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Tuberkuloz

* Dulnyada yilda 9,6 milyon yeni Tbc olgusu
* Yilda 1,5 milyon civarinda 6lim

1,1 milyon HIV (-)

390000 HIV (+)
» Rapor edilen olgu sayisi ) 6 milyon (%63)

WHO. Global tuberculosis report 2015.




Tuberkuloz Cocuk

e Dilnyada yilda 1 milyon yeni cocuk Thc olgusu
* Yilda 140 bin civarinda 6lim
* Tbc olgularinin %3-39 kadari cocuk

Cocuklarda rapor edilen olgu sayisi %35 (23-54)

v

WHO. Global tuberculosis report 2015
Dodd PJ, et al. Lancet Glob Health 2014;2:e453-9




Cocuklarda Thc Tanisi Neden Zor?

* Pratik altin standart tanisal testin yoklugu
* Basil yukt dusuklugu;

Mikrobiyolojik olarak dogrulanmasi <%40

Zar H, et al. Lancet 2005; 365:130-134.
Marais B, et al. Clin Infect Dis 2006;42:e69—e71.
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Tanisal Testler

Immiinolojik testler

Tiiberkiilin Deri Testi (TDT)
C-Tb testi

interferon Gama Salinim Testi (IGRA)
IP-10

Basilin saptanmasi
Mikroskopik inceleme
Kultir

Molekiler yontemler
Tliberkiiloz kokusu (E-nose)
idrarda LAM, Tr-DNA




Tuberkulin Deri Testi (TDT)

* Tuberkilin Antijeni

Kultur filtresinde bulunan ve “tuberkulinler” adi verilen
antijenleri igerir.

* Tuberkul basil kilturu filtresinden protein presipitasyonu ile
elde edilir.

Purified protein derivative=saflastirilmis protein ttrevi (PPD)
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Tuberkulin Deri Testi

* Gec tipte bir asiri duyarlilik reaksiyonudur
e Hucresel bir yanittir.

* Reaksiyon ortalama 5-6 saatte baslar ve 48-72
saatte maksimuma duizeye ulasir.

Pozitif PPD Testi



Tuberkiulin Deri Testi

* Pozitif TDT;
v’ M.Tuberculosis ile infeksiyon oldugunu gosterir

v’ Hiicresel bagisikligin varhgini;

“Gecikmis asiri duyarlilik reaksiyonu”




TDT Yorumlanmasi -Saglik Bakanligi

BCG'sizlerde 0-4 mm
5-9 mm
> 10 mm
BCG'lilerde 0-4 mm
5-14 mm
215 mm
Bagisikhigi >5mm
baskilanmis,

malniitrisyonlu ve
HIV’lilerde

Negatif
Siipheli: 7-14 giin sonra test
tekrarlanir;

-5-9 mm negatif
-10 mm 2 pozitif
Pozitif

Negatif

BCG reaksiyonu
Pozitif

Pozitif



TDT Yorumlanmasi —AAP*

>5mm: Bulastirici ile temas var/ Klinik veya radyolojik tbc
hast. kaniti var/ HIV-immiin supresif-kortikosteroid kullanimi

>10mm: Tbc. yayilim riski tasiyan (4 yas alti, malnutr., diabet,
KBY)/temas riski yliksek cevre kosullari

>15mm: Dort yas usty, risk faktori yok

*BCG asih olup olmadigina bakilmaksizin



TDT’nin Yanhs Negatifligi

Test Edilen Kisiye Ait Faktorler

infeksiyonlar

Viral (kizamik, kabakulak, su cicegi, HIV)

Bakteriyel (tifo, tifls, brucella, bogmaca, yaygin tiiberkiiloz, tiberkiloz plorezi)
Mantarlar (Giney Amerika blastomikozu)

Canli viris asilari (kizamik, kabakulak, polio, su cicegi)

Metabolik bozukluklar (kronik bébrek yetmezligi)

Proteinlerin distiklGgl (ciddi protein dustklugu, afibrinojenemi)

Lenfoid organlari etkileyen hastaliklar (hodgkin hastaligi, lenfoma, 16semi, sarkoidoz)
ilaclar (kortikosteroidler ve diger bircok bagisikligi baskilayiciilag)

Yas (yenidoganlar, yasli hastalar)

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

Kullanilan Tuberkiiline Ait Faktorler

Uygunsuz depolama (isi ve i1siga maruziyet)

Uygunsuz sulandirmalar

Kimyasal denaturasyon

Kontaminasyon

Yapisma (adsorbsiyon) (Tween 80 eklemekle kismen kontrol edilir)

Uygulama Yontemine iliskin Faktérler
Cok az antijen enjekte etmek

Cilt altina enjeksiyon

Enjektore gektikten sonra geg¢ uygulama

Diger cilt testlerine ¢ok yakin enjeksiyon
Okuma ve Kayit ile ilgili Faktorler
Deneyimsiz okuyucu

