MOLEKULER TANIDA TiCARi SISTEMLER
DNA e Strip Teknolojisinin “Line Probe Assay” Kullanimi
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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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GenoType® Mycobacterium CM ve GenoType® Mycobacterium AS (Hain
Lifescience, Nehren- Germany) ile Rifampicin ve INH direncini belirlemeye yonelik
GenoType® MTBDR (Hain Lifescience, Nehren- Germany) ve sadece Rifampicin
direnci icin INNO-LIPA Rif TB (Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium) yer almaktadir.

Bu testlerin ortalama stresi amplifikasyon sonrasi 3-4 saat kadardir.
A. HASTA ORNEKLERINDEN DIiREKT TANIDA “LINE PROB ASSAY” KULLANIMI

Bu amacgla DNA strip teknolojisi ile Uretilen GenoType® Mycobacteria Direct
(Hain Lifescience, Nehren- Germany) ticari olarak mevcuttur. Hedef RNA'nin
izolasyonunu takiben iki ana kategoride gerceklesen bu testin stresi yaklasik
4 saattir. Hazirlanan hasta érneklerinden ekstrakte edilen mikobakteriye ait
hedef rRNA, 6ncelikle izotermal olarak NASBA (Nukleik asit dizi bazh
amplifikasyon) yéntemi ile 419C'de amplifiye edilir. (Thermalcycler ihtiyac
yoktur). Amplifikasyonu takiben Revers hibridizasyon reaksiyonu esasina gére
Uretilmis striplerde hibridizasyon islemi gerceklestirilerek identifikasyon saglanir.

Yiksek 6zgullige sahip olan bu test ile klinik olarak énemli mikobakteri
tdrlerinden M. tuberculosis complex, M. malmoense, M. avium, M. kansasii ve

M. intracellulare tanimlanabilmektedir.

I. NASBA Reaksiyonu; Bu reaksiyon icin tg farkli enzim kullaniimaktadir.
Revers transkriprtaz (RT), RNA Polimeraz (T7-RNA-Pol) ve RNAse H. Hedef,
ribozomal RNA olup ayni zamanda canl basil varliliginin gésterilmesine olanak
saglar. Calismada 500 ul dekontamine edilmis hasta 6rnegiile 4 (dort) saatte
sonug elde edilir. Tercihan pulmoner érneklerde ve ayrica ekstrapulmonar

orneklerden calisilabilmektedir.
Reaksiyon t¢ asamada gerceklesir:

1. asama, Hedef RNA'nin (sense RNA) birinci primer yardimiyla RT enzimi
sayesinde DNA kopyasi ¢ikarilir.

2. asama, ortamdaki DNA:RNA hibritindeki RNA molekuli, RNAse H tarafindan
kesilerek uzaklastirilir.

3. asama, Ikinci primer ile RT enzimi araciligiyla DNA'nin kopyasi cikarilir. Bunu

takiben T7-RNA-Polimeraz enzimi araciligi ile bu DNA molekulinden RNA kopyasi
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olusturulur. Elde edilen bu kopya antisense RNA molekuladdr. islemler bu
basamaktaki gibi tekrar edilirler ve sonucta milyonlarca kopya RNA amplikonlari
elde edilmis olur

(Sekil-1).
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fiekil 1: NASBA reaksiyonu

Il. REVERS HiBRiDiZASYON;

e Once hasta érneginden NASBA reaksiyonu ile elde edilen amplifikasyon
Urtntntn kimyasal denattrasyonu,

e Bunu takiben membrana bagl problarla tek sarmalli, biyotinle isaretli
amplikonlarin hibridizasyonu (Sekil 2).

¢ Yikama isleminin ardindan ortama ilave edilen streptavidin/alkalin fosfataz
(AP) konjugat ile hibritler boyanmasi,

e Kurutulan strip Gzerinde olusan bantlarin degerlendirilerek identifikasyon
isleminin tamamlanmasi.

Amplifikasyon ve hibridizasyon islemi yaklasik 4 saat sGrmektedir.

