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Özet: LightCycler (LC) teknolojisi hızlı PCR gerçekleştirme işini PCR ürününün gerçek zamanlı gözlenmesiyle 
birlikte yapar. PCR sonrası hemen ürünün özgünlüğü erime eğrisi analizi ile belirlenebilir. LC sisteminin kapiller 
sistem oluşunun geleneksel PCR’a göre bazı avantajları vardır. Probların ve amplikonların erime eğrisi analizi jel 
elektroforezi, southern blotting, hibridizasyon veya dizileme gibi sonradan yapılan uygulamalara gerek kalmadan 
amplikonun özgünlüğü ve etkenin genotiplemesine olanak verir. Amplifikasyon sürecinde PCR ürünü artışının 
izlenmesi ve TaqMan probu gibi bazı prob dizaynlarının kullanımıyla kapiller içinde kantitatif bir PCR 15 ile 45 
dk arasında biter. Günümüzde veteriner hekimliğinde infeksiyöz hastalıklar bu teknoloji ile teşhis edilebilmekte 
ve klinik örnekler içindeki virus veya bakterilerin miktarları uygun gerçek-zamanlı PCR kimyasal prob dizaynı 
yaklaşımı ile tayin edilebilmektedir. Bu derlemede LC sisteminin bazı önemli özellikleri tanımlanmakta ve bu 
sistemin bazı hayvan hastalıklarında kullanımı hakkında bilgi verilmektedir. 

Anahtar Kelimeler:  LightCycler PCR, hayvan, Gerçek-Zamanlı PCR. 

 

LightCycler PCR in the Diagnosis of Animal Infections. 

 

Abstract: LightCycler (LC) technology combines rapid cycle-PCR with real-time fluorescent monitoring and 
melting curve analysis. Capillary PCR ability of LC system has several advantages over the conventional PCR. 
Melting curve analysis of probes and amplicons provides genotyping and specificity of the amplicon without 
further applications such as gel electrophoresis, southern blotting, hybridization and sequencing. By monitoring 
product accumulation and the use of some probe design such as TaqMan probes during rapid amplification, 
quantitative PCR in capillary system is possible in 15 to 40 minutes. Infectious diseases in veterinary medicine 
can now be diagnosed by this technology and quantitative detection of viruses and bacteria from the clinical 
samples by an appropriate Real-Time PCR chemistry approach is currently possible. This review describes some 
important characteristics of the LC PCR systems and gives some information on the use of this system in some 
animal infections.  
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1. Giriş 

Günümüzde hayvanların infeksiyöz hasta-
lıklarının teşhisi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu 
(PCR) tabanlı tekniklerin uygulamaya sokulma-
sıyla olağan üstü bir modifikasyona uğramış ve 
hız kazanmıştır. Bazı hastalıkların tanısı bakteri, 
virus, mantar veya parazitin izolasyonunu ve 
identifikasyonunu gerektirirken, özellikle olduk-
ça uzun ve zahmetli bir dizi laboratuar işleminin 
yapılmasını kapsayan bazı durumlardaki uygu-
lamalara PCR’ın devreye girmesiyle gerek kal-
mamıştır. Örneğin, Salmonella’nın genus-spesi-
fik veya serotip-spesifik varlığı gıda ve dışkı 
örneklerinde 2 gün içinde belirlenebilmekte8,22,32, 
identifikasyonu günler alan Mycoplasma14,24,40 
ve benzeri bakteri türlerinin9,26,45 tanımlanması 
aynı gün içinde gerçekleşebilmekte ve bir çok 
viral hastalık da41 çoğu kez aynı gün içinde teş-
his edilebilmektedir. 

1997’de “Boehringer Mannheim” firması-
nın Biyokimya bölümü “Idaho Technology” ile 
bir lisans işbirliği vasıtasıyla yeni bir teknoloji 
olarak LightCycler’ı (LC) geliştirmiştir. LC 
Polymerase Chain Reaction (LCPCR) sistem-
leriTM “Roche Applied Research” tarafından 
pazarlanan Gerçek-Zamanlı PCR (Real-Time 
PCR) makineleridir. Bu makineler PCR işlemini 
kendilerine özgü bazı özellikleri kapsamında 
gerçekleştirirler. Güncel olan 3 LCPCR sistemi 
bulunmaktadır. Bunlar, 1. LCPCR 1.5, 2. 
LCPCR 2.0 ve 3. LCPCR 480 sistemleridir. Bu 
LC sistemleri arasında bazı farklılıklar bulun-
maktadır. Bu farklılıkları Tablo 1’de görmek 
mümkündür.  

