TUBERKULOZUN MOLEKULER TANISINDA TiCARI SISTEMLER

“izotermal Dizi Yer Degistirme Amplifikasyonu Tekniginin Kullanimi”
Strand Displacement Amplification (SDA)
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TUberkUloz (TB), diinyada énemi hergiin artmakta olan ve halk saghgini
tehdit edebilen major tehlikelerden biri olup en sik 6lime neden olan infeksiyon
hastaliklarindan biridir. TB olgularinin %95'ten fazlasi gelismekte olan tlkelerde
gorulmekte olup diinya ntufusunun yaklasik Ucte birinden fazlasi M.tuberculosis
ile enfektedir. TB hastalarinin erken tani ve tedavisi bu hastaliktan toplumun
korunmasinda en etkili yoldur. Bu nedenle ulusal TB kontrol programlari
cercevesinde mikobakteriyoloji laboratuvarlarinin birincil amacini, insidansi
dustrmek icin enfeksiyoz akciger tuberktloz olgularinin en kisa stirede tespiti,
dogru identifikasyonu ve tedavisinin takibi olusturur. Bu nedenle klinik
mikobakteriyoloji laboratuvarlari, tiberktlozun yayillimini 6nlemede ve kontrol
altina alabilmede édnemli bir role sahiptir.

Tuberkulozda ilk tani klinik verilerle yapilmis olsa bile kesin tani igin
etken mikroorganizmanin konvansiyonel olarak direkt bakida tespiti ve
laboratuvarda Uretilerek tanimlanmasi esastir. Bu nedenle tanida “gold standart”
kaltar ve klinik tani birlikteligidir. Laboratuvar tani icin her iki yéntemin de
onemli eksiklikleri vardir. Mikroskobik incelemede aside direngli basilin
gorulebilmesi igin 6rnegin mililitresinde 5.000-10.000 kadar bakteri bulunmasi
gerekmektedir. Kultdr ile 6rnekteki birkac canli bakterinin dahi gosterilebilmesi
mUmkUndir ancak mikobakteriler, yavas Greyen mikroorganizmalar olduklarindan
bu testlerin tamamlanmasi icin ortalama 2-8 haftaya gereksinim duyulur. Son
yillarda TB ilaclarina direngli basillerin izolasyonlarindaki artis ve taniya yénelik
konvansiyonel testlerin pratik olmamalari, uzun zaman gerektirmeleri ve tur
dizeyinde tiplendirmede yetersiz kalmalari rutin kullanimda sorunlarin ¢6zimuine
yonelik arayislari yeniden giindeme getirmistir.

Bu amacla son 15-20 yil icinde mikobakterilerin hastalik érneklerinden ve kati-
sivi kUltur ortamlarindan saptanmasi, ttr diizeyinde tanimlanmasi ve duyarlilik
testleri icin, 6zgullak ve duyarlihdr yiksek, gavenilir, hizli sonug verebilen ve
kolay uygulanabilir ydntemler Gzerinde calismalar hiz kazanmistir. Bunlardan,
Radyometrik (BACTEC) ve kromotografik (HPLC) sistemler , nukleik aside dayall
molekuler yontemler, mikobakteriyofajlarla RIF direnc tayini (Faj amplifikasyonu)
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gibi fenotipik ve genotipik teknikler tani stiresini kisaltmada ve tedaviye yonelik
antibiyotik direnci ile ilgili mutasyonlarin saptanmasinda umut verici yontemlerdir.

Bu amacla glinUmuizde, hasta 6rneklerinden direkt olarak MTBC varhigini
arastirmak amaciyla ntikleik asit amplifikasyon (NAA) esasli sistemler ile kulttrde
Ureyen mikobakterilerin kisa strede tur dizeyinde tanimlanmasini ve/veya TB
ilaglarina karsi direnc ile iliskili mutasyonlari saptamada, Klasik PCR ve RFLP'nin
yanisira DNA prob hibridizasyonu eash Grtinler, DNA sequence analiz kitleri ve
molekuler biyoloji ile bilgisayar teknolojisini birlestiren DNA microarray teknolojisi

arUnler taniya hiz kazandirmistir.

Ozellikle Smear pozitif solunum érneklerinde kullanimina FDA tarafindan
onay verilen nukleik asit amplifikasyon temeline dayanan ticari molekdler
sistemlerden (Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (MTD, Gen-Probe)
ve Cobas AMPLICOR MTB Assay (Roche Diagnostic System) ) ile FDA onayi
olmamakla birlikte diger kuruluslardan onay almis ve satisa sunulmus olan BD
ProbeTec™ET Mycobacterium tuberculosis complex DIRECT TB (DTB, BD
Biosciences)' e ait calisma sonuclari klinik degerlendirmelerde ytksek sensitivite
ve spesifite gosterebilmektedir.

