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ONSOz
Degerli Meslektaslarimiz,

Klimik Dernegi Tuberkiloz Calisma Grubu olarak dizenledigimiz
“V. Tuberkiloz Sempozyumu ve VI. Tiberkiloz Laboratuvar Tani Yontemleri
Uygulamali Kursu”nda sizlerle Ankara’da bir arada olmanin mutlulugunu

yaslyoruz.

Her gecen giin tani ve sagaltimina yénelik 6nemli gelismeler kaydedilmis olmasina
karsin dinyanin en é6nemli saglik sorunlarindan biri olmaya devam eden
tiberkllozun eradikasyon ve kontroliinde erken tani, dogru sagaltim ve izlemin
onemli rold oldugu bilinmektedir. Ancak Glkemizde ve diinyada tiberkilozun
sagaltim ve izleminde oldugu kadar pek ¢cok mikrobiyoloji laboratuvarinda
standardizasyon sorunlari bulunmaktadir. Bu sempozyum ve kursun ana hedefi;
konunun uzmanlari ile tiberkiloz alanindaki son gelismeleri tartismak, bilgi ve
deneyimlerimizi paylasmak, yasadigimiz sorunlara ¢c6zimler bulmak ve Glkemizde
tani ydntemlerinde bir standardizasyonun saglanmasina katkida bulunmaktir.
Sempozyum kapsaminda bir konferans ve bes oturum yapilacaktir. Kurs icin
onceden oldugu gibi 16 katilima icin 10 kisilik egitici grubu gérev yapacaktir.
Her bir kursiyere tim testlerin bizzat yaptirildigi uygulamali kurslara bugiine
degin 6gretim Uyesi, arastirma gorevlisi ve dispanser hekimi olmak lzere 82

meslektasimiz katiimistir.

Sempozyum ve kursun ev sahipligini yapan Sayin Uzm. Dr. ismail Ceyhan ve
calisma arkadaslari ile katilarak bize gli¢ veren tim degerli meslektaslarimiza

tesekkir eder, saygilar sunariz.

Prof. Dr. Ayse YUCE
Klimik Dernegi Tiberklloz Calisma Grubu Baskani
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DUNYADA VE TURKIYE'DE TUBERKULOZ

Dog. Dr. Seref Ozkara
Atatlrk Gogus Hastaliklari ve G6gus Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi,

Ankara
GiRiS

Tuberkiloz dinyada en ¢cok morbidite ve mortaliteye yol acan tek mikrobik
hastaliktir. Basilin binlerce yildir var oldugu bilinmektedir. Bu hastalikla miicadelede
epidemiyolojik bilgilerin blylk énemi vardir. Hem diinyada hem de tlkemizde
veremle ilgili bilgilerimizin belki de bugliine kadar en iyi oldugu bir noktadayiz.
Bununla birlikte, bu verilerin ciddi hatalar icerdigi ortaya konulmustur (1).
Ornegin, Diinya Saglik Orgti’nan (DSO’niin) 2006 TB Raporu’nun incelenmesi
dikkate deger sonuglar dogurmustur. Toplam 211 Glkede 6,4 milyar nGfus ve 8,9
milyon TB hastasi oldugu tahmini yapilmistir. Bu tahminde 2,2 milyar kisinin
yasadigi 27 tlkede, 1,8 milyon TB hastasi ile ilgili verilerin iyi oldugu gortlmustar;
2 milyar kisinin yasadigi ve 3,1 milyon hastanin oldugu 154 Glkede ise verilerin
kot oldugu sonucuna variimistir. Ozellikle diinyadaki hastalarin %80'ini barindiran
ylksek olgu ytkt olan 22 Glkenin hicbirinde iyi bir stirveyans sistemi yoktur (1).
Ulkemizdeyse, 25 yildir bir prevalans calismasi yapilmamstir; BCG rutin uygulandigi
icin yilhk enfeksiyon riski hesabi yapilamamaktadir; verem savasi dispanserlerinin
verilerine dayanan iyi bir stirveyans sistemi var olmakla birlikte (2), dispanserlerde

kaydi olmayan hastalarin en az %15 oldugu tahmini yapilabilir.
DUNYADA TUBERKULOZ

DSO’niin yayimladigi “Kiiresel TB Raporu” Diinya’daki TB’un durumu ve degisimi
konusunda 6nemli bilgi vermektedir (3). Bu bilgiler, kayitli hastalara ait olanlar
ve DSO’niin yaptigi tahmini veriler olarak yer almaktadir. Bu raporda planlama,
bltce bilgileri bulunmakta ve ylUksek olgu yiki olan 22 Glkenin herbiri ayrintili
incelenmektedir.

2005 yilinda tim Diinyada tahmin edilen toplam hasta sayisi 8.811.000; insidans
orani yazbin nifusta 136; yayma pozitif hasta sayisi 3.902.000 ve insidansi y(zbin

.-
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nafusta 60'dir. Kayith tim hastalar 5.126.159, yayma pozitif olanlar 2.412.784'dr.
Yani kayith hastalarin tahmin edilenlere orani tim hastalarda %58, yayma
pozitiflerde %62'dir (Tablo I).

Tablo I: 2005 yilinda Dlinya’da tahmin edilen TB olgu yUk (3)

insidans Prevalans Mortalite TB’lularda
Butiin olgular Yayma (+) Butiin olgular Biitiin olgular HIV

Nufus Sayi | 100.000 | Sayr | 100.000 | Sayr | 100.000 | Sayi | 100.000 | prevalansi**

X1000 X1000 | nifus/yil | X1000 | nifus/yil | X1000 | nifus/yil | X1000 | nifus/yil %
AFRIKA 738.083 2.529 343 1.088 147 3.773 511 544 74 28
AMERIKA 890.757 352 39 157 18 448 50 49 55 79
D.AKDENIZ 541.704 565 104 253 47 881 163 112 21 2,1
AVRUPA 882.395 445 50 199 23 525 60 66 7,4 4,6
G.D.ASYA 1.656.529 2.993 181 1.229 81 4.809 290 512 31 3,9
B.PASIFIK 1.752.283 1.927 110 866 49 3.616 206 295 17 1,0
22 ULKE* 4.045.482 7.033 174 | 3.117 77 | 11.546 285 1.265 31 10
TOPLAM 6.461.751 8.811 136 | 3.902 60 | 14.052 217 | 1.577 24 11

*22 ULKE, Diinya’daki TB hastalarinin %80’inin bulundugu, en ¢ok TB hastasi olan lkelerin sayis
22'dir ve bunlara "ytksek olgu yiku olan tlkeler” denilmektedir.

**15-49 yas eriskin TB olgularinda HIV prevalansi

Dinyada en ¢ok hasta olan tlkeler, tahmin edilen hasta sayilari ile Hindistan
(1.852.000), Cin (1.319.000), Endonezya, Nijerya, Banglades, Pakistan ve Gliney
Afrika'dir. Sahra GUneyindeki Afrika Ulkelerinde hastalik insidansi en yUksektir,
bunu GUneydogu Asya izlemektedir. Afrika’da 6zellikle HIV ve TB birlikteliginin
oldugu Ulkelerde ylzbinde 300U asan insidanslar s6z konusudur.

Ulkelerin bircok 6zelligini ve yapilan ilac duyarhlik testi (IDT) calismalarini
dikkate alarak yapilan bir tahmin calismasinda Dlnya’da cok-ilaca direngli TB
(CID-TB) hastalarinin 425.000 oldugu tahmin edilmektedir (4). Yeni olgularda
%2,6, tedavi gérmus olgularda %21,8, tim olgularda %4,6 CiD-TB oldugu tahmin
edilmektedir. Hasta sayisi fazla oldugu i¢in Hindistan ve Cin'de en cok CiD-TB
hastasi bulunurken, eski Sovyetler Birligi tllkelerinde CiD-TB oranlari ¢ok yiksektir.

2006 yilinda Diinya’da yaygin ila¢ direncli tiiberkiiloz (YiD-TB) [ingilizce:
“extensively drug resistant TB” (XDR-TB)] kavrami ortaya cikmistir. CID-TB varligina
ek olarak ikinci grup TB ilaglarindan bir kinolon ve parenteral ilaca direng olmasina
YiD-TB denilmektedir. Bu hastalardan ancak dértte birinde tedavi basaril
olabilmektedir ve 6lim orani ¢ok ytiksektir (5).

DSO, énce 2000 yili icin, sonra da 2005 yili icin “tahmin edilen olgularin
%70'ini bulmak ve bu olgularin %85'ini basariyla tedavi etmek” hedefini ortaya
koymustu. 2005te Diinya’da olgu bulma %60 ve tedavi basarisi %84 dlzeyinde

.1
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gerceklesmistir (6). Bu hedeflere ulasma cabasi strdtrultrken, Milenyum Gelisme
Hedefleri ortaya konulmustur. Buna goére 1990 yilina gére 2015 yilinda TB prevalans
ve 6lumlerde %50 diisis, insidans oraninda da 2015'de artisin durdurulup disasdn
baslamasi amaclanmaktadir (7).

Dinyada TB kontrolU ile ilgili Yeni Stop TB Stratejisi (8) ve Stop TB Kiiresel
Plani 2006-2015 (9) 6nemli gelismelerdir. Stop TB Stratejisi, TB kontrollinin bakis
acisini genisletmistir. TB kontrol cabalarinin hasta odakl olmasi ve herkesin bu
hizmete ulasabilmesi gereklidir. Bu ¢ercevede, (a) ylksek kalitede DGTS'nin
yayginlastirilmasi ve gticlendirilmesi, (b) TB/HIV ve CiD-TB'yi kapsamasi, (c) Saglik
sistemini gUglendirici yaklasimlar, (d) kamu, 6zel ve diger bitan taraflarin rol
almasi, (e) TB hastalarinin gti¢lendirilmesi, katilimi, kamuoyu olusturma, toplumsal

seferberlik, (f) arastirmayi destekleme ve kolaylastirma unsurlarini tasimaktadir.

TURKIYE'DE TUBERKULOZ

Saghk Bakanligi’'nin 24 Mart 2007 Dlinya TB GUnlnde yayimladigi “Turkiye’'de
Verem Savasi, 2007 Raporu” dispanserlere kayitl hastalarin bilgilerini sunmaktadir.
Son 10 yilin verileri tablolar ile sunulurken, 2005 yili hastalari ile baslatilmis olan
bireysel veri toplamanin analiz edilmis sonuclari sunulmustur (8). Tablo II, lil,

IV'de bazi temel veriler sunulmustur.

Tablo II: 2005 yilinda verem savasi dispanserlerine kayith hastalarin 6zellikleri (2)

Sayi Yiizde
Akciger TB hastalari 14.987 | (73,0)
Yayma pozitif akciger TB hastalari 8.505| (56,8)
Yayma negatif akciger TB hastalan 3.361 (22,4)
Yayma bakilmamig akciger TB hastalar | 3.121 (20,8)
Akciger digi TB hastalar 5.548 | (27,0)
TUM TB HASTALARI 20.535
Yeni olgular 18.753 | (91,3)
Tedavi gérmis olgular 1.782 (8,7)




Tablo Ill. Tarkiye'de 2005 yilinda dispanserlere kayitli akciger TB hastalarinda
mikroskopi ve kaltur bilgileri (2)

Akciger | Yapilan | Pozitif | Negatif | Yapiimadi
B (yUzde) | (ylzde) | (ylzde) | (yuzde)
Mikroskopi | 14.987 | 11.866 | 8.505 | 3.361 3.121
(79,2) | (56,8) | (22,4) (20,8)
Kultar 14.987 | 6.971 5.708 | 1.263 8.016
(46,5) | (38,1) (8,4) (53,5)

Tablo IV. Tarkiye'de 2005 yilinda dispanserlere kayith TB hastalarindan ilag
duyarlilik testi (iDT) calisilanlarda her bir ilag icin toplam direng sonuclari (2).

Yeni hasta Tedavi gérmus Tum hastalar
(n=3.237) hasta (n=508) (n= 3.745)
Direncli | Oran | Direncli | Oran | Direngli | Oran
izoniyazid 291 9,0 139 27,4 430 11,5
Rifampisin 144 4,4 107 21,1 251 6,7
Etambutol* 97 3,0 51 10,0 148 4,0
Streptomisin*| 227 7,0 77 15,2 304 8,1
CiD 101 3,1 90 17,7 191 5.1

* Etambutol icin 3 yeni, 1 tedavi gormus hastanin, streptomisin icin 1 yeni, 1 tedavi gérmus hastanin

iDT sonucu bulunmamaktadir.

Akciger TB olgularindan (14.987), kultGr yapilanlar [6.971 (%46,5)], kaltar pozitif
bulunanlar [5.708 (%38,1)]dir. ila¢c duyarlilik testi (iDT) calisilan 3.745 hastadan
CiD-TB 191 (%5,1) olguda saptanmistir.

Akciger disi TB (AD-TB) olgularinin en sik gorilenleri, plevra (2.274, %37,4),
toraks disi lenfadenit (1.622, %26,7), toraks ici lenfadenit (335, %5,5)"tir; bunu
gastrointestinal sistem/periton, genitolriner sistem, vertebra disi kemik/eklem,
vertebra, menenjit, milier ve menenijit disi santral sinir sistemi TB izlemistir. AD-
TB olgularinda mikroskopik ve kiltar tani oranlari dasaktar.

Her bir il tek tek incelendiginde, bakteriyolojik tetkik yapilma ve pozitiflik
oranlari ile AC-TB ve AD-TB oranlari, erkek/kadin oranlari blytk farkhliklar
gostermektedir. Bu bilgiler her bir ilde verem savasi hizmetlerinin gelistirilmesinde
blUyUk bir 6nem tasimaktadir.

Hastalik olgu hizinin yas gruplarina gére dagilimi Sekil 1'de gorialmektedir.

Ulkemizde TB hastalarinda tedavi basarisi son 15 yilda giderek artmaktadir.
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1999 yilinda tedaviyi terk eden yeni olgularin orani %12, 6nceden tedavi gérmas
olgularin orani ise %23 idi (10). Son yillarda tedaviyi terk oranlari yeni hastalarda
%5'in altindadir (yayimlanmamis veri). Basil pozitif hastalardaki bakteriyolojik
iyilesmeyi gbsteren klr oranlari da giderek artmaktadir fakat hala diizeyi hala
istenen noktada degildir.

Tlrkiye'de verem savasi dispanserlerin énemli gorevleri vardir; bunlar: TB
hasta tanisi, tedavinin baslanmasi, UGcretsiz ila¢ temini, DGT ile tedavinin
sUrdirtlmesi ve sonlandirilmasi, kayit ve bilgilerin raporlanmasi, hasta temaslilarinin
ve diger risk gruplarinin taranmasi, koruyucu ila¢ tedavisinin uygulanmasi (11).
Deneyimli bir ekibin verem savasinda yer almasi 6nemlidir, bunu da dispanserler
saglamaktadir. Bu nedenle, Saglikta D6nlsim Programinda verem savasi
dispanserlerinin varligini stGrdirmesi blOylk deger tasimaktadir.

Ulkemizde bakteriyolojik inceleme (mikroskopi, kultir ve iDT) konusunda
son yillarda hizlanan bir gelisme vardir. Bununla birlikte bir¢ok biydk ilimizde
TB laboratuvari yoktur; mikroskopi yapilamayan milyonluk kentlerimiz vardir.
Universitelerinde TB konusunda karmasik molekiler yéntemlerin uygulandigi
bircok byuk ilimizde iyi isleyen rutin laboratuvarlar yoktur. Laboratuvarlarimizda
bir kalite kontrol sisteminin de yeni yeni baslatildigini gériyoruz. Mutlaka TB
bakteriyolojisinde her stiphelenilen kisiden mikroskopi ile kiltar ve kaltirde her
Greyen basilde IDT yapilmalidir. CiD-TB saptanan her hastada ikinci grup ilaclara
IDT yapilmalidir. Batin laboratuvarlarin kalite kontroli rutin yapilabilmelidir.

Sekil 1: 2005 yilinda verem savasi dispanserlerine kayith tim hastalarin yas

gruplarina ve cinsiyete gore olgu hizi egrileri (2).
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CID-TB ve kronik hastalarin ikinci grup ilaclarla tedavisi Glkemizde 15 yildir
surdurilmektedir. Bu uygulamada, IDT sonuclarinin gec gelmesi ve klinisyenlerin
DT sonuclarina tam givenememeleri énemli bir sorun olusturmaktadir (12).

Tiberklloz kontrolinin en 6nemli ayaklarindan birisi bakteriyoloji
laboratuvaridir. “Neden balgam incelemesi yapmadiniz?” sorusunu sormak yerine,

“Neden herkesin ulasabilecegi kaliteli TB laboratuvariniz yok?” sorusunu sormaliyiz.
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KONAK DUYARLILIGINI ARTTIRAN GENETiIK OZELLIKLER

Prof. Dr. Ayse YUCE
Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakltesi infeksiyon Hastaliklari ve Klinik Bakteriyoloji

Anabilim Dali, izmir

Konaktaki genetik degisikliklerin; bircok mikroorganizmalar tarafindan olusturulan
enfeksiyon hastaliklarinin seyri Gzerine cok énemli etkileri oldugu aciktir. Ornegin
lepranin bir aile i¢i hastaligi oldugu uzun yillardir bilinmektedir. immun olmayan
kisilerde sifiliz icin yapilan malarya tedavisinin ya da Libeck'te yasanan BCG asisi
ile ilgili facianin sonuglari bu patojenlere karsi cesitli derecede duyarliliklar
oldugunu direkt olarak kanitlamislardir. Bu gézlemsel verilere ek olarak ikizlerde
ve evlat edinilen kisilerde yapilan calismalarda konak genetik faktorlerinin
enfeksiyon hastaliklarina duyarliliklari konusunda 6nemli oldugunu géstermistir.
Monozigot ikizlerde genetik paylasim %100 oldugu icin ayni hastaliklarin gérilme
riski cok daha fazladir. Ornegin Almanya’da yapilan bir calismada tiiberkiiloz
icin monozigot ikizlerde uyum 65 iken, bu oran dizigotlarda 25 bulunmustur.
Enfeksiyonlara karsi gerek kazanilmis gerekse dogal direncte rol oynadigi bilinen
gen ¢esitleri ve bunlarin fonksiyonlarinin degerlendirildigi pek ¢ok calisma vardir.
Cesitli hastaliklara direnc ya da yatkinlik olusturan gen varyantlari Tablo 1 de

O6zetlenmistir.

Tablo 1: Bazi bakteriyel enfeksiyonlara direng ya da duyarhliktan sorumlu genler

Gen Varyant Hastalik Etki

HLA-DR HLA-DR2 Tuberkuloz Duyarlilik

NRAMP 1 5 ve 3 Tiberkiloz Duyarhhk
Varyantlari

Vitamin D reseptor 3" Varyant Tlberklloz Direng

interferon gama intron varyant | Tiiberkiiloz Direnc

Interferon gama Cesitli Dissemine BCG Duyarlihk
Mutasyonlar Enfeksiyonu

HLA-DR, NRAMP 1 genleri tiberkiiloza duyarlihdi arttirirken, vitamin D reseptoérleri ve IFN gamanin

direncte etkili oldugu gorulmektedir.



LATENT TUBERKULOZ TANISINDA KULLANILAN YENi
YONTEMLER

Prof. Dr. Mustafa BAKIR
Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dall,
istanbul

Toplumda tuberkiloz hastalidginin (TB) konrol altina alinmasinda en etkili yontem,
basil sacan hastalarin bulunarak etkin bicimde tedavi edilmesi ile birlikte bu
kisilerin enfekte ettigi saglikh bireylerin belirlenerek hastaliktan koruyucu ilag
verilmesi seklinde 6zetlenebilir. Tiberklloz basili ile enfekte olan bireylerde
tUberkiloz hastaligi gelisme olasiligi kisinin yasina ve bagisiklik sisteminin
durumuna bagli olarak degisir. Saglikh eriskinlerde bu olasilik tiim yasam boyunca
%10 iken 2 yasin altinda %20-40 oranina kadar yUkselebilmekte, immundiskin
veya bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda da ytksek bulunmaktadir. Toplumda
tlberklloz enfeksiyonu (TBE) havuzunun blyiklGga reaktivasyon TB sikhgini da
artirmaktadir. Bu nedenle 6zellikle enfekte olduktan sonra hastalik gelistirme
riskinin yiksek oldugu kisilerde TBE dogru bicimde teshis edilmeli, boylelikle
erken koruyucu tedavi hastalik riski azaltilirken diger yandan gereksiz ilag
tedavisinin yan etki olasiligi da azaltilmalidir.

TBE tanisinda yaklasik bir asirdir kullanilan tberkulin cilt testi (TCT), 200 den
fazla proteinin karisimi olan M. tuberculosis purifiye protein derivesi (PPD)
kullanilarak cilt icine uygulanmaktadir. Bu karisimin icinde M. tuberculosis'e
6zgu antijenler oldugu gibi, M. bovis BCG ve non-tiberkiloz mikobakterilere
(NTM) ait antijenler de bulunmaktadir. PPD intradermal yolla uygulandiktan 48-
72 saat sonra TBE, BCG asisi veya NTM ile 6nceden karsilasmis kisilerin cildinde,
PPD antijenlerini taniyan monondtkleer hlcrelerin neden oldugu inflamasyon
sonucunda farkli btyukltklerde endurasyon ve eritem yaniti olusmaktadir. Bu
yanitin bUyaklaga, PPD antijenlerine verilen hiicresel bagisiklik yanitinin derecesine,
kisinin yasina, enjeksiyon teknigine, endurasyon ¢apinindlcen kisiye goére
degiskenlik gosterebilmekte, test sonucunun okunmasi icin ikinci bir vizit
gerektirmekte, elde edilen dlciim dederinin pozitif veya negatif olarak
degderlendirilmesinde kullanilan esik degerler TB prevalansina goére lkeden
Ulkeye farkli dizeylerde secilmekte, kullanilan esik degeri kiictildigi oranda
TBE icin duyarlihk yikseldikce 6zgullik azalmaktadir. TCT duyarlihdi genel olarak

o4 1
LZZJ



yakhsik %65, BCG asisinin rutin olarak uygulandigi tlkelerde 6zgullaga yaklasik
%35 olarak bildirilmektedir. Ozellikle anti-TNF-alfa ve uzun sire kemoterapi
veya kortikosteroid gibi immunosupressif tedavi uygulanacak kisilerde ve ktctk
bebeklerde TBE sonrasi gelisebilecek yaygin TB riski karsisinda bu oranlar oldukca
disuk kalmaktadir.

Son yillarda M. tuberculosis genomu ve kodladidi proteinlerle ilgili arsastirmalar
sonucu RD1 (region of difference-1) geninin kodladi§i ESAT-6 (early secreted
antigen target 6 kDa), CFP-10 (Culture filtrate protein 10 kDa) ve TB7.7 antijenlerin
patojenite ile ilisikisi yaninda M. tuberculosis'e 6zgul proteinler oldugu, BCG
kokeni asi yapimi amaciyla pasajlanirken RD1 genini kaybettigi icin hi¢ bir BCG
kokeninde bu genin bulunmadigi, nadiren hastalik etkeni olan M. kansasii, M.
marinum, M. szulgai, M. flavescens ve olasikikla M. lepra haricinde NTM'lerin
RD1 genine sahip olmadigi saptanmistir. Bu antijenlerin M. tuberculosis'e
6zgUlligunin yikek olmasi, TBE tanisinda immunolojik testlerde kullaniimasi
sonucunu dogurmustur. Ozgun antijenlerle in vitro inkiibe edilen montkleer
hicreler daha 6nce bu antijenlerle karsilasmissa interferon gamma (IFN-g)
salgilamakta, uyariimis kanin serumunda IFN-g dlizeyi veya bunu salgilyan 6zgin
lenfositlerin sayisi duyarl testlerle belirlenebilmektedir.

Ticari olarak diinya piyasasinda bulunan IFN-g testleri QuantiFERON-TB Gold®
In-Tube ile T SPOTTM.TB dir.

Cellestis (Carnegie Victoria, Australya;cellestis.com) tarafindan Gretilen
QuantiFERON-TB Gold® In-Tube testinde ESAT-6, CFP-10 ve Tb7.7 antijenleri
kullanilir. Biri antijenle kaph diger negatif kontrol olan 2 tipe 1'er ml tam kan
ornedi alindiktan sonra 370C sicaklikta 16-24 saat inkibe edilir. E§er mononukleer
hicreler daha 6nce bu antijenlerle karsilasmissa inktibasyon sirasina siipernatan
icine IFN-g salgilar, karsilasmamissa salgilamaz. IFN-g'nin ELISA ile belirlenebilmes
icin 200 mikrolitre plazma gerekir. Antijenle uyarildiktan sonra bu plazma 2-
8oC'de 4 hafta, -200C'de 3 aya kadar saklanip sonra calisilabilir. ELISA sonucu
elde edilen deder 0.35 IU/ml Gzerinde ise pozitif kabul edilir. Kit icinde pozitif
kontrol (Fitohemaglutinin) yoktur.

Oxford Immunotec (Oxford, ingiltere; www.oxfordimmunotec.com) tarafindan
Uretilen T SPOTTM.TB testi IFN-g Ureten hiicrelerin sayilmasi esasina dayanir.
ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerinin uyarici olarak kullanildigi bu test icin eriskinden
4 ¢ocuktan 2 ml kan alinmasi ve fikol iceren 6zel tlp icinde isantrifije edildikten
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sonra mononukleer hicrelerin ayirilmasi gerekir. 250.000 hiicre anti-interferon
monoklonal antikoru ile kaplanmis ELISPOT plaklarinin kuyucuklarindaki sivi
hicre kaltara vasatina konulup 3 kuyucuktan her birine ESAT-6, CFP-10,
fitohemaglutinin antijenleri eklenerek, son kuyucugu birsey eklenmeden 370C
sicaklikta %5 karbondioksit iceren ortamda 16-20 saat inkUbe edilir. Sonra IFN-
g'ya karsi ikinci antikor ile kromojenik substrat ortama eklenir. Plagin tabanindaki
monoklonal antikora baglanmis IFN-g varsa enzimle konjuge ikinci antikor buna
baglanir, enzim ortama eklenen kromojenik substrati parcaladiginda plagin
tabaninda koyu renkli noktaciklar olusur (spot). Her spot bir 6zgln T hiicresini
gosterir. Spotlar gézle veya optik okuyucu araciligi ile sayilabilir. Uretici esik spot
sayisini >5 olarak belirlemistir. E§er negatif kontrol kuyucugunda da spotlar
varsa o zaman pozitif test kriteri, antijen kuyucugundaki spot sayisinin negatif
kontrol kuyucugundakinin en az iki kati olmasidir. Pozitif kontrol kuyucugu da
en az 20 spot icermelidir. Ornek alindiktan sonra en gec 8 saat icinde testin
calisiimasi 6nerilmektedir.

IFN-g testlerinin duyarlilig aktif bakteriyolojik olarak kanitlanmis tiiberktlozda
%382 ile %100 arasinda degismektedir. Tim ¢alismalarda bu testlerin duyarlihg:
gerek normal gerekse bagisikligi baskilanmis olan kisilerde TCT'den daha yUksek
bulunmustur. IFN-g testlerinin 6zgulligu de %98 civarindadir ve TCT'den ¢ok
daha yUksektir.

Latent TB enfeksiyonunun (LTBE) tanisinda altin standart olmadig icin IFN-g
testlerinin bu durum icin duyarlilik ve 6zgulligini tam olarak belirlemek mimk{n
degildir. ELISPOT yéntemi ile TB insidensinin yiksek oldugu Hindistan’da LTBE
prevalansi %80, ingiterede TB temas dykusii olmayan BCG asili diistik risk grubunda
%0 bulunmustur. ELISPOT yontemi ile yapilan temasli tarama calismalarinda da
temas derecesi ile ELISPOT sonuclari arasindaki korelasyonun TCT ile temas
yogunlugu arasindaki korelasyondan daha ylksek oldugu saptanmistir. LTBE
tedavisi sonrasinda tedavinin etkinligini gosteren bir test mevcut degildir. TCT
tedavi sonrasi negatiflesmemektedir. IFN-g testinin tedavi sonrasi nasil degistigi
ile ilgili calismalar yeterli degildir. ELISPOT testi, HIV enfeksiyonu olan,
maln{trisyonu olan ve ¢ocuk hastalarda da TCT testinden 6nemli 6l¢lide yuksek
duyarhlikta bulunmustur.

Sonuc olarak, TB enfeksiyonu stphesi oldugunda 6zellikle TCT sonucunun klinisyeni
ikna etmedigi durumlarda, cocuklarda, malnUtrisyonu olanlarda, bagisikli§i

baskilanmis veya yetersiz olan hastalarda, TB ayirici tanisi problemi olan olgularda,
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TB menenijitte, organ nakli ve anti-TNF tedavisi 6ncesinde IFN-g'ya dayali testler

6zgulltkleri ve duyarliliklar ytksek oldugu icin klinisyene énemli 6l¢lide yardimaidir.
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LATENT TUBERKULOZ ENFEKSIYONU TEDAVISI

Doc. Dr. Haluk C. CALISIR
istanbul Streyyapasa Gégus Hastaliklari ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi,

istanbul

Tuberkiloz hastaligl, bulasma ve patogenezi agisindan diger enfeksiyon
hastaliklarindan ayrilmaktadir. Hastalik etkeni olan Mycobacterium tuberculosis
insanlara bulastiginda, 6nce enfeksiyon olusmaktadir. Enfekte olan hastalarin
timulnde hastalik gelismemekte ilk iki yil icinde enfekte olan bireylerin yaklasik
%10'unda hastalik ortaya cikmaktadir. Bu slre icinde hastalik gelismeyen
bireylerde 6mir boyu hastalik gelisme olasiligr % 10'dur. Buraya kadar verilenlerden
asagidaki saptamalar yapilabilir.

1. Hastaligin ortaya ¢ikmasi icin, mutlaka 6nce enfeksiyonunun olusmasi gerekir.
2. Basille karsilasan her bireyde hastalik olusmamaktadir.

3. Zaman ile, enfeksiyon halinin hastaliga déntsme olasili§i azalmaktadir.
4. Enfeksiyon olusumu ile hastaligin ortaya cikisi arasinda bir stire gecmektedir.
HIV ile enfekte olma, diyabet hastaligi, silikozis v.b bazi durumlarda ise
enfeksiyonun hastaliga dontsme olasiligi, ek hastaligi olmayanlara gore
artmaktadir.

Tuberkiloz hastahginin bu 6zelligi, toplum dizeyinde hastalikla miicadele degisik
stratejiler olusturulmasina yol acmistir. Bulas zincirinde 3 nokta bulunmaktadir (1).
1) Hasta birey- Saglam birey: Ozellikle akciger tiberkulozlu hastalardan, daha
once Mycobacterium tuberculosis ile hic¢ karsilasmamis saglam bireylere basilin
solunum yolu ile bulasmasi olarak tanimlayabiliriz. Hastalik zincirini olusturan
en onemli noktadir. Bu slre¢ icin yapilacak en dnemli midahale bulastirici
hastalarin erken tespiti ve dogru tedavisine dayanmaktadir. Bdylece saglam
bireylere hastaligin bulasmasi 6nlenecektir.

2) Saglam birey- Enfekte birey: Saglam bireylerin hastalar ile karsilasmasinin
ka¢inilmaz oldugu durumlardir ve genellikle bitin icinde ¢ok nadir gérilen
kismini olusturmaktadir. Durumu tanimlayacak en tipik 6rnek aktif hasta bir
anneden dogacak bebegin durumudur. Bebek basil ile hi¢ karsilasmamistir, ancak
anne ile ¢ok yakin iliski icinde olacagi igin hastaligin bulasmasi kacinilmaz olarak

gorilmektedir. Bulasmayi bu arada engellemek icin bebege yapilacak tedavi
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koruyucu 6zelliktedir. Bu tedavi sekline profilaktik tedavi, koruyucu tedavi adi
verilmektedir. Hastaligin toplum icinde enfeksiyon zincirinin devami agisindan
bakildiginda bu anlamda c¢ok klUcuk bir katkr saglamaktadir.
3) Enfekte birey- Hasta Birey: Daha 6nce de belirtildigi gibi, enfekte olan her
bireyde hastalik gelismemektedir. Hastalik gelisme riski olan bireylerde yapilan
tedavi Latent TUberkiiloz Tedavisi olarak adlandiriimaktadir. Toplumda tiberkiiloz
hastaligi sikligi belirli bir seviyenin altina dlstigt zaman, tedavi edici etkinliklere
ek olarak 6énem kazanmaktadir. Bu duruma en iyi 6érnek Amerika Birlesik
Devletleri'dir (2).

TUberkUloz ile mlUcadele ya da kontrol icin yapilan aktiviteler arasinda, tiberkllin
testi ile enfekte olmus bireyleri saptama ve onlari tedavi etme uygulamasi yillardir
yapilan bir uygulamadir. Toplumda ttberkulin testi pozitif bireylerin saptanmasi
ve bunlarin tedavisi seklinde yapilacak bir uygulama, milyonlarca kisinin tedavisi
gibi bir sonucu olasilik haline getirmektedir. Tlberkllin testi pozitif olan tim
bir toplumun biyUk bir kesiminin tedavisinden cok, enfeksiyondan hastaliga
dondsum riski yuksek riskli bireyleri saptayip tedavi etme yaklasimi
benimsenmektedir. Bu yaklasim “Hedefli Tiberkilin Testi Taramasi” (Targeted
Tuberculin Testing) olarak adlandirilmaktadir. Riskli gruplar disinda ¢esitli
nedenlerle tiberkdlin testi taramasi yapilmasi édnerilmemektedir (3). Riskli
gruplarda yer alan bireylerin tedavisi daha énce “kemoprofilaksi” “proflaksi”
olarak adlandirilirken, 1999 yilinda Amerikan Toraks Dernegi, bu adlandirmanin

“Latent TUberkiloz Enfeksiyonu Tedavisi” olarak degistirilmesini 6nermistir3.

Taberkliloz Kontrolli ve Latent Tuberkiloz Enfeksiyonu Tedavisi:
Bir hastaligin insidansinda, prevalansinda, morbititesinde ve mortalitesinde
azalmanin saglanmasi ve bu azalma egiliminin strekli kiinmasi HASTALIGIN
KONTROLU; kontrol icin yapilan bitiin uygulamalar sonucunda bir cografi bélgede
hastalik sikhginin sifira indirilmesi ise HASTALIGIN ELIMINASYONU olarak
adlandinimaktadir (4). TUberkiloz konroll ve eliminasyonu igin degisik stratejik
yaklasimlar bulunmaktadir. Bunun en temeli ve en etkini saptanan hastalarin
tedavisine yonelik stratejik uygulamalardir ki, giinimuizde bu yaklasim Dogrudan
Gozetimli Tedavi Stratejisi olarak bilinmektedir. Bu nedenle de, ¢esitli metinlerde
verilen tlberklloz kontroll hedefleri vaka bulma ve tedavi etmeye yoneliktir.
Etkin tiberklloz kontroll i¢cin toplumdaki hastalarin %70'ini saptayacak
uygulamalari rutin hale getirmek, saptanan bu hastalarin da %85'ini kiir etmeye
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yonelik yaklasimlari tiberkiloz kontrolinlin temeli olarak ortaya koymak
gerekmektedir (5). Tuberkiloz hastaligi sikligi bakimindan bes degisiklik dizeyde
incelenmektedir. 1000/100 000 (ist( SALGIN; 100 ile 1000/100 000 arasi YUKSEK
DUZEYDE; 10 ile 100/100 000 arasi ORTA DUZEYDE; 1 ile 10/100 000 arasi DUSUK
DUZEYDE sikhig: ifade ederken, insidansin 1/100 000 altina dismesi ise
ELIMINASYON FAZI olarak tanimlanmaktadir (6).

Dunya Saglik Orgiti ve tiberkiloz kontroll konusunda en énemli iki kurulus
olan “International Union Against Tuberculosis and Lung Disease” (IUATLD)
rehberlerinde, sistematik latent tiberklloz enfeksiyonu tedavisi yapilmasi
konusunda bir éneri bulunmamaktadir. Bu rehberlerde kontrol fazindaki Glkelerde
vaka bulma ve tedavi etkinlikleri ile ilgili dneriler yer almaktadir. Latent tUberkiloz
enfeksiyonu tedavisinin kontrol programinin bir pargasi olarak sistematik olarak
uygulanmasi eliminasyon fazina girmis tlkelerde uygulanabilecegi belirtilmektedir
(7, 8). Bu durumua gelmis Glke sayisi oldukc¢a azdir. Tiberki{loz kontrolinde
latent enfeksiyonun sistematik olarak énerildigi en énemli kaynak Amerikan
Toraks Dernegi, Center for Disease Control (CDC), American Academy of
Pediatrics(AAP), ve Infectious Diseases Society of America (IDSA) adl kuruluslar
tarafindan hazirlanan rehberlerdir. Amerika Birlesik Devletleri'nde tiberkiloz
hasta insidansi 1980 yilinda yiz binde 12 iken, 2005 yilinda yiiz binde 5 diizeyindedir
(9). Uzun yillardir eliminasyon fazina oldukca yaklasmis bir hastalik sikhginda
bulunmaktadir. Bu nedenle bu tlkedeki bilimsel kuruluslarin latent tiberklloz
enfeksiyonu tedavisini, tiberklloz kontroliiniin bir elementi olarak dnermesi

anlasilir bir durumdur.

Tuberkilozun daha sik oldugu ulkelerde, tiberkiloz kontrolinin bir parcasi
olarak latent tiberklloz enfeksiyon tedavisinin yer almamasinin nedenlerinin
temelinde, bu uygulamanin operasyonel olarak basarilmasinin zor ve maliyet
etkin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bulastirici olan hastalara ve bulasin
kirilmasina yonelik tani ve tedavi girisimleri hastaligin sikliginin azalmasinda,
6nemli epidemiyolojik katki saglamaktadir. Latent tlberklUloz enfeksiyonu
tedavisinin (burada Ulke stratejisi olarak kullaniimasi kast edilmemektedir.)
etkinligi bilinmektedir ve bu konuda yeterli bilimsel kanitlar bulunmaktadir.
Ancak bu konuda yapilacak toplum dlzeyinde yapilacak operasyonel islemler,
daha etkin olan tani ve tedavi etkinliklerinin énline gecebilecek kadar yogun
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olabilmektedir. Tani ve tedavi uygulamalari ile kabaca bir kisinin hasta olmasini
o6nlemek icin bir hastanin tedavi edilmesi gerekmekteyken, latent tiberkiloz
enfeksiyonu tedavisinin stratejik kullaniminda, yukarida bahsedilen kosullarda
1 kisinin hasta olmasini 6nlemek icin 111 kisiye bu tedaviyi vermek
gerekebilmektedir (10). 111 kisiye yapilan tanisal ve operasyonel islemler, bu
tedavinin 9 ay sireyle verilmesi ve bu sirecin operasyonel olarak yoénetilmesi
dUstnaldiginde ulusal kontrol programlarini hantallastirabilme riski,

hedeflerinden uzak kalabilmesi s6z konusudur.

Latent tUberklloz enfeksiyonu tedavisi ile bu arka plan tartismalari verdikten
sonra, tim epidemiyolojik kosullarda latent enfeksiyon tedavisinin tartismasiz
onerildigi durumlar (11, 12) asagida verilmistir.

1. Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonu ile birlikte HIV infeksiyonunun bir
arada oldugu hastalar.

2. Taberkilozlu bir hasta ile ayni evde yasayan 5 yas ve alti ¢ocuklar,
3. Yakin zamanda ( bir yil iginde) tiberklin testinde konversiyon saptanan

hastalar.

Amerikan Toraks Dernegi dnerileri ise, tiberkdlin testinin yapildigi risk gruplarinda

yapilan tiberklin testi capina goére belirlenmistir (3).

Tuberklin testi capi:

5 mm ve Gzerinde bulunan hastalar.

e HIV (+) kisiler

e TB hastasl ile yeni temas

e GO6gls radyografisinde tedavi edilmemis fibrotik degisiklikler
e Organ transplantli veya diger immunsuprese hastalar (1 ay veya daha fazla
streli 15mg/gin prednisone kullanimi)

10 mm ve Ustd hastalar.

e Yuksek prevalansl tlkelerden yeni gog

e |Vilag kullananlar

¢ Hapishane, bakim evleri, huzur evleri, evsizler

¢ Mikobakterioloji laboratuar calisanlari

e Silikozis, DM, KBY, bazi hematolojik hastaliklar,bas-boyun akciger gibi bazi

maligniteler,



e >%10 kilo kaybi, gastrektomi, jejunoileal bypass
* <4yas
15 mm ve Ustl saptanan hastalar.

e TUberklloz icin herhangi bir riski bulunmayan hastalar.

Tedavi icin isoniazid ile 6nerilen stire 9 aydir. Isoniazid kullanilamayan durumlarda
4 ay sUre ile rifampisin ya da 2 ay streyle rifampisin ve pyrazinamid kullanilabilir.

Bu stirelerde ilaglar her gtin alinmalidir.

Ulkemizde tuberkiloz insidansi 2005 yilinda yiz binde 27 olarak bildirilmistir
(9). Orta siklikta bir Glke ve heniiz eliminasyon fazina girmemis olmamiza karsin,
latent tlberklloz enfeksiyonu tedavisi sistematik olarak énerildigi gorilmektedir.

Bu durum tartismali bir konudur.
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TURKIYE VE DUNYADA TUBERKULOZUN MOLEKULER
EPIDEMIiYOLOJISI

Prof. Dr. Riza DURMAZ
inénl Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Malatya

Tuberklloz yilda yaklasik iki milyon kisinin 6liimtne yol acan 6nemli infeksiyon
hastaliklarindan biridir. Dinya nifusunun Gctebiri Mycobacterium tuberculosis
ile infekte durumdadir. Bu hastalik batin toplumlarda gorilmekle birlikte
olgularin ¢cogu az gelismis ve gelismekte olan (lkelerde gézlenmektedir (1).
Gelismekte olan Ulkeler arasinda yer alan Turkiye, Dinya Saglik Orgitii kayitlarina
gore 2004 yili icin yillik 28/100.000°lik tiberklloz insidansi ile halen orta insidansa
sahip Ulkeler arasinda yer almaktadir. Yilda 18.000-20.000 tiberk(loz hastasi
rapor edilmekte, olgularin yaklasik 69%'u akciger tiberkilozlu (2-3), %60
erkek (4-6) ve her iki cinsiyette en ylUksek prevelans 15-24 yas grubunda
gozlenmektedir (5).

TUberkUloz insidansini gelismis Glkelerdeki seviyeye disirmede erken tani, dogru
tedavi ve etkin korunma-kontrol dnlemlerinin é6nemi aciktir. Etkin kontrol
onlemlerinin alinmasinda infeksiyonun kaynagi ve bulas yollarinin bilinmesinin
bUuyUk énemi vardir. Molekuler tiplendirme yéntemleriyle M. tuberculosis’in
kaynak ve bulas yollari belirlenmekte, hastaligin yayilma dinamikleri hakkinda
yeni bilgiler edinilmekte, boylece tiberkiilozun epidemiyolojisi hakkindaki
bilgimiz artmaktadir (7,8). Genellikle, molekiiler tiplendirmede ayni grup iginde
yer alan (kiime olusturan) M. tuberculosis suslarinin izole edildigi hastalarin,
tlberkllozu yeni bulas sonucunda aldiklari kabul edilmektedir (9, 10). Yeni bulas
orani hakkindaki bilgiler, tiberkilozun 6énlenmesi icin daha etkili olabilecek
programlarin gelistirilmesine blyUk katki saglamaktadir (11). Molekiler tiplendirme
yontemleriyle ayni etkene baglh olarak sirekli tekrarlanan dis kaynakl bulas,
endojen kaynakli yeniden aktive olan bir latent enfeksiyondan ayirt
edilebilmektedir. Boylece herhangi bir toplumda tlberkiloz icin uygulanmakta
olan tedavi ve kontrol dnlemlerinin etkinlikleri hakkinda bilgi edinilebilmektedir
(12). Ayrica molekdler tiplendirme yontemleriyle spesifik M. tuberculosis klonlari
(Beijing/W, LAM7-TUR, gibi) veya cogul ilaca direngli M. tuberculosis (CID-M.
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tuberculosis) suslarinin herhangi bir bolge, tilke veya diinya genelindeki filogenetik
seviyede yayginlhigr hakkinda bilgi saglanabilmektedir (8,13-15).
TuberkUlozun molekuler epidemiyolojisine yonelik olarak IS6710-restriction
fragment length polymorphism (1S6110-RFLP), spoligotipleme, mycobacterial
interspersed repetitive units (MIRUs)-variable number tandem repeats (VNTR),
PTBN12 fingerprinting, arbitrarily primed-polimeraz zincir reaksiyonu gibi ¢esitli
yontemler denenmektedir (8, 16, 17). Bunlardan 1S6770-RFLP, van Embden ve
arkadaslari tarafindan ilk olarak gelistirildigi 1993 yilindan beri M. tuberculosis
suslarinin molekller epidemiyolojisinde “altin standart” olarak durmaktadir.
Yiksek seviyede ayirim glcinden dolayi, yeni gelistirilen polimeraz zincir
reaksiyon (PZR) esasli metotlarin dogrulanmasinda kullaniimaktadir (7, 18).
Yoéntemin major dezavantajlari; uzun zaman almasi, distk sayida (5) 1S6710
kopyasi bulunduran suslarin ayriminda yetersiz olmasi ve sonuglarinin bilgisayar
ortamina aktarilamamasidir (4, 6). IS67110-RFLP yontemindeki problemlerin
Ustesinden gelmek icin 1997 yilinda Goguet de la Salmoniere ve arkadaslarinca
PZR esasli bir tiplendirme yéntemi olan spoligotipleme (spoligotyping) uygulamaya
konuldu. Bu yéntem; IS6770-RFLP ile tiplendirilecek suslarin sayisini azaltmak igin
bir 6n tarama metodu olarak ve M. tuberculosis izolatlarinin filogenetik analizi
icin oldukca faydahldir (13, 14, 19, 20). Fakat yalniz basina kullanildiginda genetik
heterojeniteyi saptamada yetersizdir (17, 21). Cok yeni olarak, 2001 yilinda Supply
ve arkadaslari MIRU-VNTR (Mycobacterial interspersed repetitive units-variable
number tandem repeat) tiplendirme yoéntemini tanimladilar. Bu yéntem, M.
tuberculosis izolatlarinin (6zellikle disik kopyali olanlarin) molekuler
epidemiyolojisi ve populasyon yapisinin analizinde IS6770-RFLP’nin alternatifi
olarak énerilmektedir (7, 22-26). Yiksek ayirim giicd, ydntemin kisa stirede sonug
verebilmesi, laboratuarlar arasinda karsilastirilabilir dijital sonuclar alinmasi,
MIRU-VNTR yéntemini fazla sayidaki M. tuberculosis izolatlarinin tiplendirilmesinde
cazip bir teknik haline getirmektedir.

Bircok ulkenin farkh topluluklarindaki tiberktloz hastalarindan Gretilmis M.
tuberculosis izolatlari arasinda klonal iliskiyi arastirmak amaciyla ¢cok sayida
calisma yapilmistir. Ulkemizde de M. tuberculosis kékenlerinin molekuler
epidemiyolojisi Gzerindeki calismalar hizla artmaktadir (4, 6, 15, 27-34). Bu konuda
yapilmis olan ¢alismalari, molekdler tiplendirme yéntemlerinin kronolojik gelisimi
acisindan Ug baslik altinda sunmak yararl olacaktir.

[-1IS6770-RFLP ve pTBN12-RFLP yontemleriyle ilgili calismalar
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[I-IS67170-RFLP ve Spoligotipleme ile ilgili calismalar
[11- 1S6110-RFLP, Spoligotipleme ve MIRU-VNTR ile ilgili calismalar

1-1IS6110-RFLP ve pTBN12-RFLP yontemleriyle ilgili calismalar: Bu yéntemlerle
Glkemizin farkl illerinden toplanan 434 M. tuberculosis izolatlarinin genotipik
profil farkliliklari calisilmistir (4, 6, 27). incelenen suslarin %90’dan fazlasi akciger
tlberkilozu olan olgulara ait ve hastalarin %60'dan fazlasi erkek. Bu calismalarin
ortak bir degerlendirmesi yapildiginda su sonuglar ortaya ¢ikmaktadir:
1) incelenen izolatlardaki IS6770 kopya sayilari 1-18 arasinda degdismektedir.
IS6710 koysa sayisi dastk (5 kopya) olan suslarin orani %25-40.5 arasinda
degismektedir. DUstk kopya sayili suslarin orani Asya Ulkelerinde 26-49 (35-37),
Avrupa Ulkelerinde 6-16'dir (9,35,38). Ulkemizde bulunan degerler tlkenin
cografik konumuyla uygunluk icindedir.

2) iki tiplendirme yénteminin sonuclari birlikte degerlendirildiginde; tlkemizdeki
suslar arasinda saptanan kiimelesme orani %34-50.5, yeni bulas orani %21.6-
31.5 arasindadir.

3) Farkli cografik bélgelerden izole edilen tiiberkiloz basillerinin ortak RFLP
profili olusturduklari gézlenmistir. Bu durum bir bélgede basili alan kisilerin
nufus hareketliligine baglh olarak tiberkilozu Glke geneline yayabilecegi riskini
dogrulamaktadir.

5) Yas, cinsiyet, alkol tiketimi, Diabetes mellitus, dnceden tiberkiloz gecirmis
olmak ve anti-tlberklloz ilaglarina direngli olmanin suslarin grup olusturmasi
Uzerine anlamli derecede etkili olmadigi gosterilmistir.

6) Bulgular, tuberkiloz olgularinin énemli bir kisminin aile ici bulas sonucu
gelistigini desteklemektedir.

7) Klasik epidemiyolojik veri toplamada yetersiz kalinmaktadir. Ozellikle kiime
icinde yer alan hastalar arasindaki epidemiyolojik iliskiyi saptamaya yénelik
calismalardan edinilen sonuclara gore, kiime olusturan hastalar arasinda dogrudan
bir ailesel ya da sosyal iliski bulunamiyor veya cok disik oranlarda kaydedilebiliyor
(4, 6, 27).

11- 1S6110-RFLP ve Spoligotipleme ile ilgili ¢calismalar: Spoligotipleme
yontemi tek basina veya IS67710-RFLP ile birlikte kullanilarak tGlkemizde yaklasik
5000 kadar M. tuberculosis susu calisiimistir (28-33). Bu arastirmalarin bulgulari
Tablo’'da o6zetlenmistir. Buradan su sonuclar cikarilabilmektedir:
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Tablo. Spoligotipleme ile Glkemizde yapilmis arastirmalarin sonuclari

Suslarin Spoligotipleme sonuglan
cografik Sug Kimelesme Diinya veri bankasinda olmayan Major ST(%) Major familyalar Diinya veri bankasinda Kaynak
orijini sayisl | orani (%) 6zgu suslanin sayisi (%) olmayan yeni ST'ler
Ankara 114 85 8(7) ST53 (27) Gegici tanimlanmis T (27) ST2136 28
ST41(7.9) LAM7-Tur (7.9) ST2139
ST118 (7) Haarlem (5.3) ST2135
ST50 (5.3) Beijing (1.8) ST2140
Malatya 145 80.2 6(4.1) ST41(23.9) Gegici tanimlanmig T(46) ST759 30
ST53 (22.5) LAM (29, LAM7-Tur;23.9) ST1936
ST50 (5.8) Haarlem (15.9) ST1937
ST204 (5.8 S (3.6) ST1938
ST62 (4.3) X(0.7) ST2285
Malatya- 200 76 9(4.5) ST41 (22.5) T stiper famlyasi (29) ST1973 31
Istanbul- ST53 (19.5) LAM (33.5, LAM7-Tur; 22.5) ST2160
Adana ST50 (6.5) Haarlem (14) ST2161
ST1261 (4.5) S (3) ST2163
ST47 (3.5) ST2595
icAnadolu, | 381 77 B B T familyasi (37) = 32
Karadeniz, LAM (20;
Dogu Haarlem (8)
Anadolu, Beijing (2)
Akdeniz
Malatya 220 827 24 (10.9) ST53 (25) Gegici tanimianmig T (50.9) B 33
ST41 (8.6) LAM (15)
ST 284 (6.8). Haarlem (10.9)
S familyasi (4.1)
X (2.3)
Beijing/W (1.4)
CAS1- Delhi (0.5)
Tstanbul 4069 Bejjing (1.13) 25
Zonguldak 128 73 @7 ST53 (21.9) T1 familyast (21.9) ST2120 34
ST41 (14.0) LAM7-Tur (14.0) ST2125
ST50 (7.8) Haarlem (7.8) ST2127
ST42 (4.7) ST2128
ST 47 (4.7)

ST:Shared type, LAM; Latino-American-Mediterranean, CAS1-Delhi: Central Asian-Delhi, *: Bu calismada

yalnizca Beijing familyasina ait sonuglar bulunmaktadir.

1) Spoligotiplendirme sonuglarina goére incelenen izolatlarin kiimelesme orani
%67-85 arasinda degismektedir. Bu oran kabul edilemeyecek kadar yUksektir.
Nitekim spoligotiplendirme sonuglari 1S6710-RFLP ve/veya MIRU-VNTR yontemleriyle
tekrarlandiginda kiimelesme oranlarinda oldukca yUksek degerlere (%30-40)
varan azalmalar olmaktadir. Bu durum spoligotiplendirme yénteminin kékenler
arasindaki klonal iliskiyi degerlendirmede uygun olamayacagini bir kez daha
kanitlamaktadir.

2) Siklikla saptanan “shared type” (ST) soyledir: ST41 (Latino-American-
Mediterranean: LAM7-TUR, %8.6-22.5), ST53 (gecici olarak tanimlanmis T1
sUperfamilya, %16.3-27), ST118 (gecici tanimlanmis T familya, %7), ST50 (Haarlem
3 familyasi, %5.3-6.5) ve ST284 (isimlendirilememis familya, %3-5.7). Bu tiplerin
Turkiye ve diinyadaki dagihimlarina bakildiginda; ST41'in Turkiye icin en yaygin
tip oldugu, ST53 ve ST50'nin Turkiye ve dinyanin diger kisimlarinda esit dagilim
gosterdigi (30, 39), ST284 (oktal kod: 037637777760771)'ln ise dinya veri
bankasinda ¢ok nadir oldugu (Bulgaristan‘da %5.4, Avusturya’da %1.9, Suudi
Arabistan’da %1.4) (30, 31) ve bu tipin de lokal filocografik 6zellik gosterdigi
belirtilmistir (15). Komsu Ulke Iran’da yapilan ¢alismada bizden farkli olarak
yaygin gorulen ST'ler sirasiyla ST47, ST11, ST26 ve ST1' dir (40).
3) Ulkemizde saptanan major M. tuberculosis familyalari: T stper familyasi (%29-
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45.7), LAM (29-37%), Haarlem (%10.9-15.9), S (%3-4.1) ve X (%0.7-2.3)"dir. ilging
olarak tGlkemizin gerek Avrupa gerekse Asya kisminda yapilan ¢alismalarda, esas
olarak Asya Ulkelerinde yayginlik gosteren (41) “Central Asian” (CAS), “East-
African Indian” (EAI) ve Beijing familyalari ya ¢ok distk (<%1.5) oranlarda
saptanmakta ya da hi¢ bulunmamaktadir. Predominant M. tuberculosis
familyalarinin dagihimi topluluklara gére degisim géstermektedir. Ornegin Bejing
ve Beijing benzeri suslarin yaklasik %50'si Uzak Doguda, Haarlem familyasinin
%25’'i Avrupa’da ve LAM suslarinin %50'ye yakini Giiney Amerika’da bulunmaktadir
(41). Cin'deki cogul ilaca direncli suslarin %78'i, duyarl olanlarin ise %60'dan
fazlasini Bejing tipi olusturmaktadir (42). T familyasi diinya veri bankasindaki
suslarin yaklasik %30'unu olusturmaktadir. Ulkemizde ¢ok disik oranlarda
saptanan Beijing familyasi komsumuz olan Ulkelerden yapilan calismalarda;
iran'da %9.4 (43), Rusya'da %44.5, Estonya’da %29.2 ve Azerbaycan'da %70.8
oranlarinda bulunmaktadir (44, 45). Yine Glkemizde cok nadir gérilen “Central
Asian-Delhi” (CAS-Delhi) familyasi Pakistan'daki izolatlarin %39'unu
olusturmaktadir (41). Giney Amerika ve ingiltere’de yaygin olan X familyasi (41,
43)'da ulkemizde nadir olarak (%2.3) saptanan familyalardir.
4) Spoligotiplendirme sonugclarina goére Glkemizden calisilan izolatlarin %89.4-
96'sina yakininda saptanan spoligotip profilleri diinya veri bankasinda var olan
genotip familyasi veya alt familyalarinin icerisinde yer almaktadir. Bunlar Glkemiz
icin 6zgu tiplerdir.

5) Ulkemizdeki M. tuberculosis suslari arasinda diinya veri bankasinda bulunmayan
ve c¢alisma gruplarina goére sayilari 4-5 arasinda degisen yeni ST'ler de

bulunmaktadir.

1S6110-RFLP, Spoligotipleme ve MIRU-VNTR ydntemlerinin kombinasyonu:

Yapilan ¢alismalardan bu tiplendirme yéntemlerinin herhangi birisinin tek basina
kullanilmasinin M. tuberculosis suslar arasindaki genetik heterojeniteyi saptamada
yetersiz kaldiklari anlasiimistir. Ulkemizde yapilan bir calismada kiimelesme orani
IS6770-RFLP ile %35.9, spoligotipleme ile %83, 12 lokuslu MIRU-VNTR ile %69
olarak bulunmustur. DUsUk kopya sayil suslarda tek basina IS6770-RFLP'nin hatal
kiimelesmeye sebep oldugu; IS6770-RFLP ile ayni kime icinde yer alan iki kopya
sayill 13 susun MIRU-VNTR ile 2 ve 7 suslu iki kiime ve 4 6zgU tipe ayrildigi
kaydedilmistir. Bu yontemlerin kombine kullanilmasi halinde kiimelesme oranlari:
Spoligotyping/MIRUs, 48.9%; 1S6110-RFLP/spoligotyping, 29.7% ; 1S6110-
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RFLP/MIRUs, 23.4% ve 1S6110-RFLP/spoligotyping/MIRUs, 22% olarak bulunmustur
(30). 1S6710-RFLP, yuksek 1S6710 kopya sayili suglarin ayriminda duyarlihgi oldukca
ylksek bir metottur (16-18). Bu suslardaki ayrim gtic 25 lokuslu MIRU-VNTRs
veya MIRU-VNTR ve spoligotiplendirme yontemlerinin kombine kullanimindan
daha yuksektir (7). Ancak bu yontem, 6zellikle dustik kopya sayili suslarda hatali
kiimelesmelere neden olmaktadir. MIRU-VNTR tiplendirme yonteminde 12, 15
ve 25 MIRU lokusunu iceren calismalar yapilmaktadir. Buglin icin yaygin olarak
kabul géren gorls 15 lokuslu MIRU-VNTR yénteminin ayrim glclinin yeterli
oldugudur. Bu ydntem; 1S6770 kopya sayisi disik olan suglarin ayriminda 1S6710-
RFLP'den daha ylksek, kopya sayisi fazla olan suslarin ayriminda ise 1S6770-RFLP
‘yve benzer sonuclar vermektedir (7, 17).

