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Ila¢ duyarlik (IDT) testleri

Tiiberkiiloz disi mikobakteriler (TDM) 150'den fazla tiiri
bulunan bir gruptur.

Bu grubun uyelerinin yaridan fazlasi insan ve hayvan
hastaliklarinin etkeni olarak gézlenmektedir

Toprak, dogal sular, igme suyu ve hayvanlar gibi her yerde
bulunabilirler

TDM'ler cevresel mikobakteriler oldugu icin bulunduklari
gevreler insan infeksiyonlarinin kaynaklarini
olusturmaktadir

Akciger yapisinda ve immin sistemde olusan defektler
TDM igin predispozan faktérler olusturmaktadir.




® Tium TDM tirleri Greme hizlarina gore gruplandirilmistir.
® hizli iireyen mikobakteriler (HUM),
® yavas ireyen mikobakteriler (YUM) ve
® orta siireli Gireyen mikobakteriler (OSUM)

* HUM, pigment yapan ve yapmayan tirlerden olusup agar
plaklarinda 7 gun iginde ureyen tirlerden olusur

* HUM, pigment olugumu ve genetik iligkilerine gére 6 grup
ya da komplekse ayrilirlar.
® birinci grup M. fortuitum,

ikinci grup M. chelonae/abscessus,

uguncu grup M. mucogenicum,

dordinci grup M. smegmatis,

besinci grup M. flavescens, M. neoaurum, M. vaccae, M. phlei,

M. canariasense, M. cosmeticum, M. monacense, M.
psychrotolerans, M. thermoresistible, M. bacteremicumve M.
T ,/ran/cumdan olusmak’radlr' |




YUM, 7 giinden daha uzun siirede iireyen
mikobakterileri icerir

Bu grup igcinde M. avium complex (MAC) en sik
izole edilen tirdur

Amerika Birlesik Devletleri'ndeki TDM
infeksiyonlarinin %60'indan fazlasinda etken
olarak MAC saptanmaktadir

Diger tirler, M. kansasii, M. xenopi, M. simiae
complex, M. szulgai, M. malmoense, M.
scrofulaceum ve M. terrae/M. nonchromogenicum
complex ve yeni tanimlanan bazi tirlerden
olusmaktadir




* HUM ve YUM grubuna ek olarak M. marinum ve M.
gordonae den olugan lguncu bir grup OSUM'dir

® Bu tiurler pigment yapar ve 7-10 gun iginde irerler

* M. gordonae 35-37°C'de iirerken, M. marinum 28-
30°C'de iirer




® Son yillarda, TDM infeksiyonlarinda gozlenen artis
tedavide kullanilan antibiyotiklere direncin
tanimlanmasini giindeme getirmistir

®* TDM'lerin ilag duyarlilik testleri ile ilgili olarak CLST
tarafindan 6nerilen yontemler bulunmakla birlikte
literatirde fanimlanmis bazi yontemler de vardir




® CLSI tarafindan MAC, M. kansasii, M. marinum ve
HUM'ler igin test edilecek antibiyotikler
tanimlanmistir.

® Ayrica bu antibiyotikler igin sonuglarin duyarl ya da
direngli olarak raporlanmasini saglayacak sinir
degerler de belirtilmistir.




CLSI tarafindan mikrodiliisyon yontemi
onerilmektedir

HUM'ler igin katyon ayarli Mueller Hinton
besiyeri (KAMHB) 6nerilirken

YUM'ler icin ise %5 OADC iceren KAMHB
onerilmektedir

Yontemde antibiyotiklerin iki kat dilisyonlar: ile
hazirlanan plaklar kullanilimaktadir ve
antibiyotikler etkene gore segilmektedir

Yéntemin uygulanmasi sirasinda plagin her bir 0.1
ml'lik kuyucugunda 1x10% - 5x10* CFU bakteri
olmasi gerekmektedir




YUM igin duyarlilik testleri

MAC icin duyarlilik testi: Duyarllik testleri igin hem
makrodilisyon hem de mikrodiliisyon yontemi
kullanilabilmektedir.

