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1.0ZET

Sanhurfa Bolgesinde Goriilen Sitma Olgularinin Nested PCR Yontemi ile

Tiir Tayini ve PCR-RFLP ile Plasmodium vivax Alt Tiir Tayini

Sitma, tropikal ve subtropikal iilkelerde her yil bir milyon kisinin 6liimiine
neden olan biiyiik bir halk sagligi sorunudur. Plasmodium vivax, Tirkiye’de ve
Gilineydogu Anadolu Bdlgesi’nde en sik goriilen Plasmodium tiiriidiir. Parazit
suslarinin lokal ya da global epidemiyolojisini anlamak i¢in parazit farkliliklarini
ve alt tiirlerini tanimlamak bir zorunluluktur.

Bu calismada, sitma tanisinda, nested PCR’nin gegerliginin ve yerinin
belirlenmesi, nested PCR ile sitma tespiti, Plasmodium tiirlerinin ve PCR-RFLP
ile P. vivax alt tiirlerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Metodolojik tipteki bu epidemiyolojik arastirma, Sanliurfa’nin sitmanin
endemik olarak goriildigi ilgelerinde gergeklestirilmistir. Tarim is¢isi olarak
calisan sitma siipheli 153 bireyden parmak ucundan kan alinmistir. Ince yayma ve
kalin damla preparatlar , Giemsa ile boyandiktan sonra mikroskopta incelenmistir.
Filtre kagitlarina emdirilen kanlardan DNA ekstrakte edilmistir. Plasmodium
tespiti ve Plasmodium tiir tayini i¢in Snounou ve ark. nin gelistirdigi 18S rRNA
gen bolgesi hedeflenen oligoniikleotidler kullanilarak nested PCR yapilmustir.
Plasmodium vivax’in genotiplemesinde Imwong ve arkadaslarinin tanimladigi
circumsporozoit protein gen bélgesine ait oligoniikleotidler kullanilarak nested
PCR yapilmistir. P. vivax circumsporozoit proteinin iki 6nemli varyantin1 (VK210
ve VK247) ayirt etmek i¢in Alul ve Bst NI restriksiyon enzimleri kullanilarak

PCR-RFLP yapilmistir.



Amplifiye edilen PCR DNA {iriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezde
yiriitiilmiis, etidyum bromiirde 30 dakika boyandiktan sonra ultraviyole
transluminator ile goriintiilenmistir.

Mikroskobik taniya gore, calismaya katilan 153 bireyin 11’inde (%7.2),
genus spesifik primerlerin kullanildig1r nested PCR’ye gore ise 15’inde (%9.8)
sitma saptanmistir. Plasmodium tiire spesifik primerlerin kullanildigi nested
PCR’ye gore 15 Plasmodium’un 14’ P.vivax olarak tanimlanmigtir. Pvcs gen
bolgesini hedefleyen primerlerin kullanildigi nested PCR sonrasi yapilan PCR-
RFLP’ye gore ise 14 P. vivax'in 2’sinin (%14.3) VK210, 12’sinin ise (%85.7)
VK247 oldugu goriilmiistiir.

Nested PCR’nin mikroskobik taniya goére duyarliligi %100, 6zgilliigi
%97.2, pozitif prediktif degeri %73.3 olarak bulunmustur.

Bu calismanin, sitmanin dogru ve hizli tanisinda, diisiik parazitemili P.
vivax sitma olgularmin tanisinda, miks ve asemptomatik enfeksiyonlarin
saptanmasinda, CSP bazli P. vivax asi ¢alismalarinda, ila¢ direnci ve in vivo ilag
etkinligi ¢alismalarinda, gerekli epidemiyolojik verilerin saglanmasinda 1s1k
tutacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sitma, Plasmodium vivax, circumsporozoit, VK210, VK247



2. ABSTRACT

Determination the Species of Plasmodium in malaria cases seen in
Sanhurfa region by Nested PCR and Determination the Sub-species of
Plasmodium vivax by PCR-RFLP

Malaria imposes a huge public health burden in tropical and subtropical
countries with one million deaths each year. Plasmodium vivax is the most
prevalent of the Plasmodium species in Southeastern Anatolia Region in Turkey.
It is necessity to determine the varieties and subspecies of parasites in order to
understand the global and local epidemiology of parasite strains.

In this study, it was aimed to determine the validity and location of the
nested PCR for malaria diagnosis. It was also aimed to detect the Plasmodium, to
determine the species of Plasmodium by nested PCR and to identify the variants
of P.vivax by PCR-RFLP.

This methodological type of epidemiological study was carried out in
malaria endemic towns of Sanlurfa province. Fingerprick blood samples were
collected from 153 malaria suspected participants working as farmworkers.
Giemsa-stained thick and thin smears were examined by microscopic examination
for malaria diagnosis. Plasmodium DNA samples were extracted from blood
spotted filter-papers. The extracted DNA was used as template to amplify the 18S
sSfRNA gene of Plasmodium with specific primers by nested PCR described by
Snounou et al. The amplified PCR products were digested with restriction
enzymes Alu | and Bst NI by PCR-RFLP to distinguish between two important
variants of P.vivax, VK210 and VK247 (Imwong et al.). The DNA fragments

obtained following nested PCR were analysed by electrophoresis in 2% agarose



gels and the DNA was visualised on an ultraviolet transilluminator following
ethidium bromide staining for 30 minutes.

11 of 153 specimens (7.2%) were detected as Plasmodium by microscopy.
15 of 153 (9.8%) participants were detected as Plasmodium by using genus
specific primers by nested PCR. 14 of 15 Plasmodium specimens were identified
as P. vivax by wusing species-specific primers. The primers targeted
circumsporozoite protein gene of P.vivax amplified by nested PCR. According to
the PCR-RFLP analysis, 2 of 14 P. vivax specimens (14.3%) were VK210 and 12
of them (85.7%) were VK247.

Compared to microscopy, the sensitivity, specifity and positive predictive
values of nested PCR were found 100%, 97.2%, 73.3%, respectively.

It is considered that, this study may be useful for rapid and accurate
diagnosis of malaria, the diagnosis of P. vivax malaria cases with low parasitemia,
the detection of the mixed and asemptomatic infections, the CSP-based vaccine
trials of P. vivax, discriminating re-infection from relapse and recrudescence, the

trials of drug resistance, in vivo drug efficacy and epidemiologic.

Key words: Malaria, Plasmodium vivax, circumsporozoite, VK210, VK247



3. GIRIS
3. 1. Sitma tarihi

Sitma, insanlik tarithinin en eski zamanlarindan beri bilinmektedir.
Sitmanin; Hitit, Mezopotamya ve Grek uygarligimi ¢okerten en 6nemli etmen
oldugu kabul edilir. Hipokrat, ates Ozelliklerini tarif ederek {i¢ giinde bir gelen
hummanin o6ldiirticii nitelikte oldugunu yazmustir (1, 2). Sitma etkeni olan
Plasmodium’lar1 Laveran ilk olarak tarif etmistir. Italyan Marchiava ve Celli
Plasmodium adini ilk kullanan sahislardir. Dr. Romanowsky, kan boyama i¢in
kendi adiyla anilan yontemi bulmus ve Plasmodium tiirleri bu boya ile daha iyi
ayirt edilmeye baslanmigtir. Sitmanin sivrisineklerle bulastigi Dikong tarafindan
ortaya atilmistir. 1920’li yillardan sonra kinin sitma tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir (1).

Ulkemizde ilk ele alman biiyiik saglik problemi sitmadir. Subat 1925°de
Ankara’da, Mayis’da Adana’da ve Temmuz’da da Aydin’da, Istanbul
Bakteriyolojihanesinde yetistirilen elemanlarla sitma savasi c¢aligmalar
baslamistir. 26 Mayis 1926’da ‘‘Etibbanin sitma enstitlilerinde staj mecburiyeti
hakkinda kanun’ ve 13 Mayis 1926’da *‘Sitma Miicadelesi Kanunu’’
yayinlanmistir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve UNICEF ile yapilan isbirligi ile
1957 yilindan itibaren, {ilkemizden sitmanin eradikasyonu calismalarina
baslanmstir (1).

3. 2. Epidemiyoloji

Sitma, 64. kuzey ve 32. giiney enlemleri arasinda, anofellerin iireyebildigi
her bolgede goriilebilir. Herhangi bir bdlgede sitmanin yerlesebilmesi igin, o
bolgede sadece sitmali kisilerin ve anofelin bulunmasi yetmez, o bolgedeki

sicakligin yilin en azindan belli kisminda 15°C’nin iizerinde seyretmesi gerekir.



Ciinkii, parazit, bu sicakligin altinda anofelin viicudundaki evrimini
tamamlayamaz (3). Deniz seviyesinden 2600-2800 metreden daha yiiksek olan
yerlerde bulas goriilmez. Tropikal bolgelerde sitmanin aylara ve mevsimlere
dagilimi esit sekilde olur. Buna karsilik subtropikal bolgelerde bulas sadece yaz
aylarinda gergeklesir. Soguk mevsimlerde hem parazit sporogoni evresini
tamamlayamaz hem de sivrisinek kis uykusuna yatar. Bunun sonucu olarak olgu
sayis1 yaz aylarinda artar, kis aylarinda ise azalir (1).

Diinyada ve iilkemizde en sik goriilen sitma etkeni P.vivax iken P.
falciparum, en sik mortalite ve morbiditeye sebep olan tiirdiir. Her ne kadar
Tiirkiye’de goriilen sitma tiirii, P. vivax tiirli olup, 6liimciillik 6lgiileri agisindan
P. falciparum gortilen iilkeler kadar ciddi degil ise de, sanildig1 gibi, hi¢ 6liime
neden olmuyor demek de degildir. Diger bir anlatimla, 6liim 6lgiisii agisindan da,
Oonemsiz degildir. Sitmaya bagli 6lii dogum, diisiik ve anne Sliimlerinin sayisinin
bilinmemesi, sanki sitmadan 6liim olmuyor goriintiisii yaratmaktadir.

Cesitli omurgalilar1 enfekte eden yaklastk 156 Plasmodium tiirii
tanimlanmigtir. Insanlarda hastalik yapan bes Plasmodium tiirii mevcuttur:
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium
malaria, Plasmodium knowlesi (4). Bes sitma tiirii i¢in insan hem ara konak hem
de rezervuar konaktir. Hem son konak hem de vektorii ise disi Anopheles
sivrisinekleridir.

Plasmodium tiirleri, insanlara disi anofel kan emerken bulastig1 gibi kan ve
doku nakli, konjenital ve kontamine enjektorlerin kullanilmasi ile de bulasabilir.
Gebelik esnasinda sitma ndbeti geciren kadinlarin yaklasik %1 nin bebeklerinde

konjenital sitma goriilmektedir (3, 5). Bebeklerde sitma daha agir seyretmektedir.



Bebeklerde sitma goriilmesi, son bir yilda yerli bulasin olduguna kesin kanit tegkil
etmesi agisindan onemlidir. Bireyler arasindaki farklilik acisindan bakildiginda,
immun sistemi zayif olan kisiler, Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzim eksikligi ve
Akdeniz anemisi olanlar sitmay1 daha agir gegirmektedirler (1, 5).
3. 2. 1. Diinyada sitmanin dagilim
Sitmanin Diinya iilkelerinde yayilmasi bazi 6zelliklere gore degismektedir.
1. Sitmali insanlarin bir iilke veya bolgede tasiyict ve hastaligin kaynagi
olarak bulunmalari,
2. Insanlarin, o bolge veya iilkede sitma cesidine gore duyarli olmalari,
3. Insandan insana hastaligi bulastiran Anofel cinsi sivrisineklerin
bulunmas1
4. Iklim kosullarinin, sitma parazitlerinin Anofel cinsi sivrisineklerde
sporogonik evrimlerini tamamlamaya uygun olmasi
5. Kisilerin yasam kosullarinin ve egitim diizeylerinin sitmanin bulagmasina
uygun olmasi
Bu epidemiyolojik kosullarin hepsi bir arada bulundugu zaman o bolge veya
iilkede sitmanin yaygin olarak goriilebilecegi bildirilmektedir (6).

Diinyada, Tiirkiye’'nin de i¢inde yer aldigi, 106 iilke sitma agisindan
endemik bolge olarak bilinmektedir. 2010 yilinda 3.3 milyar insanin diinyada
sitma riski altinda kaldig1 tahmin edilmektedir. Ayrica, diinyada 216 milyon sitma
olgusunun oldugu ve sitmanin neden oldugu 655000 Slimiin %91’inin Afrika’da
gortldiigli tespit edilmistir. 2000-2010 yillar1 arasinda sitma insidansinin %17
azaldig1 tahmin edilmektedir. En fazla insidans diisiis oranlar1 Avrupa’da %99.5,

Amerika’da %60, Bati Pasifik Ulkeleri’nde %38 olarak gériilmiistiir. Diinya



capinda sitma mortalite oran1 2000 yilindan itibaren %25°ten daha fazla oranda
diigiis gosterirken, bu oran DSO Afrika bolgesinde ise %33, Bati Pasifik
bolgelerinde %42, Amerika’da %55 ve Avrupa’da %99 olarak saptanmistir.
Afrika Bolgesi’nde, sitma nedeniyle dakikada bir ¢ocugun hayatin1 kaybettigi
goriilmektedir. Sitma, cocuk oOliimlerinin yaklasik %22’sinden sorumludur.
Diinyada sitma oliimlerinin yaklasik %86’s1 5 yas alt1 cocuklarda goriilmiistiir (7).
Diinyada sitma endemik {ilkeler Sekil 1°de goriilmektedir.

Sekil 1. Diinya sitma haritas1 2003 (8)

Sitmanin yetlesik oldugu bolgeler

e Sitma, diisiikk gelirli iilkelerde, solunum enfeksiyonlari, HIV/AIDS,
diyareler ve tiiberkiilozdan sonra gelen besinci 6liim nedenidir.
e Afrika’da ise HIV/AIDS’den sonra ikinci 6liim nedenidir (7).

Kiiresel Sitma Eylem Plan1 hedefleri ile tutarl olarak, 2009 itibariyle, {i¢

iilke Ermenistan, Misir ve Tirkmenistan eliminasyon asamasindadir. 3 yildir
vakanin olmadigi korunma programindan tekrar yerlesmeme asamasina

gecilmistir. Alt1 iilke, 2009 yilinda {ilke ¢apinda pre-eliminasyon asamasindan



eliminasyon asamasina gec¢mislerdir (Azerbaycan, Giircistan, Kirgizistan,

Tacikistan, Tiirkiye ve Ozbekistan; tiimii Avrupa Bolgesi) (9).

3. 2. 2. Tiirkiye’de sitma dagilim

Tiirkiye’de sitma etkeni Plasmodium vivax’dir. Yurdumuzda sitma
vektorliigli yoniinden 10 Anopheles tamimlanmistir:  Anopheles algeriensis,
Anopheles claviger, Anopheles hyrcanus, Anopheles macilupennis, Anopheles
marteri, Anopheles plumbeus, Anopheles pulcherimmus, Anopheles sacharovi,
Anopheles subalpino, Anopheles superpictus. Bunlar arasinda, en sik rastlanan
Anopheles sacharovi’dir. Anopheles sacharovi’den sonra ise sik goriilenler,
Anopheles superpictus, Anopheles maculipennis, Anopheles subalpinus’dur (10,
11). Sitma kontrol ¢aligmalarinin daha etkili bir sekilde yapilmasma olanak
saglamak i¢in, lilkemizin sitma epidemiyolojik haritasi c¢ikarilmis ve sitma
olgularinin goriildiigii bolgeler dort bolgeye ayrilmistir (Sekil 2).
STRATA I: Anamur Burnu’ndan Van Goli’'nlin kuzeyine c¢ekilen hattin
giineyinde kalan bolgeden olusur. Bu bolge kendi i¢inde Strata [A ve Strata IB
olarak iki alt bolgeye ayrilir. Strata 1A, Mersin, Adana ve Hatay illerini kapsar.
Strata IB ise diger Glineydogu Anadolu illerinden olusmakta olup yaklasik 19 ili
kapsamaktadir. Strata I, siirekli yerli bulasin oldugu ve sitmanin bolge boyutunda
endemik olarak gortildiigii yer olarak tanimlanabilir. Bu bolgenin A ve B olarak
ikiye ayrilmasinin en dnemli nedeni ise bu iki bolge arasinda goger isci hareketine
bagli olarak, ritmik bir sekilde birbirini izleyen donemler halinde, goreceli bir
olgu yogunlugu degismesi goriiliir. Yani bir donem Cukurova’daki olgu sayisi

daha fazla iken ertesi donem Giineydogu Bolgesi’nde daha fazladir (12).



STRATA IlI: Genellikle, Akdeniz’in Anamur Burnu’nun batisinda kalan Ege
Bolgesi ile Marmara ve Trakya illerinden olusur. Bu bolgede, yerlesim birimi
bazinda ve zaman zaman olgular goriilmez hale gelir. Bu bolge sitma agisindan
sik sik epidemiler goriilen bir bolgedir (12).

STRATA I111: Genellikle I¢ Anadolu illerinden olusur. Bu bdlgede, bdlge ve il
boyutunda epidemiler goriilmez. Ancak insanlarin baska bolgelerde enfekte
olmasi ve buraya paraziti getirmesi halinde yer yer yerli bulas olusur. Bélge ve il
boyutunda olmasa bile yerlesim birimi boyutunda lokal epidemiler goriilebilir
(12).

Sekil 2. Tiirkiye sitma bolgeleri haritas1 (11)

TURKIYE’DE SITMA BOLGELERI HARITASI

BULGARISTAN

KARADENiZ GURCISTAN

. KKTC /
AKDENIZ /
bares /
7
Z
Strata 1 A Strata 2 [ Stoto4
M Stoto18 [0 Stroto3

STRATA 1V: Bati ve Dogu Karadeniz Bolgesi’yle ve Kuzeydogu
Anadolu illerini kapsar. Bu bolgede yerli bulas goriilmesi ¢ok enderdir. Ancak
haricten gelen sporadik olgular goriilebilir (12).

Diinya Saghk Orgiiti'niin tiim diinyada baslattif1 sitma eradikasyon

programina {iilkemiz 1957 yilinda dahil olmustur. DDT’nin kullanilmaya

10



basglamasi ile dnemli basarilar elde edilmis ve 1940’larda 140.000 civarinda olan
sitma olgusu 1970’te 1.263’e¢ diigmiistiir. Sekil 3’te goriildiigi lizere cesitli
sebeplerden dolay1 1971°den baglayarak sitma olgulari artmis, 1977°de ciddi bir
epidemi olmus ve olgu sayis1 115.512’ye yiikselmistir. 1994 yilinda Giineydogu
Anadolu Bolgesi’nde goriilen ikinci biiylik epidemideki olgu sayisi 84.345°tir.
1995°de olgu sayis1 82.096’ya diigsmiistiir (Tablo 1). 1996 yilindan itibaren sitma
insidansinda diisiis izlenmeye baglanmis ve 2009 yilinda 84 (sadece 38’1 yerli)
olgu bildirilmistir (13).

Sekil 3. Tirkiye’de sitma olgularinin yillara dagilimi (1925 ve 2010)
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3. 2. 3. Giineydogu Anadolu Projesi ve sitma

Tiirkiye’de sitmanin endemik oldugu Gilineydogu Anadolu Bolgesi (Sekil
4) mevsimsel ve lokal transmisyonlar gostermektedir. Genellikle sitma olgulari

haziran-ekim aylarinda goriilmektedir.
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Tablo 1. Tiirkiye’de sitma olgularinin yillara dagilimi (1925 ve 2010)

Yil  Olgu Yil Olgu Yil Olgu Yil Olgu Yil Olgu
Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi

1925 1431 1943 115,546 1961 3498 1979 29,324 1997 35,456
1926 14,791 1944 80,387 1962 3594 1980 34,154 1998 36,842
1927 10,190 1945 16,739 1963 4365 1981 54,415 1999 20,963
1928 9928 1946 10,373 1964 5081 1982 62,038 2000 11,432
1929 36,186 1947 5979 1965 4587 1983 66,681 2001 10,812
1930 45,653 1948 7298 1966 3793 1984 55,020 2002 10,224
1931 61,245 1949 4973 1967 3975 1985 47,311 2003 9222
1932 72,500 1950 4211 1968 3318 1986 37,899 2004 5302
1933 50,609 1951 20,132 1969 2173 1987 20,134 2005 2084
1934 48,744 1952 8400 1970 1263 1988 16,245 2006 796
1935 40,842 1953 5227 1971 2046 1989 12,112 2007 358
1936 62,466 1954 2489 1972 2892 1990 8680 2008 215
1937 69,850 1955 1494 1973 2438 1991 12,218 2009 84
1938 81,702 1956 1573 1974 2877 1992 18,676 2010 78
1939 120,060 1957 5536 1975 9828 1993 47,210

1940 155,683 1958 11,213 1976 37,320 1994 84,345

1941 94,534 1959 7305 1977 1155512 1995 82,096

1942 146,077 1960 3092 1978 87,867 1996 60,884

Gilineydogu Anadolu Boélgesi, Tiirkiye’nin sitma riskli birinci bolgesinde
(Strata 1) yer almaktadir (1, 12). Tiirkiye’de goriilen iki biiylik sitma
epidemisinden biri 1994 yilinda 84.345 olguyla Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde
gorilmistiir (13). Tarih boyunca {ilkemiz i¢in bir halk saglig1 sorunu olan sitma

Giineydogu Anadolu Bélgesi i¢in hala sorun olmaya devam etmektedir.
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Sekil 4. Tirkiye’ de sitma endemik bolgeler (10)

~
[:] Sitma vakasi yok

:] Sitma vakas: 5 veya daha az 0 50 100 200 300 4(')0Km

- Sitma vakasi 5'den gok

Gilineydogu Anadolu Projesi (GAP) bolgesinde, Adiyaman, Batman,
Diyarbakir, Gaziantep, Kilis, Mardin, Siirt, Sanlurfa ve Sirnak illeri yer
almaktadir. Kalkinma programi, sulama, hidroelektrik, enerji, tarim, kirsal ve
kentsel altyapi, ormancilik, egitim ve saglik gibi sektorleri kapsamaktadir. Su
Kaynaklar1 Programi 22 baraj, 19 hidroelektrik santrali ve 1.82 milyon hektar
alanda sulama sistemleri yapimimi Ongoérmektedir (14). GAP Bolgesi’'nde
1.822.000 hektar alanin sulamaya agilmasi planlanmigtir. 2009 yili sonu itibariyle
Firat ve Dicle Havzasi’nda toplam 300.397 hektar alan sulamaya agilmigtir (15).

