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“PCR ve RFLP Yöntemleri ile Mycobacterium Türlerinin ‹dentifikasyonu”

Prof.Dr. Ahmet SAN‹Ç1 , Yrd. Doç. Dr. Ahmet K‹Z‹RG‹L2, Doç.Dr.Cafer ERO⁄LU1

1Ondokuz May›s Üniversitesi T›p Fakültesi, Samsun.
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Mikroskopi ve kültür gibi klasik tan› yöntemleri Mycobacterium’lara ba¤l›

infeksiyonlar›n tan›s›nda önemini eskisi gibi korumakla birlikte daha uzun zaman

almakta ve yeni etkenlerin tan›mlanmas›nda yetersiz kalabilmektedir. Moleküler

yöntemler oldukça h›zl› olmalar› ve tan›mlama aral›klar›n›n geniflli¤i nedeniyle

Mycobacterium infeksiyonlar›n›n tan›s›nda da yayg›n kullan›m alan› bulmufltur.

Mycobacterium infeksiyonlar›n›n tan›s›nda kullan›lan moleküler yöntemlerin

amac›, flu ana bafll›klar alt›nda toplanabilir:

• Mycobacterium’lar›n klinik örneklerde varl ›¤›n›n saptanmas›,

• Klinik örneklerde bulunan veya kültürde üretilen bakterilerin türlerinin

saptanmas› veya tiplendirilmesi,

• Mycobacterium’lar›n antimikrobiyal ilaçlara karfl› dirençli olup olmad›klar›n›n

araflt›r›lmas›,

• Moleküler epidemiyolojik araflt›rmalar ile Mycobacterium infeksiyonlar›n›n

kayna¤›n›n ortaya ç›kart›lmas›.

POL‹MERAZ Z‹NC‹R REAKS‹YONU (POLYMERASE CHAIN REACTION, PCR)

PCR ilk defa Kary Mullis taraf›ndan 1985 y›l›nda tan›mlanm›flt›r (1). Bu yöntemde

ço¤alt›lmas› (replikasyon) istenen DNA örne¤i, replikasyon için gereken maddelerle

birlikte bir tüpe konarak, üç de¤iflik ›s›da bir döngü (siklus) içerisinde tutulur.

• Denatürasyon: Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nda ilk basamak DNA’n›n

denatürasyonudur. 94-95°C'ye ›s›t›lan DNA'n›n iki zinciri birbirinden ayr›l›r.

• Ba¤lanma (annealing): ‹kinci basamak ba¤lanmad›r Ortama konmufl ve sadece

ço¤alt›lmak istenen DNA bölgesine özgül iki primer, s›cakl›¤›n (50-70°C'ye)

düflürülmesiyle, ilk basamakta ayr›lm›fl olan kal›p DNA’n›n özgül olduklar›

bölgelerine ba¤lan›rlar.
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• Uzama (ekstansiyon): Üçüncü basamak primerlerin uzamas›d›r. Ortama

konmufl ve optimum sentez s›cakl›¤› 72-74 °C olan Thermus aquaticus (Taq)

polimeraz› (ya da ›s›ya dayan›kl› baflka polimerazlar) bu ›s›da hedef DNA’ya

yap›flm›fl primerlerin 3’ ucundan bafllayarak istenen DNA bölgesinin sentezini

yapar.

PCR Uygulamas›nda Karfl›lafl›lan Sorunlar

• Yalanc› pozitif ve negatiflik

• Deneyimli personel ve hassas çal›flma gerektirme

• Uzun süre ve ifl yo¤unlu¤u

• Özel laboratuar alt yap›s› ve ekipman gerektirme

• Sonuçlar›n deneyimli kifliler taraf›ndan yorumlanmas›

• Standardizasyon gereklili¤i

• Maliyet

RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM (RFLP)

Restriksiyon enzimlerinin (RE)’leri çift zincirli DNA dizisini belli nükleotit

dizelerinden (ör. ATGC gibi) tan›yan ve kesen enzimlerdir. Günümüzde yaklafl›k

1200 RE tan›mlanm›fl ve s›n›fland›r›lm›flt›r. S›n›fland›rmada ilk üç harf enzimin

kayna¤› olan bakteriyi; romen rakamlar› da tan›mlanma s›ras›n› ifade eder.

Örne¤in PvuI enzimi Proteus vulgaris’ten elde edilen ilk RE’ni ifade eder.

