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* Hizli, ucuz taniya yonelik yeni sistemler gelistirilmesi
» Klasik tani yontemlerinin neminin vurgulanmast

* Nadir gorilen bir olgu
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Development of Low-Cost Inverted Microscope to Detect
Early Growth of Mycobacterium tuberculosis in MODS
Culture

Mirko Zimic'*, Abner Velazco®, German Comina®, Jorge Coronel’, Patricia Fuentes', Carmen G. Luna’,
Patricia Sheen', Robert H. Gilman'*%, David A. J. Moore'*%>

MODS kiiltirde Mycobacterium tuberculosis in erken
Uremesini tespit etmede disik maliyetli invert
mikroskobun geligimi



Son yillarda sivi besiyerinde Mycobacterium tuberculosis (MTB) kolonilerinin erken
dénemde mikroskobik tespitine dayali "Microscopik Observation Drug Susceptibility”
(MODS) yontemine, blytk ilgi vardir.

MODS hizl, duyarli ve ucuz

MODS yéntemi ile 6rnekler antibiyotik igeren ve igermeyen doku kultir
pleytlerindeki (24 kuyucuklu) sivi kiiltir besiyerlerine es zamanli olarak inokule
edilerek, kiiltir ve ilag duyarlilik testi tek yontemde ayni anda gergeklestirilmektedir.

* MTB'nin karakteristik kord tremesinin gosterilmesinde invert isik

mikroskobundan yararlanmaktadir.



MODS (avantajlar)

- tnokiile edilen I:}(I‘g—;cim orneginden kiltir ve ilag duyarllik testi es zamanli
yapabilmekfte,

- Geleneksel ilag duyarlilik testine gore hizli ve biyolojik tehlike daha az ,

- TB ve ¢oklu ilag direngli TB'un dogru ve hizli fanisinda ucuz [bir érnek igin iic dolardan
daha az maliyete sahip]

MODS (dezavantajlan)

‘MODS yb’n’remini uygulamak (sivi besiyerine siispanse edilen mikrokolonileri degisik zamanlarda mikroskobik
incelemek ) halen yogun emek gerektirmesi

*Yizen kolonilerin karekteristik kord liremesinin morfolojik olarak tanimlanmasi
egitimli kigiler gerektirmesi 5
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Invert Mikroskoplarin rutin laboratuvarlarda kullanimi
kisith

Ust sinif bir model icin ortalama maliyet 5.000 $




* Bu calismada MODS testinde invert 1sik mikroskobuna
alternatif hem lokal hem de uzak merkezlerden MTRB

tanimlamasini saglayan entegre, efektif, disik maliyetli bir.
sistemin dizayni ve gelistirilmesi amaglanmistir.




MODS pleytleri invert 151k mikroskobunda
degerlendirilip (NIKON Eclipse TS100-F sinirsiz ayarlama optik sistemi
ile)

» Gorintilerin dijitalizasyonunun yapilabildigi yerlerde
mikroskoba takili 4 megapiksel ¢oziinirlige sahip bir
CCD kamera (Olympus C-3030) kullanarak elde edilen
fotomikrograf, elektronik iletimle uzaktan
tanimlanabilmektedir

MODS'da 9. giinde MTB'lerin kord

olusturma paterni
NIKON Eclipse TS100-F invert mikroskop
(100X) ve 2 Mpixel Olympus CCD kameral
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MODS plate

Radio Shack MM-100
microscope

USB webcam

Laptop computer

Buydticu ve dijital kamera prototipi'nin laptop ile baglantisi



s = ‘é." ;Mogs- ;Iey'ri objektifin  iistiine Pf'O"’OTlEZ

- - yerlestirilmekte ve fokuslama . . .. : :
< el ol vl ek Lkinci jenerasyon invert mikroskop
Yap . 100X buyuticu
Hafiza karti ve TV gikisi bulunan dijital kamera
Biyuttcd Philips Dichroic Alinan goriintiileri gdsterebilen 5 ing'lik LCD
L seklinde aliiminyum optik Lamp monitorden olusmaktadir.