CDC (Center for Disease Control and Prevention)'nin énerileri
dogrultusunda tuberkilozun laboratuvar tanisina yonelik hizli testler arasinda
yer alan DNA amplifikasyon teknikleri ginimuzde rutin tanida énemli bir yere
sahiptir. Bu tekniklerden biri de Dizi Yer Degistirme Amplifikasyonu “Strand
displacement amplification, SDA ‘dir.

Bu kursta, SDA teknolojisi prensibi ile calisan ve 3.jenerasyon bir ticari
sistem olan BD ProbeTec™ET nin dogrudan solunum érneklerinde Mycobacterium
tuberculosis complex’in saptanmasi amaci ile Gretilmis Direct TB saptama kitinin
(DTB) uygulamali egitimi verilecek BDProbe Tec ET sistemi ve SDA teknigi
tanitilacaktir.

BDProbe Tec ET sistemi, nukleik asit amplifikasyonu (NAA) esasina dayali
bir yontem olan SDA prensibi ile calisan ve floresan enerji transfer saptama
teknolojisiyle birlestirilmis, direkt olarak hastaya ait solunum &érneklerinde
(balgam, induklenmis balgam, BAL ve diger solunum 6rnekleri) ve/veya pozitif
kaltarlerde M.tuberculosis complex’e ait genetik materyali izotermal olarak
hedef ¢ogaltip saptayabilen, kullanim kolayligi olan yari otomatize bir sistemdir.

Hedef DNA, 6zgul primerler, DNA polimeraz, restriksiyon enzimi ve
floresan isaretli saptama probu SDA tekniginin ana bilesenlerini olusturur. Bu
sistem icin primer amplifikasyon hedefleri IS 6110 insersiyon dizisi ve 165 rRNA
genidir. S6z konusu sistem, 6rneklerdeki hedef DNA'nin amplifikasyonu ve
saptanmasini kapali bir sistem formatinda, SDA icin gerekli reaktiflerle kaplanmis
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koparilabilir stripler halindeki kuyucuklarda gerceklesirirken ayni zamanda
kontaminasyona karsi kismen gUvenli bir ortam saglar. Sistemde, inhibitor varhgini
saptamak amaciyla internal amplifikasyon kontrolt (IAC) kullanilir. Boylece
yalana negatiflikler 6nlenebilmekte ayrica kalite kontrol amach pozitif ve negatif
kontroller kullanilarak test sonuglarinin gtivenilirligi arttirilabilmektedir. Bu testin
duyarlilk ve 6zgullagi smear pozitif solunum érneklerinde oldukca iyidir. Testin
tedavi gérmekte olan hastalarda kullanimi énerilmemekle birlikte tedaviye yeni
baslanmis (1haftadan daha kisa streli) hastalarda takip amacl kullanilabilmektedir.
Hasta 6rneginden M.tuberculosis complex’in BDProbeTec ET sistemi ile saptanma
sUresi total olarak yaklasik 3.5 saat'tir

BD ProbeTec™ETMycobacterium tuberculosis complex DIRECT TB (DTB)

TESTIN CALISMA PRENSIBI

BD ProbeTec™ ET, Mycobacterium tuberculosis complex (DTB) Direct
Detection Testi, amplifikasyon primerleri ve floresan isaretli dedektér problar
kullanilarak stpheli hastalara ait 6zellikle NALC-NaOH ile dekontamine edilmis
solunum 6rneklerinde bulunan M.tuberculosis complex'e (M.tuberculosis, M.bovis,
M.bovis BCG, M.africanum ve M.microti) ait hedef DNA ( IS6110 insersiyon
dizisi)'nin aranmasi ve es zamanli amplifikasyonu esasina dayanir.

