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Tüberküloz (TB), dünyada önemi hergün artmakta olan ve halk sa¤l›¤›n›

tehdit edebilen major tehlikelerden biri olup en s›k ölüme neden olan infeksiyon

hastal›klar›ndan biridir. TB olgular›n›n %95’ten fazlas› geliflmekte olan ülkelerde

görülmekte olup dünya nüfusunun yaklafl›k üçte birinden fazlas› M.tuberculosis

ile enfektedir. TB hastalar›n›n erken tan› ve tedavisi bu hastal›ktan toplumun

korunmas›nda en etkili yoldur. Bu nedenle ulusal TB kontrol programlar›

çerçevesinde mikobakteriyoloji laboratuvarlar›n›n birincil amac›n›, insidans›

düflürmek için enfeksiyöz akci¤er tüberküloz olgular›n›n en k›sa sürede tespiti,

do¤ru identifikasyonu ve tedavisinin takibi oluflturur. Bu nedenle klinik

mikobakteriyoloji laboratuvarlar›, tüberkülozun yay›l›m›n› önlemede ve kontrol

alt›na alabilmede önemli bir role sahiptir.

Tüberkülozda ilk tan› klinik verilerle yap›lm›fl olsa bile kesin tan› için

etken mikroorganizman›n konvansiyonel olarak direkt bak›da tespiti ve

laboratuvarda üretilerek tan›mlanmas› esast›r. Bu nedenle tan›da “gold standart”

kültür ve klinik tan› birlikteli¤idir. Laboratuvar tan› için her iki yöntemin de

önemli eksiklikleri vard›r. Mikroskobik incelemede aside dirençli basilin

görülebilmesi için örne¤in mililitresinde 5.000-10.000 kadar bakteri bulunmas›

gerekmektedir. Kültür ile örnekteki birkaç canl› bakterinin dahi gösterilebilmesi

mümkündür ancak mikobakteriler, yavafl üreyen mikroorganizmalar olduklar›ndan

bu testlerin tamamlanmas› için ortalama 2-8 haftaya gereksinim duyulur. Son

y›llarda TB ilaçlar›na dirençli basillerin izolasyonlar›ndaki art›fl ve tan›ya yönelik

konvansiyonel testlerin pratik olmamalar›, uzun zaman gerektirmeleri ve tür

düzeyinde tiplendirmede yetersiz kalmalar› rutin kullan›mda sorunlar›n çözümüne

yönelik aray›fllar› yeniden gündeme getirmifltir.

Bu amaçla son 15-20 y›l içinde mikobakterilerin hastal›k örneklerinden ve kat›-

s›v› kültür ortamlar›ndan saptanmas›, tür düzeyinde tan›mlanmas› ve duyarl›l›k

testleri için, özgüllük ve duyarl›l›¤› yüksek, güvenilir, h›zl› sonuç verebilen ve

kolay uygulanabilir yöntemler üzerinde çal›flmalar h›z kazanm›flt›r. Bunlardan,

Radyometrik (BACTEC) ve  kromotografik (HPLC) sistemler , nukleik aside dayal›

moleküler yöntemler, mikobakteriyofajlarla RIF direnç tayini (Faj amplifikasyonu)
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gibi fenotipik ve genotipik teknikler tan› süresini k›saltmada ve tedaviye yönelik

antibiyotik direnci ile ilgili mutasyonlar›n saptanmas›nda umut verici yöntemlerdir.

Bu amaçla günümüzde, hasta örneklerinden direkt olarak MTBC varl›¤›n›

araflt›rmak amac›yla nükleik asit amplifikasyon (NAA) esasl› sistemler ile kültürde

üreyen mikobakterilerin k›sa sürede tür düzeyinde tan›mlanmas›n› ve/veya TB

ilaçlar›na karfl› direnç ile iliflkili mutasyonlar› saptamada, Klasik PCR ve RFLP’nin

yan›s›ra DNA prob hibridizasyonu easl› ürünler, DNA sequence analiz kitleri ve

moleküler biyoloji ile bilgisayar teknolojisini birlefltiren DNA microarray teknolojisi

 ürünler tan›ya h›z kazand›rm›flt›r.

Özellikle Smear pozitif solunum örneklerinde kullan›m›na FDA taraf›ndan

onay verilen nükleik asit amplifikasyon temeline dayanan ticari moleküler

sistemlerden (Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (MTD,Gen-Probe)

ve Cobas AMPLICOR MTB Assay (Roche Diagnostic System) ) ile FDA onay›

olmamakla birlikte di¤er kurulufllardan onay alm›fl ve sat›fla sunulmufl olan BD

ProbeTec
TM
ET Mycobacterium tuberculosis complex DIRECT TB (DTB, BD

Biosciences)’ e ait çal›flma sonuçlar› klinik de¤erlendirmelerde yüksek sensitivite

ve spesifite gösterebilmektedir.