DNA-STRIP™ with apscific probas

(I ) f&,ﬁ

DHA-STRIP®with ansuing colour farmatian

fiekil 2 : Ozgl problarla revers hibridizasyon reaksiyonu
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GenoType® MTBC (Hain Lifescience, Nehren- Germany) , yetersiz Gremenin
oldugu kulttrler kadar, hizli ve yavas Ureyen Mikobakterilere ait karisik kltarlerden
tek bir prosediirde M. tuberculosis complex’ine ait tim turlerin (M. tuberculosis,
M. africanum I, M.microti, M. bovis spp.bovis, M. bovis BCG, M. bovis spp.caprae)
spesifik DNA problari yardimi ile ayirt edilebilmesini saglamaktadir. Hedef, MTBC
icin spesifik 23S ribozomal RNA fragmani ile MTBC turlerinin ayirt edilmesinde
gryB gen fragmani ve M.bovis BCG i¢cin RD1 delesyonudur. Multipleks PCR ile
amplifikasyon sonrasinda olusan amplikonlar nitroseltil6z membran stripleri
Uzerindeki spesifik oligontukleotid problari ile hibridize edilerek tani saglanir.

INNO-LIPA Mycobacteria (Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium) ile sivi veya kati
besiyerlerinde Uremis olan 16 patojen mikobakteri ( M.tuberculosis complex,
M.avium - M.intracelltlare complex, M.chelonae - M.abscessus complex, M.avium,
M.intracellulare, M.kansasii, M.gordonae, M.xenopi, M.scrofulaceum) PCR ve jel
elektroforez islemini takiben yaklasik 3 saat icerisinde tanimlanabilmektedir.
Mikobakterilerin rutin identifikasyonlarinda yorumu ve calisiimasi kolay bir yontem
olup konvansiyonel yéntem sonuclari ile uyumunun %99.6 , duyarhlik ve
6zgulliguinin % 100 oldugu rapor edilmistir. 1980 lerden beri bu amacla kullanilan,
ticari olarak mevcut olan AccuProbe (Gen-Probe) ile M.tuberculosis complex,
M.avium, M.intracellilare, M.kansasii ve M.gordonae ‘den olusan sinirh sayida
tarin tanisi yapilabilmektedir. En 6nemli dezavantaji sinirli sayida tir icin mevcut
olan DNA problarinin her seferinde sadece bir mikobakteri ttrinun test edilmesi
icin kullanilmasina baglh olarak maliyetinin fazla olmasidir.

GenoType® Mycobacterium CM (Hain Lifescience, Nehren- Germany), M.
tuberculosis complex ile birlikte yaygin olarak izole edilen diger 13 patojen
mikobakterilerin ayni anda identifikasyonuna olanak saglayan bir diger Grindur.
Bu turler, M. avium, M. chelonae, M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare,
M. kansasii, M. malmoense, M. marinum, M. peregrinum, M. scrofulaceum, M.
interjectum, M. tuberculosis complex, M. xenopi ve M. abcessus ' u kapsar.

GenoType® Mycobacterium AS (Hain Lifescience, Nehren- Germany) 16
Mikobakteri tirtnln identifikasyonuna olanak saglayan bir tGrtndur. Bu tarler:
M. simiae, M. mucogenicum, M. goodii, M. celatum, M. smegmatis, M. genavense,
M. lentiflavum, M. heckeshornense, M. szulgai, M. phlei, M. haemophilum, M.
kansasii, M. ulcerans, M. gastri, M.asiaticum ve M. shimoidei’ u kapsar.
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A. MiIKOBAKTERILERDE ILAG DIRENCININ SAPTANMASINDA KULLANILAN TiCARI
URUNLER

Revers hibridizasyon esasina dayali, DNA strip teknolojisi (LIPA) ile hazirlanan
ticari Grinler arasinda INNO-LIPA Rif TB ve GenoType® MTBDR vyer alir. Bu
urtnler, nitrosellil6z membran Gzerinde diren¢ten sorumlu gen bolgesine ait
duyarli ve mutant dizileri iceren problar ihtiva ederler.

