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Sitma, Plasmodium cinsi parazitlerin etken oldugu yasami tehdit edebilen paraziter bir hastaliktir. Gi-
emsa boyali kan yaymasinin mikroskobik incelemesi tanida altin standart yontem olarak kabul edilmek-
tedir. Tim diinyada oldugu gibi lilkemizde de 6nemli bir saglik sorunu olan sitmanin laboratuvar tanisini
glclendirebilmek icin birden fazla yontemin bir arada kullaniimasi 6nerilmektedir. Bu calismada, tg farkli
molekiiler yontemin sonuglarinin karsilastirlmasi ve uygulanacak tani algoritmasinda hangi molekiiler
yoéntemin kullanilacaginin belirlenmesi amaclanmistir. Sitma stiphesiyle laboratuvarimiza gonderilen 280
adet EDTA'lI tiipte saklanan tam kan ornegine ticari kit kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilmis ve elde
edilen DNA 6rneklerinde Plasmodium spp.’nin saptanmasinda Ug farkli polimeraz zincir raksiyonu (PCR)
yontemi kullanilarak sonuglar karsilastirilmistir. ilk olarak multipleks nested PCR, ardindan da laboratu-
varimizda dogrulanmig olan in-house gercek zamanli PCR (Rt-PCR) ve ticari bir kit ile Rt-PCR yontemleri
uygulanmistir. Multipleks nested PCR yontemi altin standart olarak kabul edilmis ve Plasmodium spp.
acisindan pozitif olarak degerlendirilen 182 6rnek ile, negatif olarak degerlendirilen 98 6rnek, in-house ve
ticari Rt-PCR yontemleriyle de calisiimistir. Multipleks nested PCR yonteminin birinci basamak reaksiyo-
nunda Plasmodium spp. pozitif drneklerde 1670 baz cifti (bp), ikinci basamak reaksiyonunda Plasmodium
vivax pozitif drneklerde 117 bp bant gézlenmistir. In-house Rt-PCR’de erime egrisi analizi ile P.vivax pozitif
orneklerin Tm degerleri 78-79 olarak belirlenmistir. In-house Rt-PCR yontemi ile pozitif érneklerin CT
degerleri 20.03-31.71 arasinda, ticari Rt-PCR ydntemi ile pozitif 6rneklerin CT degerleri ise 17.26-34.94
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arasinda saptanmistir. In-house Rt-PCR yontemi ile olgularin 180, ticari Rt-PCR yontemi ile olgularin
178'i pozitif olarak belirlenmistir. In-house Rt-PCR ile 2 6rnek, ticari Rt-PCR ile 4 6rnek yalanci negatif
olarak degerlendirilmistir. Her iki yontemin duyarhlik ve 6zgtlliikleri hesaplandiginda in-house Rt-PCR
yonteminin duyarliligi 0.98, 6zgulligi 0.97, pozitif prediktif degeri (PPD) %98, negatif prediktif degeri
(NPD) %97 olarak, ticari Rt-PCR yonteminin duyarlih@ 0.97, 6zgulltigi 0.95, PPD %97, NPD %95 olarak
belirlenmistir. In-house ve ticari Rt-PCR yontemleri arasinda ytiiksek diizeyde uyum (k: 0.953) belirlenmis-
tir. Bir testin dogrulama testi olarak kabul edilmesi icin 6zglluginiin yiiksek olmasi gereklidir. Calisma-
mizin sonucunda in-house Rt-PCR yonteminin saptanan duyarlilik ve 6zgulliginin Plasmodium tirlerinin
laboratuvar tanisinda yontemin kullanimina uygun oldugu dustinilmstdir.

Anahtar kelimeler: Sitma; Plasmodium spp.; multipleks nested PCR; gercek zamanli PCR.
ABSTRACT

