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Kaltir- Ornek

« Steril/steril olmayan 6rnekler
- 2 ornek yeterli-DSO

- Orneklerin islenmesi :Kubica yéntemi,
NALC-NAOH
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 Kultur ekimleri, tanimlama, ve
ila¢ duyarlilik testleri BSL3'de
yapiimahdir.

* Bir on oda bulunmalidir.

- Saatte 6-12 hava degisimi
olmalidir.

AUTHORIZED
PERSONNEL




_n1g (Decontamination-Dige.

NALC (N-acetyl L-cysteine)-NaOH (soa.
Oxalic Acid

Directly on specimens from non-sterile sites

Decontamination (NaOH):

To eliminate contaminants as much as possible w
affecting the viability of mycobacteria

Digestion (NALC):

To release mycobacteria trapped in specimen muct
To improve the decontamination process
To facilitate concentration of the specimen

1S

Delicate procedure: if it is too harsh, the yield is af
mycobacteria are also killed; if too mild, specimer
overgrown by other bacteria. Many manual steps
Optimal method for specimens other than sput’
Risk of cross-contamination

N/A. Sediment or pellet obtained: used for sm
amplification test (NAAT) or culture

‘amination rate: cultures overgrov
="\ and 8-10% (liquid?

Homojenizasyon,
dekontaminasyon ve
ndtralizasyon

Homojenizasyon: Kultlrdn duyarlihgini arttirir

Dekontaminasyon ve noétralizasyon:
Kontaminasyonu ortadan kaldirir ve pH’yI dengeler.

* 1 N NaOH ile dekontaminasyon —modifiye Petroff
yontemi

* NALC-NaOH ile dekontaminasyon

e Zephiran trisodium phosphate

e Oxalic acid yontemi

* Cetylpiridinium chloride sodium yontemi

» Sulfirik asit yontemi



The number of

ACD 'nAdinsian haw

AFB indicates how
infechious the patient /s

s importantto rcord | 1 =9 AFB In 100 fels

What you see
No AFB in 100 fields

What to report

No AFB observed

Record exact number of bacl

exacty whal you see. | 10 - 99 AFB in 100 felds

14

=10 AFB per field, check 50 fields l+
More than 10 AFB per feld, check 20 fields 3+
What you see (200x) [ What you see (400x) _ What to report
No AFB in one length No AFB in one length | No AFB observed
1-4 AFB in one length 1-2 AFB in one length Confirmation required*
5-49 AFB in one length 3-24 AFB in one length | Scanty
3-24 AFB in one field 1-6 AFB in one field | 1+
25-250 AFB in one field | 7-60 AFB in one field 2+
>250 AFB in one field | >60 AFB in one field 3+

* Confirmation required by another technician or prepare another smear, stain and read
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e Altin standart- Kesin tani

* Ureme, tanimlanma, iDT, epidemiyolojik
calismalar

 Kiiltirde mikobakterilerin liremesi icin
hasta orneklerinin ml .de 10-100 canli
basilin olmasi yeterlidir.

* Duyarhhlig1 %80-85, 6zgullugli %98
e Mikroskopide- 5000-10 000 basil/m]

e MTB bolinme sliresi 18-24 saat- Greme
uzun

e Kultur degerlendirme suiresi 6-8 hft-uzun

 Ozel besiyeri gerektirir .



En sik
kullanilan
besiyerleri

Kltdr besiyerlen
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Besiyerleri Besiyerleri Besiyerleri Sistemler
+ Lowenstein Jensen + Middlebrook 7H10 + Middlebrook 7H9 | %% N
+ Ogawa + Middiebrook 7H11 + MGIT Manuel

+ VersaTREC



Lowenstein - Jensen besiyeri
hazirlanmasi

Bilesim (g/1,6 L; hazirlanmus besiyeri icin)

KH2P0O4 2,5; MgS047H20 0,24; tri-Magnesi
dicitrate 14-hydrate 0,6; L-Asparagine 3,6;
Potato meal 30,0; Malachite green 0,4

Hazirlanmasi

Bu besiyerinin hazirlanmasi di%zr pek cok
besiyerinden oldukga farklidir. Dehidre besiysg
37,5 g/600 mL olacak sekilde damitik su iginc
cozulur, gerekirse 600 mL bazal besiyeri igin
ml gliserol (Merck 1.04094) ilave edilip,
otoklavda 121 oC'da 15 dakika sterilize edilir.
50 oC'a sogutulup lizerine 1 litre taze
zumurtadan hazirlanmig tam yumurta (sari v
eyaz karisik) homejenizati ilave edilir. Bu
homojenizatin hazirlanmasinda gereken asep
kurallarina uyulmalidir. Homojenizat ilave
edilmeden once 25 °C'da pH'si 4,8+0,2
olmalidir. Yumurta ilavesinden sonra hava
kabarciklar olusmayacak sekilde iyice
ka n?tlrlhr ve steril tuplere 7'ser mL olacak
sekilde dagitilir. Tiipler yatik olarak 85 oC'da 4
dakika doymus su buharinda (inspissator'de)
tutularak koagtilasyon saglanir. Steriliteden
emin olmak icin bu islem 24 saat sonra bir ke
daha tekrarlanir. Hazirlanmis besiyeri bulanik
ve yesildir.




