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insanlik tarihinin en eski hastaliklarindan biri olan tiberkiloz hastaligs,
ginumuizde halen buyuk bir sorun olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Dinya Saglik
Orguta’nan (DSO) verilerine gére her yil 8 milyon insan tiberkiloz hastahigina
yakalanmakta ve her yil 2 milyon insan bu nedenle 6Imektedir. GUnimuzde
dunya nafusunun 1/3'0 tuberkUloz basili ile infekte olmus durumdadir. Yine
Dunya Saglik Orglti’'niin verilerine gére Turkiye'de tiberkiloz insidansi 100.000'de
25-49 arasindadir.

Calisma Ortami

Calisma ortami hazirlanirken birinci amag hem calisani ve hem de ¢evreyi korumak
olmalidir. Biyolojik tehlikelere karsi (biyozarar) laboratuvar calisanlarini, diger
insanlari ve canlilari, ¢evreyi korumaya yonelik alinmasi gereken énlemlerin
timuine biyoguvenlik ya da biyoemniyet ad\ verilir. Diinya Saghk Orgitia ve ilgili
kuruluslar mikroorganizmalarin risk gruplarini da géz éninde bulundurarak,
laboratuvar tipine, laboratuvar uygulamalarina, gavenlik ekipmanlarina ve tecrit
(containment) Unitelerine gore dort gtivenlik seviyesi belirlemislerdir. BiyogUvenlik
seviye 1,2,3 ve 4 (BSL-1,2,3 ve 4),

infeksiyon etkenleri ile calisan laboratuvarlar, mikroorganizmalarin risk
gruplarini g6z éntinde bulundurmak suretiyle kendi calisma sinirlarini belirlemeli
ve buna gore glvenli laboratuvar ve biyoguvenlik islemlerini uygulamahdirlar.
Mevcut tiberkiloz laboratuvarlarinin hemen hemen hepsinin, 6zellikle BSL-3
kosullarinda yapilmasi gereken islemler icin yeterli ve uygun Unite ve ekipmana
sahip olmadiklari bilinmektedir. Bu laboratuvarlarin dikkatli bir sekilde Gnitelerini,
cihazlarini, politika ve uygulamalarini gézden gecirmeleri, mevcut aktivitelerinin
calisanlarina ve digerlerine en az risk tasidigindan emin olmalari ve saratli bir
sekilde ginimUz 6neri ve kosullarina gére uyarlamalari gerekir. Bu tUr Gnitelerin
gerekli yenilikler ve gelismeler yapilana kadar ytksek risk tasiyan uygulamalardan

kacinmalari énerilmektedir.




Mycobacterium tuberculosis complex turleri genellikle aerosol yol ile bulasir.
insanlar icin M.tuberculosis’in infektif dozu distik olup, 1-3 solunum damlacigi
Uzerinde tasinabilen 1-10 basil kadar azdir. Laboratuvarda potansiyel bulas riski
olan érnekler; balgam, idrar, gastrik ve bronsiyal lavaj 6érnekleri, beyin omurilik
sivisi ve dokulardaki kazedz lezyonlardir. Tuberkiloz gérilme sikhgi, M .tuberculosis
ile calisanlarda diger laboratuvar personeline gore 3-5 kat daha fazladir. Daha
once yapilan bir calismanin verilerine gore tlberkuloz sikligi, genel poptlasyona
oranla M. tuberculosis ile calisanlarda 100 kat daha fazla bulunmustur. Bu nedenle
mikobakteriyoloji laboratuvarinda alinmasi gereken &nlemler ayri bir 6nem

tasimaktadir.

Laboratuvar calisanlarinin bulas riski, gelen érneklerin M. tuberculosis
yoniunden pozitiflik oranina, érneklerdeki organizmanin konsantrasyonuna, bir
tek kisinin calistigi 6rnek sayisina ve laboratuvardaki biyogtvenlik énlemlerine
baglidir. Rutin calismalar esnasinda aerosol olusturan islemler laboratuvar

calisanlarinin karsilasacagi en ciddi tehlikelerdir.