Bilingli ya da bilingsiz hatalar

Kayit hatalari




TDT’nin Yanhs Pozitifligi

* NTM enfeksiyonu
* Yakinda yapilan BCG asisi
e Tekrarlayan PPD testleri




TDT'nin Tanisal Degeri

* Yas, BCG asisi ve lilkedeki Thc sikligina bagh olarak degisir

e Ozgullik
BCG () » %95-100
BCG (+) D %49-65

e Duyarhlik
ImmunitesiN ¥ %75-85

Chiang SS, et al. Infect Dis Clin N Am 2015;29:477-502




Tuberkulin Deri Testi

Kontrendikasyonlari;

PPD’ye veya formuilasyonun herhangi bir komponentine asiri duyarhlik

Gecgmiste tlberkulin cilt testine enjeksiyon yerinde siddetli reaksiyonu

(veziktlasyon, Ulserasyon, nekroz) olan kisiler
Tuberkuloz geciren ya da tliiberkiloz tedavisi alan kisiler
Asiri yanik ya da egzemasi olan kisiler

Son 1 ayda kizamik, kabakulak gibi 6nemli virus enfeksiyonu geciren ya da canli

virls asisi yapilan kisiler




C-Tb Test

Yeni gelistirilen deri testi

Rekombinant ESAT-6 ve CFP-10 kullanmakta
Ozgullik TDT’den daha yiiksek

Duyarlihik IGRA ile benzer

Tolerans iyi ve 6nemli bir yan etki yok
Yapimi kolay ve ucuz

Tebruegge M, et al. Ped inf Dis J 2015;34:1014-1019
Hoff ST, et al. Eur Respir J 2016;47:919-28




Sensitivity of C-Tb: a novel RD-1-specific
skin test for the diagnosis of tuberculosis
infection

Soren T. Hoffz, Jonmnathan G. Peter1, Grant Theron1, Mellissa Pascoe1,

FPermnille M. Tingskov3_ Henrik Agger‘beck3_ Daniel Kolbus3®, Morten Ruhwald?®,
Peter Andersen®* and Keertan Dhedal-“

Eur RespirJ 2016;47:919-28

TABLE 2 Sensitivity of C-Tb, tuberculin skin test (TST) and QuantiFERON-TB Gold In-Tube (QFT-GIT)

Cut-point Positive result Sensitivity p-value”
ﬁI.LEIan‘-'n.'L........................................................................................
r C-Tb =hmm 178 73.9 (67.8-79.3) H
= TIST AlL =10 mm 216 89.6 (85.1-93.2) 0.0001 E
E TST HIV" 215 mm/HIV* 25 mm 212 88.0 (83.2-91.5) 0.0001 =
s, QFT-GIT >0.35 IU-mL™" 181 75.1 (69.3-80.2) 0.030 ,:
HN_h-ﬁih-f-EEléa-ﬁ£1?.E----------------------------------------------------------------------------‘

C-Th =5 mm 112 76.7 (69.0-83.3)
TST =15 mm 133 91.1 (85.3-95.2) 0.0002
TST =10 mm 138 94.5 (89.5-97.5) 0.0001
QFT-GIT >0.35 IU-mL™" 112 76.7 (69.2-82.9) 0.164
HIV-infected n=95
C-Th =5 mm b6 69.5 (59.2-78.5)
TST =hmm 79 83.2 (74.1-90.1) 0.002
TST =10 mm 78 82.1(72.9-89.2) 0.006

QFT-GIT >0.35 [U-mL"" 69 72.6 (62.9-80.6) 0.121




Interferon Gama Salinim Testi (IGRA)

* T hucre temelli yontemler




IGRA Testi

M. tuberculosis’in RD1 bolgesi (region of difference 1)
tarafindan kodlanan:

Early secreted antigenic targed (ESAT-6)

Culture filtrate protein 10 (CFP-10)

1B7.7

karsi olusan Interferon gama yanitini dlcen testler.

*Mycobacterium bovis BCG susu ile NTM’lerin cogunda (Mycobacterium marinum,

Mycobacterium szulgai, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium flavescens haric)
yoktur.

Sorensen AL, et al. Infect Immun 1995;63:1710-1717.
Harboe M, et al. Infect Immun 1996; 64: 16-22.



