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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,
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GenoType® Mycobacterium CM ve GenoType® Mycobacterium AS (Ha›n

L›fesc›ence, Nehren- Germany) ile Rifampicin ve INH direncini belirlemeye yönelik

GenoType® MTBDR (Ha›n L›fesc›ence, Nehren- Germany) ve sadece Rifampicin

direnci için INNO-L‹PA Rif TB (Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium) yer almaktad›r.

Bu testlerin ortalama süresi amplifikasyon sonras› 3-4 saat kadard›r.

A. HASTA ÖRNEKLER‹NDEN D‹REKT TANIDA  “LINE PROB ASSAY”  KULLANIMI

Bu amaçla DNA strip teknolojisi ile üretilen GenoType® Mycobacteria Direct

(Ha›n L›fesc›ence, Nehren- Germany) ticari olarak mevcuttur. Hedef RNA’n›n

izolasyonunu takiben ‹ki ana kategoride gerçekleflen bu testin süresi yaklafl›k

4 saattir. Haz›rlanan hasta örneklerinden ekstrakte edilen mikobakteriye ait

hedef rRNA, öncelikle izotermal olarak NASBA (Nükleik asit dizi bazl›

amplifikasyon) yöntemi ile 41oC’de amplifiye edilir. (Thermalcycler ihtiyac›

yoktur). Amplifikasyonu takiben Revers hibridizasyon reaksiyonu esas›na göre

üretilmifl striplerde hibridizasyon ifllemi gerçeklefltirilerek identifikasyon sa¤lan›r.

Yüksek özgüllü¤e sahip olan bu test ile klinik olarak önemli mikobakteri

türlerinden M. tuberculosis complex, M. malmoense, M. avium, M. kansasii ve

M. intracellulare tan›mlanabilmektedir.

I. NASBA Reaksiyonu; Bu reaksiyon için üç farkl› enzim kullan›lmaktad›r.

Revers transkriprtaz (RT), RNA Polimeraz (T7-RNA-Pol) ve RNAse H. Hedef,

ribozomal RNA olup ayn› zamanda canl› basil varl›l›¤›n›n gösterilmesine olanak

sa¤lar. Çal›flmada 500 μl dekontamine edilmifl hasta örne¤i ile 4 (dört) saatte

sonuç elde edilir. Tercihan pulmoner örneklerde ve ayr›ca ekstrapulmonar

örneklerden çal›fl›labilmektedir.

Reaksiyon üç aflamada gerçekleflir:

1. aflama, Hedef RNA’n›n (sense RNA) birinci primer yard›m›yla RT enzimi

sayesinde DNA kopyas› ç›kar›l›r.

2. aflama, ortamdaki DNA:RNA hibritindeki RNA molekülü, RNAse H taraf›ndan

kesilerek uzaklaflt›r›l›r.

3. aflama, ‹kinci primer ile RT enzimi arac›l›¤›yla DNA’n›n kopyas› ç›kar›l›r. Bunu

takiben T7-RNA-Polimeraz enzimi arac›l›¤› ile bu DNA molekülünden RNA kopyas›
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oluflturulur. Elde edilen bu kopya antisense RNA molekülüdür. ‹fllemler bu

basamaktaki gibi tekrar edilirler ve sonuçta milyonlarca kopya RNA amplikonlar›

elde edilmifl olur

(fiekil-1).

fiekil 1: NASBA reaksiyonu

II. REVERS H‹BR‹D‹ZASYON;

• Önce hasta örne¤inden NASBA reaksiyonu ile elde edilen amplifikasyon

ürününün kimyasal denatürasyonu,

• Bunu takiben membrana ba¤l› problarla tek sarmall›, biyotinle iflaretli

amplikonlar›n hibridizasyonu (fiekil 2).

• Y›kama iflleminin ard›ndan ortama ilave edilen streptavidin/alkalin fosfataz

(AP) konjugat ile hibritler boyanmas›,

• Kurutulan strip üzerinde oluflan bantlar›n de¤erlendirilerek identifikasyon

iflleminin tamamlanmas›.

