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Ozet: Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), bir deoksiribo niikleik asit (DNA) zincirinin bilinen iki parcasi arasin-
da uzanan 6zel bir DNA bdliimiiniin enzimatik olarak ¢ogaltildig1 in vitro bir teknik olarak her gegen giin yay-
ginlasmaktadir. PCR metodu, teshis, epidemiyolojik ve DNA miktar1 belirleme calismalar1 gibi bircok amagla
kullanilmakta ve gelistirilmeye devam edilmektedir. PCR’1n kullanildig1 tiim alanlarda meydana gelen geligsme-
lerden, mikrobiyoloji alan1 da 6nemli oranda payimi alarak gelismeye devam etmektedir. insan ve hayvan kay-
nakli patojenik mikroorganizmalar i¢cin pek cok amagla kullanilan PCR ayni zamanda giiniimiizde kullanilan
birgok molekiiler metodun temelini olusturmaktadir. Reaksiyon her ne amagla ¢alisilirsa galigilsin, her gen bol-
gesi i¢in, kullanilacak reagent ve PCR parametrelerinin optimizasyonunun yapilmas: gerekmektedir. Hatta yapi-
lan optimizasyonun, PCR’in gergeklestirilecegi farkli aletler ve laboratuvarlar arasinda bile tekrar yapilmasi
gerekebilmektedir. Bu derlemede, kisaca PCR’in mikrobiyolojide kullanimi, PCR dizayn edilirken ve PCR’mn
tiim asamalarinda kullanilan reagentler ve malzemelerde uyulmasi gereken ana standartlardan bahsedilecektir.

Anahtar Kelimeler: Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), mikrobiyoloji, optimizasyon.
Optimization of Polymerase Chain Reaction (PCR)

Abstract: Polymerase chain reaction (PCR), a deoxyribonucleic acid (DNA) that lies between two known chain
enzymatically amplify a specific DNA region as an in vitro technique becoming common everyday. PCR meth-
od, used for many purposes such as diagnosis, epidemiology and studies to determine the amount of DNA, are
still under development. Microbiology is taking a significant proportion in PCR usage, like innovations of appli-
cation in other fields. Furthermore, PCR is the fundamental molecular method that being used today for many
purposes in detection of human and animal pathogenic microorganisms. It is needed to optimization of PCR
parameters of each gene, regardless even what was targeted. PCR may be required to perform it again, even
between different instruments and laboratories. In this review, PCR application in microbiology, the preperation
of main standards must be followed at all stages of PCR reagents and materials when PCR a designed, will be
mentioned.
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Giris
PCR ve Mikrobiyolojide Kullanimi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), De-
oksiribo Niikleik Asit (DNA) aranmasi amaciy-
la ilk kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan
kesfedilmis, yiiksek olclide duyarli ve 6zgiin bir
teknik olarak tanimlanmis ve bu teknigin bulu-
cusu, tan1 ve aragtirma olanaklarinda evrime yol
acan bu basarisindan 6tiirii Nobel 6diiliinii al-
maya hak kazanmustir’”®. Bu evrimsel bulustan
sonra diyagnostik mikrobiyoloji yeni bir siirece
girmis, niikleik asit amplifikasyon teknolojileri
mikroorganizmalarin  fenotipik dzelliklerinin
tammlanmas1 temeline dayanan standart tam
tekniklerinin yerini almaya, hatta bazi mikroor-
ganizmalarin tespiti i¢in altin-standart olmaya
baslamistir. PCR teknikleri infeksiyonlarin tes-
hisi, 6zel amagclarla genlerin belirlenmesi, 6zel
DNA parcalarinin  klonlanmasinda 6nem ka-
zanmis, bakteri kontaminasyonu, genetigi degis-
tirilmis DNA’nin varlign ve gida igeriklerinin
Ozglinliigliniin kontrolii gibi yeni alanlarda da
incelemelere olanak saglamistir’.

