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TUBERKULOZ*

Diinyada en sik dliime neden olan infeksiyonlardan biri
Diinya niifusunun 1/3 ‘i enfekte

Yaklasik 9 milyon yeni tbc. olgu/yil

Bildirimler, > %95 dlkelerde
1.8 milyon hasta/yil ulagilamadigindan tedavi olamiyor

infeksiyon kaynakli dnlenebilir erigkin dliimlerin % 26's

Tedavi olmamig PTb'lu her hasta 10-15 kisi/yil enfekte edebilmekte

=
=
> 1.3 milyon élim/ 2007 yill  ( )
=
=

*WHO Report 2009 .Global Tuberculosis Control

J Clin Microbiol 1999 June; 37(6):1932-34,
Eur J Clin Microbiol Infect Dis (2002) 21: 455-460




Diinyada Tiiberkiiloz-2007*

Insidans 139/100.000

WHO Report 2009 .Global Tuberculosis Control




Ulkemizde Tiiberkiloz 2007

Insidans 30/100.000

WHO Report 2009 .Global Tuberculosis Control




loz Kontrol Pro

Temel Amaci

<o Tdberkdlozu,

< Tiberkdlozun sebep oldugu ekonomik,
sosyal ve epidemiyolojik zararilari

ortadan kaldirmak veya azaltmak. . .

INTERNATIONAL COURSE ON THE MANAGEMENT OF TUBERCULOSIS LABORATORY NETWORKS IN LOW-INCOME
OUNTRIES, OTTAWA, CANADA. October 2-13, 2000




TUBERKULOZ LABORATUVARLARI

TB yayilimini_énlemede ve kontrol
altina alabilmede

Ornekte M. tuberculosis tespiti

Izolasyon
Identifikasyon
Anti-tiberkiloz ilag duyarliligs

onemli role sahiptir




TANI SURESI

< Konvansiyonel yéontemlerle

< Molekdler yontemler/e




" Tarmisal mikobakteriyolojide mevcut
en hizlr metodlarin kullanimi”

Tenover et al. 1993; JCM 31,767
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Tanisal obakte
Hlle Tani

Radyometrik yontemler
(BACTEC)

Kromotografik yéntemler
(HPLC ve Gaz likid kromotografisi)

Faj amplifikasyonu
(Fast Plague TB)

Immunolojik testler
(ELISA, RIA, ESAT, ELISPOT)

Nukleik aside dayali molekiiler yéntemler

(PCR, NASBA, TMA, SDA, DNA grab hibridizasyon,
DNA’ microarry, PCR-RFLP, PCR- dizi analizi..)




MOLEKULER
TANI YONTEMLERI

Nikleik Asit Amplifikasyonu

Niikleik Asit Hibridizasyonu

PCR-DNA Dizi Analizi

DNA Microarray Analizi

PCR-RFLP Analizi

Spoligotyping

PFGE

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) Analizi

MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive-Unit-
Variable-Number Tandem-Repeat) Analizi




MOLEKULER

LA 4 W VW W

TICARI TANI SISTEMLERI

Hasta orneklerinden M. fuberculosis aranma
< NAA esaslt ticars sistemler

Kiiltiirden tir diizeyinde tanimlama

< Prob Hibridizasyon, PCR-DNA dizi analizi , DNA
Microarray , PCR-RFLP ve Spoligotyping esasli ticari kit ve

sistemler

Antibiyotik direnci ile ilgili mutasyon analizi
T PCR-DNA dizi analizi, Line-Probe Assay, DNA Microarray,
RNA/RNA Mismatch Assay, FASTPlague TB-RIF




Sistem Hedef Metod

Amplicor* 16S rRNA PCR

MTD * 16S rRNA TMA

GTMD 16S rRNA NASBA
23SrRNA

ProbeTec ET IS 6110 geni SDA
16S rRNA

Real-Time IS 6110
16S rRNA

* FDA ONAYLI

Clinical Chemistry 47(8).1553-58 (2001)
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Molekiiler Tekniklerle Aranmasi

