkat edilmelidir.

= Direkt isiktan korunarak oda isisinda katilasan besiyerleri, kullanimdan veya saklamadan 6nce
ylzeyleri iyice kuruyuncaya kadar birkag saat steril kabin igcinde kapaklari hafif aralik
birakilmahdir.

Kalite kontrol

Doékllen her parti besiyerinden birkag tanesi (ideali %10) kontaminasyon kontroll igin 35°C’de 48
saat inklbe edilmelidir. Birden fazla plak kontamine ise plaklarin timiinin atilmasi énerilir.

Saklama

Hazirlanan besiyerleri kurumaya engel olmak igin deliksiz plastik torbalara konularak ve isiktan
korunarak 4-8°C’de 1 ay saklanabilir.
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Ek-2 Ilach L] besiyeri

hazirlama yonergesi

Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi

= Antibiyotiklerin stok soliisyonlarinin hazirlanmasi ve saklanmasi agar proporsiyon yonteminde
anlatildigi gibidir. Ancak antibiyotiklerin besiyerlerine eklenmeden 6nce stok sollisyonlarindan
hazirlanan galisma konsantrasyonlari ve besiyerlerine eklenen miktarlan farklidir (Tablo 5).

Tablo 5. Proporsiyon yonteminde L] besiyerine eklenmek Uizere hazirlanan ilk segenek ilaglarin stok
ve galisma konsantrasyonlari, besiyerine eklenen miktarlari ve besiyeri igindeki final

konsantrasyonlari

500 mL L)’ye galisma

i Stok L] icin galisma konsantrasvonundan L)'de ilacin son
Ilag Coziicii konsantrasyon konsantrasyonu yonu konsantrasyonu
eklenen miktar
(rg/mL) (ng/mL) (mL) (rg/mL)
1,0 0,2KK
INH SDW 10.000 100
5,0 1,0
EMB SDW 10.000 1.000 1,0 2,0KK
DMSO
RIF (veya 10.000 10.000 2,0 40,0%K
metanol)
2,0 4,0KK
SM  SDW 10.000 1.000 !
2,0 10,0

SDW, steril distile su; DMSO, dimetil silfoksit;

KK, kritik konsantrasyon

Ilach L] besiyerlerinin hazirlanmasi

L) besiyeri (1600 mL igin) =
= Tuz sollisyonu

Monopotasyum fosfat  2.400 mg

Magnezyum silfat 240 mg .
Magnezyum sitrat 600 mg
L-Asparajin 3.600 mg -
Gliserin 12 mL
Saf su 600 mL

= Yumurta -

25 adet temiz, taze (en fazla yedi
gunlik), iri boy yumurta

= Malasit yesili (%2’lik) 20-25 mL

Biyogiivenlik Uyarisi!
= Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!

Tuz sollsyonu bir balona konulup su banyosunda
eritilir.

115°C’de 20 dk. otoklavlanir.

Yumurtalar sabunlu su ile iyice firgalanarak temizlenir.

Yumurtalar genis bir kap iginde varsa U.V. lamba
altinda 45 dk steril edilir (veya 15 dk %70’lik etanolde
birakilir).

Blylkce, agzi kapatilabilen, steril bir balona steril huni
yardimi ile kirllarak konur. Homojen oluncaya kadar
kuvvetlice galkalanir.

Daha 6nce hazirlanmis ve steril edilmis tuz
solisyonuna 6nce %?2’lik malasit yesili 20-25 mL ilave
edilir.

Homojen edilmis 1000 mL yumurta temiz steril bir
tllbent veya gazli bez ile tuz sollsyonu igine suzulur.
Boylece ana LJ besiyeri elde edilmis olur.
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= Eklenecek antibiyotiklere gore lzerleri etiketlenmis balon jojelere 500’er mL LJ besiyeri
paylastinlir.

= Her birine Tablo 5’de belirtilen miktarlarda ilacin galisma konsantrasyonundan eklenir. Ayrica 1000

mL’lik bir besiyeri ilagsiz kontrol besiyeri olarak birakilir.

= Balonlar iyice calkalanip homojen olmasi saglandiktan sonra lzeri etiketlenmis, steril, vida kapakl

tlplere (16 x 160 mm), her birine 5-7 mL olacak sekilde, aseptik sartlarda dagitilir.
= Tlpler koagulatérde 85°C’de 45 dk veya 78-80°C’de 1 saat koaglile edilir.

Kalite Kontrol

Dokilen her parti besiyerinden birkag tanesi (ideali %10) sterilite kontrold igin 37°C'de 18-24 saat
inklibe edilmelidir. Birden fazla tip kontamine ise timuntn atilmasi 6nerilir.

Saklama

Hazirlanan besiyerleri kurumaya engel olmak igin deliksiz plastik torbalara konularak ve isiktan
korunarak 4-8°C’de 1 ay saklanabilir.

Ek-3 IDT ydntemlerinin gegerli kilinmasi

Genel hususlar

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan yontemlerin uygunlugunun ve gegerliliginin uluslararasi
bilimsel kriterlere gére valide veya verifiye edilerek kanitlanmasi ve onaylanmasi gereklidir.

Validasyon, bir yéntemin performans karakteristigini ve kisitliidini ortaya koyarak, bu
karakteristigin hangi sartlarda, ne kadar degistiginin belirlenmesi islemidir. Diger bir anlami da bir
testin, prosedlir veya yéntemin performansinin surekli olarak izlenmesidir.

Verifikasyon ise valide bir ydontemin laboratuvardaki beklenen performansinin test rutin
kullanima girmezden dnce bir

kereligine 6lglilmesi islemi

veya FDA (veya CE) onayli bir

yontem igin Uretici tarafindan Tablo 6. Verifikasyon ve validasyon igin yapilmasi gereken
belirtilen performans asgari galismalar

dederlerinin laboratuvarda

elde edildiginin CE/FDA onayh ticari Laboratuvar yapimi test veya
gosterilmesidir. Cihaz veya kit testte VERIFIKASYON CE/FDA onayh olmayan ticari
icermeyen, mikroorganizma icin test edilmesi testte VALIDASYON igin test
tanimlama basamaklarinin bir gereken parametreler edilmesi gereken parametreler

parcgasi olarak uygulanan

islemlerin yontem 1. Dogruluk 1. Dogruluk

gecerliliginin kanitlanmasi 2. Tekrarlanabilirlik 2. Tekrarlanabilirlik

gerekli degildir. Bu testler 3. Dogrusallik (Kantitatif 3. Dogrusallik* (Kantitatif testler igin)
kalite kontrol protokolleri ile testler icin) 4. Duyarlilik

izlenmelidir. 5. Ozgullik

Mikrobiyolojik testlerin

yontem gegerliliginin

kanitlanmasi temel olarak

testin CE/FDA onayli olmasi ve olmamasi (laboratuvar yapimi test) durumuna gére iki grupta
incelenir (bkz. Tablo 6).
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Kontrol materyali

Yontem gecerliliginin kanitlanmasinda kullanilacak kontrol materyali asagida verilen siraya goére

secilir ve kullanilir:

= Sertifikali referans materyali

= Referans materyali

= Dis kalite dederlendirme materyali (farkli bir yéntem ile daha 6nce galisiimis)
= Akredite bir laboratuvarda calisiimis hasta materyali

= Sonucu referans yontem ile 6lgilmis hasta materyali

Ilac Duyarhilik Testlerinin “Yontem Gecerliligi”
kanitlanmasi

nin

= Referans yontemle karsilastirma yapilir.
= Yontemin dogrulanmasi igin kesinlik ve dogruluk calismalari yapilir.
— Kesinlik galismalarinda “Kategorik Uyum”
- Dogruluk calismalarinda;
e “Blyuk Hata (BH)”
e “Cok BlUyuk Hata (CBH)”
e “Kategorik Uyum”
dikkate ahnir.

Kategorik uyum; test susunun yorumlanan duyarhlik sonuglari ile (S/I/R) uyumudur.

Kategorik hata tirleri ve hata oranlari asagidaki Tablo 7 ve 8'deki gibi belirlenir.