Mikrobiyoloji alaninda kullanilan, mik-
roskobik ve kiiltiirel teknikler, antijen arayan
metotlar ve serolojik testler geleneksel diyag-
nostik mikrobiyolojik analizleri olusturmakta-
dirlar. Bu tekniklerin kullanimlarini disiik 6z-
giinliik orani, yavas iireyen, iliremesinde g¢ok
hassas ortamlar gerektiren ya da apatojen ve
saprofitik mikroorganizmalar gibi sebepler kisit-
lamaktadir. Immunosupresyon, antimikrobiyal
tedaviler veya spesifik olmayan kros reaksiyon-
lar da geleneksel diyagnostik mikrobiyolojik
analizlerin 6nemli sorunlarindandir'*>*'°,

PCR geleneksel metotlarin yerini her za-
man tamamen alamaz. Fakat yavag iireyen ve
teshisi gilinler/haftalar alan mikroorganizmalar
ile, dogal konaklarinin disinda iiretilmesi ¢ok
zor olan ve bu nedenle tespit edilemeyen mik-
roorganizmalarin teshisinde PCR’mn kullanimi
cok Onem kazanmustir. PCR ile yakin tiirler
arasinda ya da alt tipler arasinda ayirim yapila-
bilir ve klinik ornekler 6n zenginlestirmeye
gereksinim duymadan hizli sekilde test edilebi-
lirler**. PCR’1n en biiyiik avantajlarindan biri de
transport nedeniyle 6lmiis oldugundan kiiltiirle
iiretilemeyecek durumlarda ve kronik persistent
etkenlerde kullanilabilmesidir®.

Guniimiizde insan ve hayvanlarm infek-
siydz hastaliklarinin teshisi ve epidemiyolojik
caligmalari, PCR tabanl tekniklerin uygulama-

ya sokulmasiyla olaganiistii bir hiz kazanmustir.
Bakteri, virlis, 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 kalmamugtir®,

PCR Optimizasyonu

Orneklerde inhibe edici maddelerin bu-
lunmasi, ¢evresel kontaminasyon riski, kullani-
lan bilesenlerin miktarinin yanlis kullanilmasi,
sicaklik parametrelerinin ayarlanamamasi gibi
problemler PCR yapilirken her zaman karsilagi-
labilecek sorunlardir. Ayrica oligoniikleotit
primerlerinin dizayn1 ancak mikroorganizmala-
rin bilinen suslar1 ve bu suslarin bilinen dizileri
ile miimkiin olabilmektedir. PCR’1n islevlerinde
sorun yaratabilecek bir diger etmen de mikrobi-
yal genomlarda olusan beklenmedik mutasyon-
lardir. Teshis laboratuvarlarindaki rutin PCR
uygulamalarinda, karsilagabilecek en Onemli
problemlerden biri de, kontaminasyonlardan
dolay1r olabilecek yanlis pozitifliklerdir. Bu
problem, PCR yapilacak laboratuvarlarm c¢ok
sik1 bir sekilde kontrol edilmesi gerektigini gos-
termistir’~*".

Yukarida bahsettigimiz rutin olarak
PCR’1n kontrolii ve degerlendirilmesi sirasinda
karsilasabilecegimiz problemlerdir. Bunlar di-
sinda, bahsedilen kullanilacak reagent ve mal-
zemelerin optimizasyonu i¢in bilinmesi gereken
standartlar ve kurallar vardir. Kisaca yapilacak
islemler sirasiyla, kullanilan reagentlerin mik-
tarlarinin ve malzemelerin kalitesinin optimize
edilmesinde kullanilan standartlar ve parametre-
lerden asagida bahsedilmektedir.