IGRA Testleri

* T-SPOT. TB test (TSPOT) (ELISPOT)

* Quantiferon TB-Gold (ELISA)

* Quantiferon TB-Gold in tube (ELISA)




TSPOT. TB ve QFT-GIT Karsilastirilmasi

- T-SPOT. TB QFT-GIT

Antijenler
Yontem

Test
materyali

Sonug
Olcimu

Materyal

ESAT-6, CFP-10
ELISPOT

Periferik kan monontukleer
hlcreler

INF-y olusturan T hlicre sayisi

Kan, BAL, Plevra sivisi, BOS,
Periton mayi

ESAT-6, CFP-10, TB 7.7
ELISA

Tam kan

INF-y ‘nin serum
konsantrasyonu

Kan



RESEARCH ARTICLE

Interferon gamma release assay in diagnosis of pediatric
tuberculosis: a meta-analysis

Lin Sun, Jing Xiao, Qing Miao, Wei-xing Feng, Xi-rong Wu, Qing-qgin Yin, Wei-wei Jiao, Chen Shen,
Fang Liu, Dan Shen & A-dong Shen

FEMS Immunol Med Microbiol 2011;63:165-173

* Cocuklarda IGRA ve TDT testlerinin duyarliligi;
* Quantiferon » %70 (%65-75)

T-SPOT.TB > %62 (%57-67)

- TDT > %71 (%67-75)



Tbc Tanisinda IGRA/TDT Duyarhhg

e Kultdr olarak kanith tiberkiloz
e Klinik olarak tani konulmus ttuberkiloz

Sun L, et al. FEMS Immunol Med Microbiol 2011:63:165-173



Cocuklarda Thc Tanisinda IGRA/TDT Duyarlihg:

Kultur pozitif olgularda; Klinik tanili olgularda;

* Quantiferon %85 Quantiferon ) %64

e T-SPOT.TB » %76 T-SPOT.TB > %58

 TDT > %85  TDT > %66

Sun L, et al. FEMS Immunol Med Microbiol 2011:63:165-173



Cocuklarda Tbc Tanisinda IGRA/TDT Ozgiilluigii

e Quantiferon » %100

* T-SPOT.TB > %90

 TDT > %56

Sun L, et al. FEMS Immunol Med Microbiol 2011:63:165-173



Cocuklarda Thc Tanisinda IGRA/TDT’nin BCG
insidansina Goére Ozgiilligii

T-SPOT. TB
BCG (+) > %89

BCG (-) > %95

TDT
BCG (+) O %49
BCG (-) » %93

Sun L, et al. FEMS Immunol Med Microbiol 2011:63:165-173



Immiin Yetmezlikte IGRA

Duyarlilik;
T-SPOT.TB 3 %72
Quantiferon » %61

Cattamanchi A, et al. J Acquir Immune Defic Syndr 2011;56(3):230-238
Chen J, et al. PLoS One 2011;6(11):e26827

*Immunsupresif tedavi 6ncesi TDT ve IGRA



IGRA Yas lliskisi

* 5vyasinda kiucuklerde veri yetersiz
e 2-4vyas (BCG asih)

e <2 vyas kullanim yok

Duyarhlik distk
Belirsiz/gecersiz degerler daha yliksek

Starke J. Pediatrics 2014;134:e1763— e1773
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IGRA'da Belirsiz/Gegersiz Sonuclar

Test ornegi (-)
Pozitif kontrol yetersiz aktivite
Negatif kontrol (++++)

Belirsiz/Gegersiz IGRA » %5-20

Kiicuik yastaki olgular

immiin yetmezlik

inflamatuar barsak hastaligi (yetersiz kontrol)
Kronik bobrek hastaligi

Hepatit

Malarya

Helmint enfeksiyonu

Cruz AT, et al. Pediatrics. 2011;127:e31-e38.



TDT ve IGRA'nIn Karsilastiriimasi

Antijen Cok; PPD 3 (QFT) veya 2 (T-SPQOT)

Ornek intradermal enjeksiyon Kan alimi

Vizit saylS... 21._
“‘I-;:;stallgl Latent tbc’den ayirma Yok Yok ...::.

BCG IIe gapraz reakSIyo.llllllIIIIIIII.lllllIvaT.IIIIIIIIIIIII-IIIIIIIIIIIIQOk

NTB ile gapraz reaksiyon Var Birkag nadir tlr
Riske gore farkli (+) degerler Var (5-10-15) Yok

Booster fenomeni Evet Hayir

Daha 6nce yapilan TDT ile boosting Evet Olasi
Pozitifligin devami Evet ?