IVJIDieod VWV

Tanimlama Kullanim

Kolorimetrik

Kemiliiminesen Smear(+/-)balgam

Gorsel-strip

Florimetrik

Floresan 1sima olglimdi
grafik ile anlik izlem




MTD
GenProbe

ProbeTecET
BD

AMPLICOR
Roche

REAL-TIME
LightCycler

TaqMan
iCycler,
SmartCycler
ABI 7700

RotorGene

RNA
16S rRNA

DNA

IS6110 ve
16S rDNA

16S rRNA

RNA

DNA
165 rRNA

DNA
IS6110

Izotermal

Izotermal

Izotermal

T.cycler

TMA

SDA

NASBA

PCR

Yok

Yok

Yok

Var

Var

M.
tuberculos
is complex

M.
tuberculosis
complex

M

tuberculo

SIS

complex
4 MOTT
basili

M.
tuberculosi
s complex

M.
tuberculosi
s complex




I. NA Amplifikasyon
Esasli Ticari Sistemler

Hedef Cogaltma

PCR (Cobas Amplicor MTB System-Roche)
Hedef, 16S rRNA geni.

TMA (Mycobacterium tuberculosis Direct Test , MTD- Gen-Probe)
Amplifikasyon hedefi 16S rRNA

NASBA (GenoType® Mycobacteria Direct testi , Hain Lifescience)
Amplifikasyon hedefi 16S rRNA, 23S rRNA

SDA (BD ProbeTec ET- Becton Dickinson)
Hedef 6zgiil IS6110 geni ile 16S rRNA geni (16 S rODNA)

Real-Time PCR (icycLER-Bio-Rad, Lightcycler-Rocte,
ABI PRISIM -Applied Biosystem)
Hedef 6zgiil IS6110 geni 105 bp bir bdlge, 16S rRNA




IT.NA Hibridizasyon Esash Ticari Sistemler

The AccuProbe System (Gen-Probe)
- Hedef, Mikobakterilerin tir spesifik rRNA'laridir

- Yaklagik 1-2 saat igerisinde tiir diizeyinde tanimlama (

(M. tuberculosis complex, M.avium complex, M.avium, M.intracellulare,
M. kansasii, M.gordonae)

- Duyarliligi ., Ozgiilligii

Line-Probe Assay (LIPA-DNA STRIP TEKNIGI)
INNO-LIPA Mycobacteria v2, (Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium )

-Hedef, 16S5-23S rRNA spacer bélgesidir

- 3 saatte (amplifikasyonu takiben) tir diizeyinde tanimlama

- Duyarlihgi ve Ozgiilligii Laboratuvar identifikasyon testleri ile uyum

GenoType® MTBC , Mycobacterium CM/AS,(Hain Lifescience)
-Hedef, 16S5-23S rRNA spacer bélgesidir

- 3-4 saatte (amplifikasyonu takiben) tir diizeyinde tanimlama

INNO-LIPA Rif.TB (Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium )- RIF Direnci
GenoType® MTBDR (Hain Lifescience)- RIF ve INH direnci




. PCR-DNA Dizi Analizi

MicroSeq 500 16S rDNA Bacterial .

(PE Applied Biosystem)

- Hedef , 16S rRNA genine ait yaklasik 500 bp’ lik bélge (165 rODNA) dir
- amplifikasyon sonrasi yaklasik

- ATCC suslari ile tir, grup veya kompleks diizeyinde %98 dogru tanimlama

IV. DNA Microarray Analizi
NanoChip Electronic Microoarray (NANOGEN)

-Hedef , 16S rRNA dizisi ve rpop gen mutasyon dizileri

- ortalama

V. PCR-RFLP Analizi
MYCO-TYPE-ALL ( DIOMED)

-Hedef , hsp65 genine ait 441 bp'lik bdlge

- ortalama

VI. SPOLIGOTYPING
Spoligotyping Kit ( ISOGEN, Bioscience BV )

Hedef, kromozomal DR spacers




TANIDA KONVANSIYONEL VE

TICARI SISTEMLERIN
PERFORMANS ANALIZLERI




Duyarlilik
Ozgiilliik % 92.2- 99.1

Pozitif Prediktif Deger (PPD) % 67.7-87.0
Negatif Prediktif Deger(NPD) % 90.1-97.0