1- DNA Ekstraksiyonu

Genetik materyalle yapilacak caligmalar-
da molekiiler biyoloji tekniklerinin uygulana-
bilmesi i¢in, PCR 6ncesinde kullanilacak marazi
maddelerin yliksek molekiil agirlikli DNA ve
Ribo Niikleik Asit (RNA) molekiillerinin, inhi-
bitorleri de icerecegi géz oniinde bulundurula-
rak, saf bir sekilde elde edilebilmesi gerekir®.
PCR, orneklerden DNA ve RNA ekstraksiyonu
yapilarak ya da giinlimiizde yeni gelistirilen ve
gelistirilmeye devam eden Kkitler ve sistemlerle,
ekstraksiyon yapilmaksizin direkt olarak klinik
ornegin kullamimiyla yapilabilen bir metod-
tur’*. DNA ve RNA ekstraksiyonu yapilmaz-
sa, sonuglar Ornekteki taq polimeraz enzimi
inhibitorleri tarafindan maskelenebilir”. Bu
problem DNA ve RNA ekstraksiyonu ile ya da



orneklerin sulandirmalar1 yapilarak ortadan
kaldirilabilir. Sulandirma, 6rnekteki mikroorga-
nizma sayisi az oldugunda problem yaratabilir.
DNA ve RNA ckstraksiyonu ise ¢ok Ornekle
calisildiginda oldukea fazla is giicii gerektirir ve
kit kullanildiginda test maliyetini artirabilir.
Fakat ekstraksiyon yapildiginda PCR’1n analitik
ve diyagnostik duyarliligi artacaktir. Hatta Or-
nekte inhibe edici maddeler ¢oksa, kitle DNA
ve RNA ekstraksiyonunu yapildiktan sonra bile
bu inhibitorler azaltamayabilmekte ve kitle ekst-
raksiyondan sonra bile sulandirma yapilmasi
gerekebilmektedir®'.

Niikleik asit ekstraksiyonu amaciyla kul-
lanilan pek ¢ok metod ve hazir kitler bulunmak-
tadir. Bu amagla kendi ekstraksiyon yontemimi-
zi kullanabilecegimiz gibi, maliyeti biraz artirsa
da hazir ekstraksiyon kitleri de kullanabilinmek-
tedir. DNA ve RNA ekstraksiyon yontemlerinde
kullanilan maddeler, yontem ya da kit ne olursa
olsun genel olarak 3 asamayi amaglamaktadir.
Bunlardan ilki hiicrenin parcalanmas: ile
DNA’nin agiga ¢ikmasi, denaturasyon veya
proteoliz ile DNA/RNA-protein kompleksinin
ayrilmasi, ikincisi DNA-RNA’nin ¢oziinilir du-
ruma getirilmesi ve son olarak da DNA-
RNA’nin basit enzimatik ve/veya kimyasal
yontemlerle proteinler, RNA ve diger makro
molekiillerden ayrilmasi islemleridir’®.

2- PCR Reaksiyonun Temel Bilesenleri
ve Optimizasyonlari

PCR’da kullanilan temel bilesenler hedef
DNA veya RNA (templeyt), tag DNA polime-
raz enzimi, primerler, deoksiniikleotitler, tam-
pon sivi, pH, Mg™ iyonlaridir’™*. PCR reaksi-
yonundaki optimal olmayan kosullar sadece
kullanilan bilesenlerden degil birgok sebepten
kaynaklanabilir. Uygun olmayan primerlerin,
zaman ve sicaklik parametrelerinin kullanimi
(6zellikle annealing sicakligi), polimeraz enzimi
kalitesi ve Mg konsantrasyonu en 6nemli pa-
rametrelerdendir. Reaksiyon kosullarimin opti-
mize edilmesi ve reaksiyon karisimina koyulan
tiim maddelerin uygun miktarlari i¢in denemeler
yapilarak en uygun miktarlar ve reaksiyon ko-
sullar1 bulunmastyla, ayn1 zamanda inhibe edici
etkiler de azaltilabilir. Bu faktorlerin optimizas-
yonu pozitif kontrolle erime noktasina gore
farkli sicakliklarda ve konsantrasyonlarda reak-
siyon calisilarak ya da bu maddelerin veya
templeytin (siipheli 6rnekten elde edilen DNA
veya RNA) cesitli oranda sulandirmalartyla ayri
ayr1 denemeler yapilarak karsilastirmalarla sag-
lanabilmektedir™*2.
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2-1- Mg** Konsantrasyonu