MIRU-VNTR yéntemi ile Malatya (142) ve Zonguldak (25) illerinden yapilan iki
ayri calismanin bulgularina goére tGlkemizdeki “MIRU-VNTR-International-Type”
(MIT)'lerinin dagilimi sdyle 6zetlenebilir: Malatya’daki suslar arasindan toplam
42 MIT saptanmistir. MIT310 en fazla (% 16.2) saptanan MIRU tipi olup, bunu
sirasiyla MIT43 (%8.4), MIT194 (%5.6), MIT8 (%4.9) ve digerleri izlemektedir.
MIT'lerin ST41 icerisindeki dagilimina bakildiginda ise MIT310, %57.6; MIT194,
% 24.2; MIT195, %6.1 oraninda bulunmustur (30). Zonguldak'taki MIRU ¢alismasi
ST41 icinde yer alan 25 susu kapsamaktadir ve bu suslar arasinda MIT'lerin dagilimi
sirasiyla; MIT310 (%76), MIT10 (%16), MIT31 (%8)'dir (34). Bu sonuglara
bakildiginda; Glkemizde yaygin olarak gézlenen ST41 (LAM7-Tur)’in, MIT dagilhmi
acisindan diger ST'lerden daha yiksek oranda MIT310 icerdigi séylenebilir. Ancak
bu durumun kesinlik kazanabilmesi icin ilave ¢alismalara gerek vardir.
Sonugclar:

1- Tarkiye'deki M. tuberculosis suslarinin en az dértte biri dasik sayida (5) 1S6770
kopya bulundurmaktadir.

2- 1S6110-RFLP+pTBN12 veya IS6110-RFLP+Spoligotiplendirme yéntemlerinin
sonuclarina goére Tarkiye'deki tiberkiloz hastalari arasindaki kiimelesme orani
%30-50 arasinda degismektedir. Bu iki yonteme MIRU-VNTR eklenmesiyle
kiimelesme orani %22'ye inmektedir. Buradan haraketle Gi¢ molekuler tiplendirme
yéntemini (spoligotyping, MIRUs ve 1S6770-RFLP) birlikte kullanmak, kimelesme
ve bulas oranlarinin daha gergekgi olarak tespit edilmesini saglamaktadir.
3- Ulkemiz heterojen M. tuberculosis populasyonuna sahiptir. Bir yandan diinya
genelinde yaygin olarak goérilen spoligotipler (ST50, ST53), diger yandan TUrkiye
ve birka¢ komsu Ulkede saptanabilen spoligotipler (ST41 ve ST284), 6te yandan
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yalnizca Glkemize 6zel (ST1973, ST2160, ST2136 gibi) tipleri bulundurmaktadir.
4- LAM, Haarlem ve gecici tanimlanmis (ill-defined) T sGperfamilyasi Tirkiye'de
saptanan U¢ major spoligotip familyasidir. Calisilan suslarin %65-76" sini
olusturmaktadirlar.

5- Asya Ulkelerinde yayginlik gosteren CAS, EAI ve Beijing familyalari tlkemizden
yapilan calismalarda ya hi¢ saptanmamis veya cok dusik oranlarda bulunabilmistir.
6- Ulkemizdeki suslar arasinda en yaygin olarak saptanan “MIRU-VNTR-
International-Type”i, MIT310'dur.
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MOLEKULER EPIDEMiYOLOJIK YONTEMLERIN
TUBERKULOZDA KULLANIM AMACLARI

Yrd. Dog. Dr. Alpaslan ALP
Hacettepe Universitesi Tip Fakltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Ankara

Taberkiloz ginimizde halen 15 ile 49 yas arasindaki bireylerde tek bir enfeksiy6z
ajanin neden oldugu 6lumler arasinda, en 6nde gelen sebep olmaya devam
etmektedir. TUm dlnyada ve 6zellikle gelismis Glkelerde 1980 ortalarinda baglayan
thberklloz hasta sayilarindaki artis, tiberklloz konusuna ilgiyi artirmis ve bu
konuyu énemli bir gindem maddesi haline getirmistir. Dinyada tiberkiloz
olgularinin artisinda dért 6nemli unsur siralanmaktadir: (a) hikiimetlerin hastaliga
gereken 6nemi vermemeleri sonucunda tiberkiiloz kontrol sistemleri kétilesmis
ve hatta bircok yerde kaybolmustur; (b) kot yonetilen ya da dogru yaklasimlarin
uygulanmadigi tuberklloz kontrol programlari hastaligin artisi yaninda ilaca
direncgli tiberktloz olgularinin artisina yol agmistir; (c) tiberkiloz ve HIV
enfeksiyonunun birlikte oldugu hallerde, HIV enfeksiyonunun endemik oldugu
yerlerde tUberkUloz patlayici artis yapmustir; (d) nGfus artisi taberkiloz olgularinin
sayllarinda artisa yol acmistir. Bunlara ek olarak sanayilesmis tlkelerde goclerle
gelen tuberkiloz olgulari, o tlkelerdeki 6nemli artis nedenlerinden olmustur.
Tuberkiloz hasta sayilarindaki artislar ve tiberk(iloz kontrol ¢cabalarinin yeterince
basari saglayamamasi nedeniyle, Diinya Saglik Orgiit(i, 1993 yilinda tiberkiiloz
icin acil durum ilan etmistir. 1994 yilinda da verem savasinin yeni dogrultusu
ortaya ¢ikmaya baslamistir. Béylece 1990°li yillarda baslayan DGTS (Dogrudan
Gozetim Tedavisi Stratejisi) uygulamalari, dinyada hizli bir sekilde yayilmistir.
Tuberkiloz kontroliinde anahtar faktorler hizli saptama, etkili tedavi ve bulasi
Onlemektir. Bulasin énlenmesi, ulusal tiberkilozla savas programinin énemli bir
parcasini olusturmaktadir. Bu konuda gerceklestiriimesi gereken ana faaliyetler,
temaslilara, yeni enfekte olanlara ve hastalik gelisme riski yUksek olan diger
topluluk ve kisilere koruyucu ilag tedavisi vermek seklinde tanimlanmaktadir.
Bulasin énlenmesi icin hastaligin erken dénemde saptanmasi ve hasta kisinin
kontrol altinda tutulmasi gereklidir. Molekiiler yontemlerdeki gelismeler sonucunda
in vitro nikleik asit amplifikasyonu ile klinik érneklerden mikobakteriyel DNA

veya RNA'nin saptanmasi mimkun hale gelmistir. Bunun yanisira molekuler

o1
L43J



yontemler, M. tuberculosis genomundaki polimorfizmlerin saptanmasiyla klinik
izolatlarin birbirinden ayirtedilmesini ve boylece tiberkiloz bulas yollarinin
ortaya ¢ikariimasini mimkdn hale getirmistir. Bulas kaynaginin ortaya cikariimasi,
olasi diger bulaslarin énlenmesinde kritik bir Gneme sahiptir. Bu asamada,
tiberkiloz basilinin genotiplendirmesi, izolatlarin genetik olarak karsilastirilmasini
ve birbirlerinin ayni olup olmadiklarinin anlasilmasini saglayarak énemli katki
saglar.

Bu sebeplerle tiberkllozun molekuller epidemiyolojisi ile ilgili calismalar son
yillarda 6nemli derecede artmistir. GinUmuzde bu konuyla ilgili PubMed’'de bir
literatr taramasi yapildiginda yaklasik olarak 1000 civarinda yayin oldugu
gorilmektedir. Bunlar icinde ilk yayin 1991'de, ilk genetik belirte¢ olan 1IS6770'un
tanimlanmasiyla gerceklestirilmistir. ilk calismalarda agirhikh olarak kullanilan
yontemin IS6770-RFLP (restriction length fragment polymorphism) yontemi
oldugu goralarken, giinimuize yaklasildiginda VNTR tabanli yéntemlerin bunun
yerini almaya basladigi dikkati cekmektedir.

Bugline kadar yapilmis olan ¢alismalar incelendiginde ideal bir genotiplendirme
yonteminin, istenen sonuclara ulasilabilmesini saglayabilmesi icin iki d6nemli
Ozellige sahip olmasi gerektigi gorilmektedir. Bunlardan birincisi, ydntemin
standardize edilebilir, tekrarlanabilir olmasi ve ginlik uygulamalarda
kullanilabilmesi icin ekonomik ve hizli olmasidir. Béyle bir ydntemin rutin
thberkiloz tani siirecenin erken bir asamasina yerlestirilmesi 6nemli katkilar
saglayacaktir. Bunun gergeklestirilmesi durumunda, tGremis kaltir yerine direkt
olarak yayma-pozitif balgam 6rneklerinin kullanilabildigi yontemlerin daha
avantajli olacagi disunulmektedir. ideal bir genotiplendirme yénteminin sahip
olmasi gereken ikinci dnemli 6zellik, ydntemin izolatlar arasinda yeterli derecede
ayrim saglayabilmesidir. Her ydontemin ayirtetme derecesi farkhdir ve bu 6zellik
izolattan izolata farkhlik gosterebilir. Bunun yanisira, bir M. tuberculosis izolati
zaman icerisinde mutasyonlarla genetik olarak farkhlastigi icin, ayni ydontemin
ayni izolattaki ayirtetme yetenegi farkli zamanlarda farkl derecelerde bulunabilir.
Tdm bunlardan cikarilabilecek sonug, her durum icin gecerli olan ideal bir
genotiplendirme yénteminin bulunmadigi, izolatin genetik 6zelligine gore
kullanilmasi gereken ideal yéntemin degisebilecegidir.

TuberkUloz molekuler epidemiyolojisinin ¢alisiilmasinda, 1.35 kb’lik insersiyon
dizisi IS6770'un RFLP paternlerinin karsilastirilmasi 6nemli faydalar saglamistir.
IS6710 M. tuberculosis kompleksi icin 6zgUldUr, ancak ¢cok az sayida M. tuberculosis
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kompleksi izolatinda bulunmayabilir. 1IS6770 genom icinde cogalabilir ve genomun
farkli bolgelerine kendisini entegre edebilir veya bulundugu geneom bolgesinden
¢ikabilir. Bu nedenle zaman icerisinde 1S6770'un genom igerisindeki dagilimi
tamamen rastlantisal olarak farkliliklar goésterebilir. Bir populasyon icinde
tuberkiloza neden olan suslarin IS67710-RFLP paternlerinin karsilastiriimasi, es
izolatlarin bulundugu kimeleri ortaya ¢ikararak, hastalar arasi bulaglarin
izlenmesine olanak tanimaktadir. Son yillarda genotiplendirme amaciyla gelistirilen
yeni ve glvenilir bir yéntem, spoligotiplendirme yéntemidir. Bu yéntem, M.
tuberculosis kromozomunun 36 b¢'lik “direct repeat” (DR) bolgesindeki dizi
farkhliklarinin gésterilmesine dayanir. Farkli izolatlar birbirinden, bu dizilerin
sayisi ile ve pozitif-negatif hibridizasyon sinyal paternleri ile ayrilirlar. Bunun
yanisira 40-100 b¢ uzunlugundaki “mycobacterial interspersed repetitive units”
(MIRU) adi verilen diziler, M. tuberculosis genomu boyunca, intergenik bolgelerde
bulunurlar.

Molekller epidemiyolojik yontemlerin uygulanmasiyla elde edilecek sonuglar,
bir hastanin etken izolati nereden ve kimden aldigini aydinlatabilir. Bulas
hikayesinin aydinlatiimasi, yeni tiberkiloz olgularinin ortaya ¢ikmasinin
Onlenmesinde dnemli olabilir. Yakin zamanda enfekte olmus kisilerde tiberkiloz
gelisme riskinin, daha eski dénemlerde enfekte olmus kisilere oranla sekiz kat
daha fazla oldugu gésterilmistir. CDC tarafindan gergeklestirilen bir calisma
sonucunda, A.B.D.'nde yayma-pozitif bir tiberkiloz hastasinin ortalama olarak
6 yakin temas hikayesi oldugu ve bunlarin %36'sinin tiberkilozla sonug¢landigi
belirlenmistir. Bu oran yuksek riskli populasyonlarda cok daha yiksek olacaktir.
Bu nedenle bir tiberkiiloz hastasiyla temas 6ykisa bulunan kisilerin taranmasi,
yeni olgularin erken dénemde yakalanmasi agisindan énemlidir. Molekuler
epidemiyolojik yontemlerin gelistirilmesiyle, hasta izolatlarinin ayni olup olmadigi
anlasilabilmektedir. MolekUler yontemler gelistirilmeden dnce es M. tuberculosis
izolatlarini belirleyebilmek icin ila¢ duyarlilik paternlerine bakilmakta ve faj
tiplendirmesi gibi sinirli dedere sahip yéntemler kullaniimaktaydi.
Molekuler genotiplendirme calismalari, tiberklloz salginlarinin belirlenmesinde
de biylk 6neme sahiptir. Bu yontemlerin kullanilmasiyla sadece aile icindeki
veya yakin cevredeki bulaslarin degil, kisisel veya cografik olarak baglantili diger
bulaslarin ortaya cikarilmasi da mimkandur. Literattirde bu konuda yapilmis cok
sayida yayin mevcuttur. Bu calismalardan bir tanesinde, San Francisco’da bir
tlberkiloz olgusunun iki yillik bir stirec icerisinde saptanan tliberklloz olgularinin
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%6'sina hastaligi bulastirdigi molekiler epidemiyolojik ydontemlerle kanitlanmistir.
Bir baska carpici calismada, HIV ile enfekte hastalarin bakildigi bir merkezde, bir
tlberkiloz olgusundan enfekte olma oraninin %50 (15/30) oldugu ve bunlarin
%73'inde 106 gun icinde tlberklloz gelistigi molekuler epidemiyolojik yontemlerle
kanitlanmistir.

Bir tlberklloz olgusunun, bilinen baska bir olgu ile temas sonucunda olusup
olusmadiginin anlasiimasi, molekUler epidemiyolojik yontemlerle mimkindur.
Bu islem ancak Uremis bir ktltirden yapilabildigi icin, tanisal degeri bulunmamakla
birlikte, 6nemli epidemiyolojik faydalar saglayabilmektedir. CDC, temasli kisilerin
arastirilmasinda molekdiler epidemiyolojik yontemlerin kullaniminda iki yaklasimin
uygulanabilecegini belirtmektedir. Birinci yaklasim, stpheli olgulardan izole
edilen suslarin es olup olmadiklarinin anlasiilmasina yonelik olarak testlerin
uygulanmasidir. iki izolatin es bulunmasi durumunda bir bulastan séz edilebilir,
ancak yine de o populasyondaki prevalansin yliksek olmasi durumunda ihtiyatla
karar verilmelidir. Cesitli calismalarda, indeks olgu ve temas eden olgu olarak
tanimlanan es izolat oraninin %70 civarinda oldugu ortaya konmustur. CDC'nin
Onerdigi ikinci yaklasimda ise genotiplendirme, stiphe edilmeyen bulaslarin
saptanmasi icin kullanilmaktadir. Bu uygulamada butin izolatlar
genotiplendirilmekte ve yeni saptanan her genotip, 6ceki tim bilinen genotiplerle
karsilastirilmaktadir. Boylece olasi tim es izolatlarin yakalanmasi mimkin
olmaktadir.

Ancak dikkat edilmesi gereken nokta, iki hasta izolatinda birbirine es paternlerin
bulunmasinin, bu iki hastanin birinden digerine tiberklloz bulasi oldugunun
kesin kaniti olmayacagidir. “Hastadan hastaya bulas” oldugu sonucuna varilabilmesi
icin molekuler epidemiyolojik veriler mutlaka klasik epidemiyolojik bulgularla
desteklenmelidir. Klasik epidemiyolojik bulgularin hastadan hastaya bulasi
desteklememesi durumunda, molekuler epidemiyolojik yéntemlerle saptanan es
izolatlar icin farkh gerekceler bulunabilecedi unutulmamalidir. Bu gerekgeler
sOyle siralanabilir: 1) Bazi populasyonlarda belli suslar daha fazla siklikla bulunurlar.
Bu durumda birbiriyle hic iliskisi olmayan bireylerde ayni anda ayni genotipteki
susla hastalik baslayabilir. Boyle bir durumda, suslarin ilag duyarlilik paternlerine
de bakilmalidir. 2) Yasli hastalarda reaktivasyon olgularinda yalanci kiimeler
(pseudoclusters) gorulebilir. Hastalik yeni bir bulas ile degil, eskiden alinmis
yaygin bir sus ile olusturulmus olabilir. 3) Laboratuvar islemleri sirasinda
kontaminasyon olgulari olasilik dahilindedir ve literatlirde mevcuttur.
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Molekuler epidemiyolojik yontemler ttberkiloz laboratuvar ¢alismalari sirasinda
bir kontaminasyon olup olmadiginin anlasilmasinda vazgecilmez yéntemlerdir.
Gelismis Ulkelerde laboratuvar kontaminasyonuyla olusan “pozitif” sonuc orani
tUm pozitif kltlrlerin %3-5'ini olusturmaktadir. Bu durum gereksiz yere hastanede
yatis slresinin uzamasina, gereksiz ila¢ kullanimina ve yan etkilere maruz
kalinmasina yol agmaktadir. Tim bunlar hasta basina maliyetin 6nemli derecelerde
artmasina neden olmaktadir. Bu nedenle stipheli kontaminasyon olgularinda, iyi
ayirtetme gulclne sahip, hizli ve ekonomik molektiler epidemiyolojik yontemlerin
kullanilmasiyla 6énemli katkilar saglanabilecegi dustGntlmektedir.
Ulusal tlberkilozla savas programinin basariya ulasabilmesi icin hastalik kontrol
onlemleri, hem genel populasyon hem de ylksek risk grubu populasyonunda
tlberkiloz bulas paternlerinin ortaya cikariimasiyla sekillendirilmelidir. Mevcut
durumda tlkemizde bir tlberkiloz hastasinin ortalama kac saglam kisiye hastalik
bulastirdigina dair somut bir bilgi yoktur. Ayrica belli bir M. tuberculosis susunun
ortalama kac kisiyi enfekte ettigi de bilinmemektedir. Ulkemizde kac farkli M.
tuberculosis genotipi oldugu da bilinmezler arasindadir. Tim bunlar hakkinda
bilgi edinilmesi, mevcut koruyucu énlemlerin etkinligi hakkinda bilgi sahibi
olmamizi saglayacaktir. Eger bir bélgede cok sayida hastada ayni M. tuberculosis
genotipi saptaniyorsa, o bélgedeki koruyucu hizmetlerin yeniden gézden

gecirilerek artirilmasi gerektigi sonucuna varilabilecektir.
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GENOTIPLENDIRMEDE KULLANILAN YONTEMLER

Doc. Dr. Cengiz Cavusoglu
Ege Universitesi Tip Fakdiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali,

izmir

Molekuler biyolojideki gelismeler enfeksiyon hastaliklarinin epidemiyolojisi ile
ilgili caismalardaki secenekleri artirmistir. Bakteri kokenlerini birbirinden ayirmanin
en olasi yolu hig kuskusuz kékenlerin tim genomunun dizi analizinin yapilmasidir.
Bununla birlikte tim genomun dizi analazi oldukc¢a pahali ve zaman alici bir
yontemdir; bu nedenle epidemiyolojik calismalarda genomun yalniz belli bir
bolumua degerlendirilmektedir. Molekuler ydntemlerle calisilan kdkenlere spesifik
genetik profiller “fingerprint” (parmak izi) olarak adlandirilmaktadir. iki veya
daha fazla kokende ayni ya da cok benzer parmak izi saptandiginda bu kékenler
ayni “cluster” (kiime) olarak tanimlanmaktadir. Farkli hastalardan elde edilen
ayni kiimeye ait izolatlarin ¢cok buyik bir olasilikla epidemiyolojik olarak baglantih
oldugu ve hastalar arasinda kisa bir slire 6nce olmus bulasmay1 gosterdigi
soylenebilir (1).

Molekdler tiplendirme yontemlerindeki gelismeler, tiberkilozun epidemiyolojisinin
anlasilmasini kolaylastirmis, salginlarin tanimlanmasina ve hastaligin toplum
icinde yayiliminin anlasiimasina yardimci olmustur. Molekiler tiplendirme
yontemleri epidemiyolojik tlberkiloz calismalarinda, salginlarin saptanmasinda,
reenfeksiyon ve reaktivasyon ayriminda, laboratuvarlardaki capraz
kontaminasyonlarin gosterilmesinde kullanilmaktadir (2-4).

Bakteriyel veya 6karyotik olsun tim canlilarin genomlarinda tekrarlayan (repetitive)
DNA dizileri bulunur. Bakteriyel genomda bulunan tekrar dizileri genomda
dagilmis tekrarlar (interspersed repeats) veya ardisik tekrarlayan (tandem repeats)
diziler seklinde olabilmektedir. Dagilmis tekrarlayan diziler dendiginde birkag
kopyasi bulunabilen tutunma dizileri (insertion sequence; IS) gibi mobil genetik
elemanlar, duplike olmus genler ya da kisa tekrar dizileri (short sequence repeats)
anlasilir. Ardisik olarak tekrar eden dizilerin tekrar sayilari kokenler arasinda
degiskenlik gosterebildiginden bunlar degisken sayida tekrarlayan (variable
number tandem repeat; VNTR) diziler olarak da adlandiriimaktadir. Tekrarlayan
DNA dizileri cesitli mekanizmalarla genetik varyasyonu artirabilirler. Bu nedenle
tekrarlayan DNA dizileri epidemiyolojik ve evrimsel iliskilerin degerlendirilmesinde
6nemli bir gostergedir (5-8). Asagida tUberkiloz epidemiyolojisinde en sik
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kullanlan genotiplendirme yéntemleri I1S6710-“restriction fragment length
polymorphism” (1IS6110-RFLP), "mycobacterial interspersed repetitive unit”"-VNTR
(MIRU-VNTR) ve spoligotiplermeden s6z edilecektir.

IS 6710-RFLP

M.tuberculosis genomunun yaklasik %4'G IS ve profajlardan olusmaktadir.
M.tuberculosis H37Rv genomunda gliniimUize kadar 56 tane btin ya da kesintiye
ugramis IS elemani tanimlanmistir. Organizasyonlari, dizi benzerlikleri ve terminal
tekrarlari dikkate alinarak bu 56 IS elemani 1S3, IS5, 1S21, 1S30, 1S110, 1S256,
IS605(1535) ve ISL3 ailelerine ayrilmistir. M.tuberculosis'de IS elemanlari-nin
horizontal gen transferi yoluyla ve blyuk bir olasilikla bu organizma yasam
seklini bir toprak saprofitinden zorunlu bir patojene degistirmeden 6nce kazanildigi
distnilmektedir. 1S3 ailesinin Gyesi olan 1365 bp’lik IS6710 elemani genomda
en bol bulunan, tzerinde en cok calisiimis ve hakkinda en ¢ok sey bilinen IS
elemanidir. Bu elemanin kopya sayisi M.tuberculosis H37Rv'de 16 iken farkl
kokenlerde 0 ile >25 arasinda degismekte ve kromozomun farkli bélgelerine
yerlesmis sekilde bulun-maktadir. IS6770 aracili genetik degiskenlik dogada ya
da hastalik sirasinda aktif olarak gergekles-mektedir. IS6770 sayisiyla virtlans
arasinda bir iliski oldugunu gésteren bir kanit yoktur. (5-8).

IS6710 elemanini temel alan restriksiyon fragmanlari oldukca polimorfik ve
epidemiyolojik calismalara izin vercek kadar da stabildir (9, 10). Ginimuizde
kullanilan yéntemler icinde en ylksek ayrim glclne sahip olani, /1S6710-RFLP
yontemidir. Bes ve daha fazla sayida /S6710 kopya sayisi iceren izolatlarda, 1S6710-
RFLP referans ydntemdir. Buna karsin bol miktarda genomik DNA gerektirmesi,
emek yogun olmasi, tiplendirmede gecikmelere yol agmakta ve rutin uygulamasini
glclestirmektedir. Ayrica 1S6110 kopya sayisinin besten az oldugu izolatlarda
yéntemin ayrim giich zayiftir (11, 12). Bu nedenlerden dolayi sonucun kisa sirede
alinmasinin 6nemli oldugu salginlarin arastirilmasinda problem olusturmaktadir
(1).

IS6110-RFLP yénteminde genomik DNA Pvull restriksiyon enzimiyle kesilerek
IS67110 elamanlari 0.9-10 bp’lik DNA fragmanlarina ayrilir. Olusan restriksiyon
fragmanlari jel elektroforez ile ayrilarak IS6770 probu ile saptanir. Parmak izlerinin
degerlendirilmesi halen deneyim gerektiren ve yanlis degerlendirmlere acik bir
yontemdir. Tam olarak otomatize edilmis bir profil karsilastirma yéntemi de
hen(z gelistirilememistir (1). Tekrarlanabilirligi ve ayirim gtict oldukca yUksek
olan bu yéntem son on yildir M. tuberculosis'de kéken tanimlanmasi igin kullanilan

1
LSOJ



standart referans bir yontemdir. Bu yontem siklikla daha hizli olan PCR-temelli
yontemlerin dogrulanmasi amaciyla kullanilmaktadir. 1S6770-RFLP icin bol miktarda
(5-10 mg) DNA'ya ihtiyag vardir ve bu nedenle birkag¢ haftalik kalttrler gereklidir.
Yontemin hazirhik asamalari ¢cok uzun ve zahmetlidir ve bu nedenle hizli sonug
vermek gerektiginde uygun degildir. IS6770-RFLP sonuclarinin dijital ya da
"binary” (ikili) olmamasi bir diger dezavantajidir. Bununla birlikte bu sorun

dinyada yaygin veri tabani olusturularak ¢éztGlmustar (1).

SPOLIGOTIPLEME

M.tuberculosis'in genomunda kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar (c/lustered
regularly interspaced short palindromic repeats; CRISPR) bulunmaktadir. Bu
lokuslar 27-37 bp’den olusan direkt tekrarlar ve bu tekrarlarin arasina yerlesmis
yaklasik ayni boyutta tekrar etmeyen dizilerden olusur. M.tuberculosis'in
genomunda bulunan ve 37-41 bp'lik tekrarlamayan bosluk dizileriyle ayrilan 36
bp’lik DR (direct repeat)’ler bu tip CRISPR dizilerine érnek olarak verilebilir. Bu
dizilerin gorevleri tam olarak bilinmemektedir. Buna karsin bu lokuslar bakterinin
in-vitro Gremesi icin gerekli degildir. DR lokuslarini temel alan spoligotiplerme
bu tekrar bdlgeleri arasindaki dizilerin varligini veya yoklugunu temel alir. Bu
DR’lerin tekrar sayisi 10-50 arasinda degismektedir (5, 7). Spoligotipleme
kromozomal DR lokusundaki polimorfizmi temel alan bir ydntemdir. Lokus ilk
olarak Mycobacterium bovis BCG'de tanimlanmistir ve cok sayida “direct variable
repeats” (direkt degisken tekrarlar, DVRs)lerden olusur. Her DVR 36-bp’lik bir
direkt tekrar (DR) ve “spacer” adi verilen benzer boyutta (37 ile 41 bp arasinda
degisen) tekrar etmeyen kisa bir diziden olusur (1). DR'lerin arasinda 94 farkh
spacer tanimlanmasina karsin (1, 13) diger spacerlar daha fazla ilave bilgi
vermedikleri i¢in rutin uygulamada bu spacerlardan yalniz 43 tanesi
kullanilmaktadir. “Spacer”larin ortadan kalkmasinin en 6nemli nedeni
delesyonlardir. Zaman icinde seyrek olarak ayni kokende delesyonlar olabilmesine
karsin spoligotip paternleri oldukca stabildir (1).

"DR bolgesi” olarak bilinen ve 1IS6770 elamaninin tercih etigi polimorfik lokusun
M.tuberculosis kompleks'in epidemiyolojik calismalarinda kullanilmasi ilk olarak
Groenen tarafindan 6nerildi. Daha sonra Kamerbeek ve ark. (12) bu bélgeyi
analiz ederek spoligotipleme olarak bilinen yéntemi glindeme getirdiler.
Spoligotiplemede DR dizisini hedef alan primerler kullanilarak yapilan PCR ile
islemi ile DR’ler arasindaki farkli “spacer”ler amplifiye edilir. Amplifiye
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“spacer”lardan olusan PCR UrUni daha sonra 43 farkl “spacer” problari ile
hibridize edilir. “Spacer”lar ikili kodla negatif ya da pozitif seklinde sunulur.
Hibridize olmus spacerin varligi pozitif sinyal, “spacer” hibridizasyonunun
olmamasi ise negatif sinyal olarak degerlendirilir (12).

Spoligotiplerme basittir ve tekrarlanabilirligi ytksektir, ayrica ikili formatda sonug
alinabilmesi veri tabani kullanilmasi icin avantajdir; bu nedenle tiim diinyada
yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna karsin ne yazik ki ayirim kapasitesi dtstk
veya orta dlizeydedir. Bu nedenle altta yatan epidemiyolojik kimeleri saptamak
amaciyla ikincil bir ydntem olarak kullanilmaktadir. Belirli bir durumda yerel
sonuglarin dinyadaki spoligotipleme veri tabanlariyla karsilastiriimasi tiberktloz
basilinin poplUlasyon genetigi hakkinda bilgi saglayabilir (1).
MIRU-VNTR

M.tuberculosis'de ¢ok farkli islevler géren (lipid, ntkleik asit ve protein biosentezi
veya degradasyonu; enerji Uretimi; veya dlizenleyici islevier) gen boélgeleri arasinda
dagilmis MIRU olarak adlandirilan dagilmis tekrar bolgeleri tanimlanmustir.
MIRU'lar bir ¢ok tekrar dizisinin aksine asikar bir palindromik bir yapi goéstermezler.
M.tuberculosis H37Rv'nin genomunda genler ve operonlar arasinda 41 ayri
lokusda boyutlari 46-101 bp arasinda degisen MIRU’lar bulunur. MIRU'lar siklikla
ardisik tekrarlar seklinde olduklarindan muhtemelen replikasyon sirasinda
“slippage” olaylar ile tekrar kopya sayilarini degistirerek polimorfizm olustrurlar.
Bu degiskenlik bazi MIRU tiplerinde gdsterilmis ve 15 farkli lokusta yerlesmis
MIRU’lar (MIRU-4, MIRU-10, MIRU-16, MIRU-26, MIRU-31, MIRU-40, Mtub04, ETR
C, ETR A, Mtub30, Mtub39, QUB-4156, QUB-11b, Mtub21, QUB-26) bugilin
M.tuberculosis'in koken tiplendirmesinde yaygin olarak kullaniimaktadir (5, 7,
14). MIRU-VNTR tiplendirme olarak adlandirilan bu yéntemde; genom boyunca
dagilmis olan ve izolatlar arasinda polimorfizim gosteren MIRU lokuslarindaki
tekrarlayan 52-77 nikleotid uzunlukta ve her biri identik veya yakin identik
birimlerin kopya sayilarina gore, izolatlarin tiplendirilmesi yapilmaktadir. (15).
MIRU-VNTR ile genom icinde dagilmis MIRU lokuslari 6zgul primerlerlerle amplifiye
edilmekte ve olusan fragmanlarin uzunluklari degerlendirilerek her bir lokus icin
ardisik tekrarlarin sayisi belirlenmektedir. Yapilan cesitli calismalarda MIRU-
VNTR'nin ayrim glcinln spoligotiplemeden daha iyi oldugu gosterilmistir (16-
18). Yiksek ayirim glicQ, kisa stirede tamamlanmasi, laboratuvarlar arasinda
karsilastirilabilir dijital sonuclar vermesi, MIRU-VNTR yontemini fazla sayidaki M.
tuberculosis izolatlarinin tiplendirilmesinde cazip bir teknik haline getirmektedir.
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Bu yontem otomatize edilebilir, tekrarlanabilir ve M. tuberculosis kompleks
izolatlari icin duyarh ve 6zguldtr. TaberklUlozun klresel epidemiyolojik stirveyansi
icin uygundur. Otomatik bir dizi analiz cihazi olan laboratuvarlar icin metodun
kurulmasi oldukca kolaydir (19). IS61710 RFLP ve Spoligotipleme ile
karsilastirildiginda, MIRU-VNTR tiplendirme yontemi daha fazla ayirt edici profil
olusturmaktadir (20). Son calismalarda MIRU-VNTR tiplendirme yonteminin M.
tuberculosis'in molekuler epidemiyolojisinin kiresel analizinde referans yontem
olarak kullanilabilecegdi (21) ve genis kentsel alanlardaki M. tuberculosis izolatlarinin
genetik farkhliklarini calismak icin faydal bir ilk adim yéntemi olabilecegi
belirtilmektedir (22).

Supply ve ark. (14) tarafindan yapilan calismada klasik olarak kullanilan MIRU
04, MIRU 26, MIRU 40, MIRU 10, MIRU 16, MIRU 31 lokuslarina Mtub04, ETR C,
ETR A, Mtub30, Mtub39, QUB-4156, QUB-11b, Mtub21 ve QUB-26 lokuslarinin
eklenmesiyle olusan 15 lokusun kullanilmasinin MIRU-VNTR'nin ayrim glciinde
onemli artislar sagladigi, bu lokuslarin epidemiyolojik ¢alismalar icin yeterli
oldugu bildirilmekte, s6z0 edilen 15 lokusa ek olarak MIRU 2, MIRU 23, MIRU
39, MIRU 20, MIRU 24, MIRU 27 ve Mtub29 lokuslarinin kullaniimasiyla elde
edilen toplam 24 lokusun ise filogenetik calismalar icin kullaniimasi 6nerilmektedir.
IS6110-RFLP'nin halen M.tuberculosis'in genotiplendirmesinde altin standart
olmasina karsin yeni tanimlanan 15 lokusun kullaniimasiyla MIRU-VNTR yénteminin
IS6110-RFLP dlizeyinde ayrim glclne ulastigi bildirilmektedir (14). Isi dénga
cihazinin bulundugu molekuler tekniklerin uygulanmasi icin minimal kosullarin
bulundugu laboratuvarlarda uygulanabilmesi, calisma icin az miktarda DNA'nin
yeterli olmasi, kopya sayisinin besten daha az oldugu durumlarda ayrim gtciinin
IS6110-RFLP'den daha iyi olmasi ve sonuclarin rakamsal olarak ifade edilmesi
MIRU-VNTR'nin I1S6110-RFLP'ye UstlnlUkleridir (23-25). Ayrica sonuglar rakamsal
olarak ifade edilebildiginden MIRU-VNTR verilerin merkezi bir veri tabaninda
saklanmasina ve web sitesi aracidiyla paylasilabilmesine uygun bir ydntemdir
(23).
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MiKOBAKTERIYOLOJi LABORATUVARINDA KALITE ve iC
KALITE DENETIMI

Prof. Dr. Tanil Kocag6z
Yeditepe Universitesi Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji A.D.,

istanbul

Tuberkiloz kontrol ve “Dogrudan Gézetim altinda Tedavi” programlarinin en
6nemli parcalarindan birisi tiberkiloz tani laboratuvaridir. Buna karsin genelde
bircok tGlkede programin en fazla géz ardi edilen kismidir. Oysa kaliteli bir

tlberkiloz laboratuvar hizmetinin tiberkilozun kontrolundaki 6nemi yadsinamaz.

TUberkilloz laboratuvarinda kalite denetimi yapilabilmesi icin dncelikle laboratuvar
istenen kalite standartlarini tutturabilecek sekilde dizenlenmeli ve varsa eksikler
giderilmelidir. Bu yapilmadan uygulanan testlerde istenen strdirilebilir standart
kalitenin saglanmasi olanakl degildir. Tani incelemelerinin kalitesini, sadece
incelemelerde kullanilan malzemeler degil, laboratuvarin alt yapisi, calisanlarin
egitimi ve calisma yontemleri etkiler. Kalite i¢ ve dis denetiminde basaril olabilmek
icin tim bu unsurlarin birlikte ele alinmasi gereklidir. ic kalite denetiminde
basarili olamayan bir laboratuvarin dis kalite denetiminde basarili olmasi olanakl

degildir.

Basarili bir kalite kontrol icin uygun egitim almis, ilgili ve istekli calisanlar, mantiga
uygun pratik yontemlerin kullaniimasi, hatalari en aza indirme istekliligi ve

calisanlar arasinda etkin iletisim cok énemlidir.

Kalite kontrolu, laboratuvarin diizenlenmesi, laboratuvar araclari, érneklerin
toplanmasi ve tasinmasi, érneklerin islenmesi, ayraclar ve yéntemler, sonuglarin
iletilmesi konularinda gergeklestirilmelidir. T4m bunlar dizenlenirken Glke

gercekleri dikkate alinmalidir.
Laboratuvarin diizenlenmesi:

1- Laboratuvar kapilari ¢alisma sirasinda strekli kapal olmalidir. Laboratuvar
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aletleri is akisina uygun bir sekilde yerlestirilmelidir. Calisma alanlari toz tutmamali,
ginde en az bir kez, uygun bir dezenfektan ile silinmelidir.

2- Yontemler yazili olmali ve kolayca bakilabilecek sekilde saklanmalidir. Degisiklik
yapilacak olursa, degsikligin kimin tarafindan yapildigi kaydedilmeli ve laboratuvar
yoneticisine onaylatilmalidir. Degisiklikten ilgili calisanlar haberdar edilmelidir.
3- Kullanilan ydntemler bilimsel calismalarla etkinligi kanitlanmis yéntemler
olmalidir.

4- BUtUn kayitlar en az iki yil saklanmalidir.

Laboratuvar araclari:

1- Ureticinin bildirdigi kalite ve 6zelliklerde olmalidir.
2- Kullanim yénergeleri kolay ulasilabilir bir dosyada bulunmalidir.

3- DUzenli bakimlari yapilmali ve kayitlari tutulmalidir.

inceleme istem kagitlari

Sadece yetkili kisiler tarafindan yapilmis yazili istemler icin 6érnek incelemesi

yapilmahdir. S6zI0 istemler kesinlikle kabul edilmemelidir.

istem kagitlarinin tam olarak doldurulmasi saglanmalidir. Tam olarak ne oldugu

anlasiimayan érnekler kabul edilmemelidir.

istem kagitlan érneklerden ayri tutulmali ve Gzerlerine érnek bulastirilmamalidir.

Uzerine 6rnek bulagsmis istem kagrtlar yakilarak veya otoklav ile sterilize edilmelidir.

Ornegin kalitesi gozle degerlendirilmelidir. Balgam degil de daha cok tukarik
goériniminde olan érnekler not edilmeli ve sonug verirken, “6rnek tukarak
gorinidminde, negatif sonug¢ bu dikkate alinarak yorumlanmalidir” notu
eklenmelidir. Kolaylik olmasi agisindan bu tar bir kase yaptirilip, uygunsuz

orneklere bu basilabilir.

Parcalanmis, akan kapta gelen 6rnek olursa, bu otoklavda sterilize edilmeli ve

yeni 6rnek istenmelidir.



Ornek geldiginde, laboratuvara gelis saati not edilmeli ve sonuc ile birlikte
bildirilmelidir.

Ornek isleme:
Yoéntem:

Orneklere uygulanan dekontaminasyon ve konsantrasyon yonteminin etkinligi
mikroskopla inceleme ve kiltir sonuclarini etkileyen en 6nemli unsurdur. Kubica
tarafindan tanimlanan NaOH-NALC dekontaminasyon ve konsantrasyon
yoénteminin, modifiye Petroff yontemine goére Ustlin oldugu bircok calisma ile
gosterilmistir. Ancak Petroff yonteminin uygulamasi daha kolay oldugu igin bu
yontem yaygin olarak kullanilmaya devam etmektedir. Petroff yontemi
kullanihyorsa kalitenin arttiriimasi icin Kubica yontemine gecilmesi yararli olur.

Laboratuvar araclari ve uygulamalar:

Kubica yontemi kullanilirken érnekler arasi capraz bulasin ve ¢evreden bulasin
onlenmesi icin ¢ozeltilerin her érnek icin ayri sisede hazirlanmasi veya bu sekilde
hazirlanmis kitlerin kullaniimasi dnemlidir. Ornek isleme dizey Il biyoglvenlik
kabinlerinde yapilmalidir. Bu kabinler hem ¢alisani tiberkiloz basillerinden hem
de 6rnegi kontaminasyondan korur. Bu kabinlerin hava ¢ekis glci ve yon(
dizenli olarak hem laboratuvar calisanlari, hem de servis veren firma tarafindan

yapilmalidir.

Ornek islemede kullanilan santriflj ideal olarak 3000g’lik santrifiij gucine
ulasmali, godeleri salincak seklinde agilabilir ve kapakli olmali, tipleri tam
kavrayan gozenekleri bulunmalidir. Santrifij sogutmali olmalidir. NaOH
¢Ozeltisindeki mikobakteriler isitildiklari zaman énemli 6lctide 6lebilmektedir.
Sicakligin santrifdj sirasinda 20°C'den 30°C'ye cikmasinin bile canl mikobakterilerin

Oonemli o6lcude kaybedilmesine neden oldugu go&sterilmistir.

Mikobakteriler santrifiij edildikten sonra Ust sivi iyice stzUlerek dokilmeli, cozelti
icerisindeki NaOH'den iyice arindiriimalidir. Bu pH’'nin iyi ayarlanmasi icin ¢ok
dnemlidir. lyi ayarlanan pH hem daha fazla mikobakteri soyutlanmasini saglar,
hem de besiyerlerinde Uremeyi hizlandirir.
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Mikroskopla inceleme:
Laboratuvar dlizenlemesi:

Laboratuvarda ideal olan mikroskopla inceleme yapilan alanin ayri bir oda
olmasidir. Bu odada dért ayri bolim bulunmalidir:

1- Orneklerin odaya alindigi, kayit edildigi, saklandigi ve sonugclarin islendigi alan
2- Orneklerin islendigi, preparat hazirlandig alan

3- Preparatlarin boyandigi alan

4- Preparatlarin mikroskopla incelendigi alan
Mikroskop bakimi:

* Gunluk olarak objektif, kondansator ve preparat konan yer kagit veya gazli
bez ile silinmelidir. is bitince mikroskobun lambasi séndirilmeli ve értisi
kapatilmalidir.

* Aylik olarak hava pusklrterek (pastdr pipetine takilan bir lastik balon ile
yapilabilir), sonra islak bezle silerek tozlar 1sik kaynagi Gzerinden, okulerlerden
ve diger kisimlardan temizlenmelidir.

* Alt1 ayda bir mikroskobun servis veren profesyonel kisi tarafindan bakiminin

yapilmasi uygundur.
Cozeltiler ve boyalar:

* Her trli boya ve ayraclarin Gzerinde son kullanma tarihleri bulunmali, son
kullanma tarihi gecen Urinler mutlaka laboratuvardan uzaklastirilmalidir.
* Malzemeler 6 aylik yetecek kadar alinmali ve depolanmalidir. Fazla malzeme

depolanip eskitilmemelidir.
Preparatlarin boyanmasi ve incelenmesi:

* Preparatlar bir seferde 12'yi gegmeyecek sekilde gruplar halinde boyanmalidir.
« Ozellikle giinde 10'dan daha az preparata bakiliyorsa her giin pozitif ve negatif
kontrol preparatlar da hazirlanip incelenmelidir.

* Kontrol preparatlar hasta 6rneklerinden 6nce incelenmelidir. Pozitif kontrolda

1
L60J



kirmizi basillerin bulunmamasi, negatif kontrolda ise kirmizi basillerin bulunmasi
islemde bir sorun oldugunu gosterir. Arka alanin da tam olarak dekolore olmamasi

ve kirmizimsi gériinmesi de kalite sorununa isaret eder.
Kaltiir
Ornek isleme:

Dekontaminasyon ve konsantrasyon i¢in Kubica yontemi kullaniliyorsa ve bunun
icin ¢Ozeltiler laboratuvarda hazirlaniyorsa, 6zellikle fosfat tamponu hem ¢apraz
hem de cevreden kontaminasyona neden olabilmektedir. Fosfat tamponu olanakli
ise her 6rnek icin ayri sisede hazirlanmali, blyUk siselerde hazirlaniyorsa birden
fazla kullanimda havadan kontaminasyon olmamasina ve ¢apraz kontaminasyonun
engellenmesi icin tampon eklenirken tiplerin agzina dokunulmamasina buytk
6zen gosterilmelidir. Cozeltilerden dlzenli olarak kanli agar gibi zengin bir
besiyerine ekim yapilarak kontaminasyon bulunup bulunmadigi izlenmelidir.
Hazir dekontaminasyon konsantrasyon kiti kullanilmasi tim bu sakincalari ortadan
kaldirabilmektedir.

Kultar besiyerleri:

Bir 6rnek icin iki gesit kaltir besiyeri kullanilmasi kaliteyi arttirabilmektedir.
Bunlar iki farkh kati besiyeri (Lowenstein Jensen, Middlebrook Agar, TK SLC vb.)
veya bir kati bir sivi (Middlebrook broth vb.) besiyeri olabilir. Onemli olan
besiyerinin kati veya sivi olmasi degil farkh besiyerleri olmasidir. Ornek éncelikle
birden fazla tupe ekildigi icin, az sayida ARB bulunan érneklerden mikobakteri
soyutlama sansi artar. Bir besiyerinde Ureme kosullari bazi kékenler icin daha
elverisli olabilir. Bir besiyeri baska organizmalarla kontamine oldugunda digeri

secicilik farkliligi dolayisi ile kontamine olmadan kalabilir.
Ekim ve izleme:

Dekontaminasyon sonrasi ekim igin steril pastor pipetleri veya steril uglu otomatik
pipetler kullanilabilir. Dikkat edilmesi gereken noktalar sunlardir:

* TUplerin Gzerine hasta ve 6rnek isimleri, numaralari 6nceden, ekim sirasinda
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rahatca gorulebilecek sekilde, yazilmalidir. Ekim yaparken érnek tupleri ile kaltar
tUpleri Gzerindeki isim ve numaralarin ayni olmasina ¢ok dikkat edilmelidir.
* Ekim yapilan tipler kabinde ekim yapilmayi bekleyen ttplerden ayri bir yere
konmalidir.

* TUplere 0.2 ila 0.5ml islenmis 6rnek ekilmelidir.

* Ekim yapilan kati besiyerleri en az 24 saat yatik durumda bekletilmelidir.
* Ekim yapildiktan sonra 72 saat icerisinde kontaminasyon varhgi agisindan
besiyerleri degerlendirilmelidir.

» Kati besiyerlerin koloni olusumu en az 3 gUnltk araliklarla dizenli olarak

yapilmalidir.
Sonuclarin iletilmesi ve izlenmesi

* Mikroskobi ve kulttr sonuclari ¢ikar ctkmaz en kisa zamanda iletilmelidir. Bu
sire mikroskobi icin 6rnek alindiktan sonra 24 saati ge¢memelidir.
* Mikroskobi ve kiltir sonuclari haftalik ve aylik olarak degerlendirmeli alisiimisin
disinda pozitiflik ve nagatiflik oranlarinda artislarin varligr arastirilmalidir.
* Birbirini izleyen farkli hastalara ait 6rneklerde arka arkaya ¢ok sayida ARB
pozitif bulunursa 6érnek hazirlama sirasinda ¢apraz bulas olup olmadigi
arastirilmalidir.

* Mikroskopla inceleme ve kaltir sonuglari karsilastirilmali, beklenmeyen bir
uyumsuzluk varsa sorunun nedeni arastirilmalidir. Kaltaran duyarlihgr daha iyi
oldugu icin mikroskop sonuclarina gére % 10-20 gibi bir oranda kalturler daha

fazla pozitif sonug elde edilmelidir.
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AKREDITASYON VE DIS KALITE KONTROL UYGULAMALARI

Doc¢. Dr. Nuran ESEN
Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,

izmir

Laboratuvar akreditasyonu; klinik laboratuvarin Grettigi kaliteli hizmetin,
standartlar saglayabilecek yeterlilikte oldugu, bagimsiz kurumlardan gelen
denetgiler tarafindan incelenmesi ve belgelendirilmesidir. Burada s6z konusu
olan hizmet sadece yapilan analizleri degdil, analiz 6ncesi ve sonrasinda yer alan
tim sirecleri de kapsamaktadir. Denetim ve belgelendirme islemlerini yapan
kuruluslar ise, standardize edilmis uluslararasi kabul goren olcutleri
uygulamaktadirlar. Ginimuzde bir zorunluluk olmayan ve goénulltlik esasina
dayanan laboratuvar akreditasyonu ile laboratuvarlarin yeterliligi resmi olarak

kabul edilmekte ve sayginliklari artmaktadir.

Laboratuvarlarin akreditasyonunda ilk olarak kullanilan ISO 17025, deney ve
kalibrasyon laboratuvarlarinin standartlarini kapsamaktadir. Tibbi laboratuvarlarin
akreditasyonu ise; ISO 15189 veya Joint Commission (JCAHO veya JCI) esasl
sistemlerle olusturulmaktadir. Bir¢ok ortak 6zellikleri olan iki sistem de ayni amag

dogrultusunda ¢alismaktadir.

ISO 15189'da dncelikle mevcut durum belirlenir. Ardindan yénetsel ve teknik
gereklilikler yerine getirilir. Gereklilikler; ydonetsel ve teknik basliklari altinda 23
standart madde ile belirtilmektedir. Yonetsel gereklilikler arasinda; organizasyon,
danismanlik hizmetleri, sikayetlerin ¢6zUmu, uygunsuzluklarin saptanmasi ve
kontrol(, dizeltici ve dnleyici etkinlikler, strekli iyilestirmeler ve i¢ denetimlerle
ilgili ayrintilar bulunmaktadir. Ayrica “yaptigini yaz, yazdigini yap” anlayisi ile
hazirlanan belgeler, kayitlar ve bunlarin kontrolleri de yer almaktadir. Teknik
gereklilikler arasinda ise; personel, cevresel kosullar, laboratuvar ekipmanlari,
sonuglarin raporlanmasi, preanalitik, analitik ve postanalitik streclerle ilgili
prosedulrler yer almaktadir. Akredite olduktan sonra da strekli iyilestirmeler
basliginda belirtildigi gibi her zaman daha iyiye ve ileriye gitmek mUmkUndar.

Degisim objektif olcttlerle belirlenmektedir.

Kalite sistemi uygulamalarina baslamadan 6nce laboratuvar ve ¢alisanlarin mevcut
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durumu degerlendirilmelidir. Cogu zaman calisanlarin katilimini saglamak en

zorlu ugras olmaktadir. Kaliteli is Gretmek, kaliteli hizmet vermek ve bir kalite
sistemine girmek ancak nitelikli insan gtict ile mmkin olabilir. Akreditasyon
sUrecinin basarili olabilmesi; tim calisanlarin bu hedefi paylasmasi, bilgilenmesi

ve strece katilmasiyla mimkin olmaktadir.

Laboratuvarlarda yapilan testlerde, temel kontrol ydntemi olan ic kalite kontrol
programlari yani sira dis kalite kontrol programlari da uygulanmalidir. Akreditasyon
strecindeki kalite kontrol programlari, verilen hizmetin kalitesini arttirmayi
amaclamaktadir. Tiberklloz laboratuvarinda yapilan testlerden; mikroskopi,
kaltar, Mycobacterium tuberculosis kompleksi veya mikobakteri tdrlerinin
tanimlanmasi, antibiyotik duyarliligi ve molekiler ydontemlere yonelik dis kalite
kontrol programlari bulunmaktadir. Yaygin olarak kullanilan “United Kingdom
National External Quality Assessment Service” (UK NEQAS) programinda; mikroskopi,
kaltar, Mycobacterium tuberculosis kompleksinin tanimlanmasi ve molekUler
tani yontemlerine yonelik paneller bulunmaktadir. “Accu Test DigitalPT”
programinda; mikroskopi, kaltar, antibiyotik duyarlili§i, Mycobacterium
tuberculosis kompleksi ve mikobakteri tlrlerinin tanimlanmasina yénelik paneller
bulunmaktadir. Molekiiler tanida yaygin olarak tercih edilen "” (QCMD)
programinda ise tiberkUloz tanisina yonelik molekiler paneller bulunmaktadir.
QCMD tlberkilloz panelinde yer alan érneklerin yarisi simtle BOS, diger yarisi
ise simule balgam olarak belirtiimekte, molekuler test dncesinde 6rnek tirine
uygun islemler de uygulanmaktadir. Dis kalite kontrol programlari giin gectikce
yayginlasmakta, ulusal ve uluslararasi yeni programlar olusturulmaktadir. Ancak
kullanilacak programin seciminde; programi hazirlayan merkezlerin gavenilirligi,
katilimci sayisi, érnek sayisi, 6rnek cesitliligi ve érnek icerigi géz oninde

bulundurulmalidir.

Akreditasyon sireci; tim calisanlarda kaliteli hizmet Gretme bilincinin gelismesine
onemli katkilar saglamaktadir. Hasta ve klinisyen hekimler gibi hizmet verilenlerin
gereksinimleri karsilanirken, calisanlar icin de uygun, gavenli ve bilimsel ortam

saglamaktadir.



TUBERKULOZ KONTROL PROGRAMLARI VE DGTS

Prof. Dr. Zeki KILICASLAN
istanbul Universitesi Tip Fakltesi G6gUs Hastaliklari Anabilim Dali, istanbul

TuberkUloz eriskinler arasinda enfeksiyonlara bagli 6limlerin en sik sebebidir.
Halen dlinya ntGfusunun yaklasik Ug¢te biri TB basili ile enfekte durumdadir. Her
yil yaklasik 8.8 milyon insan TB hastaligina yakalanmakta ve 1.5milyon insan TB
nedeni ile 6lmektedir.(1)Tuberkllozun dlnyanin bir ¢cok yerinde ihmal edilmesi
ve bazi bélgelerde kontrolden cikmasi nedeni ile Dinya Saghk Orgiiti (DSO)1993
yilinda icin acil durum ilan etmis ve tiberkiloz kontrol programinda gerekli

dizeltmelerin yapilmasini 6nermistir.

Tiiberkiiloz kontroliinde giincel sorunlar

Son yillarda diinya 6l¢tstinde TUberkUloz insidansinda artisini baslica dort nedeni
bulunmaktadir.Bunlardan birincisi; saglik politikalarinda tiiberkiiloza yeterli
6nemini verilmemesidir. Bu nedenle tiiberkliloz olgularinda kiir oranlari dismus
olgularin énemli bir kismi kronik basil ¢cikartir durumda toplumda enfeksiyonun
yayllmasina yol acmislardir.Dlzensiz ve yetersiz tedavi sonucu ek olarak tedauvisi
cok daha zor ve pahali direncli Tiberkiloz gelisimine ve bu suslarin yayillmasina
neden olmustur.

ikinci neden ise, demografik degisimlerdir. Nifusun artmasi ile TB enfeksiyon ve
hastahgi icin dnemli risk olusturan genc eriskin sayisi artmis bu da TB insidansinda
ylkselise neden olmustur. Ugiincii neden HIV/AIDS salginidir. HIV salgini 6zellikle
Afrika ve Asya da tUberkilozda durumun kotilesmesine yol agmistir.Normal
kosullarda TB enfekte kisilerde

TB hastasi olma riski &mur buyu % 10 civarinda iken HIV ile enfekte kisilerde bu
risk yilda % 5-10 * a cikmistir. Bu nedenle genc eriskinlerde Tlberkiloz insidansi
artmis, ek olarak tiberklloza olgularinda 610m oranlari artmistir. Dérdincii

neden sosyoekonomik degisimlerdir.
TUBERKULOZ KONTROLU

Asagidaki semada (Sekil 1) tiberkilozun epidemiolojik modeli gosterilmistir.Burada
gorulebilecedi gibi TB basiline maruziyet, enfeksiyon, hastalik ve 6lim asamalarinin
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tam icin belirli risk faktorleri vardir.Taberklloz kontrold,bu risk faktérlerinin
azaltilmasi, yok edilmesi yoluyla sonunda hastaligin elimine edilmesini amaglayan

etkinliklerin bitintnden olusur.

Risk Risk Risk Risk
Faktorleri Faktorleri Faktorleri Faktorleri
Bulastirici
B
. Sessiz / \ .
— > | Maruziyet | —— . _— Olum
Enfeksiyon \ /
Bulastirici
Olmayan TB

Sekil 1. Patogeneze dayal TB Epidemioloji Modeli (2)

Tuberkiiloz Kontroliiniin Amaclari

Tiiberkiiloz kontroliinde en 6nemli stratejik amag¢ M. tuberculosis ile enfeksiyon
insidansini azaltmaktir. Bunu saglamak icin 6zellikle tim tiberkiloz hastalarinin
yaklasik % 50’ sini olusturan ARB (+) olgularin saptanmasi ve hizla tedavi edilerek

bulastirici olmaktan cikarilmalari gereklidir.

Tuberkiiloz kontroliiniin ikinci stratejik amaci ise TB enfeksiyon prevelansini
azaltmaktir. M. tuberculosis enfeksiyondan sonra uzun yillar sessiz olarak viicutta
kalabildigi ve herhangi bir donemde hastaliga neden olabildigi icin bu sessiz
enfeksiyonlu kisilerin olusturdugu havuzun azaltilmasi gelecekteki hastalarin
olusmasini engelleyecektir.Bu amaca erisilmesi icin latent (sessiz) enfeksiyonlu
kisilere uygulanacak koruyucu tedavi tiberkilozun timiyle elimine edilmesine

hizmet eder.
Tiberkiiloz Kontrolliniin Araclari
Asagidaki sekilde (Sekil 2) Tuberkllozun dogal gidisi ve hastaligin kontrolu

acisindan muidahale edilebilecek alanlar ve araglar gdsterilmistir.
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Bulastirici
Olmayan TB

Sekil 2. Tuberklloz kontrol( icin uygulamalar modeli (2).

Olgularin bulunmasi

Bulastirici TB olgularinin erken tanisi enfeksiyonun yayilmasini 6nlemede ¢ok
onemlidir. Esas olarak pasif ve aktif olmak Gzere iki tir olgu bulma yéntemi
kullaniimaktadir.

Pasif olgu bulma ybéntemi semptomla basvuran tiberkiiloz stipheli kisilerde
bakteriyolojik ve radyolojik kontrolle yapilmaktadir. Aktif olgu bulma yéntemlerine
gore ¢ok daha ucuz olan bu yéntemin tam olarak etkili olmasi icin halk saghgi
egitimleri ile halkin uyarilmasi, birinci basamak saglik hizmetlerinin yeterli ve TB

kontrol programina entegre olmasi ve basvurularin gecikmemesi icin tiberkiloz
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tedavi ve takibinin Ucretsiz olarak saglanmasi gereklidir. Diinya Saglik Orgut
ve IUATLD ( International Union Against Tuberculosis and Lung Diseases) az ve
orta gelismis Ulkeler i¢in asil olgu bulma yéntemi olarak pasif yontemi
6nermektedir.

Bu yaklasimda 6éncelikle Gzerinde durulacak olan bulastirici yayma pozitif olgular
oldugu icin TB kontrol programlari icin tanida vazgegilemez olan uygulama kalite
denetimi olan bir mikroskopi agina sahip olmalaridir.

Aktif olgu bulma yontemi ise bulastirici kisilerin bulunmasi amaciyla hastaligin
¢ok daha yaygin oldugu 6zellikle1950-1975 yillari arasinda bir ¢cok gelismis Glkede
kullanilan kitlesel mikrofilm taramalari seklinde uygulamistir. Bu giin bu yontem
hastalarin yakin temaslilari, mahkumlar, yiksek TB riskli tlkelerden gelen

gdcmenler gibi yaksek risk gruplari icin dnerilmektedir.