Malaria is a life-threatening parasitic disease caused by the parasites belonging to Plasmodium genus.
Microscopic examination of Giemsa stained blood smears is accepted as the gold standard diagnostic
method. It is recommended to use more than one method in order to strengthen the laboratory diagno-
sis of malaria which is an important health problem in our country as in the whole world. In this study, it
was aimed to compare the results of three different molecular methods and determine which molecular
method could be used in the diagnostic algorithm to be applied. DNA was extracted from 280 whole
blood sample stored in EDTA tubes using a commercial kit. Three different polymerase chain reaction
(PCR) methods were used for the detection of Plasmodium spp. in DNA samples obtained and the results
were compared. First, multiplex nested PCR was applied and then in-house real-time PCR (Rt-PCR) which
was validated in our laboratory and a commercial Rt-PCR kit were applied. Multiplex nested PCR was
accepted as the gold standard and 182 samples that were evaluated as Plasmodium spp. positive and 98
samples that were evaluated as negative were also studied by in-house and commercial Rt-PCR methods.
In multiplex nested PCR’s first step reaction 1670 base pairs (bp) band was observed in Plasmodium spp.
positive samples and 117 bp band was observed in Plasmodium vivax positive samples in the second step
reaction. Tm values of Pvivax positive samples were determined as 78-79 in the melting analysis of the
in-house Rt-PCR. CT values of the positive samples in in-house Rt-PCR were between 20.03-31.71 and
were between 17.26-34.94 in the commercial Rt-PCR. With the in-house Rt-PCR method 180 cases were
determined as positive, while with the commercial Rt-PCR method 178 cases were determined as positi-
ve. Two samples with the in-house Rt-PCR and 4 samples with the commercial Rt-PCR were considered
as false negative. When the sensitivity and specificity of the both methods were calculated, the sensitivity
of the in-house Rt-PCR method was 0.98, the specificity was 0.97, the positive predictive value (PPV) was
98%, the negative predictive value (NPV) was 97%, the sensitivity of the commercial Rt-PCR was 0.97,
the specificity was 0.95, the PPV was 97%, the NPV was 95%. A high level of agreement (x: 0.953) was
determined between the in-house and the commercial Rt-PCR methods. In order for a test to be accep-
ted as a confirmatory test, its specificity must be high. It was decided that sensitivity and specificity of the
in-house Rt-PCR were suitable for using this method in the laboratory diagnosis of Plasmodium species.

Keywords: Malaria; Plasmodium spp.; multiplex nested PCR; real-time PCR.
GiRiS

Sitma, Plasmodium cinsi parazitlerin etken oldugu yasami tehdit edebilen paraziter
bir hastaliktir. Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium
malariae, Plasmodium knowlesi olmak Uzere insani enfekte eden bes turu bilinmektedir.
P.falciparum en yliksek mortalite oranina neden olan tir iken, Pvivax disiik mortaliteye
yol agmakta ve ihmlh bir klinik seyir gézlenmektedir'. P.vivax ve Povale tiirleri kronik

karaciger evresi (hipnozoit) olusturabilmekte ve niks enfeksiyona neden olabilmekte-
dirler?. Ulkemizde goriilebilen etken tiir Pvivax olmakla birlikte diger tiirler ile yurt disi
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kaynakli sporadik olgular da bildiriimektedir'-3. Tiirkiye 1957 yilinda “Ulusal Sitma Era-
dikasyonu Programi”na dahil edilmis ve ciddi bir sitma ile savas programi uygulanmustir.
1983 yilinda eradikasyon programi “Sitma Kontrol Programi” olarak degistirilmis, 2006
yilinda da iilkemiz eliminasyon programina dahil edilmistir®.

Aralarinda Ulkemizin de bulundugu 16 Ulkede (Arjantin, Ermenistan, Azerbaycan,
Kosta Rika, Irak, Gircistan, Kirgizistan, Fas, Umman, Paraguay, Sri Lanka, Tacikistan,
Tiirkmenistan, Birlesik Arap Emirlikleri, Ozbekistan) 2014 yilinda sifir yerli olgu bildiril-
mistir>.

Giemsa boyali kan yaymalarinin mikroskobik incelemesi sitma tanisinda halen altin
standart yontem olarak kabul edilmektedir. Ancak, bu yontemin kisithili§i, hazirlanan
preparatin ve boyamanin kalitesi, degerlendirme siiresi gibi bircok faktore bagl olarak
tecriibeli laboratuvar personeli tarafindan uygulandiginda bile taninin atlanabilmesidir.
Artan ila¢ direncine karsilik daha pahal antimalaryal kombinasyon tedavileri uygulan-
digr icin hizli ve dogru tani araglarina duyulan gereksinim giderek daha fazla 6nem
kazanmaktadir®.

Sitma Ulkemizde elimine edilmis olmakla birlikte, hastaligin endemik olarak goruldu-
gu bir cografi bolgede yer almasi ve son yillarda diger endemik bolgelerden ¢ok sayida
goc¢ almasi nedeniyle laboratuvar tanisini giiclendirebilmek icin birden fazla yontemin
bir arada kullanilmasi 6nerilmektedir. Ozellikle tani problemi yasanan diisiik parazite-
mi oranina sahip olan veya klinigi sitmay! diistindiren olgularda taninin dogrulanmasi
gerekmektedir. Molekiiler yontemler bu gibi olgularda taniya 6nemli katki saglamakla
birlikte, duyarlilik ve 6zgulltkleri farklilik gostermektedir. Bu calismada, (g farkl moleki-
ler yontemin karsilastirilmasi ve elde edilen sonuglara dayanarak uygun olan yontemin
belirlenerek laboratuvarimiza sitma sliphesi ile gelen kan 6rneklerine uygulanacak tani
algoritmasinda hangi molekiler yontemin kullanilacaginin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayi
ile gerceklestirildi (Tarih: 16.01.2020 ve Karar no: 158/2019).

