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Sunum Plani

Tuberkulozda ilac¢ direnci ilgili tanimlar
llac direnci tanisinin dnemi
Ikinci sira ilac direnci tanisinin endikasyonlar

Molekuler yontemler

— Cegsitleri

— Avantaj ve dezavantajlari
— Oneriler



Direngle iliskili tanimlar

* Cok ilaca direnc (CID): (Multidrug-resistant, MDR)
— en az INH + RIF

* Yaygin ilaca direnc (YID): (Extensively drug-resistant, XDR)

— INH + RIF + florokinolon + kanamisin/amikasin/kapreomisin



Dlinyada her yil;
~ 500000 CID-TB olgusu
%5-10"u YID-TB olgusu

y

Ikinci sira ila¢ duyarlilik testinin &nemi artiyor

Countries that had notified at least one case of XDR-TB by the end of 2012

WHO/HTM/TB/2013.11
CLSI M24-A2




TB’da Ilac¢ Direncinin Saptanmasinin Onemi

llac direncinin dogru ve hizli tanisi

~ N

Erken etkin tedavi

l

Direncg surveyansi

llac direncinin yayilhimi !
Hastalik stiresi
Kir orani T

l

~

Enfeksiyon kontrol
onlemleri

=

TB KONTROLU

CLSI M24-A2

Curr Opin Pulm Med 2011, 17:134
EUCAST doc. E.DEF 8.1, 2007




Her hasta i¢in
kiilturde izole edilen ilk M.tuberculosis izolatina
birinci sira ila¢ duyarlilik testi uygulanmalidir.

= RIF

= INH
= EMB
m PZA

-CLSI M24-A2 (2011)
-WHO/HTM/TB/2009




Ikinci sira ilaclari ne zaman test edelim?

Birinci sira ilaclara karsi test edilen izolat;
— RIF’e direncli ise
— Iki ilaca direncli ise
— INH’a monorezistan + tedaviye ikinci sira ilag
eklenmesi planlaniyorsa (6r. FQ)

Ikinci sira ilaclar
test edilmeli

Hizl, ticari kaltar sistemi veya molekdler
yontem ile CID-TB saptanmis,

sonucun dogrulanmasi icin fenotipik yontem
ile test tekrari planlaniyorsa

Ikinci sira ilaclar
da eszamanl
test edilmeli

-CLSI M24-A2 (2011)
-WHO/HTM/TB/2009



Hangi ikinci sira ilaglari test edelim?

—

* Enjektabl ajanlar;
— Streptomisin

— Kanamisin
— Amikasin
— Kapreomisin

* Florokinolonlar (sadece biri) = Kanamisin
— Ofloksasin - * Amikasin
— Siprofloksasin " Kapreomisin
— Levofloksasin " Ofloksasin

— Moksifloksasin

* Oral bakteriyostatik ajanlar
— Etyonamid
— PAS

- *CLSI24A2
*WHO_HTM_TB_2008.392



Hiz?

Konvansiyonel kati kiiltiir ve iDT

Mikroskopi Kati kiiltiir 1. Sira IDT 2. Sira iDT
3-ahf [ 3-4 hf

24 saat 6-8 hf . i
> CiD-TB > YiD-TB
. 9-12 hf 12-17 hf
Sivi kiiltiir ve IDT
Mikroskopi Sivi kiiltiir 1. Sira iDT N
24 saat 2-3 hf 1-3 hf _ 1-3 hf .
> CiD-TB > YiD-TB
3-5 hf 4-8 hf
Cozim?

Sivi kiiltiir + Molekiiler Yontem iDT

Mikroskopi Sivi kiiltiir 1. Sira iDT —
24 saat 2-3 hf 1-3 hf

. N . ) 2.5 hf
Molekiiler Yontem IDT 3-5 hf

24 saat GiD-TB YiD-TB
-=> 1-2gin

2-4 giin

Modified from WHO, A Roadmap for Ensuring Quality Tuberculosis Diagnostics Services within National Laboratory Strategic Plans, 2011.



