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GEREKEN MADDELER
Trizma, Borik asit, EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) Sigma
Chelex-100 ”
Standard agaroz ”

NuSieve GTG agaroz FMC BioProduct

Ethidium bromid Sigma

Taq polimeraz (5 U/ul) Promega, Roche, Fermentas
dNTP ” " ”
Primer TB11: 5-ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT-3’ 50 nmol MOLBIOL

Primer TB12: 5-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3 y y
Primer T4: 5-CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG -3 y "
Primer T5: 5-CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG -3’ ’ .
Enjeksiyonluk distile su

Filtreli pipet uglari: 1-10, 10-100, 50-200 ve 100-1000 pl hacimlerinde

Eppendorf tupleri: 0.2 (ince cidarli), 0.5 ml ve 1.5 ml (yan yuzleri piruzlt) hacimlerinde

Eczacibasi ilag

GEREKEN ALETLER

Su banyosu veya kuru isitici blok, Nuve, Clifton veya diger markalar
Vorteks, Techne veya diger markalar
Derin dondurucu (-20 °C)

Buzdolabi 2 adet (temiz ve kirli odada)

Nuarie veya diger markalar
-20 °C’lik bélmeli ve Nofrost degil
Laminar hava akimli kabin dan LAF veya yerli Gretim

Mikrosantrifij (en az 14.000 devir) Jouan veya diger markalar

Thermal cycler

Agaroz Jel Elektroforez Sistemi (Komple set)

pH metre

UV transilliminator

Mikrodalga firin veya kuguk elektrik isiticisi
Mikropipetler (1-10, 10-100, 50-200, 100-1000 pl)

Birgok Uretici var
Birgok Uretici var

Birgok Uretici var

”

X
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CALISMA

Calisma Ug Asamada Yapildi:

1. Mycobacterium DNA’sInin
izole edilmesi.
2. Mycobacterium DNA’sinin
saptanmasi.
a-) Mycobacterium tuberculosis

Complex’e Spesifik IS6110 PCR : Sadece
tiberkiloz basilleri kompleksini tanimlar.
b-) Tim Mycobacterium’lara Spesifik 65
Kilo Daltonluk Isi Sok Proteini Boélgesine
Ait PCR : Tuberklloz basilleri kompleksi
digindaki mikobakteriler de tiplendirilebilir.
c- ) Agaroz jel elektroforezi

3. Tum mycobacterium’lara spesifik 65 kilo

daltonluk 1s1 sok proteini bdlgesine ait PCR

artinindn restriksiyon enzimleri ile kesilerek

mycobacterium turlerinin belirlenmesi.

I Mycobacterium DNA’sInin
izole Edilmesi:

Nukleik asitlerin hlcrelerden ayrilarak,
fiziksel velveya kimyasal islemlerden
gecirilip saflastirlma islemi ekstraksiyon
olarak  tanimlanmaktadir. Bu islem
esnasinda nikleik asidlerin pargalanmaya
karsi korunmasi, amplifikasyon
inhibitorlerinin ortamdan uzaklastiriimasi ve
hedef  nikleik asidin saflagtirilarak
konsantre  edilmesi amagclanmaktadir.
Degisik ekstraksiyon yontemleri
gelistirilmigtir:  Fenol-kloroform  ydntemi,
distle suda kaynatma, deterjanlar +
proteinaz K, degisik kimyasallarin kullanimi
(Chelex-100, Guanidium vb.) ve sonikasyon
gibi yontemler DNA ekstraksiyonu igin
kullaniimistir (11,12).

Chelex-100 Kullanilarak Mycobacterium
DNA’sinin izole Edilmesi
Chelex-100 Soliisyonu (%10) (13):
2.5 ml TE Buffer (10 mM Tris, 1 mM
EDTA)
7.5 ml distile su
1 gram Chelex-100 (Sigma)
Toplam 10 ml solisyon kullanilincaya
kadar + 4 °C’de saklandi. Kullanilmadan

Once vortekslenerek karistirildi.