Olgularin tedavi ve takibi

Ozellikle balgamlarinda fazla sayida basil olan yayma mikroskopisi (+) akciger
tOberkllozlu olgular en bulastiricidir ve bunlarin tani ve tedavisi tiberkiloz
kontroliiniin esasini olusturmaktadir. Yayma pozitif olgular kabaca tiim tiiberklloz
hastalarinin yarisini olusturur, tiberklloz enfeksiyon insidansini azaltabilmek
thberklloz basili sacan bu hastalarin mimkin oldugu kadar erken tani ve etkili
tedavisi gereklidir. Bu olgularin tedavisiz kalmalari hastaligin bulusmasinin devam
etmesine ve dlimlere yol agmaktadir.Ote yandan bu olgularin yetersiz ve/veya
eksik tedavisi hastalarin bulastiriciliklarinin devam etmesi yaninda ilag direnci
gelismesine neden olur..Bu acidan bu olgularin diizenli tedavisinin “dogrudan
gozetimli tedavi” yontemiyle garanti altina alinmasi ve diizgiin isleyen bir kayit
ve raporlama sistemi ile TB kontrol programinin performansinin izlenmesi

gereklidir.

BCG Asilamasi

BCG asilamasindan beklenen tiberkiloz enfeksiyonundan hastaliga ilerleme
riskini azaltmasidir. BCG' nin etkinligi Gzerindeki tartismalar halen stirmektedir.
Bircok calisma BCG nin &zellikle primer tiberkilozun menenijit ve milier tiberklloz
gibi formlarindan korunmayi sagladigi yonindedir. BCG' nin menenijit tiberklloz
ve milier tiberkiloz icin koruyuculugu yapilan meta analizlerde randomize
kontrolli calismalarda %86, olgu kontrol ¢alismalarda ise % 75 olarak
bildirilmistir(3). BCG' nin akciger tliberktlozunda koruyucu etkisinin ise % 50
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civarinda oldugu bilinmektedir (4). BCG'nin bulastirici akciger tiberktlozu riskini
o6nemli 6lctide azaltmamasi toplumda tiberkilozun yayillmasinin énlenmesindeki
etkinligini sinirli hale getirmektedir. Bununla birlikte halen DSO ve IUATLD
tlberktloz enfeksiyon riskinin belirli 6lctide oldugu Ulke ve toplum gruplarinda
BCG asisini 6nermektedirler. JUATLD bir toplumda zorunlu BCG uygulamalarinin
kaldirilmasi icin asagidaki kosullarin saglanmis olmasini 6nermektedir;1)Son (¢
yil boyunca ortalama yillik yayma pozitif olgu insidansi 100.000 de 5 dan asadgi
olmalidir.2)Son 5 yil boyunca 5 yas alti cocuklarda ortalama yillik tiberkiloz
menenjit bildirim hizi genel popilasyonda on milyonda birden az olmalidir veya

3)yillik tuberkltloz enfeksiyon riski % 0.1 den az olmalidir (5).

Koruyucu ve onleyici tedavi

Profilaktik(koruyucu) tedavi kavrami kisinin TB enfeksiyonundan korunmasi icin
ilacla tedavisini 6ngorirken, preventif (dnleyici) tedavi TB basili ile enfekte olan
kisilerin hastalanma risklerini azaltmak icin tedavi anlamina gelmektedir.
TUberkUloz kontrol programlarinda bu konudaki esas uygulama preventif (6nleyici)
tedavidir.Onleyici tedavi konusunu saglkli degerlendirmek PPD pozitifligi ile
tani konulan TB enfeksiyonunun “yeni TB enfeksiyonu -iki yil éncesine kadar
PPD negatif olarak bilinen kiside veya aktif akciger tberkllozlu kisinin ev ici
temaslisinda saptanan PPD pozitifligi) “ ve “sesiz TB enfeksiyonu-diger PPD
pozitif kisiler” olarak iki bélimde ela alinmasi ile miimkandur.Bu iki grup arasinda
TB hastaligina yakalanma riski acisindan ¢ok fark vardir (6).Yeni enfekte kisiler
degisik yas gruplarinda farklilik géstermekle beraber sessiz enfekte kisilere gore
yaklasik 2-3 kat daha fazla hastaliga yakalanirlar. Preventif tedavinin etkinligi
hastalanma riskinin diizeyi yaninda verilen tedavinin etkinligi ve ila¢c uyumuna
bagl olarak degisir. Yeni enfekte oldugu tespit edilenlerde INH ile yapilan énleyici
tedavinin etkinligi % 90’ asabilirken, temaslilardaki etkinligi 70-80 civarindadir
2).

Dunya Saglik Orgiti ve IUATLD, TB kontrol programi acisindan koruyucu/énleyici
tedaviyi esas olarak hastalik insidansinin ¢ok azaldigi ve eliminasyon fazina
gecmekte olan gelismis Glkelerde 6nermektedir. Hastalik insidansi ylUksek tlkelerde
ise preventif tedavi daha c¢ok bulastirici olgular ile yakin temasl olan ¢ocuklar

ve immUnsepresif kisilerde énerilmektedir.
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Yonetimsel Aktiviteler

TB kontroliinde planlama, uygulama, denetleme ve degerlendirme baslkli dért
temel yonetimsel aktivite vardir (B).Bunlardan birincisi TB kontrolU icin altyapisi,
amaci, hedefleri, metotlari ve zaman cizelgesi agik olarak ortaya konulmus olan
bir planlamanin yapilmasidir.Yapilan planin beklenen sekilde uygulanmasi yani
amaclarina ulagmasi ve ihtiyag¢ halinde yeniden gézden gecirilmesi gereklidir.
Denetim aktivitelerinin uygulamaya paralel olarak fakat farkl kisiler tarafindan
yerine getirilmesi kontrol programi icin ¢ok énemlidir.Programin belirlenen amag
ve hedeflere ulasip ulasmadigr bagimsiz, bilimsel ve periyodik araliklarla
degerlendirilmelidir. Dogal olarak gerek tim TB program uygulayici ve
denetimcileri gerekse btln birinci basmak saglik birimlerini hedefleyen egitim

etkinlikleri TB kontroll icin ayri bir 6nem tasir.

DOGRUDAN GOZETiMLI TEDAVI STRATEJISI (DGTS)

DOTS (DIRECTLY OBSERVED TREAKMENT-SHORT COURSE - DGTS)  Diinya Saglik
Orgutd ve TB ile ilgili uluslararasi kuruluslar tarafinda TB kontroli icin énerilen
stratejik yaklasimdir. Esas ydonelimi bulastirici olgularin erken tanisi ve tedavisi
yoluyla enfeksiyonun yayilmasinin énlenmesi olan bu yaklasimin bes temel ilkesi

vardir;

1. Balgaminda TB basili bulunan yayma (+) bulastirici hastalarin erken tanisi icin
semptomlu hastalarda mikroskopik muayeneye dayali tani yéntemlerinin
uygulanmasi.

2. Bulastirici hastalarin en azindan yogun tedavi doneminde dogrudan gozetimli
olarak standart rejimlerle tedavilerinin saglanmasi.

3. Duzenli kesintisiz ila¢ saglanmasi.

4. Standart kayit ve raporla sisteminin yarattlmesi.

5. BUtln bu programin dizenli yaratdlmesi icin ulusal ve yerel dlizeyde siyasi
kararlilik

saglanmasi.

Bu stratejik paket uygulama ilk énce Dr. Karel Styblo liderliginde IUATLD tarafindan
Tanzanya basta olmak UGzere Afrika tlkelerinde uygulanmistir. DSO bu yaklagimi
1991 de desteklemeye baslamis ve 1994 de DOTS olarak adlandirilacak yaklasimi
benimsedigini agikca deklare etmistir. DOTS stratejisinde daha sonra bazi
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degisiklikler gerceklestirilmistir. Temel stratejiye ek olarak Cok ilaca Direncli
Tuberkiiloz (CiD-TB) hastalarinin tedavisini ve HIV ile iliskili TB sorunlarini ele ala
yaklasim DOTS-Plus olarak adlandirilmistir. Ayrica distk TB insidansh Glkelerde
secilmis yUksek TB riskli gruplarda aktif olgu bulma yéntemlerinin uygulanmasi,rutin
ilac duyarlilik testi ve sessiz TB enfeksiyonu tedavisinin yayginlastiriimasi
onerilmistir.2005 yilinda DOTS uygulayan Glke sayisi 187 olmustur.
DSO Tuberkiloz kontroliinde son yillarda uluslararasi tim kuruluslarla birlikte
olusturulan “Stop TB” ortakligi ile birlikte DOTS stratejisini daha da gelistirerek
dinya capinda TB kontroll icin Stop TB Stratejisi'ni olusturmustur (8).

Stop TB Stratejisinin hedefleri;

* 2005 yilinda beklenen olgularin en az % 70'ini bulmak ve bunlarin en az % 85’
ini kar etmek (% 84 ile kir hedefine ulasiimasina ragmen beklenen olularin
diinya 6lctstinde ancak % 60’1 yakalanabilmistir (1))

* 2005 yilinda 1990 yilina gbre TB prevelansini ve TB’a bagli élimleri % 50
azaltmak, yani prevelansi 100.000 de 155’e 6limi 100.000 de 14’ e indirmek.

* 2050 yilinda Diinyada TB eliminasyonunu saglamak ( < 1/1.000.000)

Stop TB Stratejisinin Temel Uygulamalari:

1. YUksek kalitede DOTS uygulamalarin yayginlastiriimasi.

2. HIV/TB, CIiD-TB ve diger sorunlara yénelmek.

3. Genel saglik sistemlerinin gi¢lendiriimense katki yapmak.

4. Kamu ve 6zel tim hizmet sunucular ile isbirligi saglanmasi.

5. TB hastalarinin ve toplumun TB kontrol programlarina aktif katiliminin
desteklenmesi.

6. Yeni tani araglari, ilac ve asi gelistirilmesi icin arastirmalar yapilmasi.

Stop TB Stratejisinin hedeflerini ulasabilmesi icin biitiin tilkeler capinda yoksullugun
azaltilmasi, saglik sistemlerinin giclendirilmesi ve TB kontroli i¢in yeni mali

kaynaklarin yaratilmasi gereklidir.
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SAGLIK CALISANLARINDA TUBERKULOZ RiSKi VE
KORUNMA ONLEMLERI

Doc. Dr. Mustafa OZYURT
GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi,
istanbul

TuberkUloz (TB) mortalite ve morbiditesi ylksek infeksiyon hastaliklarindan
biridir. Dinya Saglik Orgitine(DSO) yapilan bildirimler dikkate alindiginda
tiberkilozun saptanan insidansi diinyada 66/100000 olmasina ragmen tahmin
edilen gercek insidansi 141/100000'olarak bildirilmektedir. Ulkemizin 2002 yilina
ait bildirimlerinde bu oran 26/100000 olarak kayitlarda yer almaktadir. Diinyada
her yil ortalama 10-12 milyon yeni tiberklloz olgusu bildirimi yapiimakta olup
bunlarin yaklasik %95'i gelismekte olan Glkelerden yapilmakta ve yilda 2-3 milyon
insan sadece tiberkllozdan 6lmektedir. Yoksulluk ve asiri nifus yogunlugu gibi
sosyoekonomik faktorler dahil pek ¢cok unsur TB gorilme oranlarindaki artisin
nedenleri olarak gosterilmektedir. Vakalarin yaklasik %80'nin en fazla Gretken
olduklari 15 ile 59 yaslar arasinda hastaliga yakalandiklari g6zéniinde tutuldugunda
tedavi olmamis pulmoner tUberkilozlu her hastanin yilda 10-15 kisiyi enfekte
ederek hastaligin ciddi bir halk sagligi sorunu olmasina yol acabildigi gergegi
g6z ardi edilemez.

Ulkemizde gerek hastanede gerekse hastane disinda bakim hizmeti veren saglik
cahisanlarinda tuberkiiloz insidansinin yiiksek oldugu bildirilmektedir. ilk kez
1940 yillarinda hemsire ve tip 6grencileri arasinda yapilan prospektif calismalarla
saglik calisanlarinda tiberktloz riski ortaya konmus 1950’li yillarda mesleki risk
olusturdugu konusunda uzlasma saglanmis ve giinimiizde hastanelerde tiberkiloz
bulasi kabul edilmistir. Saglik calisanlarinda énemli is glicti kaybina da yol acabilen
bu risk, kurumdan kuruma, hatta ayni saglik kurumu icerisinde servisler arasinda
bile 6nemli degisimler gosterebildigi bildirilmistir. Riskin buyuklagu, saglhk
kurulusunun tipine, toplumdaki prevalansina, saglik hizmetlerinden yararlanan
hasta populasyon oranina, saglk calisani meslek grubuna, saglik ¢alisaninin
calistigi birime ve TB enfeksiyon kontrol etkinliklerine baghdir. CDC tarafindan
normal populasyona goére TB hastaligi riskinin saglik calisanlarinda 3.2 kat daha
fazla oldugu bildirilmis olmakla birlikte gelismekte olan tlkelerde bu oran 2-8
kat olarak raporlamistir. ABD’lerinde yapilan calismalarda bu riskin % 0.1-10
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arasinda degistigi, 6zellikle doktorlarin topluma gore 3 kat daha fazla risk altinda
oldugu ve Tuberkilin Deri Testi (TDT) konversiyonunun %0.33-5.5 oldugu
bildirilmistir. Ulkemizde saglik kurumlarinda tiiberkiiloz salgini bildirilmemis
olmasina karsin hastanelerde saglik calisanlarina TB bulasinin arastirildigi sinirli
saylda calismalar mevcuttur. Bu calismalarin 6nemli bir kismi nokta prevalans
calismalari boyutunda olup bir kismi TDT konversiyonu calismalarina yéneliktir.
Ulkemizde yapilan nokta prevalans calismalarinda saglk calisanlari icin bu risk,
100.000 de 69 ile 670 arasinda bildirilmistir. TB riski yiksek meslek grubu olarak
ilk sirada Hemsire ve hastabakicilar gelmektedir. Doktorlar arasinda 6zellikle
Go6gus hastaliklari uzmanlari ve dahili birimlerde ¢alisanlar, Patologlar ve
Mikobakteriyoloji Laboratuvar calisanlari ile diger yardimci personel daha fazla
risk altindadirlar.

Ozellikle enfekte kisilerin konusmasi, 6ksiirmesi ve hapsirmasi sirasinda
yaklasik 1-5 m bayuakligundeki M.tuberculosis basillerini iceren enfeksiyoz
partikUller ortam havasina karisarak ¢evreye yayilir ve duyarh kisileri enfekte
eder. Oksurik ile ortama yaklasik 3,500 enfekte damlacik yayilirken, hapsirma
aninda bu sayi 1 milyon enfeksiy6z partiklle ulasabilmektedir. Solunum yolu ile
alveollere ulasip enfeksiyona neden olabilmesi icin M.tuberculosis'in en disik
enfektif dozu insanlarda < 10 basildir.

Gelismekte olan Ulkelerde TB tanisi siklikla biytk kentlerdeki hastanelerde
gerceklesir. Hastane 6ncesi genellikle ayaktan hasta takibi yapabilen lokal veya
bolgesel saglik merkezleri hastaligin 6n tanisinda yardimci olmalarina ragmen
hastalarin kesin tani ve tedauvisi icin sadece referans merkezlerinde hospitalize
edilmeleri gerekir. Tanisi hastanede konan bu hastalarin orani genellikle %30
veya daha fazladir. Bu durum hastane ortaminda TB infeksiyonuna maruziyet
riskinide beraberinde getirmektedir. infeksiyona maruz kalan vakalarin %25-
50'sini, M.tuberculosis ile enfekte aktif pulmoner tiberkllozlu hastalarla bir
arada bulunan yakinlari olusturur. TB, genellikle bu kisilerde latent olarak
seyreder.

TB'un hastaneler ve diger kapali alanlarda yayilimina iliskin epidemiyolojik
kanitlara literatirlerde sikca rastlanilmaktadir. Saghk calisanlari icin 6zellikle
g64gus hastaliklari hastaneleri 6nemli bir risk alanidir. Bu gtine kadar ylzey temasi
ile TB basilinin yayilmini gésteren bir bildirim s6z konusu degildir. Hatta bu
kapsamda kaynaga yonelik yapilan incelemelerde, ciddi TB epidemilerinde bile
hava yolu ile giysiler, mobilyalar, désemeler ve duvarlara disen TB basilinin
onemli bir tehlike olusturmadigi gosterilmistir.

Hastanelerde, TB hastalarina ait bakim ve tedavi lnitelerinde peryodik olarak
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yapilmasi gerekli biyogivenlik élcimleri genellikle ihmal edilir. Bu durum
M.tuberculosis’ e bagli hastane enfeksiyonu gelisme ve yayilma riskini
arttirmaktadir. M. tuberculosis'in hastane kaynakh yayiliminda kaynak genellikle
TB’lu hastadir. Bulas zinciri genellikle bu hastadan saglik calisanina, hastadan
hastaya veya saglik calisanlarindan diger hastalara gecis tarzinda gozlenir.

TB infeksiyon riski ydbninden 1990’ yillarda, gelismis ve gelismekte olan
bazi Ulkelere ait referans ve egitim hastanelerinde 6grencileride iceren kapsamli
incelemeler yapilmistir. Bu incelemeler sonucunda saglik calisanlari arasinda
hastane kaynakli TB'un yayilma oraninin tip, hemsirelik ve fizyoterapi
ogrencilerinde yUksek oldugu saptanmistir. Saglik kurumlarinda calisanlara M.
tuberculosis bulasi ile ilgili olarak, bronkoskopi, endotrakeal entlibasyon,
aspirasyon, diger respiratuvar prosedurler, acik abse irrigasyonu, otopsi, balgam
indUksiyonu ve éksirmeyi tetikleyen aerosol tedavileri kapsayan aerosol olusturucu
prosedurlerin uygulandigi tiberktloz hastalari ile yakin temasin iliskilendirildigi
oldukca yogun calismalar mevcuttur. Hatta bu calismalarin bircogunda coklu ilag
direncli tiberkiloz suslarinin hem diger hastalara hem de saglik ¢alisanlarina
bulastigini gésteren salginlardan bahsedilmistir. M.tuberculosis’in yayilma riskini
azaltmak amaciyla, aktif pulmoner tiiberkilozlu veya TB stipheli hastalara yardimci
olunurken mutlaka bireysel korunma dnlemlerine uygun hareket edilmesi,
Unitenin uygun havalandirma ve hasta izolasyonuna yonelik yeterli bina
donanimina sahip olmasi gerekmektedir.

HASTANELERDE TB BULAS RiSK ALANLARI, KORUNMA VE KONTROL
Siklikla TB bulasina neden olabilecek yiksek risk alanlari arasinda; Respiratuar
izolasyon odalari, Torasik radyoloji odasi, Bronkoskopi ve balgam indUksiyon
odalari, Pentamidin nebulizasyon odasi, Solunum destegi verilen bélimler, Ginluk
hastane hizmet alanlari, Acil servisler, Otopsi odasi ve Mikrobiyoloji /
mikobakteriyoloji laboratuvari ilk siralarda sayilabilir. CDC tarafindan, belirlenen
ylksek riskli bu alanlarda calisirken veya aerosol olusumuna neden olabilecek
uygulamalar sirasinda korunmak amaciyla 6nlik ve eldiven kullanimi gibi standart
oOnlemlere ek olarak yUksek diizeyde koruyuculuga sahip diger solunum maskeleri
(CDC/NIOSH tarafindan sertifikalandirilmis N95, N 99, FFP2 veya FFP3 gibi filtreli
maskeler) ve koruyucu go6zlik kullanimini dnermektedir.

TB, dis hekimligi calisma ortaminda da énemli bir sorundur. Béyle bir ortamda
hastalar, hekim ve yardimcilari ile diger saglik ¢alisanlari potansiyel olarak enfekte
damlacik ve aerosoller ile TB yoniinden risk altindadirlar. Bu durum 6zellikle dis
tedavisi sirasinda kullanilan ultrasonik alet, mikromotor, hava su spreyleri ve
endodontik tedavi sirasinda lazer kullanimi sonucu meydana gelen sagiimalar ve
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bioaerosollerin hekim ve yardimcilari tarafindan solunmasi ile gerceklesebilir.
Tedavi goren hastalarda kullanilan dental aletlerin uygun olmayan temizlik ile
etkili olmayan dezenfeksiyon veya sterilizasyon uygulamalarida diger hastalari
ve uygulayicilari infeksiyonlara maruz birakabilmektedir. Bu nedenle TB dahil
capraz enfeksiyonlari 6nlemek icin dis hekimligi ile ilgili ideal calisma kurallarina
uyulmasi, kisisel koruyucu giysi, maske, kep ve gozlik kullanimi gibi standart
korunma 6nlemlerine ait yayinlanmis rehberlere titizlikle riayet, mevcut riski en
aza indirmede 6nemlidir.

Hastaneye gelen ziyaretcilerin TB dahil bir ¢ok solunum yolu
enfeksiyonlarina ait patojenlerin kaynagi olabildigi gosterilmistir. Ziyaretgi
kontrolt/taramasi, 6zellikle toplumda kazanilmis enfeksiyonlarla salgin
durumlarinda ve yUksek riskli hastalarin bulundugu servislerde énemlidir.
Ziyaretcilerin 6nluk, eldiven ya da maske kullanimi literatirde 6zel olarak
incelenmemistir. Bu ve benzeri dnlemler; servislerde hastalik ve hastanin mevcut
durumu dikkate alinarak belirlenmektedir.

Hastalarin nakli sirasinda 6nerilen standart énlemler disinda TB olgulari icin
ambulans gibi dar alanlarin ortak paylasiimasi s6z konusu oldugunda ek énlemler
alinmasi gerekli olabilmektedir. Bu nedenle, hastane ortaminda ézellikle vakalara
ilk hizmetlerin verildigi acil servis kabul ve triaj alanlari, poliklinikler ve doktor
odalari gibi bélimlerde etkili enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasi gerekliligine
isaret edilmektedir. Bu amacla gelistirilen ve 6nerilen stratejiye “Solunum
Hijyeni/Oksurik Etiketi” adi verilmis ve standart énlemlere ek olarak enfeksiyon
kontrol uygulamalarina dahil edilmesi istenmistir. Oksiirik Etiketi deyimi ézellikle
M. tuberculosis icin dnerilen kaynak kontrol uygulamalarindan alinmis olup
uygulama, tani konulmamis solunum yolu enfeksiyonu bulunan hastalar ve
yakinlarini hedef almakta ve hastaneye girisi sirasinda 6ksUrik, burun akintisi,
konjesyon, solunum salgilarinda artis olan tim kisileri kapsamaktadir.
Solunum Hijyeni /Okstruk Etiketi uygulamasinin bilesenleri arasinda yer alan
hususlar sunlardir:

1. Hastane personeli, hasta ve ziyaretcilerin egitimi

2.Hasta ve yakinlarina uygun dil ve icerikte isaret ve bilgilendirme brostr/afislerinin
kullaniimasi

3.Kaynak kontrol 6nlemleri (6kstirme sirasinda agiz ve burnun kapatilmasi,
kullanilan mendillerin hemen atilmasi, gerekli durumlarda maske takilmasi gibi)
4. Solunum yolu kaynakli sekresyonlarla temas sonrasinda el yitkama
5. Bekleme salonu vb. ortak alanlarda mimkin oldugunca solunum yolu
enfeksiyonu gegiren kisilerin diger kisilerden fiziksel ayriminin (1m‘den fazla)
saglanmasi.



Hastane personelinin, solunum yolu enfeksiyonu belirti ve bulgularini tasiyan
kisilerin muayenesi ya da hizmetleri sirasinda damlacik enfeksiyonu kontrol
onlemlerine ve el hijyeni uygulamalarina azami dikkati gdstermeleri dnerilmektedir.
Solunum yolu enfeksiyonu olan personelde 6zellikle ylksek riskli hastalarla direkt
temastan kacinmasi saglanmali, ayrica bu kisilerin hizmet sirasinda maske
kullanmalari zorunlu tutulmalidir.

Havayolu dnlemleri uygulanmasi gerekli hastalar tercihen izolasyon odasinda
tutulmalidir. Onerilen izolasyon odasi, Amerikan standartlarina uygun olarak
dizayn edilmis 6zel hava dolasimi ve ventilasyon kapasitesine sahip tek kisilik
odalardir. Bu odalar, monitérize edilebilen negatif basinch 6zellikte olmalidir.
Oda havasi, yeni yapilan veya onarilan odalar icin satte 12 kez, eski odalar igin
saatte 6 kez degisebilmelidir. Yogun enfeksiyoz partikil iceren oda havasi
dogrudan dis ortama tahliye edilmeli veya yeniden odaya sirklle edilecekse
mutlaka HEPA filtreden gegirilmelidir. Amerika’da bazi eyaletlerde TB hastalarinin
kaldigi hastaneler, acil servisler ve bakim evlerinde bu tir bir izolasyon odasinin
bulunmasi zorunludur. Buna sahip kuruluslarda solunum cihaz ve maskelerinin
kullanimina yonelik egitim, testler ve kilit kontrolleri kapsayan 6zel programlar
uygulanmaktadir. Havayolu énlemlerinin cesitli nedenlerle uygulanamadigi 6zel
muayenehanelerde hastanin cerrahi maske kullanmasi ve kapisi kapali ayri bir
muayene odasinda tutulmasi, ayrica hizmet verecek olan personelin odaya
girmeden 6nce ylksek dizeyli solunum maskesi (N95, N99, FFP2 veya FFP3)
kullanmasi gibi alinabilecek kisisel 6énlemler, hastanin uygun saghk kurulusu ya

da evine ulasincaya kadar havayolu ile bulasma riskini azaltacaktir.

RiSK GRUPLARI VE TB YAYILMA RiSKiNi ARTTIRAN CEVRESEL FAKTORLER
Saglik kurumlarinda M. tuberculosis'in yayilimi cok énemli bir risktir. Bu riskin
blayukliga, ortama, meslek gruplarina, toplumda TB prevalansina, hasta
populasyonuna ve hastanelerde uygulanmakta olan TB infeksiyon kontrol
ol¢iimlerine bagh olarak degisir.

Ozellikle pulmoner tiiberkilozlu bir hasta ile evde veya yakin temas saglayan
diger kapali alanlarda dakikalar veya saatler icerisinde degilde glinler ve haftalarca
devam eden uzun sireli birliktelikler duyarl kisiler igin yUksek enfeksiyon riskini
de beraberinde tasir. Tuberkiloz stpheli bir hasta ile 3 aydan fazla streli bir
arada kalinmasi enfeksiyona yakalanmada énemli bir risktir. immun sistemi
baskilanmis kisiler saglikli kisilere kiyasla ¢cok daha yUksek oranda TB'a yakalanma
ve aktif hastalik tablosu gelisim riskine sahiptirler. Yakin temasin yanisira asagida
belirtilen gruplar 6ncelikli olarak M.tuberculosis ile infeksiyona veya maruziyete
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ylksek oranda risk tasimaktadirlar. Bunlar;

o Ozellikle son 5 yil icerisinde TB insidensinin yiksek oldugu cografik bélge
veya Ulkelerden go¢ ederek gelen yabanc kaynakli yetiskinler ve cocuklari ile
ylksek riskli bolgelere sik¢a seyahat yapanlar,

o Yuksek riskli toplu yasam alanlarinda hastalara hizmet veren goérevliler,
o TB-riskli alanlarda érnegin tedavi odalari, g6gus klinikleri, bronkoskopi Uniteleri,
radyoloji Uniteleri, TB laboratuvarlari, HIV koguslari ve otopsi odalarinda hizmet
veren saglik calisanlari,

o Tanisi henliz kesinlesmemis ve gerekli solunum énlemlerini almamis TB’lu
hastalara korunmasiz yaklasan saglik calisanlari,

o Tibbi acidan yeterli hizmet alamayan ve dUstk gelir diizeyli insan gruplari,
o Yerel olarak yiksek tuberkiloz insidansi gorilen bélgelerde yasayanlar,
o Yuksek risk kategorilerine giren yetiskinlerle bir arada bulunan bebek, cocuk
ve ergenler

M.tuberculosis yayilma riskini arttiran cevresel faktorler arasinda;
o Dar ve kapali alanlarda TB’a maruziyet,

o Yetersiz lokal veya genel havalandirma,

o lInfeksiydz partikulleri iceren havanin ortamda sirkalasyonu,
o Tibbi ekipmanlarin (6zellikle pulmoner TB’lu hastalarda kullanilan bronkoskoplarin)
uygun olmayan temizlik ve dezenfeksiyonu,

o Hasta o6rneklerinin tasinmasinda yanlis uygulamalar yer alir

Saglik kurumlarinda TB yayilma risk degerlendirmesi esas olarak asagidaki
siniflandirmaya goére yapilabilmektedir;

- DUsuk Risk : Eger saglik kurumu her yil aktif pulmoner TB'lu < 6 hasta kabuliine
izin verebiliyorsa veya kurum her yil icin blinyesinde hospitalize ettigi pulmoner
TB'lu her hastaya karsilik 100’den fazla profesyonel hasta bakim personeli
bulundurabiliyorsa TB yayilma riski dtstuktar

- YUksek Risk : Eger kurum her yil icin biinyesinde hospitalize ettigi pulmoner
TB’lu her hastaya karsilik <10 profesyonel hasta bakim personeli bulundurabiliyorsa
TB yayilma riski yiksektir

TB ENFEKSIYONU KONTROL ESASLARI

Saghk kurumlari icin M.tuberculosis’in yayiliminda en kritik risklerden biri, standart
solunum yolu énlemleri almadan, TB hastalarinin olmadigi odalari ile ¢coklu ilag
direncli TB'lu (MDR TB) hastalarin bulundugu ortamlarda dolasan ve hasta oldugu
bilinmeyen TB'lu hastalardir.



Tum saghk kurumlarinda hizli taniy1 saglayabilen, hava kaynakli énlemler ile
sipheli veya komfirme edilmis TB hastalarinin tedavilerini kapsayan bir TB
infeksiyon kontrol programina gereksinim vardir. Bdyle bir programin esasini Gg¢
asamali kontrol olusturur. Bunlar;

o Yonetimsel kontrol

o Cevresel kontrol

o Solunum o6nlemleri

Yonetimsel Kontrol

TB kontrollerinin ilk ve en dnemli asamasi, personelin TB hastaligina maruziyet
riskini azaltacak yonetimsel kurallarin titizlikle uygulanmasidir. Yonetimsel kontrol
maksatl aktivitelerin baslicalari;

o Kurumda, TB infeksiyon kontroli i¢in sorumluluk paylasimi ve gérevlendirme
yapmak,

o Kurumun TB risk durumunu yénetebilmek,

o Hizh taniyi saglayabilen, hava kaynakh 6énlemler ile sipheli veya komfirme
edilmis TB hastaligi olanlarin tedavilerini kapsayan yazil bir TB infeksiyon kontrol
plani olusturmak ve gelistirmek,

o Istenmis olan laboratuvar calismalari ve testlerin zamaninda gerceklesmesi
ve sonuglarin istemi yapan doktora ve infeksiyon kontrol ekibine ulasmasini
saglamak,

o Supheli veya komfirme edilmis TB hastalarinin yénetimi icin etkili calisma
pratiklerini uygulamak,

o Genellikle endoskoplar gibi potansiyel kaynak olusturabilen kontamine
ekipmanlarin uygun temizlik, dezenfeksiyon ve sterilizasyonlarini saglamak,
o Hastane calisanlarina TB ile ilgili olarak, yayilimi, bulgulari ve énlemleri
konularinda dlzenli egitim vermek,

o TB icin riskli hastalar ile M.tuberculosis’e maruziyet ihtimali olan hastane
calisanlari icin izlem ve degerlendirmeler yapmak (Or: TB izlem programi),
o Kuruma ait infeksiyon kontrol verileri kullanilarak, epidemiyolojik esasl
uygulamali korunma prensipleri olusturmak,

o Lokal veya bolgesel olarak saglik birimleri ile koordinasyon saglamak.

TB'lu saglik calisanlarna asagida belirtilen degerlendirmeler sonrasinda islerine
geri dénmeleri icin izin verilmelidir. Bunlar;

o 8-24 saat ara ile toplanmis ve en az biri sabah erken alinmis olmak Gzere (¢
balgam 6rneginin asido rezistan bakteri (ARB) yoninden smear sonuclari negatif
olmali,



o Duyarllik test sonuclari dikkate alinarak uygulanan tuberkiloz tedavisine
olumlu yanit alinmis olmali,

o Bu konuda uzman bir hekimin denetiminde enfeksiyon acisindan ise ddnmesinde
bir sakinca olmadigina dair bir raporu olmali,

o Ayrica goreve donecegi calisma ortaminda riskli hasta olmamasina dikkat
edilmelidir. (56z konusu kisi HIV'li veya immunsupresif hastalarin oldugu yerde
gorevlendirilmemelidir).

Saglik dnitelerinde TB yayilimi ile ilgili kontrol 6l¢iimleri yénetim, mihendislik
ve bireysel korunma olarak ¢ hiyerarsik seviyede gerceklestirilebilir. Bunlardan
yonetimsel éi¢iimler, en 6nemli seviye olarak kabul edilir. Genis kapsamli olmakla
birlikte genellikle hasta bakimi ile ilgilenenlerin uymak zorunda olduklari
kurallarida iceren talimatlarin hazirlanmasi ile bu kurallari uygulayabilmede
onlara yardimci olacak personel egitim ve uygulamalarinin sdrekli olarak aktariimasi
ve denetimini kapsar .

TB yayilimi ile ilgili yénetim 6l¢timleri, Gnite basina yilda hizmet verilen pulmoner
TB vaka sayisinin degerlendirilmesi ile gerceklestirilir. Bunlar arasinda yer alan
6nemli kritik veriler;

a) Saglik personeli arasinda gérilen yillik pulmoner TB vaka sayisi ve
b) ilgili kuruma bagl (nitenin dUistik, orta ve yliksek risk profilinin saptanmasidir.

Unitenin Risk profilinin saptanmasinda belirlenen kriterler sunlardir;

1. Dasdk Dlzey Risk: Yilda < 6 sayida pulmoner TB olgusu varligi
2. Orta Dlizey Risk: Yilda > 6 sayida pulmoner TB olgusu varligi ve saglik
personelinde TB infeksiyonu riskinin (tuberkdlin deri testinde pozitiflesme) yilda
ortalama < % 2 olmasi.

3.Ylksek Dlzey Risk: Yilda > 6 sayida pulmoner TB olgusu varli§i ve saglik
personelinde yillik ortalama TB infeksiyonu riskinin > % 2’den yliksek

olmasi

Cevresel kontrol

ikinci asama kontrol énlemleri olarak cevresel kontroliin amaci ortam
havasinda bulunan enfeksiy6z partikillerin yogunlugunu azaltmak ve yayilimini
onlemektir.

Primer ¢evresel kontroller, infeksiyon kaynagini biyogtvenlik kabini gibi
lokal kullanima ait havalandirma cihazlari kullanarak ve genel havalandirma ile
kirli havanin seyreltilip temizlenmesini saglayarak yapilir.
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Sekonder cevresel kontroller ise hava kaynakli infeksiyonlara karsi izolasyon
odalarina bitisik alanlarda, havanin kontaminasyonunu engelleyip kontrolli hava
akimi ile, HEPA filtrasyon ve UVGI ile gerceklestirilir.

Solunum 6nlemleri

ilk iki kontrol asamasi M. tuberculosis’e maruz kalabilecek alanlarin
sayisini azaltmayi ve buna bagli olarak bu patojene maruz kalacak personel
sayisini da asgari dlizeye dustrmeyi saglar. Bu iki kontrol uygulamasi sinirli
alanlarda maruziyet riskini azaltmasina ragmen elimine etmez bu alanlar hala
M. tuberculosis’e maruz kalabilir. Buralara giris yapacak personeller bu patojene
maruz kalabilme riskine karsilik Gclincl kontrol asamasi olarak, yuksek riskli
alanlar icin 6zel koruyucu solunum ekipmani kullanmalidirlar. Bu ekipman ile
TB’lu bir hastanin ortam havasina saldigi infeksiy6z damlaciklarin saglik calisanlarina
bulasma riski azaltilir. Riski azaltmak icin asagidaki dnlemler alinabilir;
1. Hava kaynakli enfeksiyéz ajanlar i¢in korunma programinin kurumda
uygulanmasina 6zen gosterilmesi,

2. Solunum yolu ile bulasi 6nleme konusunda saglik calisanlarinin egitimi,

3. Hastalarin solunum hijyeni ve emniyetli 6kstrik konusunda egitimi.

TB ENFEKSIYON KONTROL PROGRAMI

Her saglik kurulusunun genel enfeksiyon kontrol programinin bir parcasi olarak
TB enfeksiyon kontrol programi olmalidir. TB enfeksiyon kontrol programinin
bazi 6zel ayrintilari, tanisi kesin olarak konmus veya stpheli TB olgulari ile
karsilasihp karsilasiimayacagini veya bu gibi olgularin bir baska saglik kurulusuna
nakledilip nakledilmeyecegine gdre degisir. Bu karari verecek yoneticilerin yerel

ve genel saglik birimlerinden tibbi ve epidemiyolojik géris almasi gerekir.

o Supheli veya kesin tani konmus olgulari kabul edecek saglik kurumlarinda

olusturulacak TB enfeksiyon kontrol programi .

Bu program, yénetim kontrolleri, cevre kontrolleri ve solunumla ilgili koruyucu
kontrol asamalarini kapsar.

Boyle bir TB Enfeksiyon Kontrol Programi olusturabilmek igin asagidaki basamaklar
uygulanmalidir:

1. Taberkiloz, enfeksiyon kontrol(i, meslek sagligi, ¢evresel dnlemler ve solunum
Onlemleri gibi konularda tecrtibeli kisi veya grublarin denetim yetkisi olmalidir.
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Bu kisi yada grublara, TB risk degerlendirmelerinde, TB enfeksiyon kontrol
prensiplerini uygulamada ve saglik calisanlarini egitmede gerekli destek verilmelidir.
Bunun icin;

o TB enfeksiyon kontrol programini uygulamadan sorumlu kisiler egitilmelidir
o Yetki eger bir gruba verildiyse gruptan bir kisi, sorunlarin yonlendirilmesinde
sorumlu kisi olarak belirlenmelidir.

2. Yazih bir TB enfeksiyon kontrol plani hazirlayip bu plan her yil gtincellenmelidir.
Stpheli veya tanisi konulmus TB olgularina zorunlu tutulacak gerekli koruyucu
solunum o6nlemleri bu planda anlasilabilir ifadelerle yer almalidir.
3. SUpheli veya yanhs tani konulmus bir TB olgusuna, gerekli koruyucu solunum
onlemleri aldirilmamissa yada yonetimsel, ¢evresel veya solunum onlemleri
basarisiz olmus ise soruna yoénelik degerlendirmeler yapilmalidir
4. Saghk kurulusunda M. tuberculosis stpheli bir yayillimdan s6z ediliyorsa il veya
bolge saglik muduarlukleri ile temasa gegilerek bir arada arastirma yapilmahidir.
5. il veya boélge saghk muadurlukleri ile isbirligi yaparak, risk degerlendirmesi,
yazili bir TB enfeksiyon kontrol plani hazirlanmasi, sipheli veya tanisi konulmus
bir olgularin tedavisi, saglik calisanlarinin egitimi, saglk calisanlarinin bilgi ve
becerilerinin degerlendirilmesi, sorun degerlendirmesi ve isbirligi calismalarini
iceren bir ydnetim kontrol programi gelistirilmelidir.

6. Cevresel kontroller uygulamaya konulmalidir (izolasyon odalari dahil)
7. Solunum énleme programi uygulamaya konmalidir.

8. Saglik calisanlarina strekli hizmet ici egitim verilmelidir.

9. Baska kurumlardan nakil gelen stipheli veya tanisi konulmus olgularin kabulu

icin bir plan gelistirilmelidir.

o Supheli veya kesin tani konmus olgulari kabul etmeyen saglik kurumlarinda
olusturulacak TB enfeksiyon kontrol programi
Hastalarin nakil éncesi bir sire kalabilecegi saglik kurumlarinin da
yonetimsel, cevresel kontroller ile solunum énlemlerini iceren bir TB enfeksiyon
kontrol programi uygulamalari gereklidir. Bu amacla asagidaki basamaklar
uygulanmalidir:
1. TB enfeksiyon kontrol programi icin uygun bir personel gérevlendirilmelidir,
2. Supheli veya kesin tani konmus olgulari tanimlayan ve bir baska saglk
kurulusuna nakillerde o kurulustaki sorumlularin dikkate alinmasi gerekli konulari
iceren yazili bir TB enfeksiyon kontrol plani hazirlanmalidir. Plan, hastalarin
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nakil zamanina kadar diger kisilerden izolasyonunu saglayacak gerekli dnlemleri
de icermelidir (Ornegin, bu amacla pulmoner tiberkilozlu hastanin nakli sirasinda
bir cerrahi maske takmasi saglanmali). Bu plan her yil gézden gegirilmelidir.
3. Hastalarin izolasyonu ve transferi saglanamiyorsa bu sorunun ¢é6zimdine
yonelikdegerlendirme yapilmalidir.

4. Saghk kurulusunda M. tuberculosis stpheli bir yayillimdan séz ediliyorsa il veya
bolge saglik muduarltkleri ile temasa gegilerek bir arada arastirma yapilmahdir.
5. il veya bélge saglhk mudurlikleri ile isbirligi yaparak, risk degerlendirmesi
yaptlmali, ve yazili bir TB enfeksiyon kontrol plani hazirlanmalidir.

TUBERKULOZUN YAYILIMININ ONLENMESINDE CEVRESEL KONTROLLER
TB ve MDR-TB salginlari 1980’lerde ve 1990'li yillarin baslarinda hastaneler, bakim
evleri, cezaevleri, klinikler ve kimsesizlere ait barinaklarda ciddi bir saglik sorunu
olarak gézlenmistir. Ozellikle immunostpresif kisiler arasindaki élimlerin énemli
bir bélimU MDR-TB ile iliskilendirilmis ve bu kisiler arasinda bulasmanin hava
yolu ile gergeklestigi epidemiyolojik calismalarla ortaya konmustur. Kapali yasam
kosullarina sahip ortamlarda bireysel kontrol dnlemleri yerine genellikle cevresel
kontrol ydontemlerinden yararlanilmasi tercih edilir. M.tuberculosis'i etkisiz hale
getirmek, ortamdan temizlemek ve korunmak amaciyla ¢evresel kontrol énlemleri
olarak havalandirma sistemleri (lokal ve genel), HEPA filtrasyon ile Ultraviyole
germisidal irradyasyon teknolojileri ve filtreli kisisel solunum maskeleri
kullaniimaktadir.
Cevresel mihendislik kontrol dnlemleri kurumsal TB kontrol programinin dnemli
bir parcasini olustursada, hi¢ kuskusuz en énemli kontrol énlemlerinin basinda
TB stpheli kisilerin en kisa strede tanisina yonelik klinik ve laboratuvar
calismalarinin gergeklestirilmesi ve bu periyod icerisinde gerekli karantina
islemlerinin uygulanabilmesi ve kesin tani ile birlikte tedavisinin takibidir.
Bu kontroller hava yolu ile enfeksiy6z partiklllerin yayillmasini 6nlemede
ve konsantrasyonunu azaltmada yardimcidir. Cevresel kontroller TB enfeksiyon
kontrol programinin ikinci asamasini olusturur ve yénetimsel kontrol basamagi
ile uyum icerisinde yaratalar. Cevresel kontrollerin etkin kullanimi, kaynaginda
( TB’lu hastanin 6ksirmesi sirasinda veya enfekte laboratuvar numunesi ile) veya
¢alisma ortaminin genelinde mesleki olarak M.tuberculosis’e maruziyeti azaltabilir.
Kaynagin tanimlanmasi ve kontaminantin cogaldigi yerde sinirlandirilmasi icin
kaynak konrol{ yapilir. Kaynak kontrol tekniklerinin kullanimi ile havada serbest
dolasan enfeksiyoz partikillerin yayilimi énlenebilir veya azaltilabilir. Bu teknikler,
o6zellikle enfeksiy6z aerosollerin olusumuna yol acan uygulamalarda
g, |
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(Or:Bronkoskopi, balgam indiksiyonu, endotrakeal entlbasyon, aspirasyon, TB
abse irrigasyonu, aerosol uygulamalari, tedavi olmamis TB’lu kadavralar tizerinde
yapilan otopsi uygulamalari ve bazi laboratuvar érneklerine yapilan uygulamalar)
ve aktif TB'lu hastalarin 6kstrmeleri ve aksirmalari sirasinda kritiktir. Saglik
kurumlarinda veya kapali bir alanda hava akis yoniini kontrol, havadaki kontamine
partikdlleri temizleme ve havayi dille etmek icin genel havalandirma uygulanabilir.
Hava temizleme teknolojileri arasinda HEPA filtrasyon sistemi, ortamdaki
M.tuberculosis partikillerini azaltmada ve UVIG ise enfeksiyon riski olusturabilen
mikroorganizmalari inaktive edebilmek veya o6ldlirebilmek amaciyla

kullaniimaktadir.

A) HAVALANDIRMA

Hastanede calisan ve saglik hizmeti alan insanlarin ihtiyaci olan temiz hava ve
nem uygun yerlestirilmis klima sistemleri ile mUmkUndar. Saghk kuruluslarinda
havalandirma sistemleri, ilgili saghk personeli, enfeksiyon kontrol uygulama
sorumlulari ve ilgili mthendislerin isbirligi ile dizayn edilmeli ve gerektiginde
modifiye edilmelidir. Hastane binalari havalandirilirken mevcut havalandirma
sistemi; ortam havasinin ¢alisanlar, hastalar ve ziyaretciler i¢in optimum sicaklik
ve neme sahip olmasini saglamali, kokuyu kontrol edilebilmeli, kontamine havayi
uzaklastirabilmeli, duyarli hasta ve calisanlarin hava yolu ile bulasabilen
enfeksiyonlara karsi korunmasini saglayabilmeli ve enfekte kisilerden patojenlerin
hava yolu ile cevreye yayillimini en aza indirebilmelidir. Havalandirma sistemi;
disaridaki havayi iceri alan, filtre eden, nem kontrolQ, i1sitma ve sogutma ekipmanlari
ile fanlar, fan kanallari ve hava tahliye sistemlerinden olusur. Filtre yetersizlikleri,
yanlis montaj ve yetersiz bakim nedenleri ile havalandirma sistemlerinin
performanslarindaki azalma, hava kaynakl infeksiyonlarin yayilimina katkida
bulunur.

Klinikler, hastaneler ve acil yardim merkezleri gibi yUksek risk tasiyan ortamlarda
sUpheli vakalar icin ayri bir havalandirma sistemine sahip izolasyon odalari oldukga
o6nem tasimaktadir. infeksiydz partikillerin yogun oldugu TB hastalarina ait
izolasyon veya tedavi odalarindaki havanin %100'Gn0n disariya atilmasini saglayan
negatif basinch 6zel bir havalandirmali sistem olmalidir. Boyle bir sistemde,
havalandirma hastaya dogru olmali ve kirli hava kullanilmadan disari atilmahdir.
Bunun yanisira risk grubu, immunsUpresif hastalari TB’dan korumak igin pozitif
basin¢h odalardan da yararlanilabilir. Pozitif basin¢l odalarda giren hava cikan
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havadan fazla oldugu bicin boyle odalarda yatan hastalar solunum yolu ile
bulasabilen infeksiy6z ajanlara karsi onemli 6l¢tide korunmus olurlar. Bunun icin
hasta odasl ile oda disindaki alan arasinda >2.5 Pa’lik basing farki olusturulmali
ve saatte 3-10 hava degisimi saglanabilmelidir. Hastalik 6nleme ve kontrol merkezi
(CDCQ), koridorlar ve izolasyon odalari arasinda basin¢ gradyanlari bulunan
binalardaki havalandirmanin, odadan odaya bulasmayi dnlemek icin havanin
izolasyon odalarina dogru akacak sekilde (temiz alandan kontamine alana dogru)
tasarimlarinin yapilmasini tavsiye etmektedir. Havalandirma, yogunlasmanin
azaltilmasi ya da infeksiyoz partiktllerin havadan temizlenmesi ile havanin distk
riskli komsu alanlardan izolasyon ve islem odalarina dogru akmasini saglayacak
sekilde tasarlanmalidir. Hava kaynakl partikdlleri minimize etmek igin havanin
en az 0.25m/saniye hizla HEPA filtreden gecerek odada sirklile olmasi
gerekmektedir.

Bulasma olasiligi, havada bulunan enfeksiyoz partiktllerin yogunlugu ve solunan
hava miktari ile iliskilidir. Aeresolli pentamidin tedavilerinin yapildigi odalarda
bulunmak da ayrica riski arttirmaktadir. CDC, nozokomiyal TB vakalari ile ilgili
olarak yayinladigi énerilerde " 6kstrigu tetikleyen tim uygulamalarin negatif
basincli oda ya da kabinlerde yapilmasi” gerektigini d6nermis ve “bu oda ya da
kabinlerdeki havanin dogrudan bina disina ve giris ventillerinden uzaga
verilmesi”gerekliligini belirtmistir.

Cevresel kontroller ile ilgili dokiimanlar, hastane calisanlarinin egitiminde ve TB
enfeksiyon kontrol programlari kapsaminda, bu bilgilerin nasil kullanilabilecegi
konusunda yardimci olur. Bu bilgiler, havalandirma sisteminin dizayni, secimi,
donanimi ve bakimi ile ilgili tavsiyede bulunabilen uzmanlarla konsultasyon
yerine kullanilmamalidir. Havalandirma sistemlerinin calistiriimasi ve bakimi
uygun dedilse cevresel kontroller icin basarili bir TB infeksiyon programininin

ana unsurlarini olusturan personel egitim ve 6gretimi yetersiz kalacaktir.

a)Bolgesel Havalandirma

Bolgesel havalandirmalar havada bulunan kirleticileri kaynaklarinda ya da
kaynaklarinin yaninda yakalamayi amaclar. Boylece infeksiy6z ajanlarin ortamdaki
kisilerle karsilasmasi engellenerek ortadan uzaklastiriimasi saglanir. infeksiydz
ajanlari ortama dagilmadan énce etkisiz hale getirdigi icin bu yontem havada
bulunan kontaminantlarin yakalanmasinda en uygun yéntem olarak kabul edilir.
Bolgesel havalandirma iki sekilde uygulanabilir.

1) Kapali ortamlar: Enfeksiyon kaynaginin dis ortamla irtibatini kismen ya da
tamamen keser.



2) Harici aygitlar: infeksiyon kaynagi, aygitin yakininda ancak disindadir.

Kapali ortamlar, havadaki kontaminantlarin saglik calisanlarina bulasmasini tam

anlamiyla 6nleyebilmeleri nedeniyle her zaman harici cihazlara tercih edilmektedir.

Kapali ortamlar; Bolgesel havalandirma maksath kullanilan kapali ortamlar
arasinda;

1. Balgamin alinmasinda ve aerosol ilaclarin uygulanmasinda kullanilan kabinler,
2. Bir hastanin dis ortamla irtibatinin kesilmesi ve izole edilmesi icin cadir ve
kapsonlar,

3. Biyoemniyet kabinleri yer alir.

Bu aygitlar piyasadan farkli formlarda temin edilir. iclerinde en basiti,
hastanin Gzerine yerlestirilen ve dis havalandirma sistemiyle baglantisi olan bir
cadirdir. En kompleks olani ise kendi icinde bir hava akimi ve déngu sistemi iceren
kabinlerdir. Bir hastanin taburcu olmasini takiben yeni hastanin gelisi arasindaki
zaman dilimi icerisinde cadir ve kabin havasindaki partiktllerin en az % 99'u
ortamdan uzaklastirilabilmelidir. Kapali bir ortamda havada bulunan partiktllerin
% 99 yada % 99,9'unun temizlenmesi icin gereken zaman;

a) oda veya kabinin hava/m3 deki miktari ile giris kaynagindan ¢ikan havanin
hizina,

b) havalandirmanin giris ve cikis yerlerine,

¢) odanin veya kabinin yapisina baghdir.

Kapson ve kabinlerin ylzeyleri diGzenli araliklarla Gretici firmalarin tavsiyelerine
gore temizlenmelidir. Bahsedilen kapali ortamlarin havasi, aygitin yerlestirildigi
oda icine veya disina tahliye edilir. Eger cikan hava bir oda icine tahliye ediliyorsa
u¢ noktaya bir hepa filtre takilmalidir. Hepa filtrenin tahliye kismina bir fan
takilarak cevreye gore negatif basingli bir ortam yaratilmalidir. Bdylece odadaki
kontamine olmamis hava, tim acikliklardan kabin icerisine girebilecek ancak
enfeksiydz damlaciklarin kabin disina ¢ikisi engellenecektir. Ticari olarak satilan
aygitlarin tamami hepafiltreli olup ayrica takilmalarina gerek yoktur. Bir cihaza
hepafiltre takilamiyorsa c¢ikan hava dogrudan disariya verilmelidir.

Harici aygitlar: Bolgesel havalandirma icin kullanilan harici aygitlar, aktif
enfeksiyonlu hastanin icerisinde bulunmadigi ancak hastanin yakininda yer alan
aygitlardir.



Bu aygitlarda Uretilen hava akimi, hasta yiziine yakin capraz akimlari damlacik
kacisina izin vermeyecek sekilde 6nleyebilmektedir. MUmkUn oldugunca hastanin
yUz{ aygitin hava giris bé6limine déntk tutularak her 6ksartk veya aksirigin
aygit icerisine dogru gerceklesmesi amaclanir. S6z konusu aygit, hasta solunum
alaninda dakikada 200 feet (yak/asik 64 m) hava akim hizi saglayarak, hastaya
ait damlaciklarin etrafa sacilmasini engelleyebilmelidir. Bu aygitlarda solunum
hizinin kontrold énemlidir.

b) Genel Havalandirma

Genel havalandirma ile hem havanin dilisyonu hem de ortam havasindaki
kontamine edici maddelerin uzaklastiriimasi ile hava kalitesi arttirilir. Bu yéontemin
sagladigi kontamine olmamis hava ile kontamine oda havasi karistirilir ve bu
karisim havasi son basamakta tahliye sistemi ile odadan uzaklastirilir. Bu islemler
ile oda havasindaki kontamine damlacik yogunlugu azaltilmasi hedeflenir.
Bu amacla iki farkh sistem kullanilir: Bunlar, tek gecisli hava sistemi ile geri
donltstmli sistemlerdir.

o Tek gecisli hava sisteminde hava, ya isitilmis veya sogutulmus dis ortam
havasidir, ya da cok sayida bolgeye hava saglayan merkezi bir sisteme ait
kontamine olmamis havadir. Bu hava bir bdlge veya odadan gectikten sonra
tamami disariya atilir. Tek gecisli sistem izolasyon odalari igin tercih edilir. Cunk0
bu sistemde kontamine havanin saglik kurumunun baska bélgelerine ulasmasi
engellenir.

o Geri donUsimli sistemde ise ¢ikan kontamine havanin bir kismi dogrudan
disari verilip temiz hava ile yer degistirilir. Bu hava, tahliye edilmeyen kontamine
hava ile karisir. Karisim bir isleme tabi tutulmazsa kontamine havanin 6nemli
6lcide kontamine olmayan diger bélimlere yayilmasina yol acabilir. Hava
karisiminin genel havalandirmaya tekrar verilmesi yerine 6zel bir oda veya bdlgeye

yonlendirilmesi ile baska alanlarin kontamine olmasi 6nlenebilir.

Tum havalandirma sistemlerinin bakim ve idamesi infeksiyon kontroli
acisindan oldukca énemlidir. ideal kosullarda kurulmus olsada dizenli
monitdrizasyonu ve bakimi yapilmayan her havalandirma sisteminde aksakligin
olusmasi kaginilmazdir. Zamaninda farkedilmeyen sorunlarin hastalara ve ¢alisan
saglik personeline bedeli agir olur. Peryodik bakimlari yapilamayan veya geciktirilen
havalandirma sistemleri ayni zamanda hava kaynakli infeksiy6z partiktller icin
ciddi bir rezervuar niteligi tasiyabilecegi her zaman duUsUntImelidir.
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B) HEPA FILTRASYON

Havalandirma sistemleri ve HEPA filtrelerinin kullanimi, havada bulunan bulasici
partiktllerin yogunlasmasinin azaltilmasinda kullanilan énemli mihendislik
kontrolleridir. Bu yontemler blytk ¢cogunlukla UVGI teknikleri ile birlikte
kullanilmaktadir. HEPA filtreler, capi 0.3 pm Uzerinde olan tim partikallerin
%99.97’sinin tutarak havanin temizlenmesini saglayabilecek niteliktedir. HEPA
filtrasyon sisteminin kurulumu ve montaji sirasinda ¢ok buyk titizlik ve dikkat
gerekmektedir. HEPA filtrasyon ve UVGI sistemlerinin birlikte kullaniimasi ytksek
riskli ortamlarda hava sterilizasyonunun saglanmasinda 6nerilen en iyi
yontemlerden biri olarak gosterilmektedir.

Hepa filtreleri izolasyon odalarinda ve kabinlerde hava dis ortama verilmeden
Once, havanin temizlenmesine yardimci bir glvenlik énlemi olarak kullanilir.
Genel havalandirmanin olmadigi veya oda havasinin geri donlsimanin tercih
edilmesi durumlarinda Hepa filtreden gecirilen havanin geri dénisima 3 sekilde
saglanir:

1. Oda havasi, icerisine Hepa filtre yerlestirilmis bir borudan gecirilerek tekrar
odaya verilebilir

2. Hava, oda tavanina ya da duvarina yerlestirilmis Hepa filtreden gegirilerek
ortama dénlUsimu saglanir

3. Hava, odaya yerlestirilmis tasinabilir nitelikteki Hepa sisteminden gegirilebilir.
Bu yéntemlerden ilk ikisi kolayca yerlerinden kaldirilamayan geri dénlsiim
sistemleri oldugundan bunlar icin “sabit oda havasi geri doénlisiim sistemleri”
olarak ifade edilir. Sabit sistemler tasinabilir sistemlere gére daha gulvenilirdir.
Ayrica bazi sabit sistemlerle saglanan hava akimi kapasitesi tasinabilir sistemlerin
¢ok Uzerindedir.”Tasinabilir oda havasi geri dénisim sistemleri” kullanildiginda,
Hepa filtresinden en ylksek akisi saglayacak yiksek hacimli hava akimlari tercih
edilir. Sistemin yerlestirilmesi sirasinda izolasyon odasindaki havanin Hepa filtreden
en uygun sekilde ge¢gmesi amacglanir. Sistemin en yiksek verimle calisabilmesi
icin hava akimini bozacak engellere (odanin dekorasyonu icin kullanilan esyalar,
tibbi malzemeler, duvarlar) ve sistemin 6zelliklerine (fiziksel boyut, hava akimi

kapasitesi, havanin giris ve c¢ikis yerleri, guardltd) dikkat edilmelidir.

Hepa filtrelerin bakimi: Hepa filtrelerin etkinligi, dogru yerlestirilmelerine, kontrol
edilmelerine ve bakimlarinin 6zenle yapilmasina baglidir. Hepa filtreler

yerlestirilirken segmentleri arasina, ayrica filtrenin yatadi ile cercevesi arasina
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sizintinin olmamasina dikkat edilmeli, bunun icin diizenli araliklarla kontroller
yapilmalidir. Kantitatif filtre performans testi ilk yerlestirmede ve sonraki her
filtre degisiminde uygulanmalidir. Her 6-12 ayda bir sizinti testi yapilmalidir.
Filtre degisim zamaninin dogru ve glvenilir bir sekilde saptanmasi igin filtre
sisteminin icine bir manometre ya da basinca duyarli bir cihaz konulmalidir.
Yapilan laboratuar calismalarinda, canli mikobakterilerin Hepa filtre ve N95
disposable solunum filtrelerinden gectikten sonra tekrar aerolize olmalarnin
normal kosullarda mimkin olmadigi gdsterilmistir. Oysa havalandirma
sistemlerinde kullaniimis, kullanim émri dolmus Hepa filtrelerle ugrasanlar icin
mevcut riskler henliz degerlendirilmemistir. Bu nedenle bu filtrelerle ugrasanlarin
g6z koruyucu, eldiven ve solunum ekipmani kullanmasi gerekir. Hepa filtreleri
¢tkarmadan 6nce % 10 camasir suyu ya da diger mikobakterisitlerle dezenfekte
edilmelidir. Filtrenin parcalari Gzerine “TBC ile kontamine hava” veya benzer
ikazlar iceren yazi yapistirilmalidir. Distk etkinlige sahip bir veya daha fazla tek

kullanimlik 6n filtreler Hepa filtrelerin d6mrini en az % 25 uzatir.