Tekrar edilebilirligin zorlugu Evet Evet

Starke J. Pediatrics 2014;134:e1763— e1773



Latent Tbc Tanisinda Oneriler

TABLE 3. Guidelines on IGRAs: recommendations for con-
tact investigation in children

Recommendation Guideline or position statement™

TDT tek basina

TST alone

TST alone (in children
0—4 years old); TST

WHO, ECDC, France, Brazil, Switzerland
(IGRA in addition only in case of doubt),
Slovakia (in BCG non-vaccinated children),
South Korea (for children <5 years old)

Canada (low-risk contacts), Japan,

Ireland, USA-AAP (for children
>5 years old, IGRA may also replace TST)

IGRA tek bagina L

children 5-17 years old)
TST followed by IGRA, Germany, ltaly, Spain, Saudi Arabia, the
if TST positive Metherlands (dependent on BCG
vaccination status and result of TST, only
TST might be sufficient), Bulgaria, and for
children >5 years of age only in Portugal
and UK
Porwgal (for children <5 years old), UK
(for children 2-5 years old)
Denmark, USA-CDC (but TST is preferred
in children <5 years old), South Korea (for

TDT ve IGRA birlikte s
TDT (+)/IGRA (-) ) %10-40 V.

Croatia, Australia (IGRA may be
considered in addition for
children >2 years old)

IGRA alone Norway

AAP, American Academy of Pediatrics; BCG, bacille Calmette—Guérin; CDC, US
Centers for Disease Control and Prevention; ECDC, European Centre for Dis-
ease Prevention and Control; IGRA, Interferon-gamma release assay; TST,
tuberculin skin tesg WHO, World Health Organization.

*Some countries/organizations are listed more than once because their recom-
mendations vary across risk groups.

Iki basamakli test
*ilk basamak: TDT
*ikinci basamak: TDT pozitif bulunanlarda IGRA yapilmasi

Clin Microbiol Infect 2011;17:806-814
ECDC 2011



Cocuklarda IGRA Kullanimi i¢in Strateji

TDT tercih edilir
Cocuk 5 yasindan daha kilicliikse*

IGRA tercih edilir, TDT kabul edilebilir
Cocuk 5 yasindan buyuk ve BCG (+)

Cocuk 5 yasinda blyuk TDT okutmak icin gelemeyecekse

TDT ve IGRA birlikte basamakli

Baslangic ve tekrar yapilan IGRA degerleri belirsiz
Baslangi¢ test sonucu (IGRA veya TDT) negatif ve:

Tbc klinik stiphesi

Thc risk faktora ve ilerleyici durum
Baslangi¢ TDT pozitif ve:

Cocuk 5 yasindan buyik ve BCG (+)

Tedaviye uyumun artmasi icin ek kanitlar

* Bazi otdrler 2-4 yas arasi BCG'li baska risk etkeni olmayan cocuklarda IGRA tercih eder

Starke J. Pediatrics 2014;134:e1763—e1773



Cocuklarda Latent Thc i¢in TDT ve IGRA Se¢imi

" BCG No

~ N Yes
< vaccinated? —WE— Age<Sy?
No [ Yes W
; TST
[ o preferred
—~Likelyto
b return for ~
TST reading?
Yes No
{ ‘.
Either TST
or IGRA
acceptable W
Negative result: Positive result:
] IGRA Testing complete Testing complete
& pr—) preferred unless criteria A unless criteria B
- — are met, then IGRA are met, then IGRA
Negative TST: Positive TST:
Testing complete Testing complete
unless criteria A unless criteria B
are met, then IGRA are met, then IGRA
1 N
Negative result— S Positive result— Clrite:aA ) o _
testing complete testing complete ., Highclinical suspicion for TB disease
and/or
‘ 2., Highriskfor infection, progression,
or poor outcome
RepeatIGRA
CriteriaB

/\—

Negativeresult—
testing complete

Positive result—
testingcomplete

1., Additionalevidence needed to
ensure adherence and/or

2., child healthyand atlowriskand/or

3., NTM suspected

Starke J. Pediatrics 2014;134:e1763- e1773
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Aktif Tbc Tanisinda IGRA

IGRA kullanilmasi onerilmemektedir.

Kesin tani mikrobiyolojik ve molekiiler yontemlerle
mumkdin.

Kesin taninin zor oldugu durumlar;
Mikroskobik incelemede ARB (-)

Kiltlirde Greme (-)

Yeterli/uygun ornek alinamayan durumlar
Cocuk hasta

AC disi tuberkulozlu hasta

Clin Microbiol Infect 2011;17:806-814
ECDC 2011




IP-10 (interferon ile uyarilan protein 10)

Salinim Testleri

Antijen sunan hucrelerden salgilanan kucuk bir
kemokindir.

Proinflamatuar immiuin yanitin baslamasinda rol
alr.