Sitma stiphesiyle Agustos 2012-Agustos 2013 tarihleri arasinda Mardin ili Savur ilce-
sine bagli Baskavak koyiinden hastaligin tanisinin dogrulanmasi amaciyla laboratuvari-
miza gonderilen, mikroskobik olarak 182'si pozitif, 98'i negatif olmak lizere toplam 280
adet EDTA'lI tiipte saklanan tam kan ornegine ticari kit (QiAmp DNA Blood Kit, Qiagen,
Almanya) kullanilarak dretici firmanin onerileri dogrultusunda DNA ekstraksiyonu uy-
gulandi. Elde edilen DNA o6rneklerinde Plasmodium spp.’nin saptanmasi icin 3 farkli
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yéntemi kullanildi ve sonuglari karsilastirildi. ilk olarak
Singh ve arkadaslarinin’ bildirdigi Plasmodium cinsine 6zgii rPLU1, rPLU5 primerleri ve
tire 6zgl rVIV1, rVIV2, rFALT, rFAL2, rMALT, rMAL2, rOVA1, rOVA2 primerleri kullani-
larak multipleks nested PCR yontemleri uygulandi. Ardindan laboratuvarimizda dogru-
lanmis bir yéntem olarak Mangold ve arkadaslarinin® bildirdigi PL1473F18, PL1679R18
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primerleri kullanilarak in-house gercek zamanli PCR (Rt-PCR) ve ticari kit (Genesig, Pri-
mer Design, ingiltere) ile Plasmodium spp. primerleri (18S ribosomal RNA geni) kulla-
nilarak tim orneklere Rt-PCR yontemi uygulandi. Ticari Rt-PCR yontemi ile Plasmodium
spp. pozitif sonug elde edilen 6rneklere Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda her bir
Plasmodium alt tiiriine yonelik ticari kit ile (Genesig, Primer Design, ingiltere) PCR amp-
lifikasyonu uygulandi. Multipleks nested PCR ve in-house Rt-PCR’de kullanilan primer
dizileri Tablo I'de gosterilmistir.

Multipleks nested PCR’nin birinci basamak amplifikasyonu icin 50 pl toplam hacim
icerisinde 5 yl DNA olacak sekilde karisim oranlari; 5 pl Hotstart Taq tampon ¢ozeltisi
(Thermo Scientific, ABD), 4 pl MgCl, (Thermo Scientific, ABD), T pl dNTP (Thermo Sci-
entific, ABD), birer pl (10 pmol) rPLUT ve rPLU5 primerleri (Metabion, Almanya), 0.25 pl
Hotstart Taq DNA polimeraz enzimi (Thermo Scientific, ABD), 37.5 pl distile su icerecek
sekilde hazirland. ikinci basamak PCR amplifikasyonu icin 20 pl toplam hacim icerisinde
2 pyl amplikon olacak sekilde karisim oranlari; 2 pl Hotstart Taq tampon ¢ozeltisi (Thermo
Scientific, ABD), 3 ul MgCl, (Thermo Scientific, ABD), 0.5 pl dNTP (Thermo Scientific,
ABD), 0.5%er pl (10 pmol) rVIVT, rVIV2, rFALT, rFAL2, rMALT, rMAL2, rOVAT1, rOVA2 pri-
merleri (Metabion, Almanya), 0.1 pl Hotstart Taqg DNA polimeraz enzimi (Thermo Scien-
tific, ABD) icerecek sekilde hazirlandi. Amplifikasyon kosullart 95°C’de 5 dakika baslangi¢
denatirasyonu, 95°C 30 saniye, 52°C 1 dakika, 72°C 1 dakika olmak Uzere 35 dong,
72°C 5 dakika son uzama seklinde birinci basamak reaksiyon, 94°C’de 4 dakika baslangi¢
denatirasyonu, 94°C 30 saniye, 55°C 1 dakika, 72°C 1 dakika olmak tzere 35 dong,
72°C 5 dakika son uzama seklinde ayarlanarak ikinci basamak reaksiyon gerceklestirildi.
Elde edilen amplifikasyon urtinleri %1.5 agaroz jelde gorintilendi.