tabanla desteklenmis 10X
objektif ve 10X oculer
lensden olusmaktadir
(standart DIN seti)

Tabana 45° ‘lik ayna ile

Bu asamada objektifin lense
uzakligi pleyt destek kisminin
degistirilmesiyle ayarlanmaktadir.

eklenmis s
Camera CMOS
45 degree Mirror Standart el tipi video kamera (Genius DV600, 2048x1536
piksel) bu prototip igin modifiye edilmistir.
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DIN: (Deutsche Industrie Norm)
SD/MMC: (secure digital/multimedia memory card)



Prototip2'nin sematik diyagrami

sermus DV 600

10x eyepiece { |
L( oM JNILOr
’l

Camera CMOS

-
45 deqree Muror

\

]
*Aydinlatma pleytten 170 mm uzaga yerlestirilen 12V,
50 W Philips halogen dikromik lamba (2%) ile saglanms.




» Bu prototip hem standart hem de dijital degerlendirme
»  Standart okumada, teknisyen goz mercegi yoluyla dogrudan gozlemlenmekte

+ Dijital okuma uzak bir balgeye, elde edilen dijital gorintinin aktarilmasiyla
uzaktan veya LCD ekranin izlenmesiyle yapilmaktadir

* Bu sistemin maliyeti ticari son sistem bir invert mikroskobun maliyetinin onda
birinden daha az olarak belirtilmis.
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NIKON Eclipse TS100-F inverted Prototipl (14. giin) Prototip2 (9. giin)
microscope (100X) and a 2 Mpixels

Olympus CCD cameral(9.giin)
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TB tanisinda Manuel/Dijital prototip2 sisteminin performansi

*  Manuel 118 adet 9 ginlik MODS kiiltird okunarak (MTB var veya yok)
+ Dijital 153 adet 9 giinlik MODS kiiltirlerinin okunmasi

Butiin ornekler 4 saat igerisinde ayni teknisyen tarafindan prototip2 ve Nikon mikroskobu
kullanilarak kérlemesine 2 kez okunmus.

+ Tkinci bir teknisyen ayni giin sadece Nikon mikroskobu kullanarak biitiin rnekleri okumus.

Uzaktan TB tanisi igin prototip2 sisteminin performansi

»+ 30 adet 9 glnlik MODS kiltird okunmus ve dijital maksimum ¢ézinirlikte (3MP)
elde edilen gorintiler kart okuyucusuna bir bilgisayar kullanilarak aktarilip
karsilastirilmis.

Ayni teknisyenin zum ve kontrast ayarlar: ile gergek bir gérinti goruntilemesi igin
bir yazilim kullanilarak gérintiler analiz edilmis.



B & SO, N

TB tanisi igin prototip2 sisteminin

performansi SONUCLAR
Nl Ayni teknisyenin Tki farkl
iki okuma arasi teknisyenin
uyumu okumalari arasi
uyum
Manuel Nikon 798.3
9 giinliik 118 MODS
killtiir Prototip2/Nikon 796.6
Dijital Nikon 7%93.5
9 giinlilk 153 MODS
killiir Prototip2/Nikon 794.1
Uzaktan Prototip?2 7100

9 giinlik 30 MODS kiiltir
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* Bu g¢alisma dijitalize MODS Kkiiltir gorintileriyle uzaktan TB tele-
tanisinda prototip2'nin pahali ekipmanlar yerine kullanilabilecegini
gostermektedir
- Bu deneylerde prototip2 invert mikroskop gorintiileri
karsilastirilarak ylksek diizeyde uyumlu olduklar:
gozlemlenmistir (%94-96).
+ Boyle bir aletin fabrika uretimi, maliyetin daha da ucuza gelmesini
saglayacaktir.
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Cord factor detection and macroscopic evaluation
of mycobacterial colonies: an efficient combined
screening test for the presumptive identification of
Mycobacterium tuberculosis complex on solid media®™ **

Deteccao do fator corda e avaliacao do aspecto macroscopico das colonias de
micobactérias: um eficiente teste de triagem combinado para a identificaciao
presuntiva do complexo Mycobacterium tuberculosis em meios solidos

