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Özet 

 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), rekombinant DNA teknolojisi ile birlikte gelişen, moleküler biyoloji ve genetik alanında sıklıkla 

kullanılan bir tekniktir. Bu teknik ile klonlamaya gerek kalmaksızın hedef DNA’nın çoğaltılması sağlanır. Virüsler, bakteriler, bazı mantar 
türleri insanda, hayvanlarda ve bitkilerde patojenite oluşturan çok önemli bir gruptur. Enfeksiyon hastalıklarında patojenlerin saptanmasında 

rutin olarak uygulanan PCR çeşitleri bulunmaktadır.  Bunlar Nested-PCR, Real- Time PCR, Multipleks PCR, Kantitatif PCR, Touch Down 

PCR, Solid Phase PCR, ve Revers Transkripsiyon PCR’dır. 
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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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GİRİŞ 
 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), moleküler biyoloji 

ve genetik alanında geniş bir kullanıma sahip olan bir 

yöntemdir(1).  Bu enzimatik reaksiyon, ortamda polimeraz 

enzimi ve sentez için uygun moleküller bulunması halinde, 

DNA ve RNA dizisinin  seçilip tanınması ve 

amplifikasyonunu sağlayan yöntemdir. Bu yöntem 

moleküler markırların çalışmaları için alternatif bir yol 

sağlamaktadır. PCR, bakteri, virüs, mantar, protozoon ve 

parazit gibi hastalık etmenlerinin teşhisinde kullanılmasının 

yanı sıra, mikrobiyal çalışmalar, adli tıp ve genetik  

 

hastalıkların tanısında da kullanılmaktadır (2,3). PCR 

tekniğinin bulunmasından günümüze kadar pek çok yeni 

metotlar geliştirilmiştir. Çoğaltılması istenilen DNA 

dizisinin bilindiği durumlarda kullanılan metotlar; Nested-

PCR, Real- Time PCR, Multipleks PCR, Kantitatif PCR, 

Touch Down PCR, Solid Phase PCR, ve Revers 

Transkripsiyon PCR’dır(4). 

Bu derleme makalede,  PCR tekniği kullanılarak 

bitkilerde ve hayvanlarda hastalık etmeni olan patojenlerin 

tanımlanmasın da ve teşhis edilmesi hakkında bilgi 

verilmiştir.  
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PCR METOTLARI 
 

Nested-PCR 

PCR tekniğinin spesifikliğini artırmak için geliştirilen 

yöntemdir. Bu yöntemde,  birbirini takip eden iki polimeraz 

zincir reaksiyonu mevcuttur. Yöntemde istenilen amplifiye 

dizilerin iç bölgesinin çoğaltılması amacıyla dizayn edilen 

primerlerin kullanıldığı 2 PCR işlemi uygulanmaktadır. 

Uygulanan ilk amplifikasyonda, hedef DNA dizisinin dış 

bölgesine özgü iki dış primer kullanılarak uzun bir bölgenin 

çoğaltılması gerçekleşmektedir. İkinci amplifikasyon 

mekanizmasında, ilk amplifikasyondan gelen bölgenin iç 

bölgesine bağlanan iki iç primer kullanılarak küçük alanın 

çoğaltılması sağlanmaktadır(5). Bu yöntem ile günümüzde 

pek çok protozoon, bakteri, virüs ve birçok hastalık etmeni 

teşhis edilmektedir(6,7). Yapılan araştırmalarda, tüberküloz 

etmeni Mycobacterium tuberculosis (8,9), Q hummasına 

neden olan Coxiella burnetii (10), Spiroket hastalığına 

neden olan Leptospira cinsine ait bakterilerin (11,12), şark 

çıbanı etmeni Leismania tanısında (13), mavi dil hastalığı, 

rastık hastalığı gibi bitki, hayvan ve insanlarda bakteri, 

virüs ve fungusların neden olduğu pek çok patojen 

mikroorganizmaların teşhisinde Nested-PCR tekniğinin 

etkin olduğu gösterilmiştir (14,15). 

 

Real- Time PCR 

Real-time PCR, DNA ya da mRNA örneklerinin 

çoğaltımını ve ürünlerinin miktarını tek bir tüpte tespit 

edebilen son zamanlarda popüler olmuş bir tekniktir(16). 

