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Invazif Mantar Enfeksiyonlari (IME)

Bagisiklik sistemi |
Morbidite-mortalite *

(Erken) tani guclugu
¢ Ozgiil oimayan/degisken belirtiler, bulgular

+ Tani yontemlerinde:
Duyarlihk | yetersizlik
Ozgiilliik

¢ Uygun antifungal tedavide gecikme



NUKLEIK ASIT SAPTANMASINA
DAYALI TANI YONTEMLERI



A) NUKLEIK ASIT
COGALTILMASINA DAYALI
YONTEMLER



1988: Polimerez Zincir Reaksiyonu
(PZR)

Klinik materyalde mantar DNAsI saptanmasi

Surecte kritik noktalar:
+ Klinik materyalin turu ve alinis sekli
o Materyalden DNA nin ekstraksiyon protokolu
¢ PZR nin tasarimi
¢ Amplikonun saptanmasi-tanimlanmasi

¢ Uygun kontrollerin kullanimi (kontaminasyonun
dislanmasina yonelik)

¢ Gercek zamanli (GZ-PZR) ile mantar DNA yukunun
kantitasyonu



KLINIK MATERYALIN SECIMI-ORNEK ALINMASI

Saglikli bireylerde mantar DNA sinin

bulunmadigi vucut bolgeleri ?

|

Enfeksiyonun etkiledigi bolgenin dogru secimi

Uygun ornek alim yontemi



IME - KAN

Tam kan: Fagositler

Fagosite olmus mantar yapilari/
Mantar DNA'’si

Serum-plazma : Serbest mantar DNA’siI
(uygun materyal)

EDTA veya Na-sitrat ile alinmali

Heparin - Taqg polimeraz inhibitoru !



IME-Bronko Alveolar Lavaj (BAL):

Pulmoner enfeksiyon (uygun materyal)

PZR sonuclari

Kolonizasyon ?

Invazif enfeksiyon ?

Negatif Prediktif Deger siklikla |
IME-Balgam:

¢ PZR sonuclan ozgiilliik|



IME - Beyin Omurilik Sivisi (BOS):

Secilmis olgularda uygun materyal



IME - Biyopsi:

Uygun materyal
Parafinlenmis doku icin:

l

Ksilol-etanol
DNA ekstraksiyonu

Formalinli doku jcin:
¢ (Formalin Tag |lolimeraz inhibitora)
Steril SF ile yikama

l

PZR
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DNA EKSTRAKSIYONU:

Kritik basamak

Insan DNA si |

Mantar DNA |

Taq pmase inhibitorlerinin uzaklastiriimasi

Havadan mikrop sporlari ile kontaminasyonun
engellenmesi

DNA nin verimli ekstraksiyonu ve
saflastiriimasi
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Kan hiicrelerinin lizisi
Hipotonik tamponlar

Proteinaz K i1le sindirim
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Materyaldeki Mantar Hucrelerinden
DNA’nin Salinimi:

Duvar parcalayici:

¢ Zimolaz (maya DNA si icerebilir !)
¢ Litikaz

¢ P-1,3 glukanaz

Aspergillus igin:
¢ NaOH ile kaynatma
¢ Yuksek hizda santrifuj
+ Sivi nitrojen ile tekrarlayan dondurma/¢cozme

(Fenol-kloroform yontemi: basarili fakat toksik ve
zaman alici bir surec)
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Ticari Kitler ile DNA Ektrasyonu:

Duyarliliklari degiskenlik gosterir

Qiamp Doku kiti (Qiagen, Hilden, Almanya)
En uygun
Pahali
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KONTAMINASYON:

Panfungal primerler ile
calisilirken

Havadaki mantar sporlari
(yalanci pozitiflik)

Negatif kontrol
Her bir 10 klinik ornek icin:

* 1 ekstraksiyon kontrolu
* 1 PZR negatif kontrol
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Onceki Calismalardan
Tastnabilecek Amplikonlarin
Inaktivasyonu *

U.V. ile 1Isinlama
Urasil-DNA-glikozilaz ile sindirim

Ekstraksiyon... Farkli odalar
Amplifikasyon....... Farkl
malzeme

Saptama
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Otomatize Islemlerle DNA Ekstraksiyonu:

Capraz kontaminasyonun engellenmesi
Standardizasyonun artiriimasi

MagNa Pure LC teknigi (tam otomatize,

onerilen teknik)
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MagNa Pure LC
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Figure 1: Principle of nucleic acid isolation performed automatically by the
MagNA Pure Compact Instrument



AMPLIKONUN SAPTANMASI /
TANIMLANMASI:

PZR-ELISA, Nested PZR

Panfungal primer setleri ile buyuk DNA

bolgesinin cogaltiimasi

Ture ozgul primerler ile turu tanimlayici DNA

bolgesinin coqaltiimasi
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PZR-ELISA

2
anti-DIG- POD '\\ ,

. A

b

Biotin ’j

DIG-labeled hybridization 1.binding of the hybrid
PCR product after to biotin-labeled to streptavidin-coated
denaturation capture probe microplate
2.detection of the DIG label
with anti-DIG-POD
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Mantar turunun tanimlanmasinda:

Kultur duyarhhgi: % 51.6
Hibridizasyon : % 77.4
Amplikonlarin Dizi Analizi: % 90.3
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Mantar DNA sinin:
A. In vitro hizli amplifikasyonu