Fernanda Cristina dos Santos Simeao, Erica Chimara, Rosangela Siqueira Oliveira,
Jonas Umeoka Yamauchi, Fabio Oliveira Latrilha, Maria Alice da Silva Telles

J Bras Pneumol 2010 ; 35(12) 1212-1216

Kord faktérin saptanmasi ve mikobakteri kolonilerinin makroskopik

olarak belirlenmesi: kati besiyerinde Mycobacterium tuberculosis

kompleksinin tiplendirilmesi igin etkili kombine tarama testi




/Mycobacfer/um tuberculosis kompleksi (MTC) ve tiberkiiloz

disi mikobakterileri (NTM) birbirinden hizli bir sekilde
ayirimi:

- klinikte dogru tedavinin uygulanmasi agisindan onemlidir.

* MTC'in tiplendirilmesinde kullanilan konvansiyonel yontemler
zaman alici, molekiiler yontemlerin ise maliyeti yiksek



Kord faktori [6-6'-dimikolat-a-D-trehaloz ]
bir glikolipiddir ve mikolik asidler trehaloz gibi
Mikolik asit sekerlere baglanarak kord faktor olustururlar.

e MTC'inde yer alan virulan suglar sivi besiyerinde
(}{ Agil lipid karakteristik olarak ip veya demet seklinde yilankavi
kord (serpentine cord) olusturarak urerler.

Arabinogalaktan

o Y
(PTL 11] ‘i

{ MTC tirlerinde kord faktar olusumu gorilirken ve
% NTM turlerin ¢ogu kord olugturmadig
¢3i33 igin tanida bu 6zellikten yararlaniimaktadir

B B i w2
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‘ Kati besiyerinde Mikobakteri kolonilerinin koloni
morfolojileri tirlerin karakterize edilmesinde yardimcidir.

* Kati besiyerinde MTC kolonileri

- karnabahar
- ekmek kirintisi, ‘
- kuru,

- nonkromojenik ve sarimtirak bej renkteyken

- NTM kolonileri

- dizglin ve nemli gorinimdedirler




AMAL

* Polimeraz zincir reaksiyonu- restriksiyon enzim analiz yontemi (PZR+RFLF)
altin standart yontem olarak kabul edilerek

* Koloni morfolojisi ve kord faktér olusumunun birlikte
degerlendirildigi tfarama testinin MTC tanimlanmasinda
tanisal performansinin arastirilmasi amaglanmistir.
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Bu c¢alisma Brezilya, Adolfo Lutz Enstitisd,
Mikobakteriyoloji Referans Laboratuvarinda

gergeklestirilmistir.

2-17 Nisan 2007 tarihleri arasinda, laboratuvara gelen
ornekler  degerlendirilmis, duyarhlik testi ve
tiplendirmeleri yapilmistir.

Kord faktor varligi Ehrlich-Ziehl-Neelsen (EZN)
boyama yontemi ile arastirilmistir.
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y KUifUrU yapilan suglarin makroskopik incelemesi farkl bir kisi tarafindan
yapilmigtir.

+ Her iki ¢alisan da altin standart ¢alismasi sonucunu bilmemekte olup
korlemesine degerlendirme yapilmistir.

* PZR-RFLF yontemi, tiplendirmede altin standart olarak kullaniimigtir.

+ Bu molekiler yontemde 441 baz giftlik hsp65 1si sok geni ¢ogaltilip,
BstEII ve HaeIlI restriksiyon enzimleri ile kesilmistir.

e \J



i ~ SONUCIAR

o
PZR-RFLP Duyarhlik | Ozgiillik | Dogruluk
MTC NTM %o %o %o
Kord
MTC 106 3 (YP) 96.4 92.9 95.4
NTM | 4 (YN) 39
Kord+Koloni
MTC 110 1 100 97.6 99.3
NTM - 41
TOPLAM 110 42 152




TARTISMA

Kombine tarama testinin (kord faktsr ve koloni morfolojisinin birkilte degerlendirilmesi) MTC
NTM'den ayirt etmede %100 duyarl