Gen anlatımının belirlenmesi, farklılaşma ve patolojik 

durumların saptanması için çok önemlidir. Medikal 

araştırmalarda ve moleküler tanı çalışmalarında biyolojik 

materyalle çalışırken çok sayıda doku örneğine veya hücre 

miktarına ihtiyaç duyulur. Real-time PCR  metodu ile çok 

az miktardaki biyolojik bir örneğin özelliğini hızlı, 

güvenilir ve hassas bir şekilde ortaya 

koyulabilmektedir(17). Real-time RCR, enfeksiyon 

hastalıklarında patojenlerin belirlenmesinde diziye özgü 

floresan problar sayesinde klinik laboratuarında tercih 

edilen ve rutin olarak uygulanan bir yöntem haline 

gelmiştir. Bu yöntem sayesinde çok sayıda mikrobiyal 

patojen tanımlanmış olup antibiyotiklere karşı dirençli olan 

türler tespit edilmiştir. Vanamisine dirençli Enterococcus 

faecalis’den  E. faecium, çok yaygın bir patojenite etkeni 

olan Candida’nın bazı önemli türleri belirlenerek bu 

enfeksiyon ajanlarına özgü floresan primer ve problar 

geliştirilmiş ve tanıda kullanılmaya başlanmıştır(18). Real-

time PCR tekniği ile et ve et ürünlerinde Salmonella spp. 

Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, 

Yersinia enterocolitica, Staphyloccus aureus, 

Campylobacter jejuni gibi pek çok patojen bakterinin 

tanımlanması için çok sayıda araştırma yapılmıştır.  Bu 

araştırmalar sonucunda real-time PCR’ın hızı, hassasiyeti, 

spesifitesi ve otomasyona uygun olması gibi 

avantajlarından dolayı gıda kaynaklı patojenlerin tespitinde 

umut verici bir yöntem olduğu ileri sürülmüştür(19). Bunun 

yanı sıra bu yöntem ile malaria hastalığına neden olan 

Plasmodium  falciparum, P. vivax, ve P. Ovale türleri 

teşhis edilmiştir(20). 

 

Multiplex PCR 

Bu PCR metodunda kalıp DNA dizisini çoğaltmak 

amacıyla aynı reaksiyon içerisine birden fazla primer çifti 

ilave edilerek çoğaltma işlemi yapılmaktadır. Bu metot 

ağırlıklı olarak virüs ve viroidlerin genlerinin 

çoğaltılmasında kullanılmaktadır (21-23). Multiplex PCR 

ile genetik çalışmalar yapılmış ve hastalık etmeni patojen 

mikroorganizma teşhiş edilmiştir. Araştırmalarda bu 

yöntem uygulanarak Salmonella enteritidis, Salmonella 

thphimurium (24), nosokomiyal patojen olan Acinetobacter 

baumannii teşhisinde(25), intraseluler patojen olan Listeria 

monocytogenes tanımlanmasında kullanılan yöntemdir 

(26). Bakteremi ve insanlarda ishal hastalığı, Arcobacter 

butzleri ve Arcobacter cryaerophilus’un neden olduğu ve 

bu mikroorganizmaların çiftlik hayvanlarında, sularda ve 

hayvan kaynaklı gıdalarda tespit edilmiştir. Yapılan 

araştırmalar ile multiplex PCR ile bu hastalık etmenlerinin 

tanımlanması ve teşhisi sağlanmıştır(27). Multiplex PCR, 

Escherichia coli (STEC) bakterilerinin tanmlanması için en 

hassas yöntem olarak kabul edilmektedir.  Siga toksin 

üreten Escherichia coli (STEC), insanların mide ve 

bağırsakların önemli hastalık etmenidir. Yapılan 

araştırmalar sonucunda insanlardan izole edilen 

Escherichia coli (STEC) bakterilerinin teşhis edilmesinde 

multiplex PCR (mPCR) yönteminden yararlanılmış ve 

başarı sağlanmıştır(28). İnsanlarda Escherichia coli 

O157:H7 tarafından Shiga benzeri toksinler üretilmektedir. 

Bunlar hemolitik ciddi vakalara ve üremik sendromlara 

neden olabilmektedir. Yapılan çalışmalarda çevresel 

etmenler olan su ve topraktan kullanılarak multiplex PCR 

ile Escherichia coli O157:H7 tespit edilmiştir (29).  

