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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Pcr) ve Bazi Tavuk Infeksiyonlarindaki Yeri

Vildan CANER" K. Tayfun CARLI"™
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Ozet: Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); giiniimiizde 6nemli bakteriyel, viral ve mikotik infeksiyonlarin tanisinda,
etkenlerin karakterizasyonunda, hastaliklarin patogenezisinin belirlenmesinde ve asi hazirlanmasinda biiylik
uygulama alani bulan bir niikleik asit teknolojisi yontemidir. PCR ile infeksiydz etkenlere ait bazi spesifik gen
segmentlerinin in vitro amplifikasyonu yapilmaktadir. Bu derlemede, PCR’m bazi kanatli infeksiyonlarinin
tanisindaki yeri tartisilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Polimeraz Zincir Reaksiyonu, tavuk infeksiyonlari

Polymerase Chain Reaction (PCR) and its Applications to Some Avian Infectious Diseases

Summary: Polymerase chain reaction (PCR) is one of the nucleic acid technology methods, which is widely used
for diagnosis of bacterial, viral and mycotic infections, characterization of the agents, elucidating the pathogenesis
of the diseases, and predicting the vaccine strains of some special organisms. In vitro amplifications of some
specific gene segments belonging to infectious agents were performed by PCR. In this review, some important

implementations of PCR into diagnosis of avian infections are discussed.
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Giris

Deoksiriboniikleik asit (DNA), baz giftleri
ve seker-fosfat omurgast olmak iizere iki
boliimden olugmaktadir. DNA molekiiliinde yer
alan bazlar pirimidin (Sitozin ve Timin) ve piirin
(Adenin ve Guanin) bazlaridir. Normal DNA
yapisinda Guanin (G) - Sitozin (C) ¢ifti Adenin
(A) - Timin (T) ¢ifti ile yaklagik ayni biiytiklikte
olmasinin yani sira, G her zaman C ile A de T ile
eslesir. Pirimidin veya piirin bazlarindan biri ile
pentoz sekerinin birlestigi yap1 ‘“niikleosid”
olarak  adlandirilir.  Niikleosidlerin ~ fosfat
molekiilii ile birleserek olusturdugu birlesige de
“niikleotid” ad1 verilmektedir. Yan yana bulunan
niikleotidler, bir niikleotidin 5’karbon ucundan
diger niikleo-tidin 3’karbon ucuna kadar devam

eden kovalent fosfodiester baglar1 ile birleserek
poliniikleotid zincirleri meydana getirir. Bir DNA
molekiilii, birbirine sarmal sekilde baglanan ve
birbirinin tamamlayicisi olan antiparalel iki
poliniikleotid zincirden olusur. Tipik bir hayvan
hiicresi yaklasik 3 X10° niikleotidden meydana
gelen bir DNA’ya sahiptir. DNA molekiiliiniin
her bir helikal doniisiinde yaklasik 10 niikleotid
bazi vardir ve 3.4 mm uzunlugundadir'?.

DNA molekiiliinde spiral seklindeki bir
iplik¢ik, karsilikli bazlar arasinda non-kovalent
hidrojen baglar1 (A ve T iki hidrojen bagi ile, G
ve C ¢ hidrojen bagi ile birbirlerine baglanir) ile
diger iplik¢ige baglanir. Hidrojenin oksijen ve
nitrojen gibi elektro-negatif atomlara baglandigi
zaman pozitif akima dogru yonelmesi sonucu
olusan hidrojen baglari, seker fosfat omurgasinin
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kovalent fosfodiester baglarmin yaklasik 1/10
giicline sahiptir. Bu o6zellik, DNA’nin double
helix yapisinda tek bir iplik¢ige zarar vermeksizin
iplikgiklerin birbirinden ayrilmalarmi saglar®.

