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Akut Tonsillofarenjit

Hi-

¥

Bogaz siiriintisii K

Viral Etkenler
= Rhinovirls (%20)
= Coronavirus (%5)
= Adenovirus (5%)
= Herpes virls (%4)
" |nfluenza-parainfluenza (%4)
= Coxsackie virus, EBV ve CMV (<%3)
Bakteriyel Etkenler
" GABHS (Cocuklarda %15-30 ve eriskinde
%5-15)
=  GCBHS (%5)
= Neisseria gonnorrhoeae (<%1)
= Corynebacterium diphtheriae (<%1)
= Arcanobacterium haemolyticum (<%1)
= Chlamydia pneumoniae (?)
|

Mycoplasma pneumoniae (<%1)

37. TMC Kongresi, 16-20 Kasim 2016,
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Karakteristik yakinmalar
Streptokokkal - Ates, Bas agrisi, karin agrisi, bulanti ve kusma
Tonsillofareniit W ok teristik Belirtiler
-Tonsillofarengeal eritem
-Tonsillofarengeal eksuda
-Yumusak damakta petesi
Klinik -Uvula’da kizariklik ve sisli
tablo -On servikal LAP
-Dokuntd

=‘Altin Standart’ Kultir; Duyarlilik: 290-95, 24-48 saate sonuc.
" Hizli Antijen Saptama; Latex, ELISA, OIA, Hasta basi hizl test (LFA, Strip);
Duyarlilik: %65-90 ve 6zgullik >%95
Molekdiler Tani: Kiiltlre duyarlilik; Hizli (< 60 dk)
= Olgularin %Z50’si GAS ile enfekte olmamasina ragmen tedavi edilmekte
= Olgularin %30’u GAS ile enfekte olmasina ragmen tedavi edilmemekte

37. TMC Kongresi, 16-20 Kasim 2016,
Antalya
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GAS tanisiicin molekiiler tabanli tani kitinin
> gelistirilmesi

Kiltir zaman alici,
Hizli testlerin duyarlihgi disik ve PCR yiiksek maliyetli

2-3. Basamak Saglik merkezleri

Kullanim
Alani
Birinci basamak saglik hizmetleri (})
Kola L
y - Guvenilir § Ucuz
uygulanabilir

Tek bir cihazda ve asamada;

= DNA’sinin eldesi LAMP
* PCR reaksiyonunun tek bir déngtide gerceklestirilmesi —> isotermal Niikleik
= Gercek zamanh bulaniklik/floresans izlemi (Gorsel Asid Cogaltma

37. TMC Kongresi, 16-20 Kasim 2016, 4
tanimlama) Antalya
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LAMP “Spiral Aracili izotermal Cogaltma”’

Streptolysin B (speB) geni

DNA
izolasyonu

= PCR inhibitoriu bloklayici peptit kompleksi (12 dk)

Dustik maliyetli ‘YERLI’ isitici ve okuyucu sistem
Sistem 1: Tek 1s1 blogu ile (95 ve 65°C’de) DNA eldesi ve
Sistemler amplifikasyonun okuyucu ile degerlendirilmesi
Sistem 2: Tek 1s1 blogu ile (95 ve 65°C’de) DNA eldesi ve
amplifikasyonun gérsel degerlendirilmesi

37. TMC Kongresi, 16-20 Kasim 2016, Antalya 5
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MATERYAL

Analitik Duyarlilik - OZGULLUK (n= 24 bakteri)
Saptama Limiti (LOD) [104-10° kob/ml]

Simiile . S.agalactiae, S.dysgalactiae,
S.pneumoniae, S.mutans
S.epidermidis, A.haemolyticum,
S.aureus, H.influenzae,
C.pseudodiphtheriticum,

GAS 10°-10% kob/ml igeren klinik C.diphtheria, N.meningitidis,

.. N.pharyngitis, M.catarrhalis,
érnek (n=50) E.coli &

ornek

GAS icermeyen klinik 6rnek
(n=50)

37. TMC Kongresi, 16-20 Kasim 2016,
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LAMP Calismasi

[ DNA EKSTRAKSiYONU] = '('s.