+ Kord faktor tek basina %95.4 dogruluga sahip,
+ Kombine tarama testi kullanildiginda ise dogruluk orani %99.3 ulasmakta

* Bazi NTM kord olusturmasi nedeniyle olusan YP ler kombine tarama testi ile
giderilebilmekte
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: Ca’hsma daml edllen 152 sustan 7'sinde kord fakt.

identifikasyonu ile uyumsuz sonuglar ortaya ¢ikmistir
[4YN ve 3YP]

* Bu suglardan 6'sinin degerlendirmesi koloni morfolojisine
dayanilarak yapilmistir,

+ Kombine tarama testi ile YP olarak degerlendirilen bir

sus ise PZR-RFLP ile  M.peregrinum  olarak
tiplendirilmistir e
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+ Kati besiyerindeki kiltir kosullari, morfolojik gorinime
gore mikobakterilerin dogru siniflandiriimasini

etkileyebilmektedir

- Suyla doymus besiyerinde, purtikld koloniler; diizgin

- Kuru besiyerinde dizgtn koloniler; purtikli gorinime sahip
olabilmektedir

(By hazirlama, kiltir ve inkibasyon sartlarindaki standartlarin
onemi, kalite kontroli yapilmasi zorunlulugu)



o EWERS NS
.+ Biyokimyasal tiplendirme; karmasik ve uygulamasi zor
oldugundan referans lab.da uygulanmakta

* Bir ¢ok gelismis llkede molekiler yontemler mikobakteri
identifikasyonunda, altin standart olarak kullaniimaktadir.

Kord |PZR-RFLP
Maliyet 0.25 % 7%
Siire 2 gun 4 gln
Teknisyen | Kolay ucuz Zor ve
Egitimi pahal
Lab. Mikroskop | Gelismis
ekipmani pahali lab.
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Sinirli  kaynaklara sahip, molekiler ve biyokimyasal

yontemler igin laboratuvar ekipmanlari yetersiz olan

lkelerde MTC suslarint NTM'lerden ayirmak igin;

- Kombine tarama testinin kullanilabilecegi

- Testin %100 duyarhliga, %99.3 dogruluga sahip oldugu
belirtiimektedir.
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A rare tuberculosis form: congenital tuberculosis

Erdal PEKER!, Erol BOZDOGAN?Z, Murat DOGAN>

I Department of Children Health and Diseases, Faculty of Medicine, Mustafa Kemal University, Antakya, Turkey,
2 Department of Radiology, Antakya State Hospital, Antakya, Turkey,
3 Department of Microbiology, Antakya State Hospital, Antakya, Turkey.

Congenital tuberculosis is defined as infection developing as a result of the encounter between the infant and
Mycobacterium tuberculosis bacilli during the intrauterine period or during normal birth. Although tuberculosis infection
is very common all over the world congenital tuberculosis cases are rare and mortalities of 50% have been reported. Non-
specific symptoms in congenital tuberculosis and difficulties encountered in the diagnosis of tuberculosis in general, make
it difficult to reach a final diagnosis. Cases of congenital tuberculosis are generally known clinically during the first post-
natal month. This case is important as the three-month infant was presented with pneumonia symptoms and diagnosed as
congenital tuberculosis after an attentive anamnesis which is unusual during three postnatal months. To our knowledge,
this case is one of a few cases in the literature diagnosed as congenital tuberculosis in three months. Our case emphasizes
that it is necessary to consider congenital tuberculosis in the differential diagnosis of pulmonary infections in infants, par-
ticularly in countries where the incidence of tuberculosis is high. For this reason, we believe that a successfully obtained
anamnesis is the parameter which provides a valid diagnosis. Furthermore, early and speedy initiation of treatment in ca-
ses with a potential diagnosis of tuberculosis is a very important factor that affects prognosis.

