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Ozet: LightCycler (LC) teknolojisi hizlh PCR gergekt@me isini PCR uriiniiniin gergek zamanh gézlenmesiyle
birlikte yapar. PCR sonrasi hemen urtuniin 6zgtinkrime grisi analizi ile belirlenebilir. LC sisteminin kdfgr
sistem olgunun geleneksel PCR’a gore bazi avantajlari vardablarin ve amplikonlarin erimerési analizi jel
elektroforezi, southern blotting, hibridizasyon aajizileme gibi sonradan yapilan uygulamalara gkedtadan
amplikonun 6zgunlgl ve etkenin genotiplemesine olanak verir. Ampéfilgon strecinde PCR urind @rtin
izlenmesi ve TagMan probu gibi bazi prob dizaymlerkullanimiyla kapiller icinde kantitatif bir PCE ile 45

dk arasinda biter. Gunimizde veteriner helgimile infeksiy6z hastaliklar bu teknoloji ileskgs edilebilmekte
ve klinik drnekler icindeki virus veya bakterilermiktarlari uygun gercek-zamanlh PCR kimyasal pdatayni
yaklasimi ile tayin edilebilmektedir. Bu derlemede LCtsiwinin bazi énemli dzellikleri tanimlanmakta ve bu
sistemin bazi hayvan hastaliklarinda kullanimi had bilgi verilmektedir.

Anahtar Kelimeler: LightCycler PCR, hayvan, Ger¢cek-Zamanli PCR.
LightCycler PCR in the Diagnosis of Animal Infectians.

Abstract: LightCycler (LC) technology combines rapid cyclef®@ith real-time fluorescent monitoring and
melting curve analysis. Capillary PCR ability of IsS§stem has several advantages over the convenB@iR
Melting curve analysis of probes and amplicons jales genotyping and specificity of the ampliconhwift
further applications such as gel electrophoresigthern blotting, hybridization and sequencing.rBgnitoring
product accumulation and the use of some probegdesich as TagMan probes during rapid amplification
gquantitative PCR in capillary system is possibld fnto 40 minutes. Infectious diseases in veteyimaedicine
can now be diagnosed by this technology and quasintt detection of viruses and bacteria from theical
samples by an appropriate Real-Time PCR chemigjpyoach is currently possible. This review desaibeme
important characteristics of the LC PCR systemsginels some information on the use of this systersoime
animal infections.
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1. Giris Sizlere bu yazimda laboratuarimizda sahip
oldugumuz LCPCR 2.0 sistemi ile ilgili bilgileri
Gunumuzde hayvanlarin infeksiy6z hasta-daha &irlikli olarak verecgim. Bu nedenle su-
hklarinin tehisi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu reklii¢ ice oldgumuz veSalmonellaMycoplas-
(PCR) tabanh tekniklerin uygulamaya sokulma- ma gallisepticumMycoplasma synoviaéyco-
slyla olagan Ustl bir modifikasyonagtams ve  plasma meleagridis Marek's Disease Virus
hiz kazanmytir. Bazi hastaliklarin tanisi bakteri, (MDV), Newcastle Disease Virus (NDV) tara-
virus, mantar veya parazitin izolasyonunu vemalarini da iceren agarmalarimizda kullandi-
identifikasyonunu gerektirirken, ézellikle olduk- gimiz LCPCR 2.0 igin bilgi veren bu yazi aslin-
¢a uzun ve zahmetli bir dizi laboratugleminin ~ da benim icin belki de en zevkli, kolay ve bir
yapiimasini kapsayan bazi durumlardaki uygu-solukta yazilmy bir derleme nitefiindedir.
lamalara PCR’In devreye girmesiyle gerek kal-
mamstir. Ornain, Salmonell&anin genus-spesi- 2. LCPCR 2.0 Sisteminin Ozellikleri
fik veya serotip-spesifik vagli gida ve diki
orneklerinde 2 giin icinde belirlenebilmekte®, LC (Roche, Indianapolis, IN) ve ABI
identifikasyonu gunler alarMycoplasm&?**° 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA)
ve benzeri bakteri turlerini?®*® tanimlanmasi  Real-Time PCR igin kullanilan ilk iki PCR plat-
ayni giin icinde gerceldebilmekte ve bir cok formudur.ilk zamanlar bu iki platform arasinda-
viral hastalik d& cosu kez ayni giin icinde e ki en goze carpici fark ABI 7700'In 6rnek kapa-
his edilebilmektedir. sitesinin fazla, LC'in ise hizli olmasiydi. Hala