J Clin Microbiol 1999 Jan; 37(1): 229 - 32

sonu¢ alinmakta
5000-10000 basil/m/




Duyarhlik % 83.3- 89.3
Ozgiilliik % 99.2-100
PPD % 100

NPD % 96.4-99.2

J Clin Microbiol 1999 Jan, 37(1): 229 - 32

< Ortalama sonu¢ alma sdresi
< Otomatize sistemler




MTD (M. tuberculosis Direct Test)

b |

Duyarlilik % 88.0 - 912
Ozgiillik % 99.1 - 100
PPD % 93.9- 98.6
NPD % 91.7 - 99.4

J Clin Microbiol 1999 June; 37(6):1932-34
J Clin Microbiol (2002) May, 40(5):1723-27

<o Test sdresi yaklasik
< fnternal amplifikasyon kontrolid yoktur




e LTI

lour formation

Duyarlilik % 82.5

Ozgiilliik % 99.6
PPD % 96.3
NPD % 97.7

Weizenegger M., et all., Annual Congress of the 25.th ESM, Italy -2004

o Test sdresi yaklasik
& internal amplifikasyon kontroli ve konjugat kontrold var




BD ProbeTec ET

Duyarlilik % 87.5- 92.7
Ozgiilliik % 96.0 - 99.0
PPD % 70.0- 97.0
NPD % 96.0 - 99.7

J Clin Microbiol (2000) Feb, 38(2):863-65
J Clin Microbiol (2002) Oct,; 51(10):895-98

o Toplam Test sdresi yaklasik
< Kontaminasyonu énlemek i¢in Urasil -N-6likozilaz (
< Internal amplifikasyon kontrolid




COBAS AMPLICOR Mycobacterium tuberculosis Test

Duyarlilik % 78.3 -96.1
Ozgiilliik % 99.7 - 100
PPD 7% 90.9 - 100
NPD % 97.5 - 99.8

Eur J Clin Microbiol Infect Dis (2001) 20 : 724-731
J Clin Microbiol 1999 June,;37(6):1932-34

o Test sdresi yaklasik
o= Kontaminasyonu énlemek igin Urasil -N-6likozilaz

< internal amplifikasyon kontroli




REAL-TIME PCR ile M. tuberculosis complex Arama

Duyarlilik % 86.3- 99.5
Ozgiilliik % 98.2-100
PPD % 100

NPD % 94.5

Diagn Microbiol Infect Dis. 2006 Mar /54(3):217-22
J Clin Microbiol 2003 Oct 41(10):4783-4786

o Test sdresi yaklasik
< internal amplifikasyon kontrold




SMEAR POZITIF ORNEKLER
( )

Test Duyar.  Ozgiil. PPD
(%) (%) (%)

MTD

AMPLICOR

BD PROB TEC

6TMD

REAL_TIME

BACTEC 96.9 100 100 87.5
LJ 87.5 100 100 63.6

7H10/7H11 96.7 100 100 87.5

- J Clin Microbiol 2003 Oct:41(10):4783-4786
J Clin Microbiol 1999 Jan, 37(1): 229-32 .
"KI. Mik.Laboratuvarinda Hizlr Tani ve Otomasyon Simpozyumu”, sayfa 110-122, Istanbul - 2001

Weizenegger M., et all., Annual Congress of the 25.th ESM, Italy -2004




KULTUR SONUCUNA GORE MOLEKULER
TANI SISTEMLERININ PERFORMANSI
(SOLUNUM ORNEKLERTL)

Diagn Microbiol Infect Dis. 2006 Mar,54(3):217-22

Weizenegger M.,et all., Annual Congress of the 25.th ESM, Italy -2004
J Clin Microbiol 1999 Jan; 37(1): 229-32  J.Clin.Microbiol.2002,May. 40(5)1723-7
Kl Mik.Laboratuvarinda Hizli Tam ve Otomasyon Simpozyumu”, sayfa 110-122, Istanbul - 2001

99.1 - 100
99.7 - 100

96.0 - 99.0

99.6
100




KULTUR SONUCUNA GORE MOLEKULER

TANI SISTEMLERININ PERFORMANSI
(EKSTRAPULMONER ORNEKLER)

PlLoS One. 2009,;4(2):e4526

J.Clin. Microbiol. 2002, May. 40(5)1723-7 , J.Clin.Microbiol.2000,Apr. 38(4)1559-62 ,
J.Cl.Microbiol. 2001,Feb. 39(2)747-9, Singapore Med.J.2002, Aug. 43(8).415-20 ,