Kultar Yontemlerinin Karsilastiriimasi

Yumurta temelli

Agar temelli

besiyerleri besiyerleri o' besiverleri
Hazirlik Zahmetli Kolay Kolay
Raf omru 6 ay 4 hafta Kullanlan sisteme gore dedisir
Besiyeri gorunuma Opak Seffaf Seffaf
Kolonl morfolojisi Ayirt edilebilir Ayirt edilebilir Ayt edilemez
Ortalama Ureme suresi 21-42 gun 18-28 gun 7-14 gln
Sonuclandirma stresi 8 hafta 6 hafta 6 hafta
Izolasyon sansi Yiksek Yuksek Cok yuksek
Maliyet Dusik Orta Orta-Yoksek




: Conventional

y

ﬂf

olorimetric solid media

Slow : weel
Low sensiti

- Kiiltiir Yontem cegsitleri
- Genellikle gliserol, asparajin iceren yumurta temelli by, agar

bazli by, serum ve sigir albimini iceren sivi by kull.

- Malasit yesili-kont. onleyici
- inhibitor,antibiyotik eklenebilir.
* Kati by kont./lGreme takibi icin 2/hft, sonra 8. hft’a dek en az

hft’da 1 treme acisindan kontrol edilir.

* Sivi by’nin hft'da 2 kez kontrolu yapilr.

- Kiiltiir ekimleri ve inklibasyon
- Klinik rnekten dogrudan ekim- Kan ve Ki
* MTBC basilinin Greme sansini arttirmak icin en az bir sivi bir

de kati by’nin birlikte kullanimi 6nerilir. -CDC***

* Sivi by - otomatize sistemler izolasyon suresini kisaltir.
- Selektif besiyerleri :

*L-J Gruft (penisilin, nalidiksik asit

*Mycobactosel L-J (siklohekzimid, linkomisin, nalidiksik asit)
*Mycobactosel Middlebrook 7H10

*Mitchison’s selektif 7H11(karbenisilin, polimiksin B,
trimetoprim laktat, amfoterisin

*TK-selektif



Kati besiyerinde Gireme olmasi

== Kati Besiyerinde Uremenin

K_/H B ° | d ° Y °
Yaymada kontaminant = I I rl l I I I
mikroorganizma varliji ve

¢ ARB Negatf | ARB Pozit « MTBC saptanan izolatlar- ‘Mycobacterium tuberculosis
nkdbasyona 8, ’

devam edin

.K kk X ' Dk Cd v :T,,r inl o3 sn v . (=== .e
| e 1| " | e | * TDM olarak saptanan izolatlar ‘Tuberkiloz Disi

tekrar ekin® ¢ | tamambanamayacaksa

“"““I‘“"“ b S vy ' e 1 o Mikobakteri’ olarak bildirilir.

“Mikobakteri Uremedi *Aside Direnl Basil Oredi”
geklinde raporlayin seklinde raporlayin v e . ’
| e Kultdr izolatlari en az 1 yil siire ile (-70 C’de) saklanir.

MTBC-TOM aynmi yapin
(bkz, BOIGm-S, Tur Tayin)

l + ARB pozitif koloni yoksa: *Ureme olmad”
MTBCerl Birinci Secenek * 1-19 koloni: *1-19 koloni ARB pozitif basil Gredi”
1oTye an + 20-100: "ARB pozitif basil Uredi (14)*
(bl Bdkom:7. IoT) v 100-200: "ARB pozitif basil Gredi (2+)"
+ 200-500: *ARB pozitif basil Uredi (3+)"

500 Usta: *ARB pozitif basil redi (4+)" seklinde raporfanir,




Otomatize

Kiltdr Izleme
Sistemleri

Mikobakterilerin hizli,
kolay Gremesinin
izlenmesinde

IDT icin de kull., ekim
sonrasi 4-12 g.de
sonug alinabilir.

Oksijen tiketimi/CO2
uretimi sapt. dayanir.

Kati by ayrica mutlaka Mikobakterilerin kisa
kullaniimali siirede saptanmasi



Positive controls Result

M. tuberculosis ATCC 25177 Growth on all media
M. kansasii ATCC 12478 Growth on all media
M. scrofulaceum ATCC 19981 Growth on all media
M. fortuitum ATCC 2841 Growth on all media
M. intracellulare ATCC 13950 Growth on all media (not included when

testing selective media containing
penicillin or carbenicillin).

Kaltar

Negative control Result

Son ugl arinin Escherichia colil ATCC 25922 Partial inhibition in non-selective media,
Raporlanmasi

total inhibition in selective media.

 Pozitif kilttr sonuclari 24 saat icerisinde bildirilmelidir.

 Tum pozitif sonuglar ilgili birim/hekime ve il Halk Saghg
Miidirliagine ivedilikle bildirilmelidir. (Kritik/Panik deger
bildirimi)

* islem gerektiren pozitif kiilturler haftalarca oda i1sisinda
saklanabilir.




Kultirde Kalite Gostergeleri

Ayda 1 kultir kont. oranlariincelenmeli.
(Kati by %3-5, sivi by %5-10)

Kaltir pozitiflik oranlari takibi

I111Yogun tUremenin oldugu pozitif kultir 6rneklerinin ardindan goérulen
seri pozitifliklerde

I1IMikroskopi pozitifligine gore beklenenden daha az (%90’in altinda)
kltirde Greme olmasi

Kalite Kontrol

Laboratuvarda hazirlanan besiyerlerinin kontrolu: Gériiniim, renk,
kontaminasyon vs. Her partinin % 1-3’i izlenir

Uégel’_cme ve secicilik; pozitif ve negatif kontrol suslarinin Gremeleri test
edilir.

Ticari by kull. kk raporu istenmelidir.

Ekipman kontroll: Sogutucu, inktibator sicaklik takibi,

kalibrasyon/bakimi, otomatize sistemlerin kalibrasyon ve bakimlar,
ortam sicakligi

DKK- Ulusal veya uluslar arasi bir Dis Kalite degerlendirme programina
katilmak gereklidir.




