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Tuberkuloz ile savasta en etkili yol;
= Hastalarinin erken saptanmasi
m Etkili tedavisi

lle bulas zincirinin kirllmasidir.

Sorun;

m Artan ilac direncinin etkin tedaviyi
zorlastirmasi



DSO’niin

CID TB prevelansinin yiksek oldugu
bolgelerde onerisi;

DOTS-plus
m Standart ila¢ tedavisi verilmemesi,

= Antibiyotik duyarlilik test sonuclarina
gore ozgun tedaviler duzenlenmesi

m Gerektiginde sekonder ilaclarin
kullaniimasi



CDC (Centers for Disease Control and Prevention)

m Her hasta icin kulturde izole edilen ilk
M.tuberculosis izolatina duyarlilik testi

= Uc aylik tedaviden sonra,
m kultur pozitifligi devam eden veya

= klinik yanitsizligl olan her hastada
testin tekrari



Mikobakteriyel Duyarlilik Test Yontemleri

m Konvansiyonel yontemler

Direng orani yontemi
Mutlak konsantrasyon yontemi
Proporsiyon (oranti) yontemi

m Genotipik (Molekller)
yontemler

DNA dizi analizi

Reverse hibridizasyon testi (Line
probe Assay)

RNA/RNA mismatch analiz
Heterodubleks analiz

SSCP (Single strand
conformation polymorphism)

Real-time PCR
DNA microarray
PCR-ELISA

Kulture dayali hizlhi yontemler
= BACTEC 460 TB
= MGIT 960
= Versa TREK (ESP II)
= BacT/Alert 3D (MB/BACT)

Kulture dayali diger yontemler
m Disk elusyon
m E test
Kolorimetrik yontemler
= Mycolor-TK
= Resazurin (Alamar mavisi)
m MTT
Canli bakteri varligina dayali
yontemler
= Flow sitometri
m Lusiferaz tasiyici faj yontemi
= Faj gogaltma yontemi



Proporsiyon (oranti) Yontemi:

m Sik kullanilan guvenilir bir yontemdir.

m Ba
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Kteri susu ilacli ve ilagsiz b.y.lerine ekilir

ksek ve dusuk dilusyonlu inokulumlar

anilarak sayilabilir koloniler elde edilir
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Besiyeri

m Lowenstein-Jensen (LJ)
= Uzun sure saklanabilir
= Ekonomiktir
m Koagulasyon islemi sirasinda ilag buyuk I,
oranda inaktive olur »

m CLSI tarafindan onerilmemektedir.

= Middlebrook 7H10-7H11 @ AN
= Raf 6mri kisa 9‘ vty \
= Pahall P i |

= Daha kisa siirede (21 gln) } Sonug verir
= Daha guvenilir

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



Proporsiyon yontemi

PN !

Direkt test Indirekt test
Dekontamlne_ ve Primer kultlrde
konsantr_e.ec_:.hlmls, Uremis, saf bakteri
ARB pozitif ornek kolonileri kullanilir.

kullanilir.



Direkt test

m Avantajlari;
= Daha kisa surede sonug verir (3 hf)

= Hastanin bakteriyel populasyonundaki direncli bakteri
oranini daha iyi gosterir

m Dezavantajlari
= Inokulumu dogru ayarlamak zor
= Kontaminasyon
= Non-tuberkuloz mikobakteriler

= Onerildigi durumlar
= [lac direncinin yiksek oldugu bdlgelerde,

= Direncli TB’den suphelenildigi durumlarda.

= Sonuglar indirekt testle dogrulanmalidir.



Indirekt test

= Avantajlari;

= Primer kultirde Uremis ve tanimlanmis saf bakteri
kolonisi kullantlir.

= Inokulum standardizasyonu kolaydir.

s Standart yontem olarak kabul edilmektedir

m Dezavantajlari;
= Daha gec sonuc verir

= Primer kulturde yetersiz ureme varsa hastadaki
direncli basil oranini tam yansitmayabilir.



Kritik Proporsiyon (KP)

Hastada dogal direncli mutantlar bulunur

Direncli olanlarin orani KP sinirinin uzerinde ise;
= ilacin tedavide etkili olamayacagi,

= llac ile direngli bakterilerin segilecegi distunulir

Proporsiyon yonteminde amac;

KK’da direncli olan bakterilerin KP’'un uzerinde
olup olmadigini saptamaktir.

Kritik Proporsiyon genelde %1
LJ de bazi ilaclarin KP'u %10 (SM, ETH vs.)



Kritik Konsantrasyon (KK)

llac-yontem-besiyeri etkilesimleri sonucu
ulasiimis ve standardize edilmis degerdir.

Bu konsantrasyonlarda bakterinin Uremesi
engelleniyor ise ilacin o bakteriye etkili oldugu
soylenebilir.

Yonteme ve besiyerine gore KK farkliligi
llacin, bazi besiyeri komponentlerine farkli
oranlarda baglanmasi ve absorbsiyonu

Besiyerinin hazirlanmasi sirasinda degisik
oranlarda inaktivasyonu,

Yeterli ureme icin gerekli olan surede degisik
oranlarda inaktivasyonu



Onerilen kritik konsantrasyon ve kritik proporsiyonlar.