Tablo 7. Kategorik hata tirleri

Hata Tiirleri Denenen Yontem Referans Yontem
Cok biiyiik hata (CBH) S R

Biiyiik hata (BH) R S

S, duyarli; R, direngli

Tablo 8. Hata oranlarinin hesaplanmasi

Cok biiyiik hata (CBH) = _ CBH sonucu veren izolat sayisi x 100

Referans yontem ile R olan izolat sayisi

Biiyiik hata (BH)= BH sonucu veren izolat sayisi x 100
Referans yontem ile S olan izolat sayisi

Kiiciik Hata (KH)= KH sonucu veren izolat sayisi x 100

Test edilen izolat sayisi

Yapilan dederlendirme sonucunda
= Cok buyuk hata <%1,5

= Blyuk hata <%3

= Buylk + kiglk hata <%?7

= Kategorik uyumlari 2%90 olmaldir.
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Ek-4 Agar/L] Proporsiyon IDT yénergesi

Malzeme

= Antibiyotikli ve antibiyotiksiz besiyerleri Biyogiivenlik Uyarisi!

= Pipetler, vidal kapakli steril tiipler, McFarland = Eldiven ve énliigiiniizii giyiniz!
standardi, steril distile su = Solunum maskenizi takiniz!

=  Biyogiivenlik kabinini kullaniniz!
» s bitiminde tiim malzemelerinizi
otoklavlayiniz!

Inokulumun hazirlanmasi

= Kati besiyerinde tremis olabildigince taze koloniler (4-5 haftaliktan eski olmamali) kullanihr.
Primer izolat pasajlara tercih edilir. Kati besiyeri yerine sivi besiyerindeki Greme de inokulum
kaynadi olarak kullanilabilir.

= Kati besiyerinde Gremis koloniler, tiim Gremeyi temsil edecek sekilde bol miktarda, besiyerini
almamaya dikkat edilerek, bir 6ze veya spatula yardimi ile kazinarak alinir.

= Alinan koloniler, iginde 6-10 adet cam veya plastik boncuk bulunan, yaklasik 10-15mL’lik vida
kapakli steril bir tipte, 3-5 mL steril distile su, serum fizyolojik, fosfat tamponu veya tween-
albuminli sivi besiyeri igerisine aktarilir.

= TUpun kapadi sikica kapatildiktan sonra, tlp icerigi 1-2 dk kuvvetlice vortekslenerek homojenize
edilir.

= Bulyuk partikillerin gokmesi ve olusan aerosollerin azalmasi igin tip 20-30 dk stire bekletilir.
= Slpernatant steril pastor pipeti yardimiyla bos bir steril tlipe alinir.
= Sivi besiyeri veya steril distile su eklenerek siispansiyonun bulanikligi 0,5-1 McFarland’a ayarlanir.

= Daha sonra steril distile su veya serum fizyolojik ile siispansiyonun 1072 (1/100) ve 10™*
(1/10.000) dilusyonlari hazirlanir.

Ornek;
0,1 mL ana siispansiyon (McFarland 0,5-1) + 9,9 mL steril distile su = 102

0,1 mL 1072 siispansiyon + 9,9 mL steril distile su = 10™

= Hazirlanan inokulum LJ veya agar besiyerlerine ekilir.
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A - “Agar Proporsiyon Yontemi” inokiilasyon ve
inkiibasyon yonergesi

= Antibiyotik duyarliligi test edilecek her bir mikroorganizma igin; iki set antibiyotikli besiyeri oda
Isisina getirilir. Plak ylzeylerinin nemli olmamasina dikkat edilir.

= Petri plaklari hasta kiltiir numarasi ve diltisyon oranlarini gésterecek sekilde, setlerden biri “102"
(I nolu set) digeri “10™*” (II nolu set) olarak etiketlenir.

= Once I nolu setin her bir bélmesine (antibiyotiksiz ve antibiyotikli tiim bdlmelere) dnceden
hazirlanmis olan 1072 basil diliisyonundan steril bir pipet kullanarak 0,1‘er mL inokdle edilir (veya
pastor pipeti kullanilarak her bélmeye 3’er damla farkli noktalara damlatilir).

= Sonra II nolu set igin ayni islem 107 diliisyon ile tekrarlanir.

= Inokilumun saf olup olmadigini kontrol etmek amaciyla diliie edilmemis siispansiyondan kanli
agar besiyerine 1-2 damla ekim yapilir.

= Inokilumun besiyerlerine absorbe olmasi igin inokiile edilen plaklari, kapaklari kapali ve agar
ylzeyi yukari bakacak sekilde, oda isisinda yaklasik 1 saat stireyle, damlalar kuruyuncaya kadar
bekletilir.

= Plak kapaklari hafif arali sekilde biyogtvenlik kabini iginde bekletilerek, damlalarin kurumasi
kolaylastirilabilir. Bu islem esnasinda plaklar glines i1sigindan korunmalidir.

= Her bir petri plagi ayr bir CO, gegirgen polietilen torbaya yerlestirilir. Plaklar, agar ylizeyi asagi
bakacak sekilde, 35-37°C'de, %5-10 CO,'li ortamda inklibasyona birakilir.

B - “LJ Proporsiyon Yontemi” inokiilasyon ve inkiibasyon
yonergesi

= Antibiyotik duyarlligi test edilecek her bir mikroorganizma igin; bir set antibiyotikli besiyeri oda
Isisina getirilir. Tlplerin ylzeylerinin nemli olmamasina dikkat edilir.

= Tlpler hasta kiiltiir numarasi ve diliisyon oranlarini gdsterecek sekilde, setlerden biri 107" (I
no.lu set) digeri *10™*” (II no.lu set) olarak etiketlenir.

= Once I nolu setteki antibiyotiksiz ve antibiyotikli tim L)’lere 6nceden hazirlanmis olan 1072 basil
dilisyonundan steril bir pipet kullanarak 0,1’er mL inoklle edilir veya pastor pipeti kullanilarak her
tipe 3’er damla damlatihr.

= Sonra II no.lu set icin ayni islem 10 diliisyon ile tekrarlanir.

= Inokilumun saf olup olmadigini kontrol etmek amaciyla diliie edilmemis siispansiyondan 1-2
damla kanl agar besiyerine de ekim yapilir.

= Ekilen tupler, basillerin yiizeye yayilabilmesi icin etiive yatik olarak konulur. inokilumun
buharlasabilmesi igin kapaklar hafifge gevsek birakilir. 24-48 saat sonra kapaklar sikica kapatilip,
37°C’de inkubasyona birakilir.
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Ek-5 Agar / L] Proporsiyon IDT degerlendirme ve
raporlama yodnergesi

Degerlendirme

= Agar proporsiyonda inklbasyonun ilk 7 giini kontaminant bakteri varligi yoninden kanl agar
incelenir. Kontaminasyon saptanirsa, test tekrar edilir.

= Test besiyerlerinde antibiyotiksiz kontrol bolmeleri tg hafta boyunca, torbalardan gikariimadan her
hafta incelenir. Uclincl hafta sonunda, iki diliisyon setinin en az birinin kontrol bélmesinde 50
koloni Gzerinde Ureme gorllrse test dederlendirilebilir, ireme yetersizse test tekrar edilmelidir.

= Uc haftadan énce direngli sonuglar rapor edilebilir. Fakat duyarl sonuglari rapor etmek igin Ug
hafta beklemek gerekir. Uglincl haftadan sonra plaklar dederlendirilmemelidir. Dérdlinct haftadan
sonra beliren koloniler direnci gostermeyebilir.

» Degerlendirme igin inklibasyon sonunda tim Tablo 9. Agar plaklarindaki kolonilerinin
kadranlardaki koloniler sayilir, Tablo 9'a gore ireme ydninden kantitasyonu
kantite edilir ve bir kayit formuna kaydedilir.

. Koloni sayisi Kantitasyon

= Ilagh bélmedeki koloni sayisi, kontrol X
bélmesindeki koloni sayisi ile karsilastirilarak 0-50 Gergek koloni sayisi
direng orani hesaplanir. 50 - 100 1+

= LJ proporsiyonda sonuclarin 28. ve 42. 100 - 200 2+
glinlerde okunmasi énerilmektedir. 28. giinde 200 - 500 3+
direncli koloni orani kritik proporsiyondan yuksek >500 (silme ireme) a+

ise direngli olarak rapor edilebilir; yine 28. glinde
kontrol besiyerinde yeterli Greme olmasina
ragmen, en yogun dilisyon (10°2) inokiile edilmis olan, ilagh besiyerinde (ireme yok ise duyarli
olarak rapor edilebilir; bu iki durum disindaki tim sonuglar 42. glinde dederlendirilmelidir.