Duinya Saglik Orguta ve ilgili kuruluslar, is yaka yani laboratuvara gelen érnek
sayisi, personelin egitimi yada egitimli ve deneyimli personel sayisi, degisik
laboratuvar islemlerinin yarattigi riskler, uygun mekan ve gerekli donanim gibi
Ozellikleri g6z 6nunde bulundurarak mikobakteriyoloji laboratuvarinin 3 farkl
seviyede olmasini &nermektedir;

Seviye 1 : Orneklerin toplanmasi ve bir referans laboratuvarina iletilmesinden
sorumludur. Kosullar uygunsa AFB yayma yapabilir. Personel bu islemler igin
deneyimli olmalidir. BiyoglUvenlik seviyesi 2 dlzeyinde olmalidir.
Seviye 2 : AFB yayma, izolasyon, identifikasyon ve gerekirse antibiyogram islemleri
yapan laboratuvarlar.

Seviye 3 : Seviye 2 laboratuvar islemlerine ilaveten antibiyogram, tim
mikobakterilerin identifikasyonu ve ileri arastirmalar yapan laboratuvarlar bu

seviyededir.

Mikobakteriyoloji laboratuvari diger laboratuvarlardan ayri bir yerde olmalidir.
Laboratuvara girisin kendi kendine acilip kapanabilen iki kapili olmasi

onerilmektedir. infeksiydz partikilleri kazara laboratuvar disina cikisini engellemek




icin butln mikobakteriyoloji laboratuvari negatif basincli olmalidir. Hava akimi
tek yonli ve temiz alandan BSL-3 yénlinde olmali ve ortamda resirklile olmadan
binanin disina cikisi saglanmalidir. BSL-3 laboratuvarlari i¢cin HEPA filtrasyon
sistemi rutin olarak 6nerilmemektedir. Ancak laboratuvar Utnitesini kuranlar ve
sorumlular HEPA filtrasyon ihtiyaci icin risk degerlendirmesini yaptiktan sonra

olup olmamasi yoniinde karar verebilirler.

Aerosol olusturmayan veya olusturma riski ¢cok dustk olan islemler BSL-2
laboratuvarinda gerceklestirilirken, infeksiyoz aerosol olusturan islemler ise BSL-
3 laboratuvarinda yapilmalidir. Ayrica, M.tuberculosis complex turlerinin kaltard,
identifikasyonu, ilag duyarlik testleri ve konsantre mikobakteri sispansiyonlari
ile cahsilan diger testler BSL-3"te uygulanmalidir. Batlin aerosol Ureten aktiviteler

klas Il biyolojik gtivenlik kabinleri icersinde olmalidir.

Biyogiivenlik Kabinleri : Biyoguvenlik kabinleri (BGK) butlin diyagnostik
mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin en vazgecilmez ekipmanlarindandir.
Biyoguvenlik kabinleri BSL-2 ve BSL-3 laboratuvarlarinda bulunmasi gereken,
hem calisan kisinin ve hem de calisilacak isin zarar gérmemesi icin temiz bir
calisma ortami saglayan, 6zel olarak hazirlanmis, hava akisi kontroll( laboratuvar
calisma bankolaridir. Hava cikisi ve/veya girisi HEPA filtrelerden olur. Giren ve
¢tkan havanin akis yontne gore BGK'leri sinif I, sinif Il ve sinif Il olmak Gzere U¢
tiptir. Tuberktloz laboratuvarinda sinif | ve Il tipleri kullanilmaktadir. Sinif |
kabinler personel ve cevreyi korurlarken, sinif Il kabinler bunlara ek olarak Grint
de korurlar. Biyoguvenlik kabinleri secilirken mutlaka ulusal veya uluslararasi

standartlarda ve sertifikali olmasina dikkat edilmelidir.