Bu amacla, kurutulmus, oda isisinda saklanabilen, SDA icin gerekli
reaktiflerle kapli, koparilabilir stripler halindeki disposable priming ve amplifikasyon
kuyucuklari kullanilir. Test sirasinda calismaya ayrica bir reaktif eklemeye gerek
duyulmaz. Hazirlanmis hasta érnedi, ilk 6nce igerisinde primerler, floresan isaretli
detektor prob ve amplifikasyon icin gerekli diger reaktifleri iceren priming
kuyucuklarina inokule edilir. inkiibasyonu takiben kuyucuklardaki reaksiyon
karisimi, icerisinde SDA i¢in gerekli bir DNA polimeraz (Bst DNA polimeraz) ile
bir restriksiyon enzimi ( BsoB-I) ve dNTP’ler ile kapl amplifikasyon kuyucuklarina
aktarilir. Amplifikasyon kuyucuklarinin Gzeri kontaminasyonu 6nlemek amaciyla
kapatilir ve cihaza yerlestirilerek inkGibasyona birakilarak test edilir. Sistemde,
reaksiyonlar 6rnek ve kontroller birarada es zamanl olarak gerceklesir. DNA
polimeraz, tek sarmalli zincir Gzerinde 5’ — 3’ yénlnde uzamayi baslatir, cogaltilan
cift sarmali DNA (zerinde 4-8 baz ciftlik spesifik hedef bolge restriksiyon enzimi
ile taninarak kesilir. Kesme islemi sonrasi parallel dongutye gonderilen hedef
DNA, ortamda bulunan sag tokasi yapisi gosteren floresan isaretli detector
problarla hybridize olarak, sistem tarafindan Floresan Enerji Transferinin eszamanli
amplifikasyonu sonucu saptanir.

Bu reaksiyonu detayh olarak aciklarsak; Oncelikle hasta érneginde
aranilan hedef DNA, isi veya kimyasallarla denature edilerek heliks yapidaki iki
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zincir birbirinden ayrilir ve tek zincirli yapiya dénustaralir. DNA zinciri Gzerinde
yer alan ve sadece aranilan patojene spesifik bir alan, SDA ’ icin hedef bolge
olarak kullanilir. Yontemde kullanilan primerler ise hibrit cifti olusturmak Gizere
bu hedefe baglanan komplementer DNA problaridir. SDA i¢in diger bilesenlerden
olan DNA polimeraz ortamdaki serbest nikleotidlerin (dNTP) bir sablon halinde
DNA zincirine baglanarak zincirin 5’ ucundan 3’ ucuna dogru uzamasini ve kalip
(tamplete) DNA olusumunu katalize eder. SDA’da iki primer (S1 ve B1) zincire
5" ucundan baglanir. Polimeraz etkisi ile ortamdaki serbest nukleotidler kullanilarak
5'-3" istikametinde uzama gerceklesir ve komplementer tarzda DNA zinciri
olusmaya baslar. S1 ve B1 in her ikiside B1 yéntinde uzarken S1 zinciri, orjinal
5'-3' hedefin komplementeri tek zincire dontsiar. Uzama bir ucda sonlanir ve
icerisine dCTPS ( deoksisitidin 5’- tiotrifosfat sitozin) dahil olur. Bu zincir ona
baglanan S2 ve B2 primerlerine komplementer olan sekanslari icerir. Bu zincire
baglanan S2 ve B2 primerleri uzayarak S1 ve S2 orjinal primerleri ile sinirlandiriimig
bir hedef bolgesi iceren tek zincir olusturur. Artik S1 komplementeri ve orjinal
hedef dCTPS icerir. Buna S1 primeri baglanir ve ¢ift sarmalli DNA olusturmak
Uzere uzar. Restriksiyon enzimi ( BsoB-I, restriction endonuclease) S1orjinal
primeri spesifik sekansindan keser. Ancak S1 komplementeri dCTPS icerdiginden
S1 komplementer kopyasini kesemez. Bu kesilmis kisim polimerazin etkisiyle
uzadikca geride kalan S1 primeri itilmek suretiyle hedef kopya paralel déngtye
gonderilir. Bu dongu test slresince sureklilik arzeder ve ortamda milyonlarca
kopya olusur.(Sekil 1-6) Olusan bu hedef DNA’lar, ortamda bulunan ve “sag
tokasi” yapisi gosteren floresan isaretli detector problarla eszamanli hybridize
olur. Bu reaksiyonda her iki floresan molekul birbirlerine yakin iken floreseine
gonderilen eneriji, floreseinden Rodamini active etmek icin transfer edilir. Sonucta
system otomatik olarak pleytteki kuyucuklardan gelen floresan sinyalleri 60
dakikalik test stresince otomatik okuyucuda dakikada bir kez okuyarak RFU
(rélatif floresan Unitesi) olarak saptayip hesaplama yapar (Sekil 7-10) . Bu
degerlendirme icin MOTA (Method other than acceleration) skoru belirlenir. Bu
skor, reaksiyon sonrasinda olusan sinyalin degerlendirilmesi ve él¢iilmesinde
kullanilir. Ortamda aranilan hedefin var olup olmadigi, hesaplanan MOTA degeri
ile hasta 6rnegi veya kontrol icin daha 6nceden belirlenen “cut-off MOTA"
degerlerinin karsilastirilmasi ile kalitatif olarak saptanir.
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BD ProbeTEC ET Genel Ozellikler
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SDA (Dizi yer degistirme reaksiyonu) teknigi ile calisir.