1997'de “Boehringer Mannheim” firmasi- Kis& strede sonu¢ alma agisindan LC’igedi
nin Biyokimya bélimii “ldaho Technology” ile pla'gfor_ma gore avantajlari bulunmaktat_ﬂ_r. Ancak
bir lisans §birligi vasitasiyla yeni bir teknoloji t@bi ki doksanli senelerden beri bu iki sistem
olarak LightCycleri (LC) gelitirmistir. LC  arasinda etkilgmler olmu her iki teknoloji
Polymerase Chain Reaction (LCPCR) sistemXendinde bulunmayan bazi ozeII__lkI_en bigdri-
leri™ “Roche Applied Research” tarafindan N€ aktararak melezlemeler gatistir. Carpici
pazarlanan Gercek-Zamanli PCR (ReaI-Timep'_r bicimde bu ki p_Iatformu birbirinden ayirmak
PCR) makineleridir. Bu makineler PCRemini  16in su benzetmeyi hatrlatmak yarali olacaktir.
kendilerine 6zgii bazi 6zellikleri kapsamindaAraba endstrisi ile analoji yapilacak olursa, LC
gerceklatirirler. Giincel olan 3 LCPCR sistemi Dif spor araba, 7700 ise bir otobustir. Otobus
bulunmaktadir. Bunlar, 1. LCPCR 1.5, 2. daha cok insan &, ama spor araba daha az
LCPCR 2.0 ve 3. LCPCR 480 sistemleridir. Bu insanla hizli hareket eder

LC sistemleri arasinda bazi farklihklar bulun- LCPCR 2.0 sisteminin en 6nemli 6zellik-
maktadir. Bu farkliliklari Tablo 1'de gérmek lerinden biri hava isitma prensibi ile gatasi-
mumkandar. dir. Makine icindeki hava isitilarak bir fan araci-

g ile makine ici ortama homojen ve hizli bir
bicimde daitihr. Diger konvansiyonel PCR
makineleri su 1sitmalemi ile calgirlar. LCPCR

1.5 ve 2.0 makineleri ger PCR sistemlerinden

Tablo 1. “LightCycler” sistemlerinin farklar
(9 nolu kaynaktan degistirilmi stir)

Table 1. Differences in the“LightCycler” farkll olarak PCR tupleri yerine ozel kapiller
Systems (modified from number 9 of  porosilikat borucuklarla caiir. Diger bir deyjle
references) PCR reaksiyonuseffaf borosilikat borucuklar
Ozellik LC15 LC20  LC 480 icinde gercekligir. Borosilikat cam borcuklar ve

L _ , Mikrotitre hava isitma sistemi aslinda ilk olarak Idaho
PCR gergeklesme Unitesi Kapiller  Kapiller pleyt Technologies tarafindan  gglrilmi $49, daha
Bir Defada yapilabilen 3 I 96-384 sonra Roche LCPCR /Real-Time PCR sistemle-
PCR sayIsi rine uyarlanmgtir. Borosilikat borucuklar ve
PCR hacmi (u) 520 5100 550 havanin isitiimasi ile gercekt&ilen bu sistem
Isik Eksitasyon Kanal 1 1 5 icindeki reaksiyonda, konvansiyonel PCR’a gére
ls?z'g'a na (Emission) bazi avantajlar bulunur. Oncelikle hava suya
K§anal Sgaym 3 6 6 gore cok QOa h|zI|' Isinip @adwu icin PCR
30 PCR dongsil igin zamani minimuma. iner. Bu S|ste.mlerde PCR
Gerekli Sire (dak) 1030 1060 4090 zaman siireci ortalama 30-45 dakika sirer. Bi-