CDC (Center for Disease Control and Prevention)’nin önerileri

do¤rultusunda tüberkülozun laboratuvar tan›s›na yönelik h›zl› testler aras›nda

yer alan DNA amplifikasyon teknikleri günümüzde rutin tan›da önemli bir yere

sahiptir. Bu tekniklerden biri de Dizi Yer De¤ifltirme Amplifikasyonu “Strand

displacement amplification, SDA ’d›r.

Bu kursta, SDA teknolojisi prensibi ile çal›flan ve 3.jenerasyon bir ticari

sistem olan BD ProbeTecTMET‘nin do¤rudan solunum örneklerinde Mycobacterium

tuberculosis complex’in saptanmas› amac› ile üretilmifl Direct TB saptama kitinin

(DTB) uygulamal› e¤itimi verilecek BDProbe Tec ET sistemi ve SDA tekni¤i

tan›t›lacakt›r.

BDProbe Tec ET sistemi, nükleik asit amplifikasyonu (NAA) esas›na dayal›

bir yöntem olan SDA prensibi ile çal›flan ve floresan enerji transfer saptama

teknolojisiyle birlefltirilmifl, direkt olarak hastaya ait solunum örneklerinde

(balgam, indüklenmifl balgam, BAL ve di¤er solunum örnekleri) ve/veya pozitif

kültürlerde M.tuberculosis complex’e ait genetik materyali izotermal olarak

hedef ço¤alt›p saptayabilen, kullan›m kolayl›¤› olan yar› otomatize bir sistemdir.

Hedef DNA, özgül primerler, DNA polimeraz, restriksiyon enzimi ve

floresan iflaretli saptama probu SDA tekni¤inin ana bileflenlerini oluflturur. Bu

sistem için primer amplifikasyon hedefleri IS 6110 insersiyon dizisi ve 16S rRNA

genidir. Söz konusu sistem, örneklerdeki hedef DNA’n›n amplifikasyonu ve

saptanmas›n› kapal› bir sistem format›nda, SDA için gerekli reaktiflerle kaplanm›fl
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kopar›labilir stripler halindeki kuyucuklarda gerçekleflirirken ayn› zamanda

kontaminasyona karfl› k›smen güvenli bir ortam sa¤lar. Sistemde, inhibitör varl›¤›n›

saptamak amac›yla internal amplifikasyon kontrolü (IAC) kullan›l›r. Böylece

yalanc› negatiflikler önlenebilmekte ayr›ca kalite kontrol amaçl› pozitif ve negatif

kontroller kullan›larak test sonuçlar›n›n güvenilirli¤i artt›r›labilmektedir. Bu testin

duyarl›l›k ve özgüllü¤ü smear pozitif solunum örneklerinde oldukça iyidir. Testin

tedavi görmekte olan hastalarda kullan›m› önerilmemekle birlikte tedaviye yeni

bafllanm›fl (1haftadan daha k›sa süreli) hastalarda takip amaçl› kullan›labilmektedir.

Hasta örne¤inden M.tuberculosis complex’in BDProbeTec ET sistemi ile saptanma

süresi total olarak yaklafl›k 3.5 saat’tir

BD ProbeTec
TM
ETMycobacterium tuberculosis complex DIRECT TB (DTB)

TEST‹N ÇALIfiMA PRENS‹B‹

BD ProbeTecTM ET, Mycobacterium tuberculosis complex (DTB) Direct

Detection Testi, amplifikasyon primerleri ve floresan iflaretli dedektör problar

kullan›larak flüpheli hastalara ait özellikle NALC-NaOH ile dekontamine edilmifl

solunum örneklerinde bulunan M.tuberculosis complex’e (M.tuberculosis, M.bovis,

M.bovis BCG, M.africanum ve M.microti) ait hedef DNA ( IS6110 insersiyon

dizisi)’n›n aranmas› ve efl zamanl› amplifikasyonu esas›na dayan›r.