Amplifikasyon, Izotermal (tek 1sida cogaltma) olarak gerceklesir.
Amplifikasyon ve floresan saptama es zamanli olarak 1 saatte gerceklesir
SDA icin gerekli buttn primer, prob, enzim gibi reaktifler koparilabilir striplere
ait kuyucuklara kaplidir,

Test sirasinda ayrica reaktif eklemeye gerek yoktur. Kitler 96 kuyucukludur.
Amplifikasyon asamasinda kuyucuklarin Gzeri bir bant ile kapatilarak
kontaminasyon engellenir

Tek odada ¢alisma kolayhgi saglar

Guvenilirdir, internal amplifikasyon kontroli (IAC) kitin icinde mevcuttur
Kitler oda isisinda saklanabilir

Yari otomatize bir system olup cihaz bakimi ve test prosedira kolaydir
Kinetik okuma ile sonuclarin yorumu kolaydir.

DTB kit prosedurd, balgam bronco alveolar lavaj, brosiyal ve trakeal aspirate
gibi solunum 6rnekleri igin test edilmistir. Diger numuneler icin performansi
degerlendirilmemisitir.

DTB testi M.tuberculosis complex’i diger M. tuberculosis, M.bovis, M.bovis
BCG, M.africanum, ve M.micoti’den ayiramaz.

M. tuberculosis complex probe sekansi, IS6710 M. tuberculosis, M.bovis,
M.bovis BCG, M.africanum, ve M.micoti igin spesifiktir.

Testin optimal performansi i¢in uygun numune alimi ve transportu
gerekmektedir.

DTB Testi M.tuberculosis complex varyantlarini IS6110 insersiyon sekans
eksikligi oldugundan saptamaz.

DTB testi kalitatif sonuclar verir. MOTA degerleri ile pozitif numunedeki
hucre sayisi arasinda korelasyon yoktur.

DiKKAT EDILMESi GEREKLi HUSUSLAR

1.

Test performansi , solunum 6rnekleri disindaki diger numunelerden (Kan,

BOS, gaita, ve idrar icin) M. tuberculosis complex’'in saptanmasina yonelik

degerlendirme yapilmamistir.

2.

Priming kuyucuklarinda insan Plasental DNA'sI kullanildigindan reaktifler

infeksiyoz olarak degerlendirilmelidir.




3. Isiinaktivasyonu islemine kadar numune islemleri Class Il Biyolojik Emniyet
Kabininde yurattlmeli, bu peryoda kadar olan santrifdj islemleri aresol
koruyuculu rotor kullanilarak yapilmalidir. Aerosol koruyuculu rotor guvenlik
kabininde acilmalidir.Standart rotor isi ile inaktivasyon isleminden sonra
kullaniimahdir.

4. Ornekler CDC énerileri dikkate alinarak NALC-NaOH metodu ile dekontamine
edilmeli veya alternative olarak ayni icerikli hazir dekontaminasyon kitleri (Or:
BBL Mycopreb kiti) kullaniimahidir.

5. Ornekler hemen calisiimayacaksa NACL/NaOH sedimentleri 2-8 C'ta 5 giine
kadar bekletilebilir. 5 giinden daha uzun sure calisiimayacaksa 3 ay’a kadar -20
C veya daha sogukta dondurularak bekletilebilir. Dondurulmus érnekler,
calismadan once oda isisina getirilerek ¢6ztlmelidir.

6. Tim numuneler, MOTT ydénunden de arastirilmali ve Antibiyotik
duyarlihiklarinin arastirilmasi amaciyla kultarleri yapilmalidir.

7. Numunelerde HIV veya Hepatit B gibi patojenik infeksiyonlar mevcut
olabilecegiden numuneler enfeksiy6z olarak kabul edilerek gerekli laboratuvar
prosedurleri, uluslarasi 6neriler takip edilmelidir.

8. DTB Wash Buffer 1 ve DTB Noétralizasyon Buffer 3 dimetilsulfoksid icerir.
Dimetil sulfoksid solundugunda veya cilt ile temasta yuksek toksiktir. Goze
sicramasi halinde bol su ile yikama yapilmalidir. Kontamine kiyafetleri hemen

Uzerinizden c¢ikartin ve cildinizi su ve sabunla yikayin.