Uygulamada ;

e KuUltlr ortaminda elde edilen ve direng geni arastirilacak her izolat igin PCR
ile cogaltma islemi gergeklestirilir

e Takiben direncten sorumlu gen bdlgelerine ait DNA molekulleri bu problar
ile hibridizasyona birakilir

e Hibridizasyon sonrasi Mutant dizilere baglanma durumu “direncli” olarak

yorumlanir.
Test sUresi yaklasik 3-4 saat kadardir.

GenoType® MTBDR (Hain Lifescience, Nehren- Germany) ayni teknoloji ve
test prensibine dayali olarak gelistirilen ve Rifampicin ve INH ilaglarina karsi
olusan mutasyonlari tespit edebilen bir Grtndar.

INNO-LIPA Rif TB (Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium) Sadece Rifampicin
direncini arastirmada kullanilan ayni paralelde bir Grindur.

I. GenoTpye®MTBC Direct Calisma Protokolu

e Hasta 6rneginden RNA izolasyonu
e Amplifikasyon (NASBA)
e Revers hibridizasyon asamalarindan olusur.

A. RNA iZOLASYONU

a. Hucre Parcalama (DenatUrasyon):
e 2 ml'lik ependorf tiplere 300 pl inhibisyon 6nleyici buffer (IRB)
pipetlenir.Vortekslenen dekontamine érnekten 500 pl alinarak IRB bulunan tlipe
eklenir ve iyice vortekslenir.
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300 I IRB Solisyonu
+
Vorteks

Ependorf tipler 12.000 x g de 3 dakika santrifujlenir.

Santiflij sonrasi ttplerin dibinde olusan pellete degmeden =
sipernetant ¢ekilerek atilir. Pellet Gzerine 1001 RCB(RNA g
Capture Buffer) eklenir ve vortekslenerek pellet ¢c6zindurular. @
Tupler 95°Clik 1s1 blogu ya da su banyosunda 15 dakika inktbe 3 dakika
edilir. 12,000 x g

100 | RCB Sollsyonu
+
Vorteks
+
95°C de 15 dakika
inktbasyon

e Sdre sonunda tlpler sonikatdre alinarak 60° C de 30 dakika inkUbe edilir.

inkiibasyon sonrasi tupler 5 dakika maksimum hizda santriftjlenir.

e Santrifuj sonrasi tuplerin dibinde olusan pellete degmeden c
siipernetanttan 100 pl alinarak 0.5 ml lik (sarsted tube) tlplere
alinir.

5 dakik
NOT : Negatif kontrol icin dekontamine 6rnek yerine 500 pl akika

14,000-16,000
distile su kullantlr. X9

b. RNA ‘larin Manyetik Boncuklara Baglanmasi

- Kullanim 6éncesi Manyetic Boncuklar (MB) vortekslenerek ¢éztunduralir.
- Pozitif Kontrol RNA (PC-RNA), RNA Capture Buffer (RCB)) ile 1:99 oraninda
seyreltilir.

- ICR/CP (Internal Control RNA/Capture Probe) miksi hazirlanirken;
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Kit icerisinden 0.7 ml lik tuplerde ¢ikan ICR/CP

Uzerine 140 yl DMSO eklenir. =1 90 ul ICR/CP
+
E 10 ul MB
¢ RNA izolasyon asamasinda 0.5 ml lik (sarsted)
Vorteks
taplere alinan 100 pl RNA Gzerine 90 pl ICR/CP ve @ +
inkuibasyon

10 pl MB solisyonlarindan eklenir.

e Tupler twincubator cihazina yerlestirilerek 65 ° C de 10 dakika, 25° C de 17
dakika ugun programda inklbe edilir.