lindigi gibi, konvansiyonel su 1sitmal
“thermalcycler” makinelerinde PCR slresi 2-4
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saat almaktadir. Buna ek olarak, havaudtibir ~ ¢imleri icin florimetre optiklerinin Gzerindeki
termal kapasiteye sahip olglu icin, havanin 6rnekler, yiksek-hassasiyetli basamak hareketi
hizli 1sinip sgumasi ile PCR reaksiyon basa- yapan bir doner hareket@ayan motorik hare-
maklari arasindaki sicaklik gigimleri de 20 ketle izlenir. Bilgisayar yazilimi her fllioresan
°C/sn gibi ani ve hizgekillenmektedir. Bir PCR  dlgimini hemen gergek zamanh bir bicimde
amplifikasyon basanga [denatiirasyon, primer- analiz eder. Orneklerden gelen fliioresan sinyal-
lerin hedefe yapmasi (annealing) ve uzama ler optik Unite Uzerinden makinenin pozisyon-
(ekstensiyon)] yakkak 30-60 sn surer. Boylece landirdgl sira ile elde edilir. Flioresan okuma
PCR siresi 10 kat kadar kisaltifolur. Hizlh - zamani 10-100 milisaniye kadar kisadir. Her
sicaklik dgisimleri ayni zamanda primerlerin déngl sonunda dongl sayisinaskaniktarsal
hedef dgindaki DNA dizilerine veya birbirlerine (kantitatif) flloresan gorintist glur ve moni-
(Primer-dimer) bglanma olasifiini azaltarak tore yansitilir. Bu gérintd tim 6rnekler igin ali-
yanls amplifikasyonlari en aza indirgegnol-  nir. Olwturulan veriler sonraki analizler igin
maktadir. Tim bunlarin yaninda borosilikat camsaklanir ve arzu edilginde “melting curve” gibi
borucuklarin silindirik yapisi dolayisiyla yiizey ileri analizler eklenit*

arttirllmig olur ve boéylece sicaklik reaksiyona LC'In parcasl olan florimetre bigik kay-
daha gok etkif* nagl barindirir. Dsari verilen sik filtre edilir ve

Borosilikat cam taplerin kullaniminin bir kapillerin ucu Gzerine bir Ust-gorintileme mer-
baska avantaji PCR reaksiyon hacminin konvan-cegi ile odaklanir. Ornekten sacilan fliloresan
siyonel PCR’a gore yald& yari yariya azalma- 1sik ayni lensler tarafindan odaklanir, bir ayna-
sidir. LCPCR 2.0’da kullanilan reaksiyon hacmidan gecer, uygun bir bicimde filtrelenir ve tekrar
genellikle 25ul, konvansiyonel PCR’'da 5@l veri-toplayici fotohibridlere odaklanir. Bu optik
dir. Bu nedenle kullanilan, reagent miktarlari Gnite ayni zamanda ¢ renk deteksiyonu giana
(primer, probe ve enzim), Ozellkle Taq veren u¢ bant filtre icerir (530 nm, 640 nm ve
polimeraz enzimi miktari, azalgiicin test mali- 710 nm).

yeti dramatik bir bicimde dier. Bu da laboratu- PCR siirecinde amplifikasyon driininii be-
ar icin ve dolayisiyla testi talep eden hasta sahibjijemek amaciyla ilk zamanlar temel olarak iki
veya veteriner igin ekonomiklik demeRfir farkli yaklagim soz konusu olmyur. Bunlar

Bunlar dginda cam kapillerler, cam fiber “SybrGreen I” boyasi formati ve “Hibridizasyon
optiklere benzer bicimdesigl cekerek ve sinyali Probe-FRET (Fluorescence Resonance Energy
kapillerin ucunda ygunlastirarak sinyal topla- Transfer)” formatidir.

maya hizmet eder. Bu etki kapiller icindeki mik- SybrGreen | formatinda amplifikasyon si-
ro hacimdeki sivida flioresan izlemeye ve g0-recinde artan cift iplikcikli DNA (ds DNA) bu
runtilemeye yarar. PCR icgimi icinde bulun-  poya jle birlgir. Etidyum bromid gibi
duran bu seffaf kapiller borucuklardan aletin SyberGreen | boyasi ds DNA ile d&urar ve
icine 32 adet yerkgirilebilir. LCPCR aletinin bir boyanin fliioresansimasi balanmayla birlikte
diger ozellgi optik sisteminin olgudur. Bu sis- anormal birsekilde artar. PCR icindeki bu boya
temle kapiller icinde olan PCR gorsel olarak her yeni sentezlenen DNA dgirni ile orantisal
izlenebilir. Bundan dolayi LC “Rodenstock” adli pjr picimde artarak flioresagimasi verir. Ber
kaliteli bir Greticinin yliksek kalitede optik sis- amplifikasyon sirecinde yeni DNA sentezlen-

temlerini kullanan bir mikrovolim florimetre  memjise flioresan agn da olmayacak ya da
(flioresan olger) ile kombinedir. PCR stirecinde gszlenmeyecektir.

