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Mikroskopi ve kaltar gibi klasik tani yéntemleri Mycobacterium’lara baglh
infeksiyonlarin tanisinda énemini eskisi gibi korumakla birlikte daha uzun zaman
almakta ve yeni etkenlerin tanimlanmasinda yetersiz kalabilmektedir. Molekuiler
yontemler oldukca hizli olmalari ve tanimlama araliklarinin genisligi nedeniyle
Mycobacterium infeksiyonlarinin tanisinda da yaygin kullanim alani bulmustur.
Mycobacterium infeksiyonlarinin tanisinda kullanilan molektler yontemlerin
amaci, su ana basliklar altinda toplanabilir:

e Mycobacterium’larin klinik érneklerde varliginin saptanmasi,
¢ Klinik 6rneklerde bulunan veya kulttrde Uretilen bakterilerin turlerinin
saptanmasi veya tiplendirilmesi,

e Mpycobacterium’larin antimikrobiyal ilaglara karsi direncli olup olmadiklarinin
arastirilmasi,

e Molekuler epidemiyolojik arastirmalar ile Mycobacterium infeksiyonlarinin

kaynaginin ortaya cikartilmasi.
POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (POLYMERASE CHAIN REACTION, PCR)

PCR ilk defa Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda tanimlanmistir (1). Bu yontemde
¢ogaltiimasi (replikasyon) istenen DNA 6rnegi, replikasyon i¢cin gereken maddelerle
birlikte bir tipe konarak, ¢ degisik 1sida bir déngu (siklus) icerisinde tutulur.
¢ Denatiirasyon: Polimeraz Zincir Reaksiyonu’'nda ilk basamak DNA'nin
denatlrasyonudur. 94-95°C'ye isitilan DNA'nin iki zinciri birbirinden ayrilir.
¢ Baglanma (annealing): ikinci basamak baglanmadir Ortama konmus ve sadece
cogaltilmak istenen DNA bélgesine 6zgul iki primer, sicakligin (50-70°C'ye)
dasurulmesiyle, ilk basamakta ayrilmis olan kalip DNA'nin 6zgil olduklari

boélgelerine baglanirlar.
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e Uzama (ekstansiyon): Uclincii basamak primerlerin uzamasidir. Ortama
konmus ve optimum sentez sicakligi 72-74 °C olan Thermus aquaticus (Taq)
polimerazi (ya da isiya dayanikli baska polimerazlar) bu isida hedef DNA'ya

yapismis primerlerin 3’ ucundan baslayarak istenen DNA bélgesinin sentezini

yapar.

PCR Uygulamasinda Karsilasilan Sorunlar
¢ Yalanc pozitif ve negatiflik
e Deneyimli personel ve hassas calisma gerektirme
e Uzun sUre ve is yogunlugu
o Ozel laboratuar alt yapisi ve ekipman gerektirme
¢ Sonuclarin deneyimli kisiler tarafindan yorumlanmasi
e Standardizasyon gerekliligi

e Maliyet

RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM (RFLP)

Restriksiyon enzimlerinin (RE)'leri ¢ift zincirli DNA dizisini belli ntkleotit
dizelerinden (6r. ATGC gibi) taniyan ve kesen enzimlerdir. GinUmuzde yaklasik
1200 RE tanimlanmis ve siniflandirilmistir. Siniflandirmada ilk G¢ harf enzimin
kaynagi olan bakteriyi; romen rakamlari da tanimlanma sirasini ifade eder.
Ornegin Pvul enzimi Proteus vulgaris'ten elde edilen ilk RE'ni ifade eder.
RFLP tim kromozomal DNA veya PCR sonrasi elde edilen DNA'nin RE'leri ile
kesilerek DNA parcalarinin agaroz jelde buytkltklerine gére ayrildiktan sonra

ethidium bromid ile boyanarak degerlendirilmesi esasina dayanir.