Amplifikasyon ve hibridizasyon ifllemi yaklafl›k 4 saat sürmektedir.

fiekil 2 : Özgül problarla revers hibridizasyon reaksiyonu
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GenoType® MTBC (Ha›n L›fesc›ence, Nehren- Germany) , yetersiz üremenin

oldu¤u kültürler kadar, h›zl› ve yavafl üreyen Mikobakterilere ait kar›fl›k kültürlerden

tek bir prosedürde M. tuberculosis complex’ine ait tüm türlerin (M. tuberculosis,

M. africanum I, M.microti, M. bovis spp.bovis, M. bovis BCG , M. bovis spp.caprae)

spesifik DNA problar› yard›m› ile ay›rt edilebilmesini sa¤lamaktad›r. Hedef, MTBC

için spesifik 23S ribozomal RNA fragman› ile MTBC türlerinin ay›rt edilmesinde

gryB gen fragman› ve M.bovis BCG için RD1 delesyonudur. Multipleks PCR ile

amplifikasyon sonras›nda oluflan amplikonlar nitroselülöz membran stripleri

üzerindeki spesifik oligonükleotid problar› ile hibridize edilerek tan› sa¤lan›r.

INNO-L‹PA Mycobacteria (Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium) ile s›v› veya kat›

besiyerlerinde üremifl olan 16 patojen mikobakteri ( M.tuberculosis complex,

M.avium - M.intracellülare complex, M.chelonae - M.abscessus complex, M.avium,

M.intracellulare, M.kansasii, M.gordonae, M.xenopi, M.scrofulaceum) PCR ve jel

elektroforez ifllemini takiben yaklafl›k 3 saat içerisinde tan›mlanabilmektedir.

Mikobakterilerin rutin identifikasyonlar›nda yorumu ve çal›fl›lmas› kolay bir yöntem

olup konvansiyonel yöntem sonuçlar› ile uyumunun %99.6 , duyarl›l›k ve

özgüllü¤ünün % 100 oldu¤u rapor edilmifltir. 1980 lerden beri bu amaçla kullan›lan,

ticari olarak mevcut olan AccuProbe (Gen-Probe) ile M.tuberculosis complex,

M.avium,  M.intracellülare, M.kansasii ve  M.gordonae ‘den oluflan s›n›rl› say›da

türün tan›s› yap›labilmektedir. En önemli dezavantaj› s›n›rl› say›da tür için mevcut

olan DNA problar›n›n her seferinde sadece bir mikobakteri türünün test edilmesi

için kullan›lmas›na ba¤l› olarak maliyetinin fazla olmas›d›r.

GenoType® Mycobacterium CM (Ha›n L›fesc›ence, Nehren- Germany), M.

tuberculosis complex ile birlikte yayg›n olarak izole edilen di¤er 13 patojen

mikobakterilerin ayn› anda identifikasyonuna olanak sa¤layan bir di¤er üründür.

Bu türler, 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 (Ha›n L›fesc›ence, Nehren- Germany) 16

Mikobakteri türünün identifikasyonuna olanak sa¤layan bir üründür. Bu türler:

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. M‹KOBAKTER‹LERDE ‹LAÇ D‹RENC‹N‹N SAPTANMASINDA KULLANILAN T‹CAR‹

ÜRÜNLER

Revers hibridizasyon esas›na dayal›, DNA strip teknolojisi (L‹PA) ile haz›rlanan

ticari ürünler aras›nda INNO-L‹PA Rif TB ve GenoType® MTBDR yer al›r. Bu

ürünler, nitrosellülöz membran üzerinde dirençten sorumlu gen bölgesine ait

duyarl› ve mutant dizileri içeren problar ihtiva ederler.

Uygulamada ;

• Kültür ortam›nda elde edilen ve direnç geni araflt›r›lacak her izolat için PCR

ile ço¤altma ifllemi gerçeklefltirilir

• Takiben dirençten sorumlu gen bölgelerine ait DNA molekülleri bu problar

ile hibridizasyona b›rak›l›r

• Hibridizasyon sonras› Mutant dizilere ba¤lanma durumu “dirençli” olarak

yorumlan›r.