Salinimi IFNy’ya gore 100 kat daha fazla

Cocuklarda IP-10 ve IGRA karsilastirmasi yapilan
calismalarda iki testin uyumu yuiksek

Testin kullanimi teknik olarak daha kolay
(depolama, transport, lab. ekipman)

IP-10 testi tani icin dnerilmemekte

IL-17

IL-23
IL-27

IP-10
Expert Rev. Mol. Diagn. © Future Science Group (2012)

Aabye MG, et al. Eur Respir J 2013; 42: 495-503
Latorre |, et al. J Infect 2014;69:590-9.
Ruhwald M, et al. Expert Rev Mol Diagn 2012;12:175-87


http://www.expert-reviews.com/na101/home/literatum/publisher/fud/journals/content/erm/2012/erm.2012.12.issue-2/erm.11.97/production/images/large/figure1.jpeg

Tanisal Testler

Immiinolojik testler

Tliberkiilin Deri Testi (TDT)

C-Tb testi

interferon Gama Salinim Testi (IGRA)
IP-10

Basilin gosterilmesi

Mikroskopik inceleme
Kultur

Molekuler yontemler
Tliberkiiloz kokusu (E-nose)
Idrarda LAM, Tr-DNA




Ornek Alma

Ornek alma yontemleri;
Oksurik

Indiikte balgam

Bronkoskopi

Mide aclik suyu

String test (2
Nazofarengeal aspirasyon Xb
Idrar ve gaita f[:_

mmmmmmmmmmm



Ornek Alma

Oksiiriik;

En yaygin kullanilan yontem (10 yas ve uUsti)
Saglik personeli denetiminde

Saglik personeli koruyucu ekipman kullanmall
Balgam akcigerlerden alinmali

Burun ve bogazdan mukus ve tukirik alinmamali

Wu XR, et al. Pediatrics 2012;130: e1433—-e1440.




Ornek Alma

Balgam indiiksiyonu;

Balgam cikaramayan cocuklar icin
%3-5 hipertonik salin

1 ay kadar kicuk cocuklarda yapilabilir

Bir ornekten elde edilen sonu¢ 3 MAS’dan elde edilen sonucla
benzerdir

3 indukte balgam ornegi 3 MAS'dan daha iyi

Thomas TA, et al. BMC Infect Dis 2014;14: 11.
Zar H,et al. Lancet 2005;365:130-134.
Moore HA, et al. Int J Tuberc Lung Dis 2011;15:1185-1190.



Ornek Alma

Bronkoskopi;
Bakteri Uretimi MAS’dan daha duslk
Pahali, invaziv ve egitimli personel gerektirmekte

Balgam toplamak icin disintlmemeli, ek tanisal bir prosedtr
olarak kullaniimalidir

Daha dnceki sonuclarla tani konulamamis veya stpheli
olgularda ayirici tani amacli

infeksiyon izolasyonu yapilan bir odada yapiimal
Saglik calisanlari N95 respiratorler takmali

Goussard P, et al. Expert Rev Respir Med 2014;8:101-9.
Singh M, et al. Indian Pediatr 2000;37:947-51.




Ornek Alma

Mide a¢lik suyu

Balgam cikaramayan kicuk cocuklarda
Hospitalizasyon gerekli

Sabah yataktan kalkmadan a¢ karnina alinmali
3 giin arka arkaya (<1 yas 5-10 ml, 1 yas > 10-20 ml alinmali)

Elde edilen materyal notralizyon icin hemen laboratuara gonderilmeli yada
4 saat icinde gitmeyecekse alinan yerde sodyum karbonatla notralize
edilmeli

Laboratuara transfer 1 saatten fazla gecikecekse +4 °C’de buzdolabinda
saklanmali

Eger materyal uzun sure bekleyecekse kontamine bakterilerin Gremesini
engellemek icin prezervatifler eklenmeli.

* Bu prezervativler MGIT gibi sivi kiiltur sistemlerinde Giremeyi bozabilir

Dunn JJ, et al. J Clin Microbiol 2016; 54:1434-1441



Ornek Alma

* Tuberklloz prevalansinin distk oldugu bolgelerde;

2. gastrik aspirat %25
3. gastrik aspirat » %8 artis saglar

Cruz A, et al. J Ped Infect Dis 2013;2:171-174.
Wayne, PA. Clinical and Laboratory Standards Institute. 2008.




Ornek Alma

String test

Indiikte balgama gore duyarhlik daha yuksek
Blyuk cocuklar tarafindan iyi tolere edilmektedir
>4 yas

Cocuklarda calismalar yetersiz

Chow F, et al. BMC Infect Dis 2006;6:67-74




Ornek Alma

Nazofarengeal aspirasyon

Daha az invaziv

Uygulama kolay ve basit teknik donanim

Diger yontemlerle karsilastirildiginda (MAS, balgam ind.):

Sonuclar farkl
Mikrobiyolojik Gretim %24-40- -

Nicol MP, Zar HJ. Paediatr Respir Rev 2011;12:16-21.