Ozellikle azitromisinin test edilmesi i¢in makrodiliisyon
yontemi onerilmektedir.

Makrodiliisyon radyometrik 12B besiyeri kullanilarak
yaptimaktadir.

Mikrodillisyon yonteminde %5 OADC iceren KAMHB
kullaniimakta ve plaklarinin 35-37°C'de 7 giin inkiibe
edilmesi onerilmektedir.

Yeterince Ureme saptanmazsa inkiibasyon 10-14 giine
~ kadar uzatilabilir







* M. kansasii igin duyarllik testi: Ticari radyometrik
sistemler, agar proporsiyon ve buyyon mikrodilisyon
yontemleri duyarlilik testleri igin kullanilmaktadir.

® Ancak %5 OADC igeren KAMHB kullanilarak yapilan
buyyon mikrodilisyon testi onerilmektedir.

* Plaklar 35-37°C'de 7-14 giin inkiibe edilmelidir







Diger YUM'ler icin duyarlilik testleri: OADC!i
KAMHB kullanilarak yapilan buyyon dilisyon yontemi
onerilmektedir.

M. xenopi KAMHB'da iyi Girememektedir ve
tanimlanmis optimal bir besiyeri yoktur.

M. gordonae klinik olarak onemli olmadigi igin
duyarhlik testi nadiren gereklidir.

M. haemophilum uremesi igin ferrik amonyum sitrat
veya hemine,

M. genavense radyometrik sistemde 6 haftadan daha
uzun sireli inkibasyona ve

M. ulcerans 30°C'de 4-6 hafta inkiibasyona gereksini
y Ir | :




OSUM igin duyarlilik testi

°* M. marinum igin duyarllik testi: Rutin duyarhlik
testi onerilmemektedir.

® Eger uygulanacaksa %5 OADC iceren KAMHB ile
mikrodiliisyon yontemi onerilmektedir.

® Mikrodiliisyon plaklarinin 28-30°C'de 7 giin inkiibe
edilmesi gerekmektedir







HUM igin duyarhilik testleri

Caligsmalarda yaygin olarak tanimlanmig tirler olan M.
fortuitum grup, M. chelonae ve M. abscessus ile ilgili
oneriler bulunmaktadir.

Duyarlilik testi KAMHB kullanilarak yapilan mikrodiliisyon
testidir.

Mikroplaklara bakteri inokiile edildikten sonra 28-30°C'de
inkiibasyona birakilir.

Ug giinliik inkiibasyon sonrasinda kontrol kuyucugunda
yeterli ireme varsa MIK degeri raporlanir.

Yeterli ireme yoksa inkiibasyon 4. gline uzatilir, eger hala
ireme yeterli degilse 5. glin tekrar okunur.

Besinci giin sonunda da
arlanmasi énerilir

yeterli ireme yok ise testin







Mutlak konsantrasyon metodu, direng
oran metodu ve proporsiyon metodu

® Mikobakterilerin duyarlilik testleri igin 6nerilen
fenotipik yontemler olmakla birlikte genel olarak
M. tuberculosis icin kullaniimaktadir




Disk difidzyon/disk eldsyon
yontem/

Disk difiizyon testi ilk olarak HUM'ler igin
kullanilmistir.

Bu yontem, YUM ve OSUM'in bir liyesi olan M.
marinum igin adapte edilmesi zor bir tekniktir.

Disk eliisyon yonteminde ise sinir degerde antibiyotik
iceren diskin besiyeri katilasmadan once igine
yerlestirilmesi ile uygulanir.

Disk diflizyondaki gibi bir zon ¢api belirlenmez
sadece lireme olup olmamasina gore raporlanir.

Disk ellisyon yontemi M. fom‘un‘um ve M. marin
tedir -



Makrodilisyon yontemi
* YUM'ler igin adapte edilmis bir yontem,

* 1980'li yillarda yontem radyometrik Bactec 460TB
sistemine adapte edilmis

® Glnumizde bu sistemin yerine kullanilan MGIT 960
sistemi ile ilgili olarak yeterince ¢alisma
bulunmamaktadir




Mikrodilisyon yontemi
* Bircok YUM ve HUM icin kullanilabilen bir yontemdir.