Test süresi yaklafl›k 3-4 saat kadard›r.

GenoType® MTBDR (Ha›n L›fesc›ence, Nehren- Germany) ayn› teknoloji ve

test prensibine dayal› olarak gelifltirilen ve Rifampicin ve INH ilaçlar›na karfl›

oluflan mutasyonlar› tespit edebilen bir üründür.

INNO-L‹PA Rif TB (Inno-Genetics NV, Ghent, Belgium) Sadece Rifampicin

direncini araflt›rmada kullan›lan ayn› paralelde bir üründür.

I. GenoTpye®MTBC Direct Çal›flma Protokolü

• Hasta örne¤inden RNA izolasyonu

• Amplifikasyon (NASBA)

• Revers hibridizasyon aflamalar›ndan oluflur.

A. RNA ‹ZOLASYONU

a. Hücre Parçalama (Denatürasyon):

• 2 ml’lik ependorf tüplere 300 μl inhibisyon önleyici buffer (IRB)

pipetlenir.Vortekslenen dekontamine örnekten 500 μl al›narak IRB bulunan tüpe

eklenir ve iyice vortekslenir.
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Ependorf tüpler 12.000 x g de 3 dakika santrifüjlenir.

300 l IRB Solüsyonu

+

Vorteks

Santifüj sonras› tüplerin dibinde oluflan pellete de¤meden

süpernetant çekilerek at›l›r. Pellet üzerine 100l RCB(RNA

Capture Buffer) eklenir ve vortekslenerek pellet çözündürülür.

Tüpler 95ºClik ›s› blo¤u ya da su banyosunda 15 dakika inkübe

edilir.

100 l RCB Solüsyonu

+

Vorteks

+

95ºC de 15 dakika

inkübasyon

• Süre sonunda tüpler sonikatöre al›narak 60º C de 30 dakika inkübe edilir.

‹nkübasyon sonras› tüpler 5 dakika maksimum h›zda santrifüjlenir.

• Santrifüj sonras› tüplerin dibinde oluflan pellete de¤meden

süpernetanttan 100 μl al›narak 0.5 ml lik (sarsted tube) tüplere

al›n›r.

NOT : Negatif kontrol için dekontamine örnek yerine 500 μl

distile su kullan›l›r.

 b. RNA ‘lar›n Manyetik Boncuklara Ba¤lanmas›

- Kullan›m öncesi Manyetic Boncuklar (MB) vortekslenerek çözündürülür.

- Pozitif Kontrol RNA (PC-RNA), RNA Capture Buffer (RCB)) ile 1:99 oran›nda

seyreltilir.

- ICR/CP (Internal Control RNA/Capture Probe) miksi haz›rlan›rken;

3 dakika

12,000 x g

5 dakika

14,000-16,000 x g
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Kit içerisinden 0.7 ml lik tüplerde ç›kan ICR/CP

üzerine 140 μl DMSO eklenir.

• RNA izolasyon aflamas›nda 0.5 ml lik (sarsted)

tüplere al›nan 100 μl RNA üzerine 90 μl ICR/CP ve

10 μl MB solüsyonlar›ndan eklenir.

• Tüpler twincubator cihaz›na yerlefltirilerek 65 º C de 10 dakika , 25º C de 17

dakika ugun programda inkübe edilir.

• ‹nkübasyon sonras› tüpler manyetik seperatöre yerlefltirilerek 3 dakika bekletilir

ve süre sonunda tüplerdeki s›v› manyetik boncuklara zarar vermeden at›l›r.

• Manyetik seperatörün metal blo¤u ç›kart›ld›ktan sonra tüplere 200 μl Wash

Buffer (WB,renksiz) eklenerek vortekslenir ve seperatörün metal blo¤u tak›larak

3 dakika bekletilir.