C) ULTRAVIYOLE UYGULAMASI

UVGI, 100-280 nm arasinda degisebilen kisa dalga boyuna sahip bir elektromanyetik
radyasyon formudur. Son onbes yildir, kurumlarda TB yayilimini kontrol edebilmede
UVGI kullanimi ciddi olarak 6nerilmektedir. Bu amacla direkt ve st hava isimali
UV ekipmanlari kullanilir. UV lambalarinin en etkili dalga boyu 253.7 nm olan
TUV-C tipleri olup etkili oldugu stire 2500-3000 saat kadardir. Uzun slredir
ultraviyole 1sinlarinin hava kaynakl infeksiyéz partikalleri tahrip ettigi
bilinmektedir. Deneysel olarak gerceklestirilen diger bir ¢cok calismada da
mikobakterilerin Gltraviyole i1sinlarina karsi duyarliligi gésterilmis ve mikobakteriyel
tdrler arasinda gozlenen degiskenlige isaret edilmistir. Bu amagla CDC tarafindan,
hava yoluyla enfeksiyonun yayilimini énlenmede UVGI kullanimina yénelik
oldukca kapsamli bir yazi hazirlanmistir.

Kurum ve laboratuvarlardaki havanin yeniden sirktilasyonu 6ncesi infeksiy6z
partikulleri dezenfekte edebilmek icin sabit veya tasinabilir 6zellikteki sistemlerin
hava kanallarinda UVGI kullanilir. Oda veya koridorlarda Ust hava isimali olarak
ortam havasinin dezenfeksiyonu amaciyla genellikle yerden yaklasik 7 feet
ylUkseklikte (227.36 cm) duvara veya tavana monte edilmis halde reflektorlt
Gltraviyole donanimlarinin kullanimi énerilmektedir. UV lambalarinin penatrasyon

6zelligi olmadigindan biyogUvenlik acisindan ortamda diger dezenfeksiyon
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uygulamalari ihmal edilmemelidir. Hem hava hemde ylzey dezenfeksiyonunda
etkili olmasina ragmen direkt i1simali UV lamba altinda koruyucu 6zellikteki
giysi,baslik ve gozlik olmaksizin calismak veya altinda bulunmak zararli ve
tehlikelidir. Buna karsilik havanin dezenfeksiyonunu saglayan st hava isimali
reflektérlt UV lamba altinda calismak zararli degildir. Amerikan Toraks Dernedi
tarafindan yapilan aciklamada reflektérl donanimlarin, uygun sekilde kurulup,
monte edildiginde, keratokonjoktivit ve deri eritemi gibi i1sin yan etkilerini de
asgari dlzeye indirgeyerek havadaki infeksiyéz partiktllerin éldiriimesinde
oldukca etkili olabilecegi ifade edilmektedir. Ust hava isimali ortam havasinin
dezenfeksiyonu icin bir odaya yerlestirilecek UV lamba sayisi odanin boyutlarina
gore degisir. Bu amacla 3-4 m uzunluk ve 3-4 m genisligindeki bir odaya %90
hava dezenfeksiyonu icin 1 adet, %99 hava dezenfeksiyonu icin 2 adet 15
Watt(W)'lik veya 1 adet 30 W’'lik UV lamba kullaniimalidir. Ayni sekilde 3-4 m
uzunluk 5.5 -7 m genislikteki alanlarda %90 hava dezenfeksiyonu icin 3 adet 15
W veya 1 adet 30 W yada 1 adet 40 W'lik UV lambasi kullanilirken %99 hava
dezenfeksiyonu icin 6 adet 15 W veya 2 adet 30 W yada 2 adet 40 W’'lik UV
lambasi kullanimi énerilmektedir. Lambalar 2-4 haftada bir alkolll bez ile
silinmelidir.

UV lambalarinin biyogivenlik ekipmani olarak etkinligi tartisiimakla birlikte CDC
hala bu lambalarin kullanimini énermektedir. infeksiyonlarin énlenmesinde
UVGI uygulamasi, cok sik kullanilmayan bir ydntem olmakla birlikte yetkililerce
hastane ve diger kuruluslara ait ytksek riskli ortamlarda UVGI‘'nin MDR-TB
yayihminin kontrol altinda tutulmasinda en iyi cevresel 6nlemlerden biri oldugunu
bildirmektedirler. William Firth Wells “rahatlik icin havalandirma, fakat enfeksiyon
kontroll icin 1sin uygulama” olarak goérasanG belirterek bu disiinceye katildigini
ifade etmistir.

UVGI, izolasyon odalarindan genel sirkilasyona havanin tahliyesi 6ncesinde
gerceklestirilmesi gerekli olan HEPA filtrasyon isleminin yerine kullanilmaz. Ylzey
dezenfeksiyonu gerektirmeyen alanlarda, 6rnedin TB’lu hasta odalarinda, muayene
odalari veya hasta bekleme salonlari gibi genel kullanim alanlarinda mekanik
hava sirkilasyonu saglayan kapali UV lamba iceren 6zel tasarlanmis cihazlar
kullanilabilir.

D) FILTRELI SOLUNUM MASKESI KULLANIMI
Aerosol pentamidin tedavileri, diagnostik balgam indUksiyonlari, bronkoskopi
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ve otopsi gibi uygulamalar TB basilinin bulasmasi ile iliskilendirilmis olup, Meslek
Sagligi ve Guvenligi idaresi (OSHA) tarafindan bu alanlarda gérevli personelin
HEPA filtreli kisisel solunum maskesi dahil olmak tzere 6nlik, eldiven, gézluk
ve kapali tipte degistirilebilir izolasyon odasi ayakkabilari gibi diger 6zel koruyucu
giysilerle gerekli 6nlemleri alarak islem yapmasi ve bunun uygulama protokollerine
konmasinin zorunlu tutulmasi gerektigi 6nerilmektedir. Bu maskelerin gerektigi
sekilde kullanilabilmesi icin uyumluluk ve egitim gereklidir.

HEPA filtreli standart maskeler (N95, FFP2 veya FFP3 gibi) capi 0.3 p Uzerinde
olan tim partiktllerin %99.97'sinin filtreleyecek sekilde tasarlanmistir. Kisisel
solunum maskeleri, sizintiyr dnleyecek sekilde tasarlanmis olmakla birlikte, pahal
ve kullanimi nisbeten sikintilidir. Bunlar ayrica solunumu zorladigindan pulmoner
tiberkiloz hastalarin bu cihazlari tolere edebilmelerinde sikintilar
gozlenebilmektedir. Hastanin tolere edilebilmesi halinde 6zellikle smear pozitif
hastalarin nakilleri sirasinda bunlarin kullaniimasi distntlmelidir. Basit ameliyat
maskelerinin TB'un yayilimini énlemede etkili oldugunu gosteren herhangi bir
veri yoktur. Kisisel solunum cihazlarinin kullaniminda maliyetler de 6nemlidir.
Standart bir cerrahi maskesi 0.06 USD'a mal olurken, HEPA filtreli maskenin birim
fiyat1 7,50 ile 9,08 USD arasinda degismektedir.

OZEL HAVALANDIRMA GEREKLi ALANLARDA DIKKAT EDILECEK HUSUSLAR:
Medikal ortamlarda TB bulasma riski, 6zellikle havadaki enfekte partikillerin
konsantrasyonuna baglidir. Ortama enfekte partiklller yayan smear pozitif
hastalar cevre igin yiksek risk tasidiklarindan ciddi tehlike olustururlar. Acil
yardim Gniteleri, TB koguslan ya da klinikleri, aeresol tedavi odalari ve bronkoskopi
suitleri gibi hava kaynakli enfekte partiktllerin yayildigi ve stpheli hastalarin
kaldigi alanlara kontrolli hava uygulamasi gereklidir. Bu alanlarda korunma,
6zel havalandirma, HEPA filtrasyon, UVGI ve HEPA filtreli solunum maskeleri ile

saglanmaktadir.

Genel olarak hastanelerde 6zel havalandirma gerektiren alanlar;
o Ameliyat salonlari

o Yuksek riskli, immin kompromize hastalarin kaldiklari korumali odalar
o Hava yolu ile bulasabilen enfeksiyonlu hastalarin (Or: M.tuberculosis, VZV,
veya Rubeola virus’'un neden oldugu) kaldigi izolasyon odalaridir. Ayaktan
hastalara ilk yardim uygulamalarinin yapildigi acil servislerinde mevcut odalardan
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en az biri hava kaynakli bulasici bir enfeksiyonu olmasindan stiphelenilen hastalar
icin uygun donanimli izolasyon odasi olarak ayrilmalidir.

izolasyon odalarinin oldugu alanlarda dikkat edilecek hususlar;
o Negatif basin¢li odalarda, hava akimi kapali devre sistemi ile monitérize
edilmeli,
o lideal olarak saatteki hava sirkiilasyonu(ACH) mevcut sistemler icin en az 6
ACH, yeni veya tadilat géren yerlerde 12 ACH olmali
o MiUmkinse hava, tedavi odalari ve negatif basincli odalardan direkt olarak
disariya verilmelidir. TB hastalarina cerrahi islem yapilacaksa bu islem tercihan
hastanin TB tedavisi sonrasina birakilmalidir. Bu hastalara genel anestezi sirasinda
uygulanacak enttbasyon, 6kstrik refleksini arttirabildiginden enfeksiyon kontrol
cabalarini azaltir ve potansiyel olarak solunum ekipmanlarini kontamine edebilir.
TB izolasyonu icin ameliyat salonlarinda gerekli hava sirkllasyonu 15 ACH
olmalidir. Koridorla iliskili pozitif hava akiminin varligi TB’un ameliyathane
personeline yayilma riskini dogurabilir. E§er miimkiinse, cerrahi islem uygulanacak
TB’lu hastanin entlibasyon ve ekstiibasyonu izolasyon odasinda yapilmalidir.
Stpheli veya tanisi konmus TB'lu hastanin acil cerrahi islem endikasyonu
varsa spesifik enfeksiyon kontrol énlemlerinin alinmasi zorunludur. Bu amagla
onerilen izlenmesi gerekli stratejiler sunlardir;
o Ameliyat salonunda en Ust seviyede yeterli bir hava sikilasyonu saglamak
icin TB'lu hasta, en son ameliyat vakasi olarak planlanmalidir
o Ameliyat ekibi, ameliyat sirasinda tahliye valf'i olmayan N95 solunum maskesi
kullanmaldir.
o Hasta entlibasyonuna bagli 6kstirme sonrasi veya hasta ekstiibe edilip aspire
edildikten sonra ortamda olusan hava kaynakli enfeksiy6z partikillerin %99'unu
temizleyecek yeterli ACH olusana kadar uygun bir siire ameliyat salonu kapisi
kapali tutulmahdir.
o Hasta, ameliyat salonunda extlbe edilmeli veya ameliyat salonu disindaki
ayllma odasindan ziyade izolasyon odasinda ayiltiimalidir.

TUBERKULOZ LABORATUVARINDA MiKOBAKTERIYEL INFEKSIYONLARA KARSI
KORUNMA VE KONTROL

Dikkatsizlik, laboratuvar ekipmanlarinin uygun bakimlarinin bilinmemesi,
enfekte materyalle calisirken riskli ve yanlis tekniklerin kullanimi sonucu
enfeksiyonlar gozlenebilmektedir.



Cogunlugu igne batmasi veya agizla pipet kullanimina bagli olarak gelismekle
birlikte materyalin dokilmesi veya cevreye sicramasi ve kiltir tlp veya plaklarinin
disurilerek kirilmasi gibi laboratuvar kazalari ile enfekte aerosollere maruz
kalma laboratuvar kaynakli enfeksiyonlarin en sik bilinen nedenleridir. Enfeksiy6z
materyalle ¢alisan laboratuvar personellerinde diger alanlarda ¢alisanlara oranla
aktif pulmoner taberkiloz goértlme sikliginin 3-9 kat daha fazla oldugu
bildirilmektedir. Laboratuvar kaynakli tiberkiloz olgularinda enfekte insan
materyali siklikla bulas kaynagi olmaktadir. Aerosol Greten érnek veya kltirlerle
yapilan islemler laboratuvarda tiberkiloz basilinin yayiliminda en énemli risk
faktorleridir. Aerolizasyon, en sik otopsilerde, enfekte doku ile yapilan frozen
kesitlerinin hazirlanmasinda ve sivi kiltdrlerle yapilan islemlerde ortaya cikar.
Capi 5 pm’den klglk olan damlaciklar uzun siire havada asili kalir ve solunarak
alveollere ulasabilirken daha blytk damlaciklar genellikle hizl ¢cdkerek ylzeyleri,
elleri ve giysileri kontamine ederler. Aerosolleri odadan uzaklastirabilmek icin
saatte 6-12 kez hava sirkilasyonu saglayabilen bir havalandirma sistemi ile 30-
60 dakika stireyle havalandirma yeterlidir. Kontrolstiz sirkilasyona neden olabilen
klima ve ventilator gibi cihazlar TB laboratuvarlarinda bulundurulmamaldir.

TB laboratuvarlarinda givenli bir calisma ortami yaratmak amaciyla
uygulamada birincil korunma ile enfektif ajanin laboratuvar calisanindan fiziksel
olarak ayrilmasi saglanir. Bu ayirma énlemleri arasinda laboratuvar uygulamalarinda
teknik ve prosedirlere 6zen gésterme, biyogtvenlik kabini(BGK), gtivenli santrif(j
konteyniri ile kisisel koruyucu ekipman (eldiven, maske, yliz 6rtdst ve gézluk,
koruyucu elbise) kullanimi yer alir. ikincil korunma énlemleri olarak amaca uygun
dizayn edilmis ve alt yapisi distintlmus laboratuvar tasarimi, gerek laboratuvar
calisanlarinin gerekse ¢evreyi korumada olduk¢a 6énem arzeder. Her laboratuvar
calisaninin yararlanabilecedi bir “biyoglvenlik rehberi” olmalidir. Koruyucu
ekipmanin se¢ciminde maskeden tuluma kadar birbiriyle uyumlu olmasina dikkat
edilmelidir. Onerilen maskeler, hava ile solunabilecek mikron partikillere karsi
ylksek (en az %98) filtreleme etkinligine sahip, CE isareti tasiyan ve ilgili Avrupa
standardina (EN149:2001) gére test edilip onaylanmig maskeler(Or;N95, FFP2 veya
FFP3)olmalidir. Tulum ve &énlikler oldukc¢a dayanikli, hafif ve yumusak, elyaf
kumastan Uretilmis, hava alabilen su bazli sivilarin ve aerosollerin gecisine izin
vermeyen, antistatik 6zellige sahip, 1.5 mikrondan buyuk partikallere karsi iyi
bir bariyer 6zellige sahip olmalidir. Mikobakteriyoloji laboratuvarlarinda infekte
materyalle ¢alismalarda aerosol olusumuna yol acabilecek tim uygulamalar,
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laboratuvar amacina uygun, sertifikali, standart testleri yapilmis ve kalitesi
uluslararasi glivence altinda olan Sinif Il veya Il BGK'lerde ve uygun koruyucu

giysiler giymis personel tarafindan gerceklestirilmelidir.

TB Laboratuvarlarinda Calisan Personelin Uymasi Gerekli Kurallar

Mikobakteri laboratuvarlarinda ¢alisma sirasinda oda kapisi stirekli kapali
tutulmali (negatif basincl odalar énerilir), alana giris cikislar sinirlandirilmali,
laboratuvar alaninda hicbir sey yenmemeli, icilmemeli ve sigara
kullanilmamalhdir.

Personel, koruyucu ekipmanlarla donanimli olarak calismalidir. Balgam
o6rnegdinin bulundugu kabi acarken, 6rnegi alirken, yayma yaparken, kesici
delicilerle ¢alisirken dikkatli olunmali, enjektér kapagi kesinlikle tekrar
kapatilmamali ve biyoglvenlik kurallarina uyulmalidir. Agiz ile pipetleme yerine
mekanik pipetleme yapilmali, kalem, etiket vb. laboratuvar malzemeleri
agiza sokulmamalidir. Klinik érnekler ile yapilan tim islemlerde aerosol olusturacak
davranislardan mimkin oldugu kadar kacinilmahdir.

Birincil bariyer olarak, kiltlr ve ilag duyarlihigi calisilan laboratuvarlarda
aerosol olusturmasi olasi islemler (pipetleme, vorteksle homojenizasyon, boncuk
ile stispansiyon hazirlama karistirma, calkalama ve aktarma gibi islemler) BGK
icerisinde yapilmali ve materyal vortekslendikten sonra 15 dakika duragan
birakilmahdir. Calisanlar icin BGK igerisinde givenli bir hava akimi olusmasi
amaciyla fan acildiktan 15 dakika sonra calismaya baslanmalidir. islem bittikten
sonra kabin bes dakika daha calistirilarak, aerosollerin ¢cikmasina olanak
saglanmalidir. Calisma sirasinda enfekte materyalle direkt temas durumunda ve
calisma bittikten sonra mutlaka eller su ve sabun ile yikanmali, takiben alkol
bazli bir el antiseptigi ile muamele edilmelidir. Kontamine oldugu dusintlen
giysilerin dezenfeksiyonu amaciyla kontamine bélgeye yaklasik 20-40 cm mesafeden
alkol bazl sprey dezenfektanlar puskdrtilerek kullanilir. Glvenlik kabinleri dahil
tim calisma ylzeyleri calisma tamamlandiktan sonra dekontamine edilmelidir.
Calisma alani gerektiginde ve islemler tamamlandiginda 10-50 kat sulandirilmis
TSE belgesine sahip sodyum hipoklorid solusyonu ile silinmelidir. Kontamine
materyalin dokilmesi-sicramasi gibi kazalarda, kontamine alan ve cevresi havlu,
onluk ya da 2-3 kath gazl bez gibi blylkce bir 6rtl ile genisce bir alan tamamen
kaplanir. Ortd, 10 kat sulandirilmis camasir suyu ile islatilir. Yaklasik 30 dakika
bekletilir. Daha sonra mekanik temizlik yapilir, ardindan bu alan ayni yogunluktaki
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camasir suyu ile bir kez daha silinir. Hasta materyali ile calisirken kullanilacak
atik kabina 1/10 veya 1/20 oraninda sulandirilmis camasir suyu konmahdir. islem
sonrasinda ortam ultraviyole 151§1 ile dezenfekte edilmeli ve tUberkiiloz
laboratuvarinin enfekte atiklari otoklavlanarak atilmahdir.

Laboratuvarda meydana gelen tiim kazalar derhal yetkili kisilere, siklikla
uzman veya biyogulvenlikten sorumlu personele bildirilir. Kaza sonrasi yapilacak
takipte, 6ncelikli olarak infektif materyalin kazaya ugrayan personelden
uzaklastirilmasi ve gerekli ilk yardim uygulamasina gecmek olmalidir. Daha sonra
kaza ile ilgili sorgulama yapilmali ve rapor tutulmalidir. Kazaya ugrayan personelin
infeksiyon riski dikkate alinarak profilaksi gereksinimi degerlendirilir ve gelecekte

benzer kazalari engellemek amaciyla gerekli é6nlemler alinir ve takip edilir.

HASTANELERDE KORUNMA ONLEMLERI VE PERSONEL TARAMASI

Aktif pulmoner TB'lu veya sUpheli olgulara hizla tani konulmasi ve
tedavilerinin baslatilmasi TB bulasinin 6nlenmesinde énemlidir. En sik bulas, tani
dncesinde olmaktadir. Ozellikle tani konulmamis her TB olgusu toplumda ve
hastanede bulastirmayi sirdirmeye devam eder. Hastanede TB yayiliminin
onlenmesinde, 6zellikle yayma pozitif hastalarin hastaneye yatisini takiben
mutlaka izolasyonlari gereklidir. TB stipheli hastalarin kesin tanilari konulana
kadar TB hastasi olarak kabul edilmeli ve onlarada gerekli izolasyon énlemleri
uygulanmalidir. TB hastalarinin yatirilacagi tek kisilik izolasyon odasi yok ise, TB
hastalari ile TB disi hastalar mutlaka ayri odalarda tutulmalidir. Bunun yanisira
direncli hasta(lar) varsa bunlarda ayri bir odaya alinmalidir. Oda kapilari kapali
tutulmali, negatif basin¢l oda yoksa odalarin maksimum havalandirilmasi icin
pencereler olabildigince acik tutulmalidir.

Hastalarin éksurik veya hapsirma sirasinda agizlarini kagit bir mendille
kapatmalari gerektigi ikaz edilmelidir. Odalarindan ¢ikarken mutlaka cerrahi
maske kullanmalari gerektigi bilinci verilmelidir. Mimkin oldugunca hastalarin
yakinlari ile acik havada gorismeleri saglanmali, ziyaret streleri cok kisa
tutulmalidir. Bu gorismeler sirasinda hastalarin maskelerini ¢ikarmamalari
belirtilmeli ve izlenmelidir. Hasta carsaflari ile kullandigi tabak, kasik ve bardaga
normal yitkama islemi uygulanmali, ylGzeylerin dezenfektanla muamelesi
saglanmalidir. Hasta balgami icin 6rnek kaplari tek kullanimlik olmali ve islem

sonrasi yakilarak imhasi saglanmahidir.
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TB’lu hastalarin bulunduklari ortami havalandirmak ve bu ortamlara
temiz hava saglamak havadaki enfekte partiktllerin seyreltilmesini saglar ve
bulasiciligi azaltir. izolasyon odalarinin negatif basinch olmasi ideal bir yéntemdir.
Fakat hem kurulumu hemde idamesi maliyetli bir uygulamadir. Bu odalarda kapi
ve pencerelerde hava izolasyonu 6nemlidir. Odada saatte en az 6 kez hava
degdisimi saglayacak bir havalandirma uygulanmalidir. TB hasta odalari ve
koridorlara UV lamba takilmasi (her 20 metrekare alana 2 adet 15 Watt'lik UV-
C lambalari) veya UV iceren HEPA filtrelerden gecirilmis temiz havanin tekrar
odaya sirktlasyonunu saglayan havalandirma sistemleri énerilmektedir.

Her tlrl0 énleme ragmen bronkoskopi, balgam indtksiyonu, 6kstrik
yaratan diger islemler, nebilizator tedavi uygulamalari gibi yogun basil iceren
ortamlarda calismasi gerekli personel TB basillerini filtre edebilecek nitelige sahip
6zel maskeler (N95 normunda) kullanmalidir.

Ulkemizde saglik calisanlarinda TB insidansinin yiksek oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle saglik calisanlarinin peryodik taramalarinin yapilmasi
ve kaydi gereklidir. Baslangicta tlberkdlin cilt testi negatif olan personelin sonraki
taramalarda pozitif hale gelmesi koruyucu tedavi gerektirir. Koruyucu tedavi
Oncesi aktif hastalik olmadigi gosterilmelidir. Taramalarda semptomlarin
kaydedilmesi yaninda mutlaka kaliteli akciger filmleri ¢ekilmelidir. Taberklin
cilt testinin pozitifligide siphe uyandirir. Bu durumdaki kisilerin ARB yoninden

U¢ kez balgamlari incelenmelidir.

KAYNAKLAR

1. Teles M.A., Kritski A.: Biosafety and Hospital Control. in: Palomino J.C., Leao
S.C., Ritacco V (eds): Tuberculosis 2007 From basic science to patient care . First
edition. BourcillierKamps.com. chapter 11, p:361-400, 2007

2. Siegel JD., Rhinehart E., Jackson M., Chiarello L., and the Healthcare Infection
Control Practices Advisory Committee: Guideline for isolation precautions:
Preventing transmission of infectious agents in healthcare settings, p :41-73, June
2007

3. Ozyurt M: Tuberkilozun yayilimini énlemede cevresel kontrol énlemleri ve
dezenfeksiyon. Ginaydin M., Oztiirk R., Ulusoy S., Gultekin M. (edt.): 5.Ulusal
Sterilizasyon Dezenfeksiyon Kongresi, Kongre Kitabi, Sayfa: 307-333, Antalya, 4-
8 Nisan - 2007



4. Ozyurt M: Laboratuvar kazalari ve bireysel korunma tedbirleri. 6.Ulusal
Mikobakteri sempozyumu, Sempozyum Kitabi, Albay A, Kisa O (eds.), sayfa;43-
57, 23-25 Kasim 2006, Kizilcahamam-Ankara

5. Uzun M: Su sistemleri ve cevreden izole edilen mikobakteriler ve bunlarin
hastane infeksiyonlari acisindan 6énemi. 6.Ulusal Mikobakteri sempozyumu,
Sempozyum Kitabi, Albay A, Kisa O (eds.), sayfa;97-104, 23-25 Kasim 2006,
Kizilcahamam-Ankara

6. Ceyhan i: Mikobakteri laboratuvarlarinin fiziksel 6zellikleri. 6.Ulusal Mikobakteri
sempozyumu, Sempozyum Kitabi, Albay A, Kisa O (eds.), sayfa;31-42, 23-25 Kasim
2006, Kizilcahamam-Ankara

7. Roth VR, Garrett DO, Laserson KF, Starling CE, Kritski AL, Medeiros EA, Binkin
N, Jarvis WR. A multicenter evaluation of tuberculin skin test positivity and
conversion among health care workers in Brazilianhospitals. Int J Tuberc Lung
Dis. 2005 Dec;9(12):1335-42.

8. Yanarates O: Havalandirma ve Klima Sistemlerinin Kontroli Nasil Yapilir?
Nerelerde Laminar Akimli Hava Kullaniimalidir. 4. Sterilizasyon Dezenfeksiyon
Kongresi, Kongre Kitabi, Ginaydin M., Sani¢ A., Gurler B. (eds.), sayfa;602-607,
20-24 Nisan 2005, Samsun

9. Jensen P.A., Lambert L.A., lademarco M.F., Ridzon R.: Guidelines for preventing
the transmission of Mycobacterium tuberculosis in health care setting. Centers
for Disease Control and Prevention, MMWR Recomm. Rep.2005 Dec30;54(RR-17)
10. WHO: Practical Guidelines for infection control in health care facilities. SEARO
Regional Publication No. 41, 2004

11. Centers for Disease Control and Prevention (CDC); Guidelines for Environmental
infection Control in Health-Care Fascilities; Recommendations of CDC and the
Healthcare Infection Control Practices Advisory Committee (HICPAC); 6-40; 2003
12. Centers for Disease Control and Prevention (CDC); Guidelines for Infection
Control in Dental Health-Care Settings, 2003

13. Ozkara S., Aktas Z., Ozkan S., Ecevit H.; Tuberkilozdan Korunma. Turkiye'de
Tuberktlozun kontroli i¢cin Basvuru Kitabi. T.C.Saglik Bakanligi Verem Savas
Daire Baskanhgi, ANKARA, sayfa; 58-64; 2003

14. Cuhadaroglu C, Erelel M, Tabak L, Kilicaslan Z: Increased risk of tuberculosis
in health care workers: a retrospective survey at a teaching hospital in Istanbul,
Turkey.BMC Infect Dis. 2002 Jul 26;2:14.

15. Kruuner A, Danilovitsh M, Pehme L, Laisaar T, Hoffner SE, Katila ML.Tuberculosis

e |
L98J



as an occupational hazard for health care workers in Estonia. Int J Tuberc Lung
Dis. 2001 Feb;5(2):170-6.

16. Alonso-Echanove J, Granich RM, Laszlo A, Chu G, Borja N, Blas R, Olortegui
A, Binkin NJ, Jarvis WR. Occupational transmission of Mycobacterium tuberculosis
to health care workers in a university hospital in Lima, Peru. Clin Infect Dis. 2001
Sep 1;33(5):589-96. Epub 2001 Jul 25.

17. Philips MS,von Reyn CF.: Nosocomial infections due to nontuberculous
mycobacteria. Clin Infect Dis 2001; 33: 1363

18. Favero M.S., Bond W.W.: Chemical Disinfection of Medical and Surgical
Materials. in: Block S.S (edt.) : Disinfection, Sterilization, and Preservation, 5.th.
edition. Lippincott Williams & Wilkins Philadelphia, 881-918 , 2001
19. Fauerbach L.L., Janelle J.W.: Practical applications in infection control. in:
Block S.S (edt.) : Disinfection, Sterilization, and Preservation, 5.th. edition.
Lippincott Williams & Wilkins Philadelphia, 935-944, 2001

20. Wallace RJ Jr., Brown BE, Griffith DE.: Nosocomial outbreaks/pseudo-outbreaks
causede by non-tuberculous mycobacteria.Annu Rev Microbiol 1998; 52: 453
21. Kenyon TA, Ridzon R, Luskin-Hawk R, Schultz C, Paul WS, Valway SE, Onorato
IM, Castro K. A nosocomial outbreak of multidrug-resistant tuberculosis. Ann
Intern Med. 1997 Jul 1;127(1):32-6.

22. Harries AD, Kamenya A, Namarika D, Msolomba IW, Salaniponi FM, Nyangulu
DS, Nunn P.: Delays in diagnosis and treatment of smear-positive tuberculosis
and the incidence of tuberculosis in hospital nurses in Blantyre, Malawi. Trans
R Soc Trop Med Hyg.1997Jan-Feb;91(1):15-7.

23. Jereb JA, Klevens RM, Privett TD, Smith PJ, Crawford JT, Sharp VL, Davis BJ,
Jarvis WR, Dooley SW.: Tuberculosis in health care workers at a hospital with an
outbreak of multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis Arch Intern Med.
1995 Apr 24;155(8):854-9.

24. van Eer MY, Kroon FP, van Furth R Prevention of nosocomial spread of
multidrug-resistant tubercle bacilli. Neth J Med. 1994 Jun;44(6):220-6.0
25. Beck-Sagué C, Dooley SW, Hutton MD, Otten J, Breeden A, Crawford JT,
Pitchenik AE, Woodley C, Cauthen G, Jarvis WR. Hospital outbreak of multidrug-
resistant Mycobacterium tuberculosis infections. Factors in transmission to staff
and HIV-infected patients. JAMA. 1992 Sep 9;268(10):1280-6.
26. Pearson ML, Jereb JA, Frieden TR, Crawford JT, Davis BJ, Dooley SW, Jarvis
WR.Nosocomial transmission of multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis. A
risk to patients and health care workers. Ann Intern Med. 1992 Aug 1;117(3):191-6.
27-Ozkara $.:Saglik Kurumlarinda Tiiberkiloz Bulasmasi ve Korunma. 21.YUzyilda
TUberkiloz Sempozyumu Kitabi,Sayfa :243-250 , Samsun, 11-12 Haziran 2003

M a
L99J



LABORATUVARDA ALINMASI GEREKLi GUVENLIK
ONLEMLERI

Mik. Uzm. Dr. ismail Ceyhan
Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanhdi Tlberk(loz Referans ve Arastirma

Laboratuvari Sefi, Ankara

Tuberkiloz (TB) aeresol yol ile bulasan 6nemli bir enfeksiyon hastaligidir.
Enfeksiyonun dogal kaynagi akciger tiberktlozlu hastanin kendisi olmakla
birlikte dinyada cok sayida laboratuvar kaynakli vakalar da bilinmektedir. infektif
dozun oldukca distk olmasi (10 bakteriyel hiicre) 6nemini arttirmaktadir.
Mycobacterium tuberculosis (MTB) ile calisan TB laboratuvarlarinda hastalanma
riski diger alanlarda calisanlardan 3-9 kez daha fazla oldugu da unutulmamahdir.
TB klinikleri ve laboratuvarlarinda 6nemli infeksiyon kaynaklarindan biri de
hastanin kendisidir. Hasta klinige muayene olmaya ya da laboratuvara materyal
vermeye geldiginde 6ksirme, aksirma ve hatta konusma esnasinda etrafa bol
miktarda bakteri yayabilir. Bu nedenle buralarda calisan kisilerin respiratuvar
maske (N95, FFP2 veya FFP3 ) hastalarin ise cerrahi maske takmalari korunma
acisindan en 6nemli dnlemlerdendir.

TB laboratuvarina gelen her trli materyal sipheli hastalardan alindigi icin olasi
MTB icerdigi kabul edilmeli ve 6nlemler buna gére alinmalidir. Tim laboratuvar
personeli hem kendilerini hem de diger kisileri enfeksiyondan korumak amaciyla
bu 6énlemlerin alinmasi ve uygulanmasi konusunda bilincli, bilgili ve dikkatli
olmahdir.

Her bir laboratuvar personeli dncelikle kendisinin ve yakin ¢alisma arkadasinin
guvenliginden sorumludur. TUberkiloz laboratuvarinda calismaya baslamadan
once tlberkalin deri testi (ppd) ve akciger filmi ¢ektirmeli, laboratuvar yontem
ve prosedurleri icin yeterli bilgi ve egitimi almis olmahdirlar. Ayrica laboratuar
kosullarindaki riskler bilinmeli ve bunlara karsi almasi gerekli énlemler alinmali

ve ona uygun olarak davranilmaldir. (Tablo.1).



Tablo.1.TB laboratuvarlarinda biyoguvenlik 6nlemleri

1. Laboratuvar alanlarinda higbir sey yenmemeli, iciimemeli ve makyaj vb (lens degistirme gibi) yapiimamalidir.
Agiz ile pipet kullanmamali ve agiza higbir sey (kalem, etiket, ibi) sokulmamalidir.
Kesici delici aletler ile calisilirken dikkatli olunmalidir.

Laboratuvarda onlik giyilmeli ve 6nlik dis giysiler ile ayni yerde tutulmamalidir.

o > » N

Eller laboratuvara giriste, onliik, maske vb. ekipman degistirdikten ve ozellikle siipheli materyal ile temastan sonra veya

calisma sonunda uygun bakterisidal kimyasal bir madde veya sabunla yikanmalidir.

6. Cihaz ve ekipmanlarin gerekli giivenlik dnlemleri alinmadan temizlik, servis ve testleri yapilmamalidir (Ornegin; Biyogiivenlik
kabinlerinin test edilmesi veya filtrelerinin degistiriimesi formol dezenfeksiyonu gibi uygun islemlerden sonra yapilmalidir).

7. Tum laboratuvar alanlan ve galisma yiizeyleri potansiyel olarak kirli kabul edildiginden uygun dezenfektan ile temizienmeli,
atiklar steril (veya dezenfekte) ediimeden atiilmamalidir.

8.  Laboratuvar giris ve cikislar kontrol altina alinmali ve ¢alisma yapildigi zamanlarda sinirlandiriimahdir.

9. Kiltur ve ilag duyarliik galisilan laboratuarlarda aerosol olusturmasi olasi islemler BGKsinif | veya BGK sinif Il igersinde

yapilmalidir.

Laboratuvar Tasarimi, Kullanimi ve Onlemleri

Dogrudan mikroskopi yapan perifer laboratuvarlari veya dispanserler
calismalarini acik bankolarda yapabilirler. Ancak laboratuvar kayit-kabul, calisma
alani ve mikroskopi olmak Gzere G¢ boélime ayrilmahdir. Laboratuvarda en az
bir lavabo olmasi gerekli ve yeterlidir. Materyal akisi ve eger diizenleme imkani
varsa hava akimi ayni yénde paralel olarak temiz alanlardan kirli alanlara dogru
olmasi saglanmalidir (Sekil 1). Laboratuvarda kontrolstiz sirkilasyon (klima ve
benzeri cihaz gibi) yapan cihazlar bulundurulmamali ya da ¢alisma sirasinda acik
tutulmamalidir. Dezenfeksiyon acisindan yeterli ve uygun U.V. (Ultraviole lambalar)
ile desteklenmelidir. Dogrudan mikroskopi yapan laboratuvarlarda aerosol
olusumu ve bulas riski goreceli olarak dustik oldugundan kisisel korunma
ekipmanlari, énlemleri ve hijyen yeterlidir. Sterilizasyon icin otoklav bulunmasi
iyi bir secenek olmakla birlikte kimyasal dezenfeksiyon ve otoklavsiz sterilizasyon
yapilabilir.

Mikroskopi laboratuvari 6ncelikle yeterli fiziki alana sahip olmalidir. Fiziki
olarak iyi ve uygun aydinlatilimis 20-25 m? lik alan dogrudan mikroskopi yapan
bir laboratuvar icin yeterlidir. Daha dar ve cok genis alanlar ¢alisma ve konfor
acisindan uygun olmaz. Duvarlar ve tavan diizgiin, ancak kolaylikla toz ve kir
tutmayan, parlama ve yansima yapmayan, su, kimyasal ve dezefektanlara dayanikli
malzemeden yapilmis ya da bu tlr bir madde ile kapli olmalidir. Zemin kaygan
olmayan mimkdlinse toz ve mikrop tutmayan 6zelikte, temizlenmesi, ylkanmasi
ve dezenfeksiyonu kolay orta derecede hararete dayanikli olmahdir. Kapi
kendiliginden kapanan ve tercihen kilitlenebilir 6zellikte olmalidir. Pencerelere
sinek, bocek veya diger haseratin girmesini 6nleyecek malzeme takilmalidir. Kapi
Gzerine biyolojik tehlike isareti konulmali, seviyesi belirtilmelidir (Sekil 2).
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Sekil 1. Dogrudan mikroskopi yapan mikobakteri laboratuari tasarimi ve is akisi

mikroskop | | Boyama Mikroskopi
lavoba ve Kayut
Galigma manass B — ”
Ve
[j: Faw ——’Rapnrlmn;l
Yayma «——
hazirlama
Ornek Kabul
materyal kabul kayn \

BiYOLOJIK TEHLIKE

GOREVLI HARICI GIRMEK YASAKTIR

BiVOGIVENLIK sEvhvEs) .
BEVOVOVEN LK SORUM LS e

aciy

b Ty
Ex T,

e p—

Sekil 2. Biyolojik Tehlike isareti

Kiiltiir ve ila¢ duyarlilik Calisan Laboratuvarlar: Yalnizca kaltir calisan
mikobakteri laboratuvari alt yapi acisindan minimum olarak BiyogUvenlik seviye-
2 (BSL-2) olmasi yeterlidir. Ancak calismalar, uygulama ve teknikler acisindan ise
seviye 3 uygulamalari olmalidir. Kiltir yaninda ilag duyarlilik veya yogun kultarel
uygulamalar gerektiren islemler (pasaj, biyokimyasal veya molekduler tiplendirme)
yapilan laboratuvarlarda gli¢lendirilmis Seviye 2 veya seviye 3 alt yapisi gereklidir.
Seviye-3 laboratuvari gecis ve genel kullanim alanlarindan uzak, ara ve gegis
alanlari sekillendirilmis ayri olarak veya koridor sonu gibi kér noktalara
yapilabilecegdi gibi seviye-2 ile birlikte de kurulabilir.

Kaltar ve ilac duyarhlik calisilan laboratuvarlarda 6zel tasarim gerekir.
Hava ve is akisi amaca uygun temizden kirliye dogru diizenlenmelidir. Laboratuarda
en az bir adet BGK (sinif | veya Il Biyoglvenlik Kabini) bulunmali ve ¢calisma
alanlari yeterli miktarda isima ve dezenfeksiyon saglayan U.V. lambalari ile
desteklenmelidir. Kisisel korunma ekipmanlari yaninda aerosol olusturan islemler

(pipetleme, vorteksleme, karistirma, calkalama, aktarma vb) mutlaka BGK leri
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icersinde yapilmali, santriftjleme islemi icin ise 6zel olarak tasarlanmis
aerosol korumali santriftjler kullanilmalidir. Laboratuvar icersinde veya
ulasilabilecek bir yerde en az bir otoklav bulunmali kirli materyal otaklavlandiktan
sonra atilmahdir.

Laboratuvar uygun ve yeterli alanlara sahip olmahdir. Calisma alani icin
minimum 30m2, negatif basincli (sirklile etmeyen ve iceride turbilans olusturmayan
ve temiz alanlardan kirli alanlara dogru tek yonlt hava akimi olan) bir alan yeterli
kabul edilmektedir. Ayrica bu alan icersinde daha glvenli 7-8m? lik daha fazla
negatif basincli bir alan daha olusturulabilir (Sekil 3-4). Besiyeri hazir olarak satin
alinmiyor ise pozitif basinca sahip yaklasik 12 m? lik, érnekler laboratuvarda
kabul ediliyorsa 8 m? bir alan énerilmektedir. Sterilizasyon Unitesi yalnizca
mikobakteri laboratuvarina ait ise yaklasik 12m? lik bir alana ihtiyac vardir. Etav
ve buzdolabi oda tipi olarak dustnuliyorsa etlv icin 8m? buzdolab icin 6m? lik
alan yeterli olur. Ayrica ihtiya¢ duyulacak diger alanlar icin uygun fiziki alanlar
dasunalmelidir. Ornegin floresans mikroskopi icin karanlik kapal 4m? bir alan,
depo icin ‘I5m2 yeterli olabilir (Burada 6nerilen alanlar bir yaklasim ve fikir

vermesi acisindan verilmis olup standart olarak kabul edilmemelidir).

I T 1 m | 1 |
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Sekil 3. Kultr ve ilag duyarlilik testleri calisan bir mikobakteri laboratuvar 6rnegi.
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Sekil 4. BSL-2 igersinde tasarimlanmis BSL-3 laboratuvari érnegi

Mikroskopi laboratuvarina benzer sekilde duvarlar ve tavan diizgiin, toz
ve kir tutmayan, parlama ve yansima yapmayan, su, kimyasal ve dezefektanlara
dayanikli malzemeden yapilmis olmalidir. Zemin kaygan olmayan, toz tutmayan
dizgln anti bakteriyel kaplama (epoksi vb) 6zellikte, temizlenmesi, yikanmasi
ve dezenfeksiyonu kolay, asit, alkali gibi kimyasallara ve hararete veya atese
dayanikli olmalidir. Duvar zemin ve tavanin yekpare ya da mikrop ve toz
barindirmayacak yapida olmasi, girinti, cikinti ve pariz icermemesi 6nerilmektedir.
Pencereler sabit olarak kapali olmali veya calisma esnasinda hava sirkilasyonunu
bozacagindan kapali tutulmalidir. Laboratuvara bécek veya diger haseratin
girmesini onleyecek énlemler alinmalidir. Kapi kendiliginden kapanan ve
kilitlenebilir 6zellikte olmalidir. Laboratuvarda en az bir lavabo olmasi gerekli
ve yeterlidir. Lavoba dirsek, ayak veya optik-sensorll (harekete duyarh) 6zellige
sahip olmalidir. Uygun miktarda ve dayanikli malzemeden imal edilmis calisma
masa ve dolaplari olmalidir. Biyoguvenlik kabini bulunmasi ve kullaniimasi
zorunludur. izolasyon odasi; koridor, diger calisma alanlari ve temiz oda (besiyeri
odasi gibi) alanlara gore negatif basin¢l olmali ve oda icersinde kontrolstz
sirktlasyon (klima, vantilatér ve benzeri cihaz gibi) yapan cihazlar
bulundurulmamalidir. Tek gegis hava akimi (BSL-2) veya uygun miktarda negatif
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basin¢ olusturulmalidir (BSL-3). Laboratuvara minimum saatte 6 kez
degisim sagalayacak mekanik havalandirma sistemi kurulmalidir. Laboratuvar
alanlarindan atilan kirli hava tekrar laboratuvara veya genel kullanim alanlarina
verilmemelidir. Ancak temizlenmis/dezenfekte ve/veya steril oldugu kesinlikle
garanti edilmis hava kullanilabilir. Laboratuvar dezenfeksiyon agisindan yeterli
ve uygun U.V. (Ultraviole lambalar) ile desteklenebilir. Kisisel korunma ekipmanlari
(maske, 6nluk ve eldiven) ihmal edilmemelidir.

Kaltar ve ilac duyarlilik yapilan mikobakteri laboratuvari (BSL-2 veya BSL-
3 laboratuvan) icersindeki biyogUvenlik kabinleri dis ortama veya bina eksozuna
baglanmalidir. Baglanti iki sekilde yapilabilir (Sekil 5). Yikstk baglanti (thimble)
adi verilen baglanti tipinde eksoz hem oda icinden hem de kabin cikisindan oda
disina hava atar. Bu tir baglantinin en 6nemli avantaji oda ici basing ayarlamasinin
kolay olmasidir. Kabin ve ekzos faninin ayni acilmasi zorunlu degildir. Ekzos fani
kabinden 6nce, sonra veya ayni anda acilabilir. Ancak daha glvenli bir calisma
icin ekzos fani, kabin calistirilmadan 10-15 dakika énce calistirillmali ve 10-15
dakika sonra kapatilmalidir. Kabinin dogrudan disariya veya bina eksozuna bagli
oldugu durumlarda ise biyogUivenlik kabini ve ekzos fani ayni anda calistiriimahdir.

Dogrudan mikroskopi calisilan laboratuvarlarda risk goreceli olarak
disuktdr. Bu nedenle pahali ve gelismis koruyucu ekipman alinmasina gerek
yoktur. Ancak bu tir laboratuvarlarda kisisel koruyucu énlemler ve ekipmanlar
yaninda tasarim énem kazanir. islemler sirasinda potansiyel risk prosedrler iyi

bilinmeli ve gerekli 6nlemler alinmalidir (Tablo. 2.).
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Tablo.2.Potansiyel risk ve aerosol olusturan islemler ve alinmasi gerekli 6nlemler

Potansiyel risk tasiyan iglemler

Dogrudan mikroskopi yapan
laboratuvarlar

Kiiltiir yapan laboratuarlar

yapillmasi ve
materyalin
aktariimasi)

dikkatli ve yavasca
hazirlanir. Ani ve hizli
hareketlerden sakinmali

sicratmamalidir.

i) Ornek kabinin | Calisma bankosunda, bunzen beki . . o
Biyoglivenlik kabini icinde

acllmasi. yaninda
. 1. Pipetleme yapilmaz.
ii) Preparat .

2. Preparat hazirlanirken 6ze
hazirlanmasi i i
. ile veya tahta cubuk ile
(Pipetleme

Biyoguvenlik kabini icinde

iii)) Santrifljleme

islemleri

Santriflijleme yapilmaz.

Biyoguvenlik 6nlemleri alinmig alanda

ve aerosol korumali santrifiijlerde

iv) Vorteksleme,
calkalama,
ezme vb

islemler

Bu islemler yapilmaz.

Biyoguvenlik kabini icinde

V) Enjektor
icindeki
materyalin
bosaltiimasi

Zorunlu durumlarda maske giyilerek
ve alev yaninda galisma bankosunda
yapilabilir.

Biyoguvenlik kabini icinde

Vi) Liyofilize ampul
aglimasi ve
kaltdr
tliplerinden
pasaj veya ilac

Bu islemler yapiimaz.

Negatif basingli 6zel alanlarda ve
Biyoguvenlik (Sinif 1l) kabini icinde

duyarllik igin
islem
yapilmasi
a. Iginde yikanmis kum veya 3-5mm gapli cam boncuklar
bulunan kap™ icersinde iyice temizlenip dezenfekte
vii) Azenin edildikten sonra akkor hale gelinceye kadar yakilir.
Tahta cubuk kullaniliyor ise gubuk icinde dezenfektan
yakilmasi

olan atik kabi icine atilir ve daha sonra ya otoklavda

ya da yakilarak sterilize edilir.

b. Tek kullanimlik 6ze veya cubuklar kullanilabilir.

(*)500-1000 ml'lik kapakli erlen veya kavanozun 1/3'G boncuk ya da temiz, yikanmis kum, 2/3 G alkol ile doldurulur.

Erlen kolay alev almayacak sekilde atesten uzakta ve kullaniimadigi durumlarda kapali tutulur.

Kaltar ve ilag duyarhligi calisilan laboratuvarlarda daha ileri tasarim, dizenleme,

ekipman ve 6nlemlerin alinmasi zorunludur (Tablo.2 ve 3.).




Tablo.3.TB Laboratuvarlarinin biyogiivenlik tasarim ve ekipmanlari

Dogrudan mikroskopi yapan

laboratuarlar

Kiiltiir yapan laboratuarlar

Tasarim/alt yapi

1.Laboratuvar amaca uygun 3 bélime
ayrilmahdir.

2.Laboratuvar da kullanilan énluk vb
malzeme glnlik malzemelerden ayri
tutulacak alan olmalidir.

3.Materyal akigl ve hava akimi
dizenlenmelidir

4.Lavabo olmalidir.

5.Calisma alanlarinda direkt ve Ust hava
isimali UV' lambalar, Hasta odalari,
bekleme salonlari, muayene odalarinda
ise Ust hava igimali UV lambalar ya da
mekanik hava sirkulasyonu saglayan
kapali U.V. cihazlari bulunmasi tavsiye

edilir.

1.Laboratuvar kirli ve temiz alanlar olarak iki ana
béllime ayrilmahdir. Materyal akisi ve/veya hava
akimi temiz alanlardan kirli alanlara dogru
yonlendirilerek kontrol edilebilir dlizeyde
tutulmahdir.

2.Laboratuvar da kullanilan 6nlik vb malzeme
gunllik malzemelerden ayri tutulacak alan
olmalidir.

3.Lavabo olmalidir.

4. Calisma alanlarinda direkt ve Ust hava isimali UV
lambalar, Hasta odalari, bekleme salonlari,
muayene odalarinda ise Ust hava isimali UV
lambalar ya da mekanik hava sirkulasyonu

saglayan kapali U.V. cihazlari bulunmalidir..

Guvenlik

ekipmanlari

Maske*:Maske zorunludur. Cerrahi
maskeler koruyucu degildir. Ancak
hastalara takiimalidir.

Onliik: Normal laboratuvar énliga
yeterlidir.

Eldiven: Plastik tek kullanimlik eldiven
kullanilabilir.

Maske: Respiratuvar tip maske zorunludur.
Onliik:Onii kapall arkadan baglanan dzel tip dnliik
tercih edilmelidir.

Eldiven: Plastik tek kullanimlik eldiven kullaniimasi
zorunludur

Biyoglvenlik kabinleri®:sinif | veya Sinif Il tipte
olmali kullaniimasi zorunludur.

Santrifiij”: En az 3000xg santrifigasyon saglayan,
Sogutmall, kilitli ana kapakli ve anti-aerosol

biyoguvenlik korumali sistemlerine sahip olmalidir.

Sterilizasyon ve

dezenfeksiyon

Yakma islemi, etkili kimyasal
dezenfeksiyon, kaynatma ve hijyen iceren
temizlik yeterlidir. Otoklav zorunlu degildir.

Yakma islemi, etkili kimyasal dezenfeksiyon,
kaynatma ve hijyen iceren temizlik yaninda, Otoklav
zorunludur.

Dezenfeksiyon

Hipoklorit(%3-5 lik den 1/20-1/100 sulandiriimis) , %70-90 lik Alkol (etanol), Fenol (%2-5),
Glutaraldehit(%2) kullanilabilir. 4’lii amonyum bilesikleri (zefiran veya seffril gibi) kullanilamaz

(1)UV.Ultra-viole lamba.

(2) N95, P2 veya P3 standartlarinda (EN149)

(3) EN 12469 veya esdeder standartlarinda olmalidir.
(

4) Hem kilitli kapakli, hem de anti-aerosol korumali tip olmali, tiip gode kisimlari burgu kapakli ve ¢alisma yukiine

uygun olarak en az 24 adet 50 ml'lik materyal tiipleri icin uygun olmasi tercih edilmelidir.

-—
Temiz hava akom o

Sekil 5. Biyoguvenlik kabinlerinin baglanti tipleri: Yukstk (thimble) tip (sol) ve
dogrudan baglanti (sag).




Biyogiivenlik kabinleri(BGK)

Biyoguvenlik kabinleri (BGK) esas itibariyle calisan personel ve cevreyi
infeksiy6z aerosol ve sigramalardan korumaya yoénelik tasarimlanan hava akimi
dizenlenmis cihazlardir. 3 farkh sinifi vardir. Bu cihazlarin en énemli iki 6zelliginden
biri amaca yonelik kontrolli hava akimi saglamasi dideri ise hava icersindeki
mikroskopik partiktllerin elimine edilmesidir. Eliminasyon BGK'lerindeki HEPA
(High efficiency particulate air) adi verilen bir tar filtre sistem/leri tarafindan
saglanmaktadir. Kalttr ve ilag duyarliligi testleri calisilan laboratuvarlarda
bulunmasi zorunludur. Glvenlik kabininin 6zellikleri ile iliskili olarak kullanim
alanlari farklidir. Genel olarak BGK nin bazi temel 6zellikleri tablo 6.da
gosterilmistir. Tlberklloz laboratuvarlarinda Sinif | veya Sinif Il tipleri kullanilabilir.
Sinif | kabinler personel ve cevre korumaya yonelik olarak tasarimlanmistir. Sinif
Il kabinler ise bunlara ilave olarak GrinU de korurlar. Bu nedenle kultar
laboratuarlarinda Sinif Il BGK tercih edilmelidir. BGK'lerinin secimi sirasinda
dikkat edilmesi gerekli iki 6nemli nokta bulunaktadir. Birincisi, BGK'leri cogu
zaman cogu yerde laminair-flow olarak bilinen Temiz Calisma kabinleri (TB: Clean
Bench) ile karistirilmaktadir. Buna dikkat edilmelidir. Ciinkd Temiz Calisma
kabinleri yalnizca GrinG korumaya yénelik laminair-flow’lar oldugundan icersinde
kesinlikle enfeksiydz ve klinik érnekler gibi risk tasiyan materyaller ¢alisilamaz.
BGK'leri ile aralarindaki bu énemli fark dolayisiyla klinik laboratuvarlarinda
kullanilmalari yarardan ¢ok zarar getirir. Bu nedenle farkli amaclar icin tasarlanmis
laminair-flowlari birbirinden ayirt etmek cok énemlidir. BGK'leri ile TB'leri basitce
ayirimini yapmak igin calisma diizeyi ve ylizeyine duman veya titsi tutulabilir:
dumani iceri cekiyor ise BGK, disari kagiriyor veya tasiriyor ise TB'dir. ikinci énemli
nokta kabinin uygun standartlarda oldugu test edilmeli veya ettirilmelidir. Ciink(
bugin diinyada cok sayida Avrupa (EN12469) veya esdegeri diger uluslararasi ya
da ulusal standartlarda ve sertifikaya sahip olmasina ragmen son derece yetersiz
ve en basit testleri bile gecemeyen son derece yetersiz kabinler bulunmaktadir.
Bu nedenle Biyogulvenlik kabini laboratuar kosullarinda akredite veya bagimsiz
bir test kurulusuna test ettirilmelidir.

Hemen hemen hicbir kabin yapisal olarak tek basina %100 koruyuculuga
sahip degildir. Ozellikle Sinif | ve Sinif Il kabinlerde koruma ve korunmanin
istenilen dlizeye ylkseltilmesi dogru monte edilmesi ve uygun sekilde kullaniimasi
mUmkUn olabilir. Kabinler laboratuvar icersinde gecis trafigi olmayan kapi ve
pencerelerden (Pencereler calisma sirasinda kesinlikle kapali tutulmalidir) ve hava
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sirktlasyon yolundan uzak noktalara yerlestirilmelidir. TB laboratuvarlarinda
kullanilan BGK'lerinin fan ile glclendirilmis thimble/canopy baglanti denen
baglanti modeli ile baglantilarinin yapilmasi oda icersinde yeterli seviyede dlstk
basing olusmasina ve daha glvenli calisma ortami olusturulmasina yardim eder.

Ayrica sinif Il kabinlerin dogru kullanimi bulas riskini dnemli élctide dusardr.
Calisma sirasinda uyulacak kurallar:

a) Kabin ¢alisma yUzeyindeki hava delikleri kapatilmamali ve hava akimini bozacak
geredinden fazla malzeme kabin icersine konulmamalidir.

b) Kabinde calisma yapilirken etrafta dolasilmamali, kapi ve pencereler kapali
tutulmalidir.

¢) Kabin icersinde calisima yaparken eller disari ¢cikarilmamali veya bu islem
minimize edilmelidir. Bu durumda calismaya tekrar baslamak icin eller igeriye
sokulduktan sonra 2-3 dakika beklenmelidir.

d) Kabin icersinde bunzen beki kullanilmamalidir. Mikro-insineratér veya tek
kullanimhk 6ze kullaniimahdir.

e) Kabin ¢alismaz durumda ve glivenli hava akimi olusmadidi/folmadigi durumlarda
kullanilmamalidir.

f) Calisma baslamadan 6nce ¢alismanin tim ayrintilari gdézden gecirilmeli,
planlanmali ve gerekli malzemeler 6nceden hazirlanmali ve kabin icersine konmasi
gerekli olanlar belirlenerek yerlestirilmelidir.

g) Calisma ylzeyine dezenfektan emdirilmis ped yerlestirilmelidir.

h) Kabin acildiktan sonra yaklasik 15 dakika beklenerek hava akiminin gtvenli
duruma gelmesi saglanmalidir.

i) Kabin 6n cam acikhgi gtivenli pozisyondan daha az veya daha ¢ok agilmamalidir.
j) Kabin calisma bitiminden sonra kirliler dezenfeksiyon veya sterilizasyon amaciyla
uygun sekilde kabinden uzaklastiriimahdir.

k) Kabin en az 5 dakika daha calistiriimalidir.

I) Daha sonra kabin ici temizlenmeli ve dezenfekte (%70lik alkol veya %0.5-1
lik sodyum hipoklorit (NaOCl)-ev tipi camasir suyu 20-50 kat sulandirilarak
hazirlanabilir) edilmelidir. NaOCl ile dezenfeksiyon yapildiginda (NaOCI asindirici

oldudu icin) calisma ylzeyi %70 lik alkol veya su ile tekrar silinmelidir.
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Ultra-viole (U.V.) lambalar

Direkt ve Ust hava isimali olarak kullanilabilirler. En etkili UV'ler dalga
boyu 254 nm (nanometre) olan UV-C tipleridir. Yararli dmirleri teknik 6zelliklerinde
belirtilmemis ise yaklasik 2500-3000 saat arasinda degisir. Bundan dolayi daha
uzun sure kullanilmasi yarar getirmez. Teknik olarak kontrol edilmeli ya da Uretici
firma glvencesi aranmalidir. UV lambalarin penatrasyon 6zelligi olmadigi igin
diger dezenfeksiyon islemleri ile birlikte kullanilmalidir. Lambalar reflektor icinde
yerden 210 cm yukarida duvara monte edilmis olmalidir. Reflektérli/korunmus
UV lamba altinda calismak zararli degildir. Ancak direkt i1simali UV lamba altinda
korumasiz halde calismak veya bulunmak zararli ve tehlikelidir. Ust hava isimali
UV lambalar hava dezenfeksiyonu saglarken, direkt isimali olanlar hem hava
hem de ylizey dezenfeksiyonuna yardim ederler. Teknik olarak direkt ve Ust hava
isimali UV lambalar, reflektore hareket kabiliyeti saglayan (reflektor Gst ve alt
kisimlara kolaylikla hareket edebilir) pratik bir tasarimla birlestirilmislerdir.
Boylece bir UV lamba hem direkt hem de Ust isimal tipte kullanilabilir. Bir odaya
yerlestirilecek UV lamba adedi odanin boyutlarina gére degisir (Tablo.4). Lambalar
kisa zamanda toz tuttugu icin 2-4 haftada bir %70 alkolll bez ile silinmelidirler.