UYGULAMA

PCR ve RFLP YONTEMLERI iLE MYCOBACTERIUM TURLERINiN iDENTiFIKASYONU

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/pl) 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 Eczacibasi ilag

Muhtelif Filtreli pipet uclari: 1-10, 10-100, 50-200 ve 100-1000 pl hacimlerinde
Muhtelif Eppendorf tupleri: 0.2 ml (ince cidarli), 0.5 ml, (thermal cycler'da
kullanilacaksa ince cidarli) ve 1.5 ml (yazi yazmak igin yan yuzleri ptrazla)

hacimlerinde

Gereken Aletler

Su banyosu veya kuru isitici blok Nuve, Clifton veya diger markalar
Vorteks Techne veya diger markalar
Derin dondurucu (-200C) Nuarie veya diger markalar

Buzdolabi 2 adet (temiz ve kirli odada) -20 oC’lik béImesi olan ve No frost degil

Laminer hava akimli kabin CB 1204, dan LAF veya yerli Gretim
Mikrosantrifuj en az 14.000 devir, sogutmali olabilir
Thermal cycler Bircok uUretici var

Agaroz Jel Elektroforez Sistemi Bircok uretici var

pH metre Bircok Uretici var

UV transilliminator Bircok Uretici var

Mikrodalga firin veya
kacuk elektrik 1siticisi Bircok Uretici var
Mikropipetler (1-10, 10-100, 50-200, 100-1000 I) Rainin, Biohit, Costar
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Calismanin U¢ Asamasi Bulunmaktadir:

1. Mycobacterium DNA’sinin izole edilmesi: DNA izolasyon kiti kullanilacaktir.
2. Mycobacterium DNA'sinin ¢ogaltilmasi: Spesifik 65 kilo daltonluk is1 sok
proteini (hsp65) bolgesinin PCR ile ¢cogaltiimasi: Tlberkiloz basilleri kompleksi
disindaki mikobakterilerde de bu gen bulunur. Ancak Mikobakteri turleri arasinda
polimorfizm gosterir.

3. Tum mycobacterium’lara spesifik 65 kilo daltonluk 1si sok proteini bélgesine
ait PCR UranUndn restriksiyon enzimleri ile kesilerek mycobacterium turlerinin

identifikasyonu.

I. Mycobacterium DNA’sinin izole Edilmesi:

Nikleik asitlerin hicrelerden ayrilarak, fiziksel ve/veya kimyasal islemlerden
gecirilip saflastirilma islemi ekstraksiyon olarak tanimlanmaktadir. Bu islem
esnasinda nukleik asidlerin parcalanmaya karsi korunmasi, amplifikasyon
inhibitorlerinin ortamdan uzaklastiriimasi ve hedef ntkleik asidin saflastirilarak
konsantre edilmesi amaglanmaktadir. Degisik ekstraksiyon yontemleri
gelistirilmistir: Fenol-kloroform yéntemi, distile suda kaynatma, deterjanlar +
proteinaz K, degisik kimyasallarin kullanimi (Chelex-100, Guanidium vb.) ve
sonikasyon gibi yontemler DNA ekstraksiyonu icin kullaniimistir. Ayrica ticari
olarak kullanilan DNA/RNA ekstraksiyon kitleri mevcuttur. Mikobakterilerin DNA

izolasyonu ekstraksiyon kitleri ile yapilmasi planlanmistir.

Il. Mycobacteriumlara spesifik hsp65 bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi:

DNA'nin ¢ogaltilabilmesi icin PCR tepkime karisiminda gerekli olan elemanlar :

e DNA Extrakti: Ekstraksiyonu yapilmis, DNA ekstraksiyon kiti yardimi ile
amplifikasyona hazir hale getirilmis DNA 6rnegidir.