 

Tablo 1. “LightCycler” sistemlerinin farkları 
(9 nolu kaynaktan değiştirilmi ştir) 

Table 1. Differences in the“LightCycler”  
Systems (modified from number 9 of 
references) 

Özellik LC 1.5 LC 2.0 LC 480 

PCR gerçekleşme ünitesi Kapiller Kapiller 
Mikrotitre 

pleyt 

Bir Defada yapılabilen 
PCR sayısı 

32 32 96-384 

PCR hacmi (µl) 5-20 5-100 5-50 

Işık Eksitasyon Kanal 
Sayısı 

1 1 5 

Işık Saçma (Emission) 
Kanal Sayısı 

3 6 6 

30 PCR döngüsü Đçin  
Gerekli Süre (dak) 

10-30 10-60 40-90 

 

Sizlere bu yazımda laboratuarımızda sahip 
olduğumuz LCPCR 2.0 sistemi ile ilgili bilgileri 
daha ağırlıklı olarak vereceğim. Bu nedenle sü-
rekli iç içe olduğumuz ve Salmonella, Mycoplas-
ma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Myco-
plasma meleagridis, Marek’s Disease Virus 
(MDV), Newcastle Disease Virus (NDV) tara-
malarını da içeren araştırmalarımızda kullandı-
ğımız LCPCR 2.0 için bilgi veren bu yazı aslın-
da benim için belki de en zevkli, kolay ve bir 
solukta yazılmış bir derleme niteliğindedir. 

2. LCPCR 2.0 Sisteminin Özellikleri 

LC (Roche, Indianapolis, IN) ve ABI 
7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA) 
Real-Time PCR için kullanılan ilk iki PCR plat-
formudur. Đlk zamanlar bu iki platform arasında-
ki en göze çarpıcı fark ABI 7700’ın örnek kapa-
sitesinin fazla, LC’ın ise hızlı olmasıydı. Hala 
kısa sürede sonuç alma açısından LC’ın diğer 
platforma göre avantajları bulunmaktadır. Ancak 
tabi ki doksanlı senelerden beri bu iki sistem 
arasında etkileşimler olmuş her iki teknoloji 
kendinde bulunmayan bazı özellikleri bir diğeri-
ne aktararak melezlemeler gelişmiştir. Çarpıcı 
bir biçimde bu iki platformu birbirinden ayırmak 
için şu benzetmeyi hatırlatmak yaralı olacaktır. 
Araba endüstrisi ile analoji yapılacak olursa, LC 
bir spor araba, 7700 ise bir otobüstür. Otobüs 
daha çok insan taşır, ama spor araba daha az 
insanla hızlı hareket eder9. 

LCPCR 2.0 sisteminin en önemli özellik-
lerinden biri hava ısıtma prensibi ile çalışması-
dır. Makine içindeki hava ısıtılarak bir fan aracı-
lığı ile makine içi ortama homojen ve hızlı bir 
biçimde dağıtılır. Diğer konvansiyonel PCR 
makineleri su ısıtma işlemi ile çalışırlar. LCPCR 
1.5 ve 2.0 makineleri diğer PCR sistemlerinden 
farklı olarak PCR tüpleri yerine özel kapiller 
borosilikat borucuklarla çalışır. Diğer bir deyişle 
PCR reaksiyonu şeffaf borosilikat borucuklar 
içinde gerçekleşir. Borosilikat cam borcuklar ve 
hava ısıtma sistemi aslında ilk olarak Idaho 
Technologies tarafından geliştirilmi ş49, daha 
sonra Roche LCPCR /Real-Time PCR sistemle-
rine uyarlanmıştır. Borosilikat borucuklar ve 
havanın ısıtılması ile gerçekleştirilen bu sistem 
içindeki reaksiyonda, konvansiyonel PCR’a göre 
bazı avantajlar bulunur. Öncelikle hava suya 
göre çok daha hızlı ısınıp soğuduğu için PCR 
zamanı minimuma iner. Bu sistemlerde PCR 
zaman süreci ortalama 30-45 dakika sürer. Bi-
lindiği gibi, konvansiyonel su ısıtmalı 
“thermalcycler” makinelerinde PCR süresi 2-4 
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saat almaktadır. Buna ek olarak, hava düşük bir 
termal kapasiteye sahip olduğu için, havanın 
hızlı ısınıp soğuması ile PCR reaksiyon basa-
makları arasındaki sıcaklık değişimleri de 20 
ºC/sn gibi ani ve hızlı şekillenmektedir. Bir PCR 
amplifikasyon basamağı [denatürasyon, primer-
lerin hedefe yapışması (annealing) ve uzama 
(ekstensiyon)] yaklaşık 30-60 sn sürer. Böylece 
PCR süresi 10 kat kadar kısaltılmış olur. Hızlı 
sıcaklık değişimleri aynı zamanda primerlerin 
hedef dışındaki DNA dizilerine veya birbirlerine 
(Primer-dimer) bağlanma olasılığını azaltarak 
yanlış amplifikasyonları en aza indirgemiş ol-
maktadır. Tüm bunların yanında borosilikat cam 
borucukların silindirik yapısı dolayısıyla yüzey 
arttırılmış olur ve böylece sıcaklık reaksiyona 
daha çok etkir50,51. 

