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POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU ve MIKROBIYOLOJIDE
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Ozet: infeksiyoz hastaliklann teshisinde genellikle. direkt ve indirekt yontemler kullanilir. infeksiyonlarin teshisini
saglayan klasik direkt yontemler (konvansiyonel teshis yontemleri) klinik bulgulara, otopsi bulgularina, etken izolasyon
ve identifikasyonuna. antijenik materyallerin saptanmasina ve serolojik tekniklere dayanmaktadir. Bu yontemler bazen
basarih sonuclar vermedigi gibi latent infeksiyonlarda da hatah pozitif sonuglara yol agabilmektedir. Bu gibi olgularda.
mikroorganizmaya ait genetik materyallerin (DNA ya da RNA) veya proteinlerin saptanmasini amaglayan. kesin
sonuglar veren biyoteknolojik teshis yontemlerinin kullamilmalan oldukg¢a faydali olmaktadir. Bu biyoteknolojik
yontemler icerisinde en yenilerinden birisi olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), spesifitesi ve sensitivitesinin
oldukga yiiksek olmasi gibi nedenlerle arastirmalarda yaygin olarak kullamlmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Polimeraz Zincir Reaksiyonu, infeksiyoz hastaliklar, kullanim alanlari.

POLYMERASE CHAIN REACTION AND ITS USE IN MICROBIOLOGY

Summary: Direct and indirect methods are generally used in the diagnosis of infectious diseases. Classical direct (or
conventional) diagnostic methods usually rely on clinical and post mortem findings. isolation and identification of the
causative agents, detection of the antigenic substances and of specific antibodies by serologic methods. These tecniques
may sometimes give insufficient results or may cause false positive results in latent infections. In such cases. the use of
biotechnologic methods for the detection of microbial genetic materials (DNA or RNA) or proteins would be benifical.
Polymerase Chain Reaction (PCR). one of the newest of these biotechnologic methods. is used widely in research studies
because of its high sensitivity, specificity. reliability and accuracy.

Key Words: Polymerase Chain Reaction. infectious diseases, usage areas.

infeksiyoz etkenlerin erken, kesin ve giivenilir bir
sekilde teshis edilmelerini saglayan ileri teknikler ve
biyoteknolojik teshis yontemleri Tablo-1'de gosteril-
digi gibi gruplardinlabilirler.

Niikleik asit hibridizasyonu ile tani yontemi,
niikleik asitlerin son derece 6zgiin olmalart ve son de-
rece stabil molekiiller olusturabilmeleri gibi avan-
tajlara sahiptir. Hibridizasyon teknikleri ile genellikle.
materyallerde (doku, organ, hiicre kiiltiirii v.s.) bu-
lunan hastalik ajanlarimin veya bu dokulara ait hiicre
DNA'larindaki spesifik genlerin isaretli problarla or-
taya konmasi amac¢lanmaktadir?=3-= Niikleik asit
problart ile hibridizasyonla tam birgok mikroorga-
nizma i¢in yeterince 6zgiin olmasina kargin: ayni de-
recede duyarli degildir. Hedef niikleik asit incelenecek
materyalde ¢ok az miktarda bulunuyorsa hibridizas-
yonla saptanamaz. Boyle durumlarda, ilk kez 1985
yilinda Saiki ve ark.'” tarafindan hemoglobinopatile-
rin teshisinde uygulanan, bir ¢ogaltma prosediirii kul-
lanilabilir. Dolayisiyla da hibridizasyon tekniginin du-
yarlihi@i artirilabilir.  Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction, PCR) denilen bu yon-
temle incelenecek materyalde cok az bulunabilen
niikleik asitlerin sayisi amplifikasyon yontemleriyle
artirtlmakta ve daha sonra da saptanabilir diizeye
erisen bu molekiillerin varhg: hibridizasyon teknikleri
ile gosterilebilmektedir?!!-2%

PCR bakteri, virus, mantar, parazit ve protozoon gi-
bi hastalik etkenlerine ait hedef niikleik asit zin-
cirlerinin primer adi verilen spesifik komplementer
oligoniikleotidler ve 1siya dayanikli polimeraz en-
zimleri  (Taq) kullamlarak in  vitro  olarak
cogaltilmasimi (amplifikasyonunu) saglayan: oldukca
Ozgiin ve giivenilir molekiiler biyolojik bir tekniktir
71518 Bu hedef genetik materyaller ¢cok az sayida ve
hatta bircok ilgisiz DNA' lar arasinda olsalar bile
cogaltilabilir, homojen bir DNA materyali haline ge-
tirilebilip kolayca identifiye edilebilir>'8.

