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ÖZ

Amaç: Cryptosporidium spp. özellikle gıda ve su kaynaklı ishal nedenleri arasında 
önemli bir parazittir. Bu çalışmada, dışkı örneklerinde Cryptosporidium spp.’nin rutin 
tanısında kullanılan moleküler yöntemin metod verifikasyonunun yapılması amaçlan-
mıştır.
Yöntem: Bu amaçla Cryptosporidium parvum pozitif buzağı dışkı örneği PBS ile dilüe 
edilmiş ve Cryptosporidium/Giardia direkt floresan antikor kiti kullanılarak ookist sayı-
mı yapılmıştır. Aynı örneğe ticari kit ile DNA ekstraksiyonu uygulanmıştır. Elde edilen 
DNA örneği kullanılarak Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, 
Dientamoeba fragilis’in moleküler yöntemlerle saptanması için multipleks PCR kiti 
kullanılarak PCR amplifikasyonu gerçekleştirilmiştir.
Bulgular: PCR’ın saptama limiti 8 ookist/reaksiyon olarak belirlenmiştir. Daha sonra 
yüksek ve düşük pozitif örnekler hazırlanmış, iki farklı analist ile doğruluk ve kesinlik 
çalışmaları yapılarak testin metot verifikasyonu tamamlanmıştır.
Sonuç: Metod verifikasyon çalışmalarının varyasyon katsayıları %15’in altında olduğu 
için testin, rutin hasta örneklerinde Cryptosporidium’un araştırılmasına uygun olduğu-
na karar verilmiştir.

Anahtar kelimeler: Cryptosporidium spp., realtime PCR, metod verifikasyon

ABSTRACT

Objective: Cryptosporidium spp. is an important parasite, especially among the causes 
of foodborne and waterborne diarrhea. The aim of this study was to verify the 
molecular method used for routine diagnosis of Cryptosporidium spp. in stool 
samples.
Methods: For this purpose, Cryptosporidium parvum positive calf stool sample was 
diluted with PBS and oocysts were counted using Cryptosporidium/Giardia direct 
fluorescein antibody assay. DNA extraction from the same sample was carried out 
using a commercial kit after determining the number of oocysts in the sample. PCR 
amplification was performed using multiplex PCR assay for molecular detection of 
Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Dientamoeba 
fragilis in the DNA sample retrieved.
Results: The detection limit was determined as 8 oocysts/reaction. Then, high and low 
positive samples were prepared, and accuracy and precision studies of the method 
were performed by two different analysts to complete verification analysis of the test 
method. 
Conclusion: Since variation coefficients of method verification studies were below 
15%, it was decided that the test was suitable for investigation of Cryptosporidium 
spp. in routine patient samples.
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GİRİŞ

Cryptosporidium apikompleksa cinsi, zorunlu hücre 

içi bir protozoon parazittir. Gastrointestinal sistem 

epitel hücrelerini enfekte eder, akut ve bol sulu isha-

le neden olur(1). İshal, immun sistemi sağlam birey-

lerde kendi kendini sınırlarken, immun sistemi baskı-

lanmış konaklarda kronik ve yaşamı tehdit edici 

olabilir(1,2). Parazit özellikle gıda ve su kaynaklı ishal 

nedenleri arasında önemli bir yer tutmaktadır(1,3-5). 

İnsan ve hayvan dışkılarında bulunan Cryptosporidium 

ookistleri çevreye yayılır ve su kaynaklarına ulaşır. 

Enfektif dozun düşük olması ve ookistlerin gelenek-

sel su arıtma yöntemlerine dayanıklı olması insanlar 

için bulaş riskini arttırmaktadır(5,6). Kuyu suları ve hij-

yenik olmayan içme suyu kaynaklarından köken alan 

Cryptosporidium salgınları bildirilmiştir(7,8). Şehir 

şebeke suyu ve şişelenmiş su tüketimi ile karşılaştırıldı-

ğında, artezyen ve kuyu suyu tüketimi olanlarda 

Cryptosporidium spp. enfeksiyon oranının belirgin ola-

rak yüksek olduğu görülmektedir(8). Bunun dışında, 

özellikle yaşlılar veya çocuklar arasında, günlük bakım 

merkezlerinde yayılım daha kolay olmaktadır. Bazı mes-

lek gruplarında (hayvancılıkla uğraşanlar, veterinerler, 

laboratuvar personeli, kreş personeli), endemik bölge-

lere yolculuk edenlerde, hijyenik koşulların yetersiz 

olduğu yerlerde yaşayanlarda ve enfekte kişilerle yakın 

temas edenlerde daha yüksek oranda görülmektedir(9).

