7. Hafta



Koyun Atik Etkenlerinin Teshisi
icin Multiplex-PCR Tekniklerinin
Gelistirilmesi
(TOVAG 1040237°nolu Proje)



Koyunlarda Atiga Yol acan Etkenler

* Brucella abortus

* Brucella melitensis

« Campylobacter fetus subsp. fetus
« Campylobacter jejuni

« Chlamydophila abortus

« Coxiella burnetii

« Salmonella abortusovis

» Listeria monocytogenes

 Listeria ivanovii
« Actinobacillus seminis
« Histophilus (ovis) somni

 Leptospira spp.



Atik Olgularinda Ornekleme

Aborte fotusun kendisi (tamami)
Fotal karaciger

Fotal mide icerigi

Yavru zarlari, kotiledonlar

Anneye ait vaginal yikanti sivisi
Anneye ait vaginal svab

Atik yapan hayvana ait sut ornekleri
Anneye ait kan ve serum ornekleri



Atik Olgularinda etken izolasyonu

Oldukca zor
% 30-35’inde etken izolasyonu
uygun sartlarda lab.’a transport

Her bir atik materyalinden 0zel inokulum
hazirlanmall

uygun ozel besiyerleri hazirlanmali
Uygun inkubasyon atmosferi ve kosullari

Bazilari hucre kulturune, ETY na ekimler ve seri
pasajlar gerektiriyor...



Dusuk izolasyon yuzdesi

Olgunun gec farkedilmesi

Kotu materyal secgimi

Materyalin kotu transportu

Lab. Altyapi yetersizligi

Lab. Deneyimli personel yetersizligi
Otoliz (kokusma)

Kontaminasyon

Uzun suren izolasyon (3 gun) ve identifikasyon
(1-2 hafta)



Atik Olgularinin Molekuler Tanisi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Ekstrakte DNA

Spesifik primerler (uygun dizayn)
Enzimatik (Taq polimeraz) DNA
amplifikasyonu

Elektroforez (goruntuleme)

Kesin Tani






No

10

11

12

Primerlerin Spesifik
Oldugu Etken

Haemophilus somni

Haemophilus somni

Haemophilus somni

Brucella melitensis

Brucella abortus

Brucella spp.

Brucella spp.

Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

Campylobacter fetus

Salmonella abortusovis

Coxiella burnetii

Uzunluk

145 bp

126 bp

206 bp

170 bp

307 bp

337 bp

337 bp

135 bp

182 bp

244 bp

949 bp

180 bp

Sonug¢

basarili

basarili

basarili

basarili

basarisiz

basarili

basarili

basarili

basarili

basarisiz

basarili

basarili

Multiplex-PCR’ a Uygunlugu

Uygun
Uygun
Uygun
Uygun
tekrar dizayn
Optimizasyon (ekstra bant)
Optimizasyon (ekstra bant)
Uygun
Uygun
tekrar dizayn

Optimizasyon (ekstra bantlar)

Uygun






Primer set 1 Primer set 2 Primer set 3

Primer set 4 Primer set 5 Primer set 6







/8 MG




Atik Olgularinin Molekuler Tanisi
(Avantajlar)

* Hizh tani (en fazla 6 saat)
* Yuksek spesifite (%90 ve yukarisi)
* Yuksek sensitivite ((%90 ve yukaristi)

» |naktif etkenlere ait nukleik materyalin
saptanmasi

« Karisik etkenlerde patojen etkene ait nukleik
materyalin saptanmasi

* Tekrarlanabilirlik
* Dusuk test maliyetleri

« Hizli epidemiyolojik tarama, suruden cikartma
ve kontrol imkani



Multiplex-PCR

Ayni klinik materyalden (orn. Mide igerigi)
ekstrakte edilmis ayni DNA'dan,

ayni anda

Farkli etkenlere karsi dizayn edilmis spesifik
primerler kullanilarak

Ayni reaksiyon karigsimiyla
Ayni amplifikasyon kosullariyla

Cok sayida etkene spesifik genetik bolgenin
amplifiye edilmesi (genlerin gogaltilarak
saptanmasi)
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psittaci specific
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Multiplex-PCR Avantajlari

Hizli ve spesifik tani

Ayni anda ayni materyalde ¢ok sayida
etkenin incelenmesi

Is glicU tasarrufu

Sarf malzeme tasarrufu
Kimyasal tasarrufu
Zamandan kazanc



Projenin Ulkeye Saglayacagi
Avantajlar

Ekonomik oneme sahip surulerde atik
olgularinin hizli ve dogru teshisi hastaligin
kontrolunu kolaylastiracak

Diger hayvan gruplarina ve olgulara uyarlama

Halk sagligini tehdit eden zoonotik etkenlerin
yayllmasini onleyecek

Hizli tani tekniklerinin ve kitlerinin gelistiriimesi
Ulusal ve Uluslararasi literature katki
Ulkenin uluslar arasi bilimsel prestijine katki