Tablo I. Multipleks Nested PCR ve In-house Rt-PCR Yontemlerinde Kullanilan Primer Dizileri
Primer adi Primer dizisi

rPLU1 5-TCA AAG AT TAA GCC ATG CAA GTG A-3’

rPLU5 5-CCT GTT GTT GCC TTA AAC TTC-3'

rVivi 5-CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC-3’
rVviv 2 5’-ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC TTA-3'
rfAL 1 5-TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT ATT-3’
rfAL 2 5-ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC-3’
rmal 1 5-ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC-3’
r mal 2 5-AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAA TTA TAC AAA-3'

r OVA1 5- ATC TCT TTT GCT ATT TTT TAG TAT TGG AGA-3’

r OVA2 5’-GGA AAA GGA CAC ATT AAT TGT ATC CTA ATG-3'
PL1473 F 5-TAA CGA ACG AGA TCT TAA-3’

PL1679 R 5-GTT CCT CTA AGA AGC TTT-3'

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, Rt-PCR: Ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.
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Calismada porzitif kontrol 6rnegi olarak, laboratuvarin katiim sagladigi bir dis kalite
kontrol programina ait 6rnekler kullanildi. P.vivax pozitif kontrol érneginde 117 baz cifti
(bp), Pfalciparum pozitif kontrol 6rneginde 205 bp, P.malariae pozitif kontrol 6rneginde
144 bp, Povale pozitif kontrol érnedinde 787 bp bant gozlendi. Laboratuvarimizda
mikroskopi ve PCR ile Pvivax pozitif olarak saptanan ve dizi analizi yapilan bir kan 6rne-
ginden ticari kit ile (QIAmp DNA mini blood kit, Qiagen, Almanya) DNA ekstraksiyonu
yapildi. Elde edilen DNA 6rnegi plazmite klonlandiktan sonra plazmit ekstraksiyonu ya-
pilarak DNA 6lcimi gerceklestirildi. Bu DNA 6rneginden 1/10 oraninda hazirlanan seri
dilisyonlarla saptama limiti calismasi yapildi.

In-house Rt-PCR amplifikasyonu icin 20 pl toplam hacim icerisinde 2 pul DNA olacak
sekilde karigim oranlari; 10 pl EvaGreen mastermix (Biotium, ABD), birer ul (10 pmol)
PL1473F18 ve PL1679R18 primerleri (Metabion, Almanya), 6 pl distile su olacak sekilde
hazirlandi. Amplifikasyon kosullar 95°C’de 5 dakika baslangi¢ denattrasyonu, 95°C 10
saniye, 50°C 30 saniye, 72°C 20 saniye olmak lzere 40 dongu seklinde diizenlenerek
gerceklestirildi. Erime egrisi analizi 68-95°C arasinda degerlendirildi.

Ticari kit (Genesig, Primer Design, ingiltere) ile Plasmodium spp. primerleri kullanilarak
dretici firmanin onerisi dogrultusunda Rt-PCR yontemi uygulandi. In-house ve ticari Rt-PCR
yontemleri arasindaki uyumu istatistiksel olarak degerlendirmek icin kappa testi kullanild.

BULGULAR

DNA 6l¢imu sonucunda plazmit DNA konsantrasyonu 57 ng/ul (2.4 x 1010 kopya)
olarak belirlenmistir. Bu ornekten hazirlanan seri dilisyonlarla calisilan Rt-PCR yonte-
minde saptama limiti 10-9 (reaksiyonda 24 kopya) olarak tespit edilmistir.

Multipleks nested PCR yontemi altin standart olarak kabul edilmis ve Plasmodium
spp. acisindan pozitif olarak degerlendirilen 182 6rnek ile, negatif olarak degerlendirilen
98 ornek, ticari ve in-house Rt-PCR yontemleriyle de caligilmistir. Pozitif olarak belirlenen
orneklerin timu Pvivax olup, mikst enfeksiyon saptanmamistir. Elde edilen sonuclar
Tablo ll’de verilmistir.

Multipleks nested PCR ile birinci basamak reaksiyonda Plasmodium spp. pozitif 6rnek-
lerde 1670 bp buyukliginde, ikinci basamak reaksiyonda P.vivax pozitif rneklerde 117
bp biyiikliginde bant gézlenmistir. ikinci basamak reaksiyonda Plasmodium tiirlerine
ait pozitif ornekler Resim 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Multipleks Nested PCR, Ticari Rt-PCR ve In-house Rt-PCR Yéntemlerinin Karsilastirmali Sonuclari

Test sonucu Ticari Rt-PCR In-house Rt-PCR Multipleks Nested PCR
Pozitif 178 180 182
Negatif 102 100 98
Toplam 280 280 280

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, Rt-PCR: Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.
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Resim 1. Multipleks nested PCR amplifikasyon dirtinlerinin jel elektroforez
gortinttst. 1: 100 bp molekiiler agirlik belirteci. 2: Pvivax pozitif 6rnek
(117 bp). 3: Pfalciparum pozitif 6rnek (205 bp). 4: P.malariae pozitif
ornek (144 bp). 5: P.ovale pozitif 6rnek (787 bp). 6: Negatif kontrol. 7:
100 bp molekiiler agirlik belirteci.