RFLP tüm kromozomal DNA veya PCR sonras› elde edilen DNA’n›n RE’leri ile

kesilerek DNA parçalar›n›n agaroz jelde büyüklüklerine göre ayr›ld›ktan sonra

ethidium bromid ile boyanarak de¤erlendirilmesi esas›na dayan›r.

UYGULAMA

PCR ve RFLP YÖNTEMLER‹ ‹LE MYCOBACTERIUM TÜRLER‹N‹N ‹DENT‹F‹KASYONU

Gereken Maddeler

EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) Sigma

Trizma Base Sigma

Borik asit Sigma
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Chelex-100 Sigma

Standard agaroz Sigma

NuSieve GTG agaroz FMC BioProduct

Ethidium bromid Sigma

Taq polimeraz (5 U/μl) Promega, Roche veya Fermentas

dNTP Promega, Roche veya Fermentas

Primer TB11: 5’-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT-3’ 50 nmol

Primer TB12: 5’-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3’ 50 nmol

Enjeksiyonluk distile su Eczac›bafl› ilaç

Muhtelif Filtreli pipet uçlar›: 1-10, 10-100, 50-200 ve 100-1000 μl hacimlerinde

Muhtelif Eppendorf tüpleri: 0.2 ml (ince cidarl›), 0.5 ml, (thermal cycler’da

kullan›lacaksa ince cidarl›) ve 1.5 ml (yaz› yazmak için yan yüzleri pürüzlü)

hacimlerinde

Gereken Aletler

Su banyosu veya kuru ›s›t›c› blok Nüve, Clifton veya di¤er markalar

Vorteks Techne veya di¤er markalar

Derin dondurucu (-20oC) Nuarie veya di¤er markalar

Buzdolab› 2 adet (temiz ve kirli odada) -20 oC’lik bölmesi olan ve No frost de¤il

Laminer hava ak›ml› kabin CB 1204, dan LAF veya yerli üretim

Mikrosantrifüj en az 14.000 devir, so¤utmal› olabilir

Thermal cycler Birçok üretici var

Agaroz Jel Elektroforez Sistemi Birçok üretici var

pH metre Birçok üretici var

UV transilliminatör Birçok üretici var

Mikrodalga f›r›n veya

küçük elektrik ›s›t›c›s› Birçok üretici var

Mikropipetler (1-10, 10-100, 50-200, 100-1000 l) Rainin, Biohit, Costar
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Çal›flman›n Üç Aflamas› Bulunmaktad›r:

1. Mycobacterium DNA’s›n›n izole edilmesi:  DNA izolasyon kiti kullan›lacakt›r.

2. Mycobacterium DNA’s›n›n ço¤alt›lmas›: Spesifik 65 kilo daltonluk ›s› flok

proteini (hsp65) bölgesinin PCR ile ço¤alt›lmas›: Tüberküloz basilleri kompleksi

d›fl›ndaki mikobakterilerde de bu gen bulunur. Ancak Mikobakteri türleri aras›nda

polimorfizm gösterir.

3. Tüm mycobacterium’lara spesifik 65 kilo daltonluk ›s› flok proteini bölgesine

ait PCR ürününün restriksiyon enzimleri ile kesilerek mycobacterium türlerinin

identifikasyonu.

I. Mycobacterium DNA’s›n›n ‹zole Edilmesi:

Nükleik asitlerin hücrelerden ayr›larak, fiziksel ve/veya kimyasal ifllemlerden

geçirilip saflaflt›r›lma ifllemi ekstraksiyon olarak tan›mlanmaktad›r. Bu ifllem

esnas›nda nükleik asidlerin parçalanmaya karfl› korunmas›, amplifikasyon

inhibitörlerinin ortamdan uzaklaflt›r›lmas› ve hedef nükleik asidin saflaflt›r›larak

konsantre edilmesi amaçlanmaktad›r. De¤iflik ekstraksiyon yöntemleri

gelifltirilmifltir: Fenol-kloroform yöntemi, distile suda kaynatma, deterjanlar +

proteinaz K, de¤iflik kimyasallar›n kullan›m› (Chelex-100, Guanidium vb.) ve

sonikasyon gibi yöntemler DNA ekstraksiyonu için kullan›lm›flt›r. Ayr›ca ticari

olarak kullan›lan DNA/RNA ekstraksiyon kitleri mevcuttur. Mikobakterilerin DNA

izolasyonu ekstraksiyon kitleri ile yap›lmas› planlanm›flt›r.