Bugüne kadar 20’den fazla türü tanımlanmış ve çeşit-

li konaklarda saptanmıştır. İnsanlarda olguların 

çoğuna Cryptosporidium hominis (C. hominis) ve 

Cryptosporidium parvum (C. parvum) neden olmak-

tadır. Bunun dışında, Cryptosporidium meleagridis, 

Cryptosporidium felis, Cryptosporidium canis de 

bildirilmiştir(2,3,6,10,11). C. hominis esas olarak insanları 

enfekte ederken, en yaygın zoonotik tür olan C. parvum 

çok sayıda hayvanı ve insanı enfekte ederek zoonotik 

bulaşta rol oynamaktadır(1,6). Cryptosporidium türleri-

nin ve genotiplerinin tanımlanması, hayvan veya çev-

resel kaynaklı Cryptosporidium ookistlerinin halk sağlı-

ğı açısından önemini değerlendirmek ve enfeksiyon 

veya kontaminasyon kaynaklarını izlemek için 

önemlidir(3,6,8,11).

Cryptosporidium spp.’nin rutin tanısının acid-fast 

boyama ve DFA gibi mikroskobik yöntemlerle rahat-

lıkla konulmasına rağmen, çeşitli nedenlerle morfo-

lojik tanımlamanın güçleştiği ya da özellikle salgınlar 

gibi hızlı sonuç verilmesi gereken durumlarda mole-

küler yöntemlerin kullanılması gerekmektedir. Bu 

çalışmada, özellikle ishal etiyolojisinin araştırılması 

amacıyla laboratuvarımıza gönderilen dışkı örnekle-

rinde Cryptosporidium spp.’nin rutin tanısında kulla-

nılan moleküler yöntemin metod verifikasyonunun 

yapılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

PCR’ın saptama limitinin belirlenmesi için dışkı örne-

ğindeki ookist sayımının ilk olarak Kinyoun acid-fast 

boyama yöntemiyle yapılması düşünüldü. Bu amaçla 

C. parvum pozitif buzağı dışkı örneği PBS ile iki kat 

sulandırıldı. Sulandırım için beş tüpe 1’er ml PBS 

dağıtıldı. İlk tüp içerisine 1 ml sulu dışkı örneği ekle-

nerek homojenize edildi. Buradan 1 ml alınarak seri 

dilüsyonlar tamamlandı. Her bir dilüsyondan 10 µl 

dışkı alınıp yayma preparat hazırlandı. Preparat 

Kinyoun acid-fast boyası ile boyanarak X1000 büyüt-

me ile parazit sayımı yapıldı. Aynı örnekler içerisin-

den 10 µl alınıp DFA lamına yayıldı. Cryptosporidium/

Giardia DFA kiti (Crypto/GiardiaCel CeLLabs, 

Avustralya) ile üretici firmanın önerileri doğrultusun-

da direkt floresan antikor yöntemi uygulanarak X400 

büyütme ile floresan mikroskopta parazit sayımı 

yapıldı. Ookist sayısı belirlenmiş 200 µl dışkı örneğin-

den QiAmp DNA Stool Mini kit (Qiagen, Almanya) 

kullanılarak üretici firmanın önerileri doğrultusunda 

DNA ekstraksiyonu uygulandı. DNA örneğinden (200 

µl) log10 tabanında seri dilüsyonlar hazırlandı ve 

dilüsyonlardan 10 µl DNA, saptama limiti çalışmasın-

da kullanıldı. Easy Plex cihazı (Aus Diagnostics, 

Avustralya) ile Cryptosporidium spp., Giardia 

intestinalis, Entamoeba histolytica, Dientamoeba 

fragilis’i birlikte saptayan Aus Diagnostics Multiplexed 

Diagnostics Gastrointestinal Parasites (5Plex) kiti 

(Aus Diagnostics, Avustralya) kullanılarak üretici fir-

manın önerileri doğrultusunda Rotorgene Q cihazın-

da PCR amplifikasyonu gerçekleştirildi. Kullanılan 
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multipleks PCR setinin içerisinde Cryptosporidium 

için, Cryptosporidium ookist duvar proteinine yönelik 

primerler bulunmaktadır. PCR amplifikasyon koşulları; 

95 ̊C’de 10 dakikalık başlangıç denatürasyonunun ardın-

dan 95 ̊C’de 10 dakika, 60°C’de 15 sn. ve 72°C’de 15 sn. 