SISTEMLERIN KULTUR VE SMEAR
SONUGLARINA GORE
PERFORMANSI

J Clin Microbiol 1999 June,37(6):1932-34
Weizenegger M., et all.,Annual Congress of the 25.th ESM, Italy -2004

Smear(-)
Kiltdr(+) Kiltdr(+) Kiltir(-)




KLINIK TANIYA GORE MOLEKULER
TANI SISTEMLERININ
‘@‘ \PERFORMANS ANALIZI g8

Q
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Test Duyarlilik Ozgiilliik

To Jo
MTD 83.0-91.4 96.4-100

COBAS AMPLICOR MTB 76.4 - 91.9 99.8-100

BD ProbeTEC ET 99.8 -100

J Clin Microbiol 1997 Jun; 35(6): 1477-83 , J Clin Microbiol 1999 Jan; 37(1): 229-32
"KIl. Mik.Laboratuvarinda Hizli Tami ve Otomasyon Simpozyumu”, sayfa 110-122, Istanbul - 2001




ALGORITMA cDC- 2000

NAA TESTI

Tekrara gerek yok
PPD=%100

TBC

TB tedavisi

INHIBITOR ?

MUHTEMEL YENI BIR
MOTT ORNEK ILE
BASILT TEST

TEKRART




ALGORITMA cDC- 2000

NAA TESTI NAA TESTL

Ikinci bir ornekle test Tkinci bir érnekle test tekrari
tekrar NPD = %94.5

TBC

T isi o
EMEdayis| MUHTEMEL TB DESIL
Biiylk olasilikla baska tani




TB Tanisinda Molekiiler Ticari Sistemlerin
Avantajlari

Hizli (saatler igerisinde) ve giivenilir tani saglamasi
Uygulama kolayligi (otomatize veya yari otomatize)
Kontaminasyon riskinin disiik olmasi

Duyarlilik ve dzgiilliiklerinin yiiksek olmasi

Pozitif ve Negatif prediktif degerlerinin yiksek olmasi
Birgok patojene uygulanabilir olmasi

Patojenleri tiir diizeyinde ayirt edebilmesi

Bazilarinin onayl ve /veya CE sertifikasi olmasi

Prosedir ve reaktiflerin standardize olmasi




TB Tanisinda Molekiiler Ticari Sistemlerin

Direkt bakisi negatif érneklerde ve ekstrapulmoner
orneklerde diisiik duyarliliga sahiptir

Genellikle Tiiberkiiloz disi mikobakteriler saptanamamaktadir

Klinik olarak tedaviye iyi yanit alinsa, klinik diizelme géizlense

bile tedavi sirasinda ve sonrasinda bu testlerle poziti
sonuglar alinabilmektedir.

Direkt baki ve kiiltir negatifligi durumunda pozitif sonug
alinabilmekte, Altin standart kiiltir esas alindigindan bu
sonuglar yaratabilmektedir

Ortamdaki inhibitorler ve yetersiz ekstraksiyon, internal
kontroli olmayan testlerde yanlis negatif sonuglara neden
olabilmekte.




Caligilan Kurumun Referans Merkez Ozelligine Sahip
Olmasi Beklenir

Sistemin kurulmasinda ve effektif kullaniminda 6nem

arzeden kriterlerin dogru analizi gerekir

0 Kurumda yillik smear (+) 6rnek sayisi

O Smear (+) 6rnekli hastalar arasinda yillik relatif pulmoner tbc
prevalansi,

O Giinlikk Hasta Solunum izolasyon ve Tedavi maliyeti

[ Test reagentlarinin maliyeti




Léb%%lﬁaro}%% %d/ek[i/er ticari sistemler;

< Smear negatif, ancak klinik olarak TB olasiligi yiiksek olan sipheli

hasta orneklerinde kullanimi etkili gorinmektedir

< Mevcut ticari Grinler asla tarama amach kullanilmamals,

< Amerikan Toraks Cemiyeti'nin sinif 2 ve 3 standartlarini yakalayan,

konvansiyonel yontemlerin kullaniminda yiiksek standartlara sahip,

saglik kurum laboratuvarlarinda kullanimi kullanimi konusu

<& Kesin tanida, kiltir sonuglarinin klinik bulgularla birlikte

degerlendirilmesinin daha dogru sonug¢ verebildigi,

= Konvansiyonel yontemlerin




TESEKKUR EDERIM