Ornek Alma

* Non-invaziv yontemler (Gaita ve idrar);

e Calismalar yetersiz

* Yapilan calismalarda sonuclar iyi degil
Gaita icin <%?2

Triasih R. Indian J Pediatr 2015;82(9):827—-832



Mikroskopik Inceleme

Smear mikroskopi

Hizli
e Kolay

mikobakterinin varliginin ilk
bakteriyolojik kanitini saglar

Klinik orneklerde



Mikroskopik inceleme

* Mikobakteriler icin baslica iki boyama
teknigi;

* Karbol fuksin yontemi ( Ziehl- Neelsen, Kinyoun):
Aside direncli mikroorganizmalar 1sik mikroskobunda
kirmizi renkte goruldr.

* Florokrom yontemi ( auramin O, auramin-rhodamin):
Aside direncli mikroorganizmalar floresan mikroskopta
sarimsi - turuncu renkte floresan verirler.




Mikroskopik inceleme

* Bakterinin saptanmasi icin 5000-10000/ml basil
olmasi gerekiyor

e Cabuk sonuc = <4 saat
Ozgillik =» Degisken
Duyarhlik = <%20

*Negatif sonucg Thc tanisini ekarte etmez

Dun JJ, etal. J Clin Microbiol 2016;54:1434-41




Mikroskopik inceleme

* Floresan mikroskobi tanida konvansiyonel
mikroskobiye gore daha yararli.

* Floresan mikroskobide “Light emiting diode” (LED)
lambalarinin kullanimi ile mikroskobik tani sansi

artmistir.

Duyarhlik » %10 daha fazla
Zaman » %25 dahaaz

World Health Organization. 2011.
Steingart KR, et al. Lancet Infect Dis. 2006;6(9):570-81.




Kiiltiir ve identifikasyon

4th week
SN

TABLE 3 Assays that detect M. muberculosis and/or dmg resistance

Test (reference)

Direct

MiCTOsCopy
Characteristic (14, 15) Culture (5) AMTD (28, 29) Xpert MTB/RIF (30, 33)
Sample type Any body fluid  Any body fluid  Various® Sputum

or tissue or tissue
Time to result =4h <2 weeks =4h =<2h
Simultaneous DST No No Mo Yes
Phenotypic/genotypic Phenotypic Phenotypic Genotypic Genotypic
Sensitivity for TB =20 =40 S6—100 compared &2 {]:l::unled
disease in children, % to culture® g

Specificity for TH Variable e 85— 100 compared -8 9 (pae

disease in children, % to cul ey

Sensitivity for [INH? NA NA Reference standard
resistance, %

Specificity for [INH Reference standard
resistance, %

Sensitivity for RIF Reference standard
resistance, %

Specificity for RIF Reference standard

resistance, %o

37-100

99

e

99

Dun JJ, et al. J Clin Microbiol 2016;54:1434-41



Kiiltiir ve Identifikasyon

Konvansiyonel besiyerleri
Kati besiyerleri
*Yumurta temelli
Lowenstein-Jensen (L-J)
Petragnani
American Trudeau Society
*Agar temelli
Middlebrook 7H10
Middlebrook 7H11
Sivi besiyerleri
Middlebrook 7H9
Dubos tween albumin

Hizli kultir sistemleri
Yari otomatize

BACTEC 460 TB

Tam otomatize

Versa TREK

MB/Bac T

Bactec 9000 MB

MGIT (Bactec Mycobacterium Growth
Indicator Tube 960)




Kiiltiir ve identifikasyon

Konvansiyonel besi yerleri

Kolay ve ucuz
En az 100 basil/ml
Ureme 4-6 hafta

Salfinger M, et al. Am J Clin Pathol 1994; 101(suppl 1):6-13




Kiiltiir ve identifikasyon

Hizh kultir sistemleri

Avantaj

Sire daha kisa: 4-6 hafta 2@ 10-14 gin
Daha duyarh: %10-20%

Dezavantaji

Yalanci pozitiflik » %3

Kontaminasyon

Teran R, et al. eJIFCC 2015;26:295-309



Kiiltiir ve identifikasyon

BACTEC 460 TB

Yari otomatize, radyometrik

BACTEC 12B besiyeri *4C isaretli palmitik asit icerir
14C isaretli palmitik asit kullanimi

N2
14C0O2

J
Ureme Indeksi (Gl)

Duyarhlik 3 % 83.3-89.3
Ozgillik & % 99.2-100

Garrino MG, et al. J Clin Microbiol 1999;37:229-32



Kiiltiir ve identifikasyon

Mycobacterium Growth Indicator Tube
MGIT tupunun dibinde floresan madde gomuladdr.
Floresan madde sivi besiyerindeki oksijen varligina duyarlidir.

Ureyen mikobakterilerce oksijenin kullanilmasi sonucu
floresans olusumu

Duyarlihk 3 %88-95,2
Ozgullik & %76-99,2

Brittle W, et al. J Clin Microbiol. 2009;47:1287-9.
Lu PL. J. Clin. Microbiol 2011;49;2290-2292



Kiiltiir ve identifikasyon

TK besi yeri
Hizli mikobakteri tani kiltlr sistemi

Coklu renk indikatorleri kimyasindan yararlanilarak hazirlanmis, mikobakterilerin Gremesini
erken saptayan bir besiyeridir.