40 siklus olmak üzere uygulandı. DNA dilüsyonlarının 

PCR sonucuna göre pozitif olarak belirlenen son dilüs-

yondaki ookist sayısı yöntemin saptama limiti olarak 

değerlendirildi. Yüksek pozitif olarak saptama limiti değe-

rinden 1log10 daha yüksek değer, düşük pozitif olarak ise 

saptama limitinin 1log10 katının yarısı değer kabul edildi 

ve testin metod verifikasyonu için iki farklı analist ile 

doğruluk ve kesinlik çalışmaları yapıldı. Doğruluk çalış-

ması için üç yüksek pozitif, üç düşük pozitif, üç negatif 

örnek birer kez çalışıldı. Çalışmalar arası kesinlik çalış-

ması için üç farklı günde birer adet yüksek ve düşük 

pozitif örnek çalışıldı. Çalışma içi kesinlik çalışması için 

üç adet yüksek, üç adet düşük pozitif örnek çalışıldı. 

BULGULAR

PCR’ın saptama limitinin belirlenmesi için Kinyoun acid-

fast boyama yöntemiyle dışkı örneğindeki ookist 

sayımı yapıldı, 10 µl dışkı içerisinde 281 ookist sayıldı 

(Şekil 1).

Ancak elde edilen PCR saptama limitinin, Kinyoun 

acid-fast boyasındaki ookist sayısına göre çok düşük 

belirlendiği görüldü. Bunun üzerine Kinyoun acid-fast 

boyasının dışkıda bulunan tüm ookistleri belirleye-

mediği düşünülerek ookist sayımının altın standart 

yöntem olan DFA yöntemiyle yapılmasına karar veril-

di. DFA yöntemi ile 10 µl dışkı içerisindeki ookist 

sayısı 1.616 olarak belirlendi (Şekil 2). 

DFA yöntemi ile parazit sayımı yapılan dışkı örneğin-

den (200 µl) ekstraksiyon işlemi sonucu elde edilen 

DNA örneğinden (32.320 ookist/200 µl) saptama 

limiti (LOD) tespiti için log10 seri dilüsyonları hazırlan-

dı. Her dilüsyondan 10 µl DNA reaksiyona katıldığın-

da reaksiyondaki ookist miktarları Tablo 1’de verildi. 

Saptama limitinin, 10-2 ve 10-3 dilüsyonlar arasındaki 

bir değer olduğu düşünülerek 10-2 dilüsyon ½ oranında 

Şekil 1. Kinyoun acid-fast boyama yöntemi ile saptanan 
Cryptosporidium spp. ookistleri (X1000 büyütme ile).

Şekil 2. DFA yöntemi ile saptanan Cryptosporidium spp. ookistleri 
(X400 büyütme ile). 

Tablo 1. PCR reaksiyonundaki ookist miktarları.

DNA dilüsyonları

100
10-1

10-2

10-3

Reaksiyondaki ookist 
miktarı

1.616
161
16
1.6

Sonuç/CT

Pozitif (19.81)
Pozitif (23.02)
Pozitif (26.27)

Negatif

*PCR reaksiyonuna 10 µl DNA eklenmiştir. 200 µl DNA 32.320 
ookist içermektedir.
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yine sulandırılarak, reaksiyonda 8:4:2 ookist içeren 

örneklerle PCR yöntemi yinelendi. Reaksiyonda 8 

ookist içeren örnek PCR ile pozitif, diğer örnek reak-

siyonları negatif olarak belirlendi. Saptama limiti 8 

ookist/reaksiyon olarak belirlendi. Saptama limitinin 

1log10 katı (80 ookist/reaksiyon) yüksek pozitif, 1log10 

katının yarısı da (40 ookist/reaksiyon) düşük pozitif 

olarak hesaplandı. Belirlenen bu örneklerle testin 

metot verifikasyonu için iki farklı analist ile doğruluk 

ve kesinlik çalışmaları yapıldı (Şekil 4, 5).

Şekil 3. LOD çalışmasına ait amplifikasyon eğrileri.

Şekil 4. Doğruluk çalışmasına ait amplifikasyon eğrileri.

Tablo 2. Birinci analistin metot verifikasyon çalışma sonuçları.