GAP bolgesinde insan niifus artis hizi, Tiirkiye nin diger bolgelerine gore
daha fazladir. Ornegin, 2000-2009 yillar1 arasinda GAP Bolgesi’nde yillik niifus
artis hiz1 yaklasik binde 13,51; Tirkiye genelinde ise binde 7,53 olarak
gerceklesmistir. Ayrica 2009 yili itibariyle bolge illerine bakildiginda sehirlesme

oraninin en diigik oldugu iller %57 ile Mardin ve Adiyaman ve %55,76 ile
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Sanliurfa olarak tespit edilmistir (14). Sanliurfa, Diyarbakir ve Mardin Tiirkiye’de

sitmanin endemik olarak gorildiigii illerdir (Sekil 4).

3. 2. 4. Sanhurfa’da sitma epidemiyolojisi

Sanlwurfa ili, genel arazi boliinilisli icerisinde tarim alanlari bakimindan
hem Tiirkiye’deki tarim alanlarindan (%36), hem de GAP Bolgesi’'ndeki tarim
alanlarindan (%43) daha yiiksek orana (%64.1) sahiptir. Yine Sanlurfa’da, GAP
projesi tamamlandiginda sulanacak alan miktar1 5.181.420 dekar olarak
planlanmistir (16).

Sanliurfa’da yilin her ay1 sitma olgusu goriilmekle beraber en ¢ok Eyliil ve
Ekim aylarinda saptanmistir (Sekil 5). Mevsim olarak en ¢ok sonbahar, yaz; en az
ise ilkbahar, ki mevsimlerinde gériilmektedir (Sekil 6).

Sanliurfa’da, miisbet ¢ikan olgularin goriildiigii il¢eler incelendiginde en
fazla olgu Siverek’te goriilmektedir (Sekil 7). Siverekte sitmanin sik goriilmesinin
nedenleri; sulu tarim, pamuk ve geltik ekiminin yapilmasi, gocer geltik ve pamuk
tarim iscilerinin sayisinin fazla olmasi ve halkin egitim diizeyinin diisiik olmasi ile
iligkili olabilir.

2005’te onaylanan Taskent Deklarasyonu’nda verdigi taahhiit sonucu
Devlet, iilke ¢apinda gii¢lii ve kararli bir sitma yok etme politikasi izlemis, sitma
kontrol ¢alismalarini Giineydogu Anadolu Bdélgesi’nde yogunlastirmistir (17). Bu
caligmalar, Gilineydogu Anadolu Bolgesi ve Sanhurfa’da sitma sayisinin
azalmasina yol a¢mustir. Sanlurfa’da 2001-2011 yillarn arasinda sitma olgu
sayllarinda diizenli bir azalmanin olmasi Tirkiye genelindeki sonugclarlarla
paralellik gostermektedir (Sekil 8) (10, 17, 18). Bu durum Saglik Bakanligi Sitma

Birimlerince siirdiiriilen aktif ve pasif siirveyans hizmetleri, kalict insektisit ve
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larvasit uygulanmasi, sisleme c¢alismalari, siirfe (sivrisinek larvasi) savasi
hizmetleri ve bilimsel ¢calismalar ile saglanmistir.

Sekil 5. Sanliurfa’ da sitma olgularinin aylara ve yillara gére dagilimi (2001-

2011)
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3.3. Evrim

3.3. 1. insandaki evrim
Sitmanin vektorii olan disi anofeller, insandan kan emerken tiikriik bezlerinde
bulunan sporoziotler kana gecer. Kana gecen sporozoitler yaklagik yarim saat
icinde karaciger parankim hiicrelerine (hepatosit) gider ve burada pre-eritrositik

donem (primer ekzo-eritrositik dénem) baslar (3, 5,19)
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Sekil 6. Sanliurfa’da sitma olgularinin mevsimlere ve yillara gore dagilimi (2001-

2011)

100%
90%
80%
T0%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

O Sonbahar

WYaz
milkbahar
mKis

My {S'I-v ()'75 Qb‘ 5] Q"o Qf\ Q;"b o] ;»Qi “}'
AP P PP P

Sekil 7. Sanliurfa’ da sitma olgularinin ilgelere gore dagilimi (2001-2011)

— Yil
— m 2001

m 2002
w2003
m 2004
m 2005

Olgu sayisi

m 2006
m2007
= 2008

2009
w2010

16



Sekil 8. Sanliurfa ve Tiirkiye’de sitma olgularinin yillara dagilimi (2001-2010)
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Sporozoitlerin karaciger parankim hiicrelerine girmesinde, sporozoit
yiizeyinde bulunan circumsporozoite proteinin (CSP) onemli bir rolii vardir.
Sporozoitlerin yiizeylerinde bulunan CSP, immundominant bir antijen olup, biitlin
Plasmodium tiirleri tarafindan pre-hepatik sporozoit doneminde olusturulur ve
yapist hepsinde birbirine benzer. Karaciger parankim hiicreleri, CSP’yi taniyarak
sporozoitleri i¢lerine alirlar (20). Hepatosit i¢ine giren sporozoit, yuvarlak veya
oval bir sekil alir ve pes pese bolinmeye baslar. Bu sizogoni sonucunda
ekzoeritrositer sizontlar olusur. Daha sonra bunlardan da ekzo-eritrositer
merozoitler olusur. Bu merozoitler, kana dokiilerek eritrositleri infekte ederler ve
bdylece primer ekzo-eritrositer sizogoni déonemi biter. Sporozoitlerin bir kismi ise
karaciger parankim hiicrelerinde latent bir sekilde yasamaya devam ederler
(sekonder ekzo-eritrositer sizogoni). Bu latent haldeki sporozoitlere hipnozoit adi
verilir ki hipnozoitler sitmada relapslarin olugsmasindan sorumludurlar. Sekonder

ekzo-eritrositer sizogoni, sadece P. vivax ve P. ovale’de goriiliir; P. falciparum ve

17



P. malaria’da gorilmez (1, 5, 19, 21, 22, 23). Kana dokiilen merozoitler
eritrositleri enfekte ederler. Merozoitlerin eritrositlere girislerinde merozoit yiizey
protein-1’in (Merozoite Surface Protein-1, MSP-1) 6nemli bir rolii vardir. Yine
yapilan calismalarda eritrosit membraninin bir glikoprotein komponenti olan
glycophorinin, P. falciparum merozoit reseptorii olarak gorev yaptigi One
stiriilmiistiir (1). Eritrosit i¢ine giren merozoitin sekli degisir ve halka-yiiziik
seklini alir. Buna gen¢ trofozoit denir. Bu evrim doneminde parazitin halka
seklinde goriilmesi, parazitin boyanma 6zeligine dayanir. Bu déonemde, parazitin
yapisin da boyalarla boyanmayan biiylik bir vakuol, bu vakuolii ¢evreleyen az
miktarda sitoplazma ve halka seklindeki ince sitoplazmanin inceldigi tarafta ise
cekirdek bulunur. Bu goriinlim tagh bir yliziige benzer. Boyali preparatlarda
sitoplazma mavi, c¢ekirdek ise parlak kirmizi renkte boyanir (3, 5, 19). Geng
trofozoitlerden daha sonra sirasiyla ameboid yapidaki olgun trofozoit, bunun
niikleusunun parcalanmaya baslamasiyla gen¢ sizont ve bundan da olgun sizont
geligir. Olgun sizont i¢inde merozoitlerin sayisi tiire gore degisir. Daha sonra
eritrositler parcalanir ve merozoitler eritrositlerden kana dokiiliirler. Eritrositlerde
gecen bu doneme eritrositer sizogoni adi verilir (1, 19). Eritrositik merozoitler
kana dokiiliir, birgogu immiin yanitin etkisiyle oliir, fakat digerleri eritrositlere
girerek yeni eritrositik sizogoniyi baslatirlar. Eritrosit icinde bulunan parazitler,
hemoglobin ile beslenirler. Bu beslenme sirasinda ortaya ¢ikan demir porfirin ve
hematin sindirilemez, sitoplazmada birikir, buna ‘‘sitma pigmenti’’ adi verilir.
Birkag¢ nesil eritrositer sizogoniden sonra gametogenesis baglar. Eritrosit icine
giren merozoitlerin bazisinda sizont gelismez, bunun yerine mikrogametosit veya

makrogametosit gelisir (1, 19).
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Sekil 9. Plasmodium’larin insan ve disi anofel viicudundaki yasam dongiisii

EKZOERITROSITER ERITROSITER $SiZOGONI
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3. 3. 2. Anofeldeki evrim

Anopheles cinsi disi sivrisinekler, sitmali hastalardan kan emerken
bunlarin kanlarindan makrogametosit (disi) ve mikrogametositleri (erkek) alirlar.
Bunlar sivrisinegin midesinde makrogamet ve mikrogamete doniisiir.
Mikrogametositlerden mikrogamet olusumu eksflajellasyon ile olur. Daha sonra
makrogamet i¢indeki nukleus, yiizeye yaklasir ve burada bir ¢ikinti olusturur. Bu
cikintiya mikrogamet penetre olur ve bdylece dollenme baglar. Ddllenen bu

makrogamete zigot adi verilir. Zigottan 20-30 dakika sonra protoplazmanin bir
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yone akmasiyla yalanci bir ayak ¢ikar, zigot fuziform sekle doniisiir, bu hareketli
yapiya ookinet denir. Daha sonra ookinette ince bir duvar olusur ve yuvarlak bir
sekil alir. Buna ookist denir. Ookistler sivrisinegin hemosdline dogru hareket
ederler. Ookistler olgunlastikga, i¢lerinde ¢ekirdegin bolinmesi ve etrafinin
sitoplazma ile cevrilmesi ile sporozoitler olusmaya baslar. Iglerinde sporozoit
iceren ookistlere olgun ookist denir. Daha sonra olgun ookistin patlamasi ile
binlerce sporozoit hemosoéle ve buradan da sivrisinegin viicudunun diger
bolgelerine dagilir. Daha sonra, tiikiiriik bezlerine yerlesir. Disi anofel, beslenmek
icin insanlardan kan emerken bu sporozoitleri de insanlara enjekte ederler (1, 19,
22, 24). Sekil 9’da Plasmodium’larin insanda ve disi anofeldeki yasam dongiisii
goriilmektedir.

3. 4. Morfoloji

Plasmodium tiirleri Giemsa ile boyandiklarinda, genel olarak eritrositlerin
icinde sitoplazmalar1 mavi, ¢ekirdekleri ise parlak koyu kirmizi renkte goriiliirler
(25).

3. 4. 1. Plasmodium vivax

Plasmodium vivax, geng eritrositleri enfekte eder. Enfekte eritrositler,
normalin 1,5-2 kati biiyiiklige ulasir. Geng trofozoit formu harig biitiin formlarda
eozinofilik Schiiffner graniilleri goriiliir. Bazen bir eritrositte birden fazla P.vivax
bulunabilir.
Geng trofozoit formu (halka, yiiziik formu), eritrositin 1/3’iinii kaplar. Halka
bicimindedir. Vakuol sitoplazma ile sarilidir, kenarda koyu parlak kirmizi tanecik

seklinde kromatini ve sitoplazmasi agik mavi, bazen amibimsidir.
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Olgun trofozoit formu: Eritrosit iginde diizensiz, vakuollii ve sitoplazmasi
amibimsidir.
Geng sizont formu: Kromatin tanecikleri boliinmiistiir. Sitoplazma kahverengi
pigment kiimeleri igerir. Olgun sizont ig¢inde 12-24 tane merozoit, sarimsi-
kahverengi, iri yapida pigmentler vardir. Eritrositleri tamamen doldurmustur.
Gametositler: Yuvarlak veya oval sekilde olup genis bir kromatin igerir.
Kahverengi pigmentler dagilmis durumdadir ve hemen hemen eritrositi
doldurmustur. Schiiffner graniilleri P. ovale’ye gore daha ince goriiliirler (1, 5, 19,
24, 28).

3. 4. 2. Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum, her yasta eritrositleri enfekte eder. Enfekte
eritrositler normal biiyiikliiktedir. Eritrosit i¢inde Maurer lekeleri goriiliir.
Periferik kanda sadece halka ve gametosit formu goriiliir.
Geng trofozoit formu: Eritrositlerin ancak 1/6’sm1  kaplar, kirillgan bir
sitoplazmas1 ve bir ya da iki kii¢ciik kromatin tanecigi vardir. Diger tiirlere gore
eritrositlerin birden fazla parazitle enfekte olmalari siktir. Bir eritrosit iginde 2-8
adet genc trofozoit gorilebilir. Nadiren ylizilkk formlar eritrositin periferinde
(aplike form) gortilebilirler.
Gametositler: Eritrositten 1.5 kat daha uzun, elipse benzer ve sosis/muz ya da
hilal seklinde goriiniirler. Kromatin tek bir kitle seklinde (makrogamet) ya da
dagilmis sekildedir (mikrogamet). Mikrogametositler, makrogametositlere oranla
daha acik mavi renktedir.
Trofozoitler: P. falciparum trofozoitleri nadiren periferik kanda goriiliir. Olgun

trofozoitlerin sitoplazmalar1 genc¢ trofozoitlere gore daha yogundur. Hafif
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amibimsi ve yiiziikk seklinde olmaya meyilli sitoplazma i¢inde, eser miktarlarda
sar1 pigment goriilebilir.
Sizont: P. falciparum sizontlar1 periferik kanda ¢ok nadir goriiliir. Olgun
sizontlarin i¢cinde 8-24 kii¢iik merozoit, bir araya toplanmis kiime halinde ve koyu
renk pigment bulunur.

3. 4. 3. Plasmodium malaria

Plasmodium malaria, olgun eritrositleri enfekte eder. Digerlerinden farkli
olarak enfekte eritrositler normal biiyiikliikte veya normalden daha kiigiiktiir.
Geng trofozoit (Ring-Yiiziik-Halka) Plasmodium malaria geng trofozoitleri
eritrositin '4’linii kaplar. Dayanikli, koyu mavi bir sitoplazmasi ve kirmizi renkte
biiyiik bir kromatine sahiptir.
Trofozoitler Plasmodium malaria trofozoitlerinin yogun, koyu mavi bir
sitoplazmas1 ve kirmizi renkte biiyiik bir kromatini vardir. Sitoplazma, serit
seklinde eritrositi bir bastan diger basa kaplamistir. Bazen kaba iri taneli koyu-
kahverengi pigmentler ile birlikte bant ve/veya “sepet” seklinde goriilebilir.
Sizont: Plasmodium malaria sizontlari koyu-kahverengi, kaba iri taneli
pigmentlerin etrafinda demet yaptig1 biiyiikk nukleuslu 6-12 merozoit igerirler.
Merozoitler zaman zaman rozet bi¢iminde dizilirler. Papatya goriiniimii tipiktir.

3. 4. 4. Plasmodium ovale

Plasmodium ovale de geng eritrositleri enfekte eder. Enfekte eritrositler
normal veya ¢ok az biiylimiis halde goriiniirler. Yuvarlak veya oval olabilirler.
Normal sartlarda Schiiffner graniilleri goriilebilir.
Geng trofozoit (Ring-Yiiziik-Halka) P. ovale geng¢ trofozoitleri saglam bir

sitoplazmaya ve biiyiik kromatin tanaciklerine sahiptir. P. vivax’ a benzerler.
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Trofozoitler P. ovale trofozoitlerinin dayanikli bir sitoplazmasi, iri koyu
kahverengi, yogun hafif diizensiz kromatin tanacikleri olabilir.
Gametositler P. ovale gametositleri yuvarlak oval ve hemen hemen eritrositi
doldurmustur. Pigmentleri kahverengi ve P. vivax’a gore daha iri tanelidir.
Sizont P. ovale sizontlar1 iri nukleuslu 6-14 merozoit bulundururlar, etrafinda
koyu- kahverengi kaba iri taneli pigmentler demet yapmis halde bulunurlar.

3. 4. 5. Plasmodium knowlesi

P. knowlesi, insanlari enfekte eden 5. Plasmodium tiiri olarak
tanimlanmistir. Ana konagi macaque maymunlar olup, 6zellikle bu maymunlarin
yasadig1 Malezya ve Giineydogu Asya lilkelerinde insan olgular1 goriilmektedir.
Insanda tipik sitma ndbetleri yaklasik 24 saatte bir 40,5°C’lere cikan ates ve
yiksek parazitemi diizeyleri ile seyretmektedir. P. knowlesi, siddetli ve hatta
olime neden olabilen agir klinik tablolar olusturmasiyla P. falciparum’la

benzerlik gosterirken diger tiirlerden ayrilmaktadir.

P. knowlesi morfolojik olarak daha ¢ok P. malaria’ya benzemektedir. P.
malaria ile karsilastirildiginda, ¢ok yiiksek parazitemi seviyeleri ile birlikte, Klinik
tablo ve hastaligin seyri ¢ok daha siddetli ve 6liimle sonuglanabilmektedir. Tani,
mikroskopi ve PCR ile yapilabilir. Mikroskopi, P. knowlesi ile P. falciparum’un
geng trofozoitlerini ve olgun eritrositer evrelerini P. malaria ile ayiramaz. Bu
nedenle PCR ile tan1 koymak daha anlamlidir (25). Tablo 2’de boyali kan

yaymalarinda Plasmodium tiirlerinin karsilastiritlmasi goriilmektedir.
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Tablo 2. Boyali kan yaymalarinda Plasmodium tiirlerinin karsilastiriimasi

Plasmodium Eritrositer Eritrosit Parazit
Tiirleri Evre
= Geng trofozoit | Normal; birden fazla parazit | Kinlgan sitoplazma; 1-2 kiigiik kromatin
% g ile enfeksiyon sikiir tanedigi: nadiren aplik form
E > Trofozoit Normal; nadiren Maurer Periferik kanda nadiren goriliir; yogun
& E -,—2 cisimcikler (boyanin sitoplazma; koyu renk pigment
F g o5 kalitesine bagh)
_g,‘ %” E Sizont Normal; nadiren Maurer Periferik kanda nadiren goriliir; 8-24
&= o= &b cisimcikleri(boyanin kiigilk merozit koyu renk kiimelenmis
= | 8¢ kalitesine bagh) pigment
A o %ﬂ Gametosit Sekli parazit tarafindan Muz va da hilal seklinde; kromatin tek bir
= = bozulnms kife (makrogamettosit) va da dagmk
ZE halde (mikrogametosit); koyu pigment
- B kiflesi
Geng trofozoit | Normal 1-1/4 X, vuvarak; Bazen amibimsi, in kromatin tanecilkdi
”n:J o Schufffner graniilleri; coklu | biivilk sitoplazma
== enfeksiyon sik degil
= Trofozoit Biivitmits 1-1/2-2 X sekli Amibimsi biiviik sitoplazma; in kromatin
£ _=°.. bozulmus olabilir; Schuffner | tanedgi; kahverengi ince pigment
% |55 eranilleri
E H’gné —E Sizont B tiyitmits 1-1/2-2 X sekli Biiyilk entrositi tamamen doldurmus; 12-
&= = ?D = bozulnms olabilir; Schuffher | 24 merozoit; kahverengi iri pigment
R T & = eraniilleri
£ 5 | Gumetosit B iyttt 1-1/2-2 X sekdi Yuvarlak-oval kesif, eritrosit tamamen
= = '_: bozulmus olabilir; Schuffner | doldummus; kompakt, dis  verlesimli
E @ E graniilleri (makrogametosit) va da daglmms
g 'u-é % (mikrogametosit)  kromatin;  dagmk
) kahverengi pigment
Geng trofozoit | Normal 1-1/4 X, vuvarlak- Davamkli, kesif sitoplazma; bilyik
ovil; bazen Schuffner kromatin taneci g
L eraniilleri, goklu enfeksivon
£z sk
s E E Trofozoit Normal 1-1/4 X, yuvarlak- Kesif id kromatin tanecikler; kowu
= w = B ovil; bazen bant seklinde; kahverengi pigment
2 E£Z= Schuffrer gramiilles
"": = E jo Sizont Normal 1-1/4 X, vuvarlak- Biiyilk niikleuslu 6-14 merozoit, iri kowu
AR | mES oval; bazen bant seklinde; | pigment kiimeleri
255, Schuffner granlles
% 2 FE E Gametosit Normal 1-1/4 X, yuvarlak- Yuvarlak- oval; kompakt; dis verdesimli
B2 = o ovil; bazen bant seklinde; (makrogametosit) va da daha vavein
= E _%D E Schuffner graniilles (mikrogametosit), dagimk kahvereng
= 5ol pigment
Geng trofozoit | Normal -3-4 X Dayamikl sitoplazma; iri kromatin
Trofozoit Normal — 3/4 X; nadiren Yogun sitoplazma; iri kromatin; bazen
Ziemann tanzcikleri (bova bant seklinde; iri taneli koyu kahverengi
kalitesine bagh) pigment
'?-: . Sizont Normal — 3/4 X; nadiren Biiyilk mniikleuslu 6-12 merozoit kowu
= -—-g Ziemann taneckleri (boya kiahverengi in taneli pigmentler demet
g §n kalitesine bagh) vapmis, nadiren rozet olusturur
Al = Gametosit Normal — 3/4 X; nadiren Yuvarlak-oval; kesif eritrosifi tamamen
i Ziemann tanecikleri (bova doldurmmug;  kromatin  dis  vedesimli
§ kalitesine bagh) (makrogametosit) yva da daha vavmn
2 (mikrogametosit); dagilnms kahverengi
E pigment
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3. 5. Immiinoloji

Plasmodium tiirlerine karsi insanlarda irk ve yas direnci mevcuttur.
Zenciler Duffy kan grubuna sahip olmadigi igin sitmaya direnglidirler. Orak hiicre
anemili zencilerde de parazitin HbS’yi kullanamamasi nedeniyle yine bir direng
mevcuttur. Sitma tiirlerine kars1 kiside tiire 6zgiil bir antikor yapimi mevcuttur.
Bu, 1gG ve IgM tipindedir. Bu antikorlar; IHA gibi serolojik yontem ile
gosterilebilir. Sitmada goriilen koruyucu bagisiklik preminiisyon bagisikligl yani
siiperenfeksiyona diren¢ seklindedir. Viicutta az sayida parazit bulunurken ayni
parazitle tekrar enfekte olmama durumuna premunisyon bagisikligi denir. (3).