PCR, DNA'nin ortamda polimeraz enzimi ve DNA
sentezi icin uygun maddeler bulunmasi halinde karsit
siralarini sentezleyebilme yeteneginden faydalanilarak
olusturulan bir reaksiyondur. DNA veya RNA di-
zilerinin sayisal olarak arttirilmasi esasina dayanan
PCR' in en énemli yonii , 6zel bir DNA dizisi segip
cogaltarak istenmeyen dizilerin ortaya c¢ikmasini
onlemesidir. Bu ozellik, sadece dizinin taninmasini
kolaylastirmakla kalmaz, ayrica. DNA' nin analiz edil-
mesini de saglamaktadir'7-33,

PCR'in baghca kullamim alanlar; mikrobiyolojik
caligmalar, adli tip ve genetik bozukluklarin be-
lirlenmesi seklinde 6zetlenebilir>. PCR' in tip ve diger
bilim alanlarinda oldukca yaygin olarak kullanilma-
sinda onemli rol oynayan faktorler arasinda sicakhga
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Tablo 1. Hastalik etkenlerinin teshisinde en ¢ok kullamlan ileri teknikler ve biyoteknolojik yontemler (2.6).
Table 1. Advanced techniques and biotechnological methods frequently used in the identification of disease agents.

1. immunojenik substanslarinin saptanmasi

A. Antijenlerin B. Antikorlarin

2. Genetik materyallerinin saptanmasi
A. Niikleik asit hibridizasyon teknikleri

a. ELISA a. ELISA

b. RIA b. RIA

c. FA c. FA

d. Immunperoksidaz d. Immunperoksidaz

a. Southern Blot Teknigi
b. Northern Blot Teknigi
B. Niikleik Asit Amplifikasyon Teknikleri

a. Transkripsiyonla amplifikasyon Teknikleri

- Transkripsiyona Dayali Amplifikasyon (TAS)

- Self-Sustained Sequence Replication (SSSR)

c. Dot Blot Teknigi
d. In Situ Hibridizasyon

- Standart Displacement Amplification (SDA)

. Immunblot e. Immunblot

[¢]

. Protein Dot Blot

-
-1

¢. In Sitit Immunperoksidaz

b. Prob Molekiillerinin Amplifikasyon Teknikleri

- Ligaz Zincir Reaksiyonu (LCR)

- RNA Prob Molekiillerinin Q Beta Replikaz ile
amplifikasyonu

c. DNA Amplifikasyon Teknikleri

- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

direncli bir DNA polimeraz enziminin bulunmasi ve
PCR cihazlarinin (Thermocycler) gelistirilmesi sayila-
bilir.

PCR' in Temel Bilesenleri -

1. Matris veya Kalip DNA: PCR igin baglangi¢c ma-
teryali gogaltilacak baz dizisine sahip genetik ma-
teryaldir. Eger hedef zincir olarak RNA' dan fay-
dalamlacaksa, reaksiyon baslamadan Once revers
transkriptaz enzimi kullanilarak RNA komplementer
DNA (cDNA)'ya cevrilir, sonra da bu cDNA, PCR
icin kahp olarak kullanihr. Tiim bu iglemlerde en
onemli nokta. amplifiye edilecek DNA' nin fonk-
siyonel 6zellikte olmasidir® 1316,

2. Primerler (Oligoniikleotidler): Isaretlenmis 4-10
niikleotidden olugsmus sekanslar olup sentez i¢in ba-
samak olusturan, DNA' y1 PCR teknigi ile amplifiye
edebilmek i¢in kullanilan, baglatict yardimer oli-
goniikleotidlere primer denir. Bu kisa, tek sarmalh
DNA molekiilleri DNA matrisinin  belli  bir
boliimiiniin sonu ile komplementer yapiya sahiptir.
Bunlar hedef DNA' nin &yle sekanslarina karsi
hazirlanmiglardir ki, bagska kontaminant DNA' lar ile
carpaz reaksiyon vermezler. Bu nedenle de hedef
DNA baz siralarinin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir

21525

3. Polimeraz Enzimleri: PCR' da in vitro olarak
DNA' nin amplifikasyonu isleminde, 1987 yilinda bu-
lunan, Thermus aquaticus' dan elde edilen sicakhga
direncli bir DNA polimeraz enzimi (Tag-DNA po-
limeraz) kullanilmistir. Boylece Tag-DNA polimeraz,
sicakhga direncli olarak kullanilan ilk enzim ol-
mustur. Tag-DNA polimeraz enzimi sicakhga duyarh
olan diger enzimlere gore daha kullamighdir. Ciinkii;
her denatiirasyon siklusunda ortama yeni enzim ila-
vesine gerek yoktur. Ayrica, primerlerin baglanmalar
yiiksek sicakhklarda daha spesifik olmaktadir. Tag-

DNA polimeraz enzimi disginda  Thermus ther-
mophilus DNA-polimeraz, Bacillus ste-
arothermophilus DNA-polimeraz, Thermus broc-
kianus DNA-polimeraz ve c¢ok yiiksek termofilik
ozellikteki Thermus litorolis DNA polimeraz ticari

olarak bulunan diger enzimlerdir®!5-5,

4. Deoksiniikleotid-Trifosfar (dNTPs) Karigimi:
Niikleik asit ya da yeni DNA sarmallarinin sen-
tezlenebilmesi i¢cin dATP, dTTP, dGTP, dCTP olarak
bilinen 4 tip dNTP'a gereksinim duyulmaktadir.
Nétralize edilmig, molaritesi belirlenmig dortlii setler
halinde kullanilmalar halinde reaksiyonun
giivenilirligi artmaktadir. Sentezlenecek olan hedef
DNA' nin uzunlugu, sayisi, dongiiniin kac kez tek-
rarlanacagt dogrudan dogruya dNTPs miktan ile
yakindan ilgili olup; bunlar reaksiyondaki fosfat gru-
bunun da esas kaynagini olustururlar .

5. PCR' da Kullanilan Tampon Soliisvonlar: 10
mM Tris (pH: 8,4), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, je-
latin, % 0,01 NP,0 ve Tween 20' dir.

6. Reaksiyon Kogullari: PCR' da zaman, sicaklik ve
siklus sayisi; hangi DNA' nin hangi primer ile amp-
lifiye edilecegine baglidir®s7-15,

Bir PCR Isleminin Yapihisi ve Prensipleri

Hedef DNA sekansinin in vitro olarak enzimatik
amplifikasyonunu saglayan. olduk¢a giivenilir mo-
lekiiler biyolojik bir teknik olan PCR; genetik-
infeksiyoz hastaliklar ve kanser vakalarimin klinik
olarak teshisi basta olmak tizere olduk¢a genis bir uy-
gulama alani bulmus, cesitli aragtirmacilar tarafindan
"bakterisiz klonlama teknigi" olarak isimlendiril-
mistir”'8,

PCR iglemi ile DNA amplifikasyonunun prensibi
sicaklik, zaman ve siklus sayilari_istepebildigi gibi
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ayarlanabilen o©zel cihazlar yardimiyla agagidaki
asamalarda gerceklesir.

I. FAZ: Ayrnisma (Denatiirasyon) : Bu asamada,
cift iplik¢ikli kalip DNA' nin denatiirasyonu saglanir.
Test ortaminda buffer, INTPs, hedef DNA' ya spesifik
olan ve primer olarak isimlendirilen sentetik tek ip-
likgikli 15-30 bazlik oligoniikleotidler ve 1siya da-
yanikli bir enzim (Taq polimeraz) bulunmaktadir. Bu
asamada 1s1, 91-94 °C olup; reaksiyon 1-2 dakika
stirmektedir.