Kit {ireticileri standart reaksiyon reagent-
leri yaninda Mg™*“u ayr1 olarak sagladiklari igin
Mg konsantrasyonu aslinda optimize edilecek
kosullar arasinda en kolayidir. Tek bir reaksi-
yonda her 6rnege farkli miktarlarda Mg™ koyu-
larak yapilan denemeler kisa siire i¢inde sonug-
landirtlabilinir’®>. PCR reaksiyon karisiminda
ortalama 0.5-2.5 mM Mg"™ olmas1 gereklidir.
Mg™ iyonlar1 enzim aktivitesine, primer bag-
lanmasina ve DNA erime 1sisina etki edebi-
lir’**. INTP’ler Mg iyonunu bagladiklari i¢in
dNTP konsantrasyonundaki artis serbest Mg
konsantrasyonunda azalmaya yol acabilecegin-
den optimizasyon bu durum goz Oniine alinarak
yaptlmalidir’>. Mg ™ iyonlar1 dNTP’ler ile ¢ozii-
nebilir kompleksler olustururlar, polimeraz en-
zimi aktivitesini uyarir, ¢ift iplikli DNA’nin
erime derecesini (Tm) arttirirlar ve primer-
templeyt DNA hibridizasyonunu saglarlar. Bu
nedenle Mg™un PCR’mn 6zgiinliigii ve iiriin
verimi lizerinde ¢ok Onemli bir etkisi vardir.
Diisiik Mg" konsantrasyonu iiriin olusumunda
azalmaya, yiiksek Mg konsantrasyonu ise spe-
siﬁslglolmayan iiriin olusumuna neden olmakta-
dir.

2-2- Primerler

Tekrarlanan dizilerden olusmayan, sente-
tik olarak kolayca hazirlanabilen ve 15-40 oli-
goniikleotitden olusan primerler, kullanim
amaglarma gore degisiklik gostermektedirler.
Primerlerin lizerinde bulunan baz siralari, sade-
ce hedef DNA iizerinde bir bolgede bulunmali,
baska yerlerde veya baska hedef DNA sekansla-
rinda  bulunmamahdir’®**". Primer tasarimu
yapilirken dort bazin da esit oranda kullanimina
O0zen gosterilmeli, primerler tekrarli bdolgeler
icermemeli ve primer ¢iftlerinin 3° uglar1 birbir-
lerine komplementer yapida olmamalidir’. Pri-
merlerin yapisinda %50-60 kadar G+C bazlar
bulunmasi, hedef DNA ile daha kuvvetli bagla-
rin kurulmasina yardimci olur. Ayrica bdyle
birlesmeler, yiiksek sicaklikta olusturulan reak-
siyon sirasinda goriilebilecek non-spesifik bag-
lanmalari da azaltmaktadir™ > *7. Primer kon-
santrasyonunun genel olarak 0.1-0.5 uM arasin-
da olmasi1 tavsiye edilmistir. Yiksek primer
konsantrasyonlar1 primer-dimer olarak adlandi-
rilan spesifik olmayan bantlarin olusumuna yol
agmaktadir. Primer-dimerler, kiigilk DNA iiriin-
leri olup primerlerin birbirleriyle baglanmasi ya
da DNA polimeraz enziminin spesifik olmayan
niikleotitleri, kullanilmayan primerlerin uclarina
baglamasi neticesinde olusan bantlardir’'~’.



34

Son yillarda oldukg¢a yaygin olarak kulla-
nilan PCR sistemi ise, birden fazla primerin
ayn1 anda calisilmasiyla olusan multiplex-PCR
sistemleridir. Ayni reaksiyonda, birden fazla
bolgenin caligilarak, birden fazla bdolge icin
sonuclarin kisa siirede alinabildigi bu PCR sis-
temi oldukc¢a yaygin bir bigimde kullanilmakta-
dir.

Cok pratik sonuglar veren multiplex-PCR
sistemlerinin optimizasyonu tek bir primer ile
calisilan PCR’a gore, kullanilacak primerler
arasindaki uyumun saglanmasi ve diger para-
metrelerin diizenlenmesi gerektiginden daha zor
olsa da, elde edilen sonuglarin kalitesi nedeniyle
PCR sisteminin giiniimiizdeki devrim niteligin-
deki bu sekli multiplex-PCR yaygin bigimde
kullanilmaya ve gelistirilmeye devam etmekte-
dir.

