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Kandolagimi Enfeksiyonlari

%10 mmmmp Kandidemi

Olum hizi : % 50 (YBU)

Erken tani (?), tedavinin dnemi|



Etken: Candida allbicans

albicans disi tUrIerI
Eriskinlerde : C.krusel (Fcz Direncli)

Cocuklarda : C.parapsilosis
C.dubliniensis: Fcz direncli
C.lusitaniae: Amfoterisin B direncli
C.parapsilosis

o [ Ekinokandinler icin t MIK
C.quilliermondii _




KANDIDEMI TANISINDA
KULLANILAN YONTEMLER

Antikor saptanmasi : (anti-mannan
ak.)

Antijen saptanmasi : (mannan,
glukan)

% 95 dzgulltuk
% 90 duyarhlik



Kan Kulturleri: Altin Standard

Duyarlilik = % 50

Bac T/ALERT
BACTEC — 9240
Ureme sinyali: 3-5 glin



Duyarlilik, 6zgulluk I
Hizli sonuc

MOLEKULER TANI YONTEMLERI



PCR DISI MOLEKULER YONTEMLER

In-situ Hibridizasyon:
Floresein isaretli oligonukleotid + KAN/DOKU

Maya (tur dlzeyinde) 18SrRNA ile

!

HIBRIDIZASYON
3 kob/0.5 ml.kan

2.5 saat
Dezavantaj: Her bir tlr icin ayri set gereksinimi



Positive
Blood Culture

C. albicans/C. glabrata PNA FISH™

Gram stain

ol .

‘ C. albicans C. glabrata

2.5 Hrs.,
)

Non-C. albicans

‘ Non-C. glabrata

Call 1o Physician



NASBA (Nucleic Acid Sequence

Based Amplification)

Izotermal amplifikasyon islemi
1 kob/100 pl. kan

Termal dongu cihaz1 @



PCR’YE DAYALI YONTEMLER
PCR-LPA (Line Probe Assay):

Kan kultirinden == (maya) DNA’sInin
Izolasyonu

Turlere 6zgul oligonukleotidler

8 Candida turu
2-10 kob/ml.



Multipleks PCR:

Kandan mayaya ozgul ITS1, ITS2
bolgelerinin amplifikasyonu

Urlinlerin agaroz jelde farkli go¢ profillerine
gore tur belirlenmesi

8 saat
1 den fazla tur tanimlanmasi



Nested PCR ve Seminested PCR
(sn PCR)

Iki agamali amplifikasyon yontemi
Hedef: coklu kopyalari bulunan rRNA dizileri

(duyarllllkI )

Sn PCR’de:

Ik asamada iki adet dis primer
(hedef bolgede uzun bir kismin
amplifikasyonu)

Ikinci agamada bir dig-bir i¢c primer ile
amplifikasyon
1 kob/ml.




PCR-EIA (PCR-Enzyme Immuno
Assay)

Kandan (maya) DNA sinin izolasyonu

ITS1,3,4 evrensel primerler ile
P

“— Amplikonlar 1

Enzim isaretli antikor ile saptanmasi

Dezavantajl: C.glabrata
tanimlanamaz.

snPCR-EIA ile 1 kob/ml

C.glabrata dahil tanimlama




Tanimlanan PCR Yontemleri ile

1-10 kob (10 fg) / ml

Kolonizasyon / enfeksiyon ayirimi ?

Uygulama: UREMELI kan kiiltirleri ile*



Lanosterol 14-a-demetilaz geni
amplifikasyonu

100 kob/ml. kan

Kisith tar tanimi
(C.albicans, C. tropicalis)



Lanosterol 14-a-demetilaz geninin
“nested-PCR” ile amplifikasyonu

2 kob/ml
C. parapsilosis
C. tropicalis
C. albicans



Isi-sok proteini
Aktin
Mitokondri rDNA

Aspartil proteaz
genlerinin amplifikasyonu

(Duyarlilik-Ozgallik | )



Tekrarlayan DNA bdlgelerinin amplifikasyonuna
uygun primerler

ARTAN Duyarllik

Hedefler:
18S r RNA

5.8 Sr RNA

28 Sr RNA
Kodlayan
50-100 kopyali
Yiuksek dlizeyde korunmus bdlgeler

Tlre 6zgul ITS gen bdlgeleri



NUKLEIK ASIT COGALTMA
UYGULAMALARINDAKI ZORLUKLAR

1)Kandida DNA sinin izolasyonu ve
saflastirilmasi

Eritrosit, I0kosit lizis iglemleri

(Tuzlar, deterjanlar, proteinaz K.)
RNA'nin parcalanmasi (RNaz)
Proteinlerin cokturdlmesi

(Na, K- Asetat.)