 

Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) 

Revers Transkriptaz PCR yöntemi, normal PCR’dan 

farklı olarak RNA çoğaltımını amaçlayan hücrelerden izole 

edilen RNA moleküllerinin retrovirüslerden izole edilen 

Revers transkriptaz enzimi yardımıyla komplementer DNA 

(cDNA) sentezini gerçekleştirmesi sonucu, gen 

ekspresyonu analizlerinin yapılabildiği hızlı ve hassas bir 

yöntemdir. İlk olarak RNA kalıp olarak kullanılarak 

tamamlayıcı DNA sentezlenir, sonra DNA-RNA sarmalının 

ayrılması sağlanır, son olarak da ayrılan DNA dizisi kalıp 

olarak kullanılarak çift zincirli DNA dizisi çoğaltılması 

sağlanır (30). Bu yöntem ile Echinococus türlerinin gen 

ekspresyon çalışmaları ve cDNA kütüphanelerinin 

oluşturulması sağlanımıştır(31). Yapılan araştırmalarda 

insan malarya paraziti olan Plasmodium falciparum’un 

olgun gametositlerini RT-PCR ile inceleyerek bu yöntemin 

az  miktarlardaki gametositlerin tanımlanmasında uygun bir 

yöntem olduğunu bildirmişlerdir (32,33). Bovine Viral 

Diarrhea/Mucosal Disease (BVD/MD) sığırlara mahsus, 

identik bir virus (Bovine Viral Diarrhea Virusu; BVDV) 

tarafından meydana getirilen, klinikman birbirin-den farklı 

iki formu bulunan hastalıktır.   Reverse Transkriptaz PCR 

yöntemi kullanılarak bovine viral diarrhea  virüsü (BVDV) 

sebep olduğu mukoza hastalığının teşhis edilmesi 

araştırmalar ile sağlanmıştır (34).  Avian pneumovirus 

(APV) hindilerde üst solunum yolu problemleri ile ortaya 

çıkan hindi rhinotrakeitis (turkey rhinotracheitis, TRT) 

hastalığının etkenidir. Virus  tavuklarda da görülmekte olup 

“Şişkin Baş Sendromu”  (swollen head syndrome, SHS) 

olarak bilinen hastalık  tablosunu meydana getirmektedir. 

Reverse Transkriptaz PCR yöntemi kullanılarak Avian 

pneumovirus (APV) infeksiyonun varlığının belirlenmesi 

sağlanılmıştır(35). 

 

Touch Down PCR 
Touch Down PCR tekniği ile istenmeyen DNA 

dizilerinin çoğaltımı sağlanmaktadır. İlk aşamada primer 

sıcaklığı çok yüksek tutularak primerlerin spesifik şekilde 

hedef diziye bağlanması amaçlanmaktadır. Daha sonra 

turlar ilerledikçe bu sıcaklığın Tm seviyesine 

düşürülmesine dayanmaktadır (5). Pneumocystis carinii f. 

sp. hominis, AİDS ve bağışıklık sistemi düşük olan 
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hastalarda ölüme neden olan fırsatçı bir fungustur.  Bu 

hastalık etmeni Touch down (TD-PCR) yöntemi 

kullanılarak tespit edilmiştir (36). İnsanlarda hastalık 

etmeni bakteri olan Chlamydia’nın 3 türü C. pneumoniae, 

C. trachomatis ve C. psittaci  zatüre, trahoma ve solunum 

yolu enfeksiyonu gibi hastalıklara neden olmaktadır. 

Erişkinlerde zatüreye hem C. pneumoniae  hemde C. 

psittaci  neden olurken, yeni doğan çocuklarda C. 

trachomatis neden olmaktadır. Touch down PCR yöntemi 

ile C. pneumoniae, C. trachomatis ve C. psittaci ‘nin 16S 

ve 16S-23S rRNA gen bölgelerinin sekansı yapılmış ve 

hastalık etmeni olan bu bakteriler teşhis edilmiştir (37). 

Aspergillus fumigatus ipliksi bir mantar olup, fırsatçı 

patojendir. Bağışıklık sistemi zayıf olan hastalarda önemli 

büyük problemler ortaya çıkarmaktadır. Yapılan 

araştırmalar sonucunda, Touch down PCR ve RAPD 

analizlerinin birlikte yapılması ile bu fırsatçı patojenin 

tanımlanmasında kullanılmıştır (38). 

 

Solid Phase PCR ( Katı Fazlı PCR) 

Solid Phase PCR DNA çip teknolojisinin kullanıldığı, 

tek nükleotid polimorfizm  ve DNA dizi analizlerinde 

kullanılan yüzeye sabitlenmiş DNA’nın  üretiminde 

kullanılacak bir polimeraz zincir reaksiyon çeşididir. 