2-3-dNTP’ler

Geleneksel PCR’da ayr1 reagent olarak
kullanilan dNTP’lerin final konsantrasyonlart
20-200 uM arasinda olmali ve 4 niikleotit de
ayni oranda bulunmalidir. Hedef olmayan alan-
larda yanlis baglanmalar1 azaltmak i¢in uygun
olan en diisiik dNTP konsantrasyonu kullanil-
malidir. Ancak bazi mikroorganizmalar vardir
ki, cogaltilacak gen bolgesinden dolayr bazi
bazlarin digerlerinden az yada ¢ok olmasi gere-
kebilir*® (¢ok Adenin-Timin, az Guanin-Sitozin
gibi). Niikleotitlerin optimal konsantrasyonunu
tespit etmek igin amplifiye edilecek iiriiniin
uzunlugu, MgCl, ve primer konsantrasyonlari,
¢ogaltilmis {irtinlin biylkligi ve PCR dongi
sayist dikkate alinmalidir. Niikleotitlerin diisiik
konsantrasyonda kullanilmasi1 PCR’1n 6zgiinlii-
giinii arttirmaktadir™®.

3- PCR Reaksiyonunda Kullanilan Si1-
caklhik Parametreleri

PCR, 6n denaturasyon ve tekrarlanan sik-
luslardan  olusan, denaturasyon-annealing-
ekstansiyon asamalar1 ve final ekstansiyon asa-
malarindan olusur. RNA tespiti yapilacaksa,
once RNA, 6n asamalarla DNA’ya doniistiiriiliir
ve reaksiyona yukarida sayilan DNA c¢ogaltma
asamalartyla reaksiyona devam edilir. On dena-
turasyon 5-10 dakika boyunca 94-95°C’de ger-
ceklestirilir. Denaturasyon zamani ve sicakligi,
G+C oranina dolayisiyla da ¢ogaltilmak istenen
bolgenin biiyiikligiine baghdir. G+C’ce zengin
dizilerde denaturasyon sicakligi artirilabilir*.
Ayrica yeni kullanilan hot-start enzimlerde de,
enzimin aktif hale gelebilmesi i¢in 6n denatu-
rasyonun mutlaka kullanilmasi gerekmektedir.

Denaturasyonun tam olmamasi halinde verim
diiser. DNA’nmn uzun siire yliksek sicaklikta
bekletilmesi ise DNA polimeraz enziminin akti-
vitesini diisiirmektedir'>'®*’. Primerlerin yapis-
ma sicakligl (annealing) 55-72 °C arasinda de-
gismektedir ve optimize edilmesi gereken en
o6nemli parametrelerden biridir. Primer yapis-
masi i¢in gerekli zamanin uzunlugu ve uygula-
nacak sicaklik, amplifikasyon primerlerinin baz
icerigine, biyiikliigiine baglidir. Primer yapis-
masi i¢in gerekli olan sicaklik hesaplanirken her
bir Adenine (A) ve Thymine (T) niikleotiti i¢in
2 °C hesaplanir'*'>'**"?! Yapisma sicakligimin,
teorik olarak spesifik DNA eslesmesinin sag-
lanmas1 amaciyla, 2 primerin erime sicakligmin
birkag derece altinda olmasi gerekir’®*. Bu
ylizden yapisma sicakliginin optimizasyonu,
primer-templeyt kompleksinin erime sicakligi-
nin [basit formiille T,, = (G+C)4 + (A+T)2)]
hesaplanmasiyla baglamaktadir. Daha kompleks
formiiller kullanilabilir™>***. Fakat pratikte
erime sicakligi, tampon igerigi hatta primer ve
templeyt konsantrasyonundan etkilenebildigi
icin formiillerle sadece ortalama bir deger he-
saplanabilir. Bazi primerler nedeni bulunama-
yan sebeplerden'® optimizasyona acikca direng
gosterirler’”.  Yiiksek sicakligin  kullanilmasi
yanlis niikleotitlerin primerlerin 3’ uglarma
baglanmasini Onler. Hibridizasyon sicakliginin
disiik tutuldugu durumlarda ise spesifik olma-
yan kiigiik DNA fragmentlerinin olusumu soz
konusudur''. Uzama (ekstensiyon) sicaklig1 ve
zamani, yine secilen bolge ve bu bdlgenin G+C
oranina bagli olarak taq polimeraz enziminin
optimum caligma sicakligr olan 72-78°C’lerde
gergeklestirilir®”. Uzama hizi 35-100 niikleo-
tit/saniyedir. Uzama siiresi de yine hedef dizinin
konsantrasyonuna, uzunluguna ve sicakliga
bagldir. En uygun uzama siiresi ortalama 1
dakikadir. Siklus sayisi ise, templeytin DNA
konsantrasyonuna, primer ekstensiyonu ve amp-
lifikasyonunun etkinligine (kullanilan enzimin
kalitesine) baglidir. Az miktarda DNA ile bas-
ladiginda en fazla 40 siklus, daha fazla DNA ile
basladiginda ise ideal siklus sayist 30 olmalidir.
Siklus sayisinin fazla olmasi hatalara yol agarak
spesifik olmayan ikincil {riinlerin (primer-

