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Sunum içeriği I

• Nitrat redüktaz testi (NRT)
– Direkt test;

– İndirekt test;
• LJ’de NRA

• 7H9 sıvı besiyerinde tüpte NRA

• 7H9 sıvı besiyerinde mikroplakta NRA

• Kanlı agarda NRA

• 7H11 agarda NRA



Sunum içeriği II

• Kolorimetrik redoks indikatör metotları 
(KRİM)
– Alamar mavisi ile duyarlılık testi
– Rezasurin ile duyarlılık testi

• Mikrodilüsyon yöntemi ile
• Tüpte kritik konsantrasyon kullanılarak

– Tetrazolium tuzları ile duyarlılık testi
• MTT
• XTT 

– Malaşit yeşili renksizleştirme testi (MYRT)
– Kristal viyole renksizleştirme testi (KVRT)



Sunum içeriği III

• Mikroskobik izleme dayalı ilaç duyarlılık testi 
(MİDT/MODS) 

• İnce tabaka agar testi (Thin Layer agar) 
(İTAT/TLA)

• Broth mikrodilüsyon metod (BMM)
• E test

– 7H10 ve 11 agarda
– Kanlı ve çukulatamsı agarda

• Kanlı agarda proporsiyon yöntemi ile duyarlılık 
testi

• Koyun serumlu kanlı agar temel besiyerinde
proporsiyon yöntemi ile duyarlılık testi



Tüberküloz ile savaşta en etkili yol;

 Hastalarının erken saptanması 

 Etkili tedavisi 

ile bulaş zincirinin kırılmasıdır.

Etkin tedavi; 

İDT sonuçlarına göre özgün 
tedaviler düzenlenmesi ile 

mümkündür.



Test edilecek ilacın seçimi

 Birinci seçenek ilaçlar
– Her hastada öncelikle test edilmesi gereken ilaçlardır.

• İzoniazid (INH)

• Rifampisin (RIF)

• Etambutol (EMB)

• Pirazinamid (PZA) (Teknik zorluk nedeniyle ilk test edilecek ilaçlar arasına 
alınmayabilir)

• Streptomisin (SM) 

 İkinci seçenek ilaçlar
– İzolat RIF’e dirençli ise test edilmelidir. 

(veya en az iki birinci seçenek ilaca dirençli ise)

• Kanamisin (KAN)

• Amikasin (AMİ)

• Kapreomisin (CAP)

• Ofloksasin (OFL)



İlaç direnci ile ilgili tanımlar

 Primer direnç (yeni olguda direnç) 

– Daha önce tedavi almamış veya bir aydan kısa süre tedavi 
almış olguda görülen direnç

 Sekonder direnç (tedavi görmüş olguda direnç)

– En az bir ay kemoterapi almış olguda ortaya çıkan direnç

 Çok ilaca dirençli tüberküloz (ÇİD-TB)  

– En az RIF + INH direnci

 Yaygın ilaç dirençli tüberküloz (YİD-TB) 

– RIF + INH + florokinolon + bir enjektabl ikinci seçenek ilaç 
(kanamisin, kapreomisin, amikasin) direnci



İDT Yöntem Çeşitleri 

Kültüre Dayalı Yöntemler
– Proporsiyon Yöntemleri 

• Agar Proporsiyon Yöntemi (MB 7H10/11)

• LJ Proporsiyon Yöntemi

– Otomatize Sıvı Sistemler
• MGIT 960

• VersaTREK



Kullanılan Besiyerinde
Önerilen kritik konsantrasyonlar  (g/ml)

LJ 7H10 7H11
MGIT 

960
VersaTREK

İzoniazid (INH) * 0.2 0.2 0.2 0.1 0.1

Rifampisin (RIF) 40.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Ethambutol (EMB) 2.0 5.0 7.5 5.0 5.0

Pirazinamid (PZA) - - - 100.0 300.0

Streptomisin (SM)* 4.0 2.0 2.0 1.0 2.0

Kritik konsantrasyon;
ilaçla karşılaşmamış “wild type” M. tuberculosis suşlarının %95’ini
inhibe eden en düşük ilaç konsantrasyonudur.