B. DNA yukunun sayisal
belirlenmesi

Aspergillus fumigatus (Light cycler)

¢ Kan : basarisiz (kob/mil)
¢ Kan disi materyal: 5-10 kob/ml

(Nested PCR duyarlilik T )
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Fg (femtogram) duyarhhk

Genom sayisi basarili !
sonug
TagMan PZR
Kan A.fumigatus fg/genom
sayisl

Serum
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TagMan PZR
Ribozomal DNA (ture ozgul ITS2)
Candida turleri

Duyarlilik % 100
Ozgiilliik % 97
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Real Time PCR

Huorescence

"J
|

Cy:'s number

INFO
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Nested PZR

Seminested PZR

¢ Duyarhlik T

¢ Ozglillik 1

¢ Basvurulabilir yontemler
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PZR-TEK IPLIKTEKI
KONFORMASYONAL
POLIMORFIZM (TiKP)

18S rRNA-

197 taban cifti iceren parca----
PZR ile amplifikasyon

Fragmanlarin denaturasyonu

Farkh turlerde, minor
degisimlere bagl katlanma
farkhliklari

PAGE’de farkli goc profilleri (TUR *)
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TIKP




15.12.2010

PZR- TIKP

Cins ayirimi

Tur ayirimi

Taksonomi

Molekuler epidemiyoloji

Antifungal direnc¢ genlerinin
saptanmasi
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B) PZR DISI| MOLEKULER
SAPTAMA YONTEMLERI



NASBA (Nucleic Acid Sequence
Based Amplification:

15.12.2010

T7 RNA polimeraz, RNAZ’ lar
Primerler

Termal denaturasyon (-)**
Genomik DNA kontaminasyon (-)**
Kopyalanan hedef RNA parcalari /
oligonukleotid ile hibridizasyon

Liminesans olcimuiu****
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NASBA

100 plt.
A. fumigatus’ un kanda 1 kob/mi
6 saat
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.3.
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IN-SITU HIBRIDIZASYON

Kan-Doku’ da olasi mantar DNA si
18 S r RNA geni

Floresein isaretli homolog
oligonukleotidler ile hibridizasyon

3 kob/ml. (kan).

Uremeli KKS’de 150 dk.
tur  duzeyinde saptama

Dezavantaj. herbir tdr icin ayri
ornek kullanim gerekliligi
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PIROSEKANSLAMA

DNA’daki nukleotidlerin siralamasini
sapfar.

4 cift enzimatik reaksiyon

(DNA polimeraz, ATP sulfirilaz,
Apiraz, ATP lusiferaz..)

Biyoluminometrik DNA
sekanslama***

Invazif asperijilloz vd... |
Duyarlilik, ozgulluk
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pirosekanslama

DNA polymerase

TcCCACCTTTAGACTCGUCCG———
% CTGACCGGC——-

ANT r/’"“‘-—ﬂ PPi

ATP
Luciferase "L

L Light
Apyrase 4_/

[wash)

( - TF—.#‘:r{f':ujuf.m.f\

~ext base



En sik izole edilen fungal (firsatci)
patojen

Kan kaltaru altin standard
(kandidemi)

Kronik dissemine kandidiyaz'da
kanda maya miktari |

Duyarlilik
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1990, Buchman

¢ Lanosterol-14 a-demetilaz
geni— PZR
(100 maya/ml.)

o Nested PZR
(2 maya/ml.)
(kisith tur)
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Genellikle tek kopyali gen
bolgeleri:

Is1 sok proteini geni
Aktin geni
Mitokondri genleri

Ribozomal DNA
Duyarhlik, ozgulluk l
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INVAZIF
ASPERJILLOZUN
MOLEKULER TANISI

Cok kopyali gen bolgeleri ile
PZR:

Topoizomeraz Il geni (nested
PZR)

18 Sr DNA

28 S r DNA bolgelerinde

« ITS 1-4 yuksek degiskenlikli gen
bolgeleri

Mitokondriyal genler
Multipleks PZR basari {
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BAL’da

I negatif prediktif deger
Degisken pozitif prediktif deger
(lnvazyon-kolonizasyon???)

Transplantasyon hastalarinda
onemli olabilir.

(sonucglar sonradan gelisen invazif
asperjilloz ile uyumlu)

Standardizasyon ? 2



DIGER MANTAR ENFEKSIYONLARININ
MOLEKULER TANISI

Zikomikoz etkenleri

+ Klinik materyalden uretillmesi zor

¢ 18 Sr DNA

¢ 28 Sr DNA ya yonelik PZR
Scedosporium turleri

¢ Solunum yolu enfeksiyonlari

¢ ITS gen bolgesine yonelik PZR
Fusarium turleri

Kornea kazintilar ile PZR

(kultiire gore duyarlilik YUKSEK)
¢ Operasyon sonrasi donem
¢ AIDS

¢ Diabetes Mellitus 43



SONUC:

Hizli molekuler tant:

*YAKLASAN TEHLIKE” durumundaki mantar
hastaliklari icin :

¥ (+) predikiif (kestirim) deger

*YAKIN TEHLIKEDE OLMAYAN “olgularda:

toksik antifungallerin kullaniminin engellenmesi
*Karmasik islemler— Pahalilik.....

|
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