Buna gore P.vivax pozitif rnekte 117 bp, P.falciparum pozitif 6rnekte 205 bp, P.malariae
pozitif ornekte 144 bp, P.ovale pozitif ornekte 787 bp buyikliginde bant elde edilmis-
tir. In-house Rt-PCR’de pozitif 6rnekler erime egrisi analizi ile degerlendirilmistir. P.vivax
pozitif kontrol 6rnegdinin Tm degerleri 78-79, Pfalciparum pozitif kontrol 6rneginin Tm
degerleri 75-75.5, Pmalariae pozitif kontrol 6rneginin Tm degerleri 74-74.5, P.ovale po-
zitif kontrol 6rneginin Tm degerleri 76.5-77 olarak belirlenmistir (Sekil 1).

In-house Rt-PCR’nin CT degerleri 20.03-31.71 arasinda saptanmustir ($ekil 2).

Ticari Rt-PCR’nin CT degerleri ise 17.26-34.94 arasinda saptanmistir. In-house Rt-PCR
yontemi ile olgularin 180, ticari Rt-PCR yontemi ile olgularin 178’i pozitif olarak belir-
lenmistir. In-house Rt-PCR ile 2 6rnek (Tablo IlI), ticari Rt-PCR ile 4 6rnek yalanci negatif
olarak degerlendirilmistir (Tablo IV).

In-house ve ticari Rt-PCR ile yalanci negatif olarak belirlenen 2 6rnek ayni hastaya ait
bulunmustur. Ticari Rt-PCR ile 2 6rnek daha negatif olarak belirlenmistir. Her iki yontemin
duyarlilik ve 6zgdllikleri hesaplandiginda in-house Rt-PCR yonteminin duyarlihgr 0.98,
ozqulligu 0.97, pozitif prediktif degeri (PPD) %98, negatif prediktif degeri (NPD) %97
olarak, ticari Rt-PCR yonteminin duyarlihg 0.97, 6zgulligi 0.95, PPD %97, NPD %95
olarak belirlenmistir. In-house ve Rt-PCR yontemleri arasinda ytksek diizeyde uyum (k:
0.953) belirlenmistir (Tablo V).
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Sekil 1. In-house Rt-PCR erime egrileri. M: P.malariae pozitif kontrol érneginin erime egrisini, F: P.falciparum
pozitif kontrol érneginin erime edgrisini, O: P.ovale pozitif kontrol érnedinin erime egrisini, V: P.vivax pozitif
kontrol 6rneginin erime egrisini géstermektedir.
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Sekil 2. In-house Rt-PCR amplifikasyon egrileri.

Tablo Ill. In-house Rt-PCR Yénteminin Multipleks Nested PCR Yontemiyle Karsilastirmali Sonuglari

Multipleks Nested PCR
Pozitif Negatif Toplam
In-house Rt-PCR Pozitif 180 2 182
Negatif 2 96 98
Toplam 182 98 280

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, Rt-PCR: Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.
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Tablo IV. Ticari Rt-PCR Yonteminin Multipleks Nested PCR Yontemiyle Karsilastirmali Sonuglari

Multipleks Nested PCR
Pozitif Negatif Toplam
Ticari Rt-PCR Pozitif 178 4 182
Negatif 4 94 98
Toplam 182 98 280

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, Rt-PCR: Gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.

Tablo V. In-house Rt-PCR ile Ticari Rt-PCR Yonteminin Karsilastirmali Sonuglari

In-house Rt-PCR
Pozitif Negatif Toplam
Ticari Rt-PCR Pozitif 178 4 182
Negatif 2 96 98
Toplam 180 100 280

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, Rt-PCR: Gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.

TARTISMA

Sitma tanisinda referans yontem kalin damla ve ince yayma preparatlarin mikroskobik
incelemesidir?. Molekiiler ydntemlerle karsilastiriidiginda mikroskobik inceleme maliyet-
etkin olmasina ragmen, degerlendiren kisinin deneyimi sonucu etkileyebilmektedir. Bu
yontem deneyimli personele gereksinim duymaktadir ve cok sayida 6rnegin kisa siirede
taranmasi icin uygun degildir. Parazitemi diizeyi diisiik 6rneklerde preparat hazirligi haric,
degerlendirme siiresi 45-90 dakikadir®. Bu siireyi kisaltmak icin mikroskobik incelemenin
yani sira hizli tani testleri de kullanilmaktadir. Hizli tani testleri, mikroskobik inceleme ile
karsilastinldiginda kolay uygulanabilir, hizli sonug verebilen yontemlerdir. Ancak hizli tani
testleri Pfalciparum ve P.vivax't ayirt edebilmekte, Pmalariae ve P.ovale'yi ayirt edememek-
tedir?. Subklinik veya asemptomatik enfeksiyonlar sitma endemik bélgelerde yaygin olup
tanisi guictiir. Bu olgular, saptama limiti 50-100 parazit/ul olan mikroskobik inceleme ve/
veya hizl tani testleri ile siklikla g6zden kaciriimakta, bu kisiler bulastirici olmaya devam
etmekte, sitmanin eliminasyon calismalarina engel olmaktadir'®. Mikroskobik inceleme
ve hizli tani testlerinin bu dezavantajlarini ortadan kaldirmak icin glinimuzde molekdler
yontemler 6nem kazanmaktadir.