• Süre sonunda tüplerdeki s›v› manyetik boncuklara zarar vermeden çekillir ve

seperatörün metal blo¤u ç›kart›l›r.

• Tüplere 20 μl BB(Bead Buffer) eklenerek

vortekslenir.

B.  AMPL‹F‹KASYON (NASBA)

• Amplifikasyon aflamas›na geçmeden önce PNM (Primer/Nükleotid Kar›fl›m›)

ve EML (Liyofilize enzim kar›fl›m›) haz›rlan›r.

• PNM (Primer/Nükleotid miksi) haz›rlan›rken; Örnek bafl›na 30 μl olacak flekilde

 23 μl PNM üzerine 7 μl DMSO eklenerek vortekslenir.

• EML (Enzim Miks Liyofilizat›) amplifikasyon aflamas›na geçmeden 15 dakika

önce haz›rlan›r. Liyofilize enzim kar›fl›m› içeren tüplere 44 μl EDB (Enzyme Dilution

Buffer) eklenir. EML asla vortekslenmez !!!!

• Kar›fl›mlar haz›rland›ktan sonra yeni 0.5 ml lik (sarsted) tüpler iflaretlenerek

tüplere 30 μl PNM, 10 μl LMB (Loaded Magnetic Beads) ve 20 μl PO (Parafin Oil)

ilave edilerek vortekslenir.
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• Tüpler twincubator cihaz›na konur ve ;

65 º C ............... 8 dakika

41º C ............... 5 dakika

41º C ............... 5 dakika inkübe edilir

• Bu aflama da tüplere 10 μl EML eklenir.

41º C .............. 60 dakika NASBA amplifikasyonu yap›l›r.

C. REVERS HIBRIDIZASYON (MANUEL):

Ön ‹fllemler:

• Çalkalamal› su banyosu ya da Twincubator’ün s›s› 45 ± 1 ºC’ye ayarlan›r, ya

da uygun AutoLipa program› aç›l›r.

• Hybridization Buffer (HYB) ve Y›kama solusyonu (X-STR )  37- 45 ºC’ye kadar

›s›t›l›r.

• Konsantre konjugat (CON-C) ve Konsantre substrat (SUB-C) (+4 ºC’de korunur)

d›fl›nda ki di¤er tüm solüsyonlar›n oda s›cakl›¤›na gelmesi sa¤lan›r.

• Uygun tüpler kullan›larak CON-C ve SUB-C kendi suland›rma solüsyonlar›

(CON-D ve SUB-D)  ile 1:100 oran›nda (Her bir strip için; 10 μl konsantre + 1 ml

(1000 μl) Suland›rma solüsyonu) suland›r›l›r.

Not : CON-C her çal›flma için taze olarak haz›rlan›r. SUB-C ise stok olarak haz›rlan›p

4 hafta oda s›cakl›¤›nda ve de karanl›kta saklanabilir.

‹fllem basamaklar› :

• 20 μl DEN (denatürasyon) solüsyonu her tray’in (striplerin yerlefltirildi¤i plate)

örneklerin çal›fl›laca¤› kuyucuklar›n›n köflelerine pipetlenir.

• 20 μl PCR ile ço¤alt›lm›fl örnekler DEN solüsyonuna pipetlenerek kar›flt›r›l›r

ve oda s›cakl›¤›nda 5 dakika inkübe edilir.

• Bu s›rada pens ile her bir örnek için bir strip al›n›r ve striplerin iflaretli ucu

kurflun kalem ile numaraland›r›l›r. Bu ifllemler s›ras›nda striplere ç›plak el ile

de¤ilmemelidir. Stripler alt uçlar›ndan pens ile tutularak çal›fl›lmal›d›r.