* inklbasyon sonrasi tiipler manyetik seperatére yerlestirilerek 3 dakika bekletilir
ve sire sonunda tUplerdeki sivi manyetik boncuklara zarar vermeden atilir.
¢ Manyetik seperatoriin metal blogu cikartildiktan sonra tiplere 200 pl Wash
Buffer (WB,renksiz) eklenerek vortekslenir ve seperatériin metal blogu takilarak
3 dakika bekletilir.

e Sire sonunda tuplerdeki sivi manyetik boncuklara zarar vermeden ¢ekillir ve
seperatérin metal blogu cikartilir.

e Tuplere 20 pl BB(Bead Buffer) eklenerek

20 ul BB
vortekslenir. K

+
Vorteks

E
S

B. AMPLIFIKASYON (NASBA)

e Amplifikasyon asamasina gegmeden 6nce PNM (Primer/Nukleotid Karigimi)
ve EML (Liyofilize enzim karisimi) hazirlanir.

e PNM (Primer/Niikleotid miksi) hazirlanirken; Ornek basina 30 pl olacak sekilde
23 ul PNM Gzerine 7 yl DMSO eklenerek vortekslenir.

e EML (Enzim Miks Liyofilizat)) amplifikasyon asamasina gecmeden 15 dakika
Once hazirlanir. Liyofilize enzim karisimi iceren ttiplere 44 pl EDB (Enzyme Dilution
Buffer) eklenir. EML asla vortekslenmez !!1!!

e Karisimlar hazirlandiktan sonra yeni 0.5 ml lik (sarsted) ttpler isaretlenerek
tlplere 30 yl PNM, 10 pl LMB (Loaded Magnetic Beads) ve 20 pl PO (Parafin Oil)
ilave edilerek vortekslenir.
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30 pul PNM
e Tupler twincubator cihazina konur ve ;

+
65°C e 8 dakika 10 pl LMB
41°C . 5 dakik +

axdia - 20 ul PO
41°C e 5 dakika inklbe edilir
e Bu asama da tuplere 10 pl EML eklenir. @ Vorteks
41°C s 60 dakika NASBA amplifikasyonu yapilir.

C. REVERS HIBRIDIZASYON (MANUEL):
On islemler:

e Calkalamali su banyosu ya da Twincubator'tin sisi 45 = 1 °C'ye ayarlanir, ya
da uygun AutoLipa programi agilir.

e Hybridization Buffer (HYB) ve Yikama solusyonu (X-STR) 37- 45 °C'ye kadar
isitilir.

e Konsantre konjugat (CON-C) ve Konsantre substrat (SUB-C) (+4 °C'de korunur)
disinda ki diger tim soltsyonlarin oda sicakligina gelmesi saglanir.
e Uygun tipler kullanilarak CON-C ve SUB-C kendi sulandirma sollGsyonlari
(CON-D ve SUB-D) ile 1:100 oraninda (Her bir strip icin; 10 pyl konsantre + 1 ml
(1000 pl) Sulandirma soltisyonu) sulandirilir.

Not : CON-C her ¢alisma icin taze olarak hazirlanir. SUB-C ise stok olarak hazirlanip
4 hafta oda sicakhiginda ve de karanlikta saklanabilir.

islem basamaklari :

e 20 ul DEN (denatirasyon) solisyonu her tray’in (striplerin yerlestirildigi plate)
orneklerin calisilacagi kuyucuklarinin késelerine pipetlenir.

e 20 pl PCR ile ¢cogaltilmis érnekler DEN solGsyonuna pipetlenerek karistirilir
ve oda sicakliginda 5 dakika inkibe edilir.

e Busirada pensile her bir érnek icin bir strip alinir ve striplerin isaretli ucu
kursun kalem ile numaralandirilir. Bu islemler sirasinda striplere ¢iplak el ile
degilmemelidir. Stripler alt ucglarindan pens ile tutularak calisilmalidir.
o Orneklerin konuldugu kuyucuklara dikkatlice dnceden isitilmis 1 ml HYB (yesil
renkli soltsyon) soltsyonu konulur ve homojen renk elde edilene kadar yavasca
calkalanir.
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o Stripler dikkatlice trayin kuyularina yerlestirilir. (Bu sirada ters donmus stripler
varsa bunlar pens veya temiz pipet ucu ile duzeltilmelidir. Stribin isaretli ylzu
Uste bakmalidir. Herhangi bir kontaminasyonu énlemek i¢in de pens her stripte

temizlenerek kullanilmahdir)

e Tray 6nceden hazirlanan su banyosu ya da Twincubator'da 50 = 1 °C’'de 30
dakika calkalanarak inktbe edilir.