Koloni morf.,
Kaltur - gec sonug pigmentasyon- kati
by.de

Yumurta by’de-
yumurtanin tazeligi

Middlebrook 7H10,
7H11 by; 1s1/ 1s18a maruz
. Sivi by- kontaminasyon kald. serbest
Kultirde formaldehit artisi —
IE ureme inh.

Oleik asit-albimin-
dekstroz-katalaz (OADC)
ile kaltlr Gretim
zenginlestirme

sorunlar

[kisitlihklar Otom. Sist.: Ureticinin . Kont. dnleyici
i o Kanli 6rnekler o .
onerdigi antimikrobiyaller bazi
o floresansi . . .
homojenizasyon ve o mikobakterilerde Greme
: . . maskeleyebilir. .
dekontaminasyon islemi inh.

MTBC ve TDM uremesi

birlikte olabilir.
Molekuler yontemlerle
ileri analiz yapilmasi
onerilir.



****TlberkUlloz Disi Mantar: Genellikle yavas
Mikobakteriler(TDM): ureyen, ARB degil, hif
Hizli/yavas lGireyen, ARB, yapilari mikobakterilerden

genellikle kord olusumu yok daha kalin

Bakteri: Bazi yakin
Kiltiirde gérilen tirler(Gordonia,
kontaminasyonlar Tsukamurella, Nocardia,
Rhodococcus, Dietzia) ve
Legionella micdadei disinda
ARB degil

Maya: Genellikle ARB degil.

Ookist: Cryptosporidium,
Isospora, Cyclospora disinda
genellikle ARB degil



Kaltur ekimi
Kati sistemlerde-Cokeltiden 200ul kati by’ne aktarilir.
Sivi sistemlerde-6nerilen miktarda ekim yapilr.
Inkiibasyon:

Yumurta bazli by’ne (LJ, Ogawa,vb.) ekilen 6rnekler emilinceye kadar
kapaklari gevsek, besiyeri yuzeyi yukari bakacak sekilde yatik pozisyond
35-37 C’de bir hf. suresince inklibe edilir.

1. hf. sonra kapaklari sikistirilarak dik konumda inkiib. devam edilir.

MB 7H10 veya MB 7H11 by’leri, ekilen 6rnek emilinceye kadar by asagiu
kalacak sekilde 35-37 C'de ve %5-10 CO2’li ortamda inkube edilir.

Kontaminasyon kontrolu- Tum kati by’leri, hizli Greyen mikobakterilerin
erken sapt. ve kont.'nun uzaklastirilmasi icin inoktlasyondan 3-5 gin
sonra incelenir.

By Ureme- kontaminasyon kontrolii- ARB boyama

Ornekte kont.- islem gérmis dérnekten yeniden dekont. ve ekim



ARB pozitif tim dremelerde MTBC ve
TDM ayirimi yapilmalidir. (TDM- klinik
anlamlilik)

MTBC-TDM Ayirimi

Biyokimyasal testler zaman alici/ zahmetli-
sonuc degerlendirilmesi glc

Fenotipik yontemler
Ureme 6zellikleri, biyokimyasal testler,

HPLC(High performance liquid
chromatography)

Genotipik yontemler

PCR restriksiyon enzim analizi, ters
hibridizasyon testleri

Immiinokromatografik yéntemler



Tur tayini- Fenotipik yontemler

- Ureme Ozellikleri- MTBC-TDM ayiriminda yardimci-kesin tani koydurmaz.
- Kati by’ne kiltur pasajinda 7.ginden sonra urer

* R tipi (dUzensiz)kuru, devetiyu renginde koloniler olusturur,

* Pigment yapmaz.

* Sivi kiiltiirden ARB boyama-yilanvari/halat benzeri yapilar (kord faktor)

- Biyokimyasal testler- MTBC’nin TDM ayiriminda kullanihr.
- MTBC sonuglari :

- Katalaz testi; Bazi INH direncli MTBC ve M. bovis disindaki butin
mikobakteriler katalaz pozitif

* Niasin birikim testi; pozitif

- MTBC ve M.simiae ile M.chelonae’nin bazi izolatlari daha fazla nikotinik

asidi metabolize edemezler ve ortamda daha fazla birikir .
* Nitrat indirgenme testi; pozitif —strip
 Paranitrobenzoik asit(PNB)’li besiyerinde liremez. Kontrol

- Katalaz, niasin ve nitrat indirgenme testleri bir arada kullaniimalidir, tek
baslarina MTBC-TDM ayirimi yapamazlar.




Interferon Gama Salinim Testleri (IGST)

* MTBC kompleksin 6zgul antijenlerine karsi in vitro IFN-y
saliniminin saptanmasina dayanir. MTBC kompleks aj’lerine
karsi hiicresel immiin yaniti 6lgen in vitro testlerdir.

 MTBC RD 1 (region if difference) bolgesindeki genler
tarafindan kodlanan ESAT-6, CFP10 ve bazilarinda TB 7.7
proteinleri aj ol. kull.

* Buantijenler TDM turleri (M.kansasii, M. szulgai ve
M.marinum lelnda) ve M.bovis BCG'de bulunmaz-
IGST lerin 6zgulligu yuksektir.