DNA’nin temel fiziko-kimyasal
davraniglarindan yararlanilarak gelistirilen DNA-
tabanli testlerden biri olan PCR, ilk kez 1985
yilinda Kary Mullis tarafindan uygulandigi
bildirilmektedir. PCR, bilinen iki DNA dizisi
arasindaki gen segmentlerini amplifiye etmek i¢in
kullanilan bir niikleik asit teknolojisi yontemidir.
Mikrobiyoloji ~ alaninda, PCR ile klinik
materyallerde bulunan veya izole edilen etkenlere
ait DNA’larin  veya baz1 spesifik gen
segmentlerinin in vitro enzi-matik
amplifikasyonu yapilmaktadir. Bu teknik, total
genomik DNA iginde yer alan nanogram
diizeyindeki template DNA’min miktarin1 10°-10°
kat arttirabilir. Teknikte bilinmesi gereken ilk
bilgi, hedef DNA dizisinin ne oldugudur.
Boylelikle, DNA  sentezleyici  kullanilarak
reaksiyon igin gerekli primerler (6ncii DNA
molekiilleri) sentezlenir' ™.

PCR yonteminde kullanilan reagentler
asagidaki gibidir:

1. Template: Amplifiye edilecek DNA bolgesi
veya bu bolgeyi igeren hedef DNA’y1 ifade
eder. Bu bakteri, virus veya bagka bir hiicrenin
genomik DNA’sinin bir bdliimii olabilir.

2. Primerler: DNA onciileri veya oligoniik-
leotidler olarak da adlandirilmaktadir. Hedef
DNA’dan yeni DNA sentezini baslatan ufak
DNA parcaciklaridir. En az 16, ortalama 20-
24 baz uzunlugunda olmalidir. Bazi 0&zel
sartlarda daha kisa veya daha uzun olabilir.
Genellikle, ortalama 30 siklusluk PCR i¢in 1
UM  konsantrasyon yeterlidir. Primerlerde
polibaz (6rn. poly dG) veya tekrarlayan
dizilerin uzun olmamasina dikkat edilmelidir.
Ciinkii bu tiir diziler, template iizerinde ilgisiz
boliimlerle baglanabilmektedir. Primerlerin
birbirinden  uzakliklar1 ve  kullanilacak
primerlerin konsantrasyonu, testin basaril
olmasinda oOnemli diger faktorlerdir. Bir
primerin molar konsantrasyonu 260 nm
(A260)’de  absorbansligi temel alinarak
hesaplanabilir.

3. Deoksiriboniikleosid trifosfatlar (dNTP’ler):
Bunlar dATP, dTTP, dCTP ve dGTP’dir.
Primerler ve dNTP’ler, hedef DNA’nin ampli-
fikasyonu icin gerekli olan hammaddeyi
saglarlar.

4, Tag polimeraz: Dogal olarak Thermus
aquaticus bakterisinin polimeraz enzimidir.
Yapay olarak rekombinant yapida olanlar1 da
vardir. Molekiil agirligi 94 kDa’dur. Sicakliga
dayaniklidir ve 95°C’de yarilanma omrii 40
dakikadir. Bu nedenle DNA denaturasyonunda
yikimlanmaz. Her PCR igin genellikle 2 iinite
yeterlidir.

5. Buffer: Polimeraz aktivitesi i¢in ortam pH’s1
ve bivalent katyon (magnesium) varligi ¢ok
onemlidir. MgCl, konsantrasyonu genellikle
0.5-50 mM arasindadir, ve optimum
konsantrasyon deneysel olarak
belirlenmektedir. Mg™ iyonlarmin dNTP’ler
ile eriyebilir bir kompleks olusturmak,
polimeraz aktivitesini uyarmak ve
primer/template etkilesiminin erime 1sisint
arttirmak gibi 6nemli gorevleri vardir. Teorik
olarak niikleotidler 1:1 oraninda mag-nesiuma

baglandigindan, testte  total  niikleotid
konsantrasyonunun 2 kati  magnesium
konsantrasyonu kullanilmasi Onerilir.

Genellikle, diisiik Mg™ konsantrasyonu diisiik
iiriinlere (ya da iriin olusmama) ve yiiksek
Mg konsantrasyonu da nonspesifik iiriinlerin
(deglerlendirilemeyen) toplanmasina neden
olur'.

PCR reaksiyonu niiklotidler (dNTP’ler),
primerler, template DNA ve polimeraz enzimi
iceren ince duvarli eppendorf veya kapillar
tiiplerde yapilir. PCR’unun her bir siklusunda yer
alan 6nemli basamaklar template denatiirasyonu,
primerlerin birlesmesi ve primerlerin uzamasidir.

