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TANIDA KULLANILAN YONTEMLER

JIMikroskopi ile Direkt Baki (Aside alkole rezistan basil (AARB) ile
boyama )
JAARB gorilebilmesi icin ml’de en az 5000 bakteri gerekmektedir

INiikleik Asit Amplifikasyon ve ila¢ Duyarlilik Testleri(iDT)

JTB tanisi, hizli ilag direncinin saptanmasi, tiir tanimlanmasi

JGenotiplendirme (molekiler epidemiyoloji)

JIHizli sonug¢ vermesine ragmen molekiler test sonuclari kiltdr ile
dogrulanmali



TANIDA KULLANILAN YONTEMLER

JKiltiir (Altin Standart)
IKUltarin sonuc vermesi 6-8 haftaya kadar uzayabilmektedir

JHistopatolojik inceleme




TUBERKULOZ TANISI

JTuberklloz bir enfeksiyon hastaligidir ve tanisi bakteriyolojiktir

JKlinik 6rnekten hazirlanan yaymada cesitli boyama yontemleri sonrasinda
mikroskobik inceleme ile basilin gorilmesi

Cesitli sivi ve kati besiyerlerinde basilin Gretilmesi
JAyrica molekiler yontemlerle basilin gosterilmesi de tani acisindan yeterli



ORNEKLERIN ALINMASI VE TASINMASI

IDogru tani icin; JAlinan orneklerin;
JHasta ornegi dogru yerden JAnti-TB tedavi baslamadan 6nce
IDogru sekilde 6rnek alinmasi JUygun kalitede
JIDogru sekilde laboratuvara JYeterli miktarda ve sayida
nakledilmesi JAlirken aseptik sartlara uyulmal

JOrnek, tek kullanimlik, steril, vida
kapakli sizdirmaz kapakli kaplara
konmall

IKaplarin icine alkol, formol vb.
fiksatif ve koruyucular konmamall



BALGAM

JAkciger tiberkilozu tanisi koymak icin en sik kullanilan 6rnek

JEn uygun balgam ornegi sabah ac karnina, derin ve kuvvetli bir
okstrukle cikartilan, kivamli en az 3ml(ideali 3-5ml) miktarindaki
balgamdir




BALGAM

g
a. Balgam: T.C.SAGLIK BAKANLIGI

Akciger tliberklbozu tamsi icin en sik kullamlan Grmek balgamder. En
wygun balgam Grnegi sabah ag karmina, derin we kuwwetli bir oksarikle
cikartilan, kiwamh, en az 3 ml (ideali 3-5 ml} miktardaki balgamdir. Basil
saptama olasiigim arbrmak icin ardek Og glin sabah balgami alinmasi (en
az ki) en uygundur. U giin Ust Gste sabah ilk balgam ormegi su sekilde

alinur: TUBERKULOZ
* [l balgam &rnegi; kinige basvuru sirasinda (anlik], TANI VE TEDAVI

. o REHBERI
* [kinci balgam Grnedi; ikinci giin sabali uyaminca [evde),

* Uglnci balgam &rmedi; Gglhnch gln sabahi wyaminca [evde) alwr. Bu
mumklin degilse, ikinci balgam ornegini getirdiginde (anlik] almr.
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BALGAM

IHasta 3 sabah Ust Uiste balgam veremiyorsa;

JIHastanin ilk glin iki kez birer saatlik arayla balgami alinir, Gclincl 6rnek ertesi
sabah kalkar kalkmaz ilk cikan balgamin getirmesi istenir

Jilk gtin anlik, ikinci sabah balgami ve ikinci glin balgami getirildiginde anlik
balgam almak

IHasta her glin gelemiyorsa, iki sabah balgamini buzdolabinda bekletip,
Ucuincl guin sabah balgami ile birlikte getirilir

IDSO;ardisik guinlerde balgam vermek yerine ayni giinde alinan iki
spot ile sonuclanan yeni politikasini 6nermektedir.
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Comparison of sputum collection methods for tuberculosis diagnosis: a
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JYayma pozitif vakalarin %97’sinde ilk iki 6rnekte pozitiflik saptanir

JAyni gin icinde alinan iki balgamin 6rnegini yayma pozitifligini
azaltmamaktadir

ITakaruk ve balgam arasindaki farkin (so6zli veya gorsel olarak)
aciklanmasinin, balgamin nasil verilecegine dair rehberlik
saglamanin, solunum egzersizleriyle yardimci olmanin tiberkuloz
tanisi olasiligini neredeyse iki katina cikarildigi gdsterilmektedir
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Patients being tested for tuberculosis are often asked to complete early morning sputum collection,
consistent with some international recommendations 12 Early morning sputum collections have been
thought to be superior to standard spot sputum collection, perhaps because of the diurnal variation in
sputum volume and symptoms in other inflammatory lung diseases, together with the assumption that poor

lung clearance while sleeping leads to increased expectoration of sputum upon ‘l..’i-“ﬂkjﬂg.ﬂ 0L 82 fowever.

our analyses show that early morning sputum collection had no significant effect on diagnostic
erformance, 1n keeping with previous findings that two spot sputum samples had equivalent diagnostic

accuracy to spot plus earlv moming sputum samples == Thus, to improve diagnostic performance,

instructed spot or pooled sputum samples can be collected at anv time.