PCR yontemi, hizli tani testleri ile saptanmasina ragmen tir ayrimi yapilamayan olgu-
larda, Pfalciparum digindaki turlerle enfeksiyon veya mikst enfeksiyon durumlarinda de-
gerlidir ve tedavi takibinde tercih edilen bir yontemdir''. Konvansiyonel ve Rt-PCR’nin de
kisithiliklari ve birbirlerine Gstlinltkleri vardir. Konvansiyonel PCR yonteminin maliyetinin
diisiik olmasi nedeniyle Rt-PCR yerine kullanilabilecegini bildiren calismalar mevcuttur'?,
Nested PCR, spesifik ve duyarli bir tani yontemi olmakla birlikte, sonu¢ verme stresinin
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uzun olmasi nedeniyle kullanimi kisithdir'3, Rt-PCR yéntemiyle érnegin hazirlanma siiresi
de dahil olmak iizere (i¢ saat icinde sonug bildirilebilmektedir®'?. Daha kisa siirede veri-
len hasta sonucu, tani konulmamis ya da yanhs tani konulmus olgularin hizl bir sekilde
belirlenebilmesi ve hasta yénetimine olumlu bir etki yapacaktir?. Rt-PCR ile, amplifikas-
yon sonrasi DNA kontaminasyon riski diislktiir, parazitin kantitasyonu da yapilabilmek-
tedir'%13, Ancak bu yéntem, diisiik parazitemi oranlarinda yiiksek duyarlilik gésterirken,
mikst enfeksiyonlarin saptanmasinda dustik duyarliiga sahiptir. Mikst enfeksiyon durum-
larinda, dusuk yogunlukta gorilen Plasmodium tirlerinin DNA'sinin saptanmasinda pri-
mer rekabeti gériilmektedir?. Parazitin tiir ayrimi hastalarin klinik yénetimi acisindan kri-
tiktir, cinkii tedavinin seyri enfeksiyona neden olan tiire bagl olarak degismektedir®. PCR
tekniginin bir diger dezavantaji basarisinin, uygun olmayan kan 6rnegi alma ve 6rnek
saklama gibi faktorlerden etkilenebilecek DNA kalitesine dayanmasidir®.

Sitma tanisinda kullanilan molekiiler yontemler degerlendirildiginde farkli primer set-
leriyle konvansiyonel, in-house ve ticari Rt-PCR yontemlerinin karsilastinildigr bircok calis-
maya rastlanmaktadir. Bunlar arasinda PL1473F18 ve PL1679R18 primerleri kullanilarak
Plasmodium spp.’nin 18S rRNA geninin tiire 6zgu bolgesini hedefleyen Rt-PCR yontemi
uygulanan calismalarin yani sira®', rPLU1, rPLU5 ve/veya rPLU3, rPLU4 (evrensel primer-
ler) ve/veya rPLUS, rPLU6 ve rVIV1, rVIV2, rFAL1, rFAL2, rMALT, rMAL2, rOVA1, rOVA2
(tiire 6zgii primerler) ile nested PCR yéntemini uygulayan calismalar®®:19.13.15-18 ve farkiy
ticari kitlerin'>'* kullanildigi calismalar da mevcuttur. Calismamizda multipleks nested
PCR yontemi icin Plasmodium cinsine 6zgii rPLU1, rPLU5 primerleri ve tlre 6zgi rVIV1,
rVIV2, rFALT, rFAL2, rMALT, rMAL2, rOVAT1, rOVA2 primerleri, in-house Rt-PCR yontemi
icin PL1473F18 ve PL1679R18 primerleri, ticari Rt-PCR yontemi icin Plasmodium spp.
(18S ribozomal RNA geni) ve her bir alt tiir icin ayr olmak iizere ticari kit (Genesig, ingil-
tere) kullanilmistir. Multipleks nested PCR yontemi altin standart olarak kabul edilmistir.