BACTEC 12 B Sisesinden DNA

Ekstraksiyonu: (13)

1- Bactec sisesi iyice vortekslendi,

2- Sisenin lastik tipasi izopropil alkol ile
iyice silindi,

3- Uremis kiiltirden 1 ml'lik enjektérle 0.5
ml alinip 1.5 mllik ependorf tiplne
konuldu,

4- 5 dakika 14000 rpm’de santriflij edilerek
bakteriler ¢coktirildi, Ustteki sivi atildi,

5- 250 pl kullanilmadan hemen o&nce
vortekslenmis Chelex-100 (% 10’luk
soliisyon) ilave edildi,

6- 10-15 sn. vortekslendi,

7- 10 dakika 60 °C’lik kuru 1si blogunda
veya su banyosunda inktbe edildi,

8- 10-15 sn. tekrar vortekslendi,

9- 15 dakika 100 °C’lik kuru 1si blogunda
veya su banyosunda inktbe edildi,

10- Oda i1sisinda sogumaya birakildi,

11- 3 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edildi,

12

Mycobacterium DNA’sIni iceren
supernatant PCR i¢in hemen kulalnilir
veya daha sonra kullanmak tzere —20

veya -70°C’de saklanir.



Not: Loéwenstein-Jensen’den DNA izole
edilecekse bir 6ze dolusu taze Uremis
koloni alimip 100 ul distile suda
suspansiyon yapildiktan sonra Uzerine
100 ul % 10’luk Chelex-100 eklendi, iyice
vortekslendikten sonra Bactec igin
kullanilan prosedir 7 nolu asamadan

sonra aynen takip edildi (14)

Mycobacterium DNA’sInin

Saptanmasi.
a-) Mycobacterium tuberculosis
Complex’e Spesifik IS6110 PCR (1,5)
Oncelikle Mycobacterium tuberculosis
Complex’e spesifik 1S6110 bolgesine ait
primerler T4: 5-CCT GCG AGC GTA
GGC GTC GG -3 ve T5: 5-CTC GTC

CAG CGC CGC TTC GG -3’ kullanilarak

klasik PCR yapildi. Bdylece
Mycobacterium tuberculosis Complex
atipik mikobakterilerden kolayca
ayrilabilir.  1S6110 PCR  yapilirken

asagidaki PCR siklusu uygulandi.

Mycobacterium tuberculosis Complex
(1IS6110)’e ait PCR Programi:

94 °Cde 5dk. 1 siklus
94 1,

60 1, 35 siklus
72 2,

[ 8,, 1 siklus

Diger asamalar tim Mycobacterium’lara
spesifik PCR

prosedurle ayni olarak uygulandi.

yapilirken izlenen

b-) Tim Mycobacterium’lara Spesifik
65 Kilo Daltonluk Isi Sok Proteini
Bolgesine Ait PCR (1,10)
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DNA’nin  ¢ogaltilabilmesi icin PCR

tepkime  karisiminda  gerekli  olan
elemanlar sunlardir:

DNA Extrakti: Ekstraksiyonu yapilmis,
amplifikasyona hazir hale getirilmis DNA
drnegidir.

Primer’ler: Cogaltilacak bdlgeyi sagdan
ve soldan sinirlayan, ¢ogaltiimasi istenen
bélgenin iki ucundaki DNA dizisini 6zgu
olarak taniyip baglanacak olan bir gift

sentetik DNA pargalari. Primerler 15-30

nikleotid uzunlugunda olup,
mikroorganizma genomunun  spesifik
bblgesine yapismaya uygun olarak

hazirlanir. Urlin spesifikligi buyik 6lglide
uygun segilen primerlere baghdir (1,15).
Primerler liyofilize halde geldi ise DNAz
ve RNAz free distile suda 10 veya 50
pmol/ul olacak sekilde sulandirilir. Daha
sonra kuglk hacimlere (10-20 6rneklik)
boliinerek —20 °C’de saklanir. Tim
mycobacterium’larin PCR ile saptanmasi
icin primer TB11: 5-ACC AAC GAT GGT
GTG TCC AT-3 ve TB12: 5-CTT GTC
GAA CCG CAT ACC CT-3'’ kullanildi (10).

dNTP Karigimi: Amplifikasyon esnasinda
denatre edilen zincirlerin
tamamlanmasinda  kullanilacak  olan
deoksi nikleotit trifosfatlar (ANTP’ler: esit
oranda dATP, dGTP, dCTP, dTTP)lardan
olusur (1,2). 100 mM konsantrasyonda
olan stok dNTP’ler 10 defa DNAz ve
RNAz free distile suda sulandirilarak
kigiuk  hacimlere  (25-50
béliinerek -20 °C'de

Sulandirilan bu solisyondan 50 ul PCR

orneklik)

saklanir.

karisimi icin 1 ul dNTP eklenir.
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DNA Polimeraz: Genellkle PCR
calismalarinin ~ buydk  ¢ogunlugunda
Thermus aquaticus (Taq) bakterilerinden
elde edilen termostabil Taq DNA
polimeraz enzimi kullaniimaktadir. Taq
DNA polimeraz optimal sicaklhkta (70-80
°C) saniyede 35-100 niikleotidin
polimerizasyonu ve 5-3 ekzoniikleaz
aktivitesini  gergeklestirme  yetenegine
sahiptir (1,16). Taq polimeraz genellikle 5
Unite/ul konsantrasyonda gelir ve —-20
°C’de saklanir.

Tamponlar ve MgCl,: 10x PCR
tamponunda 100 mM Tris ve 500 mM KCI
bulunur. Tag DNA polimeraz MgCl,

PCR Karigiminin Hazirlanmasi:

varhdinda etkindir. MgCly’'in - PCR'In
O6zgulligd ve uUrdn verimi Uzerinde c¢ok
6nemli bir etkisi vardir. Genellikle
optimum MgCl, konsantrasyonu olarak
1.5 mM tercih edilir. Dusuk Mg+2 iyon
konsantrasyonu zayif Urin olugumuna,
yuksek Mg+2 iyon konsantrasyonu ise
spesifik olmayan driin olusumuna sebep
olmaktadir (1,3,17). 10x PCR bufer ve
MgCl, (25 mM) genellikle Taq enzimi ile
birlikte gelir ve asagida belirtilen

konsantrasyonda kullanilir.

Kirik buz tGzerinde 1.5 mr'lik reaksiyon tipinde asagidaki karisim hazirlandr:

Distile su 30.75 ul
PCR Bufer (10x konsantrasyonda) 5 ”
MgCl, (25 mM) 3 ”»
dNTP (10 mM) 1 y
Primer 1 (TB11, 10 pmol/ul) 25 "
Primer 2 (TB12, 10 pmol/ul) 2.5 ),
Taq polimeraz (Promega, Roche veya Fementas 5 U/ul) 0.25
Ornek DNA 5 .
Toplam 50 "

Yukardaki karisim vortekslenerek
karistirildiktan  sonra santrifije edilir.
Calisilacak 6rnek sayisinin garpimi kadar
hazirlanan karisim 45’er ul olarak 6rnek
numaralari yazilmig 0.2 veya 0.5 mllik
(Thermal cycler'in bloguna bagli olarak)
eppendorf tiiplerine dagitildi. Uzerine 5 ul
Mycobacterium DNA's1 eklenerek thermal

cycler aletine yerlestirildi. Thermal cycler

aletinde asagidaki  siklus  programi

uygulandi.

Tiim Mycobacterium’lara Spesifik PCR
Programi:

94 °Cde 5 dk. 1 siklus

94 1 s

55 1 . 35 siklus

72 2 y

2 8 y 1 siklus

c) Agaroz Jel Elektroforezi: (4)
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Amplifiye edilen PCR Urinleri degisik

yaygin
agaroz jel

yontemlerle Dbelirlenebilir. En
kullanilani
PCR

urinler agaroz jel kullanilarak elektrik

olarak

elektroforezidir. ile elde edilen

alaninda  blyukligine gére  ayrilir.
Agaraoz jelde DNA bantlarinin
goriulebilmesi  igin  PCR  Urdnlerinin
flouresan bir boyayla (6r. Ethidium
bromid) muamele edilmesi gerekir.
Ethidium bromid’le boyanan DNA bantlari
ultraviyole (UV) transilliminatér veya

epiilliminatér 15181 altinda goérindr hale
gelir. Beklenen PCR drlnlerinin varlig
DNA molekil agirhk standartlari (DNA
marker) veya pozitif kontroldeki bant
blyukligu ile karsilastirilarak belirlenir
(4,15).

Beklenen PCR urind buydkligine gore

agaroz konsantrasyonu asagidaki

tablodan belirlenir (4).

Tablo: Agaroz Konsantrasyonu ile DNA
Ayirma Glcl Arasindaki iligki.

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

Yiiratalmesi (4):

1.

ilk olarak PCR Griiniinii biyikligui
hesaplanarak kullanilacak jelin agaroz
yuzdesine karar verilir (Tablo). 200 ile
3000 baz cifti arasindaki bir drtn igin %
1.5'lik agaroz yeterlidir.
terazinin

ilk ©6nce agaroz ve

bulundugu odaya girilir. Elektroforez
tankinin blyukligine goére dokilecek jel
miktari belirlenir. Ornek: 40 mllik tank
igin; 0.6 gram agaroz tartilip 40 ml 0.5 x
TBE tamponuna ilave edilir.

Stok 5x TBE bufer ( 50 gr Tris
base, 27.5 gr Boric acid, 20 ml 0.5 M
EDTA pH:8.0, 1 litre distile suda eritilir) on
defa distile suda sulandirilarak 0.5x TBE
bufer kullanma soliisyonu hazirlandi.

40 ml 0.5x TBE bufer behere
konuldu. Uzerine tartilan  agaroz
eklenerek karistirildi.

Mikro dalga firinda 1 dk 400 Watta
tutuldu. Mikro dalga yoksa ocak Uzerinde
arada bir karigtirilarak agaroz eritilebilir.

Karistirildiktan sonra sogumasi igin
beklenirken agaroz jelin dokulecegdi plate
hazirlandi. Ornek sayisina gore 8'li veya
12’li tarak yerlestirildi.

50 °C civarina kadar soduyan 40
ml'lik agaroza 4 ul ethidium bromide (5
mg/ml) eklendi karistirildiktan sonra jel
dokilda.

Jel donduktan sonra (yaklasik 30
dakika oda

tarafindaki lastikler ve tarak cikarildi.

Isisinda) plate’nin ki

Her 6rnek igin prafilm Gzerine 2 ul
yikleme solusyonu (5x Loding bufer:
250 mg Bromophenol blue, 3 ml gliserol,
7 ml distile su) kondu. 10’ar ul PCR Grtnu
2 ul yukleme sollisyonu ile kangstirildiktan

sonra sirayla agaroz jele yuklendi.
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10.

11.

125 voltta 20 dakika veya 90 voltta
60 dakika elektroforez uygulandi.

Elektroforez durdurulduktan sonra
jel UV

Beklenen bant gérilen o6rnekler pozitif

transilliminatérde  incelendi.
kabul edildi. Gerekirse poloroid fotograf
makinasi veya jel dokimentasyon sistemi

ile jeller fotograflandi.

Tim Mycobacterium’lara
Spesifik 65 Kilo Daltonluk Isi Sok
Proteini Boélgesine Ait PCR Uriiniiniin
Restriksiyon Enzimleri ile Kesilerek
Mycobacterium Tiirlerinin Belirlenmesi
(10)

Uygun (beklenen yerde ve vyeterli

yogunlukta) bant goérilen o&rneklerin 11’er
ul'si Haelll (BsuRIl) ve BstEll (Eco91l)
enzimleri ile kesilerek Mycobacterium turleri
identifiye edildi (Sekil 1,2).

Haelll ile PCR iiriiniiniin kesilmesi:

Distile su 20 ul
Bufer R 15
Haelll 0.5 "
(10 Unite/ul, Fermentas)

PCR urinid 1.0
Toplam 15.0 .

BstEll ile PCR lriiniiniin kesilmesi:

Distile su 20 ul
Bufer O 15
BstEll 05
(10 Unite/ul, Fermentas)

PCR UrGnu 1.0
Toplam 150 ,,
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Enzim ve bufer karisimlari  6rnek

sayisinca temiz odada hazirlandiktan
sonra 0.2 veya 0.5 mllik eppendorf
tiplerine 4’er ul olarak bélindl. Daha
sonra kirli odada uzerlerine 11’er ul PCR
Urini eklendi ve 37 °C'de 4 saat su
banyosu veya thermal cyclerda tutuldu.
Daha sonra Mycobacterium tirlerinin
identifikasyonu igin restriksiyon enzimleri
ile kesilen ve kesilmeyen urunler birlikte
% 3luk NuSieve GTG agaroz (FMC
BioProduct)'da yuratulda (Sekil 1,2). PCR
artinindn kesilmesi ile ortaya c¢ikan
bantlar degerlendirilerek Mycobacterium
turleri identifiye edildi (10).
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Bazi mycobacterium turlerinin DNA
amplifikasyon Urinlerinin BstEIl ve
Haelll enzimleri ile kesim sonucu
olusan DNA bant paternleri

Ek 1'deki konu ile ilgili DNA
paternleri ve ayrintih  bilgi igin
http://www.hospvd.ch:8005 internet
adresine bakabilirsiniz.
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Sekil 1: Is1 sok proteinini kodlayan gen bdlgesinin ampifikasyon Griininin BstEIl enzimi ile
kesilmesi sonucu elde edilen bant patern gorintuleri

Sekil 2: Is1 sok proteinini kodlayan gen bdlgesinin ampifikasyon triininin Haelll enzimi ile
kesilmesi sonucu elde edilen bant patern gorintuleri