Direng orani (DO)(%) = ilacl bélmedeki koloni sayisi / kontrol bélmesindeki koloni sayisi X 100
- 2%1 ise sonug direngli

— <%1 ise duyarh olarak yorumlanir.

Dikkat edilmesi gereken hususlar

= Kontrol kadraninda 50'den fazla ama sayilabilir dizeyde kolonisi olan diliisyonun sonucu
yorumlanir ve karsilastirma ayni diliisyonlar arasinda yapilir.

1072 diliisyon ekim yapilmis kontrol bélmesinde sayilamayacak kadar koloni varsa (3+, 4+) ve 10™*
diliisyon ekim yapilmis kontrol bélmesinde 50'den az koloni varsa, 107 diliisyon ekim yapilmis
kontrol bélmesindeki koloni sayisi 100"le carpilip 1072 diliisyon ekim yapilmis kontrol bélmesindeki
koloni sayisi hesaplanabilir. Bu mantiktan yola ¢ikarak, daha az besiyeri gerektiren ekonomik bir
alternatif olarak, kontrol bélmelerine inokulumun 1072 ve 107 diliisyonlarindan, ilach bélmelere
sadece 1072 diliisyonundan ekimler yapilabilmektedir.

= Tam kontrol bélmelerinde koloni sayiminin 4+ oldugu dilisyonlar dikkatle degerlendirilmelidir.

Bu durumda mikroorganizma tim antibiyotiklere duyarli ise, sonucu bildirilir, herhangi bir
antibiyotige direng¢ s6z konusu ise, yogun bir inokilum kullaniimis olabilir, test tekrar edilir.

= INH, kritik konsantrasyonuna karsi direng saptandiginda ylksek konsantrasyonunun da test
edilmesi Onerilir. Bu slregte ilgili doktora 6n rapor verilmelidir. Organizma diistik konsantrasyona
direngli, yliksek konsantrasyona duyarli ise rapora “Bu test sonucu izoniazid’e disik diizey direnci
gosterir” seklinde yorum eklenmelidir.
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Ilag Duyarlilik Testi

Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosediir belgesinde (UTTR-7 [Béliim 7] Ilag Duyarlilik Testi) gecen bazi
hususlar igin daha ayrintili veya ilave bilgi igin asagida listelenen UMS belgelerine
basvurunuz:

UMS, UTTR-1 [Bdlim 1] Biyoguvenlik
UMS, UTTR-3 [BOlim 3] Mikroskopi
UMS, UTTR-4 [B6lUm 4] Kdultar

UMS, UTTR-5 [B6lim 5] Tur Tayini

Kaynaklar

1 Della-Latta P. Mycobacteriology and Antimycobacterial Susceptibility Testing. In: Garcia
LS (ed in chief). Clinical Microbiology Procedures Handbook. 2nd ed. update, ASM,
Washington, D.C. 2007, p. 7.7.1 - 7.8.6.

2 European Centre for Disease Prevention and Control Technical Report. Mastering the
basics of TB control: Development of a handbook on TB diagnostic methods. ECDC,
Stockholm. 2011.
http://www.ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/1105_TER_Basics_TB_control.pdf

3 Kent PT, Kubica GP. Public Health Mycobacteriology; a Guide for the Level III Laboratory.

Centers for Disease Control (CDC), Atlanta. 1985.

4 Susceptibility Testing of Mycobacteria, Nocardiae, and Other Aerobic Actinomycetes;
Approved Standard—Second Edition. CLSI document M24-A2. Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), Pennsylvania. 2011.

5 Guidelines for surveillance of drug resistance in tuberculosis. WHO/CDS/TB/2003.320;
World Health Organization, 2003.

6 Canetti G et al. Advances in Techniques of Testing Mycobacterial Drug Sensitivity, and
the use of Sensitivity Tests in Tuberculosis Control Programmes. Bulletin of the World
Health Organization, 1969;41:21-43.

7 Woods GL, Lin SYG, Desmond EP. Susceptibility test methods: Mycobacteria, Nocardia,
and other Actinomycetes. In: Versalovic J (ed in chief). Manual of Clinical Microbiology .
10th ed. ASM Press, Washington, D.C. 2011, p. 1215-38.

8 Clark RB, Lewinski MA, Loeffelholz MJ, Tibbetts R]. Cumitech 31A: Verification and
validation of procedures in the clinical microbiology laboratory. Sharp SE (coordinating
ed). ASM Pres, Washington, D.C. 2009.

9 CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendments) Standards. 1988.
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Interferon Gama Salinim Testi

"Marifet, nefsi silmek degil, bilmektir...”
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Interferon Gama Salinim Testi

Kapsam ve Amag

Interferon Gama Salinim Testleri (IGST), M. tuberculosis enfeksiyonu tanisi igin bir
indirekt testtir. Bu testler esas olarak latent tliberkiloz enfeksiyonu (LTBE) tanisi
koymayi hedefleyen testlerdir. Bu Rehberde iilkemiz kosullarina gére IGST’lerin
kullanilmasi ile ilgili gereksinimlerin belirlenmesi ve standardize edilmesi
amaclanmistir.

Genel Bilgi

Dinya nufusunun yaklasik Ugte biri Mycobacterium tuberculosis ile enfektedir.
Latent taberklloz olgularinin yaklasik %10’'unda tum hayatlari boyunca aktif
tiiberkiloz gelistigi bildiriimektedir. Ozellikle gelismis Ulkelerde LTBE tanisi ve
koruyucu tedavisi tdberkilozun kontroli agisindan 6énemli bir basamaktir.
TUberkdlin deri testi (TDT) 1890'dan beri kullanilan, latent tlberkllozu saptamaya
yonelik bir testtir. Tuberkillin deri testinde pdurifiye protein derivesi (PPD)
kullanilarak gecikmis tip asiri duyarhlik yaniti dlgilmektedir. Bu testte, PPD deri
icine verilmekte, antijene 6zgll lenfosit infiltrasyonu ve inflamatuvar sitokinlerin
etkisi sonucu enjeksiyon yerinde olusan karakteristik endirasyon o&lglilmektedir.
PPD M. tuberculosis komplekse ek olarak M. bovis BCG (Bacille Calmette-Gu'erin)
ve pek cgok tiuberklloz disi mikobakteri (TDM) igin de ortak antijenler igerir. Bu
nedenle BCG ile asilananlarda veya TDM ile enfekte olanlarda, ¢apraz reaksiyonlara
bagli yanhs pozitif TDT sonuglari alinabilmektedir.

interferon gama salinim testleri, TDT'ye alternatif olarak gelistirilmis, M.
tuberculosis kompleks antijenlerine karsi hlcresel immin yaniti dlgen in vitro
testlerdir. TDT ve IGST, LTBE tanisinda kullanilan ancak aktif tiberkilozu
dislayamayan, LTBE ve aktif TB ayirimi yapamayan, aktif hastaliga progresyon
acisindan yeterli fikir vermeyen testlerdir.

Interferon gama salinim testleri éncelikle aktif hastaliya dénisme acisindan daha
yuksek riske sahip ve koruyucu tedaviden vyararlanacak LTBE gruplarinda
Onerilmektedir.

Ulkemizde IGST'nin asadidaki durumlarda TDT ile birlikte yapilmasi énerilir:
= Bagisikligi baskilananlarda koruyucu tedavi karari igin
— TNFa blokeri kullanmadan énce
— Organ transplantasyonundan énce
— Kronik bobrek yetmezligi olanlar
— Yuksek doz (15 mg/kg, uzun sureli) steroid kullanimi éncesi
— Hematolojik malignite nedeniyle kemoterapi baslanacaklar
= Bagdisiklik yetmezlikli kisiler (HIV pozitifler)
» Cocukta klinik ve radyolojik tani stphesini desteklemek igin
= Akciger disi tiberkiloz tani siiphesini desteklemek icin
Ulkemizde IGST'nin asagidaki durumlarda yapilmasi énerilmez:

= Temasl LTBE taramasinda
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Interferon Gama Salinim Testi

= Aktif TB tanisinda

= Tuberkiloz tedavisinin takibinde

Teknik Bilgiler

interferon gama salinim testlerinde TDT’ye benzer sekilde T hiicre vyaniti
degerlendiriimektedir.

