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Mikrobiyolojik tani

eKonvansiyonel yontemler

e Mikroskobik inceleme

eKultlr (tanimlama-duyarhlik testleri)

eMolekiiler yontemler

eDogrudan ornekten tani
oTlr diizeyinde tanimlama

eilac duyarlilik testleri

eimmiinolojik yéntemler
eTuberkdilin deri testi (TDT)

einterferon-y salinim testleri (IGST)

eBiyobelirtecler
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Mikroskobik inceleme

Mikroskop

ARB Teknigi:
Ehrlich-Ziehl-
Neelsen/Kinyoun

Isik mikroskobu
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Floresan mikroskobu

Floresan boyama:
Auramine-Rhodamine
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* Kolay, hizl ve ucuz
* Boyama yontemlerinin duyarhligi diistiktiir (%40-60)
* Rutin boyaliinceleme ile M. tuberculosis diger mikobakteri tirlerinden ayrilamaz 3/25




Kultur

Kaltar yontemleri mikobakteri enfeksiyonlarinin tanisinda
altin standarttir

Lowenstein-Jensen Middlebrook 7H10 Otomatize ticari sistemler

e Kati besiyerlerinde (Lj) 40-42 glin
e Sivi besiyerlerinde tGreme suresi daha kisa (10-14 gun stre gerekiyor)

* Duyarlilik artti (Ureme igin 10 canh basil yeterli) s



http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.fishersci.com/ecomm/servlet/fsproductdetail_10652_14826066__-1_0&ei=pyV8VKCgOoPkOPnXgeAF&bvm=bv.80642063,d.bGQ&psig=AFQjCNEz6QlqgUc_ewCQb_BQeWu40jCGyQ&ust=1417508598155586

ine

TK medium

g 1. Colosyy and growth o M
\YC.22 agar.

AYC 2.2 agar bazl besiyeri



L (A} Negative
Control with no
placpacs

[ 1 (D) Pusitive
Control (> 20
plogues)

FASTPlagueTB™

Luciferase gene
(fflux) Luciferin

Cellular ATP

Luciferase reporter mycobacteriophages (LRPS)



Mikobakteri turlerinin tanimlanmasi

Fenotipik yontemler

Biyokimyasal testler MPT64 kart test Kord olusumu
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POSITVE

M.tuberculosis kompleks

- 3

Laboratuvar alt yapisi p—

Zaman alici Tiiberkiiloz disi mikobakteri
Zahmetli

Yorumlamasi gli¢ e Hizli ve ucuz

* TB basilini diger turlerden ayirir

Cok kisa stirede sonuc alinmaktadir
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M.tuberculosis’de ila¢ direncinin belirlenmesi

Agar proporsiyon
«2-3 hafta

Fenotipik yontemler

MGIT960

*4-13 gln

FASTPlaqueTB-MDRI™

Bronx box® for detection of drug resistance.

Luciferase reporter mycobacteriophages (LRPSs)
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Molekuler yontemler

* Dogrudan klinik érnekten tiberkiloz tanisi

e Mikobakteri tlrlerinin tanimlanmasi

e M.tuberculosis’de ilac¢ direncinin belirlenmesi

Kisa stirede sonuclanir (2-6 saat)

e Epidemiyolojik calismalar (Genotiplendirme)
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Dogrudan klinik ornekten tuiberkiiloz tanisi

eKlinik 6rnekte Mycobacterium tuberculosis’e ait genetik materyali

(DNA/RNA) saptar
— GeneXpert MTB/RIF, GeneXpert MTB/RIF ultra

— TB-LAMP (Loop-mediated isothermal amplification)




GeneXpert MTB/RIF

Xpert® MTB/RIF

Eovns

*Real-time PCR

eKontaminasyon riski cok azdir

*90 dakikada MTB varlig ve RiF direnci (rpoB geni) saptanir
eMolekiler testler icin gereken agir alt yapiya ihtiyac yok.

Lancet Infect Dis. 2013 ;13(4):349-61, Respirology (2013); 18, 217-232, J Clin Microbiol. 2010 ;48(7):2495-501
J Clin Microbiol 2010 ;48(1):229-37, WHO; Global Tuberculosis Report 2012 11/25




TB-LAMP

DNA
extraction
{(FURE)

Amplification

(LAMP reaction)

Sample
preparation
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Molekiuler testlerin kisithhiklari

 M.tuberculosis kompleks Gyelerini ayirmaz

M.tuberculosis
M.bovis
M.bovis BCG
M.caprae
M.pinnipedii
M.microti

M.canettii

 M.tuberculosis DNA’sini saptar

— Oli basili canh basilden ayirmaz

— Tedavinin takibinde kullanilamaz

* Tubekuloz disi mikobakterileri saptamaz
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Mikobakteri turlerinin tanimlanmasi

Bilinen 160’den fazla mikobakteri tlrl var

Molekuler yontemler tir tanimlamasinda altin standarttir

eYontemler CIE
*PCR-Ters hibridizasyon [ :

*DNA dizi analizi =y

sYontemler .