Bu amaçla, kurutulmufl, oda ›s›s›nda saklanabilen, SDA için gerekli

reaktiflerle kapl›, kopar›labilir stripler halindeki disposable priming ve amplifikasyon

kuyucuklar› kullan›l›r. Test s›ras›nda çal›flmaya ayr›ca bir reaktif eklemeye gerek

duyulmaz. Haz›rlanm›fl hasta örne¤i, ilk önce içerisinde primerler, floresan iflaretli

detektör prob ve amplifikasyon için gerekli di¤er reaktifleri içeren priming

kuyucuklar›na inokule edilir. ‹nkübasyonu takiben kuyucuklardaki reaksiyon

kar›fl›m›, içerisinde SDA için gerekli bir DNA polimeraz (Bst DNA polimeraz) ile

bir restriksiyon enzimi ( BsoB-I) ve dNTP’ler ile kapl› amplifikasyon kuyucuklar›na

aktar›l›r. Amplifikasyon kuyucuklar›n›n üzeri kontaminasyonu önlemek amac›yla

kapat›l›r ve cihaza yerlefltirilerek inkübasyona b›rak›larak test edilir. Sistemde,

reaksiyonlar örnek ve kontroller birarada efl zamanl› olarak gerçekleflir. DNA

polimeraz , tek sarmall› zincir üzerinde 5’ – 3’ yönünde uzamay› bafllat›r, ço¤alt›lan

çift sarmal› DNA üzerinde 4-8 baz çiftlik spesifik hedef bölge restriksiyon enzimi

ile tan›narak kesilir. Kesme ifllemi sonras› parallel döngüye gönderilen hedef

DNA, ortamda bulunan saç tokas› yap›s› gösteren floresan iflaretli detector

problarla hybridize olarak, sistem taraf›ndan Floresan Enerji Transferinin eflzamanl›

amplifikasyonu sonucu saptan›r.

Bu reaksiyonu detayl› olarak aç›klarsak; Öncelikle hasta örne¤inde

aran›lan hedef DNA, ›s› veya kimyasallarla denature edilerek heliks yap›daki iki
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zincir birbirinden ayr›l›r ve tek zincirli yap›ya dönüfltürülür. DNA zinciri üzerinde

yer alan ve sadece aran›lan patojene spesifik bir alan, SDA ‘ için hedef bölge

olarak kullan›l›r. Yöntemde kullan›lan primerler ise hibrit çifti oluflturmak üzere

bu hedefe ba¤lanan komplementer DNA problar›d›r. SDA için di¤er bileflenlerden

olan DNA polimeraz ortamdaki serbest nükleotidlerin (dNTP) bir flablon halinde

DNA zincirine ba¤lanarak zincirin 5’ ucundan 3’ ucuna do¤ru uzamas›n› ve kal›p

(tamplete) DNA oluflumunu katalize eder. SDA’da iki primer (S1 ve B1) zincire

5’ ucundan ba¤lan›r. Polimeraz etkisi ile ortamdaki serbest nukleotidler kullan›larak

5’-3’ istikametinde uzama gerçekleflir ve komplementer tarzda DNA zinciri

oluflmaya bafllar. S1 ve B1 in her ikiside B1 yönünde uzarken S1 zinciri, orjinal

5’-3’ hedefin komplementeri tek zincire dönüflür. Uzama bir ucda sonlan›r ve

içerisine dCTPS ( deoksisitidin 5’- tiotrifosfat sitozin) dahil olur. Bu zincir ona

ba¤lanan S2 ve B2 primerlerine komplementer olan sekanslar› içerir. Bu zincire

ba¤lanan S2 ve B2 primerleri uzayarak S1 ve S2 orjinal primerleri ile s›n›rland›r›lm›fl

bir hedef bölgesi içeren tek zincir oluflturur. Art›k S1 komplementeri ve orjinal

hedef dCTPS içerir. Buna S1 primeri ba¤lan›r ve çift sarmall› DNA oluflturmak

üzere uzar. Restriksiyon enzimi ( BsoB-I, restriction endonuclease) S1orjinal

primeri spesifik sekans›ndan keser. Ancak S1 komplementeri dCTPS içerdi¤inden

S1 komplementer kopyas›n› kesemez. Bu kesilmifl k›s›m polimeraz›n etkisiyle

uzad›kça geride kalan S1 primeri itilmek suretiyle hedef kopya paralel döngüye

gönderilir. Bu döngü test süresince süreklilik arzeder ve ortamda milyonlarca

kopya oluflur.(fiekil 1-6) Oluflan bu hedef DNA’lar, ortamda bulunan ve “saç

tokas›” yap›s›  gösteren floresan iflaretli detector problarla eflzamanl› hybridize

olur. Bu reaksiyonda her iki floresan molekül birbirlerine yak›n iken  floreseine

gönderilen enerji, floreseinden Rodamini active etmek için transfer edilir. Sonuçta

system otomatik olarak pleytteki kuyucuklardan gelen floresan sinyalleri 60

dakikal›k test süresince otomatik okuyucuda dakikada bir kez okuyarak RFU

(rölatif floresan ünitesi) olarak saptay›p hesaplama yapar (fiekil 7-10) . Bu

de¤erlendirme için MOTA (Method other than acceleration) skoru belirlenir. Bu

skor, reaksiyon sonras›nda oluflan sinyalin de¤erlendirilmesi ve ölçülmesinde

kullan›l›r. Ortamda aran›lan hedefin var olup olmad›¤›, hesaplanan MOTA de¤eri

ile hasta örne¤i veya kontrol için daha önceden belirlenen “cut-off MOTA”

de¤erlerinin karfl›laflt›r›lmas› ile kalitatif olarak saptan›r.
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BD ProbeTEC ET Genel Özellikler

