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Moleküler Tanı 

• Duyarlılığı yüksek, yalancı pozitif sonuç verebilir 

• İyi standardize edilmezse yüksek oranda yalancı 

negatif sonuç elde edilebilir 

• Canlı ve ölü bakterileri birbirinden ayırt edemez 

• Sonuçlar diğer tanı yöntemlerinden elde edilenler 

ile birlikte değerlendirilmelidir 

• Pahalı, karmaşık cihazlar ve özel eğitimli 

çalışanlar gerektirmektedir 

• Hızlı tür saptama ve ilaç duyarlılığı belirlemede 

çok başarılıdır. 

 



Nükleik Asit Çoğaltma ile Enfeksiyon 

Etkenlerinin Saptanması 

Örnekteki 

hücreler 
DNA 

eldesi 

DNA 

çoğaltma 

Ürün 

saptama 



Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT) 

Kalıp DNA 

95°C zincirlerin ayrılması 

50-70°C  

primerlerin birleşmesi 

72°C DNA yapımı 

Ürünler 

Hedef Bölge 

(Polymerase Chain Reaction –PCR-) 



PZT çoğaltma ürünleri elektroforez ile incelenir 
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İzlenebilir PZT (Real Time PCR) 

 ile tanı ve ilaç direnci belirleme 



DNA saflaştırma PZT karışımlarının 

hazırlanması 
İzlebebilir PZT 



Uganda’da  
bir laboratuvar 

Hindistan’da  
bir laboratuvar 



Kaynakları Sınırlı Ülkelerde Laboratuvar Koşulları 



Örneği kaynar su üzerinde bekletmek PZT’ne gerekli DNA izolasyonu için yeterli 



Nükleik Asit Çoğaltma Testleri 



Gene Xpert 

M. tuberculosis tanısı ve  
Rifampisin direnci belirleme 



Balgam örneği pamuklu çubuk ile parçalama çözeltisine konup 

çalkalanır. Kartuşa dökülür. Kartuş makineye konup makine 

çalıştırılır. 

Test Hazırlama 



Xpert TB 
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Çin tüberküloz kontrol programı sadece ARB+ örneklerin Xpert ile çalışılmasına onay 
vermiş 



“Loop Mediated Amplification” (LAMP) 

n 6 değişik bölgeye özgü 4 primer kullanılır. 

n Özgüllüğü çok yüksek 

n Sıcaklık döngüsü gerektirmez; izotermal 

çoğalma 

n Çoğalma floresans veya tüplerde 

bulanıklık oluşması ile izlenir 

n Çoğaltma RNA’dan başlatılabilir 





LAMP (Loop mediated amplification) 



Nükleik asit çoğaltma inceleme 



M. tuberculosis saptama ve ilaç direnci 



M. tuberculosis saptama ve rifampisin direnci 











Genotiplendirme 
PZT ve Restriksiyon Enzim İncelemesi ile Tür Saptama 

• hsp65 geni PZT ile çoğaltılıp BstEII ve HaeIII 
enzimleri ile kesilir 

• Ürünler elektroforez ile ayrıştırılıp incelenir 

(Myker B ve Myker H. Köksalan & Kocagöz) 



“Line Probe Assay” (LIPA) ile tür saptama 

• INNO-LiPA Mycobacteria (Innogenetics, Ghent, Belgium) 

• 16S-23S rRNA “spacer region”; Biyotinli primerler ile PZT 

• Tersine hibridizasyon; streptavidin alkalen fosfataz ile boyama 

• M. tuberculosis, M. kansasii, M. xenopi, M. gordonae, M. avium, 
M. intracellulare, M. scrofulaceum, and M. chelonae  



LIPA ile antibiyotik direnci belirleme 

Hain Lifesciences Genoytype Mtbdr Plus 



DNA Dizisi Saptama 
Sanger Zincir Sonlandırma Yöntemi 



Kapiler Elektroforez 









Yeni Nesil Dizileme ile Tüm Genom İncelemesi 
Tanı, Epidemiyoloji, İlaç Direnci 

 

“Shot gun  
sequencing” 
 
Rastgele atış 

“Delikli demir çıktı 
Mertlik bozuldu” 

Köroğlu 



Pirodizileme 
Küçük çukurlarda DNA sentezi yapılır. Nükleotitler tek tek sıra ile çukurlara eklenir. 
Polimeraz nükleotitleri eklerken pirofosfat açığa çıkar. Bu ortama konan sülfirilaz 
enzimi ile ATP oluşmasını sağlar. Yine ortamdaki Lusiferaz ATP yi kullanarak 
lusiferini oksitler ve bu sırada ışık oluşur. Işığın oluşması DNA dizisinde o sırada 
eklenen nükleotitin olduğunu gösterir. Aygıt çukurlardaki ışımaları okuyarak DNA 
dizisini belirler. 



İyon duyarlı dizileme 
Aygıtta pH’a duyarlı küçük çukurla bulunur. Bu yüzeylerde DNA sentezi yapılır. 
Nükleotitler tek tek sıra ile çukurlara eklenir. Polimeraz nükleotitleri eklerken H+ 
açığa çıkararak pH’ı düşürür. Hangi nükleotit ekleniyorsa ona göre DNA dizisi 
okunur. Her döngüde bağlanmayan nükleotitler çukurlar yıkanarak uzaklaştırılır. 



Nanopore Sequencing 







Tüberkülozdan arınmış bir dünya için 
yaptığınız katkıya teşekkürler… 