* |GST testleri, tiberkulin deri testi(TDT) ne alternatif olarak
gelistirilmis, TDT ve IGST, LTBE tanisinda kullanilan ancak
aktif tuberkulozu dislamayan, LTBE ve aktif TB ayirimi
yapamayan testlerdir.

o Kkkkkkk

* a) QuantiFERON-TB Gold In Tube test (QF-GIT): Tam kanda
ozgil antijenler(ESAT-6, CFP-10 ve TB7.7) ile uyarilan T-
hiicrelerden salinan IFN-y diizeyini 6l¢en bir ELISA testidir.

b)T-SPOT TB; periferik kan mononiikleer hiicreleri ile ESAT-
6 ve CFP-10 antijenlerine spesifik IFN-y lGreten T hiicreleri
sayan ELISPOT (enzime bagl immunospot) testidir.




Identifikasyon

10/min: '}“\;
A

PCR restriksiyon enzim analizi (PRA)

Kdltur izolatlarinin hsp65 geninin 441 bp’lik parcasinin PCR ile
amplifikasyonunu takiben amplifiye Grunlerin BstEll ve Haelll
restriksiyon enzimleri ile kesimi esasina dayanmaktadir.

Incubation of sample

Restriksiyon paternleri, fragman buyuikliagu karsilagtirmasi-
mikobakteri tipi belirlenir.

Test bir glinde calisilir. Maliyeti uygun
Ters hibridizasyon testleri

Kaltdr izolatindan amplifiye edilmis biyotinle isaretli PCR
drtnlerinin, nitroselliiloz seritler Gzerine baglanmis 6zgiin DNA
problariile hibridize edilmesi temeline dayanur.

Ters hibridizasyon testleri «Line Probe Assay (LPA)»hizli,
uygulanmasi ve degerlendirilmesi kolay, ancak ekipman
gerektiren ve maliyeti yuiksek testlerdir.

Immiinokromatografik yéntemler

MTBC’ye 6zgu hiicre duvar antijenlerini (MPT-64) saptamaya
yonelik gelistirilmis testlerdir.

Kati/sivi kiltirden calisilabilir, dklar icerisinde sonug alinir.

Basit, uysulanma5| kolay, hizli, ekipman gerektirmeyen ve
mallyetl usuk testlerdir.

DNA extraction Amplification and detection Results in approx. 3 hours




+ Mikobakteri tlirlerinin MALDI-TOF ile tanimlanmasi

// X / . \\\\\
* MALDI-TOF kutle spektroskopisi 16s ribozomal proteinleri // S \ ‘“
inceler. \ “‘ \\\\

- Test edilen kdkenler ile bilinen referans kdkenlerinin kutle /‘
pikleri kiyaslanarak tanimlama yapllir. [ | Whole Genome 2L “ \\“\I'
petragills ,)/,/." }.-.‘
\ &> iw / )

* Bir organizma 20 dk icerisinde tanimlanir. Erken tani- erken “("
tedavi

« HPLC(High performance liquid chromatography)

* Mikobakteri kaltir izolatlarinin tanimlanmasinda, mikolik S
asitlerin ekstraksiyonu ve ayristirilmasina dayanan
kimyasal bir ydontemdir.

+ Tiim Genom Dizilimi -Whole genome sequencing (WGS) *2 ‘

* Bir organizma genomu DNA dizilimini tek bir seferde T
tanimlayan bir sistemdir.

- Hastane ve toplu ya%anan verlerde mikroorganizma
tanimlanmasinin hizli ve kesin olmasini ve enfeksiyon,
morbidite ve maliyetlerde azalmayi saglayacaktir.

* WGS cok ilaca direncli olgularin saptanmasinda da hizli
tanimlama saglamaktadir.




llac Duyarlilik testleri

* Tuberkulozda ilac direncinin dogru ve hizli tanisi,
erken tedavi ile ila¢ direncinin yayilimini
azaltabilir, hastaligin stiresini kisaltabilir, ktir
oranini arttirabilir.

- llac direncinin dogru ve hizli tanisi, uygun klinik
takip ve enfeksiyon kontrol onlemlerinin
olusturulmasinda son derece dnemlidir.

- ilag direncinin dogru tanisi; iyi standardize
edilmis ve guvenilir test yontemlerini kullanan,
deneyimli, iyi donanimli ve kalite degerlendirme
programlarina katilan laboratuvarlarda
uygulanmasi ile saglanabilir.

DRUG SUSCEPTIBILITY TESTING

.

* Proportion method

« Solid media

« Liquid media

» Absolute concentration method

« Relative ratio method




Categories of Antituberculosis Drugs: WHO

* Group 1 - First-line drugs: Isoniazid, rifampicin, ethambutol, pyrazinamide

* Group 2 - Injectable agents: Kanamycin, amikacin, capreomycin,
streptomycin

* Group 3 - Fluoroquinolones: Levofloxacin, moxifloxacin, ofloxacin

* Group 4 - Oral bacteriostatic agents: Ethionamide, cycloserine, para-
aminosalicylic acid (PAS), prothionamide, terizadone

* Group 5 - Unclear role: Clofazamine, linezolid, amoxicillin/clavulanate,
Imipenem/cilastatin, thioacetazone, high-dose isoniazid, clarithromycin,

r o<



llac Direncine Yol Acan
Faktorler- Yetersiz TB tedavisi

Countries that had notified at least one case of XDR-TB by the end of 2011

- Hastalar- Bilgi eksikligi, tedavi ve/veya ulasim
icin maddi kaynak eksikligi, bazi yan etkiler,
uzun sureli kullanimda eksik kullanim,
malabsorbsiyon, sosyal engeller

Multidrug-resistant TB: . .
Mycobacterium tuberculosis resistant Extensively drug-resistant TB:

il wiiogi e e - llaclar-Kéti kalite ilag, diizensiz ila¢ destegi,
| hatali kullanim(doz/kombinasyon), direncli
uygunsuz ila¢ kullanimi

