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DSO'niin 2013 verilerine gore,

9.0 milyon kiside tb gelisti (2012'de 8.6 milyon)

9.0 milyon olgunun 1.1 milyonu (% 13) HIV +

1.5 milyon kisi hayatini kaybetti ( HIV pozitif
360.000 &lim dahil)

* HIV koinfeksiyonu en yiiksek Afrika'da (7%34)

« Giiney Afrika'da HIV koinfeksiyonu >7%50
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2000-2013 arasinda etkili tedavi ve uygulanan tani
stratejileri sayesinde 37 milyon kisinin hayati
kurtuldu
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CID
480.000 kisi CID-1b

210.000 OLUM

» Yeni tani koyulan olgularin %3.5'i ve bunlar
arasinda 6nceden tedavi gorenlerin %20.5'i
¢ID-tb
PT tanisi alan hastalarin tahmini 300.000 ‘i ¢ID-tb

CID-tb en yiiksek —

Hindistan-Cin-Rusya Federasyonu

(Buradaki baz: dlkelerde yeni olqularin %20den fazlas: ve bunlar
arasinda énceden tedavi gormdslerin %50'si CID-1b)




Tahmini =~ ° milyon qu|p olgu var (12 dlkede)

(Tani almamis ya da tani almis ama ulusal tb programina bildirilmemis)

Hindistan (tiim olgularin %31')

Giiney Afrika Nijerya
Banglades Etiyopya
Pakistan Filipinler
Endonezya Myanmar
Cin

Kongo Demokratik Cum.

Mozambik
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Yaygin Ilag Direngli TB

(extensively drug resistant=XDR = Yaygin ilag direnci=YID)

CID + herhangi bir kinolon + ii¢ enjektabl ilagtan birine

(kapreomisin, kanamisin, amikasin) direngli

2013 sonunda en az 1 YID-tb olgusu bildiren ilke
\

100

CID-tb hastalarinin » (2008'de %5.4't)
v

YID-tb
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2015 yili sonuna kadar,énceden tedavi almis hastalar arasinda,

2015 yili sonuna kadar, tahmin edilen tim ¢ID-1b

ve,
CID-tb oldugu bildirilen tiim hastalarin en az



< 250.000 yeni CID-tb ve 13.000 YID-tb
hastasinin olusumu engellenecek,

< Tahminen 225.000 CID-tb hastasina tani
koyulacak,

< Bunlarin en az 127.000'i basarili bir sekilde
tedavi edilecek |,

 Boylece, CID-tb'un yayilmasi engellenecek
ve yaklasik 120.000 kisi hayatta kalacak..



Fenotipik yontemler:
Konvansiyonel

- Direng orani yontemi Genotipik yéntemler
- Mutlak konsantrasyon yontemi
- Agar proporsiyon (orantt)

&

D)

L)

> Real-time PCR (GeneXpert MTB/Rif)

yontemi < Line-prob yontemleri
- MGIT 960 (sivi besiyeri) * Inno-Lipa Rif TB
- Versa TREK (sivi besiyeri) * Genotype MTBDRplus

Konvansiyonel olmayan
- Ilag duyarlihginin mikroskopta
gozlemi (MODS)
- Ince tabaka agar (TLA)
- Faj temelli yontemler
Kolorimetrik redoks indikatér yontemleri
-Nitrat Rediiktaz Deneyi(NRA)
-Rezasurin (Alamar mavisi)
- MTT
- XTT




Konvansiyonel Yéntemler
Proporsiyon (oranti) yontemi

+ Sik kullanilan giivenilir bir yéntemdir.

+ Yiiksek ve diisik diliisyonlu inokuliimler
hazirlanarak, denenecek sus ilagh ve ilagsiz
besiyerlerine ekilir.




Ilagh b.y. de iireyen

olont says 2 %1 (KP) >R

Ilagsiz b.y. de iireyen
koloni sayisi

1. Il
M. Tuberculosis and M. Tuberculosis and

no drugs drug A
{used as a control) Z ’&" V/ (resistant)
; 3
. - .' .
b % 3 k‘ }’\'
V. 1.
M. Tuberculosis and M. Tuberculosis and
drug C drug B
{susceptible) (susceptible)
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Besiyeri
B Lowenstein-Jensen (LJ)

B Middlebrook 7H10-7H11

CLSI, MB7H10 besiyerinde yapilan proporsiyon test yontemini
referans yontem olarak kabul etmektedir (Agar Proporsiyon Yaontemi)



Proporsiyon yontemi

Direkt test Indirekt test
Dekontamine ve konsantre Primer kiiltirde iGremis, saf
edilmig, ARB pozitif ornek bakteri kolonileri kullanilir.

kullanilir.



MGIT 960 sistemi

Tam otomatize, radyometrik olmayan
Besiyerinin dibindeki silikon igine floresan
gomiilldiir.