Yüksek pozitif (%CV)
Düşük pozitif (%CV)
Negatif (%CV)

Doğruluk 
çalışması

2.09
7.09
0.00

Kesinlik
çalışması

(Çalışma içi)

2.091
7.088

-

Kesinlik 
çalışması 

(Çalışmalar arası)

5.70
6.23

-

Tablo 3. İkinci analistin metot verifikasyon çalışma sonuçları.

Yüksek pozitif (%CV)
Düşük pozitif (%CV)
Negatif (%CV)

Doğruluk 
çalışması

2.05
6.89
0.00

Kesinlik
çalışması

(Çalışma içi)

2.052
6.886

-

Kesinlik 
çalışması 

(Çalışmalar arası)

4.51
5.33

-

İkinci analistin doğruluk ve kesinlik çalışmalarına ait 

varyasyon katsayıları Tablo 3’te gösterilmektedir.

Metod verifikasyonu çalışma sonuçlarının değerlen-

dirilmesinde Cumitech 31A, 2009 (12) referans alın-

dı. Testlerin varyasyon katsayısının (%CV) %15’in 

altında olması yinelenebilirliğin yüksek olduğunu 

göstermektedir. Her iki analist tarafından doğruluk 

ve kesinlik çalışmaları yapıldı ve bu sonuçlara göre 

testin rutin hasta örneklerinin çalışılmasına uygun 

olduğuna karar verildi. 

TARTIŞMA

Cryptosporidium’un laboratuvar tanısı genellikle 

acid-fast boyama veya floresan antikor yöntemleri 

kullanılarak dışkının mikroskobik incelemesiyle 

konulmaktadır(1). Mikroskopinin uzun zaman alması, 

değerlendiren mikroskopistin deneyimli olmasının 

gerekmesi ve değerlendirmenin subjektif olması gibi 

dezavantajları vardır(13). Mikroskopi kullanılarak yapı-

lan saptama limiti çalışmaları değerlendirildiğinde, 

103-107 ookist/g dışkı şeklinde, oldukça farklı sonuç-

lar alındığı görülmektedir. Deneyimli bir mikroskopist 

acid-fast boyama yöntemi ile 50.000-500.000 

ookist/g dışkı saptayabilmektedir(14). Geleneksel sap-

tama yöntemlerinin duyarlılık ve özgüllükleri 

düşüktür. PCR tabanlı yöntemler, az sayıda 

Cryptosporidium’un saptanması için oldukça duyarlı 

ve özgüldür, zaman ve maliyet açısından da etkilidir(15). 

Ayrıca geleneksel yöntemler tür düzeyinde tanımla-

ma yapamadığından, bu amaçla PCR, real-time PCR, 

Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP), 

mikroarray, melting analizi, sekans analizi gibi mole-

küler yöntemler geliştirilmiştir(2). Günümüzde bu 

nedenlerle moleküler yöntemlerle tanı koyan labora-

tuvarların sayısı artmaktadır. 

negatif
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Moleküler yöntemlerden realtime PCR’ın en önemli 

avantajları “kapalı tüp” sistemiyle kontaminasyon 

riskinin en aza indirilmesi ve daha az zaman almasıdır. 

Amplifikasyonun, reaksiyondan sonra elektroforez 

uygulanmadan, floresan kimyasallar kullanılarak ger-

çek zamanlı olarak izlenmesini sağlar(11,16). Multipleks 

PCR yönteminin avantajları sonuç verme süresinin 

kısaltılması, duyarlılık ve özgüllüğün artırılması, örnek 

içerisinde tek bir reaksiyonla birden çok parazitin 

saptanmasına olanak vermesidir. Realtime PCR tek-

nik personelin deneyiminin az olması, aşırı iş yükü, 

morfolojik olarak bozulmuş örnekler gibi insandan 

kaynaklanan hataları elimine etmektedir. Maliyetinin 

yüksek olması, floresan dalga boylarının birbirine çok 

yakın olması durumunda emisyon spektrumunun 

birbiri üzerine gelmesi ve yanlış kullanım nedeniyle 

örneğin, duyarlılığının azalması gibi dezavantajları 

vardır(13,16).