II. Mycobacteriumlara spesifik hsp65 bölgesinin PCR ile ço¤alt›lmas›:

DNA’n›n ço¤alt›labilmesi için PCR tepkime kar›fl›m›nda gerekli olan elemanlar :

• DNA Extrakt›: Ekstraksiyonu yap›lm›fl, DNA ekstraksiyon kiti yard›m› ile

amplifikasyona haz›r hale getirilmifl DNA örne¤idir.

• Primer’ler: Ço¤alt›lacak bölgeyi sa¤dan ve soldan s›n›rlayan, ço¤alt›lmas›

istenen bölgenin iki ucundaki DNA dizisini özgül olarak tan›y›p ba¤lanacak olan

bir çift sentetik DNA parçalar›d›r. Primerler liyofilize halde geldi ise DNAz ve

RNAz free distile suda 10 veya 50 pmol/μl olacak flekilde suland›r›l›r. Daha sonra

küçük hacimlere (10-20 örneklik) bölünerek -20oC’de saklan›r. Tüm

mycobacterium’lar›n PCR ile saptanmas› için primer TB11: 5’-ACC AAC GAT GGT

GTG TCC AT-3’ ve TB12: 5’-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3’ kullan›l›r .
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• dNTP Kar›fl›m›: Amplifikasyon esnas›nda denatüre edilen zincirlerin

tamamlanmas›nda kullan›lacak olan deoksi nükleotit trifosfatlar (dNTP’ler: eflit

oranda dATP, dGTP, dCTP, dTTP)’lardan oluflur. 100 mM konsantrasyonda olan

stok dNTP’ler 10 defa DNAz ve RNAz free distile suda suland›r›larak küçük

hacimlere (25-50 örneklik) bölünerek -20oC’de saklan›r. Suland›r›lan bu solüsyondan

50 μl PCR kar›fl›m› için 1μl dNTP eklenir.

• DNA Polimeraz: PCR çal›flmalar›n›n büyük ço¤unlu¤unda Thermus aquaticus

(Taq) bakterilerinden elde edilen termostabil Taq DNA polimeraz enzimi

kullan›lmaktad›r. Taq DNA polimeraz optimal s›cakl›kta (70-80oC) saniyede 35-

100 nükleotidin polimerizasyonu ve 5’-3’ ekzonükleaz aktivitesini gerçeklefltirme

yetene¤ine sahiptir (1,16). Taq polimeraz genellikle 5 ünite/μl konsantrasyonda

gelir ve -20oC’de saklan›r.

• Tamponlar ve MgCl2: 10x PCR tamponunda 100 mM Tris ve 500 mM KCl

bulunur. Taq DNA polimeraz MgCl2 varl›¤›nda etkindir. MgCl2’ün PCR’›n özgüllü¤ü

ve ürün verimi üzerinde çok önemli bir etkisi vard›r. Genellikle optimum MgCl2

konsantrasyonu olarak  1.5 mM tercih edilir. Düflük Mg+2 iyon konsantrasyonu

zay›f ürün oluflumuna, yüksek Mg+2 iyon konsantrasyonu ise spesifik olmayan

ürün oluflumuna sebep olmaktad›r. 10x PCR bufer ve MgCl2 (25 mM) genellikle

Taq enzimi ile birlikte gelir ve afla¤›da belirtilen konsantrasyonda kullan›l›r.
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Yukar›daki kar›fl›m vortekslenerek kar›flt›r›ld›ktan sonra santrifüje edilir. Çal›fl›lacak

örnek say›s›n›n çarp›m› kadar haz›rlanan kar›fl›m 45’er μl olarak örnek numaralar›

yaz›lm›fl 0.2 veya 0.5 ml’lik (Thermal cycler’a ba¤l› olarak) eppendorf tüplerine

da¤›t›l›r. Üzerine 5 μl Mycobacterium DNA’s› eklenerek thermal cycler aletine

yerlefltirilir. Thermal cycler aletinde afla¤›daki siklus program› uygulan›r:

Tüm Mycobacterium’lara Spesifik PCR Program›:

94 oC’de 5 dk 1 siklus

94 oC’de 1 dk

55 oC’de 1 dk 35 siklus

72 oC’de 2 dk

72 oC’de 8 dk 1 siklus

c) Agaroz Jel Elektroforezi:

Amplifiye edilen PCR ürünleri de¤iflik yöntemlerle belirlenebilir. En yayg›n olarak

kullan›lan› agaroz jel elektroforezidir. PCR ile elde edilen ürünler agaroz jel

kullan›larak elektrik alan›nda büyüklü¤üne göre ayr›l›r. Agaroz jelde DNA

bantlar›n›n görülebilmesi için PCR ürünlerinin flouresan bir boyayla (ör. Ethidium

bromid) muamele edilmesi gerekir. Ethidium bromid’le boyanan DNA bantlar›

ultraviyole (UV) transilliminatör veya epiilliminatör ›fl›¤› alt›nda görünür hale

gelir. Beklenen PCR ürünlerinin varl›¤› DNA molekül a¤›rl›k standartlar› (DNA

marker) veya pozitif kontroldeki bant büyüklü¤ü ile karfl›laflt›r›larak belirlenir.

Beklenen PCR ürünü büyüklü¤üne göre agaroz konsantrasyonu afla¤›daki tablodan

belirlenir.

Tablo 2: Agaroz Konsantrasyonu ile DNA Ay›rma Gücü Aras›ndaki ‹liflki.
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PCR Ürününün Agaroz Jelde Yürütülmesi:

• ‹lk olarak PCR ürününü büyüklü¤ü hesaplanarak kullan›lacak jelin agaroz

yüzdesine karar verilir (Tablo). 200 ile 3000 baz çifti aras›ndaki bir ürün için %

1.5’lik agaroz yeterlidir.

• Önce agaroz ve terazinin bulundu¤u odaya girilir. Elektroforez tank›n›n

büyüklü¤üne göre dökülecek jel miktar› belirlenir. Örnek: 40 ml’lik tank için; 0.6

gram agaroz tart› l ›p 40 ml 0.5X TBE tamponuna ilave edi l ir .

• Stok 5X TBE bufer (50 gr Tris base, 27.5 gr Boric acid, 20 ml 0.5 M EDTA

pH:8.0, 1 litre distile suda eritilir) on defa distile suda suland›r›larak 0.5X TBE

bufer kullanma solüsyonu haz›rlan›r.

• 40 ml 0.5X TBE bufer behere konulur. Üzerine tart›lan agaroz eklenerek

kar›flt›r›l›r.

• Mikrodalga f›r›nda 1 dakika 400 Watta tutulur. Mikrodalga yoksa ocak

üzerinde arada bir kar›flt›r›larak agaroz eritilebilir.

• Kar›flt›r›ld›ktan sonra so¤umas› için beklenirken agaroz jelin dökülece¤i plate

haz›rlan›r. Örnek say›s›na göre 8’li veya 12’li tarak yerlefltirilir.

• 50oC civar›na kadar so¤uyan 40 ml’lik agaroza 4 μl ethidium bromide (5

mg/ml) eklenip kar›flt›r›ld›ktan sonra jel dökülür.

• Jel donduktan sonra (yaklafl›k 30 dakika oda ›s›s›nda) plate’nin iki taraf›ndaki

lastikler ve tarak ç›kar›l›r.

• Her örnek için parafilm üzerine 2 μl yükleme solüsyonu (5x Loding bufer: 250

mg Bromophenol blue, 3 ml gliserol, 7 ml distile su) konur. 10’ar μl PCR ürünü

2 μl yükleme solüsyonu ile kar›flt›r›ld›ktan sonra s›rayla agaroz jele yüklenir.

• 125 voltta 20 dakika veya 90 voltta 60 dakika elektroforez uygulan›r.

• Elektroforez durdurulduktan sonra jel UV transilliminatörde incelenir. Beklenen

bant görülen örnekler pozitif kabul edilir. Gerekirse poloroid foto¤raf makinas›

veya jel dökümantasyon sistemi ile jeller foto¤ aflan›r.

III. Tüm Mycobacterium’lara Spesifik 65 Kilo Daltonluk Is› fiok Proteini Bölgesine

Ait PCR Ürününün Restriksiyon Enzimleri ile Kesilerek Mycobacterium Türlerinin

‹dentifikasyonu (10)

Uygun bant görülen (beklenen yerde ve yeterli yo¤unlukta) örneklerin 11’er μl’si

HaeIII (BsuRI) ve BstEII (Eco91I) enzimleri ile kesilerek Mycobacterium türleri

identifiye edilir.
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Tablo 4: BstEII ile PCR ürününün kesilmesi:

• Enzim ve bufer kar›fl›mlar› örnek say›s›nca temiz odada haz›rland›ktan sonra

0.2 veya 0.5 ml’lik eppendorf tüplerine 4’er μl olarak bölünür.