Yizey dezenfeksiyonu gerektirmeyen alanlarda, 6rnegin tuberktlozlu
hasta odalari, muayene odalari ya da hasta bekleme salonlari gibi genel kullanim
alanlarinda mekanik hava sirkilasyonu saglayan kapali U.V. lamba iceren 6zel

tasarlanmis cihazlar kullanilabilir.

Tablo.4. Laboratuvar boyutlarina gore takilmasi gerekli iist hava igimali UV lamba adetleri
Tavan yiiksekligi: 2.7-3m Oda-uz.Lvl!'\Iugu:3-4 m Oda.uz-lvlrllugu:3-4 m
Genigligi: 3-4 m Genisligi:5.5-7Tm
3 adet 15 W veya
%90 hava dezenfeksiyonu igin: 1adet 15 Watt (W) 1 adet 30 W veya
Personel en fazla 8 1 adet 40 W
saat 1g1Ima altinda 6 adet 15 W veya
%99 hava dezenfeksiyonu igin: 2 adet 15 W veya
2 adet 30 W veya
1 adet30 W
2 adet40 W

Personel Koruyucu ekipmanlar:

Biyogtivenlik kabinleri %100 etkili veya koruyucu olmadiklari icin 6zellikle iyi
secilmis maske, onliuk ve eldiven gibi diger personel koruyucu giysiler ile birlikte
kullanilmalidirlar. Maskeler respiratuvar tipte, 0.5-1.0.m buyukligindeki partikuller
icin %90 dan fazla koruyucu 6zellikte N95 veya P2 ya da daha iyisi P3 (EN149-FFP2,
EN149 FFP3 veya N95) standartlarinda olmalidir. Ayrica tek kullanimlik plastik

muayene eldiveni kullaniimalidir.



Her calisma da mutlaka énlik giyilmelidir. Onliik ve diger giysiler higbir zaman
ayni yerde (dolap vb) saknmamalidir. Laboratuvarda otoklavlanabilir ve/veya
degistirilebilir ayakkabilar kullaniimasi uygundur. Kullanilan koruyucu giysiler U.V.
lamba altinda 1-2 saat tutulmalidir. Yipranmis ve kullanilamayacak durumda olan
koruyucu malzemeler kapall kap ya da otoklavlanabilir posetler icersinde sterilize
edildikten sonra atilir. Belirgin sekilde kirlenen ancak tekrar kullanilabilecek durumda

olan malzemeler benzer sekilde sterilize edildikten sonra kullaniimahdir.
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ETKINLIGi ARASTIRILAN YENI iLACLAR

Doc. Dr. Vildan AVKAN OGUZ
Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi infeksiyon Hastaliklari ve Klinik Bakteriyoloji

Anabilim Dali, izmir

TUberkUloz (TB) hala en tehlikeli toplum kaynakli kronik bir hastaliktir.
Son on yilda ¢ok ilaca direncli tiiberktloz (MDR-TB)'dan daha direncli Extensively
Drug-Resistant Tuberculosis (XDR-TB) suslarinin tanimlanmasi ve bu suslarla
Guney Afrika’'da ortaya cikan son salginda ¢cogu HIV ile infekte 53 olgunun
52'sinin 6lmesi, tlberkiloz (TB) olgularinin tanisindan tedavisine yeni arayislarin
aciliyetini vurgulamaktadir. Dlinyada 90 Glkede MDR-TB ve Sovyet Rusya, Asya
Glkeleri basta olmak Uzere en az 28 Ulkede XDR-TB olgularinin varligi
bildirilmektedir (1). Latvia MDR-TB olgulari en yiksek olan tlkelerden biridir ve
MDR-TB olgularinin % 19'u XDR-TB kriterlerine sahiptir (2). Dinya Saglik Orguti
(DSO) ilac direncli TB’u tedavi etmek icin her yil 650 milyon dolara ihtiyac oldugunu
belirlemistir. Ancak bu maliyete karsin tedavide en 6nemli problem hastalarin
tedaviye uyumunun saglanmasidir. Tedavi uzun sirelidir ve birden fazla ilag
kullanimin getirdigi sorunlar hasta uyumunu zorlastirmaktadir. Hastalar daha
tedavinin ilk ayinda kendini daha iyi hissetmekte ve ilaclari diizensiz kullanmaya
baslamaktadir. Tedavi 1960-1970'li yillarda yeni ilaglarin kullanima girmesi ve
daha sonra direkt gézlem altinda tedavi uygulanmasi ile 24 aydan 6 aya kadar
kisalmakla birlikte problem ¢6zlilmUs degildir. Direng ve hasta uyumu basta
olmak Gzere bu sorunlara yanit aramak, tedavi stresini kisaltmak ve yeni ilag
gelistirmek amaciyla 8 Subat 2000'de Gliney Afrika Cape Town'da DSO, Diinya
Bankasi, Centers for Diseases Control (CDC) ve 120'den fazla uluslararasi kurum,
fon ve dernek temsilcilerinin katilimi ile olusturulan ‘The Global Alliance for TB
Drug Development (TB Alliance)’ mattefikligi sonucu “Cape Town Bildirisi”
olusturuldu. TB Alliance, riskleri ve olumlu sonuglari paylasmak Gizere tasarlanmis
kar amaci gitmeyen bir ortakliktir. Hazirlanan bildiride yeni ilac gelistirme
¢abalarinin motivasyonu ile, tedavi stiresinin daha da kisaltiimasi, 6zellikle HIV+TB
birlikteligi olan olgularda ilag etkilesimlerinin irdelenmesi ve gelismekte olan
Ulkelerde latent TB infeksiyonu (LTBI) kontroll ile hastaligin tedavisinin

basitlestirilmesi amaclanmaktadir (2-4).
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Son zamanlara kadar TB’a karsi yeni ilac gelistirme cabasi azdi ve ila¢ sanayinde
yeni bir TB ilaci gelistirmek icin yeterli 6denek ayrilmiyordu. Sadece kiguk
biyoteknoloji sirketlerinin aktif bir cabasi vardi. En son rifamisinler TB tedavisinde
kullanilmak tGzere 1971 yilinda Food and Drug Administration (FDA) onayi aldi.
Son 30 - 40 yildan beri farkl bir etki mekanizmasina sahip gUglG bir TB ilaci klinik
kullanima girmedi. Yeni bir TB ilaci gelistirmenin maliyeti de 115-240 milyon
dolar olarak tahmin edildi ve TB Alliance sonrasi ilk destek Rockefeller vakfi
tarafindan yapildi. Bunu Bill ve Melinda Gates vakfi izledi ve TB Alliance ortaklari

bes stratejik hedef saptadi.

1. Umit veren bilesiklerin degerlendirilmesi ve tanimlanmasi

2. Aday olan yeni ilaglarin klinik 6ncesi gelistiriimesi ve denetlenmesi

3. Yeni ilaglarla ilgili klinik calismalarin dlizenlemesi ve onayi

4. ilacin maliyetinin karsilanabilirligi, ilacin kabul gérmesi ve ulasilabilirliginin
OlcimU Affordability, Adoption and Acces (AAA) stratejisi

5. TB ilag gelisimi icin uzmanlarin harekete gecirilmesi ve kaynak saglanmasi.

Bu asamadan sonra TB yeni ilac Gretim asamasi hareketlendi ve Mycobacterium
tuberculosis genom dizisinin tanimlanmasi ile bakterinin yapisinda bulunan
gruplar veya biyokimyasal reaksiyonlarda rol oynayan enzimler gibi pek ¢ok yeni
hedef, yeni bir TB ilaci gelistirmek amaciyla secildi. Bu hedefler arasinda
arbinogalaktan, peptidoglikan, mikolik asit gibi hiicre duvar biyosentezi, aminosit
biyosentezi ve bazi kofakforlerin (folik asit, pantotenik asit, riboflavin, CoA)
biyosentezleri bulunmaktadir. Hedefler ile yapilan calismalarda invitro veya
invivo degisik derecelerde basari saglanmis ve daha ayrintili degerlendirmeler
sonucu 6ncelik sirasina gore, Uretici tarafindan yapilan ama hentz kullanima
girmeyen Urlnler ortaya ¢ikmistir. (3, 5, 6). Mart 2005'te global TB ilaglarinin
Uretici tarafindan yapilan ama henlz kullanima girmeyen Urinleri tablo 1'de
sunulmustur. Son birkag yillda TB Alliance tarafindan bildirilen yeni ilaclar icin
aday bilesikler ise sunlardir (3)

1. Nitroimidazoller : Potansiyel sterilizan aktivitesi ve MDR-TB karsi etkinligi s6z
konusudur.

2. Uzun etkili rifamisinler : Antiretroviral ilag etkilesimleri ve diger rifamisinlere
capraz direncten kaginma potansiyeline sahip 6zellikleri ve uzun etkileri ile aralikli
tedavi uygulamalarinda arastiriimaktadir.
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3. Makrolidler : Farmakolojik 6zellikleri ve M. tuberculosis’e karsi antibakteriyal
aktiviteleri nedeni ile potansiyel tUberkiloz ilaglari arasindadir.
4. Oksazolidinonlar : Antimikobakteriyel aktiviteye sahip dar spektrumlu ajanlardir.
Fare modeli ile yapilan hayvan calismalarinda izoniyazide benzer aktivite gosterir.
Invitro calismalarda M. tuberculosis icin Linezolid’in MIC90 degeri 1-2 mg/L'dir.
Duyarli suslar, MDR-TB suslari ve M. tuberculosis disi mikobakterilere karsi etkinligi
bildirilmekle birlikte klinik kullanim hentz sinirlidir. Eriskinde 2x600 mg/glin <28
gln sire ile kullanimi iyi tolere edilir. Uzun stre kullanimda geri dontstiml(
hemopoietik supresyon, trombositopeni ve néropati ortaya cikabilir (7). Son
zamalarda ikinci kusak antitiberkiloz ilaglar arasinda kullanimi artan Linezolid’'e
karsi MDR-TB suslari arasinda % 1,9 oraninda direnc bildirildi Diren¢ mekanizmasi
tam olarak aciklanamamakla birlikte direncli suslarda herhangi bir mutasyon
saptanmadigi aciklandi. Direngte efliks pompa inhibitorlerinin olasi etkilerinin
roll olabilecegi ima edildi. (8).

5. Pleuromutilinler : Dogal (iriin kaynakli yeni sinif bir antibiyotiktir. ilk cahismalarla
antitiberkiloz etkinligi oldugu, ¢apraz direnc géstermedigi ve ¢cok yavas direng
gelistigi belirlendi.

6. Piroller : in vitro ve yeni etki mekanizmasi ile hayvan modellerinde
antimikobakteriyel etkinlige sahip yeni sinif bilesiklerdir.

7. Florokinolonlar : Bu bilesiklerden 8-metoxy-fluoroquinolon olan gatifloksasin
ve moksifloksasin ile yapilan calismalar, bu bilesiklerin en fazla Gmit verdigini

ve tedavi sUresinin kisaltilmasinda anahtar roll oynayabileceklerini gosterdi.



Yeni kesfedilen bilesikler

Nitroimidazol analoglari
Karboksilatlar
Kinolonlar
Makrolidler
Pleuromutilinler
Isocitrate Lyase (ICL)
Inh A
Odaklanmig taramalar
Metiltransferaz inhibitorleri
Tarama / hedef
tanimlanmasi

Klinik dncesi test asamasindaki bilesikler

Nitroimidazole PA-824
Pyrole LL 3858
SQ-109

Klinik testler uygulananlar bilesikler

Moksifloksasin
Diarylquinolone R207910
Properietary Compound
Gatifloksasin

Tablo 1: Mart 2005'te global TB ilaglarinin Uretici tarafindan yapilan ama henuiz

kullanima girmeyen tranleri (Gardner CA,2005)

Cape Town Bildirisi sonrasi nispeten kisa bir strede, bu Grinler icinden yedi

gelecek vaad eden bilesik klinik denemeye alindi (Tablo 2).

Yeni bilesikler | Calisma fazi Destekleyen kuruluslar
Gatifloksasin Faz Ill European Commission /OFLOTUB
consortium, Institut de Recherche
pourle développement, WHO TDR,
Lupin
Moksifloksasin | Faz Il / llI Bayer, TB Alliance, CDC, University
Collage of London, Johns Hopkins
University
TMC 207 Erken bakterisidal | Johnson and Johnson (Tibotec)
aktivite
OPC - 67683 | Erken bakterisidal | Otsuka Pharmaceutical Co.,Ltd.
aktivite
PA — 824 Faz | TB Alliance
LL — 3858 Faz | Lupin Ltd.
SQ-109 Faz | Sequella Inc.

Tablo 2 : Etkinligi arastirilan yeni bilesikler
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GATIFLOKSASIN : Direnc saptanmayan suslarla infekte akciger TB'lu
olgularin tedavisi amaciyla gelistirilmistir. Afrika’da cok merkezli, faz lll, randomize
kontrolld bir c¢alismada; 1iki ay slOre ile hergin
izoniyazid+Rifampisin+Pirazinamid+Gatifloksasin kullaniminin ardindan, iki ay
sure ile haftada (¢ kez izoniyazid+Rifampisin+ Gatifloksasin kullanilarak uygulanan
toplam dort aylik tedavi semasi, standart alti aylik birinci kusak ilaglarin kullanildig
tedavi ile karsilastirilmistir. Etkinlik icin olgular tedavi bitiminden itibaren iki yil
stire ile izlenmis ve olgularda disglisemi riskinin diger florokinolon kullanilanlara
gobre daha fazla saptanmasi nedeniyle, gatifloksasin kullaniminin Kanada ve
Amerika’da diabetes mellituslu olgular icin kontrendike oldugu belirtilmistir
(Subat 2006).

MOKSIFLOKSASIN : iki farkli kombinasyon rejimi ile test edilmistir. Hayvan
modeli ile yapilan ilk calismada; standart tedavi rejiminde etambutol’lin yerine
moksifloksasin kullanilarak balgam kaltar konversiyonunun standart tedaviden
4-6 hafta daha erken ortaya ciktigi gosterilmistir. Yeni tani alan TB olgularinin
tedavisinde etambutol yerine moksifloksasin kullanim calismalari ispanya, Giiney
Amerika ve Afrika’da yapilmaktadir. ikinci fare modeli ile yapilan cift kor,
randomize, kontrolli faz Il calismada ise standart tedavide izoniyazid yerine
moksifloksasin kullanimi degerlendirmesi sirmektedir. Bu her iki rejimin faz IlI
¢alismasina baslanmasi 2007'nin ikinci yarisinda planlanmaktadir. Moksifloksasin
iceren rejimlerle ila¢ duyarli aktif TB olgularinda dért aylik tedavinin etkinligi
ve guvenirliligi, standart alti ay stiren tiberklloz tedavisinden daha az degildir
(2). Bu veriler kombinasyon rejimlerine moksifloksasinin eklenmesi ile TB tedavi

stresinin kisalabilecegini vurgulamaktadir.

TMC207 (TIBOTEC) : invitro direncli veya duyarli M. tuberculosis suslarina
etkili diarylquinolin’dir. TB icin yeni bir ilag sinifidir. Basilin ATP sentazini inhibe
eder. invitro ve fare modelinde invivo aktivitesi oldukca etkili olmasina karsin
birinci kusak tiberkiloz ilaci olarak kullanilmasi i¢in bazi sakincalari vardir.
Ornegdin Sitokrom P450 3A4 enzimi ile metabolize oldugundan rifampisin ile
birlikte kullanimi sonucu serum konsantrasyonunun yaklasik % 50 oraninda
azaldigi belirtilmistir. Yapilan baska bir calismada tedavinin en az ilk dort gtnt
icin erken bakterisidal aktivitesinin izoniyazid veya rifampisin ile karsilastirildiginda
minimal oldugu ve tedavinin 5-7. gliniinde 400 mg/giin TMC207 kullanimi ile,
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bu aktivitenin izoniyazid veya rifampisin ile benzer oldugu bildirilmistir.
Ancak simdiye kadar yapilan calismalarla glvenli ve tolere edilebilir bir ilag
oldugundan gelecekte MDR-TB olgularinda faz Il ¢calismalari planlanmaktadir

(2).

OPC-67683 ve PA-824 : Her iki bilesik nitroimidazol grubudur. OPC-67683
nitroimidazo-oxazole ve PA-824 nitroimidazo-oxazine bilesigidir. OPC-67683'(in
faz | glvenlilik, tolerabilite, farmakokinetik testleri ve 400 mg kullanimi ile ilk
7 gin icindeki erken bakterisidal aktiviteyi dederlendiren calismalari
tamamlanmistir. Erken bakterisidal etki calismalari kullanilan ilac dozu ve katilan
merkez sayisi arttirilarak 14 gline uzatilip standart dort-ilag kontrol rejimi ile
birlikte Giney Afrika'da sirmektedir. PA-824'Un de glvenlilik, tolerabilite,
farmakokinetik testleri yapilmis ve 14 gin slre ile ilacin erken bakterisidal
aktivitesini degerlendirilecek calismalarin Giney Afrika’'da yapilmasi
planlanmaktadir (2). PA-824 TB Alliance tarafindan 2002 Haziran’da kazanilan
ilk bilesiktir. Bakterisidal aktivitesi izoniyazid’e benzer, sterilizan aktivitesi
rifampisinin aktivitesine rakiptir. ilac duyarli ve MDR-TB suslarina karsi etkilidir.
Toksikolojik calismalarda teratojenik ve toksik etkisi gosterilememistir (3). Her
iki bilesigin etkin dozu ve en fazla tolere edilen dozu arasindaki kabul edilebilir
terapotik aralik saptanmistir. Calismalar, daha uzun siire etkinligin varligini ve
bilesigin kombinasyon rejimi icindeki yerini gésteren denemeler ile faz Il

calismalarina gecilerek devam edecektir.

LL-3858 (SUBOTERB) : Yeni bir pirol’diir. Bu bilesigin fare modelinde
standart birinci kusak ilaglar ile kombinasyon tedauvisi icinde kullaniimasiyla,
akciger ve dalaktaki sterilizan etkinin, sadece standart birinci kusak ilaglarin
kullanilmasina gére, daha kisa sirede ortaya ciktigi saptanmistir. ilacin birden

fazla doz uygulamasi ile faz | klinik degerlendirmesi sirmektedir.

SQ-109 : Hem izoniyazid hem de rifampisin ile sinerjik etkili olduguna

inanilan ethylenediamine’dir.

Yeni bir TB ilacinin gelistiriimesinde faz | calismalari icin en az bir yil, faz
Ilicin iki yil ve faz Ill icin ¢ yil olmak Gzere en az alti yil gereklidir. ilacin etkin

ve guvenli oldugunun goésterilmesi disinda, bu ilacin diger tibekiloz ilaclari ile
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etkilesimi ve kombinasyon icindeki yerinin arastiriimasi stireyi yirmi yilin
Uzerine ¢ikarmaktadir. Strenin uzamasina ek olarak maliyet de artmaktadir. TB
Alliance global marketin, birinci kusak ttberkiloz ilaglari icin yaklasik 315 milyon
dolar, ikinci kusak ilaclar icin 54 milyon dolar oldugunu bildirmektedir (9).
Sonucta yeni rejimlerin gelistirilmesi hem insan glici hem ekonomik kaynak
gerektirir. Kaynak saglandiginda bile bakterinin Greme zamaninin ve tedavisinin
diger bakterilere gére daha uzun olmasi, yeni ilacin farkh arastirmalarla etkinliginin
gosterilebilmesi icin nispeten fazla sayida olgu ihtiyaci ve olgularin uzun sare
izlemi, etkinligi arastirilan ilag gelisimine katkida bulunan guclestirici faktorlerdir.
Planlama, ilacin ihtiyaci olan kisilere ulastiriimasi, toplumun egitimi de basarida
rol oynamaktadir. Onerilen, ulusal tiberklloz kontrol programlari ile yeni ilag
gelisimine katkida bulunan firmalar arasinda strekli bilgi paylasiminin

saglanmasidir.
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TUBERKULOZ ASILARI

Prof. Dr. Seyyal ROTA
Gazi Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Mikrobiyoloji AD, Ankara

TUberklloz halen diinyamizdaki en biyuk saglik sorunlarindan biri olmayi
sirdlirmektedir. DUnya ntfusunun 1/30ndn tlberktloz riski altinda oldugu
bilinmektedir. Halen bitin dinyada 2 milyar kisinin tiberkUloz ile enfekte
oldugu ve yilda 8-10 milyon yeni olgu oldugu tahmin edilmektedir. 2 milyon kisi
de bu enfeksiyon nedeniyle hayatini kaybetmektedir. GiniimUzde tiberkilozdan
korunmak icin kullanilan asi BCG asisidir. Ancak hastaliga karsi kismi koruma
saglamakta ve bilhassa yUksek endemik bolgelerde tiberklloz'u kontrol altina

almakta yeterli olamayabilmektedir.

Tlberkiloz insidansinin ylksek oldugu muhtag Ulkelerde tedavi
edilememekte ve cogu olgularda da tlberktloz ilaclari yetersiz kalmaktadir.
Coklu ilag direnci hastaligin kontrolunda biyik problemler yaratmaktadir. 30
yildan daha uzun bir sGredir tedavide birincil ila¢ tedavisine yeni ilaclar
eklenememistir. Ayrica, son yillarda HIV enfeksiyonuna baglh duyarlhlik artmasi
ve kullanilan esas antibiyotiklere direncli suslarin artmasi dikkatleri tiberkilozdan
korunmaya ¢ekmistir. Ayrica HIV epidemisine baglh olarak durum daha ciddiyet
kazanmistir. M.tb ile HIV arasinda belirgin bir sinerji mevcuttur. Aktif tiberkloz
HIV'e bagli immuUn yetmezligi ve mortaliteyi 2 misli arttirmaktadir. Afrika’da

HIV’le enfekte kisilerde dlimlerin %32'sinden sorumludur.

BUtlin bu nedenlerden dolayi acil olarak bir asiya ihtiyac vardir. BCG
asilanmasinin buyuk farkliliklar géstermesi ve bazi tlkelerde koruyuculugunun
¢ok dustk olarak bildirilmesi muhtemelen kullanilan degisik suslara, cevre
faktorlerine ve konagin genetik faktorlerine bagh olabilir. Enfeksiyonun akut
fazi hizli bakteri Gremesi ve salgilanan bakteriyel antijenlere karsi immun yanit
gelismesiyle karakterizedir. Makrofajlar ve lenfositler enfeksiyon bolgesine gog
ederek granilom olusumunda rol oynarlar. Enfeksiyon cogu olguda immun
sistemin kontrolu altindadir. Grantlomda Th1 lenfositleri tarafindan sitokin
yapimi da 6nemli bir faktérdir. Ancak bakteri elimine edilemez ve grantlom
ortamina uyarak dormant faz denilen metabolizmanin ileri derecede yavagladigi
ve gen ekspresyonunun belirgin bir sekilde degistigi doneme girer. Sonucta klinik
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belirtilerin olmadigi ve 10 yillarca bile strebilen bir latent déneme girilir.

Denge herhangi bir zamanda degisebilir, 6rnegin immulnsupresif bir
olayla fazla bakteriyel replikasyon ve tlberkllozun klinik reaktivasyonu
gerceklesebilir. Tiberklloz enfeksiyonunun degisik donemlerinde bakterinin
fenotipinde de degisiklikler olustugu g6z énine alindiginda basarili bir asinin

antijen tanima ac¢isindan genis spektrumlu olmasi gerekliligi dogmaktadir.

BCG Asisi:

1921'den bugline kadar 3 milyardan fazla kisi BCG ile asilanmistir. BCG
ucuz ve emniyetli bir asi olup ¢ocuklari tiberkilozun erken manifestasyonlarina
karsi korur. Ancak eriskin pulmoner tiiberklloza karsi sinirli etkili olup, cesitli
calismalarda koruyuculugunun %0-80 arasinda degistigi bildirilmistir. Tartisma
konusu olmakta devam etmesine karsin ¢cogu calisma sonuclari BCG'nin
koruyuculugunun 10-20 yil arasinda degistigini géstermektedir. BCG'nin
koruyuculugu zamanla azaldikca geng eriskinlerde enfeksiyon goriilme insidansi
armaktadir. Yine son calismalarda BCG'nin canli asi olarak ¢evresel mikobakterilerle
karsilasarak desensitize olanlar ve 6nceden BCG asisi yapilanlarda etkili olmadigi

gosterilmistir.

BCG koruyucu immunite gelistirmek icin bakteriyel replikasyona ihtiyag
duyar, bakteri replikasyonu ise 6nceden var olan ve BCG ile ¢apraz reaksiyon
veren immUn yanitla bloke olur, dolayisiyla koruyucu immun yanit gelismesi
sinirlanmis olur. Sensitize eriskinlerde BCG'nin basarili olamamasi, dogumda
astlananlarin zamanla BCG’'nin azalan etkisini artirmak icin booster asilamada

basarili olamadigini da géstermistir.

Halen kullanilan asi DSO tarafindan yiksek prevalans ve insidans olan
Ulkelere tavsiye edilmektedir. BCG halen altmistan fazla Glke tarafindan zorunlu
asl programinda olup, 160 dan fazla tlke tarafindan da uygulanmaktadir. Dinyada
en yaygin kullanilan asi durumundadir. Bir calismada tek doz BCG'nin hayat boyu
koruma saglayabilecegi ileri strilmusttr. HIV'le enfekte cocuklarda BCG asi
komplikasyonlari oldukca nadirdir. Cocuklugunda BCG olmus eriskin AIDS’lilerde
dissemine tuberkUloz riski de disuktir. Ayrica cocukluk asilamasi ileri dénem

AIDS'lilerde M.tb bakteremisine karsi da koruyucudur.
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Uygulanan asilar arasinda etki farki bulunmaktadir. Bu farkliliklar da
dedisik nedenlere baglanmaktadir. 6r: genetik farkliliklar. Ayrica ¢evresel
mikobakterilerle karsilasmada bilhassa tropikal Glkelerde BCG'nin etkisini

maskelemekte veya 6nlemektedir.
BCG'de GENETIK FARKLILIKLAR

Kullanimdaki BCG patojen bir M. bovis klinik izolatinin 1908-1921 yillari
arasinda patates-gliserin-ox safrali besiyerinde 230 seri pasaji sonucunda elde
edilmistir. Etkinlik farklihklari BCG suslari arasindaki farkliliklara baglanmaktadir.
Yillar sGren pasajlar sonucunda farkli BCG asi suslari olusmus ve hem orijinal

BCG'den hem de birbirlerinden farkhliklar goéstermistir.

1921'den bu yana 1961'de DSO BCG kailtirlerinin liyofilize edilip -800C'de
saklanmasini tavsiye edene kadar BCG asi susu ¢ok degisik laboratuvarlarda
Uretilmistir. Sonucta cesitli varyantlar olusmustur. Bunlarin arasinda BCG Pasteur,
BCG Moscow ve BCG Brazil bulunmaktadir. Bu farkli suslar birbirlerinden ve
atalarindan farkhdirlar. Dolayisiyla BCG asilari koruma ve etki farklilhiklarindan

dolayi cogul olarak anilmaktadir.
BCG asilari 2 bayuk gruba ayrilmaktadir:

BCG Tokyo, Moreau, Rusya ve isve¢ fazla miktarda MPB70 salgilamakta,
iki kopya 1S6110 icermekte ve methoxymycolate ve MPB64 genlerini icermektedir.

BCG Pasteur, Kopenhag, Glaxo ve Tice ise aksine az miktarda MPB70
salgilamakta tek kopya 1S6110 icermekte ve methoxymycolate ve MPB64 genlerini
icermemektedir.

Genomik calismalar ile 1921-1961 yillari arasinda BCG suslarinda delesyonlar
ve duplikasyonlar ve IS6110 kopya sayilarinda degisiklikler oldugu belirlenmistir.
BCG suslarindaki bu karmasik yeni yapilanmalar fenotipik ve immunolojik
farkhliklara ve asi etkinliginde degiskenlige yol acmistir. Bunlarin sonucunda
solunum sistemi formlarina kullanilan asilardan tlberktlozu daha etkili bir sekilde
eradike edebilecek asi ihtiyaci olusmustur. Yeni olusturulacak canl asilarda alt
sus farkliliklari ve koruma etkinligindeki farkhliklarin tstesinden gelinmeli ve
attentiasyon faktorleri bilinmelidir. Bir diger 6nemli konu ise diinyada ¢ok fazla
saylda BCG asisi olmus kisilerin de bu yeni asi ile korunmasinin gerektigidir. Tabii
yeni asilarin HIV'le enfekte kisilerde de emniyetle kullaniimasi gerekmektedir.
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YENi ASILAR
1) Alt Unite asilari (Cansiz)

2) Canli asilar

1) Alt Ginite agilari:

imminodominant mikobakteriyel antijenlerden hazirlanmistir.

M.tb tarafindan salgilanan proteinleri kullanan alt Unite asilaridir. Burada temel;
yasayan bakteriler tarafindan salgilanan proteinlerin enfekte makrofajlar

tarafindan erken immiin taninmasi ve bakteri cogalmasinin kontrol edilmesidir.

Ag85A ve Ag85B de M.tb tarafindan salgilanan major komponentlerden
olup, M.tb'ye karsi insan T-hicre yanitinin d6nemli hedeflerinden olan asi
adaylaridirlar. Ag85B deney hayvanlarinda koruyucu bagisiklik yanitina neden
olmustur. Ag85A ve ESAT-6'dan olusan flzyon proteininin farelerde ve insan
harici primatlarda cok koruyucu olan kuvvetli bir immdn yanita yol actigi
gosterilmistir. Flzyon molekli iceren BCG'nin parental BCG susuna gore belirgin

bir sekilde daha koruyucu oldugu goésterilmistir.

Potansiyel tliberktiloz alt Ginite asilari farelerde M.tb’ye karsi bir dereceye
kadar koruyucu olan ESAT-6 gibi immUnodominant tiberklloz antijenleri
kullanilarak elde edilmislerdir. ESAT-6 ve ag 85B deki protein flzyonlari kuvvetli
bir adjuvanla birlikte farelere verildiginde flizyon proteinlerine karsi doza bagimli
immun yanit olusturmaktadirlar. Bu immin yanit BCG ile indikte koruyucu

immn yanitla mukayese edilebilir bir koruyucu yanita eslik etmektedir.

Hayvan deneylerinde Ag85B-ESAT-6 flizyon iceren alt Unite tiberkiloz
astlarinin cevresel mikobakterilerle 6nceden sensitize edilmeyle etkinliginin

etkilenmedigi gézlenmistir.

Ag85B-ESAT-6 flizyonu DNA asisi olarak BCG ile ilk ve tekrar asilamalarda
kullanildiginda aktivitesinin cok iyi oldugu goézlenmistir. Flizyon molektlinin

tek komponentlere gore daha Ustin aktivitesi oldugu bildirilmistir.

M.tb'nin anahtar antijenleri alt Gnite asilarin gelistirilmesinde
kullaniimaktadir. Or: M.tb72F 72-kDa poliproteini (M.tb32©-M.tb39-M.tb32(N)
kodlamaktadir. Farelerin AS01B adjuvaninda hazirlanmis M.tbe72F proteini ile
immunizasyonu sonucunda gUg¢lU bir immun yanit olusur. Sonucta poliprotein

asinin her ¢ komponentine karsi kuvvetli antikor ve IFN- yanitlari ve M.tb32©
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epitopuna kuvvetli bir CD(8) yaniti olusur. M.tb72F C57BL/6 farelerde

aerosol yoldan virtlan M.tb'ye karsi koruyucudur.

TB10.4 (RV0288) adi verilen bir diger protein tlberkiiloz hastalari
tarafindan ESAT-6 kadar iyi taninmakta ve BCG'de bulunmayan ESAT-6'nin aksine
BCG asililar tarafindan da taninmaktadir. Bazi ¢alismalarin sonuglari enfeksiyonun
farkli donemlerinde gen ekspresyonunun radikal bir degisiklige ugradigini ve
belirli bir genin eksprese edilmesinin latent dénem icin karakteristik olabilecegini
akla getirmistir(9). Bilhassa latent dénemde 6zgul olarak beliren genlerin buna
bagl olarak da antijenlerin saptanmasinin ve alt Unite asilarina komplementer
antijen olarak ilave edilmesinin asi calismalarina yon verecegi dUstintlmektedir
(6r: Rv2031c5).

BCG'yi alt tnite asilari ile desteklemek suretiyle cocukluktaki BCG asisinin
etkinligini artirmak ve immun sistemi sonraki tekrar asiya hazirlayarak eriskin
manifestasyonlarindan korumak icin bir yol olabilir. Bu islem 10-12 yas grubunu

alt Gnite asilariyla asilayarak yapilabilir.

Dlnyada 2 milyar kadar kisinin latent olarak enfekte oldugu dustnultrse
bakterinin latent fazdaki antijenlerini de tekrar BCG asisina dahil etmek mantikli

bir yaklasim olacaktir.

Alt Gnite asilarinin BCG'ye gore en blyuk avantaji cevresel mikobakteri

veya BCG ile sensitize edilenlerde goésterdikleri aktivitedir.

2) Canh asilar:

Bunlar genetik manipilasyonlar sonucu imminodominant antijen salgilayabilen
veya yapabilen BCG suslari veya random mutagenez ile elde edilmis ve virulans

genleri delesyona ugratilmis attentie M.tb suslaridir.

BCG'nin etkinligini arttirmak icin bir yaklagim alt Ginite asi olarak koruyuculugu
saglayan M.tb proteinlerini kodlayan genleri BCG'ye ilave etmektir. RD1 lokusu
M. tb’nin virtlansi ile ilgili olup BCG'de bulunmaz. Bu lokus M.tb enfeksiyonunda
imman hedef olan ESAT-6, CFP-10 ile ilgili genleri icerir.

Ag85B proteinini eksprese eden ve sekrete eden rekombinant BCG (rBCG30)

kobaylarda artmis koruma sagladigi gosterilmistir.
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Bir diger rekombinant BCG farelerde korunmayi arttiran DureC hly+ rBCG' dir.
Bu asi adayl ureazdan yoksun bir BCG mutanti olup, L. monocytogenes’in
listeriolisin O genini eksprese etmektedir. Listeriolizin potansiyel olarak bakteriyal
orijinli antijenleri CD+8 hlcrelere MHC-I aracili sunumunu fagozomal icerigini

sitozole sizdirarak indukler.

BUtlOn yeni asilarda istenen, arzu edilen BCG'den daha kuvvetli belki de daha
uzun stren immun yanitlardir. Ancak alt Unite asilarinin aksine BCG temelli asilar
muhtemelen neonatlarda kullanilacaktir. Latent enfeksiyonu olan eriskinlerde
ve cevresel mikobakterilerle sensitize olmus kisilerde pek aktif olmasi pek
beklenmemektedir. Ayrica canli, attenGe asilarin baskilanmis immun sistemi olan
kisilerde emniyet sorunu olabilme sansizligi da muhtemeldir.

Sonuc olarak BCG veya rBCG asisinin etkisini arttiran bir asi belki de en
gercekgi yaklasim olabilir. Hazirlanacak rBCG tb hastaliginin degisik donemlerindeki
énemli antijenleri icermeli ve CD4* and CD8* T hiicreleri aracihgi ile bagisiklik
saglamalidir. Tekrar asilarda da adjuvanlar veya cogalmayan viral veya kapsid
vektorler ile uygulanan rekombinant proteinler kullanildiginda iyi sonuglar
alinacag! Gmit edilmektedir. Latensi ve reaktivasyona karsi asilarin da

gelistirilmesinde dosR antijenleri kullanilmasi s6éz konusu olmaktadir.

Tablo 1.Gelistirilmekte olan yeni TB asilar

BCG::RD1

M. tuberculosis PhoP A

AERAS X05

RD-1 lokusu eklenmis BCG Pasteur

Virllans geni PhoP, ¢ikariimis
M. tuberculosis

TB ag. kodlayanShigella RNA kapsidleri

Tip Asi adi Yapisi Klinik Faz
1. jenerasyon MVA8BS5A Vaccinia-vektorli Ag85A Faz | (2003); Faz Il (2007
a§|Iar rBCG30 BCG Tice plasmid araciligi ile Faz 1 (2004)
Ag85B'nin fazla yapimi
Mtb72F Rekombinant flizyon proteini Faz 1 (2004)
Hybrid-1 Ag85B ve esat-6 ag.lerinden olusmus Faz 1 (2005)
Flizyon proteini
Advac Adenovirus’un vektor oldugu 85B Faz 1 (2006)
Diger aday asilar  HyVac-4 85B and 10.4 ag.lerinin fiizyon proteini Faz 1 (2007)
rBCG_UreCHly BCG Pasteur’e Listeriolysin ilavesi Faz 1(2007)
rBCG-AERAS-403 Endosomdan kagis ve fazla ag.ifadesi Faz | (2007)

Preklinik calismalar

Preklinik calisma

Preklinik calisma
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TUBERKULOZ VE GELECEK

Uz. Dr. Feyzullah GUMUSLU

Verem Savas Dairesi Baskani, Ankara

Organize verem savas faaliyetleri 1918 yilinda goéntll0 kuruluslarin
onctligunde baslatilmistir. 1930’larda “Umumi Hifzissihha Kanunu” ile devletin
politik kararhgini ortaya konulmus ve 1949 tarihli “Veremle Miicadele Kanunu”
ile verem savas hizmetlerinin yasal cercevesi ¢izilmistir.

1950'li yillarda asi kampanyalari odakli strdirilen verem savas programi,
1960°'larda Saglik Bakanhgi icerisinde en st seviyede “genel mudarlik” olarak
orgltlenerek micadelede Ulke kaynaklari mimkln olan en yiksek oranda
seferber edilmistir. Bu donemde programin esasini aktif sirveyans metodu ile
tarama ve asilama olusturmustur.

2000'li yillara kadar veremle savas programi geleneksel olarak
yaratilmastir. 1991 yilinda Dinya Saglik Orgitii'niin Dogrudan Gézetimli Tedavi
Stratejisi(DGTS)’'ni tim dinyaya yegane metot olarak 6nermesini takiben biraz
gecikmeli de olsa Tlurkiye'de de bu metot uygulanmaya baslanmistir.

2006 yili itibari ile TUrkiye'de %100 kapsama alaniyla uygulamaya konulan
DGTS ile paralel, asilama programlari ikinci plana cekilerek vaka bulma ve
bulunanlari dogrudan gézetim altinda tedavi etme, programin temelini
olusturmustur. Bunun sonucunda 2005 ve 2006 yillarinda kayit altina alinan hasta
sayisinda belli oranlarda artis saglanmasinin yani sira 2005 yili kohortunda %85’lik
tedavi basarisi hedefine ulasiimistir.

Laboratuvar aginda tamamlanmasi gereken metodolojik standardizasyon ve
kalite kontrol programlarinin isletilmeye baslamasi ve laboratuvarlarin 2008
yilinda alt yapi-ekipman ve ag isleyisi ile ilgili dizenleme ve dizeltmelerin
yapilmasi ile;

1- Onumuzdeki birkac yil icinde vaka bulmada gittikce azalan bir artis,
2- Takip eden yillarda, 2050'li yillarda veremin sporadik olarak goértlen hastalik
haline getirecek bir verem savas programi hedeflenmektedir.

Bilinmelidir ki tiberkuloz, epidemiyolojik karakterinin bir fonksiyonu olarak
3-5 yillik program ve hedeflerle eradikasyon cizgisine getirilecek bir hastalik
degildir.
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TUBERKULOZ LABORATUVARINDA GCALISMA PRENSIPLERI

Dlnya saglik teskilati (WHQ)'nin kararina goére bir hastaya kesin ttberkUloz

tanisi konabilmesi icin uygun sekilde alinan klinik érnegin laboratuvara

gonderilmesi, ekim yapilan besiyerlerinde Uretilmesi ve tanimlanmasi gerekir.
Bu amacla laboratuvarda goérevlendirilecek personel ve ¢evrenin givenligi icin
asagidaki hususlara riayet edilmesi gereklidir.
Bunlar;
1. Personelin PPD deri testi bilinmeli, negatif ise BCG asisi yapilmalidir. Yilda bir
toraks grafisi cekilmeli ve fizik muayenesi yapilmalidir.
2. Personel tuberklloz hakkinda bilgilendirilmeli ve laboratuvar kazalarinda
yapacagi islemleri bilmelidir.
3. Canli tiberkilloz basili ile ilgili tim islemler Class Il mikrobiyolojik emniyet
kabininde yapilmalidir.
4. Emniyet kabini acildiktan 15 dakika sonra calismaya baslanmalidir.
5. Personel koruyucu ekipmanlarla donanimli olarak calismalidir.
a. Sadece calisma alaninda kullanabilecegi koruyucu 6nlik giymelidir.
b. Mutlaka eldiven kullanmalidir.
c¢. Hepa filtreli (N95 standartlarinda) maske takarak calisilmalidir.
d. Olasi sigramalardan korunmak amaci ile gézlik veya yaz sperligi
kullanilmalidir.
6. Calisma alani gerektiginde ve islemler tamamlandiginda 10-50 kat sulandiriimis
TSE belgeye sahip sodyum hipoklorid solusyonu ile silinmelidir.
7. Ayrica islem sonrasinda ortam ultraviyole 15131 ile dezenfekte edilmelidir.
8. Tuberkiloz Laboratuvarinin enfekte atiklari otoklavlanarak atilmalidir.
9. Klinik materyal vortekslendikten sonra 15 dakika duragan birakilmalidir.
10. Calisma alanina ancak gorevli personel girmeli, personel ¢cikarken mutlaka
onliguani laboratuvarda birakmahdir.
11. Calisma esnasinda odanin kapisi kapali olmahidir (Negatif basincli odalar
onerilir)
12. M. tuberculosis complex icin asagidaki durumlarda zaman gecirilmeden
klinisyene bilgi verilmelidir.
a. Direkt mikroskopide AARB gérilmesinde,
b. Direkt materyalden molekiler yontemlerle M. tuberculosis complex’i

tanimlandiginda,



¢. Kulturden Greyen tlberklloz basilinin molekUler veya klasik yontemlerle
tanisi konuldugunda,

d. Antibiyotik duyarlilik sonuclarinin belirlenmesi durumunda

13. TUberkUloz ile ilgili materyal, (zerinde tehlikeli biyolojik materyal isareti

bulunan i¢-ice gecmis (¢ kap sistemi ile gonderilmelidir.



KLINiK ORNEKLERIN HAZIRLANMASI VE KULTURU

Prof.Dr. Meltem UZUN
istanbul Universitesi Capa Tip Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali

infeksiyon hastaliklarinin tanisinin dogru yapilabilmesi icin uygulanan yéntemlerin
duyarliginin yanisira, incelenecek klinik érneklerin alinmasinda ve laboratuvara
goénderilmesinde belirli kurallara uyulmasi gerekmektedir.TUberkloz tanisi igin
de klinik 6rneklerin alinma, laboratuvara génderilme ve islenmesinde belirli
kurallar vardir.

Ornek alinmasi ve laboratuvara ulastirilmasi ile ilgili genel kurallar:
e Ornekler temiz, steril, sizdirmaz, burgulu kapakh, dayanikh ve tek kullanimlik
kaplar icine yeterli miktarda alinmahdir. Ornek enjektére alinacak ve enjektorle
gonderilecekse luer tipi kapakli enjektoérler kullaniimahidir.
e Kabin Gzerine 6rnegin kimden, ne zaman alindigi ve érnek tipi yazilmali,
ayrica istek kagidinda ( veya otomasyon programi olan kurumlarda elektronik
ortamda) hasta ve Ornek ile ilgili gerekli bilgiler belirtilmelidir.
e ilk &rnekler antimikrobiyal tedavi baslamadan 6énce alinmalidir.
* Endojen flora ve cevresel kontaminasyonu en aza indirmek icin 6rnekler
olabildigince aseptik sartlarda alinmalidir.
e Uremeyi engelleyici herhangi bir koruyucu kimyasal maddeler
kullanilmamahdir.
e Kontaminant bakteri ve mantarlarin Gremesinden ka¢inmak i¢in alinan
ornekler olasi en kisa zamanda laboratuvara génderilmeli ve islenmelidir. Bu
slre bir saati asacaksa 6rnek 2-8 °C'de bekletilmelidir (kan haric).
Kabul edilmemesi gereken drnekler:
e SUrantd érnekleri;
(Ancak baska bir sekilde 6rnek alinamiyorsa, kurumaya engel olmak igin strintd
ornekleri bir transport besiyerine konularak génderilen érnekler kabul edilebilir)
* Uygun olmayan kapta gelen érnekler;
o 24 saatlik, biriktirilmis 6rnekler;
e Dondurulmus o6rneklerdeki canli basil orani azaldigindan
Kabul edilmeyen 6rnekler igin yapilacak islemler:
e Hemen ilgili doktor telefonla aranir, 6rnegdin kabul edilemez oldugu ve nedeni
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aciklanir.

e Ornek ile ilgili bilgilere ek olarak, érnegin islenmeme nedeni, telefonla
bilgilendirilen kisinin adi ve gértisme zamani not edilir.

islenmeyen 6rnekler 2-8°C ‘de 3 gin bekletilir. Tekrar érnek alinamamasi

durumlarinda mevcut 6rnek degerlendirilir.

I. Pulmoner Ornekler :
Ekspektore veya indUklenmis balgam, aclik mide suyu, bronkoalveoler lavaj,
transtrakeal aspirasyon, bronsial fircalama ve laringeal striintt érnekleri pulmoner

orneklerdir

Balgam:
e Birbirini izleyen (¢ ayri ginde 5-10 ml(miktari alindigi kabin 1/5 ini
gecmemelidir;érn; 50 ml'lik kaplara en fazla 10 ml) sabah balgami alinmasi tercih
edilir. Ardi ardina 5-6 ginden fazla 6rnek alinmasi gereksizdir.
¢ Tedavi takibinde, tedavinin baslamasindan 3 hafta sonra ilk kez olmak tzere,
birer hafta araliklarla balgam érnekleri alinmaldir.
e Alinan balgam 6rnegi derin, produktif bir 6kstrikle akcigerlerden gelen
koyu, ekstidatif 6rnek olmahdir.
e Yiyecek artiklari ve agiz florasi ile balgamin kontamine olmasini engellemek
icin balgam ¢ikarmadan &6nce hasta agzini suyla calkalamahdir.
e Hastaya uygun balgami nasil verecegi, tukdrigin ve nasofaringeal
sekresyonlarin balgam olmadigi anlatiimalidir.
e Balgam 6zel bir odada veya acik havada ¢ikartilmali, bu mimkin degilse

gerekli korunma énlemleri alinmalidir.

indiiklenmis balgam:

Hasta balgam ¢ikaramazsa indiuklenmis balgam 6rnegi alinabilir. Balgam

indtksiyonu;

e Steril, 1hk, aerosolize hipertonik tuzlu su (%10 NaCl) inhalasyonu ile yapilir.
e Bu solUsyon hastaya nebulizatoér yardimi ile 10 dakika kadar derin ve yavas
solutulur, sonra derin ve kuvvetli bir okstrik ile balgam alinir.
e Ornek en az 10 ml olmalidir.

indiklenmis balgam suludur ve tikirige benzer bu nedenle reddedilme riskine
karsi indUklenmis balgam oldugu istek kagidinda belirtilmelidir.
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e Musluk suyundaki saprofit mikobakteriler yanls pozitif sonuglara neden

olabileceginden nebulizator suyu ile balgamin kontaminasyonundan kaginilmalidir.

Bronkoalveoler lavaj (BAL):
e Steril kaplara en az 5 ml. 6rnek alinmalidir.
e Kullanilan bronkoskobun musluk suyu ile kontaminasyonundan kaginiimalidir.
e Kontamine bronkoskop ile bulas olabileceginden bronkoskopun fiziksel

temizligi ve yUksek duizey dezenfeksiyonu énemlidir.

Bronsiyal fircalama:
Bronsiyal fircalama ile elde edilen 6rnek Middelebrook 7H9 sivi besiyeri iceren

steril kaplara konulmalidir.

Transtrakeal aspirat:
Cok sik gelen bir 6rnek degildir. Bazi olgularda yararli olabilir. Enjektorle veya

steril kaplara, olabildigince fazla miktarda alinmalidir.

Aclik mide suyu (gastrik lavaj sivisi):
Taberklloz tanisi icin uygun bir 6rnek degildir ancak; tiiberkilloz oldugu radyolojik
olarak kanitlanmis balgami negatif kalan hastalarda,balgam ¢ikaramayan ya da
balgamini yutan hastalarda,nérolojik hastaliklar veya koma hali nedeniyle
oOkstremeyen hastalarda veya balgam aliminin zor oldugu bebek/kiicik ¢ocuklarda
baska yontemlerle pulmoner 6rnek alinamiyorsa tercih edilebilir.
Bu sivi;
e En az 5-10 ml. olmali ve birbirini takip eden i¢ glin boyunca, sabah erken ag
karnina alinmahdir.
e Ornek alimi hasta uyandiktan hemen sonra, tercihen yatagindan kalkmadan
once yapilmalidir.
e Ornek dért saat icinde islenemeyecekse 100 mg sodyum karbonat bulunan

steril kaplara alinarak laboratuvara goénderilerilmelidir.

Larenks siiriintiisii:
SUrintl ornegdi, 1 ml kadar serum fizyolojik veya tampon ¢dzeltisi iceren bir kap

icinde gonderilmelidir.



Il. Ekstrapulmoner Ornekler:
Laboratuvara en sik gonderilen ekstrapulmoner o6rnekler idrar, steril vicut sivilari

ve dokulardir. Nadir olarak kan ve diski 6rnekleri de gelebilir.

idrar:
e Birbirini izleyen 3-5 gUin stre ile en az 40 ml. olacak sekilde orta akim sabah
ilk idrari alinir.
e idrar verilmeden énce dis Gro-genital bélgenin temizlenmesi kontaminasyon
riskini azaltir.
e Orta akim idrar alinamiyorsa kateter ile idrar alinabilir.

e 24 saatlik biriktirilmis veya kateter torbasindan alinan idrar kabul edilmemelidir.

Steril Viicut Sivilan (plevral, perikardiyal, peritoneal sivilar ve beyin omurilik
sivisi):
e Miktart mimkin oldugunca fazla olmali(mimkinse 50 ml) ve 10-15 mililitreden
az olmamalidir (BOS i¢in en az 2 ml). Miktar daha az ise direkt olarak Bactec 13A
sisesine veya diger bir sivi besiyerine (Middlebrook 7H9, Dubos tween albiimin)
ekilebilir.
e Busivilarin cogu fibrinojen icerebileceginden toplama kabina antikoagllan

olarak sodyum poliyanetol silfonat (SPS) veya heparin eklemek gerekebilir.

Abse ornekleri ve Aspirasyon sivilari:
Ornek alimindan énce alkol ile cilt temizligi yapilarak, mamkiin oldugunca ¢ok
miktarda 6rnek enjektor ile aspire edilmelidir. Klicik miktarlardaki aspirasyon
sivilarinin tasinmasi icin Middlebrook 7H9 sivi besiyeri kullanilabilir. Aspirasyon
icin hacim yeterli olmadigi durumlarda striinta alinabilir. Strintl érneklerinden

elde edilen negatif sonuglarin glvenilir olmadigi rapor edilmelidir.

Doku 6rnekleri (lenf nodu, deri ve diger biyopsi 6rnekleri):
e Enaz 1 gram doku parcasi, mimkinse aseptik sartlarda steril kaplar icine
alinmahdir.Cok kliciik miktarda biopsi 6rnegi alinmissa mutlaka serum fizyolojik
icine koyulmalidir. Alinan érnek gazli beze sarilmamalidir.
e Lezyonun kazedz kisimi secilmeli ve deri lserlerinde lezyonun periferinden
biyopsi alinmaldir.
e Formalin icinde génderilen 6rnekler kabul edilmemelidir.
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Kan:
e Aseptik kosullarda alinan kan 6érnedi direkt olarak hasta basinda 10 ml’lik
isolator tlpe veya Bactec 13A sisesine ve bu amacla kullanilan diger kan kaltar
siselerine 5 ml.olacak sekilde aktarilir.
e Hasta basinda ekim yapilamadigi durumlarda 10 ml kan SPS veya heparin
iceren steril tplere alinir.
e EDTA (etilendiamintetraasetik asit)'ll tlplere toplanan kanlar ve koagle
kanlar kabul edilmez.

Diski:
e En az 1 gr diski 6rnegi steril, tek kullanimlik, parafin icermeyen bir kap icine
alinir.
e AIDS hastalarinin diskilarindan Mycobacterium avium complex (MAC) sikhkla
Uretilebilir.Ancak bu hastalar icin rutin inceleme O6nerilmez.

Orneklerin Génderilmesi:
Dunya saglik érguti (DSO), CDC (Centers for Disease Control and Prevention) ve
uluslararasi yasal dizenlemeler klinik érneklerin ve mikobakteri kaltrlerinin
postalanmasinda UclU kap sistemini zorunlu kilmaktadir.Mikobakteri kiltirlerinin
postalanmasinda burgulu kapakli tlplerdeki kati besiyerine pasaj yapilmali, petri
kutusu veya sivi besiyeri kullanilmamalidir. (Resim 1)

Birincil kap (primer kap): materyalin kondugu, cam veya plastikten yapilmis

burgulu kapakli,sizdirmaz, sok ve basing degisikliklerine direncli kaplardir.
Kapaklar ayrica bir bant veya benzer materyal ile sarilabilir. Ornegi tanimlayici
bilgi veya numara kabin Gzerine yazilmahdir.

ikincil kap (sekonder kap): Bir veya daha fazla birincil kabin konuldugu

sizdirmaz, dayanikli bir kaptir. ikincil kap ile birincil kap arasindaki bosluga (alt,
Ust ve yanlar) herhangi bir sizma durumunda tiim icerigi emebilecek ve birincil
kaplarin birbiriyle temasini engelleyecek kuvvetli bir emici madde (bez, pamuk)
yerlestirilmelidir. ikincil kap Gizerine géndericinin adi, adresi ve telefon numarasi
yazilmalidir.

Dis kap (postalama kabi): ikincil kabin konuldugu, dayanikli, sert bir

malzemeden yapilmis (tahta, oluklu mukavva, sert plastik, vs.) kaptir. Kabin icine
ikincil kap ile beraber icerigin ayrintili listesi de konulmalidir. Kuru buz
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kullanilacaksa bunlar ikincil kap ile dis kap arasina konulmali ve kuru buz
buharlastiginda ikincil kabin orijinal pozisyonu bozulmayacak sekilde desteklenmeli,
buz kullanilacaksa su sizdirmaz sekilde olmalidir. Dis kap UGzerine génderici ve
alicinin adi, adresi, telefon numarasi yazilmali, enfeksiy6z (bulasici) madde yazisi

ve biyolojik tehlike (biohazard) etiketi yapistiriimalidir.

armek vaya kotor
| _—sizdwmaz bant
L klinik metryal veya

biohazard etiketi  papak
kil

||
L ant
L Pleikincil paket gg\
= -
- \‘--._...
t=-ornedi tammlayic

etikel oo = gonderici
biohazard etiketi 3 e
-

emici materyal

infeksiydz
madde etikel

Resim 1: infeksiyéz maddelerin paketlenmesi ve etiketlenmesi (CDC'den)

ORNEKLERIN iSLEMLENMESi VE KULTUR YONTEMLERI

Tuberkiloz etkeni bakterilerin izolasyonu igin klinik érneklere 16kosit, eritrosit,
vicut sivilart ve doku gibi organik kalintilardan arindirmak amaci ile
homojenizasyon/dekontaminasyon ve érnekteki bakteri yogunlugunu artirmak
icin konsantrasyon islemi uygulanir.

Homojenizasyon-dekontaminasyon-konsantrasyon isleminde en sik N-Asetil-
L-Sistein (NALC) + Sodyum hidroksit (NaOH) ve NaOH (%3-4) gibi yontemler
kullanilmakla birlikte; zefiran-trisodyum fosfat, oksalik asit, setilpridinyum klorid-

sodyum klorid gibi farkli yontemlerden de yararlanilabilir.

N-Asetil-L-Sistein(NALC)+Sodyum hidroksit(NaOH) yontemi
NALC mukolitik, NaOH dekontaminan ve sodyum sitrat klinik érnekte
bulunabilecek agir metal iyonlarini baglayarak NALC'in inaktive olmasini dnlemek

amaciyla kullanilir.



NALC-NaOH solusyonunun hazirlanmasi:

% 4 NaOH + % 2.9 Sodyum sitrat + NALC
50 ml 50 ml 0.5 gr

NALC oksijene duyarli oldugu icin bu karisim hazirlandiktan sonra 24 saat icinde
kullaniimahdir. NALC' in tartim islemleri sirasinda ambalajin agzi uzun stre agik

birakilmamahdir.

Yoéntem:
¢ Klinik 6rnek 50 ml’lik polipropilen, dibi konik, burgulu kapakli steril tiplere
(Falkon tap() aktarilir ve Gzerine klinik 6rnegin miktari kadar NALC-NaOH
solisyonu ilave edilir. Ornek 10 ml’den fazla ise en purilan, mukoid ve kanl
kismindan 10 ml alinmahdir. Mukoid olmayan érnekler santrifijde cevrildikten
sonra elde edilen sediment dekontamine edilir.
e Ornek + NALC-NaOH karisimini iceren tiipler 30 saniyeyi gecmeyecek sekilde
vortekslenir. Tlpler oda i1sisinda ara sira elle calkanarak 15 dakika bekletilir. Bu
stre astimamalidir.
e Dekontaminasyon islemini takiben yapilacak her islemde asepsi-antisepsi
kurallarina uyulmahdir.
e Slre tamamlandiginda nétralizasyon amaci ile Falkon tUpinin 50 ml -
isaretine kadar 0,067 M fosfat tamponu (pH 6.8) ilave edilip, karisim el yardimi
ile alt-Gst edilir ve dekontaminasyon islemi durdurulur.
e Fosfat tamponu ilave edilmis tipler, bakteri yogunlugunu artirmak icin 3000
x g'de 15-20 dakika santrif(j edilir.
e Sipernatant, icinde 1/10-1/50 dilGe edilmis sodyum hipoklorid bulunan bir
kaba bosaltilir.
e Sedimente 1-2 ml steril fosfat tamponu (pH 6.8) veya % 0.2'lik sigir aloumin
fraksiyon V ilave edilir.
e Reslspanse islemi uygulanir ve kullanilan kaltir yéontemine uygun olarak
besiyerine ekilir.

e Ayrica direkt mikroskopik inceleme icin lam Gzerine yayma islemi yapilir.

Normalde steril oldugu dUsiintlen BOS, vicut sivilari ve kan gibi érneklere



dekontaminasyon islemi uygulanmaz. Bu ornekler santriflj edildikten sonra
besiyerlerine ekimleri yapilir. Ancak 6érnek alimi ve transportu esnasinda asepsi-
antisepsi kurallarina uyulmamis ise bu 6rneklere de dekontaminasyon islemi

uygulanir.