e Hibridizasyon sollsyonu pasteur pipet ya da vacum pompasi kullanilarak
tamamen kuyucuklardan bosaltilir.

e Her bir kuyucuga 1 ml X-STR (Stringent Wash Solution) (mavi renkli soltsyon)
solusyonu eklenir ve 15 dakika 50 = 1 °C'de calaklanarak inktbe edilir.
¢ STR soltsyonu, tray dikkatlice ters cevrilerek bosaltilir. Kuyucuklar icerisinde
kalan bir miktar sivida yine tray ters cevrilerek st ucu kurutma kagidina emdirilerek
uzaklastirilir.

e Bu basamak dan itibaren oda sicakliginda ¢alsilir.

e Kuyucuklar da ki striplerin Gzerine 1 ml daha énceden sulandiriimis Konjugat
eklenir ve 30 dakika calkalanarak inktbe edilir.

¢ inkubasyon sonrasi Konjugat dékilerek bosaltilir. Ve her bir strip 2 kez 1 ml
RIN (Calkalama Soltsyonu) 1 kez de 1 ml distile su ile 1’er dakika calkalanarak
yikanir.

¢ Son yikamadan sonra kuyucuklarda sivi kalmamis olmasina dikkat edilmeli.
® Her bir strip Gzerine 1 ml daha 6énceden sulandirilmis Substrate soltsyonu
eklenir ve karanlikta test kosullarina bagl olarak (oda sicakhigi gibi) bantlarin
olusmasina gore 3 ile 20 dakika arasinda calkalamadan inktbe edilir ( Cok uzun
streli inkUbasyonlar stribin kararmasina sebep olabilecegi ve de yanlis
degerlendirmelere yol acabilecedi icin bu basamak inklbasyon stresi kontroll
bir sekilde takip edilerek sonlandirilmalidir .)

e Bant olusma islemi striplerin iki kez distile su ile yilkanmasi ile sonlandirilir.
e Son olarak, stripler kuyucuklardan alinarak kurutma kagidinin arasina
konularak kurutulur ve degerlendirme asamasina gecilir.

e Kullanim klavuzunda yeralan kriterler él¢ustinde sonuglar degerlendirilmelidir.

GenoType® Mycobacteria Direct icin Degerlendirme ve Sonuclarin
Yorumlanmasi:
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Calismanin kabul edilebilir olmasi i¢in asagidaki kosullarin saglanmasi

gerekmektedir.

1) Konjugat kontrol; Konjugat kontroli strip Gzerinde konjugat baglanma ve
substrat reaksiyonunun verimliligini géstermektedir. Konjugat kontrol bandinin
olusmasi gerekmektedir.

2) Amplifikasyon kontroli: Hem RNA izolasyonunun uygunlugunu hem de
NASBA reaksiyonunun islevselligini gostermektedir. Test dogru bir sekilde
uygulanmissa, amplifikasyon sirasinda olusan RNA kontrol amplikonlari strip
Uzerindeki amplifikasyon kontrol bolgesine baglanacaktir. Bu kontrol, izolasyon
ve amplifikasyon sirasinda olusabilecek hatalari ve izole edilen RNA kaynakl

amplifikasyon inhibitérleri tanimlamaktadir.

NOT: Eger ne Amplifikasyon Kontroli ne de herhangi bir Mikobakteriye 6zgu

band olusmamissa sonuclar gecerli degildir. Test tekrarlanmalidir.

