Portatif PCR ile Sahada
Hizh B. anthracis
Tespiti Icin Bir Yontem
Gelistirilmesi
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Gida Kontrol ve Arastirma Merkezi Baskanligi

¥y Altin standart kiltlr yontemine es deger
tani performansi

Negatif 6rneklerde kiltlir yontemiyle es
deger maliyet

Laboratuvar
Analizleri Igin

Gelistirdigimiz Sistem

Standartlarimiz Pozitif drneklerde en az %50 diisiik
maliyet

Kaltlrin 2-6 giin tani surelerinin 1 gline
ﬁ\& indirilmesi




Rutin Real-Time PCR Temelli Analizler
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Real-Time PCR Temelli YOontemler Validasyon Verileri
Robotik / Manuel Ekstraksiyon Kolon-Manyetik Boncuk

YUKSEK MiKTARDA GUNLUK ANALIZ YAPAN LABORATUVARLAR iCiN UYGUN
, YUKSEK ALT YAPI MALIYETI

Olii/Canh Tespit | Ozgiilliik / | Altin |Tekrarlan| Tespit | Analiz |Sahada | Lab.da | Birim Cihaz
Izolasyonu Ayirimi Limiti | Duyarhhk [Standart| abilirlik | Siiresi |Kapasitesi| Tespit | Tespit | Maliyet | Maliyeti

Salmonella spp. %99/%100
L.monocytogenes Evet 10°25g %98/%100 100% 18 saat
E.coli 0157:H7 Gida Evet %99/%100
Salmonella spp. Rl\c;lbOtjkI/ %99/%86 cilar |~ 25%
aniie 5
L.monocytogenes kolon- 10°/25g %98/%83 98% on Grels | M | Een | i 22(_)r(300
E.coli 0157:H7 manyetik %99/%84 96% 2 saat
Tam kan / ponuk Hayir 10Y/ml %94/%91 —
m
F.tularensis Cevre swab " %95/%90 98%
ayir
CCHF Serum 10%/ml %99/%100 ~ON3  1qgg 2 S3A

gPCR 20 dk



Sahada Hizli Tespit
Icin Gelistirdigimiz

Portatif Sistem
Standartlarimiz

En az %80 duyarhlik

En az %90 o6zgullik ve tekrarlanabilirlik

Ortalama sarf maliyeti

Dusuk cihaz maliyeti

1 saatten kisa slirede tani



Validasyon
Yontemimiz

Analitik Duyarhlik
» 2 farkli saha izolati ve 2 adet referans sus
* Negatif 6rnekler 10°-10° patojen/ml icerecek sekilde kirletiliyor

* Birisletimde 3 tekrar, 2 farkl isletim, 2 farklh personel, 2 farkh giin
= 24 tekrar

* LOD (tespit limiti) belirleniyor

Analitik Ozgiilliik
* Dahil edicilik: 8 farkli saha izolati ve referans sus
* Dislayicilik: Hedef olmayan en az 30 farkh etken

* Negatif 6rnekler 10° patojen/ml icerecek sekilde kirletiliyor

Saha performansi

* En az 300 saha 6rnegine altin standart yontem ile paralel
uygulaniyor



Gida Kontrol ve Arastirma Merkezi Baskanligl Nukleik Asit
|zolasyon Sistemlerimiz

TUm Cihaz ve Sarflar Yerli ve Milli Uretim
Maniiel Spin Kolon Yontemi - 30 dk Manuel Manyetik Boncukla Ekstraksiyon — 30 dk

Manuel Sivi Ekstraksiyon — 5 dk
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Gida Kontrol ve Arastirma Merkezi Baskanligl Nukleik Asit

Amplifikasyon Sistemlerimiz
Tum sarflar yerli ve milli uretim

Real-Time PCR (qPCR) - 50 dk Portatif Real-Time PCR (pPCR) - 30 dk

i ' hl(apiler tip

Denatlirasyon

Peltier sistem ile 1s i —
dongisi + Floresan
tespit sistemi

gPCR cihaziile

degerlendirme cPCR cihazi ile

y ) 95 °Cisitici blok + Floresan tespit sistemi
degerlendirme




{ Tek alternatif maniiel sivi ekstraksiyon
Olii/canl hiicre ayirimi sahada hizl tespit ile uyumlu degil
gPCR sahada uygulanabilir degil

1 pPCRve LAMP sahada uygulanabilir

Sa hada H IZI I B pPCR’In ozgiilliigii LAMP’ten daha yiiksek

Patojen Tespiti Icin
Tercihimiz

LAMP’in duyarhhgi pPCR’dan daha yiiksek
pPCR’In cihaz maliyeti LAMP’ten daha yiiksek

LAMP’in sarf maliyeti pPCR’dan daha yiiksek

pPCR ozgilillugili daha yiiksek oldugu icin tercihimiz




Sahada pPCR Temelli Analizler(B.anthracis)

t\.q% NA ekstraksiyonu = 5 dk
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Ekstraksiyon Notralizasyon