• Örneklerin konuldu¤u kuyucuklara dikkatlice önceden ›s›t›lm›fl 1 ml HYB (yeflil

renkli solüsyon) solüsyonu konulur ve homojen renk elde edilene kadar yavaflça

çalkalan›r.
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• Stripler dikkatlice trayin kuyular›na yerlefltirilir. (Bu s›rada ters dönmüfl stripler

varsa bunlar pens veya temiz pipet ucu ile düzeltilmelidir. Stribin iflaretli yüzü

üste bakmal›d›r. Herhangi bir kontaminasyonu önlemek için de pens her stripte

temizlenerek kullan›lmal›d›r)

• Tray önceden haz›rlanan su banyosu ya da Twincubator’da  50 ± 1 ºC’de 30

dakika çalkalanarak inkübe edilir.

• Hibridizasyon solüsyonu pasteur pipet ya da vacum pompas› kullan›larak

tamamen kuyucuklardan boflalt›l›r.

• Her bir kuyucu¤a 1 ml X-STR (Stringent Wash Solution) (mavi renkli solüsyon)

solusyonu eklenir ve 15 dakika 50 ± 1 ºC’de çalaklanarak inkübe edilir.

• STR solüsyonu, tray dikkatlice ters çevrilerek boflalt›l›r. Kuyucuklar içerisinde

kalan bir miktar s›v›da yine tray ters çevrilerek üst ucu kurutma ka¤›d›na emdirilerek

uzaklaflt›r›l›r.

• Bu basamak dan itibaren oda s›cakl›¤›nda çal›fl›l›r.

• Kuyucuklar da ki striplerin üzerine 1 ml daha önceden suland›r›lm›fl Konjugat

eklenir ve 30 dakika çalkalanarak inkübe edilir.

• ‹nkübasyon sonras› Konjugat dökülerek boflalt›l›r. Ve her bir strip 2 kez 1 ml

RIN (Çalkalama Solüsyonu) 1 kez de 1 ml distile su ile 1’er dakika çalkalanarak

y›kan›r.

• Son y›kamadan sonra kuyucuklarda s›v› kalmam›fl olmas›na dikkat edilmeli.

• Her bir strip üzerine 1 ml daha önceden suland›r›lm›fl Substrate solüsyonu

eklenir ve karanl›kta test koflullar›na ba¤l› olarak (oda s›cakl›¤› gibi) bantlar›n

oluflmas›na göre 3 ile 20 dakika aras›nda çalkalamadan inkübe edilir ( Çok uzun

süreli inkübasyonlar stribin kararmas›na sebep olabilece¤i ve de yanl›fl

de¤erlendirmelere yol açabilece¤i için bu basamak inkübasyon süresi kontrollü

bir flekilde takip edilerek sonland›r›lmal›d›r .)

• Bant oluflma ifllemi striplerin iki kez distile su ile y›kanmas› ile sonland›r›l›r.

• Son olarak, stripler kuyucuklardan al›narak kurutma ka¤›d›n›n aras›na

konularak kurutulur ve de¤erlendirme aflamas›na geçilir.

• Kullan›m klavuzunda yeralan kriterler ölçüsünde sonuçlar de¤erlendirilmelidir.

GenoType® Mycobacteria Direct için De¤erlendirme ve Sonuçlar›n

Yorumlanmas›:
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Çal›flman›n kabul edilebilir olmas› için afla¤›daki koflullar›n sa¤lanmas›

gerekmektedir.

1) Konjugat kontrol;  Konjugat kontrolü strip üzerinde konjugat ba¤lanma ve

substrat reaksiyonunun verimlili¤ini göstermektedir. Konjugat kontrol band›n›n

oluflmas› gerekmektedir.

2) Amplifikasyon kontrolü: Hem RNA izolasyonunun uygunlu¤unu hem de

NASBA reaksiyonunun ifllevselli¤ini göstermektedir. Test do¤ru bir flekilde

uygulanm›flsa, amplifikasyon s›ras›nda oluflan RNA kontrol amplikonlar› strip

üzerindeki amplifikasyon kontrol bölgesine ba¤lanacakt›r. Bu kontrol, izolasyon

ve amplifikasyon s›ras›nda oluflabilecek hatalar› ve izole edilen RNA kaynakl›

amplifikasyon inhibitörleri tan›mlamaktad›r.