dimer) olusumuna neden olur***.

PCR reaksiyonunda kullanilan parametre-
ler ve reagentler genel olarak ele aliirsa, PCR
amplifikasyonunun etkinligine etki etmeleri
bakimindan 4 gruba ayirmak miimkiindiir. Bi-
rinci grup PCR reaksiyonundaki siklus sayisidir.
Her ne kadar hedef DNA’nin amplifiye edilecek
miktarin siklus sayis1 belirlese de DNA kon-



santrasyonu arttik¢a, primer baglanmasindan
ziyade PCR reaksiyonu neticesinde meydana
gelen sarmallarin birbirine baglanmasi séz ko-
nusu olur. Bunun sonucu olarak ge¢ PCR siklus-
larinin erken sikluslara oranla daha az etkili
oldugu bildirilmistir’™. ikinci 6nemli faktor
amplifiye edilecek hedef DNA miktaridir. PCR
reaksiyonu, yiiksek konsantrasyonda hedef
DNA (>10") ihtiva eden numunelerle calisildi-
ginda diisiik konsantrasyondakilere (<10*) naza-
ran daha diisiik bir diizeyde amplifikasyonla
neticelenir’™. Ugtincii faktor hedef DNA se-
kansinin uzunlugudur. PCR’1n etkinligi ile se-
kans uzunlugu arasinda ters orantili bir iliski
mevcuttur. Dordiincii 6nemli faktor ise primer
baglanmasi ve hibridizasyon i¢in kullanilan
sicaklik ile ilgilidir®®. Hibridizasyon sicaklig: ile
PCR’1in 6zgiinliigli arasinda pozitif bir korelas-
yon mevcuttur. Yiiksek 1sida PCR’da 6nemli bir
problem olarak kendini gosteren yanlig hibridi-
zasyon olusma ihtimali diismektedir''.

4- PCR Makinalan

Temelde hava isitmali ve blok 1sitmal
olmak flizere iki ¢esit PCR makinasi vardir. Bu
iki sistem arasinda onemli farklar bulunmakta-
dir. Oncelikle hava bloga gore ¢ok daha hizli
1sinip sogudugu i¢in PCR zamani minimuma
inmektedir. Geleneksel blok 1sitmali PCR ma-
kinelerinde aksesuarlarin sicaklik gegirgenligi-
nin az olmasi, arzu edilen sicakliga uzun zaman-
larda erigilebilmesi, dolayisiyla zamanin ¢ogu-
nun denaturasyon, annealing ve ekstensiyon
basamaklarina gegiste harcanmasi, bu aletlerin
kullanimlartyla ilgili bilyiik dezavantajlar getir-
mektedir. Glinlimiizde artik pek kullanilmayan
blok 1sitmali thermalcycler makinelerinde PCR

siiresi 2-4 saat almaktadir*>.