Template Denatiirasyonu: PCR’unun ilk
basamagi, DNA iplikciklerini aymrmak yani
denatiire etmektir. Bu islem, ortalama 94-95
°C’de PCR karisimindaki template iplikgiklerin
birbirinden tamamen ayrilmasi saglanana kadar,
kisa bir siire devam ettirilir. Boylece primerler’in
baglanmasi i¢in komplementer alanlarin agilmasi
saglanir. Denatiirasyon sliresinin uzun olmasi,
Taq polimeraz enziminin aktivitesindeki kaybi
hizlandirmaktadir'.

Primerlerin  Birlesmesi (Annealing):
Reaksiyonun ikinci  basamagi  primerlerin
baglanmasidir. Primer annealing sicakligi,

PCR’unun basarisinda 6nemli bir parametredir.
Her bir oligoniikleotid i¢in karekteristik olan
annealing sicakliginin belirlenmesinde,
oligoniikleotidin ~ uzunlugu  ve  reaksiyon
buffer’min iyonik giicii kadar primerin baz
kompozisyonu da onemlidir. PCR karigiminda



bulunan 5°—3’ ve 3’—>5’ yoniindeki iki primer,
denatiirasyon  sonrast  birbirinden  ayrilan
iplik¢iklerdeki kendi komplement-er alanlarina
spesifik olarak baglanir. Bu islem 50-65°C’de
gerceklestirilir.  Annealing sicakligmin  ¢ok
ylksek oldugu durumlarda primer baglanmasi
sekillenmezken, sicakligin ¢ok diisiik oldugu
durumlarda da  primerler yanlis yerlere
baglanabilir veya primer dimerleri olusabilir'?.

Bunun igin optimal ‘“annealing” sicakligin
belirlenmesi gereklidir.
Primerlerin Uzamas1 (Ekstensiyon):

Primer ekstensiyonu, genellikle 72°C’de veya
DNA  polimerazin  optimum  sicakliginda
gerceklestirilir. PCR’unda genellikle 2 dakikalik
bir ekstensiyon siiresi tam ekstensiyona ulagmak
icin yeterli bir siire olmakla birlikte, bu siire
amplifiye olacak DNA bolgesinin uzun olmasi
halinde arttirilabilir. Bu basamakta Taqg polimeraz
enzimi 5°—>3° yonilinde aktivite gostererek,
primerlerin  3” uclarindan baslamak iizere
ortamdaki niikleo-tidleri de kullanarak hedef
DNA diziliminin kopyasini yapar. Reaksiyon 1sis1
tekrar yiikseltilerek final ekstensiyon sicakligi
94°C’ye cikarilir. Boylece 1 siklus tamamlanmis
olur ve her siklusta DNA miktar1 bir kat artar'*.

Siklus Sayisi: Etkin bir DNA amplifikas-
yonu i¢in gerekli olan siklus sayisi genellikle 25-
40 arasindadir. Ancak, siklus sayisindaki artigla
birlikte daha fazla sayida farkli yapilarin (6rnegin
degerlendirilemeyen iiriinler gibi) meydana gelme
olasilig1 artar”.
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Grafik 1:
PCR basamaklar: (PCR steps)

PCR firiinii DNA’lar1 goriintiilemek igin jel
elektoforezisi (Ultraviole altinda DNA bantlarinin
gozlenmesi), kolorimetrik yontemler (ELISA ve
reverse-dot blot gibi) ve fluorometrik (Light
Cycler sistemleri) yontemlerden
yararlanilmaktadir.
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Nikleik asit teknolojisinde, PCR’dan
faydalanilarak baz1 tavuk infeksiyonlarinda
yapilabilecek 6nemli islemler:

1. Campylobacter infeksiyonlarinin teshisi*®,

2. Chicken Infectious Anemia Virus (CIAV)’-
unun saptanmasi ve miktar tayini’,

3. Haemophilus gallinarum’un tan1s18’°,

4. Infectious Bronchitis Virus (IBV) unun tanist
ve genotipinin belirlenmesi'®",

5. Infectious Bursal Disease Virus (IBDV)’unu
identifiye etmek wve virusun serotiplerinin

belirlenmesi'*"®,

6. Infectious Virusu’nun

saptanmas117,

Laryngotracheitis

7. Marek Hastaligi ve Reticuloendotheliasis
hastaliginin  tanilarm1  koymak ve Marek
Hastaligi Virusu (MDV)’nun patojenik olup