Borosilikat cam tüplerin kullanımının bir 
başka avantajı PCR reaksiyon hacminin konvan-
siyonel PCR’a göre yaklaşık yarı yarıya azalma-
sıdır. LCPCR 2.0’da kullanılan reaksiyon hacmi 
genellikle 25 µl, konvansiyonel PCR’da 50 µl 
dir. Bu nedenle kullanılan, reagent miktarları 
(primer, probe ve enzim), özellikle Taq 
polimeraz enzimi miktarı, azaldığı için test mali-
yeti dramatik bir biçimde düşer. Bu da laboratu-
ar için ve dolayısıyla testi talep eden hasta sahibi 
veya veteriner için ekonomiklik demektir52.  

Bunlar dışında cam kapillerler, cam fiber 
optiklere benzer biçimde, ışığı çekerek ve sinyali 
kapillerin ucunda yoğunlaştırarak sinyal topla-
maya hizmet eder. Bu etki kapiller içindeki mik-
ro hacimdeki sıvıda flüoresan izlemeye ve gö-
rüntülemeye yarar. PCR içeriğini içinde bulun-
duran bu şeffaf kapiller borucuklardan aletin 
içine 32 adet yerleştirilebilir. LCPCR aletinin bir 
diğer özelliği optik sisteminin oluşudur. Bu sis-
temle kapiller içinde olan PCR görsel olarak 
izlenebilir. Bundan dolayı LC “Rodenstock” adlı 
kaliteli bir üreticinin yüksek kalitede optik sis-
temlerini kullanan bir mikrovolüm florimetre 
(flüoresan ölçer) ile kombinedir. PCR sürecinde 
kapillerlerden toplanan değişik dalga boyundaki 
flüoresan sinyalleri bu “Rodenstok” optik sis-
temden geçerek foto-hibridler tarafından topla-
nır. LC bu flüoresan sinyallerini analiz eden bir 
yazılımı bulunduran bir bilgisayarla bağlantılı 
durumdadır ve sinyallerin hepsi bu yazılım ile 
analiz edilerek sonuçlar toplanır5,53. 

LC daha önce de söylendiği gibi bir bilgi-
sayarla bağlantılıdır ve bu yazılımın programının 
kullanımı son derce kolaydır. Bu nedenle PCR 
sürecindeki ve sonrasındaki analizler kolay ve 
gerçekçi bir şekilde gerçekleştirilir. PCR süre-
cinde reaksiyonlar, on-line olarak flüoresan öl-

çümleri için florimetre optiklerinin üzerindeki 
örnekler, yüksek-hassasiyetli basamak hareketi 
yapan bir döner hareket sağlayan motorik hare-
ketle izlenir. Bilgisayar yazılımı her flüoresan 
ölçümünü hemen gerçek zamanlı bir biçimde 
analiz eder. Örneklerden gelen flüoresan sinyal-
ler optik ünite üzerinden makinenin pozisyon-
landırdığı sıra ile elde edilir. Flüoresan okuma 
zamanı 10-100 milisaniye kadar kısadır. Her 
döngü sonunda döngü sayısına karşı miktarsal 
(kantitatif) flüoresan görüntüsü oluşur ve moni-
töre yansıtılır. Bu görüntü tüm örnekler için alı-
nır. Oluşturulan veriler sonraki analizler için 
saklanır ve arzu edildiğinde “melting curve” gibi 
ileri analizler eklenir39,52.  

LC’ın parçası olan florimetre bir ışık kay-
nağı barındırır. Dışarı verilen ışık filtre edilir ve 
kapillerin ucu üzerine bir üst-görüntüleme mer-
ceği ile odaklanır. Örnekten saçılan flüoresan 
ışık aynı lensler tarafından odaklanır, bir ayna-
dan geçer, uygun bir biçimde filtrelenir ve tekrar 
veri-toplayıcı fotohibridlere odaklanır. Bu optik 
ünite aynı zamanda üç renk deteksiyonu olanağı 
veren üç bant filtre içerir (530 nm, 640 nm ve 
710 nm).  