* Yontem hem KAMHB hem de 7H9 buyyonda
uygulanabilmektedir.

* Yontem 96 kuyucuklu U tabanl mikroplaklarda
uygulanmaktadir




~ mikrodilisyon yontemi ile uyumsuz olmasi umutlar:

E test yontemi

Mikobakteriler igin kullanilmaya 1990'li yillarda
baslandi.

Test ile MIK degeri tespit edilebilmektedir.

YUM'lerden olan M. kansasii ve MAC, HUM'lerden M.
chelonae ve M. fortuitum igin standart yontemlerle
benzer sonuclar bulunmustur.

Ancak HUM igin yapilan ¢cok merkezli bir ¢calismada
elde edilen E test sonuglarinin gogu antibiyotik igin

-



Mikolik asitlerin hizlr analiz/

® Test igin MGIT 960 otomatize sistemde buyyon
makrodillisyon uygulanmakta ve kontrol tipilinde
treme saptaninca HPLC ile tiplerde mikolik asit
tayini yapilmaktadir.

® Yogunluk ireme kontrol tipindeki ile
kargilagtirilarak MIK tespit edilir

®* MAC izolatlarinda klaritromisinin direncinin hizli
tespitinde kullanildiginda siireyi 7-14 giinden 72
saate indirdigi saptanmis ve yontemin hem hizli hem
de gtivenilir oldugu raporlanmigtir




REVIEW van Ingen & Kuijper

Table 1. Ten most frequently isolated nontuberculous mycobacteria and recommended drug susceptibility testing practices.

Growthrate Species Main sitesof  CLSl-recommended DST  Alternative(s) Key drugs to be tested
infection platform

Slow Mycobacterium avium Pulmonary, Broth macrodilution in 128 Broth microdilution ~ CLA, MOX, LNZ, AMI
complex (M. avium, lymph nodes  medium in MH/7H9
Mycobacterium
intracellulare, minor
species)
Mycobacterium kansasii  Pulmonary Broth microdilutionin MH  Macrodilution, agar  RIF, CLA (+ RIB, MOX, LNZ,

proportion AMI, STR, INH, EMB, CIP, SXT)

Mycobacterium xenopi Pulmonary Broth microdilution in MH! Not established RIF, CLA, RIB, MOX, LNZ, AMI,

. STR, INH, EMB, CIP, SXT
Mycobacterium Pulmonary Broth microdilutionin MH  Not established ¢  RIF, CLA, RIB, MOX, LNZ, AMI,

malmoense - STR, INH, EMB, CIP, SXT

(north-western Europe) e -

Mycobacterium simiae Pulmonary Broth microdilutionin MH  Not established  'RIF, CLA, RIB, MOX, LNZ, AMI,
- STR,INH, EMB, CIP, SXT

Mycobacterium ulcerans  Skin No recommendation No recommehd_é’tior’_i' F

(mainly west Africa)

Intermediate Mpycobacterium marinum Skin Broth microdilution inMH No l\'ecommendatlon RIIE, EMiB, VCLA—, bOX, MIN, SXT

Rapid Mycobacterium abscessus Pulmonary, skin Broth microdilution in MH _' Not estabhshed CLA, AMI, FOX, IMI, LNZ, CIP,
, ' MOX, DOX, TIG, SXT
Mycobacterium chelonae Skin, soft Broth microdilution in MH Not established CLA, AMI, TOB, FOX, IMI, LNZ,
tissues 5 CIP, MOX, DOX, SXT
Mycobacterium fortuitum Skin, soft Broth microdilutioninMH Not established CLA, AMI, TOB, FOX, IMI, LNZ,
tissues, : CIP, MOX, DOX, SXT
pulmonary

™. xenopi grows poorly in this medium.
AMI: Amikacin; CIP: Ciprofloxacin; CLA: Clarithromycin; CLSI: Clinical Laboratory Standards fristisute; DOX: Doxycycline; DST. Drug susceptibility test; EMB: Ethambutol; FOX:

Cefoxitin; IMI: Imipenem; INH: lsoniazid; LNZ: Linezolid; MH: Cation-adjusted fueller=Hinton broth with oleic acid, albumin, dextrose and catalase supplement; MIN: Minocycline;
MOX: Moxifloxacin; RIB: Rifabutin; RIF: Rifampicin; STR: Streptomycin; SXT: CG= mmoxazcv!e, TIG: Tigecycline; TOB: Tobramycin.