Ultraviyole Lambalari: Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin bir diger 6nemli
biyogivenlik ekipmani ultraviyole (UV) lambalaridir. Direkt ve Gst isimali olarak
kullanilabilirler. En etkili UV'ler dalga boyu 254 nm. olan TUV-C tipleridir. Bir
odaya yerlestirilecek UV lamba adedi odanin biyuklagane gére degisir. ideal
olani biyomedikal mihendislik destegi alinarak, ¢alisma alanlarinin ve odalarin

uygun miktarda ve buayudklukte UV lambalari ile donatilmasidir.




Personelin Korunmasi : Personel korunmasinin temel prensibi canh tiberktloz
basili iceren drnekler ile ¢alisirken uygun koruyucu ekipmanin kullanilmasidir.
Egitim, izleme ve medikal tarama personelin korunmasinin ayrilmaz parcalaridir.
Laboratuvar sorumlulari personelin biyogtvenlik konusunda egitiminden ve
glvenlik uygulamalarini takip etmekten sorumludurlar. Laboratuvar calisanlari
butdn cihazlari izleme konusunda egitilmeli, 6rnegin; glvenlik kabininin hava
akiminin dogru yénde oldugunu ve negatif hava basinc olusturdugunu takip

edebilme kapasitesine sahip olmalidirlar.

Laboratuvar personeline en az yilda bir kez tiberktlin testi yapiimahdir.
Eger test pozitif ise hemen akciger grafisi cektirilmeli ve takip edilmelidir. Eger
calisilan ortamda aerosol riski fazla ise derecesine gore 3-6 ayda bir bu test
tekrarlanmalidir. BCG asisi pek ¢ok tlkede tiberklloza karsi uygulanmaktadir.
ABD’de laboratuvar ve diger saglik calisanlarina rutin olarak BCG yapilmiyor.
Ancak eger laboratuvar personeli cok ilaca direncli M.tuberculosis suslari ile risk

altinda ise, endurasyon capi <5 mm. olanlara BCG immiinizasyonu énerilmektedir.

Personel Koruyucu Ekipmanlar (PKE) : BSL-2 ve BSL-3 laboratuvarinda calisanlar
belirli koruyucu elbise ve ekipmanlar giymelidirler. Laboratuvar sorumlularinin
personeli PKE'nin dnemi ve kullaniimasinin gerekliligi konusunda egitmeleri ve
takip etmeleri gereklidir. Koruyucu maskeler, 0.5-1.0 m buyaklagunde partiktller
icin %90'dan fazla koruyucu 6zellikte, N95, P2 (%95) veya P3 (%98) standartlarinda
olmalidir. Ayrica koruyucu elbise, tek kullanimlik eldiven, kep, izolasyon odasinda
otoklavlanabilir ve degistirilebilir ayakkabilar kullaniimalidir. Bu bélimde kullanilan

malzemeler risk tasimayan diger alanlara ¢ikarilmamalidir.

Atiklar : Butun kulturler, kullanilan cam plastik malzemeler, koruyucu giysiler
ve diger butlin kontamine materyaller atilmadan 6nce mutlaka dekontamine
edilmelidir. Dekontaminasyon isleminin yapilacagi yere kapali kaplar icinde

tasinmalidirlar.

Mikobakteriyoloji laboratuvarinda biyoguvenligin en énemli ilkesi kisinin
kendisine ve ¢alisma arkadaslarina zarar vermemesidir. Bu aslinda, kisi 6ncelikle

kendisinin, sonra ¢evresindekilerin saghgindan sorumludur anlamina gelmektedir.




Tuberklloz laboratuvarinda calisan kisi daha dikkatli, titiz, temiz ve
biyoglvenlik konusunda egitimli olmali, laboratuvarda sigara icmemeli, yemek
yememeli, bir sey icmemelidir. Agiz ile pipet kullanmamali ve kalem ve benzeri
seyleri agzina almamalidir. Calisirken mutlaka koruyucu maske, eldiven, kep ve

koruyucu elbise giymelidir.

