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Enfeksiyoz Hayvan Hastahklarimin Teshisinde Gercek Zamanh (Real-Time)
PCR’1n Geleneksel PCR’a gore Avantajlari
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Ozet: Enfeksiyoz hayvan hastaliklari, hayvan hastaliklari igerisinde en énemli grubu olusturmakta ve enfeksiyoz
hastaliklarinin 6nemli bir bolimil, insan sagligi igin de tehlike arz etmektedir. Zaman kisithligi, pratiklik, sensi-
tivite ve spesifite yiiksekligi gibi bircok sebeplerle, teshis ve epidemiyolojik ¢aligmalar, giiniimiizde daha ¢ok
molekiiler yontemlerle devam ettirilmektedir. Son yillarda en hizli gelisim gosteren, kendisinden dnce ve sonra
gelistirilen bircok molekiiler metotun temelini olusturan, hem teshis hem de epidemiyolojik ¢aligmalarda en ¢ok
kullanilan molekiiler metot, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’dir. {1k gelisiminden bu yana bir¢ok temele da-
yanilarak c¢alisilmis olan PCR, son gelistirilen gercek zamanl (real-time) Sistemlerle, artik daha ¢ok gergek za-
manlt [Real Time (RT)] olarak ¢alisilmaya devam edilmektedir. PCR’1n ilk sekli olan, geleneksel PCR, bir¢ok
laboratuarda kullanilmaya devam etmekte ve sonralari gelistirilen RT PCR teknolojisi de, kullanilan alet ve
kitlerde her gecen giin yapilan giincellestirmelerle, pek ¢ok alanda yaygmliginm artirmaya devam etmektedir. Bu
derlemede; geleneksel PCR’a gore birgok yonden avantajlar saglayan RT PCR’in 6zellikle sonuglarin; kalitesi,
ortaya ¢ikis siiresi ve yorumlamalarina sagladigi avantajlardan bahsedilecektir.

Anahtar Kelimeler: Enfeksiy6z Hayvan Hastaliklar1, Teshis, Konvansiyonel PCR, Real-Time PCR.

Advantages of Real-Time PCR than Conventional PCR in Diagnosis of
Infectious Animal Disease

Abstract: Infectious animal diseases are the most important disease group among all the animal diseases and
also have risks for human health. Because of time, practicality, high sensitivity and specificity etc., diagnosis and
epidemiologic studies are going on molecular field. Polymerase Chain Reaction (PCR) is most fast-developing
molecular method, also basic of lots of molecular methods developed before and/or after PCR and the most
wide-using molecular method in diagnosis and epidemiologic studies at the present day. Basis of PCR has dif-
ferent systems from past to present and now it is using generally with real-time (RT) systems developed lately.
Conventional PCR and its systems are still using in lots of laboratory, but RT technology is developing at tool
and Kkits and is going to up-to-date and common with this evolutions. In this review will be mentioned the ad-
vantage of RT PCR than conventional PCR, especially at quality of results, time-saving and advantages at result-
cover.

Key Words: Infectious animal diseases, diagnosis, conventional polymerase chain reaction (PCR), Real-Time
(RT) PCR.
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Giris

Enfeksiyoz Hastaliklarin Teshisinde
Kullanilan Metotlar

Hayvan hastaliklar1 teshisinde kullanilan
farkli temellere dayanan bir¢cok yontem bulun-
maktadir. Bu yontemler genel olarak; etkenin
kendisinin tespitine dayanan izolasyon yontem-
leri (bakteriyolojik yada virolojik yontemler),
etkenin viicutta olusturdugu immun sistem tep-
kisi sonucu olusan antikorlarin tespitine daya-
nan serolojik yontemler ve etkenin niikleik asi-
tinin tespitine dayanan molekiiler yontemler
olarak gruplandirilabilir. Geleneksel teshis me-
totlarindan en 6nemlisi olan etkenin direkt ola-
rak kendisinin tespitine dayanan izolasyon yon-
temleri, altin-standart yontemler olarak kabul
edilirler. Ancak bakteriyel izolasyonun bir¢ok
dezavantaji bulunmaktadir. Bakteriyel izolasyo-
nun mutlaka sadece bu amagla kurulmus ¢ok iyi
koruma sartlarina sahip laboratuvarlarda cali-
silmas1 gerekmektedir. Elde edilecek etkene
gore, izolasyon-identifikasyon ve istenirse daha
sonra yapilabilecek antibiyogram sonuglarmin
elde edilmesi, 3 giinden 2 aya kadar bir siire
gerektirmektedir. Alinan 6rneklerde canli etke-
nin olmamasindan kaynaklanan yada 6rneklerin
almirken baska mikroorganizmalarla kontamine
edilmesi sonucu yanlis negatiflikler meydana
gelebilmektedir. Izolasyon sonrasi yapilacak
identifikasyon testleri, ¢ogu durumda yetersiz
kalmakta ve kesin sonu¢ elde edebilmek igin,
saf kiltiirlerle ve biiyiik bir 6zen iginde ¢alisil-
malar1 gerekir. Bu kadar 6zenle yapilan identi-
fikasyon testleri, yeterli sonuglar veremeyip
tekrar ek biyokimyasal testler yapilmasini bile
gerektirebilmektedir. Kisaca bahsedilen tiim bu
nedenler, izolasyon ve identifikasyonun, ¢ok
uzun siiren ve dolayisiyla acil sonug alinmasi
gereken durumlarda, ¢ok uygun olmayan yon-
tem oldugunu gostermektedir®”’.