Ancak bu testler, M. tuberculosis kompleksin ézgul antijenlerine karsi in vitro IFN-y
saliniminin saptanmasina dayanir. M. tuberculosis RD1 (‘region of difference’)
bdlgesindeki genler tarafindan kodlanan ESAT-6 (‘early secretory antigenic target
6’), CFP10 (‘culture filtrate protein 10") ve bazilarinda TB7.7 proteinleri antijen
olarak kullaniimaktadir. Bu antijenler tiberkulloz disi mikobakteri turleri (M. kansasii,
M. szulgai ve M. marinum disinda) ve M. bovis BCG’de bulunmadigi icin IGST’lerinin
0zgulliga yiksektir.

Ginumizde baslica iki ticari IGST bulunmaktadir;

(a) QuantiFERON-TB Gold In-Tube test (QFT-GIT); tam kan oOrnedinde, in vitro
kosullarda 6zgul antijenler ile uyarilan T-hlcrelerden salinan IFN-y dlzeyini
Olcen ELISA temelli bir testtir. Bu testte antijen olarak ESAT-6, CFP10 ve
TB7.7 antijeni bulunmaktadir.

(b) T-SPOT.TB; periferik kan mononuUkleer hicreleri kullanilarak antijene spesifik
IFN-y Ureten T-hicreleri sayan ELISPOT (enzime-bagh immunospot) temelli bir
testtir . Bu testte ESAT-6 ve CFP-10 antijenleri kullanilmaktadir.

IGST’'nin TDT'den farklari

= TDM ile (M. kansasii, M. szulgai ve M. marinum disinda) gapraz reaksiyon
vermemektedir.

= Asi susu M. bovis BCG ile gapraz reaksiyon vermemektedir.

= Olgularin tekrar gelmesine gerek kalmadan sonug alinabilmektedir.
= Dederlendirme objektiftir.

= 24-48 saatte sonug alinabilmektedir.

= Booster etkisi yoktur.

= Laboratuvar donanimi gereklidir.

= Maliyeti ylksektir.

» Taze vendz kan gerekir. Cocuklarda kan almak zor olabilir.

IGST’ler icin test islemleri, kalite kontrol uygulamalari, testin degerlendiriimesi ve
raporlama ticari Ureticinin dnerilerine uygun olarak yapilmalidir.

Raporlama Tablo 1’deki gibi yapilmahdir.
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Interferon Gama Salinim Testi

Tablo 1. IGST sonuglarinin raporlanmasi

IGST SONUCU RAPORLAMA YORUM

interferon gama salinim Kisinin M.tuberculosis ile karsilastigini gésterir. Latent

Pozitif ) s tiberklloz enfeksiyonu ile aktif hastalik ayrimini
testi pozitif
yapmaz.
interferon aama salinim Testin sonucunun supheli (siklikla bireyin bagisiklik
Ara Deger ) 9 sisteminin baski altinda olmasina bagh olarak)
testi ara deger M . . - - S
oldugunu gdsterir. Yeni kan ile tekrar edilebilir.
interferon gama salinim Negatif sonug tiberkiloz enfeksiyonunu ekarte
Negatif g ettirmez. Akciger tuberkilozunda esas tani

testi negatif bakteriyolojiktir.

Bu tani yontemleri potansiyel olarak enfekte kan drnekleri ile calisilir. Kan drnekleri
ile calisirken KKD (eldiven ve 6nluk) kullanilmahdir (Tablo 2).

Tablo 2. IGST islemleri sirasinda alinmasi gereken &nlemler

Laboratuvar tasarimi Laboratuvar Kisisel koruyucu
donanimi donanim

Laboratuvar

i BGK Otoklav Eldiven Onliik Maske
giris sinirlamasi

Havalandirma

interferon gama salinim Dogal BGD-2 isaretli giris _ y y
testi havalandirma sinirlamasi

Ayrintili bilgi icin "UTTR-1 Biyoguvenlik” belgesine bakiniz.

Dikkat edilmesi gereken noktalar

= Pozitif IGST sonuglarinin aktif TB ile LTBE ayirmini  yapamayacagi
unutulmamalhdir. Pozitif sonu¢ durumunda aktif TB ileri testler ve
degerlendirmeler ile dislanmalidir.

» Negatif IGST sonuclarinin aktif TB'yi dislamayacadi unutulmamahdir. Negatif bir
sonug Ozellikle bagisiklik fonksiyonlari bozuk kisilerde tibbi ve anamnez verileri
ile birlikte degerlendirilmelidir.

= Badisik yetmezlikli / bagisikligi baskilanmis kisilerde ve bes yas alti cocuklarda
yalanci negatif veya belirsiz sonuclarda artis olabilir. Bu gruplarda negatif IGST
sonuglari tek basina LTBE'nu dislamaz. IGST'nin TDT ile birlikte kullaniimasi
duyarhhgi artirabilir.

= TDT, daha sonra yapilan IGST sonuglarini etkileyebilir. Bu nedenle iki asamali
uygulamada (6nce TDT, sonra IGST) TDT uygulandiktan sonra 3 gln iginde
(TDT'nin dederlendirildigi gin) IGST icgin kan alinmalidir.

= IGST, TB hastasi ile temastan 4-7 hafta sonra pozitiflesir. Temas sonrasi
uygulanan testler temastan 6-8 hafta sonra tekrarlanmalidir.
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Surveyans Rehberi

"I/mini paylasmaktan sakinmayaniara...”
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Slrveyans Rehberi

Kapsam ve Amacg

Ulke genelinde kalite giivence sistemine dayali antitiiberkiloz ilag direnci
dagilimini, ilaca direngli tiberkiloz olgularinin seyri ve direng ytkinl belirlemek
ve laboratuvarlarin kapasitelerini izlemek ve gelistirilmesine katkida bulunmak
amaciyla ‘Antitiiberkiiloz Ilag Direnci Laboratuvar Siirveyans Agi'nin kurulmasi
gerekmektedir.

Amag;

= ‘Antittiberkiiloz Ilag Direnci Laboratuvar Sirveyans Adi'nin kurulmasi ve
tim Ulke genelinde yayginlastiriimasidir.

Ilag direncini izlemek igin 1994 vyilinda DSO, Antitiiberkiiloz Ilag Direnci
Laboratuvar Sirveyansi calismalarini G¢ temel prensibe dayandirarak baslatti:

=  Temsiliyet; sirveyans bir cografi bélgedeki tim olgulan temsil etmeli,
= Epidemiyolojik veri; olgularin antitiberkuloz tedavi dykusu bilinmeli

= Kalite giivence sistemi; laboratuvar calismalarinin dogrulugundan kalite
glvence sistemi ile emin olunmahdir.

Kalite glvence sistemi iki ayri yontemle dederlendirilmektedir.
= Panel testler ile laboratuvarin dis kalite degerlendirmesi,
= Ilac duyarhlik testlerinin referans laboratuvarinda kontrol edilmesidir.

Bu Ug bilesen bilesen, laboratuvar
strveyansinin temelini tegkil Hedef;
ettiginden ve bu bilesenler
saglanamadiginda laboratuvar
verileri kabul gérmediginden = Epidemiyolojik veri ile laboratuvar
‘Antitiberkdiloz Ilag Direnci verisinin eslestirilmesi
Laboratuvar Sirveyans Agil’ kurulum
calismalari G¢ temel hedefe
dayandiriimistir.

= Bolge temsiliyetinin saglanmasi

= Laboratuvar kalite gliivence
sisteminin saglanmasidir.

Coklu Ilaca Direngli Tiiberkiiloz ediliminin izlenmesinde ve muhtemel bir salginin
belirlenmesinde en gulvenilir yontem, laboratuvara dayalh sinif A devamli
sudrveyans verisinin takibidir.

Sinif A siirveyans verisi (bolge temsiliyeti);
= Bolgenin tim akcidger tiberkilozu vakalarinin %50’sinde kiltir pozitifligi

= Kultlr pozitiflerin %75'inin ilag duyarlilik testi sonuglarinin varhgi olarak
tanimlanmaktadir.
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Bolge temsiliyetinin saglanmasi ve epidemiyolojik veriler ile laboratuvar
verilerinin eslestiriimesi hedeflerine ulasma esas olarak, il TB birimleri ile isbirligi
ile saglanmaktadir.