3. 6. Klinik

Hastalar; enfekte disi anofelin sokmasindan sonra, bir hafta veya biraz
daha fazla siireyle asemptomatiktirler. Bu siire i¢inde parazit, karacigerde pre-
eritrositik siklusunu tamamlamaktadir. Sitma nébetleri, parazit karacigeri terk
edip eritrositleri enfekte ettikten sonra, -eritrositlerin riiptiiric ve metabolik
atiklarimin kana gegmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (19). Sizogoni sonucunda kana
dokiilen merozoitler, pigment ve eritrosit artiklari, aktive makrofajlardan timor
nekroz faktor salgilanmasina neden olmaktadirlar (3, 5). Sitmanin klinik
semptomlar1 arasinda anemi, splenomegali, lisiime-titreme, ates ve terlemeden
olusan klasik nobetler bulunmaktadir. Her ne kadar atesli nobetler, enfeksiyonu
giiclii bir sekilde diislindiirse de, bazen hastaligin erken evrelerinde tipik ates
bulgusu ortaya g¢ikmayabilir. Tipik nobetler 1-2 saat siiren iistime-titreme ile
baslar. Bunu takiben hastada yiiksek bir ates ortaya ¢ikar, deri sicak ve kurudur
(19). Ates 39-41°C’ye kadar yiikselir, beraberinde bas agris1 vardir (3). Birkag

saat sonra hastada siddetli bir terleme olur ve terlemeyle beraber viicut sicakligi
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normale veya normalin biraz altina diiser (19). Terleme dénemi 2-3 saat kadar
siirer. Bu siire sonunda hasta yorgun diisiip uykuya dalar (5). Sitma sirasinda
ortaya ¢ikan aneminin birka¢ mekanizmasi vardir. Bunlar arasinda; parazitin
yasam siklusu sirasinda ortaya ¢ikan eritrosit lizisi, enfekte ve enfekte olmayan
fakat immun kompleks iceren eritrositlerin dalak tarafindan g¢evre kanindan
uzaklastirilmasi, eritrositlerin otoimmun lizisi, eritrosit frajilitesinin artmasi ve
eritrosit Uretiminin kemik iligi tarafindan baskilanmasi bulunmaktadir (19).
Plasmodium vivax sitmasinda klinik nobetler, enfeksiyondan 7-10 giin sonra
ortaya ¢ikar. Bazi hastalarda, parazit kanda saptanmadan 6nce bas agrisi, fotofobi,
kas agrilari, istahsizlik, bulant1 ve bazen kusma gibi semptomlar ortaya c¢ikabilir.
Bazi hastalarda ise parazit, semptomlar daha ortaya c¢ikmadan Once kanda
saptanabilmektedir. Baslangicta sitma ndbetleri diizensiz gelirken, daha sonra 48
saatte bir gelen diizenli nobetlere dontisiir. Tedavi edilmeyen hastalarda bu
nobetler, 3 hafta ile 2 ay arasinda veya daha uzun siire goriiliir. Bu hastalarin
%350’sinde haftalar, aylar sonra relapslar ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarda dalak

riiptiirii ge¢ bir komplikasyon olarak ortaya ¢ikar (19). Plasmodium falciparum
sitmasi tropikal bolgelerde goriiliir ve klorokin direncine sik rastlanilir (26). ilk
nobetler, enfeksiyondan 8—12 giin sonra ortaya ¢ikar. Nobetlerden 3-4 gilin 6nce
hastalarda viicut agrilari, bas agrisi, yorgunluk, bitkinlik, istahsizlik ve mide
bulantis1 gibi 6zgiil olmayan belirtiler ortaya ¢ikabilir. Nobetler 3648 saatte bir
gelir, erken evrelerde periyodik degilken, zamanla periyodiklesir ve senkronize
olur. Bu primer atak, 2-3 haftada son bulur. P. falciparum sitmasi sirasinda
karaciger kokenli gercek relapslara rastlanilmaz. Fakat, bu sitma tiirliniin

prognozu digerlerine oranla daha kotiidiir. Ortaya ¢ikan komplikasyonlar genelde
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i¢ organlarda bulunan damarlarin ttkanmasina bagl olarak gelismektedir (19). P.
falciparum, mikrovaskiiler hastalik olusturur. Bunda eritrositlerin yiizeyinde
cikintilar olusur ve bu yiizden eritrositler beyin, bobrek ve diger organlarda
kapiller endotele yapisirlar ve mikrosirkiilasyonu tikarlar (1, 3). P. falciparum
sitmas1 sirasinda ortaya c¢ikan baslica komplikasyonlar arasinda, akut akciger
O0demi, yaygin damar i¢i pihtilasmasi (DIC), serebral sitma, siddetli anemi,
tropikal splenomegali, renal fonksiyon bozuklugu ve karasu hummasi
bulunmaktadir (1, 19, 27).

Serebral sitma, P. falciparum enfeksiyonunda serebral mikrosirkiilasyonun
engellenmesine bagli olarak gelisir; en ciddi komplikasyonudur. Cok yiiksek
atesle seyreder (42°C veya daha fazla), bas agrisi, konviilsiyon ve deliryum
gelisir. Hasta kisa siirede suurunu kaybeder, komaya girer ve birkag¢ saat iginde
olir. Karasu atesi ise, P. falciparum enfeksiyonunda paraziteminin ¢ok fazla
oldugu olgularda ortaya c¢ikar. Ayrica kinine karst asir1 duyarlilik veya G6PDH
eksikligi olanlarda oksidan antimalaryal ilaclarin kullanilmasina bagl olarak ta
gelisebilir. Hastalarda agir hemoliz, hemoglobinemi ve hemoglobiniiri vardir.
Akut bobrek yetmezligi ortaya ¢ikar, ates, derin anemi, sarilik ve kas-eklem
agrilar1 vardir, periferik yaymada enfekte eritrositler goriilmezler (1, 5, 19, 29). P.
ovale, tertiana sitmasi etkenidir. P. ovale sitmasi, P. vivax sitmasina klinik olarak
cok benzemektedir, fakat daha hafif seyreder, relapslar sik goriilmez ve 6-10
nobetten sonra kendiliginden diizelir. Nobetler 48 saatte bir gelir, daha ani
baglarsa da daha kisa siirer (1, 19). P. malaria’da nobetler 72 saatte bir gelir,
inkiibasyon siiresi bir ay veya daha fazla olacak kadar uzundur. Titremeler diger

sitma sekillerine oranla daha siddetlidir. Atesin 40°C’yi ge¢mesi nadirdir, ndbetler
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4-8 hafta kadar siirer. Bu tip sitmada, bobrek bozukluklar1 (nefrotik sendrom ve
kronik glomeriilonefropati) diger sitma enfeksiyonlarindan daha sik goriiliir.
Afrika’nin dogu ve bati bolimlerinde P. malaria’ya bagh nefrotik sendrom
oldukg¢a 6nemlidir. Olgularin yaris1 15 yasin altindadir ve prognozu koétidiir (1).

3.7. Tedavi

1. Yardimci olmak amaci ile destek tedavisi,

2. Etkene 6zgiin ila¢ tedavisi yapilir.

3. 7. 1. Destek tedavi: Her atesli sitma hastasi yatirilmali, bol limonata ve
sulu icecekler verilmeli, klinik belirtilerine goére semptomatik tedavi (Kan
transfiizyonu, vitaminler, demirli preparatlar, beslenme v.s.) uygulanmalidir.

3. 7. 2. lac tedavisi: 4-aminoquinoline (Chloroquine), 8-aminoquinoline
(primaquine), Dihidrofolat rediiktazi inhibe edenler (Proguanil, Chlorproguanil,
Pyrimethamine, Trimethoprim), Sulfonomidler (Sulfodoxine sulfalene), Sulfon’lar
(Dapson), Quinolinemetanoller (Ouinine, Ouinidine, Mefloquine), Acridin’ler
(Mepaerine, Floxacrine), Antibiyotikler (Tetracycline, Doxycycline, Mincycline,
Clindamycin, Eritromycine) sitma tedavisinde kullanilan ilaglardir. Klorokin,
kinin, kinidin, meflokin, proguanil, pirimetamin, siilfadoksin kandaki sizontlara,
primakin ekzoeritrositer sizontlara ve hipnozoitlere karsi etkindir. Ayrica
primakin gametositlerin anofellerdeki gelisimlerini engeller. Proguanil ve
pyrimethamine de doku sizontlarina etkilidir. Sitma tedavisinde 6nemli bir nokta,
etkenin ilaca direncli olup olmamasidir. Klorokine diren¢ yurdumuzda heniiz
gorilmemektedir. Sitma nobetleri sirasinda tedavi igin (ndbet tedavisi igin)
Klorokin segilecek ilagtir. Dozu, 150 mg’lik (baz) tabletleri ve 50 mg (baz) 15 ml

suruplar1 vardir. Hastalara baslangicta 600 mg baz, 6 saat sonra 300 mg, 12 saat
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sonra 300 mg, 24 saat sonra 300 mg veya takip eden 2-5. giinde 300 mg verilir.
Cocuklara baglangicta 10 mg/kg, 6 saat sonra 5 mg/kg, 24 saat sonra 5 mg/kg
hesabu ile ilag verilir. Enfeksiyonun kokten (radikal) tedavisi i¢in primakin 15 mg
(baz) 14 giin verilir. (Primakin verilmeden 6nce G6PD enzim diizeyine mutlak
bakilmalidir. Bu ilag G6PD enzim eksikligi olanlarda hemolitik krize neden olur).
Klorokine 24 saatte yanit alinmazsa giinde 3 kez 650 mg kinin siilfat verilir ve 14
giin devam edilir. Hastalarda ¢ok yiiksek parazitemi varsa (% 5’in iizerinde) veya
P. falciparum sitmasinin 6nemli komplikasyonlari (siddetli anemi, akciger 6demi,
koma, bobrek yetmezligi gibi) ortaya ¢ikmis ise kinin hidroklorit IV yolla yavas
bir sekilde 8 saat icinde uygulanir.

3. 7. 3. Gebelerde anti-malaria ilag¢lari: Enfeksiyon hastaliklart riski
nedeni ile gebelerin sitmali bolgelere yolculuk yapmalari Onerilmez. ihtiyag
duyuldugunda Klorokin tedavisi veya profilaksisi hamilelerde genellikle
emniyetlidir. Folik asit
antagonistleri deneysel olarak teratojenik oldugundan hamilelerde profilaktik
amagla dahi kullanilmamalidir. Hamilelerde tekrarlayan sitmalarda primakinden
kacinilmali, her defasinda klorokin verilmelidir. Dogum sonrasi primakin
verilebilir (30, 31).

3. 8. Laboratuvar tam

3. 8. 1. Mikroskobi

Sitma siiphesi, acil bir durumdur ve kisi en kisa siirede bir saglik
merkezine basvurmali ve hizli bir sekilde tanisi konulmalidir. Sitma tani ve
tedavisinin ilk adimi ayirict tanida sitmanin diisiiniilmesidir. Erken, hizli tam

ve etkili tedavi sitma morbiditesi ve mortalitesini azaltmak i¢in anahtar rol
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oynar. Sitma tedavisi dncesinde sitma parazitlerinin gosterilmesi esastir. Klinik
tam1 kesin degildir ve yanlis taniya yol acabilir. Hastanin tam1 merkezine
bagsvurmadan once sitma tedavisinin baslanmis olmasi, parazit sayisini belirgin
olarak diistireceginden, mikroskobik taniy1r giiglestirir. Bu yiizden mutlaka

herhangi bir ilag¢ alip almadig1 sorgulanmalidir (32).

Sitma parazitleri, hastadan alinan bir damla kanin lam {izerine yayilmast
ile elde edilen kan yaymalarinin mikroskop altinda incelenmesi ile ayirt
edilebilir (33). Cogunlukla parmak ucundan alman kan 6rnegi ile kalin damla
ve ince yayma kan yaymalar1 hazirlanir, Giemsa ile boyanarak mikroskop
altinda X100 immersiyon objektifi ile incelenir. Bu teknik sitmanin laboratuar
dogrulamasi igin kabul edilmis bir yontemdir. Iyi hazirlanmis, iyi boyanmis bir
kan preparatinin iyi egitilmis deneyimli bir mikroskobist tarafindan, dikkatli
incelenmesi sitma parazitinin taninmasi ve tiplendirilmesinde hala referans

laboratuarlar i¢in "altin standart" olarak kabul edilmektedir.
3. 8. 1. 1. Ornek alinmasi
3. 8. 1. 2. Ornek tipi

Periferik kan yaymalari (ince yayma ve kalin damla) parmak ucu, damar
yoluyla alinan vendz kan, kulak memesi ve bebeklerde topuk ya da
bagparmaktan alinan tam kan ile hazirlanabilir. Ayrica yeni dogan
enfeksiyonlarinda kordon kani, plasenta siirlintiisii kullanilabilir. Sitma siipheli
Oliimlerde, postmortem ince igne ile aliman beyin gri cevherinden yapilan

yaymalar ve tedavi baslanmis olan ya da agir hastalarda periferik kanda parazit
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goriilmemesi durumunda kemik iligi aspirasyonu ile yapilan yaymalar da tani

amagli kullanilabilir.

Vendz kan oOrnekleri g¢esitli tani testleri i¢in yeterli miktarda materyal
saglar. Ancak vendz kan 6rneginde bulunan antikoagiilanlar, parazit morfolojisi
ve boyanma ozelliklerini etkileyebilir. Bu sorun kanin alimindan yaymalarin
hazirlanmasina kadar gegen siirenin asiri uzamastyla paraleldir. Boyle

durumlarda kapiller kan 6rnekleri tercih edilir.
3. 8. 1. 3. En uygun 6rnek alma zamani

Omnek miimkiinse, tedaviye baslamadan o6nce ve ndbetler arasinda
alimmalidir. Sitma siiphesi var ise hizli bir sekilde kan yaymalari yapilmali ve
gecikmeden incelenmelidir. Parazitemi dalgalanma gosterdiginden ¢ok sayida
yayma hazirlanmasi gerekebilir. 8-12 saat arayla 2-3 kez oOrnek, alinmasi tani

olasiligini artirir.
3. 8. 1. 4. Yontem
a) Parmak ucundan kapiller kan alinmasi

Lamlar (tercihen bir ucu buzlu cam) hasta adi, tarith gibi kisa bilgi ile
etiketlenir. Alternatif olarak kulak memesi, ¢ocuklarda ayak bas parmagi ya da

topuk 6rnek almak i¢in kullanilabilir.

b) Damar yoluyla venoz kan alinmasi
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Venoz kan antikoagiilan (tercihen EDTA) i¢eren vakumlu kan tiipiine
almir. Ya da bir enjektorle alinip, antikoagiilanli bir tiipe bosaltilarak iyice

karistirilir.
3. 8. 1. 5. Kan yaymalarinin hazirlanmasi

Eger vendz kan kullanilacaksa, parazit morfolojisi ve boyanma
Ozelliklerinin degigsmemesi i¢in, yaymalar miimkiin oldugunca ¢abuk

hazirlanmalidir.
3. 8. 1. 6. Kalin damla

Kalin damla dehemoglobinize kirmizi kan hiicrelerinin kalin bir
tabakasindan ibarettir. Kan elemanlar1 (eger varsa parazit dahil) ayni
biiylikliikkte bir ince yayma preparata gore yaklasik 15-20 kat halinde
bulunurlar. Boylece parazitin saptanmasinda duyarliligi ¢ok daha yiiksektir.
Kalin damla preparatlar 20-40 kez daha duyarhidir ve mikrolitrede 5-50
trofozoit tespit edilebilir. Ancak parazit morfolojisi konusunda yeterli bilgi

vermediginden tiir ayirim1 kalin damla preparat ile miimkiin degildir.

3.8.1.7. Ince yayma

Ince yaymalar kanin uca dogru kalmhig giderek azalan ince yayilmis bir
tabakadan ibarettir. Uca dogru hiicreler tek tabaka seklinde olmalidir. Ince
yayma preparatlar, tiir tayini yapilmasi, dolayisiyla birden fazla tiir ile
enfeksiyonlarin tanisinin konulmasi, parazitemi diizeyinin belirlenmesi ve
parazitlerin hangi evrede oldugunun (sizont, gametosit ve noétrofil ve

monositlerdeki sitma pigmentinin goriilmesi) tespiti igin kullanilir.
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Her hasta i¢in en az 2 yayma hazirlanmalidir.

3. 8. 1. 8. Kan yaymalarinin Giemsa ile boyanmasi

1. Hazirlanan kan yaymalar1 tam olarak kurutulur ve metanol ile 1-2 dk. fikse

edilir (kalin damla fikse edilmez).

2. Boyanacak lam sayisina gore 1 ml saf su (pH 7.2) i¢ine 1 damla Giemsa stok
boyast eklenecek sekilde boya soliisyonu hazirlanir ve lamin {iizerini

kaplayacak sekilde dokiiliir (her bir lam i¢in en az 3-5 ml).

3.30-40 dk, beklendikten sonra boya lamin iizerinden dokiiliir ve lam g¢esme
suyunda yikanir. Kalin damla direk su altinda tutulmaz, suya daldirilarak

yikanir.

4.Boyadan ¢ikarilip tekrar temiz su ile yikanir ve kurutulduktan sonra 151k

mikroskobunda immersiyon objektifi (x100) altinda incelenir.

Hizhh boyama: Hizli sonug istenen acil vakalarda veya az sayida (1-15) lamin
boyanacagi durumlarda; %10'luk yogun Giemsa boyast (3 damla stok
Giemsa+Iml saf su) hazirlanarak kan yaymalar1 yaklagik 8-10 dk gibi ¢ok daha

kisa siirede boyanabilirler.

3. 8. 1. 9. Kalin damlanin incelenmesi

Eritrositlerin parcalanmasiyla parazitlerin daha fazla yogunlasmasi
saglandigi i¢in, kalin damla yaymalar parazitin aranmasinda ve birden fazla tiir
ile enfeksiyonlarin taninmasinda faydali bir yontemdir. Boyanma sirasinda
hemoglobin, eritrositlerden uzaklastirildigi (dehemoglobinizasyon) i¢in, bityiik

miktarda kan hizli ve kolay bir sekilde incelenebilir.

33



1. Preparat once kii¢iik objektif ile (x10 ya da x20 objektif) mikrofilarya gibi

biiyiik parazitleri tespit edebilmek i¢in taranir.

2. Daha sonra preparat immersiyon objektifi ile taranir. Iyi boyanmis, boya
kalintilarinin olmadig1 ve yeterli ¢ogunlukta beyaz kan hiicrelerin oldugu

(10-20 beyaz kan hiicresi/alan) bir alan se¢ilmelidir.

3. Kalin damla x100 biiyiikliikte incelendiginde eritrosit, artiklari, beyaz
hiicreler ve trombositler goriilecektir. Beyaz hiicreler ve trombositler, nukleus
etrafindaki  sitoplazmanin  goriilmemesi disinda ¢ogunlukla ince

yaymadakine benzer sekilde goriiliirler.

4. Eger parazit goriildiiyse, karisik enfeksiyonlari dislamak i¢in en az 50
alan daha incelenmelidir.

5. Immersiyon objektifi ile minimum 209 alan taranmalidir. Bu siire
deneyimli biri i¢in yaklasik 5-10 dk iken, aligik olmayan bir kisi i¢in daha
uzundur.

Negatif sonugc i¢in

Her bir1 yaklasik 20 beyaz kan hiicresi igeren, en az 100 alan
incelenmelidir. Kanda ortalama 8000 ul beyaz hiicre oldugu diisiiniildiigiinde,
duyarlilik smir1 4 parazit/pl olmaktadir. NCCLS ‘"standartlarina gore

immersiyon objektifi ile en az 300 saha taranmasi1 6nerilmektedir (13, 25, 34).

3. 8. 1. 10. Ince yaymanin incelenmesi

Ince yayma tiir identifikasyonu ve kalin damlanmn kurumasi
beklenirken, parazitin aranmasina bir an Once baslanmas1 yoniinden

faydalidir.
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1. Preparat dikkatli bir sekilde x100'liik objektif kullanilarak yaklasik 20-

40 dk (en az 30 dk) siireyle en u¢ kenardan baslanarak taranir.

2. Negatif sonu¢ vermeden, immersiyon objektifi ile X100 biiylitme ile en az
200 alan incelenmelidir ve ancak bu durumda %90 duyarlilik saglanmis

olacaktir. NCCLS standartlarina gore en az 300 alanin incelenmesi Onerilir

(13, 25, 34).

Ince yayma ve kalin damla preparatlarmin sitma agisindan karsilastiriimasi
Tablo 3’te verilmistir.
Tablo 3. ince yayma ve kalm damla preparatlarmin sitma acisindan

karsilastirilmasi (35)

INCE YAYMA KAN KALIN DAMLA KAN

OZELLIKLER

PREPARATI PREPARATI
Preparat yiizeyi 250-450 mm? 50-90 mm?
Kan hacmi 1ul 3-5ul
Ortalama kalinlik 0.0025mm 0.06-0.09mm
100 mikroskop alaninin

0.005-0.007 0.1-0.25

ortalama hacmi

. 100-200 alan ig¢in 15-20
Incelemek icin gerekli zaman dakik 100 alan i¢in 5 dakika
aKikKa

Lokositlerin % 8' ve
Boyanma sirasinda bozulan

) . Yok parazitlerin % 20'si
parazitler ve 16kositler
Eritrositler Tespit edilmis halde Hemoliz olmuslar.
Parazit yapilarin morfolojik
Bozulma yok Bozulmus olabilir.
ozellikleri
Acrtefaktlar Cok az goriiliir. Cok goriiliir.
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3. 8.1.11. Kan yaymalarinda sitma tanisi ve tiir tayini

Sitma parazitleri intraeritrositiktir. Enfekte hiicrenin biiylkligi ve
sitoplazmik grantiler tiirlerin ayiriminda kullanilan 6nemli 6zelliklerdir (Tablo
2). Sitma parazitleri soluk maviden koyu maviye degisen bir sitoplazma,
pembe/kirmizi kromatin tanecikleri ve kahverenginden siyaha degisebilen
pigmente sahiptirler. Pigmentler gen¢ trofozoitlerden daha c¢ok olgun
formlarinda goriilirler. Sitma hastalarinda aynt zamanda 16kositlerde de
pigment vardir. Trombositler ve boya artiklari bazen eritrositler {izerinde sitma
parazitlerine benzer sekilde goriilebilirler. Bu artefaktlarin tipik olarak
etrafinda soluk bir halka vardir ve parazitin ¢ekirdek, sitoplazma ve pigmentine

ait karakteristik ozellikler yoktur.

Sitma parazitleri birgok gelisme evresinden gegerler ve bu evrelerde
farkli sekillerde goriiliirler. Ancak her evrede parazitin ayni pargasi ayni renge

boyanir (Sekil 10).

Kromatin, parazitin ¢ekirdegidir, genellikle yuvarlaktir ve parlak kirmiziya

boyanir.

Sitoplazma, mavi boyanir, mavinin tonlar tiirler arasinda farklilik gésterir ve

bazen ayirt edici bir 6zelliktir.