Data taken from [4).
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Proportion method on solid medium
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Figure 1. Major drug susceptibility test methods.




YUM ve HUM igin ticari olarak iiretilmis MIK plaklari
bulunmaktadir.

RAPMYCO panel (Trek Diaghostic Systems) ile HUM
igin ve SLOMYCO panel (Trek Diagnhostic Systems) ile
de YUM igin mikrodiliisyon duyarhlik kitleri
hazirlanmistir.

Cavusoglu ve ark. RAPMYCO ile HUM'lerin
duyarliliklarini test ettikleri ¢alismalarinda 10
antibiyotigi 25 izolat igin test etmisler ve sonuglar: 3-
5 glin iginde elde etmislerdir.

Babady ve ark. MAC izolatlarinda klaritromisin
duyarlilik testi icin SLOMYCO panelini Bactec 460 TB
sistemi ve buyon mikrodilisyon yontemi ile
rsilastirdiklarinda uyumu %90'in izerinde




® Vanitha ve Paramasivan MAC izolatlarinda
klaritromisin duyarlihginin tespiti igin mikroplak
Alamar mavisini test ettiklerinde Bactec 460 TB
ile uyumun %86 oldugunu ve duyarlilik testi igin
kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

® Liveark. 12 YUM ve 12 HUM standart suslarinda
antibiyotik duyarliliklarini mikroplak Alamar
mavisi ile test etmislerdir.

® Duyarhlik testleri 7H9 buyyonda yapilmis ve
sonuglar 6 giin iginde elde edilmistir.

® Sonug olarak yontemin ucuz ve guvenli bir yontem
oldugu belirtilmistir







Table 1. MIC (ug/mL) of the 15 antimicrobial agents* to the 24 standard NTM strains.

Species(Code) RIF INH STR OF LOF CAP CEF DOX MIN ETH PAS DIP
M. abscessus (ATCC19977) RGM  >256 >256 32 32 16 >256 64  >256 >425 16  >256 >256
M. chelonae (NCTC946) RGM 64 >256 16 4 2 >256 >256 >256 >425 16 >256 >256
M. fortuitum (ATCC6841) RGM 64  >256 128 <025 <0.5 >256 32  >256 >425 64 >256 >256
M. peregrinum (ATCC14467) RGM 2 >256 32 <0.25 <05 >256 8 64 107 4  >256 >256
M. doricum (ATCCBAAS65) RGM 64 >256 64 0.5 <05 >256 >256 >256 >425 32  >256 >256
M. obuense (ATCC27023) RGM 16  >256 <0.5 0.5 <05 >256 >256 2 13 8 >25 >256
M. phlei (ATCC11758) RGM <0.5 >256 <0.5 1 <05 >25 16 <05 3 4 >256 >256
M. duvalii (ATCC43910) RGM <0.5 >256 <0.5 <0.25 <0.5 >256 8 <05 03 2  >256 >256
M. parafortuitum (ATCC19686) RGM 4  >256 <0.5 <025 <05 >256 >256 <05 03 8  >256 >25
M. gilvum (ATCC43909) RGM <0.5 >256 4 <025 <0.5 >256 >256 1 13 2 iSose oo
M. flavescens (ATCC14474) RGM 16 >256 2 05 <05 >25 >256 1 07 8  >25 >25%
M. bolletii (CIP 108541) RGM >256 >256 128 64 32 >256 64  >256 >425 16 >256 >256
M. intracellulare (ATCC13950) SGM B 2. 11056 WY A Ch i >256 >256 4 1 8  >256 >256
M. xenopi (NCTC10042) SGM 1. >wmeia 03 <025 <05 256 64 <05 <0.08 8  >256 >256
M. senegalense (ATCC35796) SGM, 2° i>256 6L 4 1 >256 16 eyl s s
M. gordonae (ATCC14470) SGM <05 >256 1 2 204 8 32 PRa86 LA B TR A e
M. marinum (ATCC927) SGM <05 >256 4 1 1650 TS ane. S N o R e A R
M. kansasii (ATCC12478) SGM <05 >256 1 4 05 <05 >256 8 2 27 4 >25 >256
M. scrofulaceum (ATCC19981) SGM 0.5 >256 1 2 1 L T SRR e T e
M. malmoense (ATCC29571) SGM 1 >2% 2 2 1 <05 >256 25 8 S 4 ‘mos6>ame
M. avium (ATCC25291) SGM 8  >25 1 2 4 2 > >2% 32 114 ¥t
M. szulgai (NCTC10831) SGM <05 >256 2 4 2 2 >25%6 16 4 27 8 i uoee Soke
M. terrae (ATCC15755) SGM 1 >256 4 8 <025 <025 <05 2256 S e R T e e
M. simiae (ATCC25275) SGM. '8 >6 18 L8 64/ 167 D056 . 2086 - SORET mave e LS Rt

