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BÖLÜM 7   

GERÇEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYON 
YÖNTEMININ TIPLERI VE PRENSIPLERI

Polimeraz Zincir Reaksiyonu [Polymerase Chain 
Reaction (PCR)] yönteminin kullanımı, tıbbın çe-
şitli alanlarındaki araştırmaları büyük ölçüde hız-
landırmış ve bu teknoloji sayesinde birçok araştır-
ma alanında bilgi düzeyinde önemli ölçüde artış 
olmuştur. PCR kullanımındaki en önemli dönüm 
noktalarından biri reaksiyon devam ederken artan 
floresans tayini yoluyla nükleik asit amplifikasyo-
nunun gerçek zamanlı olarak izlenmesine olanak 
sağlayan, aynı zamanda kantitatif PCR [quantitati-
ve PCR (qPCR)] olarak da ifade edilen gerçek za-
manlı PCR [real-time PCR (Rt-PCR)] konseptinin 
ortaya çıkmasıdır 1.

Rt-PCR yönteminde, oluşturulan kantitas-
yon eğrisi yardımıyla örnekteki hedef DNA veya 
RNA’nın mutlak miktarının belirlenmesi mümkün 
hale gelmiştir 2. Ayrıca, Rt-PCR işlemi standart nu-
muneler olmadan yarı nicel sonuçlar da sağlamak-
tadır. Bu durumda, gözlemlenen sonuçlar referans 
alınan gene göre daha yüksek veya düşük katlar 
olarak ifade edilebilir. Rt-PCR'nin bu uygulamasın-

da gerçek zamanlı revers transkripsiyon (RT) PCR 
(rRT-PCR) yöntemi uygulanarak mRNA’nın relatif 
kantitasyonu yoluyla hedef genin ekspresyon dü-
zeyi belirlenebilmektedir 3. Örneğin, efluks pompa-
sı ve OprD porin proteinlerinin ekspresyon düzey-
lerindeki değişmenin Pseudomonas aeroginosa 
klinik izolatlarında karbapenem direncine etkileri 
incelenebilir 4. Ancak mutlak kantitatif değerler 
elde edilemediğinden, kesin kantitasyon gerekti-
ren mikrobiyolojik çalışmalarda yarı nicel sonuç 
veren bu yöntem yaygın kullanım bulmamıştır 3.

Rt-PCR yönteminin getirdiği en önemli fayda-
lardan birisi de tek bir tüpte birden fazla hedefin 
tespit edebilmesine olanak tanımasıdır. Multipleks 
Rt-PCR adı verilen bu uygulamada, her biri farklı 
floresan boya ile etiketlenmiş problar kullanılmak-
tadır. Her boyadan gelen sinyal, aynı tüpteki farklı 
bir hedefin miktarını hakkında bilgi vermektedir. Bu 
sayede birkaç hedefin miktarı veya ilgilenilen gen-
lerin ekspresyon seviyeleri tek bir çalışmada hızlı 
bir şekilde ölçülebilmektedir 1.
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genotiplerin belirlenmesi gibi alanlarda önemli bir 
gösterge olarak kullanılmaktadır. Bu bağlamda 
Rt-PCR, DNA ve RNA virüslerinin tanısında vaz-
geçilmez bir araç haline gelmiştir 40-42. Örneğin 
HCV enfeksiyonunun tanısı, artık serolojik testler-
den, serumdaki viral genomun yüksek doğrulukla 
saptanması, kantitasyonu ve genotiplerinin belir-
lenmesine olanak tanıyan rRT-PCR uygulamasına 
doğru evrilmiştir.

Bazı protozoon enfeksiyonlarının geleneksel 
yöntemlerle tanısında yetersizlikler vardır. Bu ajan-
ların saptanması için kullanılan mikroskobik ince-
leme işlemleri zahmetli olmasının yanı sıra, zaman 
alıcı ve özel olarak eğitilmiş personel gerektirir. 
Benzer şekilde, serolojik testlerin de düşük duyarlı-
lık ve özgüllük gibi sorunları vardır. Bu nedenle, Rt-
PCR, protozoonların rutin tespiti, miktar tayini ve 
tiplendirilmesinde güçlü bir araç olarak ortaya çık-
maktadır 43. Örneğin, Plasmodium tespitinde PCR 
tabanlı analizlerin, tüm geleneksel yöntemlerden 
daha duyarlı ve daha özgül olduğu bilinmektedir 44.

Virüs ve protozoonların saptama ve kantitas-
yonunun aksine, tıp, veterinerlik ve gıda güvenliği 
açısından önemli birçok bakterinin tespiti ve kanti-
tasyonunda kültür halen altın standart olarak kabul 
görmektedir. Ancak bulaşıcı hastalıklar için zama-
nında müdahalenin kritik olduğu durumlarda, yavaş 
ve çok aşamalı geleneksel kültür teknikleri makul 
sürede sonuç vermemektedir. Bu sınırlamaya, geç 
ve güç üreyen patojenlerin üretilmesi, tür tayini,  
virülans faktörlerinin tanımlanması ve antimikrobi-
yal direnç profillerinin ortaya çıkarılması gibi gerek-
lilikler de eklendiğinde Rt-PCR yönteminin önemi 
ortaya çıkmaktadır. Rt-PCR bu bilgilerin tamamını 
kısa sürede sağlama yeteneğine sahiptir 45. Klinik 
örnekte Mycobacterium tuberculosis tespitinde, 
özellikle çok ilaca dirençli (MDR) ve yaygın ilaç di-
rençli (XDR) suşlarının belirlenmesinde geleneksel 
yöntemler yetersiz kaldığından multipleks Rt-PCR 
yöntemine dayanan kitler yaygın olarak kullanıl-
maktadır 46. Benzer şekilde patojenik Escherichia 
coli suşlarının tespiti, direnç ve virülans genlerinin 
incelenmesinde de Rt-PCR yöntemlerine başvurul-
maktadır 47.

Rt-PCR’nin enfeksiyonların tanısında kullanımı 
konusu bu kitabın farklı bölümlerinde ayrıntılı ola-
rak ele alındığı için burada özet olarak değinilmiş-
tir.

Sonuç

Rt-PCR teknolojisi, ortaya çıkışından itibaren tıbbın 
birçok alanında en sık kullanılan yöntemlerden biri 
olmuştur. Oldukça farklı seçenekler sunan flore-
san boyaları ve prob teknolojisindeki gelişmeler 
yönteme ayrı bir ivme kazandırmıştır. Gen eks-
presyon seviyesini belirlemekten, klinik örnekteki 
etkenin mutlak kantitasyonuna kadar geniş alan-
da ölçümler yapabilmesi ve kısa sürede doğru so-
nuçlar üretmesi Rt-PCR'nin mikrobiyolojik tanıda 
güçlü bir araç olmasını sağlamıştır. Özellikle viral 
tanı, genotiplerin belirlenmesi ve tedavinin takibin-
de Rt-PCR artık baskın bir rol oynamaktadır. Bak-
teriyolojik tanı alanında ise özellikle hızlı sonuç ve-
rebilmesi, antimikrobiyallere direnç profili, virülans 
faktörleri ve alt tiplerin belirlenmesi gibi analizlerin 
yapılmasını olanaklı kılması, bu yöntemin gelecek-
te kültüre alternatif olmasını sağlayacaktır.
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