..... «—— Cenjugate Control [CC) ke B
Amplification Control [AC) e
M. aviom —
o M.aviam b=
M. intraceliutare SRR
M. malmcense —
M. kansasii
N. tubsrcuiosts complex —
- M. malmoense
viof e M. tubereulosis complex
1 2 3 & 5 &
t colored marker

Il. GenoType® MTBC, GenoType® MycobacteriumCM / AS ve
GenoType®MTBDR Calisma Protokolii

e Kultirden DNA izolasyonu
e Amplifikasyon (multipleks-PCR)
e Revers hibridizasyon
a) Amplifikasyon Griiniintin kimyasal denattrasyonu
b) Membrana bagli problarla biyotin isaretli amplikonlarin hibridizasyonu
¢) Yikama
d) Streptavidin/alkalin fosfataz (AP) konjugat eklenmesi
e) AP aracilhigiyla boyanma
f) Olusan bandlarin degerlendirilmesi
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A. DNA izolasyonu

GenoType® MycobacteriumCM / AS,
GenoType® MTBC ve GenoType® MTBDR; ture
6zgl gen segmentlerinin tanimlanmasi temeline
dayanan molekller biyolojik testlerdir.
Oncelikle bakteriyel DNA kati yada sivi

besiyerinden izole edilmelidir.

|
= A ()

B. Amplifikasyon (multipleks-PCR)

Sonraki asama elde edilen genomik bélgeden 'E’?‘
hedefe 6zgii DNA amplifikasyonudur. islem “:
sonrasinda elde edilen triin (DNA pargalari) revers & St

hibridizasyon i¢in baslangic materyalidir. =

C. Revers Hibridizasyon

Saptanacak olan cesitli DNA bdlgelerini

belirlemek icin gerekli gen problari mebran

stripleri Gizerinde sabitlenmistir. Denattre edilmis
DNA amplikonlari, hibridizasyon sirasinda gene

0zgl sabitlenmis problara baglanirlar. Biyotin

isaretli amplikonlarin uygun problarla baglanmasi

ile olusan hibritler, biyotin/streptavidinalkalin OMAYSTRP costd wth srsko

fosfataz kompleksi olusumundan sonra NBT/BCIP

ile boyanirlar. Olusan bant patternlerinin, saglanan
kalip ile karsilastirilmasi sonuglarin hizl ve kolay

yorumlanmasini saglar.

Genel Calisma Protokolii
DNA izolasyonu:

* Kati besiyerinden, Oze ile bir miktar strtnta alinir ve 300 pl distile su icerisinde
vortekslenerek ¢6zulur.
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Sivi besiyerinden: direkt 1 ml kdlttr alinir ve 15 dakika 10000 x g'de santrif(j
edilir. Stipernatan atilir ve bakteri peleti 100-300 pl distile su icerisinde
vortekslenerek ¢ézulir.

¢ Hazirlanan bakteri sispansiyonlari 95 °C'de 20 dakika i1s1 blogunda ya da
kaynayan su banyosunda inklbe edilir.

e 15 dakika sonikasyona birakilir.

o Ornekler 5 dakika yuksek devirde santrifiij edilir. Sipernatandan 5 pl alinarak
direkt PCR da kullanilir.

NOT: Supernatan baska bir tupe aktarilarak uzun stire -20 °C'de saklanabilir.

Amplifikasyon (Multipleks-PCR):

e PCR ana karisimi (master mix) ayri bir oda da hazirlanmali ve érneklerden
elde edilen DNA’lar farkli bir yerde ana karisima eklenmelidir.
e Kag tUp hazirlanacaksa asagidaki tabloda belirtilen miktar o sayi ile ¢arpilir.
Negatif kontrol (DNA yerine 5 pl su pipetlenir) icin oplam 6rnek sayisindan 1

adet fazla hazirlanir

PCR Frotokoli:
Reaktif Miktar (1 tdp icin) 95°C o 05:00 dakika
PN Miks (PNM) 3su 85°C ————— 00:30 saniya
10 Dingii
10x PCR Buffer 5l $8°C ———-—---— 02:00 dakika }
MgCl; Sl
95°C  sememeeeeeeme 00:25 saniye
TaqGold Polymerase 0.2 pl 539C — 0040 saniye
" 20 Dingii
Ornek Sl [ 1o J— — 0040 saniye
Toplam PCR reaksiyon Hacmi 50 pl
FOOC e 08:00 dakika

Revers Hibridizasyon (Manuel):
*  GenoTpye®MTBC Direct Test Prosedirinde oldugu gibidir. Kullanilan reaktifler
ile ilgili farkliliklar icin Grine ait kullanim kilavuzlarindan yararlanilir.