olmadiginin belirlenmesi'**',

8. Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae ve

M.iowae infeksiyonlarinin tanisi>™>,

9. Newcastle Disease Virusu (NDV)’nun tanisi
ve patotipinin belirlenmesi®**,

10.Ornithobacter rhinotracheale infeksiyonunun
tan1s129,

11.Reovirus identifikasyonu®®,

12. Salmonella infeksiyonlarmin belirlenmesi®' ™,

13. Tavuk Cigegi (Fowl Pox) Virusu’nun tanisi>,

14. Turkey Rhinotracheitis Virus (TRTV) unun
identifikasyonu®®>*, olarak siralanabilir.

Yukarida verilen Orneklerle ilgili bazi
detaylar su sekilde agiklanabilir:

PCR ve Infeksiydz Bronsitis: IBV’unu
identifiye etmek ve gruplandirmak (serotiplendi-
rmek) amaci ile genellikle virus noétralizasyon
testleri yapilmaktadir. IBV’u ¢ok genis antijenik
varyasyon gostermektedir. Virus notralizasyon
testleri ile yapilan IBV’unun gruplandirilmasi ve
daha sonra bu gruplamaya gore yapilan asilama
programlarindan elde edilen basarisizliklar, farkl
yontemlerle yapilacak IBV’unun gruplandiril-

masinin daha anlamli olacagini
diistindiirmiistiir' > Bununla birlikte
laboratuvarlarda yapilan serolojik test

sonuclarindan elde edilen titrelerin as1 susuna mi,
patojenik susa mi ait oldugu belirlenmelidir.
PCR, IBV’unun genotipini belirler ve bu nedenle
korunmada en  giivenilir sus  belirleme
yontemidir' "' Asilama amaciyla IBV’unun
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gruplarini  olusturmada  krosimmuni-zasyon
testleri ile elde edilen koruyucu tiplerin ve son
zamanlarda niikleik asit teknikleriyle anti-jenik
varyasyonlarin  incelenmesiyle ortaya ¢ikan
genotiplerin daha anlamli oldugu goriilmiistiir.
Ancak genotiplendirmenin de her zaman protektif
anlamda antijenik varyantlar belirlemedigi rapor
edilmektedir'>**,

PCR ve Gumboro: IBDV infeksiyonu,
yemden yararlanimin azalmasindan immuno-
supresif etkiye kadar ¢ok degisik klinik tablo ile
seyreden olgulara neden olur. Serotipl tavuklar
icin patojendir ve Tirkiye’de virulent IBDV
varlig1 bildirilmistir. IBDV infeksiyonunun tanisi
virus nétralizasyon, virusun IF, ELISA, VN ve
AGP ile gosterimiyle ve olusan spesifik
antikorlarin tespiti ile yapilmaktadir. Ayrica
IBDV, IF ve IP testleri ile doku kesitlerinde
direkt  olarak da  belirlenebilmektedir’™®.
Subklinik infeksiyon-larda, virusun doku ve
organlarda sayica az miktarda bulunmasi virusun

izolasyonunu  ve  virusun direkt olarak
gosterilmesini olumsuz yonde
etkilemektedir'®***". Antikor varligim gésteren

testlerle IBDV infeksiyonu tanisinin koyulmasi,
agilama sonu olugan antikorlarin varligi nedeni ile
onemini kaybetmistir>***. Bu testler ancak
asilamalar sonrasi tavuklarin immun durumlarinin
belirlenmesinde yararli olabilir. 1989-1992
yillarinda IBDV-RNA’sinin aranmasi i¢in dot-
blot hibridizasyon tekniklerinde isaretli cDNA
prob-lart kullanilmigtir. Son yillarda bu teknigin
yerini, ¢ok daha duyarli ve spesifik olan RT-PCR
teknigi almistir'*'****°| ve aym1 zamanda PCR ile
suslarin tiplendirilmesi de yapilabilmektedir’' ™.

PCR ve Marek Hastahgi, Retikiiloen-
doteliosis Virus infeksiyonu: Marek hastaliginin
etkeni avian alfa herpervirustur ve T lenfositleri
infekte eder. Retikiiloendoteliosis virusu, pre T ve
pre B lenfositlerin genomuna integre olan bir
retrovirustur. Marek hastaliginda ve Retikiiloen-
doteliosis ~ Virus infeksiyonunda  tlimor
gorlintimleri ve yerlesimleri birbirine benzerlik
gostermektedir. Bu infeksiyonlarin tanisi, virus
izolasyonu ve spesifik antikorlarm gosterimi ile
yapilmaktadir. Ancak, bu islemler uzun zaman
alir ve zordur. Ayn1 zamanda bir klinik olguda iki
etken (MDV ve REV) bir arada
bulunabilmektedir".