kapillerlerden toplanan @eik dalga boyundaki
fluioresan sinyalleri bu “Rodenstok” optik sis-
temden gecerek foto-hibridler tarafindan topla-
nir. LC bu flioresan sinyallerini analiz eden bir
yazilimi bulunduran bir bilgisayarla gantili

SybrGreen I'den kaynaklanan bu fltiore-
san sinyal argt her PCR dongisinde veya ge-
rekli ise devamli bigekilde dlc¢tlebilir. Tabi tek
Olcim ma yapilaga veya dlcimin sirekli mi
durumdadir ve sinyallerin hepsi bu yazilim ile a!l_nacgl _('jnceden_pararr]etre_ olarak programiara
analiz edilerek sonuglar toplahif girilmelidir. Reaksiyon sirecinde alinan bu Sybr

o Green I'e bgli flioresan arglar gergcek zamanli

LC daha once de soylergdigibi bir bilgi-  pjr sekilde bilgisayar monitériine yansitilir ve
sayarla bglantilidir ve bu yazilimin programinin jzjenir. SybrGreen | gantili fliioresan arginin
kullanimi son derce kolaydir. Bu nedenle PCRgrzy edilen spesifik DNA’a nedeniyle olup ol-
sUrecindekF ve .sonrasmdaki_ g'nalizler kolay vemadp ise, amplifikasyon siireci sonrasi uygula-
gercekgi birsekilde gerceklgirilir. PCR sire-  nan “melting curve” analizi ile yapilir ve uretilen
cinde reaksiyonlar, on-line olarak flioresan Ol-pNA’larin Tm (Temparature of Melting- PCR
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Urini erime sicakl) dereceleri tespit edilir. FRET (Hibridizasyor?)> ve TagMan (hidrolizis)
Her DNA urindndn uzuniuna ve icerdii nuk- (7, 23) problaridir.
!eot!(j_ baz__turu_rje, __ozel_llkle ,_Guanlne-Cytosw_\e_ 3.1 ERET Problart.
icerigine gore, 6zgln bir Tm'’i vardir. Tm analizi
sonras! belirlenen sicaklik Grinin beklenen si- FRET (Floressan Rezorans Enerji Trans-
cakligi ise Urtin tam bir bicimde identifiye edil- fer) problart LC sisteminde ilk kullanilan prob
mis olur (Grafik 1). Dger taraftan Tm analizin- yaklasimidir. Bu problar amplifikasyon primer-
de, primer-dimer birlgkleri eger mevcutsa, lerinin i¢ tarafina gore dizayn edilirleiki adet
daha dguk sicakliklarda Tm veren ve gepg  probdan birinin 3' ucu verici (donor) bir fliiore-
PCR urun pikleri olarak ortaya ¢ikar. sanla (genellikle fluorescein) gdr bitisik
Konvansiyonel PCR'da PCR riiniinin Probun ise 5' ucu ise bir alici (akseptor) boya ile
spesifikligi genellikle elektroforez jelinde gozle- 1saretlenir gekil 1a). Bu boyalar arasinda Flto-
nen DNA bantlarinin nitroseliiloz félara trans- ~ feéSan Enerji Transferi sadece iki prob PCR drd-
feri (southern transfer), buraya DNA'nin NUne cok yakin konumda hibridize olduklarinda
fiksasyonu, uygun problarla hibridizasyonu $ekillenir. FRET streci boyunca, bir donor
(southern hybridization), daha sonra radyografiklluorofor boya bir dy 1sik kayna tarafindan

veya nonradyografik yontemlerle géruntilenme-uyariir - ve y@urulan gik ikinci bir alici
si ile ortaya konulur. Ya da PCR riiniine dizi- fluorofor boya tarafindan absorbe edilir. Tekrar

leme (sequencing) uygulanir. soylemek gerekirse bu sadece iki probun birbiri-
ne ¢ok yakin olarak yegegi durumlardasekil-
lenir (Sekil 1b). Akseptér boya absorbe giti
Is1g1 degisik bir dalga boyundan yayar ve buki
filtrelenerek o&lgulir. FRET sinyalinin dizeyi
hibridizasyona katilan spesifik DNA Grindnin
miktari ile orantilidir; bundan dolay! her siklus
sonras! sinyal artar. LC'da gglrilen bu ilk
prob yaklgimi “hibridizasyon prob formati”
olarak anilmaktadir. Bu yaldamla laboratuari-
mizda 2003 yilinda kendimizin orijinal olarak
dizayn ettgi problarlaSalmonellagenus spesifik
PCR'1 LightCycler 2.0 sisteminde {&1 ile kul-
landik™.