Tlberkiloz laboratuvarlarinin bu hedefleri saglamadaki rolleri ise;

= Bolge temsiliyetinin saglanmasi igin tiberkiloz stpheli érneklerin hepsine
mikroskopi ve kultir yapmalar, klltir pozitiflere de IDT yapmalari ve

= Laboratuvar kalite glivence sistemini saglamalaridir (Sekil 1).

[ ‘Antituberkiloz [lag Direnci Laboratuvar Surveyans Adi'nin kurulmas: ]

Amag
Hedef Laboratuvarlarda Kalite Glwvence Sisteminin Sadlanmasi
[ I ]
| Kapasitenin dederlendirilmeasi | [ Kapasitenin gelistirilmesi I
I |:I ] [ l ]
DT lerin Yerinde . o
{ kontroli ] [ bkb J [ dederlendirme ] l Teblig ] [ Rehber J [ Egitim ]
Gostergeler Ciktilar

Sekil 1. Laboratuvar bazl hedef adaci

Kapsam; Tlberkulloz tanisi yapan tim tibbi laboratuvarlar istenen kriterleri
saglamalari kosulu ile stirveyans kapsaminda yer almaktadir.

= Sadece mikroskopi yapan Duzey I tuberktloz tani laboratuvarlari
= Mikroskopi ve kulttir yapan Duzey II tiberklloz tani laboratuvarlari

= Ek olarak IDT yapan Diizey III tiiberkiiloz tani laboratuvarlari

2012'de Tuberkiloz Daire Baskanligi tarafindan gerceklestirilen laboratuvar
anketi sonuglarina gore Tirkiye'deki tlberklloz laboratuvarlarinin dagilhimi
asadida verilmistir. Taberkiloz tanisi yapan toplam 386 laboratuvar;

= Sadece mikroskopi yapan;
- 154 Dlzey I laboratuvar
= Mikroskopi ve kiltir yapan;

- 156 konvansiyonel kultur
- 81 sivi kaltar
- Toplam 157 Dizey II laboratuvar
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Slrveyans Rehberi

« 13’0 boélge TB laboratuvari*
. 4'0 gogls hastaliklari hastanesi

= Mikroskopi, kltiir, tiir tayini ve IDT yapan;
- 75 Dlzey III laboratuvari

« 9'u bdlge TB laboratuvarr*
. 7'si gogus hastaliklari hastanesi

*4 g6gus hastaliklari hastanesi (Tablo 1), ayni zamanda bdlge TB laboratuvari
(Tablo 2) olarak da hizmet vermektedir.

Tablo 1. Gogls hastaliklari hastanesi tliberktiloz laboratuvarlarinin dagilimi

il Kurum Adi iDT Bolge olarak calisiyor mu?
1 Ankara Atatirk GHH v
2 Balikesir Balikesir GHH vV v
3 Bursa Prof. Dr. Tiirkan Akyol GHH v v
4 Corum Corum GHH >
5 Giresun Dr. Ali Menekse GHH -
6 istanbul Sureyyapasa GHH v v
7 Istanbul Yedikule GHH v
8 izmir Dr. Suat Seren GHH v
9 Kayseri Naci Yazgan GHH v v
10  Samsun Samsun GHH v

11 Zonguldak Uzun Mehmet GHH =
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Surveyans Rehberi

Tablo 2. Bolge tuberktiloz laboratuvarlarinin dagilimi (n=22)

Bolge Tiiberkiiloz

Materyal Gonderen iller Hizmeti veren kurum ipT
Laboratuvarlan
Adana, Adiyaman, Osmaniye, Hatay, )
1 Adana BTL Gaziantep, Kilis, Kahramanmaras, Cukurova Univ. Tropikal HUM v
Mersin
Ankara, Cankiri, Kirsehir, Nevsehir,  Ankara Halk Saghgi
P A Bl Nigde, Kirikkale, Aksaray, Yozgat Laboratuvari
3 Antalya BTL Antalya, Burdur, Isparta Merkez VSD / HSL v
Bursa Bursa GHH / Bursa HSL
Balikesir Balikesir GHH )
4 Bursa BTL* Bilecik Eskisehir Osmangazi UTF v
Yalova Slureyyapasa GHH )
Canakkale Canakkale Onsekiz Mart UTF
5 Corum BTL Corum Merkez VSD
6 Denizli BTL Denizli Denizli VSD v
7 DiyarbakirBTL  D2ivarbakir, Mardin, Batman, Sirnak, oo 4 Nolu VSD / HSL
Sanlurfa, Siirt
8 Elazig BTL Elazig, Bingodl, Mus, Malatya, Tunceli Elazig VSD / HSL
9  Erzurum BTL Erzurum, Erzincan, Agri, Igdir, Kars, Erzurum VSD / HSL
Ardahan
10 Eskisehir BTL Eskisehir, Afyon, Kiitahya Eskisehir VSD
11 Istanbul-Bakirkdy - IstanbulHalk Saghdi
BTL Istanbul Laboratuvari 4
12 IBS::.:EnbUI_TakS'm Istanbul, Edirne, Kirklareli, Tekirdag Istanbul VSD Dernegi v
13 Izmir BTL Izmir, Aydin, Manisa, Mugla, Usak Kahramanlar VSD / izmir HSL
14 Kastamonu BTL Kastamonu Kastamonu VSD
15 Kayseri BTL Kayseri N. Naci Yazgan GHH v
16 Kocaeli BTL Kocaeli, Sakarya, Dizce, Bolu Kocaeli VSD / HSL v
17 Konya BTL Konya, Karaman Selguk Univ. Meram TF v
18 Samsun BTL Samsun, Amasya, Ordu, Sinop Samsun Merkez VSD / HSL
19 Sivas BTL Sivas, Tokat Sivas VSD
20 Trabzon BTL Trabzon, G|re§un, Gumushane, Rize, Trabzon VSD
Bayburt, Artvin
21 Van BTL Van, Bitlis, Hakkari Van VSD / HSL
22 Zonguldak BTL Zonguldak, Bartin, Karabuk Zonguldak VSD

*22 BTL tanimlanmis olmasina ragmen bu hizmet 26 laboratuvar tarafindan yuruttlmektedir.

BTL'lerin kurum tipine gore dagihmi;

16 halk saghgi laboratuvari / dispanser
4 gogus hastaliklari hastanesi

4 Universite hastanesi

1 dernek dispanseri
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Slrveyans Rehberi

“Siirveyans Agi”“na katilim

Tlberkiiloz laboratuvarlari “Antitiiberkiiloz ilag Direnci Laboratuvar Sirveyans
Adi"na dahil olabilmek igin asadgida yer alan tim kriterleri saglamalidir. Kriterleri
saglayan laboratuvarlar “Antitiberkiiloz Ilac Direnci Laboratuvar Siirveyansi -
Katiim Protokoll (Ek-1)"nl imzalayarak aga dahil edilirler.

Aga Dahil Edilme Kriterleri;

= Laboratuvar kalite guvence sistemi kriterleri;
- Laboratuvar kapasitesinin gelistirilmesi igin

e Tum islemlerini teblige uygun olarak gergeklestirmeli
e Ulusal (UTTR) veya uluslararasi standartlari kullanmali
« UTRL'nin egitim programlarina katilmali

- Laboratuvar kapasitesinin dederlendirilebilmesi igin

« IDT sonuclari UTRL tarafindan kontrol edilmeli

e UTRL tarafindan uygulanan DKD programina katilmali

« UTRL tarafindan dizenlenen yerinde dederlendirme ziyareti programina
dahil olmahdir.

= Temsiliyet kriterleri;
- 1l stirveyans sinif A kriterlerini saglamali

« Ilin tim akciger tiberkiilozu olgularinin en az %50’si yayma ve kiiltiir
pozitif olmali

« Ilin kiltir pozitif olgularinin en az %75’ine ilag Duyarlilik Testi yapilmis
olmalidir.

Ada dahil laboratuvarlarin yillik olarak dedgerlendirmesi vyapilir ve kalite
glivencesini saglayan laboratuvarlarin elde etti§i IDT verileri “Antitiiberkiiloz Ilag
Direnci Laboratuvar Siirveyans Sistemine” izolat IDT sonug kontrolii yapilmadan
direkt olarak kabul edilir.