Laboratuvar islemleri

Tuberkilozun kesin tanisi mikobakteriyoloji laboratuvarinda etkenin izolasyonu
ve identifikasyonu ile olmaktadir. Bu ylzden, mikobakteriyoloji laboratuvarlari
hem islevi ve hem de calisma ortami bakimindan diger laboratuvarlardan farkh
olup, tuberktlozun yayilimini kontrol etmede énemli bir rol oynamaktadirlar.
Ancak, sonuglarin gtvenilir olabilmesi igin calisan personelin egitimli ve deneyimli,
¢alisma ortaminin ve testlerin belli standartlarda olmasi ve bunlarin kalite
kontrollerinin dizenli olarak yapilmasi gerekir. Mikobakteriyoloji laboratuvarinda
rutin olarak yapilan islemler direkt mikroskopik inceleme, kultir ve identifikasyon
ve antitiberkuloz ilac duyarhlik testleridir. Son yillarda, hasta érneklerinden
tiberktlozun hizli tanisi amaciyla ntikleik asit temelli ydntemler de yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ancak, her seyden énce tuberkdlozun mikrobiyolojik tanisinin
tam ve dogru olarak yapilabilmesi uygun érneklerin, uygun yéontemlerle alinmasina,
uygun sekilde laboratuvara génderilmesine ve uygun sekilde islenmesine baglidir.
Bu nedenle laboratuvar tarafindan érnek alinmasi ve génderilmesi ile ilgili kurallar
belirlenmeli, ilgili personel 6rnek miktari, alinma zamani, érnek sayisi gibi sonucu
etkileyebilecek konularda egitilmeli ve érneklerin kalitesi izlenmelidir. Ornekler
temiz, steril, sizdirmaz, burgulu kapakli, etiketli, dayanikli ve tek kullanimlik

kaplar icinde génderilmelidir.

Orneklerin isleme Alinmasi

Laboratuvarda uygulanan islemler biyoguvenlik kabinlerinde ve belirli
standartlara uyularak yapilmalidir. Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda
homojenizasyon ve dekontaminasyon amaciyla en ¢ok N-Asetil-L-Sistein (NALC)
+ Sodyum Hidroksit (NaOH) yontemi kullaniimaktadir. Bu yéntemde NALC
mukolitik, %4’lik NaOH dekontaminan ve %2.9'luk sodyum sitrat klinik 6rnekte

bulunabilecek agir metal iyonlarini baglayarak NALC'in inaktive olmasini 6nlemek
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amaciyla kullaniimaktadir. NALC+NaOH solUsyonu ilave edildikten sonra 15 dakika
kadar beklendikten sonra fosfat tamponu ile nétralizasyon saglanir. Santrifijleme
islemi icin sogutmali santriftjler kullanilir. Besiyerindeki kontaminasyon oranlari
incelenerek islemin kalite kontrol yapilabilir. Besiyerindeki %3-5 kontaminasyon
orani kabul edilebilir. Bu degerin altindaki kontaminasyon oranlarinda, islem
esnasinda tiberkuloz basillerinin inaktive olmasi s6z konusu olacagindan kullanilan
kimyasallarin konsantrasyonlari gézden gecirilmelidir. Yuksek kontaminasyon
oranlari ise NALC+NaOH isleminin yetersiz oldugunu gosterir.
Direkt Mikroskobik inceleme