Serolojik metotlar da hastaliklarm farkli
acidan teshisini saglayan (antikor miktar1) gele-
neksel metotlar olarak kabul edilmektedirler.
Serolojik metotlarin da sagladiklar1 avantajlar
kadar dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Antikor
tespitine dayanan serolojik yontemlerde de [¢a-
buk lam agliitinasyon (CLA), enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) vb...] antikorla-
rin tespit edilebilmesi i¢in, antikorlarin yiiksek
oldugu donemlerde ornek alinmasinin gereke-
bilmesi gibi nedenlerle, yine yanlis negatiflik
sorun olusturabilmektedir. Yetistiricilikte viral
ve bakteriyel hastaliklar i¢in kullanilan inaktif
asilarin da, ELISA ve CLA testinde non-

spesifik reaksiyonlara neden oldugu bildirilmis-
tir'®4!, Ornegin, dzellikle inaktif asilardan sonra,
2-4 hafta siireyle serolojik testlerin yapilmamasi
gerekmektedir. Asidan dolayr olan bu yanlis
pozitiflikler, asilamadan 4-8 hafta ya da daha
uzun siire devam edebilmektedir'®®. Kanath
hayvanlarda, dehidrasyon ve lipitlerle ilgili yan-
lis pozitifliklerden dolay1 ve esas aglutinasyon
veren antikor olan IgM, giinliik civcivlere geg-
medigi i¢in giinliik civcivlerde CLA testi gecerli
olmaz. Bunun disinda enfeksiyon sonrasi 6rnek-
leme ¢ok yakin olmamalidir, antibiyotik tedavi
sonrast, etken tam giderilememis olsa da antikor
cevabi azalmus olabilir, tiim mikroorganizmalar
humoral immun yanit1 aym1 diizeyde uyarama-
yabilirler, yasli kanatli hayvanlarin genglere
gore serumlarinda daha fazla non-spesifik fakto-
riin bulunabilecegi gibi bircok sebebin CLA ve
diger serolojik testlerin kullanimimi kisitladigy,
serolojik ¢alismalarla kanitlanmistir814.17.26.35,37
Bu ve bunun gibi pek ¢ok nedenlerden dolayi,
serolojik testlerin sonuglar1 yorumlanirken tiim
bu faktérler géz 6niinde bulundurulmalidir®?,

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), niik-
leik asitlerin tespitinde ve niikleik asitlerle ilgili
calismalarda kullanilan oldukga sensitif ve spe-
sifik bir molekiiler tekniktir?’. Spesifik DNA ve
RNA bdlgelerinin tespiti, DNA sekanslanmasi,
parmak izi tabanli amplifikasyon yontemleri,
kiiltiir edilemeyen mikroorganizmalarin teshisi
ve mutasyonlarin tespiti gibi daha bir¢ok amagla
kullanilmaktadir?,

Deoksiriboniikleik asit (DNA) veya ribo-
niikleik asit (RNA) dizilerinin sayisal olarak
artirillmasi esasina dayanan PCR’m en onemli
yonii, 6zel bir DNA dizisinin segilip gogaltila-
rak istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasinin 6n-
lenebilmesidir. Bu o6zellik, test edilen ornekler
icerisinde aranan bolgenin olup olmadiginin
goriilmesini  kolaylastirmakla kalmayip, ayni
zamanda bdlgenin ¢ok miktarda kopyasi elde
edileceginden, daha ileri tekniklerle DNA’nin
analiz edilmesini de saglamaktadir®®*3®, Hedef
genetik materyaller ¢ok az sayida ve hatta bir-
cok ilgisiz DNA’lar arasinda olsa bile PCR’la
homojen bir DNA materyali haline getirilip
cogaltilabilir ve boylece kolayca identifiye edi-
lebilirlert33:3438,