9. DTB Wash Buffer1 ve DTB Lysis Buffer ylUksek alkalidir. Cilt ,g6z ve mukoz
membran ile kontak edilemesinden sakinilmali. Kontak edilmesi durumunda
derhal bol su ile yikama yapilmalhdir . Yikama yapilmadigi durumlarda yaniklar
olusabilir.

10. Pipet uclarini, numune tuplerini, Priming kapaklarini atarken uygun
laboratuvar proseddurlerini uygulayin.

11. Ozel santrifujleme énerileri uygulanmalidir, uygunsuz santrifiijleme yalanc
negatiflige sebep olabilir.

12. DTB testi antibiyotik tedavisi icin kultir yonteminin yerini tutamaz.

13. Pirimer ve Amplifikasyon Mikrokuyucuk posetleri kullanimdan sonra
dikkatlice yapistirilmalidir. icerisinde nem tutucu pedlerin oldugundan emin
olunmalidir




BD ProbeTEC ET M. tuberculosis Complex DIREKT TB CALISMA PROSEDURU
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I-ORNEK HAZIRLAMA PROSEDURU (Sekil12)

A.ORNEK HAZIRLAMA (BIiYOEMNIYET KABINi DISI iSLEMLER)
a) Tum buffer’lar oda isisinda tutulmal ve kullanim 6ncesi iyice karigtirilmahdir.

Stok buffer solusyonlarindan 6rnekler asagidaki gibi hazirlanir;
« DTB Wash Buffer-1: Her NALC-NaOH sedimenti icin kaba 1 ml aktarilir. Ayrica

pipetleme hatasi g6z 6nine alinarak 1-2 ml ekstra ilave edilir.
« DTB Lysis Buffer-2: Her NALC-NaOH sediment ve kontroller icin kaba 0.1 ml

aktarilir. Ayrica pipetleme hatasi g6z 6nline alinarak 0.5-1 ml ekstra ilave

edilir.

- DTB Notralizasyon Buffer-3: Her NALC-NaOH sediment ve kontroller igin
kaba 0.6 ml aktarilir. Ayrica pipetleme hatasi g6z énlne alinarak 0.5-1.0 ml

ekstra ilave edilir.

b) Daha sonra artan bufferlar stok solusyonlarin icerisine konmaz atilir .

¢) Calisilacak her hastaya ait NALC-NaOH sediment icin 2 ml’lik 6rnek ttpleri

hazirlanir ve tzerleri 6rnek numarasi ile etiketlenir.

d) Tuplerin kapaklari agilarak her tipe 1ml DTB Wash Buffer-1eklenir ve tlplerin

kapagi kapatilr.

e) Hasta o6rneklerine ait DTB Wash Buffer-1 ilave edilmis tupler biyoemniyet
kabinine (BSC) birakilir.




B. ISLENMiS HASTA NUMUNELERINDEN YAPILAN iSLEMLER
(BIYOEMNIYET KABIN iCi iSLEMLER)

Kontamine ornekleri dékmek icin kabin icinde infekte sivi atik kabi
bulundurulur.
a) Falkon tuplerindeki NALC-NaOH sedimentleri 5 sn vortexlenir
b) Filtreli pipet ucu kullanarak sedimentlerden 500 pL alinip icerisinde 1 ml DTB
Wash Buffer-1 iceren tlUpe eklenerek tupUn kapag: kapatilir.
¢) Buraya kadarki islemler her hasta numunesi i¢in uygulanir.
d) ELDIVEN DEGISTIRILIR
e) Her tlp 5sn. Vortexlenir
f) Tlpleri aerosol koruyuculu rotora yerlestirilip rotor kapagi iyice kapatilarak
mikrosantrifujede 12,200 X g ‘de 3 dk. gevrilir . Uygun sekilde santrifuj edilmemesi
yanlis negatiflige sebep olabilir.
g) Santriflj sonrasi sUpernatan kabin icerisinde sivi atik kabina dokulur.
h) Tapler, kapaklari kapatilarak numune rakina yerlestirilir.
i) ELDIVEN DEGISTIRILIR

C. ORNEKLERE ISI UYGULAMA

a) Tuplerin kapaklarinin sikica kapali oldugu kontrol edilir.

b) Numune rakindaki numuneler firina yerlestirilir, kapag: kapatilir
¢) RUN #01 secilir ve OK’e basilir

d) Uygulamayi baslatmak icin “Start” tusuna basilir, 30 dk. stireyle i1s1 uygulamasi
gergeklestirilir.

e) Isitma basladiktan sonra asagidaki basamaklar takip edilir

+ Sonikatoér hazirlanir ( Sonikatdr musluk suyu ile su seviyesi dikkate alinarak

doldurulur, icerisine banyo raki yerlestirilir, Isitici 65°C'ye ayarlanir ve 1sitma
islemi baslatilir. Cihaz kapagi kapali halde iken 60 dk Degas islemi yapilir.)