GenoType® MTBC, INNO-LIPA Mycobacteria 2V , GenoType® Mycobacterium
CM/AS Degerlendirme ve Sonugclarin Yorumlanmasi:

Sonuglar kullanim klavuzunda yeralan kriterler 6l¢tsinde degerlendirilir.
Calismanin kabul edilebilir olmasi icin Konjugat kontrol, Universal kontrol ve
Genus kontrol bantlarinin varhigi ve siddeti ile birlikte degerlendirilir. Tr
dizeyinde tanimlamada bant paternlerinin yorumlanmasi Grline ait bir okuma
karti ile birlikte gerceklestirilir.
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DEGERLENDIRME

INNC-LIPA Mycobacteria 2V
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GenoType® MTBDR icin Degerlendirme ve Sonuglarin Yorumlanmasi:

Sonuglar kullanim klavuzunda yeralan kriterler 6lctstinde degerlendirilir.
Calismanin kabul edilebilir olmasi icin Konjugat kontrol, Universal kontrol ve M.
tuberculosis complex (TUB) ait band larinin varhigi ve siddeti ile birlikte
degerlendirilir. Tur dlzeyinde tanimlamada bant paternlerinin yorumlanmasi
Urline ait bir okuma karti ile birlikte gerceklestirilir.

1) M. tuberculosis complex (TUB)

Mycabacterium tuberculosis complex tyelerinden olusan amplikonlarin varhginda
band patterni olusur. Eger TUB bélgesinde band olusmamissa test edilen bakteri
Mycabacterium tuberculosis complex’e ait degildir ve bu sistemle degerlendirilemez.
2) rpoB ve katG

ilgili gen bélgelerini ( rpoB uni ve katG uni ) gdstermektedir. Vahsi (Wild) tip
boélgesinde olusan bandlar duyarliligi, mutasyon boélgelerinde olusan bandlar ilag
direncini belirlemektedir. Vahsi tip bolgesinde ¢cikmayan herhangibir pattern
cahsilan 6rnegin direncliligini gostermektdir.

3) rpoB problari

rpoB Uni bélgesi, genin rpoB’ye 6zgu boélgesini géstermektedir ve her zaman bu
boélgede band olusmalidir. Bes farkl rpoB vahsi gen bélgesi (rpoB WT 1-5) ve dort
adet mutant (rpoB MUT: D516V, H526Y, H526D ve S531L) bolgesi bulunmaktadir.
Band siddeti Universal kontrol band siddeti kadar veya daha guglia olan band

patternleri degerlendirmeye alinir.

» lgili bélgeler rpoB vahsi tip veya mutant geni belgelemektedir. Vahsi tip
boélgesindeki tim bandlar olustugunda calisilan gen bélgesinde mutasyon yok
demektir. E§er mutasyon varsa,

¢ ilgili amplikon vahsi tip probuna baglanamayacaktir. En azindan bir vahsi tip
bolgesinde band olusmamasi calisilan 6rnekte rifampicin direnci oldugunu
gostermektedir.

e Rif direncine sebep olan ve sik gézlenen bu dért mutasyondan herhangi biri
saptandiginda (rpoB MUT: D516V, H526Y, H526D ve S531L), ilgili vahsi tip

boélgesinde band olusmamasi gerekmektedir.
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DEGERLENDIRME
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Rifampicin: rpoB geni (RNA polimerazin
B3 - subunitesini kodlayan bolge)
Isoniazid: katG geni ( katalaz peroksidaz )
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