KULTUR YONTEMLERI

M.tuberculosis complex, uygun sivi ve kati besiyerlerinde 35-370C'de, 7-21
glinde Urerler. Kulttrler 8 haftaya kadar Grememislerse negatif sonuc verilir.
Mikobakterilerin izole edilmeleri ve cesitli 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla
kullanilan konvansiyonel besiyerleri kati ve sivi olmak Gzere iki tiptir. Kati
ozellikteki besiyerleri, yumurta bazli ve agar bazli olmak UGzere iki bolimde
incelenir. Ozellikle primer izolasyonda Léwenstein-Jensen (L-J) besiyerinin kullanimi
yaygindir. Petragnani ve American Thoracic Society diger yumurta bazl
besiyerleridir. Agar bazli besiyerleri 10-12 glin sonra mikroskop altinda
incelendiginde koloniler g6zlenebilir. Middlebrook 7H10 ve Middlebrook 7H11
en ¢ok tercih edilen agar temelli besiyerleridir. L-J Gruft, Mycobactosel L-J,
Mycobactosel Middlebrook 7H10, Mitchison’s selektif 7H 11 antibiyotik ve
antifungal icermeleri nedeniyle kontaminasyon daha az siklikta gézlenir. EGer

iki kati besiyeri kullanilacaksa besiyerlerinden birinin selektif olmasi onerilir.

KULTUR iSLEMI

e Homojenizasyon- dekontaminasyon- konsantrasyon sonrasi elde edilen
sediment steril bir pipet yardimi ile alinarak 3 damla kadar L-J besiyerine ekilir
ve besiyeri ylzeyine yayilmasi saglanir. Ekim yapilan besiyerleri kapaklari
gevsetilerek 1-5 giin (biriken sivi kaybolana kadar) yatik konumda bekletilir.
e Middlebrook 7H10 ve/veya 7H11gibi agar temelli besiyerleri kullaniliyorsa,
1 damla sediment besiyeri ylizeyine iyice yayilir ve her besiyeri CO2 geciren plastik
torbalara yerlestirilir.

e Hizh kulttr sistemlerine ekim firma onerileri dogrultusunda yapilir.
e M.marinum ve M.ulcerans ile infekte oldugu dusinilen deri ve yumusak
doku oérneklerinden izolasyon i¢in 30°C'de, M.haemophilum ile infekte oldugu
dastndlen klinik 6rnekler 6zel besiyerine ekilir ve 35-37°C'de inklbe edilir.
e Ekim yapilan besiyerleri inkibasyondan 3-5 giin sonra ve takiben haftada bir

kez kontrollerine devam edilir.



e Petrideki agar bazli besiyerleri parafilm ile kapatilarak inktbe edilir ve ters
cevrilerek mikroskop altinda mikrokoloniler olusumu ve morfolojik yapisi incelenir.
e Besiyerlerinde Ureyen koloniler aside direngli boyama yéntemlerinden biri
ile incelenir.

¢ AARB pozitif olan izolatlarin tlr tanisi yapilir.

Sivi besiyerleri icinde yer alan Middlebrook 7H9 ve Dubos tween albumin,
mikobakterilerin stok suslarinin subktltirlerinin yapilmasinda, duyarlik deneylerive
diger in vitro deneylerde inokulum hazirlanmasi amaciyla da kullanilir. Middlebrook
7H9 sivi besiyeri genellikle hizli kaltdr sistemlerinde temel besiyeri olarak
kullanilmaktadir. Primer izolasyon amaciyla kati besiyerine ilave olarak sivi

besiyerlerinin kullanilmasi énerilmektedir.

Ozel besiyerlerine inokulasyon ve inkiibasyon;

Hizli kaltar sistemleri icinde yer alan yari otomatize Bactec 460 TB (Becton
Dickinson Diagnostic Instruments, Sparks,MD) sistemi, izolasyon, identifikasyon
ve duyarlilik deneylerinin uygulandigi bir sistem olarak uzun yillardir rutin tanida
kullanilmaktadir. Radyometrik kiltlar teknigi ile mikobakteri Gretici besiyerine
degeri Olcllebilen substrat olarak radyoaktif karbon (14C) eklenir. Bu substrat
mikobakteri tarafindan utilize edilir ve metabolizma sirasinda 14CQO2 olusur.
BACTEC 460 ile radyoaktivite kantitatif olarak 6lctlir. Antimikrobiyal olarak
kullanilan PANTA (Polimiksim B-6000U/ml, Amfoterasin B-600g/ml, Nalidixik asit
2400g/ml, Trimetoprim laktat-600g/ml, Azlosilin 600g/ml) eklenir. Kontamine
olmadigi dustnllen akciger disi 6rnekler bekletilmeden ekiliyorsa PANTA
eklenmeyebilir.

Ornekler igne ucu cikmayan tuberkilin enjektériyle PANTA ekllenmis 12B
besiyerine 0.1-0.5 ml ekilir. inkiibasyon; 370C'de yapilir ve degerlendirme
yogunlugu fazla olmayan merkezlerde ilk 2-3 hafta haftada 3 defa yogunlugu
fazla merkezlerde ise ilk iki hafta iki sonra alti hafta boyunca haftada bir defa
BACTEC 460 okuma cihazi ile yapilir. Ureme indeksi (Gl) 10 altinda ise negatif,
10 ise pozitif kabul edilir. indeks 100’Un Gzerine cikinca ARB boyama yapilarak
mikobakteri olup olmadigi dogrulanir.

MGIT (mycobacteria growt indicator tube); besiyeri olarak Middlebrook 7H9
broth kullanilir. OADC (oleic asid-albumin-dextroz-katalaz) ile zenginlestirilmistir.
Antimikrobiyal olarak PANTA kullanilir. idrar ve kan hari¢ butin érneklerin
inkUibasyonu icin kullanilir. MGIT tipleri de BACTEC'le ayni siklikta degerlendirilir.
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UV 1s1g1 ile hem tlp altinda hem de sivi besiyerinin Ustlinde ¢izgi seklinde turuncu
isiklanma kontrol edilir. Bactec Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT)
960 (BD Biosciences,Sparks,MD)inkGbatora ile tam otomize bir sistemdir.
VersaTREK (ESP Culture System - Trek Diagnostics,Inc.,Westlake Ohio), MB/Bact
T (bioMerieux, Hazelwood, Mo.), Bactec 9000 MB (BD Biosciences,Sparks,MD)
mikobakterilerin tanisi icin gelistirilmis tam otomatize sistemlerdir. Ancak
bunlardan Bactec 460 TB ve MGIT 960 icin FDA onayi bulunmaktadir. Ureme
sUresi, orani ve kontaminasyon sikligi acisindan tam otomatize sistemler arasinda

onemli bir fark bulunamamaktadir.
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DIREK MiIKROSKOPIi TEKNIKLERiI VE DEGERLENDIRILMESI

Uzm. Dr. Nevin SARIGUZEL SAR
Uskiidar Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal,

istanbul

Mikobakteriler icin baslica iki boyama teknigi gelistirilmistir:
1. Karbol fuksin yontemi (Ziehl- Neelsen, Kinyoun): Aside direncli
mikroorganizmalar 1stk mikroskobunda kirmizi renkte goérallr.
2. Florokrom yontemi (auramin O, auramin-rhodamin): Aside direncli
mikroorganizmalar florasan mikroskopta sarimsi - turuncu renkte floresan verirler.
Aside direngli boyama mikobakterilerin lipidden zengin hiicre duvarlarinin primer
boya ile boyanmasi ve renk giderici ajan asit ve alkolle muameleden sonra boyali
kalmasi esasina dayanmaktadir. Bu nedenle mikroorganizma aside direngli basil
(ARB) olarak adlandirilir.

Direk mikroskopi ile gorulebilmesi icin, balgamin her ml’ sinde 5000-10000
basil bulunmasi gereklidir. Direkt mikroskopik incelemenin duyarlihigi % 22-80

arasinda degiskenlik gosterir.

Duyarhligi etkileyen faktorler;
e Ornegin tipi,
e Enfekte eden mikobakteri tirg,
e Dekontaminasyon ve kontaminasyon isleminin etkisi,
e Boyama tipi,
e Yaymanin kalnligi,

e Yaymayi inceleyen laboratuvar personelinin deneyimi.

Yaymanin Hazirlanmasi: Lamin kirilmasi, boya basarisizligi gibi problemler
veya dUsik miktarda organizma iceren pozitiflikleri dogrulamak igin en az iki

yayma hazirlanmasi gereklidir.

A. BOS disi klinik érnekler :
e Etanol ile temizlenmis ciziksiz her lama hasta protokol no’su yazilir.

* Yayma islemi 6ncesi 6rnekler iyice vortekslenir.
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e Ornek 6ze veya pipet kullanilarak lama transfer edilir. islem gérmemis
orneklere ait preparat hazirlamak icin kanli, mukoid ve nekrotik kisim kullanilir.
e Ornek lam Gzerine orta bélumde oval tarzda yayilir. Yogun materyalden
preparat hazirlandi§i durumlarda; bir lam Gzerine alinan materyal, ikinci bir lam
ile bastirilir ve iki lam arasinda yayilimi sadlayacak sekilde zit yonde cekilir.
e Oze yeniden kullanilmadan énce iyice alevden gecirilir.

e Pipetler kullanim sonrasinda dezenfektana veya tibbi atik kabina birakilir.
e Preperatlarin biyolojik glvenlik kabininde kurutulmasi 6nerilir.
e Yayma preparatlar asagidaki yontemlerden biri ile lama tespit edilir.
a) Elektrikli lam isiticisi (65-70°C)’ nda en az 2 saat sUreyle bekletilir. Gece boyunca
kalmasi kabul edilebilir.

b) Lamlar, bek’in mavi alevinden 3 veya 4 kez gecirilir, fazla isitilmaz.
¢) Lamlar saf metanolde 1 dakika streyle bekletilir.

Not: Isi ile tespit, tim mikobakterileri 6ldiremeyebilir. Bu nedenle lamlarin
bulastirici olabilecegi unutulmamali ve incelemeyi takibeni tibbi atik

kaplarina atilmahdir.

B. BOS 6rnekleri:
e BOS sedimenti vortekslenir
e Steril pastor pipeti ile lamin merkezine damlatilir.
e Preparat havada kurutulur.
e Damlatma islemi iki kez daha tekrarlanir, her defasinda yeni damla dogrudan
onceki damlanin Gzerine damlatilir.

e Daha 6nceden tanimlanan yontemlerden biri ile tespit edilir.

A. KARBOL FUKSIN BOYAMA
1. Ziehl-Neelsen karbol fuksin
a) SollGsyon 1. 10 ml % 95 etanolde 0.3 g bazik fuksin ¢ozular.
b) Soltsyon 2. 100 ml distile suda 5.0 g fenol kristalleri ¢cozulur (hafif isitma
gerekebilir).

Calisma soliisyonu : Sollsyon 2’ nin 90 ml’'si soltsyon 1’ile 100 ml’ ye tamamlanir.

2. Kinyoun'un karbol fuksin
a) Solasyon 1 : 20 ml % 95 etanolde 4.0 g bazik fuksin ¢oézulir.
b) Soliisyon 2 : 100 ml distile suda 8.0 g fenol kristalleri ¢cozUllr. Isitmak gereklidir.
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Calisma soliisyonu : SolUsyon 1 ve 2'nin tamami birlestirilir.

B. RENK GiDERICi AJAN
% 3 asid - alkol

3 ml konsantre hidroklorik asidi, 97 ml % 95 etanol’e dikkatlice eklenir.

C. ZIT BOYA
Metilen mavisi veya brilliant yesili zit boya olarak kullanilabilir.
1) Metilen mavisi : 100 ml distile suda 0.3 g methylen blue chlorid'i ¢c6zUlUr.
2) Brilliant yesili : 100 ml distile suda 1.0 g brilliant green ¢6zullr.

NOT: Hazirlanan boya ve solusyonlarin adi, hazirlama ve son kullanma tarihi

sise Uzerine etiketlenir. Hazirlanan solusyonlar 3 aydan sonra kullanilmamalidir.

KALITE KONTROL

Her boyama isleminde negatif ve pozitif kontrol calisiimalidir.
Kalite kontrol yaymalari asagidaki sekilde hazirlanir.
e  Escherichia coli (negatif kontrol) ve Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC
25177 (pozitif kontrol) suslari, 1.0 ml fizyolojik tuzlu su veya steril distile suda
ayri ayri No.1 Mc Farland bulaniklik standardinda ve biyolojik glvenlik kabininde
sUspansiyonlari hazirlanir.
Not: Mycobacterium kansasii gibi daha az patojenik organizmalar pozitif
kontrol amagli kullanilabilir. Ancak hizli Greyen mikobakteriler’in aside direncli
boyalari tutmalari degiskenlik gésterdiginden kullanilmazlar.
e Kontrol lamlar etiketlenir. Uzerine hazirlama tarihi ve hazirlayanin adi
kaydedilir.
¢ Negatif kontrol stispansiyonundan tek kullanimlik bir pipetle lamin ucuna
yakin bir damla damlatilir.
e Pozitif kontrol stispansiyonu ile Gglinci basamak tekrarlanir, damla negatif
kontrol ve lam etiketi arasina damlatilir.
* Yaymalar tercihen biyolojik glvenlik kabininde havada kurutulur ve tespit
edilir
e Lamlar etiketli lam kutusunda saklanir.

Kontrol lamlar ticari olarak temin edilebilir.
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DEGERLENDIRME:
I. Hasta yaymalari okunmadan 6nce kontrol lamlari degerlendirilir.
Karbol fuksin (Ziehl-Neelsen veya Kinyoun):
1) Mycobacterium spp.: Kullanilan zit boyaya bagh olarak mavi veya yesil zeminde
kirmizi renkte,
2) E.coli: Kullanilan zit boyaya bagl olarak mavi veya yesil renkte  goralir.
Il. Kontrol lamin sonuclar kaydedilir. Sonuclar kabul edilebilirse hasta yaymalari
incelenir. Kontrol lami uygun degilse, boyalarin hazirlanmasi ve islemleri yeniden
gbzden gegirilir.
Degerlendirme sonucu kabul edilemez kontrol lamlari sunlardir:

1) Pozitif kontrolde basiller kirmizi renkte gérilmayorsa

2) Negatif kontrolde basiller kirmizi renkte gorullUyorsa.

3) Zemin geregi sekilde dekolorize olmamissa.

Problem ortaya ciktigi zaman tim hasta lamlari ve bir kontrol lam yeniden

boyanir.

BOYAMA iSLEMLERI
A. ZIEHL-NEELSEN ( SICAK KARBOL FUKSIN) BOYAMA:
e Tuamlam karbol fuksin boya ile kaplanir.
¢ Bek veya elektrikli boyama rafi kullanarak buhar ¢ikacak kadar (sigara dumani
tarzinda) lam alttan yavasca isitilir.
e Dusuk isiyla veya aralikli i1si kullanarak 3-5 dakika streyle buharlasmasi devam
ettirilir.
e Lam sogumaya birakilir ve takiben su ile yikanir.
* % 3 asit-alkolle lam kaplanir ve renk akmayincaya kadar renk giderme islemi
uygulanir.
e Lamsu ile iyice yikanir, fazla su lamdan akitilir.
e Lam Uzerine zit boya (metilen mauvisi veya brilliant yesili) ilave edilir ve 20-
30 saniye boyanir.
e Cesme altinda su ile iyice yikanir ve fazla su lamdan akitilir.
e Yayma havada kurutulur. (Kurutma kagidi kullanilmamalidir).

e Preparat 100'lik immersiyon objektifi ile incelenir.
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B. KINYOUN KARBOL FUKSIN (SOGUK KARBOL FUKSIN) BOYAMA:
e TUm preparat karbol fuksin ile kaplanir.

e Yayma 2 dakika streyle boyanir.

e Lam suyla yikanir.

e Lam % 3 asit-alkolle kaplanir ve renksizlestirme islemi yapilir.
e Suile yikanir ve fazla su lamdan akitilir.

e Lam zit boya ile ( metilen mavisi veya brilliant yesili) kaplanir.
e Zit boya ile 20-30 saniye boyanir.

e Suile iyice yikanir, fazla su lamdan akitilir.

e Yayma havada kurutulur. Kurutma kagidi kullaniimaz.

* Preparat 100'1Uk immersiyon objektifi ile incelenir

YAYMANIN INCELENMESI
A. inceleme Yéntemi:
e Aside direncli basilin varligi icin, her yayma en az 15 dakika sire ile incelenir.
* Yaymayi negatif olarak raporlamadan énce karbolfuksin boyama ile minimum
300 alan incelenmelidir.
e Yaymanin uzun kenari boyunca 3, kisa kenari boyunca 9 paralel tarama
yapilmalidir. Bu hem genis bir okuma alani saglar, hem de ayni bolgenin birden

fazla okunmasi olasiligini uzaklastirir.

MORFOLOJIK OZELLIKLER:
e Aside direngli basil yaklasik olarak 1-10 ym uzunlugunda ve tipik olarak
kirmizi, ince, tekli veya demetler halinde ¢omak seklinde goralir.
e Bakteri, boncuk dizisi tarzinda boyanma bodlgeleri goésterebilir.
e M. tuberculosis disinda bazi mikobakteriler pleomorfik gértinebilir, uzun

basillerden kokoid formlara kadar degismektedir.

SONUCLARI RAPOR ETME:

Boyama sonuclari 24 saat icinde klinisyene bildirilmelidir.

ARB negatif : Aside direncli basilin goértlmedigi tim yaymalar “ Aside direngli
basil géralmedi " seklinde raporlanir. Negatif raporlanan yaymalar kaltr rapor

edilinceye kadar saklanmahdir.



ARB pozitif : Bir yaymada aside direncli basil gértldtiigt zaman, “Aside direngli
basil gorildt " seklinde rapor edilir. Boyanma yéntemi belirtilerek yaymada

gobzlenen basil sayisina gore skorlama yapilir.

RAPOR GORULEN ARB MiKTARI
(BASIL SAYISI /INCELEME ALANI)
Fuksin boya Horokrom boya
1000 X 250 X 450 X
Negaff 0 0 0
Supheli 1-2/300alan 1-2f30 alan 1-2/70 alan
(ornek tekrar)
1+ 1-9/100alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
1+ 1-8/1 alan 10-90V1 akbn 4-38/1 alan

Ahsilmadik siklikta yayma pozitif (ktltir negatif) sonug ile karsilasilir ise,

yanlis pozitiflik nedenleri arastirilmahdir.

e Su, su tanklari ve boyalar aside direncli mikroorganizmalarla kontamine

olabilir.

e Boyama islemi sliresince materyalin lamdan lama transferi olusabilir.

e immersiyon objektifi icin kullanilan yag ile aside direncli organizmalarin

transferi olusabilir. Pozitif bir yaymadan sonra lens  mutlaka temizlenmelidir.
ARB boyama:

A. Mikobakteriden baska Rhodococcus spp., Legionella micdadei, Cryptosporidium

spp-'nin kistleri ve Isospora spp. gibi bazi mikroorganizmalarin ARB boyanabildigi

dikkate alinmalidir.

B. Hizhi Greyen mikobakteriler boyanmada degiskenlik gosterebilirler.

C. Pozitif yayma preparatlari bir baska uzman tarafindan da dogrulanmalidir.
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AURAMINE - RHODAMINE FLORESAN BOYAMA

Doc. Dr. Vildan AVKAN OGUZ
DEU Tip Faklltesi infeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji AD.

Direkt mikroskopi teknikleri konusunun girisinde verilen genel bilgiler ve
yayma preparatin hazirlanmasi asamalari hem karbol fuksin boyama hem
florokrom boyama yontemlerinde aynidir. Rutinde tani amach en sik karbol
fuksinli (Erlich Ziehl Neelsen- EZN , Kinyon) boyama kullaniimakla birlikte, daha
duyarli ve hazirlanan preparatin daha hizli taranmasini saglayan florokrom
boyalar da kullanilabilir. Bu boyama yéntemlerinde, daha kulguk bir blyttme ile
daha genis bir alan taranabilir ve preparatin taranmasi icin gereken zaman azalir.
Bu nedenle 6zellikle zaman problemi olan ve fazla sayida hasta 6rneginin
islemlendigi laboratuvarlarda, florokrom boyama yéntemleri hem tani i¢in hem

de antitUberklloz tedavi alan hastalarin izleminde tercih edilebilir.

Florokrom boyamada ana ilke fenolli fuksin yerine floresan boyalarin
kullanilmasidir. Floresan boyalar, mikobakterilerin lipitten zengin hlicre duvarina
baglanarak, gorinir hale gelmesini saglar. Ancak boyalarin hazirlanmasi,
amaclanan hedef (doku, mikroorganizma, antijen antikor kompleksi vs.) ve
boyama islemi sirasinda isi-stire degisikliklerinin uygulanmasi gibi, bazi kriterlere
gore, farkh floresan boyama yéntemleri uygulanabilir. Bu yontemler arasinda
Auramin-Fenol boyama yéntemi, Glikerson ve Kanner’in floresanli boyama
yontemi, Auramine-Rhodamine boyama ydntemi, Truant’'in modifiye Auramine-
Rhodamine boyama yéntemi sayilabilir. Kullanilan auramin’in karsinojen oldugu

unutulmamali, 6zellikle direkt temas-hava yolu izolasyon énlemleri alinmalidir.

AURAMIN-RHODAMINE BOYAMA iSLEM BASAMAKLARI
A. Orneklerin Hazirlanmasi : Karbol Fuksin boyama yénteminde anlatildi.

B- Kimyasal Maddelerin Hazirlanmasi

1. Auramine — Rhodamine Floresan Boyarin Hazirlanmasi

Auromin O--—--—--—-15gr.

RhOdam'n B 07090 &nce fenol sonra boyalar eklenerek suda
Glisergl-----=-------- 75 ml eritilir. En son gliserol eklenir. Stizilirek
SVl feNOl——eeme 10 Ml 4°G’de koyu renkli bir sigede saklanmir

(Istilmi fenol 10 ml +dH,O 50mi)
S R TR —— 50 mi




2.Asit Alkol Hazirlanmasi
Etil alkol (% 70°lik) ---------- 99.5 ml
Konsantre HCl------------------ 0.5 ml

3.Karsit Boya Cozeltisi Hazirlanmasi
Potasyum permanganat (KMnOQO4) --------- 0.5¢gr
Distile su 100 ml

C- Kalite Kontrol

Her boyama icin mutlak pozitif ve negatif kontroller hazirlanmalidir.
Pozitif kontrol hazirlanmasi: Middleebrook 7H9 sivi besiyeri icinde mikobakteri
(mUumkinse standart M tuberculosis H37Rv) stspansiyonu hazirlanir.Bu
stspansiyondan lam UGzerine bir damla konularak ya isitici blokta ya da havada
kurutulup, tespit edilir.

Negatif kontrol hazirlanmasi: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ile sivi besiyerinde hazirlanan stispansiyondan bir damla lam Uzerine

konularak ya isitici blokta ya da havada kurutulup, tespit edilir.

D- islemin Uygulanmasi
e Oda isisinda saklanan boyalar kullanilmadan énce mutlaka iyice calkalanmahdir.
e Hazirlanan lamlar alevde fiske edilir. (Resim 1)
e Hazirlanan lamlarin Gizerine AR boyasi dokallir ve 15-20 dakika oda isisinda
beklenir. Boya lamin Gzerini tamamen kaplamali ve eksilmemelidir (Resim 2,3).
e Distile su ile yikanir. Klorsuz su kullaniimalidir, ciinkl klor floresani azaltir
(Resim 4).
e Yikama sonrasi % 0,5 asit alkol dokulerek 2-3 dakika beklenir. Yeterli
dekolarizasyon isleminde ciplak goézle boya goérilmez(Resim 5-7).
e Yikama islemi tekrarlanir (Resim 8).
e Zemin boyasi olarak hazirlanmis KMnO4 ile 2 dakika boyanir. Sire uzatilirsa
floresan azalabilir (Resim 9).
e Yikanir ve havada kurutulur (Resim 10).
e Pozitif bir yaymada mikobakteriler, karanlik bir zeminde sari-turuncu parlak,
ince, kivrik ici tanecikli floresan veren bakteriler olarak géralir (Resim 11)
e Her O6rnedin boyanmasi sirasinda, mutlaka pozitif ve negatif kontrol

kullanilmalidir.



* Boyanan preparatlar en kisa sGrede 25x ya da 40x biyUtme ile floresan
mikroskobunda incelenmelidir. Basil morfolojisi x1,000 ya da x450 buyUtme ile
kontrol edilmelidir.

e Gerekirse pozitif degerlendirilen preparatlar, EZN ya da Kinyon boya ile

boyanabilir.

E. SONUCLARIN BiLDIiRiMi:
Negatif: Floresan gortlmeyen tiim yaymalar “ Aside direncli basil gortlmedi *
seklinde raporlanir.
Pozitif: Karanlik bir zeminde sari-turuncu parlak, ince, kivrik ici tanecikli floresan
veren bakteriler olarak gorulir “Aside direncli basil géraldi’ seklinde rapor
edilir. Boyanma yéntemi belirtilir ve yaymada gdzlenen aside direncli basilin
miktari hakkinda bilgi verilir. Basilin miktari hakkindaki degerlendirmede karbol

fuksin boyama ydénteminde kullanilan tablo rehber olarak kullanir.

Resim 1-11: Auramine — Rhodamine Floresan Boyama isleminin resimlerle izlemi
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TUBERKULOZ BASILINIiN KLASIK YONTEMLERLE
IDENTIFIKASYONU

Prof.Dr. Siheyla SURUCUOGLU
Celal Bayar Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,
Manisa

TOberkiloz basillerinin tanimlanmasinda kullanilan klasik yontemler
bakterilerin Greme hizina, Greme isisina, koloni gérinimuine, pigment Uretimine
ve biyokimyasal 6zelliklerine dayali yéntemlerdir. Bu ydbntemler zaman alici ve
uygulanmasi zor olmakla birlikte maliyetleri yeni yéntemlere gére oldukga
dasuktar.

A. UREME OZELLIKLERININ INCELENMESi
1. Koloni ve Mikrokoloni Goriinimii
M. tuberculosis
¢ Lowenstein Jensen (L)) besiyerinde veya Middlebrook agarda 370C'de 14-28
gunlik inkibasyondan sonra pigmentsiz, diizensiz, kuru, krem renkli koloniler
olusturur.
e Middlebrook 7H10 veya 7H11 agarda 5-10 gunlUk inkibasyondan sonra
olusan mikrokoloniler mikroskop altinda incelendiginde “yilanvari kordon”
gorindma izlenir.
e Petrilere ince dékilmus agarh besiyerindeki mikrokoloniler 10X objektif ile
mikroskopta incelenmelidir.
M. bovis
e Cok yavas (disgonik)arer. L)'de gorinr kolonilerin olusmasi icin 6-8 haftalik
inktbasyon gereklidir.
e Eniyi Ureyebildigi ortam gliserolstiz %0.4 pirGvath LJ'dir. Yumurtali besiyerinde
dizgin veya bazen dlzensiz kenarli, krem renkli, kicik koloniler olusturur.
Middlebrook 7H11 agarda ¢ok kiictk, su damlasina benzer koloniler olusturur.
2. Ureme Hizinin ve Pigment Uretiminin Saptanmasi
Mikobakteriler Greme hizlari, tercih ettikleri Greme isilari ve 1sikta veya isik
olmadan pigment Uretme 6zelliklerine gore siniflandirilabilmektedir. Bu
siniflandirma (Runyon) 1950’li yillardan beri gecerliligini korumaktadir. Tberkiloz
basilleri yavas Greyen, nonfotokromojen (veya nonkromojen) koloniler yapar.
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Gerecler:
1  Middlebrook 7H9 broth veya Dubos Tween broth ve LJ yatik besiyeri
2 Steril vidali kapakli tipler (20 X 110 veya 20 X 125 mm)
3 Steril plastik cubuklar ve pastor pipetleri
4 Besiyerinin Gzerini kapatacak buyutkliklerde (yaklasik 10X15 cm) alimlnyum
folyo parcalar
5 60-W aydinlatma giiciinde lamba

Kalite Kontrol:
Asagida verilen kontrol suslari ile test ayda bir kez kontrol edilmelidir.
1 M. terrae ATCC 15755: Yavas Urer, oda isisinda = Urer, 1sikta veya karanlkta
pigment yapmaz (nonkromojen).
2 M. fortuitum ATCC 6841: Hizli Grer, oda isisinda iyi Urer, 1sikta veya karanlikta
pigment yapmaz (nonkromojen).
3 M. gordonae ATCC 14470: Yavas Urer, oda isisinda zayif Grer, isikta ve
karanlikta turuncu pigment yapar (skotokromojen).
4 M. kansasii ATCC 12478: Yavas Urer, oda i1sisinda ¢ok zayif drer, 1sikta turuncu
pigment yapar, karanlikta pigment yapmaz, isik testinden sonra pigment olusumu
gozlenir (fotokromojen).

Yontem:
e Test edilecek koloniler Middlebrook 7H9 broth besiyerine ekilir. Bir qubuk ile
tlpin kenarinda iyice ezilerek kolonilerin sivi besiyeri icinde dagilmasi saglanir.
e Tupler vorteks araciligi ile 10 saniye karistirildiktan sonra bir pastor pipeti
aracihdi ile altisar damla kaltar stispansiyonu alinarak (g ayri LJ besiyerine ekilir.
e LJ besiyerlerinden iki tanesi besiyerinin tamamini értecek sekilde hemen
aliminyum folyo ile kapatilir. Tuplerin kapaklari gevsek birakilmalidir.
e Kapali tiplerden biri oda derecesinde (220-250C), diger kapal tup ile acik
birakilan tip 370C'de %10 CO2'li ortamda inkiibe edilir.
e Acik tip haftada bir kez olmak Gzere ¢ hafta sire ile Greme miktari ve
pigment Uretimi yéninden incelenir. Uctinci haftanin sonuna kadar aliminyum
folyo agilmaz.
e Koloni rengi kaydedilir. Ureme skoru (0) — (2+) olarak belirlenir (Tablo 1)
e Uclnci haftanin sonunda folyo acilir. Acilan tiplerde tGreyen kolonilerin
rengi kaydedilir. Agik tlpler daha fazla i1siga maruz kaldigindan bu tiplerde

Ureyen kolonilerin pigmentleri kapali olanlara oranla genellikle daha koyudur.
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Ayni zamanda oda isisinda Ureyen kolonilerin pigmentleri i1si derecesine bagl
olarak daha acik renktedir. Renk tonu kiyaslanmamali, sadece sari veya turuncu

pigmentin olup olmadigi incelenmelidir.

Tablo 1. Besiyerinde Greme hizi*

37%de Ureme Miktari
Ureme hizi 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta
Hizh 1+ -2+
Orta +-1+ 2+
Yavas 0-= 1+ 2+

* 0; gérundr koloni yok, +; ylzeyde ¢ok az sayida kuglik kolonilerin gérilmesi veya ¢cok hafif pigment
olusumunu dustnddren gériintim, 1+, az sayida iyi Gremis kolonilerin gértilmesi, kolonilerin arasindan
LJ besiyeri segilebilir, 2+; cok sayida iyi tiremis kolonilerin gérilmesi, koloniler birbirine cok yakindir

veya temas halindedir ve kolonilerin arasindan besiyerinin ylzeyi gérilemez.

Degerlendirme
e Acik ve kapali tiplerde Greyen kolonilerde pigment yok (krem rengi);
Nonkromojenik
e Acik ve kapali tiplerde Greyen kolonilerde pigment var (sari-turuncu);
Skotokromojenik
e Isik testi : Acik tlpte treyen koloniler pigmentli, kapali tipte Ureyenler
renksiz ise kapali tipe 1sik testi uygulanir. Kapali tipte bulunan pigmentsiz
kolonilerde, 1sikla karsilastiktan sonra pigment Uretimi var; Fotokromojenik
Bu amagla besiyeri 25 cm uzaklikta bulunan 60 W glcindeki lambanin altinda
bir saat tutulur. Daha sonra baslangicta tipUin bekletildigi 1sida inkibe edilir.
Kapagi gevsek birakilmalidir. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda koloniler pigment
olusumu yéninden yeniden incelenmelidir. Sari veya turuncu pigment varligi

kaydedilir. Pigmentin koyulugu degil, varhigi aranmalidir.

3. Bactec NAP (p-Nitro-a-acetylamino-B-hydroxypropiophenone) Testi

NAP M. tuberculosis complex’in Gremesini selektif olarak inhibe eder. Diger
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mikobakteri turleri NAP ile inhibe olmaz veya kismen inhibe olabilir. Ureme
yoksa bakterinin M. tuberculosis complex’e ait oldugu dastnalir. Ancak NAP
testinin ndkleik asit prob, kromotografik ydntemler veya konvansiyonel ydntemler
ile dogrulanmasi 6nerilmektedir.

inceleme Ornegi
BACTEC 12B besiyeri (Growth index > 50 ise )

Gerecler

e BACTEC 460 cihazi (Becton Dickinson Diagnostic Systems)
e Middlebrook 7H12 (BACTEC 12B) besiyeri (7H9 broth, sigir serum albimini,
kazein hidrolizat, katalaz ve 14C isaretli substrat icerir.)

e BACTEC NAP flakonlari (5 pg NAP diski tasir).

e Steril tiberkulin enjektorleri

e Pamuk veya gazli bezli petler, antimikobakteriyel dezenfektan ve %70 etil

alkol

Kalite Kontrol Suslari
M. tuberculosis ATCC 27294 ve M. kansasii ATCC 35775; M. tuberculosis’'in growth
index'inde (Gl) %20 azalma gdzlenirken, M. kansasii'nin Gl inkGibasyon strdukge

ylkselen bir egri cizer.

Yontem

e BACTEC 12B sisesinde Gl 10 oldugunda ¢ukulata agara ekilir, kontaminasyon
olmadigi dogrulanir. Gl yaklasik 50-100'e ulasincaya kadar besiyerleri ginlik
olarak okunur ve yayma hazirlanarak ARB’nin varlig:r gosterilir.
e 12B sisesinin GI'i 50-100’e ulastiginda, besiyeri iyice karistirilir. Aseptik
kosullarda 1 ml besiyeri NAP flakonuna aktarilir Kalan 3 ml besiyeri kontrol olarak
kullanilir.

e Gl 100G gecen kaltdrler icin NAP testinden 6nce ekim yapilmamis BACTEC
12B besiyeri (Middlebrook 7H12) ile dilisyon yapmak gereklidir. Dillisyon oranlari

asagida gosterilmistir.



Gl Miktan Diliisyon

50-100 DilGsyon yapilmaz
101-200 0.8 ml
201-400 0.6 ml
401-600 0.4 ml
601-800 0.3 ml
801-999 0.2 ml
999>1 glin 0.1 ml

¢ Diltsyon yapildiktan sonra besiyerinin 1 ml’si NAP flakonuna aktarilir.
e Artan besiyeri kontrol olarak kullaniimak Uzere inklUbe edilir.
¢ Flakonun agzi etil alkolle dekontamine edilir ve iyice karistirihir.
e Hem inokulasyon yapilan primer izolasyon sisesi (kontrol), hem de NAP

flakonlari gtnlik olarak 2-7 gUn sire ile okunur, Gl kaydedilir.

Degerlendirme:

e Sonuglar 2-7 guin icinde degerlendirilir. Kontrol sisesinin Gl'i artmasina ragmen
NAP testi sisesinin Gl'i azaliyor veya degismiyorsa M. tuberculosis kompleks, artis
gosteriyorsa tlberklloz disi mikobakteri (MOTT) olarak dederlendirilir.
e Test sonucu dort ginden daha kisa sirede degerlendirilmemelidir.
e M.tuberculosis kompleks disinda diger mikobakterilerden M. kansasii, M.
gastri, M. szulgai, M. terrae ve M. triviale’nin bazi suslari NAP ile kismen inhibe
olabilir. Bu durumda ilk 2-4 ganlik okuma sonuclari yanhs degerlendirilebilir.
Sonug¢ vermeden once inklbasyonun 2-3 gin daha uzatilmasi bu hatayi
Onleyecektir.

¢ NAP testinde optimal inkibasyon isisi &nemlidir. Bazi mikobakteriler (M.
marinum, M. chelonae) 300C'de Urer. 370C'de yapilan NAP testinde Gremeleri
inhibe olur. Bu nedenle yara veya deri 6érneklerinden treyen mikobakterilerin
ayrimi icin NAP testinde inkUbasyon isisi hem 370C hem de 300C olmalidir.
e Kontrol sisesindeki (orijinal kaltdr sisesi) ginlik Gl artmaya devam etmelidir,
artis gostermiyorsa NAP sonucu dedgerlendirmeye alinmamalidir.
o M. tuberculosis kompleks: inokiilasyondan sonra ardisik iki GlI'de énemli bir
azalma (%20); ilk iki gtin hafif, fakat 6nemli olmayan bir artis ve ardindan artisin
olmamasi veya azalma olmasi = TB kompleks

o Tuberkilloz disi mikobakteri: Glnlik Gl'in dért giin icinde 400 ve Gzerine



¢citkmasi; inokllasyondan sonra ilk 1-2 giin icinde artis olmamasi veya hafif bir
azalma, iki giintin ardindan 6nemli bir artis (%20) olmasi = TUberklloz disi
mikobakteri

o Kdltdrlerin birden fazla mikobakteri tirt ile veya diger bakteriler ile kontamine
olmasi, Gl'in ylkselmesine neden olur ve yanlis olarak tiberkiloz disi mikobakteri
olarak degerlendirilir. Bu nedenle kuskulu durumlarda ARB ve Gram boyama

yapitlmalidir.

B. BIYOKIMYASAL OZELLIKLERIN INCELENMESI

I. Niasin Testi

BUtlin mikobakteriler niasin ribontkleotid Gretir. Ancak M. tuberculosis ile M.
simiae ve M. chelonae’nin bazi suslari niasini nikotinamid adenin dinlkleotide
(NAD) donustUrecek enzime sahip degildir. Besiyerinde biriken niasin gosterilebilir.
Niasin olumsuz M. tuberculosis suslari cok nadirdir. Niasin testi M. tuberculosis’in
identifikasyonunda tek basina kullanilmamalidir. M. tuberculosis
identifikasyonunda sonuclar nitrat rediksiyonu ve isiya stabil katalaz testi ile
dogrulanmalidir. Niasin testi ticari olarak hazirlanmis kagit stripler ile de yapilabilir.
inceleme Ornegi : Niasin testi icin LJ besiyerinde yogun olarak tremis dért haftalik
kaltarler kullanilmalidir. Diger besiyerlerinde yeterince niasin birikmediginden
yanlis negatif sonug alinabilir. Diger bakteriler ile kontamine kulttrlerde niasin
metabolize oldugundan yanhs negatif sonuclar alinabilir.

Gerecler

1. %4'luk anilin

4 ml renksiz anilin 96 ml %95'lik etanole eklenir. Karistirilir ve 20-80C'de koyu
renk bir sisede saklanir. SolGsyonun rengi sariya dénisttginde kullanilmamalidir.
Anilin karsinojeniktir. inhalasyonu veya deri ile temasi zararhdir.
2. %10'luk siyanojen bromid eriyigi

Siyanojen bromidin doymus bir ¢cézeltisidir. Siyanojen bromid kristallerine steril
distile su eklenerek hazirlanir. Bosalan siseler atilmadan 6nce bol miktarda %10
NaOH ile yikanmalidir. Bu ¢6zelti ile calisirken son derece dikkatli olunmalidir.
Kuru kristaller patlayicidir. Ayrica siyanojen bromid asitle birlestiginde zehirli
siyanur gazi olusur.

3. Steril vidali kapakl ttpler (20 X 110 veya 20 X 125 mm), steril pastor pipetleri
ve steril 5 ml'lik pipetler



Kalite kontrol

Pozitif kontrol; M. tuberculosis ATCC 25177

Negatif kontrol; MAC ATCC 13950 ve ekim yapilmamis besiyeri
Yontem

e Dort haftalik ve yogun tremesi olan LJ kulturleri kullaniimalidir. Koloni sayisi
az oldugunda yanlis negatif sonuclar alinabilir.

e Besiyerine bir pastor pipeti dolusu steril su veya serum fizyolojik eklenir. Pipet
ile koloniler yerlerinden kaldirilip yana ¢ekilerek suyun besiyeri ile temasi saglanir.
Bu islemin yapilmamasi yanlis negatif sonuca neden olabilir.
e Tupler horizontal olarak oda isisinda bir saat bekletilir. Bir pastor pipeti
dolusu geri alinan sivi temiz bir tape aktarilir.

e Tlpe birer pastor pipeti dolusu % 4 anilin ve siyanojen bromid eklenir.
e Kagit strip yonteminde ise ayiraclar yerine tip igine strip konur ve hemen

thpUn agzi kapatilir. TOp ara sira calkalanarak oda isisinda 15 dakika bekletilir.

Degerlendirme : Bes dakika sonra sari renk olusmasi pozitif sonuc olarak kaydedilir.
Renk degisikliginin gértlmemesi negatif olarak degerlendirilir. Tipler atiimadan
once esit miktarda %10 NaOH eklenmelidir. Kagit strip yontemi ile ilgili olarak
, beyaz zeminde degerlendirildiginde sari renk gézlenmesi pozitif kabul edilir.
Kagit stripler tehlikeli ayiraclarin kullanimini gerektirmediginden ve raf émurleri
uzun oldugundan avantajlidirlar. Ancak az miktardaki niasini saptamada

duyarhliklar distktar.

Il. Nitrat Rediiksiyonu Testi

Mikobakteriler nitrorediiktaz enzimi Ureterek nitratlar nitritlere indirgeyebilirler.
Nitrat reduksiyonu testi; koloni morfolojisi, treme hizi ve pigment lretme
ozellikleri birbirine benzer olan mikobakterileri ayirt etmede degerlidir. M.
tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, bazi saprofit nonkromojenler, M. smegmatis
ve M. fortuitum grubu nitrat redUktaz pozitiftir. Test niasin kagit strip yontemi
ile de kombine edilebilir.

inceleme Ornegi: LJ veya diger yumurtali besiyerinde Gireyen 3-4 haftalik kaltirler
Geregler

1. Steril pastor pipetleri

2. M/45 fosfat tampon eriyigi (0.02M, pH 7.0) icindeki nitrat test substrati (0.01M)



NaNO3 0.8g

KH2PO4 1.17 g
Na2HPO4 1.93 g
H20 1000.0 ml (final voliim)

pH: 7.0 olmalidir.

Cozelti otoklavda steril edildikten sonra buzdolabinda 1-2 ay saklanabilir.
3. Sulfanilamid’in sudaki %0.2°lik eriyigi

0.1 gram sulfanilamid 50 ml distile suda ¢6ztnir. Tam ¢6zUn0rlik icin su banyosu
gerekebilir. Cozelti koyu renkli siselerde, buzdolabinda bir aya kadar saklanabilir.
4. N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride’in sudaki %0.1'lik eriyigi

Koyu siselerde, buzdolabinda bir aya kadar saklanabilir.

Kalite Kontrol
Pozitif kontrol; M. tuberculosis ATCC 25177
Negatif kontrol; M. intracellulare ATCC 13950, ekim yapilmamis besiyeri

Yontem

e Bir 6ze dolusu koloni 2 ml nitrat substrati icinde ezilir ve elle karistirildiktan
sonra 350-370C'de iki saat inkibe edilir.

e Sirasiile asagidaki ayiraglar eklenerek karistirilir.

1 damla konsantre HCI

2 damla %0.2 sulfanilamid

2 damla N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride’in sudaki %0.1'lik
eriyigi

e Karisim oda isisinda 5 dakika bekletilir ve pembe-kirmizi renk degisiminin

varligr arastirihir.

Degerlendirme: Pembe-kirmizi renk olusmasi pozitif olarak kabul edilir. Bazi
laboratuvarlarda renk degisimi kantitatif olarak degerlendiriimektedir.

Beklendiginde renk degisimi kaybolabildiginden degerlendirme hemen yapilmalidir.
lll. Katalaz Testi

Katalaz hidrojen peroksidi (H202) su ve oksijene ayristiran hiicre ici bir enzimdir.

Oksijenin olusumu hava kabarciklarinin ortaya ¢ikmasi ile anlasilir. Katalaz
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enziminin bazi formlari 680C'de 20 dakika isitildiginda inaktive olur. Enzimin is
ile inaktivasyonu bazi mikobakteri tirlerinin ayirt edilmesinde degerli bir tani
ydntemi olarak kullanilmaktadir. Mikobakteri tdrlerinin identifikasyonunda
kullanilan H202, diger bakterilerde bulunan enzimin arastirilmasinda kullanilan
ayiractan farkhdir. Hidrofobik ve kiimeli olan mikobakterilerin dagilmasini ve
enzimin kolayca a¢iga ¢ikmasini saglamak icin testte %30 H202 (Superoxol) ile
guclt bir deterjan olan %10 Tween 80'nin karisimi kullanilir. Ayiraclar taze

hazirlanmis olmalidir.

inceleme Ornegi : LJ veya Middlebrook 7H10 agarda reyen gelismis mikobakteri

kolonileri

Gerecler

1. Middlebrook 7H9 broth

2. 25X 150 mm buyiklugunde vidali kapakl ttplerde hazirlanmis dik LJ besiyeri
3. %30 Hidrojen peroksit (Superoxol)

4. %10 Tween-80 (90 ml distile su+10 ml Tween 80 karisimi, her ikisi de isitilirsa
karisimi hazirlamak kolaylasir).

5. M/ 15 fosfat tampon (0.067 M)

Kalite Kontrol

Negatif kontrol: M. tuberculosis ATCC 15177, 22-250C"de hava kabarciklari olusur,
680C'de olusmaz.

Pozitif kontrol: M. fortuitum ATCC 6841, her iki derecede de hava kabarciklari

olusur.

Yontem : iki farkli ydntem uygulanir.

a. Isiya stabil katalaz testi

e ki ayri tupte test edilecek birka¢ mikobakteri kolonisi (2-4 haftalik) 0.5 ml
fosfat tampon icine inokule edilir. Tuplerden biri 680C'lik su banyosunda 20
dakika bekletilir. Diger tip kontrol icin kullanilir.

e Isitilmis tipUn oda isisinda sogumasi icin bekletildikten sonra her iki tiipe de
0.5 ml Tween-H202 karisimi (1/1 oranda) eklenir ve gaz kabarciklarinin olusumu
gozlenir. Tupler calkalanmamalidir. Negatif sonug verilmeden 6nce 20 dakika

beklenmelidir.
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b. Semikantitatif katalaz testi

¢ Middlebrook 7H9'a bir 6ze dolusu koloni inokule edildikten sonra tip 370C'de
yedi gin bekletilir.

e inklbasyonun sonunda vorteks ile 5-10 saniye karistirilir ve alti damla dik LJ
besiyerine aktarilir. Besiyerleri 14 giin 370C'de inklibe edilir. Kapak gevsek
birakilmalidir.

¢ inkiibasyonun sonunda besiyerine 1 ml H202-Tween karisimi eklenir (%30
peroksit cildi yakar, eldiven giyilmeli ve deri ile temasi oldugunda soguk su ile
yikanmalidir). Tip oda isisinda bes dakika bekletilir.

Olusan hava kabarciklarinin yuksekligi él¢alar.

Degerlendirme : Isiya stabil katalaz testi: Cok az miktarda gaz kabarciginin
olusmasi bile pozitif olarak degerlendirilir. M. tuberculosis ve diger bazi
mikobakteriler 680C'de isitildiklarinda katalaz aktivitelerini kaybederler.
Semikantitatif katalaz testi:

e GUclt katalaz reaksiyonu: Hava kabarciklarinin yiksekliginin 245 mm olusmasi
M. kansasii, hizli Greyen mikobakteriler ve siklikla izole edilen skotokromojenler
gucli katalaz reaksiyonu verir.

e Zayif katalaz reaksiyonu: Hava kabarciklarinin ytksekliginin <45 mm olmasi.
M. tuberculosis ve MAC zayif katalaz reaksiyonu verir

¢ Negatif sonug: Hava kabarciginin olusmamasi

Not: Cok eski kultUrlerden veya yetersiz Ureyen kolonilerden yapilan deneylerden
yanlis olarak zayif reaksiyon sonuclari alinabilir. Kilturler diger bakteriler ile

kontamine ise yanlis olarak gUcld reaksiyon sonuclari alinabilir.

IV. Thiophene-2-Carboxylic Acid Hydrazide (TCH; T2H) ile Uremenin inhibe
Edilmesi

M. tuberculosis ve diger yavas lreyen mikobakterilerin ¢cogu TCH'ye
direnclidirler. M. bovis ise (Bazi INH direncli suslar harig) diistik konsantrasyonda
TCH'ye duyarhdir ve TCH'li besiyerinde Greyemez. Bu test 6zellikle M. bovis ve
M. tuberculosis’in ayriminda yardimcidir. TCH testi Middlebrook 7H10 agarda
uygulanabildigi gibi, antibiyotik duyarlilik testine benzer sekilde BACTEC sistemi

kullanilarak da uygulanabilir.



inceleme Ornegi: LJ veya Middlebrook 7H10 agarda Ureyen 3-4 haftalik kulturler
Gerecler

1. TCH duyarlilik besiyeri

2. 35-370C, %10 CO2 atmosfer kosullari igin inklbator

3. Steril distile su

4. Bélmeli petri plaklar

Kalite Kontrol

Pozitif kontrol: M. bovis ATCC 35734 (10 pg/ml TCH'e duyarl)
Negatif kontrol: M. tuberculosis ATCC 25177 (direncli)

TCH duyarlilik besiyerinin hazirlanmasi
* ki adet 200 ml.lik Middlebrook 7H10 besiyeri hazirlanir. Besiyerleri otoklavda
sterilize edilir. Su banyosunda 500C'ye kadar sogutulur.
* Sogumus besiyerlerinden birinden 5.0’er ml pipet araciligi ile petri plaklarin
I. ve lll. kadranina dékdalar.
e Diger besiyerine 1000 pg/ml’lik TCH stok sollsyonundan 2.0 ml eklenir ve
iyice kanstirilir (final konsantrasyon; 10 pg/ml). Bu besiyerinden 5.0’er ml, II. ve
IV. kadrana dékualir.
e Besiyerleri karanlikta (koyu renk kagida sarili olarak), 2-80C'de bir ay sire ile

saklanabilir.

Yontem

¢ incelenecek mikobakteri kolonilerinin steril distile suda 1 McFarland standardina
uygun diltGsyonlari yapilir.

e Ucer damla bakteri stispansiyonu, bir kontrol kadranina ve bir TCH’li kadrana
inokule edilir.

e Besiyerlerinin isiktan korunmasi igin kagitla kapatildiktan sonra, inokilumun
absorbe olmasi i¢in oda isisinda yaklasik bir saat bekletilir. Besiyerleri ters ¢evrilerek
370C'de %10 CO2'li ortamda Ug¢ hafta inkibe edilir.

¢ inkibasyonun sonunda kontrol kadraninda ve TCH'li kadranda (ireyen koloniler

sayilir.
Degerlendirme : TCH'li besiyerinde Greyen koloni sayisi, kontrol besiyerinde
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Ureyen koloni sayisinin %1’'inden fazla ise direncli kabul edilir.
V. Pirazinamidaz Testi

Pirazinamidaz enzimi pirazinamidi (PZA) pirazinoik asit ve amonyada hidrolize
eder. Pirazinoik asit besiyerine ferr6z amonyum sulfat eklenmesi ile saptanabilir.
Bu test M. marinum’u M. kansasii’den ve M. bovis'i M. tuberculosis’den ayirt
etmede yardimcidir. M. tuberculosis dort gin icinde pozitif sonug verir. PZA
direnci olan M. tuberculosis suslarinda ise test sonucu negatiftir.

inceleme Ornegi: LJ agar veya Middlebrook 7H10 agarda treyen koloniler

Gerecler

1. Pirazinamidaz substrat besiyeri:

6.5 g Dubos broth base bir litre distile suda ¢6zinUr. Besiyerine; 0.1 g PZA, 2.0
g sodyum pirGvat ve 15 g agar eklenir. Besiyeri isitilarak ¢ozandaraltr. Vidali
kapakli taplere 5.0 ml miktarinda dékualtr. Tupler 15 dakika 1210C'de steril
edildikten sonra dik durumda agarin katilasmasi icin bekletilir. Besiyeri 2-80C'de
alti ay saklanabilir.

2. %1 ferrdz amonyum sulfat: Steril tUpler icinde ve steril distile su ile

kullaniilmadan hemen 6nce hazirlanmalidir.

Kalite Kontrol
Pozitif kontrol: M. intracellulare ATCC 13950
Negatif kontrol: M. kansasii ATCC 12478

Yoéntem

e Bir 6ze dolusu gencg koloni iki adet pirazinamidaz agarin ylzeyine inokile
edilir. Taplerin kapaklari gevsek birakilarak inklbe edilir.

e Dort gin sonra tUplerden biri cikarilarak besiyerinin Gzerine 1 ml taze
hazirlanmis %1 ferr6z amonyum silfat eriyigi eklenir. Oda isisinda 30 dakika
bekletildikten sonra agarda pembe bir bant olusumu goézlenir.
¢ Negatif tpler dort saat daha buzdolabinda bekletildikten sonra renk olusumu

yéninden yeniden incelenir.

Degerlendirme: Dort saat sonra agar ylUzeyinde ayirac tabakasinda pembe renk

olusumu pozitif kabul edilir. Negatif sonug alindiginda ikinci tiptn inkibasyonu
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yedi gline uzatilarak test tekrarlanir.

TUberkUloz basillerinin identifikasyonu i¢in uygulanacak algoritma, laboratuvarda
kullanilan besiyerine ve olanaklara gore degiskenlik gosterir. Kati besiyeri kullanan
laboratuvarlarda Greme hizi, pigmentasyon, koloni gérianimi ve mikrokoloni
incelemesinden sonra niasin testi, nitrat redtksiyon testi ve 1siya stabil katalaz
testinin uygulanmasi ile M. tuberculosis identifikasyonu yapilabilir. M. bovis ve
M. tuberculosis ayrimi icin TCH ile inhibisyon testi tercih edilmelidir. BACTEC
sistemi kullanan laboratuvarlar icin M. tuberculosis kompleksin identifikasyonunda
NAP testi hizli ve givenilirdir. Ayni zamanda sivi besiyerinde kord faktér olusumu

aranmalidir.
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ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TEST YONTEMLERI

Yrd.Doc.Dr. Nuri OZKUTUK
Celal Bayar Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD,

Manisa

M.tuberculosis complex’in (MTBC) anti tberkUloz ilaglara karsi duyarliligini
belirlemede en glvenilir ve en hizli ydontemi bulmak amaciyla cok sayida duyarlilik
test yontemi gelistirilmistir. Bunlar arasinda proprosiyon yontemini temel alan,
kaltdre dayali klasik testler en yaygin kullanilan testlerdir. Proporsiyon yénteminde
kati besiyeri olarak siklikla yumurta bazli besiyerlerinden Lowenstein-Jensen (LJ),
agar bazl besiyerlerinden Middlebrook (MD) 7H10 kullaniimaktadir. Modifiye
Middlebrook 7H9 sivi besiyerinin kullanildigi antimikobakteriyal duyarlilik test
yontemlerinden BACTEC 460TB ve BACTEC-MGIT 960 gibi hizl ticari sistemler de
yaygin olarak kullaniimaktadir. MD7H10'un kullanildigi1 agar proporsiyon ydéntemi
ile BACTEC 460TB ve BACTEC-MGIT 960 yontemleri NCCLS (National Committee
for Clinical Laboratory) tarafindan 6nerilen yontemlerdir. LJ'nin kullanildigi
proporsiyon ydontemi ise ekonomik olmasi nedeniyle DSO (Diinya Saglik Orgiitiiniin)

tarafindan onerilmektedir.

I. MIiDDLEBROOK 7H10 BESIiYERINDE PROPORSIYON YONTEMI
(AGAR PROPORSIYON YONTEMI)

Prensip: Proporsiyon yontemi belli bir ilag konsantrasyonunda (Kritik
Konsantrasyon) direncli olan organizmalarin oraninin belirlenmesini saglar. Test
edilecek bakteri susu ilach ve ilacsiz kati besiyerlerine inkiibe edilir. ilacli besiyerinde
Ureyen kolonilerin sayisi, kontrol besiyerindeki kolonilerin sayisiyla karsilastirilir.
Belli bir ilaca direncli basillerin orani hesaplanip, test edilen populasyona ylzdesi
olarak belirtilir. Bu oran %1’e (Kritik Proporsiyon) esit veya daha yiksek ise test
edilen sus o ilaca karsi direncli olarak rapor edilir. NCCLS, kati besiyeri olarak
MD7H10 besiyerinin kullanildigi proporsiyon test yéntemini (Agar Proporsiyon

Yontemi) referans yontem olarak kabul etmektedir.



Antibiyotik Soltsyonlarinin Hazirlanmast:

Antibiyotikler ticari toz seklinde Uretici firmadan alinmali, klinik preparatlari
kullanilmamalidir. Antibiyotikler Gretici dnerilerine gére veya olasi ise vakumlu
bir desikator icinde —200C'de saklanmalidir.

¢ Antibiyotiklerin steril distile su ile veya uygun ¢ézlcUler ile (SM, INH ve EMB
icin su, RIF icin metanol veya dimetilstlfoksit) 10 000pg/ml’lik (en az 1000 pg/ml
olmal) stok solisyonlari hazirlanir (yaklasik olarak 100mg ila¢ +10ml su).
e Stok soltsyonlar hazirlanirken gerekli miktar antibiyotik Gzerinde belirtilen
potense (% veya pg/mg) goére su formile gore hesaplanmaldir.

Agirhk (mg) = Hacim (ml) x istenilen konsantrasyon (ug/ml)

o) Potens (ug/mg)

Veya gerekli olan miktar hesaplanip, potense bélinerek kullanilmasi gereken
miktar bulunur. Or: 100mg Streptomisin tartarak bir ila¢ ¢cdzeltisi hazirlamak
istedigimizde, ilacin potensi %80 (0.800pg/mg ) ise 100/0.800=125mg tartmak
gerekir. Stok soltsyonlar yaklasik 100 mg'lik antibiyotik miktari ile hazirlanmalidir,
¢ink( daha kucik miktarlarda dogru tartim gug olabilir, daha biyuk miktarlar
ise ekonomik olmaz.

e Stok sollsyonu 0.22 um por ¢apli membran filtreden stGzUp steril ettikten
sonra, polipropilen tiplerde daha sonraki kullanimlara uygun kicik miktarlara
bolinerek —200C'nin altinda (tercihen =700C) 1 yil kadar saklanabilir. Stok solisyon
kullanilacagi zaman oda isisina getirilip, bekletilmeden kullanilir ve kalani atilir.
e Antibiyotikler besiyerlerine eklenmeden 6nce stok konsantrasyonlardan

calisma konsantrasyonlari hazirlanir ve besiyerlerine uygun miktarlarda eklenir.

Ornek:
1. 100mg EMB + 10ml steril distile su = 10 000pug/ml (stok soliisyon)
2. Vortex
3. Sterilizasyon (filtre ile)
4. 1ml stok sollsyon + 9ml steril distile su = 1 000pg/ml (calisma solUsyonu)
5. Vortex

6. Tml calisma sollisyonu + 200ml besiyeri = 5.0pg/ml (final konsantrasyon)

ilaglarin &nerilen ¢dzlcileri, stok konsantrasyonlari, calisma konsantrasyonlari
besiyerine eklenecek miktarlar ve besiyerlerindeki final konsantrasyonlari Tablo
1'de yer almaktadir.



ilach ve ilacsiz Agar Besiyerinin Hazirlanmasi:

e Besiyerleri genellikle her biri 200ml’lik olacak sekilde 8 balon icinde hazirlanir.
Her bir 200ml’lik 7H10 agar besiyerinin hazirlanmasi icin; bir cam balon icinde,
180 ml distile su icine 3.8gr dehidrate 7H10 agar besiyeri ve 1 ml gliserol eklenerek
eritilir (Gretici firmanin énerdigi sekilde).

e Otoklavda 121 °C'de 15 dakika sUreyle sterilize edilir.

e Daha sonra 50-56°C’lik su banyosunda sogumaya birakilir.
e Besiyeri sicakligl 50-56°C'ye indiginde icine zenginlestirici olarak 20 ml OADC
(oleik asit, albumin, dekstroz ve katalaz karisimi) eklenir.