• Daha sonra kirli odada üzerlerine 11’er μl PCR ürünü eklenir ve 37oC’de 4

saat su banyosu veya thermal cycler’da tutulur.

• Daha sonra Mycobacterium türlerinin identifikasyonu için restriksiyon enzimleri

ile kesilen ve kesilmeyen ürünler birlikte %3’lük NuSieve GTG agaroz (FMC

BioProduct)’da yürütülür.

• PCR ürününün kesilmesi ile jel elektroforezde ortaya ç›kan bantlar›n bp

uzunluklar› de¤erlendirilerek Mycobacterium türleri identifiye edilir (fiekil 1, 2)
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EK:

1. Baz› mycobacterium türlerinin DNA amplifikasyon ürünlerinin BstEII ve HaeIII

enzimleri ile kesim sonucu oluflan DNA bant paternleri (fiekil 1)

2. PCR-RFLP ile mikobakterilerin identifikasyon tablosu (fiekil 2)

fiekil 1 : Is› flok proteinini kodlayan gen bölgesinin ampifikasyon ürününün BstEII

enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern görüntüleri

fiekil 2: Is› flok proteinini kodlayan gen bölgesinin ampifikasyon ürününün HaeIII

enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern görüntüleri
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MOLEKÜLER TANIDA T‹CAR‹ S‹STEMLER
DNA • Strip Teknolojisinin “Line Probe Assay” Kullan›m›

Doç.Dr.Mustafa ÖZYURT

GATA Haydarpafla E¤itim Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi,

‹stanbul

Günümüzde özellikle smear pozitif solunum örnekleri için do¤rudan klinik

örneklerden mikobakterilerin identifikasyonu amac›yla gelifltirilen nükleik asit

amplifikasyon temeline dayanan pek çok ticari ürünler mevcuttur. Hedef ço¤altma,

prob ço¤altma ve sinyal ço¤altma esasl› bu ticari ürünler ile k›sa sürede (3-8 saat

içerisinde) tüberküloz flüpheli hastalar›n laboratuvar tan›s› mümkün olabilmektedir.

Kültürde üretilen mikobakterilerin tür düzeyinde identifikasyonu ve TB ilaç

direnci ile ilgili mutasyonlar›n saptanmas› amac›yla üretilen prob hibridizasyon

esasl›  ticari ürünlerde tan›da s›kl›kla kullan›lmaktad›r.

DNA • STRIP teknolojisinin mikobakteri türlerinin identifikasyonunda

kullan›lmas›nda türe özgü gen segmentlerinin tan›mlanmas› esast›rr. Bu amaçla

öncelikle kültürden veya hasta materyalleriden DNA izolasyonunu takiben, PCR

ile hedefe özgü 16S-23S rRNA bölgesinin amplifikasyonu ve ard›ndan hedef DNA

dizisi komplementeri olan iflaretli DNA problarla nitroselüloz bir membran

üzerinde revers hibridizasyon sonras› mikobakterilerin identifikasyonu

yap›labilmektedir.

Hibridizasyon aflamas›nda, amplifiye edilmifl ve biyotinle iflaretli DNA materyali

önce spesifik oligonükleotid problar› ile hibridize edilir. Hibridizasyon ifllemini

takiben ortama ilave edilen alkalen fosfatazla iflaretlenmifl streptavidin ortamda

bulunan hibride ba¤lan›r. Kromogen ile inkübasyon sonras›, biotin-streptavidin

ba¤lanmas› kolorometrik bir sistemle tespit edilerek görsel olarak

yorumlanmaktad›r.

Mikobakterin moleküler tan›s›nda kullan›lmak üzere ticari olarak mevcut

DNA strip teknolojisi ile üretilmifl bir revers hibridizasyon yöntemi olan Line Probe

Assay (L‹PA)’ler aras›nda do¤rudan hasta örne¤inden identifikasyon amaçl›

GenoType® Mycobacteria Direct (Ha›n L›fesc›ence, Nehren- Germany) kullan›l›rken

kültür ortam›ndan tüberküloz tan›s›na gidilebilen ticari ürünler aras›nda INNO-

L‹PA Mycobacteria 2V (Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium),  GenoType® MTBC,


