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Amaç-1

Leishmania’nın hassas bir şekilde kantitasyonu



Amaç-2



Gereç & Yöntem – 1. Hedef Seçimi

Genomik DNA vs kDNA



Gereç & Yöntem – 2. Primerlerin Tasarımı

Primer F (5’-CAG TTT CCC GCC YCG GAG CYS A-3’)

Primer R 5’-CTC CGG GTA GGG GCG TTC TGC-3’)



 T.C. Sağlık Bakanlığı Mikrobiyoloji Referans 
Laboratuvarı’ndan NNN besiyeri içinde temin edilen L. 
tropica suşu sıvı hücre kültürü besiyerinde (AmnioMAX™-
II Complete Medium) üretim yapıldı.

 Hücreler sayıldı

 5 dilüsyon (104 – 100) hazırlandı 

Gereç & Yöntem – 3. Standart Örneklerin Hazırlanması



 Nükleik asit eldesi için Chelex yöntemi kullanıldı.

 Kaynat  Santrüfüj et  Süpernatantı kullan

Gereç & Yöntem – 4. Nükleik Asit Eldesi



Gereç & Yöntem – 4. Real-Time PCR Set-Up
DNaz RNaz free su 4 µl

2x PCR Miks (SYBR Greenli) 10 µl

Primer F

(5’-CAG TTT CCC GCC YCG GAG CYS A-3’)

(25 mM)

0,5 µl

Primer R

(5’-CTC CGG GTA GGG GCG TTC TGC-3’)

(25 mM)

0,5 µl

Hedef 5 µl

Isı – Süre Döngü İşlev

95oC / 2 dakika 1 İlk Denatürasyon

95oC / 15 saniye

56oC / 60 saniye

72oC / 10 saniye
45

PCR

95oC / 60 saniye

70oC / 60 saniye

95oC / 10 saniye

1 Erime Eğrisi Analizi Isı Profili

37oC / 10 saniye 1
Soğutma



Gereç & Yöntem – 5. Performans Değerlendirmesi



Gereç & Yöntem – 5. Performans Değerlendirmesi

Laboratuvarda kullanılacak test performansının bilinmesi ve buna 
göre test sonuçları raporlanabilir bu bağlamda asgari;

Testin kendi laboratuvar şartlarındaki doğruluğunu (accuracy) 
belirlenmesi,
Sonucu belirlenen en az 20 örneğin veya referans materyalin yüksek ve düşük 

konsantrasyonlu 2 serisinin duplike şekilde   2-5 kez aynı sonucu vermesi 
gerekmektedir. 

Tekrarlanabilirliğinin (precision) belirlenmesi,

Kalitatif testler için alt saptama sınırı, kantitatif testler için ise dinamik 
aralığını saptanması gerekmektedir
 Kantitatif testler için ise dinamik saptama aralığı, yani kantitasyon

yapılabilen kopya, ünite, v.b. sınırları belirlenerek, saptama sınırına yakın
konsantrasyonlardan başlamak üzere 5-7 konsantrasyon duplike olarak
test edilir.



Bu bilgiler doğrultusunda…

5 dilüsyon (104 – 100)

Her bir dilüsyon 3 tekrarlı

3 farklı günde

Çalışıldı.

Gereç & Yöntem – 5. Performans Değerlendirmesi



Bulgular & Tartışma;
Genomik DNA vs kDNA

Genomik DNA CT: 40,38 
Kinetoplast DNA CT: 31,56

dCT: 8,82, 2dCT: 451,94



Bulgular & Tartışma 1. Gün



Bulgular & Tartışma 2. Gün



Bulgular & Tartışma 3. Gün



Bulgular & Tartışma Toplu Sonuçlar



Bulgular & Tartışma



Yağmur Eylül Doğantürk

Teşekkür ederim…