Floresan madde sivi besiyerindeki oksijen varligina
duyarhdir.

Ureyen mikobakterilerin oksijeni kullanmasi sonucu
floresans olusur.




MGIT 960 cihazi;

floresans siirekli izler,
sonuglari otomatik olarak
yorumlar, 1/100 kontrol ve
ilaglh besiyerlerinde floresan
olusup olusmamasina gére
susun denenen ilaca direngli
ya da duyarl oldugunu bildirir.




Versa TREK sisteminde duyarhlik
testi(sivi_besiyeri)

Tam otomatize ve siirekli
moniterize durumda olan bir kdltdr
sistemidir.Sistemde, kullanilan
besiyerlerinin iizerindeki bogslukta
biriken gaz basinci degisiklikleri
otomatik olarak her 24 saatte bir
olgilerek degerlendirme yapilir ve
bu degerlendirme grafiksel olarak
bir monitore yansitilir. Beklenen,
Greme varliginda oksijen basincinda
azalma, karbondioksit basincinda
artis olmasidir.Sistemde uygulanan
duyarliik deneyinde de, ilagh ve
ilagsiz  (kontrol) besiyerlerindeki
gaz basinci degisiklikleri
karsilastirilarak degerlendirme
yapilir ve sonuglar kaydedilir.




Konvansiyonel olmayan yéntemler

Ilac duyarlihiginin mikroskopta gézlemi
(MODS)

+ 7H9 sivi besiyeri
Doku kiiltiird plaklar:
Direkt veya indirekt uygulanabilir

Direkt uygulamada 8-12 giinde sonug almak
midmkdn.

Dekontamine ve homojenize edilmis balgam drnekleri
ilagsiz kontrol ve INH ve RIF igeren kuyucuklara
ekildikten sonra, plaklarin dzeri kapatiir — co,+37 ¢

Plaklar hergin invert mikroskopta incelenerek
M. tuberculosis 'in olusturdugu kord formasyonu arastirilir.

Kontrol ve ilagh kuyucuklarda dreme olmasi susun o ilaca
direngli oldugunu gésterir.



Day 7 Day 9 Day 23

Day 5




TB MODS TEST KIT*

» Detacts the presence of viable Mycobacterivm
tuberculosis and...

* Parforms suscepfibility festing simultaneously
and within the same procedure.

» Defects resistance to both isoniazid and
rifampicin; the two most commonly used drugs
for therapy.

o Uses liquid culture for accelerated growth.
 Defacts suscepfible, mono-esistant, and multi-
drug resistant (MDR) TB usually within a 5 to

10 day incubation period.

e Utilizes the TB cording phenomenon for
identification, which is easily viewed with an
inverted microscope.

*Can be used to monitor pafients on therapy.
Detects only living organisms. -

o Cost effactive and labor saving at the price of T8 MODS Kit - @ complete. sim-
approximately $5.00 per fest. T d'ped ! "

 Ready-to-use anfibiofics available in an easy- S R
to-dissolve tablet. No measuring, weighing, or
mixing needed.

» All vials and reagents are color coded to
simplify and error-proof the procedure.

» Unique protactive flexible silicone sealing lid
for increased safety. Tray remains permanently
sealed throughout the entire incubation and ex-
aminafion procedure. Safety lid can be easily
pierced with a needle/syringe if sub<ulturing
or rapid speciafion is necessary.

*Formulated in a standardized, ready-to-use kit
format complete with 24-well frays and color

. r
\ «<
coded vials.

Kit contains all necessary components. No Color coded ready-to- MODS Anfibiotic Tablets
need 1o source from multiple vendors. use reagents
*No expensive capital equipment required.

Utilizes an inverted microscope (approximately \
$2,500 USD). See below.
\

MODS Sedling Lid for safety

Inverted Microscope
For use with the TB MODS KIT™

The VanGuard inverted microscope is recommended for use
with the MODS procedure. This frinocular brightfield micro-
scope uses a 30W light source and features Infinity Corrected
Optics. It comes with 4x and 10x fluorite objectives for 40x
and 100x total magnification. Five year warranty.

.. 1491INIMODS
.. 1491INIMODS220

110 volts, each
220 volts, each

phone: (800) 266-2222 1430 West McCoy Lane
% H A R DY fax: (805) 6149274 USGSHAM Maria, 93455 CA
email: Sales@HardyDiagnostics.com

A Culture of Service™

*Not currently for sale within the United States.




MODS / MGIT 960
* Preparat (+) balgam orneklerinde
- INH %92.9 Rif %95.5 C¢ID %97.3 uyum
- ¢ID-tb saptamada
* Duyarhlik %95.3 PPV %97.6
+ Ozgqiillik 7%98.6 NPV %97.1
+ Sonug alma siiresi ortalama 8 giin (5-21) *

-+ 18 yayin — direkt yontem — meta-analiz
+ 6 yayin MODS — Rif igin toplam (pooled)
duyarlihk %96
ozgiillik %96
INH igin toplam (pooled)
duyarlihk %92
ozglillik %96 **

* Int J Tuberc Lung Dis 2012; 16(7):941-46.
** BMC Infect Dis 2009; 9:67.