Pigment, parazitin biliyiimesiyle ortaya ¢ikan taneciklerdir. Kahverenginden
siyaha farkli tonlarda boyanabilir. Pigmentlerin rengi ve biiyiikliigii tiirlere gore

degisiklik gosterir, ayirt edici 6zelliktedir.
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Graniiller, tanecik, noktalanma gibi tanimlamalar kullanilir. Parazitin konak
lizerine etkisiyle ortaya cikar, iyi boyanmanin isaretidir. En iyi bilineni ve
kolay taninani "Schiiffner graniilleri" pembe boyali noktalar seklinde enfekte
eritrositi doldurmus olarak goriiliir. P. ovale enfeksiyonlarinda ¢ok fazla
taninmayan leylak renginde "James tanecikleri" gorilir. P. falciparum
enfeksiyonlannda "Maurer tanecikleri” boyanin kalitesine bagli olarak goriiliir

ve kolaylikla taninabilir.

Sekil 10. Eritrosit i¢inde sitma parazitlerinin parcalari

Kromatin Vakuol

Sitoplazma

Eritrosit - Pigment

Graniiller

Giemsa ile boyanan bir preparatta parazitin her bir pargasi ayri bir
sekilde boyanir. Iyi boyanmis bir yaymada parazit ve biitiin parcalan
kolaylikla ayirt edilebilir. Boyada kullanilan tamponlanmis su pH 7.2 de
olmalidir. pH'in dengeli olmasi, iyi bir boya i¢in esastir. pH'in kararli
olmadig1 bir boyada pH derecesine bagli olarak farkli boyanma 6zellikleri

goriiliir (Sekil 11).
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Sekil 11. Parazit morfolojisi tizerinde pH 1n etkisi

pH 64

3. 8. 1. 12. Parazit sayisinin hesaplanmasi

Dolagimdaki parazit sayisinin bilinmesi, hastaligin klinigini ve tedavinin
etkinligini degerlendirmek icin. son derece 6nemlidir. Parazit sayis1 kirmizi ya
da beyaz kan hiicreleri kullanilarak hesaplanabilir (8000/ul beyaz kiire ve
4.000.000/ul eritrosit oldugu kabul edilerek). Parazitemi diizeyi ya enfekte
eritrosit yiizdesi olarak ya da kanin her mikrolitresindeki parazit sayist olarak
ifade edilir. P. falciparum enfeksiyonlar1 disinda parazitemi nadiren %2’nin
iistiinde olur. Oysa P. falciparum sitmasinda oldukga yiiksek (%50<) olabilir. P.
falciparum sitmasinda, enfekte eritrositler doku kapillerinde tutulabilirler, bu
ylizden periferik kanda diisiik sayida parazit goriileceginden, yanlis diisiik
parazitemi sonucu verilebilir. Bu durumlarda parazitin gelismis evrelerinin kan
yaymalarinda goriilmesi hastalifin  siddetinin anlasilmasinda parazitin
sayisindan daha ¢ok yardimcidir. Olgun parazit formlarinin varlig: (geg trofozoit
ve sizont %20< ise) ve ndtrofillerin %5’inden fazlasinin sitma pigmenti

icermesi, ilerlemis hastaliga ve kotii prognoza isarettir.
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Tedavi takibi i¢in, genellikle tedavinin baslanmasini takiben 24, 48 ve 72.

saatlerde ve bazen 1. ayda parazitemi diizeyi kontrol edilir.
3. 8. 1. 13. Kalin damlada parazit sayisinin hesaplanmasi

Kalin damlada kanin mikrolitresi basina diisen parazit sayist 16kosit
sayistyla iligkili olarak sayilir. Toplamda 500 ya da 1000 16kosit sayilarak kanin
mikrolitresi basina diisen parazit sayisi olarak ifade edilir. Kanda lokosit sayisi

ortalama 8000/u1 olarak kabul edilir (25).

Parazit/ul= Parazit sayisi/Sayilan Lokosit sayist x 8000

3. 8. 1. 14. ince yaymada parazit sayisinin hesaplanmasi

Ince yayma preperatta, enfekte eritrosit yiizdesi, enfekte olmayan eritrosit
sayistyla iliskili olarak tespit edilir. Toplamda incelenen 500 ya da 2000
eritrosit ig¢indeki, parazit ile enfekte eritrositler sayilir ve sonug¢ parazitemi
yiizdesi olarak verilir. Kandaki eritrosit sayis1 ortalama 4.000.000/ul olarak

kabul edilir (25).

Enfekte eritrosit yiizdesi= (enfekte eritrosit sayisi/ sayilan total eritrosit sayisi

x100
3. 8. 2. Niikleik asitleri boyayan floresan boyalar ile tam
3. 8. 2. 1. Kawamoto teknigi

Lam yiizeyindeki yaymalar akridin oranj ile boyanip floresan

mikroskobu veya 6zel filtreli 151k milcroskobunda incelenir. Cekirdek DNA's1
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yesil, sitoplazmik RNA kirmizi renkte boyanarak parazitin taninmasini saglar

(34, 36).

3. 8. 2. 2. Niceliksel sarimsi1 katman sistemi

(Quantitative Buffy Coat, QBC™; Becton Dickinson)

Kan, akridin oranj ve antikoagiilan iceren 6zel tiipe alinip santrifiijlenir.
Daha sonra tiip, 6zel bir tutucuya yerlestirilerek floresan mikroskobu veya
ozel filtreli 151k mikroskobunda incelenir. Plasmodium’lar tiipteki graniilosit
tabakasinin altinda birikir (34). Baz1 laboratuarlar, pozitif sonuclart mutlaka

kalin damla/ince yayma ile destekleyerek tarama testi olarak kullanirlar.

3. 8. 3. Kiiltiir yontemleri

Plasmodium’larin sivrisinekte seksiiel ve insanlarda aseksiiel tireme ile
karakterize karigik ve kompleks bir hayat dongiisii vardir (37). Sivrisinekte
gecgen hayat dongiisii sporogonik fazdir ve bu faz sonunda olusan sporozoitler,
vektor olan sivrisineklerin sokmalariyla omurgali konaklara gegerler. Omurgali
konakta sporozoitler ekstraeritrositik ve intraeritrositik sizogonik faza girerler.
Parazit sporogonik donemde ekstraseliiler, sizogonik donemde intraseliilerdir.
Parazitin in vitro kiiltiirii sivrisinekte ektraselliiler sporogoni, insanda eritrositer
ve eritrosit dist sizogoni donemlerinin benzerlerinin olusturulmasi gerektiginden
oldukga karmasik ve zordur. Az ya da ¢ok Olgiide insanlar1 enfekte eden, 4
Plasmodim tiiriiniin  kiiltiri yapilabilmistir. Ancak kiiltirde tim yasam
dongiileri kurulmus tek tiir P. falciparum’dur (38). Plasmodium tiirleri arasinda
farkliklar vardir. Bazi suslar kolaylikla in vitro iretilirken, bazilar1 kiiltiirde

iiremeye direnglidirler. izolatlar, kiiltiirde degisiklige ugrarlar. P. falciparum’ da
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Ornegin yeni kiiltiirlerde gametosit olusumu tipiktir, fakat uzamis kiiltiirlerde

bu kaybolur (39).

3. 8. 3. 1. Ekstraeritrositer evre

Sporozoitler kan dolasimina ge¢melerinden hemen sonra karaciger
hiicrelerini istila ederler. P. falciparum sporozoitleri muhtemelen ilk olarak
Kupffer hiicreleri tarafindan alinir. Mazier ve ark. (40) karaciger biyopsi
orneklerinden "minimal essential medium" (MEM) icinde hazirladiklari
hepatositleri P. falciparum sporozoitleri ile basariyla enfekte -ettiklerini
immufloresan boyalar ile boyayarak gostermislerdir. Daha sonra sporozoitler
kiiltir plaginda sizontlara dontstliriilmiistiir. Enfekte hepatosit kiiltiirlerine
insan eritrositlerinin eklenmesiyle, eritrositleri enfekte eden merozoitlerin
tiremesi gosterilmis ve eritrositler icinde halka-yiiziik donemi sekilleri
olusmustur. Calvo-Calle ve ark. (41) P. falciparum'un insan karaciger hiicreleri
huH-1 ve huH-2 icinde daha iyi gelistigini gozlemlemislerdir. Farkli bir
insan karaciger hiicresi olan HHS-102 P. falciparum’un karaciger evresinin
gelisimini ve eritrositlerin eklenmesiyle halka (gen¢ trofozoit) déneminin
olusmasini kolaylastirmistir (42). Primer insan hepatositlerinde P. ovale’nin
eritrosit dis1 doneminin doniisiim ve olgunlagsmasini basariyla tamamlanmistir.
Ancak diger tip hiicreler (HepG2) ve rat hepatositlerinde sadece doniisiim
tamamlanmistir (43). P. malaria nin karaciger gelisim donemleri sempanze

hepatositlerinde iiretilmistir (44).
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3. 8. 3. 2. Eritrositer evre

Ast gelistirilmesi ve sitma patogenezinin anlasilmasi ile de ilgili olarak,
en biiyiik emek ve zaman Plasmodium ’larin eritrositer dénemlerinin kiiltiiriiniin
yapilmasina harcanmistir. Bu alandaki en biiyiik basar1 P. falciparum’un
devamli kiiltiirii i¢in in vitro kosullarin belirlenmis olmasidir. Bu Trager ve
Jensen (45) tarafindan HEPES ile tamponlanmis RPMI 1640, insan serumu,
eritrositi ve sodyum bikarbonat ile desteklenmis I6kositlerin in vitro ekimi igin
gelistirilmis bir doku kiiltiir ortami kullanilarak basarilmistir. Parazitler
baslangigta petri plaklarinda kiiltiire edilmislerdir. Plaklar ya %3 CO,-%17 O,
ya da %7 CO2-%1 0,-%92 N, Iceren ortamlara konur. Bu ortamlari saglayan
stirekli ~ belli oranlarda gazlar1 veren cihazlarin yaninda  kiltir

siispansiyonlarinda son zamanlarda gelistirilmistir (46).
3. 8. 3. 3. Temel kiiltiir ortamm

Doku kiiltiir ortam1 RPMI 1640 tiim Plasmodium tiirleri i¢in secilecek en
1yl kiiltiir ortamidir. RPMI 1640 i¢ine hipoksantin, glikoz, kalsiyum pantotenat,
cesitli amino asitler (sistin, glutamin, izoldsin, metionin, prolin ve trozin),
riboflavin,  nikotinamid, pridoksin, tiamin gibi vitaminler eklenerek

Plasmodium’lar igin en uygun iiretme ortami saglanir (47, 48).
3. 8. 3. 4. Kiiltiir sisteminde eritrositlerin yeri

Kirmizi kan hiicreleri parazitin gelisiminde olmazsa olmazdir.
Eritrositler parazitin gelisimindeki konumlar1 disinda, parazit i¢in besin
kaynagidirlar. Tiim insan kan gruplar1 P. falciparum iiremesi i¢in uygundur. O

grubu kan hiicreleri, diger kan gruplarinin serum/plasmasi ile uyumlu oldugu
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i¢in daha ¢ok tercih edilir (49). AB kan grubundan elde edilen serum diger

tiim gruplarin kan hiicreleri ile uyumludur.
3. 8. 3. 5. Kiiltiir sistemi

Kiiltiir plaklar1 %5 hematokrit ve %1 parazitemi ile hazirlanir. Daha
sonra in vitro hizli parazit sayisinin artacagi diisiiniilerek, her zaman
baglangigta diisikk parazitemi ile baslanmalidir. Trager %0,1 parazitemi ile
basladig kiiltlirlerde parazit sayisinin 20-50 kat arttigini bildirmistir. Kiiltiirlerin
parazitemi diizeyi %20 arttiginda, yaklasik her 8 saatte bir yeni Kkiiltiir
ortamlariyla degistirilmelidir (50). Parazitemi diizeyi Giemsa boyali1 yaymalar

hazirlanip, mikrokopik olarak enfekte eritrositler sayilarak yapilmaktadir.

Kullanilan in vitro tireme sistemleri P. falciparum i¢in ¢ok iyi ¢aligmasina
ragmen, P. vivax i¢in ¢ok uyumlu degildir. P. vivax sizogonik evresi i¢in SCMI
612 mediumun RPMI 1640 dan daha iyi ¢alistigi bildirilmistir (51). P. vivax
icin ¢ok daha yiiksek diizeylerde glikoz (3mg/ml) ihtiyacinin oldugu
belirtilmistir. P. falciparum’un aksine P. vivax gelismek igin, gelismekte olan
eritrositleri (retikiilositleri) tercih eder. Bu ylizden P. vivax kiiltiiriiniin devami

i¢in mutlaka kiiltlir ortamina stirekli olarak bol miktarda retikiilosit eklenmelidir.
3. 8. 4. Antikor saptayan yontemler

Serolojik olarak, sitma parazitine karsi olusmus antikorlar IFA ya da
ELISA yontemiyle saptanabilir. Seroloji mevcut enfeksiyondan ziyade ge¢miste
enfeksiyon etkeniyle karsilasmis olma durumunu saptamaya yarar. Ozellikle
eritrositer sizogoni doneminde parazitlere karsi olusan IgM ve IgG antikorlari

gosterilebilir. Antikor arama temeline dayali yontemlerin baglica sorunu
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kullanilan antijenlerin standardizasyonudur. Rutin tanida pek tercih edilmezler;
ancak transflizyona baglh sitmada ve retrospektif arastirmalarda fayda

saglayabilirler.

3. 8. 4. 1. indirek fluoresan antikor testi

Sitma antikorunun tespiti i¢in kullanilan baslica serolojik yontemlerden
biridir. Serolojik testlerin, antikor olusmasi igin belli bir siire gerekmesi ve
antikorlarin uzun siireler kanda bulunmasi gibi nedenlerle akut sitma tanisinda
kullanilmasi pratik degildir. Ancak antikor tespitinin yapilmasi su durumlarda

faydali olabilir:

e Kan donérlerinin taranmasinda (6zellikle parazitemi diizeyi tespit
edilebilme seviyesinin altinda olan kan bagis¢ilarinda)

e Endemik bélgede yasayan, tekrarlayan ya da kronik sitma (tropikal
splenomegali sendromu) enfeksiyonlu kisilerde

e Yakin zamanda sitma sliphesiyle sitma tedavisi alan, ancak tanisi
kesin olmayan kisilerde

e Yaymalar1 negatif olup sitma siiphesi olan atesli kisilerde

Tiire spesifik testler ii¢ tiir i¢in mevcuttur: P. falciparum, P. vivax ve P.
malaria, P. ovale i¢in antijen her zaman hazir olmadigindan antikor testi rutin
olarak yapilmaz. Capraz reaksiyon Plasmodium tiirleri ve Babesia tiirleri
arasinda siklikla olur. Plasmodium’larin eritrositer evreleri, sizontlar (meront)
genellikle antijen olarak kullanilir. Sitma parazitleri ile karsilasmis hastanin
serumunda olugsmus homolog antikorlar, antijen ile reaksiyona girerek antijen-

antikor (Ag-Ak) kompleksi olusacaktir. Floresan isaretli konjuge (Anti-human

44



antikor) eklendiginde, hastanin sitma-spesifik antikoruna baglanir. Preparat
floresan mikroskop ile incelendiginde parazit elma yesili refle veriyorsa pozitif

olarak degerlendirilir (52).

3.8.4.2. ELISA testi

ELISA kan donodrlerinin taranmasinda kullanilmaktadir, ancak
sensitivitesi sadece P. falciparum antijeni kullanilmasi nedeniyle sinirhidir (53).
Arastirma amacli yapilan ¢esitli ¢alismalarda parazitin farkli proteinleri antijen

olarak kullanilmistir.

3. 8. 5. Antijen saptayan yontemler

Sitma parazitlerinin antijenlerini tespit etmeye yarayan hizli tani testleri
gelistirilmistir. Bu testler immunokromatografik yontemler kullanarak sitma
antijenlerini kanda tespit etme temeline dayanir. Bu hizli tani testleri (HTT),
"Rapid Diagnostic Tests" (RDT), giivenilir mikroskobik taninin olmadigi
durumlarda hizli bir sekilde sitma tanist koymak i¢in faydali bir alternatiftir
(54). FDA ilk defa 2007 yilinda HTT'lerin Amerika'da kullanilmasini
onaylamistir. Siklikla hedef antijene karst monoklonal antikor kaplanmis
dipstik, kaset, kart test ya da strip test seklindedir. Yaklasik 2-15 dakika gibi
olduk¢a kisa siirede sonug¢ verirler. Cok sayida ticari test kiti piyasada
bulunmaktadir. Bu alan hizla gelismekte ve teknik gelismeler HTT'lerin sitma

tanisinda kapasitelerinin ve dnemlerinin giderek artacagini gostermektedir (55).

P. falciparum’da bulunan histidinden zengin protein Il (Histidine rich protein-

I1-HRP-1I) ya da tim Plasmodium tiirlerinde bulunan tiir spesifik Plasmodium
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laktat dehidrogenaz veya aldolaz antijenini enzimatik aktivite ya da
immunoassay Yyoluyla saptarlar (56, 57). HRP-II antijenleri, P. falciparum
trofozoit ve geng (immatiir) gametositleri tarafindan iiretilen suda ¢6ziinen bir
proteindir ve periferik kanda bulunur. P. falciparum HRP-II’ yi tespit eden
ticari kitler vardir. Baz1 kitlerde (Pafasight F™, Macro-Mal™) sadece HRP-II
saptandigindan yalnizca P. falciparum tanisi verilebilir. Tedaviyi izleyen iki

hafta siiresince bu testler pozitif kalabilir.

Plasmodium laktat dehidrogenaz (pLDH) aseksiiel ve seksiiel (gametosit)
sitma parazitleri tarafindan fretilir. Mevcut testler insan1 enfekte eden 4
Plasmodium tiirtini tespit eder. Bu testler (optiMal™) P. falciparum'u diger
tirlerden ayirt ederler fakat P. vivax, P. ovale ve P. malaria tiirlerini
birbirlerinden ayirt etmezler. pLDH antijenini saptayan testler tedaviyi izleyen

dénemde pozitif sonug vermezler (58).

Bazi testlerde 4 tirden salinan diger antijenler hedeflenmistir. P.
falciparum'u HRP-1I antijeni ile birlikte diger tiirlerin heniliz belirlenmemis

"pan malaryal” antijenlerini de tespit eder.

Diisiik diizey parazitemi (<200 parazit pl) ve matiir gametosit varligi
gibi bazi durumlarda duyarliliklar1 diisiiktiir. Bu nedenle diisiik diizey
parazitemi varliginda kullanimlar1 fazla Onerilmemektedir. Diger enfeksiyon
ajanlarla gapraz reaksiyon ya da romatoid faktor, anti-niikleer antikor, heterofil
antikor gibi immiinolojik faktdrlerin varliginda yalanci pozitiflik izlenebilir

(56).
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3. 8. 6. Molekiiler tam1 yontemleri

Son yillarda enfeksiyon ajanlarinin saptanmasinda molekiiler tani
yontemleri 6nemli bir yer almaktadir. Bu teknikler onceleri yavas bir sekilde
gelismeye baslamakla beraber sonralart bu konudaki ilerlemeler hizlanmis,
molekiiler tan1 yontemleri paraziter hastaliklarin saptanmasinda, epidemiyolojik
calismalarda, paraziter hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir. Molekiiler tekniklerin baslica avantaji patojenlerin saptanmasindaki
duyarlilig1 ve organizmanin tanimlanmasindaki kesinligidir. Direkt mikroskobi de
parazitlerin saptanmasinda ve morfolojik yapilarina gore tiirlerin tanimlanmasinda
yeterli olmakla beraber bu durum genelde parazit miktarinin yiiksek oldugu
durumlar i¢in gegerlidir. Oysa parazit miktarinin diisiik oldugu durumlarda tanisal
test olarak molekiiler yontemlerin kullanilmasinda biiytik yarar vardir (59).

Franzen ve ark. ilk defa 1984 yilinda sitma tanisinda kullanilan DNA
hibridizasyon yontemini bildirmislerdir (60).

Sitma parazitlerinin tanisi igin 18S rRNA gen bolgesini hedefleyen 6zel
primerler gelistirilmistir (61, 62).

Snounou ve ark. organik DNA ekstraksiyonundan sonra agaroz jel
elektroforezi uygulayarak Plasmodium DNA’sini tespit edip, 0.01-11 parazit/ul
yogunluktaki parazit yiikiinii saptayabilen Polimeraz zincir reaksiyon (PCR)

yontemleri gelistirmislerdir (63).

3. 8. 6. 1. Polimeraz zincir reaksiyonu
PCR, parazit genetik materyalinin ¢ok kiiglik miktart kullanilarak,
aragtirtlacak gen bolgesinin ¢ogaltilmasini saglayarak, biiyiik ¢apli epidemiyolojik

caligmalarin yapilmasini kolaylastirmistir. Parazitolojide PCR;
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e Parazit genotipi ile direng arasindaki iliskinin saptanmasi,

e Kullanilan molekiiler belirteglerin prevalansinin 6l¢iilmesi,

e Duyarli ve direngli suslar arasinda farkliliklar1 ortaya koymasi

e Mevcut parazit popiilasyonundaki direngle ilgili polimorfizm sayisinin
belirlemesi amaciyla kullanilmaktadir (64).

e PCR’nin diisiik parazit ylikii bulunan kronik ve siklikla asemptomatik olan
infeksiyonlarin tanisindaki onemli degeri ortadadir (60). Bu karmasik
yontemlere ilaveten P. falciparum’un tespiti i¢in olduk¢a basit ve
duyarliligr yiiksek olan nested PCR gelistirilmistir. Bu yontemle parmak
ucundan alinan 10 pl’lik bir kan 6rnegi iginde 13 parazit gibi parazitemisi
9%0.000026) olan vakalarda dahi parazit yogunlugu tespit edilebilmistir
(65).

PCR, niikleik asidlerin in vitro sartlarda replikasyonu i¢in gelistirilmis bir
test tiip sistemidir. Hedef DNA/RNA nin selektif olarak ¢ogaltilmasini saglar. Bu
yontemin uygulanabilmesi i¢in yok denecek kadar az DNA yeterlidir. PCR’de bir
bolgeyi ¢ogaltabilmek ic¢in, hedef DNA nin niikleotid dizisi hakkinda bazi bilgiler
gerekir. Bu bilgi, tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanabilecek olan iki
oligontikleotid primerin sentezi i¢in kullanilir. Bu primerler, ¢ogaltilacak tek
zincirli DNA molekiiliindeki tamamlayic1 dizilerle hibridize olur. Isiya dayanikli
bir DNA polimeraz olan Tagq polimeraz, DNA’daki hedef bdlgenin sentezini
saglar. PCR reaksiyonunda ii¢ temel asama vardir ve bu ii¢ temel asamaya bir

dongii (siklus) denir (Sekil 12).
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Sekil 12. PCR ile amplifikasyon
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1) Denatiirasyon: Cogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir.
Bu DNA steril olmak zorunda degildir. Cift zincirli DNA, tek zincirli hale gelene
kadar 1sitilir. (94-96°C’de birkag¢ dakika). Bu siirecte enzimler ¢alismaz.