2. FAZ: Primerlerin Baglanmasi (Birlesme) : Bi-
rinci agsama sonucunda denatiire olarak tek iplikgikli
hale doniisen DNA sekanslarinin her birinin 3'-
uclarindaki (terminus) niikleotidlere uygun sicaklikta
primerlerin  baglanmasi  (primer annealing) bu
asamada gergeklesir. Isimin birden bire 50 °C do-
laylarina  diisiiriilmesiyle primerler DNA  matrisi
iizerinde yogunlasir. Bu asama genellikle 37- 65 °C
arasinda degismekte olup; reaksiyon 2-5 dakika
stirmektedir.

3. FAZ: Polimerizasyon (Uzama): Istya dayanikl
polimeraz enzimi, primerler ve kalip olarak da tek ip-
likgikli DNA kullamilarak in vitro kosullarda cift ip-
likcikli DNA' nin sentezlenmesinin (primer elon-
gation, primer extension) saglandigi asamadir. Re-
aksiyon 70-72°C arasinda yani Tag DNA polimeraz
enzimi i¢in optimal sicaklikta, 2-3 dakikada ta-
mamlanmakta olup; polimerizasyon islemi 5 --> 3
yoniinde gerceklesmektedir”101521, Sekil-1'de bu du-
rum gosterilmektedir .

PCR gibi amplifikasyon teknikleri hi¢gbir zaman di-
rekt teshis metodlart olarak kabul edilemezler. Bu
yontemler, hastaliklarin tanisinda biiyiik yardimi ve
destegi olan ¢ok duyarh, spesifik, cabuk ve giivenilir
sonuglar  veren  biyoteknolojik  amplifikasyon
yontemleridir. Tami ise, sonraki asamalarda hib-
ridizasyon yontemleri ile konulmaktadir.

PCR' iin Modifikasyonlari

Oldukga sik kullanilan PCR' nin en onemli mo-
difikasyonlari soyle ozetlenebilir:
. Invers ( Tersine Donmiis ) PCR,
. Asimetrik PCR,
. Homopolimerli PCR,
. In sitii PCR,
. Hot Start PCR,
. Kantitatif PCR,
. Nested PCR,
. Hedef DNA' nin Amplifikasyonu,
. Multipleks PCR213,

VoI PBA WD —

Ayrica, son yillarda konvansiyonel PCR' a alternatif
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olarak gelistirilen Booster PCR teknigi ile atlarin ve
kiimes  hayvanlarinin  digkilarindan ~ Salmonella
tiirlerinin varhg: 10-12 saat icerisinde belirlenmistir:
ancak bu teknigin c¢ok 0Ozgiin olmasina karsin ma-
liyetinin konvansiyonel PCR" in iki kati kadar oldugu
da bildirilmektedir'®.

PCR  Uygulamalarinda  Hatali  Sonuglardan
Kaginmak igin;

PCR uygulamalarinda, kontaminasyona bagh olasi
bir yalanct pozitifligi engellemek icin asagidaki
onlemlerin alinmasinda fayda vardir. Bunlardan
bazilarini soyle 6zetleyebiliriz:

* Her ¢aligma sonrasinda, kullanilan laboratuvar ve
icindeki malzemeler germisidal etkili UV isinlan ile
sterilize edilmelidir. Primerler UV 1sinina kalip DNA'
dan daha dayaniklidir.

*Yiiksek  1sidan  etkilenmeyen,  reaktiflerin
hazirlanmasinda kullanilan deiyonize sular ve tampon
cozeltiler sterilizasyon amaciyla otoklavlanabilir. Pri-
merler ve niikleotidler otoklavlanamaz.

* PCR i¢in 6zel olarak hazirlanmig pipetler (bu pi-
petlerin i¢ kisimlarina herhangi bir reaktifin kagmasi
ve sonugta buna bagl bir kontaminasyonun olusmasi
sozkonusu degildir) ve pipet uglarinin kullanilmas ge-
rekmektedir; ayrica, reaksiyon sirasinda pozitif ve ne-
gatif kontroller de kullanilmahdir.