Secilen primerlerin saptama limiti degerlendirildiginde, PL1473F18 ve PL1679R18
primerlerinin saptama limitinin 1 parazit/ul kan olarak belirlendigi calismalar®, rPLUT,
rPLU5 ve/veya rPLU3, rPLU4 ile rVIVT, rVIV2, rFALT, rFAL2, rMALT, rMAL2, rOVAT1, rOVA2
primerlerinin kullanildigi nested PCR’nin Pvivax icin saptama limitinin 1-10 parazit/l
kan, Pfalciparum icin 10-50 parazit/pl kan, Pmalariae icin 50-100 parazit/ul kan, P.ovale
icin 5-10 parazit/pl kan olarak belirlendigi calismalar®'%'% ve rPLU5, rPLU6, FAL1, FAL2
primerleri ile nested PCR'nin saptama limitinin 0.05-3.6 parazit/ul kan olarak belirlendi-
gi calismalar'>'6-18 oldugu goériilmektedir. Calismamizda PL1473F18 ve PL1679R18 pri-
merlerinin kullanildigr in-house Rt-PCR yonteminin saptama limitinin klonlanmis P.vivax
pozitif 6rnek icin reaksiyonda 24 kopya (4.8 parazit/pl) oldugu saptanmistir. PL1473F18
ve PL1679R18 primerleri ile Rt-PCR yonteminin tekli enfeksiyonlarin yani sira mikst en-
feksiyonlari da saptayabildigi bildiriimektedir®. Cesitli calismalarda rPLU1, rPLU5 ve/veya
rPLU3, rPLU4 (evrensel primerler) ve rVIV1, rVIV2, rFAL1, rFAL2, rMALT, rMAL2, rOVAT,
rOVA2 (tlre 6zgu primerler) ile nested PCR'nin hem tekli hem de mikst enfeksiyonlari
belirleyebildigi bildirilmistir>'®. Calismamizda porzitif olarak belirlenen kan érneklerinin
timu Pvivax olup, mikst enfeksiyon saptanmamuistir.

314 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Usluca S, Celebi B.

Bir testin dogrulama testi olarak kabul edilmesi icin 6zgulliginin ylksek olma-
si gereklidir. Secilen primerler duyarllik ve 6zglilliikleri acisindan degerlendirildiginde
PL1473F18 ve PL1679R18 primerlerinin kullanildigr Rt-PCR’nin P.vivax icin duyarliiginin
%100, 6zgullugiindn %99.1, Pfalciparum icin duyarliiginin %94.1, 6zgulligindin %100
olarak belirlendigi bir calisma7 ve rPLU1, rPLU5 ve/veya rPLU3, rPLU4 ile rVIVT, rVIV2,
rFALT, rFAL2, rMALT, rMAL2, rOVAT, rOVA2 primerlerinin kullanildigi nested PCR’nin
duyarliiginin %100, 6zgiilliiginiin %97.2 olarak belirlendigi bir baska calismanin'® ol-
dugu belirlenmistir. Nested PCR’nin mikroskobik incelemeye gore duyarlilk ve 6zgullt-
ginun yuksek olmasi nedeniyle altin standart yontem olarak kabul edildigi bir baska ca-
lisma da bulunmaktadir?®. Calismamizda nested PCR ydntemi altin standart olarak kabul
edildiginde in-house Rt-PCR yonteminin duyarliigi %98, 6zgulligu %97, ticari Rt-PCR
yonteminin duyarlihgr %97, 6zgullugi %95 olarak belirlenmistir.

PL1473F18 ve PL1679R18 primerlerinin kullanildigi Rt-PCR’nin erime egrisi analiziyle
Tm degerleri arasinda en az 1°C’lik fark saglayacak sekilde dort tir arasinda ayrim yap-
mak icin yeterli oldugu bildirilmistir. Tm degerleri P.vivax icin 79.0-81.0°C, P.falciparum
icin 75.5-77.5°C, Pmalariae icin 73.5-75.5°C, P.ovale icin 77.5-79.0°C olarak belirlenmis-
tir8. Calismamizda ayni primerler kullanildiginda in-house Rt-PCR ile P.vivax pozitif érnek-
lerin Tm degerleri 78-79, Pfalciparum pozitif 6rneklerin Tm degerleri 75-75.5, Pmalariae
pozitif 6rneklerin Tm degerleri 74-74.5, P.ovale pozitif 6rneklerin Tm degerleri 76.5-77
olarak saptanmigstir (Sekil 1). Bu yontem tek bir reaksiyonla parazitin tiir ayriminin ya-
pilmasi icin yeterli ve uygun bulunmustur. ilgili literatiirle ayni primerleri kullanmamiza
ragmen, elde edilen erime egrilerindeki farkliliklarin DNA alikotlarindaki tuz konsantras-
yonlarinin farklihgina bagh olabilecegi distinilmusgtdr.