* PCR-Ters hibridizasyon |m

Hmn

*Spoligotiplendirme

* Tiiberkiiloz disi mikobakteri tiirlerinin
tanimlanmasi

e Etken tlrdn saptanmasi

— (M.avium, M.intracellulare, ...)
* Yeni turlerin tanimlanmasi

— M.celeriflavum

* M. tuberculosis kompleks liyelerinin
tanimlanmasi
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Genotiplendirme

* Spoligotiplendirme
* MIRU-VNTR

e Laboratuvar ici capraz bulas
* Kisiler arasinda bulas
* Toplum temelli calismalar

—Bir bolgedeki suslarin cografik dagilimi
—Suslarin dagiliminda yillar icinde gorulen degisim

—Disaridan gelen yabanci suslarin varligi
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M.tuberculosis’de ila¢ direncinin belirlenmesi

*Dirence yol agan mutasyonlar saptanir
*RIF direnci —» rpoB % >95

*INH direnci =—>katG ve inhA
*Etambutol direnci —»embB

* Amikasin, kanamisin direnci —rrs

*Kinolon direnci —»gyrA

*Sorunlar/Kisithliklar

*Hedef aldigi bolgenin/genin disindaki
diren¢ mutasyonlarini saptayamaz

Testin hedef bolgesi

v

- —lG

A A

o) Mutasyon Mutasyon

*Sessiz/notral mutasyonlari saptar

TGC CAC GGA GTA GCG
ys His Gly Val Ala

*Yontemler
* PCR-Ters hibridizasyon

*DNA dizi analizi




Line-probe Assays

ijhé%?;g;n Purple dTTP, dATP, dGTP and ,@ DNA target
( ) ~__~" precipitate dCTP biotinylated primers ‘ R_EGRRAL”

Alkaline phosphatase 3,\ plus Tag polymerase

REV_”VE”
Streptavidin /

Biotin J Thermal cycler ~ INNO-LIiPA® strip ~
Trough || Trough holder H

-5

——— Hybridization -
PCR amplification Stringent wash

Nitrocellulose strip Conjugate incubation
B Color development

Line-probe assays for detection of drug resistance. (A) Principle of reverse hybridization. (B) INNO-LiPA® assay.
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immuinolojik/Serolojik yontemler

Ozgiil hiicresel bagisiklik yanitini ortaya koyarlar

Enfeksiyona karsi bagisiklik degil asiri duyarhlik reaksiyonunu gosterir

Pozitif test kisinin M.tuberculosis ile enfekte oldugunu gosterir

Latent tiberkililoz enfeksiyonunu aktif tiiberkilozdan ayirmaz

TDT

@*;iﬂPf ' 1,9, .9
| Seseee s s
LAmAneeeecen.
be @;;@,g@ :
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Tlberkiilin Deri testi (TDT)

Tuberkulin deri testi (TDT), kisinin tiberkuloz basili ile enfekte
olup olmadigini gbsterir

TB enfeksiyonu veya hastaligi geciren kisilerde tedavi sonrasi
negatiflesmez ve tedavi basarisini gostermez

Kizamik, kabakulak gibi viris enfeksiyonu ya da canli viris asisi
olanlarda bagisikligi baskilayan hastaligi olanlarda ve bagisiklgi
baskilayan ilac kullananlarda TDT yanlis negatif

Atipik mikobakteriler ile enfeksiyon ve BCG asisi TDT’nin pozitif
olmasina neden olabilir.

PPD (saflastirilmis protein tirevi = “purified protein derivative”

PPD-S’in (TU) dozunun tanimi séyledir: 0,1 mg/0,1ml| dozdaki
bir PPD-S’in gecikmis deri testi aktivitesi



TDT nasil degerlendirilir?

Test yapildiktan 48-72 saat sonra endulirasyon capi seffaf bir cetvelle
milimetrik olarak olculir

BCG’lilerde

0-5 mm* Negatif kabul edilir.

6-14 mm* Negatif kabul edilir (BCG'ye ya da TDM’lere bagh
olabilir).

15 mm ve Uzeri Pozitif kabul edilir.

BCG’sizlerde

0-5 mm* Negatif kabul edilir.

6-9 mm* Negatif kabul edilir (TDM’lere bagl olabilir).

10 mm ve Uzeri Pozitif kabul edilir.

Bagisikligl baskilanmis kisilerde** 5 mm ve lzeri pozitif kabul edilir.

ikili TDT uygulamasi: Negatif bulunan TDT durumunda 1-4 hafta icinde ikinci
TDT yapihr. S6nmus olan bagisiklik yanitinin tekrar hatirlanmasi saglanir. ikinci
test sonucu esas alinir ve kaydedilir. Periyodik tarama yapilacak kisilerin
baslangic testinde yapilir. Temasli muayenesinde kullanilmaz



Tuberkiline Yaniti Azaltan Faktorler

Test edilen kisiye
ait faktorler

Enfeksiyonlar

Viral (kizamik, kabakulak, su cicegi, HIV)
Bakteriyel (tifo, tifls, brusella, bogmaca, yaygin
TB, TB plorezi)