PCR sürecinde amplifikasyon ürününü be-
lirlemek amacıyla ilk zamanlar temel olarak iki 
farklı yaklaşım söz konusu olmuştur. Bunlar 
“SybrGreen I” boyası formatı ve “Hibridizasyon 
Probe-FRET (Fluorescence Resonance Energy 
Transfer)” formatıdır.  

SybrGreen I formatında amplifikasyon sü-
recinde artan çift iplikçikli DNA (ds DNA) bu 
boya ile birleşir. Etidyum bromid gibi 
SyberGreen I boyası ds DNA ile bağ kurar ve 
boyanın flüoresan ışıması bağlanmayla birlikte 
anormal bir şekilde artar. PCR içindeki bu boya 
her yeni sentezlenen DNA derişimi ile orantısal 
bir biçimde artarak flüoresan ışıması verir. Eğer 
amplifikasyon sürecinde yeni DNA sentezlen-
memişse flüoresan artışı da olmayacak ya da 
gözlenmeyecektir. 

SybrGreen I’den kaynaklanan bu flüore-
san sinyal artışı her PCR döngüsünde veya ge-
rekli ise devamlı bir şekilde ölçülebilir. Tabi tek 
ölçüm mü yapılacağı veya ölçümün sürekli mi 
alınacağı önceden parametre olarak programlara 
girilmelidir. Reaksiyon sürecinde alınan bu Sybr 
Green I’e bağlı flüoresan artışları gerçek zamanlı 
bir şekilde bilgisayar monitörüne yansıtılır ve 
izlenir. SybrGreen I bağlantılı flüoresan artışının 
arzu edilen spesifik DNA’a nedeniyle olup ol-
madığı ise, amplifikasyon süreci sonrası uygula-
nan “melting curve” analizi ile yapılır ve üretilen 
DNA’ların Tm (Temparature of Melting- PCR 
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ürünü erime sıcaklığı) dereceleri tespit edilir. 
Her DNA ürününün uzunluğuna ve içerdiği nük-
leotid baz türüne, özellikle “Guanine-Cytosine” 
içeriğine göre, özgün bir Tm’i vardır. Tm analizi 
sonrası belirlenen sıcaklık ürünün beklenen sı-
caklığı ise ürün tam bir biçimde identifiye edil-
miş olur (Grafik 1). Diğer taraftan Tm analizin-
de, primer-dimer birleşikleri eğer mevcutsa, 
daha düşük sıcaklıklarda Tm veren ve genişçe 
PCR ürün pikleri olarak ortaya çıkar. 

Konvansiyonel PCR’da PCR ürününün 
spesifikliği genellikle elektroforez jelinde gözle-
nen DNA bantlarının nitroselüloz kâğıtlara trans-
feri (southern transfer), buraya DNA’nın 
fiksasyonu, uygun problarla hibridizasyonu 
(southern hybridization), daha sonra radyografik 
veya nonradyografik yöntemlerle görüntülenme-
si ile ortaya konulur. Ya da PCR ürününe dizi-
leme (sequencing) uygulanır.  

Yöntem ne olursa olsun, “sequncing” dı-
şında, PCR ürünü spesifisitesi genellikle bir veya 
daha fazla özgün probun kullanımıyla yapılmak-
tadır. LC 2.0 sisteminde de amplifiye edilen 
DNA’nın daha spesifik olarak aranması isteni-
yorsa, birbirlerine bitişik yerleşen “hibridizasyon 
prob”ları kullanılmıştır. Böylece reaksiyon süre-
cinde oluşan ürünlerin özgünlükleri izlenir.  

 
 

 

Grafik 1.  
LightCycler’da Avian Reovirus S1133 suşunun 

PCR ürünün “erime eğrisi 
(melting curve)” analizi (18). 

Graphic 1. 
Melting Curve Analysis of PCR products of 

Avian Reovirus S1133 strain in the 
LightCycler 2.0. 

3. LC Sistemlerinde En Çok Kullanılan 
Problar 

Real-Time PCR sistemlerinde değişik 
amaçlarla kullanılmış olan bir çok tip probe di-
zayn edilmiş olmasına karşın, veteriner infeksi-
yöz hastalıkları ile ilgili olarak SyberGreen I 
kimyası dışında sıklıkla rapor edilen iki prob 

FRET (Hibridizasyon)3,55 ve TaqMan (hidrolizis) 
(7, 23) problarıdır. 