Kalite glivencesinin saglandiginin gostergeleri

ioT sonuglarinin kontrolii; UTRLye yollanan izolatlarin kontrol calismalarinda RIF
ve INH icin IDT uyumu en az %95 olmali, bunun saglanamadigi durumda yapilan
dlzeltici faaliyetler belirtiimelidir.

DKD; laboratuvarin DKD uygulamalari sonucundaki mikroskopi, kiltdr, tir tayini ve
IDT basarisi en az %80 olmali; bunun saglanamadigi durumda yapilan dizeltici
faaliyetler belirtilmelidir.

Yerinde Degerlendirme Ziyareti; laboratuvar ziyaretlerinde Laboratuvar
Dederlendirme Aracinda yer alan asgari kosullar saglanmalidir. Saglanamadigi
durumlarda planlanan dizeltici faaliyetler isleme konulmalidir.
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Surveyans Rehberi

“'Siirveyans Agi”Calisma Plani

“Antitiberkiiloz Ilag Direnci Laboratuvar
Sirveyans Agl” Ulusal Tuberkiiloz Referans | Paydaslar;
Laboratuvari koordinasyonunda birbirine karsi . N

.. - R .. = Tuberkiloz laboratuvarlari
sorumlu farkl dizey ve islevlerdeki tiberkiloz | Tiiberkiloz Daire Baskanlig)
laboratuvarlarindan olusmaktadir (Sekil 2). TB | . i TB koordinatérleri
birimleri de bu ag yapisinda temsiliyetin ve | « i Tuberkiiloz Birimleri
epidemiyolojik verinin saglanmasi acisindan
paydastir.

Ulusal Tuberkiiloz Referans Laboratuvari
(IDT kontrolii, DKD, YDZ, Egitim)

Duzey III TB Dizey III TB Laboratuvari* Dizey III TB Laboratuvari*
Laboratuvari (IDT kontrolii, DKD) (YDZ, Egitim)

Dizey I1 Dizey IT Duzey II Dizey II Dizey IT Dizey II

Duzey Duzey Duzey Duzey Duzey Dizey Dlzey Duzey Duazey Dizey Duzey Duazey
I I I I I I I

Sekil 2. Antitliberktloz Ilagc Direnci Laboratuvar Siirveyans Agi yapisi
*Diizey III TB laboratuvarlarinin bir kismi ihtiyaca gére UTRL tarafindan Diizey I ve II laboratuvarlarin
DKD, yerinde dederlendirme ziyareti (YDZ) ve editim galismalari ve Diizey III laboratuvarlarin iDT
kontroli igin yetkilendirilebilir.

Calisma basamaklari;
1. Epidemiyolojik verinin saglanmasi

a. TB hasta kaydi
b. Kayit bildirimi

2. Bolge temsiliyetinin saglanmasi

a. TB kuskulu hasta 6rnek alimi

b. Tum 6rneklere kultlir yapiimasi

c. Tium izolatlara IDT yapilmasi

d. RIF direngli izolatlarin UTRL'ye yollanmasi

3. Laboratuvar kalite giivence sisteminin saglanmasi

a. IDT'lerin kontrolii
b. Dis Kalite Degerlendirme
c. Yerinde Dederlendirme Ziyareti
d. Egitim
4. Siirveyans faaliyetlerinin takibi

a. Koordinasyon
b. Faaliyetlerin dederlendirilmesi basamaklarindan olusmaktadir.
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Slrveyans Rehberi

1. Epidemiyolojik verinin saglanmasi
a. TB hasta kaydi

= QOlim vakalar dahil TB hasta kayitlarinin diizenli olarak tutulmasi ve
UTRL'ye bildirilmesi (Sekil 3)

Sorumlu;

- 11 TB Koordinatoérleri
- Il TB Birimleri

b. Kayit bildirimi

= Oluim vakalari dahil TB hasta kayitlarinin diizenli olarak tutulmasi ve
UTRL'ye bildirilmesi

Sorumlu;

- il TB Koordinatoérleri
- Il TB Birimleri

2. Temsiliyetin saglanmasi
a. TB kuskulu hastadan 6rnek alinmasi (Sekil 3)

= Her akciger tiberkilozu sipheli hastaya ait en az iki balgam
ornegininin uygun sartlarda alinmasi, yayma ve/veya kiltlr calisiimak
Uzere 6rnegdin alinmasini takip eden en geg 72 saat igerisinde ilgili
Bdlge TB Laboratuvarina yollamasi ve sonuglarini takip etmesi

= Ornek yollarken paketleme ve gonderim yonergesine uyulmasi (bkz.
UTTR-2. Ornek Paketleme ve Gonderim Ydnergesi)

Sorumlu;

- 11 TB Birimleri
- Dizey I TB laboratuvarlari

b. Tim orneklere kiiltiir yapilmasi (Sekil 3)

= Tuberklloz stpheli hastalara ait tim 6rneklere yayma yapilmasi,
tercihan tim 6rneklere, mimkin dedilse yayma pozitif tim orneklere
kaltar calisiimasi

Sorumlu;
- Duzey II ve III TB laboratuvarlan

= Kiltir pozitif izolatlarin IDT calisiimak iizere yetkili Diizey III
laboratuvarina yollanmasi

= Izolat ile birlikte izolat bilgilerinin yollanmasi

= Izolat yollarken paketleme ve gonderim yonergesine uyulmasi (bkz.
UTTR-2. Izolat Paketleme ve Gonderim Ydnergesi)

Sorumlu;

- Duzey II ve III TB laboratuvarlar
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Surveyans Rehberi

Tiiberkiiloz Siipheli Klinik Ornek

[

n Katilimci
11 laboratuvar i

; Ornek islenir / islenmek izere Diizey Il veya 3 laboratuvara yollanir

(bkz. Bolim-2 Ornek Yonetimi)

[
islenmis Ornek

i —

i ARB boyama yapilir
I (bkz. Bolim-3 Mikroskopi)

Kiiltiir icin ekim yapilir
(bkz.

Bolum-4 Kultdr)

| —

Negatif

/—M

Pozitif

—

Pozitif

Negatif

! Raporlanir

W_/

Raporlanir

—

! Tiir tayini yapilir / yapilmak (zere Diizey lll laboratuvara yollanir
(bkz. Bolim-5 Tur Tayini)

/_/R

MTBC TDM

i Klinik anlamliliga gére !
i tir tanimlamasi yapilir'

Raporlanir

v

I Birinci Secenek ilag Duyarlilik Testi yapilir
I veya yapilmak tzere Duzey III laboratuvara yollanir

I (bkz. Bélim-7 lag Duyarlilik Testi)

Sonuglar
Raporlanir

| v

! Rifampisin duyarli izolat

;; v

v

Katihmci Laboratuvar

Veri gondermeye Yetkili Laboratuvar

\

Rifampisin direngli izolat

iDT sonuglari,
Laboratuvar Sirveyans Sistemine girilir

\

izolat iDT kontrolii
i | yapilmak Gizere UTRLye

DT sonuglari,
Laboratuvar Strveyans Sistemine girilir

i |yollanir

iDT kontrolii yapilir

Veriler UTRL tarafindan
analiz edilir

i

i

I

; v ﬁ
i Sonuglar Raporlanir

I

I

izolat ikinci Secenek Ilag
Duyarlilik Testi calisiimak lzere
UTRL’ye yollanir

iDT kontrolii ve

ikinci Segenek ilag Duyarhilik Testi yapilir

T —

Sonuglar Raporlanir

Sekil 3. Antitiiberkiiloz ilag Direnci Laboratuvar Siirveyans Agi érnek / izolat islem algoritmasi
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Slrveyans Rehberi

c. Tiim kiiltiir pozitif M. tuberculosis kompleks izolatlara IDT
yapilmasi (Sekil 3)

= Her hastaya ait en az bir GUremis kultlre tdr tayini yapiimasi

= M. tuberculosis kompleks olarak tanimlanan her hastaya ait en az bir
izolata IDT yapilmasi

= Tedaviye yanitsizlik veya direnc gelisimi diisiiniilen vakalara tekrar IDT
yapilmasi