Ekilen 6rnekte mikobakteri bulunmasi durumunda, inkiibasyon siiresince mikobakterilerin
urettigi metabolitlere ve enzimlere bagli olarak TK besiyerinin orijinal kirmizi rengi sariya,
diger bakteri veya fungal turlerin varliginda ise yesile donmektedir.

Bu renk degisimi, kolonilerin gériinlr hale gelmesinden ¢cok daha dnce gerceklesmektedir

L-J’de Ureme %11.69
TK'de Ureme %12.63

L-J’de GUreme sliresi 25.14 giin
TK’de Greme suresi 15.57 giin

KATI

Baylan O, et al. Int J Tuberc Lung Dis 2004; 8:772-7.
Kocagoz T, et al. Diag Microbiol Infect Dis 2012;72:350-357.

S|

Ureme Yok - Mikobakteri - Kontaminayon



Kiiltiir ve Identifikasyon

Microscopic Observation Drug Susceptibility Assay (MODS)
Middlebrook 7H9 kulttr ortamini kullaniyor.

Duyarlihgi ve 6zgulltgu sivi besi yerlerine gére daha dustk

7 ginde sonuc veriyor.

Duyarlihgr » %87-91
Ozgullugt P >%99

Y M g’m
Ha DT, et al. PLoS One 2009; 4: e8341. " Donenimtnacin v eon - :}%:.:;::m
100ul por poze: 1 2 3 4 5 L]
Nhu NT, et al. BMC Infect Dis 2013; 13:31 |  mmosoe
’ . | | OO @O®*
Oberhelman R, et al. Lancet Infect Dis 2010;10:612-620 | ... el TOOO QOO sne=r
ronnsl T OO® @@ @ -5
009 9009 ::-




Tanisal Testler

Immiinolojik testler

Tliberkiilin Deri Testi (TDT)
C-Tb testi

interferon Gama Salinim Testi (IGRA)
IP-10

Basilin gosterilmesi
Mikroskopik inceleme
Kultur

Molekiler yontemler
Tiiberkiiloz kokusu (E-nose)
idrarda LAM, Tr-DNA




Molekuler YOntemler

e 1995 yilinda FDA tarafindan onaylanan ilk NAA Testi
Amplified mycobacterium direct test (AMTD) (Hologic, San
Diego, CA)

 Ornekteki mikroorganizmalarin hizla saptanmasi icin DNA ve
RNA segmentlerinin cogaltilmasi esasina dayanir

* Mikroorganizmayi saatler icinde saptar




Molekuler Yontemler

PCR (Polymerase chain reaction)
Konvansiyonel PCR

Real-time PCR

Izotermal amplifikasyon yéntemleri
LAMP (Loop mediated isothermal amplification)

Dheda K, et al. Respirology 2013; 18: 217-232



Xpert MTB/RIF

Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA)
M. Tuberkulozis’in rpoB gen bolgesini cogaltmakta.
rpoB geni ile rifampisin direnci aranmasi

Ornek hazirlanmasi basit tek asamall

Sonu¢ <2 saat sUrede alinmakta
Pahall

World Health Organization. 2013.

Time to result, 1 hour 45 minutes



Cocuklarda Xpert MTB/RIF

15 calisma

n=3640 (4768 ornek)

Yas: 0-16 Duyarlilik
Balgam;

Duyarlilik %62 l
Ozgulluk %98

MAS;

Duyarlihk %66
Ozgullik %98

Detjen AK, et al. Lancet Resp Med. 2015;3:451-61.

Mikroskopi < Xpert MTB/RIF< Kultiir



Cocuklarda Xpert MTB/RIF

e Duyarhlik

Smear (+) P %95-96
Smear (-) » %55-62

* jkinci 6rnekte %25 artis (kiltiir icin %13-17)

World Health Organization. Xpert MTB/RIF assay for the diagnosis of pulmonary and
extrapulmonary TB in adults and children. 2013



Cocuklarda Xpert MTB/RIF

Hastaligi ekarte etmek icin kullanilamaz
Negatif test sonucu;

Alternatif tanilarin arastirilmasi

Gereksiz tedavi baslanmasinin 6nlenmesi

Smear (+) + PCR(+) 2» Tbc - Tedaviye basla

Smear (+) +PCR(-) ' NTM, PCR tekrari (inhibitor?)
Smear (-) +PCR(+) P Tbc? - Tedavi bagla

Smear (-) +PCR (-) » Tbc (-) - Kdltdr sonucunu bekle

Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Morb Mortal Wkly Rep 2009;58:7-10.



