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Riketsiyalar›n saptanmas› ve tan›mlanmas›nda (identificati-
on)  polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) dayanan moleküler
yöntemlerin kullan›m› 1989 sonras›nda gözlenmektedir (1, 2, 3,
4).

‹lk kez 1985’de Saiki ve arkadafllar› taraf›ndan gelifltirilen
PZR, in vitro hedef DNA’n›n ço¤alt›lmas›n› sa¤layan h›zl› bir
tekniktir (5). PZR’da her bir reaksiyon üç basamaktan olufl-
maktad›r:

1. Denatürasyon: Ço¤alt›lacak çift iplikçikli kaynak
DNA’n›n 90-95°C’e  ›s›t›larak birbirinden ayr›lmas›d›r.

2. Hibridizasyon (annealing): Sentetik oligonükleotid pri-
merlerin uygun s›cakl›kta (45-55°C)  kaynak DNA’n›n 3’ uçla-
r›na ba¤lanmas›d›r. Deney için optimal ›s›
T=[4(nG+nC)+2(nA+nT)]-5 formülü ile saptanabilir; n primer-
deki baz say›s›d›r. Ortamda tek iplikcikli DNA, iki oligonükle-
otid primer (15-30 baz uzunlu¤unda), yüksek s›cakl›¤a daya-
n›kl› Taq DNA polimeraz enzimi ve dört tür dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) bulunmal›d›r. 

3. Amplifikasyon (extension): Taq DNA polimeraz, ortam-
daki dNTP’leri kullanarak 70-75°C’de primerlerden bafllayarak
yeni zinciri oluflturur. Bu polimerizasyon 5’ 3’ yönünde ger-
çekleflir. Saniyede 75 nükleotid sentezlenebilmektedir. Taq
DNA polimeraz enziminin aktivitesi için ortamda serbest mag-
nezyum iyonlar›na ihtiyaç vard›r. 

Riketsiyalar›n saptanmas› için antibiyotik tedavisi öncesi
kan, deri biyopsi örnekleri (özellikle "tache noir" en çok bakte-
ri bulunan örnek) önerilmektedir (6). E¤er kan örne¤i çal›fl›la-
caksa EDTA veya sodyum sitratl› kan›n "buffy coat" tabak›
önerilmekte; heparin PZR’i inhibe etmektedir. 

DNA’n›n ayr›lmas›nda (extraction) SDS + proteinaz K+ fe-
nol kloroform ifllemi veya "QIAmp Tissue kit" (Qiagen, Hil-
den, Germany) kullan›labilir (7,8).

Reaksiyon karfl›m› toplam 100 μl’lik bir solüsyon olacak
flekilde 1.25 ünite AmpliTaq DNA polimeraz (Perkin-Elmer
Cetus), 2 μl kaynak DNA, 10 pmol sentetik primerler, 200 μM
her bir dNTP (Boerhinger Mannheim) ve 6 μl of a 25 mM so-
lution of  MgCl2  (1xTag buffer içinde) içerir (7). Amplifikas-
yon DNA thermal cycler cihaz› ile flu koflullarda uygulanmal›-
d›r: Önce 95°C’de 3 dakikal›k bir denatürasyon, daha sonra  35
kez  95°C’de 20 saniye denatürasyon, 46°C’de 30 saniye anne-
aling (primerlerin ba¤lanmas›), 65°C’de 1 dakika extension
(yeni DNA sentezi) ve en sonunda PZR ürünlerinin tam uzama-
s› için 72°C’de 7 dakika beklenerek tamamlan›r (7). 

PZR’de kullan›lacak kaynak DNA’n›n saf olmas›, sentetik
primerlerin birbirleri ile baz çiftleri oluflturmayacak flekilde se-
çilmesi amplifikasyon verimini artt›r›r. Her PZR deneyi daha
önceden pozitif oldu¤u saptanm›fl bir pozitif kontrol ve bir ne-
gatif kontrol içermelidir.

PZR, tek bir molekül DNA'y› dahi ço¤altabilece¤inden, re-
aksiyon kar›fl›mlar›n›n DNA molekülleri ile kontamine olmas›-

n›n engellenmesi gerekmektedir. 
Kontaminasyon, DNA eklenmemifl reaksiyon kar›fl›m›ndan

oluflabilecek bir negatif kontrol kullan›larak denetlenir. Konta-
minasyon, daha önceki PZR reaksiyonu, eksojen DNA veya di-
¤er hücresel materyelden kaynaklanabilir. 

PZR deneylerinde dikkat edilmesi gereken noktalar:
1. Mümkünse uv ›fl›kla donat›lm›fl "laminar flow hood"

içinde yap›lmal›d›r. 
2. Hood içinde yaln›zca PZR için kullan›lan mikrotüpler;

tek kullan›ml›k eldiven ve pipetler bulundurulmal›d›r.
3. Otomatik pipetler çok s›k kontaminasyon kayna¤› olduk-

lar›ndan "positive-displacement"  pipetler ve filtreli pipet uçla-
r› kullan›lmal›d›r.

4. Deneye bafllarken temiz bir eldiven giyilmeli, kirlendi¤i
düflünüldü¤ünde  de¤ifltirilmelidir.

5. Sarf malzemesini herkes kendisi için küçük hacimlerde
haz›rlamal›d›r.

6. Haz›rlarken tüm malzemenin yeni ve steril olmas›na dik-
kat edilmelidir. Bu malzemeler baflka amaçlarla kullanmamal›-
d›r. 

7. Sarf malzemelerini tafl›yan mikrotüpler aç›lmadan önce
k›saca santrifüjlenmelidir; bu ifllem eldivenlerin ve pipetlerin
kontaminasyonuna engel olacakt›r.

