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Hastalik Etmeni Patojen Teshisinde PCR Teknolojisi

Emre SEVINDIK! A. Cagr1 KIR? Kadir BASKEMER® Veysel UZUN?
!Ardahan Universitesi Gole Meslek Yiiksekokulu

2Ardahan Universitesi Saghk Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu

®Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

*Sorumlu Yazar: Gelis Tarihi: 02 Nisan 2013
E-posta: ph.d-emre@hotmail.com Kabul Tarihi: 24 May1s 2013
Ozet

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), rekombinant DNA teknolojisi ile birlikte gelisen, molekiiler biyoloji ve genetik alaninda siklikla
kullanilan bir tekniktir. Bu teknik ile klonlamaya gerek kalmaksizin hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi saglanir. Viriisler, bakteriler, bazi mantar
trleri insanda, hayvanlarda ve bitkilerde patojenite olusturan ¢ok onemli bir gruptur. Enfeksiyon hastaliklarinda patojenlerin saptanmasinda
rutin olarak uygulanan PCR gesitleri bulunmaktadir. Bunlar Nested-PCR, Real- Time PCR, Multipleks PCR, Kantitatif PCR, Touch Down
PCR, Solid Phase PCR, ve Revers Transkripsiyon PCR’d1r.

Anahtar Kelimeler: PCR, Patojen, Hastalik

Pathogen Causing Disease of Diagnosis PCR Tecnology

Abstract

Polimerase chain reaction (PCR) with which, the development of recombinant DNA tecnology, a technique commonly used in field of
moleculer biology and genetic. Duplication of the target DNA is provided with this technique without the need for cloning. Some fungus
species, bacteria, viruses constitutent an important group of pathogenicity in human, animals and plants. There are routinely applied types of
PCR in the detection of pathogens infections diseases. These Nested- PCR, Real- Time PCR, Multipeks PCR, Quantitative PCR, Touch
Down PCR, Solid Phase PCR, and Reverse Transcription.
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GIRIS hastaliklarin  tanisinda da kullanilmaktadir (2,3). PCR
tekniginin bulunmasindan giiniimiize kadar pek c¢ok yeni
metotlar  gelistirilmigtir. Cogaltilmast istenilen DNA
dizisinin bilindigi durumlarda kullanilan metotlar; Nested-
PCR, Real- Time PCR, Multipleks PCR, Kantitatif PCR,
Touch Down PCR, Solid Phase PCR, ve Revers
Transkripsiyon PCR’dir(4).

Bu derleme makalede, PCR teknigi kullanilarak
bitkilerde ve hayvanlarda hastalik etmeni olan patojenlerin
tanimlanmasin da ve teshis edilmesi hakkinda bilgi
verilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), molekiiler biyoloji
ve genetik alaninda genis bir kullanima sahip olan bir
yontemdir(1). Bu enzimatik reaksiyon, ortamda polimeraz
enzimi ve sentez igin uygun molekiiller bulunmas: halinde,
DNA ve RNA dizisinin secilip taninmasi  ve
amplifikasyonunu saglayan yontemdir. Bu yontem
molekiiler markirlarin ¢aligmalari i¢in alternatif bir yol
saglamaktadir. PCR, bakteri, viriis, mantar, protozoon ve
parazit gibi hastalik etmenlerinin teshisinde kullanilmasinin
yant sira, Mmikrobiyal c¢aligmalar, adli tip ve genetik
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PCR METOTLARI

Nested-PCR

PCR tekniginin spesifikligini artirmak icin gelistirilen
yontemdir. Bu yontemde, birbirini takip eden iki polimeraz
zincir reaksiyonu mevcuttur. Yontemde istenilen amplifiye
dizilerin i¢ bdlgesinin ¢ogaltilmasi amaciyla dizayn edilen
primerlerin kullanildigit 2 PCR islemi uygulanmaktadir.
Uygulanan ilk amplifikasyonda, hedef DNA dizisinin dig
bolgesine 6zgii iki dis primer kullanilarak uzun bir bélgenin
cogaltilmast  gergeklesmektedir. Ikinci amplifikasyon
mekanizmasinda, ilk amplifikasyondan gelen bdlgenin i¢
bolgesine baglanan iki i¢ primer kullanilarak kiigiik alanin
¢ogaltilmasi saglanmaktadir(5). Bu yontem ile giiniimiizde
pek ¢ok protozoon, bakteri, viriis ve birgok hastalik etmeni
teshis edilmektedir(6,7). Yapilan arastirmalarda, tiiberkiiloz
etmeni Mycobacterium tuberculosis (8,9), Q hummasina
neden olan Coxiella burnetii (10), Spiroket hastaligina
neden olan Leptospira cinsine ait bakterilerin (11,12), sark
¢iban1 etmeni Leismania tanisinda (13), mavi dil hastaligt,
rastik hastaligi gibi bitki, hayvan ve insanlarda bakteri,
viris ve funguslarin neden oldugu pek c¢ok patojen
mikroorganizmalarin teshisinde Nested-PCR tekniginin
etkin oldugu gosterilmistir (14,15).