2) Baglanma (Annealing): Sicaklik 50-65°C’ye diisiiriiliir ve primerlerin tek
zincirli DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu siiregte tek zincirli primer ile tek zincirli
kalip DNA arasinda hidrojen baglari olusur. Kararli baglar olustugunda polimeraz
niikleotidleri eklemek iizere baglanir. Bu primerler 15-30 niikleotid uzunlugunda
yapay oligoniikleotidlerdir. Primerler ¢cogaltilacak olan DNA dizisinin uglarindaki
tamamlayic1 baz dizisine 0zgiin olarak baglanir. Bu primerler kalip DNA’nin
sentezi i¢in baslangi¢ noktasi olarak gorev yaparlar. Yaklagik 20 bp uzunlugunda
primerlerin kullanilmasi1 durumunda baglanma 1s1s1 olarak 54°C’nin belirlenmesi

optimal sonuglar1 vermektedir.



3) Uzama (Extension): Is1 65-72°C’ye getirilir ve birka¢ dakika beklenir. Isiya
dayanikli bir DNA polimeraz olan Taq polimeraz, niikleotitleri 5’—3’ yoniinde
ekleyerek primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli bir
kopyasini olusturur. Dogru pozisyon almamis primerler ve kalip DNA arasindaki
baglar bu 1sida ayrilirlar. PCR bir zincir reaksiyonudur; c¢iinkii yeni DNA
zincirlerinin sayisi her dongiide iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki
dongiide kalip gorevi goriirler. Sonugta 25-30 dongii takibinde DNA miktarinda
yaklasik 1 milyon kez artis olur (Sekil 13).

Sekil 13. PCR’nin tamamlanmis amplifikasyon siklusu
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Bu yontem ile bol miktarda hedef DNA fragmentleri elde edilir.
Amplifikasyondan sonra PCR fiiriinleri genellikle jel itizerindeki kuyucuklara

yiiklenir ve daha sonra elektroforeze tabi tutulur.
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3.8.6.2. Nested PCR

iki asamali amplifikasyon yontemleridir. "Nested" PCR’de, ilk asamada
iki adet dis (outer) primer kullanilarak hedef molekiil tizerinde uzunca bir
bolgenin amplifikasyonu yapilmaktadir (15-30 siklus). Sonra bu amplifikasyon
tipiinden alinan ornekteki DNA'min daha kisa bir boélimi i¢ (inner) primerlerle
cogaltilmaktadir (15-30 siklus). "Inner" primer, "outer" primerlerin baglanma
yerlerinin i¢ kisminda kalan, kendilerine 6zgiil yerlerine tutunmaktadirlar . "Semi-
nested PCR'de ise ikinci asamada kullanilan primerlerden biri icerden (inner),
digeri "outer" primerle aym yerden baslamaktadir. Ornekte tek bir hedef DNA
molekiil bulunsa bile, iki asamali olarak yapilan amplifikasyonlarla ¢ok sayida
DNA elde etmek miimkiin olmaktadir (Sekil 14). Bugiin i¢in Plasmodium’larin
tanisinda normal PCR’ye ilaveten nested PCR, seminested PCR, multipleks PCR
ve real-time PCR metodlari da basariyla kullanilmaktadir.

Plasmodium’un saptanmasi ve tiirlerine ayrilmasi Snounou ve ark.
tarafindan iiretilen primerlerin kullanilmasiyla iki asamali Nested PCR yontemi
kullanilarak yapilmaktadir. Birinci asamada (PCR 1) 1 ul ekstrakte Plasmodium
DNA genus spesifik primerler (rPLU1, rPLU3) kullanilarak amplifiye
edilmektedir; ikinci agamada 1 pul PCR 1 amplifikasyon iirlinii parazit tiirliniin
bulundugu tiire spesifik primerler kullanilarak amplifiye edilmektedir. Nested
PCR protokolu calisma ayrintilar1 Sekil 14’te verilmistir. On pl PCR 2 DNA
irlinli %2 agaroz jele dagitilir. 15 dakika etidyum bromiir ile boyandiktan sonra
UV iliiminasyon ile goriintiilenir. Bir spesifik PCR iiriinii, reaksiyonda bulunan
ilgili tiirlerin DNA’sindan sadece elde edilebilir. Yalniz insan DNA’siyla

amplifikasyon reaksiyonu gézlenmez. Her tiire ait spesifik PCR {irlinii uzunluklari
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farklilik gosterir. P. falciparum igin 205 bp, P. vivax i¢in 120 bp, P. malaria i¢in
144 bp, P. ovale i¢in 800 bp’dir (Sekil 15). Birinci amplifikasyon iiriiniiyle
karsilastirildiginda her fragmanin 1.2 kb oldugu gozlenir (63).

Sekil 14. Sirasiyla nested PCR ve semi-nested PCR amplifikasyonu
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3. 8. 6. 3. PCR ve PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length
Polymorphism)

Klinik orneklerde belli bir niikleik asit konsantrasyonu genellikle sinirli
oldugundan, ¢ogu tan1 yonteminde mutasyon belirlenmesinden dnce niikleik asit
cogaltma islemi uygulanmaktadir. Iyi tamimlanmis hedef dizilerin gogaltilmasi,
mutasyon belirleme yaklagimlarinin 6zgiilliigiinii de artirmaktadir. En basit
yaklasim niikleik asit ¢ogaltilmasini takiben endoniikleazlarla uygulanan RFLP

analizi ile DNA pargalarinin agaroz jel elektroforezinde ayriminin birlikte
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Sekil 15. A: Agaroz jel gel (2%) tiire 6zgii Plasmodium DNA’sinin PCR ile analiz

edilmesi. Snounou tarafindan yapilan primerler kullanilmistir (63).

s 1 2 =3 a Kirmizi oklar

1,200—> ===

P. vivax (buytklik: 120 bp).

00— - =800

350 —> —— P. malariae (buyuklik: 144

— -=—205 bp).
— -=—144a
-~ 120
P. falciparum (blyuklik: 205
50—
bp).
P. ovale (buyuklik: 800 bp).
A
kullanim1  olmaktadir. Agiklayic1 dizi bilgisi saglamast ve bilinmeyen

polimorfizm ve mutasyonlarin belirlenmesinde bugiin i¢in “altin standart” ise
niikleik asit dizi analizidir. Laboratuvarlarin kendi donanimina gére mutasyon
taramasi i¢in uygun olan yontemi segmesi onem tagimaktadir. Allel-spesifik PCR
ve PCR-RFLP daha kolaylikla uygulanabilirken, DNA dizi analizi igin
laboratuvar ortaminda daha tist diizey bir teknik donanim bulunmasi
gerekmektedir. Kullanilacak yontemde, hedef dizilerin karmasikligina gore de
karar vermek gerekebilir. Klinik agidan PCR-RFLP, tek niikleotid polimorfizmi
(TNP, Single nucleotid polymorphism SNP) saptanmasinda kullanilan bir
yontemdir. DNA c¢ogaltilmasinin ardindan bir PCR iiriinliniin restriksiyon
endoniikleazlar1 ile kesilmesi jel elektroforezi ile ayrilabilen bir ka¢ fragman
olusturabilir ve elde edilen iirlinlerin biiylikliigiine gore belli profiller ortaya
konabilmektedir. Mutasyonlar kesim bolgesini degistiriyorsa endoniikleaz bu
bolgeyi tanimayacak ve o noktada DNA’y1 kesmeyecektir. Sonucta farkli

bliyiikliiklerde kesilmis fragmanlar ortaya c¢ikmakta ve kesilmis fragmanlarin
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uzunluk polimorfizmi profilinde degisiklikler olusmaktadir. Bu yontemin
uygulanmas1 goreceli olarak kolay olmakla birlikte, uygulanmasi uzun zaman
almaktadir. Sonuglarin gilivenilirligi, kesim enziminin aktivitesi ile ilgili yeterli
kalite kontrollerinin yapilmis olmasini gerektirmektedir. Ayn1 zamanda, bu
yontem i¢in hedef bolgede 6zglin mutasyonlarin belirlenmesini saglayacak uygun
kesim enzimlerinin bulunmasi gerekmektedir. Birkag varyanti farkli miktarlarda
iceren karigik dizilerin, bu yontemle belirlenmesi genellikle karmagsik olup,
azinlikta kalan varyantlarin belirlenmesinde duyarliliginin  diisiik  oldugu

belirtilmistir.

3. 8. 6. 4. Restriksyon endoniikleazlar

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri, kisa DNA dizilerini spesifik olarak
taniyarak, bu dizilimler icindeki bdlgelerden veya bu dizilimlere yakin
bolgelerden DNA’y1 kesen yapilar olarak tanimlanmaktadir. Restriksiyon
endoniikleazlar ¢ift zincirli DNA’daki i¢ fosfat baglarimi rastgele kiran
endoniikleazlardan (DNaz, fosfodiesteraz) farkli olarak 4, 6 ve 8 niikleotidden
olusan ve c¢ogunlukla genomda iki yoOnlii simetri olusturan palindromik
bolgelerdeki (tersten ve diizden okunusu karsilikli her iki iplikte de ayni1 olan) baz
dizilerini taniyip, kesen endoniikleaz yapisi icermektedirler (66). Gliniimiizde
400’e yakin farkli bakteri genomundan elde edilen ve DNA dizilimini tantyan
yaklagik 4000’den fazla restriksiyon enzimlerinin varhigindan s6z edilmektedir
(67, 68, 69). Restriksiyon enzimlerinin ¢ok biiylik bir kismi1 prokaryotlardan, ¢ok
az bir kism1 da 6karyotlardan izole edilmistir. Restriksiyon enzimlerine ait genler

kromozom veya plazmid DNA’s1 ilizerinde modifikasyon genleri ile beraber
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bulunmaktadirlar (67). Bu iki genin yakin bulunmasi nedeniyle olusan sistem
restriksiyon ve modifikasyon sistemi olarak adlandirilmaktadir (66, 70, 71).

3. 8. 6. 5. Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kullanildig: yerler

Rekombinat DNA teknolojisi 1970°li yillardan sonra restriksiyon
endoniikleaz kullannomina bagli olarak hizla gelismeye baslamis ve 0Ozellikle
klonlama calismalar1 yapan arastirma laboratuarlarinda siklikla kullanilmistir. Bu
gelisme ile segilen genin ¢ogaltilmasi, genin kodladigi proteinin {iretilmesi, DNA
dizisinin belirlenmesini miimkiin hale getirmistir. Ayrica c¢esitli organizma
DNA’larinin 6zel restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmesi sonucunda, tiirlere
ve hatta bazen suslara 6zgii farkli uzunluklarda DNA parcalar1 olusmast ile
karakterize DNA modelleri elde edilmistir. Bu amagla restriksiyon enzim
analizleri kullanilarak yapilan birden fazla tiplendirme metodu bulunmaktadir.
Bunlar, Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Pulsed field Gel
Electrophoresis (PFGE), Random amplified polymorphic DNA (RAPD) gibi
yontemler olup rutin kullanimda hizlica yerlerini almislardir. RFLP yonteminin
tim DNA zinciri hedef alinarak kullanilmasinin yaninda, bir DNA dizisi hedef
alinarak, PCR yontemiyle ¢ogaltilip restriksiyon enzimleri ile keserek daha keskin
rezolusyonlu bantlar elde etmek miimkiin olabilmektedir. Ozellikle tiir diizeyinde
tan1 koyabilmek amaciyla bu yontem ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Sonug
olarak restriksiyon endoniikleazlar popiilasyon polimorfizminin analizinde, DNA
haritalarinin ¢ikartilmast ve DNA molekiiliiniin yeniden diizenlenmesinde,
problarin hazirlanmasinda ve mutant organizmalarin meydana getirilmesinde

kullanilmaktadir (67, 72, 73, 74, 75).
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3. 8. 6. 6. PVCS gen bolgesinin kullamilmasiyla Plasmodium vivax

genotiplemesi

Molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda, Plasmodium vivax’in 4 polimorfik
geni: Bir gametosit antijenini kodlayan Pvgaml geni, circumsporozoite proteini
kodlayan Pvcs geni, 1 ve 3 alfa merozoit yiizey proteinlerini kodlayan Pvmsp1 ve

Pvmsp3a genleri P. vivax’in genotiplemesinde bagimsiz olarak kullanilmaktadir.

3. 9. Korunma

Hastalarin tedavisi yaninda saglam sahislari korumak da 6nemlidir. Bunun

icin bulagsmay1 ve hastalig1 6nlemek gerekir.

Sitma ile miicadelede alinacak dnlemler sunlardir:

1. Kitlesel taramalar yapilarak sitmalilar saptanmali, sitmanin kulucka
donemi arastirilmali, hastalarin ¢evresi ile ilgili tiim bilgiler kaydedilerek
tedavisi yapilmalidir.

2. Halkin egitimine 6nem verilmeli, hastalar hi¢ olmazsa doktor
kontroliinden gecirilmeli ve ilaglamada is birligi saglanmalidir.

3. Gecekondulagsma onlenmelidir.

4. Sivrisineklerin erigkinleri ile miicadele edilmeli;

a. Insektisitlerle (D.D.T., Malation., temephos. fenitritation ve propoxur)
yapilmalidir. Sivrisineklerin insektisitlere diren¢ kazanmalar1 durumunda ilag
degistirilmelidir.

b. Sahsi korunma (Cibinlik, pencerelere tel ve sinek kagirici ilaglarla)

saglanmalidir.

5. Larvalarla miicadele edilmeli;
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Tamsal Yaklasim

Sekil 16 . Tanisal algoritma (25)
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a. Sivrisinek tlreme yerleri saptanmali (Kuyular, foseptik ¢ukurlar,

havuzlar, su birikintileri, durgun su kanal ve kanaletleri),

b. Cevre diizenlemesi yapilmali

6. Tirkiye’de sitma savasinda elde edilen basarilarin olmasina ragmen,

giinlimiizde hala sitma olgularmin goriilmesi, bazi1 bolgelerin endemik olmasi,

zaman zaman sitma olgularinin azalip ¢ogalmasi nedenleriyle, sitma miicadelesine

ayrilan personelin ve biitcenin ayn1 oranda korunmasi ve devam ettirilmesi

gerekmektedir.
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7. Sitma savasinda, Saglik Bakanligi, {iniversiteler, yerel yonetimler ve Milli

Egitim Bakanlig1 gibi diger kurumlar ile isbirligi saglanmalidir.

3.10. Amacg

Sitma, diinyada ve Tiirkiye’de dnemli bir halk sagligi sorunudur. Niifus
hareketleri, kiiresellesmeye bagli saglik sistemlerinde yapilan degisiklikler,
savaslar, i¢c ve dis gocler nedeniyle sitma parazitini tasiyan insanlarin hastaligi
diger bolgelere tasimalari, vektdor olan Anofel tiirii sivrisineklerin sulama
projeleriyle ¢ogalma alanlarinin artmasi ve insektisitlere direng gibi nedenlerle
sitmanin onemini korumasi ve goriilme sikliginin artmasi beklenmektedir (6).

Tiirkiye’de, ikinci Diinya Savasi sonrasinda (1950-1975) Sitma Savas
Programinin etkili bir bi¢imde yiiriitiilmesi sonucu kontrol altina alinan sitma,
saglik sisteminin degismesi, sitma personelinin diger alanlara kaydirilarak Sitma
Savas Orgiitii’niin dagitilmasi, hizmet ic¢i egitimlerin yapilmamasi, saghk
personelinin ders programlarinda yeterli yer ayrilmamasina bagli sitmaya olan ilgi
ve bilgisinin eksilmesi, halkin sitmayr unutmaya baslamis olmasi, sivrisineklerin
diren¢ kazanmasi, sulu tarima gegis gibi nedenlerle sitma olgular1 tekrar artmaya
baslamis ve lilke diizeyinde epidemiler gdzlenmistir. Bu degisimler sonucu olarak
1977 yilinda, sitma olgusu sayis1 115.512’ye ulasmistir. 1994 yilinda 84.345°e
ulasan olgu sayisiyla ikinci biiyiik epidemi Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde
meydana gelmistir (12). Siirveyans bilgiler1 degerlendirildiginde sitma
insidansinin son on yilda distiigi goriilmektedir. Diisiisiin temel nedeninin
2005’te onaylanan Tagkent Deklarasyonuna gore giiclii siyasi kararlilik

gosterilerek sitma kontrol calismalarinin yogunlagsmasidir (17).
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Tiirkiye’de, sitma savasinda elde edilen basarilarin olmasina ragmen,
giinlimiizde hala sitma olgularinin gériilmesi, baz1 bolgelerin 6zellikle Giineydogu
Anadolu Bolgesi’nin endemik olmasi, zaman zaman sitma olgularinin azalip
cogalmasi nedenleriyle, sitma miicadelesinin siirekliliginin saglanmas1 gerekir.

Sitma kontroliiniin ilk adim1 erken tani ve tedavidir. Bu nedenle olgunun
bir saglik merkezine basvurmasi ve hizli bir sekilde tanisinin konulmasi
gereklidir. Ayrica erken, hizli tam1 ve etkili tedavi, sitma morbiditesi ve
mortalitesini azaltmada anahtar rol oynamaktadir. GAP nedeniyle sulu tarim sehri
haline gelen ve iklim degisikliginin yasandigi Sanlurfa’ya gocer tarim isgisi
gelmesinin yani sira, bolgeden Tiirkiye’nin ¢esitli illerine tarim is¢isi gitmektedir.
Komsu iilkelerde de sitma olgular1 goriilmektedir. Bu da sitma transmisyonuna
zemin hazirlamaktadir. Bu nedenle, sitmanin endemik oldugu Sanlwurfa’da
sitmanin erken, hizli ve dogru tanis1 bir zorunluluktur. Sitmanin tanisinda altin
standart olarak kabul edilen mikroskobik tami, tiirlerin tamimlanmasinda, miks
enfeksiyonlarin saptanmasinda, parazit miktarinin diisiik oldugu durumlarda, anti-
malaryal ila¢ direncin saptanmasinda yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle pek ¢ok
arastirma laboratuar1 sitma tanisinda alternatif yontem olarak molekiiler tani

yontemlerini kullanmaktadir (1).

Ayn1 Plasmodium tiirlerinin farkli alt tiplerinin, enfeksiyon klinigi,
rekrudesens Ozelligi, immiinolojik ¢apraz reaksiyon, ila¢ direnci ve g¢esitli
vektorlerle bulasma Ozellikleri gibi faktorlerle degistigi bilinmektedir. Sitma
parazit popiilasyonunun yogunlugu ile immiinolojik, patolojik ve epidemiyolojik
faktorler arasindaki iliskinin 1yl anlagilmasi gerekmektedir. Bu amagla

Plasmodium tiirlerinin alt tiplerinin arastirilmasi amaciyla molekiiler yontemler
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kullanilarak (PCR, PCR-RFLP, DNA sekans analizi vs) genotiplendirme

caligmalar1 yapilmaktadir.

Metodolojik tipteki bu epidemiyolojik arastirmada, sitma tanisinda altin
standart olarak kabul edilen mikroskobik taniya gore nested (iki basamakli i¢ ige)
PCR yonteminin validitesinin (gegerliginin) ve giivenilirliginin belirlenmesi,
nested PCR ile sitma tespiti ve Plasmodium tiirlerinin tanimlanmasi ve P. vivax alt
tiirlerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu nedenle, Sanliurfa’da sitmanin endemik
oldugu ve sitma olgularinin saptandigi ilgelerde, Plasmodium pozitifligi
aragtirtlmistir. Plasmodium tespiti, Plasmodium tiir tayini ve Plasmodium vivax alt
tiir tayini i¢in Snounou ve arkadaglarinin (63) gelistirdigi primerler kullanilarak
nested PCR yapilmustir. Yine bu ¢aligmada, P. vivax’in genotiplendirilmesi i¢in en
yaygin kullanilan gen bolgesi olarak circumsporozoite protein (CSP)

kullanilmistir.

Bu calismanin diisiik parazitemili sitma olgularinin tanisinda, miks
enfeksiyonlarin  saptanmasinda, Plasmodium vivax’a karsi yapilan as1
calismalarinda, ila¢ direnci ile ilgili c¢aligmalarda, in vivo ilag etkinligi

caligmalarinda yararli olacagi diistiniilmektedir.
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4. GEREC VE YONTEM
4. 1. Calisma izni ve proje fonu

Bu doktora tez ¢alismasi Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Insanlar Uzerinde
Yapilacak Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 22.09.2011 tarih, 13 numarah
oturum ve 13 sayili karar ile etik olarak uygun goriilmiis ve onaylanmistir.
Doktora tez calismast Firat Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri
Koordinasyon Birimi’ne (FUBAP) sunulmustur. 20.12.2011 tarihinde FUBAP
tarafindan TF.11.76 numarali proje olarak kabul edilmis ve desteklenmistir.

Calisma, Sanlhurfa Valiligi i1 Saghk Miidiirliigii'niin resmi onay, izin ve

bilgisi dahilinde gergeklestirilmistir.
4. 2. Orneklerin toplanmasi

Sanliurfa’nin sitma goriilen ilgelerinde (Harran, Siverek ve Akgakale)
tarimla ugrasan, mevsimlik is¢i olarak calisan ve sitma siipheli 100 bireye
ulasilmast hedeflenirken 153 bireye ulagilmistir. Bireylere calisma hakkinda bilgi
verilmis ve aydinlatilmis onam formu imzalatilmistir. Bu bireylerin rizalar
alarak parmak ucu (100-200ul) kan ve 5ml’lik EDTA’ln Hemogram tiipiine
vendz kan almarak -20°C’de saklanmistir. Alinan parmak ucu kan Whatman 3M
filtre kagitlarma (Whatman, Piscataway, NJ) emdirilmistir ve havada
kurutulmustur. Whatman 3M filtre kagitlar1 plastik kaplar igerisinde oda 1sisinda
saklanmistir. Ayrica kalin damla ve ince yayma preparatlar1 hazirlanmistir.
Calismaya katilan bireylerin yas, cinsiyet, egitim diizeyi, ge¢miste sitma
hikayesinin olup olmadigi, dnceden sitma tedavisi goriip gormedigi, ailesinde

sitma Oykiisii olup olmadigi, yurt disina seyahat Oykiisiiniin olup olmadig,
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mevsimlik tarim iscisi olup olmadigi, kronik hastaliklarinin olup olmadig:
evlerine yakin akarsu ve kanalizasyonun gecip gecmedigi gibi sorular1 igeren

anket uygulanmistir.