« Santriftje standart motoru yerlestirilir

f) 15 dk’lik 1sitmadan sonra, 1sinin > 95°C’e ulasip ulasmadigini kontrol et.
g) Firindaki i1sitma bittiginde sesli kapiyr acarak numune rakini ¢kartilir.

Not: Numune tlplerindeki muhtemel mikobakterilerin artik 61dGgu varsayilir.
Bu asamadan sonraki islemlere kabin disinda devam edilebilir. Ancak numunelere
yinede bioyolojik tehlikeli madde olarak muamele edilmelidir.




D. ORNEK DNA’ NIN ACIGA CIKARILMASI (Lysis)
a) Isitma islemi tamamlanan numune tupler mikrosantrifije konur.
b) Santrifijin kapagi kapatilir ve kisa streli (10 sn. ) cevrilir.

¢) Santriftj sonrasi tuplerdeki yogunluk kontrol edilir ve gerekirse islem
tekrarlanir.

d) Tupler numune rakina yerlestirilir.

e) Filtreli pipet ucu ile her bir tupe 100 yL DTB Lysis Buffer 2 eklenir.

f) Her bir numune icin ayri bir pipet ucu kullanilmahdir.

g) ELDIVEN DEGISTIRILIR.

h) Tum tUpler 5 sn. vortexlenir ve tupler numune rakina iyice yerlestirilir. Bununla
maksimum dlzeyde ultrasonik enerjiye maruziyet saglanir.

i) Ultrasonik banyoda su seviyesi ve isinin 65 (+/- 5)°C olup olmadig: dijital
termometre ile kontrol edilir.

j) Tupler numune rakindan Sonik Banyo Rakina yerlestirilir ve kapagi kapatilir.
k) 45 dk. Streyle sonikasyon gerceklestirilir.

[) Sonikasyon sonunda numune raki kurutma amaciyla havlu kagid Ustiine
konur .

E. NOTRALiZASYON

a) Sonike edilmis numune tupleri standart rotor yerlestirilmis mikrosantrifije
konur.

b) Santrifijin kapagini kapatilir ve kisa sutreli (10 sn. ) cevrilir.
¢) Santrifj sonrasi yogunluk kontrol edilir gerekirse santriflj islemi tekrarlanir.
d) Tupler temiz pipetleme rakina yerlestirilir.

e) Filtreli pipet ucu ile her bir tiipe 600 uyL DTB Notralizasyon Buffer 3 eklenir.
f) Her bir numune icin ayri bir pipet ucu kullaniimalidir.

g) ELDIVEN DEGISTIRILIR

h) Her tUp 5 sn. Vortexlenir

i) Tapler, tekrar temiz pipetleme rakina yerlestirilir.
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Numuneler artik BDProbeTec ET Sisteminde amplifikasyon icin hazirdir. Ancak
bu asamada numuneler opsiyonel olarak bekletilebilir. Bu amacla;

» 18-33°C'de 12 saate kadar.

« 2-8°C'de 4 gune kadar saklanabilir. Calismadan énce numuneler igin i1sitma
asamasi tekrarlanmalidir.

« -20°C veya daha dustk isilarda 3 aya kadar dondurulmus olarak saklanabilir.

« Bu numunelere ¢calisma éncesi oda i1sisinda ¢dzdurulerek ve isitma asamasi

tekrarlanmali ve 10 sn kadar santrifdj edilerek yogunlugu kontrol edilmelidir.

Sekil 12 : BDProbeTec™ ET Direkt TB Ornek Hazirlama
Prosediirii

500 uL Swi Kiiltiir veya P . 5p0 uL vortexlenmis NALC-NaOH
dati besiyerinden 1 yL’lik &ze {le Inhibitérlerin il Dekontamine edilmis materyale
1 mL Wash Buffer-1 igerisine eile uzaklastiriimasi 1 mL Wash Butfer 1 ekle
Eldiven Degistir Eldiven Degistir

g 5 sn Vortexle

Aerosol koruyuculu rotorda

12,200x g
3 dakika

30 dk inkiibe et
(BDProbeTec ET Firin)

Plak Yerle simini Haz irla
+Sonik Banyoyu haz irla

TBC basilinin
cansizlastiriimasi

Numunelerin

Kisa siireli santrifiji,”  Standart rotor
1

DNA'nIn agiga ELDIVEN DE&ISTIR Priming Microwell ‘lerin
Plak Yerle siming g dre
cikariimasi 5 sn Vortexle hazirla

65 x 5°C’de Sonike et
45 dk

K standard rotor

Notralizasyon

600 uL Neutralization Buffer-3 ekle
ELDIVEN DEGIiSTIR
5 Hexle

+ ve — kontrol tiiplerine 100 uL Lysis
buffer-2 ve 600 uL Neutralization
buffer-3 ekle, 5 sn Vortexle

Calisma
kontrollerinin
hazirlanmasi




Il. TEST PROSEDURU

A. TEST CIHAZLARINI HAZIRLAMA

Test islemi 6ncesi sistemle ilgili tm cihazlarin calisma isisilari ayarlanarak durumlari
stabil hale getirilir.