1. SDA (Dizi yer de¤ifltirme reaksiyonu) tekni¤i ile çal›fl›r.

2. Amplifikasyon, Izotermal (tek ›s›da ço¤altma) olarak gerçekleflir.

3. Amplifikasyon ve floresan saptama efl zamanl› olarak 1 saatte gerçekleflir

4. SDA için gerekli bütün primer, prob, enzim gibi reaktifler kopar›labilir striplere

ait kuyucuklara kapl›d›r,

5. Test s›ras›nda ayr›ca reaktif eklemeye gerek yoktur. Kitler 96 kuyucukludur.

6. Amplifikasyon aflamas›nda kuyucuklar›n üzeri bir bant ile kapat›larak 

kontaminasyon engellenir

7. Tek odada çal›flma kolayl›¤› sa¤lar

8. Güvenilirdir, internal amplifikasyon kontrolü (IAC) kitin içinde mevcuttur

9. Kitler oda ›s›s›nda saklanabilir

10. Yar› otomatize bir system olup cihaz bak›m› ve test prosedürü kolayd›r

11. Kinetik okuma ile sonuçlar›n yorumu kolayd›r.

12. DTB kit prosedürü, balgam bronco alveolar lavaj, brofliyal ve trakeal aspirate

gibi solunum örnekleri için test edilmifltir. Di¤er numuneler için performans›

de¤erlendirilmemiflitir.

13. DTB testi M.tuberculosis complex’i di¤er M. tuberculosis, M.bovis, M.bovis

BCG, M.africanum, ve M.micoti’den ay›ramaz.

14. M. tuberculosis complex probe sekans› , IS6110 M. tuberculosis, M.bovis,

M.bovis BCG, M.africanum, ve M.micoti için spesifiktir.

15. Testin optimal performans› için uygun numune al›m› ve transportu

gerekmektedir.

16. DTB Testi  M.tuberculosis complex  varyantlar›n› IS6110 insersiyon sekans

eksikli¤i oldu¤undan saptamaz.

17. DTB testi kalitatif sonuçlar verir. MOTA de¤erleri ile pozitif numunedeki

hücre say›s› aras›nda korelasyon yoktur.

D‹KKAT ED‹LMES‹ GEREKL‹ HUSUSLAR

1. Test performans› , solunum örnekleri d›fl›ndaki di¤er numunelerden (Kan,

BOS, gaita, ve idrar için) M. tuberculosis complex’›n saptanmas›na yönelik

de¤erlendirme yap›lmam›flt›r.

2. Priming kuyucuklar›nda insan Plasental DNA’s› kullan›ld›¤›ndan reaktifler

infeksiyöz olarak de¤erlendirilmelidir.
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3. Is› inaktivasyonu ifllemine kadar numune ifllemleri Class II Biyolojik Emniyet

Kabininde yürütülmeli, bu peryoda kadar olan santrifüj ifllemleri aresol

koruyuculu rotor kullan›larak yap›lmal›d›r. Aerosol koruyuculu rotor  güvenlik

kabininde aç›lmal›d›r.Standart rotor ›s› ile inaktivasyon iflleminden sonra

kullan›lmal›d›r.

4. Örnekler CDC önerileri dikkate al›narak NALC-NaOH metodu ile dekontamine

edilmeli veya alternative olarak ayn› içerikli haz›r dekontaminasyon kitleri (Ö r:

BBL Mycopreb kiti) kullan›lmal›d›r.

5. Örnekler hemen çal›fl›lmayacaksa NACL/NaOH sedimentleri 2-8 C’ta 5 güne

kadar bekletilebilir. 5 günden daha uzun sure çal›fl›lmayacaksa 3 ay’a kadar -20

C veya daha so¤ukta dondurularak bekletilebilir. Dondurulmufl örnekler,

çal›flmadan once oda ›s›s›na getirilerek çözülmelidir.

6. Tüm numuneler, MOTT yönünden de araflt›r›lmal› ve Antibiyotik

duyar l › l ›k lar ›n›n araflt› r› lmas› amac›y la kültürler i yap› lmal›d›r .