Dogal enfeksiyonlarda kulugka siiresinin
¢ok uzayabilmesi, bulasmanin yavas olmasi ve
klinik semptomlar gozlendiginde ¢ok gecikmis
olunabilecegi igin enfeksiyonun sik taramalarla
takibi ¢ok onem kazanir. PCR ile yakin tiirler



arasinda ya da alt tipler arasinda ayirim yapila-
bilir ve klinik 6rnekler 6n zenginlestirmeye
gereksinim duymadan, kisa siirede ¢aligilabilir-
ler. Dogal konaklarinin diginda iiretilmesi ¢ok
zor olan ve bu nedenle tespit edilemeyen mik-
roorganizmalarin teshisinde de, PCR testinin
¢ok biiyiik 6nemi bulunmaktadir®,

Glinlimiizde insan ve hayvanlarin enfek-
siydz hastaliklarinin teshisi ve epidemiyolojik
caligmalari, PCR tabanli tekniklerin uygulama-
ya sokulmasiyla olaganiistii bir hiz kazanmustir.
Bakteri, viriis, mantar veya parazitin izolasyonu
ve identifikasyonu i¢in, olduk¢a uzun ve zah-
metli bir dizi laboratuvar isleminin yapilmasini
gerektiren uygulamalara PCR’1n devreye girme-
siyle gerek kalmamgtir®,

Real Time PCR

Ik gelistirdigi yillardan beri takip edil-
mesi oldukea zor olan, siirekli glincellemeler ve
gelistirilen sistemlerle, kullanimi yayginlagmaya
devam eden PCR tabanli sistemler, genel olarak
geleneksel ve Real-Time (RT) tabanli sistemler
olarak 2 gruba ayrilarak degerlendirilebilirler.
Geleneksel PCR tabanli testler, coklu kompleks
basamaklar ve bu nedenle uzmanlagmig kisiler
gerektiren,  oOrneklerin  disaridan  baska
DNA’larla kontaminasyon riskini artiran agik
reaksiyon sistemleridir. Bu testlerin kompleksli-
ligine bir de maliyet yiiksekligi eklenmekte-
dir®’3, Ayrica, PCR reaksiyonundan sonra olu-
san PCR iriiniinii gorebilmek icin, agaroz jel
elektroforezis, sourthern blot, ELISA benzeri
sistemlerden yararlanilmasi gerekebilmektedir.
Bu sistemler tatminkar sonuglar verseler de
PCR sonrasi olusan iiriinii ortaya koymak icin
yapilan bu islemlerin yoruculugu, is giicii kayb1
ve artan kontaminasyon riski kaginilmaz olmak-
tadir'?15%8, Ayn1 zamanda, aym biiyiikliikte
nonspesifik amplifikasyon triinleri de yanhs
pozitif sonuglara neden olabilmektedir.

Bu sebeplerle PCR sonrasi olusan iiriinle-
rin 6zglinliigiinii artirmak i¢in proba dayali so-
uthern ya da mikropleyt hibridizasyon teknikleri
de kullanmlabilmektedir. Bu teknikler ise, ancak
biiyiik miktardaki orneklerle kolay ve hizli so-
nuglar saglayabilmektedirler. Ayrica bu metot-
larin bazilari, amplifikasyon ve deteksiyonun
ayni yerde olmasindan kaynaklanan kontami-
nasyon riski tagimaktadirlar. PCR uygulamala-
rinin ana problemlerinden birini de zaten farkl
kaynaklardan gelebilecek kontaminasyonlardan
kaynaklanan yanlis pozitif sonuglar olusturmak-
tadir’®?840, PCR’in tespit limitinin kiiltiir ve
geleneksel PCR metotlarina gore 10-1000 kat
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daha yiiksek oldugunu bildirilmistir. Calisilan
orneklerde aranan etkenin, bircok sebepten kay-
naklanabilecek az miktarda olmasi durumu s6z
konusu ise, RT PCR yiiksek tespit limiti ile
dogru sonuglar verebilmektedir. Bu ve buna
benzer bir¢ok sebep ve kullanilmasi gereken ek
malzeme, zaman kaybi, is giicli kayb1 gibi daha
bircok sebep de geleneksel tabanli PCR testleri-
nin kaginilmaz dezavantajlarini olugturmaktadir.