» Priming heater 72.5°C ve Warming Heater 54°C olmali

BDProbeTec ET cihazi ekraninda 1si 47.5-55.0 °C okunmalidir

B. BDProbeTec ET Pipettor PROGRAMLAMA

» Program 1 Calisma 6rneklerinden 200 pL ul cekilir -Priming kuyucuklarina
150 pL ul dagrtilir.

» Program 5 Priming kuyucuklarindan 100 pL gekilir — Amplifikasyon kuyucuklarina
100 pyL dagrtilir, 50pL ile 3 kez karistirilir

C. BDProbeTec ET CIHAZINA ORNEK YUKLEME DUZENiNi PLANLAMA

Hasta 6rneklerine ait bilgi girisi, kit ve kontrol lot numaralari sisteme girilir.
Priming ve Amplifikasyon kuyucuklarinin ayirimi ve érnekleme icin koparilabilir
striplerin yerlesimi ayri ayri dizenlenir.

D. CALISMA KONTROLLERININ HAZIRLANMASI

« DTB Lysis Buffer 2 ve DTB Nétralization Buffer 3 kullanim dncesi oda
Isisinda bekletilir ve iyice karistirilir.

+ Her calismaya bir DTB Negatif ve bir DTB Pozitif Kontrol tupU ilave
edilir. Bu tuplerin her birine yeni bir pipet ucu ile 100 uL DTB Lysis Buffer 2
ve 600 pL DTB Nétralizasyon Buffer 3 eklenir.

» Tapler 5sn vortexlenir .

» Vortekslemeyi takiben mikrosantrifijde 10 sn santriftj edilir ve ttpler
temiz pipetleme rakina yerlestirilir.

E. TEST PROSEDURU  (Sekil : 13-19)
a) Kontrol ve numune tup kapaklari acilir.
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b) ELDIVEN DEGISTIRILIR

¢) Plate yerlesim planina gdre Priming kuyucuklari hazirlanir,
d) Pipet programi secilir (DTB Pipet Prog 1), pipetértn ug araliklari ayarlanir
e) Numune ve kontrol tUplerinden 200 pl cekilir.

f) Pipet araligi kapatilir ve Priming kuyucuklarina 150 pL numune aktarilir
(Aktarma yapilirken kuyucuklarin duvarina dogru birakmak kross
kontaminasyonun énlenmesi icin dnemlidir).

g) Pipet uglari atilir ve numune tupleri yeni kapaklarla kapatilarak kaldirilir.
h) Priming kuyucuklarinin Gzeri plastik kapagi ile kapatilarak 20 dk oda isisinda
inktbasyona birakilir ( Bu slire 6 saate kadar uzatilabilir)

i) ELDIVEN DEGISTIRILIR

Sekil 13 Sekil 14

BDProbeTec™ ET

Omek transferi

ﬂ

a) inkibasyon stresinin sonuna dogru Priming kuyucuklarinin hazirlanisina
benzer sekilde Amplifikasyon kuyucuklari hazirlanir

b) Stire sonunda Priming kuyucuklari Gzerindeki plastik kapak ¢ikartilir ve Priming
Isiticisina (72C) konulur. Buna paralel olarak ayni zaman dilimi icerisinde hazirlanan
Amplification kuyucuklarida Amplifikasyon isiticisina yerlestirilir
(54 C). 10 dk. (+ / - 1 dk.) beklenir. Bu asamada stre oldukca kritiktir.
¢) inklbasyon sirasinda Pipetérde “DTB Pipet Prog 5" secilir. Sure bitiminde
Priming kuyucuklarindan 100 pL alinip Amplifikasyon kuyucuklarina aktarilir
ve hava kabarcigi olusturmadan pipet programinin 50 pL ‘lik hacmi ile t¢ kez
karistirilir.