Çoğaltma işlemi yüzeye 5’ ucundan tutturulmuş primerler 

tarafından gerçekleştirilir (5). Bu yöntem, su yada havadaki 

herhangi bakteri veya virüs tespitini sağlayabilmektedir 

(39).  Klinik örneklerden bakterilerin hızlı bir şekilde tespit 

edilmesi hasta için antimikrobiyal terapi için önemli bir 

unsurdur. DNA çip teknolojisi kullanılarak patojen 

bakterilerin teşhis edilmesi araştırmalar sonucu 

kanıtlanmıştır (40). Geleneksel olarak havada bulunan 

bakteriler sınırlı kültür temelli yöntemler ile izlenilmesi 

sağlanmaktadır. Ancak bir çok bakteri hücresi aerosol stres 

örnek koşullarından dolayı kültür edilemeyebilmektedir. 

PCR, kültür gereksinimi ortadan kaldırmak için hedef 

nükleik asit sekanslarının tespiti için ve amplifikasyonuna 

imkan vermektedir. Solid PCR (SP-PCR) ile yapılan 

çalışmalarda havadaki mikroorganizmaların tespit 

edilmesinde kullanıldığı ve havada bulunan mantar 

sporlarının tespitinde kullanılacağı belirtilmiştir (41).  

 

Asimetrik PCR 

Asimetrik PCR, DNA dizi analizi ve hibridizasyon 

problarının kullanıldığı durumlar için DNA’nın çift 

sarmalından sadece birinin çoğaltılmasına olanak sağlayan 

bir polimeraz zincir reaksiyon türüdür. Reaksiyonda 

kullanılacak olan pimerlerden birinin miktarı yüksek 

tutulup çoğunlukla o primerin bağlanacağı bölgenin 

çoğaltımı sağlanır. Bunun yanı sıra genel çoğaltma prensibi 

klasik polimeraz zincir reaksiyonunun aynısıdır (5). 

Asimetrik PCR yöntemi ile moleküler işaretleme probu 

kullanılarak adenovirüslerdeki hedef genlerin tespiti (42), 

E.coli kültür ürünlerinin belirlenmesi (43), bitki virüslerinin 

teşhisinde kullanılmaktadır (44). Phytophthora infestans, 

patates üretimini sınırlayan hastalık etmeni olan bir 

fungustur. Bu fungus tarımda pek çok sorun oluşturmasına 

rağmen, genetiği hakkında pek fazla bir şey 

bilinmemektedir. Zamanla geliştirilen genetik markırlar ve 

Asimetrik PCR protokolleri sayesin de  Phytophthora 

infestans ve diğer Phytophthora türleri belirlenmiş ve 

patates üretimi için yarar sağlamıştır (45). 

 

Kantitatif PCR 

Kantitatif PCR, normal  PCR da olduğu gibi DNA 

amplifikasyonunun gerçekleştirildiği, fakat eş zamanlı 

olarak başlangıç DNA miktarının da hesaplanabildiği bir 

polimeraz zincir reaksiyon çeşididir. DNA 

amplifikasyonunu gerçek zamanlı olarak artan floresan 

ölçümleri ile ilişkilendirip kantitatif bir sonuç verebilen bir 

yöntemdir. Bu yöntem bulaşıcı hastalık teşhisinde, bakteri, 

fungus, kanser çalışmalarında ve genin ifadesinde 

kullanılmaktadır (5). Toprakta çeşitli miktarda bakteri ve 

fungus bulunmaktadır.  Yüksek miktarda fungus ve 

bakteriyel organizmaların çeşitliliği toprakta mikrobiyal 

karakterizasyonu ve miktarını etkilemektedir. Kantitatif 

PCR (qPCR) yöntemi ile son yıllarda toprakta bulunan bol 

miktarda fungus ve bakteri guruplarının  teşhisini 

sağlamıştır (46). Bifidobakteriler, normal bağırsak 

florasının uygun dengede olması için önemli bir rola sahip 

oldukları varsayılmaktadır. Araştırmalar sonucunda  

bağırsak bölgesinde bifidobakterilerin yüksek sayıya 

ulaşmasıyla dış kaynaklı patojenlerin üremesine engel 

olduğu bildirilmiştir(47,48). İnsan bağırsak mikroflorasında 

bulunan bifidobakterilerin belirlenmesinde Kantitatif PCR 

(qPCR) yöntemi yarar sağlamıştır (49).  

 Sonuç olarak, bu derlemede hastalık etmeni 

patojenlerin tespiti ve tanımlanmasında etkili olan PCR 

çeşitleri hakkında bilgi verilmiş, ve PCR çeşitlerinin 

gelecekte daha çok hastalık tanısında kullanılacağı ve daha 

güvenilir sonuçlar verilebileceği tahmin edilmektedir. 
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