2) Hemoglobin
Heparin
EDTA
Laktoferrin
Lipidler

Dogal/eklenen proteinaz... gibi..
Taqg polimeraz inhibitérlerinin varligi
Inhibitorlerin uzaklastiriimasi

(zararli fenol-kloroform...)



3) En az 3 saat suren on islemler



ON ISLEM ZORLUKLARININ GIDERILMESI

DNA tutucu filtre
Zirkonyum boncuk (hticre parcalayict)
Kaynatma-Chelex (sindiriciler)

Zimolaz (mantar hlcre duvarinin
parcalanmasi)

Sure yaklasik 1 saat

Duyarllik, c'jzg'LlIIUkI
Standardizasyon ?



4) Yalanci (+) sonuclar:

Capraz kontaminasyon

Negatif kontrollerin kullaniimasi
zorunlulugu



5) Yalanci (-) sonuclar:

Taqg polimeraz inhibitorlerinin varligi

Pozitif kontrollerin kullaniimasi
zorunlulugu



GERCEK ZAMANLI (Real-Time) PCR*

NuUkleik asit amplifikasyonu ile es
zamanli olarak artan “Floresan
Sinyal”in olcimu

Kapali reaksiyon ortami

(Cevresel nukleik asit
kontaminasyonu riski l)

Tag-Man PCR






TURKIYE'DEN ORNEKLER:

EDTA’'ll kan
Uremesiz kan kultirleri

Simule kan kulttru
(BACTEC-9240)

5 S r DNA ya uygun primerler (PConl,

PCon?2)

102 kob/ml. (lreme sinyali sonrasi)
Uremeli kan kulttrleri ile % 100 uyum

/ Saat
8 TL. / hasta



Sn PCR
50 hasta (kandidemi riski | )

Bac T/ALERT (sinyalsiz, 7 gun
iInkibasyon)






Olasi Kandida DNA Ekstrasiyonu

1 gece inkibasyon sy 1 ml. 6rnek
(kaltartn devami...)

Santriftj (720 x g, 2 dk.) (karbon
parcaciklarinin cokmesi)

Ust sividan sy QI Amp (QIAGEN)
doku protokolu ile DNA izolasyonu



1.amplifikasyon:
5.8 SrDNA(3)
28 S r DNA (5’) amplifikasyonu

CTSF, CTSR primerleri (IDT Inc; ABD)

2.amplifikasyon:

Ture 0zgul ITS 2 bolgelerinin
amplifikasyonu



* 0% 0.5 Sigir Serum Albumini (Sigma,
Almanya)

*5-25 kob/ml. (simule kan kulttrtnde)



l

I
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FIGURE 1- Semi-nested PCR results for Candida sp. colonies and blood culture bottles. M: 100 bp molecular mark-
r. sn-PCR 1.step results from colonies, Lanel: C. albicans, Lane 2: C. tropicalis, Lane 3: C. pes ]N/ml\ Lane 4: C.
alabrata. sn PCR 2.step results from colonies: Lane 5: C. albicans, Lane 6: C. tropicalis, Lane 7: C. parapsilosis, Lane

8: C. glabrata. sn-PCR 1.step results for blood culture bottles: Lane 9: Candida sp., Lane 10: Candida s ., Lane 11:
Candida sp., Lane 12: Ca m/n/u n. Sn-PCR 2.step results for blood culture bottles: Lane 13: C. albicans, lx ne 14: C.
ibicans, Lane 15: ( ;nupxz/m/s Lane 16: C. parapsilosis.




50 kan kultard 17 si (+)
sn PCR ile 17 (+) - (17/17)

1.Kan killtilri'i‘ (-)
sn PCR C.parapsilosis (+)
2.Kan kultard (1 hafta sonra)

C.parapsilosis (+) «

% 100 duyarlilik
% 97 0zgulluk



Avantajlari:

Tek ornekle kan kulttrt izlemi ve PCR
Kan kultirintn ertesi gunt sonug
(Candida / tlr duzeyinde)

11.5 TL. / hasta

Dezavantajli.

Ikinci basamakta her bir tur icin ayr
set hazirlanmasi




UMUT VEREN GELISMELER

MolySis Yontemi + Real-Time PCR

Sitratli tlpte kan
Inhibitorlerin etkin uzaklastiriimasi
4 saat (toplam)

Kan kultirinden en az 3 giin dnce (+)
sonuc¢ olanag!



SONUC

PCR yontemlerinde duyarlilik ve 6zgulluk I

Kisa surede sonug
(Real-Time PCR)

 {

Pahali cithazlar
Hassas calisma gereksinimi



Kalthr

Seroloji (galaktomannan)

Rutinde agirlikli yontemler
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