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Hizli tanida kullanilan yontemler

*PCR (Polymerase chain reaction)
* Konvansiyonel PCR
* Real-time PCR

*izotermal amplifikasyon yéntemleri

* TMA (Transcription-mediated amplification)

* NASBA (Nucleic acid sequence-based amplification)
* SMART (Signal mediated amplification of RNA technology)
* SDA (Strand displacement amplification)

* LAMP (Loop mediated amplification)

* CPA (Cross priming amplification)

* NEAR (Nicking enzyme amplification reaction)

* RPA (Recombinase polymerase amplification)

* HDA (Helicase-dependent amplification)

* RCA (Rolling circle amplification)

* RAM (Ramification amplification)

* SMART-AMP (Smart amplification)

* NEMA (Nicking enzyme mediated amplification)

* |CA (Isothermal chain amplification)

* EXPAR (Exponential amplification reaction)

Respirology (2013) 18, 217-232




Hizli tanida kullanilan yontemler

Newer NAATs: automated
cartridge-based platforms

Discovery Medicine, 2012




Ideal bir hasta basi tani testinde olmasi gereken 6zellikler

e Point -of-care (POC) diagnostic test

Duyarli (Kalturle karsilastirildiginda)
— Yayma pozitif orneklerde >%95
— Yayma negatif 6rneklerde >% 60
* Ozgil

— Kaltdrle karsilastirildiginda >%95

* Hizlh

— < 3 saat icinde sonuclanmali

* Direnci saptamali

* Ucuz

— <10 USD

Respirology (2013); 18, 217-232




Ideal bir hasta basi tani testinde olmasi gereken 6zellikler

* Kullanim kolayligi
—Kullanimi icin minimal egitim yeterli olmali
—Degerlendirmesi kolay olmali
—GUlnde en az 20 6rnek ¢alisilabilmeli
—Batarya ile calisabilmeli
—Raf omri olmali >24 ay olmali
—Yuksek i1silarda ve nemli kosullarda saklanabilmeli
—Farkh tipte 6rnekler calisilabilmeli

—Cevre dostu olmal

Respirology (2013); 18, 217-232




TB’nin molekuler tanisindaki gelismeler Temmuz 2013

« DSO tarafindan desteklenenler
* Xpert MTB/RIF

* Line probe assayler (yayma pozitif balgam ornekleri veya kiltlr pozitif 6rnekler)

WHO GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT 2013




GeneXpert MTB/RIF

Temmuz 2013 itibariyla M.tuberculosis ve RIF direncini birlikte
saptayan tek tam otomatize real-time PCR temelli kartus testtir

2010 yilindan sonraki gelismeler

— Kartusta vyapilan gelistirmelerle duyarlilikta azalma olmadan
ozgulltk artisi saglandi

— Programda, akiskanlarda ve B probunda modifikasyonlar yapildi

*Prop sayisinin  10a cikartildigt MBR-TB prototipi gelistirme
asamasindadir

WHO; Global Tuberculosis Report 2013




GeneXpert MTB/RIF

1) Omegin
“Sample reagent’
ile inaktivasyonu

eCihazda 1-64 modul
bulunabilir

eKartuslar oda isisinda 6-9 ay sak
gbini
eEkstraksiyon, amplifikasyon wve '

reagenler liyofilize halde kullan

icinde bulunur yma

ekKnntaminacunn riclki cale azcir

o5 adet «Molecular beacon» prop kullanilir

erpoB geni cogaltilir ﬁ—
: . . Lancet Infect Dis. 2013 ;13(4):349-61
*MTB ve RIF direnci saptanir Respirology (2013); 18, 217-232

eReferans laboratuvar sonuclari ile molekiler testler || Clin Microbiol. 2010 ;48(7):2495-501
’ da d iz 1ab | | J Clin Microbiol 2010 ;48(1):229-37
onusunda deneyimsiz laboratuvarin sonuglari uyumlu WHO; Global Tuberculosis Report 2012
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GeneXpert MTB/RIF

e Duyarlilik
— Tum akciger tuberkilozlu olgularda %90(%86)
— Yayma (+) olgularda %99 (%100)
— Yayma (-) olgularin %75 (%74)

e Yanlis pozitif RIF direnci olabilir
e Yayma negatif solunum disi orneklerde duyarhlik diisuk (%37-67)

e Duyarlilik
i
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Sivi kaltir < Xpert = Kati kaltir >  Mikroskopi

Lancet Infect Dis. 2013 ;13(4):349-61
J. Clin. Microbiol. 2011, 49(12):4138-4141
Expert Rev Mol Diagn. 2012 ; 12: 687-701




MTBDRplus V2

* PCR-revers hibridizasyon temelli ey

| __— Streptavigin

*Yayma pozitif/negatif solunum
orneklerinden ve kulturden calisilabilir

*Tum islemler ~5 saat icinde tamamlanir
* RIF direnci = rpoB

e INH direnci = katG ve inhA

eYayma (-) 6rneklerde duyarlilik disuk

eDSO referans laboratuvarlarda yayma pozitif solunum érneklerinden ve kiiltiirden
calisiimasini onayliyor

J Clin Microbiol 2012; 50 (11): 3712-16, PLOS
Medicine 2011; 8 (7); e1001061
WHO GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT 2013




TB’nin molekuler tanisindaki gelismeler Temmuz 2013

* DSO tarafindan degerlendirilen ve heniiz desteklenmeyenler
* TB LAMP, Eiken, Japonya

* Genotype MTBDRsl, Hain LifeScience, Almanya

WHO GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT 2013




MTBDRs/

* PCR-revers hibridizasyon temelli

*Yayma pozitif solunum orneklerinden
ve kualturden calisilabilir.