e Primer’ler: Cogaltilacak boélgeyi sagdan ve soldan sinirlayan, ¢cogaltiimasi
istenen bolgenin iki ucundaki DNA dizisini 6zgul olarak taniyip baglanacak olan
bir ¢ift sentetik DNA parcalaridir. Primerler liyofilize halde geldi ise DNAz ve
RNAz free distile suda 10 veya 50 pmol/ul olacak sekilde sulandirilir. Daha sonra
kicuk hacimlere (10-20 6rneklik) boélinerek -200C'de saklanir. Tim
mycobacterium’larin PCR ile saptanmasi i¢in primer TB11: 5'-ACC AAC GAT GGT
GTG TCC AT-3" ve TB12: 5'-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3' kullanilir .
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e dNTP Karisimi: Amplifikasyon esnasinda denatire edilen zincirlerin
tamamlanmasinda kullanilacak olan deoksi nukleotit trifosfatlar (ANTP'ler: esit
oranda dATP, dGTP, dCTP, dTTP)’lardan olusur. 100 mM konsantrasyonda olan
stok dNTP’ler 10 defa DNAz ve RNAz free distile suda sulandirilarak kicuk
hacimlere (25-50 6rneklik) béltnerek -200C'de saklanir. Sulandirilan bu soltisyondan
50 pl PCR karisimi i¢in 1ul dNTP eklenir.

¢ DNA Polimeraz: PCR calismalarinin biytk cogunlugunda Thermus aquaticus
(Taq) bakterilerinden elde edilen termostabil Tag DNA polimeraz enzimi
kullanilmaktadir. Tag DNA polimeraz optimal sicaklikta (70-800C) saniyede 35-
100 nikleotidin polimerizasyonu ve 5'-3’ ekzonikleaz aktivitesini ger¢eklestirme
yetenegine sahiptir (1,16). Taq polimeraz genellikle 5 Unite/ul konsantrasyonda
gelir ve -200C'de saklanir.

e Tamponlar ve MgCI2: 10x PCR tamponunda 100 mM Tris ve 500 mM KClI
bulunur. Tag DNA polimeraz MgCl2 varliginda etkindir. MgCl2'Gn PCR'in 6zgullagu
ve Uridn verimi Gzerinde ¢ok 6nemli bir etkisi vardir. Genellikle optimum MgCl2
konsantrasyonu olarak 1.5 mM tercih edilir. DUsik Mg+2 iyon konsantrasyonu
zayif Urin olusumuna, yiksek Mg+2 iyon konsantrasyonu ise spesifik olmayan
aran olusumuna sebep olmaktadir. 10x PCR bufer ve MgCl2 (25 mM) genellikle

Taq enzimi ile birlikte gelir ve asagida belirtilen konsantrasyonda kullanilir.

Tablo 1: PCR Kargiminin Hazirlanmasi*:

Distile su 30.75 i
PCR Bufer (10x konsantrasyonda) 5 i
MgCl; (25 mM) 3 ul
dNTP (10 mM) 1 ul
Primer 1 (TB11, 10 pmol/ul) 2.5 i
Primer 2 (TB12, 10 pmol/ul) 2.5 1]
Tagq polimeraz (5 U/ul) 0.25 ul
Omek DNA 5 ul
Toplam 50 ul

"Kangsim kink buz lzerindeki 1.5 ml'lik reaksiyon lipinde hazirlanir:
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Yukaridaki karisim vortekslenerek karistirildiktan sonra santrifje edilir. Calisilacak
ornek sayisinin ¢carpimi kadar hazirlanan karisim 45’er pl olarak érnek numaralari
yazilmis 0.2 veya 0.5 ml’lik (Thermal cycler’a bagl olarak) eppendorf tiplerine
dagitilir. Uzerine 5 pl Mycobacterium DNA'si eklenerek thermal cycler aletine

yerlestirilir. Thermal cycler aletinde asagidaki siklus programi uygulanir:

Tiim Mycobacterium’lara Spesifik PCR Programi:

94 oC'de 5 dk 1 siklus
94 oC'de 1 dk

55 oC'de 1dk 35 siklus
72 oC'de 2 dk

72 oC'de 8 dk 1 siklus

c) Agaroz Jel Elektroforezi:

Amplifiye edilen PCR UrUnleri degisik yontemlerle belirlenebilir. En yaygin olarak
kullanilani agaroz jel elektroforezidir. PCR ile elde edilen Urlnler agaroz jel
kullanilarak elektrik alaninda buyukligine gére ayrilir. Agaroz jelde DNA
bantlarinin géralebilmesi icin PCR Grinlerinin flouresan bir boyayla (6r. Ethidium
bromid) muamele edilmesi gerekir. Ethidium bromid’le boyanan DNA bantlari
ultraviyole (UV) transilliminatér veya epiilliminatér 151g1 altinda gértnur hale
gelir. Beklenen PCR urunlerinin varhdgi DNA molekdl agirlik standartlari (DNA
marker) veya pozitif kontroldeki bant blytklugu ile karsilastirilarak belirlenir.
Beklenen PCR Grinl buyukligune goére agaroz konsantrasyonu asagidaki tablodan

belirlenir.

Tablo 2: Agaroz Konsantrasyonu ile DNA Ayirma Guci Arasindaki iliski.

Agaroz Konsantrasyonu (%) DNA Ayirma Araligi (baz ¢ifti)
0.3 5000 - 60000
0.6 1000 - 20000
0.7 800 - 10000
0.8 500 - 7000
1.2 400 - 6000
1.5 200 - 3000
2.0 100 - 2000
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PCR Uriiniiniin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi:

e ilk olarak PCR Uriniini bayukliga hesaplanarak kullanilacak jelin agaroz
yuzdesine karar verilir (Tablo). 200 ile 3000 baz cifti arasindaki bir tGrtn icin %
1.5'lik agaroz yeterlidir.

e Once agaroz ve terazinin bulundugu odaya girilir. Elektroforez tankinin
buyukligine gére dékulecek jel miktari belirlenir. Ornek: 40 ml'lik tank icin; 0.6
gram agaroz tartilip 40 ml 0.5X TBE tamponuna ilave edilir.
e 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 sulandirilarak 0.5X TBE
bufer kullanma soltsyonu hazirlanir.

e 40 ml 0.5X TBE bufer behere konulur. Uzerine tartilan agaroz eklenerek
karistirihr.

e Mikrodalga firinda 1 dakika 400 Watta tutulur. Mikrodalga yoksa ocak
Uzerinde arada bir karistirilarak agaroz eritilebilir.

e Karistirildiktan sonra sogumasi icin beklenirken agaroz jelin dékilecegi plate
hazirlanir. Ornek sayisina gére 8'li veya 12'li tarak yerlestirilir.
® 500C civarina kadar soguyan 40 ml’'lik agaroza 4 pul ethidium bromide (5
mg/ml) eklenip karistirildiktan sonra jel dokulur.

¢ Jel donduktan sonra (yaklasik 30 dakika oda isisinda) plate’nin iki tarafindaki
lastikler ve tarak cikarilir.

e Her 6rnek icin parafilm Gizerine 2 pl yukleme soltisyonu (5x Loding bufer: 250
mg Bromophenol blue, 3 ml gliserol, 7 ml distile su) konur. 10’ar yl PCR tGrtnu
2 yl yukleme soltsyonu ile karistirildiktan sonra sirayla agaroz jele yuklenir.
e 125 voltta 20 dakika veya 90 voltta 60 dakika elektroforez uygulanir.
e Elektroforez durdurulduktan sonra jel UV transilliminatérde incelenir. Beklenen
bant goérulen 6rnekler pozitif kabul edilir. Gerekirse poloroid fotograf makinasi

veya jel dokimantasyon sistemi ile jeller fotog aflanir.

lll. Tum Mycobacterium’lara Spesifik 65 Kilo Daltonluk Isi Sok Proteini Bolgesine
Ait PCR Uriiniiniin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilerek Mycobacterium Tiirlerinin
identifikasyonu (10)

