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oz

Amag: Sitma, yilda ~198 milyon hastada saptanan ve 367-755 bin arasi insanin da dlimine neden olan énemli bir tropikal hastaliktir. Son
yillarda gelistirilen real time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yéntemi ile ayni test icinde Plasmodium spp. saptanmasi ve tir ayrimi kon-
taminasyon riski en aza indirgenerek hizli bir sekilde saglanabilmektedir. Bu calismada, 18S rRNA geni hedefleyen real time PZR yontemi
kullanilarak ayni test icinde Plasmodium spp. saptanmasi ve tir ayriminin yapilmasi amaglanmustir.

Yéntemler: Testin uygulanmasinda tanisi mikroskopi ile dogrulanmis 15 sitma pozitif hasta érnegdi (14 adet P. vivax, 1 adet P. falciparum)
yaninda P. falciparum, P. vivax, P. ovale ve P. malaria 18S rRNA gen bélgesini iceren pozitif plazmit kontroller kullanilmistir. Negatif kontrol
olarak sitma negatif 15 insan DNA 6rnegi kullanilmistir.

Bulgular: Real Time PZR sonuclarina gére 15 sitma hastasina ait érnekte Plasmodium spp. pozitif bulunmus ve ayrica erime egrisi analizi
sonucunda bu érneklerin 14'Unln P, vivax, birinin de P, falciparum oldugu saptanmistir. Bunun yaninda, real time PZR yéntemi ile deneysel
olarak P, falciparum ve P. vivax sitmasi olan hastalara ait birer DNA 6rnegi kanstinldiginda P. falciplarum ve P. vivax miks enfeksiyonu basarili
bir sekilde saptanmistir.

Sonug: Turkiye'de sitma tanisi ve tir aynimi yaninda miks enfeksiyonlarin da saptanmasinda mikroskobik yontemler yaninda real time PZR
yonteminin de kullaniminin yararli olabilecedi distintlmustur.

Anahtar Kelimeler: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malaria, Plasmodium ovale, 18S rRNA geni, real time PZR
Gelis Tarihi: 28.01.2016 Kabul Tarihi: 25.07.2016

ABSTRACT

Objective: Malaria is an important tropical disease that is detected in 198 million people and causes 367-755 thousand deaths annually.
Recently, the real-time Polymerase Chain Reaction (PCR) technique has enabled quick determination of Plasmodium spp. and species iden-
tification in the same assay with a low contamination risk. In the present study, we aimed to use real-time PCR targeting the 18S rRNA gene
to diagnose Plasmodium spp. and perform species identification.

Methods: DNA samples of 15 patients with malaria (14 caused by P. vivax, 1 caused by P. falciparum) confirmed by microscopy as well as
positive control plasmids were used. As the negative control, DNA samples of 15 individuals without malaria were used.

Results: According to the results of real-time PCR, samples of 15 patients with malaria were found to be positive for Plasmodium spp. Melt-
ing curve analysis showed that 14 of them were P. vivax and the remaining was P. falciparum. In addition, mixed infection with P. falciparum
and P, vivax was successfully detected by real-time PCR when DNA of P. falciparum- and P, vivax-positive samples was experimentally mixed.
Conclusion: The present study showed that real-time PCR can be useful in the diagnosis and species identification of Plasmodium spp. as
well as the detection of mixed infections in addition to microscopy in Turkey.
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GiRiS

Sitma, yillik olarak 198 milyon insanin enfekte olmasina sebep ol-
manin yaninda 367-755 bin arasi insanin da 6limiine neden olan
buylk bir tropikal hastaliktir (1). Bu vakalarin ¢ok biytk bir kismi sit-
manin endemik oldugu Afrika, Asya, Merkez ve Giney Amerika'nin
tropikal bolgelerinde bulunan 100 tlkede goérilmektedir (2, 3). Ay-
rica sitma, endemik bdlgelere seyahat eden insanlarda karsilagilan
atesli hastaliklarin en yaygin etkeni olarak kabul edilmektedir. Ornek
olarak, seyahatten geri donen 24920 hasta arasinda atesli olan 6957
hastanin %21'inde sitma saptanmistir (4). Ayrica, atesli hastaliklar
arasindaki oltimlerin %33'Unln sitma ile iligkili oldugu bildirilmistir
(5). Bu ylzden, hizli tani ve tedavi becerisinin sitmanin endemik ol-
madigi bolgelerde de kritik oldugdu ileri strdimistar.

Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae ve P. know-
lesi insanlari enfekte eden Plasmodium tarleridir (6-8). Bu tirler
arasinda Turkiye'deki yerli sitma etkeninin P, vivax oldugu, ayrica
yurt digi kaynakli P. falciparum olgularinin da gérildigd bildiril-
mistir (9-11). Turkiye'de sitma vakalarinin blyik bir kisminin da
Guneydodu Anadolu bdlgesinde ortaya ¢iktigr gérilmustar (11).
Turkiye'de 2008 yilinda baslatilan eliminasyon programi ile 2011
yilinda yeni yerli sitma hastasi belirlenmedigi bildirilmistir (12). Bu
dénem sonrasi 2012 yili yaz aylarinda Mardin ili Savur ilgesinde
219 kisiyi etkileyen P. vivax salgini hastaligin yurdumuz icin daimi
bir tehdit arz ettigini gdstermektedir (13).

Sitma tedavisinde etken Plasmodium tiir yada tirlerinin (miks en-
feksiyon) dogru olarak saptanmasi kritik dneme sahiptir ¢iinkd P,
vivax ve P. ovale karacigerde uyku halindeki hipnozoitler ile daha
sonra reaktivasyon ile hastalik tekrar edebilmektedir. Bu ylzden
P. vivax ve P. ovale'nin 6zgin tedavisi icin hipnozoit evreye mah-
sus antimalariyal ilaglann kullaniimasi gerekmektedir (5). Benzer
sekilde, sitmanin siddetini degistirebilen P falciparum/P. vivax
miks enfeksiyonuna da dogru sekilde tani konmasi gerektigi bil-
dirilmistir (14). Miks enfeksiyonlarda, eksik tani sonucu uygulanan
eksik tedaviye bagl anti sitma ilaglara karsgi direncli Plasmodium
populasyonlarinin ortaya ¢ikabilecedi ileri strdlmustar (15).

Sitma tanisi ve tlr aynminda, basit ve digtk maliyetli olmasi se-
bebiyle ince yayma ve kalin damla preparatlann stk mikroskobik
incelemesi cok sik kullaniimakta fakat bu yontem ile elde edilen
sonuglarin objektif olmamasi ve dogru tani icin deneyimli perso-
nel gerektirmesi gibi dezavantajlan bulunmaktadir (2, 5). Ayrica, de-
neyimli personelin bile dustk parazitemi ile seyreden vakalarda ve
miks enfeksiyonlar da hatali sonuglar verebildikleri gorilmustir (16).

Sitma tanisi icin bir diger yéntem de P, falciparum ve P, vivax en-
feksiyonlarina 6zgu oldudu bildirilmis hizl tani testleridir (17). Bu
yontemin dezavantaji ise tedavi sonrasinda, haftalarca kalici ola-
bilen atik antijenler ve romatoid faktérler ile ¢apraz reaksiyonlar
vermesi sonucu yanlis pozitifliklere neden olabilmesidir (16, 18).

Mikroskobi ve hizli tani testi yontemlerinin aksine, hizli taniyi
yUksek duyarlilik ve &zgullikle saglayabilen ve tekrarlanabilir
polimeraz zincir reaksiyonu teknigi 1980 yilindan beri sitma ta-
nisi icin uygulanmaktadir (19). Bu ydntem sayesinde sitma tanisi
yaninda tlr ayrimi, duglik parazitemi gosteren enfeksiyonlarin ve
ayni zamanda sitma vakalarinin %5’inden fazlasinda gérilen miks
enfeksiyonlarin saptanmasinin olasi oldugu gésterilmistir (20, 21).
Ayrica, sitma tanisinda PZR kullaniminin plasental sitma vakalari-
nin yakalanmasini %42'den %97, semptomatik olmayan parazite-
minin saptanmasini da %17'den %47'ye artirdigi gésterilmistir (2).

Bu calismada 18S rRNA geni hedefleyen real time PZR ydéntemi
ile dncelikle Plasmodium spp. saptanmasi ve doért farkli Plasmo-
dium (P, falciparum, P. vivax, P. ovale ve P. malaria) tirGnin ayrimi-
nin ayni test icerisinde yapilmasi hedeflenmistir.