Rt-PCR yontemi CT degerleri acisindan degerlendirildiginde genel olarak parazit yo-
gunlugu ile CT degeri arasinda negatif bir iliski bulunmakta, parazit yogunlugu arttikca
CT degeri azalmakta ve daha erken poritiflik gézlenmektedir'”. CT degerlerinin diisiik
bulunmasi, uygulanan yéntemin DNA'yi daha iyi saptayabildigini gostermektedir''14,
Calismamizda CT degerinin 35’in lzerinde oldugu ornekler negatif olarak kabul edildi.
In-house Rt-PCR ile pozitif orneklerin CT degerleri 20.03-30.95 arasinda, ticari Rt-PCR
ile pozitif drneklerin CT degerleri ise 17.26-34.94 arasinda saptand. iki yéntemin CT
degerleri karsilastirildiginda ticari Rt-PCR ile parazitemi orani ylksek érneklerin CT dege-
rinin in-house Rt-PCR’den daha dusiik oldugu, ancak parazitemi orani diistik orneklerin
CT degerinin in-house PCR’den daha ytiksek oldugu belirlendi. Ticari Rt-PCR yontemi ile
dort 6rnegin yalanci negatif olarak belirlenmesinin nedeninin ylksek CT degerlerinden
kaynaklandigi diistinilmastar.

Kappa degeri (x), iki gozlemci arasindaki uyumun sansa bagh kismini diizelten bir
uyum Ol¢isuddr. Karsilastirilan iki test arasindaki uyumun ytksek bulunmasi durumun-
da, yapilan degerlendirmeler giivenilir olarak kabul edilmektedir?!. Uygulanan yéntem-
lerin birbiriyle uyumu degerlendirildiginde rPLU1, rPLU5 ve/veya rPLU3, rPLU4 ile rVIV1,
rVIV2, rFAL1, rFAL2, rMALT, rMAL2, rOVA1, rOVA2 primerlerinin kulanildigi iki nested
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PCR ve Rt-PCR yontemleri arasinda mikemmel uyum belirlenen calismalar oldugu be-
lirlenmistir®1%13, Calismamizin sonucunda PL1473F18 ve PL1679R18 primerlerinin kul-
lanildigi in-house Rt-PCR ile ticari Rt-PCR yontemi arasinda ytiksek diizeyde uyum (k:
0.953) saptanmustir.

Multipleks nested PCR yontemi ayni anda bircok tiirii tespit edebilmektedir. Ancak bu
yontem iki ardisik PCR amplifikasyonu gerektirdiginden kisa stirede ¢ok sayida 6rnegin
taranmasi icin uygun degildir. Sonucun degerlendirilebilmesi icin jel elektroforeze ihtiyag
duyulmasi gibi nedenlerle hem maliyeti yikselmekte hem de sonu¢ verme siresi uza-
maktadir. Ayrica, kontaminasyon riski de Rt-PCR’ye gore daha yiksektir. Kisa strede ¢ok
saylida orneg@in taranmasi icin daha hizli ve daha dustk maliyetli bir molekdiler yonteme
ihtiyac duyulmaktadir. Tek asamali ve erime egrisi analizi ile tir ayrimina olanak veren in-
house Rt-PCR yontemi daha az reaktif ve sarf malzemesi kullanimina ihtiya¢ duymaktadir.
Ayrica kapali bir sistem olmasi nedeniyle kontaminasyon riski de konvansiyonel PCR’ye
gore oldukga dustiktur. Ticari Rt-PCR yontemi ile sitma stupheli kan 6rneklerine oncelikle
Plasmodium spp.'yi saptamaya yonelik primerler kullanilarak PCR, ardindan pozitif ¢ikan
orneklere tur ayrimi amaciyla her bir alt tiri iceren primerler kullanilarak ikinci bir PCR
yontemi uygulanmasi gerekmektedir. Bu sekilde Plasmodium spp. pozitif olan her bir 6r-
nek icin alti farkli PCR uygulanmakta, hem maliyet hem de tani koyma stiresi artmaktadir.
Ayrica bu yontemin yalanci negatiflik orani gézoniine alindiginda negatif sonug alinan
orneklere dogrulama amaciyla nested PCR uygulanmasinin da gerekli oldugu dustndl-
mektedir.

Sitma stiphesi ile laboratuvarimiza gelen kan orneklerine uygulanan tani algoritmasi,
oncelikle mikroskobik inceleme ve hizli tani testleri uygulandiktan sonra tur ayrimi ve
dogrulama amaciyla molekiiler yontemlerin uygulanmasi seklindedir. Maliyet, tani koy-
ma suresi ve duyarllik, 6zgiillik oranlar birlikte degerlendirildiginde in-house Rt-PCR
yonteminin rutin hasta tanisinda birinci tercih olarak diistiniilebilecegine karar verilmistir.
Ayrica negatif sonug alinan 6rneklere, dogrulama amaciyla nested PCR uygulanmasinin
daha gtivenilir sonuglar icin gerekli oldugu distnilmastar.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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