Real- Time PCR

Real-time PCR, DNA ya da mRNA o&rneklerinin
¢ogaltimini ve triinlerinin miktarini tek bir tlipte tespit
edebilen son zamanlarda popiiler olmus bir tekniktir(16).
Gen anlatiminin belirlenmesi, farklilagma ve patolojik
durumlarin saptanmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Medikal
aragtirmalarda ve molekiiler tan1 caligmalarmda biyolojik
materyalle calisirken ¢ok sayida doku ornegine veya hiicre
miktarina ihtiya¢ duyulur. Real-time PCR metodu ile gok
az miktardaki biyolojik bir Ornegin 6zelligini hizl,
giivenilir ve hassas bir sekilde ortaya
koyulabilmektedir(17). Real-time RCR, enfeksiyon
hastaliklarinda patojenlerin belirlenmesinde diziye 06zgii
floresan problar sayesinde klinik laboratuarinda tercih
edilen ve rutin olarak uygulanan bir yontem haline
gelmistir. Bu yontem sayesinde c¢ok sayida mikrobiyal
patojen tanimlanmig olup antibiyotiklere karst direngli olan
tirler tespit edilmistir. Vanamisine direngli Enterococcus
faecalis’den E. faecium, ¢ok yaygin bir patojenite etkeni
olan Candida’nin bazi onemli tirleri belirlenerek bu
enfeksiyon ajanlarina 6zgii floresan primer ve problar
gelistirilmis ve tanida kullanilmaya baslanmigstir(18). Real-
time PCR teknigi ile et ve et tiriinlerinde Salmonella spp.
Listeria monocytogenes, Escherichia coli 0157:H7,
Yersinia enterocolitica, Staphyloccus aureus,
Campylobacter jejuni gibi pek ¢ok patojen bakterinin
tanimlanmasi i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmustir. Bu
arastirmalar sonucunda real-time PCR’in hizi, hassasiyeti,
spesifitesi ~ve  otomasyona uygun olmasi  gibi
avantajlarindan dolayr gida kaynakli patojenlerin tespitinde
umut verici bir yontem oldugu ileri siliriilmiistiir(19). Bunun
yani sira bu yontem ile malaria hastaliina neden olan
Plasmodium falciparum, P. vivax, ve P. Ovale tiirleri
teshis edilmistir(20).

Multiplex PCR

Bu PCR metodunda kalip DNA dizisini c¢ogaltmak
amactyla ayni reaksiyon igerisine birden fazla primer ¢ifti
ilave edilerek c¢ogaltma islemi yapilmaktadir. Bu metot
agirhikli  olarak  virlis ve  viroidlerin  genlerinin
¢ogaltilmasinda kullanilmaktadir (21-23). Multiplex PCR
ile genetik caligmalar yapilmis ve hastalik etmeni patojen

mikroorganizma teshis edilmistir. Arastirmalarda bu
yontem uygulanarak Salmonella enteritidis, Salmonella
thphimurium (24), nosokomiyal patojen olan Acinetobacter
baumannii teshisinde(25), intraseluler patojen olan Listeria
monocytogenes tanimlanmasinda kullanilan  yontemdir
(26). Bakteremi ve insanlarda ishal hastaligi, Arcobacter
butzleri ve Arcobacter cryaerophilus’un neden oldugu ve
bu mikroorganizmalarin ¢iftlik hayvanlarinda, sularda ve
hayvan kaynakli gidalarda tespit edilmistir. Yapilan
arastirmalar ile multiplex PCR ile bu hastalik etmenlerinin
tanimlanmas1 ve teshisi saglanmistir(27). Multiplex PCR,
Escherichia coli (STEC) bakterilerinin tanmlanmasi igin en
hassas yontem olarak kabul edilmektedir. Siga toksin
ureten Escherichia coli (STEC), insanlarin mide ve
bagirsaklarmn  6nemli  hastalik  etmenidir. ~ Yapilan
aragtirmalar ~ sonucunda  insanlardan  izole edilen
Escherichia coli (STEC) bakterilerinin teshis edilmesinde
multiplex PCR (mPCR) yonteminden yararlanilmis ve
basar1  saglanmustir(28). Insanlarda  Escherichia coli
0157:H7 tarafindan Shiga benzeri toksinler liretilmektedir.
Bunlar hemolitik ciddi vakalara ve liremik sendromlara
neden olabilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda g¢evresel
etmenler olan su ve topraktan kullanilarak multiplex PCR
ile Escherichia coli O157:H7 tespit edilmistir (29).

Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR)

Revers Transkriptaz PCR yontemi, normal PCR’dan
farkli olarak RNA cogaltimin1 amaglayan hiicrelerden izole
edilen RNA molekiillerinin retroviriislerden izole edilen
Revers transkriptaz enzimi yardimiyla komplementer DNA
(cDNA) sentezini  gerceklestirmesi  sonucu, gen
ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir
yontemdir. {lk olarak RNA kalip olarak kullamlarak
tamamlayict DNA sentezlenir, sonra DNA-RNA sarmalinin
ayrilmasi saglanir, son olarak da ayrilan DNA dizisi kalip
olarak kullanilarak cift zincirli DNA dizisi ¢ogaltilmasi
saglanir (30). Bu yontem ile Echinococus tiirlerinin gen
ekspresyon caligmalart ve c¢DNA  kiitiiphanelerinin
olusturulmas: saglanimisgtir(31). Yapilan aragtirmalarda
insan malarya paraziti olan Plasmodium falciparum’un
olgun gametositlerini RT-PCR ile inceleyerek bu yontemin
az miktarlardaki gametositlerin tanimlanmasinda uygun bir
yontem oldugunu bildirmislerdir (32,33). Bovine Viral
Diarrhea/Mucosal Disease (BVD/MD) sigirlara mahsus,
identik bir virus (Bovine Viral Diarrhea Virusu; BVDV)
tarafindan meydana getirilen, klinikman birbirin-den farkl
iki formu bulunan hastaliktir. Reverse Transkriptaz PCR
yontemi kullanilarak bovine viral diarrhea viriisii (BVDV)
sebep oldugu mukoza hastaligmin teshis edilmesi
aragtirmalar ile saglanmistir (34). Avian pneumovirus
(APV) hindilerde iist solunum yolu problemleri ile ortaya
¢ikan hindi rhinotrakeitis (turkey rhinotracheitis, TRT)
hastaliginin etkenidir. Virus tavuklarda da goriilmekte olup
“Siskin Bas Sendromu” (swollen head syndrome, SHS)
olarak bilinen hastalik tablosunu meydana getirmektedir.
Reverse Transkriptaz PCR yontemi kullanilarak Avian
pneumovirus (APV) infeksiyonun varliginin belirlenmesi
saglanilmigtir(35).

Touch Down PCR

Touch Down PCR teknigi ile istenmeyen DNA
dizilerinin ¢ogaltimi saglanmaktadir. ilk asamada primer
sicakligr ¢ok yiiksek tutularak primerlerin spesifik sekilde
hedef diziye baglanmasi amaglanmaktadir. Daha sonra
turlar  ilerledikge bu  sicakligm  Tm  seviyesine
diigtiriilmesine dayanmaktadir (5). Pneumocystis carinii f.
sp. hominis, AIDS ve bagisiklik sistemi diisiik olan
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hastalarda 6liime neden olan firsat¢1 bir fungustur. Bu
hastalik etmeni Touch down (TD-PCR) yontemi
kullanilarak tespit edilmistir (36). Insanlarda hastahik
etmeni bakteri olan Chlamydia’min 3 tiiri C. pneumoniae,
C. trachomatis ve C. psittaci zatiire, trahoma ve solunum
yolu enfeksiyonu gibi hastaliklara neden olmaktadir.
Eriskinlerde zatiireye hem C. pneumoniae hemde C.
psittaci  neden olurken, yeni dogan ¢ocuklarda C.
trachomatis neden olmaktadir. Touch down PCR yontemi
ile C. pneumoniae, C. trachomatis ve C. psittaci ‘nin 16S
ve 16S-23S rRNA gen bdlgelerinin sekansi yapilmis ve
hastalik etmeni olan bu bakteriler teshis edilmistir (37).
Aspergillus fumigatus ipliksi bir mantar olup, firsatg1
patojendir. Bagisiklik sistemi zayif olan hastalarda 6dnemli
bliyik  problemler ortaya ¢ikarmaktadir.  Yapilan
arastirmalar sonucunda, Touch down PCR ve RAPD
analizlerinin birlikte yapilmasi ile bu firsatgr patojenin
tanimlanmasinda kullanilmustir (38).