Ikinci sira ilag diren¢ mekanizmalar

“ D'ren;:een'hsk'h Gen uruniiniin fonksiyonu

gyrA DNA giraz subunit A

NUICLI T gyrB DNA giraz subunit B
Amikasin rrs 16S rRNA
Kanamisin "js 16S rRNA
eis
Kapreomisin s (55 [iRNA
P tlyA 2'-0-metiltransferaz

Int J Tuberc Lung Dis. 2009;13(11):1320



llag direncinin belirlenmesinde molekiiler yéntemler

* Direncle iliskili, bilinen mutasyonlari saptamada
duyarli ve 6zgil
— Kdltirden calisildiginda ¢ok az bir Greme yeterlidir
— Klinik 6rneklerden direkt ¢calisilabilmektedir.

 Laboratuvar tehlikelerini en aza indirmektedir.
e Cok hizli

Belli durumlarda CID-TB’nin hizli tanisi icin

molekuler yontemlerin
(LPA’lar ve Xpert MTB/RIF)

kullanilabilecegi
onaylanmistir.

-CLSI, M24-A2
- WHO/HTM/TB/2009.422.
- WHO/HTM/TB/2011.4



Ikinci Sira ilag¢ Direncinin Saptanmasinda
Molektiler Yontemler

— DNA dizi analizi
* Sanger yontemi

* Pirosekanslama

— DNA microarray
— Ger¢cek zamanh PZT

— Line probe Assay (Ters hibridizasyon testi, LPA)
 GenoType MTBDRsI (Hain LifeScience)




DNA dizi analizi

= Sanger yontemi

* Yuksek dogruluk,
* Genotipik dizeyde yuksek ayirim glici
* Buyuk DNA parcalarina uygun

3

llac direnci ile iliskili mutasyonlarin saptanmasinda
referans molekiler yontem

' 66 AG CC CGAT CACAC CGCGCAG ACGT T GAT CAALACAT CCGGd

Am J Med Sci. 2013; 345(2): 143-8
Expert Rev. Resp. Med. 2009;3(5):497-510
J Microbiol Methods 2011;4: 155-60



Sanger yontemi;

e Zahmetli, zaman alici, deneyim gerektirir.

e Rutin tanida kullanim icin uygun degil.

!

e Bilinmeyen veya yeni mutasyonlari saptamada

* Fenotipik ve genotipik tabanli sonuclar arasindaki
uyumsuzluklarda

kullanilmasi daha uygun olabilir.

Expert Rev. Resp. Med. 2009;3(5):497-510



DNA dizi analizi
Pirosekanslama

e Kisa DNA segmentlerinin

analizinde kullanilir
(<50 niikleotid)

* Yari otomatik, gercek
zamanli, alternatif bir
yontem

CCAC CCGCAL GGC GAL GCG TCG ATC TALC GALC AGC CTG

ATCC gwA

A e e 0 e e g e e e e e e e

ESCTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGA
S 10 15 20 % 30 3 40 45 % 5 60

94 95

C Cac CCG ot 666 6oc 6¢6 Tee ate Tac 6Ge aCoets
Ofloxacin- resistant

B e e T S

3 CTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGACTGA
g 10 15 20 25 30 3% 40 45 50 S5 &0

J. Clin. Microbiol. 2009;47:3985



JCM 2014:52(2):475-82

Pyrosequencing for Rapid Detection of Extensively Drug-Resistant
Mycobacterium tuberculosis in‘Clinical Isolates and Clinical Specimens

S.-Y. Grace Lin, Timothy C. Rodwell, Thomas C. et.al.

Hedef genler: fQ - gyrA (QRDR)
AMK, CAP, KAN > rrs

Fenotipik IDT sonucu (é6rnek savisi)

Izolat Klinik 6rnek Kombine
PSQ sonucu
(no.) R S R S R S duyarhhk ozgiilliik
fQ (125)
Mutasyon 17 0 3 0 20 0 87.0 100
Mutasyon yok 2 79 1 23 3 102
AMK (120)
Mutasyon 14 1 1 0 15 1 100 99.0
Mutasyon yok 0 79 0 25 0 104
CAP (119)
Mutasyon 14 1 1 0 15 1 100 99.0
Mutasyon yok 0 79 0 24 0 103
KAN (55)
Mutasyon 11 0 1 0 12 0 85.7 100

Mutasyon yok 2 28 0 13 2 41




JCM 2012:50(6):2026-33

Detection of First- and Second-Line Drug Resistance in
Mycobacterium tuberculosis Clinicalllsolatesby Pyrosequencing

Anna Engstrom, Nora Morcillo, Belen Imperiale, Sven E. Hoffner, Pontus Juréena.