YONTEMLER

Sitma Pozitif Ornekler ve DNA izolasyonu

Bu calismada 2005-2006 yillar arasinda 14 adet P. vivax ve bir P
falciparum sitmasi tanisi konmus hastalara ait hizli tani testi cu-
buklar (OptiMAL, Flow Inc.; Portland, Oreg., USA) ve Giemsa
(Merck, Germany) boyali ince yayma-kalin damla mikroskop lam-
lart kullanilmistir.

Hizli tani testi ile pozitif bulunmus 10 hastanin hizli test cubuk-
larinin ug kisimlar kesilerek 400 pL serum fizyolojik icinde 1 saat
boyunca 200 rpm oda sicakliginda inkibe edilmistir. Mikroskopi
(Olympus, USA) ile pozitif bulunan 5 hastanin lam Gzerinde bulu-
nan kan 6rnekleri 200 pL serum fizyolojik ile lamdan aynstinlmis-
tir. Elde edilen érneklere DNA ekstraksiyonu High Pure Template
Preperation kiti (Roche, Germany) ile Uretici firmanin protokoli
uygulanmistir (10).

Real time PZR ydnteminin P, falciparum ve P. vivax miks enfeksi-
yonunu saptayip saptayamadidini aragtirmak icin P, falciparum ve
P vivax sitmasi olan hastalara ait birer DNA 6rnegi kanstirlmistir.

Real time PZR sirasinda, negatif kontrol olarak sitma negatif ol-
dudu mikroskopi ve hizli tani testi ile saptanmig 15 insan DNA &r-
nedi kullanilmistir. Calisma icin Ege Universitesi Etik Kurulu’'ndan
14.05.2008 tarih ve 2007-5.1/6 karar no’lu onay alinmistir.

Real Time PZR

Real time PZR yéntemi tarif edildigi gibi gerceklestirilmistir (2).
Reaksiyon sirasinda P. falciparum, P. vivax, P. ovale ve P. malaria
icin 18S rRNA geni hedeflenmistir. Hedef genin codaltiimasinda
PF1(5'-CATTYGTATTCAGATGTC-3'; 18 nt)ve PF2 (5'-TTCTTTTA-
ACTTTCTCGC-3; 18 nt) primerleri ve iki farkli prob; PF3 (5'-GA-
TACCGTCGTAATCTTAACCTAACCTAT-3'-FL; 29 nt) ve PF4 (LC
RED&40 5'- GACTAGGTGTTGGATGAAAGTG-3'-PO; 22 nt) kul-
lanilmistir. Bu reaksiyon icin LightCycler® Fast Start DNA Master
HybProbe kiti (Roche, Germany), primer ve problar Tablo 1'de ki
gibi kangtinlmigtir. Orneklere 1.5 LightCycler Real Time cihazin-
da (Roche Diagnostics, Germany) Tablo 2'de tarif edilen nicelik
(=quantification) ve erime egrisi (=melting curve) analizleri uygu-
lanmistir.

Tablo 1. Real Time PZR testinde her &rnek icin kullanilan reaksiyon
karigimi

Malzeme Son hacim | Son konsantrasyon
PF1, Forward Primer (20 uM) 05pL 05uM

PF2, Reverse Primer (20 uM) 1TpL 1uM

PF3, Prob (20 pM) 0,2 uL 0,2 uM

PF4, Prob (20 pM) 04 pL 04 uM

10x FastStart mix 20pL 1x

25 mM MgClI2 24 L 4 mM

Distile su 8.5pL -

Kalip DNA 5uL -

Toplam 20 uL




Atalay Sahar ve ark.
Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Sitma Tanisi