* PCR f{irtinlerinin incelenmesinde kullanilan aletler
IM  HCI ile yikanmalidir. Kontaminasyonlarin
onlenebilmesi i¢in kullanilan diger bir uygulama da
UNG (Urasil N Glikolaz) sterilizasyonudur. Her de-
ney sonrasinda kullanilan malzemelere bulagsmis olan
amplifiye iiriinler UNG enzimi ile muamele edilerek
ytkima ugratilmakta ve daha sonra sorun
olusturmamaktadir35-7.11,

PCR' da ¢esitli nedenlere bagl yalanci negatif so-
nuglar da s6zkonusu olabilir;

* Uygun olmayan bir ekstraksiyon islemi ya da bu-
nun sonucunda genetik materyalin kaybedilmesi,

*  Amplifikasyon igleminin uygun bir gekilde
gerceklestirilememesi,

*  Reaksiyonda  cesitli  nedenlerden
naklanabilecek PCR inhibitorlerinin bulunmasi,

* Primer se¢iminin dogru yapilamamasi,

* Etken ozellikle RNA oldugunda, uygun sak-
lanamamasi nedeniyle genetik materyalin tahrip ol-
masi33-1 I.ZS_

kay-

PCR' nun Avantajlari

1. Teknigin ¢ok hizli ayni zamanda da oldukca spe-
sifik olusu en 6nemli 6zelliklerindendir.

2. Kan, serum, doku, hiicre gibi materyallerin
yanisira, oldukca eski zamanlara ait olan kurutulmus
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Sekil 1. Polimeraz zincir reaksiyonunun asamalariZ,
Figure 1..Polymerase chain reaction.
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Bakteriyel ve¥a viral DNA ekstraksiyonu
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& Gift iplikgikli DNA'larin sentezi

il. Period

b
|
|

T

Y
LR
N

Bu agamadan sonra rcéksiyon 25-30 kez tekrarlanir.

srneklerden (antropolojik caligmalarda) de niikleik
asitler ekstrakte edilebildiginden ve hedef DNA' nin
cok kiigiik konsantrasyonlarinin bile bu is igin yeterli
olabilmesi nedeniyle oldukga pratik bir yontem olarak
kabul edilmektedir.

3. Toksin olusturan etkenlerin ve saptanmasi gii¢
olan toksinlerin, bakteri alt tiplerinin, laboratuvar

!
|
|

5. Gift iplikgikli DNA

R

l ‘ — » Denatirasyon ( 95°C)

3'+ 5
M

——— i Primerlerin

bagjlanmasi

ll T l pPolimerizasyon (70-72°C )

Gift iplikgikli DNA'larin

sent?zl

kosullarinda iiretilmeleri oldukga gii¢ olan viruslarin
teshis edilebilmesini saglamaktadur.

4. Direnclilige neden olan genin belirlenmesi ile an-
tibakteriyel ilaglara direngli olan bakterilerin sap-
tanmasinda kullamilir. Ornegin, Staphylococcus au-
reus' da methicillin direng geni PCR ile tesbit edil-
mistir.
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5. Adli tipta basta babalik tayini olmak tizere pek
cok alanda, populasyon genetigi ve epidemiyolojik
calismalarda giderek yayginlasarak kullanilmaktadir

2.7.18.22.23.25

PCR' nun Dezavantajlari

I. PCR' nun en biiyiik avantaji, ashinda teknigin en
onemli dezavantajinin - da  kaynagim  olusturur,
Soyleki, ortamda bulunan tek bir kontaminant DNA,
eger reaksiyonda kullanilan primer ile ortak baz
sirasina sahip ise ayni oranda ¢ogalarak reaksiyon
sonrast elde edilecek sonuglart olumsuz yonde et-
kileyecektir.

2. PCR. deneyimli personel gerektirir. Teknigin ye-
terince duyarli ve 6zgiin olmasi, sonuclarin dogru bir
sekilde yorumlanmasina baghdir.