Uygun bant gorulen (beklenen yerde ve yeterli yogunlukta) érneklerin 11’er pl’si
Haelll (BsuRl) ve BstEll (Eco91l) enzimleri ile kesilerek Mycobacterium turleri

identifiye edilir.
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Tablo 3: Haelll ile PCR Grunidnin kesilmesi:

Distile su 2.0 ul
Bufer R* 1.5 Hl
Haelll (10 U/pul, Fermentas) 0.5 ul
PCR drunt 11.0 ul
Toplam 15.0 1]

Tablo 4: BstEll ile PCR GrinUnln kesilmesi:

Distile su 2.0 Ml
Bufer O* 1.5 ul
BstEIl (10 U/ul, Fermentas) 0.5 pl
PCR liriini 11.0 pl
Toplam 15.0 I

e Enzim ve bufer karisimlari 6rnek sayisinca temiz odada hazirlandiktan sonra
0.2 veya 0.5 ml'lik eppendorf tuplerine 4’er pl olarak bdlunur.
e Daha sonra kirli odada Gzerlerine 11’er pyl PCR GrlinU eklenir ve 370C'de 4
saat su banyosu veya thermal cycler’'da tutulur.

¢ Daha sonra Mycobacterium tirlerinin identifikasyonu icin restriksiyon enzimleri
ile kesilen ve kesilmeyen urlnler birlikte %3’luk NuSieve GTG agaroz (FMC
BioProduct)'da yuratalur.

e PCR Urinunln kesilmesi ile jel elektroforezde ortaya ¢ikan bantlarin bp

uzunluklari degerlendirilerek Mycobacterium turleri identifiye edilir (Sekil 1, 2)
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EK:

1. Bazi mycobacterium turlerinin DNA amplifikasyon Granlerinin BstEll ve Haelll
enzimleri ile kesim sonucu olusan DNA bant paternleri (Sekil 1)
2. PCR-RFLP ile mikobakterilerin identifikasyon tablosu (Sekil 2)

Sekil 1 : Isi sok proteinini kodlayan gen bolgesinin ampifikasyon tGriintiinin BstEll

enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern géruntuleri

Sekil 2: Isi sok proteinini kodlayan gen bolgesinin ampifikasyon Grtintintin Haelll

enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen bant patern géruntuleri
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PCR-RFLP lle MIKOBAKTERILERIN IDENDIFIKASYON TABLOSU"

BstEll Haelli Turlerin Adi
170-130-0 M.tnivale type 1
160-85-55 M flavescens type 3

_ 145-130-0 M.lentiflavum type 1

440 140-100-90 M.new type 1
140-55-50 M. flavescens type 1
130-115-70-55 M.aurum type 2
130-110-0 M.new
130-105-70 M.szulgai type 1

325-130 200-60-55 M.chelonae type 1
160-110-0 M.haemophlium
185-140-0 M.terrae type 1
170-140-0 M neoaurum type 1
145-130-50 M.simiae type 4

_ 140-85-55 M.chitae type 1

325-120 140-60-55 M.nonchromogenicum type 2
130-115-60 M.gordonae type 4
130-110-70-55 M.gordonae type 8
130-105-0 M.genavense lype 1
130-85-75-60 M kansasii type 5
200-70-60 M.abscessus type 1
180-135-70-50 M thermoresistibile type 1
180-130-0 M.simiae type 1
180-100-50 M.new type 1
145-140-100-55 M.peregrinum type 1
145-130-95 M.scrofulaceum type 1
145-130-0 M.intracellulare type 3

240-210 145-105-80 M.mannum type 1
145-105-60 M.new type 1
145-70-60-50 M.abscessus type 1
140-120-100-60 M.pregrinum type 2
140-105-80 M.intracellulare type 2
140-80-60-50 M.phlei type 1
130-115-0 M.gordonae type 5
130-105-80 M.kansasii type 1

M branden type 1

130-105-60 M.avium type 1
130-105-0 M.aium type 2
130-80-60 M.celatum type 1

240-210 125-110-0 M.interjectum type 1
120-115-110 M.intracellulare type 4
110-105-0 M.asiaticum t 1