*Tum islemler ~5 saat icinde tamamlanir
*Etambutol direnci =>» embB
* Amikasin, kanamisin direnci => rrs

*Kinolon direnci => gyrA

eDSO tarafindan kinolon ve enjektabil ila¢ direnci saptamada duyarhhg yeterli
bulunmadi

eYID-TB’nin saptanmasinda referans standart fenotipik duyarlilik testleri

WHO GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT 2013




Loopamp

1
g--n‘

Balgam oérneginin hazirlanmasi

2 $ 67°C’de 40 dk
) izotermal
= amplifikasyon
Ornegin liyofilize

LAMP reagenine
eklenmesi

Saptama
-+

UV transiluminator

Tlirbidite

Elektroforez

* LAMP temelli izotermal amplifikasyon
*Tum test 1 saat icinde tamamlaniyor
* Akciger tuberkilozunda
* Duyarlilik

*Yayma (+) %97.7-98.2

*Yayma (-) %48.8-55.6
*Ozglilliik %96.2

DSO tarafindan 6zellikle yayma (-)
orneklerde performansi yeterli
bulunmadi

Expert Rev Mol Diagn. 2012 ; 12: 687-701
Int J Tuberc Lung Dis 2011; 15 (9):1211-1217
WHO GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT 2013




TB’nin molekuler tanisindaki gelismeler Temmuz 2013

*Gelistirme asamasindakiler
*Gendrive MTB/RIF ID, Epistem, BK
*Alere Q, Alere, ABD

*B-SMART, LabCorp, ABD

* LATE-PCR, Brandies Univesity, ABD
*GeneXpert XDR kartusu, Cepheid, ABD
*TruArray MDR-TB, Akkoni, ABD
*INFINITIMTB Assay, AutoGenomics, ABD

WHO GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT 2013




Gendrive MTB/RIF ID

*560 g agirliginda, tasinabilir, kartus temelli, Real-time PCR sistemidir.
*MTB ve RIF direncini saptiyor.

* Amplifikasyon ve saptama ayni cihazla yapilir.

*Saptama icin prop ve erime egrisi analizi kullanilir.

*Tum islemler <45 dakika icinde sonuglanir.

*Cihaz 12 V dogru akimla ¢alisabiliyor.

*Duyarlilik >%90-95, 6zgullik >%95

 Cihazin Ucreti 2000-4000 USD, kartuslar 10-17 USD olarak éngorulayor.

P Result
@ Tout Rouut

MTB / RIF

Dato Catridge #
01 FEB 12, 10:03 1234567890-ABC

Hold to raset

Expert Rev Mol Diagn. 2012 ; 12: 687-701




Alere Q

*TUberkiloz tanisi (NEAR-temelli izotermal amplifikasyon)

*Diren¢ saptama (pcr)

*Birinci secenek ilaclar
— RIF (rpoB)
— INH (katG, inhA)
— Etambutol (embB)
*[kinci secenek ilaglar
— Kinolonlar (gyrA)

— AK/KAN/CARP (rrs, eis)




TB'nin molekiler tanisindaki gelismeler Temmuz 2013

*Piyasada bulunan ancak DSO tarafindan heniiz
degerlendiriimeyenler

*Truelab/Truenat MTB, Molbio/bigtec Diagnostics, Hindistan
*EasyNAT TB Diagnostic kit, Ustar Biotechnologies, Cin
*iCubate System, iCubate, ABD

*TB drug resistance array, Capital Bio, Cin

WHO GLOBAL TUBERCULOSIS REPORT 2013




Truelab /TruenatMTB

* DNA eldesi
* Truepre-MAG 1.6 kg agirliginda yari otomatik manyetik boncuk temelli sistemdir.
* Amplifikasyon ve saptama
* Truelab Uno 0.9 kg agirhginda, kartus temelli, Real time PCR sistemidir.
* Cihazlar batarya ile calisabilir.
* Test 1 saat icinde sonuclanir.
* Cihazlarin toplama maliyeti <6000 USD

e Kullanilan malzemeler 10-12 USD

Trueprep™-MAG i ¥ Truelab™ Uno

Expert Rev Mol Diagn. 2012 ; 12: 687-701




EasyNAT TB

DNA eldesi manuel olarak yapilyor. Basitlestirmek icin ¢calisiliyor.

1S6110 bolgesinin CPA-temelli izotermal amplifikasyonu (63°C’de 1 saat)
Saptama «Lateral flow» yontemi ile (5-10 dakika)

Toplam test stresi 90 dakika. Fiyati 15USD

Reagenler oda isisinda <2 ay saklanabiliyor

Duyarlilik

Yayma pozitif orneklerde % 96.9 yayma negatif orneklerde %87.5
Ozglllik %98.8

Expert Rev Mol Diagn. 2012 ; 12: 687-701