Loop-Mediated Isothermal Amplification Test

TB-LAMP (Eiken Chemical, Tokyo, Japan)

Hedef DNA'yi isotermal kosullar altinda (65°C ) cogaltir

Tum test 1 saat icinde tamamlaniyor
Calismalar sinirli

Duyarlilik %78-84
Smear (+) %97
Smear (-) %62

Ozgullik %94-99
Pediatrik veri yok

Niemz A, et al. Expert Rev Mol Diagn. 2012 ; 12: 687-701
Mitarai S, et al. Int J Tuberc Lung Dis 2011; 15 (9):1211-1217
WHO Global Tuberculosis Report 2013

WHO The Use of TB-LAMP for the Diagnosis of

Pulmonary Tuberculosis: Policy Guidance. 2016

2-i- -]

Balgam o6rneginin hazirlanmasi

izotermal

-

Ornegin liyofilize
LAMP reagenine
eklenmesi

Saptama
+

= - ¢
.

Elektroforez UV transiluminator Tirbidite

67°C'de 40 dk

amplifikasyon



Loop-mediated isothermal amplification @c;mssmrk
assay for rapid and sensitive diagnosis of
tuberculosis

Parveen Kumar ©, Deepal Pandya ”, Niti Singh -,
Digambar Behera <<, Praveen Aggarwal 9, Sarman Singh &-*

J Infec 2014,;69(6):607-15

* n=118
» 80 olgu >15 vyas
» 38 olgu <15 yas

» 41 olgu AC Thc
» 77 olgu AC disi Tbc

> Kiltar (+) 2 Duyarlihk %100
Ozgiillik %935

(A)



Tanisal Testler

Immiinolojik testler

Tliberkiilin Deri Testi (TDT)
C-Tb testi

interferon Gama Salinim Testi IGRA
IP-10

Basilin gosterilmesi
Mikroskopik inceleme
Kultur

Molekuler yontemler
Tiiberkiiloz kokusu (E-nose)
Idrarda LAM, Tr-DNA




Elektronik Burun

Gas sensor array electronic nose (E-Nose)

Kimyasal sensor, materyal icindeki ucucu organik bilesikleri olcerek tani
koyar

MTB metabolizmasinda oksidasyon reduksiyon reaksiyonlari sonucu
nikotinik asit olusur. Tbc hastasinda kanda yuksek.

Nefeste metil nikotinat yayma pozitif hastalarda anlamli yiiksek




Elektronik Burun

e Sonuclar cok degisken ELECTRONIC NOSE CONCEPT =+

Duyarlilik » %68-96
Ozgullik 2 %67-99
e Pediatrik veri yok

GO Y =

NEURAL
NETWORKS

ELERTRONCAL OGE SoTEn

Bruins M, et al. Tuberculosis (Edinb) 2013;93:232-8.
Kolk A, et al. J Clin Microbiol 2010;48: 4235-8.
Phillips M, et al. Tuberculosis (Edinb) 2012;92:314-20.



Tanisal Testler

Immiinolojik testler

Tliberkiilin Deri Testi (TDT)
C-Tb testi

interferon Gama Salinim Testi (IGRA)
IP-10

Basilin gosterilmesi
Mikroskopik inceleme
Kultur

Molekuler yontemler
Tiiberkiiloz kokusu (E-nose)
idrarda LAM, Tr-DNA




Idrarda Lipoarabinomannan

M.Tuberculosis hlicre duvarinda bulunan lipopolisakkarit

M.Tuberculosis’in immun sistem tarafindan parcalanmasi ile
idrara atilmakta.

HIV (+) yetiskinlerde anlamli sonuclar saptanmis
Cocuklarda duyarlilik ve 6zgulltgl yetersiz

Duyarhliky® %48

Ozgillik 3 %60,8 R e,

f» Hald the card alongsikde the patent dow and read the result

@ patient window anc he result
Store the card in the kit pouch aw sy from direct ight and heat
f* Do not use the card beyond the expiration date

Positive Negative
i il
0
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X

Nicol MP, et al. Lancet Glob Health 2014;2:e278-84. E‘_ n
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Transrenal Deoxyribonucleic Acid (Tr-DNA)

Kicuk, serbest niikleik asit fragmanlari
Mikroorganizmanin 6limu ile idrar icine stzultr
Yetiskin calismalarinda;

Duyarliik ) %7-79

Cocuklarda veri yok

Chiang SS, et al. Infect Dis Clin N Am 2015;29: 477-502
Petrucci R, et al. J Clin Microbiol 2015;53:336-8.



hoscakal mahallemizin en guzel abisi...

Ne hos bir glizelligi vardir, hafif adimlarla, diinyadan glilimseyerek gecenlerin!

TESEKKURLER...