4. 3. Kalin damla ve ince yayma kan preparasyonu
Kullanilan malzemeler ve yontemin uygulanisi asagida verilmistir:
4. 3. 1. Gerecler
* Lam
* Lanset
* Isik Mikroskobu (Olympus BX51, Japonya)
* Mezur
4. 3. 2. Reaktifler
* Giemsa Soliisyonu (MERCK, Almanya)
» Distile Su
* Metil Alkol
+ Immersiyon Yag
4. 3. 3. Kalin damla kan preparasyonu
1. Hastanin parmak ucu alkollii pamuk ile temizlendikten ve lanset ile delindikten
sonra ilk bir damla kan silinmistir. Sonraki bir damla kan temiz bir lama temas
ettirilerek alinmustir.
2. Alinan kan damlast baska bir lamin kenari ile dairesel hareketler yapilarak
yaklasik 2 cm ¢apinda yuvarlak bir alana yayilmistir.

3. Preparat havada kurutulmustur, tespit edilmemistir.
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4. Mezura konulan 10 ml distile su iizerine, her 1 ml distile su i¢in 1 damla
oranina gore 10 damla ticari Giemsa boyasi ilave edilmistir. Mezur, dairesel
hareketler yapilarak hafifce karistirtlmistir.
5. Hazirlanan Giemsa boyasi preparat lizerine dokiiliip ve 20 dakika siireyle
beklenmistir.
6. Lam tizerindeki boya dokiilmiis, lam musluk suyu ile yikandiktan sonra havada
Kurutulmustur.
7. Kuruyan lam {izerine immersiyon yag1 damlatilarak x100’liik objektif ile 151k
mikroskobunda incelenmistir.
8. Inceleme yaparken en az 200 sahaya bakilmustir.

4.3. 4. Ince yayma kan preparasyonu
1. Hastanin parmak ucu alkolli pamuk ile temizlendikten sonra lanset ile
delinmistir, temiz bir lama temas ettirilerek lamin kenarindan 1 cm mesafede orta
bir noktaya bir damla kan alinmistir.
2. Lam sol elin bas ve isaret parmaklari arasinda kan damlasi isaret parmaginin
bulundugu tarafta olacak sekilde tutulmustur.
3. Sag elin bag ve isaret parmaklari arasina alinan bir lam, kan damlasinin 6n
kismina isaret parmagina bakan 45°’lik bir a¢1 yapacak sekilde temas ettirilmistir.
4. Kanin lamin iki kosesine yayilmasi i¢in kisa bir siire beklenmis ve ag1
korunarak sol tarafa dogru stirtilmistiir.
5. Preparat havada kurutulmustur.
6. Preparatin iizerine metil alkol dokiilmiistiir ve 2—3 dakika beklenerek tespit

edilmistir.
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7. Mezura 10 ml distile su konularak, tizerine (her 1 ml distile su i¢in 1 damla
oranina gore) 10 damla ticari Giemsa boyasi ilave edilmistir. Mezur, dairesel
hareketler yapilarak hafifce karistirtlmistir.
8. Hazirlanan Giemsa boyasi preparat lizerine dokiilmiistiir ve 20 dakika stireyle
beklenmistir.
9. Lam iizerindeki boya dokiilmiistiir, lam musluk suyu ile yikanmis ve havada
kurutulmustur.
10. Kuruyan lam tizerine immersiyon yagi1 damlatilarak x100°1iik objektif ile 151k
mikroskobunda incelenmistir.
11. inceleme yaparken en az 200 saha incelenmistir.

4. 3. 5. Parazitolojik degerlendirme

Parazitemi diizeyi (Aseksiiel parazit sayisi/u kan), kalin ve ince yayma
preparatlar incelenerek asagidaki formiil uygulanarak hesaplanmigtir.

Parazit/ul= Parazit sayisi/Sayilan Lokosit sayist x 8000

Her bir kalin damla preparat i¢cin 200 lokositin sayildig1 tiim mikroskop
alaninda parazit goriilmedi ise 6rnek negatif olarak kabul edilmistir. 200 16kositlik
alan tarandiginda her pl kanda sayilan parazit sayisi 40 katsayisi ile carpilarak
parazitemi diizeyi saptanmistir

4. 4. Kan emdirilmis filtre kagidindan DNA ekstraksiyonu

Kan emdirilmis filtre kagitlarindan iiretici firmanin talimatlarina gére mini
kit DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilmistir.

DNA mini blood kit

Baslamadan 6nce;
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» Su banyosu veya 1s1 blogu 85°C, 56°C ve 70°C’ye ayarlanmistir.

» Eliisyon islemi i¢in Buffer AE oda sicakligina getirilmistir.

» Buffer AW1 ve buffer AW2 protokole gore hazirlanmistir.

» Buffer AL ve Buffer ATL i¢inde kristallenme varsa 56°C derecede
inkiibe edilmistir.

NOT: Tiim santrifiij basamaklar1 oda sicakliginda yapilir.

1. 3 mm’lik 3 parca filtre kagitlar1 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
(ependorf) birakilmistir. Ornek iizerine 180 pl Buffer ATL eklenmistir.
85°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Tiip kapaklarnin i¢ tarafindaki
damlalar tiipiin i¢ine almak i¢in kisaca santrifiij edilmistir.

2. 20 pl Proteinase K eklenmis, iyice vortekslendikten sonra 56°C’de 1 saat
kadar inkiibe edilmistir. Tlip kapaklarinin i¢ tarafindaki damlalari tiipiin
icine almak i¢in kisaca santrifiij edilmistir.

NOT: Proteinaz K’nin eklenmesi 6nemlidir.

3. Ornek iizerine 200 pl Buffer AL eklenmistir. 15 saniye vortekslenmis ve
10 dakika 70°C derecede inkiibe edilmistir. Etkili lizisin saglanmasindan
emin olmak i¢in Ornekle Buffer AL’nin aninda ve iyice karistirilmasi
gerekir.

5. Tip kapaklarinin i¢ tarafindaki damlalar1 tiipiin i¢ine almak icin kisaca
santrifiij edilmistir. 200ul ethanol (%96-100) eklenmistir. 10 saniye
vortekslendikten sonra kisaca santrifiij edilmistir.

6. Tiiplerin i¢indeki karisim mini spin kolona aktarilmistir. Tiiplerin kapagi

kapandiktan sonra 6000xg (8000 rpm) hizda 1 dakika santrifiij edilmistir.
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10.

Spin kolonun yerlestigi tiip atilmistir. Spin kolon temiz 2ml’lik toplama
(collection) tlipiine yerlestirilmistir.

Mini spin kolon dikkatlice agilmis ve tiiplerin igine 500ul Buffer AW1
eklenmistir. Tiiplerin kapagi kapandiktan sonra 6000xg (8000 rpm) hizda
1 dakika santrifiij edilmistir. Spin kolonun yerlestigi tiip atilmistir. Mini
spin kolon temiz 2ml’lik toplama (collection) tiipiine yerlestirilmistir.

Mini spin kolon dikkatlice ac¢ilmis ve kolon iizerine igine 500ul Buffer
AW?2 eklenmistir. Tiiplerin kapagini kapattiktan sonra 20,000xg (14,000
rpm) hizda 3 dakika santrifiij edilmistir. Spin kolonun yerlestigi tiip
atilmistir. QIAamp Mini spin kolon temiz 2ml’lik toplama (collection)
tiipiine yerlestirilmistir. 20,000xg (14,000 rpm) hizda 1 dakika santrifiij
edilmistir. Spin kolonun yerlestigi tiip atilmistir. Mini spin kolon 1.5
ml’lik ependorf tiiplere yerlestirilmistir.

Mini spin kolon dikkatlice acilmis ve 150ul Buffer AE kolonun tam
ortasina gelecek sekilde aktarilmistir. Kolonun kapag kapatilmis ve 1
dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 6000xg (8000 rpm) hizda 1
dakika kadar santrifiij edilmistir.

Spin kolon atilmistir. Elde edilen DNA {iriinii caligilana kadar 4°C’de,

calisildiktan sonra ise -80°C’de saklanmustir.
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4. 5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) hazirhik asamasi

4. 5. 1. Kullanilan araclar

ADI/MODELI

Memmert Schutzart DIN 40050-IP
20

Niive Benmari Type NB9 (80°C)
Thermo Block TDB-120 (Biosan)

Sanyo CFC FREE -80°C derin
dondurucu

Siemens No  Frost (-20°C

buzdolab1)

Yellow line TTS2 (vorteks)

Galaxy 16 DHVWR

(mikrosantrifiij)

Gene Amp PCR System 97000 (PE
Applied Biosystems)

Thermo EC 250-90 (Elektroforez
cthazi)

Owl Almodel Elektoforez tanki
Vilber Lourmat (V027378) (UV)
Syngene Bio Imaging

Bilgisayar

Olympus CH30 mikroskop

Mikrodalga Firin (Argelik)
Elektronik hassas terazi

pH metre

Otomatik pipet (0.5-20-50 pl)
Beherler
Ependorf tiipleri

Muhtelif uglar (10’luk,
200’lLik, 1000°1ik)

100°1iik,

CALISMADA KULLANIM AMACI
70°C’de Inkiibasyon

56°C°de inkiibasyon
85°C’de inkiibasyon

Uriinlerin ve reaktiflerin saklanmasi

Reaktiflerin -20°C’de saklanmasi, +4°C’de
reaktiflerin ve kullanoma hazir PCR
urunlerinin saklanmasi

Ekstraksiyon ve PCR amplifikasyonu
sirasinda elde edilen {irtinlerin karigtirilarak
homojen hale gelmesi

DNA ekstraksiyonu sirasinda santrifiij etme
PCR amplifikasyonu
Elektroforez

Elektroforez yiirlitme

Ultraviyole transluminator
Ultraviyole transluminator
Gorlintiilerin bilgisayra aktarilmasi

Ince yayma ve kalin damla preparatlarin
incelenmesi

Jelin eritilmesi
Kimyasallarin tartilmasi

Hazirlanan soliisyonlarinin Ph  dercesinin
Olclilmesi

Pipetleme
Olgme, soliisyon hazirlama

Saklama
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4.5. 2. Kullanilan reaktifler ve kimyasallar

ADI
TBE Buffer (10X stok)

TE Buffer

Taq PCR Core Kit

10X PCR Buffer (15mM MgCl,
icermektedir,

25 mM MgCl,

dNTP-Miks (Herbiri i¢in10 mM)
Taq DNA Polymerase (Sunits/pl)
Gelpilot DNA Loading Dye 5X
Gelpilot 100 bp Ladder100 Lanes
(6ul/lane)

Metaphor Agaroz (%2,
i¢inde hazirlanir.)
QIAmp DNA Blood Mini Kit
QIAmp DNA Mini Kit

0.02 Standart Primerler
Restriksiyon Endoniikleaz Alu 1
10U/ul

Restriksiyon Endoniikleaz Bst NI
(Mval) 10U/ul

BSA (Bovine Serum Albumin,
100X)

Tris Base (121.14g/mol)

EDTA (372.298 g/mol)

Boric acid (61.83g/mol)

MgCL, (203.3 g/mol)

1X TBE

Ethidium bromide (1 gr)
Su

Firma/Ulke/Cat. ve Lot. NO:

1 M Tris, 1 M boric acid, 50 mM EDTA.
pH yaklasik 8,3

10 mM Tris, pH 8,0 (Tris-base plus), 0.1
mM EDTA

(QIAGEN, Almanya, Cat. No. 201223)
(10X PCR Buffer, dNTP, 25 mM MgCl,,
Taq Polimeraz Enzimi 5U/ul)

(QIAGEN, Almanya, Lot N0:139284228)

(QIAGEN, Almanya, Lot N0:139286244)
(QIAGEN, Almanya, Lot N0:139286070)
(QIAGEN, Almanya, Lot No: 139283064)
(QIAGEN, Almanya, Cat. No. 239901)
(DNA  Molekiiler ~ Agirhk  Marker)
(Invitrogen, USA, Cat No: 15628-019)
Lonza, ABD, Cat No: 50180

(QIAGEN, Almanya, Cat. No. 51304)
(QIAGEN, Almanya, Cat. No. 51104)
(Invitrogen, ABD)

(Roche, Almanya, Cat.No. 10239275001)

(Roche, Almanya, Cat.N0.11288075001)
(Bio Labs New England) (Lot: 0051109)

Bioshop, Kanada, Lot No: 1J220
(Merck, Germany)
(Merck, Germany)
(Fisher  Scientific,
107996)

(Sigma, Aldrich, Cat. No. E8751)

Germany, Lot No:
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4. 5. 3. Kullanilan primerler (Invitrogen, ABD)

PLASMODIUM GENUS SPESIFiK PRIMERLER
Primer 1: rPLU I (5-TCA AAG ATT AAG CCA TGC AAG TGA-3")

Primer 2:  rPLUS (5’-CCT GTT GTT GCC TTAAAC TTC-3”)
Primer 3:  rPLU3 (5°-TTT TTA TAA GGA TAA CTA CGG AAA AGC TGT-3’)
Primer 4:  rPLU4 (5-TAC CCG TCA TAG CCA TGT TAG GCC AAT ACC-3’)

PLASMODIUM TURE SPESiFiK PRIMERLER
P. vivax’a spesifik primerler
Primer5: rVIV1 (5’-CGC TTC CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC-3’)

Primer 6:  rVIV2 (5’-ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAGTCCTTA-3?)

P. falciparum’a spesifik primerler
Primer 7. rFALI (5-TTAAACTGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT ATT-3’)

Primer 8: rFAL2 (5-ACA CAATGA ACT CAATCATGA CTACCC GTC-3")

P. malaria’ya spesifik primerler
Primer 9: rMALI1 (5’-ATA ACATAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC-3’)

Primer 10: rMAL2 (5’- AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAT TAT ACA AA-3’)

P. ovale’ye spesifik primerler

Primer 11: rOVAI1 (5>-ATC TCTTTT GCT ATT TTT TAG TAT TGG AGA-3’)
Primer 12: rOVA2 (5’-ATC TAAGAATTT CAC CTC TGA CAT CTG-3’)

PVCS GEN BOLGESINE GORE P.ViVAX PARAZITLERININ
GENOTIPLENDIRMESINDE KULLANILAN PRIMERLER
Primer 13: VCS-OF (5’-ATG TAG ATC TGT CCA AGG CCA TAA A-3’)

Primer 14: VCS-OR (5’-TAATTG AAT AAT GCT AGG ACT AAC AAT ATG-3”)

Primer 15: VCS-NF (5’-GCA GAA CCA AAA AAT CCA CGT GAA AAT AAG-
3%)
Primer 16: VCS-NR (5’-CCA ACG GTA GCT CTAACT TTATCT AGG TAT-3")
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4. 5. 4. Tamponlarin hazirlanmasi

4.5. 4. 1.Tris-Edta buffer (TE Buffer)
10 mM Tris, pH 8,0 (Tris-base plus Tris HCI),
0.1 mM EDTA
TE Buffer hazirlanmistir.
4.5. 4. 2. Tris-boric acid-edta buffer (TBE Buffer) (10x stok)

1 M Tris-base,

1M Boric acid,

50 mM EDTA

kullanilarak TBE Buffer hazirlanmistir.

4. 6. PCR amplifikasyonu

DNA ekstraksiyonundan sonra Plasmodium’un saptanmasi ve tiirlerine
ayrilmas1 Snounou ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen 18S rRNA gen bdlgesi
hedeflenen primerlerin kullanilmasiyla iki asamali nested PCR yontemi
kullanilarak yapilmistir (90). Nested 1 reaksiyonunda elde edilen DNA iiriinii
yaklagik 1.6-1.7 kb biiyiikliigiindedir. Cins ve tiir spesifik primerlerin 6zgilliigi
olduke¢a yiiksektir. Nested 2 reaksiyonundan elde edilen amplifikasyon tiriinleri
tan1 koydurucu biiyiikliktedirler. Biitin PCR amplifikasyonlarinda her bir
reaksiyon i¢in kullanilan karisim hacmi 20ul’dir. DNA hari¢ biitiin reaktifleri
igeren bir master miks hazirlanip reaksiyon tiiplerine 20’ser uL olacak sekilde

dagitilmistir.

70



PCR buffer, oligoniikleotid primerleri dondurucudan ¢ikarildiktan sonra oda
sicakliginda ¢oziilmiistiir. Uygun miktarda master mix tiipline birakilmastir.
Master miks tiipliniin iizerindeki etikete uygun reaktif hacimlerini
eklenmistir: sirasiyla su, PCR buffer, MgCl, konsantrasyonu ve
oligoniikleotid primerleri eklenmistir.

Sekil 17. Plasmodium ssrRNA genine ait farkli oligoniikleotid ¢iftlerinin
dizileri ve yaklasik pozisyonlarinin sematize edilmesi, kullanilan nested PCR

protokolu (65)

Plasmodium-spesifik =235 bp rPLU3 TTTTTATAAGGATAACT. ACGGAMAGCI'GT
TACCCGTCATAGCCATGTTAGGCCAATACC m

1617kb  rPLUITCAAAGATTAAGCCATGCAAGTGA |
ccrm'rcmocnwcnc L

| -"-*-

P. falciparum 206 bp e TFALL TTAAACTGGTTTGGGAA
ACACAArcMcrm“mm TACC

MALL ATMCAT

Plasmodium-spesifik

) 145
Pomalaria M3t T AATTCCCATGCAT,
Powle  226bp —— TOVAL ATCTCTTTTGCTA
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3- dNTP dondurucudan ¢ikarilip ¢oziilmiis ve vortekslendikten sonra uygun
miktarda master miks tiipiine eklenmistir. Her dNTP nihai konsantrasyonu
125 mM’dir.

4- Taq polimeraz dondurucudan ¢ikarilip uygun miktarda master miks tiipiine
eklenmis ve artan kismi hemen dondurucuya birakilmistir. Her 20uL’lik
reaksiyon i¢in toplam enzim miktar1 0.4 U’dur (2 U/100 uL).

5- PCR karisimi (master miks) tiipiindeki biitiin igerikler vortekslenmistir. Her
tiipe 20uL’lik master miks koyulmustur.

6- 20uL’lik master miks hacmine (PCR karisimi) 1 pL ekstrakte edilen
Plasmodium DNA’s1 eklenerek toplam 21 uL’lik hacimden olusan tiipler
Gene Amp PCR System 97000 (PE Applied Biosystems) cihazina
yiiklenmistir. Nested PCR amplifikasyon kurma asamalar1 Snounou ve ark.
yontemine gore uygulanmigtir.

4. 6. 1. Nested 1 PCR amplifikasyonu

Nested 1 amplifikasyonu,10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KClI, 250 nM
oligoniikleotid primerleri, 125uM doért ANTP’nin her biri i¢in, 0.4 unit Amplitaq
polimeraz igeren toplam 20 pl’lik hacimlerde gerceklestirilmistir. Nested 1 PCR
Reaksiyonunda Plasmodium genus spesifik primerler, rPLU 1 (5’-TCA AAG
ATT AAG CCA TGC AAG TGA-3’) ve rPLUS (5°-CCT GTT GTT GCC TTA
AAC TTC-3’) kullanilmigtir. Hazirlanan 20 pl’lik PCR  karigimina filtre
kagitlarindan ekstrakte edilen template DNA’dan 1 ul ilave edilmistir. Gene Amp
PCR System 97000 (PE Applied Biosystems) Thermal Cycle cihazina

yiiklenmistir.
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Tablo 4. Her bir hasta icin PCR karisiminin hazirlanmasi

Reaktifler Final Hacim (V) pl
Buffer (x) 4,0

Mg (mM) 1,6

dNTP (uM) 1,0

Oligo (nM) 4,0

Taq (U/ul) 0,2

Su 25

Toplam 40

1 Tiip Hacmi 20,0

Nested 1 PCR amplifikasyon reaksiyonu basamaklar: asagidaki gibi
uygulanmaistir:
1. Basamak: 95°C’de 5 dakika [lk (baslangig) denatiirasy(?
2. Basamak: 58°C’de 2 dakika Annealing (baglanma)

3. Basamak: 72°C’de 2 dakika Ekstansiyon (uzama) >‘25 Siklus

4. Basamak: 94°C’de 1 dakika Denatiirasyon

5. Basamak: 2. ve 4. basamaklarin tekrari
6. Basamak: 72°C’de 5 dakika son ekstansiyon

7. Basamak: Reaksiyon, 1sinin 4°C’ye disiiriilmesiyle tamamlanmustir.

4. 6. 2. Nested 2 PCR amplifikasyonu

Birinci nested PCR reaksiyon sonucu elde edilen iiriinden yani amplifiye
edilen DNA fragmanindan alman 1pl daha sonra ikinci Nested PCR
amplifikasyon reaksiyonlarini ayirt etmede template DNA olarak kullanilmistir.

Nested 2 PCR reaksiyonu i¢in PCR tiiplerindeki master mikse template DNA’nin
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eklenmesi kontaminasyonun onlenmesi i¢in ayri bir odada yapilmistir. Template
DNA’nin eklenmesi sonucu toplam 21 pl’lik hacimli PCR tiipleri i¢inde hava
kabarcigi kalmayacak sekilde Gene Amp PCR System 97000 (PE Applied
Biosystems) Thermal Cycle cihazina yiiklenmistir.

Nested 2 PCR amplifikasyon reaksiyonu basamaklari asagida belirtildigi
gibi uygulanmistir:
1. Basamak: 95°C’de 5 dakika [lk (baslangig) denatﬁrasy@
2. Basamak: 64°C’de 2 dakika Annealing (baglanma)

3. Basamak: 72°C’de 2 dakika Ekstansiyon (Uzama) >— 30 Siklus

4. Basamak: 94°C’de 1 dakika Denatiirasyon

5. Basamak: 2. ve 4. basamaklarin tekrari
6. Basamak: 72°C’de 5 dakika son ekstansiyon
7. Basamak: Reaksiyon 1sinin 4°C’ye diisliriilmesiyle tamamlanmigtir. Nested 2

PCR firiinii elde edilmistir.