antimicrobial drug.

MIC, minimum inhibitory concentration; NTM, nontuberulous mycobacteria; RGM, rapidly growing mycobacteria;
INH, isoniazid; STR, streptomycin; AK, amikacin; KM, kanamycin; CP, ciprofloxacin; OF, ofloxacin; LOF, levofloxacin;
MIN, minocycline; ETH, ethionamide; PAS, P-aminosalicylic acid; DIP, dipasic.

“bold typeface indicates that the species was susceptible to the antimicrobial drug,

SGM, slowly growing mycobacteria; RIF, rifampicin;
CAP, capreomycin; CEF, cefoxitin; DOX, doxycycline;

while underlining indicates that the species was moderately susceptible to the






* Ramis ve ark. HUM'lerde antibiyotik
duyarliliklarinin belirlenmesi igin hizli

kolorimetrik bir yontemi degerlendirmigleridir.

® Calismada MH buyyonda, KAMHB'da rezasurin ile

ve 7H9 buyyonda rezasurin ile testi ga
her lg¢ testin sonuclarini karsilastirmis

® Sonu¢ olarak ta, KAMHB'da rezasurin i

ismislar ve
ardir.

e yapilan

testin MIK tespiti icin ok iyi bir alternatif
oldugunu belirtmislerdir.






















® Lee ve ark. 2,3-diphenyl-5-thienyl-(2)-
tetrazolium chlorid kullanarak buyyon
mikrodiliisyon yontemi ile HUM igin uyguladiklari
duyarlilik testini degerlendirmisler ve bu
modifiye yontemin duyarlilik sonuglarini
tanimlamada iyi bir belirteg oldugunu
gostermislerdir.

® Yine benzer sekilde Park ve ark. ayni kimyasali
kullanarak MAC izolatlarinda klaritromisin
duyarliliklarini 7H9 buyyonda test ettiklerinde
diusiik maliyetli ve daha az prosediir ile
uygulanabilecek bir yontem oldugunu
saptamiglardir.




Molekdler yontemler

®* TDM'de direng ile ilgili mutasyonlar: tespit etmek
igin ticari olarak mevcut bir yontem
bulunmamaktadir.

® Genellikle in-house molekiler yontemlerle ile ilgili
literatirde calismalar bulunmaktadir




Sonug

® Sonug olarak, son yillarda TDM infeksiyonlarinda
gozlenen artis nedeniyle etkin tedavi prosedirlerinin
belirlenmesi igin antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesi kaginilmaz olmustur.

® Ancak kullanilacak standart yontem konusunda
gozlenen sorunlar bu konunun daha genis kapsaml
olarak degerlendirilmesini ve bu konuda daha ¢ok
arastirma yapilmasini zorunlu kilmaktadir.