12

Turkiye Parazitol Derg
2016; 40: 126-31

Tablo 2. Real Time PZR testinde her bir érnek icin kullanilan protokol

Analiz Modu Déngii sayisi | Basamak Hedef sicaklik Siire Sicaklik artis hizi (°C/sn) Okuma modu
Preinkibasyon
- 1 - 95°C 10 dk 20 -
Amplifikasyon
Quantification 45 Denaturation 95°C 10 sn 20 -
Annealing 55°C 15 sn 20 Tek
Extension 72°C 15sn 20 -
Melting Curve
(Erime Egrisi)
Melting curve 1 Denaturation 95°C Osn 20 -
Annealing 59°C 20 sn 20 -
40°C 20 sn 0.2 -
Extension 85°C Osn 0.2 Surekli
Cooling
(Sogutma)
- 1 40°C 30 sn 20 -
Amplification Curves Amplification Curves
0022 0,005:“ P. vivax kontrol P. falciparum =|
0(;)5; I 0005 plazmit kontrol plazmit
0019 | 1 0,004| :
0,018 | |
0,017 0,004;
0,016 | E 00035
0,015 ¥
§oo14 % 0003
ig',gg i 0,002
0,011 0,002 |
0,01 I | | .
0,009 4 = 0,001 a5
0,008 | | ol ; 00015 h s |
£ / £ 0001 J W
3%2 (i 0,000 | /
= / -
0,003 r -0,001f" =
0,002 ; g | s .
0007 L - e e et ]
S P'-hq:;"-.‘-# 4‘0 45 50 55 60 65 70 75 80 85
RS R R T A Y By Y F R R N E X R L EL LT LTS Temperature (°C)
Cycles Sekil 2. Sitma pozitif érneklerin (n:15) real time PZR ile elde

Sekil 1. Sitma pozitif drneklere (n:15) ait real time PZR nicelik
(=quantification) analizi sonuclari

Calismada pozitif kontrol olarak MR4-ATCC (MalariaResearch
and Reference Reagent Resource Center-American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA)'den ticari olarak temin edilmis P,
falciparum, P. malaria, P. vivax ve P. ovale 18S rRNA geni iceren
plazmitler kullanilmistir. Negatif kontrol olarak distile su kullanil-
mistir.

Plasmodium spp. tanisi nicelik analizi ile saglanirken, erime egrisi
analizi ile erime 1s1 (melting temperature, Tm) degeri kullanilarak
P falciparum (Tm: 60+2°C), P. malariae (Tm: 57+£1°C), P. vivax (Tm:
51,8°C-55,5°C arasinda) ve P. ovale'nin (Tm: 49,5+1°C) tir aynmi
yapilmistir (2).

BULGULAR

Sitma hastalarina ait 15 6rnege real time PZR yéntemi uygulan-
masi sonrasl elde edilen nicelik analizi sonuclar her 6rekte Plas-

edilen erime 1sisi (=melting curve) analizi sonuglar. Elde edilen
sonuglar 14 éregin P. vivax kontrol plazmiti ile uyumlu erime
isisina sahipken bir hastanin P falciparum ile uyumlu erime
isisina sahip oldugunu gostermistir. Ok ile gosterilen erime
egrileri pozitif plazmit kontrollere aittir

modium spp. varligini gdstermistir (Sekil 1). Erime egrisi analizi
sonucuna gore ise 14 drnegin erime egrileri P, vivax plazmit kont-
roli ile uyumlu bulunmustur. Mikroskopik olarak P. falciparum
saptanan drnegin erime egrisinin ise P. falciparum plazmit kont-
roll ile uyumlu oldudu saptanmustir (Sekil 2).

Sonug olarak 15 sitma pozitif drnedin 14'Gnlin P. vivax geriye ka-
lan bir 6rnedinde P. falciparum oldugdu real time PZR yéntemi ile
saptanmistir. Bu sonuglar real time PZR yonteminin mikroskobi ile
%100 oraninda uyumlu oldugunu géstermektedir.

P falciparum ve P vivax sitmasi bulunan hastalara ait DNA 6r-
neklerinin kanstinimasi sonrasi elde edilen éregin erime egrisi
analizinde P. falciparum ve P. vivax miks enfeksiyonunun pozitif
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Sekil 3. P. falciparum ve P vivax sitmasi bulunan hastalara ait
DNA érneklerinin karistirlmasi sonrasi elde edilen drnegin erime
eqrisi analizinde P, falciparum ve P. vivax miks enfeksiyonunun
gosterilmesi. Sol ok P vivax pozitif plazmit kontrol ile uyumlu
erime egrisini gdsterirken sag Ust ok P. falciparum plazmit pozitif
kontroll ile uyumlu erime egrisini isaret etmektedir

plazmit kontroller sayesinde ayni test icinde ayirt edilebildigi
gorulmustir (Sekil 3). Hasta drneklerine yapilan erime egrisi ana-
lizinde P. ovale ve P. malaria erime 1si degerleri ile uyumlu bir so-
nug¢ saptanmamistir.