Hedef genler: gyrA (QRDR), rrs, @is promotor

Fenotipik IDT sonucu (6rnek

sayisl) Duyarhlik  Ozgiilliik
PSQ sonucu (no.) R S (%) (%)
OFL
Mutasyon 54 0 87.1 100
Mutasyon yok 8 184
AMK
Mutasyon 69 0 82.1 100
Mutasyon yok 15 155
CAP
Mutasyon 62 4 79.5 97.2
Mutasyon yok 16 139
KAN
Mutasyon 82 2 83.7 98.4

Mutasyon yok 16 126




e Sonuc olarak pirosekanslama, direncle iliskili
mutasyonlarin saptanmasinda;

— Sangere gore;
* Daha basit ve daha hizli 2 daha cok 6rnek calisilabilir.
* Klinik drneklerden de calisilabilir.

* Ancak, buylk gen bolgelerini kapsamaz
— LPA'ya gore;
* Genotipik dizeyde ayirim glict daha yuksek
* Dahil edilecek lokuslarin sayisi daha kolay ayarlanabilir

J

* Tanisal ve halk sagligi l[aboratuvarlarinda rutin
kullanilabilme potansiyeline sahip

e Kapsamli ekipman gerektirmesi ve maliyeti (?) rutin
kullanimini kisitlamaktadir.

JCM 2012;50(6):2026-33
JCM 2014;52(2):475-82



DNA microarray

Tek bir test ile MTB ve birden fazla ilac
icin direnc mutasyonlarini es zamanli
saptayabilir.

Ticari olarak umut vadeden testlerdir.

Ikinci sira ilaclar icin ticari test henliz yok

— Infiniti MDR-TB (AutoGenomics) - RiF, INH, PZA
— TB-Biochip (Biochip-IMB) - RIF, INH
— CombiChip Mycobacteria™ (Geneln) - RIF, INH

Pahali olmasi yayginlasmasini
kisitlamaktadir.



BMC Infectious Diseases 2013;13:240

Detection of second-line drug resistance in Mycobacterium tuberculosis

using oligonucleotide microarrays

Danila V Zimenkov, Olga V Antonova, Alexey V Kuz’min, et.al.

Hedef genler: gyrA, gyrB (QRDR), rrs, eis promotor
Teknoloji: Biochip-IMB
® BeO=-BR
— COCICCISS S ©
Fenotipik @ S @
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Sonuc olarak;
Bu test,
CID -TB tanisi icin ticari olarak mevcut olan
TB-Biochip ile kombine kullanildiginda,
CID ve YID-TB tanisinin

bir giinde, eszamanli, klinik 6rnekten bile
konulabilecegi iddia edilmistir.

BMC Infectious Diseases 2013;13:240



Gercek zamanh PZT

e Hizli, kolay =2 rutin tani laboratuvarlarda uygulanabilir
» Kapali sistem -2 capraz kontaminasyon {,

* RIF icin basarili sonuclar _ | 7
— Xpert MTB/RIF (Cepheid) ) i /-

* ikinci sira ilag direncini saptamaya yonelik
hazir ticari kit henuz yok

— Anyplex Il mtb/MDR/XDR (Seegene, South Korea) ??

J Microbiol Methods 2011;4: 155-60
J. Clin. Microbiol. 2011; 49(3):932-40



J Antimicrob Chemother 2013: 68: 1097-1103

Triplex real-time PCR melting curve analysis for detecting
Mycobacterium tuberculosis mutations associated with resistance
to second-line drugs in a single reaction

Liu Q, Luo T, Li J, Mei J, Gaol Q.