- Hekimler- Rehberlere uygun olmayan ilag
kullanimi



Gecikmis tani, izolasyon

. . DR-TB ¢
Uygun olmayan baslangic tedavisi ( Drug Resistant-TB) Resistant to
] > Isoniazid+Rifampicin
Tamamlanmamis tedavi 5 _

Uygun olmayan tedavi degisiklikleri ( Multi Drug Resistant

Basarisiz tedaviye tek ilag eklemek XDR-TB MDR-TB

( Extensively Resis:ant to

Kemoproflaksinin uygunsuz kullanimi B Best 2nd line Drugs

CID TB hastalarinin izolatlarini elde etmede
basarisizhk

DOT basarisizhgi
Sahte ilag




IDT ‘de
kualtir

yontemi
kisithlig

Drug Drug
susceptibility susceptibility
test test
(First-line) (Second-line)

Agar proportional method

*Many XDR-TB cases are not diagnosed since testing for

resistance to 2nd-line drugs is not routinely performed.
Blaschitz et al., 2011

«Accurate diagnosis and early initiation of treatmentare
important to reduce transmission and hinder the emergence of

drug-resistant TB. Ajbaniet al., 2011.



llac Direnc Mekanizmalari

1. Tum ilac¢lara duyarli wild tip
kdkenlerin tedavi sirasinda ilaca
S O M direncli kokenlere donltsumu
(kazanilmis direncg)

INHIBITION OF CELL WALL & MEMBRANE BIOSYNTHESIS
(Isoniazid, Ethambutol, Inamided

2. Uygunsuz ilag tedavisi nedeniyle
ilaca direncli kokenlerde direng
gelisiminin artmasi (gliclendirilmis
| direng)

OR ALTERED ENCODED PRODUCTS
(KatG, InhA, ahpC, rpoB, embB, pncA, gyrA,

N gyrB, rrs, rpsl, gidB, eis,tlyA and WhiB7)

. . .
Swsosr  wmmm - 3. llaca direngli olgulardan
(Rifampicin) (Fluoroquinolones:

Ofloxacin, Ciprofloxacin,

gecis olmasi (gecis yolu ile direng)




Drug Mechanism of Action General Resistance Mechanism
Rifampicin RNA synthesis inh. Mutation in rpoB gene

Isoniazid Mycolic acid biosynthesis inh. Mutation in Kat g gene

Pyrazinamide Membrane potential destruction Mutation in pncA gene

Ethambutol Arabinogalactan biosynthesis inh. Mutation in embB gene embB306 codon

Amikacin/ Kanamycin

Protein synt hesis inh.

Modulation in 165 rRNA target zone(1400
and 1401 rrs gene)

Capreomycin

Protein synthesis inh.

Mutation of tlyA which depletes rRNA
methyltransferase and cross reaction with

aminoglycosides

Streptomycin

Protein synthesis inh.

Mutation in rpsL and rrs zone

Fluoroquinolones

DNA gyrase and topoisomerase |V inh.

Mutation ingyrA and gyrB and enhanced
ABC-type efflux pump expression

Ethionamide

Mycolic acid biosynthesis inh.

Mutation in ethA and inhA
Overexpression-cross reaction with isoniazid

Cycloserine

Peptidoglycan biosynthesis inh.

Overexpression of alrA

Para-amino salicylic acid

Folic acid and iron metabolism inh.

Mutation in ThyA and folC mutations

Clofazimine

Destruction of reactive oxygen
species(ROS) and cell wall

Mutation in Rv0678 cross reaction with
Bedaquiline

Linezolid

Protein synthesis inh.(50 5)

Mutation in rplC T460C

B-lactam /B-lactamase

inhibitsr:Amonxicillin,

meropenem, imipenem

Destruction of cell Wall due to
peptidoglycan modulation

Over expression of B-lactamases(BlaC), point
mutations in target zone, enhanced efflux

(Rv0194)

Tiacetazone

Metiltransferases inhibition in mycolic
acid biosynthesis

Mutation in ethA

Clarithromycin

Protein synthesis inh.(50 S)

emr37 expression

Bedaquiline Mitochondrial ATP syntase inh. Mutation in atpE cross reaction with
clofazimine
Delamanid Mycolic acid biosynthesis inh. Mutation in RV3547

DT, Hoaglond e al, [/ Advenced Dvug Delivery Reviews 102 (2016) 5572




- MTBC ID spontan mutasyonlarin bir sonucudur.

- Kultire dayali IDT, hst olust. mikobakteri toplulugu
icerisinde direncliler bir oranin tzerinde oldugunda
ilacin tedavide etkili olamayacagi temeline dayanir.

* Proporsiyon yont. amaci bir ilacin kritik
konsantrasyonuna direngli olan bakterilerin kritik
proporsiyon olan %1’in Gizerinde olup olmadigini
saptamaktir. Sivi by. kiltiire dayali ticari otomatize
yontemlerde de benzer sekildedir. Molekiler yont.-
direng ile iliskili gen mutasyonlarini saptamaya
yonelik genotipik yontemlerdir.

 Kiltdre dayali yont.de kull. ila¢ konsant. (kritik
konsant.) kull. yontem, by ve test ed. antibiyotige
gore degisir.

- IDT’ler direkt/indirekt yapilabilir. Direkt IDT yayma
pozitif ornekten dogrudan yap]Ian testtir; kont.
yuksek, basari orani dusuktur. Indirekt IDT ise

uremis kiilturden yapilir; basari orani yiiksektir, Ilag Direnci
ancak zaman alr.