BALGAM

JUygun materyal olarak kabul edilmeyecekler;
ITdkirdk 6rnekleri

Biriktirilen balgam ornekleri
Jicinde yiyecek artiklari olan balgam drnekleri
JTasima siresi 3 glint gecen balgam ornekleri

JHasta tekrar tekrar balgam veremiyorsa, uygun olmayan 6rnekler
kabul edilebilir.

ISonuc negatif cikarsa, durum raporda uygun olmayan ornek seklinde
belirtiimelidir



BALGAM




BALGAM

IBalgam cikarma, oksiiriik yaratan ve cevreye bol basil sacan bir
islemdir
IBalgam; balkon veya bahce gibi acik havada, diger insanlardan uzak bir yerde,
mumbkunse bol glinesli bir ortamda verilmeli

Serviste veya labaratuvarda balgam cikarilmamalidir

JHastaya en uygun balgami nasil verecegi acikca anlatiimali ve yazili
talimatlar verilmelidir



Balgam nasil ¢ikarilir:
e Balgam kabini laboratuvardan aliniz.

e Sabah a¢ karnina once dislerinizi fircalayin veya agzinizi iyice
calkalayiniz.

e Balgam c¢ikarmakta zorlaniyorsaniz bol sivi alin, kadltarfizik
hareketleri yapin (15-20 kez ellerinizi basin tstlinde birlestirip derin
nefes alin, elleri yanlara indirip derin nefes verin) veya merdiven
inip cikiniz.

e Balgami balkonda ya da agik havada veriniz.

e Balgam kabinin kapagini dikkatlice agin, kapagl ya obur elinizde
tutun ya da uygun ve temiz bir yere koyunuz.

e Derin bir nefes alip bir stiire nefesinizi tuttuktan sonra derin ve
kuvvetlice oksiruk ile balgaminizi dogrudan kabin icine g¢ikartiniz.
Tuklrmeyiniz. (Takurdk veya burun akintisi test igin uygun degildir)

e Ornek kabinin kapagini dikkatli bir sekilde ve sikica kapatiniz.

e Kabiayni gun en geg iki saat icerisinde laboratuvara getirin, iki saat
icinde getiremeyecekseniz en geg ertesi gline kadar buzdolabinda
(+4 - +8 °C) saklayiniz.



UYARILMIS BALGAM

IBalgam cikaramayan hastalarda 10 ml %3-10’luk NaCl soltisyonu
nebulizator ile 10-30 dakika verilir

INormal balgamdan daha sulu, tiktrik gorinimunde olabilir

JIBalgam indliksiyon yonteminde nebulizator uygulamasinin ciddi
Oksuruk nobeti yaratmasi sebebiyle bulas riski vardir



ACLIK MIDE SUYU(AMS)

JGece yutulan balgamin alinmasi icin yapilir

JEn az 6 saatlik achgi takiben(8-10 saat) hasta yataktan kalkmadan
nazogastrik sonda 25-50ml steril su veya serum fizyolojik mideye
verilir ve aspire edilir

15-15ml aclik mide suyu en gec 1 saatte( mide suyunda basillerin
daha hizli 6lmesi sebebiyle) laboratuvara ulastiriimalidir

IBasil saptama olasiligini arttirmak icin ardisik 3 sabah 6rnek
alinmalidir



IDRAR

JSabah ilk idrar orta akim alinir

Jidrar ile basil atilimi arahkli oldugu icin tc ardisik sabah orta akim
idrar alinmalidir

JEn az 10ml (tercihen 40ml) alinmalidir
Jidrar alinmadan dis genital bélge yikanmahdir

124 saat biriktirilmis veya kateter torbasindan alinan érnekler kabul
edilmemelidir



STERIL VUCUT SIVILARI

IBOS, plevra, perikard, sinovya, asit sivisi, kan ve kemik iligi

I Cerrahi prosedirler veya aseptik aspirasyonla en az 10ml(BOS en
az 2ml) alinmalidir

JKemik iligi veya kan gibi pihtilasan sivilarin hasta basindan
mikobakteri kan kulturu besiyerlerine alinmasi onerilir

JAlinamiyorsa 0.2mg/ml heparin iceren tiiplere alinmali(Kesinlikle EDTA
kullanilmamal)

IBOS, kemik iligi, kan 6rnekleri kesinlikle buzdolabinda saklanmamali
ve ornekler en kisa zamanda laboratuvara ulastirilmahdir



DOKULAR

IPeriton,plevral ve perikardiyal biyopsi

JAseptik kosullarda en az 1gr olacak sekilde, icerisinde fiksatif ve
koruyucu madde icermevyen steril kaplara konulmalidir

JOrnek miktar azsa kurumalarini dnlemek icin 2-3ml steril serum
fizyolojik eklenebilir

J1Gazh bez,pamuk gibi materyallere sariimamalidir



APSE VE YARA ORNEG]

ISteril serum fizyolojik veya %70’lik alkol ile ylizeyel ekstida
uzaklastirildiktan sonra aseptik sartlarda, ponksiyon ile alinmalidir

IYeterli 6rnek icermemesinden dolayi siiriinti 6rnekleri
onerilmemektedir

IBaska ornek alinamadigi durumlarda larinks ve yara sliriintl 6rnekleri
kullanilabilir