Yeni kullanilan PCR makinalarinin he-
men hepsi hava 1sitmali sistemlerdir. Bu sistem-
ler sayesinde testlerin performansi artmakta ve
stiresi azalmaktadir. Son zamanlarda PCR amp-
lifikasyonunu ve amplifiye olmus tiriiniin (amp-
likon) kontroliinii ayni kapali sistemlerde ger-
ceklestiren ve amplikonun goriintiilenmesine
izin veren yeni sistemler gelistirilerek gidalar-
dan, memeli genomundan, genetik olarak gelis-
tirilmis organizmalardan, insan ve veteriner
mikrobiyoloji alanlarindaki ¢ok degisik ornek-
lerden niikleik asitlerin aranmasinda kullanil-
maya baslanmustir’™'"*. Bu aletler sicaklik degi-
simini geleneksel hava 1sitmali termocyclerlara
gore bile ¢ok daha hizli bir sekilde gerceklesti-
rirler ve her PCR siklusu sonunda, hedef
DNA’ya niikleik problar veya floresan boyalar
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baglandiktan sonra a¢iga ¢ikan floresani tespit
eden sistemlerle caligmaktadirlar. Bu test sis-
temleri, Real-Time (RT) PCR olarak adlandiri-
lir'®. Ayrica RT PCR sistemleri sayesinde aza-
lan ve kisalan islemler, kontaminasyon ve ma-
nipiilasyonlarda yapilan yanlishik ihtimallerini
de engellemis olmaktadir. RT PCR’1n en énemli
yararlarindan birisi de aragtiricinin DNA’nin
baslangi¢ seviyesi ¢ok az miktarda olsa dahi bu
seviyenin belirlenmesine imkan vermesidir.
Amplifikasyon siirecinde Ornekteki DNA ne
kadar yiiksekse, floresan sinyal o kadar ¢abuk
esik seviyesine ¢ikmakta bu da miktar tayinini
miimkiin  kilmaktadir®. DNA’nm  baslangig
seviyesinden bagimsiz olarak, sadece negatif ve
pozitif olarak sonug¢ veren gelencksel PCR’da
ise miktar tayini olduk¢a zor olmaktaydi. Bu
sistemler miktar tayinini de olanak saglayarak
calismalar1 ¢ok daha ileri boyutlara ulastirmak-
tadirlar.

RT PCR, PCR’1n ortaya ¢ikarilmasi kadar
olmasa da ona yakin bir teknolojik gelisme ola-
rak tim diinyadaki aragtirmacilara yeni bir gii¢
ve calisma alanmi saglamistir. PCR’la saglanan
kolaylik ve giiciin, RT teknolojisi ile birlesmesi
calismalara asir1 derecede kolaylik ve sensitivite
saglamistir™.

5- PCR Reaksiyonun Gergeklestirildigi
Tiipler

PCR makinasi kadar PCR reaksiyon ha-
cimleri ve kullanilan PCR tiiplerinin 6zellikleri
de PCR performansini etkileyen diger énemli
ogelerdir. Iyi bir PCR tiipiiniin sahip olmasi
gereken Ozellikler tiipiin kapagi kapandiktan
sonra buharlagsma olmamasi, diisiik 1s1l kiitleye
sahip olmasi, sicaklik gegirgenliginin yiiksek
olmasi ve ¢apraz reaksiyonlara izin vermeksizin
reaksiyon reagentlerinin tiiplere konulabilmesi-
dir. Kalin ¢eperli PCR tiiplerinin, igerdikleri
orneklere sicaklik transferini randimanli bir
sekilde yapamamasi, tiipiin ylizeyine temas eden
ornek hacminin simirli olmasi, PCR protokolle-
rinde belirlenen sicakliklarin 6rneklerde sagla-
namamasi veya Ornegin belirlenen zamandan
daha kisa bir siire final sicakligina maruz kal-
mas1 gibi 6zellikler PCR’1n verimli bir sekilde
uygulanmasini engelleyen etmenlerdir. Bunlar-
dan dolay1 ince geperli 200 pl’lik tiipler PCR’da
tercih edilmelidir®’.

PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan farkl
bir tasiyici ortam ise borosilikat cam borucuk-
lardir. Bunlar igerisinde PCR yapmanin avantaj-
lar1 su sekilde 6zetlenebilir: borosilikat kapiller
cam PCR borucuklarin ylizeylerinin genis olma-
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st nedeniyle reaksiyon hizinin ve veriminin
yiiksek olmasi, kapiller borucuklarin plastik
kapaklarla uglarmin kapatilmasi sonucu buhar-
lagma ve capraz kontaminasyon oraninin en aza
indirgenmesi ve borucuklarin sicaklik gecirgen-
liginin yiliksek olmast sonucu PCR lehine c¢e-
virmektedir. Cam kapiller PCR’da zamanin kisa
olmasinin nedeni, kapiller borucuklarin cevre-
sinde havanm dénerek hizla 1sitilmasidir*®*,
Tiim bunlarin yaninda borosilikat cam borucuk-
larin silindirik yapisi dolayisiyla yiizey arttiril-
mis ve sicaklik reaksiyona daha c¢ok etkimig
olur'****47%¥ By durum annealing, ekstensi-
yon ve denaturasyon siirelerinin de kisalmasina
neden olmaktadir. Bu sistemlerde PCR siiresi 10
kat kadar kisaltilmis olmaktadir. Kapiller
PCR’da, PCR basamaklarinda olusan siire ki-
salmasiyla primerlerin yanlis baglanma olasilig1
en aza indirgendigi icin spesifik PCR iirlinii
olugma olasilig1 ve miktarinda da artis saglama-
s1 bir baska avantajdir*™*®. Cam tiiplerin diger
avantaji, PCR reaksiyon hacminin konvansiyo-
nel PCR’a gore yar1 yartya azalmasi ve dolayi-
styla test maliyetinin diigmesidir. Bunlar disinda
cam kapiller cam fiber optiklere benzer bigimde
15181 cekerek ve sinyali kapillerin ucunda yo-
gunlastirarak sinyal toplamaya hizmet eder. Bu
etki kapiller i¢indeki mikro hacimdeki sivida
floresan izlemeye ve goriintiilemeye yaramakta-
dir. Bu 6zellik RT-PCR sistemlerinde, boya ve
1s1ma teknoloji ile galigilan sistemler i¢in olduk-
¢a 6nemlidir®.

Sonu¢

Stirekli gelistirilen alet, malzeme ve hazir
olarak sunulan kitlerle gelistirilen PCR tabanl
yontemler baslangicta tan1 amagh gelistirilse de,
su anda bir¢ok bilim dali ve alaninda kullanil-
maktadir. Optimize edilmeleri i¢in uzmanlagmis
molekiiler calisanlarin gerektigi PCR tabanh
yontemler, optimize edilme asamalarina kadar
laboratuvarlarda olduk¢a zorluklar ¢ikartmakta,
zaman ve malzeme kaybina neden olabilmekte-
dirler. Optimize edilmis literatiirlerden alinan
bilgiler kullanilarak, taklit ¢alismalar yapilsa
bile, malzemelerin ve aletlerin markasi, kulla-
nim sartlari, yanls kullanimlar1 ve deneyimli
olmayan personelle taklit edilen reaksiyonlar
ayn1 sonuglar1 vermeyebilir. Deneyimli perso-
nelle, ayni alet ve markalarla bile farkli labora-
tuvarlar arasinda farkli sonuglar alinmaktadir.
Tim bunlar géz Oniinde bulunduruldugunda
bile, PCR teknigi dezavantajlar1 ve zorluklarina
ragmen giiniimiizde diagnostik mikrobiyoloji
diger alanlarda gittikce artan onemde ve pratik
bir teknik olmaya devam etmektedir. Teknik,

her gecen gilin eklenen yeni PCR metodlartyla
da Onlimiizdeki yillarda gittikge ylikselen bir
ivmeyle gelisimini devam ettirecektir.
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