Günümüzde Cryptosporidium’un tespiti için altın 

standart yöntem, saptama limiti ≤103 ookist/g dışkı 

olan PCR yöntemi olarak kabul edilmektedir(14). Klinik 

numunelerde parazitlerin araştırılmasında moleküler 

yöntemlerin kullanımının giderek yaygınlaşması bu 

tekniklerin kullanımının standardize edilmesi gerekli-

liğini doğurmuştur(17). İshal salgınlarının araştırılması 

amacıyla laboratuvarımıza, önemli bir ishal etkeni 

olan Cryptosporidium türlerinin saptanması için dışkı 

örnekleri gönderilmektedir. Tanı amacıyla mikrosko-

bik yöntemler olan acid-fast boyama yöntemi ve DFA 

yöntemi kullanılmakta, ancak özellikle ishal salgını 

durumunda, ilgili birimlerin organizasyonu ve örnek-

lerin toplanarak referans laboratuvara ulaştırılması 

zaman aldığı için ve örneklerin transportu sırasında 

zaman zaman uygun olmayan koşullara maruz kala-

bildikleri için parazitin morfolojisinin bozulduğu, bu 

nedenle mikroskobik tanının güçleştiği durumlarda 

moleküler yöntemlere ihtiyaç duyulmaktadır. Parazite 

ait ookistlerin duvar yapısının uygun bir DNA ekstrak-

siyonu yöntemiyle parçalanması, ardından kısa süre-

de ve güvenilir tanı konulması için konvansiyonel 

yöntemler yerine, hem standardizasyonun sağlan-

ması hem de hızlı uygulanabilmesi açısından ticari 

kitle DNA ekstraksiyonu ve realtime PCR uygulanma-

sı yeğlenmiştir. 

En sık görülen ishal etkenleri olan E. histolytica, 

G. intestinalis ve Cryptosporidium spp.’nin her birinin 

tanısı için bu parazite özgü yöntemlerin rutin tanı 

laboratuvarına dâhil edilmesi zaman alıcıdır ve bir 

dışkı incelemesinin maliyetini artırmaktadır. Bu 

nedenle her üç etkenin belirlenmesi için multipleks 

realtime PCR yöntemleri geliştirilmiştir(18). 

Gastrointestinal parazitlerin saptanmasına yönelik 

multipleks PCR kitlerinin karşılaştırıldığı bir çalışma-

da, tanı performansının büyük ölçüde kullanılan 

yönteme ve hedeflenen patojen türlerine bağlı ola-

rak değiştiği belirlenmiştir. Test duyarlılığı/özgüllüğü, 

maliyeti, araştırılan hasta popülasyonu, laboratuvar 

iş akışı ve tanı algoritması gibi faktörler, en uygun 

multipleks PCR kitini seçerken dikkatle düşünülmesi 

gereken konulardır(19). PCR’ın altın standart yöntem 

olarak antijen testi ve singlepleks PCR’ın birlikte kul-

lanıldığı bir çalışmada, %88 duyarlılığa ve %98 özgüllü-

ğe sahip olduğu belirlenirken, altın standart yöntem 

olarak mikroskobik incelemenin kullanıldığı bir çalış-

mada, özgüllüğünün %100 olduğu bildirilmiştir(13). 

Çalışmamızda, Cryptosporidium spp.’nin yanısıra, 

önemli ishal etkenleri olan E. histolytica, G. intestinalis 

ve nonpatojen kabul edilmekle birlikte, son yıllarda 

yapılan çalışmalarda, klinik bulgulara neden olduğu 

belirlenen D. fragilis’i birlikte saptayabilen ticari mul-

tipleks realtime PCR kiti kullanılmıştır. E. histolytica, 

G. intestinalis ve D. fragilis’in tanısı temel olarak 

direk mikroskobik inceleme ve trichrome yöntemleri 

ile konulabilmekte, E. histolytica tanısını destekle-

mek için ELISA yöntemi, G. intestinalis tanısını des-

teklemek için ise DFA yöntemi kullanılabilmektedir. 

Cryptosporidium spp.’nin tanısında direkt mikroskopi 

ve trichrome boyamanın değeri yoktur. Tanı temel 

olarak modifiye acid-fast boyama ile yapılabilmekte, 

DFA ile desteklenmektedir. Özellikle ishal olgularında 

bu etkenlere kısa sürede ve tek bir yöntemle tanı 

konulması istendiğinde PCR yöntemi yeğlenebilmek-

tedir. 