5
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Yontem ne olursa olsun, “sequncing” di-
sinda, PCR Urunu spesifisitesi genellikle bir veya
daha fazla 6zgiin probun kullanimiyla yapilmak-
tadir. LC 2.0 sisteminde de amplifiye edilen
DNA’'nin daha spesifik olarak aranmasi isteni-
yorsa, birbirlerine bitik yerlesen “hibridizasyon
prob”lari kullaniimgtir. Boylece reaksiyon sire-
cinde olgan Urlnlerin 6zgunlukleri izlenir.
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Grafik 1.
LightCycler'da Avian Reovirus S1133ssnun
PCR Urlnin “erime grisi
(melting curve)” analizi (18).
Graphic 1.
Melting Curve Analysis of PCR products of  verici
Avian Reovirus S1133 strain in the (donn uoresan boya
LightCycler 2.0.

Alici
(akseptor) fluoresan boya

Problar
3. LC Sistemlerinde En Cok Kullanilan Sekil 1a.
Problar Primerler templeytten yeni DNA segmentini
_ _ _ _ sentezler. Problar ayri durumdadir.
Real-Time PCR sistemlerinde gigk Figure 1a

amaglarl_a Igullamlrm olan bir ¢ok t_ip pr_obe d_i- A new DNA segment is synthesized by the
zayn edilm§ olmasina kain, veteriner infeksi- primers. Probes are away from the target
y0z hastaliklar ile ilgili olarak SyberGreen | ' (DNA)

kimyasi dg¢inda siklikla rapor edilen iki prob



3.2. TagMan Problari. Haberci probe  Besine

Taq Polimeraz enzimi ~ (eporter) boya (quer?her) boya
Aslinda bu problar Applied Biosystems (e (S O
tarafindan ilk kez ABI 7700 Real-Time PCR "7*—— CI{ s S

makineleri ile birlikte piyasaya sunulstur.

Daha sonra LC makinelerinde de kullaniimaya

baglanmstir. Su  anda Marek’'s Disease . .
Virus'unun g! swunun mutlak kantitasyonlarini IDo——~

bu yontemle cajmaktayiz. Hidrolizis veya (Reverse primer)
TagMan problarinda prob ters uglarindan bir

flloresans “reporter” bir de “quencher” ilgai

retlenir §ekil 2a). PCR slrrecinde hedefe yalol Sekil 2a.

olan problar tag polimeraz enziminin 5'- TagMan Probunun yerj@mi
3’ekzonukleaz aktivitesi ile hidrolize edil§gékil Figure 2a.

2b), “reporter” ucundan fltiorofor ayrilir ve fltio- Localization of a TagMan Probe.

resan miktari artaiSekil 2c). Buradaki flioresan

artigl prob hidrolizinin bir sonucu oldiw igin

(prob birlsmesi dgil), bu problara hidrolizis

problari denir. Birden fazla prob kullanimi ve TaPeebeeycrnmieraaq) sicsser

her proba farkh bir fliorofor etiketlenmesi ile \%

multipleks (coklu) deteksiyon yapmak olanakh NG Q :
dir. Orngin, biz laboratuarimizda TagMan ° s
Hidrolizis prob yaklaimi ile, Marek Hastap

Virusu “Rispens” sgu icin daha dnce ABI 7700

makinesi icin geltirilmis olan absolute virus 5 ¥
quantitasyon ¢aimalarinf, LC’a adapte ederek
test amplifikasyonu icirmeq genini ve kontrol

1
> o

amaclylaovo genini aramak icin iki prob kul- Sekil 2b.
lanmaktayiz ve duplex Real-Time PCR’I uygu- TagMan probunun Tag polimeraz enzimi ile
lamaktayiz. kopuu ve ik emisyonu.
Figure 2b.
Gelen ik _ Boyalar Arasi Enerji Transferi Sagilan sik Cleveage of TagMan Probe by Taq polymerase