3.1. FRET Probları.  

FRET (Floressan Rezorans Enerji Trans-
fer) probları LC sisteminde ilk kullanılan prob 
yaklaşımıdır. Bu problar amplifikasyon primer-
lerinin iç tarafına göre dizayn edilirler. Đki adet 
probdan birinin 3' ucu verici (donor) bir flüore-
sanla (genellikle fluorescein) diğer bitişik 
probun ise 5' ucu ise bir alıcı (akseptör) boya ile 
işaretlenir (Şekil 1a). Bu boyalar arasında Flüo-
resan Enerji Transferi sadece iki prob PCR ürü-
nüne çok yakın konumda hibridize olduklarında 
şekillenir. FRET süreci boyunca, bir donor 
fluorofor boya bir dış ışık kaynağı tarafından 
uyarılır ve yoğurulan ışık ikinci bir alıcı 
fluorofor boya tarafından absorbe edilir. Tekrar 
söylemek gerekirse bu sadece iki probun birbiri-
ne çok yakın olarak yerleştiği durumlarda şekil-
lenir (Şekil 1b). Akseptör boya absorbe ettiği 
ışığı değişik bir dalga boyundan yayar ve bu ışık 
filtrelenerek ölçülür. FRET sinyalinin düzeyi 
hibridizasyona katılan spesifik DNA ürününün 
miktarı ile orantılıdır; bundan dolayı her siklus 
sonrası sinyal artar. LC’da geliştirilen bu ilk 
prob yaklaşımı “hibridizasyon prob formatı” 
olarak anılmaktadır. Bu yaklaşımla laboratuarı-
mızda 2003 yılında kendimizin orijinal olarak 
dizayn ettiği problarla Salmonella genus spesifik 
PCR’ı LightCycler 2.0 sisteminde başarı ile kul-
landık11.  

3' 5
' 

5
' 

3' 

5
' 5

' 

5
' 

5
' 

Verici 
(donör) fluoresan boya 

Alıcı  
(akseptör) fluoresan boya 

Problar  
Şekil 1a. 

Primerler templeytten yeni DNA segmentini  
sentezler. Problar ayrı durumdadır. 

Figure 1a.  
A new DNA segment is synthesized by the 
primers. Probes are away from the target 

(DNA). 
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3.2. TaqMan Probları.  

Aslında bu problar Applied Biosystems 
tarafından ilk kez ABI 7700 Real-Time PCR 
makineleri ile birlikte piyasaya sunulmuştur. 
Daha sonra LC makinelerinde de kullanılmaya 
başlanmıştır. Şu anda Marek’s Disease 
Virus’unun aşı suşunun mutlak kantitasyonlarını 
bu yöntemle çalışmaktayız. Hidrolizis veya 
TaqMan problarında prob ters uçlarından bir 
flüoresans “reporter” bir de “quencher” ile işa-
retlenir (Şekil 2a). PCR sürecinde hedefe yapışık 
olan problar taq polimeraz enziminin 5'-
3’ekzonükleaz aktivitesi ile hidrolize edilir(Şekil 
2b), “reporter” ucundan flüorofor ayrılır ve flüo-
resan miktarı artar (Şekil 2c). Buradaki flüoresan 
artışı prob hidrolizinin bir sonucu olduğu için 
(prob birleşmesi değil), bu problara hidrolizis 
probları denir. Birden fazla prob kullanımı ve 
her proba farklı bir flüorofor etiketlenmesi ile 
multipleks (çoklu) deteksiyon yapmak olanaklı-
dır. Örneğin, biz laboratuarımızda TaqMan 
Hidrolizis prob yaklaşımı ile, Marek Hastalığı 
Virusu “Rispens” suşu için daha önce ABI 7700 
makinesi için geliştirilmi ş olan absolute virus 
quantitasyon çalışmalarını1, LC’a adapte ederek 
test amplifikasyonu için meq genini ve kontrol 
amacıyla ovo genini aramak için iki prob kul-
lanmaktayız ve duplex Real-Time PCR’ı uygu-
lamaktayız.  

 

3' 5
' 

5
' 

3' 

5
' 

5
' 

Boyalar Arası Enerji Transferi  Gelen ışık 
(Eksitasyon) 

Saçılan ışık  
(emisyon) 

 

Şekil 1b. 
Problar birbirine uygun yakınlıkta bağlanır ve 
gelen ışığı alan ilk prob aktive olan enerji diğer 
proba aktarılır. Đkinci probdan saçılan fuoresan 

ışıma LC yazılımı tarafından analize edilir. 

Figure 1b. 
Probes  hybridize the DNA segment in an 

appropriate distance to each other and the first 
dye in the first probe is excited by a light and 

transfer the energy to second dye in the second 
probe. Light emitted from 2nd dye are analysed 

by the software in the LightCycler. 

