Akdeniz Benekli Atesi’nin Tanisinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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Riketsiyalarin saptanmasi ve tanimlanmasinda (identificati-
on) polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) dayanan molekiiler
yontemlerin kullanimi 1989 sonrasinda gozlenmektedir (1, 2, 3,
4).

Tk kez 1985°de Saiki ve arkadaglar tarafindan geligtirilen
PZR, in vitro hedef DNA’nin ¢ogaltilmasini saglayan hizli bir
tekniktir (5). PZR’da her bir reaksiyon ii¢ basamaktan olus-
maktadir:

1. Denatiirasyon: Cogaltilacak c¢ift iplik¢ikli kaynak
DNA’nin 90-95°C’e 1sitilarak birbirinden ayrilmasidir.

2. Hibridizasyon (annealing): Sentetik oligoniikleotid pri-
merlerin uygun sicaklikta (45-55°C) kaynak DNA’nin 3’ ugla-
rina baglanmasidir. Deney igin optimal 181
T=[4(nG+nC)+2(nA+nT)]-5 formiilii ile saptanabilir; n primer-
deki baz sayisidir. Ortamda tek iplikcikli DNA, iki oligoniikle-
otid primer (15-30 baz uzunlugunda), yiiksek sicakliga daya-
nikli Tag DNA polimeraz enzimi ve dort tir dANTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) bulunmalidir.

3. Amplifikasyon (extension): Tag DNA polimeraz, ortam-
daki dNTP’leri kullanarak 70-75°C’de primerlerden baglayarak
yeni zinciri olugturur. Bu polimerizasyon 5°—3’ yoniinde ger-
ceklesir. Saniyede 75 niikleotid sentezlenebilmektedir. Taq
DNA polimeraz enziminin aktivitesi i¢cin ortamda serbest mag-
nezyum iyonlarina ihtiyag¢ vardir.

Riketsiyalarin saptanmasi igin antibiyotik tedavisi oncesi
kan, deri biyopsi 6rnekleri (6zellikle "tache noir" en ¢cok bakte-
ri bulunan 6rnek) onerilmektedir (6). Eger kan 6rnegi caligila-
caksa EDTA veya sodyum sitrath kanin "buffy coat" tabaki
onerilmekte; heparin PZR’i inhibe etmektedir.

DNA’nin ayrilmasinda (extraction) SDS + proteinaz K+ fe-
nol kloroform iglemi veya "QIAmp Tissue kit" (Qiagen, Hil-
den, Germany) kullanilabilir (7,8).

Reaksiyon kargimi toplam 100 pl’lik bir soliisyon olacak
sekilde 1.25 iinite AmpliTaq DNA polimeraz (Perkin-Elmer
Cetus), 2 pl kaynak DNA, 10 pmol sentetik primerler, 200 pM
her bir ANTP (Boerhinger Mannheim) ve 6 pl of a 25 mM so-
lution of MgCI2 (1xTag buffer iginde) icerir (7). Amplifikas-
yon DNA thermal cycler cihaz ile su kosullarda uygulanmali-
dir: Once 95°C’°de 3 dakikalik bir denatiirasyon, daha sonra 35
kez 95°C’de 20 saniye denatiirasyon, 46°C’de 30 saniye anne-
aling (primerlerin baglanmasi), 65°C’de 1 dakika extension
(yeni DNA sentezi) ve en sonunda PZR iiriinlerinin tam uzama-
st icin 72°C’de 7 dakika beklenerek tamamlanir (7).

PZR’de kullanilacak kaynak DNA’nin saf olmasi, sentetik
primerlerin birbirleri ile baz ciftleri olusturmayacak sekilde se-
cilmesi amplifikasyon verimini arttirir. Her PZR deneyi daha
onceden pozitif oldugu saptanmig bir pozitif kontrol ve bir ne-
gatif kontrol icermelidir.

PZR, tek bir molekiil DNA'y1 dahi ¢ogaltabileceginden, re-
aksiyon karisimlarinin DNA molekiilleri ile kontamine olmasi-
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nin engellenmesi gerekmektedir.

Kontaminasyon, DNA eklenmemis reaksiyon karigimindan
olusabilecek bir negatif kontrol kullanilarak denetlenir. Konta-
minasyon, daha 6nceki PZR reaksiyonu, eksojen DNA veya di-
ger hiicresel materyelden kaynaklanabilir.