(Eksitasyon) ~ ~o

R ny (emisyon) activity and light emission.
\\A O O /

5 5

3 5 Prob Taq Polimeraz enzimi tarafindanparcalanir
%‘\ N 0
\ ~
5 3 3 3
Sekil 1b. . .
Problar birbirine uygun yakinlikta b#anir ve I J
gelen yigi alan ilk prob aktive olan enerji der
proba aktarilir./kinci probdan sacilan fuoresan Sekil 2¢
Isima LC ya2|l|m| tarafindan analize edilir. Taq polimeraz enzimi yardimiyla probun timiiy-
Figure 1b. le yikimi ve primerin timuyle uzamasiyla
Probes hybridize the DNA segment in an komplementer DNA ajumu.
appropriate distance to each other and the first Figure 2c.

dye in the first probe is excited by a light and
transfer the energy to second dye in the second
probe. Light emitted from"2dye are analysed
by the software in the LightCycler.

Total destruction of the probe by Taq
polymerase enzyme and
formation of complemantary DNA by the
extension of primers.



4. LC PCR’In Kullanildi g1 Bazi Hayvan Laboratuarlarda,Salmonella taramalarinin LC
Hastaliklari PCR sistemleri ile bakteriyolojiye paralel olarak
yarattlmesi ileSalmonellakontamine gidalar ve
4.1.Salmonella infeksiyonlari infekte hayvan sdruleri hizli bir bicimdestés

edilerek, dnemli ekonomik kayiplarin 6nlegmi
olmasinin yaninda, ve daha 6énemlisi, haliisa
gl acisindan kritik bir slem yapilmg olacail
gOrisiindeyim.

4.2.Mycoplasma Infeksiyonlari. Bu giine
dek hayvanlarda Mycoplasma tirlerinin
identifikasyonuna yonelik uygulanan LC PCR
yontemlerinin sayisi kisithdir. LC PCR kullani-
pmint iceren catmalar, kanatlilardav.gallisep-

Hayvanlarda olgturduklar infeksiyonlar-
In yani sira insanlarda sorumlu olduklaristha
gida kokenli infeksiyonlari olmak Uzere, bir¢cok
hastalik durumu nedeniyle 6nemli zoonotik
serotiplere sahip olarSalmonella entericaya
yonelik halk duyarllg Amerika Birleik Dev-
letleri ve Avrupa Birlgi Ulkelerinde hakli bir
bicimde cok ust dizeye ylaistir. Bunun bir
sonucu olarak hayvanlarda bu infeksiyonlarin en, , < :
aza indirgenmesinin insan infeksiyonlarini enticum M.synoviag M.meleagridisve M.iowae
aza indirecgi temeli tistineSalmonellainfekte UzerinediP*. Bu calsmalarin bazilarinda bu

o dort avian patojenilycoplasmairinin LC'da
hayvanlarin saptanmasi veya yttmeden c¢ika- _
rimalari onlemi getirilmitir. Salmonellabakte- ~taranmasi yapilirken, gér bazi cakmalarda LC

rileri genellikle dskida ve kesimhanelerdestr  SiStemindenM. gallisepticuriun alttip ayrimia-

bulasmasini takiben kros kontaminasyonlar sonu’MN (ts-11, 6/85, F strain ve wild-typestar)

gidalarda ve cevresel orneklerde bulunur. BuPlanakii hale getirildiini gozlemekteyiZ’. Alt

matrikslerde aranmalar ise insan ve hayvantip ayrimi kanatlilarda s kullanilan sudrtlerde
saslial icin kacinilmazdir. Bu hgamda bakteri- &' Ve saha sw aynminin yapiimasina olanak

yoloji kullanilarak Salmonellayi ortaya koyma- ~S&lamakta ve laboratuar alt yapisi eksikil
nin yani sira busin kisa bir stre icinde yapilma- 9idérme acisindan byuk onemsitaaktadr.
si gok 6nemli hale gelgtir. En kisa ve ayni 1abi bu yontemle her zaman sadece tekria

zamanda givenilir olarak Real-Time PCR sis-alt tip ayrnminin yapmanin bazi sakincalar ola-

temlerinden faydalanilmtir. Bizim de bu konu- Pllmektedir. - Omein, —yeni varyant M.
da literatiire giren dnemli cainalarimiz olmg-  dallisepticum swlaninin - yakalanmamasi  en
tur. Genellikle bir Real-Time PCR platformu onemli sorun olabilir. Bu durumda PCR-tabanli

olan LC'In 6nemli diagnostik avantajlarindan testlerl uygulayan Iaboratuarlarl_n m.utlaka
faydalandgimiz  calsmalarimizda, oncelikle Mycoplasmazolasyon ve dier genotiplendirme