7. Numunelerde HIV veya Hepatit B gibi patojenik infeksiyonlar mevcut

olabilece¤iden numuneler enfeksiyöz olarak kabul edilerek gerekli laboratuvar

prosedürleri , uluslaras› öneriler takip edilmelidir.

8. DTB Wash Buffer 1 ve DTB Nötralizasyon Buffer 3 dimetilsulfoksid içerir.

Dimetil sulfoksid solundu¤unda veya cilt ile temasta yüksek toksiktir. Göze

s›çramas› halinde bol su ile y›kama yap›lmal›d›r. Kontamine k›yafetleri hemen

üzerinizden ç›kart›n ve cildinizi su ve sabunla y›kay›n.

9. DTB Wash Buffer1 ve DTB Lysis Buffer yüksek alkalidir. Cilt ,göz ve mukoz

membran ile kontak edilemesinden sak›n›lmal›. Kontak edilmesi durumunda

derhal bol su ile y›kama yap›lmal›d›r . Y›kama yap›lmad›¤› durumlarda yan›klar

oluflabilir.

10. Pipet uçlar›n›, numune tüplerini, Priming kapaklar›n› atarken uygun

laboratuvar prosedürlerini uygulay›n.

11. Özel santrifüjleme önerileri uygulanmal›d›r, uygunsuz santrifüjleme yalanc›

 negatifli¤e sebep olabilir.

12. DTB testi antibiyotik tedavisi için kültür yönteminin yerini tutamaz.

13. Pirimer ve Amplifikasyon Mikrokuyucuk pofletleri kullan›mdan sonra

dikkatlice yap›flt›r›lmal›d›r. ‹çerisinde nem tutucu pedlerin oldu¤undan emin

olunmal›d›r
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BD ProbeTEC ET M. tuberculosis Complex DIREKT TB ÇALISMA PROSEDÜRÜ

I-ÖRNEK HAZIRLAMA PROSEDÜRÜ (fiekil12)

A.ÖRNEK HAZIRLAMA (B‹YOEMN‹YET KAB‹N‹ DIfiI ‹fiLEMLER)

a) Tüm buffer’lar oda ›s›s›nda tutulmal› ve kullan›m öncesi iyice kar›flt›r›lmal›d›r.

Stok buffer solusyonlar›ndan örnekler afla¤›daki gibi haz›rlan›r;

• DTB Wash Buffer-1: Her NALC-NaOH sedimenti için kaba 1 ml aktar›l›r. Ayr›ca

pipetleme hatas› göz önüne al›narak 1-2 ml ekstra ilave edilir.

• DTB Lysis Buffer-2:  Her NALC-NaOH sediment ve kontroller için kaba 0.1 ml

aktar›l›r. Ayr›ca pipetleme hatas› göz önüne al›narak 0.5-1 ml ekstra ilave

edilir.

• DTB Nötralizasyon Buffer-3:  Her NALC-NaOH sediment ve kontroller için

kaba 0.6 ml aktar›l›r. Ayr›ca pipetleme hatas› göz önüne al›narak 0.5-1.0 ml 

ekstra ilave edilir.

b) Daha sonra artan bufferlar stok solusyonlar›n içerisine konmaz at›l›r .

c) Çal›fl›lacak her hastaya ait NALC-NaOH  sediment için 2 ml’lik örnek tüpleri

haz›rlan›r ve üzerleri örnek numaras› ile etiketlenir.

d) Tüplerin kapaklar› aç›larak her tüpe 1ml DTB Wash Buffer-1eklenir ve tüplerin

kapa¤› kapat›l›r.

e) Hasta örneklerine ait DTB Wash Buffer-1 ilave edilmifl tüpler biyoemniyet

kabinine (BSC) b›rak›l›r.

fiekil 11
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B. ‹fiLENM‹fi HASTA NUMUNELER‹NDEN YAPILAN ‹fiLEMLER

(B‹YOEMN‹YET KAB‹N ‹Ç‹ ‹fiLEMLER)

Kontamine örnekleri dökmek için kabin içinde infekte s›v› at›k kab›

bulundurulur.

a) Falkon tüplerindeki NALC-NaOH sedimentleri 5 sn vortexlenir

b) Filtreli pipet ucu kullanarak sedimentlerden 500 μL al›n›p içerisinde 1 ml DTB

Wash Buffer-1 içeren tüpe eklenerek tüpün kapa¤› kapat›l› r.

c) Buraya kadarki ifl lemler her hasta numunesi için uygulan›r.