*Kritik konsantrasyonunda direnç görülürse , ilacın daha yüksek bir konsantrasyonu için duyarlılık testi yapılması önerilmektedir. 



Dezavantajları

• Proporsiyon yöntemi;
– 3-4 hafta gerekli

– 7H10 ve 11 agar ya da LJ’de uygulanmakta

– LJ hazırlanması zor

• MGIT 960;
– Otomatize ve hızlı

– Pahalı

– Ekipman gerekli



NRT

• Testin temeli;
– Bakteri nitrat redüktaz enzimine sahip

• Nitrat redüktaz enzimi olmayan bakteri oranı <%1

– Duyarlılık testi yapılacak olan besiyerine KNO3 
ekleniyor (1000 µg/ml)

– Eğer bakteri dirençli ise ortamda çoğalmaya 
başlıyor.

– Ortamdaki canlı bakteri enzimiyle nitratı nitrite
indirgiyor

– Canlı bakteri kolonileri görünür hale gelmese de
– Canlı bakteri varlığına bağlı oluşan nitrit Griess

ayracı ile görünür hale getiriliyor



NRT

– Direkt test;

– İndirekt test;
• LJ’de NRA

• 7H9 sıvı besiyerinde tüpte NRA

• 7H9 sıvı besiyerinde mikroplakta NRA

• Kanlı agarda NRA

• 7H11 agarda NRA



LJ’de NRT



Tüpte NRT



Mikroplakta NRT



Mikroplakta NRT



Kanlı agarda NRT





7H11 agarda NRT



7H11 agarda NRT















Duyarlılık: %85-100



Özgüllük: %96,4-100





Duyarlılık: %80-100



Özgüllük: %96,4-100





Özgüllük: %75-100Duyarlılık:  %55-100





Özgüllük: %78-100Duyarlılık: %52,9-100









KRİM

• Kolorimetrik redoks indikatör metotları 
(KRİM)
– Alamar mavisi ile duyarlılık testi
– Rezasurin ile duyarlılık testi

• Mikrodilüsyon yöntemi ile
• Tüpte kritik konsantrasyon kullanılarak

– Tetrazolium tuzları ile duyarlılık testi
• MTT
• XTT 

– Malaşit yeşili renksizleştirme testi (MYRT)
– Kristal viyole renksizleştirme testi (KVRT)



Alamar mavisi kullanılarak duyarlılık testi

– Duyarlılık testi için kullanılan ilk redoks 
indikatörlerden biri

– Okside durumda mavi renkli

– Bakteriyel metabolizma sonucu redükte
olunca pembe renge dönüyor

– Renk ayrımı çıplak gözle yapılabiliyor



• Çalışmalarda;
– INH için;

• Duyarlılık %94-100
• Özgüllük %88-100

– RIF için;
• Duyarlılık %89-100
• Özgüllük %97-100 

– EMB için;
• Duyarlılık %95.8
• Özgüllük %91.7 

– STR için;
• Duyarlılık %91.2
• Özgüllük %97.8



Rezasurin ile duyarlılık testi

• 2000’li yılların başında;

• Nükleik manyetik rezonans ve

• Kütle spektrometre analizleri ile

• Alamar mavisi ve rezasurinin aynı madde 
olduğu anlaşıldı



• Rezasurin;
– Hücre canlılığı ve

– Bakteriyel kontaminasyonu analiz etmek için 
kullanılmakta

– Okside durumda floresans vermeyen mavi 
bir renk

– Redükte olunca güçlü floresans veren kırmızı 
rezorufine döner

– Renk dönüşümü çıplak gözle kolayca 
ayrılabilir

– İndirekt duyarlılık testi olarak üremiş 
kültürlerde çalışılmaktadır



Rezasurin mikrodilüsyon yöntemi ile duyarlılık testleri



Tüpte kritik konsantrasyon kullanılarak









Duyarlılık: %88-100



Özgüllük: %57-100





Duyarlılık: %71-100



Özgüllük: %93-100





Özgüllük:  %57.8-100

Duyarlılık:  %75-100





Duyarlılık:  %75-100

Özgüllük:  %72.2-100



• PZA;
– Duyarlılık: %97-100

– Özgüllük: %97.7-100

• İkinci kuşak antitüberküloz ilaçlar için 
de uygun olduğu raporlanmış



Tetrazolium tuzları kullanılarak duyarlılık testleri

• MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl tetrazolium bromide);
– Okside durumda sarı renkli