4. 6. 3. Plasmodium genus spesifik nested PCR

Nested 1 PCR asamasinda 1 ul ekstrakte Plasmodium DNA, genus spesifik
primerler rPLU1 (5> TCAAAGATTAAGCCATGCAAGTGA-3’), rPLUS
(5> CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3’) kullanilarak amplifiye edilmistir.
Nested 1 PCR sonucu elde edilen 1 ul PCR DNA fiiriinii, nested 2 PCR
reaksiyonunda Plasmodium genus spesifik primerler, rPLU3 (5’-TTT TTA TAA
GGA TAA CTA CGG AAA AGC TGT-3’) ve rPLU4 (5°-TAC CCG TCA TAG
CCA TGT TAG GCC AAT ACC-3’) ile amplifiye edilmistir. Plasmodium

pozitifligi saptanmustir.
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4. 6. 4. Plasmodium tiire spesifik nested PCR

Nested 2 PCR reaksiyonlarinda, nested 1 PCR sonucu elde edilen DNA
tirtindi, P. vivax ‘a spesifik rVIV1 (5’-CGC TTC CTT AAT CCA CAT AAC TGA
TAC-3°), r'VIV2 (5°-ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC TTA-3’);
P. falciparum’a spesifik primerler rFAL1 (5°-TTA AAC TGG TTT GGG AAA
ACC AAA TAT ATT-3’), rFAL2 (5’-ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA
CTA CCC GTC-3%); P. malaria’ya spesifik primerler rMALL1 (5’-ATA ACA
TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC-3’), rMAL2 (5’- AAA ATT CCC
ATG CAT AAA AAT TAT ACA AA-3’); P. ovale’ye spesifik primerler rOVA1
(5-ATC TCT TTT GCT ATT TTT TAG TAT TGG AGA-3’), rOVA2 (5’-ATC
TAA GAATTT CAC CTC TGA CAT CTG-3’) kullanilarak amplifiye edilmistir.

Plasmodium pozitif 6rneklerin tiir tayini yapilmistir.
4. 6. 5. PCR iiriinlerinin analizi
4.6.5. 1. Elektroforez

1- Jelin Hazirlanmasi: Metaphor agaroz kullanilarak 1X TBE ile %2’lik jel
hazirlanmistir. Mikrodalga firinda eritilmistir. Eritilen jel oda sicakliginda
55°C’ye kadar sogutulduktan sonra uygun sekilde hazirlanmis elektroforez
kabina kalinlig1 3-5 mm olacak sekilde dokiilmiistiir (taraklar takili olacak
sekilde). Oda 1sisinda donmasi i¢in yarim saat beklenmistir. Daha sonra
tarak cikarilmis ve 1X TBE yiiklii elektroforez tankina jel yerlestirilmistir.

2- 6 pl loading dye ile 8 ul hasta PCR DNA iiriliniiyle iyice karistirildiktan
sonra elektroforez cihazindaki jel kuyucuklarina yiiklenmistir. PCR

tirtinlerinin yan1 sira kuyucuklardan birine DNA Molekiiler Agirlik Marker
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(Gelpilot 100 bp Ladder, Invitrogen, ABD), bir kuyucuga pozitif kontrol,
bir kuyucuga negatif kontrol yliklenmistir.

3- Elektroforez islemi 100 V’ta 2 saat stirmistiir.

4.6.5. 2. PCR iiriinlerinin etidium bromiirde boyanmasi

0.1-0.5ug/mL  1X TBE’de hazirlanmistir. Elektoforezde yiiriitiilen jel

hazirlanan lii soliisyonda 30 dakika boyanmustir.

4.6.5. 3. PCR iiriinlerinin ultraviyole goriintiilenmesi

PCR iiriinlerine ait bantlar UV 1s1k altinda Syngene Bio Imaging (In

Genius) goriintiileme sistemiyle bilgisayar ortamina aktarilmigtir.

4. 7. PVCS gen bolgesinin kullamlmasiyla Plasmodium vivax

genotiplemesi

Circumsporozoite proteini kodlayan Pvcs gen bolgesi kullanilarak Imwong
ve arkadaglarinin (76) tarif ettigi gibi P. vivax’mm polimorfik genotiplemesi

yapilmugtir.

Sekil 18. Pvcs gen bolgesinin sematize edilmesi (76)

Gen Primer Sekans

Pves VCS-OF ATGTAGATCTGTCCAAGGCCATAAA
VCS-OR TAATTGAATAATGCTAGGACTAACAATATG
VCS-NF GCAGAACCAAAAAATCCACGTGAAAATAAG
VCS-NR CCAACGGTAGCTCTAACTTTATCTAGGTAT
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4.7.1. PVCS gen bolgesi nested 1 PCR amplifikasyonu

P. vivax parazitlerinin genotiplendirilmesinde Pvcs gen bdolgesini
hedefleyen primerler, VCS-OF (5’-ATG TAG ATC TGT CCA AGG CCA TAA
A-3") ve VCS-OR (5’-TAA TTG AAT AAT GCT AGG ACT AAC AAT ATG-
3”) kullanilarak nested 1 PCR amplifikasyonu kurulmustur. Nested 1 PCR
amplifikasyonu,10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM KCI, 250nM oligoniikleotid
primerleri, 125uM dort ANTP’nin her biri i¢in, 0.4 unit Amplitaq polimeraz igeren
toplam 20 pl’lik hacimlerde gerceklestirilmistir. Hazirlanan 20 pl’lik karigim
hacmine filtre kagitlarindan ekstrakte edilen template DNA’dan 1 pl ilave
edilmistir. Gene Amp PCR System 97000 (PE Applied Biosystems) Thermal

Cycle cihazina yiliklenmistir.
4.7.1.1. Nested 1 amplifikasyonu reaksiyonlari ve dongii sayisi

1. Basamak: 95°C’de 5 dakika [k (baslangic) denatiirasyon\
2. Basamak: 58°C’de 2 dakika Annealing (baglanma)

3. Basamak: 72°C’de 2 dakika Ekstansiyon (uzama) >- 25 Siklus

4. Basamak: 94°C’de 1 dakika Denatiirasyon

5. Basamak: 2. ve 4. basamaklarin tekrari
6. Basamak: 72°C’de 5 dakika son ekstansiyon

7. Basamak: Reaksiyon, 1sinin 4°C’ye diisiiriilmesiyle tamamlanmustir.

4.7.2. PVCS gen bolgesi nested 2 PCR amplifikasyon reaksiyonu

Nested 2 PCR amplifikasyon reaksiyonu, 10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50

mM KCl, 250nM oligoniikleotid primerleri, 125uM doért ANTP’nin her biri i¢in,
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0.4 unit Amplitaq polimeraz igeren toplam 20 ul’lik hacimlerde
gerceklestirilmistir. Hazirlanan 20 pl’lik karisima nested 1 PCR sonucu elde
edilen PCR {iriinii template DNA’dan 1.5 pul alinarak eklenmistir ve Nested 2 PCR
amplifikasyonu yapilmistir. Nested 2 PCR’de, P. vivax parazitlerinin
genotiplendirilmesinde Pvcs gen bolgesini hedefleyen primerler, VCS-NF (5°-
GCA GAA CCA AAA AAT CCA CGT GAA AAT AAG-3’) ve VCS-NR (5°-

CCA ACG GTAGCT CTAACT TTATCT AGG TAT-3’) kullanilmstir.

4. 7. 2. 1. Nested 2 PCR amplifikasyon reaksiyonu basamaklar1 ve

dongii sayis1

1. Basamak: 95°C’de 5 dakika [lk (baslangig) denatiirasyon
2. Basamak: 62°C’de 2 dakika Annealing (baglanma)

3. Basamak: 72°C’de 2 dakika Ekstansiyon (uzama) >‘ 30 Siklus

4. Basamak: 94°C’de 1 dakika Denatiirasyon

5. Basamak: 2. ve 4. basamaklarin tekrari
6. Basamak: 72°C’de 5 dakika son ekstansiyon
7. Basamak: Reaksiyon 1sinin 4°C’ye diisiiriilmesiyle tamamlanmistir. Nested 2

PCR iiriinii elde edilmistir.

Nested 2 PCR sonucu elde edilen PCR iiriinleri, analiz vaktine kadar

+4°C’de saklanmustir.
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4.7.3. PVCS gen bolgesi amplifikasyon iiriinii analizi
4.7.3. 1. Elektroforez

PCR amplifikasyonunu takiben 8 pul DNA firiinii 6 ul loading dye ile ile
karistirildiktan sonra %1.8°lik agaroz jelde 100 V’ta 2 saat yiiriitiilmistiir.

Elektroforez TBE tamponda yapilmistir.
4.7.3. 2. PCRiiriinlerinin etidium bromiirde boyanmasi

0.1-0.5pug/mL etidium bromiir 1X TBE’de hazirlanmistir. Elektoforezde

yiiriitiilen jel hazirlanan etidium bromdirlii soliisyonda 30 dakika boyanmustir.
4.7.3. 3. PCR iiriinlerinin ultraviyole goriintiilenmesi

Nested 2 PCR iiriinlerine ait bantlar UV 151k altinda Syngene Bio Imaging

(In Genius) goriintiileme sistemiyle bilgisayar ortamina aktarilmistir.
4. 8. PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism)

PCR-RFLP analizi i¢in 10 pl Nested 2 PCR f{iriinii 10 pl restriksiyon kesim
enzimleri Alu I (Roche) ve Bst NI (Mva I) (Roche) ile toplam 20 ul olacak sekilde
hazirlanmistir. P. vivax’ta tekrarlanan iki gen bolgesini (VK210 ve VK247) ayirt
etmek i¢in nested 2 PCR iiriinleri, kesim enzimleri, Alul (Roche) ile 37°C’de 1
saat; Bst NI (Mva 1) (Roche) ile 60°C’de 1 saat iiretici firmann talimatlarina gore

inkiibe edilmistir. VK247 sekans1 herhangi Alu | bolgesi tasimaz, bunun yaninda

VK210 birgok Alu | bdlgesi barindirir.
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4. 8. 1. PCR-RFLP sonucu elde edilen iiriinlerin analizi

Elektroforezde Pvcs bolgesi icin 100bp DNA ladder molekiiler agirlik
belirteci (Invitrogen-ABD) kullanilmistir. Elektroforez edilen DNA fragmanlari
etidyum bromiirde 30 dakika boyandiktan sonra ultraviyole transilluminator ile
goriintiilenmistir.

4. 9. istatistiksel Analizler

Veri girisi ve analizlerde SPSS (11.5) istatistik programi kullanilmustir.
Tanimlayic1 istatistiklerden yiizde dagilimi, ortalama ve standart sapma
kullanilmuistir.

Sitma tanisinda altin standart olarak kabul edilen mikroskobik tani
yontemine gore Nested PCR analizinin sitma tanisinda validitesinin (gegerliginin)
ve gilivenirliginin belirlenmesi i¢in metodolojik tipte epidemiyolojik arastirma
yontemi kullanilmistir. PCR analizinin duyarlilik, 6zgilligii, pozitif prediktif

degeri (PPD), negatif prediktif degeri (NPD) hesaplanmistir.
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5. BULGULAR
5. 1. Ornekler

DSO, sitma savasina baslayabilmek igin, dncelikle kesin sitma tanisinin
konmasi ve sitmali hastalarin bulunmasini 6nermektedir. Bu nedenle, bu calisma,
2008-2011 yillarinda, Sanliurfa’nin sitma olgusu goriilen Harran, Siverek ve
Akcakale ilgelerinde yliriitiilmiistiir. Tarimla ugrasan, mevsimlik is¢i olarak
calisan ve sitma silipheli 153 bireye ¢alisma hakkinda bilgi verilmistir ve Ek 8.’

deki aydinlatilmis onam formu imzalatilmistir.

5. 2. Epidemiyolojik veriler

Calismaya dahil olan bireylerin yaslar1 1 ayla 77 yas arasi degismekle
beraber, yas ortalamalari 21.10£16.10 bulunmustur. Calisma grubunun

%350.4’linilin bayan, %49.6’sinin erkek bireylerin olusturdugu bulunmustur.

Hastalar ve epidemiyolojik kosullarinin analizi yapildiginda hepsinin tarim
is¢isi oldugu, pamuk ve g¢eltikle ugrastiklar1 goriilmiistiir. Sitma olgularinin
%61.54’linlin  Gistime, titreme, terleme ve bag agris1 gibi sitmaya 0zgi
semptomlara sahip oldugu, %23.07’sinin herhangi bir sikayetinin olmadigi ve
%15.39’unun ise halsizlik, yorgunluk ve bulanti-kusma gibi sikayetlerinin oldugu
belirlenmistir.

Calismaya katilanlara uygulanan anket sonucu, katilanlarin %38.2’sinin
daha oOnceden sitma gecirdigi ve klorokin ve primakinle tedavi olduklari,
%61.8’inin ise sitma yoniinden herhangi bir ila¢ kullanmadiklar1 anlagilmastir.

PCR ile saptanan 15 sitma olgusunun 6’smin (%40) herhangi bir sikayeti

olmadigi, 9’unun (%60) terleme, titreme, bas agrisi, halsizlik, yorgunluk ve
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sikayetleri oldugu gorilmiistiir. Olgularin hepsinde ates 38°C ve iizeri olarak

Olciilmiistiir.

Saptanan olgularin yas ortalamalar1 25.92+15.46, cinsiyet dagilimi 7 kiz

(%46.7), 8 erkek (%53.3) bulunmustur.
5. 3. Mikroskobi bulgular:

Calismaya katilan 153 bireyden alinan kalin damla preparatlar1 Giemsa ile
boyandiktan sonra mikroskobik olarak incelenmistir. Mikroskobik bakiya gore
calismaya katilan 153 bireyin 11’inde (%7.2) sitma saptanmisken 142’sinde
(%92.8) sitma saptanamamistir (Tablo 6). Plasmodium’larin kalin damla
preparattaki goriintiileri Sekil 19A-B, ince yayma preparattaki goriintiileri ise
Sekil 20 A-B’de goriilmektedir. Olgulardaki parazitemi diizeyleri 640 ile 9760

arasinda saptanmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Mikroskobik bakiya gére sitma olgularinin parazitemi diizeyleri

Sitma Olgularn ParazitemiDlzeyi
Parazit,/ul
1 6720
2 7360
3 8180
4 1760
5 9760
& 7680
7 5920
B 640
9 1280
10 1200
1 960
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Sekil 19 A-B. Kalin damla preparatlarda P. vivax formlari (Giemsa)
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Sekil 20 A-B. ince yayma preparatlarda P. vivax formlar: (Giemsa)
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5. 4. Nested PCR analizi bulgulari

5. 4. 1. Plasmodium genus spesifik primerlerle yapilan nested PCR

analizi bulgularn

Calismaya katilan 153 kisiden parmak ucu alinan kanlar filtre kagitlarina
emdirilmistir. Filtre kagitlarindan ekstrakte edilen DNA iiriinleri, Snounou ve ark.
nin gelistirdigi Plasmodium genus primerler kullanilarak iki asamali nested PCR
ile analiz edilmistir. Nested PCR sonucunda, calismaya katilanlarin 15’inde
(%9.8) (Sekil 21), sitma paraziti saptanmigken, 138’inde (%90.2) saptanamamigtir

(Tablo 6). Plasmodium cinse spesifik PCR fiiriinii bant uzunlugu 235 bp’dir.

Tablo 6. Mikroskobik baki ve PCR analiz sonug¢lari

TEST SONUC TOPLAM
NEGATIF POZITIiF
Say1 % Say1 % Say1 %
PCR 138 90.2 15 9.8 153 100
MIKROSKOPI 142 92.8 11 7.2 153 100

5. 4. 2. Plasmodium tiire spesifik nested PCR analizi bulgular:

Genus spesifik primerlerle Plasmodium pozitifligi saptanan 15 sitma
olgusunun hangi Plasmodium tiirii ile enfekte olduklarinin belirlenmesi amaciyla
tire spesifik primerler P. falciparum igin rFALI ve rFAL2, P. malaria i¢in
rMALI ve rMAL2, P. vivax i¢in rVIVI ve rVIV2, P. ovale igin rOVAI ve
rOVAZ2 kullanilarak nested PCR analizi yapilmistir. Her tiire ait spesifik PCR

irtinii uzunluklart farklilik gosterir. P. falciparum igin 206 bp, P. vivax i¢in 121
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bp, P. malaria i¢in 145 bp, P. ovale i¢in 226 bp’dir . Birinci amplifikasyon
riiniiyle karsilastirildiginda her fragmanin 1.6-1.7 kb oldugu go6zlenir (65).
Saptanan 15 Plasmodium’un 14’i P. vivax olarak saptanmistir (Sekil 22 A-B). Bir
ornek, genus spesifik primerle Plasmodium spp. olarak saptanmasina ragmen
ikinci yapilan tiire spesifik primerlerin kullanildigi nested PCR ile 4 Plasmodium
tirinden herhangi biri olarak tamimlanamamistir. S6ézkonusu bu Ornek

mikroskobik bakiyla P. vivax olarak tanimlanmistir.

Sekil 21. %2°lik agaroz jelde Plasmodium DNA’siin genus spesifik nested PCR
analizi (NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, M: Marker)

5. 4. 3. P. vivax Pvcs gen bolgesine spesifik nested PCR analizi bulgulari

P. vivax parazitlerinin genotiplendirilmesinde Pvcs gen bolgesini
hedefleyen primerler kullanilarak tespit edilen 14 P. vivax ' nested PCR analizi
yapilmistir. Bunlarin DNA orneklerinden P. vivax Pvcsp amplifiye edilmis ve

amplifiye edilen gen bolgesine PCR-RFLP analizi uygulanmistir, 6rneklerin 2’si
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(%14.3) VK210, 12’si (%85.7) VK247 olarak tanmimlanmistir (Sekil 23 B-C).
Orneklerin higbirinde karisik tipe rastlanilmamustir.

Sekil 22 A-B. %?2’lik agaroz jelde Plasmodium DNA’smin tiire spesifik

primerlerle nested PCR analizi (M: Marker)




Sekil 23. A. Pvcs gen bolgesinin sematik olarak gosterilmesi

B-C. %1.8’lik agaroz jelde Pvcsp gen bolgesi bazli P. vivax izolatlarinin PCR-
RFLP ile tiplendirilmesi (M: Marker, U: Herhangi bir enzimle kesilmemis, A: Alu
I ile kesilmis, Bst NI ile kesilmis.)

A I~

N
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5. 5. Istatistiksel bulgular

Nested PCR’nin altin standart olarak kabul edilen mikroskobik taniya gére
duyarliligt %100, ozgilligi %97.2, pozitif prediktif degeri %73.3, negatif

prediktif degeri %100 olarak bulunmustur.

Plasmodium pozitif olgularin yas ortalamalar1 25.92+15.46; cinsiyet
dagilmi 7 kiz (%46.7), 8 erkek (%53.3) olarak bulunmustur. Plasmodium
pozitifligi ile olgularin yaslar1 ve cinsiyetleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir iligki saptanmamustir (p>0.05).
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6. TARTISMA

Sitma, Plasmodium cinsi hiicre i¢i parazitler tarafindan olusturulan ve
bildirimi zorunlu bir enfeksiyon hastaligidir. Insanda sitmaya neden olan dort
Plasmodium tiirii (P. vivax, P. ovale, P. malaria ve P. falciparum) bilinmektedir.
Son yillarda besinci bir tiir olarak P. knowlesi’'nin insanlarda infeksiyona sebep
oldugu bildirilmistir. Bu parazitlerden P. vivax daha az tehlikeli fakat diinya
genelinde en yaygin tiirdiir. P. falciparum en agir seyirli ve en 6liimciil sitma
olgularindan sorumlu olup, Afrika’da yaygindir. P. malaria, P. ovale ve P.
knowlesi ise daha seyrek rastlanan tiirlerdir (7).

Sitma, glinlimiizde de uluslararasi seyahatlerin yayginlagsmasi ile hastaligin
endemik oldugu bolgelerden diger bdolgelere tasinabilmesi nedeniyle Onemini
koruyan bir enfeksiyondur (6). DSO 2010 sitma raporuna gére, 2010 yilinda 3.3
milyar insanin diinyada sitma riski altinda kaldig1 ve diinyada 216 milyon sitma
olgusunun oldugu tahmin edilmektedir. Ayni yi1l sitmanin neden oldugu 655.000
oliimiin %91’inin Afrika’da goriildiigii bildirilmistir. Bu dliimlerin %86’sin1 ise 5
yas alt1 ¢ocuklar olusturmaktadir (7).

DSO, sitmay1 énemli bulasici hastaliklar kapsaminda Tiiberkiiloz ve AIDS
ile birlikte ilk ticte degerlendirmektedir.

Kiiresel Sitma Eylem Planmi1 hedefleri ile tutarli olarak, 2009 itibariyle, 6
Avrupa Ulkesinde (Azerbaycan, Giircistan, Kirgizistan, Tacikistan, Tiirkiye ve
Ozbekistan) iilke ¢apinda pre-eliminasyon asamasindan eliminasyon asamasina
gecilmesi i¢in kontrol ¢alismalart devam etmektedir (7).

Sitma gegmiste oldugu gibi bugiin de Tiirkiye i¢in 6nemli bir halk sagligi

sorunudur. Tiirkiye’nin Asya ve Avrupa arasinda bir koprii gorevi iistlenmesi,
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komsu iilkelerde savas ve yetersiz kaynaklar nedeniyle enfeksiyon hastaliklarinin
kontroliiniin yetersiz kalmasi, yilda 50000 gé¢menin illegal yollarla Tirkiye’ye
girmesi gibi nedenlerle Tiirkiye’nin gelecekte Avrupa’da sitma enfeksiyonunu
tastyan kopri rolii iistlenmesi ka¢inilmazdir (10). Tiirkiye’de, 2005°te onaylanan
Taskent Deklarasyonuna gore gii¢lii siyasi kararlilik gosterilerek sitma kontrol
calismalar1 yogunlastirilmistir (17). Ulusal sitma eliminasyon stratejisi ve eylem
planlari, 2012°de bulasin kirilmasini, 2015°te hastaligin ortadan kaldirilmasini
amagc edinmistir (7).

Tiirkiye’de, sitma ile miicadelede elde edilen dnemli basarilarin yanisira,
giiniimiizde hala sitma olgular1 goriilmektedir. Ozellikle, Giineydogu Anadolu
Bolgesi’nin sitma endemik olmasi, zaman zaman sitma olgularinda gelgitlerin
yasanmasi nedeniyle, sitma miicadelesinin ayni kararlilikla devam ettirilmesi
gerekmektedir.

Tiirkiye’de sitma olgularinin ¢ogunlugu yerli ya da intikal olgu olarak
siniflandirilmaktadir. 2008 yilinda sitma olgularinin 49’u, 2009 yili sitma
olgularinin ise 46’s1 yurtdisi kaynaklidir. 2010 yilinda 78 yurt dis1 kaynakli 9 niiks
olgu tespit edilmistir. Yerli olgu sayis1 “0” (sifir) dir. 2011 yilinda, bir yerli yeni
olgu Sanlwrfa’nin Akgakale ilgesinde tespit edilmistir. 2010 yilinda Tiirkiye
genelinde 78 yeni olgu saptanmistir (78). 2010, iilkemizde son 50 yilin en az
sitma olgusunun tespit edildigi yildir.

Tiirkiye’deki yerli sitma olgularinin ana etmeni P. vivax olmakla birlikte
son yillarda yurt dis1 kaynakli P. falciparum’un neden oldugu sitma olgular1 da

siklikla goriilmektedir (7). Tiirkiye’de en sik sitma vektorliigli yapan anofeller,
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Anopheles sacharovi, Anopheles superpictus, Anopheles maculipennis, Anopheles
subalpinus’dir.