(Bu asamaya kadar olan basamaklar 8 ayri balon yerine tek bir 2It'lik cam
balonda gerceklestirilip, daha sonra steril sartlarda 8 ayri cam balona béltnebilir)
e 8 ayri balondaki besiyerinden 6'sina her birine farkli bir ilag veya farkli bir
ilac konsantrasyonu olacak sekilde, 6nceden hazirlanan SM, INH, RIF ve EMB
sollsyonlari tablo 1'de belirtilen miktarlarda eklenir. Diger 2 besiyeri kontrol
icin ilagsiz besiyeri olarak kullanilir.

* Hazirlanan ilagli ve ilagsiz besiyerleri, 6nceden yazilmis-etiketlenmis, 80 adet
(40'arhk 2 set), dort bolmeli steril, plastik petri plaklarina, her bélmesine 5 mi
(3-4mm kalinhginda) olacak sekilde, tablo 2'de belirtilen dizende dokulir.
Besiyerleri dokulirken, balonlar tek tek su banyosundan alinip iyice karistirilmali,
agar katilasmadan hemen plaklara paylastirilmali ve baloncuklarin olusmamasina
dikkat edilmelidir.

e Direkt 1isiktan korunarak oda isisinda katilasan besiyerleri, kullanimdan veya
saklamadan 6nce ylizeyleri iyice kuruyuncaya kadar birkac saat steril kabin icinde,
kapaklari hafif aralik birakilmalidir.

e Daha sonra kurumaya engel olmak icin deliksiz plastik torbalara konularak
ve i1siktan korunarak 4-80C'de 1 ay saklanabilir.

e Dokilen her parti besiyerinden birkac tanesi (ideali %10) kontaminasyon
kontrolQ icin 350C"de 48 saat inkiibe edilmelidir.

inokulum Hazirlanmasi:

indirekt yontem:

Agar proporsiyon yonteminde standart bir inokulumun hazirlanmasi énemli
oldugundan indirekt yéntem tercih edilir. inokulum kaynagi olarak genelde kati

besiyerinde Uremis 4-5 haftaliktan daha eski olmayan koloniler kullanilir. Primer
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izolasyon kulttrleri subkultire tercih edilir.
e Kati besiyerinde Uremis koloniler, tim Uremeyi temsil edecek sekilde bol
miktarda ve besiyerinden almamaya da dikkat edilerek, bir 6ze veya spatula
yardimi ile kazinarak alinir. icinde 6-10 adet cam boncuk bulunan 3-5ml tween-
albuminli sivi besiyerinde (6r; %0.05 tween80 iceren Middlebrook 7H9) emulsifiye
edilir.
¢ 1-2 dakika surreyle vortekslenir.
e BlyUk partiktllerin ¢cokmesi ve olusan aerosollerin azalmasi icin 20-30 dk
sUreyle tlp bekletilir.
e SiUpernatant steril pastor pipeti yardimiyla bos bir steril cam tipe alinir.
e Sivi besiyeri ekleyerek stispansiyonun bulanikligi McFarland no 1'e ayarlanir
(yaklasik 10" CFU/m).
¢ Daha sonra steril distile suyla (veya serum fizyolojik) bu stspansiyonun 10
(1/100) ve 10 (1/10.000) diltisyonlari hazirlanir.

ornek: 0.1ml ana stispansiyon (McFar.1) + 9.9ml steril distile su = 107
0.1ml 107 siispansiyon + 9.9ml steril distile su = 10
e Kati besiyerinde yeterli Greme yoksa alternatif bir yol olarak, alinan koloniler
sivi besiyerinde emulsifiye edildikten sonra inkiibe edilerek bulanikligin McFarland
no 1'e ulasmasi beklenilir ve buradan diliisyonlar hazirlanir. indirekt yéntemde
inokulum kaynagi olarak kati besiyeri yerine sivi primer izolasyon besiyeri

kullanilacaksa, yine ayni sekilde dilisyonlar hazirlanir.

Direkt yontem:

Homojenize,dekontamine ve konsantre edilen hasta 6rneginden hazirlanan
yayma preparatta yaklasik 20 mikroskop sahasi incelendikten sonra goérilen aside
direncli basil sayisina gore, érnegin steril distile su ile dilisyonlari hazirlanir (tablo
3). Daha sonra ki inokulasyon, inkiibasyon ve degerlendirme asamalari indirekt
testtekine benzer. Hasta tedavi alan ve tedavi basarisizligi sé6z konusu olan bir
hasta ise, yayma sonugclarini dikkate almaksizin mutlaka dilue edilmemis hasta
ornegi de test edilir. CiinkU mikroskopide goérilen basillerin tamami kiltirde

Uremeyecektir.



inokulasyon ve inkiibasyon:

¢ Antibiyotik duyarhligi test edilecek her bir mikroorganizma icin; iki set test
besiyeri (I ve Il nolu plaklarin her birinden 2'ser) oda isisina getirilir. Plak yizeylerinin
kuru olmasina dikkat edilir.

e Petri plaklari hasta kUltr numarasi ve dillisyon oranlarini gosterecek sekilde
(setlerden birini 10 digerini 10™) isaretlenir.

e Once | nolu setin her bir bdlmesine énceden hazirlanmis olan 107 basil
dilisyonundan steril bir pipet kullanarak 0.1'er ml inokule edilir (veya pastoér
pipeti kullanilarak her bélmeye 3'er damla damlatilir).

e Sonra Il nolu set icin ayni islem 10" dilusyon ile tekrarlanir.
¢ inokulumun saf olup olmadigini kontrol etmek amaciyla dilue edilmemis
sUspansiyondan 1-2 damla bir adet kanli agar besiyerine de ekim yapilr.
¢ inokulumun besiyerlerine absorbe olmasi icin inokule edilen plaklari agarh
tarafi asagida olmak lzere oda isisinda yaklasik 1 saat stireyle bekletilir (kapaklar
hafif arali sekilde steril kabin icinde bekletmek damlalarin kurumasini
kolaylastirabilir). Bu islem esnasinda, formaldehit olusumunu énlemek icin, plaklar
istktan korunmahdir.

e Her bir petri plagi ayri bir CO2 gegirgen polietilen torbaya yerlestirilir ve
36°C'de % 5-10 CO2’li ortamda inkUbasyona birakilir.

Plaklarin Okunmasi ve Yorumlama:

¢ inkubasyonun ilk 7 gini kontaminant bakteri varhgi yéninden kanh agar
incelenir. Kontaminasyon saptanirsa, test tekrar edilir.

e Test besiyerlerinde ise antibiyotiksiz kontrol bélmeleri Gi¢c hafta boyunca her
hafta incelenir. Uclinci hafta sonunda Ureme yetersizse, test tekrar edilmelidir.
e U¢ haftadan énce kontrol bélmesinde 50 koloni Uizerinde Gireme (+1 veya
daha fazla) goralirse test degerlendirilebilir ve direncli sonuglar rapor edilebilir.
Fakat duyarli sonuglari rapor etmek icin ¢ hafta beklemek gerekir. Ugiinci
haftadan sonra plaklar degerlendirilmemelidir. Dérdiincti haftadan sonra beliren
koloniler direnci géstermeyebilir.

¢ inkubasyon sonunda tim kadranlardaki koloniler sayilir ve tablo 4'e gére
kantite edilir ve bir kayit formuna kaydedilir. Mikroskopik inceleme ile gérilebilen

mikrokoloniler var ise, not edilir.

[ oa ]
L172J



¢ Asagidaki formul ile direnc orani hesaplanir.

Direnc orani(%) = ilacli bélmedeki koloni sayisi X 100

kontrol bélmesindeki koloni sayisi

e Direng orani>2%1 ise sonug direngli; <% 1 ise duyarl olarak yorumlanir.
¢ Kontrol kadraninda sayilabilir dlizeyde kolonisi olan ve 50'den fazla kolonisi
olan dilisyonun sonucunu yorumlanir ve karsilastirma ayni dillisyonlar arasinda
yapitlmalidir.

e Fakat 107 diltisyon ekim yapilmis kontrol bélmesinde sayilamayacak kadar
koloni varsa (+3,+4) ve 10 dilisyon ekim yapilmis kontrol bdéimesinde 50'den
az koloni varsa, 10~ diltsyon ekim yapilmis kontrol béImesindeki koloni sayisi
100’le carpilip 107 dilisyon ekim yapilmis kontrol bélmesindeki koloni sayisi
hesaplanabilir.

¢ Tum kontrol bélmelerinde koloni sayiminin 4+ oldugu diltsyonlar dikkatle
degerlendirilmelidir, bu durumda mikroorganizma tiim antibiyotiklere duyarli
ise, sonucu bildirilir, herhangi bir antibiyotige direng s6z konusu ise, yogun bir

inokulum kullanilmis olabilir, test tekrar edilir.

Kalite Kontrol:

Her yeni besiyeri ve her yeni antibiyotik sollisyonu hazirlandiginda veya en
azindan haftada bir kez, tiim ilaclara duyarli oldugu bilinen M tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294) kalite kontrol susu ve tam ilaclara direncli oldugu bilinen bir
laboratuvar susu da test edilmelidir. H37Rv susu test sonucunda tim anti tliberklloz

ilaclara karsi duyarli olmalidir.
Il. LOWENSTEIN-JENSEN (LJ) BESIiYERINDE PROPORSIYON YONTEMI

Prensip:
Proporsiyon yénteminin prensibini temel alan bu test NCCLS tarafindan
dnerilmemekle birlikte, ekonomik olmasi nedeniyle DSO tarafindan énerilen ve

tim dinyada halen yaygin olarak kullanilan bir ydntemdir.
Antibiyotik Sollisyonlarinin Hazirlanmasi:

Antibiyotiklerin stok soltsyonlarinin hazirlanmasi ve saklanmasi agar proporsiyon

yonteminde anlatildigi gibidir. Ancak antibiyotiklerin besiyerlerine eklenmeden
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dnce stok solUsyonlarindan hazirlanan calisma konsantrasyonlari ve besiyerlerine

eklenen miktarlar farklidir (tablo 5).

ilach ve ilacsiz L) Besiyerinin Hazirlanmasi:

Asagida 1600ml'lik Lowenstein-Jensen (L.J) besiyerinin hazirlanmasi 6érnek olarak
verilmistir. Besiyeri hazirlarken gerekli olan miktar hesap edilip ona gére hazirlik
yapitlmalidir.

Tuz solusyonu:

Monopotasyum fosfat.....2400 mg

Magnezyum sulfat.......... 240 mg
Magnezyum sitrat........... 600 mg
L- Asparajin.....ccccccceveenn. 3600 mg
Gliserin......cccoveevicieieeeenne, 12 ml
Saf SU.oovicciieeccee 600 ml|

e Tuz solisyonu bir balona konulup su banyosunda eritilir.
e 115°C'de 20 dk steril edilir.

e 25 adet temiz, taze, iri boy yumurta sabunlu su ile iyice fircalanarak temizlenir.
Yumurtalar genis bir kap icinde varsa U.V. lamba altinda 45 dk steril edilir (veya
15 dk %70’lik etanolde birakilir). Sonra biylkce, agzi kapatilabilen, steril bir
balona steril huni yardimi ile kirilarak konur. Homojen oluncaya kadar kuvvetlice
calkalanir.

e Daha 6nce hazirlanmis ve steril edilmis tuz sollsyonuna énce %2'lik malasit
yesili 20-25ml ilave edilir.

e Daha sonra homojen edilmis 1000 ml yumurta temiz steril bir tilbent veya
gazli bez ile tuz solGsyonu igine stizGlUr. Bdylece ana LJ besiyeri elde edilmis olur.
e Biri kritik konsantrasyon olmak Gzere her bir ilag icin G¢ farkli konsantrasyonda
ilacli besiyeri dékmek icin (Or: INH 0.1 + INH 0.2 + INH 1.0); Gzerleri etiketlenmis
U¢ balon jojeye 500'er ml besiyeri paylastirilir.

e Her birine tablo 5'de belirtilen miktarlarda ilacin calisma konsantrasyonundan
eklenir. Tim ilaclar icin ayni islem tekrarlanir.

e Ayrica 1000ml’'lik bir besiyeri ilacsiz kontrol besiyeri olarak birakilir.
¢ Balonlar iyice calkalanip homojen olmasi saglandiktan sonra (izeri etiketlenmis,
steril, vida kapakli tplere (16X160mm), her birine 5-7 ml olacak sekilde, aseptik
sartlarda dagitilir.



e Tupler koagUlatorde 78-80°C'de 1 saat (veya 85°C'de 45 dk) koagule edilir.
¢ 18-24 saat 37°C'de sterilite kontroll yapildiktan sonra 2-8°C bir ay saklanabilir.
Not: Proporsiyon yonteminde dirence karar verirken kritik konsantrasyondaki
Greme esas alinir. Diger konsantrasyonlar direncin derecesini belirlemede kullanilir.
Is yogunlugunun yiksek oldugu durumlarda testi daha pratik hale getirmek icin
sadece kritik konsantrasyonlar test edilebilir (INH'in ylksek konsantrasyonu da
onerilmektedir). Tablo 5'de LJ besiyeri ile proporsiyon yonteminde kritik

konsantrasyonlar ve onerilen diger konsantrasyonlar gorilmektedir..

inokulum Hazirlanmasi:

inokulum hazirlanmasi agar proporsiyon yénteminde anlatildigi gibidir. Fakat
indirekt ydntemde basil siispansiyonunun 10 ve 10” diliisyonlari énerilmektedir.
Bu dilGsyonlari hazirlamak icin, McFarland no 1 bulanikligindaki basil
sUspansiyonundan 1ml’si 9 ml steril distile suya eklenir, bu islem seri dilGsyonlar
seklinde 5 kez tekrarlanir ve 10’1, 10’2, 10'3, 10_4, 10 dilisyonlar elde edilir. Her
bir diliisyondan sonra tup vortekslenmelidir. Sonra 10° ve 10” dilusyonlar

inokulasyon igin kullantlir.

inokulasyon ve inkiibasyon:

e 107 (1/1000) ve 10° (1/100000) dilasyonlardan, 2'ser adet ilagsiz kontrol
besiyerine ve 1'er adet ilach besiyerlerine 0.2ml ekilir. Ekimler steril, tiberkllin
enjektori, otomatik pipet veya pastor pipeti ile yapilabilir.

e Ekilen tupler basillerin ylizeye yayilabilmesi icin etlive yatik olarak konulur.
inokulumun buharlasabilmesi icin kapaklar hafifce gevsek birakilir.

e 24-48 saat sonra kapaklar sikica kapatilip, 36+1°C'de inkubasyona birakilir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Degerlendirme agar proporsiyon yonteminde anlatilana benzer sekildedir. Basil
dilusyonunda amac sayilabilecek koloni elde etme esasina dayanir. indirekt
testlerde bu dilusyon 10° olabilecegi gibi 10~ de olabilir. Degerlendirmede degisik
tlplerdeki koloniler sayilir, bu sayimlara gére direncli basil orani saptanir. Cikan
sonuglarin her biri o ilag icin saptanmis olan kritik proporsiyon ile karsilastirip o
ilaca karsi duyarh ya da direngli olduguna karar verilir. LJ ile proporsiyon
yonteminde farkl olarak bazi primer ve sekonder ilaclarda kritik proporsiyon
% 1'degil %10 olarak belirlenmistir (tablo 6).
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DSO’ sonuglarin 28. ve 40. glinlerde okunmasini énermistir. DSO'niin bu rehberinde
28. gunde direncli koloni orani KP'dan yuksek ise direncgli olarak rapor
edilebilecegini; yine 28. glinde kontrol besiyerinde yeterli ireme olmasina ragmen,
en yogun diliisyon (10°) inokule edilmis olan, ilacin en disiik konsantrasyonundaki
besiyerinde Ureyen koloni yok ise duyarli olarak rapor edilebilecegini; bu iki

durum disindaki tiim sonuglarin 40. glnde degerlendirilmesi gerektigini bildirmistir.
Ill. BACTEC 460 TB (radyometrik) ANTIBiYOTIK DUYARLILIK TEST YONTEMI

Prensip: Mikobakteriler antibiyotik iceren ve icermeyen Bactec 12B
(Middlebrook 7H12) siselerine ekilir ve 370C’'de inkUibe edilir. Kontrol sisesine
ekilen mikroorganizma sayisi ilac iceren siseye gore 100 kat azdir. Siseler gtnluk
olarak Bactec 460 cihazinda okunur. Antimikobakteriyel inhibisyon olmadiginda,
mikobakteriler Grer ve besiyerindeki 14C isaretli substrati kullanir. Béylelikle
14C0O2 olusur ve Bactec 460 cihazinda Growth Index (Gl) terimiyle kantitatif
olarak 6lctlir. Duyarlilik sonuglari, kontrol ve ilag iceren siselerin giinlik Gl degeri
artislarinin karsilastiriimasiyla yorumlanir. AntitiberkUloz ilag iceren besiyerinde,
duyarli mikobakterilerin Gremesi inhibe olur ve bu Gl okumalariyla kaydedilen
gunlik 14C0O2 iretiminde artmama veya azalmayla sonuclanir. Mikobakteriler
test edilen ilaca direncliyse, Gremenin inhibisyonu s6z konusu olmayacak ve Gl
gunlik olarak artacaktir. GlnlUk Gl degerindeki artis, test ktltGranin direnclilik

derecesiyle orantilidir.

TUberkUloz basillerinin duyarlilik testi direkt veya indirekt yontemle yapilabilir.
Direkt testte, yayma pozitif islenmis hasta 6érnegi direkt olarak antibiyotikli ve
antibiyotiksiz besiyerlerine ekilir. indirek testte ise, primer izolasyon besiyerinde

Ureyen mikroorganizmanin saf kaltarQ test edilir.

INDIREKT DUYARLILIK TEST YONTEMI

Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi:
Antibiyotikler (streptomisin, izoniazid, rifampin ve ethambutol) Bactec SIRE kiti
olarak, liyofilize halde Uretici firma tarafindan saglanmaktadir. Liyofilize halde

bulunan bu ilac siseleri sulandirilarak stok sollUsyonlar hazirlanilir.
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e Liyofilize antibiyotik siselerinin kapagini alkolli pamukla silin.
e Her liyofilize antibiyotik sisesine 5 ml steril distile deiyonize su ekleyin ve
tamamen ¢6zUnene kadar karistirin.

¢ Antimikrobiyal ajanlarin dilusyon semasi ve Bactec 12B besiyerindeki son
konsantrasyonlari tablo 7'de gérilmektedir.

e Stok soltsyonlar ufak miktarlar halinde 2-8°C’de 3 gUin, -5 ila -20°C arasinda

3 aya kadar, -70°C’'de 6 aya kadar saklanabilir.

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz 12B siselerinin hazirlanmasi:
e Her bir antibiyotik duyarlilik testi icin bes adet Bactec12B sisesi ve bir adet
Bactec diltsyon sivisi (DF) sisesi hazirlayin.
e TUm siselerin Gzerine hasta kaltir numarasini yazin.
e Bes adet 12B sisesinin birine kontrol, dérdiine ise calisilacak dort antibiyotigin
ismini yazin (S,I,R,E ve K)
e SMve EMB’nin daha énce hazirlanmis olan stok solUsyonlarinin 1ml’si aseptik
sartlarda 2ml steril distile su icine ilave edilerek 1/3 dilie edin.
e Her birinin Gzerinde antibiyotigin ismi yazan dort ayri Bactec 12B sisesine,
INH ve RIF i¢in direkt stok solisyondan, SM ve EMB icin dilie edilmis stok
solisyondan 0.1ml.yi, tek kullanimlik tiberkdlin enjektériyle ekleyin. Her ilag
icin ayri bir enjektor kullanin.
e Kontrol sisesine herhangi bir antibiyotik eklemeyin.
* Hicbir zaman 12B sisesine 0.1ml’den fazla miktarda antibiyotik sollsyonu
eklemeyin. Daha yiksek konsantrasyonlarda calismak isterseniz antibiyotik stok
solisyonunu daha ylUksek konsantrasyonda hazirlayabilirsiniz. Boylece 12B’ye
ilave edeceginiz miktar yine 0.1ml olarak kalmahdir.

e Antibiyotik eklenen 12B sisesi 2-8°C’'de saklanarak 7 gun icinde kullanilabilir.

inokulum hazirlanmasi:

indirekt duyarlilik test yénteminde, laboratuvarin kapasitesi ve ¢alisma sekline
gore gunluk (haftanin 7 gint) veya hafta ici (hafta sonu dahil olmayan) iki ayri
program vardir. Bu iki programda inokulasyon yogunlugu, inktibasyon stresi ve
siselerin okutulmasinda farkliliklar vardir.

indirekt duyarlihk test ydnteminde inokulum hazirlarken érnek olarak Bactec
12B besiyeri, diger bir sivi besiyerleri (MiddleBrook7H9 gibi) veya bir kati
besiyerlerinde (LJ, M7H10 veya M7H11) Uremis saf klttrler kullanilabilmektedir.
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Pozitif Bactec 12B sisesinden inokulum hazirlanmasi;

e Eger primer izolasyon sisesi kullanilacaksa, Gl dederi 10’un Gzerine ¢iktiginda
siseleri ginlUk olarak test ederek, Gl degerinin >500 olmasini bekleyin ve bunu
inokulum olarak kullanin veya Gl 300 olunca bir giin daha inklbe edin ve inokulum
olarak kullanin.

e Eger 12B sisesine subkultar yapildiysa, ayni sekilde Gl degeri >500 olana kadar
siseleri gtnlik olarak okutun.

e Gl degeri >800 ise, 1ml pozitif kiltarli 1ml DF icine ekleyerek dilue edin ve
bunu inokulum olarak kullanin.

¢ Eger hafta sonu dahil olmayan program uygulaniyorsa, Gl degeri 500'U0 gegen
siseyi buzdolabinda cumaya kadar saklayin (1 hafta icinde kullanin).

MiddleBrook 7H9 besiyerindeki Gremeden inokulum hazirlanmasi;

Besiyerinin bulanikhigini DF ile hafta sonu dahil olmayan program icin McFarland
0.5'e, gunlik program icin McFarland 1.0’e ayarlayin, inokulum olarak kullanin.
(kaltar 1-4 haftalik olmalidir)

Kati besiyerindeki Gremeden inokulum hazirlanmasi;

Ureme saptandiktan sonra 4 haftadan uzun siire gecmemis kaltirler kullaniimalidir.
e Kati besiyerinde Gremis koloniler sert bir 6ze yardimiyla kazinarak alinir ve
icinde 6-8 adet cam boncuk bulunan 3 ml DF'de emulsifiye edilir.
e 1-2 dakika sureyle vortekslenir.

e Buyuk partiktllerin ¢dkmesi icin 30 dk sUreyle tip bekletilir.
e SlUpernatant steril pastoér pipeti yardimiyla bos bir steril cam tlpe alinir.
¢ Buslspansiyonun Gzerine DF ekleyerek bulanikligini, hafta sonu dahil olmayan

program icin McFarland 0.5’e, giinlik program icin McFarland 1.0’e ayarlayin.

inokulasyon ve inkiibasyon;

e Antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanilacak tim 12B siselerini Bactec 460
cihazinda test ederek siselerin icinde % 5'lik CO2 ortami saglayin.
e Dort adet antibiyotikli, bir adet antibiyotiksiz kontrol besiyerini ve bir adet
Bactec DF sisesini siralayin.

e Siselerin lastik kapaklarini alkolli pamukla silerek dezenfekte edin.
¢ Inokulum siispansiyonunu iyice karistirin ve bir tiberkalin enjektéra ile ilag

iceren dort adet 12B sisesine 0.1ml inokule edin.



e Ayrica yine 0.1ml bu stspansiyondan 9.9ml DF sisesine ekleyin ve karistirin.
Boylece standardize edilmis inokulum stispansiyonunu DF ile 1/100 oraninda dilue
edin.

e DFile 1/100 oraninda dilue edilmis sispansiyondan 0.1ml'yi kontrol sisesine
inokule edin.

e Birkac damla inokulum siispansiyonunu, bir adet kanli agar ve bir adet M7H10
veya M7H11 agar plagina subkultire edin.

e Her sisenin lastik kapagini dezenfektan emdirilmis pamukla ve pesinden
alkoll pamukla silin

e Siseleri 37+1°C'de karanlikta inktbe edin.

Sonuclarin okunmasi:

Sonuglari okumadan 6nce kanli agar ve M7H10 veya M7H11 plaklarini
kontaminasyon yoninden inceleyin. Kontaminasyon saptanmaz ise glunlik ya
da hafta sonu dahil olmayan programa gére sonuclari okuyup, sonuglari kayit
formuna isleyin.

GUnltk programda;

e Siseleri hafta sonu ve tatiller dahil olmak Gzere glunlik olarak okutun.
e Her gun yaklasik olarak ayni saatte (+2 saat) okutun.

e En az 4 gin okutun.

e Kontrol sisesinin Gl degeri >30 ise sonuclar yorumlanabilir.
e Kontrol sisesinin Gl degeri bir iki gtin icinde >30 olursa, muhtemelen inokulum
cok yogundur. Testi tekrar edin.

e Kontrol sisesinin Gl degeri 3. okutmada >30 olursa, sonuglari yorumlamadan
once bir gin daha inkibe edin.

e Kontrol sisesinin Gl degeri 14 ginlik inkllbasyondan sonra 30’a ulasmazsa,
testi tekrar edin.

Hafta sonu dahil olmayan programda;

e Testi Cuma ginuU yapin.

e Pazartesinden itibaren gunlik ve yaklasik olarak her giin ayni saatte (+2 saat)
okutun

e En az 3 gin okutun.

e Kontrol sisesinin Gl degeri Pazartesi giin >30 olursa, muhtemelen inokulum

cok yogundur. Testi tekrar edin.



¢ Sali gunu kontrol sisesinin Gl degeri >30 olursa, carsamba gini de okuttuktan
sonra, sonuglari yorumlayin. Pazartesi glintine ait Gl degerini dikkate almayin.
e Kontrol sisesinin Gl degeri 14 ginlik inkilbasyondan sonra 30'a ulasmazsa,

testi tekrar edin.

Yorumlama:
e Kontrol ve ilag iceren siselerin, bir glin énceyle karsilastirarak, gunlik Gl
farkhliklarini (AGI) hesap edin.
e Sonuglari asagidaki gibi yorumlayin;

Kontrol sisesinin AGI > ilach sisenin AGI = duyarli

Kontrol sisesinin AGI < ilacli sisenin AGI = direncli

Kontrol sisesinin AGI = ilaclh sisenin AGI = sinirda veya kismi direngli
¢ llaciceren sisenin Gl degeri 500U gecer ve bir sonraki giin de 500'(in Uzerinde
kalirsa, AGl'e bakmaksizin, sonucu direncli olarak yorumlayin (kontrol sisesinden
inokulumun yogun olmadigini kontrol ederek inokulumun yogun olmadigindan
veya bir kontaminasyon olmadigindan emin olun).
¢ Sinirda sonuglar s6z konusuysa, siseleri ek olarak 2-3 giin daha okutun. Bu
ek okumalar duyarl veya direncli yéninde bir trendin yakalanmasina neden

olacaktir.

Kalite kontrol;

Her antibiyotik duyarlilik test gintinde M.tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) kalite
kontrol susunu da test edin. Bu sus test sonucunda tim primer ve sekonder
antitiberktloz ilaclara karsi duyarl olmalidir. M.tuberculosis H37Rv iceren kontrol
sisesi 3-5 glin icinde 30’dan buyuk bir Gl degerine ulasmalidir. Kalite kontrol
susunun sonuglari uygun degilse, asagidaki parametreleri gézden gecirin.
Kontrol sisesinin Gl 30 degerine ulasmasinda gecikme varsa;
e inklbasyon isisinin 37£1°C oldugundan,

e Susun canlihgindan,

¢ inokulum dilasyonunun dogru yapildigindan emin olun.

M.tuberculosis H37Rv her hangi bir ilaca direncli bulunursa;

e Tam direncliyse, besiyerinde antibiyotik olmayabilir veya kontamine olmus
olabilir.

e Kismi direncgliyse, antibiyotik aktivitesini kaybetmis olabilir veya inokulum

cok yogun olabilir.



DIREKT DUYARLILIK TEST YONTEMi :

ARB yayma pozitif tim hasta érneklerine uygulanabilir. Hasta 6rnegindeki basil
sayisina bagh olarak 4-21 gin ig¢inde sonug verir. Primer izolasyon besiyeriyle
ayni gin ekim yapilir. Tim direkt test sonuglari indirekt testle dogrulanmalidir.
e Sadece izoniazid, rifampin, streptomisin ve ethambutoll test edin.
¢ inokulasyon éncesi kontrol ve antibiyotik iceren siselere 0.1ml Bactec PANTA
(Polimiksin B, Amfoterisin B, Nalidiksik asit, Trimetoprim ve Azlosilin) antibiyotik
karisimi ekleyin.

e Homojenize, dekontamine ve konsantre edilmis, ARB'si pozitif, iyice karistirilmig
primer hasta 6rneginin 0.1ml.sini antibiyotik iceren dort adet 12B sisesine direkt
olarak inokule edin.

e Ayrica hasta drnegini DF sivisiyla 1:10 dilue edip iyice karistirdiktan sonra,
0.1ml kontrol sisesine inokule edin. (genellikle 6rnek az sayida basil icerdiginden
inokulumun 1/100 yerine 1/10 dilisyonu tercih edilir)

e Her 2-3 glinde bir okutarak, 37+1°C'de U¢ haftaya kadar inklbe edin (yayma
pozitifligi yiksek diizeyde olan érnekleri her giin okutun).

e Kontrol sisesinin Gl degeri > 10 oldugunda, siseleri her gin okutun
e Kontrol sisesinin Gl dedgeri > 20 oldugunda, sonuglari yorumlayin.
e Kontrol sisesinin Gl degeri 21 ginlik inktibasyonla >20 olmaz ise, testi
yorumlamayin.

e inokulumdaki mikobakteri sayisi daha az ve inkUibasyon siiresi daha uzun
oldugundan genellikle sonuclar daha bariz olarak duyarli veya direnclidir. ilach
sisedeki Gl'in, kontrol sisesindeki Gl'e yakin olmasi (%20 i¢inde), kontrol 1/10
dilie edilmis oldugundan, %10 direngli populasyonu distindarar.
e Rapora “sonuclar, direk hasta 6rneginin test edilmesiyle elde edilmistir”
seklinde bir not koyun.

e izolatin tiberkuloz basili oldugu dogrulanmadan, duyarlilik test sonuclarini
rapor etmeyin.

e Kalite kontrol icin, indirekt testte belirtilenler direkt testte de gecerlidir.

BACTEC 460 PZA (PIRAZINAMID) DUYARLILIK TESTI
Pirazinamid (PZA), tuberkUloz basillerine karsi sadece dustk pH’'da aktif olan bir

antimikrobiyal ajandir. Bactec PZA yénteminde, test pH 6.0'da yapilir.

PZA soliisyonunun hazirlanmasi:

e Bactec Liyofilize PZA, 5 ml Bactec Reconstituting Fluid (RF) ile sulandirilir
(4.000 pg/ml).

e PZA stok soliisyonu ufak miktarlara bélinip, SIRE stok sollisyonlari gibi
saklanabilir.



PZA iceren besiyerinin ve kontrol besiyerinin hazirlanmasi:

e Bactec PZA duyarllik test besiyerine, RF ile sulandiriimis olan PZA sollisyonundan
thberkdlin enjektord ile 0.1ml, eklenir (pH 6.0) (final PZA konsantrasyonu 100
pg/ml).

e Kontrol besiyerine Bactec RF sivisindan 0.1ml eklenir. (RF Gremeyi kolaylastirici
bir madde olan POES (polyoxyethylene sterearate) icerir, bu nedenle inokule

edilecek tiim siselerde bu RF bulunmalidir.

inokulum hazirlanmasi:
e Asagida belirtilen besiyerlerinden herhangi birindeki Gremeden 0.1ml"yi,
0.1m| Bactec RF eklenmis Bactec 12B besiyerine subkultlire edin.
- Gl degeri 300-999 arasi olan Bactec 12B besiyeri
- Bulanikligr McFarland no1 veya daha disik olan M7H9 besiyeri
- Kati besiyerinden hazirlanmis ve bulanikligi McFarland no1’e yakin sispansiyon
e Karanlkta 37+1°C'de inkUbe edin.
e Subkdltard gunlik olarak okutun.
- Gl 300-500 arasinda ise, bunu inokulum olarak kullanin.
- GI>500 ise asagidaki gibi dilue edin.
a) GI 500-599 ise, 1.0ml 12B besiyeri ekleyin.
b) GI 600-699 ise, 1.5ml 12B besiyeri ekleyin.
c) Gl 700-799 ise, 2.0ml 12B besiyeri ekleyin.
d) Gl 800-899 ise, 2.5ml 12B besiyeri ekleyin.
e) GI900-999 ise, 3.5ml 12B besiyeri ekleyin.
- Pik Gl degerine ulastiktan sonra veya Gl 999 okunduktan sonra 1 giinden

fazla gegen kualtarleri inokulum olarak kullanmayin.

inokulasyon ve inkiibasyon:

e Tim siselerin lastik kapagini %70'lik alkolle silin.

¢ inokulum sispansiyonunu iyice karistirin ve bir tiberkilin enjektéri ile PZA
iceren siseye ve kontrol sisesine 0.1ml inokule edin. Kontrol sisesi i¢in inokulumu
dilie etmeyin.

e Birka¢ damla inokulum siispansiyonunu bir adet kanli agar ve bir adet M7H10
veya M7H11 agara, inokulumun saf olup olmadigini kontrol etmek icin, inokule

edin.
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e 37x1°C'de karanlikta inklibe edin.

Sonuclarin okunmasi:

e Kanli agar ve M7H10 veya M7H11 plaklarini kontaminasyon yéninden
inceleyin.

e Siseleri gunlik olarak okutun.

e Her giin yaklasik olarak ayni saatte (+2 saat) okutun.

e En az 4 gun okutun.

e Kontrol sisesinin Gl dederi > 200 ise, sonuclar yorumlanabilir.
e Kontrol sisesinin Gl degeri 14 glinlik inkiibasyondan sonra 200'e ulasmazsa,
testi yorumlamayin.

Not: Hafta sonu dahil olmayan program kullanilacaksa SIRE icin kullanilan
programa benzer sekilde test Cuma glina yapilir, pazartesi giniinden itibaren

okutulmaya baslanilir.

Yorumlama:

Sonuclari asagidaki gibi yorumlayin;

e PZA sisesinin Gl < kontrol sisesinin Gl'inin % 10 = duyarli

e PZA sisesinin Gl > kontrol sisesinin Gl'inin % 10 = direncli
Direnci gosteren sonuglar 4 glinden énce yorumlanabilir, fakat duyarliligi gésteren

sonuclar 4 giinden 6nce raporlanmamalidir.

Kalite kontrol:
M.tuberculosis H37Rv susunun Ureme kontrol( 3-8 giin icinde Gl > 30 degerine

ulasmalidir ve PZA'ya tamamen duyarli olmalidir.
IV. BACTEC MGIT 960 SiSTEMi iLE DUYARLILIK TESTI

Prensip:

BACTEC MGIT 960 SIRE kiti kulttrde izole edilen M.tuberculosis’i test etmek icin
nonradyometrik bir duyarhlk testidir. BBL MGIT 7-ml mycobacteria growth
indicator tube (MGIT tube) mikobakterilerin Gremesini ve saptanmasini saglayan
modifiye Middlebrook 7H9 broth icerir. MGIT tlpUn dibindeki silikon igine floresan

madde gémaludir. Floresan madde sivi besiyerinde ¢6zilmus oksijen varligina
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duyarlidir. C6zulmUs oksijenin baslangictaki konsantrasyonu floresan maddeden
floresans yayilimini baskilar. Ureyen mikroorganizmalar oksijeni tiiketir ve floresan

maddenin floresans yaymasina neden olur.

BACTEC MGIT 960 SIRE kiti 4-13 glUnde sonlanan kalitatif bir testtir. Test
M.tuberculosis izolatlarinin ilagli ve ilagsiz tplerdeki Gremelerinin karsilastiriimasi
esasina dayanir. MGIT 960 cihazi tuplerdeki floresans artisini strekli izler. Cihaz
yardimiyla ilach ve ilacsiz tliplerdeki floresans analizleri karsilastirilarak duyarhlik
sonuglari belirlenir. BACTEC MGIT 960 cihazi otomatik olarak bu sonuglari yorumlar

ve duyarh ya da direncli olarak bildirir.

Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi:

Antibiyotikler (streptomisin, izoniazid, rifampin ve ethambutol) Bactec MGIT
SIRE kiti icinde liyofilize halde Uretici firma tarafindan saglanmaktadir. Liyofilize
halde bulunan bu ilag siseleri sulandirilarak stok soltsyonlar hazirlanilir.
e Liyofilize antibiyotik siselerinin kapagini alkollG pamukla silin.
e Her liyofilize antibiyotik sisesine 4 ml steril distile su ekleyin ve tamamen
¢6zlnene kadar karistirin.

¢ Liyofilize antibiyotiklerin dilisyon semasi ve BBL MGIT 7ml besiyerindeki final
konsantrasyonlari tablo 8'de gérilmektedir.

e Ogzellikle INH i¢in olmak Gzere, eger bir ilacin kritik konsantrasyonunda direng
goralurse, ilacin daha yuksek bir konsantrasyonu icin duyarlilik testi yapilmasi
onerilmektedir. Bu amacla BACTEC MGIT SM 4.0 ve INH 0.4 kitleri mevcuttur. Bu
konsantrasyonlarda da duyarlilik testi yapilacaksa; bu iki kitteki liyofilize ilaglar
2ml steril distile su ile sulandiriimalidir tablo 8. Diger prosedir SIRE kiti ile

benzerdir.

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz MGIT tiiplerinin hazirlanmasi:
e Her test izolati icin 5 tane MGIT tlpUna alin ve Gzerlerini yazin (birine GC
(Kontrol), digerlerine S, |, R ve E olarak). Tlpleri uygun buyUkltkte AST (antibiyotik
duyarlilik testi) set tasiyicisina dogru sirayla yerlestirin (soldan ilk tip GC, sonra
SIRE).

e Her tlpe aseptik sartlarda 0.8mI BACTEC MGIT SIRE suplementi ekleyin. Kitin

icinden cikan suplementin kullaniimasi énemlidir.




e Dort SIRE tlpUnin her birine, Gzerine yazdigimiz antibiyotik adina uygun
sekilde, daha 6nce hazirladigimiz antibiyotik soltsyonlarindan bir mikropipet
yardimi 100pl pipetleyin (tablo 8).

e Kontrol (GC) tupine hicbir antimikrobiyal ajan eklemeyin.

inokulum hazirlanma:

MGIT yontemi ile duyarhlik testleri M.tuberculosis'in saf kilttrlerinden yapilir
Kati besiyerinden inokulum hazirlanmasi;

e Cam boncuklu steril bir tipe 4 ml Middlebrook 7H9 veya MGIT broth koyun.

e Steril bir 6ze ile olabildigince ¢ok koloniyi kaziyarak alin ve 7H9 icinde stispanse
edin.

e BlylUk kimeleri dagitmak icin sispansiyonu 2-3 dakika vorteksleyin.
Stspansiyon bulanikliligi McFarland nol1 standardini geg¢melidir.
e Slspansiyonu 20 dakika bekletin.

e SUpernatanti baska bir kapakl steril tipe aktarin, 15 dk. daha bekletin.
e Silpernatanti yine baska bir kapakli steril tipe aktarin ve siispansiyonu
McFarland no:0.5 standardina gore ayarlayin.

e Ayarlanmis stispansiyonun 1 ml'sini 4 ml steril serum fizyolojikte dilGe edin
(1/5 diltsyon)

Pozitif MGIT tlpinden inokulum hazirlanmasi;

e Pozitif bir MGIT tlp0, MGIT 960 cihazinda pozitif olduktan sonraki giin (1.gin)

dahil 5. giine kadar kullanilabilir.

e TUpUn 5 glnden daha fazla bir pozitifligi varsa, Growth suplement eklenmis
yeni bir MGIT tUpUne subkltiri yapilmali ve pozitif oluncaya kadar cihazda test
edilmeli, pozitifligi takip eden 1-5. glUnlerde kullaniimalidir.
e Tupler 1-2 giundir pozitifse iyice karistirihp, inokulum olarak kullanilir.
e Tupler 3-5 gundir pozitifse iyice karistirilir, 1ml’'si 4ml SF'de dilGe edilir ve

bu 1/5 dilte stspansiyon inokulum olarak kullanilir.

inokiilasyon:

e Dort adet ilagh MGIT tapUn0n her birine (S,1,R,E) inokulum stspansiyonundan
0.5ml pipetleyin.

e 1/100'lik kontrol stispansiyonu hazirlamak icin 9.9ml steril SF icine 0.1ml

organizma sUspansiyonu pipetleyin ve iyice karistirin.
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e 1/100'luk kontrol sispansiyonundan “GC" olarak etiketlenmis MGIT tUpUne
0.5ml pipetleyin.

e Tum tapleri sikica kapatin. 3-4 kez hafifce alt Ust ederek karistirin.
e MGIT 960 cihazina giris kaydini yapin (BACTEC MGIT 960 cihazi kullanim
kilavuzuna gore)

¢ inokulum siispansiyonundan kanli agara 0.1ml ekin, 35-37 oC’de inkiibe edin.
¢ Bakteriyel kontaminasyon acisindan kanli agar plagini 48. saatte kontrol edin.
Kanli agar plaginda Greme yoksa teste devam edin, Greme varsa AST (Antibiyotik

Duyarlilik Testi) setini atin ve testi tekrar edin.

Sonuclarin yorumlanmasi ve rapor edilmesi:

e ilach tupteki floresans kontrol tipindekinden daha az oldugunda, MGIT 960
cihazi sonucu duyarli olarak yorumlar.

e ilacli tupteki floresans kontrol tipindekine esit oldugunda, cihaz sonucu
direncli olarak yorumlar.

e  MGIT 960 cihazinin yorumu esas alinarak sonuc¢ “duyarli” veya “direncli”
olarak rapor edilir.

e Test sonucunun etkilenebilecegi bazi durumlar oldugunda, duyarhlik yorumu
olmaksizin cihaz sonucu hata (X) olarak verir. Bu durumda sonug rapor edilmez.

e Raporda test yontemi, ilag¢ ve konsantrasyonlar bulunmalidir.

Uyarilar:

e BACTEC MGIT 960 duyarhlik testi test edilen izolatin duyarllik derecesini
yorumlamaz. Sonuglar test edilen ilag ve konsantrasyon icin S (duyarh) ya da R
(direncli) olarak rapor edilir.

e STR, INH, RIF, EMB icin BACTEC MGIT 960 SIRE testinde kullanilan kritik
konsantrasyonlar, yanlis duyarli sonuclardan kaginmak igin, proporsiyon yoénteminde
kullanilan konsantrasyonlardan biraz daha dusuktir. Onerildigi gibi daha yiksek
konsantrasyonlarda da test etmek izolatin dlstik diizey direncini saptama olasiligini
artiracaktir.

e BACTEC MGIT 960 duyarlilik testi sadece BACTEC MGIT 960 cihazi ile
uygulanabilir. AST seti manuel olarak okunamamaktadir. M.tuberculosis'in sadece

saf kaltara kullaniimalhidir. Kontamine olan veya cok sayida mikobakteri
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tUrd iceren kultarler yanlis sonuglar verebilir ve test edilmemelidir. Klinik
orneklerden direkt test dnerilmemektedir. Kati besiyerinden yapilan stspansiyonlar
standardize edilmeden ¢oktirmek icin bekletilmelidir. Kati besiyerinden hazirlanan
inokulum gorsel olarak McFarland no: 0.5 bulaniklik standartina ayarlanmalidir;
bu yapilmadiginda yanlis sonuclar alinabilir veya cihaz hata verebilir.
e ilach tiplere ve kontrol tipine inokule edilen organizma stspansiyonunun
yukarida onerilen dilGsyonlari kullaniimadiginda yanhs sonuclar verebilir.
e ilaclarin uygun volimde steril distile su ile sulandirilmamasi yanlis sonuclar
verebilir.

e inokule edilen tuplerin iyice karistirilmasi dnemlidir. TUplerin yeterince
karistirllmamasi yanhs direncli sonuclara yol acabilir.

e AST set rakina AST setinin dogru sira ile konulmamasi hatali sonuclar verebilir.
ilac tanimina uygun AST set rakinin secilmemesi gecersiz veya yanlis sonuclarla
sonuclanabilir.

e AST setinin cihaz icine dogru sekilde yerlestirilmemesi bir isimsiz durum olarak
sonuclanacaktir, 8 saat icinde sorun ¢6zUlmelidir. Sorun 8 saatde ¢6zlilmez ise,
AST seti atilmali ve test tekrar edilmelidir.

AST setinde SIRE suplementi kullanilmamasi yanlis sonuglar verebilir. AST setine
BACTEC MGIT 960 growth suplementi eklemeyin.

Kalite kontrol:

e MGIT 960 SIRE kit siselerinin gelen her yeni parti veya lot numarasinda,
M.tuberculosis ATCC 27294 kalite kontrol (QC) suslari test edilmelidir. Ayrica
duyarlilik testi yapilacagr her hafta ayni kalite kontrol suslari calisiimalidir.
e Kalite kontrol stok suslari -700C'de saklanir.

e Kalite kontrol testi, test edilecek ilag kitleri icin “duyarhlik test prosedtri”
actklamalarina uyularak uygulanmalidir.

¢ 4-13 gUn icinde kalite kontrol susu GC tupUnde pozitif sonug vermeli ve tiim

antibiyotiklere duyarli olmalidir. Uygun sonuglar alinmaz ise test tekrar edilir.
BACTEC MGIT 960 PZA (PIRAZINAMID) DUYARLILIK TESTi

Prensip:
BACTEC MGIT 960 PZA kiti de SIRE kiti ile benzer prensiple calisan, pirazinamid
(PZA) duyarligini 4-21 gliinde test eden kalitatif bir testtir. PZA testi genel
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yoéntemlerin modifikasyonunu gerektirir, ciinki PZA in vitro sadece daha dustk
pH degerlerinde aktiftir. MGIT 960 PZA besiyeri, pH'1 5.9'a dUstrilmis modifiye
Middlebrook 7H9 broth icerir.

Antibiyotik soliisyonlarinin hazirlanmasi:
BACTEC MGIT 960 PZA kiti icinden ¢ikan liyofilize PZA, daha 6nce anlatilan MGIT
SIRE duyarlilik testindeki gibi sulandirilir. Tek fark sulandirim i¢in 2.5ml distile

su kullaniimasidir (tablo 8).

Antibiyotikli ve antibiyotiksiz MGIT tiplerinin hazirlanmasi:
e Her test izolati icin 2 tane BACTEC MGIT PZA tUpUnUn Gzerini “"GC” ve "PZA"
olarak yazin. Tupleri iki tlpltuk AST tasiyicisina dogru sirayla yerlestirin (firma

Onerilerine gore).
e Her tlpe aseptik sartlarda 0.8mI| BACTEC MGIT PZA suplementi ekle. Dogru

suplementin kullaniimasi énemlidir.
e Bir mikropipet kullanarak, aseptik sartlarda, etiketine uygun MGIT tlpUlne
(PZA) 8.000pg/ml’lik MGIT PZA'dan 100l pipetleyin.

e Kontrol tiplne antimikrobiyal ajan eklemeyin.

inokulum hazirlanmasi:
MGIT SIRE duyarllik testinde anlatildigi gibidir.

inokiilasyon:

ilach taplerin inokiilasyonu MGIT SIRE duyarlilik testinde anlatildigi gibidir. Fakat
kontrol tlp0 icin 1/100°I0k degil 1/10'luk kontrol sGispansiyonu hazirlayin. 1/10'luk
kontrol stispansiyonu hazirlamak icin 4.5ml steril SF icine 0.5ml inokulum
sUspansiyonu pipetleyin, iyice karistirin. “GC" olarak etiketlenmis tlpe 1/10’10k
kontrol sispansiyonundan 0.5ml pipetleyin.

Tasiyicida kontrol tipUnin pozisyonunun soldan ilk tip oldugundan emin olun.
AST setinin cihaza girisini yaparken, iki tiplik AST set taniminda ilag olarak
PZA'yi1 segin.

Sonuglarin yorumlanmasi ve rapor edilmesi:
SIRE yorumunun %1 proporsiyon diizeyinde yapildigi gibi, PZA’'da direnc %10

proporsiyon diizeyinde rapor edilir.



Sadece PZA'ya diren¢ (Monoresistance) nadirdir. Sadece PZA direnci bulunmus
ise, M.tuberculosis'in safligini, identifikasyonunu ve diger parametreleri kontrol

ederek sonuglari dogrulayin.

Uyarilar:

e PZA duyarlilk testinde NCCLS, referans yontem olarak BACTEC 460TB yontemini
onermektedir. Nonradyometrik BACTEC MGIT 960 PZA kiti, BACTEC 460TB yontemi
ile yaklasik ayni sirede duyarhlik sonucu vermektedir. Benzer sonuclar elde
edebilmek icin MGIT 960 PZA kitinde, BACTEC 460TB’de oldugu gibi PZA'nin
100g/ml konsantrasyonu kullaniimaktadir.

e Kati besiyerindeki Greme taze olmalidir (14 glnlik). Daha eski kiltirlerden
hazirlanan; McFarland no 0.5 standardi kullaniimadan hazirlanan; uygun
dilisyonlarda hazirlanmayan inokulumlar yanlis sonuclar verebilir.
e Kontrol tiplne inokulasyon igin izolatin 1/10 dilisyonunun kullanilmamasi
yanlis sonuclar verebilir.

e PZA AST setinde MGIT 960 PZA suplementi kullanilmamasi yanlis sonuclar
verebilir. PZA AST setine MGIT 960 SIRE suplementi veya BACTEC MGIT 960

growth suplement koymayin.
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Tablo 1. Middlebrook 7H10 Agar besiyerine eklenmek Uzere hazirlanan ilk
secenek ilaclarin stok ve ¢alisma konsantrasyonlari, besiyerine eklenen miktarlari
ve besiyeri icindeki final konsantrasyonlari
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Tablo 2. Middlebrook 7H10 Agar ile agar proporsiyon yonteminde ilach ve ilacsiz
besiyerlerinin dort bélmeli petri plaklarina dékidlme diizeni ve ilaglarin

konsantrasyonlari.

.....

L] Streptomisin (2 _g/ml)
v Rifampisin (1 _g/ml)

[ llagsiz (kontrol)

I Izoniazid (1.0 _g/ml)

n Streptomisin (10 _g/ml)
v Ethambutol (5 _g/ml)




Tablo 3. Direkt test ydnteminde inokulum dilisyonu

EZN boyama (ARB/alan) Florokrom boyama (ARB/alan) m
. L Dilusyonlar
(X1000 blyitme) (X200-400 buyltme)
<1 <25 Dilisyon @
1-2 2550 Dilisyon @, 101
2-10 50-250 Dilisyon @, 102
>10 >250 102, 103

(NCCLS document M24-A'ya gore)

Tablo 4. Agar plaklarindaki mikobakteri kolonilerinin Ureme yéninden

kantitasyonu

Koloni sayis Kantitasyon
0-50 gercek koloni sayisi
50-100 1+

100 - 200 2+

200 - 500 3+

>500 (Asin lireme) 4+

Tablo 5. Proporsiyon yénteminde LJ besiyerine eklenmek Gzere hazirlanan ilk
secenek ilaclarin stok ve calisma konsantrasyonlari, besiyerine eklenen miktarlari

ve besiyeri icindeki final konsantrasyonlari

LJ igin caligma

LJ'de ilacin son

LB i i
xonsamrasyonu

{na/mi)

RIE Metanol

10.000 10.000

SM SDW

10.000 1.000

SDWs= Steril Distile Su; KK=kritik konsantrasyon




Tablo 6. Proprosiyon yonteminde Middlebrook 7H10 agar icin ve LJ icin 6nerilen
Kritik Konsantrasyon (KK) ve Kritik Proporsiyonlar (KP).

7H10 LJ 7H10 (W]
Antititberkioz KK [KP | KK | KP KK | KP | KK | KP
ilag (ng/ml) | (%) | (ng/ml) | (%) | Antitilberkiiloz ilag | (ng/ml) | (%) | (ug/ml) | (%)
fzoniazid (INH) 0.2 1 0.2 1 |Amikasin (AMK) 4.0 1
Rifampin (RIF) 1.0 1 40 1 |Kapreomisin(KAP) 10.0 1 40 1
Streptomisin (SM) 2.0 1 40 | 10 |Kanamisin (KAN) 5.0 1 20 10
Ethambulol (EMB) 5.0 1 2.0 1 |Etyonamid (ETH) 5.0 1 20 10
Pirazinamid (PZA)" 2550 | 1 | 100.0 | 10 |Kiofazimin (CLF) 1.0 1
Sikloserin (CYC) 30.0 1 30 10
Offoksasin (OFL) 2.0 1 z 1
PAS 2.0 1 05 1

*PZA'mn Bactec 12B besiverinde pH 6'da test edilmesi onerilir.

Tablo 7: Bactec 460TB duyarlilik testinde liyofilize antibiyotiklerden stok solisyon
hazirlama ve 12B besiyerindeki final antibiyotik konsantrasyonlari.

Antibivatik e konsaniras
Antibiyotik konsantrasy

= N
2 mi, sonra

Streptomisin 1.2mg 80 pg/ml 0.1ml 2.0 pg/mi
1:3 dilisyon

Izoniazid 0.02 mg 4 pa/mi 0.1 ml 0.1 pg/mi

Rifampin 0.4 mg 80 pa/ml 0.1mi 2.0 pg/mi

Ethambutol 1.5mg 100 ug/mi .1l 2.5 pgimi

Tablo 8: MGIT liyofilize antibiyotiklerinin diliisyon semasi ve 7ml’'lik MGIT tupteki
final konsantrasyonlari

Liyofilize antibiyotik Sulandinm Sulandinidiktan MGIT tipe eklenen  MGIT tiipteki final
(Steril distile su) sonraki ilag miktar konsantrasyon
konsantrasyonu (ul) {pa/ml)
(ng/ml)
MGIT SM 4ml 83 100 1.0
MGIT INH 4mi 8.3 100 0.1
MGIT RIF 4ml 83 100 1.0
MGIT EMB 4ml 415 100 5.0
MGIT SM 4.0 2ml 332 100 4.0
MGIT INH 0.4 2ml 332 100 0.4
MGIT PZA 2.5ml 8000 100 100




Ornek:  Agar proporsiyon testi kayit formu

Hasta adi soyadi :

Hasta no :
Ornek adi :

inokulasyon tarihi :
Okuma tarihi :

Test yontemi :

102

104

Plak Bélme

Koloni
sayis|

Kantitasyon

% Direng sayisi Kantitasyon | % Direng

Koloni

Sonug

kontrol

INH 0.2

SM 2.0

RIF 1.0

Kontrol

INH 1.0

SM 10.0

EMB 5.0

Ornek: BACTEC radyometrik duyarhlik testi kayit formu

Hasta adi soyadi
Hasta no :
Ornek ad: :

Test yontemi :

inokulasyon tarihi :
inokulum kaynagi :

inok. Gl degeri :

Rapor tarihi : Okuma programi:
(gunltk/haftasonu haric)
Kontrol | f{ | | | | | | | o 1 | | | |eemeeee
Rifampin 2.0
Ethambutol 2.5




TUBERKULOZ TANISINDA KLASIK PCR:

“PCR ve RFLP Yéntemleri ile Mycobacterium Tirlerinin identifikasyonu”

Prof.Dr. Ahmet SANi(;1 , Doc. Dr. Ahmet KiZIRGIL?
1Kafkas Universitesi Rektérligu, Azerbaycan

2Flra'c Universitesi Tip Fakdltesi, Elazig.

Mikroskopi ve kaltar gibi klasik tani ydontemleri Mycobacterium’lara bagl
infeksiyonlarin tanisinda énemini eskisi gibi korumakla birlikte daha uzun zaman
almakta ve yeni etkenlerin tanimlanmasinda yetersiz kalabilmektedir. Molekuler
ydntemler oldukga hizli olmalari ve tanimlama araliklarinin genisligi nedeniyle
Mycobacterium infeksiyonlarinin tanisinda da yaygin kullanim alani bulmustur.
Mycobacterium infeksiyonlarinin tanisinda kullanilan molekutler yéntemlerin
amaci, su ana basliklar altinda toplanabilir:

e Mycobacterium’larin klinik oérneklerde varliginin saptanmasi,
e Klinik 6érneklerde bulunan veya kultirde Uretilen bakterilerin tarlerinin
saptanmasi veya tiplendirilmesi,

* Mycobacterium’larin antimikrobiyal ilaglara karsi direncli olup olmadiklarinin
arastirilmasi,

e Molekuler epidemiyolojik arastirmalar ile Mycobacterium infeksiyonlarinin

kaynaginin ortaya cikartilmasi.
POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIiYONU (POLYMERASE CHAIN REACTION, PCR)

PCR ilk defa Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda tanimlanmistir (1). Bu yéntemde
¢ogaltiimasi (replikasyon) istenen DNA 6rnegi, replikasyon icin gereken maddelerle
birlikte bir tipe konarak, U¢ degisik 1sida bir déngi (siklus) igerisinde tutulur.
e Denatirasyon: Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nda ilk basamak DNA'nin
denatlrasyonudur. 94-95°C'ye isitilan DNA'nin iki zinciri birbirinden ayrilir.
e Baglanma (annealing): ikinci basamak baglanmadir Ortama konmus ve sadece
¢ogaltilmak istenen DNA bélgesine 6zgul iki primer, sicakligin (50-70°C'ye)
dastrialmesiyle, ilk basamakta ayrilmis olan kalip DNA'nin 6zgUl olduklari

bolgelerine baglanirlar.



e Uzama (ekstansiyon): Uclincii basamak primerlerin uzamasidir. Ortama
konmus ve optimum sentez sicakligi 72-74 °C olan Thermus aquaticus (Taq)
polimerazi (ya da i1siya dayanikli baska polimerazlar) bu i1sida hedef DNA'ya

yapismis primerlerin 3" ucundan baslayarak istenen DNA bdlgesinin sentezini

yapar.

PCR Uygulamasinda Karsilasilan Sorunlar
e Yalanc pozitif ve negatiflik
e Deneyimli personel ve hassas ¢alisma gerektirme
e Uzun slre ve is yogunlugu
e Ozel laboratuar alt yapisi ve ekipman gerektirme
¢ Sonugclarin deneyimli kisiler tarafindan yorumlanmasi
e Standardizasyon gerekliligi

e Maliyet

RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM (RFLP)

Restriksiyon enzimlerinin (RE)'leri ¢ift zincirli DNA dizisini belli ntkleotit
dizelerinden (6r. ATGC gibi) taniyan ve kesen enzimlerdir. Ginimuzde yaklasik
1200 RE tanimlanmis ve siniflandirilmistir. Siniflandirmada ilk ¢ harf enzimin
kaynagi olan bakteriyi; romen rakamlari da tanimlanma sirasini ifade eder.
Ornegdin Pvul enzimi Proteus vulgaris'ten elde edilen ilk RE'ni ifade eder.
RFLP tim kromozomal DNA veya PCR sonrasi elde edilen DNA'nin RE'leri ile
kesilerek DNA parcalarinin agaroz jelde blydklUklerine gére ayrildiktan sonra

ethidium bromid ile boyanarak degerlendirilmesi esasina dayanir.