SybrGreen I-tabanh gsatirdigimiz metoda alt yapllarln!n glma5| gereki kagl_n|lmazd|_r. .
SalmonellainvA geninin aranmasini hedefle- Konuya geri donecek olursak, avian patojenik
dik’®. Bu gelitirdigimiz yéntemde DNA Mycoplasmdan saptayan gegianlamda Real-
templeyti hazirlamadsalmonellaprimer zen- 11Me prensipli PCR metodlari olmasingmeen,
ginlestirme besi yerlerinden faydalanarak en LC-tabanli yontemler toplam 3 adettir. Bunlar-

uygun olaninin hayvan gkilari igin tetrathionate dan ilki 200.3 _y|||.nda_ yaylmlanmlve Iab_t_)ratua-
broth oldgunu saptadik. Primer zengiglieme-  'Mizda getirilmis bir yontemdif. Bu yontem-
lerden LC PCR arama limitinin yaki& 1 hiic- de SybrGreen I-tabanh bir Real-Time P:CR uy-
reye dek dittgini ve ¢ok yiksek sensitivitede gulanm§ ng.gthsepncurrtavukt.racheaIarln-
oldugunu saptadik. Sonraki yillarda FRET prob dan_k_alltatlf olgrak D.NA. _ekstrak3|yonu hari¢ 40
teknolojisi ile daha spesifik hale getirmeyi ba- 9k i¢inde belirlenebilmiir. Bu calsmamizda

sardgimiz LC PCR yontemt ile SybrGreen | deteksiyonla ilgili yganan bazi problemler,
yontemimizi® karsilastirmali calstik™® ve arala- tracheal orneklerin hazirlanmasi nedeniyle ya-
finda cok Gnemli bir fark olmagini gordik. —$&NMB olsa da,su anda laboratuvarimimzda bu

Hayvan dskilarinda taramalarimiza daha az Soruniarn tstesinden yeni bir giiema projesi-

maliyetli olan SybrGreen I-tabali LC PCR ile nin bitirilmesi ile gelinmq';tir. 'Bu prq_je sonuclari
siirdurdik. Bu giine dek gida matriksleri iizerined@ Yakinda yayina gonderiimek uzere hazirlan-

Roche'un tretfii hazir prob spesifik ticari kitler Mmaktadir (Uludg Unive.rsitesi Bilimsel Argtir-
dahil olmak tizere galirdigimiz LC PCR yon- M2 Birimi Proje No: 2006/29). Literatirde

temlerini kullanarak gerek gida érneklerinde VeM.gaIIisepticurfu_n LC. PCR uygulamasiyla
gerekse dkilarda bakteriyolojik yontem ile tavuktan deteksiyonu ile ilgili ilk makale budur.

kosut olarak strdiiriilerSBalmonellataramalarr D@ha sonra 2009 yilinda, Raviv ve K“Ie?/eh.C
ile dinyada en gavenilir ve hizli yontemlerden 2:0 Sistém icirM.gallisepticumdahil dort avian
bazilarini uyguluyoruz yorumunu yapabilirim. Patojenik Mycoplasmattirini de saptayabilen



diagnostik TagMan prob’u ile caan bir Real-
Time PCR gelitirmiglerdir. Bu ¢algmanin prob
spesifik olgu ile daha spesifik ve hedeflenen
amplikon buyUklukleri nedeniyle LC'a daha
6zgin oldgu disundlebilir. Bu ¢algmanin saha
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tedir. Tabii ki saha virusunun belirlenebilmesi
icin ayr1 bir teste gereksinim bulunmaktadir. Bu
test Murata ve ark tarafindan getirilen

“nested” konvansiyonel bir PCR testinin, LC
kapiller sistemine “nested” olmaksizin uyarlan-

denemelerini yaptiktan sonra, laboratuarimizdamasiyla laboratuarimizda optimize edgndu-

kullanimini 6n gérmekteyiz. Yine ayni ataici-
larin sorumlu oldgu bir bagka argtirmada ise
bu kez, LC PCR teknolojisi ici.gallisepticum
swlarinin tiplendirilmesi yapilmtir. Standart F,
ts-11, 6/85, K5831, K5054 ve, R M.gallisep-
ticum sulari birbirinden ayirt edilebilgii bu
calisma ile bir 6lctde @ swlari olan F strain, ts-
11, 6/85 ile hastalik slarinin ayrimi yapilabil-
mistir®®. Bu calsmanin pratikteki faydasi kisa bir
sure icinde 6zgiin bir bicimdesia sirtlerde @
viruslarinin kalicllginin izlenmesi ve yine sa&
lanmg slrilerde sahd.gallisepticumsuunun
varhginin belirlenmesi ya da ayriminin yapila-
bilmesidir.