d) islem tamamlandiginda Amplifikasyon kuyucuklarininin Gzeri yapiskan bir
kart ile tim test kuyucuklari tamamen kapatilir. Yapiskanl kapak plagin disina
c¢tkmamalidir (aksi takdirde cihazdaki okumalarda hata cikabilir)
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Sekil 15 Sekil 16

Warming Priming

Priming = 10 dak

Priming
Healer (72°C)

L
I
s anus 4 W
5 EaR  wew
s sesressew

Priming plate Warming &5 y
Lo sssanssssl

heater (54°C)
Warming Amglificalion plate
Healer (54°C) agamasindan sonra

a) Amplifikasyon kuyucuklarini tasiyan plak 30 sn icinde BDProbeTec ET cihazina
yerlestirilir ve cihaz calistirihir. (Sekil 17)

b) Calisma tamamlandiginda rapor otomatik olarak cihazin yazicsindan alinir
(Sekil 18)

¢) Cihazdan islemi tamamlanmis plak disari ¢ikartilir. Kuyucuklarin yapistiricisi
acilmadan metal plaktan cikartilarak atik posetine konur. Posetin agzi kapatilarak
atik kabina birakilir.

d) Metal Plak %1 sodyum hipoklorit ile temizlenir distille veya deiyonize su ile
silinir ve temiz bir kagit havlu ile kurutulur.

BDProbeTec ET

Raporlarin Elde Edilmesi

TB MOTA
& ve

Sekil :17 Sekil 18:
BDProbeTec ET amplifikasyon ve Calisma Raporu ve Yorumu
detection cihazi




Sekil 19: BDProbeTec™ ET Direkt TB Test Prosediiri

200 L

Tiip Kapaklarini degistir
Aspire et s

Priming

Microwell'ine
150 pLnumune
transfer et

Liyofilize haldeki
reaktiflerin
sulandirimasi

Priming Microwell

hing Mict Amplification
plagini inkiibe et Microwell’lerini
0 dk — oda 1sisinda hazirla

Priming Microwell
plagini inkiibe et
10 dk Priming

siticisinda’ 72°Cd 4

Primer kapagi cikart
Priming

Amplification
Microwell'lerini &n-
Isitmadan gegcir
10 dk Priming
siticida 54 °Cda

Amplifikasyon Microwellgyine
1001’e aktar ve hava kabargigi

- Plagi BDProbeTec
Amplifikasyon ve Cihazina yerlestir

Saptama

Raporlama
ve
Yorum

F. DEGERLENDIRME

Cihazin verdigi MOTA (Method Other Than Acceleration) skoru; Reaksiyon
sonunda olusan sinyalin degerlendirilmesinde ve 6lctilmesinde kullanilir (Tablo
1). Bu degerler;

* ilk dakikadaki background okumasindan gikartilarak elde edilir.
* Bu deger egimin altinda kalan alani tanimlar

» Test tamamen kalitatifdir; amplifikasyon numuneden numuneye degisiklik
gostersede, MOTA degeri ile numundeki hedef miktari arasinda bir baglanti
yoktur.




Tablo : 1 Beklenen Cut-off MOTA degerleri

Ornegin MOTA Degeri IAC MOTA Degeri Aciklama
> 3.400 Bakilmaksizin Pozitif
<3.400 >5.000 Negatif
<3.400 <5.000 Testin tekrar
edilmesi gerekli

G. KALITE KONTROL

Her calisma icin ve farkh kit lot numarasi icin 1 Poizitif ve 1 Negatif Kontrol
birlikte calistimalidir. DTB Pozitif kontroll reaktif hatalarini, pipetleme ve
inkUbasyon gibi calisma prosedir hatalarini denetler. DTB Negatif kontrolu ise
reaktif ve dis ¢cevre kontaminasyonlarini denetler. Numunelerin raporlanmasi
icin Negatif kontrol negatif, Pozitif kontrol pozitif olarak sonuclanmalidir.
Kontroller beklendigi gibi sonu¢lanmaz ise sonuclar degerlendirilemez ve rapor
edilemez. Bu durumda tum calisma yeni kontroller, kuyucuklar ve islenmis
numuneler ile tekrar edilmelidir.

Internal Amplifikasyon Kontrold (IAC) Priming kuyucuklarinin icinde
bulunmaktadir. IAC, Amplifikasyonu, reaksiyonu ve 6rnekteki potansiyel
inhibisyonun varligini denetler.

Calismada 6rnek hazirlamadaki etkinligi test etmek amaciyla her laboratuvar
kural olarak M.tuberculosis H37Ra ATCC kontrol susuna ait 1 Mc Farland
yogunluktaki bir sispansiyonu prosedir kontroli olarak rutin calismalara dahil

etmelidir.
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