% sivisi+ drnegi tamponu ve lizat
1:1 oraninda 4:1 oraninda
karistir karistir
pPCR = 30 dk
pPCR =2 dk




PPCR Temelli Yontem (B.anthracis) Validasyon Verileri
Hizlh Manuel Sivi Ekstraksiyon

iKi FARKLI TEKNISYEN ILE, HER iSLETIMDE 3 TEKRAR iLE 3 FARKLI GUNDE GERCEKLESTIRILEN TEKRARLANABILIRLIK
CALISMALARI

, ORTALAMA ALT YAPI MALIYETI

Olii/Canl Tespit | Ozgiilliik / |Tekrarlan| Tespit

pLRLECIED T Ayirimi Limiti | Duyarhlik | abilirlik | Siiresi [Kapasitesi| Tespit | Maliyet | Maliyeti

pPCR pPCR  pPCR  pPCR

%100/%100 Evet 22TL 16000 TL 30

2

10 %95  37dk 1 Ornek
B.anthracis Tamkan/  Manuel Sivi

H H
Cevre swab  Ekstraksiyon ayir ayir

qPCR gPCR  gPCR  gPCR
%100/%100 Hayr  17TL 150000TL -

10 %100 82dk 94 Ornek



Ozgulliik 108/ml konsantrasyonunda calismalarinda kullanilan
bakteri turleri ve gPCR/pPCR sonuclari

Tiirler Referans sug ismi pPCR gPCR sonuglari
Bacillus cereus ATCC 10876 Negatif Negatif
Bacillus cereus ATCC 14579 Negatif Negatif
Bacillus thuringiensis ATCC 10792 Negatif Negatif
Bacillus thuringiensis CECT 4454 Negatif Negatif
Bacillus atrophaeus CECT 38 Negatif Negatif
Bacillus flexus CECT 62/02B Negatif Negatif
Bacillus licheniformis ATCC 14580 Negatif Negatif
Bacillus mycoides CECT 4128T Negatif Negatif
Bacillus subtilis ATCC 6633 Negatif Negatif
Brucella abortus THSK Klinik izolat Negatif Negatif
Brucella melitensis THSK Klinik izolat Negatif Negatif
Brucella suis THSK Klinik izolat Negatif Negatif
Burkholderia mallei NCTC 10245-03 Negatif Negatif
Burkholderia pseudomallei NCTC 10276-01 Negatif Negatif
Coxiella burnetti THSK Klinik izolat Negatif Negatif
Escherichia coli 0157:H7 THSK Klinik izolat Negatif Negatif
Mycobacterium tuberculosis THSK Klinik izolat Negatif Negatif
Rickettsia rickettsii THSK Klinik izolat Negatif Negatif
Rickettsia typhi THSK Klinik izolat Negatif Negatif
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 Negatif Negatif
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 Negatif Negatif
Shigella dysenteriae THSK Klinik izolat Negatif Negatif
Staphylococus aureus CECT 240 Negatif Negatif
Vibrio cholera THSK Klinik izolat Negatif Negatif
Yersinia pestis NCTC 144 Negatif Negatif




QPCR 104-10Y/ml pPCR 102/ml konsantrasyonunda duyarlilik
calismalari sonuclari

qPCR = 82 dk pPCR = 37 dk

nnnnnn a000
ata Plots
alysis
Iysis Criteri i
phical Displ
lts
Report i
ta




Gida Kontrol ve Arastirma Merkezi Baskanligl
Genotip Analiz Sistemlerimiz
Sarflarin %70’i Yerli ve Milli Uretim

Nanopore Dizileme - 4 Saat High Resolution Melting (HRM)
1.6 Saat

Metagenom Tuam genom MLVA - MLST Komunite Parmak izi Analizi  MLST



Sahada pPCR Temelli Analizler

pPCR =2 dk
NA ekstraksiyonu =5 dk

gv% ) 4 Nikleik asit PCR = 15 dk
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: JQ\Q% : sivist + drnegi tamponu ve lizati
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Yerli ve milli
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Gelistirmekte Oldugumuz Sahada Tespit Teknolojileri
APTABIYOSENSORLER

s hii : Farkh dizilimde aptamerler z
Hedef bakteri hiicreleri e P Baglanma . % O
y ; * ? & Sikhi Dizi + »
> ok % %40  ATTTCGTTCT.. > B
Y 3
T %0 cccreceTA.. . l 2
Yeni Nesil Dizileme (NGS) 2
Déngiiniin AT L 3 @
tekrar ok Aptamerler g
4 * > %

|
/ inkiibasyon
sonrasi

Baglananlarin
eliisyonu ve
PCR

‘\ . santrifiij

N

SELEX

» Baglanmayanlaratilir

JoAiwan$idap yual

13|, dNnY 1jdey saweydy
1wii3ap yual an 1saw|a8
ehese Jiq ul3|, dNNY uejey yejdiy