 

 

İleri öncü 
(Forward 
primer)  

Geri Öncü  
(Reverse primer)  

3' 
5
' 

 
5' 

5' 

5' 3' 
5' 

Haberci  
(reporter) boya  

5' 3' 

Bastırıcı  
(quencher) boya  Taq Polimeraz enzimi  probe 

 
 

Şekil 2a. 
TaqMan Probunun yerleşimi 

Figure 2a. 
Localization of a TaqMan Probe. 

 

 

3' 
5
' 

 
5' 

5
' 

5' 3' 
5' 

3' 

Taq Pol haberciyi koparır ve haberci ı şık saçar  

 
 

Şekil 2b. 
TaqMan probunun Taq polimeraz enzimi ile 

kopuşu ve ışık emisyonu. 

Figure 2b. 
Cleveage of TaqMan Probe by Taq polymerase 

activity and light emission. 

 

 

3
' 

5
' 

 
5' 

5' 

5
' 

3
' 5' 

Prob Taq Polimeraz enzimi tarafındanparçalanır  

 
 

Şekil 2c.  
Taq polimeraz enzimi yardımıyla probun tümüy-

le yıkımı ve primerin tümüyle uzamasıyla 
komplementer DNA oluşumu. 

Figure 2c. 
Total destruction of the probe by Taq 

polymerase enzyme and  
formation of complemantary DNA by the 

extension of primers. 
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4. LC PCR’ın Kullanıldı ğı Bazı Hayvan 
Hastalıkları 

4.1. Salmonella Đnfeksiyonları 

Hayvanlarda oluşturdukları infeksiyonlar-
ın yanı sıra insanlarda sorumlu oldukları, başta 
gıda kökenli infeksiyonları olmak üzere, birçok 
hastalık durumu nedeniyle önemli zoonotik 
serotiplere sahip olan Salmonella enterica’ya 
yönelik halk duyarlılığı Amerika Birleşik Dev-
letleri ve Avrupa Birliği Ülkeleri’nde haklı bir 
biçimde çok üst düzeye ulaşmıştır. Bunun bir 
sonucu olarak hayvanlarda bu infeksiyonların en 
aza indirgenmesinin insan infeksiyonlarını en 
aza indireceği temeli üstüne Salmonella infekte 
hayvanların saptanması veya yetiştirmeden çıka-
rılmaları önlemi getirilmiştir. Salmonella bakte-
rileri genellikle dışkıda ve kesimhanelerde dışkı 
bulaşmasını takiben kros kontaminasyonlar sonu 
gıdalarda ve çevresel örneklerde bulunur. Bu 
matrikslerde aranmaları ise insan ve hayvan 
sağlığı için kaçınılmazdır. Bu bağlamda bakteri-
yoloji kullanılarak Salmonella’yı ortaya koyma-
nın yanı sıra bu işin kısa bir süre içinde yapılma-
sı çok önemli hale gelmiştir. En kısa ve aynı 
zamanda güvenilir olarak Real-Time PCR sis-
temlerinden faydalanılmıştır. Bizim de bu konu-
da literatüre giren önemli çalışmalarımız olmuş-
tur. Genellikle bir Real-Time PCR platformu 
olan LC’ın önemli diagnostik avantajlarından 
faydalandığımız çalışmalarımızda, öncelikle 
SybrGreen I-tabanlı geliştirdiğimiz metoda 
Salmonella invA geninin aranmasını hedefle-
dik10. Bu geliştirdiğimiz yöntemde DNA 
templeyti hazırlamada Salmonella primer zen-
ginleştirme besi yerlerinden faydalanarak en 
uygun olanının hayvan dışkıları için tetrathionate 
broth olduğunu saptadık. Primer zenginleştirme-
lerden LC PCR arama limitinin yaklaşık 1 hüc-
reye dek düştüğünü ve çok yüksek sensitivitede 
olduğunu saptadık. Sonraki yıllarda FRET prob 
teknolojisi ile daha spesifik hale getirmeyi ba-
şardığımız LC PCR yöntemi11 ile SybrGreen I 
yöntemimizi10 karşılaştırmalı çalıştık12 ve arala-
rında çok önemli bir fark olmadığını gördük. 
Hayvan dışkılarında taramalarımıza daha az 
maliyetli olan SybrGreen I-tabalı LC PCR ile 
sürdürdük. Bu güne dek gıda matriksleri üzerine 
Roche’un ürettiği hazır prob spesifik ticari kitler 
dahil olmak üzere geliştirdiğimiz LC PCR yön-
temlerini kullanarak gerek gıda örneklerinde ve 
gerekse dışkılarda bakteriyolojik yöntem ile 
koşut olarak sürdürülen Salmonella taramaları 
ile dünyada en güvenilir ve hızlı yöntemlerden 
bazılarını uyguluyoruz yorumunu yapabilirim. 