d) ELD‹VEN DE⁄‹fiT‹R‹L‹R

e) Her tüp 5sn. Vortexlenir

f) Tüpleri aerosol koruyuculu rotora yerlefltirilip  rotor kapa¤› iyice kapat›larak

mikrosantrifujede 12,200 X g ‘de 3 dk. çevrilir . Uygun flekilde santrifüj edilmemesi

yanl›fl negatifli¤e sebep olabilir.

g) Santrifüj sonras› süpernatan kabin içerisinde s›v› at›k kab›na dökülür.

h) Tüpler, kapaklar› kapat›larak numune rak›na yerlefltirilir.

i) ELD‹VEN DE⁄‹fiT‹R‹L‹R

C. ÖRNEKLERE ISI UYGULAMA

a) Tüplerin kapaklar›n›n s›k›ca kapal› oldu¤u kontrol edilir.

b) Numune rak›ndaki numuneler f›r›na yerlefltirilir, kapa¤› kapat›l›r

c) RUN #01 seçilir  ve  OK’e bas›l›r

d) Uygulamay› bafllatmak için “Start” tufluna bas›l›r, 30 dk. süreyle ›s› uygulamas›

gerçeklefltirilir.

e) Is›tma bafllad›ktan sonra afla¤›daki basamaklar takip edi li r

• Sonikatör haz›rlan›r ( Sonikatör musluk suyu ile su seviyesi dikkate al›narak

doldurulur, içerisine banyo rak› yerlefltirilir, Is›t›c› 65ºC’ye ayarlan›r ve ›s›tma

ifllemi bafllat›l›r. Cihaz kapa¤› kapal› halde iken 60 dk Degas ifllemi yap›l›r.)

• Santrifüje standart motoru yerlefltirilir

f) 15 dk’l›k ›s›tmadan sonra, ›s›n›n � 95ºC’e ulafl›p ulaflmad›¤›n› kontrol et.

g) F›r›ndaki ›s›tma bitti¤inde sesli kap›y› açarak numune rak›n› çkart›l›r.

Not: Numune tüplerindeki muhtemel mikobakterilerin art›k öldü¤ü varsay›l›r.

Bu aflamadan sonraki ifllemlere kabin d›fl›nda devam edilebilir. Ancak numunelere

yinede bioyolojik tehlikeli madde olarak muamele edilmelidir.
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D. ÖRNEK DNA’ NIN AÇI⁄A ÇIKARILMASI (Lysis)

a) Is›tma ifllemi tamamlanan numune tüpler mikrosantrifüje konur.

b) Santrifijün kapa¤› kapat›l›r ve k›sa süreli (10 sn. ) çevrilir.

c) Santrifüj sonras› tüplerdeki yo¤unluk kontrol edilir ve gerekirse ifllem

tekrarlan›r.

d) Tüpler numune rak›na yerlefltirilir.

e) Filtreli pipet ucu ile her bir tüpe 100 μL  DTB Lysis Buffer 2 eklenir.

f) Her bir numune için ayr› bir pipet ucu kullan›lmal›d›r.

g) ELD‹VEN DE⁄‹fiT‹R‹L‹R.

h) Tüm tüpler 5 sn. vortexlenir ve tüpler numune rak›na iyice yerlefltirilir. Bununla

maksimum düzeyde ultrasonik enerjiye maruziyet sa¤lan›r.

i) Ultrasonik banyoda su seviyesi ve ›s›n›n 65 (+/- 5)°C olup olmad›¤› dijital

termometre ile kontrol edilir.

j) Tüpler numune rak›ndan Sonik Banyo Rak›na yerlefltirilir ve kapa¤› kapat›l›r.

k) 45 dk. Süreyle sonikasyon gerçeklefltirilir.

l) Sonikasyon sonunda numune rak› kurutma amac›yla havlu ka¤›d üstüne

konur .

E. NÖTRAL‹ZASYON

a) Sonike edilmifl numune tüpleri standart rotor yerlefltirilmifl mikrosantrifüje

konur.

b) Santrifijün kapa¤›n› kapat›l›r ve k›sa süreli (10 sn. ) çevrilir.

c) Santrifüj sonras› yo¤unluk kontrol edilir gerekirse santrifüj ifllemi tekrarlan›r.

d) Tüpler temiz pipetleme rak›na yerlefltirilir.

e) Filtreli pipet ucu ile her bir tüpe 600 μL DTB Nötralizasyon Buffer 3 eklenir.

f) Her bir numune için ayr› bir pipet ucu kullan›lmal›d›r.

g) ELD‹VEN DE⁄‹fiT‹R‹L‹R

h) Her tüp 5 sn. Vortexlenir

i) Tüpler, tekrar temiz pipetleme rak›na yerlefltirilir.
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Numuneler art›k BDProbeTec ET Sisteminde amplifikasyon için haz›rd›r.  Ancak

bu aflamada numuneler opsiyonel olarak bekletilebilir. Bu amaçla;

• 18-33ºC’de 12 saate kadar.