Hedef genler: gyrA, rrs, eis promotor

eis rrs gyrA
(a) 80 (b) 250 () 100

— eis C-10T — s A1401G
—— eis G-8 deletion 200 |

eis C-37A
— H37Rv

— s C1402T 80 -
= H37Rv

60 |

40

-dF/dT
-dF/dT

20 A

O,

—

-20

— gyrA A90V
— gyrA S91P
gyrA D94H
— gyrA DS4G
— gyrA D94A
= gyrA S95T
—— H37Rv

y . ; . ; ; . T T T T T T T T T T T
45 50 55 60 65 70 75 80 85 50 55 60 65 70 75 80 85 90 45 50 55 60 65 70
Temperature (°C) Temperature (°C) Temperature (°C)

Sonuc olarak;

saptayabilen test cogu laboratuvarda uygulanabilir,

YID-TB’nin hizli tanisinda etkin ve giivenilir bir ydntem olabilir.

* Tek bir reaksiyon ile 3 gendeki mutasyonlari basit ve duyarli olarak

« MTB ve CiD’i saptayabilen ticari bir test ile kombine kullanildiginda




Line Probe Assay (LPA)

(Ters hibridizasyon testi)

GenoType MTBDRs| (Hain LifeScience)

* Direkt 6rnekten veya izolattan

MTBC ve ikinci sira ila¢ direnci tanisi
* Hizli, kolay uygulanabilir

hedef genler;

— Amikasin, kanamisin, kapreomisin direnci = rrs
— Kinolon direnci > gyrA

— Etambutol direnci - embB

GenoType MTBDRplus = RIF+INH - CiD-TB

+
GenoType MTBDRsl = FQ+KAN+AMK+CAP+EMB=> YID-TB




GenoType MTBDRs|
Test asamalari

=]
I.  DNA izolasyonu ST

Il. Hedef DNA'nin amplifikasyonu U
e Biyotinle isaretlenmis primerler
* Multipleks PZT

Ill. Hedef DNA'nin saptanmasi

* Ters Hibridizasyon
biotin

Alkelen
fosfataz

hedef DNA

DNA prob




MTBDRs/

e Kinolon direnci

gyrA WT2

gyrA WT1

gyrA WT3

88

90 91
-

gyrA MUT1

gyrA MUT2

94

gyrA MUT3A

gyrA MUT3B
gyrA MUT3C
gyrA MUT3D

onjugate Control
Amplification Control

M. tuberculosis complex

owrd | acus Control
gyrA wild type probe 1
gyrA wild type probe £
ayrA wild type probe 3
gyrA mutation probe 1
gyrA mutation probe 2
gyrA mutation probe 3A
yrA mutation probe 38
{:'rl.l mutation r»’f‘\’\ b 3,

gyrA mutation probe 30

wild-tip prop

kodon

mutasyon probu

Mutasyon

gyrA WT1

85-90

QyrAWT2

89-93

gyrA MUT1

A90V

gyrA MUT?2

S91P

gyrAWT3

92-97

gyrA MUT3A

D94A

gyrA MUT3B

D94N/Y

gyrA MUT3C

D94G

gyrA MUT3D

D94H

rrs Locus Control
rrs wild type probe |
rrs wild type probe 2
s mutaton prode 1

s mutation prode £

emb8 Locus Control
embdf wild type probe |

emb8 mutation probe 1A
emb8 mutation probe 18

Ored marser

18]




Iy

MTBDRs/

degerlendirme

Konjugat kontrolii (CC)
Amplifikasyon kontrolii (AC)

M.tuberculosis kompleks (TUB)

gyrA lokus kontrolii (gyrA)

t? 2 GyAWT] ild-ti [ kod t bu [ Mut
wild-tip prop odon mutasyon probu utasyon
T 6 gyrAWT2 QyrA WT1 [[85-90
’__ ] 7 gyrAWT3 QyrA WT2 89-93 4 ovrA MUT1 [ A0V
———1——8 gyrAMUT1 qyrA MUT2 S91P
———1—-29 gyrAMUT2 gyrA WT3 92-97 gyrA MUT3A D94A
———-——10 gyrA MUT3A gyrA MUT3B D94N/Y
] gyrA MUT3C D94G
" gra MULSE gyrA MUT3D D94H
———~—12 gyrA MUT3C
————1—13 gyrAMUT3D
T 14 rrs lokus kontrolii (rrs) wild-tip prop | kodon mutasyon Mutasyon
B 15 rrs WT1 probu
e e 16 rrs WT2 rrs WT1 1401 rrs MUT1 A1401G
s 17 rrs MUT1 1402
e 18 rrs MUT2 rrs WT2 1484 rrs MUT2 G1484T
: e 19 embB lokus kontrolii (embB)
T 20 embB WT1 wild-tip prop kodon mutasyon probu | Mutasyon
= 21 embB MUT1A embB WT 306 embB MUT1A M306l
———1 22 embB MUT1B embB MUT1B M306V