PCR reaksiyonu kinetik olarak 3 fazda
gerceklesir. Bunlar eksponensiyal, lineer ve
plato fazlaridir. PCR reaksiyonu tiim sikluslarda
mitkemmel etkinlikle devam etmez. Belirli bir
siklustan sonra ortamda kullanilan reagentler ve
bu reagentlerin etkinlikleri azalmaya baslar ve
reaksiyon son faz olan plato fazina ulasir. Iste-
nilen {irliniin 0.3-1 pmol civarina ulagmasi ile
birlikte, olusan triiniin logaritmik olarak azal-
masina plato etkisi denir. Bu etkinin nedeni,
substrat kullaniminin azalmasi, enzimin kararsiz
hale gelmesi, son iiriin inhibisyonu, spesifik
iiriin inhibisyonu veya primer-dimer yapismast
ve iriiniin tam olarak denatiire olamamasidir®.
Zaten reaksiyon bilesenleri, DNA’y1 ancak belli
bir miktara kadar etkili bir sekilde amplifiye
edebilir ve PCR reaksiyonunun sonunda reaksi-
yonun baglangicindaki DNA’y1 dogru bir sekil-
de 6lgebilmek miimkiin degildir. Yani reaksiyo-
nun basinda ne kadar spesifik DNA’nin oldugu
ve dolayisiyla reaksiyonun sonunda bununla
orantil1 olarak ne kadar spesifik DNA olustugu-
nu, geleneksel PCR’la 6l¢iim yaptigimiz son faz
olan plato fazinda 6lgmek miimkiin degildir®.
Real-Time PCR etkin ve dogru 6l¢timiin yapila-
bildigi eksponensiyal faz boyunca spesifik
DNA’nimn 6l¢iimiinii yaparak geleneksel PCR’a
kars1 avantaj saglamaktadir. Bu 6l¢iim, reaksi-
yonun baglangicindaki spesifik DNA miktartyla
orantili oldugu i¢in, miktar tayini yapilmasina
da imkan saglamaktadir®40,

RT PCR, 1980 yilinda Karry Mullis tara-
findan gelistirilen, arastirmacilara istenilen ge-
nin spesifik bolgesinin 1 milyondan fazla kez
cogaltilmasini saglayan PCR’1n, ¢ok dnemli ve
yeni bir versiyonudur'**°. RT PCR sistemleri,
amplifikasyonunu ve amplifiye olmus {riiniin
(amplikon) kontroliinii ayn1 kapali sistemlerde
gerceklestiren ve amplikonun goriintiilenmesine
izin veren, gidalardan, memeli genomundan,
genetik olarak gelistirilmis organizmalardan,
insan ve veteriner mikrobiyoloji alanlarindaki
¢ok farklilik gosterebilen orneklerden niikleik
asitlerin aranmasinda kullanilmaya devam edil-
mektedir®24%,
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1966°dan beri etidyum bromiiriin niikleik
asitlere baglandiginda floresanini artirdigi bi-
linmektedir. Bu floresan kimyasi PCR’la ve
gercek  zamanli  videografiyle  birlesince
1990’larin  baglarinda RT PCR’in dogmasini
saglamstir'%, Bu aletler, sicaklik degisimini
konvansiyonel termocyclerlara gore ¢ok daha
hizli bir sekilde gergeklestirirler ve her PCR
siklusu sonunda, hedef DNA’ya niikleik problar
veya floresan boyalar baglandiktan sonra aciga
cikan floresani tespit eden sistemlere sahiptir-
ler’3, EtBr ya da SG I gibi DNA baglayan boya-
lar, hidroliz problar, hibridizasyon problar, mo-
lekiiler beaconlar, sunrise ve scorpion primerler
ve peptit niikleik asit light-up problar gibi ¢esitli
sistemler mevcuttur. Bu sistemlerin hepsi mey-
dana gelen iiriiniin her siklusta analizini sagla-
maktadir®.