ASUrintl ornekleri 2-3ml steril serum fizyolojik icinde gonderilmelidir



DISKI

JKlinik yarar acisindan tartismali

Jintestinal TB veya AIDS’li hastalarda M. Avium-intracellulare
kompleksinin izolasyonu icin yararli olabilir

150ml’lik kapakl polipropilen santrifij tlipline en az 1 gr kadar
alinarak en kisa surede laboratuvara goturmelidir



ORNEKLERIN SAKLANMASI VE NAKLI

ITB basili balgamda bir hafta canli kalabilmektedir fakat kiltiirde
basari ile Uretme ihtimali zamanla azalir

JEger ornekler laboratuvara iki saat icinde gonderilemeyecekse(kan,
kemik iligi ve BOS haric) 4 derecede bekletilmesi dnerilir



ORNEKLERIN SAKLANMASI VE NAKLI

KURUMICI TASIMA KURUM DISINA TASIMA
Jikili kap sistemi JOrneklerin alinmasi ile islenmesi
IBirinci kap; érnek kabi arasinda gecen sire yedi guinu
dikinci kap; kilitli, sizdirmaz, dayanikli, su asmamal

gecirmez ve icerisinde ornek kaplarini o _ .. _
yerlestirmeye uygun érnek tasima cantasi JKlinik érnekler(Kategori B) - Uremis

Kalturler (Kategori A)

JUcli tasima Kabi

JUygun tip icerisinde agizlari sikica
kapatilmis olarak kilitli naylon posete,
naylon poset ise tasima kutusunda
ayrilmis gozlere



Kategori B tasima kaplarinin ozellikleri:
=  Birinci kap; gonderici ve/veya paketlemeyi yapan tarafindan kontrol
edilmis sizdirmaz, tercihen burgu kapaklh ve/veya contal tipte olmak
zorundadir (6rnek kabinin kendisi).
»  lkinci kap; dayanikli, su gecirmez ve sizdirmaz ozellikte olmak zorundadir.
=  Birinci veya ikinci kap 95 kPa basin¢ testinden gecmis sertifikali
olmalidir.
= Ugiincii kap ya da dis kap;
*  Oluklu mukavva, oluklu plastik, kopuk, kalin mukavva veya tahta gibi
travma ve basing etkilerine dayanikli malzemeden yapilmis olmali,
=  Kabin alt ylazeyi disindaki bir ylizeyinde, ilgili evrak ve dokiimanlarin
dismesini, 1slanmasini, kansmasini ve kaybolmasini engelleyecek
sekilde tasarlanmisve paket ile birlikte taginmasina yonelik hazirlanmisg
bir cep veya bélme olmali
*  Diskap en az 1,2 m'den dismeye dayanikl 6zellikte olmal
=  ikinci kap ya da dis kap sert olmali (fiber, kalin mukavva, képiik vb.)
*  Dis kabin yiizeylerinden en az biri 100x100 mm boyutlarinda olmak
zorundadir.

*  Dis kabin iizerinde;
=  @onderici adi ve adresi
= Alici adi ve adresi
*  Uygun gonderi adi “Biyolojik madde, Kategori B”
. UN etiketi (UN3373) yer almalidir.

Klinik 6rnegi paketleme ve gonderme:

Kategori B ornekler, PT 650 talimatina uygun paketlenmeli, “biyolojik materyal”

tasima kurallarina uygun gonderilmelidir. Buna gore;

= Ornek kabinin agzi sikica kapatilmali ve kilitli naylon posete konulmalidir.

*  Her bir ornek kabi, yeterince absorban madde (gazli bez, kdgit havlu,
stizgec kagidi vb.) bulunan ikinci kabin icerisine kapag Ust tarafa gelecek
sekilde dik olarak konulmalidir.

= Ikinci kabin kapagi kapatilmali ve dis kabin icerisine konulmaldir.

*  Klinik orneklere ait ‘icerik listesi’ seffaf dosya icinde ikinci kap ile dis kap
arasina konulmali ve dis kabin kapagi kapatilmalidir.

*  Toplam miktar 4 litre veya 4 kg'dan (buz akisd, kuru buz, vb. harig) fazla
olmamalidir.



Sizdirmaz . -
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Gondenct ve ahc
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Birincil kap

" (Sazdirmaz olmah)

Kati dis kap
o
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MIKROSKOPIK INCELEME

Jilk yapilacak inceleme

IMikroskopik inceleme her diizey tani laboratuvarinda uygulanabilen hizli,
basit, ucuz ve kolay bir yontemdir

Jincelemenin duyarligi ve pozitif prediktif degeri
JIHastaligin prevalansi
JOrnegin turi ve kalitesi
JOrnegin icerdigi bakteri miktari
JUygulanan teknik
JYaymanin hazirlanmasi
JBoyanma
IDegerlendirme islemlerinin kalitesi ile degisebilir



MIKROSKOPIK INCELEME

Gram pozitif bakteri ~ Gram negatif bakteri

_ ELipid tabaka 4
LiMikolik asit

W]
Pepdogllkan tabaka

P¥{Lipid + LPS (.\.\ Acil lipid

Porlar L Arabinogalaktan




MIKROSKOPIK INCELEME

IDirekt Ornek Jislenmis Ornek (Teksif)

hidroksit yontemi+Fosfat
Tamponu

H Homojenizasyon } N-asetil L-sistein sodyum

IDekontaminasyon

JKonsantrasyon (Santrifij)