Ince tabaka agar (TLA)

Besiyeri Middlebrook
7H10-11 agar A

Kati besiyerinde ilagl ve
ilagsiz (kontrol) kadranlarda
susun kord ve mikrokoloni
olusturmasi ve bu
olusumlarin mikroskopta
incelenmesi esasina dayanir.

Preparat (+) drneklerde kisa
slirede CID-1tb tanisi
koymak miimkiin, preparat
(-}llerde siire ¢ok daha
uzun.

Standart yontemle %100
uyumlu sonuglar aliniyor
ancak daha gok ¢alismaya
gerek var.

Clin Lab Med 2012;111-127




Kolorimetrik redoks indikatér yontemleri
Nitrat Rediiktaz Deneyi (NRA)

Canli bakterilerin nitroredilktaz enzimini kullanarak nitrati—
nitrite indirgemesi ve bu reaksiyonun, besiyerinde bulunan
Griess ayiraci sayesinde belirlenmesi esasina
dayanir.Indirgeme reaksiyonu sonucu besiyerinin rengi
pembeden mora dondgiir.

Rezasurin gibi farkl indikatorler kullanilabilir (maviden
pembeye)

Renk degisiminin olmasi susun iredigini ve o ilaca direngli
oldugunu gésterir.

Konvansiyonel L-J besiyerinde direkt ve indirekt yontem
kullanilabilir.

Sonug alma siiresi ortalama 10-14 giin,
Ornek basina maliyet 3.58 Dolar.
Diisiik ve orta gelirli iilkelerde tavsiye ediliyor.






NRA/Proporsiyon (7H11 agar)

37 tamamen duyarli, 88 ¢ID,12 YID, 11 poliresistan— farkh
bolgelerden toplanmis 148 M.tb

Duyarhlik RIF %97 - %100 6zgillik

INH %99 - %95

OFX %100 - %95.7

KM %94.6 - %99 *
6 farkl Glke gok merkezli » Samsun » MGIT 960 - LJ
Prep (+) balgam drneklerinden ekim » Direkt yontem
RIF igin dogruluk %93.7-7%100 3 merkez »21 giin

INH 7%88.2-7%100 1 merkez»13.9 giin
OFX 7%94.6-7%100 1 merkez» 18.4 giin
KM %100 1 merkez» 16.2giin **

* Int J Tuberc Lung Dis 2012:16:110-113
** JAC 2014 ;69 :441-4.



Rezasurin (Alamar mavisi)-
MTT-XTT (Tetrazolyum tuzlar:)

* Middlebrook 7H9 besiyeri + OADC

M. tuberculosis'in lremesine bagl olarak
antitiiberkiiloz ilag igeren besiyerlerinin indirgeme
reaksiyonu sonucu renginin degismesi esasina
dayanir.

- Besiyerinin renginde deqgisiklik meydana gelmesi

bakterinin o _ilaca direncli oldugunu gésterir.

* Mikroplaklarda ilaglarin MIC degerlerini saptamak
mimkiin, ayni anda birden gok sus denenebilir.

* Ortalama sonug siiresi 4-14 giin.

* MGIT 960 ile ayni siirede sonug vermesi agisindan
diisiik ve orta gelirli dlkelerde tavsiye ediliyor.







Genotipik yontemler

<> Real-time PCR (GeneXpert MTB/Rif)
» Line-prob yontemleri
* IﬂﬂO-LipCl Rif TB (Innogenetics NV, Ghent, Belgium)
* GCHOTYPC MTBDRP/US (Hain Lifesciences, Nehren, Germany)

» Rifampine direngli suglarin 7.90-95"'i rpoE geninde
mutasyona sahip

> ILzoniazide direngli suslarin 7%.70-80"'i katé-inhA
geninde mutasyona sahip.



