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Tuberklloz tim dinyada ozellikle
Asya ve Afrika'’da onemli bir
hastalik ve olim sebebi

Mycobacterium tuberculosis, tek bir
infeksiyoz ajana bagli dlimlerin
sebebi olarak ilk siralarda



> DSO’ne gore 2008 yilinda;

* 9.4 milyon yeni vaka

* 4.1 milyon kigl yeni yayma
pozitif (toplam vakalarin ~ %44°0)

* Global insidans 139/100000
* 1.3 milyon HIV (-) 6lum
*0.52 milyon kisi HIV (+) olum
* Toplam ~ 1.8 milyon Kisi



Tuberklloz tanisinda kullanilan
geleneksel yaklasimlar;

2 Aside direncli boyama ve
mikroskopi

] Katl veya sivi besiyerine
ekim

1 Basilin tanimlanmasi

1 Antibiyotik duyarlilik
testlerinin yapilmasi

**Molekuler tani yontemlerli




CDC (Centers for Disease Control and
Prevention)

I

l Her hasta icin kultirde izole edilen
Ilk M.tuberculosis izolatina duyarlilik
testi

- Uc aylik tedaviden sonra,

* kultir pozitifligi devam eden
veya

* klinik yanitsizhgi olan her
hastada testin tekrari




CLSI'a gore

o Primer Ilaclar

Ulkemizde

o Primer Ilaclar

s Izoniazid = Tzoniazid
= Rifampisin = Rifampisin
M E_tam_buto! = Etambutol
m Pirazinamid

= Streptomisin

O Sekonder ilaclar
Streptomisin
Kapreomisin
Etionamid
Kanamisin
Kinolonlar
Rifabutin

PAS
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Multidrug Resistant-Tuberculosis (MDR-TB)
Cok Ilaca Direncli-Tiberkiloz (CID-TB)

Ethambuu;l. Pyrazlnamld% &

Fluoroquinolones w

e Duyarl TB tedavisi 6040 £
to this drug MDR TB tedavisi 54 000 £



| Extensively Drug
Resistant-Tuberculosis
(XDR-TB)

A Yaygin Ilac
Direncli-Tuberkulloz

(YID-TB)

Mycobacterium ;
. tuberculosis ‘? e

Fluoroquinolones

Bacteria are resistant

Extremely

|| ot Drug-Resistant
-R;.e;i:e.t;,;“;.aueastone B (XXDR_TB) 11?97

of the three

to this drug




Ideal Duyarliik Test Yontemi

o Hizh
O Guvenilir
O Basit

0 Ekonomik



Anti-Mikobakteriyel Duyarlilik Test Yontemleri

< Konvansiyonel yontemler « Kdilttire dayali hizli yontemler
= Proporsiyon (oranti) yontemi = BACTEC 460 TB
= Direnc orani yontemi = MGIT 960
= Mutlak konsantrasyon yéntemi = Versa TREK (ESP I1)

= BacT/Alert 3D (MB/BACT)
<+ Genotipik (Molekiler)

yontemler <« Kdultire dayal diger yontemler

= DNA dizi analizi = Disk elisyon

= Reverse hibridizasyon testi = E test
(Line probe Assay) = MODS

= RNA/RNA mismatch analiz % Kolorimetrik yontemler

= Heterodubleks analiz = Mycolor-TK

m SSCP (Single strand = Resazurin (Alamar mavisi)
conformation polymorphism) + Canl bakteri varligina dayal

= Real-time PCR yontemler

= DNA microarray = Flow sitometri

= PCR-ELISA = Lusiferaz tasiyici faj yontemi

= Faj ¢cogaltma yontemi



Agar Proporsiyon (oranti) Yontemi

- Canettii, Rist ve Grosset tarafindan 1960’larin baginda

» Pirazinamid digindaki tim antimikobakteriyel ilaglar igin

glvenilir bir yontemdir

» Test edilecek bakteri susu degigik dilisyonlarda (10-2-10-%)

standardize edilerek sayilabilir koloniler elde edilir

- Test susu ilach ve ilagsiz besiyerlerine ekilir




Ilagh b.y. de iireyen
koloni sayisi

: =
Ilagsiz b.y. de lreyen 1 (kP)> R

koloni sayisi

1. Il.
M. Tuberculosis and M. Tuberculosis and

no drugs drug A
(used as a control) (resistant)

1.
M. Tubemu!os:s and M. Tuberculosis and
drug C drug B
{susceptible) (susceptible)




Agar Proporsiyon Yontemi

NCCLS; 2002: M24-T2



Agar Proporsiyon Yontemi

Direkt Indirekt
Homojenize ve Primer kiiltirde
dekontamine edilmis, uremis, saf
AARB pozitif ornekler mikobakteri

kullanthr kolonileri kullanilir



Besiyeri

« Lowenstein-Jensen (LJ)
m Uzun sure saklanabilir
m Ekonomiktir

= Koagulasyon iglemi sirasinda ilac blyik
oranda inaktive olur

m CLSI tarafindan onerilmemektedir.

< Middlebrook 7H10-7H11
m Raf omru kisa
m Pahall

= Daha kisa stirede (21 gln) } sonug verir
= Daha guvenilir

CLSI, MD7H10 besiyerinde yapilan proporsiyon test yéntemini
referans yontem olarak kabul etmektedir. (Agar Proporsiyon Ydntemi)



Kritik Konsantrasyon(KK):

Belli bir oranda veya miktarda bakteri tiremesine izin
verilen (belli oran veya miktarda tremesi direnc testi
acisindan onemli olmayan) besiyeri icerisindeki
antibiyotik konsantrasyonudur.

Kritik Proporsiyon(KP):
Kritik konsantrasyonda tremesine izin verilen basil
populasyonu oranidir.

“* Proporsiyon yonteminde amac;
KK'da direncli olan

bakterilerin KP'un tGzerinde olup

olmadigini  saptamaktir.

* Kritik Proporsiyon genelde %1

“ LJ de bazi ilaclarin KP'u %10 (SM,

ETH vs.)



Kritik Konsantrasyon (KK)

+ Tlag-ydntem-besiyeri etkilesimleri sonucu
ulagiimis ve standardize edilmis degerdir.

< Bu konsantrasyonlarda bakterinin Uremesi

engelleniyor ise ilacin o bakteriye etkili oldugu
soylenebilir.

Yonteme ve besiyerine gore KK farklilig
+ Tlacin, bazi besiyeri komponentlerine farkl
oranlarda baglanmasi ve absorbsiyonu

< Besiyerinin hazirlanmasi sirasinda degisik
oranlarda inaktivasyonu,

<+ Yeterli ureme icin gerekli olan siirede degisik
oranlarda inaktivasyonu



Onerilen kritik konsantrasyon ve kritik proporsiyoniar

/H10 LJ

Antitiberkuloz ilac
KK (ng/ml) KP (%) KK (ng/ml) KP (%)

Izoniazid (INH) 0.2 1 0.2 1
Rifampisin (RIF) @ 1 @ 1
Streptomisin (SM) .0 1 1.0 10
Ethambutol (EMB) 5.0 1 2.0 1
Pirazinamid (PZA)* 50.0? 1 100.0 10
Amikasin (AMK) 4.0 1

Kapreomisin (KAP) 10.0 1 40 1
Kanamisin (KAN) 5.0 1 20 10
Etyonamid (ETH) 5.0 1 20 10
Klofazimin (CLF) 1.0 1

Sikloserin (CYC) 30.0 1 30 10
Ofloksasin (OFL) 2.0 1 2 1

PAS 2.0 1 0.5 1



» Test edilen susun direncli yada duyarl

olduguna KK’'da karar verilir.

Bazi ilaclarin yuksek konsantrasyonunun

da test edilmesi onerilir.

\

INH 0.2ug/ml (KK) & R

INH 1.0ug/ml = S

4

disutk
dizeyde
direnc

Bu durumda INH'’In tedavi rejiminde yer

almasi yararl olabilir.



Direnc Orani Yontemi

Standart sus Test susu

M. tuberculosis H37Rv TS/SS MIK =2
TS/ISS MIK 28 ™=>direncli

ETHAMBUTOL RIFAMPIN ISONIATID STREPTOMYCIN

80ug/ml | 40ug/ml | 04 ug/ml | 40 ug/ml

4uginl | 2uginl | 02ugiml | 20 ug/nl Degerlendirmesi zordur,
yeterli calisma yoktur,
hata orani yluksek

20ugim | 10ugim | 0.0 ugml | 10 ugiml

CONTROL PNBA CONTROL




Mutlak Konsantrasyon Yontemi

Kontrol llacli

+—— Direncli

2x10° veya 1x10* cfu/ml mikobakteri, dort hafta sonra
Ilacli besiyerinde 20 cfu’'dan fazla koloni direncli
Hata orani yuksek



Testlerin sonuglanma sireleri

O Genotipik testler (2-8 h)
o Canh bakteri varligina dayal testler (2-10 gin)

O Sivl besiyerinde kiltlire dayall testler (1-2 ht)
O Katl besiyerinde kiltire dayall testler (3-4 hf)
= Middlebrook 7H10 (3 ht)

s LJ (4 hf)



Hizhh Ticari Sistemler

= Standart AP yontemi bir hizli duyarhlik testi yontemi degildir

- Direngli organizmalarin saptanmasinda hizli, standart, pratik

duyarhlik yontemlerinin kullanilmasi onerilmektedir

«» CDC'ye gore;

Ornek kabul edildikten sonra 30 giin iginde primer
ilaglara karsi duyarhlik sonuglarm rapor edilmeli.

» Bu amagla CLSI;

FDA'in de onayladigi, sivi besiyerinde kiiltire dayali bazi
hizh ticari sistemlerin kullanilabilecegini kabul etmistir.

= BACTEC 460 TB,
= MGIT 960,
= Versa TREK (ESP II)




Hizli Ticarl Sistemler

« Hizh ticari sistemlerde elde edilen sonuc,

= Test edilen izolatin herhangi bir ilaca karsi direncli
oldugunu gosteriyorsa,

m Kararsiz kalinmigsa

J

<« Standart agar proporsiyon yontemi ile testin
tekrari,

+ Tekrar sirasinda INH'In yiksek
konsantrasyonunun da test edilmesi
onerilmigtir




BACTEC 460 TB

(Becton Dickinson)

O B460 radyoaktif atik tireten yari otomatize bir

sistemdir

0 BACTEC 12B sisesi, Middlebrook 7H9, karbon

kaynagi '4C igaretli palmitik asit icerir

O 4C isaretli palmitik asit kullanimi

|
1400,
| Ureme Indeksi (GI)

DSO ve CLSI standart yontem
5-7 glnde sonug




Tlagl kontrol ve ilagsiz sigelere ekim yapilir.
Tlagsiz sigeye 1/100 diliisyonda inokulum ekilir.

Kontrol sisesinin Ureme indeksi (6I) degeri =
30'a ulagtiginda gunlik GI farki (AGI) hesaplanir

llacl sige Gl 2 Kontrol sisesi AGI > DIRENCLI
llaclhsise Gl < Kontrol sisesi AGl > DUYARLI

Gunluk Gl




MGIT 960 Sistemi
(Mycobacterium Growth Indicator Tube) (BD)

“* Modifiye Middlebrook 7H9 tlpleri

< Tupun dibinde silikona gomult O, ile bilegik halde
bulunan fenatrolin rutenyum klorid pentahidrat
adinda floresans veren bir indikator bulunmakta

< Mikobakteriler tupteki O,’ni tuketmgk

<+ Indikator serbest kalarak
floresans aciga cikmakta

< Floresans miktari, dreme
indeksi olarak degerlendirilmekte




MGIT 960 Sistemi (BD)

Negatif Kultur Pozitif Kultur
O O, | -] Ustkisim [— O,
o.CO; O,

2
OZ 02 02 OOZO ! 02
co, —al] swvi P 0
O, : 0, ,COy
COo, O, 52 ',
RSO0 roF & F
- .- | —=ll]l Sensor [I— 2 _F
FO,F o, FEFO: F

Floresan gok az veya yok KuyvetiEloresan



MGIT 960 Sistemi (BD)
Duyarlilik testi,

» Ilagsiz tipteki floresans (1/100) ile ilag
iceren tiiplerdeki floresansin kargilagtirmasi
esasina dayanir

+» MGIT 960 cihazi floresans: surekli izler,

sonuglari otomatik olarak yorumlar, direngli ya
da duyarh olarak verir

= Ilag tipindeki relatif Greme > kontrol
tipindeki ireme ise direngli
+~ BACTEC 460TB ve proporsiyon ile uyumlu

+~ Saptama siiresi B460 TB ile ayn



BacT/ALERT 3D (BioMérieux

A

Modifiye Middlebrook 7H9
SIvl besiyeri iceren siseler

LLLLL

e Kolorimetrik, bilgisayar
destekli kapall sistem

« BACTEC 460TB ve

proporsiyon ile,ozellikle INH

ve RIF sonuclari uyumlu
BacT/ALERT 3D - (240'hk)

e Saptama suresi B460 TB'ye |
yakin =

T —
T
———
_—
=_—



BacT/ALERT 3D (BioMérieux)

<—>H,C0, <> H'+HCO,

 Her sisenin tabaninda
silikona gomuli kolorimetrik
sensor bulunmakta,

e Sensor, mikobakterilerin
olugturdugu ¢ozinmig CO,
degisimine ve bunun
sonucunda degisen pH'ya
duyarh = renk degisikligi

e Pozitiflik durumunda

sensorun rengl koyu
yesilden donmekte




VersaTREK (Extra Sensing Power II kiltir
sistemi, Trek Diagnostics)

* Devamli moniterize, tam
otomatize, radyoaktif olmayan bir
sistem

+ Zenginlestirilmig Middlebrook
/H9 besiyeri ve seliiloz stinger

* Mikobakterilerin O, tiketimine
bagli olugan gaz basing
degisikliklerinin devamli takip , |
edilmesi ve bilgisayarda grafiksel —

4 4
s b ° S . w',{ A 21 24148 VA a1
olarak gorintulenmesi B i

Duyarlilik testi, antibiyotiksiz ve
antibiyotikli sigelerdeki liremenin 2% 46018 ve proporsiyon
ile uyumlu

karsilastirilmasi esasina dayanir.  Saptama siiresi B460 TB'ye
yakin



TK Kultir Sistemi (Salubris)

% Izolasyon: TK Medium, TK SLC
(selektif, PolyPANT: polimiksin
B, piperasilin, amfoterisin B,
nalidiksik asit, trimetoprim )

o Tur ayrimi: TK PNB

(p-nitro-benzoik asit)

< Anti-TB Ilaclara duyarlihik: TK
INH, TK RIF, TK STR ve TK
EMB kati besiyerleri ve TKPZA

< MYCOLOR TK otomatik okuyucu
Inkibator




TK Kultur Sistemi (Salubris)

“* TK Medium, coklu renk
Indikatorleri kimyasindan
yararlanilarak hazirlanmig

<»Mikobakterilerin Urettigi
metabolitlere ve enzimlere

pagll olarak TK Medium

pesiyerinin orijinal

KIRMIZI renkten ya

<»Diger bakteri veya fungal
turlerin varliginda ise
KIRMIZI renk e
donmekte

TK MEDIUM CONTAMINATION
MYCOBACTERIA



MODS (Microscopic-Observation Drug-
Susceptibility assay)

- Manuel, ticari olmayan, ucuz (~2%)

- 24 kuyucuklu hiicre kiiltir plaklarinda

- MB7H9+0OADC+PANT A+(NaOH/NALC)-islenmis
balgam

- Invert 15tk mikroskobu x40— M. tuberculosis kord

- Direkt antimikobakteriyel duyarlilk

7,
18002 W) )]

o o o | Guhure and
nifem pici | ' _.' dinect
slrastomye ) ( ) () | [N——
i~ testing
1000

Specimen 1 Specimen 2




MODS

duyarhhk ort. belirleme siiresi
MODS %92 9 gun
L/J % 76 24 gun

Caviedes L, et al. JCM 2000; 38: 1203.

duyarhlik ort. belirleme siiresi: smear(+) smear(-)

MODS %94 8 gun 7gun 10 gun

L/J %87 16 gun 16 gun 28 gun

Moore DA et al. JCM 2004 42: 4432.



Etest (AB-Biodisk)

- Primer antituberkuiloz ilaclarin
MIK degerleri

e Test suresi ortalama 5 gun (5-10
gun)

e Yuksek konsantrasyonda inokulum,
pahall

e Gelismekte olan ulkeler icin cok
uygun degil

Etest / BACTEC460
(J Clin Microbiol 2002; 40: 6, 2282-4)

 RIF'de %97, INH'da %96 ve STR’de
%80




Genotipik Yontemler

M. tuberculosis'de direng genleri

Tlac Direnc geni Mutasyonun sikligl (%)
RIF rpoB 96-100
INH katG 42-58
InhA 21-34
kasA -
ahpC 10-15
PZA PNcA 72-97
EMB embCAB 47-65
STR rpsL 52-59
rrs 8-21
FQ gyrA 75-94

gyLB




Genotipik Yontemler

0 DNA eldesi

O Hedef bdlgenin amplifikasyonu

O Mutasyonun saptanmasi
O DNA dizi analizi

Reverse hibridizasyon testi
RNA/RNA mismatch analiz
Heterodubleks analiz

SSCP

Real- time PCR

DNA microarray

OO 0000



< Bitun TB vakalarinin %5'i CID-TB
< 2007 yilinda 500 000 civarinda yeni CID-TB

< En fazla gorulen bes ulke;
Hindistan
Cin
Rusya Federasyonu
Guney Afrika
Banglades