NOT: E¤er ne Amplifikasyon Kontrolü ne de herhangi bir Mikobakteriye özgü

band oluflmam›flsa sonuçlar geçerli de¤ildir. Test tekrarlanmal›d›r.

II. GenoType®  MTBC, GenoType® MycobacteriumCM / AS ve

GenoType®MTBDR Çal›flma Protokolü

• Kültürden DNA izolasyonu

• Amplifikasyon (multipleks-PCR)

• Revers hibridizasyon

a) Amplifikasyon ürününün kimyasal denatürasyonu

b) Membrana ba¤l› problarla biyotin iflaretli amplikonlar›n hibridizasyonu

c) Y›kama

d) Streptavidin/alkalin fosfataz (AP) konjugat eklenmesi

e) AP arac›l›¤›yla boyanma

f) Oluflan bandlar›n de¤erlendirilmesi
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A. DNA ‹zolasyonu

GenoType® MycobacteriumCM / AS,

GenoType® MTBC ve GenoType® MTBDR; türe

özgü gen segmentlerinin tan›mlanmas› temeline

dayanan moleküler biyolojik testlerdir.

Öncelikle bakteriyel DNA kat› yada s›v›

besiyerinden izole edilmelidir.

B. Amplifikasyon (multipleks-PCR)

Sonraki aflama elde edilen genomik bölgeden

hedefe özgü DNA amplifikasyonudur. ‹fllem

sonras›nda elde edilen ürün (DNA parçalar›) revers

hibridizasyon için bafllang›ç materyalidir.

C. Revers Hibridizasyon

Saptanacak olan çeflitli DNA bölgelerini

belirlemek için gerekli gen problar› mebran

stripleri üzerinde sabitlenmifltir. Denatüre edilmifl

DNA amplikonlar›, hibridizasyon s›ras›nda gene

özgü sabitlenmifl problara ba¤lan›rlar. Biyotin

iflaretli amplikonlar›n uygun problarla ba¤lanmas›

ile oluflan hibritler, biyotin/streptavidinalkalin

fosfataz kompleksi oluflumundan sonra NBT/BCIP

ile boyan›rlar. Oluflan bant patternlerinin, sa¤lanan

kal›p ile karfl›laflt›r›lmas› sonuçlar›n h›zl› ve kolay

yorumlanmas›n› sa¤lar.

Genel Çal›flma Protokolü

DNA ‹zolasyonu:

• Kat› besiyerinden, Öze ile bir miktar sürüntü al›n›r ve 300 μl distile su içerisinde

vortekslenerek çözülür.
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S›v› besiyerinden: direkt 1 ml kültür al›n›r ve 15 dakika 10000 x g’de santrifüj

edilir. Süpernatan at›l›r ve bakteri peleti 100-300 μl distile su içerisinde

vortekslenerek çözülür.

• Haz›rlanan bakteri süspansiyonlar› 95 ºC’de 20 dakika ›s› blo¤unda ya da

kaynayan su banyosunda inkübe edilir.

• 15 dakika sonikasyona b›rak›l›r.

• Örnekler 5 dakika yüksek devirde santrifüj edilir. Süpernatandan 5 μl al›narak

direkt PCR da kullan›l›r.

NOT: Süpernatan baflka bir tüpe aktar›larak uzun süre -20 ºC’de saklanabilir.

Amplifikasyon (Multipleks-PCR):

• PCR ana kar›fl›m› (master mix) ayr› bir oda da haz›rlanmal› ve örneklerden

elde edilen DNA’lar farkl› bir yerde ana kar›fl›ma eklenmelidir.

• Kaç tüp haz›rlanacaksa afla¤›daki tabloda belirtilen miktar o say› ile çarp›l›r.

Negatif kontrol (DNA yerine 5 μl su pipetlenir) için oplam örnek say›s›ndan 1

adet fazla haz›rlan›r

Revers Hibridizasyon (Manuel):

• GenoTpye®MTBC Direct Test Prosedüründe oldu¤u gibidir. Kullan›lan reaktifler

ile ilgili farkl›l›klar için ürüne ait kullan›m k›lavuzlar›ndan yararlan›l›r.