TARTISMA

Sitma, endemik bélgelerde insanligin en dnemli sorunlarindan
biri olmasi yaninda endemik bolgelere seyahat eden kisilerde de
seyahat sonrasi gorilmesi sebebiyle endemik olmayan bélgeler
icinde ciddi bir halk saghgdi problemidir. Bu yizden, hizli tani ve
tedavi sitmanin endemik olmadidi bélgeler icin de énemli ol-
maktadir.

Sitma tanisi ve tir ayrnminda mikroskobik yéntemlerin bir takim
zaaflan oldudu bildirilmistir (16). Bu sebeple mikroskobik yon-
temler diginda sitma tanisinda daha duyarli ve 6zgl oldudu bir-
cok calismada gosterilmis real time PZR yontemi bu ¢alismada
kullanilmistir. Calismaya dahil edilen mikroskop tanili 15 sitma
pozitif drnek real time PZR ile pozitif bulunmustur. Real time PZR
ile yapilan erime egrisi analizi sonucunda bu drneklerin 14'inln
P vivax, bir drnegin de P, falciparum oldugu saptanmistir (Sekil 2).
Elde edilen sonuglar mikroskobi ile kargilagtinldiginda tanida ve
tur aynminda %100 uyum goértlmustlr. Ayrica P, falciparum ve P,
vivax miks enfeksiyonunun pozitif plazmit kontroller sayesinde
ayni test icinde ayirt edilebildigi gorilmustdr (Sekil 3).

Real time PZR ydntemi sitma tanisi ve tir aynimi icin siklikla kul-
lanilmistir. Mikroskopi ve real time PZR ydnteminin karsilagtiril-
digi bir calismada, real time PZR ile P. falciparum igin aquag-
lyceroporin (AQP) geni, P. vivax igin enoyl-acyl carrier protein
reductase (ECPR) geni, P. ovale i¢in P25 ookinete surface pro-
tein (Pos25) geni ve P. malaria icin circumsporozoite (CS) geni
hedeflenmistir. Calismada, 55 hastanin 53'G hem mikroskobi
hem de real time PZR ile pozitif saptanmistir. Bir hastada da
real time PZR ile miks enfeksiyon gérilmustir. Ayni calisma da
79 asemptomatik hastanin 7'si mikroskopi ve real time PZR ile

pozitif saptanirken, real time PZR ile toplamda 16 hasta pozitif
bulunmustur. Pozitif drneklerin tir ayrimi sonuclarina bakildigin-
da ise real time PZR sonuglarinin mikroskobi ile uyumlu oldugu
gorilmustar (22).

Bir diger calismada, 158 hasta (76 pozitif, 82 negatif) 18S rRNA
geni hedefleyen real time PZR ile analiz edilmis ve 76 pozitif &r-
negin 74'G (%97 4) pozitif, 82 negatif drnedin de timi negatif
olarak bulunmusgtur. Real time PZR ile pozitif drnekler arasinda ¢
ornegdin miks enfeksiyon oldugu saptanmistir (3).

18S rRNA gen bdlgesini hedefleyen real time PZR ydnteminin
kullanildigi bir bagka calismada, mikroskobi ile sitma pozitif ve
negatif oldugu bilinen 297 hasta 6rneginin (292 pozitif, 5 negatif)
282'sinde (%95) real time PZR yontemi mikroskobi ile paralellik
gostermistir. Kullanilan real time PZR yonteminin klinik érnekler
icin duyarlih@inin %97, 6zgilliginin %100 oldugu bulunmustur
2).

Sitma tanisinda altin standart olarak kabul edilen mikroskobi yén-
teminin duyarliliginin 100-200 parazit/pL oldugu belirtilmistir (19,
22). Real time PZR yénteminin yapildigi calismalar incelendigin-
de, real time PZR yénteminin duyarliiginin 0,2 parazit genomu/
reaksiyon seviyesinde oldugu ve mikroskobiye gore ¢ok daha du-
yarli oldugu gorilmektedir (3, 9).