Chromogen (NBT/BCIP)

—-_J

Alkaline phosphatase

\O Q Color reaction

Streptavidin

|

Biotin

—G
o

Biotin-labeled single-stranded amplified target

Source: Expert Rev Resp Med 09 Expert Reviews Ltd



Canjugate Control
Amplification Cantrol
M. tuberculosts complex

rpoB Locus Control
rpoB wild type probe 1
rpoB wild type probe 2
rpoB wild type probe 3
rpoB wild type probe 4
rpo8 wild type probe 5
rpoB wild type probe 6
poB wild type probe 7
rpoB wild type probe 8
rpoB mutation probe 1
rpo8 mutation probe 2A
rpoB mutation probe 28
rpoB mutation probe 3

katG Locus Control
KkatG wild type probe
katG mutation probe 1
katG mutation probe 2

inhA Locus Control
inhA wild type probe 1
inhA wild type probe 2
inhA mutation probe 1
inhA mutation probe 2
InhA mutation probe 3A
fnhA mutation probe 38
colored marker

Resistance

Conjugate Control
Amplification Control
M. tuberculosis complex

rpoB Locus Control
rpoB wild type probe 1
rpoB wild type probe 2
rpoB wild type probe 3
rpoB wild type probe 4
rpo8 wild type probe 5
rpo8 wild type probe 6
rpoB wild type probe 7
rpoB wild type probe 8
rpo8 mutation probe 1
rpoB mutation probe 2A
rpo8 mutation probe 28
rpoB mutation probe 3

katG Locus Control
katG wild type probe
katG mutation probe 1
katG mutation probe 2

InhA Locus Control
inhA wild type probe 1
inhA wild type probe 2
inhA mutation probe 1
inhA mutation probe 2
InhA mutation probe 3A
inhA mutation probe 38
colored marker

R = Rifampicin
| » Isoniazid

Genotype MTBDRplus

1
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Ikinci kusak ilaclara direng (YID)

Agar proporsiyon yontemi
MGIT 960 sistemi
Kolorimetrik redoks indikatér yontemleri (Rezasurin-MTT-NRA)

IklnCI jenef'GSYOn Iine pr‘ob (DSO bazi bélgelerde duyarlihigini yeterli bulmadi)

Genotype MTBDRSs/ (Hain Llfesaences Nehren, Germany)
Prep(+)pulmoner drnekler veya sus

2 3

LI -

O I -

Fluorokinolon direnci
(gyrA geninde mutasyon)
Enjektabl ilaglara direng
(rrs geninde mutasyon)
Etambutol direnci

(emb geninde mutasyon)

11

11

0

H

FLO+AG/CP FLO
+EMB «EMB +EMB

-
-
=3
-
-
=3




< OFX igin duyarlilik %91 Ozgiillik %98.4 PPV %99
Enjektabl ilaglar igin uyum %100
ETM igin duyarhlik %56.2 6zqiilliik %81*

< 342 CID sus (Genotype MTBDRs//Agar proporsiyon-6.Afrika))

OFX igin Duyarliik %70.3 Ozgqiillik %97.7

KM %25 7%98.7
CPM %21.2 7%98.7
ETM 7%56.3 %56 **

< 200 sus — 170 ¢ID — Dogu Avrupa'daki 4 iilkeden
Fluorokinolon duyarliligi %92.3 6zgqiillik%100 PPV%100 NPV%93.9
Enjektabl ilaglar igin  %41.7 6zgiillik%100 PPV%100 NPV %62.3
YID tanisi %22.6 o6zgiillik %100 PPV%100 ***

< Vietnam'da mutasyonlarin gogu eis geninde (rrs'ye ek olarak) bu nedenle kitin
enjektabl ilaglari saptamadaki duyarliligi diigiik.****

Bu gendeki mutasyonlarin saptanmasina ydnelik problar eklenmeli— kanamisin
Orta Asya ve Dogu Avrupa'da tedavide yaygin olarak kullaniliyor.

* Med Clin N Am 97 (2013):553-579 *** J Clin Microbiol 2012:50:1593-7
** Int J Tuberc Lung Dis 2012; 16:104-9. **xx J. Clin. Microbiol 2011;49:2502-8



Real-time PCR

GeneXpert ~ MTB/RIF  (Cepheid
Inc., ABD), direkt ornekten
M. tuberculosis ve RIF'e direnci
birlikte  saptayan @ tek  tam
ofomatize real-time PCR
(izlenebilir/gergek zamanh) temelli
kartus testtir.

Nikleik asit amplifikasyonu ve real

time PCR kapali sistem iginde
uygulanir. Niikleik asit
amplifikasyonu cihazda
gergeklestiginden insan  giici
gerekmez ve kaynaklari kisith
dlkeler igin bu durum avantaj

olarak goriilmektedir..

Sistemde kullanilan primerler rpoB
geninin 81 baz ¢iftinden olusan

merkez  bdlgesini  gogaltir.Bazi
suslarda  mutasyon  farkli  bir
bolgedeyse, bu ydntemle RIF'e

direng saptanamayabilir

Sputum liquefaction
and inactivation with
2:1 sample reagent

Ultrasonic lysis
of filter_captured
organisms to
release DNA

£

DNA molecules
mixed with dry
PCR reagents

| emine:

v/

Assay Name MTS-RIF '

e emeoncs noT DETECTED
]

Cartridge inserted into
MTB-RIF test platform
{end of hands-on work)

Time to result, 1 hour 45 minutes

GeneXpert,

Ceorec:



