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MTD, amplifiye Ornekten dogrudan
M.tuberculosis’i tanimlayan bir sistemdir. Bu
sistemde, Transkripsiyon esasina dayall
(TMA) ve  Gen-Probe

Hibridizasyon Protection Assay (HPA) teknigi

amplifikasyon

birlestirilmis olup amplifikasyon ve arama iki
asamall olarak ard arda gergeklesir. Hedef,
mikobakterinin  rRNA’sI olup test siresi
yaklagik 3.5 saattir.

Hazirlanan dOrneklerden sonikas-yonla elde
edilen mikobakteri hedef nikleik asidi (16S
rRNA) izotermal olarak TMA ydntemi ile
42°C’de
Ribozomal RNA her mikobakteri hiicresinde

tek bir tupte amplifiye edilir.

yaklasik 2000 kopya olarak bulunur Bu
yontemde kendi kendine devam eden bir dizi
kopyalama islemi olur. Olusan amplikonlar
HPA asamasinda akridinyum esterle isaretli
DNA problari ile birleserek kararli RNA:DNA
hibridleri olusturur. isaretli RNA:DNA hibritleri
luminometrede Bagil Isik Birimi (Relative
Light Unite-RLU) cinsinden olgular (Sekil-1).

inhibitér varhgini arastirmak icin sistemde

internal amplifikasyon kontrol
bulunmamaktadir. MTD igin inhibitoér testi,
kuskulu durumlarda veya gerektiginde
ekstrakte edilmis balgamin igerisine yaklasik
10-100 MTBC basili konularak test tekrari ile
yapilir. Negatif sonug¢ inhibitér varligini
gOsterir.

MTD Calisma Prensibi:

MTD test isleminde, TMA igin iki primer ve iki

enzim kullanilhr. Bunlar; Reverse
transkriptaz (RT) ve RNA Polimeraz’dir.
Once RT etkisiyle RNA’nin DNA kopyasi
cikarilir.
kullanilan ve 16S rRNA hedef dizisi ile

hemen hemen komplementer olan birinci

Bu sirada reaksiyon sirasinda

primerin 5’ ucunda bulunan bir promotor dizi,
elde edilen drlindn icerisine yerlestiriimis
olur. Daha RT’nin  RNAz-H
aktivitesiyle RNA-DNA dubleksindeki RNA
ortadan kaldirihr. Kalan tek zincirli DNA,

cDNA nin bir pargasi ile komplementer olan

sonra
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ortamdaki ikinci primerin 5 ucundan
RT’nin DNA

aktivitesiyle cift zinciri DNA haline gelir.

baslayarak polimeraz
Sonra ortamdaki RNA polimeraz, promotor
diziden baslamak Uzere cift zincirli DNA’dan
¢ok sayida tek zincirli RNA kopyasi yapar. Bu
RNA zincirlerinin bir kismini RT kalip olarak

kullanir ve tekrar DNA yapimi ile reaksiyon
zincirleme tarzinda devam eder ( Sekil-2).

Cogaltilan rRNA dizisi ( amplikonlar) HPA
yonteminde akridinyum esterle (AE) isaretli
hibridize
luminometrede Bagil Isik Birimi (Relative
Light Unite-RLU) cinsinden dlgulur (Sekil -3)

DNA problariyla edilerek

Sekil-1 : Amplified Mycobacterium tuberculosis Direkt (MTD) Test Protokoll

1-)JORNEK HAZIRLAMA
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Sekil-2: Transkripsiyon yolu ile Mycobacterium tuberculosis’in
saptanmasi
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DNA problari ve HPA teknigi ile amplikon
tayini, ortama ilave edilen AE ile isaretlenmig
DNA probun TMA ile c¢ogaltiimis rRNA
amplikonlarindaki hedefe 6zgin olarak
baglanmasi sonrasinda AE’in ¢ift heliks ile
korunmasi ve daha sonra lUminometrede
akridinyumun pargalanarak aciga c¢ikardigi

Isigin  Olgulmesi esasina dayanir. HPA

Sekil 3: HPA teknigi

tekniginde hibritlenen problarin
hibrittenmeyenlerden ayrilmasi,
hibrittenmeyen problardaki AE’i hidroliz eden
selektif ayiraglarin ortama ilavesi ile
gerceklesir. Luminometrede hibritlenmeyen
problar 151k yaymaz. Hibritlenen problardaki
AE ise cift heliks ile korundugundan selektif

ayiraglarla hidroliz olmaz.
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GEN-PROBE MTD TESTIi GENEL

OZELLIKLERI:

» Sistem FDA ( U. S. Food And Drug
Administration) onayhdir.

e Tanisi pek ¢ok durumda aciliyet
gerektiren Mycobacterium
tuberculosis klasik kultirde 4-6 hafta
icerisinde saptanirken MTD ile
yaklasik 3-3.5 saat icinde sonug
alinabilmektedir.

e MTD Sistemi hem pulmoner hem de
ekstra pulmoner orneklerde

calisilabilmektedir.  Ozellikle  tim

vicut sivilarinda basariyla
kullanilabilmesi (beyin-omurilik sivisi,
idrar , acglhk mide suyu,vs) diger
sistemlerden Ustlunlik saglamaktadir.

e MTD Sistemi molekiler biyolojide
son yillarda gelistirilmis etkili bir
yontem olan transkripsiyon yoluyla
amplifikasyon (TMA) ve hibridizasyon
koruma teknigi ile (HPA)
calismaktadir.

e MTD, basile 6zgll ¢ok sayidaki
ribozomal RNA (rRNA)’yI hedefledigi

icin az sayida basil iceren érneklerde
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bile basarili sonuglar
saglayabilmektedir.

e MTD testi, sadece Mycobacterium
tuberculosis ~ complex  uyelerinin
saptanmasini saglar. Bundan dolayi
tanida ¢ogu kez karigikliga sebep
olan  Mycobacterium tuberculosis
complex digi bakteriler
(Mycobacterium other than
tuberculosis-MOTT) , MTD testinde
sorunlara yol agmaz.

¢« MTD Testi, standart laboratuvar

cihazlariyla calismakta, Ozellik
arzeden laboratuvar  kosullari
gerektirmediginden her

laboratuvarda kolayca uygulanabil-
mektedir. MTD sisteminin bu kolayligi
diger molekller sistemlere gore
onemli bir tercih nedeni
olabilmektedir.

e MTD , tim reaktiflerle tek bir tipte
calisildigi icin  kontaminasyon ve
buna bagli yanlis pozitif sonug¢ verme
riskini en aza indiren g¢alisma prensibi
sayesinde Mycobacterium tuberculo-
Sis tanisindaki en ciddi
problemlerden birini ortadan
kaldirmaktadir.

e Bir kutu MTD test kiti 50 testliktir.

TEST ONCESi VE TEST SIRASINDA
DIKKAT EDILMESI GEREKLI
HUSUSLAR

« Ornekler kan igermemelidir.

Mustafa Ozyurt

Ornekler steril, plastik kaplara
alinmali, laboratuvara hemen
ulastiriimahdir. Laboratuvara ulasana
dek 2-8°C’de korunmalidir.
Dekontaminasyon islemi &rneklerin
alinmasini takiben 24 saat icinde
yapilmalidir. Dekontamine edilmis
ornekler caligsilana kadar -20°C’de
saklanmalidir.

Dekontaminasyon islemi  sonrasi
orneklerin  noétr pH'da  olmasi
gerekmektedir.

MTD testi ile, anti-tiberkiloz tedavisi
almayan hasta drnekleri ile en fazla 7
glin 6nce tedaviye baslanmis ya da
en az 1 yildir tedavi gérmeyen hasta
ornekleri degerlendirilebilir.

MTD testiyle sadece M. tuberculosis
complex Uyeleri saptanmaktadir.

Cok miktarda MOTT iceren &6rnekler

zay|f pozitif sonuca yol agabilir.

GENPROBE MTD CALISMA
PROTOKOLU
Kit icerigi:
M.tuberculosis amplification tray
1. Mycobacterium Specimen
Dilution Buffer ( 1x 2.5 ml)
2. Mycobacterium tuberculosis

Amplification Reagent (liyofilize)

3. Mycobacterium Amplification
Buffer (1 x 3 ml)

4. Mycobacterium Oil Reagent (1 x
10 ml)

5. Mycobacterium Enzyme Reagent

(liyofilize)
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6.

Mycobacterium Enzyme Dilution
Buffer (1 x 1.5 ml)

M.tuberculosis hybridization tray

7.

8.

9.

Mycobacterium tuberculosis

Hybridization Reagent (liyofilize)

Mycobacterium Hybridization
Buffer (1 x 6 ml)
Mycobacterium Selection

Reagent (1 x 15 ml)

10. Mycobacterium Lysing Tubes ( 2

11. Sealing Cards

x 25 adet)
(1 paket)

Kitle Birlikte Verilmeyen, Calisma lcin

Gerekli Malzemeler

1.

Mikropipetler (25ul, 50 pl, 100 pl,
200 pl, 300 plI ve 450 pl hacimli)

2. Vorteks mixer

10.

Seril su (Filtre edilmis veya
otoklavlanmis)

Kualtar tapleri

Steril 3mm cam boncuklar
Mikrosantrifij  tapleri  (burgulu
kapakli)

Amplification positive cell kontrol
( Or; M.tuberculosis ATCC 25177
veya ATCC 27294)
Amplification negative
kontrol(Or; M.gordonae ATCC
14470, veya M.terrae ATCC
15755)

Sodyum hipoklorit (Camasir suyu;

cell

%5.25 hipoklorit solusyonu)

Plastik bench Usti tibbi atik

kutusu

Gen-Probe TARAFINDAN TEMIN
EDILEBILEN, TESTIN CALISILDIGI

CIHAZ VE MALZEMELER

Gen-Probe Leader ,
Luminometre

Gen-Probe, Sonikator
Gen-Probe, Dedection Reagent
Kit

Gen-Probe, Su Banyosu (42°t
1°C Ve 60° £1°C)

Gen-Probe, Kuru Isi Ortami *
(42°+ 1°C ,60° £1°C ve 95°
+5°C)

Gen-Probe, Sonikator Rack

7. Test Tup Rack’lari

10.

11.

12.

13.

1000 MI Pipet Uclar ( Hidrofobik

Tikagl)
175 pl'lik pipet uglar (hidrofobik
tikacl)
12x75 mm polipropilen

tlpler(amplification tipleri)
Mikropipetler (25ul, 50 pl, 100 pl,
200 pl, 300 pl ve 450 pl hacimli)
12x75
tikaglari

mm  polipropilen  tlp

Repeat pipetorler

*12x75 mm’lik tiplere uygun Gen-

probe’un

kendi  1s1  bloklarinin

kullanimi énerilir.



GENPROBE MTD LABORATUVAR
UYGULAMA PROTOKOLU

REAKTIFLERIN HAZIRLANMASI

1.M.

Kit igindeki malzemeler

sulandiriimadan

liyofilize
2-8°C’de son
kullanma tarihlerine kadar stabildir.Kit
olan

ilk acildiginda liyofilize

malzemelerin sulandirimi su sekilde

yapilir:

tuberculosis Amplification
Reagent. Liyofilize M. tuberculosis
Amplification = Reagent 3.0 ml
Mycobacterium Amplification Buffer
ile karistirilarak ¢ézallr. Solusyon
iyice karigsincaya kadar vortekslenir,
berraklasana kadar oda Isisinda
bekletilir.

eppendorf

ilk sulandirrmdan sonra

tlplere bollndr.
Hazirlandiktan sonra 2-8°C’de 2 ay
stabildir. Kullanim éncesi oda Isisina

gelmesi saglanmalidir.

2 Mycobacterium Enzym Reagent:

Liyofilize  Mycobacterium  Enzym
Reagent ve Mycobacterium Enzym
Dilution Buffer karistirilir. Eriyene
kadar vortekslenir. Enzim

sulandirildiktan sonra en fazla 15 dk
oda isisinda bekletilebilir. Eppendorf
tlplere bolindr. Hazirlandiktan sonra
2-8°C’de 1 ay, -20°C’de 2 ay stabildir.
reagent

Dondurulmus iceren

aliquotlar ¢Ozuldukleri gln

kullaniimasi gereklidir.

3.
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M. tuberculosis Hybridization
Reagent: Liyofilize M. tuberculosis
Hybridization = Reagent ve M.
Buffer

karigtirilir. Eriyene kadar vortekslenir.

tuberculosis  Hybridization

Eppendorf tuplere bolundr.
Hazirlandiktan sonra 2-8°C’de 1 ay, -

20°C’de 2 ay stabildir.

Kullanima Hazir Olan Reaktifler:

1.

Mycobacterium Oil Reagent : 2-

8°C’de son kullanma tarihine kadar
stabildir.

Mycobacterium Selection Reagent:

2-8°C’de son kullanma tarihine kadar
stabildir.

Mycobacterium _Specimen _Dilution
2-8°C’de son

tarihine kadar

kullanma
stabildir.

Buffer:

TEST UYGULAMA PROSEDURU

1.