Laboratuarlarda, Salmonella taramalarının LC 
PCR sistemleri ile bakteriyolojiye paralel olarak 
yürütülmesi ile Salmonella kontamine gıdalar ve 
infekte hayvan sürüleri hızlı bir biçimde teşhis 
edilerek, önemli ekonomik kayıpların önlenmiş 
olmasının yanında, ve daha önemlisi, halk sağlı-
ğı açısından kritik bir işlem yapılmış olacağı 
görüşündeyim. 

4.2. Mycoplasma Đnfeksiyonları. Bu güne 
dek hayvanlarda Mycoplasma türlerinin 
identifikasyonuna yönelik uygulanan LC PCR 
yöntemlerinin sayısı kısıtlıdır. LC PCR kullanı-
mını içeren çalışmalar, kanatlılarda M.gallisep-
ticum, M.synoviae, M.meleagridis ve M.iowae 
üzerinedir6,37. Bu çalışmaların bazılarında bu 
dört avian patojenik Mycoplasma türünün LC’da 
taranması yapılırken, diğer bazı çalışmalarda LC 
sisteminden M. gallisepticum’un alttip ayrımla-
rının (ts-11, 6/85, F strain ve wild-type suşlar) 
olanaklı hale getirildiğini gözlemekteyiz36. Alt 
tip ayrımı kanatlılarda aşı kullanılan sürülerde 
aşı ve saha suşu ayrımının yapılmasına olanak 
sağlamakta ve laboratuar alt yapısı eksikliğini 
giderme açısından büyük önem taşımaktadır. 
Tabi bu yöntemle her zaman sadece tek başına 
alt tip ayrımının yapmanın bazı sakıncaları ola-
bilmektedir. Örneğin, yeni varyant M. 
gallisepticum suşlarının yakalanmaması en 
önemli sorun olabilir. Bu durumda PCR-tabanlı 
testleri uygulayan laboratuarların mutlaka 
Mycoplasma izolasyon ve diğer genotiplendirme 
alt yapılarının olması gerekliliği kaçınılmazdır. 
Konuya geri dönecek olursak, avian patojenik 
Mycoplasma’ları saptayan geniş anlamda Real-
Time prensipli PCR metodları olmasına rağmen, 
LC-tabanlı yöntemler toplam 3 adettir. Bunlar-
dan ilki 2003 yılında yayımlanmış ve laboratua-
rımızda geliştirilmi ş bir yöntemdir6. Bu yöntem-
de SybrGreen I-tabanlı bir Real-Time PCR uy-
gulanmış ve M.gallisepticum tavuk trachea’ların-
dan kalitatif olarak DNA ekstraksiyonu hariç 40 
dk içinde belirlenebilmiştir. Bu çalışmamızda 
deteksiyonla ilgili yaşanan bazı problemler, 
tracheal örneklerin hazırlanması nedeniyle ya-
şanmış olsa da, şu anda laboratuvarımımzda bu 
sorunların üstesinden yeni bir araştırma projesi-
nin bitirilmesi ile gelinmiştir. Bu proje sonuçları 
da yakında yayına gönderilmek üzere hazırlan-
maktadır (Uludağ Üniversitesi Bilimsel Araştır-
ma Birimi Proje No: 2006/29). Literatürde 
M.gallisepticum’un LC PCR uygulamasıyla 
tavuktan deteksiyonu ile ilgili ilk makale budur. 
Daha sonra 2009 yılında, Raviv ve Kleven37 LC 
2.0 sistem için M.gallisepticum dahil dört avian 
patojenik Mycoplasma türünü de saptayabilen 
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diagnostik TaqMan prob’u ile çalışan bir Real-
Time PCR geliştirmişlerdir. Bu çalışmanın prob 
spesifik oluşu ile daha spesifik ve hedeflenen 
amplikon büyüklükleri nedeniyle LC’a daha 
özgün olduğu düşünülebilir. Bu çalışmanın saha 
denemelerini yaptıktan sonra, laboratuarımızda 
kullanımını ön görmekteyiz. Yine aynı araştırıcı-
ların sorumlu olduğu bir başka araştırmada ise 
bu kez, LC PCR teknolojisi için M.gallisepticum 
suşlarının tiplendirilmesi yapılmıştır. Standart F, 
ts-11, 6/85, K5831, K5054 ve Rlow M.gallisep-
ticum suşları birbirinden ayırt edilebildiği bu 
çalışma ile bir ölçüde aşı suşları olan F strain, ts-
11, 6/85 ile hastalık suşlarının ayrımı yapılabil-
miştir36. Bu çalışmanın pratikteki faydası kısa bir 
süre içinde özgün bir biçimde, aşılı sürülerde aşı 
viruslarının kalıcılığının izlenmesi ve yine aşı-
lanmış sürülerde saha M.gallisepticum suşunun 
varlığının belirlenmesi ya da ayrımının yapıla-
bilmesidir. 