. iDT yapilan izolatlarin IDT kontroliiniin yapilmasi igin UTRL veya yetkili
IDT kontrol laboratuvarina yollanmasi

= Izolat ile birlikte izolat bilgilerinin yollanmasi

= Izolat yollarken paketleme ve gonderim yonergesine uyulmasi (bkz.
UTTR-2. Izolat Paketleme ve Génderim Ydnergesi)

= Her hastaya ait en az bir izolatin saklanmasi
Sorumlu;
- Dduzey III TB laboratuvarlari
d. Rifampisin direncli izolatlara ikinci secenek IDT yapilmasi

= Rifampisin direngli tim izolatlarin ikinci secenek ilag duyarhlik testi
calisiimak tGzere UTRL'ye yollanmasi

Sorumlu;
- Dduzey III TB laboratuvarlari

= Rifampisin direngli tim izolatlara ikinci secenek ilag duyarhlik testi
yapilimasi

Sorumlu;
- UTRL

3. Laboratuvar kalite giivence sisteminin saglanmasi
a. IDT’lerin kontrolii
= Izolatlarin hem genetik hem de fenotipik test ile IDT’sinin yapilmasi
= Sonuglarin karsilastiriilmasi

= Sonuclarin izolat génderen laboratuvarave Il TB koordinatdrliigiine
gecikmeden bildirilmesi

= Uyumsuz sonuglarin UTRL'de yeniden degerlendirilmesi, gerekli ileri
analizlerin yapilmasi ve ihtiya¢ halinde Supranasyonel Referans
Laboratuvarina yollanmasi

= Rifampisin direngli izolatlarin saklanmasi
Sorumlu;

- UTRL
- IDT kontroll yetkili Dizey III laboratuvari
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b. Dis Kalite Degerlendirme
= DKD katilimin organizasyonu

= Dduzey II laboratuvarlara yilda bir kez mikroskopi ve kiltir panellerinin
uygulanmasi

= Dduzey III laboratuvarlara yilda bir kez mikroskopi, kiltar, tar tayini ve
ilac duyarlilik test panellerinin uygulanmasi

= Panel sonuglarin analiz edilerek laboratuvar performanslarinin
degerlendirilmesi

= Panel sonucglarinin gizlilik ilkesi ile sadece katilimci laboratuvar ile
paylasiimasi

Sorumlu;
- UTRL

= Dduzey I laboratuvarlara yilda bir kez mikroskopi panellerinin
uygulanmasi

= Panel sonuglarin analiz edilerek laboratuvar performanslarinin
degerlendirilmesi

= Panel sonuglarinin gizlilik ilkesi ile sadece katilimci laboratuvar ve UTRL
ile paylasiimasi

Sorumlu;
- DKD yetkili Dlzey III laboratuvar
c. Yerinde Degerlendirme Ziyareti
= Yerinde degerlendirme ziyaret ekiplerinin olusturulmasi
= Ziyaretlerin koordinasyonunun yapilmasi

= Laboratuvarlar degerlendirme araci ile laboratuvarin degerlendirilmesi,
gelistirilmesi gereken yodnlerin ve gelisimlerin analiz edilmesi ve
duzeltici 6nerilerde bulunulmasi

Sorumlu;
- UTRL

= Laboratuvarlar degerlendirme araci ile laboratuvarin degerlendirilmesi,
gelistiriimesi gereken ydnlerin ve gelisimlerin analiz edilmesi ve
dizeltici 6nerilerde bulunulmasi

Sorumlu;

- Yerinde Dederlendirme Ziyareti yetkili Dlizey III laboratuvar uzmani
d. Egitim

= 5 glnlik uygulamah TB egitim materyalinin hazirlanmasi

= Standart materyal ile TB editici egitimlerinin yapilmasi

= Bodlgesel egitim gruplarinin olusturulmasi

= Egitimlerin koordinasyonun yapilmasi

= Yilda en az bir kez Dlizey I, iki kez Dlizey II ve 3 laboratuvar teknik
personeline yonelik, bir kez de uzman egitimi verilmesi
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Sorumlu;
- UTRL

= Yilda en az bir kez Dlzey I, bir kez Duzey II ve 3 laboratuvari teknik
personeline yonelik, bir kez de uzman egitimi verilmesi

Sorumlu;

- Bolge egitim grubu

4. Surveyans faaliyetlerinin takibi
a. Koordinasyon

= ‘Antittiberkiiloz Ilag Direnci Laboratuvar Surveyans Agi'na dahil
laboratuvarlarin ve Il TB koordinatérlerinin koordinasyonunun
saglanmasi

= Ornek ve veri akisinin koordinasyonunun saglanmasi, eksikliklerin
kontroll ve geri bildirim verilmesi

= Paydaslar ile koordinasyonun saglanmasi
= Proje koordinasyon ekibi toplantilarinin organize edilmesi
Sorumlu;
- UTRL
b. Faaliyetlerin degerlendirilmesi
= Laboratuvar ve epidemiyolojik verilerin eslestirilmesi
= Faaliyet raporunun hazirlanmasi
= Gelistirilmesi gereken ydnlerin belirlenmesi

= Gelistirmeye ydnelik 6nerilerde bulunulmasi

Sorumlu;
- UTRL Proje Koordinasyon EKibi:
= Proje Ekibi galismalarinin takibi ve * Bulasici Hastaliklar Kontrol
= i ; Programi Baskan Yardimcisi
yonlendirilmesi = Mikrobiyoloji Referans
= 6-12 aylik araliklarla degerlendirme Labborakttfvarlarl DairekBaskam
= Tuberkuloz Daire Baskani
toplantilari yapiimasi = Halk Sagligi Laboratuvarlari
= Gelistirmesi gereken noktalarin Daire Bagkani

Klinik Danisman

Teknik Danisman

UTRL Sirveyans Sorumlusu

- ilicli A UTRL DKD Sorumlusu
Paydaslara calismalara iliskin bilgi UTRL Egitim Sorumlusu
notu hazirlanmasi UTRL Yerinde Dedgerlendirme

. Ziyareti Sorumlusu

Sorumlu; Epidemiyolojik Veri Sorumlusu

il TB Koordinatéri Temsilcisi

Il TB Birimi Temsilcisi

Gogus Hastaliklari Hastanesi

Laboratuvar Temsilcisi

= Boblge TB Laboratuvari

Temsilcisi

tespiti ve giderilmesine yénelik
onlemlerin alinmasi

- Proje Koordinasyon EKkibi
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“'Siirveyans Agi”“na katilim belgeleri

Sirveyans agina katilim UTRL ile paydas laboratuvarlar arasinda her yilin basinda
imzalanan protokol ile belgelenir (Ek-1).

Yilin sonunda laboratuvarin tim faaliyetlerinin analizi yapilarak

= Sirveyans Adi'na dahil tim laboratuvarlara; “Antitiiberkiiloz ilag Direnci
Laboratuvar Slirveyans Agi - Katilim belgesi (Ek-2)" verilir.

= Tdm kalite glivence sistemi gdstergeleri uygun bulunan laboratuvarlara;
“Antitiiberkiiloz Ila¢ Direnci Laboratuvar Sirveyans A1 - Katilim ve yetki
belgesi (Ek-2)" verilir. Bu laboratuvarlar izleyen yilda TB IDT sonuglarini
kontrol edilmeden slrveyans sistemine girebilme yetkisi elde etmis olurlar.

Ayrica, Duzey III yetkili laboratuvarlar ihtiyaca ve goénullilik esasina gore
asagidaki hususlarda da 6zel alanlarda yetkilendirilebilir (Ek-4). Tim belgeler,
gerekli analizler yapildiktan sonra her yil yenilenir.

Laboratuvarlarin 6zel alan yetkilendirilmesi igin asgari kosullar
= Slrveyans agina dahil olmali
= Kalite glivence sistemini saglamis olmalidir.