• 2 – 8ºC’de 4 güne kadar saklanabilir. Çal›flmadan önce numuneler için ›s›tma

aflamas› tekrarlanmal›d›r.

• -20ºC veya daha düflük ›s›larda 3 aya kadar dondurulmufl olarak saklanabilir.

• Bu numunelere çal›flma öncesi oda ›s›s›nda çözdürülerek ve ›s›tma aflamas›

tekrarlanmal› ve 10 sn kadar santrifüj edilerek yo¤unlu¤u kontrol edilmelidir.
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II. TEST PROSEDÜRÜ

A. TEST C‹HAZLARINI HAZIRLAMA

Test ifllemi öncesi sistemle ilgili tüm cihazlar›n çal›flma ›s›s›lar› ayarlanarak durumlar›

stabil hale getirilir.

• Priming heater 72.5ºC ve Warming Heater 54ºC olmal›

• BDProbeTec ET cihaz› ekran›nda ›s› 47.5-55.0 ºC okunmal›d›r

B. BDProbeTec ET Pipettor PROGRAMLAMA

• Program 1 Çal›flma örneklerinden 200 μL ul çekilir –Priming kuyucuklar›na

150  μL ul da¤›t›l›r.

• Program 5 Priming kuyucuklar›ndan 100 μL çekilir – Amplifikasyon kuyucuklar›na

100 μL  da¤›t›l›r, 50μL  ile 3 kez kar›flt›r›l›r

C. BDProbeTec ET C‹HAZINA ÖRNEK YÜKLEME DÜZEN‹N‹ PLANLAMA

Hasta örneklerine ait bilgi girifli, kit ve kontrol lot numaralar›  sisteme girilir.

Priming ve Amplifikasyon kuyucuklar›n›n ay›r›m› ve örnekleme için kopar›labilir

striplerin yerleflimi ayr› ayr› düzenlenir.

D. ÇALIfiMA KONTROLLER‹N‹N HAZIRLANMASI

• DTB Lysis Buffer 2 ve DTB Nötralization Buffer 3 kullan›m öncesi oda

›s›s›nda bekletilir ve  iyice kar›flt›r›l›r.

• Her çal›flmaya bir DTB Negatif ve bir DTB Pozitif Kontrol tüpü ilave

edilir. Bu tüplerin her birine yeni bir pipet ucu ile 100 μL DTB Lysis Buffer 2

ve 600 μL DTB Nötralizasyon Buffer 3 eklenir.

• Tüpler 5sn vortexlenir .

• Vortekslemeyi takiben  mikrosantrifüjde 10 sn santrifüj edilir ve tüpler

temiz pipetleme rak›na yerlefltirilir.

E. TEST PROSEDÜRÜ (fiekil : 13-19)

a) Kontrol ve numune tüp kapaklar› aç›l›r.
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b) ELD‹VEN DE⁄‹fiT‹R‹L‹R

c) Plate yer leflim plan›na göre Pr iming kuyucuklar› haz ›r lan›r ,

d) Pipet program› seçilir (DTB Pipet Prog 1), pipetörün uç aral›klar› ayarlan›r

e) Numune ve kontrol tüplerinden 200 μl çekilir.

f) Pipet aral›¤› kapat›l›r ve Priming kuyucuklar›na 150 μL numune aktar›l›r

(Aktarma yap›l›rken kuyucuklar›n duvar›na do¤ru b›rakmak kross

kontaminasyonun önlenmesi için önemlidir).

g) Pipet uçlar› at›l›r ve numune tüpleri yeni kapaklarla kapat›larak kald›r›l›r.

h) Priming kuyucuklar›n›n üzeri plastik kapa¤› ile kapat›larak 20 dk oda ›s›s›nda

inkübasyona b›rak›l›r ( Bu süre 6 saate kadar uzat›labilir)

i) ELD‹VEN DE⁄‹fiT‹R‹L‹R

a) ‹nkübasyon süresinin sonuna do¤ru Priming kuyucuklar›n›n haz›rlan›fl›na

benzer flekilde Amplifikasyon kuyucuklar› haz›rlan›r

b) Süre sonunda Priming kuyucuklar› üzerindeki plastik kapak ç›kart›l›r ve Priming

Is›t›c›s›na (72C) konulur. Buna paralel olarak ayn› zaman dilimi içerisinde haz›rlanan