renkli ¢izgi




The use of molecular line probe assay for the detection of
resistance to second-line anti-tuberculosis drugs
WHO- Expert Group Meeting Report 2013

Izolatta ve klinik 6rnekte GenoType MTBDRs| performansini degerlendiren
18 calismanin analizi

Duyarlilik Ozgiilliik

indirek test 88.8 82.7, 92.9 97.9 94.8, 99.2

= Direkt test 83.5 69.1, 91.9 97.4 95.7, 98.4

indirek test 67.0 50.4, 80.2 99.4 97.0, 99.9

KAN Direkt test 96.2 67.5, 99.7 99.0 78.4, 100

indirek test 89.6 84.0, 93.5 99.5 96.1, 100

AMK Direkt test 93.2 76.8, 98.3 99.4 95.7, 100

indirek test 80.3 64.7, 90.1 97.1 92.5, 98.6

CAP Direkt test 97.4 70.4, 99.8 96.6 88.9, 99.0

] Indirek test 63.3 36.8, 83.5 98.5 96.0, 99.4
YID-TB

Direkt test 90.2 79.0, 95.8 96.6 93.8,99.9




Sonug;

GenoType MTBDRs/ testi;

* Florokinolon ve ikinci sira enjektabl ilaclara direncin
saptanmasinda yuksek test ozgulliglu gostermektedir.

* Ancak ilimli test duyarhligi nedeni ile negatif sonuclar
direnci guvenilir sekilde dislamaz.

 Test geleneksel fenotipik IDT yerine kullanilamaz,
daha fazla veri elde edilinceye kadar, YID-TB tanisinda
fenotipik testler referans standart olarak kalmalidir.

WHO/HTM/TB 2013.01



Uzman grubu onerileri;

GenoType MTBDRsl,

l.  YID-TB tanisi icin kullanilabilir, Ancak
I.  YID-TB’yi dislamak icin kullanilamaz,
. Surveyans amacl YID-TB’yi tanimlamak icin kullanilamaz,

. Ikinci sira enjektabl ilaclar arasinda her zaman capraz direnc
olmayabilir. Bu nedenle test, tedavide kullanilacak ilaci
belirlemek icin glivenilir sekilde kullanilamaz,

Ill.  Fenotipik dogrulama testlerinin sonuclari beklenirken,
enfeksiyon kontrol dnlemlerine yol géstermesi icin bu test
kullanilabilir.

WHO/HTM/TB 2013.01



Molekiller Yontem Kisithhiklar

Hedef bolge disinda, ilac direncine yol acan tanimlanmis veya
tanimlanmamis mutasyonlar

- vyanlis duyarli

Hedef bolgeki sessiz veya dirence yol acmayan mutasyonlar

= vanlis direncli

Heterorezistansin glivenilir olarak saptanamamasi
* saptama limiti ~ %10

Yiksek maliyet,
lleri altyapi ve deneyimli personel gereksinimi
Expert Rev. Resp. Med. 2009;3(5):497-510

Journal of Microbiological Methods 84 (2011) 155.
Int J Tuberc Lung Dis. 2009;13(11):1320



Sonuc olarak;

GuUnumbuzde degil, fakat belki de gelecekte,

mikobakterilerdeki ila¢ direncinin molekuler
mekanizmalari ile ilgili bilgilerimiz arttikca,

molekdiler tani teknolojileri gelistikce,

direkt klinik ornekten,
hem M.tuberculosis’in
hem de birinci ve ikinci sira ilac direncinin
eszamanli, bir ginde saptanmasi mimkun olabilecektir.