7H10 LJ
Antitiberkuloz ilag
KK (ng/ml) KP (%) KK (ug/ml) KP (%)

izoniazid (INH) 0.2 1 0.2 1
Rifampisin (RIF) < 1.0 > 1 <400> 1
Streptomisin (SM) \ZT)/ 1 W 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




m [est edilen susun direncli yada duyarli
olduguna KK’da karar verilir.

m Baz ilaclarin yuksek konsantrasyonunun da
test edilmesi onerilir.

INH 0.2ug/ml (KK) = R diistik
.  duzeyde
INH 1.0pg/ml = S ) direng

Bu durumda INH’in tedavi rejiminde yer almasi
yararli olabilir.



Test edilecek ilacin secimi

= Once primer ilaglar test edilmeli.
= Primer ilaclara karsi test edilen izolat;
= RIF’e direncli veya
= Diger primer ilaclardan en az ikisine direncli ise

U

m Sekonder ilaclara karsi +

= EMB’nin yuksek konsantrasyonuna karsi test
edilmeli



m Calisilacak paneli her toplum kendi belirlemeli.
m Kararda etkili faktorler:;

= hizmet verilen hasta populasyonu,

= toplumdaki ila¢ direncinin prevelansi,

= ilac direnci goruldugunde ek testlerin
gerektirdigi sure
= toplumda uygulanan ilac¢ rejimleri

s Ornek:
Toplumda tek basina PZA direnci nadir ise

U

Test edilecek primer ilacglar paneline PZA dahil edilmeyebilir.



CLSl’a gore Ulkemizde

= Primer llaclar

| m Primer llaglar
= |zoniazid

. c = Izoniazid
= Rifampisin = Rifampisin
= Etambutol = Etambutol

= Pirazinamid = Streptomisin

m Sekonder ilaclar
s Streptomisin
= Kapreomisin
= Etionamid
= Kanamisin
= Ofloksasin
= Rifabutin



Kulture dayali hizli yontemler

s CDC;

ornek kabul edildikten sonra 30 gun i¢cinde

primer ilaclara karsi duyarlilik sonuclari rapor
edilmelr.

= Bu amacla CLSI;

FDA'in de onayladigl bazi hizli, sivi besiyerinde
kulture dayall ticari sistemlerin kullanilabilecegini
kabul etmistir.

= BACTEC 460 TB,
= MGIT 960,
= Versa TREK (ESP I1)



Fakat;
m Hizli ticari sistemlerde elde edilen sonuc,

m [est edilen izolatin herhangi bir ilaca karsi
direncli oldugunu gosteriyorsa,

m Kararsiz kalinmissa

U

m Standart agar proporsiyon yontemi ile testin
tekrari,

m Tekrar sirasinda INH'in yiiksek
konsantrasyonunun da test edilmesi onerilmistir



BACTEC 460 TB

(BectonDickinson)

m Yarli otomatize, radyometrik
m BACTEC 12B besiyeri '#C isaretli palmitik asit icerir

m 4C isaretli palmitik asit kullanimi
\’
14CO,

J
Ureme Indeksi (Gl)




Duyarllik testi,
m izolat ilacl ve ilagsiz siselere ekilir.
m ilacgsiz siseye 100 kat dilue inokulum ekilir.

m ilacsiz ve ilacl siselerdeki gunluk Gl artisi (AGI)
karsilastirilir.

lacli sise AGI 2 Kontrol sisesi AGI > DIRENCLI
llacli sise AGI < Kontrol sisesi AGI &> DUYARLI

Gunluk Gl
Gun | Kontrol SM INH RIF EMB
1 5 40 50 38 76
2 11 20 100 19 100
3 24 12 250 10 92
4 65 14 500 12 91
AGI | +41 iz +250 +2 -1




MGIT 960 g i

(BectonDickinson)

m [am otomatize, radyometrik olmayan

m MGIT tupun dibindeki silikon icine floresan madde
gomuludur.

m Floresan madde sivi besiyerindeki oksijen
varligina duyarlidir.

= Ureyen mikobakterilerce oksijenin kullaniimasi ile
floresans verir



Duyarllik testi,

= |lagsiz tupteki treme (1/100)
lle ilac iceren tuplerdeki
uremenin karsilastirmasi
esasina dayanir.

m MGIT 960 cihazi;
floresansi surekli izler,

sonuclari otomatik olarak
yorumlar,

direncli ya da duyarli olarak
Verir.




VersaTREK
(ESP Culture System II)

(Trek Diagnostic Systems)

m [am otomatize, surekli
monitorize sistem

m SIvi besiyeri Uzerindeki boslukta
olusan gaz basinci degisiklikleri
olculerek degerlendirme
yapilmaktadir

m Duyarlilik testi, antibiyotiksiz ve
antibiyotikli siselerdeki uremenin

lersaTREK Myc?
karsilastiriimasi esasina dayanir. PR

e il |




Duyarhilik Test Sonuclari

m Gecliktiriimeden bildirilmelidir.

= Her bir ilacin adi ve sonucun yorumu mutlaka
belirtiimelidir. (R-S)

m CLSI alt komitesi:;
= kullanilan yontem ve besiyeri;

= kullanilan konsantrasyonlar ve referans
yonteme esdeger karsiliklari,

= direnc¢ oraninin
belirtiimesini onermektedir.



Tesekkurler

Tulipa orphanidea

((WERIEEREIEE)
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