Solid Phase PCR ( Kat1 Fazhi PCR)

Solid Phase PCR DNA ¢ip teknolojisinin kullanildigi,
tek niikleotid polimorfizm ve DNA dizi analizlerinde
kullanilan yilizeye sabitlenmis DNA’nin iiretiminde
kullanilacak bir polimeraz zincir reaksiyon ¢esididir.
Cogaltma islemi yiizeye 5° ucundan tutturulmus primerler
tarafindan gergeklestirilir (5). Bu yontem, su yada havadaki
herhangi bakteri veya viriis tespitini saglayabilmektedir
(39). Klinik 6rneklerden bakterilerin hizli bir sekilde tespit
edilmesi hasta i¢in antimikrobiyal terapi i¢in Onemli bir
unsurdur. DNA ¢ip teknolojisi kullanilarak patojen
bakterilerin  teshis  edilmesi  arastirmalar  sonucu
kanitlanmugtir (40). Geleneksel olarak havada bulunan
bakteriler sinirlt kiiltlir temelli yontemler ile izlenilmesi
saglanmaktadir. Ancak bir ¢ok bakteri hiicresi aerosol stres
ormek kosullarindan dolay:r kiiltiir edilemeyebilmektedir.
PCR, kiiltiir gereksinimi ortadan kaldirmak icin hedef
niikleik asit sekanslarmin tespiti i¢in ve amplifikasyonuna
imkan vermektedir. Solid PCR (SP-PCR) ile yapilan
caligmalarda  havadaki  mikroorganizmalarin  tespit
edilmesinde kullanilldigi ve havada bulunan mantar
sporlarinin tespitinde kullanilacag: belirtilmistir (41).

Asimetrik PCR

Asimetrik PCR, DNA dizi analizi ve hibridizasyon
problarinin  kullanildigi  durumlar i¢in DNA’nin g¢ift
sarmalindan sadece birinin ¢ogaltilmasina olanak saglayan
bir polimeraz zincir reaksiyon tiiriidir. Reaksiyonda
kullanilacak olan pimerlerden birinin miktar1 yiiksek
tutulup ¢ogunlukla o primerin baglanacagi bdlgenin
¢ogaltimi saglanir. Bunun yani sira genel ¢ogaltma prensibi
klasik polimeraz zincir reaksiyonunun aynisidir (5).
Asimetrik PCR yontemi ile molekiiler isaretleme probu
kullanilarak adenoviriislerdeki hedef genlerin tespiti (42),
E.coli kiiltiir tiriinlerinin belirlenmesi (43), bitki viriislerinin
teshisinde kullanilmaktadir (44). Phytophthora infestans,
patates Uretimini siirlayan hastalik etmeni olan bir
fungustur. Bu fungus tarimda pek ¢ok sorun olusturmasina
ragmen, genetigi hakkinda pek fazla bir sey
bilinmemektedir. Zamanla gelistirilen genetik markirlar ve
Asimetrik PCR protokolleri sayesin de Phytophthora
infestans ve diger Phytophthora tiirleri belirlenmis ve
patates iiretimi i¢in yarar saglamistir (45).

Kantitatif PCR

Kantitatif PCR, normal PCR da oldugu gibi DNA
amplifikasyonunun gerceklestirildigi, fakat es zamanl
olarak baslangic DNA miktarinin da hesaplanabildigi bir

polimeraz zincir reaksiyon cesididir. DNA
amplifikasyonunu gercek zamanli olarak artan floresan
6lgtimleri ile iliskilendirip kantitatif bir sonug verebilen bir
yontemdir. Bu yontem bulasici hastalik teshisinde, bakteri,
fungus, kanser c¢alismalarinda ve genin ifadesinde
kullanilmaktadir (5). Toprakta gesitli miktarda bakteri ve
fungus bulunmaktadir.  Yiiksek miktarda fungus ve
bakteriyel organizmalarin ¢esitliligi toprakta mikrobiyal
karakterizasyonu ve miktarim1 etkilemektedir. Kantitatif
PCR (gPCR) yontemi ile son yillarda toprakta bulunan bol
miktarda fungus ve bakteri guruplarinin teshisini
saglamigtir ~ (46).  Bifidobakteriler, normal bagirsak
florasinin uygun dengede olmasi igin 6nemli bir rola sahip
olduklart  varsayilmaktadir.  Arastirmalar  sonucunda
bagirsak bolgesinde bifidobakterilerin  yiiksek sayiya
ulagmastyla dis kaynakli patojenlerin iiremesine engel
oldugu bildirilmistir(47,48). insan bagirsak mikroflorasinda
bulunan bifidobakterilerin belirlenmesinde Kantitatif PCR
(qPCR) yontemi yarar saglamistir (49).

Sonu¢ olarak, bu derlemede hastalik etmeni
patojenlerin tespiti ve tanimlanmasinda etkili olan PCR
cesitleri hakkinda bilgi verilmis, ve PCR ¢esitlerinin
gelecekte daha ¢ok hastalik tanisinda kullanilacagi ve daha
giivenilir sonuglar verilebilecegi tahmin edilmektedir.
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