GenoType® MTBC, INNO-L‹PA Mycobacteria 2V , GenoType® Mycobacterium

CM/AS De¤erlendirme ve Sonuçlar›n Yorumlanmas›:

 Sonuçlar kullan›m klavuzunda yeralan kriterler ölçüsünde de¤erlendirilir.

Çal›flman›n kabul edilebilir olmas› için Konjugat kontrol, Universal kontrol ve

Genus kontrol bantlar›n›n varl›¤› ve fliddeti ile birlikte de¤erlendirilir. Tür

düzeyinde tan›mlamada bant paternlerinin yorumlanmas› ürüne ait bir okuma

kart› ile birlikte gerçeklefltirilir.
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DE⁄ERLEND‹RME

GenoType® Mycobacterium CM

GenoType® Mycobacterium AS

1. M. tuberculosis 2.M. africanum I 3. M. bovis

4. M. bovis caprae  5. M. bovis  BCG 6. M. microti
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GenoType® MTBDR için De¤erlendirme ve Sonuçlar›n Yorumlanmas›:

Sonuçlar kullan›m klavuzunda yeralan kriterler ölçüsünde de¤erlendirilir.

Çal›flman›n kabul edilebilir olmas› için Konjugat kontrol, Universal kontrol ve M.

tuberculosis complex (TUB) ait band lar›n›n varl›¤› ve fliddeti ile birlikte

de¤erlendirilir. Tür düzeyinde tan›mlamada bant paternlerinin yorumlanmas›

ürüne ait bir okuma kart› ile birlikte gerçeklefltirilir.

1) M. tuberculosis complex (TUB)

Mycabacterium tuberculosis complex üyelerinden oluflan amplikonlar›n varl›¤›nda

band patterni oluflur. E¤er TUB bölgesinde band oluflmam›flsa test edilen bakteri

Mycabacterium tuberculosis complex’e ait de¤ildir ve bu sistemle de¤erlendirilemez.

2) rpoB ve katG

‹lgili gen bölgelerini ( rpoB uni ve katG uni ) göstermektedir. Vahfli (Wild) tip

bölgesinde oluflan bandlar duyarl›l›¤›, mutasyon bölgelerinde oluflan bandlar ilaç

direncini belirlemektedir. Vahfli tip bölgesinde ç›kmayan herhangibir pattern

çal›fl›lan örne¤in dirençlili¤ini göstermektdir.

3) rpoB problar›

rpoB Uni bölgesi, genin rpoB’ye özgü bölgesini göstermektedir ve her zaman bu

bölgede band oluflmal›d›r. Befl farkl› rpoB vahfli gen bölgesi (rpoB WT 1-5) ve dört

adet mutant (rpoB MUT: D516V, H526Y, H526D ve S531L) bölgesi bulunmaktad›r.

Band fliddeti Universal kontrol band fliddeti kadar veya daha güçlü olan band

patternleri de¤erlendirmeye al›n›r.

• ‹lgili bölgeler rpoB vahfli tip veya mutant geni belgelemektedir. Vahfli tip

bölgesindeki tüm bandlar olufltu¤unda çal›fl›lan gen bölgesinde mutasyon yok

demektir. E¤er mutasyon varsa,

• ilgili amplikon vahfli tip probuna ba¤lanamayacakt›r. En az›ndan bir vahfli tip

bölgesinde band oluflmamas› çal›fl›lan örnekte rifampicin direnci oldu¤unu

göstermektedir.

• Rif direncine sebep olan ve s›k gözlenen bu dört mutasyondan herhangi biri

saptand›¤›nda (rpoB MUT: D516V, H526Y, H526D ve S531L), ilgili vahfli tip

bölgesinde band oluflmamas› gerekmektedir.
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DE⁄ERLEND‹RME

Rifampicin: rpoB geni (RNA polimeraz›n
ß - subunitesini kodlayan bölge)
Isoniazid:  katG geni ( katalaz peroksidaz )
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