3. Yontemin pahali olmasi kullanilan alet ve mal-
zemelerden kaynaklanmaktadir337.15,

PCR' da eger primer bolgeyi iceren DNA pargas:
zarar gormemis ise canli ve cansiz bakteriler arasinda

75
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bir ayinm yapilamamaktadir. Klasik konvansiyonel
tekniklerle cansiz bakteriler tesbit edilemezken; PCR
ile canli ya da cansiz niikleik asidin tesbit edilmesiyle
pozitif sonug alinabilmektedir. Bu durum yéntemin
hem avantaji hem de dezavantajidir. Avantaji, ham-
maddenin hijyenik kalitesi hakkinda ¢ok énemli bil-
giler vermesi, dezavantaji ise 1s1 iglemi uygulanmig
olan gida maddelerinde sanki bakteriyel  kon-
taminasyon varmig gibi reaksiyon goriilmesidir 182425,

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Hayvan Pa-
tojenlerinin Saptanmasi

Laboratuvar ortaminda tiretilmeyen ya da iiretilmesi
¢ok uzun zaman alan bakteriyel patojenleri identifiye
edebilme probleminin ¢oziilmesi i¢in PCR ve 16S
rRNA filogenez (tiirlerin zaman igerisinde gegirdikleri
evrim) caligmalart birlestirilmistir. 16S rRNA, tiim
bakterilerde bulunan bir molekiil olup; bir bakterinin
siniflandirilabilmesi amaciyla dnemli bilgiler igerir.
Farkli bakteri tiirleri arasinda evrimsel iligkinin sap-
tanabilmesi bakterilerde 16S rRNA sekansinin niikleik

Tablo 2. Niikleik asit amplifikasyonu ile saptanabilen bazi patojen etkenler?#5:8-10.12-14.19.20
Table 2. Some pathogenic agents that could be detected with nucleic acid amplification.

BAKTERIYEL PATOJENLER
Acromonas hydrophila, Enterococcus faecium,
Acromonas pleuropneumonia, Escherichia spp.,
Erlichia spp.. Campylobacter spp.,
Bordetella pertusis. Haemophilus influenzae,
Borrelia burdgorferi.
Borrelia coriaceae. Helicobacter pylori.
Borrelia spirochetes, Leptospira spp..
Brucella spp.. Legionella pneumophila,
Bacillus anthracis. Mycobacterium sp.p.,
Campylobacter spp., Mycoplasma spp..
Coxiella burnatti. Neisseria spp.,
Clostridium botulinum, Pasteurella multocida.
Clostridium chauvoei, Pseudomonas aeruginosa,
Clostridium difficile.
Clostridium perfiringens. Rhodococcus equi.
Clostridium septicum. Salmonella spp.,
Chlamydia pneumonis. Shigella spp.,
Chlamydia trachomatis. Staphylococcus spp.,
Chlamydia psittaci. Taylorella equigenitalis,
Corynebacterium diphtheriae, Treponema pallidum.
Cowdria ruminatum, Ureoplasma urealyticum,
Dichelobacter nodosus, Vibrio cholerae.

Yersinia spp.

Haemophilus paragallinarum

Renibacterium salmoninarum,

VIRAL PATOJENLER

Herpes virus,

Laryngotracheitis virusu,

Pox virus,

Influenza A virusu,

infeksiyoz bronsitis virusu
Infeksiyoz bursal hastahk virusu
Reovirus.

Newcastle hastalig1 virusu,
Tavuk Anemi virusu

Pneumovirus
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asit dizilisinin anlagilmasi ve bu sekans dizisindeki
benzerliklerin ortaya konulabilmesiyle miimkiin ol-
maktadir. Bu nedenle, bilinmeyen bir mikroorganiz-
manm 16S rRNA sekansinin saptanmasi, bu bak-
terinin bilinen bir tiiriin tiyesi olup olmadig: ya da da-
ha énceden bilinen bir bakteri ile iliskisi olan yeni bir
bakteri olup olmadigi hakkinda yeterli bilgi verir'.

Niikleik asit amplifikasyonu ile saptanan bakteriyel
ve viral patojenlerden bazilari Tablo-2'de gosteril-
mistir.

Teknik , yurdumuzda ve tiim diinyada Veteriner
Hekimlik alaninda gesitli arastirmalarda oldukga sik
olarak kullanilmaktadir. Tiim gelismeler godzoniine
alindiginda PCR'nun hayvan hastaliklarinin epidemi-
yolojisi, tedavisi ve onlenmesi tizerine ¢ok dnemli et-
kileri olacag: oldukga agiktir.
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