REV infeksiyonunda, virusun izolasyonu
her zaman yapilamamakla birlikte, olusan
antikorlarin da, kanda kalis siireleri tavuk

wrklarina gore farkliliklar gdstermesi nedeni ile
her zaman belirlenemeyebilir. Bununla birlikte

anti-REV antikorlari izolasyonu
zorlastirabilmektedir'**.
Marek hastaliginda antikorlarinin

bulunusunun anlami klinik agidan smirlidir.
Onkojenik MDV’lart (serotipl) ve as1 virus
suslariin glikoproteinleri arasinda ortak antijenik
determinantlarin varligi nedeni ile konvensiyonel
serolojik  metodlar uygulanarak  belirlenen
antikorlarin  gosterimiyle asi-saha tip virus
infeksi-yonunun ayirimi yapilamaz. S6z konusu
infeksiyonda in situ hibridizasyon, restriksiyon
endoniikleaz analizleri ve serolojik analizler
serotip ayirimini olanakli hale getirseler bile
patojenik ve atteniie serotip 1’in ayirmmini
yapamamaktadir'®***!, Konvensiyonel
metotlardaki bu aksakliklar, REV provirusunun
ve MDV’unun direkt olarak DNA’siin amplifiye
edilerek PCR’la  ortaya koyulmas: ile
giderilmistir’™’.

PCR ve Mycoplasma infeksiyonlar::
Mycoplasma taramasinda kullanilan testler serum
pleyt aglutinasyon testi (SPA), serum pleyt
dilusyon aglutinasyon testi (SPDA), hemagluti-
nasyon inhibisyon testi (HI), kiiltiir-etken
izolasyonu ve identifikasyonu, ELISA, DNA-
Prob testleri ve PCR-Tabanl testlerdir’”®, SPA ve
SPDA’da Mycoplasma gallisepticum (MG), M.
synoviae (MS) ve diger mycoplasmalar
arasindaki ortak antijenite, ve HI testinde test
antijeni olarak kullanilan MG ile infeksiyonu
olusturan MG arasindaki antijenik varyasyonlar
gibi bir¢ok nedenle serolojik test sonuglari tam
tan1 saglamayabilir. Bu gibi durumlarda testin
yenilenmesi yerine mycoplasmalarin izolasyonu
ve identi-fikasyonu, daha hizli ve tani i¢in daha
kesin sonug¢ vermektedir. MG, izolasyonu en zor
kanatl mikroorganizmasi ve hatta
mycoplasmalarindan biridir. Bununla birlikte
MG’un identifikasyonu zaman alicidir ve
nonpatojenik mycoplasmalar patojenik
mycoplasmalarin izolasyonunu zorlastirmaktadir.
DNA prob testleri, etkenin sayica fazla oldugu
klinik semptom gosteren hayvanlarda teshis
amaci ile kullanmilmaktadir. Ancak, klinik 6rnekte
az sayida MG ve MS mikroorganizmasinin var
oldugu subklinik infekte veya portdr hayvanlar
belirleyememektedir™**.

PCR-tabanli  molekiiler biyoteknolojik
yontemlerle mycoplasmalarin DNA’lar1 spesifik
olarak saptanabilmekte ve baska bir teyit testine




gerek  olmaksizin  teshis yapilma imkam
saglamaktadir. Son yillarda kullanima giren
inaktif ve canli MG asilari, sahada infekte
hayvanlarin serolojik testlerle teshisini
giiclestirmistir. PCR teknigi ile bu problemin
istesinden gelinmektedir. PCR, MG suglarinin
canli ag1 susu mu veya infeksiyonu olusturan
patojenik sus mu oldugunu rahatlikla ortaya

cikarabilmektedir®'%.