Key Words: Congenital tuberculosis, infant, infection, mortality.
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» Birinci ayindan itibaren sebat eden oksirik ve 10 glindir
karinda sislik sikayeti

» Bes gundur antibiyotik kullaniyor

* 24 yasinda anneden 38. hafta normal vajinal dogumla
3100gr agirhginda
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+ Genel durumu orta,
- Kilosu 53509!" (25-50 percentile), bOYU 62cm (50-75 percentile),
* Bas cevresi 40cm (50 percentile),

+ Solunum sayisi H2/dk subkostal ve interkostal cekilmeler var

+ Hepatosplenomegali (KC 4cm, Dalak 2-3cm)
+ BCG scari yok

32



LABORATUVAR

Hb 9.2g/dl normositik ve normokromik anemi

BK 16.500/mm3 sola kayma Bronkobné :
, ronkopnomoani
Trombosit 158-000/mms3 SefTriaksom-EriﬁomisimAmikasin

CRP 15.4mg/dI
Akc grafisinde pulmoner parankimde infiltrasyon

CT hepatosplenomegali, paraaortik lenf nodlari, porta hepatis ve
KC'de multiple hipodens alanlar

PPD (-)
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Kan
Idrar
BOS

CMV
EBV

Aclik mide sivis

HIV
HSV ARB
Toxoplasma aranmasi

Syphilis
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* Anb. tedavisinin 7 gun hastanin genel durumu kotilesiyor,
destek tedavisine ragmen 11. glin eks

* Postmortem KC biyopsisinde M. tuberculosis saptandi
+ Aile taramasi
Baba PPD (-), Akc grafisi normal

Anne PPD 27mm, Akc grafisinde kaviter lezyonlari
mevcut (tedavi baslandi)
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» Konjenital Tiberkiloz (KTB) infantlarda M. tuberculosis
ile IU dénemde veya normal dogum sirasinda karsilasma
sonucu olusan infeksiyon tablosudur.

» KTB gok nadir gériilir, %50 mortaliteye sahip

» KTB'un semptomlari genelde nonspesifik oldugundan tanisi
zordur

» Genellikle ilk ay iginde semp. baslar
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R SO,
KTB M. tuberculosis plasenta yoluyla veya infekte amnion sivisin
aspire edilmesi yoluyla bulagir. Basil oncelikle bagirsaga sonra

umblikal ven yoluyla KC yayilir
(i) Annede TB varsa bebekte nonspesifik semp varsa
(ii) Ates ve hepatosplenomegali varsa

(iii) TB'un endemik oldugu bolgede tedaviye cevapsiz kotiilesen
pnomoni varsa

(iiii) BOS kiltirinde bakteriyel patojen tretilemeyen, yiiksek
lenfositoz olan olgularda



Ulkemiz gibi TB'un endemik goriildigi ilkelerde pnomoni
yakinmalar: ile gelen infantlarda KTB'un hatirda tutulmasi
ve bu amaca uygun alinacak dikkatli ve ayrintili bir
anamnezin tani igin hala en gegerli parametre oldugu
u n u t u Il m a m a | 1+ d 1 r
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web kameradan olusmus olan basit

bir sistem kullanilmistir :
(Radioshack MM-100, 10$) Incandescent light bulb Hrnek 05 W standart
IStk ve basit kondansator

lensi ile yukaridan

Biiyiitme mikroskobu MODS PEIS TR aydinlatilmisg
pleytinin 5 mm altina dik bir

pozisyonda sabitlenmis. io Shack MM-10
oscope

Web kamera lensleri ¢ikartilmis ve
web kameranin sensori CMOS ve USB webcam Web kamera USB portu
yoluyla  bir  laptop'a

oktliler arasinda 15 mm aralik ile
okilerine baglanmis.

baglanmis.

Laptop computer
40
Buydticu ve dijital kamera prototipi'nin laptop ile baglantisi



1- Isik mikroskobu objekftifinin (lamel/lama) ¢alisma mesafesi (WD)
kisa invert mikroskopta WD odak mesafesi (kuyucuklarin dip
kismina kadar uzanabilmesi icin) uzundur

2-Pleytlerin kapagindaki sikisma kondansasyon sivisi olusumu ve
besiyeri sipernatanlar 151k mikroskobu ile gormeyi engellerken
alttan objektifli invert mikroskopta gorilebilmektedir
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