TB ilac direnci, tedavi goren hastalarda direncli
mutant basiller yoluyla ortaya cikabildigi
gibi(sekonder direncg), dogrudan direncli kokenler ile
bulas olan, daha dnceden tedavi gormemis
hastalarda da (primer direng) gorilebilir.

Genel olarak sekonder diren¢ orani daha yuksektir.

Primer direnc¢ oraninin yiksek olmasi ttberkiloz
kontrol programinin basarisizliginin bir gostergesidir.

Yeni, nuks ve terkten dénen tbc olgularinin standart
ted.de kull. ilaclar birinci segenek ilaglar olarak
adlandirilir.

IDT en kisa zamanda calisiimalidir.

Izoniazid, rifampisin, etambutol, streptomisin birinci
secenek ilaclardir. Standart tedavilerin 6nemli bir
parcasi olan pirazinamid de birinci secenek
ilaclardandir. Ancak guvenilir sonuclar elde etmek
zordur.

llac Duyarlilik Testi



Her hasta icin izole edilen ilk M.tbc kompleks kékenine IDT yapllr.

i|ag duyar||||k Tedavinin 3.ayi ve sonrasinda kiltirde Greme saptanmasi durumunda

testlerinin yeni izolattan test tekrarlanur.

yapilmasi

gerEken Tedavinin 3.ayindan o6nce klinik olarak tedaviye yanit olmadigi
durumlar distnlllyorsa yeni 6rnekten test tekrar edilir.

Niiks, terkten dénen, tedavi basarisizligi ve kronik olgularda mutlaka IDT
yaplilir.




En yaygin
kullanilan ilag
duyarhlk

testleri

IDT Yontemler

— T/

Kulttre Dayali Yontemler Molekuler Yontemler
-r.‘k‘hl-

4 3 r N
Proporsiyon Otomatize svi Real-time LPA (Ters ol skt
yontemlen sistemler PCR hibridizasyon)

L L 4 L T

+ Agar (MB 7H10/11) | '+ MGIT 960 « Genelpert | | MtbORplus

« [owenstein Jensen |« VersaTREK +« [nnoLipa RIFTB




Agar Proporsivon Yontemi:

Referans yontemdir.

10-2, 10-* diliisyonlu inokulumlar kullanilir.

IDT Yontem Cesitleri Avantaj ve
Dezavantajlari

- MTBC’in antituberkulloz ilaglara karsi duyarlihgini
belirlemede, kiltiure dayali ydntemler ve dirence
neden olan mutasyonu belirlemeye yénelik
molekller ydontemler kullaniimaktadir.

* *Agar proporsiyon yontemi iyi standardize edilmis
gluvenilir bir yontemdir.

* *LJ Proporsiyon yontemi ekonomik olmasi
nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir yéntemdir.

 *Sivi besiyerinde kiiltiire dayali otomatize
yontemler sonuc¢ alma stiresini onemli derecede
kisaltmaktadir.

- *Molekiuler bir yontemle ise direkt klinik 6rnekten
direnci gostermek 1-2 ginde mimkiin
olabilmektedir.



Kalture Dayal
IDT’lerin
Karsilastiriimasi

L) Proporsiyon

Agar Proporsiyon

Otomatize Kiltiir

Yontemi Yontemi Sistemleri
Besiyeri Kat Kati Sivi
Test suresi 4-6 hafta 3 hafta 1-2 hafta
sonuclanma sores! (ndirekt test) 912 hafta 7-10 hafs 3-5 hafta
Guvenilirlik lyi lyi lyi
Kolayhk Orta Orta Kolay
Maliyet Dusuk Orta Yuksek
Ozel cihaz ve ekipman gereksinimi Yok Yok Var
Deneyimli personel gereksinimi Yuksek Yuksek Orta

Broth-based DST
MGIT 320/960

0.5 mL of organism
suspension diluted

1:100

k= 0.5 mL of organism

suspension undiluted

Growth INH INH RMP EMB

Control low high



Indirect Agar

MGIT 320 0r 960 | VersaTREK Sensititre

Proportion

Company Becton Dickinson Thermoscientific N/A Thermoscientific
KU ItUre Media Liquid broth Liquid broth Solid Liquid broth
Dayali IDT
m Tube Tube Petri plate Zoheiiacits
plate
No
Yes Yes No
FDA approved (laboratory
. (cleared) (cleared) S8 elored e (research use only)




Kilttire Dayali
Yontemlerin

Molekduler
Yontemlerle
Karsilastiriimasi

Kiiltiire Dayah Yontemler
(Fenotipik)

Molekiiler Yontemler
(Genotipik)

Prensip

Test suresi

Ornek kabulunden sonra
sonuclanma suresi

Direkt ornekten test
Kontamine ornekten test

Mikst kilturden test
Guavenilirlik
Kolayhk

Maliyet

lla¢ varliginda Gremenin
inhibisyonu

1-6 hafta
9-12 hafta

Olasi, ancak onerilmez
Olas: degil

Olas: degil

Yuksek

Kolay-Orta

Dustk-yluksek

Ozel cihaz ve ekipman gereksinimi Yok-var

Deneyimli personel gereksinimi

Biyolojik riski

Orta-Yuksek

Yuksek

Dirence yol acan gen
mutasyonlannin saptanmasi

2-8 saat

Direkt test 1-2 gin
Indirekt test 2-6 hafta™

Olas:
Olas:

Olasi

Bilinen mutasyonun
saptanmasinda iyi**

Kolay-Orta
Yuksek

Var
Orta-Yiksek

Dustuk

*  Direkt test, Ornekten caligilan duyarkhik testini; indirekt test kulturde Ureme olduktan sonra caligilan testtr,

**Antibryotije gore dedisen oranlarda, seyrek olarak mutasyon aranan gen bolges: digindalka mutasyonlar da

dirence neden olabilir. Bu durum yalanca duyarlihga neden olabiir.