- IDT kontrolii yetkili laboratuvar;

Diizey III laboratuvarlarin M. tuberculosis kompleks izolatlarinin IDT sonuclarini

kontrol etme yetkisi bulunan Duzey III laboratuvar
- DKD yetkili laboratuvar;

Duzey I laboratuvarlarina mikroskopi icin DKD yapma yetkisi bulunan Dlzey III

laboratuvar
= Yerinde Degerlendirme Ziyareti yetkisi;

Laboratuvar Dederlendirme Araci ile laboratuvar yerinde dederlendirme yetkisi

bulunan Dilizey III laboratuvar uzmani
= Egitim yetkisi;
UTRL koordinasyonunda gerceklestirilen TB egitici egitimi almis Dizey III

laboratuvar uzmani
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Surveyans Rehberi

Verilerin Paylasimi ve Yayin Politikasi

'Antitiiberkiiloz Ila¢ Direnci Laboratuvar Siirveyans A1’ calismasi cercevesinde
katihmcilarin géndermis olduklari veri ve analiz sonuclari, (¢ aylk dbénemler
halinde toplanabilir, gerektiginde sadlik politikalarinin gelistirilebilmesi amaci ile
karar vericiler ve ilgili kurumlarla paylasilabilir. Ayrica verilerin dogrulanmasi ve
verilerin analizinden sorumlu kisiler tarafindan hazirlanan raporlar, bu sekilde
hazirlanan yayinlar ve bilimsel kongrelerde yapilan sunumlar araciligiyla bilimsel
cevrelerle de paylasilabilir. Bu yayinlar ve raporlarda UTRL Surveyans
sorumlularinin  isimleri, katihmci laboratuvarlarin sorumlularinin  isimleri,
temsilcisi olduklari kurum / béliimlerden olusan “Antitiiberkiiloz Ila¢c Direnci
Laboratuvar Sdrveyans Agi’ calisma grubu” seklinde belirtilir. Katilimcr kurum

isimlerinin yer aldigi liste yayin veya raporlarin uygun yerlerinde acikga belirtilir.

Sadece belirli bir laboratuvari ilgilendiren 6zel bir kosul olusmasi durumunda
hazirlanacak yayinda, o laboratuvardan yaziyr kaleme alan konu ile ilgili kisilerin
isimleri ayrica belirtilir ve verinin olusmasina ve yayina sagladiklari katma deger
oraninda UTRL sirveyans sorumlularinin isimleri de yer alir. Sdrveyans
kapsaminda kendi verilerini sunan katihmci laboratuvarlar, yayin veya raporilarin
uygun yerlerinde (6rnegin, Acknowledgement, Tesekklir béliimlerinde veya

metin icinde) bu verinin UTRL slrveyansi kapsaminda toplandigini belirtmelidir.

Addan toplanan her sus ve veri ile ilgili ulusal gereklilikler dogrultusunda daha
sonra yapilacak olan her ¢calismada proje koordinasyon ekibinin onaylari alinir ve
calismada sus ve veri sadlayicilarin isimleri “Antitiiberkiiloz Ila¢ Direnci
Laboratuvar Sdrveyans Agi’ calisma grubu” seklinde belirtilir. Katilimcr kurum

isimlerinin yer aldidi liste yayin veya raporlarin uygun yerlerinde acikca belirtilir.

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan Sayfa 15 / 20
Tlberkiloz / Surveyans Rehberi / Belge no:UTTR-9 / Strim: 1.1 / 01.01.2014



Surveyans Rehberi

Ekler

Ek-1 Antitiberkuloz Ilag Direnci Laboratuvar
Sldrveyans Agil — Katilim Protokol(

Ulusal Tiuiberkiuloz Referans Laboratuvari

= Epidemiyolojik verinin saglanmasi
= Bolge temsiliyetinin saglanmasi
= Laboratuvar kalite glivence sisteminin saglanmasi

- IDT kontrolii

= Dis Kalite Dederlendirme

= Yerinde Dederlendirme Ziyareti

= Egitim
calismalarinin takip ve koordinasyonundan, bu calismalarin proje koordinason
ekibine sunumundan ve proje koordinasyon ekibince alinan kararlarin paydaslara
sunulmasindan sorumlu oldugumuzu beyan ederiz.

= Ayrica, strveyans faaliyetleri dahilinde yapilan bilimsel yayinlara “Antitiberkuloz
Ilag Direnci Laboratuvar Surveyans Agl’ calisma grubu”nun yazilmasindan
sorumlu oldugumuzu beyan ederiz.
Tarih
Imza

UTRL Sirveyans Sorumlusu

Katilimci Laboratuvar

Kurum Adi:

Laboratuvar Adi:

Laboratuvar dlzeyi:

Laboratuvar Sirveyans Sorumlusu Adi:

Sorumlu iletisim bilgisi (telefon, email):

= Laboratuvar kalite glivence sisteminin saglanmasi igin

= Gerekli suslar ve tiim IDT verilerini UTRL'ye yollayacagimi
= UTRL tarafindan koordine edilen DKD, Yerinde Dederlendirme Ziyareti ve
Egitim faaliyetlerine katilacagimi beyan ederim.

= Ayrica, sirveyans faaliyetleri dahilinde yapilan ¢alismalardan bilimsel yayin
hazirlamam durumunda UTRL sirveyans sorumlusu aracilidi ile Proje
koordinasyon ekibinden onay alacagimi

= Slrveyans sorumlusu dedistiginde, degisikligi UTRL stirveyans sorumlusuna
bildirecedimi beyan ederim.

Tarih
Iimza

Laboratuvar Surveyans Sorumlusu
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Surveyans Rehberi

Ek-2 Katilim belgesi
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KATILIM BELGESI
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Saym: Laboratuvar Siirveyans Sorumlusu Adi-Soyadi

Kurum adi, Laboratuvar adi olarak kurumumuz, Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlar1 Daire Baskanligi, Ulusal Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari tarafindan
yiiriitiilen “Antitiiberkiiloz [lag Direnci Laboratuvar Siirveyans Agi’na Siirveyansa
katilinan yil yilinda vermis oldugunuz katki ve katiliminizdan dolayi tesekkiir ederiz.
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Tarih
Imza
Daire Baskani Adi-Soyadi
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari
Daire Baskani
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Saymn: Laboratuvar Siirveyans Sorumlusu Adi-Soyadi
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f Kurum adi, Laboratuvar adi olarak kurumumuz, Mikrobiyoloji Referans
% Laboratuvarlart Daire Bagkanligi, Ulusal Tiiberkiiloz Referans Laboratuvar: tarafindan
|
ol
[
ol
L4
o

~ 9

yiiriitiilen “Antitiiberkiiloz [lag Direnci Laboratuvar Siirveyans Agi”na Siirveyansa

katilinan yil yilinda vermis oldugunuz katki ve katiliminizdan dolay: tesekkiir ederiz.
Laboratuvarmiza TB IDT sonuglarmi direkt olarak siirveyans sistemine girme yetkisi
verilmistir.
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Tarih
Imza
Daire Bagkani Adi-Soyadi
Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar
Daire Baskant
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Surveyans Rehberi

Ek-4 Ozel alan yetki belgesi
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SAGLIK BAKANLIGI
— Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Bagskanligi

YETKIi BELGESI

Saym: Laboratuvar Siirveyans Sorumlusu Adi-Soyadi

Kurum adi, Laboratuvar adi olarak kurumumuz, Mikrobiyoloji Referans
Laboratuvarlar1 Daire Bagkanligi, Ulusal Tiiberkiiloz Referans Laboratuvari tarafindan
yiiriitillen “Antitiiberkiiloz [lag Direnci Laboratuvar Siirveyans Agi"na Siirveyansa
katilinan yil yilinda vermis oldugunuz katki ve katiliminizdan dolay: tesekkiir ederiz.
Laboratuvariniza siirveyans kapsaminda IDT kontroli / DKD / yerinde
degerlendirme / bolgesel egitim yapma yetkisi verilmistir.

Tarih

Imza

Daire Baskani Adi-Soyadi

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari
Daire Bagkani
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Kaynaklar

1 Guidelines for surveillance of drug resistance in tuberculosis-4th edition. WHO, 2009.

2 Tuberkiloz Tani ve Tedavi Rehberi. Saglik Bakanhgi. Basak Ltd. Sti., Ankara, 2011.
http://www.verem.org.tr/pdf/tum-kitap.pdf
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Surveyans Rehberi

"Ouydugumu unuturum,

Gorddgimd hatirlarim,

Yaptigim: anlarim.”

¢in atasozy
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Surveyans Rehberi

Iletisim:
www.thsk.gov.tr
utri@thsk.gov.tr
0 312 565 5620
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