Roche molekiiler sistemler 6zel sirketine
bagl olarak Higuchi ve arkadaslan®® RT PCR
sistemlerini ilk kez gelistiren kisilerdir. Daha
sonra ticari olarak satilan bir¢ok RT cihazi piya-
saya cikartilmistir ve ¢ikartilmaya devam et-
mektedir. Birbirleri arasindaki temel farkliliklar
cihazlarin optik sistemleri ve ozellikle kullani-
lan floresan boyalarin eksitasyon ve emisyon
dalga boylari, 1sitma tiirline bagh olarak reaksi-
yon hizlar1 ve aymi anda paralel uygulanabilen
reaksiyon sayisi kapasiteleridir. Ticari olarak
satilanlardan Stratagene M x 3000 p, M X
3005p ve Mx4000, Applied Biosystems 7300 ve
7500, Chromo4, Smart Cycler, Rotor-Gene, LC
en fazla kullamlanlardir®®,

RT PCR, geleneksel PCR’1mn uygulama
alanlarim1 genisletirken, PCR ile ilgili pek ¢ok
laboratuvar sorununa da ¢6ziim getirmistir. Bu
yontem sayesinde, DNA ve RNA ornekleri kali-
tatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edil-
mekte, ¢ok sayida 6rnek son derece az kontami-
nasyon riskleriyle, giivenle calisilabilmektedir.
RT PCR’da, PCR reaksiyonu sirasinda olusan
driinleri goriiniir hale getiren ve monitorize
edebilen floresan isaretli prob ve boyalar kulla-
nilmakta, ve olusan flouresan DNA ile dogru
orantili olarak arttikca reaksiyon sirasinda so-
nuglar goriilebilmekte, tiim bunlar tek bir tiipte
ve tek bir islemle belirlenebilmektedirt16:29-%,

RT PCR’1n en 6nemli yararlarindan birisi
de arastiricinin DNA’nin baslangi¢ seviyesi ¢ok
az miktarda olsa dahi bu seviyenin belirlenme-
sine imkan vermesidir. Amplifikasyon siirecin-
de orekteki DNA ne kadar yiiksekse, floresan
sinyal o kadar ¢abuk esik seviyesine ¢ikmakta
bu da miktar tayinini miimkiin kilmaktadir®.
DNA’nin baslangi¢ seviyesinden bagimsiz ola-

rak, sadece negatif ve pozitif olarak sonug veren
geleneksel PCR’da ise miktar tayini olduk¢a zor
olmaktadir. RT PCR ile kros kontaminasyon ve
cevresel kontaminasyon riski ¢ok aza indirgenir.
Testi yapan kisiden kaynaklanan yanlisliklar
olasilig1 da, test siireci iginde yapilan islem sa-
yis1 azaldigi igin diismektedir®>28,

Sonuc¢

Morbidite ve mortalitesi yiiksek, etken
izolasyonu zor yada imkansiz olan ya da 6zel
laboratuar sistemleri ve her mikroorganizma
icin uzmanlagmus kisileri ve acil teshisi gerekti-
ren durumlarda, enfeksiyonlarin yayginlagsma-
dan kontrol altina alinabilmesi i¢in PCR sistem-
leri giintimiizde en 6nemli teshis metodlaridir.

Gen anlatiminin analizini degistiren, RT
PCR ile geleneksel PCR yontemi ve gen analizi
birlestirilmisdir. Birgok isimlendirme yapilan
Real-Time teknolojisi literatiirde ‘kinetik PCR’,
‘homojen PCR’, ‘kantitatif Real-time PCR’ gibi
cesitli adlarla da isimlendirilmektediri!*8, Biyo-
lojik orneklerden elde edilen DNA’nin kopya
sayisini  sayisal  degerlere  doniistiirme,
mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleye-
bilme, tek nokta mutasyonlarini belirleme, pato-
jen belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilas-
yon tespiti, single niikleotid polimorfizm (SNP)
analizi ve kromozom bozukluklarinin tespiti
gibi pek ¢ok alanda da RT PCR’m kullanimi
miimkiindiir'®23, Bu metot, protein seviyesi ve
fonksiyonlarindaki potansiyel farkliliklar gibi
biyolojik proseslerin daha iyi anlasilmasi i¢in de
olduk¢a kullanishdir. Geleneksel PCR’a gore
daha ¢ok avantaja sahip olan RT PCR teknoloji-
si, glinlimiizde en hizli gelisen ve oldukca fazla
alanlarda avantaj saglayan teknik olarak teshis
ve epidemiyolojik alanlardaki tiim calismalara
da temel olmaya ve hiz kazandirmaya devam
etmektedir.
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