4.3. Marek Disease Virusu AI Kanti-
tasyonu. Marek Hastalii Virusu tavuklarin
onkojenik bir herpesvirusudur. Lenfoid hicreler
ve epitelyum htcrelerinde replike olur. T hiicre-
lerinde latent formda replike olmadan Kalir.
Virus tim organ, doku ve tly folikillerine kan-
daki lenfositlerle yayilir. Ozellikle yumurta ta-
vuklari icin gok 6nem tayan bu viral hastalikta,
tiy folikdlleri virusun tam prodaktif ve
infeksiy6z formunu tar. TOy folikdllerinden
olgun virus partikillerinin aranmasi ve izolasyo-
nu olanaklidir. Ayrica @ virusu da ayni saha
virusu gibi davranarak, epitel hiicrelerinde bulu-
nur. Ozellikle ailamadan sonra 21. giinde bura-
daki varlgl maksimum dizeyer wa. Baigent
ve ark! 2005 yilindaingiltere’de Rispens Su
ile asili tavuklarda & titrelerini 6lgcmek igin
Real-Time kantitatif bir PCR gstirerek, 3ai
virusunun allama sonrasi tly foliklllerinde
absolut sayilarini saptagtardir. Gelitirdikleri
TagMan prob PCR ydnteminde hewo hem de
meq geni (onkojeniteden sorumlu gen) dubleks
bir Real-Time PCR ile miktar dlcimleri yapil-
maktadir. Bu yontem ABI PRISM® 7700
Sequence Detection Sistemi (Applied
Biosystems)'ne oturtulmgur. Biz de benzer bir
yontemi (TagMan Prob sistemini) kapiller cam
borucuklarin kullanimi ile ¢caglan LC 2.0 siste-
mine adapte ettik veu anda ali ve infekte ta-
vuklarin tuy folikll epitellerinde genom kopya
sayisi Uzerinden sirasiylal avirusunun ve saha
virusun sayilarini belirleyebilmekteyiz. Bu yapi-
lan islem sonucundasdl hayvanlarda basikli-
gin olwup olwmadgl, ayni hayvanlarda saha
virusunun bulunup bulunmaglibelirlenebilmek-

4.

rumdadir.

4.4.Diger Infeksiyonlar. LC PCR sistemi
kullanimiyla yukarida yapilan aplikasyonlar
disinda, veteriner sahada bircok bakteri ve
virusun aranmasl amaciyla uygulamaya sokul-
mustur. Ornein, Bacillus anthracis hizli bir
sekilde SybrGreen | yoéntemiyle saptagtnf™.
Yine Borrelia burgdorferinin kenelerde kantita-
tif varligini gosteren bir caima yapilmgtir®’.
Ayrica, Leptospird®** Chlamydophila
psittaci®, Campylobacte¥, Mycoplasma suf§,
Mycobacterium bovf€* Taylorella equigeni-
talis® ve Mycobacterium avium  subsp.
paratuberculosi&* LC PCR sistemleri ile
deteksiyonu yapilan ger bakteriler arasindadir.
Viral hastalik etkenlerinden ise Infectious
Salmon Anemia (ISA) Vird8, Porcine Tescho-
virus ve Enterovird, Porcine Parvovirdg
Parapoxviru®, Kiiclik Ruminant Lentiviral
nukleik acidi (Maedi-Visna Virusu #kili)?
Infectious Bursal Disease Virtls Avian
Reovirus®, Hantaviru§’, BovineHerpesvirus ¥
ve Sap virusunuf*** arandg rapor edilmitir.
Bunlarin yaninda koyunlarda “Scraptégibi
prion-iliskili hastaliklarin tanisi ve gir prion®
genlerinin tanimlanmasinda da pratik bir bicim-
de LC sistemlerinin kullanilg goézlenmitir.
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