* Kultliire Dayali Yontemler

* Proporsiyon yontemi ilacin kritik konsantrasyonunda,
bakterilerin %1’den (kritik proporsiyon) daha
fazlasinin iiremesi durumunda direngli olarak
tanimlanmasi esasina dayanir. Proporsiyon yontemi

iDT Middlebrook 7H10 veya 7H11 agarda ve LJ by.de

tekniklerinin benzer sekilde calisilir.

uygulanmasi - Otomatize sistemler de benzer sekilde proporsiyon
yonteminin prensibi temel alinmaktadir.

Soblvents and diluents
Substance Critical conoanbration [meg L) Solvents Diluents

Isoniazid Tsoniazid 0.2 (e D
Rifampicin Rifarmgpicin 40 M0 (|
Ethambatol Ethambutol divpdrochlonide 2 () D
Streptomycn Dihydrostreptomycin sulfate 4 DWW oW
Capreomoycin Caprepmmycin sulfabe 40 Ay (i)
Amikacin Amikacin sulfate 40 (L ()
Oflcodcin Oflcocacin 2 0. 1N NaDH ()

W = Sterile distilled water; DMS0 = dimethyl-sulfodde; NaOH = Sodiurm-hydroxdde,




Recommended Equivalent Test
Concentrations for First-line Drugs

System and Concentration (ug/mlL)

7H10 7H11

Agar Agar MGIT VersaTREK
1.0 1.0 0.4 0.4
1.0 1.0 1.0 RIS
5.0 7.5 5.0 5.0

- - 100 300

Recommended Concentrations for
Second-line Drugs

T o |
LT 7H10Agar  7H11Agar MGIT*
5.0 10.0 5.0
2.0and 100 2.0and10.0  1.0and 4.0



Ticari sivi sistemler.....

Amtonmted cultimes = WH reconunended
-

O Radiometric
BACTEC 460

0 Non Radiometric
MGIT 960

Mycolor TK

|

COENE CR T MFluorescence released andlf Pressure changes in ates are examine

detected due to oxygen headspace of the bottle Rrowth either manually using
from oxygen consumptiongkiew box or using the Vizion
by growing ystem

microorganisms

Can be inoculated from Can be inoculated from  Plates are Inoculated from
either liquid or solid media either liquid or solid growth on solid media and can
and results available 4-13  media and results be read 10-14 days later

days later available 4-13 days later

Usually Susceptible/ Resistant ~ MIC- laboratory might provide
Susceptible/Resistant- interpretive criteria of

Susceptible/Resistant
INH, RMP, PZA, EMB, and  INH, RMP, PZA,EMB  INK, RMP, EMB, streptomycin,
sometimes Streptomycin Rifabutin, Ethionamide,
(other drugs available as Amikacin, Kanamycin,
laboratory developed tests) Ofloxacin, Moxiflexacin,

Cycloserine, PAS




GeneXpert (Xpert MTB/RIF Testi)
&

Sputum liquefaction
and inacuvaton with
2:1 sample reagent

Sample Ultrascnic lysis DNA molecules Seminested
automatically of filter-captured mixed with dry real-time
filterec and organisms to PCR reagents amplification
wached release DNA and detection
in integrated

reaction tube

©

Printable
test result

Transfer of
2mi material
into test cartridge

Time to result, 1 hour 45 minutes

Line Probe Assay, DSO 2008

Free DNA-STRIP® with specific probes

=

Specimen

Amplification
. |
7/¢0¢ R & & &
$338338338388
2 &2 9 *) S8888 K88 | | onastrpwithensuing cotour formation
Amplifikasyon (NASBA) Ters Hibridizasyon

GeneXpert® HAIN Genotype® | Sanger Sequencing | Pyrosequencing
MTB/RIF MTBDRplus

Cepheid HAIN Lifescience Not Applicable (N/A) N/A
(laboratory (laboratory
developed test)  developed test)

rpoB (for RMP) rpoB (RMP), katG  Varies but can Varies but can
(INH), and inhA include rpoB, inhA, include rpoB, inhA
(INH) katG, aphC, embB  katG, aphC, gyrA,
(EMB), pncA (PZA), and rrs
gyrA (FQ), and rrs
(injectables)

Semi-automated  Line probe assay ~ DNAsequencing  DNA sequencing
real-time PCR

DA approved Market No N/A N/A
authorization (laboratory (laboratory
developed test)  developed test)
pected

1-2 working days  1-2 working days ~ 1-2 working days  1-2 working day
(depends on how  (depends on how (depends on hoy
often performed in often performed in often performed.

lab) lab) lab)




Molekuler IDT

- Molekiiler Yontemler Direnc geni saptamak amaciyla en cok

kull. ters hibridizasyon yontemleri ve %ergek zamanli (real-
timeLPCR yontemleridir. Yayma pozitif/ kiltliirde Gremis

|
orneklerden ila¢ direnci saptanabilmektedir.

- Molekuler yontemlerin kilture dayali testlerin yerine

kullanilmamasi, saf kultir-kiltire dayali testlerin; molekuler
yontemlerin ise belli durumlarda kull. 6nerilmektedir.

Molekiiler test sonuglarinin kiiltiire dayali testler ile
dogrulanmasi; molekiiler yontem ile CID-TB iliskili mutasyon
saptandiginda, hemen kiiltiir temelli yontem ile birinci ve
ikinci se¢enek ilaglara duyarliligin test edilmesi
onerilmektedir.

