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GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYON
YONTEMININ TIPLERI VE PRENSIPLERI

Polimeraz Zincir Reaksiyonu [Polymerase Chain
Reaction (PCR)] yonteminin kullanimi, tibbin ge-
sitli alanlarindaki arastirmalar blyuk olgtde hiz-
landirmis ve bu teknoloji sayesinde birgok arastir-
ma alaninda bilgi dizeyinde 6nemli olglide artis
olmustur. PCR kullanimindaki en onemli dondm
noktalarindan biri reaksiyon devam ederken artan
floresans tayini yoluyla nikleik asit amplifikasyo-
nunun gergek zamanli olarak izlenmesine olanak
saglayan, ayni zamanda kantitatif PCR [quantitati-
ve PCR (qPCR)] olarak da ifade edilen gergek za-
manl PCR [real-time PCR (Rt-PCR)] konseptinin
ortaya gikmasidir .

Rt-PCR yonteminde, olusturulan kantitas-
yon egrisi yardimiyla ornekteki hedef DNA veya
RNANnin mutlak miktarinin belirlenmesi mumkun
hale gelmistir 2. Ayrica, Rt-PCR islemi standart nu-
muneler olmadan yari nicel sonuclar da saglamak-
tadir. Bu durumda, gozlemlenen sonuglar referans
alinan gene gore daha yuksek veya dusuk katlar
olarak ifade edilebilir. Rt-PCR'nin bu uygulamasin-
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da gergek zamanli revers transkripsiyon (RT) PCR
(rRT-PCR) yontemi uygulanarak mRNAnin relatif
kantitasyonu yoluyla hedef genin ekspresyon du-
zeyi belirlenebilmektedir 2. Ornegin, efluks pompa-
si ve OprD porin proteinlerinin ekspresyon dizey-
lerindeki degismenin Pseudomonas aeroginosa
klinik izolatlarinda karbapenem direncine etkileri
incelenebilir 4. Ancak mutlak kantitatif degerler
elde edilemediginden, kesin kantitasyon gerekti-
ren mikrobiyolojik c¢alismalarda yar nicel sonug
veren bu yontem yaygin kullanim bulmamistir 2.

Rt-PCR yonteminin getirdigi en énemli fayda-
lardan birisi de tek bir tlpte birden fazla hedefin
tespit edebilmesine olanak tanimasidir. Multipleks
Rt-PCR adi verilen bu uygulamada, her biri farkli
floresan boya ile etiketlenmis problar kullaniimak-
tadir. Her boyadan gelen sinyal, ayni tipteki farkli
bir hedefin miktarini hakkinda bilgi vermektedir. Bu
sayede birkag hedefin miktari veya ilgilenilen gen-
lerin ekspresyon seviyeleri tek bir calismada hizli
bir sekilde olgulebilmektedir .
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genotiplerin belirlenmesi gibi alanlarda onemli bir
gosterge olarak kullanilmaktadir. Bu baglamda
Rt-PCR, DNA ve RNA virUslerinin tanisinda vaz-
gecgilmez bir arac¢ haline gelmistir 442 Ornegin
HCV enfeksiyonunun tanisi, artik serolojik testler-
den, serumdaki viral genomun yuksek dogrulukla
saptanmasi, kantitasyonu ve genotiplerinin belir-
lenmesine olanak taniyan rRT-PCR uygulamasina
dogru evrilmigtir.

Bazi protozoon enfeksiyonlarinin geleneksel
yontemlerle tanisinda yetersizlikler vardir. Bu ajan-
larin saptanmasi i¢in kullanilan mikroskobik ince-
leme islemleri zahmetli olmasinin yani sira, zaman
alici ve ozel olarak egitilmis personel gerektirir.
Benzer sekilde, serolojik testlerin de distk duyarli-
Ik ve 6zgUillik gibi sorunlari vardir. Bu nedenle, Rt-
PCR, protozoonlarin rutin tespiti, miktar tayini ve
tiplendirilmesinde gUglU bir arag olarak ortaya ¢ik-
maktadir 3. Ornegin, Plasmodium tespitinde PCR
tabanl analizlerin, tim geleneksel yontemlerden
daha duyarli ve daha 6zgul oldugu bilinmektedir 4.

Virls ve protozoonlarin saptama ve kantitas-
yonunun aksine, tip, veterinerlik ve gida guvenligi
acisindan onemli bircok bakterinin tespiti ve kanti-
tasyonunda kulttr halen altin standart olarak kabul
gormektedir. Ancak bulasici hastaliklar igin zama-
ninda mudahalenin kritik oldugu durumlarda, yavas
ve gok asamall geleneksel kultir teknikleri makul
slrede sonuc vermemektedir. Bu sinirlamaya, geg
ve gugc Ureyen patojenlerin Uretilmesi, tdr tayini,
virlans faktorlerinin tanimlanmasi ve antimikrobi-
yal direnc profillerinin ortaya gikarilmasi gibi gerek-
lilikler de eklendiginde Rt-PCR yonteminin onemi
ortaya ¢ikmaktadir. Rt-PCR bu bilgilerin tamamini
kisa surede saglama yetenegine sahiptir 4°. Klinik
ornekte Mycobacterium tuberculosis tespitinde,
ozellikle gok ilaca direngli (MDR) ve yaygin ilag di-
rencli (XDR) suslarinin belirlenmesinde geleneksel
yontemler yetersiz kaldigindan multipleks Rt-PCR
yontemine dayanan kitler yaygin olarak kullanil-
maktadir “6. Benzer sekilde patojenik Escherichia
coli suglarinin tespiti, direng ve virlilans genlerinin
incelenmesinde de Rt-PCR yontemlerine basvurul-
maktadir 4.

Rt-PCR'nin enfeksiyonlarin tanisinda kullanimi
konusu bu kitabin farkl bolimlerinde ayrintili ola-
rak ele alindigi igin burada ozet olarak deginilmis-
tir.

Sonug

Rt-PCR teknolojisi, ortaya ¢ikisindan itibaren tibbin
birgok alaninda en sik kullanilan yontemlerden biri
olmustur. Oldukga farkli segenekler sunan flore-
san boyalari ve prob teknolojisindeki gelismeler
yonteme ayri bir ivme kazandirmistir. Gen eks-
presyon seviyesini belirlemekten, klinik ornekteki
etkenin mutlak kantitasyonuna kadar genis alan-
da olgimler yapabilmesi ve kisa stirede dogru so-
nuglar tretmesi Rt-PCR'nin mikrobiyolojik tanida
glcli bir arag olmasini saglamistir. Ozellikle viral
tani, genotiplerin belirlenmesi ve tedavinin takibin-
de Rt-PCR artik baskin bir rol oynamaktadir. Bak-
teriyolojik tani alaninda ise ozellikle hizli sonug ve-
rebilmesi, antimikrobiyallere direng profili, virlilans
faktorleri ve alt tiplerin belirlenmesi gibi analizlerin
yapllmasini olanakli kilmasi, bu yontemin gelecek-
te kiilture alternatif olmasini saglayacaktir.
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