/N

Yayma Kaltar

U Teksif ile hazirlanmis 6rnekte aside direncli bakteri goriilme sansi artmaktadir
Qislenmis 6rnekten mikroskopi yapiliyorsa direkt mikroskopi yapilmasina gerek yoktur



MIKROSKOPIK INCELEME

JKarbolfuksin Boyama (EZN Boyama) JFlorokrom Boyama

IDaha yogun kullanilir IDaha duyarlidir

. ot - Preparatlarin daha hizl taranmasini saglar
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KARBOLFUKSIN BOYAMA(EZN BOYAMA)

Bol lipit iceren mikobakteri duvarinin karbol-fu
aviditesi yuksektir

ksin boyasina

JIMikobakteri duvari alkali 6zellikleri sebebiyle kirmizi karbol-fuksin

boyasini almaktadir.

JIHdcreler bir kere boyle boyandiklarinda kuvvetli bir asit-alkol
solusyonu bile hicre duvarinin rengini vermesi saglayamaz

IBoylece lama zit boyama(zemini metilen mavisi-EZN Boyama)
vapildiginda mikobakteriler dizglin sekilde goralur.



FLOROKROM BOYAMA

JAuramin-rhodamin bakterinin hiicre duvarindaki mikolik asit ile
birlesir.

IBu birlesme asit alkolle dekolorizasyonla giderilmez
J1Zi1t boyama amaciyla potasyum permanganat kullanilir
UV 1sinh floresan mikroskopta bakilir

JIMikobakteriler siyah zeminde sari parlak cubuklar seklinde gorulir



MIKROSKOPIK INCELEME

JKan veya cok kanli 6rneklerde mikroskobik inceleme yapilmasi
onerilmemektedir

JUrogenital bdlgeyi kolonize eden saprofitik mikobakteriler
sebebiyle idrar 6rnekleri rutin olarak mikroskobik incelenmez




MIKROSKOPIK INCELEME

JlIsik mikroskopunda x1000
blyutmede en az 300 alan

IFloresan mikroskopunda x250

bilylitmede en az 30 alan — NEGATIF

IFloresan mikroskopunda x400
blyutmede en az 70 alan

e

(JHer ARB negatif sonucu hastanin TB olmadigi anlamina gelmedigi
gibi, her pozitif sonu¢ da TB anlamina gelmez



MIKROSKOPIK INCELEME

Gorulen ARB sayisi
Karbol fuksin boyama Florokrom boyama
x1000 x250 x400
Negatif 0 0 0
Suipheli, tekrar 1-2/300 alan 1-2/30alan  1-2/70 alan
1+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan  2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 alan  4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-90/1 alan  4-36/1 alan
4+ >9/1 alan >90/1 alan >36/1 alan



KULTUR

JKesin tani kiiltiir araciligi ile konur — Altin standart tani yonetmi

JYaymasi yapilan her materyalin kiiltiire ekilmesi gereklidir

DSO, yaymasi yapilan her materyalin hem kati hem de sivi
besiyerine ekilmesini 6nermektedir

JKUlthr yontemi;
IBasillerin Gremesine
IBasillerin tanimlanmasina
Jilac duyarhlik testleri
JEpidemiyolojik molekuler calismalar



KULTUR

JKiltirde Greme olabilmesi icin 6rneklerin mililitresinde 10-100
canli basil olmasi yeterlidir

ABu durum kiltliriin yaymaya gore daha yiiksek duyarliliga sahip olmasini
saglar

JKUltlr sayesinde saptanan olgu sayisi %30-50 artmaktadir



KULTUR

1%5-10 Co? Uremeyi artirir

IMTBC 2-3 haftalik inklibasyon siiresinden sonunda Gsti ve
kenarlari girintili cikintil, kuru,sert kirli beyaz, 1-2mm capli
pigmentsiz koloniler olusturur




KULTUR

JIMTBC’in boliinme siresi 18-24 saate kadar uzadigindan kultiirde
Ureme 6-8 haftaya kadar uzamaktadir

IMTBC genel besi yerlerinde Uretilmez, 6zgiil maddelere ihtiyac
duyulur

IDiger mikroorganizmalarin Gremesini engellemek icin cesitli
antibiyotikler eklenir



KULTUR

O Gliserol ve asparajin iceren O Serum ve sigir albimini ile
yumurta temelli veya agar temelli zenginlesitirilmis
O Ortalama 6-8 haftada sonuc ) Ortalama 1-2 haftada sonuc
O Kati ve kontamine besi yerlerinde O Ayni tiip icerisinde iDT’ne
kolonilerin gorilme sansi daha gecilebilir

yuksek, tiplendirme icin
degerlendirme imkani taniyor

O Lowenstein-Jensen U Bactec 460, MGIT, MBBacT,
Besiyeri(Yumurta Bazl), Middlebrook 7H9, TK Kulttr
Middlebrook 7H10-7H11(Agar Sistemi(Salubris)
bazl)



Colonies of Mycobacterium
tuberculosis on

Lowenstein-Jensen (LJ) Medium
= -Em Y I
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J Clin Microbiol. 2000 Jun;38{6):2395-7.

Comparison of recoveries of mycobacterium tuberculosis using the automated BEACTEC MGIT
960 system, the EACTEC 460 TB system, and Lowenstein-Jensen medium.