Mantarlar (Gluney Amerika blastomikozu)

Canh viras asilan (kizamik, kabakulak, polio, su
cicegi)

Metabolik bozukluklar (kronik bobrek
vetmezligi)

Proteinlerin diisiikligi (ciddi protein disiklGgn,
afibrinojenemi)

Lenfoid organlan etkileyen hastaliklar (Hodgkin
hastaligi, lenfoma, kronik losemi, sarkoidozis)
ilaclar (kortikosteroidler ve bagisikhigi baskilayic
diger bircok ilag)

Yas (yenidoganlar, “azalmis” duyarhhig: olan yash
hastalar)

Stres (cerrahi, yaniklar, mental hastaliklar, graft
versus host reaksiyonlari)

Kullanilan Uygunsuz depolama (1s1 ve 1518a maruziyet)
tiberkiline ait Uygunsuz sulandirmalar
faktorler Kimyasal denatiirasyon
Kontaminasyon
Yapisma (adsorpsiyon) (Tween 80 eklemekle
kismen kontrol edilir)
Uygulama Cok az antijen enjekte etmek
yontemine iliskin Deri altina enjeksiyon
faktorler Enjektdre cektikten sonra gec uygulama

Diger deri testlerine cok yakin enjeksiyon

Okuma ve kayit
ile ilgili faktorler

Deneyimsiz okuyucu
Bilingli ya da bilingsiz hatalar
Kayit hatalan

Antigen Memory
presenting cell Teell

Presentation of
mycobacterial
antigens
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INTERFERON GAMA SALINIM TESTLERI (IGST)

QFT-GIT
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MTBC ESAT-6 ve CFP-10
antijenlerine karsi T-hiicrelerden
salinan 6zgul T hucreleri tarafindan
salgilanan IEN-y saptanir

ELISA temelli test

*Basit/Rutinde uygulamasi kolay

T-SPOT

Periferik monontkler hiicreler in vitro
kosullarda MTBC’ye 6zgul ESAT-6 ve
CFP-10 ile uyarildiginda IFN- vy
salgilayan 6zgll T lenfositleri saptanir
*Zahmetli/Rutinde uygulamasi zor

*BCG asisindan ve TDM enfeksiyonlarindan (M.kansasii, M.marinum, M.szulgai

hari¢) etkilenmezler

*Degerlendirmeye bagl degisken sonug ve Booster etkisi goriilmez 22/25




QFT-GIT

TB Ag ile N tipu farki hesaplanir. M ve N tupleri farki 20,5 cikarsa baslanir

Pozitif: TB Ag ve N tupu fark >0,35
e M.tuberculosis ile enfekte

e Negatif: fark <0,35

e M.tuberculosis ile enfekte degil

Miogen — Fostve Contr m . i}
Low response may indicate inability fo generate IFN- i *
Nil — Negative Contro L L H ?;{i
Adjusts for background IFN-y ! ; § ! § i i

H g = ;
TB1 — Primarily detects CD4 T cell
eeeeeeee ! i

B
il =

5
TB2 — Optimized for detection of - |
CD4 and CD8 T cell responses

Belirsiz (indeterminate): 0,5’ten kiictk cikarsa, hastanin immun yanitinin

yetersiz

* Kanin onerilen sicaklik araliginin (17-27°C) disinda bekletilmesi
e Kan orneklerinin bekletilme sliresinin 16 saatten uzun olmasi

e Kan tuplerinin yeterli karistirlmamasi

* Dolasimdaki IFN-y dizeyinin asiri yiksek olmasi veya heterofil antikorlarin varligi

* Yetersiz lenfosit sayisi veya aktivitesi

e <5vyascocuklar
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IGST (Ne zaman kullanalim)

TDT'nin kullanilmasinin énerildigi tim durumlarda kullanilabilir.

Aktif TB gelisme riski ylksek olan LTBE’lilerin saptanmasida
— Imminsipresyon

e anti-TNF-a, steroid tedavisi =

* HIV/AIDS, solid organ transplantasyonu v.b. 2 ) «
E

— Temasli taramasinda

Saglik calisanlarinda

Sistematik LTBE taramasinda

Aktif tiberkiloz tanisinda WHO kullanimini onermemektedir.
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Biyobelirtecler

Normal biyolojik slireclerin, patolojik sireclerin veya terapotik bir isleme karsi
farmakolojik  yanitin  bir gostergesi olarak objektif olarak olcilup
degerlendirilebilen 6zelliklere biyobelirte¢ denir.

*Nefes biyobelirtecleri

*Kan
_igsT —Ugucu organik bilesikler
—Neopterin, Prokalsitonin *Balgam biyobelirtegleri
—TB antikorlari —TB antijenleri (MPT64, Ag85 v.b.)
—microRNA

—TB-spesifik beta-laktamaz
—Adenozin deaminaz, alkalin fosfataz
Alere Determine™ TB LAM Ag ~ —IFNy

E *idrar
@™ |ipoarabinomannan (LAM)

‘ , Transrenal DNA
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TESEKKUR EDERIM...