Amplification kuyucuklar›da Amplifikasyon ›s›t›c›s›na yerlefltirilir

(54 C). 10 dk. (+ / - 1 dk.) beklenir. Bu aflamada süre oldukça kritiktir.

c) ‹nkübasyon s›ras›nda Pipetörde  ‘’DTB Pipet Prog 5’’ seçilir. Süre bitiminde

Priming kuyucuklar›ndan 100 μL al›n›p  Amplifikasyon  kuyucuklar›na aktar›l›r

ve hava kabarc›¤› oluflturmadan pipet program›n›n 50 μL ‘lik hacmi ile üç kez

kar›flt›r›l›r.

d) ‹fllem tamamland›¤›nda Amplifikasyon kuyucuklar›n›n›n üzeri yap›flkan bir

kart ile tüm test kuyucuklar› tamamen kapat›l›r. Yap›flkanl› kapak pla¤›n d›fl›na

ç›kmamal›d›r (aksi takdirde cihazdaki okumalarda hata ç›kabilir)

fiekil 13 fiekil 14
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a) Amplifikasyon kuyucuklar›n› tafl›yan plak 30 sn içinde BDProbeTec ET cihaz›na

yerlefltirilir ve cihaz çal›flt›r›l›r. (fiekil 17)

b) Çal›flma tamamland›¤›nda rapor otomatik olarak cihaz›n yaz›c›s›ndan al›n›r

(fiekil 18)

c) Cihazdan ifllemi tamamlanm›fl plak d›flar› ç›kart›l›r. Kuyucuklar›n yap›flt›r›c›s›

aç›lmadan metal plaktan ç›kart›larak at›k pofletine konur. Pofletin a¤z› kapat›larak

at›k kab›na b›rak›l›r.

d) Metal Plak %1 sodyum hipoklorit ile temizlenir  distille veya deiyonize su ile

silinir ve temiz bir ka¤›t havlu ile kurutulur.

fiekil :17
BDProbeTec ET amplifikasyon ve

detection cihaz›

fiekil 18:
Çal›flma Raporu ve Yorumu

fiekil 15 fiekil 16
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F. DE⁄ERLEND‹RME

Cihaz›n verdi¤i MOTA (Method Other Than Acceleration) skoru; Reaksiyon

sonunda oluflan sinyalin de¤erlendirilmesinde ve ölçülmesinde kullan›l›r (Tablo

1). Bu de¤erler;

• ‹lk dakikadaki background okumas›ndan ç›kart›larak elde edilir.

• Bu de¤er e¤imin alt›nda kalan alan› tan›mlar

• Test tamamen kalitatifdir; amplifikasyon numuneden numuneye de¤ifliklik

göstersede, MOTA de¤eri ile numundeki hedef miktar› aras›nda bir ba¤lant›

yoktur.
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Örne¤in MOTA De¤eri IAC MOTA De¤eri Aç›klama

> 3.400 Bak›lmaks›z›n Pozitif

<3.400 >5.000 Negatif

<3.400 <5.000 Testin tekrar
edilmesi gerekli

Tablo : 1 Beklenen Cut-off MOTA de¤erleri

G. KAL‹TE KONTROL

Her çal›flma için ve farkl› kit lot numaras› için 1 Poizitif ve 1 Negatif Kontrol

birlikte çal›fl›lmal›d›r. DTB Pozitif kontrolü reaktif hatalar›n›, pipetleme ve

inkübasyon gibi çal›flma prosedür hatalar›n› denetler. DTB Negatif kontrolü ise

reaktif ve d›fl çevre kontaminasyonlar›n› denetler. Numunelerin raporlanmas›

için Negatif kontrol negatif, Pozitif kontrol pozitif olarak sonuçlanmal›d›r.

Kontroller beklendi¤i gibi sonuçlanmaz ise sonuçlar de¤erlendirilemez ve rapor

edilemez. Bu durumda tüm çal›flma yeni kontroller, kuyucuklar ve ifllenmifl

numuneler ile tekrar edilmelidir.

Internal Amplifikasyon Kontrolü (IAC) Priming kuyucuklar›n›n içinde

bulunmaktad›r. IAC, Amplifikasyonu, reaksiyonu ve örnekteki potansiyel

inhibisyonun varl›¤›n› denetler.

Çal›flmada örnek haz›rlamadaki etkinli¤i test etmek amac›yla her laboratuvar

kural olarak M.tuberculosis H37Ra ATCC kontrol sufluna ait 1 Mc Farland

yo¤unluktaki bir süspansiyonu prosedür kontrolü olarak rutin çal›flmalara dahil

etmelidir.
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