BACTEC MGIT BACTEC 460 Lowenstein-
Jensen

96.4 381.8
12.6 13.8 20.1
15.8 17.7 42.2
3.7 2.9 1.2




KULTUR

Kultlir bulgusu Rapora yazilacak not

ARB pozitif koloni yoksa ~ Ureme olmadi

1-19 koloni 1-19 koloni *ARB pozitif basil Gredi
20-100 koloni ARB pozitif basil Gredi (1+)
100-200 koloni ARB pozitif basil Gredi (2+)
200-500 koloni ARB pozitif basil Gredi (3+)
500 ustu koloni ARB pozitif basil Gredi (4+)




NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON
TESTLERI(NAAT)

JKlinik 6rnekten TB tanisi
Jilac direncinin saptanmasi
ITur tanimlamasi

IGenotiplendirme (Molekiler epidemiyoloji)

J Cocukluk cagi TB ve akciger disi TB tanisinda molekuler testlerin tani degeri
mikroskopiden daha yuksektir



NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON

TESTLERI

(NAAT)

JPCR BAZLI YONTEMLER

JOrnek materyal DNA’si manuel
olarak ekstrakte edilir

JAmplifikasyon(Cogaltma)

ISarmallar denatiirasyon ile tek
sarmala donuasturdalir

ISarmallar M.Tuberculosis icin 6zgul
proplarin bagl oldugu gozlere ilave
edilir

Sonuclar fotometrik olarak okunur

I Transcription mediated

amplification (TMA)

IPCR’dan farkh olarak RNA'yI hedef
alir

IStrand displacement

amplification (SDA)

) Ligase chain reaction (LCR)

JLoop Mediated Osotermal

Amplification(LAMP)



NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON
TESTLERI(NAAT)

JKlinik Ornekten TB Tanisi

IMyobacterium Tuberculosis kompleks DNA/RNA’sinin niikleik asit temelli
yontemlerle gosterilmesidir

1Gercek zamanli PCR yontemi en sik kullanilan yontem
I Testin sonucu en gec ¢ giin icinde raporlanmal

1“Myobacterium tuberculosis kompleks DNA’si tespit edildi”’ seklinde
raporlanir

Pozitif canli basili gostermez, kiltir ile dogrulanmalidir



NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON
TESTLERI(NAAT

JKlinik Ornekten TB Tanisi

XPERT® MTB/RIF ASSAY VERSUS AFB AND CULTURE STATUS - SINGLE SPUTUM PER PATIENT

AFB- AFB+

Culture Culture Culture

D D S G ta ra fl n d a n X p e rt M T B / R I F OVERALL SENSITIVITY CULTURE POSITIVE: 92.1% FOSITIVE NEGATIVE FOSITIVE

e e . . SENSITIVITY AFB+/CULTURE+: 97.9% e nsﬂsﬁeo 122 6 545
testl oneri I me kte d Ir SENSITIVITY AFB-/CULTURE+: 73.1% MTDBE/RlF e
SPECIFICITY: 99.0% 45 605 12

NOT DETECTED

JTest basina maliyet yaklasik 20-30
dolar civari

XPERT® MTB/RIF ASSAY VERSUS AFB AND CULTURE STATUS - THREE SPUTUMS PER PATIENT

AFB- AFB+

Culture Culture Culture
POSITIVE NEGATIVE POSITIVE
OVERALL SENSITIVITY CULTURE POSITIVE: 96.2%
SENSITIVITY AFB+/CULTURE+: 97.9% DE:EEED 153 3 605
SENSITIVITY AFB—/CULTURE+: 90.0% MTE
SPECIFICITY: 99.5% NOT DETECTED 17 560 13

https://www.cepheid.com/administrator/components/com_productcatalog/library-files/8dbd1dd8b83a9780dd88a0d9852ffd98-a464e0bea6122c5c648ccdf617ecbdOc-Xpert-MTBRIF-Brochure-EU-0089-02-LOR. pdf




NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON

TESTLERI{NAAT

1 2 3

Pour Sample Reagent into sample tube. Pipette diluted sample into cartridge. Insert Cartridge and start assay.
Incubate for 15 minutes at room

temperature. (Acceptable sample types:
unprocessed sputum or sediment from
concentrated specimen.)

https://www.cepheid.com/administrator/components/com_productcatalog/library-files/8dbd1dd8b83a9780dd88a0d9852ffd98-a464e0bea6122c5c648ccdf617ecbdOc-Xpert-MTBRIF-Brochure-EU-0089-02-LOR. pdf




NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON

TESTLERI(NAAT)

Concentrates baclilli &
removes inhibitors

Sample is
automatically
End of hands-on work filtered & washed

Ultrasonic lysis of filter-
captured organisms to
release DNA

DNA is mixed with dry
PCR reagents

W

Semi-nested real-time
amplification & detection
in integrated reaction tube

‘ Time-to-result 1h 45min ‘
N E-~
Y - y &

Transfer of 2ml
after 15 min

T — = ;
= ST
K
S EE 2 §
] =y
Sputum liquifaction & I: ; r_i

inactivation with 2:1 SR

Printable test result




NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON

TESTLERI(NAAT)