240-135-80 140-105-70
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160-85-55
145-140-100-60
145-125-60
130-105-80

240-130-85 130-105-70
130-105-0
130-100-75
130-90-70
130-95

165-115-0
160-110-60
145-130-60
240-120-100  145-130-0
140-105-80
140-60-0
130-110-0

130-95-60 M.intracellulare !ipe 4

220-1100
185-140-50
160-115-60
160-105-60
240-120-85 150-130-70
150-60-55
145-120-55-50
140-125-55-50
140-95-90
130-115-70-50

M.species type 1

M. peregrinum lype 3
M.smegmatis type 1
M.celatum type 2
M.gastrit type 1
M.kansasii type 2

M .kansasii type 6
M.kansasii type 3
M.lentiflavum type 4

M. gordonae type 9
M. gordonae type 7
M.intracellulare type 1
M fentiflavumn type 3
M.malmoense type 1
M.hibemiae type 1
M.gordonae type 3

M.gordonae type 2
M.senegalense type 1
M.gordonae type 1

M xenopi type 1

M fortuitum type 1
M farcinogenes type1
M fortuitum type 2
M kansasii type 4
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MOLEKULER TANIDA TiCARi SISTEMLER
DNA e Strip Teknolojisinin “Line Probe Assay” Kullanimi

Doc.Dr.Mustafa OZYURT
GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi,

istanbul

GUnUumuzde 6zellikle smear pozitif solunum érnekleri icin dogrudan klinik
orneklerden mikobakterilerin identifikasyonu amaciyla gelistirilen ntkleik asit
amplifikasyon temeline dayanan pek cok ticari Grtinler mevcuttur. Hedef ¢cogaltma,
prob cogaltma ve sinyal cogaltma esasl bu ticari Grtnler ile kisa stirede (3-8 saat
icerisinde) tuberklloz sipheli hastalarin laboratuvar tanisi mimkun olabilmektedir.
Kulturde Uretilen mikobakterilerin tur dizeyinde identifikasyonu ve TB ilag
direnci ile ilgili mutasyonlarin saptanmasi amaciyla Uretilen prob hibridizasyon
esasli ticari Grtnlerde tanida siklikla kullaniimaktadir.

DNA e STRIP teknolojisinin mikobakteri tlrlerinin identifikasyonunda
kullanilmasinda tlre 6zgl gen segmentlerinin tanimlanmasi esastirr. Bu amacla
oncelikle kaltirden veya hasta materyalleriden DNA izolasyonunu takiben, PCR
ile hedefe 6zgli 165-23S rRNA bolgesinin amplifikasyonu ve ardindan hedef DNA
dizisi komplementeri olan isaretli DNA problarla nitroseltloz bir membran
Uzerinde revers hibridizasyon sonrasi mikobakterilerin identifikasyonu
yapilabilmektedir.

Hibridizasyon asamasinda, amplifiye edilmis ve biyotinle isaretli DNA materyali
once spesifik oligontkleotid problari ile hibridize edilir. Hibridizasyon islemini
takiben ortama ilave edilen alkalen fosfatazla isaretlenmis streptavidin ortamda
bulunan hibride baglanir. Kromogen ile inkiibasyon sonrasi, biotin-streptavidin
baglanmasi kolorometrik bir sistemle tespit edilerek go6rsel olarak
yorumlanmaktadir.

Mikobakterin molekiler tanisinda kullanilmak Gzere ticari olarak mevcut
DNA strip teknolojisi ile Gretilmis bir revers hibridizasyon yéntemi olan Line Probe
Assay (LIPA)’ler arasinda dogrudan hasta érneginden identifikasyon amach
GenoType® Mycobacteria Direct (Hain Lifescience, Nehren- Germany) kullanilirken
kaltdr ortamindan tUberktloz tanisina gidilebilen ticari Granler arasinda INNO-
LIPA Mycobacteria 2V (Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium), GenoType® MTBC,
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