Sonikatére ¢izgi seviyesine kadar

musluk suyu konur. Calismaya

baslamadan o6nce optimal sonik
enerjinin transferi icin sonikatér 15
dakika calistirilarak suyun degasse
olmasi saglanir.

Uc 1s1 blogu (42°+ 1°C
95°C)’ da calistirilir.

Luminometre cihazi acilir, 6zellikle

,60°C ve

pompalamasi kontrol edilir.

Lize tupleri isaretlenir. Calisma

duzeni soyle olmaldir:
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10.

11.

Negatif Pozitif 1.Hasta |2.Hasta |3.Hasta |4.Hasta
kontrol kontrol | | | |
Tap kapaklari acllarak tum Oonceden sulandiriimigsa -20°C’den
mycobacterium  lysing  tlplerine cikartihp oda sicakliginda erimesi
pipetle 50ul Mycobacterium beklenir. Ancak enzim oda
specimen dilisyon bufferi ilave edilir. sicakhginda 15 dk'dan fazla
Negatif kontrol, pozitif kontrol ve kalmamalidir.
vortekslenmis, dekontamine edilmis 12. Tapler sure bitiminde 95°C’den

orneklerden 450 pl lize tdplerine
aktarihir. Negatif kontrol olarak 450 pl
ddH,0, pozitif kontrol olarak Uremis
kdltirden  hazirlanan 450  pl'lik
karisim kullanilir.

Tdp kapaklari kapatilarak 3 sn

vortekslenir ve tlpler sonikatore
yerlegtirilir. 15 dk sonike edilir.
Sonikasyondan sonra ornekler, lizat
olarak isimlendirilir. Lizat
vortekslenmez

Amplifikasyon tupleri 6nceki gibi

isaretlenir ve 50 pl M. tuberculosis
Amplification Reagent pipetlenir.

Uzerlerine 200 pl Oil reagent tip
duvarindan sizdirilarak konur.

Amplifikasyon  tuplerinin  dip
kisimlarina yag tabakasini gecerek
25 pl lizat eklenir

Tlpler sealing kartla kapatilarak
95°C’de 15 dk inkube edilir. Bu sure
20 dKyi

icerisinde enzim sulandiriimamigsa

gegcmemelidir.Bu  sire

sulandirilir, altlst edilerek karigtirilir

ve berrakl agsmasi beklenir. Daha

13.

14.

15.

16.

17.

cikartiir ve hemen 42°C’ye alinir.
42°C’de 5 dk bekletilir. 5 dk sonunda
25 pl enzim eklenir ve kanigtirilir. 30
dk 42°C’de inklube edilir.

icerisinde

Bu slre
Mycobacterium
Hybridization Reagent hazirlanir ya
da daha

hazirlanmigsa

Onceden

-20°C’den cikartilip
oda isisina gelmesi beklenir.

Sire bitiminde tapler 42°C’den oda

100 ul

Hybridization

IsIsina alinir ve
Mycobacterium
Reagent eklenir
Tlpler 3 kez vortekslenir ve 60°C’de
15 dk inkube edilir.

Sdre bitiminde tlpler oda sicakligina

cikariir ve 300 pl Mycobacterium

Selection Reagent  eklenir.
Ug kez vortekslenir ve 60°C’de 15 dk
inkbe edilir. Sdre 15 dk'yi

gegcmemelidir.

Tldpler 60°C’den c¢ikartihir ve oda
sicakligina gelmesi beklenir. (en az 5
dk)
Luminometrede  uygun
secilir. Cihazda yikama igin kullanilan

program



Detection Reagent | ve |l
seviyesi kontrol edilir . Cihaza birkag
kez yikama yaptirilir.

Tlplerin dis1 hafifce silinerek énce
kontroller sonra hastalar okutulur.

Sonuglar degerlendirilir.
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SONUGLARIN
DEGERLENDIRILMESI:

Calisma sonuglarinin kabul edilebilmesi

icin  kontrol sonuglarinin  beklenen

degerlerde olmasi gereklidir.

Kontrol Sonucu (Birim olarak)

Negatif Kontrol

Pozitif Kontrol

< 20,000 RLU
> 500,000 RLU

Hasta sonuclarinin degerlendirilmesi:

Test sonucu (Birim olarak)

1) 2 30,000 RLU

2) < 30,000 RLU

YORUM

O M. tuberculosis complex rRNA’si

saptandi.

O M. tuberculosis complex rRNA’sI

saptanmadi.