A
MEDICAL
VALUE
%
&
o
EXPENSE al
g
* §
y £
I | | | 1 | | | I | I | | ] | | 1 | I
0 2oums 12 Hours 24 0urs 30+ oavs
TIME TO RESULT
Diminishing Medical Value - B

cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/critical-infectious-diseases/xpert-mtb-rif

https://www.cepheid.com/uk,



https://www.cepheid.com/uk/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/critical-infectious-diseases/xpert-mtb-rif

NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON

TESTLERI(NAAT)

Xpert® MTB/RIF Ultra

GeneXpert Raising the Standard for Tuberculosis Diagnosis
Xpert@ MTB/RIF Ultra @ Ordering Info

% 3 See more products in

% é Critical Infectious Diseases

Related Products
Xpert Flu/RSV XC,
Xpert Flu,

Xpert EV,

Xpert Ebola,

https://www.cepheid.com/uk/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/critical-infectious-diseases/xpert-mtb-rif-ultra




NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON
TESTLERI(NAAT)

JAyni 6rnekte yayma pozitif, NAAT negatif > TB disi aside direncli
etken

TB stipheli hastada yayma negatif iken NAAT pozitif > TB hastaligini
disundarir

INAAT negatif olmasi TB tanisini dislamaz

JTedavi gormus hastada, 6l basillerin NAAT pozitifligi
gosterebilmesi nedeniyle aktif hastalik anlamina gelmez
INAAT, TB tedavisinin takibinde bakteriyolojik tetkik olarak kullaniimaz



NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON
TESTLERI(NAAT)

JTUr Tanimlanmasi

JUremis kiltirden, mikobakteri tiirlerinin niikleik asit temelli ydontemlerle
tanimlanmasidir

ITDM (Tuberkiloz disi mikobakteri) tiir tayini yapilmasi; enfeksiyon icin klinik,
labarotuvar ve bakteriyolojik tani kriteri varliginda

IMTBC tir tayini yapiimasi; BCG ile iliskili enfeksiyon sliphesinde (mesane tm
sebebiyle tedavi alan, 2 yas alti cocuklar, IDT sonucunda tek basina
pirazinamid direnci saptanmasi) kullanihr



NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON
TESTLERI(NAAT)

Jilac Direncinin Saptanmasi

IKlinik 6rnekte veya kiltirde tremis MTBC icin ilac direnci ilgili gen
mutasyonlarinin nukleik asit temelli yontemlerle saptanmasidir

AGilnUmizde klinik 6rnekten tani ile es zamanl en az RIF direncini de
saptayan yontemler yaygin kullanilmaktadir

IMolekiller yontemler fenotipik testlerin yerini almamali sadece belli
durumlarda hizli sonu¢ vermektedir



NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON
TESTLERI(NAAT)

DSO tarafindan Xpert MTB/RIF testi dnerilmektedir

JRIF-direncli M. tuberculosis suslarinin %95’inde rpoB geninin 81-
bp’lik bolgesinde mutasyon bulunmaktadir

rpoB GENE 81 bp RIF RESISTANCE DETERMINING REGION

PROBED
pone

5'- GCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTG - 3

3'- CGTGGTCGGTCGA SCTCGGTTAAGTACCTGGTCT [GTTGGGCGACAGCCCCAACTGGGTGTTCGCGGCTGACAGCCGCGAC - §'

PROBE B PROBE E



Figure 6. Forest plots of the sensitivity and specificity of Xpert MTB/RIF for detecting rifampicin
resistance when Xpert MTB/RIF was used as an initial test replacing phenotypic culture-based drug-
susceptibility testing in 24 studies (33 study centres)