Mikobakteriler icin baslica iki boyama yontemi vardir. Karbol fuksin yéntemi
(Ehrlich Ziehl Neelsen (EZN), Kinyoun) ve florokrom boyama yéntemi (Auromin
O, auromin rhodamin). Secilecek boyama yéntemi laboratuvarin tercihi
dogrultusunda olup, direkt baki 24 saat icersinde sonuglandirilmali ve klinisyen
bilgilendirilmelidir. Rapor edilirken her iki ydontemde de sonuclarin kantite edilmesi
(negatif, stipheli,+,++,+++++++) tedavinin takibi acisindan énemlidir. Mikroskopinin
6zgulligunian yuksek olmasina ragmen, duyarliligi %22-%80 arasinda
degismektedir. Duyarhhgi 6rnek tipi, kullanilan boyama yéntemi, 6rnekte bulunan
mikobakteri sayisi, personelin deneyimi gibi faktorler etkilemektedir. Florokrom
boyama ile duyarhlik artmakta ve tarama icin harcanan zaman kisalmaktadir.
Ancak florokrom boyama ile pozitif bulunan sonucglarin EZN yéntemi ile
dogrulanmasi 6nerilmektedir. EZN ile basillerin morfolojisi daha guizel secilmektedir.
Boyama ydntemi esnasinda ¢esme suyu ve boyama kaplari kullanilmamalidir.
Boyama isleminin kalite kontrolinin yapilmasi ¢cok énemlidir. Boyama islemi
esnasinda negatif ve pozitif kontrol lamlari kullaniimak suretiyle (internal) kalite
kontrol islemi yapilmaldir. Bu amagla kalite kontrol suslarinin kullanilmasi daha
dogru olacaktir.Ayrica belli araliklarla dis kalite kontrol islemlerinin de yerine

getirilmesi gerekir.

Kiiltiir ve identifikasyon islemleri

Tum mikobakteri turleri aside direncli oldugu icin, balgamda ve diger klinik
orneklerde aside direncli basillerin saptanmasi, basilin tipi ve canhligi konusunda
bilgi vermemektedir. O nedenle yayma incelemede AARB pozitifliginin saptanmasi

kesin tuberktloz tanisini saglayamamaktadir. Tuberktlozda kesin tani saf kilttrde




M. tuberculosis’in izolasyonu ile saglanmaktadir. M. tuberculosis’in izolasyonu
amaciyla klasik ve otomatize kultir yéontemlerinde kati ve sivi besiyerleri
kullanilmaktadir. Ekim yapmak Uzere secilecek besiyerleri laboratuvarin tercihine
kalmakla beraber, en az bir yumurta bazli kati besiyeri ve bir sivi besiyeri seklinde
olmalidir. Otomatize veya yari otomatize bir kultar sistemi kullaniliyorsa yaninda
standart bir kati besiyerinin de kullanilmasi yararlidir. Laboratuvarda hazirlanan
ve ticari olarak satin alinan kati besiyerlerinin kalite kontroll standart suslar
kullanilarak yapilmalidir. Otomatize veya yari otomatize bir sistem kullaniliyor
ise Uretici firmanin onerileri dikkate alinmali, standart suslar kullanmak suretiyle

besiyerlerinin ve sistemin kalite kontrolt yapilmaldir.

Mikobakteri laboratuvarlari, izole ettikleri mikobakterilerin M. tuberculosis
complex’mi yoksa ttberkiloz disi mikobakteriler mi (NTM) oldugunu rutin olarak
ayirt edebilmelidir. Zira izole edilen mikobakterilerin tir dizeyinde tanimlanmasi
her laboratuvar icin mimkun degildir. Bu amacla, 6rnegin; kord faktér olusumunun
izlenmesi, katalaz testi, niasin testi, nitrat rediksiyon testi, pirazinamidaz testi,
tiyofen 2-karboksilik asit hidrazid (TCH), p-nitro-e'5f-acetylamino-¢'5f-hydro-
xypropiophenon (NAP) testi gibi testler kullaniimaktadir. Mikobakterilerin tur
ayriminda gintmuzde ayrica molekuler tiplendirme yéntemleri de tercih
edilmektedir. identifikasyon amaciyla hangi test tercih edilirse edilsin, testlerin
her gun kalite kontrolii hem pozitif ve hem de negatif kontrol suslari kullanilarak

yapilmaldir.