– Metabolik aktif hücrelerin dehidrogenazı ile 
redüklenince,
• Çözülmeyen mor MTT formazon kristelleri

oluşuyor

• Çözüldükten sonra 570nm’de ölçülebiliyor
(Çözücü SDS ile dimetilformamid karışımı)

• Çıplak gözle de sarı renkten mor renge dönüşüm 
gözlenerek te test sonuçlandırılabiliyor



• 7 günlük inkübasyon sonrası
– 10 µl MTT (5 g/L) solüsyonu eklenir

– Bir gece inkübasyon

– Mor formazon kristalleri var ise 50 µl 
SDS/DMF eklenir

– 3 saat inkübasyon sarı renkten mor renge 
dönüşüm bakteriyel üremeyi gösterir



• Çalışmalarda;
– INH için;

• Duyarlılık %77-100
• Özgüllük %86-100

– RIF için;
• Duyarlılık %71-100
• Özgüllük %93.2-100

– İndirekt duyarlılık test sonuçları 4-17 günde 
elde edilmiş

– Direkt test 69 balgam örneğinde RIF için bir 
çalışmada uygulanmış
• Sonuçlar 7-21 günde elde edilmiş 
• Uyum %100



• PZA;
– Duyarlılık: %97
– Özgüllük: %99.6

• EMB;
– Duyarlılık: %80-100
– Özgüllük: %71.1-100

• STR;
– Duyarlılık: %75-100
– Özgüllük: %78.6-100

• İkinci kuşak ilaçlar;
– Duyarlılık: %85.7-100
– Özgüllük: %90-100



• XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)car-bonyl]-2H-

tetrazoliumhydroxide);
– Redükte olunca suda çözünen formazon

oluşuyor
– Suda çözünmesi ilave işlem gerektirmeden 

değerlendirmeyi  sağlıyor
– Literatürde 3 çalışma mevcut
– INH ve RIF için uyum %100
– Sonuçlar;

• RIF için 3-6 günde
• INH için 8 günde elde edilmiş

– MTT’ye üstünlüğü;
• Oluşan formazon kristallerinin suda çözünür olması
• İlave işlem gerektirmez





Malaşit yeşili renksizleştirme testi (MYRT)

• Malaşit yeşili bir trifenilmetan boyasıdır
– Memeli hücrelerine toksiktir

– Antimikrobiyal etkisi vardır

– Antifungal özelliği de vardır

– Mikobakteriler dirençlidir















Kristal viyole renksizleştirme testi

• Kristal viyole (Gentin viyole) bir 
trifenilmetan boyasıdır
– Memeli hücrelerine toksiktir
– Antimikrobiyal etkisi vadır
– Antifungal özelliği vardır
– Mikobakteriler dirençlidir

• Histolojik preparatlarda ve Gram 
boyamasında kullanılır

• Topikal antiseptiktir

























KVRT

Referans Yöntem

(MGIT 960)

Dirençli Duyarlı Duyarlılık(%) Özgüllük(%) PPV(%) NPV(%) Uyum(%)

STR 
Dirençli 35 5

81,3 94,8 87,5 92 90,7
Duyarlı 8 92

EMB
Dirençli 21 2

77,7 98,2 91,3 94,8 94,2
Duyarlı 6 111



MİDT/MODS

• ARB pozitif klinik örneklerden ya da

• Üremiş kültürden çalışılabilir

• Mikrokolonilerin mikroskobik olarak 
incelenmesi temeline dayanır

• İlaçsız besiyerinde üreme, pozitif kültürü 
gösterir

• Aynı anda ilaçlı besiyerinde de üreme varsa 
direnci gösterir



• 7H9 besiyerinde mikroplaklarda kord formasyonunun 
inverted mikroskop ile belirli aralıklarla gözlenmesiyle 
uygulanır



• Çalışmalarda;
– INH için;