Study TP FP FN TN Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% CI) Sensitivity (95% CI) Specificity (95% CI)
Boehme 2010b 16 3 0 190 1.00 [0.79, 1.00] 0.98 [0.96, 1.00] —a -
Bowles 2011 8 0 0 56 1.00 [0.63, 1.00] 1.00 [0.94, 1.00] —r = -
Carriquiry 2012 6 3 0 30 1.00 [0.54, 1.00] 0.91 [0.76, 0.98] —a =
Lawn 2011 4 3 0 48 1.00 [0.40, 1.00] 0.94 [0.84, 0.99] e — —=
Miller 2011 3 0 0 26 1.00 [0.29, 1.00] 1.00 [0.87, 1.00] —a —8
Friedrich 2011 3 0 0 90 1.00 [0.29, 1.00] 1.00 [0.96, 1.00] —a a
Boehme 2010d 3 0 0 38 1.00 [0.29, 1.00] 1.00 [0.91, 1.00] —a -
Williamson 2012 2 1 0 64 1.00 [0.16, 1.00] 0.98 (0.92, 1.00] . -
Balcells 2012 2 0 0 10 1.00 [0.16, 1.00] 1.00 [0.69, 1.00] . ——a
Teo 2011 1 0 0 61 1.00 [0.03, 1.00] 1.00 [0.94, 1.00] - -
Zeka 2011 1 0 0 34 1.00 [0.03, 1.00] 1.00 [0.90, 1.00] = o=
Malbruny 2011 1 0 0 16 1.00 [0.03, 1.00] 1.00 [0.79, 1.00] . —a
Boehme 2010e 119 3 2 61 0.98 [(0.94, 1.00) 0.95 (0.87, 0.99] - —=
Kurbatova 2012 SS 2 1 42 0.98 (0.90, 1.00]  0.95 (0.85, 0.99] -- —=
Boehme 2011f 149 6 S 97 0.97 [0.93, 0.99] 0.94 [0.88, 0.98) - -
Boehme 2010a 47 4 2 90 0.96 [0.86, 1.00] 0.96 [0.89, 0.99] —= -
Boehme 2011b 22 1 1 161 0.96 (0.78, 1.00] 0.99 (0.97, 1.00] —= o
Boehme 2011a 47 1 3 160 0.94 [0.83, 0.99) 0.99 [0.97, 1.00]) —= a
Boehme 2010c 1S 0 1 126 0.94 [0.70, 1.00) 1.00 [0.97, 1.00] —— = @
Boehme 2011c 9 3 1 175 0.90 [0.55, 1.00]  0.98 [0.95, 1.00] — -
Boehme 2011e 8§ 2 2 91 0.80[0.44,0.97) 0.98 (0.92, 1.00] u
Scott 2011 4 2 1 10 0.80 [0.28, 0.99) 0.83 [0.52, 0.98]) i —
loannidis 2011 3 0 1 28 0.75 [0.19, 0.99) 1.00 [0.88, 1.00] —a
Theron 2011 1 % I 151 0.50 [0.01, 0.99) 0.97 [0.93, 0.99] = -
Hanrahan 2013 1 0 1 62 0.50 [0.01, 0.99] 1.00 [0.94, 1.00] = -
Boehme 2011d 1 1 2 112 0.33 (0.01, 0.91) 0.99 [0.95, 1.00] L -
Safianowska 2012 0 0 0 17 Not estimable 1.00 [0.80, 1.00] —a
Rachow 2011 0 0 0 59 Not estimable 1.00 [0.94, 1.00] -
Van Rie 2013 0 1 0 9 Not estimable 0.90 [0.55, 1.00]) —T
Hanif 2011 0 0 0 60 Not estimable 1.00 [0.94, 1.00] -a
Marlowe 2011 0 3 0 127 Not estimable 0.98 [0.93, 1.00] -
Ciftci 2011 0 0 0 25 Not estimable 1.00 [0.86, 1.00] —a
Al-Ateah 2012 0 0 0 44 Not estimable 1.00(0.92,1.00] , , ., PR S B -
00.2040.6081 00.20.40.60.8 1

TP, true positive; FP, false positive; FN, false negative; TN, true negative; Cl, confidence inferval.




NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON
TESTLERI(NAAT)

IXpert MTB/RIF > Rifampisin Direnci
IXpert MTB/RIF Ultra > Rifampisin Direnci

Jinvestigational Xpert Assay > Kinolon, Aminoglikozid, I1zoniazid
Direnci

MTBDRplus > Rifampisin, Izoniazid Direnci (FDA onayli degil)
IMTBDRs > Kinolon, Ikinci Sinif TBC ilaclari Direnci(FDA onayh degil)



NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON
TESTLERI(NANT)

IMolekiler direng testlerinin U Sonuglar “ RIF direnci ile iligkili

yapilmasi onerilen durumlar mutasyon saptandi/saptanamadi”
seklinde raporlanir

— Yuksek direng orani olan Ulke veya yerden gelmis hasta B B
) Molekiler yontemlerle saptanan

— CiD-TB temasi olan hasta : .
mutasyonlar her zaman direnci

- Tedaviye yanit vermeyen hasta gosteremeyebilecegi gibi, mutasyon
* Tedavinin Uglincu ayinda hala yayma pozitif hasta saptanmama5| da bakterinin her
* Tedaviye klinik yanitsiz hasta Zaman duyarll Oldugu anlamina

gelmez.
— Daha dnceye ait tedavi dykusi olan hasta

) Molekuler yontemlerle saptanan
sonuclar fenotipik ilac duyarhlik
testleriyle dogrulanmalidir.

—  Onceden tedavi gormiis olan aktif hasta ile temas éykiisii olan hasta



NUKLEIK ASIT A
TESTLER

MPLIFIKASYON
(NANT)

JGenotiplendirme

IMTBC izolatlari arasindaki klonal iliskinin nikleik asit temelli yontemlerle

tanimlanmasidir

1Gerekli durumlarda TB kontrol programi kapsaminda yetkili laboratuvarlarca

yaptimaktadir

TB Kontrol Programi’na bilgi saglanmasi;

(0]

o

O

(0]

o}

TB kontrol programinin etkinliginin degerlendirilmesi,
Tuberkilozun ulusal ve bolgesel epidemiyolojisinin anlasiimasi,
Toplumdadolasan MTBC suslarinin karakterizasyonun belirlenmesi,
Yeni bulas icin risk gruplarinin belirlenmesi,

Yerel, ulusal ya da uluslararasi stipheli TB bulasinin dogrulanmasi.

Reenfeksiyon-reaktivasyon ayrimi

Laboratuvar ¢apraz kontaminasyonlarinin tespit edilmesi.