PZR deneylerinde dikkat edilmesi gereken noktalar:

1. Miimkiinse uv 1sikla donatilmis "laminar flow hood"
icinde yapilmalidir.

2. Hood i¢inde yalnmizca PZR icin kullanilan mikrotiipler;
tek kullanimlik eldiven ve pipetler bulundurulmalidir.

3. Otomatik pipetler ¢ok sik kontaminasyon kaynagi olduk-
larindan "positive-displacement” pipetler ve filtreli pipet ugla-
11 kullanilmalidir.

4. Deneye baslarken temiz bir eldiven giyilmeli, kirlendigi
diigtiniildtigiinde degistirilmelidir.

5. Sarf malzemesini herkes kendisi i¢in kiiciik hacimlerde
hazirlamalidir.

6. Hazirlarken tiim malzemenin yeni ve steril olmasina dik-
kat edilmelidir. Bu malzemeler baska amaclarla kullanmamali-
dir.

7. Sarf malzemelerini tagtyan mikrotiipler acilmadan once
kisaca santrifiijlenmelidir; bu islem eldivenlerin ve pipetlerin
kontaminasyonuna engel olacaktir.

8. Reaksiyon tiiplerie en son DNA eklenmelidir.

9. Reaksiyon tiipiine DNA eklenirken hava kabarciklar
olugturmamaya dikkat edilmelidir.

10. DNA 6rnegi pozitif kontrol mikrotiipiine laboratuvarin
uzak bir kosesinde eklenmelidir.

11. Deneyde DNA disinda tiim PZR komponentlerini iceren
bir negatif kontrol olmalidir. Bu negatif kontrol tiim PZR reak-
siyonu yapildiktan sonra yapilmalidir.

Sentetik oligoniikleotid primerlerden bahsederken bazi ki-
saltmalar kullanilmaktadir. Ornek olarak RpCS.877p ve
RpCS.1258n, niikleotid dizisinin elde edildigi cins ve tiiriin bag
harfleri (Rp: R. prowazekii), citrate synthase (CS) geninin 877-
1258. niikleotidleri arasindaki bolgeyi kodlamaktadir. Polime-
rizasyon 5’—3’ yoniinde oldugundan pozitif (p) zincirin 877.
niikleotidinden baslar, negatif zincirin 1258. niikleotidinde son-
lanir. Rr190.70p ve Rr190.602n, R. Ricketsii’den elde edilmis-
tir; 190kDa’luk antijeni kodlayan genin 70-602. niikleotidleri-
nin arasini ¢ogaltir (2).

Otuz siklustan olusan bir deney tamamlandiginda bir DNA
molekiilinden 2*=1.02x10" kopya elde edilmis olur. PZR ile
cogaltilan DNA segmenti bir restriksiyon enzimi ile kesilebilir.
Olusan DNA parcalar1 agaroz veya akrilamid jel elektoforezin-
de ayrilip, etidyum bromid ile boyanarak direkt olarak ultravi-
yole 1s1k altinda incelenebilir (2, 3). PZR ile ¢ogaltilan DNA
segmentinin dizi analizi de yapilabilir (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’s1 hastalarin periferik kan, "buffy coat", plazma ve doku
orneklerinden PZR ile ¢ogaltilmistir (amplifiye edilmigtir) (9).
Biitiin patojenik riketsiyalar icin 17-kDa protein geni ana
hedeftir. Citrate syntase, 16S rRNA ve OmpA genleri de
amplifiye edilmis; PZR iiriinlerinin Alul ve Xbal ile "restriction
fragment length polymorphism" (RFLP) analizi veya dizi
analizi ile Rickettsia tiirleri tanimlanmastir (9).

Hiicre kiiltiir yontemlerinin kullanilmasi ile pek ¢ok labora-
tuvarda riketsiyalar iiretilmekte ve molekiiler yontemler ile
bakteriler tanimlanmaktadir. PZR ile genus spesifik genlerin
(17-kDa protein, citrate syntase veya OmpB genleri) veya Be-
nekli Ates Grubuna (BAG) spesifik OmpA geninin amplifikas-
yonu ve PZR iiriinlerinin RFLP analizi veya DNA dizi analizi
ile iiretilen riketsiyalar tanimlanmaktadir (9).

BAG riketsiyalarin sayisi, gelistirilmis hiicre kiiltiir yon-
temleri ve molekiiler yontemler sonrasinda artig gostermistir.
DNA dizi analizinin kullanimi ise bu bakteriler aralarindaki ge-
notipik iligkilerin aragtirilarak filogenetik analizlerin yapilabil-
mesini saglamistir.
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