8. Reaksiyon tüplerie en son DNA eklenmelidir. 
9. Reaksiyon tüpüne DNA eklenirken hava kabarc›klar›

oluflturmamaya dikkat edilmelidir.
10. DNA örne¤i pozitif kontrol mikrotüpüne  laboratuvar›n

uzak bir köflesinde eklenmelidir.
11. Deneyde DNA d›fl›nda tüm PZR komponentlerini içeren

bir negatif kontrol olmal›d›r. Bu negatif kontrol tüm PZR reak-
siyonu yap›ld›ktan sonra yap›lmal›d›r.

Sentetik oligonükleotid primerlerden bahsederken baz› k›-
saltmalar kullan›lmaktad›r. Örnek olarak RpCS.877p ve
RpCS.1258n, nükleotid dizisinin elde edildi¤i  cins ve türün bafl
harfleri (Rp: R. prowazekii), citrate synthase (CS) geninin 877-
1258. nükleotidleri aras›ndaki bölgeyi kodlamaktad›r. Polime-
rizasyon 5’ 3’ yönünde oldu¤undan pozitif (p) zincirin 877.
nükleotidinden bafllar, negatif zincirin 1258. nükleotidinde son-
lan›r. Rr190.70p ve Rr190.602n, R. Ricketsii’den elde edilmifl-
tir; 190kDa’luk antijeni kodlayan genin 70-602. nükleotidleri-
nin aras›n› ço¤alt›r (2).

Otuz siklustan oluflan bir deney tamamland›¤›nda bir DNA
molekülünden 230=1.02x109 kopya elde edilmifl olur. PZR ile
ço¤alt›lan DNA segmenti bir restriksiyon enzimi ile kesilebilir.
Oluflan DNA parçalar› agaroz veya akrilamid jel elektoforezin-
de ayr›l›p, etidyum bromid ile boyanarak direkt olarak ultravi-
yole ›fl›k alt›nda incelenebilir (2, 3). PZR ile ço¤alt›lan DNA
segmentinin dizi analizi de yap›labilir (7, 8).

R. rickettsii, R. conorii, R. japonica, R. typhi, R. prowazekii,
R. africae, R. felis, R. helvetica, R. slovaca, O. tsutsugamushi
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DNA’s› hastalar›n periferik kan, "buffy coat", plazma ve doku
örneklerinden PZR ile ço¤alt›lm›flt›r (amplifiye edilmifltir) (9).
Bütün patojenik riketsiyalar için 17-kDa protein geni ana
hedeftir. Citrate syntase, 16S rRNA ve OmpA genleri  de
amplifiye edilmifl; PZR ürünlerinin AluI ve XbaI ile "restriction
fragment  length polymorphism" (RFLP) analizi veya dizi
analizi ile Rickettsia türleri tan›mlanm›flt›r (9).

Hücre kültür yöntemlerinin kullan›lmas› ile pek çok labora-
tuvarda riketsiyalar üretilmekte ve moleküler yöntemler ile
bakteriler tan›mlanmaktad›r. PZR ile genus spesifik genlerin
(17-kDa protein, citrate syntase veya OmpB genleri) veya Be-
nekli Atefl Grubuna (BAG) spesifik OmpA geninin amplifikas-
yonu ve PZR ürünlerinin RFLP analizi veya DNA dizi analizi
ile üretilen riketsiyalar tan›mlanmaktad›r (9).

BAG riketsiyalar›n say›s›, gelifltirilmifl hücre kültür yön-
temleri ve moleküler yöntemler sonras›nda art›fl göstermifltir.
DNA dizi analizinin kullan›m› ise bu bakteriler aralar›ndaki ge-
notipik iliflkilerin araflt›r›larak filogenetik analizlerin yap›labil-
mesini sa¤lam›flt›r.

KAYNAKLAR
1. Tzianabos T, Anderson BE, McDade JE. Detecton of Rickettsia  rickettsii

DNA in  clinical  specimens  by using polymerase chain reaction technology. J.
Clin. Microbiol 1989; 27: 2866-8.

2. Regnery RL, Spruill CL, Plikaytis BD. Genotypic identification of
Rickettsiae and estimation of intraspecies sequence divergence for portions of
two rickettsial genes. J. Bacteriol 1991; 173: 1576-89.

3. Eremeeva M, Yu X, Raoult D. Differentiation among spotted  fever  group
rickettsiae  species  by  analysis of  restriction fragment length polymorphism of
PCR-amplified DNA. J. Clin. Microbiol 1994; 32: 803-10.

4. Williams WJ, Radulovic S, Dasch GA, et al. Identifcation of Rickettsia
conorii infection by polymerase chain reaction in a soldier returning from
Somalia. CID 1994; 19: 93-9.

5. Dilsiz N. Moleküler Biyoloji. Ankara: Palme Yay›nc›l›k, 2004; 61-3.
6. Brouqui  P, Bacellar F, Baranton G. et al. Guidelines for the diagnosis of

tick-borne bacterial diseases in Europe. Clin. Microbiol Infect 2004; 10: 1108-
32.

7. Fournier PE, Roux V, Raoult D. Phylogenetic analysis of spotted fever
group rickettsiae by study of the outer surface protein rOmpA. International
Journal of  Systemic Bacteriology 1998; 48: 839-49.

8. Raoult D, Fournier PE, Fenollar F et al. Rickettsia africae, a tick-borne
pathogen in travelers to sub-saharan Africa. N Engl J Med 2001; 344: 1504-10.

9. Walker DH, Bouyer DH. Rickettsia. In: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen
JH, Pfaller MA, Yolken RH. Manual of Clinical Microbiology. 8th ed.
Washington DC: ASM Press, 2003: 1005-14.