PCR ve Newcastle Hastahgi: NDV
serotipleri epidemiyolojik acidan Onemlidir ve
monoklonal antikorlarla belirlenirler. Bununla
birlikte NDV’unun patotiplendirmesi hastaligin
tanis1 agisindan sarttir. NDV izolatlari, tavuklarda
olusturduklar1 hastaligin siddetine gore 3 ana
patotip altinda degerlendirilmektedir. Konvansi-
yonel olarak patotiplendirme, embriyolari
ortalama  6ldiirme zaman1 (EMDT) ve
intraserebral patojenisite indeksi (ICPI) ile
belirlenebilmektedir. Bu islemler zahmetlidir ve

uzun zaman alir’**,
NDV’unun  patojenitesinin ~ molekiiler
temeli flizyon (F) proteininin pargalanma

alanindaki amino asit dizisi ile ilgilidir. F
proteinini kodlayan genlerin belirlenmesini hedef
alan niikleik asit metotlari, diisiik (lentojenik) ve
yiiksek (mezojenik ve velojenik) patojenisiteye
sahip NDV suslarimin ayirimint
yapabilmektedir’®****®. Bu metotlar NDV
hastalig1 gibi ¢abuk yayilan bir infeksiyonun hizli
tanis1 acisindan konvan-siyonel olarak uygulanan
ICPI testleri gibi testlerden hizli olmalar1 6zel
inite-malzeme ve 0zel deney  hayvani
gerektirmedikleri i¢in Onemli goriilmektedir.
Giliniimiizde niikleik asit metodolojisi
uygulanarak (RT-PCR) virusun patotiplen-
dirmesi 24 saatte yapilabilmektedir®”*"%,

PCR ve Salmonella infeksiyonlar::
Kanatlilarda Salmonella infeksiyonlarinin teshisi
serolojik testler ve kiiltiir-etken identifikasyonu
ile yapilmaktadir. Salmonella serovarlarinin
kiiltiiri ve identifikasyonu i¢in yapilan standart
laboratuvar islemleri 4-8 giin almaktadir. Aym
zamanda tasiyici hayvanlarda ve bazi durumlarda
(klinik  6rnekte Salmonella’y1r inhibe eden
mikroorganizmalarin varligi, antibiyotik
kullanimi gibi) klinik 6rneklerde etken sayica az
bulundugundan Salmonella izolasyonu
yapilamamaktadir. Her iki nedenle ¢ok daha hizli
ve duyarli bir yonteme gereksinim duyulmus, ve
bu amacgla daha segici kiiltiir metodlari, DNA
hibridizasyon testleri ve immunglobulinlerin
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kullanildig1 bir¢ok test gelistirilmistir. Ancak bu
yontemlerin duyarliliklart ve o6zgiinliikleri ile
ilgili problemler rutin kullanimlarini

giiglestirmektedir™®.

PCR ile klinik ve cevreye ait Orneklerde
var olan Salmonella’y1 belirleyebilecek hedef
DNA segmentlerinin  olduk¢a yiiksek bir
duyarlhilikta ve spesifiklikte amplifikasyonu
yapilabilmektedir’>*7""",

PCR ve Turkey Rhinotracheitis: Serum
nétralizasyon testleri TRTV nun tiim izolatlarmin
ayni serotipe ait oldugunu gostermektedir. Diger
taraftan TRTV nun subtiplerinin (A ve B) oldugu,
etkenin G  proteinini  kodlayan  genlerin
analizleriyle gosterilmistir’>”. Bu bilgiler en
azindan sahada, o bolgede kullanilacak asi
susunun belirlenmesine 151k tutacaktir. Aym
klinik semptomlara yol agabilen IBV, NDV ve
TRTV’nun patojenik tiplerinin ayni klinik tablo

icinde bulunup bulunmadig da belirlenmelidir’®
38,74

Sonug¢

Rutin konvensiyonel tani prosediirlerine
molekiiler biyolojik yontemlerin eklenmesiyle ve
bazen birlikte kullanimlarniyla, kanatlilarda
hastaliklarla  ilgili koruma ve  kontrol
yontemlerinin daha etkin ve yararli bir bigimde
uygulanabilecegi agiktir. Molekiiler biyolojik
yontemlerden biri olan PCR, tavuk hastaliklart
alaninda bazen yalniz, bazen de var olan
yontemlerle birlikte kullanildiginda tani, proflaksi
ve patogenezis ile ilgili bilgilerin dogru bir
bigimde tanimlanmasina olduk¢a Onemli bir
bigimde yardim etmektedir.
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