< Ulkemizde daha 6nce yapilan calismalarda;

» Yontemlerin farkli olmasi
» Kullanilan ila¢ konsantrasyonlarinin

belirtilmemesi
» Standart ve ortak miktarda ilac

kullaniimamasi

«» Turkiye Ulusal Tuberklloz Sirveyans

arastirmasi (TUTSA) verllert;
> Dispanserlere kayitl tim hastalarin

sonuclarindan olugmaktadir
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Ilag duyarhlik testi calisilan hastalarda her bir TB ilaci i¢in toplam direng¢ sonuglar:,

2005-2007
2005 2006 2007

Direnchi Oran Direnchi Oran Dirench Oran
Yeni hastalar (n=3.237) (n=4.135) (n=4.142)
1zoniyazid 291 9.0 444 10,7 492 119
Rifampism 144 44 185 45 202 49
Etambutol* 97 3.0 147 36 115 28
Streptomisin* 227 7.0 348 84 296 7.1
¢ID 101 3.1 131 3.2 120 29
Tedavi gérmus hastalar (n=508) (n=711) (n=775)
1zoniyazid 139 274 169 238 214 27,6
Rifampism 107 21.1 141 19.8 145 18,7
Etambutol* 51 10,0 94 13,2 64 83
Streptomisin® 77 15.2 121 17,0 107 138
CID 90 17.7 118 16.6 120 15,5
Tum hastalar (n= 3.745) (n=4.846) (n=4.917)
1zoniyazid 430 115 613 12,6 706 144
Rifampism 251 6.7 326 6.7 347 7.1
Etambutol* 148 40 241 5,0 179 36
Streptomisin* 304 8.1 469 9.7 403 8.2
CID 191 5.1 249 5,1 240 49




Ila¢ duyarhlik testi sonuglarinda ilag direnci dagilimlar. 2007

Yeni hasta Tedavi gormus Tum hasztalarda
(n=4.142) (m=77%5) (n=4.917)
Sam Oran San: Oran Sam Oran
DUYARILI 3.382 81,7 511 65.9 3.893 79.2
DIRENCLI 760= 18,3 264+ 34,1 1.024= 20,8
H direncgh 272 66 338
R direngh 59 19 78
S diwrench 140 18 158
E direncgh 28 - 32
TOPLAM TEK {LAC 499 12,0 107 13,8 606 12,3
HR direngh 50 - 94
HS dwench 68 17 85
HE dwrench 22 - 26
RS direncghi 14 5 19
RE dwencgh 3 0 3
ES dwrench 6 1 7
TOPLAM IKI fT.AC 163 39 71 9.2 234 4,8
HRS dwench 27 24 51
HRE dirench 15 15 30
HSE dwench 9 6 15
RSE direngh 5 1 6
TOPLAM UC ILAC 56 1.4 46 5.9 102 21
HRSE dirench 26 0.6 33 43 59 1,2




Tirkiye’de Tiberkiloz Ila¢ Direnci

Turkiye'de bircok merkezde
bu amagcla calismalar yapilmaktadir. CID-TB oranlari
% 3 ila % 14 arasinda degigsmektedir.

*GATA Tibbi Mikrobiyoji AD'da (1998-2001,
2002-2003, 2005-2006) total CID-TB oranlari;

*0% 1.7, % 2.6, % 2.9

* INH direnci; % 9.8, % 15.2, % 17.8

* RIF direnci; % 2.6, % 3.3, % 4.0

% Aydin ve ark. 2009-Trabzon-CID-TB %4.36
< Ocak ve ark. 2009- Kocaeli- CID-TB %2

< Aktas ve ark. 2009- Erzurum- CID-TB %2.7
< Durmaz ve ark. 2004- Malatya-CID-TB % 4.8




Tirkiye’de Tiberkiloz Ila¢ Direnci

*Sekonder anti-tuberkiloz ilaclar ile
lgili sinirli verilere sahibiz
*Ozkutik ve ark. 2008-Manisa'da
40 MDR-TB susuna sekonder anti-tb. duy. Testi
* Bir tanesi YID-TB olarak saptanmis
* Turkiye'de ilk YID-TB vakas

Tarkiye’de anti tiberkuloz ilac direnci ¢cok yiuksek
degilmig gibi gorinse de, bu diren¢ uzun yillardan
beri devam etmekte olup mutlaka dikkate alinmasi
gerekir. Hedef bu direnc¢ oranlarinin geligsmis
Ulkelerdeki daha dusuk seviyelere indirilmesi
olmalidir.
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