UYGULAMA

PCR ve RFLP YONTEMLERI iLE MYCOBACTERIUM TURLERININ iDENTiFIKASYONU

Gereken Maddeler

EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) Sigma
Trizma Base Sigma
Borik asit Sigma
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Chelex-100 Sigma

Standard agaroz Sigma

NuSieve GTG agaroz FMC BioProduct

Ethidium bromid Sigma

Taq polimeraz (5 U/ul) Promega, Roche veya Fermentas
dNTP Promega, Roche veya Fermentas

Primer TB11: 5'-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT-3' 50 nmol

Primer TB12: 5'-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3' 50 nmol

Enjeksiyonluk distile su Eczacibasi ilag

Muhtelif Filtreli pipet uglari: 1-10, 10-100, 50-200 ve 100-1000 pl hacimlerinde
Muhtelif Eppendorf tipleri: 0.2 ml (ince cidarh), 0.5 ml, (thermal cycler'da
kullanilacaksa ince cidarli) ve 1.5 ml (yazi yazmak i¢in yan yzleri pUrizl)

hacimlerinde

Gereken Aletler

Su banyosu veya kuru isitici blok Nave, Clifton veya diger markalar
Vorteks Techne veya diger markalar
Derin dondurucu (-200C) Nuarie veya diger markalar

Buzdolabi 2 adet (temiz ve kirli odada) -20 oC’lik bélmesi olan ve No frost degil

Laminer hava akimli kabin CB 1204, dan LAF veya yerli Uretim
Mikrosantrifij en az 14.000 devir, sogutmali olabilir
Thermal cycler Bircok Uretici var

Agaroz Jel Elektroforez Sistemi Bircok Uretici var

pH metre Bircok Uretici var

UV transilliminator Bircok Uretici var

Mikrodalga firin veya
kicuk elektrik isiticisi Bircok Uretici var
Mikropipetler (1-10, 10-100, 50-200, 100-1000 I) Rainin, Biohit, Costar
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Calismanin U¢ Asamasi Bulunmaktadir:

1. Mycobacterium DNA'sinin izole edilmesi: DNA izolasyon kiti kullanilacaktir.
2. Mycobacterium DNA’sinin cogaltilmasi: Spesifik 65 kilo daltonluk 1si1 sok
proteini (hsp65) bdlgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi: Tiberklloz basilleri kompleksi
disindaki mikobakterilerde de bu gen bulunur. Ancak Mikobakteri tirleri arasinda
polimorfizm gosterir.

3. TUm mycobacterium’lara spesifik 65 kilo daltonluk isi sok proteini bolgesine
ait PCR GrdnUnin restriksiyon enzimleri ile kesilerek mycobacterium tirlerinin

identifikasyonu.

I. Mycobacterium DNA'sinin izole Edilmesi:

Nukleik asitlerin hiicrelerden ayrilarak, fiziksel ve/veya kimyasal islemlerden
gegirilip saflastiriima islemi ekstraksiyon olarak tanimlanmaktadir. Bu islem
esnasinda nikleik asidlerin parcalanmaya karsi korunmasi, amplifikasyon
inhibitorlerinin ortamdan uzaklastirilmasi ve hedef nikleik asidin saflastirilarak
konsantre edilmesi amac¢lanmaktadir. Degisik ekstraksiyon yéntemleri
gelistirilmistir: Fenol-kloroform yéntemi, distile suda kaynatma, deterjanlar +
proteinaz K, degisik kimyasallarin kullanimi (Chelex-100, Guanidium vb.) ve
sonikasyon gibi yontemler DNA ekstraksiyonu igin kullanilmistir. Ayrica ticari
olarak kullanilan DNA/RNA ekstraksiyon kitleri mevcuttur. Mikobakterilerin DNA

izolasyonu ekstraksiyon kitleri ile yapiimasi planlanmistir.

Il. Mycobacteriumlara spesifik hsp65 bolgesinin PCR ile cogaltiimasi:

DNA'nin ¢cogaltilabilmesi icin PCR tepkime karisiminda gerekli olan elemanlar :

e DNA Extrakti: Ekstraksiyonu yapilmis, DNA ekstraksiyon kiti yardimi ile
amplifikasyona hazir hale getirilmis DNA 6rnegidir.

e Primer’ler: Cogaltilacak bdlgeyi sagdan ve soldan sinirlayan, ¢ogaltiimasi
istenen bolgenin iki ucundaki DNA dizisini 6zgll olarak taniyip baglanacak olan
bir ¢ift sentetik DNA parcalaridir. Primerler liyofilize halde geldi ise DNAz ve
RNAz free distile suda 10 veya 50 pmol/pl olacak sekilde sulandirilir. Daha sonra
ktcik hacimlere (10-20 6rneklik) boélinerek -200C’'de saklanir. Tim
mycobacterium’larin PCR ile saptanmasi icin primer TB11: 5'-ACC AAC GAT GGT
GTG TCC AT-3' ve TB12: 5'-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3’ kullanilir .



e dNTP Karisimi: Amplifikasyon esnasinda denatiire edilen zincirlerin
tamamlanmasinda kullanilacak olan deoksi ntkleotit trifosfatlar (ANTP'ler: esit
oranda dATP, dGTP, dCTP, dTTP)’'lardan olusur. 100 mM konsantrasyonda olan
stok dNTP’ler 10 defa DNAz ve RNAz free distile suda sulandirilarak kagik
hacimlere (25-50 6rneklik) béllinerek -200C'de saklanir. Sulandirilan bu solGsyondan
50 pl PCR karisimi icin 1ul ANTP eklenir.

¢ DNA Polimeraz: PCR calismalarinin blyik cogunlugunda Thermus aquaticus
(Taq) bakterilerinden elde edilen termostabil Tag DNA polimeraz enzimi
kullanilmaktadir. Tag DNA polimeraz optimal sicaklikta (70-800C) saniyede 35-
100 niikleotidin polimerizasyonu ve 5'-3" ekzonUlkleaz aktivitesini gerceklestirme
yetenedine sahiptir (1,16). Taq polimeraz genellikle 5 Unite/pl konsantrasyonda
gelir ve -200C'de saklanir.

e Tamponlar ve MgCl2: 10x PCR tamponunda 100 mM Tris ve 500 mM KCI
bulunur. Taq DNA polimeraz MgCI2 varliginda etkindir. MgCl2'tGin PCR"'In 6zgullugu
ve Urin verimi Gzerinde cok dnemli bir etkisi vardir. Genellikle optimum MgCl2
konsantrasyonu olarak 1.5 mM tercih edilir. Disik Mg+2 iyon konsantrasyonu
zayif 0riin olusumuna, yiksek Mg+2 iyon konsantrasyonu ise spesifik olmayan
Urin olusumuna sebep olmaktadir. 10x PCR bufer ve MgCI2 (25 mM) genellikle

Taq enzimi ile birlikte gelir ve asagida belirtilen konsantrasyonda kullanilir.

)
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25 ul
Taq pelimeraz (5 U/ul) 0.25 i
Omek DNA 5 ul
Toplam 50 Ml

*Kangim kink buz Gzerindeki 1.5 mil'lik reaksiyon tipiinde hazirlanir:

Yukaridaki karisim vortekslenerek karistirildiktan sonra santriftije edilir. Calisilacak
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ornek sayisinin carpimi kadar hazirlanan karisim 45’er pl olarak 6érnek numaralari
yazilmis 0.2 veya 0.5 ml'lik (Thermal cycler’a bagh olarak) eppendorf tiiplerine
dagitilir. Uzerine 5 pl Mycobacterium DNA'si eklenerek thermal cycler aletine

yerlestirilir. Thermal cycler aletinde asagidaki siklus programi uygulanir:

Tiim Mycobacterium’lara Spesifik PCR Programi:

94 oC'de 5 dk 1 siklus
94 oC'de 1 dk

55 oC'de 1 dk 35 siklus
72 oC'de 2 dk

72 oC'de 8 dk 1 siklus

¢) Agaroz Jel Elektroforezi:

Amplifiye edilen PCR UrUnleri degisik yontemlerle belirlenebilir. En yaygin olarak
kullanilani agaroz jel elektroforezidir. PCR ile elde edilen Uriinler agaroz jel
kullanilarak elektrik alaninda bayukligine gére ayrilir. Agaroz jelde DNA
bantlarinin gérulebilmesi icin PCR Grlnlerinin flouresan bir boyayla (6r. Ethidium
bromid) muamele edilmesi gerekir. Ethidium bromid’le boyanan DNA bantlari
ultraviyole (UV) transilliminator veya epiilliminatér 1sigi altinda gérindr hale
gelir. Beklenen PCR urinlerinin varligi DNA molekil agirhik standartlari (DNA
marker) veya pozitif kontroldeki bant blytklugua ile karsilastirilarak belirlenir.
Beklenen PCR UrlinG biyUkligine gbre agaroz konsantrasyonu asagidaki tablodan

belirlenir.

Tablo 2: Agaroz Konsantrasyonu ile DNA Ayirma Glici Arasindaki iliski.

Agaroz Konsanirasyonu (%) DNA Ayirma Araidi (baz cifii)
0.3 5000 - 60000
0.6 1000 - 20000
0.7 800 - 10000
0.8 500 - 7000
1.2 400 - 6000
1.5 200 - 3000
2.0 100 - 2000




PCR Uriiniiniin Agaroz Jelde Yiiritiilmesi:

e ilk olarak PCR ariininii bayiklagi hesaplanarak kullanilacak jelin agaroz
ylzdesine karar verilir (Tablo). 200 ile 3000 baz ¢ifti arasindaki bir Grin icin %
1.5’lik agaroz yeterlidir.

e Once agaroz ve terazinin bulundugu odaya girilir. Elektroforez tankinin
buytkligine gére dokllecek jel miktari belirlenir. Ornek: 40 ml'lik tank icin; 0.6
gram agaroz tartilip 40 ml 0.5X TBE tamponuna ilave edilir.
e Stok 5X TBE bufer (50 gr Tris base, 27.5 gr Boric acid, 20 ml 0.5 M EDTA
pH:8.0, 1 litre distile suda eritilir) on defa distile suda sulandirilarak 0.5X TBE
bufer kullanma solUsyonu hazirlanir.

e 40 ml 0.5X TBE bufer behere konulur. Uzerine tartilan agaroz eklenerek
karistirihr.

¢ Mikrodalga firinda 1 dakika 400 Watta tutulur. Mikrodalga yoksa ocak
Gzerinde arada bir karistirilarak agaroz eritilebilir.

e Karistirildiktan sonra sogumasi icin beklenirken agaroz jelin dékilecegi plate
hazirlanir. Ornek sayisina gére 8'li veya 12’'li tarak yerlestirilir.
e 500C civarina kadar soguyan 40 ml'lik agaroza 4 pl ethidium bromide (5
mg/ml) eklenip karistirildiktan sonra jel dékalir.

¢ Jel donduktan sonra (yaklasik 30 dakika oda isisinda) plate’nin iki tarafindaki
lastikler ve tarak gikarilir.

e Her 6rnek igin parafilm Gzerine 2 pl yikleme soltisyonu (5x Loding bufer: 250
mg Bromophenol blue, 3 ml gliserol, 7 ml distile su) konur. 10’ar pl PCR Grdna
2 pl yukleme solUsyonu ile karistirildiktan sonra sirayla agaroz jele yiklenir.
e 125 voltta 20 dakika veya 90 voltta 60 dakika elektroforez uygulanir.
e Elektroforez durdurulduktan sonra jel UV transilliminatorde incelenir. Beklenen
bant gorllen drnekler pozitif kabul edilir. Gerekirse poloroid fotograf makinasi

veya jel dokiimantasyon sistemi ile jeller fotog aflanir.

lll. Tim Mycobacterium’lara Spesifik 65 Kilo Daltonluk Isi Sok Proteini Bolgesine
Ait PCR Uriiniiniin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilerek Mycobacterium Tiirlerinin
identifikasyonu (10)

Uygun bant gorilen (beklenen yerde ve yeterli yogunlukta) érneklerin 11'er pl'si
Haelll (BsuRl) ve BstEll (Eco91l) enzimleri ile kesilerek Mycobacterium tarleri

identifiye edilir.
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Tablo 3: Haelll ile PCR urinuanin kesilmesi:

Distile su 2.0 ul
Bufer R* 1.5 pl
Haelll (10 U/pl, Fermentas) 0.5 ul
PCR drind 11.0 pl
Toplam 15.0 pl

Tablo 4: BstEll ile PCR GrinUnin kesilmesi:

Distile su 2.0 I
Bufer O* 1.5 Ml
BstEll (10 U/pl, Fermentas) 0.5 pl
PCR drdni 11.0 ul
Topiam ' 15.0 ui

e Enzim ve bufer karisimlari 6rnek sayisinca temiz odada hazirlandiktan sonra
0.2 veya 0.5 ml'lik eppendorf tuplerine 4’er pl olarak bolunur.
¢ Daha sonra kirli odada Gzerlerine 11’er pl PCR Griint eklenir ve 370C'de 4
saat su banyosu veya thermal cycler'da tutulur.

e Daha sonra Mycobacterium turlerinin identifikasyonu icin restriksiyon enzimleri
ile kesilen ve kesilmeyen Urinler birlikte %3'lik NuSieve GTG agaroz (FMC
BioProduct)'da yaratalar.

e PCR Grinunun kesilmesi ile jel elektroforezde ortaya ¢ikan bantlarin bp

uzunluklari degerlendirilerek Mycobacterium tarleri identifiye edilir (Sekil 1, 2)
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EK:

1. Bazi mycobacterium tirlerinin DNA amplifikasyon Urdinlerinin BstEll ve Haelll
enzimleri ile kesim sonucu olusan DNA bant paternleri (Sekil 1)
2. PCR-RFLP ile mikobakterilerin identifikasyon tablosu (Sekil 2)

Sekil 1 : Isi sok proteinini kodlayan gen bélgesinin ampifikasyon Grininin BstEll

enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern gdérantuleri

Sekil 2: Isi sok proteinini kodlayan gen bélgesinin ampifikasyon tGrininin Haelll

enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern goérintileri

[ ons |
L203 3



1

M flavescens type 1
M.aurum type 2

M.new

M.flavescens type 3
M.lentiflavum type 1
M.new type 1
M.chelonae type 1
M.haemophlium

M.szulgai type 1

Turletin Ad
M_trivale type 1

170-130-0
160-85-55
145-130-0
140-100-90
140-55-50
130-115-70-55
130-110-0
130-105-70
160-110-0

200-60-55

PCR-RFLP lle MIKOBAKTERILERIN IDENDIFIKASYON TABLOSU*
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M.intracellulare type 4

M.celatum type 1
M.interjectum type 1
M.asiaticum t

M.aium type 2
M.shimodei t

M.avium type

130-105-60
130-105-0

130-80-60

125-110-0
120-115-110

110-105-0

140-105-70

240-135-80

240-210



160-85-55 M.species type 1

145-140-100-60 M.peregrinum type 3
145-125-60 M.smegmatis type 1
130-105-80 M.celatum type 2
240-130-85 130-105-70 M.gastnt type 1
130-105-0 M.kansasii type 2
130-100-75 M.kansasii type 6
130-90-70 ‘M.kansasii type 3
130-95 M.lentiflavum type 4
165-115-0 M.gordonae type 9
160-110-60 M.gordonae type 7
145-130-60 M.intracellulare type 1
240-120-100 145-130-0 M.lentiflavum type 3
140-105-80 M.malmoense type 1
140-60-0 M.hibemiae type 1
130-110-0 M.gordonae type 3

130-95-60 M.intracellulare ﬁe 4
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TUBERKULOZUN MOLEKULER TANISINDA TiCARI SISTEMLER

“lzotermal Dizi Yer Degistirme Amplifikasyonu Tekniginin Kullanimi”
Strand Displacement Amplification (SDA)

Doc.Dr.Mustafa OZYURT
GATA Mik. ve Klinik Mikrobiyoloji Serv. Haydarpasa/istanbul

TUberkiloz (TB), diinyada 6nemi herglin artmakta olan ve halk saghgini
tehdit edebilen major tehlikelerden biri olup en sik 6lime neden olan infeksiyon
hastaliklarindan biridir. TB olgularinin %95'ten fazlasi gelismekte olan tlkelerde
gorilmekte olup diinya nGfusunun yaklasik Ucte birinden fazlasi M.tuberculosis
ile enfektedir. TB hastalarinin erken tani ve tedavisi bu hastaliktan toplumun
korunmasinda en etkili yoldur. Bu nedenle ulusal TB kontrol programlari
cercevesinde mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin birincil amacini, insidansi
disarmek icin enfeksiyoz akciger tiberkiloz olgularinin en kisa sGrede tespiti,
dogru identifikasyonu ve tedavisinin takibi olusturur. Bu nedenle klinik
mikobakteriyoloji laboratuvarlari, tiberkllozun yayilimini dnlemede ve kontrol
altina alabilmede 6nemli bir role sahiptir.

Tuberkllozda ilk tani klinik verilerle yapilmis olsa bile kesin tani icin
etken mikroorganizmanin konvansiyonel olarak direkt bakida tespiti ve
laboratuvarda Uretilerek tanimlanmasi esastir. Bu nedenle tanida “gold standart”
kaltar ve klinik tani birlikteligidir. Laboratuvar tani icin her iki ydéntemin de
6nemli eksiklikleri vardir. Mikroskobik incelemede aside direncli basilin
gorilebilmesi icin 6érnegin mililitresinde 5.000-10.000 kadar bakteri bulunmasi
gerekmektedir. Kaltdr ile drnekteki birkag canli bakterinin dahi gosterilebilmesi
mUmkUandir ancak mikobakteriler, yavas Greyen mikroorganizmalar olduklarindan
bu testlerin tamamlanmasi icin ortalama 2-8 haftaya gereksinim duyulur. Son
yillarda TB ilaglarina direncli basillerin izolasyonlarindaki artis ve taniya yénelik
konvansiyonel testlerin pratik olmamalari, uzun zaman gerektirmeleri ve tir
dizeyinde tiplendirmede yetersiz kalmalari rutin kullanimda sorunlarin ¢6ziimine
yonelik arayislari yeniden glindeme getirmistir.

Bu amacla son 15-20 yil icinde mikobakterilerin hastalik érneklerinden
ve kati-sivi kaltdr ortamlarindan saptanmasi, tir diizeyinde tanimlanmasi ve

duyarhhk testleri icin, 6zgtlltk ve duyarhhgi yiksek, gtvenilir, hizli sonug verebilen
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ve kolay uygulanabilir yontemler Gzerinde calismalar hiz kazanmistir.
Bunlardan, Radyometrik (BACTEC) ve kromotografik (HPLC) sistemler , nukleik
aside dayali molekuler yontemler, mikobakteriyofajlarla RIF direng tayini (Faj
amplifikasyonu) gibi fenotipik ve genotipik teknikler tani stiresini kisaltmada ve
tedaviye yonelik antibiyotik direnci ile ilgili mutasyonlarin saptanmasinda umut
verici yontemlerdir.

Bu amacla giinimuzde, hasta 6rneklerinden direkt olarak MTBC varligini
arastirmak amaciyla ntkleik asit amplifikasyon (NAA) esasli sistemler ile kilttrde
Ureyen mikobakterilerin kisa strede tir dlizeyinde tanimlanmasini ve/veya TB
ilaclarina karsi direnc ile iliskili mutasyonlari saptamada, Klasik PCR ve RFLP'nin
yanisira DNA prob hibridizasyonu easl Grtinler, DNA sequence analiz kitleri ve
molekdler biyoloji ile bilgisayar teknolojisini birlestiren DNA microarray teknolojisi
GrUnler taniya hiz kazandirmistir.

Ozellikle Smear pozitif solunum érneklerinde kullanimina FDA tarafindan
onay verilen nikleik asit amplifikasyon temeline dayanan ticari molekdaler
sistemlerden (Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (MTD,Gen-Probe)
ve Cobas AMPLICOR MTB Assay (Roche Diagnostic System) ) ile FDA onayi
olmamakla birlikte diger kuruluslardan onay almis ve satisa sunulmus olan BD
ProbeTecTMET Mycobacterium tuberculosis complex DIRECT TB (DTB, BD
Biosciences)' e ait ¢alisma sonuglari klinik degerlendirmelerde yiksek sensitivite
ve spesifite gosterebilmektedir.

CDC (Center for Disease Control and Prevention)’ nin onerileri
dogrultusunda tuberkilozun laboratuvar tanisina yénelik hizli testler arasinda
yer alan DNA amplifikasyon teknikleri gliniimizde rutin tanida énemli bir yere
sahiptir. Bu tekniklerden biri de Dizi Yer Degistirme Amplifikasyonu “Strand
displacement amplification , SDA ‘dir.

Bu kursta, SDA teknolojisi prensibi ile calisan ve 3.jenerasyon bir ticari
sistem olan BD ProbeTec'METnin dogrudan solunum érneklerinde Mycobacterium
tuberculosis complex’'in saptanmasi amaci ile Gretilmis Direct TB saptama kitinin
(DTB) uygulamali egitimi verilecek BDProbe Tec ET sistemi ve SDA teknigi
tanitilacaktir.

BDProbe Tec ET sistemi, nikleik asit amplifikasyonu (NAA) esasina dayal
bir ydontem olan SDA prensibi ile calisan ve floresan enerji transfer saptama
teknolojisiyle birlestirilmis, direkt olarak hastaya ait solunum 6rneklerinde
(balgam, indiklenmis balgam, BAL ve diger solunum 6rnekleri) ve/veya pozitif
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kalturlerde M.tuberculosis complex’e ait genetik materyali izotermal olarak
hedef cogaltip saptayabilen, kullanim kolayligi olan yari otomatize bir sistemdir.

Hedef DNA, 6zgul primerler, DNA polimeraz, restriksiyon enzimi ve
floresan isaretli saptama probu SDA tekniginin ana bilesenlerini olusturur. Bu
sistem icin primer amplifikasyon hedefi M.tuberculosis complex'e 6zgul bir
insersiyon dizisi olan 1S6770'dur. S6z konusu sistem, 6rneklerdeki hedef DNA'nin
amplifikasyonu ve saptanmasini kapali bir sistem formatinda, SDA icin gerekli
reaktiflerle kaplanmis koparilabilir stripler halindeki kuyucuklarda gerceklesirirken
ayni zamanda kontaminasyona karsi kismen glvenli bir ortam saglar. Sistemde,
inhibitér varhigini saptamak amaciyla internal amplifikasyon kontrolt (IAC)
kullanilir. Boylece yalanci negatiflikler dnlenebilmekte ayrica kalite kontrol amacli
pozitif ve negatif kontroller kullanilarak test sonuclarinin gtvenilirligi
arttirilabilmektedir. Bu testin duyarlilik ve 6zgulligi smear pozitif solunum
orneklerinde oldukga iyidir. Testin tedavi gérmekte olan hastalarda kullanimi
onerilmemekle birlikte tedaviye yeni baslanmis (Thaftadan daha kisa sdreli)
hastalarda takip amacli kullanilabilmektedir. Hasta érneginden M.tuberculosis
complex’in BDProbeTec ET sistemi ile saptanma siresi total olarak yaklasik 3.5

saat'tir
BD ProbeTecTMETMycobacterium tuberculosis complex DIRECT TB (DTB)

TESTIN CALISMA PRENSIBI

BD ProbeTec' M ET, Mycobacterium tuberculosis complex (DTB) Direct
Detection Testi, amplifikasyon primerleri ve floresan isaretli dedektér problar
kullanilarak stipheli hastalara ait 6zellikle NALC-NaOH ile dekontamine edilmis
solunum 6rneklerinde bulunan M.tuberculosis complex’e (M.tuberculosis, M.bovis,
M.bovis BCG, M.africanum ve M.microti) ait hedef DNA ( 1S6110 insersiyon
dizisi)’nin aranmasi ve es zamanl amplifikasyonu esasina dayanir.

Bu amacla, kurutulmus, oda isisinda saklanabilen, SDA i¢in gerekli
reaktiflerle kapli, koparilabilir stripler halindeki disposable priming ve amplifikasyon
kuyucuklari kullanilir. Test sirasinda calismaya ayrica bir reaktif eklemeye gerek
duyulmaz. Hazirlanmis hasta 6rnegi, ilk 6nce icerisinde primerler, floresan isaretli
detektor prob ve amplifikasyon icin gerekli diger reaktifleri iceren priming
kuyucuklarina inokule edilir. inktibasyonu takiben kuyucuklardaki reaksiyon
karisimi, icerisinde SDA icin gerekli bir DNA polimeraz (Bst DNA polimeraz) ile
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bir restriksiyon enzimi (BsoB-I) ve dNTP'ler ile kapl amplifikasyon kuyucuklarina
aktarilir. Amplifikasyon kuyucuklarinin Gzeri kontaminasyonu énlemek amaciyla
kapatilir ve cihaza yerlestirilerek inktibasyona birakilarak test edilir. Sistemde,
reaksiyonlar 6rnek ve kontroller birarada es zamanl olarak ger¢eklesir. DNA
polimeraz, tek sarmalli zincir Gzerinde 5’ — 3’ ydoniinde uzamay! baslatir, cogaltilan
cift sarmali DNA Uzerinde 4-8 baz ciftlik spesifik hedef bolge restriksiyon enzimi
ile taninarak kesilir. Kesme islemi sonrasi paralel déngtiye gonderilen hedef DNA,
ortamda bulunan sag¢ tokasi yapisi gosteren floresan isaretli detector problarla
hybridize olarak, sistem tarafindan Floresan Enerji Transferinin eszamanl
amplifikasyonu sonucu saptanir.

Bu reaksiyonu detayh olarak aciklarsak; Oncelikle hasta 6rneginde
aranilan hedef DNA, isi veya kimyasallarla denature edilerek heliks yapidaki iki
zincir birbirinden ayrilir ve tek zincirli yapiya déontstaraltr (Sekil 1). DNA zinciri
Gzerinde yer alan ve sadece aranilan patojene spesifik bir alan, SDA i¢in hedef
boélge olarak kullanilir.Yéntemde kullanilan primerler hibrit ¢ifti olusturmak
Gzere bu hedefe baglanan komplementer DNA dizileridir. SDA icin diger
bilesenlerden olan DNA polimeraz ortamdaki serbest ntikleotidlerin (dNTP) kalip
DNA zincirine baglanarak zincirin 5’ ucundan 3’ ucuna dogru uzamasini ve yeni

reaksiyonlar icin kalip (templete) DNA olusumunu katalize eder.

Hedef olusturulmas:

Sekil 1 Sekil 2

4 —
)
Fr edefe 6ol Kompig g

o
Priming L

SDA yonteminde izotermal amplifikasyon sirasinda 2 "bumper" ve 2
"amplifikasyon" primeri adi verilen iki ¢ift primer kullanilir. Bumper primer
amplifikasyon primerinin 5' upstream boélgesinde yer alacak ve amplifikasyon
primeri de BsoBlI restriksiyon enzimi kesim boélgesi tasiyacak sekilde dizayn edilir.
Bu primerler (51 ve B1) zincire 5' ucundan baglanir ve termofilik Bst DNA Polimeraz
enzimi aktivitesi sonucu yeni DNA zincirleri sentez edilir (Sekil 2). Bu sentez
sirasinda bumper primerden baslatilan sentez ile ortaya cikan kaliba komplementer
yeni zincir, amplifikasyon primerinden baslayarak kalip Gzerinde 3' yénine dogru
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devam eden sentezle olusan yeni DNA zincirini kaliptan ayirarak serbestlestirir
(displacement). Boylece kalibin bir zincirinden bumper ve amplifikasyon primerleri
ile ayni ydnde gerceklesen DNA sentezi sonucunda kaliba komplementer ve BsoBI
kesim boélgesi tasiyan tek iplikli DNA olusur. S1 ve B1 in her ikiside B1 ydéninde
uzarken S1 zinciri, orjinal 5'-3' hedefin komplementeri tek zincire dénusur.
SDA ydnteminde amplifikasyon, yeni zincirlerin sentezi asamasinda modifiye
edilmis deoksiribontkleotidlerin kullanimi sayesinde gerceklestirilir. BDProbeTec
ET sisteminde bu amacla thiol grubu ile modifiye dCTP'ler kullanilir. Bunlarin
ozelligi sistemde kullanilan restriksiyon enziminin modifiye nikleotidleri tasiyan
yeni sentez edilen zincirde kesim yapamamasidir. S1 zincirindeki sentez sirasinda
icerisine modifiye dCTP'ler (dCTP(S, deoksisitidin 5'- tiotrifosfat ( sitozin) dahil
olur. Bu zincir ona baglanan S2 ve B2 primerlerine komplementer olan sekanslari
icerir. Bu zincire baglanan S2 ve B2 primerleri uzayarak S1 ve S2 orjinal primerleri
ile sinirlandirilmis bir hedef bélgesi iceren tek zincir olusturur. Artik S1
komplementeri ve orjinal hedef dCTP(S icerir. Buna S1 primeri baglanir ve cift
sarmalli DNA olusturmak Gzere uzar. Restriksiyon enzimi (BsoB-I, restriction
endonuclease) Sl1orjinal primeri spesifik sekansindan keser. Ancak S1
komplementeri dCTP(S icerdiginden S1 komplementer kopyasini kesemez. Bu
kesilmis kisim polimerazin etkisiyle uzadikca geride kalan S1 primeri itilmek
suretiyle hedef kopya paralel déonglye gonderilir. Bu déngu test siiresince streklilik
arzeder ve ortamda milyonlarca kopya olusur (Sekil 3-6).

Hedef olugturulmasi

| Ty

dATP
. | ax1e
polimeraz l':IGTP

aiTe

Sekil 3

® Son iriin

SDA amplifikasyonu

Sekil 5

kesilme, polimeraz, dizi yerdegistirme
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BDProbeTec ET sisteminde SDA ile ortaya ¢cilkan amplikonlarin saptanmasi icin
Floresan Enerji Transferi prensibine dayanan 6zel problar kullanilir. Bu problarin
3" ucu hedef amplikonlara komplementer bir kisim, kendi i¢cine katlanarak sag
tokasi (hairpin) olusturacak komplementer diziler ve bu dizilerin arasinda BsoBI
restriksiyon enzimi tanima bolgesi, sa¢ tokasi bolgesinin uglarinda ise floresan
bir boya (florofor) ve bu boyanin enerjisini emen baskilayici molekul (baskilayici,
guencher) yer alir. Prob sag tokasi olusturdugunda uygun dalga boyunda isikla
uyarilan floroforun olusturacadi floresans baskilayici tarafindan emilir ve saptama
sinyali olusumu engellenir. SDA reaksiyonu gerceklesip hedef DNA'larin ortaya
¢tkmasi ile problar komplementer hedef DNA'lara baglanir ve DNA polimerazin
etkisi ile probun 3' ucundan yeni zincir sentezi meydana gelir. Bu zincire primerlerin
baglanarak yeni bir tur sentez olusmasi sonucu komplementer zincirinin sentezi
sonucu probun sag tokasi yapisi bozulur ve restriksiyon enzimi kesim bolgesi
ortaya cikar. BsoBl restriksiyon enzimi kesimi ile baskilayici florofordan uzaklasir,
boylece ortaya ¢ikan floresans BDProbeTec ET cihazinin kameralari ile zamana

bagh olarak saptanir (Sekil 7-8).

| Floresan Enenl Transfe

Sekil 7 Sekil 8

I I— Fedete Gag
[E— | Hybridlzasyon balgesi

|I

Ikl floresan boya:
Eluarescein (IAC) ya da Rhodamine (teatf)
difier tavafts quencher (Dabeyl)

Olusan hedef DNA'lar, ortamda bulunan ve "sa¢ tokasi" yapisi gosteren floresan
isaretli detector problarla eszamanli hybridize olur. Bu reaksiyonda her iki floresan
molekal birbirlerine yakin iken floreseine génderilen eneriji, floreseinden Rodamini
active etmek icin transfer edilir. Sonucta system otomatik olarak pleytteki
kuyucuklardan gelen floresan sinyalleri 60 dakikalik test stiresince otomatik
okuyucuda dakikada bir kez okuyarak RFU (rélatif floresan Gnitesi) olarak saptayip
hesaplama yapar (Sekil 8-10). Bu degerlendirme icin MOTA (Method other than
acceleration) skoru belirlenir. Bu skor, reaksiyon sonrasinda olusan sinyalin

degerlendirilmesi ve 6lctilmesinde kullanilir. Ortamda aranilan hedefin var olup
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olmadigi, hesaplanan MOTA degeri ile hasta 6rnedi veya kontrol icin daha
6nceden belirlenen "cut-off MOTA" dederlerinin karsilastiriimasi ile kalitatif

olarak saptanir.

Amplifikasyon sirasinda (SDA)
Enetji Transferinin Gordntilenmesi

Homojen Amplifikasyon & Saptama

Sekil 9

1. DSA (Dizi yer degistirme reaksiyonu) teknigi ile calisir.

2. Amplifikasyon, lIzotermal (tek isida ¢cogaltma) olarak gerceklesir.

3. Amplifikasyon ve floresan saptama es zamanli olarak 1 saatte gerceklesir
4. SDA i¢in gerekli blttin primer, prob, enzim gibi reaktifler koparilabilir striplere
ait kuyucuklara kaplidir,

5. Test sirasinda ayrica reaktif eklemeye gerek yoktur. Kitler 96 kuyucukludur.
6. Amplifikasyon asamasinda kuyucuklarin Gizeri bir bant ile kapatilarak
kontaminasyon engellenir

7. Tek odada calisma kolayligi saglar

8. Guvenilirdir, internal amplifikasyon kontrold (IAC) kitin icinde mevcuttur
9. Kitler oda isisinda saklanabilir

10. Yari otomatize bir system olup cihaz bakimi ve test prosedirl kolaydir

11. Kinetik okuma ile sonuclarin yorumu kolaydir.

12. DTB kit prosedir(, balgam bronco alveolar lavaj, brosiyal ve trakeal aspirate
gibi solunum oérnekleri icin test edilmistir. Diger numuneler icin performansi
degerlendirilmemisitir.

13. DTB testi M.tuberculosis complex'i diger M. tuberculosis, M.bovis, M.bovis

BCG, M.africanum, ve M.micoti’den ayiramaz.

14. M. tuberculosis complex probe sekansi, 1IS67110 M. tuberculosis, M.bovis,

M.bovis BCG, M.africanum, ve M.micoti icin spesifiktir.

15. Testin optimal performansi icin uygun numune alimi ve transportu
gerekmektedir.
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16. DTB Testi M.tuberculosis complex varyantlarini IS6110 insersiyon sekans

eksikligi oldugundan saptamaz.

17. DTB testi kalitatif sonuglar verir. MOTA dederleri ile pozitif numunedeki

hlcre sayisi arasinda korelasyon yoktur.

DiKKAT EDILMESi GEREKLi HUSUSLAR

1. Test performansi , solunum o6rnekleri disindaki diger numunelerden (Kan,
BOS, gaita, ve idrar icin) M. tuberculosis complex’'in saptanmasina yonelik

degerlendirme yapilmamistir.

2. Priming kuyucuklarinda insan Plasental DNA’si kullanildigindan reaktifler

infeksiy6z olarak degerlendirilmelidir.

3. Isi inaktivasyonu islemine kadar numune islemleri Class Il Biyolojik Emniyet
Kabininde vyaratdlmeli, bu peryoda kadar olan santrifdj islemleri aresol
koruyuculu rotor kullanilarak yapilmahdir. Aerosol koruyuculu rotor givenlik
kabininde acilmalidir.Standart rotor 1si ile inaktivasyon isleminden sonra

kullaniimalidir.

4. Ornekler CDC énerileri dikkate alinarak NALC-NaOH metodu ile dekontamine
edilmeli veya alternative olarak ayni icerikli hazir dekontaminasyon kitleri (Or:
BBL Mycopreb kiti) kullaniimalidir.

5. Ornekler hemen calisiimayacaksa NACL/NaOH sedimentleri 2-8 C'ta 5 gline
kadar bekletilebilir. 5 giinden daha uzun sure calisilmayacaksa 3 ay’a kadar -20
C veya daha sogukta dondurularak bekletilebilir. Dondurulmus érnekler,

calismadan once oda isisina getirilerek ¢o6zilmelidir.

6. Tim numuneler, MOTT ydéninden de arastiriimali ve Antibiyotik

duyarhiliklarinin arastirilmasi amaciyla kualtarleri yapilmahidir.

7. Numunelerde HIV veya Hepatit B gibi patojenik infeksiyonlar mevcut
olabilecegiden numuneler enfeksiy6z olarak kabul edilerek gerekli laboratuvar

prosedurleri, uluslarasi éneriler takip edilmelidir.

8. DTB Wash Buffer 1 ve DTB Nétralizasyon Buffer 3 dimetilsulfoksid icerir.
Dimetil sulfoksid solundugunda veya cilt ile temasta yiksek toksiktir. Goze

sicramas! halinde bol su ile yikama yapilmalidir. Kontamine kiyafetleri hemen
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Uzerinizden cikartin ve cildinizi su ve sabunla yikayin.

9. DTB Wash Buffer1 ve DTB Lysis Buffer yiksek alkalidir. Cilt ,g6z ve mukoz
membran ile kontak edilemesinden sakinilmali. Kontak edilmesi durumunda
derhal bol su ile yikama yapilmahdir . Yikama yapilmadigi durumlarda yaniklar

olusabilir.

10. Pipet uclarini, numune taplerini, Priming kapaklarini atarken uygun laboratuvar

proseddrlerini uygulayin.

11. Ozel santrifijleme 6nerileri uygulanmalidir, uygunsuz santrifijleme yalanc

negatiflige sebep olabilir.
12. DTB testi antibiyotik tedavisi icin kiltlr yonteminin yerini tutamaz.

13. Pirimer ve Amplifikasyon Mikrokuyucuk posetleri kullanimdan sonra

dikkatlice yapistirlmahdir. icerisinde nem tutucu varligindan emin olunmalidir

14. Amplifikasyon kuyucuklari BD ProbeTec ET cihazina yerlestiriimeden dnce
6zel yapistiricili kapadi ile muhakkak kapatilmalidir. Yapistimak cihazi, calisma
alanini kontaminasyondan korur. Yapistiriciyi hi¢ bir zaman mikrokuyucuklardan

ayirmayin.

15. Test plaginda 48 mikrokuyucuk (numune ve kontrol dahil) olmasi durumunda

tam plagi kapatan yapistiricili kapak kullanilmalidir.

16. Calisma alaninin kontaminasyondan korunmasi icin tek kulanimlik yapiskanh
torbalari kullanin. Amplifikasyon kuyucuklarini atarken bu yapiskanli plastik

torbalari kullanin.
17. Eldivenlerin degistirilmesi kross kontaminasyonun engellenmesi icin dnemlidir.

18. Her ¢calisma &ncesi ve sonrasi ile kontaminasyon durumlarinda alaninin,
cihazin, islenmis numunelerin % 1'lik sodium hipklorit ile temizledikten sonra

deiyonize su ile durulanir ve kurumasi icin beklenir.

19. Sonik banyonun isisini 6lgmek igin civali termometre yerine dijital termometre

kullanimi tercih edilmelidir. Bu cihazla birlikte saglanmaktadir.

KIT ILE BIRLIKTE VERILEN MALZEMELER
1. DTB Priming Microwells, 3X32
2. 4 Oligonucleotid >7.6 pmol; human DNA >6 mg; dNTP >37.6 nmol; Detector
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probes >30 pmol; Synthetic oligonucleotides >10,500 copies.

3. DTB Amplification Microwells, 3x32

4. Restriction enzyme >25.5 units; DNA Polymerase >8 units; dNTPs >10 nmol.
5. Priming kuyucuklari icin Plastik kapak; Amplification kuyucuklarini kapatarak
kontaminasyonu énlemek icin yapiskanl kart ( Sealer 1/2), Disposal kilitli posetler
(81) .

6. DTB Wash Buffer 1 — (225 mL) Ure, CAPS Buffer, dimethyl sulfoxide, glycerol
ve sodium hydroxide iceren solusyon

7. DTB Lysis Buffer 2 — (50 mL) potassium hydroxide solusyonu

8. DTB Neutralization Buffer 3 - (150 mL) bicine, potassium hydroxide, dimethyl
sulfoxide, glycerol and koruyucu olarak 0.03%Proclin™ iceren solusyon

9. DTB Pozitif kontrol ve DTB Negatif kontrol

KIiTLE BIiRLIKTE VERILMEYEN , CALISMA iCiN GEREKLi MALZEMELER
o Class Il Biyoemniyet kabini

o Mikrosantriftij, 12,200 X g rotor kapasiteli aerosol kapakli

o Vorteks mixer,

o Disposable eldivenler,

o Falkon tapleri (5 ml'lik)

o Dijital termometre

o Mikropipetler (20-100 pL, 200-1000 pL hacimli)

o Filtreli pipet uclari ( 10 pL, 100 pL, 500 uL, 600 pL and 1 mL hacimli)
o % 1'lik sodium hypochlorite

o Tezgah Ustl tibbi atik kutusu

FIRMA TARAFINDAN TEMIN EDILEN CIHAZ VE MALZEMELER

o Ana cihaz (BDProbeTec ET Instrument) ve metal plak,

o Isitici (BDProbeTec ET Priming ve Warming Heater),

o Firin ( BDProbeTec ET Oven ),

o Sonikatér ( BDProbeTec ET Sonic Bath ve sonic bath insert),

o BDProbeTec ET Pipettor ve Glg kaynadi

o Ornek tlp raki, Pipetleme raki, 2 mL’lik érnekleme santrif(jj tipleri burgulu

kapakli, 2 mL’lik burgulu tip kapaklar
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HASTA ORNEKLERININ DEKONTAMINASYONU VE SAKLANMASI

Tum solunum érneklerine CDC'nin énerileri dogrultusunda NALC-NaOH
metodu ile veya bu icerikte hazir kitlerle dekontaminasyon islemi uygulanir.
Ornekler hemen calisiilmayacaksa;

1. NALC-NaOH sedimenti 5 gline kadar 2-8C ‘de bekletilir.

2. Daha uzun slre calisiimayacaksa 3 aya kadar -20 C veya daha sogukta
dondurularak bekletilebilir.

Dondurulmus érnekler calisiimadan énce oda isisinda ¢6zUlmelidir.

BD ProbeTEC ET M. tuberculosis Complex DIREKT TB CALISMA PROSEDURU

TB - lab 3 dk 130 dk 45 dk
— - —
S
; ;
e |
i
an AL [ .. Ry
£ | s LA
ProbeTec R . !
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170 dk{~3saat) Teplam Test
Sekil 11 test islemi akis semasi
I-ORNEK HAZIRLAMA PROSEDURU  (Sekil11-12)
A. ORNEK HAZIRLAMA (BIYOEMNIYET KABINI DISI ISLEMLER)

a) Tam buffer'lar oda isisinda tutulmali ve kullanim éncesi iyice karistiriimalidir.
Stok buffer solusyonlarindan érnekler asagidaki gibi hazirlanir;

o DTB Wash Buffer-1: Her NALC-NaOH sedimenti icin kaba 1 ml aktarlir. Ayrica

pipetleme hatasi gbz 6nlne alinarak 1-2 ml ekstra ilave edilir.

o DTB Lysis Buffer-2: Her NALC-NaOH sediment ve kontroller icin kaba 0.1 ml

aktarilir. Ayrica pipetleme hatasi g6z 6niine alinarak 0.5-1 ml ekstra ilave edilir.
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o DTB Notralizasyon Buffer-3: Her NALC-NaOH sediment ve kontroller igin
kaba 0.6 ml aktarilir. Ayrica pipetleme hatasi g6z énine alinarak 0.5-1.0 ml
ekstra ilave edilir.

b) Daha sonra artan bufferlar stok solusyonlarin icerisine konmaz atilir.

¢) Calisilacak her hastaya ait NALC-NaOH sediment icin 2 ml'lik 6rnek tupleri
hazirlanir ve Gzerleri 6rnek numarasi ile etiketlenir.

d) Taplerin kapaklari acilarak her tiipe 1ml DTB Wash Buffer-1eklenir ve tiplerin
kapagi kapatilir.

e) Hasta 6rneklerine ait DTB Wash Buffer-1 ilave edilmis tlpler biyoemniyet
kabinine (BSC) birakilir.

B. ISLENMiS HASTA NUMUNELERINDEN YAPILAN iSLEMLER (BiYOEMNIYET KABIN
iCi ISLEMLER)
Kontamine 6rnekleri dokmek icin kabin icinde infekte sivi atik kabi bulundurulur.

a) Falkon tuplerindeki NALC-NaOH sedimentleri 5 sn vortexlenir

b) Filtreli pipet ucu kullanarak sedimentlerden 500 pL alinip icerisinde 1 ml DTB
Wash Buffer-1 iceren tiipe eklenerek tapln kapadi kapatilir.

¢) Buraya kadarki islemler her hasta numunesi igin uygulanir.

d) ELDIVEN DEGISTIRILIR

e) Her tlp 5sn. Vortexlenir

f) Tupleri aerosol koruyuculu rotora yerlestirilip rotor kapag iyice kapatilarak
mikrosantrifujede 12,200 X g ‘de 3 dk. ¢evrilir . Uygun sekilde santrif(ij edilmemesi
yanlis negatiflige sebep olabilir.

g) Santrif(ij sonrasi sGpernatan kabin icerisinde sivi atik kabina doékaltr.

h) Tupler, kapaklari kapatilarak numune rakina yerlestirilir.

i) ELDIVEN DEGISTIRILIR

C. ORNEKLERE IS| UYGULAMA

a) Taplerin kapaklarinin sikica kapali oldugu kontrol edilir.

b) Numune rakindaki numuneler firina yerlestirilir, kapagi kapatilir

¢) RUN #01 secilir ve OK'e basilir

d) Uygulamayi baslatmak icin “Start” tusuna basilir, 30 dk. streyle isi uygulamasi
gerceklestirilir.

e) Isitma basladiktan sonra asagidaki basamaklar takip edilir
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o Sonikator hazirlanir ( Sonikatér musluk suyu ile su seviyesi dikkate alinarak
doldurulur, icerisine banyo raki yerlestirilir, Isitici 65°C'ye ayarlanir ve isitma

islemi baslatilir. Cihaz kapagi kapali halde iken 60 dk Degas islemi yapilir.)

o SantrifGje standart motoru yerlestirilir
f) 15 dk’lik iIsitmadan sonra, isinin > 95°C’e ulasip ulasmadigini kontrol et.g)

Firindaki 1sitma bittiginde sesli kapiyr acarak numune rakini ckartilir.

Not: Numune tiplerindeki muhtemel mikobakterilerin artik 6/ddgad varsayilir.
Bu asamadan sonraki islemlere kabin disinda devam edilebilir. Ancak numunelere

yinede bioyolojik tehlikeli madde olarak muamele edilmelidir.

D. ORNEK DNA’ NIN ACIGA CIKARILMASI (Lysis)

a) Isitma islemi tamamlanan numune tipler mikrosantrifije konur.

b) Santrifijun kapagi kapatilir ve kisa streli (10 sn. ) gevrilir.

¢) Santriflij sonrasi tUplerdeki yogunluk kontrol edilir ve gerekirse islem tekrarlanir.
d) TUpler numune rakina yerlestirilir.

e) Filtreli pipet ucu ile her bir tiipe 100 yL DTB Lysis Buffer 2 eklenir.

f) Her bir numune icin ayri bir pipet ucu kullaniimalidir.

g) ELDIVEN DEGISTIRILIR.

h) Tim tlpler 5 sn. vortexlenir ve tlpler numune rakina iyice yerlestirilir. Bununla

maksimum dizeyde ultrasonik enerjiye maruziyet saglanir.

i) Ultrasonik banyoda su seviyesi ve i1sinin 65 (+/- 5)°C olup olmadigi dijital

termometre ile kontrol edilir.
j) TUpler numune rakindan Sonik Banyo Rakina yerlestirilir ve kapagi kapatilir .
k) 45 dk. SUreyle sonikasyon gerceklestirilir.

[) Sonikasyon sonunda numune raki kurutma amaciyla havlu kagit Gstine konur.

E. NOTRALiZASYON

a) Sonike edilmis numune tlpleri standart rotor yerlestirilmis mikrosantriftije konur.
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b) Santrifijun kapagini kapatilir ve kisa streli (10 sn. ) gevrilir.

¢) Santriftj sonrasi yogunluk kontrol edilir gerekirse santriflij islemi tekrarlanir.
d) Tupler temiz pipetleme rakina yerlestirilir.

e) Filtreli pipet ucu ile her bir tiipe 600 pL DTB Notralizasyon Buffer 3 eklenir.
f) Her bir numune icin ayri bir pipet ucu kullaniimalidir.

g) ELDIVEN DEGISTIRILIR

h) Her tlp 5 sn. Vortexlenir

i) TUpler, tekrar temiz pipetleme rakina yerlestirilir.

Numuneler artik BDProbeTec ET Sisteminde amplifikasyon i¢in hazirdir. Ancak
bu asamada numuneler opsiyonel olarak bekletilebilir. Bu amacla;

o 18-33°C'de 12 saate kadar.

o 2-8°C'de 4 giine kadar saklanabilir. Calismadan énce numuneler icin 1sitma
asamasi tekrarlanmalidir.

o -20°Cveya daha distk isilarda 3 aya kadar dondurulmus olarak saklanabilir.
Bu numunelere calisma dncesi oda isisinda ¢ozdlrulerek ve isitma asamasi

tekrarlanmali ve 10 sn kadar santrifdj edilerek yogunlugu kontrol edilmelidir.
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Sekil 12 : BDProbeTec™ ET Direkt TB Ornek Hazirlama

Prosediirii
T i "
AFB Kiltiir Konfirmasyonu ! Kabinlgiislemler | TB Direkt
PR N 5p0 uL vortexlenmis NALC-NaOH
Inhibitérlerin il§ Dekontamine edilmis materyale

. L Wash Buffer-1 icel 1 mL Wash Buffer 1 ekle

Eldiven Degi:
5 sn Vortexle

ekle uzaklastirimasi

Eldiven Degistir
5 sn Vortexle

Aerosol koruyuculu rotorda

12,200x g
3 dakika

lpleri 105°C’de
30 dk inkiibe et
(BDProbeTec ET Firin)

+Plak Yerle simini Haz irla
+Sonik Banyoyu haz ifla

TBC basilinin
cansizlastiriimasi

Numunelerin

Kisa siireli santrifiijij standart rotor

Tiplere 100 uL Lysis Buffer-2 gkle i orm=rmmommoroeeee

DNA’nin acia ELDIVEN DEGISTIR Priming Microwell ‘lerini
Plak Yerle simine g 6re
cikariimasi 5 sn Vortexle hazila
65 x 5°C’de Sonike et

45 dk

K

A a sireli santrifilj  standard rotor
Nétralizasyon S

600 uL Neutralization Buffer-3 ekle
ELDIVEN DEGISTIR
n Vortexle

Calisma
kontrollerinin
hazirlanmasi

+ ve — kontrol tiiplerine 100 uL Lysis
buffer-2 ve 600 uL Neutralization
buffer-3 ekle, 5 sn Vortexle

i standart rotor
10sn
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Il. AMPLIFIKASYON HAZIRLIK VE TEST iSLEMLERI
A. TEST CiIHAZLARINI HAZIRLAMA

Test islemi 6ncesi sistemle ilgili tiim cihazlarin calisma isisilari ayarlanarak durumlari

stabil hale getirilir.
o Priming heater 72.5°C ve Warming Heater 54°C olmali
o BDProbeTec ET cihazi ekraninda is1 47.5-55.0 °C okunmalhidir

B. BDProbeTec ET Pipettor PROGRAMLAMA

o Program 1 Calisma 6rneklerinden 200 pL ul ¢ekilir —=Priming kuyucuklarina
150 L ul dagrtilir.

o Program 5 Priming kuyucuklarindan 100 pL cekilir — Amplifikasyon kuyucuklarina
100 pL dagrtihir, 50pL ile 3 kez karistirthr

C. BDProbeTec ET CiIHAZINA ORNEK YUKLEME DUZENINi PLANLAMA

Hasta orneklerine ait bilgi girisi, kit ve kontrol lot numaralari sisteme girilir.
Priming ve Amplifikasyon kuyucuklarinin ayirimi ve érnekleme icin koparilabilir

striplerin yerlesimi ayri ayri dizenlenir.
D. CALISMA KONTROLLERININ HAZIRLANMASI

o DTB Lysis Buffer 2 ve DTB Nétralization Buffer 3 kullanim 6ncesi oda

Isisinda bekletilir ve iyice karistirilir.

o Her calismaya bir DTB Negatif ve bir DTB Pozitif Kontrol tlp ilave
edilir. Bu tplerin her birine yeni bir pipet ucu ile 100 yL DTB Lysis Buffer 2 ve
600 pL DTB Notralizasyon Buffer 3 eklenir.

o Tupler 5sn vortexlenir .

o Vortekslemeyi takiben mikrosantrifijde 10 sn santrif(j edilir ve tupler

temiz pipetleme rakina yerlestirilir.

E. TEST PROSEDURU  (Sekil : 13-19)
a) Kontrol ve numune tap kapaklari acilir.
b) ELDIVEN DEGISTIRILIR

¢) Plate yerlesim planina gbére Priming kuyucuklari hazirlanir,
d) Pipet programi secilir (DTB Pipet Prog 1), pipetorin ug araliklari ayarlanir
e) Numune ve kontrol tiplerinden 200 pl cekilir.
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f) Pipet araligi kapatilir ve Priming kuyucuklarina 150 pL numune aktarilir (Aktarma
yapilirken kuyucuklarin duvarina dogru birakmak kross kontaminasyonun

onlenmesi icin dnemlidir).
g) Pipet uglar atilir ve numune tUpleri yeni kapaklarla kapatilarak kaldirilir.

h) Priming kuyucuklarinin Gizeri plastik kapagi ile kapatilarak 20 dk oda isisinda
inktGbasyona birakilir (Bu slre 6 saate kadar uzatilabilir)
i) ELDIVEN DEGISTIRILIR

Sekil 13 Sekil 14

BDProbeTec™ ET

Ornek transferi

inklibasyon
= 20 dak

j) inktibasyon siiresinin sonuna dogru Priming kuyucuklarinin hazirlanisina benzer
sekilde Amplifikasyon kuyucuklari hazirlanir

k) Stire sonunda Priming kuyucuklarn Gizerindeki plastik kapak ¢ikartilir ve Priming
Isiticisina (72(C) konulur. Buna paralel olarak ayni zaman dilimi icerisinde
hazirlanan Amplification kuyucuklarida Amplifikasyon isiticisina yerlestirilir
(54 (C). 10 dk. (+ /-1 dk.) beklenir. Bu asamada stre oldukca kritiktir.
) inkGibasyon sirasinda Pipetérde "DTB Pipet Prog 5" secilir. Stre bitiminde
Priming kuyucuklarindan 100 pL alinip Amplifikasyon kuyucuklarina aktarilir
ve hava kabarcigi olusturmadan pipet programinin 50 pL 'lik hacmi ile G¢ kez
karistirilir.

m) islem tamamlandiginda Amplifikasyon kuyucuklarininin Gizeri yapigkan bir
kart ile tim test kuyucuklari tamamen kapatilir. Yapiskanh kapak plagin disina

c¢ikmamalidir (aksi takdirde cihazdaki okumalarda hata cikabilir.)
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Sekil 15 Sekil 16

Warming Priming

Priming = 10 dak

Priming
Healer (72°C)

L LA X T

.
mresssnsanss)
C ¥

Priming plale Warming
heater (54°C)
Warming Amplification  plate
Heater (54'C) asamasindan sonra

n) Amplifikasyon kuyucuklarini tasiyan plak 30 sn icinde BDProbeTec ET cihazina
yerlestirilir ve cihaz calistinlir. (Sekil 17)

o) Calisma tamamlandiginda rapor otomatik olarak cihazin yazicisindan alinir
(Sekil 18)

p) Cihazdan islemi tamamlanmis plak disari ¢ikartilir. Kuyucuklarin yapistiricisi
acllmadan metal plaktan cikartilarak atik posetine konur. Posetin agzi kapatilarak
atik kabina birakilir.

q) Metal Plak %1 sodyum hipoklorit ile temizlenir distille veya deiyonize su ile

silinir ve temiz bir kagit havlu ile kurutulur.

BDProbeTec ET e 0
|

(orne trofler igin)
S+ =400

IAC MOTA

I o

Indeterminale
{neg. TB and neg IAC)

Sekil :17 Sekil 18:
BDProbeTec ET amplifikasyon ve Calisma Raporu ve Yorumu
detection cihazi
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Sekil 19: BDProbeTec™ ET Direkt TB Test Prosediri

200 uL Tip Kapaklarini degistir
Aspire et N

Priming

Microwell'ine
150 uLnumune
transfer et

Liyofilize haldeki
reaktiflerin
sulandiriimasi

i Amplification
< Microwelllerini
hazirla

Priming Microwell
plagini inkiibe et
20 dk - oda 1sisinda,

Priming Microwell
plagini inkiibe et
10 dk Priming
siticisinda’ 72°Cda

Primer kapag ¢ikart
Priming

Amplification
Microwell’lerini 6n-
1sitmadan gegir
10 dk Priming
Isiticida 54 °Cda

Amdlifi \
100ul’e aktar ve hava kabargigi
olusturmadan karigtir
krowellerin Uistiinii yapiskaiyh
kapak ile kapat

Amplifikasyon ve
Saptama

Raporlama
ve
Yorum

F. DEGERLENDIRME

Cihazin verdigi MOTA (Method Other Than Acceleration) skoru; Reaksiyon
sonunda olusan sinyalin degerlendirilmesinde ve 6l¢tilmesinde kullanilir

(Tablo 1). Bu degerler;
« ilk dakikadaki background okumasindan cikartilarak elde edilir.
* Bu deger edimin altinda kalan alani tanimlar

* Test tamamen kalitatifdir; amplifikasyon numuneden numuneye degisiklik
goOstersede, MOTA dederi ile numundeki hedef miktari arasinda bir baglanti
yoktur.
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Tablo : 1 Beklenen Cut-off MOTA degerleri

Ornegin MOTA Degeri IAC MOTA Degeri Aciklama
> 3.400 Bakilmaksizin Pozitif
<3.400 >5.000 Negatif
<3.400 <5.000 Testin tekrar
edilmesi gerekli

G. KALITE KONTROL

Her calisma icin ve farkl kit lot numarasi icin 1 Poizitif ve 1 Negatif Kontrol
birlikte calisiimahdir. DTB Pozitif kontroli reaktif hatalarini, pipetleme ve
inkUbasyon gibi calisma prosedir hatalarini denetler. DTB Negatif kontrolu ise
reaktif ve dis cevre kontaminasyonlarini denetler. Numunelerin raporlanmasi icin
Negatif kontrol negatif, Pozitif kontrol pozitif olarak sonuclanmalidir. Kontroller
beklendigi gibi sonu¢lanmaz ise sonuclar degerlendirilemez ve rapor edilemez.
Bu durumda tim calisma yeni kontroller, kuyucuklar ve islenmis numuneler ile

tekrar edilmelidir.

Internal Amplifikasyon Kontrolt (IAC) Priming kuyucuklarinin icinde
bulunmaktadir. IAC, Amplifikasyonu, reaksiyonu ve drnekteki potansiyel

inhibisyonun varhigini denetler.

Calismada 6rnek hazirlamadaki etkinligi test etmek amaciyla her laboratuvar
kural olarak M.tuberculosis H37Ra ATCC kontrol susuna ait 1 Mc Farland
yogunluktaki bir sispansiyonu prosedir kontroli olarak rutin calismalara dahil

etmelidir.
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