Duyarlilik Testleri

Mycobacterium tuberculosis yavas cogalan bir mikroorganizma oldugu igin
diger bakteriler icin kullanilan duyarlilik testleri bu bakteri icin kullanilmamaktadir.
Bu amacla fenotipik ve genotipik duyarlilik testleri gelistirilmistir. ideal bir
duyarlilik testi hizli, gtvenilir, uygulamasi kolay ve ekonomik olmalidir. Fakat bu
Ozelliklerin hepsini bir testte bulmak zordur. Duyarlilik testleri mikobakteriyoloji
laboratuvarlarinin standardizasyonu en zor testleridir. Bu yizden laboratuvarlar
arasi sonuglar da farkl olmaktadir. NCCLS, MD7H10’da proporsiyon yontemini
ve BACTEC 460TB duyarhlik yéontemini standart olarak kabul etmistir. Ancak
BACTEC ydnteminde direncli veya stpheli ¢ikan testlerin proporsiyon yéntemi

ile dogrulanmasini énermektedir. Taberklloz duyarhlik testlerinde 6zellikle




dikkat edilmesi gereken nokta ilag konsantrasyonlarinin énerilen standartlarda

olmasidir.

Her hastadan izole edilen tuberkiloz basillerine mutlaka primer antitiberkiloz
ilac duyarlilik testi yapilmahdir. U¢ aylik tedaviye ragmen kiltir pozitifligi devam
eden veya tedaviye yanit vermeyen hastalara da duyarlilik testlerinin yapilmasi
onerilmektedir. Duyarlilik testlerinin kalite kontrol standart suslar (M. tuberculosis
H37Rv, ATCC 27294) kullanilarak her antibiyotik test giininde yapilmalidir.

Kalite Kontrol

Kalite glvence sistemi laboratuvar hizmetlerinin verimliliginin, gtvenilirliliginin
ve etkinliginin devamli bir sekilde yUkseltilmesini saglamak amaciyla olusturulmus
duzenli izleme, denetim ve degerlendirme sistemidir. U¢ komponenti vardir;
Kalite kontrol (internal kontrol), yeterlilik testleri (eksternal kontrol) ve kalitenin
gelistirilmesi. Ulkemizde Ulusal Kontrol Programi kapsaminda hizmet veren
tiberkuloz laboratuvarlarinda sistematik olarak uygulanan bir kalite glivence
sistemi bulunmamaktadir. Oysa bu sistem acilen kurulmasi gereken énemli bir
eksikliktir.

Tlberkiloz kontrolinde laboratuvarlarda uygulanacak kalite kontrolQ,
laboratuvar calismalarinin ok dnemli bir ayagini olusturmaktadir. Her Gnitede
elde edilen sonuclarin gtvenirliligi, programin etkin bir sekilde ytrtttlmesinin

temel kosuludur

Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin rutin bir kalite kontrol programi icinde
yer almalari ve periyodik olarak degerlendirilmesi gereklidir. Bu amacla ulus &tesi
(supra national reference laboratories) referans laboratuvarlari vardir. Bu
laboratuvarlar, kendi aralarinda uygun bulduklari ya da kendi hazirladiklari
ornekleri yilda iki kez kalite kontrol isteyen laboratuvara géndermekte ve sonuclari
degerlendirerek kalite onayi vermektedirler. Ornegin; mikroskopi icin boyali ve
boyasiz iki set gonderilmekte, her bir sette bes preparat (iki yayma negatif, bir
<10asit-fast basil pozitif, bir 1+, bir adet de 2+ veya 3+) bulunmaktadir. Ktltir
icin G¢ set balgam érnegi hazirlanir. ilkinde iki adet M. tuberculosis, ikincisinde

koloni morfolojisi M. tuberculosis’e benzeyen nitrat pozitif, niasin negatif iki




adet M. fortuitum ve son sette de iki adet negatif balgam 6rnegi kalite kontrol

programina katilan laboratuvara génderilir.

Kalite kontrol islemleri sadece kullanilan yontemlere ve tekniklere degil,
ayrica laboratuvardaki cihazlara, ekipmanlara, reagentlere, boya ve kimyasallara

da uygulanmalidir.

Sonug olarak, mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin standardizasyonu,
laboratuvar hizmetlerinin basariya ulasmasindaki engelleri ortadan kaldiracak,
laboratuvar verimini stirekli ve etkili bicimde yuUkseltecek, testlerin kalitesini ve

sonuclarin gtvenirliligini arttiracaktir.
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