- Molekiiler iIDT yapilmasi énerilen durumlar

- *ID old. kuskulanilan hastalarda;

* Daha o6nceye ait tedavi 6ykusi olan

* Yuksek direnc orani olan tilke/yerden gelenler

- Tedaviye iyi yanit vermeyen

- CID-TB temasi olan

« *Genis temasli grubu olan hast.da

- Etkili antiTB tedavisinin yasamsal aciliyet gerektirdigi

hastalarda;

* Menenijit, HIV pozitifligi, bagisikhgin baskilandigi durumlarda

Fenotipik testler ile IDT yapilamayan TDM ile karisik ya da
diger bakterilerle kontamine kulturd olanlarda



IDT sonuclari 6rnek
kabullinden sonra ort 30 glinde
bildirilmeli

Her hastaya ait en az bir pozitif
kiltir -70£10 °C’de en az bir
yil saklanmalidir.

Her hastanin degisen duyarlilik
paternlerine ait bir izolat -
70110 °C’de en az bir yil
saklanmalidir.

Direncli sonuglar tetkiki isteyen
birim/hekime ivedilikle
bildirilmelidir.

Rifampisin direncli sonuglar
ilgili Il Halk Saghgi
Mudurltgine ivedilikle
bildirilmelidir.

Rifampisin direncli tim
izolatlar ikinci secenek ilag
duyarlilik testi calisiimak tzere
Ulusal Tiiberkiiloz Referans
Laboratuvarina génderilmelidir.
—TULSA programi




Kalite Kontrol calismalari tim ilaclara duyarli ola
M.tuberculosis H37 Rv (ATCC 27294) ile yapilir ve
kdkenler -70 C’de saklanir.

By ve antibiyotik kontrolu; her yeni by/yeni lot no’da
Ekipman kontroli

Sogutucularin sicaklik takibi ve bakimi
Inktibatorlerin sicaklik takibi, kalibrasyon ve bakimi
Otomatize sistemlerin kalibrasyon ve bakimlari

Ortam sicakliginin takibi

- Dis Kalite degerlendirme

degerlendirilmesi amaciyla ulusal veya uluslarasi bir Dis ‘

IDT calismalarinda laboratuvarin yetkinliginin
Kalite Degerlendirme programina katilmasi gerekir. .
Kalite kontrol




* Pirazinamid icin otomatize sistemlerin kullanilmasi

- Kati by’de kultiire dayali yontemler gltivenli- ge¢ sonucg
- Kiltiire dayali IDT’de- sadece MTB saf kiiltuiri kull.
* Otomatize yont.de direnc- kontaminasyon kontroli

 Kiltirde MTBC izolatinin TDM ile karisik olmasi yanlis
direncli sonug

- Karisik kiiltlirlerde molekiler yontem kullanilir.

 Kont. riski nedeniyle kilture dayali testlerin klinik 6rnekten
calisiimasi (direkt test) onerilmez.

- D diistintilen hast.da molekiler yént.le hizli direng
saptanamiyorsa ARB pozitif klinik drnekten kultiire dayal
direkt IDT calisilabilir.

- Otomatize kiltur sistemlerinde kull. kritik konsantrasyonlar
katrby deproporsiyon yont.de kullanilanlardan daha dusuik

- Diren¢ durumunda iDT’nin INH, SM ve EMB’nin yiiksek
konsant. ¢alisiimasi onerilir.

* Kati by’de kiltire dayal testler ile pirazinamid
duyarliliginin test edilmesi standart degildir.

onerilmektedir.

IDT’de- Olasi sorunlar/kisithliklar



IDT ydntemlerinin gecerli kilinmasi

- Validasyon (Gegerli Kilma): Bir yontem/test/prosediiriin performansinin
surekli olarak izlenmesidir.

- Test edilecek parametreler: Dogruluk, tekrarlanabilirlik, dogrusallik
(kantitatif testler icin), duyarhlik, 6zgullik

* Verifikasyon(Dogrulama): Gecerli kilinmis bir yontemin laboratuvardaki
beklenen performansinin test rutin kullanima girmezden dnce bir
kereligine 6lctlmesi islemi veya FDA (veya CE) onayli bir ydntem icin
Uretici tarafindan belirtilen performans degerlerinin laboratuvarda elde
edildiginin gosterilmesidir.

- Test edilecek parametreler: Dogruluk, tekrarlanabilirlik, dogrusallik
(kantitatif testler icin)

 Kullanilacak kontrol materyalleri
- Sertifikali referans materyali
Diger referans materyali

Dis kalite degerlendirme materyali(farkli bir yontem ile daha 6nce
calistimis)

- Akredite bir laboratuvarda calisiimis hasta materyali
* Sonucu referans yontem ile 6lctilmus hasta materyali




Hata Turkesrs

Coki bk Bala [CBH]

Mgk hata )

Tablo H. Hsis arenlsrnes hsasplenmas

Cok buyuk Bats [CBEH]

Buywu k kil [BH]

Masguik Hala [KH]

llac Duyarlilik Testlerinin
yontem gecerliliginin
kanitlanmasi

» Referans yontemle karsilastirma yapilir.

* Yontemin dogrulanmasi icin kesinlik ve
dogruluk calismalari yapilir.

* Kesinlik calismalarinda kategorik uyum
(test kokeninin yorumlanan duyarhilik
sonugclari ile (S/1/R) uyumudur.

* Dogruluk ¢alismalarinda ; biiylik hata , ¢cok
buyilik hata, kategorik uyum dikkate alinir.



Tesekkirler.... .