Cryptosporidium’un saptanmasında kullanılan mole-

küler yöntemler SSUrRNA, Cryptosporidium ookist 
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duvar proteini (COWP), trombospondin ile ilişkili 

proteinler, 70 kDa ısı şok proteini (HSP70) ve aktin 

genleri dâhil olmak üzere genomun farklı bölgelerini 

hedef almaktadır(2,10). SSU rRNA genine yönelik pri-

merlerle realtime PCR yönteminin kullanıldığı çalış-

malarda saptama limitinin 2-5 ookist/reaksiyon ara-

sında değiştiği görülmektedir(3,10). 18S rRNA geni 

hedef olarak kullanıldığında realtime PCR’ın saptama 

limitinin 10 ookist/reaksiyon olarak belirlendiği 

görülmektedir(5). Cryptosporidium ookist duvar pro-

teinine yönelik primerler kullanılarak E. histolytica, 

G. intestinalis ve Cryptosporidium spp.’nin eşzamanlı 

tespiti için multiplex realtime PCR yönteminin uygu-

landığı bir çalışmada saptama limiti 100 ookist/reak-

siyon olarak belirlenmiştir(18). Çalışmamızda, ookist 

duvar proteinine yönelik primer kullanarak uyguladı-

ğımız yöntemin saptama limiti 8 ookist/reaksiyon 

olarak belirlenmiştir.

PCR yönteminin saptama limitinin belirlenmesinde 

genellikle DFA yöntemi(10) veya acid-fast boyama 

yöntemi(16) gibi mikroskobik yöntemlerin kullanıldığı 

çalışmaların ağırlıklı olduğu görülmektedir. Bunun 

yanısıra, araştırılan parazitin hedef bölgesinin klon-

lanması yönteminin kullanıldığı çalışmalara da 

rastlanmaktadır(20). Çalışmamızda, yaptığımız dene-

meler sonucunda modifiye acid-fast boyama yönte-

minin parazitin saptanmasına olanak vermesine rağ-

men, parazit sayımı için DFA yöntemi kadar başarılı 

olamadığı görülmüştür. Bu nedenle PCR’ın saptama 

limitini belirlemek için parazit sayımı DFA yöntemiyle 

gerçekleştirilmiştir.

Çalışmalarda, benzer PCR teknikleri kullanılmasına 

rağmen elde edilen saptama limitlerinin farklı olma-

sının nedenleri çalışılan örnek matriksi, matriks için-

deki hedef mikroorganizmayı sayma yöntemi, kulla-

nılan DNA ekstraksiyonu yöntemi, PCR uygulamala-

rında kullanılan primerlerin hedef gen bölgeleri ve 

kullanılan reaktiflerin farklı olması, testin optimize 

edilip edilmemiş olması, PCR reaksiyonunun gerçek-

leştirildiği cihazların faklı olması gibi birçok faktör rol 

oynamaktadır.

Metod verifikasyonu, bir laboratuvarın bir yöntemi/

testi değerlendirerek onayladığı ve belirli kullanım-

lar için özel şartların yerine getirildiğine dair objek-

tif kanıtlar sağlayan bir işlemdir. Yöntemin, bir veya 

daha fazla matriks içerisindeki bir etkeni, bir veya 

daha fazla cihazda veya platformda belirleyip, 

tanımlayabildiğini göstermeyi sağlar(20). Moleküler 

yöntemlerin uygulanmasında en iyi amplifikasyon 

eğrisi veya PCR ürünü bandını veren sonuçların elde 

edilmesi için optimizasyon çalışmaları yapılarak 

yöntemin geliştirilmesi ve standardize edilmesi 

gereklidir. Inhouse PCR yönteminin amplifikasyon 

aşamasının optimizasyonunda en çok dikkat edil-

mesi gereken aşamalar uygun bağlanma ısısı, opti-

mal MgCl2 ve primer-prob konsantrasyonunun 

belirlenmesidir. Ticari kitler, kullanıma hazır olmala-

rı ve optimizasyon çalışmaları yapıldıktan sonra 

kullanıma sunulmaları nedeniyle günümüzde birçok 

laboratuvar tarafından yeğlenmektedir. Ancak kul-

lanılan cihazlar ve örnek matriksleri farklılıkları gibi 

nedenlerden dolayı test sonuçları etkilenmekte, bu 

nedenle her laboratuvar tarafından rutin laboratu-

var içi uygulamaları için saptama limitinin belirlen-

mesi ve yeniden optimize edilmesi gerekmektedir. 

Rutin hizmet veren laboratuvarlarda duyarlılığı ve 

özgüllüğü yüksek, optimize edilmiş ticari kitlerin kulla-

nımının, rutin mikroskobik inceleme ile saptanamayan 

veya gözden kaçırılabilen parazitlerin tanısında halk 

sağlığına önemli katkı sağlayacağını düşünmekteyiz.
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