Islem siiresi

l "/ . 4 Kiiltiir ve simiile

ornekten DNA
ekstraksiyonu

10 dk.

el 1_”.
' .
.

| AwpLiFikasyon |

| sapramaA

1. Mastermiks hazirlanmasi

2. DNA'nin eklenmesi

3. LAMP PCRile ¢cogaltma

4. Saptama
Gergek zamanlh
bulanikligin izlemi
Gorsel tanimlama

37. TMC Kongresi, 16-20 Kasim 2016,
Antalya

Yaklagik
40 dk.

= Rxn25pL

= GspSSD DNA Polimeraz
(Sarmal yer degistirme
aktivitesi)

LAMP

= Hizh cogaltma (<30 dk)

" melting curve analizi

= SybrGreen kullanilarak
UV lambalile

= Hidroksinaftol mavisi
(HNB) boyasinin
reaksiyona eklenmesi
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BULGULAR

103 AGBHS/EkﬁVVOh i;in LAMP coga|ma 103 AGBHS/Ekiivyon igin LAMP Erime Pikleri
Egrileri

—speB-M speB-2 = speB-M-neg speB-2-neg
speB-1 speB-2.1 speB-1-neg speB-2.1-neg
speB-1.1 —speB-2.3 speB-1.1-neg speB-2.3-neg
speB-1.2 speB-1.2-neg

>
L 50000,00

-
T
=
=
T
o
7

0,00

1 35 7 9111315171921232527293133353739414345474951
-50000,00

inkiibasyon Siiresi (dk)

Sicaklik (2C)

AGBHS/Ekiivyon - 30 dk m Amplifikasyon (Dk)

10" <10 dk
102

6X102
103
104
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Bulgular-2

SYBR Green ve (GspM 2.0 LF DNA polimeraz)  pyitif  Negatif

LAMP PCRreaksiyonu  Agregasyon Presipitasyon NPE— ’ T 1. SYBR Green icermeyen
) Santrifiigasyon ornekler
J—— (<q —_— e
f / 2. SYBR Green iceren 6rnekler
]

3. UV-transilliminator SYBR

iceren

1. Amplikon; % 2.0 Jel elektroforez

2. Sekans
M12 3456 78 91011121314 1516 M

M n o

SpeB-M SpeB-M  SpeBi-1 SpeB-1 SpeB-1.1 SpeB-1.1 Spe8-12 SpeB-1.2 SpeB-2  SpeB-M2 SpeB-2.1  Sped-2.1 SpeB-2.3 Sped-2.3

+ - + - + - + - + - + - +
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HNB ve (GspM 2.0 LF DNA polimeraz)

LAMP PCRreaksiyonu  Agregasyon Presipitasyon

Wm

I -

SpeB-M SpeB-1 SpeB-1.1 SpeB-1.2 SpeB-2 SpeB-2.1 SpeB-2.3

! SpeB-M SpeB-1 SpeB-1.1 SpeB-1.2 SpeB-2 SpeB-2.1 SpeB-2.3
9{
a

Antalya
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BULGULAR-4

GAS GAS disi & Diger Bakteriler

(n=8) (24 bakteri—>28 6rnek ) Sl
posii Negati posii
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BULGULAR-5

Saptama Siniri (LOD)

PCR e Bogaz Test Suresi Test : .
Kaltr SHrtntiisii (dk) Maliyeti Cihaz Dezavantaj
RT- PCR 10 240 55 dk 6.5 70.000 | Lab. kullanimi
] 4.000” | Muayenehane
LAMP - 100 25-45 dk 9 Aile Hekimligi

# Gorsel Degerlendirme disinda cihaz ile bulaniklik/floresans okuma

Bu sonuclara gore
LAMP PCR yonteminin duyarliligi ve 6zgiilltigii %100 olarak

bulunmustur.
37. TMC Kongresi, 16-20 Kasim 2016,
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SONUC...

= Kolay (Deneyimli personel olmadan uygulanabilme

Analitik potansiyeli )
= Yiiksek duyarlilik (100 CFU/rxn)

= Hizli (<30 dk)

Epidemiyoloji = Antibiyotik Kullanim oraninin azaltilmasi

= Kullanim kolayhgi

= Degerlendirme kolayhligi (gorsel)

Lo h (V[ Q (o)l N = Cihaz gereksinimini ortadan kaldirma potansiyeli

= Cihaz istenirse mobil telefona yazilim gelistirilmesi
= Yaygin kullanim potansiyeli

37.TMC Kongresi,16-20 Kasim 2016,
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