12010’dan beri akciger,akciger disi ve
pediatrik TB tanisinda Xpert MTB/RIF ile
ilgili 85 calisma yapilmistir ve calismalar
hala siremektedir

12010 yilindan beri Xpert MTB/RIF
hakkinda bu kadar calisma yapilmasi
DSO’’niinde bu konu hakkinda bir calisma
ve rehber hazirlamasini zorunlu kilmistir

Automated real-time nucleic acid
amplification technology for rapid
and simultaneous detection of tuberculosis
and rifampicin resistance:

Xpert MTB/RIF assay for the diagnosis
of pulmonary and extrapulmonary TB
in adults and children

DIAGNOSIS
TB

POLICY UPDATE

DRUG-RESISTANCE
TB/HIV

< MYCOBACTERIUM




9558 vakanin degerlendirildigi bir
calismada

ST sewsimin

Mikroskopi yerine ilk tanisal test %88 %99
olarak kullanildiginda
Negatif mikroskopiye ek test %68 %99
olarak kullanildiginda
Mikroskopi ve kultir pozitif %98
olgularda kullanildiginda
Mikroskopi negatif kiltir pozitif %68
olgularda kullanildiginda
HIV’li bireylerde %79
HIV’li olmayan bireylerde %86
Rifampisin direncini belirlemede %95 %98



TUR AYRIMI

JKultirde Greme oldugunda ilk yapilmasi gereken Gremenin ARB
pozitif basil oldugunun kanitlanmasidir
JARB negatif Uremeler kontamine kultur olarak tanimlanmaktadir

JIMTBC tanimlanmasi tedavi kararinin etkilediginden ilk hedef MTBC
ve TDM ayrimi yapilmasidir

JGerekli durumlarda TDM ve MTBC’lerin tlr tanimlanmasi da
yaptimalidir



TUR AYRIMI

IMTBC ile TDM ayriminda hizli immiinokromatografik yontemler
kullanilir
IMTBC’ye 6zgli MPB64 antijenini saptamaya yonelik islemler

Jizolatlarin Greme hizi, pigment, kord faktdr ve biyokimyasal testler kesin tani icin
yeterli degildir

IMTBC veya TDM icinde tir tayini icin ise daha cok molekdler
yontemle(IS6110-RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism)-

HSP 65-PCR) kullanilir
I Ters hibridizasyon testleri(Line Probe Assay(LPA))

ITir dizeyinde tanimlama yapilmadigi siirece MTBC ‘Myobacterium

tuberculosis komileks’, TDM ‘TB dlil mikobakteri olarak’ raior edilir



ILAC DUYARLILIK TESTLERI(iDT)

JEtkin tedavinin erken baslamasini saglayarak ilac direncini
yvayllmasini azaltir

JHastaligin stresini kisaltir
JKUr oranini artirir

JIMaliyeti azaltir



ILAC DUYARLILIK TESTLERI(iDT)

JIMTBC genlerindeki mutasyon hizi diger bakterilere gore 10 kat
daha fazladir

IBu durum ozellikle eksik veya basarisiz tedavide ilac direncini daha hizli
gelismesini saglamaktadir

JEtkin tedavi alan hastada direnc gelisme olasiligi cok azdir

IBasta bir yada birkac ilaca direnc varsa tedavi sirasinda duyarli
oldugu ilaclara direnc gelistirme olasiligi artar



ILAC DUYARLILIK TESTLERI(iDT)

FENOTIPIK GENOTIPIK

1Gec Gireme olmasina ragmen JIPCR
ucuz bir yontem

_JLowenstein-Jensen sik olarak
kullanilmaktadir



ILAC DUYARLILIK TESTLERI(iDT)

IBesi yerinde Uretilmis mikobakteriler sivi icerisinde stispansiyon
haline getirilir

1100 ve 10000 kez seyreltilir

ISeyreltilen cozelti ilac iceren ve icermeyen besi yerlerine ekilir

Jinktbasyon sonrasi koloni sayilari karsilastirilir

ilach besiyerinde ilacsiza gore; izoniazid, rifampisin ve etambiitol icin %1’den
fazla, streptomisin icin ise %10’dan fazla koloni gorullirse bakteri o ilaca
direncli kabul edilir



ILAC DUYARLILIK TESTLERI(iDT)

IDaha hizli sonuc alinmasi sebebiyle hizli kiltlr sistemleri
kullaniimaktadir

IBACTEC MGIT(Becton Dickinson)
IMiddlebrook sivi besi yerleri kullanilir fakat kullanima hazir degildir
JUygulama oncesi liyofilize besi yeri ve test edilecek ilaclar tipe katilir
IKontaminasyon riski yiksek




HISTOPATOLOJI

INekrotizan Granilomatdz inflamasyon

IMakroskopik incelemede kiiclik parcaciklara ayrilip kirintilanan ozelligi >
Kazedz Nekroz

IMikroskopik olarak; merkezde yer alan nekrozu cevreleyen epiteloid
histiyositler ve Langerhans tipi histiyositik dev hiicrelerden olusan grantlom
yapilarinin cevrelerinde lenfositik yanit

INekroz varligl sart degildir

JKazeifikasyon nekrozu bir makroskopik tanimdir, mikroskobik
incelemede karsiligi nekroz olup, tanida patognomonik degildir
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HISTOPATOLOJI

ITB’yi destekleyen patolojik bulgular;

JGranllomat6z reaksiyonun nekrotizan
olmasi

JGranilom yapilarinda Langerhans tipinde
dev hicrelerin varhgi
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_ITUberklloz Tani ve Tedavi Rehberi-2019

_1Go6gus Hastaliklarindaki Son Gelismeler
IKlinisyenler icin Tuberkiiloz Kilavuzu
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Jhttps://www.uptodate.com/contents/diagnosis-of-pulmonary-tuberculosis-in-adults