• Duyarlılık %72.6-100
• Özgüllük %78.4-100

– RIF için;
• Duyarlılık %72.7-100
• Özgüllük %75-100

– EMB için;
• Duyarlılık %73.7-100
• Özgüllük %88.2-91.5

– STR için;
• Duyarlılık %87.5-96
• Özgüllük %96.4-97.6

– PZA için;
• Duyarlılık %95.5-100
• Özgüllük %93.3-100



• İkinci kuşak ilaçlar;
– Duyarlılık: %91.5-96.2

– Özgüllük: %98.7-100

• Sonuçlar; 
– İndirekt test ile 5-18 gün

– Direkt test ile 5-38 günde elde ediliyor



İTAT/TLA

– Genel olarak kültürde tüberküloz basillerinin 
erken tanısı için kullanılır

– Kültürler konvansiyonel mikroskopta incelenir
– Duyarlılık testinin uygulandığı çalışma 

sınırlıdır
– Bir indirekt duyarlılık testinde;

• RIF için;
– Duyarlılık ve özgüllük %100

– Üç tane direkt duyarlılık testinde;
• Hem INH hem de RIF için;

– Duyarlılık ve özgüllük %100 

– Sonuçlar 8-14 günde elde edilmiştir



• Bir çalışmada;
– INH;

• Duyarlılık: %98
• Özgüllük: %100

– RIF;
• Duyarlılık: %98
• Özgüllük: %88

– CIP;
• Duyarlılık: %98
• Özgüllük: %91





Broth mikrodilüsyon testi











– INH;
• Duyarlılık: %100
• Özgüllük: %91-100

– RIF;
• Duyarlılık: %100
• Özgüllük: %85.7-100

– EMB;
• Duyarlılık: %90.2-100
• Özgüllük: %96-100

– STR;
• Duyarlılık: %96.9-100
• Özgüllük: %90.9-98

– PZA;
• Duyarlılık: %100
• Özgüllük: %95-100



E test

• Antibiyotik emdirilmiş stripler kullanılır

• McFarland 3 bulanıklığında inokülüm kullanılır

• Sonuçlar 5-10 gün arasında elde edilir

• İndirekt test olarak uygulanır

• Bir çalışmada RIF direncinin hızlı tespiti için 
direkt test uygulanmış
– Uyum %100

– Sonuçlar 14-37 günde (ortalama 20 gün) elde 
edilmiş



E test 

• Çalışmalarda;
– INH;

• Duyarlılık: %55.6-94.6

• Özgüllük: %94.8-98.6

– RIF;
• Duyarlılık: %62.5-100

• Özgüllük: %97.3-10

– EMB;
• Duyarlılık: %50-85.7

• Özgüllük: %97.7-98.8

– STR;
• Duyarlılık: %5.9-85.7

• Özgüllük: %85.1-100

• 7H10 ve 11 agarda uygulanır

• Kanlı ve çukulatamsı agarda da test edilmiştir















Kanlı agarda proporsiyon yöntemi ile duyarlılık testi

































Çalışma

Duyarlılık(%) Özgüllük(%) Uyum(%)

Yöntem
Referans 

Yöntem
STR

INH
RIF EMB STR

INH
RIF EMB STR

INH
RIF EMB

Lopez-

Roa ve 

ark

- - - 85,7 - - - 73,7 - - - 76,9
MGIT 

960
Proportion

Said ve 

ark
95 - - 92 37 - - 37 61 - - 44

MGIT 

960
Proportion

Zhao ve 

ark
93,3 96,9 98,4 94,6 96,9 98,2 98,4 95,5 95,6 97,6 98 95,1

MGIT 

960
Proportion









Sonuç
• Literatür incelendiğinde;

– İlaç direncinin hızlı tespiti için;
• Kolay uygulanabilen
• Ucuz
• Hızlı
• Güvenilir

Fenotipik/kolorimetrik yöntemler bulunmaktadır

– Klinik mikobakteriyoloji laboratuvarları bu 
yöntemlerden kendileri için uygun olanı seçip 
kullanabilir

– Ayrıca;
• Bu yöntemleri içeren çok merkezli validasyon

çalışmaları ile en uygun yöntem belirlenip adres 
gösterilebilir.