Turkiye'de sitma epidemiyolojisi ile iligkili yapilmig calismalarda
daha ¢cok mikroskobik yontemlerin tercih edildigi gdzlenmistir.
2013 yihinda Ordu’da yapilmis bir calismada, 31575 kan &rnegi-
nin 6'si (%0,02) mikroskobik yontemler kullanilarak pozitif bulun-
mustur. Pozitif drneklerin 3'Gnin P. vivax, diger 3 pozitif drnegin
de yurt digi kaynakli P. falciparum oldugu saptanmistir (23). 2012
yilinda Antalya’da yapilan baska calismada, 131987 kan &rnegi-
nin 66's1 (%0,0005) mikroskobik yéntemler ile pozitif bulunmus-
tur. 66 pozitif drnedin sitma etkeninin 57 érnek icin P. vivax, ge-
riye kalan 9 érnek icinde P. falciparum oldugu saptanmistir (24).
Bitlis ilinde toplanan kan drnekleri lzerinde yapilan ¢alismada,
86951 6rnegdin mikroskobik baki sonrasinda 659'u (%0,75) pozi-
tif olarak bulunmustur. Tim pozitif drneklerin sitma etkeninin P,
vivax oldugu belirtilmistir (25). Mersin’de, 303573 kan 6rneginin
73'Gniin mikroskobi ile pozitif oldugu tespit edilmistir. 73 pozitif
ornek arasinda, 67 érnegin P, vivax, geriye kalan 6 érnegdinde P
falciparum oldugu saptanmistir (26). Bursa'da yapilan bir ¢alis-
mada, 29683 6rnek toplanmig ve mikroskobi ile incelenmistir. Bu
ornekler arasinda 21'i (%0,07) pozitif olarak saptanmis ve pozitif
drneklerin 11'inin P. vivax geriye kalan 10'unun da P. falciparum
oldugu belirlenmistir (27). Manisa'da, 86955 6rnegdin mikroskobi
ile 6's1 (%0,007) pozitif olarak saptanmig olup bu érnekler ara-
sinda sitma etkeninin 4’ icin P. falciparum geriye kalan 2'si igin-
de P, vivax oldugu bulunmustur (28). Sitmanin endemik oldugu
Gukurova'da yapilan bir ¢alismada, 92 sitma stpheli hastadan
toplanmis kan drnekleri Giemsa boyama, nested PZR ve real
time PZR ile analiz edilmis ve sirasiyla, %47,8, %56,5 ve %60,9
oranlarinda P. vivax saptanmistir. Ayni calismada, mikroskobik
incelemeye gore real time PZR ve nested PZR testlerinin 6zgil-
lGk ve hassasiyetleri sirasiyla, %75 ve %100 ve %81,2 ve %97,7
olarak bulunmustur (29).

Sitma c¢alismalan arasinda Turkiye'de saptanmis miks enfeksiyon
vakalarina bakildiginda, ilk ve tek yerli miks enfeksiyon (P. vivax
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ve P, falciparum) vakasinin Ok ve ark. (30) tarafindan 1996 yilinda
saptandidi bildirilmistir.

SONUC

Sonugta Ulkemizde sitma halen énemli bir saglik sorunudur ve
gerekli 6nlemlere ragmen yakin zamanda Savur'da gerceklesen
epidemi sitma tanisinin ve tedavisinin hizli yapilmasi gerektigini
gostermektedir. Bunun yaninda kiresellesen diinyada seyahat-
ler giderek artmakta ve importe vakalar ve miks enfeksiyonlarda
paralel olarak artis gdstermektedir. Yurdumuz insanlar sitmaya
kargl dogal direngli olmadigindan 6zellikle P. falciparum enfek-
siyonlari siddetli gegmekte ve taninin yetersiz veya ge¢ oldugu
durumlarda &liimle sonuglanmaktadir. Ozellikle diisiik parazitemi
durumunda real time PZR tekniginin mikroskobiye goére ylksek
duyarliligi, hizi ve tir aynmini ayni test icinde gerceklestirmesi ile
dnemli bir teknik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeplerle yurdu-
muzda sitma tanisi ve tlr ayrimi icin mikroskobik yontemlere ek
olarak ozellikle referans merkezlerinin real time PZR gibi mole-
kuler testleri kullanmasinin hizli tani ve tedavi yéninden yararli
olacadi ve bu testlerin kullanimi sayesinde distk parazitemili
vakalar yaninda miks enfeksiyonlarin da saptanmasinin artinlabi-
lecegi dustinilmektedir.
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