4.3. Marek Disease Virusu Aşı Kanti-
tasyonu. Marek Hastalığı Virusu tavukların 
onkojenik bir herpesvirusudur. Lenfoid hücreler 
ve epitelyum hücrelerinde replike olur. T hücre-
lerinde latent formda replike olmadan kalır. 
Virus tüm organ, doku ve tüy foliküllerine kan-
daki lenfositlerle yayılır. Özellikle yumurta ta-
vukları için çok önem taşıyan bu viral hastalıkta, 
tüy folikülleri virusun tam prodüktif ve 
infeksiyöz formunu taşır. Tüy foliküllerinden 
olgun virus partiküllerinin aranması ve izolasyo-
nu olanaklıdır. Ayrıca aşı virusu da aynı saha 
virusu gibi davranarak, epitel hücrelerinde bulu-
nur. Özellikle aşılamadan sonra 21. günde bura-
daki varlığı maksimum düzeyer ulaşır. Baigent 
ve ark.1 2005 yılında Đngiltere’de Rispens Suşu 
ile aşılı tavuklarda aşı titrelerini ölçmek için 
Real-Time kantitatif bir PCR geliştirerek, aşı 
virusunun aşılama sonrası tüy foliküllerinde 
absolüt sayılarını saptamışlardır. Geliştirdikleri 
TaqMan prob PCR yönteminde hem ovo hem de 
meq geni (onkojeniteden sorumlu gen) dubleks 
bir Real-Time PCR ile miktar ölçümleri yapıl-
maktadır. Bu yöntem ABI PRISM® 7700 
Sequence Detection Sistemi (Applied 
Biosystems)’ne oturtulmuştur. Biz de benzer bir 
yöntemi (TaqMan Prob sistemini) kapiller cam 
borucukların kullanımı ile çalışan LC 2.0 siste-
mine adapte ettik ve şu anda aşılı ve infekte ta-
vukların tüy folikül epitellerinde genom kopya 
sayısı üzerinden sırasıyla aşı virusunun ve saha 
virusun sayılarını belirleyebilmekteyiz. Bu yapı-
lan işlem sonucunda aşılı hayvanlarda bağışıklı-
ğın oluşup oluşmadığı, aynı hayvanlarda saha 
virusunun bulunup bulunmadığı belirlenebilmek-

tedir. Tabiî ki saha virusunun belirlenebilmesi 
için ayrı bir teste gereksinim bulunmaktadır. Bu 
test Murata ve ark.29 tarafından geliştirilen 
“nested” konvansiyonel bir PCR testinin, LC 
kapiller sistemine “nested” olmaksızın uyarlan-
masıyla laboratuarımızda optimize edilmiş du-
rumdadır.  

4.4.Diğer Đnfeksiyonlar. LC PCR sistemi 
kullanımıyla yukarıda yapılan aplikasyonlar 
dışında, veteriner sahada birçok bakteri ve 
virusun aranması amacıyla uygulamaya sokul-
muştur. Örneğin, Bacillus anthracis hızlı bir 
şekilde SybrGreen I yöntemiyle saptanmıştır21. 
Yine Borrelia burgdorferi’nin kenelerde kantita-
tif varlığını gösteren bir çalışma yapılmıştır47. 
Ayrıca, Leptospira13,54, Chlamydophila 
psittaci15, Campylobacter38, Mycoplasma suis16, 
Mycobacterium bovis4,44, Taylorella equigeni-
talis34 ve Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis32,42 LC PCR sistemleri ile 
deteksiyonu yapılan diğer bakteriler arasındadır. 
Viral hastalık etkenlerinden ise Infectious 
Salmon Anemia (ISA) Virus28, Porcine Tescho-
virus ve Enterovirus20, Porcine Parvovirus35, 
Parapoxvirus30, Küçük Ruminant Lentiviral 
nukleik acidi (Maedi-Visna Virusu ilişkili) 2, 
Infectious Bursal Disease Virus17, Avian 
Reovirus18, Hantavirus19, Bovine Herpesvirus 148 
ve Şap virusunun27,33 arandığı rapor edilmiştir. 
Bunların yanında koyunlarda “Scrapie”43 gibi 
prion-ilişkili hastalıkların tanısı ve sığır prion46 
genlerinin tanımlanmasında da pratik bir biçim-
de LC sistemlerinin kullanıldığı gözlenmiştir. 
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