Sitma siiphesi acil bir durumdur ve kisi en kisa siirede bir saglik merkezine
bagvurmali ve hizli bir sekilde tanis1 konulmalidir. Erken, hizli tan1 ve etkili tedavi
sitma morbiditesi ve mortalitesini azaltmak i¢in anahtar rol oynar.

Halen sitma tanmisinda kalin damla ve ince yayma kan Orneklerinin
mikroskopla incelenmesi altin standart olarak kabul edilmektedir (54). Ancak
bazen, mikroskobist P. vivax ve P. ovale gibi morfolojik olarak birbirine benzeyen
tirleri ayirt etmede, ¢ok diisiikk parazitemili hastalarda, ilag tedavisi nedeniyle
morfolojisi bozulmus olgularda ya da 6rnegin yanlis saklandig1r durumlarda tanida
yeterli olmayabilir. Insanlardaki sitma enfeksiyonunu, parazitemi diizeyi %0.0005
veya 25 parazit/ul kan (her 8000 15kosit igin 2.5 parazit, 8x10° 1okosit ve 5x10°
eritrosit/ul kan oldugu kabul edildiginde) diizeylerinin altina diistiiglinde tespit
etme olasilig1 hizla azalmaktadir. Tibbi olarak 6nemi yoktur, ¢iinkii bu kadar
diisiik diizeylerde parazitemi olmasi durumunda klinik bulgularin olmasi ¢ok
nadirdir. Ancak dolasimda bulunan bu parazitin tespitinin epidemiyolojik ve
biyolojik 6nemi vardir (25, 65, 79). Boyle durumlarda dogrulayict molekiiler
testler kullanilarak Plasmodium tiirleri tespit edilebilir. Craig ve arkadaslar1 da
mikroskobinin sitma tanisinda altin standart olamayacagini, diisiik parazitemili
olgularda ve miks infeksiyonlarda paraziti saptayamadigini, mikroskobi
sonuglarinin yorumlanmasinda belirsizlik oldugunu ve preperasyon hazirlama
prosediirlerinde uyusmazlik oldugunu bildirmislerdir (80). Sitma konusunda
uzman olan kisiler, tek bir negatif mikroskobi sonucu ile sitma tanisinin ekarte

edilemeyecegini sdylemislerdir. Akut ates ve uygun hikayesi olan hastalarda,
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kalin damla ve ince yayma kan Orneklerini tekrar incelemeden sitma tanisinin
ekarte edilmemesi gerektigini bildirmislerdir (81). Hanscheid, orjinal kalin damla
metodunun duyarliliginin %80-90 oldugunu, kalin damlada Plasmodium’larin
saptanabilmesi i¢in bir pul’de en az 5-20 parazitin bulunmasi gerektigini, negatif
sonug rapor edilmeden 6nce en az 200 alanin incelenmesi gerektigini bildirmistir
(82).

Thai-Myanmar smirinda yapilan g¢alismalarda, hastalardan alinan kan
ornekleri 10 farkli laboratuarda mikroskobi ile incelenmis ve sonuglar
karsilastirilmistir. Calismada, laboratuarlar arasinda 6zgiilliikk oranlarinin %93,5
ile %98,3, duyarliligin ise %92,6 ile %96,6 arasinda degistigi bildirilmistir (83).

Plasmodium’larin tanisinda kalin damla ve ince yayma kan 6rneklerinin
mikroskobi ile incelenmesinin yani sira floresan boyama yontemi, QBC yontemi,
hizli tanisal testler ve molekiiler tan1 yontemleri gibi alternatif tan1 metodlar1 da
kullanilmaktadir (54, 81,).

P. falciparum’un genomik DNA’sin1 goriintilemek igin fosfat ile isaretli
problar kullanmiglar, P. falciparum genomik DNA’sinda birbiri ile siki sikiya
hibrize olmus iki DNA fragmanint pBR322 plazmid vektoriine klonlamislardir.
Daha sonra bu bolgelerden birini Hind III restriksiyon enzimi ile kesmis, ayni
vektor lizerinde klonlamislardir. Sonugta tekrarlayan 21 bp iinitelerinden olusan
bir fragman elde etmisler ve bu fragman1 P. falciparum’un saptanmasinda
hibridizasyon probu olarak kullanmislardir (60).

Plasmodium’larin tanist igin 18S rRNA gen bolgesini hedefleyen 6zel

primerler gelistirilmistir (61, 62).
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Daha sonraki ¢alismalarda Plasmodium’larin rRNA’larinin tiire spesifik
kiiciik ribozomal subiiniteleri iizerine yogunlasilmis ve elde edilen sonuglarin
duyarhiliginin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ribozomal RNA, hiicre icinde
bulunan diger DNA ve RNA’lardan daha yogun oldugundan elde edilen sonuglar
daha net ¢ikmistir, ancak stabilitesi daha az oldugundan baska suslarla capraz
reaksiyonlar ortaya ¢ikmistir. Bugiin i¢in dort ayr1 sitma susuna ait RNA problari
tespit edilmis olup, bunlarin RNA igerisinde c¢ok fazla sayidaki tekrarlari
nedeniyle yiiksek bir duyarlilia sahip olduklar1  gosterilmistir  (1).
Plasmodium’larin small-subiinit RNA genleri hem cins hem de tiire spesifik
sekanslar icermektedir. Kurutulmus kan Orneklerinden bu RNA ekstrakte
edildiginde ve buna yonelik dort tiire spesifik radyoizotopla isaretli problar
kullanildiginda 10-50 parazit varliginda bile Plasmodium’larin 4 tiiriiniin ayrimi
yapilabilmektedir (59).

Halen Plasmodium’larin molekiiler tanisinda konvansiyonel PCR’nin yani
sira nested PCR, seminested PCR, multiplex PCR ve Real-Time PCR basariyla
kullanilmaktadir (54, 63, 85, 86).

Snounou ve ark. , spesifik oligoniikleotit primerler kullanarak, kirsal
kesimden topladiklar1 kan Orneklerinden doért Plasmodium tiriinii PCR ile
tanimlamiglardir. 18S small-subiinit rRNA genlerinde bulunan, tiire ve cinse 6zgiil
kiiglik sekanslar amplifiye edilmistir. Bu teknigin Plasmodium tiirlerinin
saptanmasinda rutin mikroskobik tanidan daha dogru ve duyarli oldugunu,
PCR’nin Plasmodium karma enfeksiyonlart yiikksek bir oranda saptayabildigini
bildirmiglerdir. Bu yontemin epidemiyolojik verileri saglamada miikemmel

oldugunu bildirmislerdir (87).
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Niikleik asid teknolojisindeki gelismelere paralel olarak Plasmodium’larin
saptanmasinda DNA ve rRNA prob metodlarinda da ilerleme olmustur.
Baslangigta bu metodun kirsal kesimde kullanilmasinda diisiik duyarlilik oranlari
bulunmus ama 1990’dan beri birgok PCR metodu gelistirilerek PCR’nin
Plasmodium’larin tanisindaki duyarliligi arttirilmistir (88). Plasmodium’larin
tanisinda PCR, baslica rutin tan1 ve epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilmaktadir.
PCR, epidemiyolojik ¢alismalarda  mikroskobinin  kalite  kontroliiniin
degerlendirilmesinde miikemmel bir tekniktir (89). Bununla beraber sitmanin
onemli bir saglik problemi oldugu birgok iilkede PCR’nin tanida kullanilmasina
sicak bakilmamaktadir. Bu bolgelerdeki yiiksek bulas ve maddi problemler
PCR’nin tanisal bir metod olarak kullanilmasini sinirlamaktadir. Buna karsin
diisiik parazit yogunlugunun oldugu klinikle bire bir uyusmayan tablolarin, nadir
goriilen, hakkinda az sey bilinen tiirlerin tanisinda ve tedavisinde yararhidir.
Mikroskobi 5-20 parazit/ul degerlerini tespit edebilmektedir ve eger >100
parazit/ul’nin iizerinde parazit varsa hizli tamisal testlerin duyarliliinin da
%90’n1n iizerinde oldugu bildirilmistir. Buna karsi PCR yontemi <5 parazit/ul ve
muhtemelen 0.004 parazit/pl’i bile tespit edebilmektedir. Genel olarak PCR, sitma
stiphesi olup da kalin damlasi negatif olan olgularin saptanmasinda, tanimlanmis
tiirlerin dogrulanmasinda ve tedaviye direncin izlenmesinde kullanilmaktadir (81).

Miks enfeksiyonlarda ve diisiik parazitemi durumlarinda, molekiiler
teknikler, sitma parazitlerini saptayabilir ve tanimlayabilir (83).

Hanscheid, mikrolitrede 100°den fazla parazit varsa hizli tanisal testlerin

duyarliliginin %90°nin iizerine ¢iktigini, oysa PCR’nin mikrolitrede bes parazitin
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altindaki parazitemi degerlerinde bile pozitif sonu¢ verebildigini ifade etmistir
(81).

Coleman ve ark. , Bat1 Tayland’da yaptiklar1 aktif slirveyans calismasinda
laboratuar ve saha mikroskobisi sonuglarini karsilastirmislardir. Calismada saha
mikroskobisinde preparatlar 5-10 dakika siireyle x700 biyiitmelik 151k
mikroskobunda, laboratuarda ise 20 dakika siireyle x1000 biiyiitmelik 151k
mikroskobunda incelenmistir. pl’de 5000°den fazla parazit bulundugunda P. vivax
ve P. falciparum’u pozitif saptama oranlar1 laboratuar ve saha sartlarinda ayni
iken, pl’de 50 parazitin bulundugu parazitemili olgularda ise hem laboratuar hem
de saha mikroskobisinde hi¢ pozitif Ornek saptanamamistir. Calismada P.
falciparum icin saha mikroskobisinin 6zgilligi %99,3, duyarliligi %10, P.vivax
icin ise Ozgillik 9%99,2, duyarlibik 9%7,1 olarak bulunmus ve saha
mikroskobisinin 6zgiil ama duyarli bir yontem olmadig bildirilmistir (90).

Mikroskobi, PCR ile karsilastirildiginda, mikropkobik incelemede en sik
goriilen hatanin, ilk degerlendirmede tiirlerin yanlis tanimlanmasinda ortaya
ciktig bildirilmektedir. Burada yapilan en sik hata, P. falciparum’un yanliglikla P.
vivax olarak tanimlanmasidir. Bu hatanin saha c¢alismalarinda goérev yapan
gorevlilerin deneyimsiz olmasindan, kan yayma preparatlarinin hazirlanmasinda
kullanilan prosediirlerin farkliligi ve boyanin kalitesinden kaynaklandigina
inanilmaktadir. Bu durum, saha c¢aligmalarinda pozitif bulunan 6rneklerin tekrar
laboratuarlarda uzman mikroskobistler tarafindan degerlendirilmesi gerektigini
ortaya koymaktadir. Ama deneyimli mikroskobistler bile hala tiirlerin

tanimlanmasinda hatalar yapmakta ve mikst enfeksiyonlari atlamaktadirlar (91).
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Tablo 7. Sitma tanisinda 1s1k mikroskobisi ile PCR’nin karsilastirilmasi (82)

Metod Isike PCR
mikroskobisi

Duyariliiik +++ ‘ ++++
Uzman iktivaci +++ 4+
Ek ekipman +/++ ++++
Test siiresi Yavas Cok yvavas
Otomasyon Uygun degil + 4+
Ttir tanimlama +++ | + 4+ 4+
Tekrarlanabilirlik +—++ ++ 4+
Parazit sayisirnm +++ Yok
hesaplanmas: |
Fiyat/Test (US$) 0.03 >3

PCR icin kan ornekleri filtre kagitlarina emdirilmekte veya EDTA’l,
PBS’li, sitratli ve heparinli tiiplere alinmaktadir (87, 92, 93). PBS igeren
mikrosantrifiij tiiplerine kan alinarak yapilan ¢aligmalarda en sik goriilen problem,
bakteri ve funguslara bagli olarak gelisen kontaminasyondur. Bunu engellemek
icin tiiplere 10 tiinite/ml nistatin ve 25 pug/ml gentamisin ilave edilmektedir.
Ornekler yedi giin +4 °C’de saklanabilmektedir (94, 95, 96, 97). Heparinli tiiplere
toplanan kan orneklerinde yasanan en dnemli problem ise PCR’nin heparin ile
inhibe olmasidir (98). Filtre kdgidinin kullanildig1 ¢alismalarda genelde Whatman
3M kullanilmaktadir. Bunun baslica avantaji, kan 6rneklerinin oda 1sisinda uzun
siire saklanabilmesi ve plastik kaplar iginde rahatlikla bir yerden digerine
tasinabilmesidir (92, 97). Filtre kagitlarinda bulunan kurutulmus kan 6rneklerinin,
tropikal bolgelerde uzun stire kalsalar (12 ay) bile test sonuglarinin dogrulugunda
bir hataya neden olmadig1 ve ayni1 ornekte farkli gen bolgelerini arastirmakta da

kullanilabildigi bildirilmektedir (89).
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Bu tez calismasinda, PCR g¢alismasi i¢in parmak ucu kan Ornekleri
Whatman 3M filtre kagitlarina alinmistir ve oda sicakliginda saklanmistir. Filtre
kagitlarina alinan kanlarin depolanmasi i¢in diisiik 1s1ya ihtiya¢ duyulmamasi, bu
yontemle alinan kanin hemoliz olmamasi biiyiik bir avantajdir. Bu yontemin, ayni
zamanda hastane ve galisma laboratuarindan uzak kirsal bolgelerde ¢alisirken
kanin kolaylikla depolanmasina olanak sagladigi i¢in yararli oldugu sdylenebilir.
.Bazi1 hastalardan alinan kan ornekleri ise EDTA’l tiiplere alinmis ve -80°C’de
saklanmustir.

DNA ekstraksiyonu i¢in Chelex metodu, saponin lizis yontemi, hizl
kaynatma yontemi (rapid boiling) fenol-kloroform ekstraksiyon metodu gibi
yontemlerin yani sira Wizard TM Plus Minipres DNA saflagtirma sistemi, Isocode
STIX PCR Template Preperation Dipstick yontemi ve QIAamp DNA Blood Kit
gibi ticari ekstraksiyon kitleri de kullanilmaktadir (85, 99, 100, 101). Bu
calismada Filtre kagitlarindan DNA ekstraksiyonu igin QIAamp DNA Mini Kit
ve EDTA’l tiiplere alinan kan 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu icin ise QIAamp
DNA Blood Kit kullanilmistir.

Kain ve ark. yaptiklar1 bir saha ¢alismasinda P. vivax’i, PCR ile saptamaya
calismiglardir. Bu calismada kan oOrnekleri, Whatman 3M filtre kagitlarina
alinmis, Chelex—100 metodu ile ekstrakte edilmis ve circumsporozoit gen
bolgesini  hedefleyen primerler kullanilmistir.  Sonuglar mikroskobi ile
karsilastirildiginda mikroskobik olarak P. vivax olan 119 6rnegin 108 tanesi PCR
ile pozitif olarak bulunmustur (97). Sethabutr ve ark. yaptiklari benzer bir

calismada Chelex-100 metodunu kullanmiglardir. Calismada mikroskobik olarak
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P. falciparum olan 103 6rnegin 96 tanesini ve mikroskobik olarak negatif olan
155 6rnegin 10 tanesini PCR ile pozitif olarak bulunmustur (102).

Tham ve ark., genusa spesifik primerler ile tiir bazinda P. falciparum ve
P. vivax’in mitokondrial coxI genine spesifik primerleri kullanarak PCR
sonuglarin1 mikroskobi ile karsilagtirmislardir. Tham ve ark. bu yoOntemin
mikrolitrede 4 Plasmodium’u saptayabildigini, yontemin en biiyiik avantajlarindan
birinin, 6rnegin ¢ok az bir is giicli ile hazirlanabilmesi oldugunu, kan emdirilmis
filtre kagitlarinin oda sicakliinda 3 yil siireyle saklanabildigini farkl
Plasmodium tiirlerini ve miks enfeksiyonlari saptamada duyarliliginin yiiksek
oldugunu ve dezavantaj olarak yontemin ParaSight-F ve ICT Malaria Pf testlerine
oranla daha uzun zaman aldigini bildirmislerdir (103).

Kimura ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada, sitma hastalarindan alinan kan
orneklerini, mikrotiter plate hibridizasyon yontemi ile degerlendirmisler ve
sonuglart mikroskobi ile karsilastirmislardir. Her iki yontemin sonuglar1 birbirine
cok yakin ¢ikmistir. Bu calismada ayrica antimalaryal tedavi alan bazi hastalarda
PCR sonuglar1 ile parazit yogunlugu karsilastirilmis bunlarin arasinda bir
paralellik oldugu ve PCR’nin 10 parazit/pl parazit yogunlugunda pozitif sonug
verdigi gosterilmistir. Dort Plasmodium tiiriinde de yiiksek duyarlilik ve 6zgiillik
oranlar1 tespit edildiginden, PCR’nin sitmanin klinik olarak degerlendirilmesinde,
geleneksel mikroskobiye biiyiik 6l¢iide destek saglayacagi bildirilmistir (88).

Ozensoy ve ark. Plasmodium’larin taninmasi ve identifikasyonunda nested
PCR'nin etkinligini arastirmislardir. Calismada, Adana bdlgesinde 37 sitmali
kisinin kan ornekleri alinmis, kalin damla ve ince yayma kan preparatlarinin

yaninda kan ornekleri filtre kagitlarina emdirilmistir. Plasmodium genus spesifik
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primerlerle PCR uygulanmis, elde edilen tiriine P. vivax, P. falciparum, P.
malaria ve P. ovale'ye 6zgii primerlerle nested-PCR yapilmistir. Calismada
toplam 37 Ornekten 33 P. vivax olarak belirlenirken diger sitma tiirlerine
rastlanmamustir (104).

Singh ve ark. Malezya’da nested PCR kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada
hastane ve kirsal kesim Orneklerini incelemisler, sonuc¢lar1 mikroskobi ile
karsilagtirdiklarinda nested PCR’nin duyarhiliini %97.4 olarak bulmuslardir.
Yine aymi ¢alismada P. vivax ve P. falciparum’un mikst infeksiyonlarinin
saptanmasinda nested PCR’nin mikroskobiye oranla ¢ok daha hassas oldugu
bildirilmistir (89).

Khoo ve ark. P. falciparum’un 18S rRNA gen bolgesini hedefleyerek
nested PCR metodunu uygulamiglar ve sonuglart  mikroskobi ile
karsilastirmislardir. Bu ¢alismada nested PCR’nin hassasiyetinin %100 oldugu
bildirilmistir (85).

Zakeri ve ark. Iran’da yaptiklar1 calismalarinda, nested PCR kullanarak
18S rRNA gen bolgesini hedefleyerek P. falciparum ve P. vivax’1 saptadiklarini,
nested PCR’nin duyarliligimin mikroskobiye oranla daha yiiksek oldugunu,
ozellikle miks infeksiyonlarin saptanmasinda ve diisiik parazitemili hastalarin
tanisinda mikroskobiye oranla daha avantajli oldugunu bildirmislerdir (105).

Sitmanin incelenmesinde Giemsa boyamasiyla hazirlanan preparatlarin
mikroskobik incelemesiyle Nested PCR’nin karsilastirirmasi sonucu nested
PCR’nin duyarliligmmin ve sitma parazitlerini saptama yeteneginin daha fazla
oldugu bulunmustur (106). Aslan ve ark. yapmis olduklari ¢alismada nested

PCR’nin duyarliligi diisiik bulunmustur (107).

100



Bu tez calismasinda da, Snounou ve ark. nmin (87) gelistirdikleri
Plasmodium genus ve tiire spesifik, 18S small-subunit ribozomal RNA (ssrRNA)
gen bolgesini hedefleyen oligoniikleotidler kullanilarak nested PCR yapilmstir. P.
vivax’in genotiplemesinde en ¢ok kullanilan hedef bolge olan circumsporozoit gen
bolgesine 6zgl primerler kullanilarak ta nested PCR yapilmistir. Amplifiye edilen
gen bolgesine PCR-RFLP analizi uygulanarak P. vivax’in 6nemli varyantlarinin
(VK210 ve VK247) ayrimi yapilmistir. Mikroskobik taniyla calismaya
katilanlarin %7.2’sinde Plasmodium saptanmisken nested PCR ile %9.8’inde
Plasmodium saptanmuigtir. Mikroskobik bakiyla Plasmodium’un
saptanamamasinin nedeni Orneklerin parazitemi diizeylerinin diisiik olmasi
olabilir. Bu ¢alismanin sonuglari, Aslan’in sonuglarinin aksine diger ¢aligmalarin
sonuglariyla uyumludur. Nested PCR’nin mikroskobik taniya goére duyarlilig
%100, ozgilligli %97.2, pozitif prediktif degeri %73.3 olarak bulunmustur. Bu
calismada, Plasmodium genus spesifik primerlerle nested PCR uygulanmis, elde
edilen tiriine P. vivax, P. falciparum, P. malaria ve P. ovale'ye 6zgii primerlerle
nested-PCR yapilmistir. Plasmodium tiire 6zgii spesifik primerler kullanilarak
yapilan nested PCR sonucu Plasmodium saptanan 15 6rnekten 14’1 P.vivax olarak
tamimlanmistir. Bir ornek, genus spesifik primerle Plasmodium spp. olarak
saptanmasina ragmen ikinci yapilan tiire spesifik primerlerin kullanildig:1 nested
PCR ile 4 Plasmodium tiriinden herhangi biri olarak tanimlanamamustir.
Sozkonusu bu 6rnek mikroskobik bakiyla P. vivax olarak tanimlanmistir. Bu
ornegin PCR ile negatif c¢ikmasinin nedeni, lama yayillan kandan DNA
ekstraksiyonu yapilmasi olabilir ya da bu 6rnek, 4 Plasmodium tiiriinden baska bir

ture ait olabilir.
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Diinyada yapilan farkli PCR c¢alismalarinda, farkli gen bolgeleri
incelenmis ve bunlar mikroskobi ile karsilastirilmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar
Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Farkli hedef bolgelerinin karsilastirilmasi (59)

Duyarhilik Yanhs

Tammlanan | Duyarhilik ) ) . Yanhy pozitif|

Hedef gen {mikroskobi) negatif
tiir (PCR) % (PCR) %o
T (PCR) %

Tekrarlayan P.falciparum B8 60 7 21
21-bp iinite
Circumsporozoid | P falciparum o8 100 2 Veri yok
geni P.vivax
Circumsporozoid | Povivax 96 92 2 4
geni
PFIS5/RESA P falciparum 100 66 0 21
1858 rRNA P falciparum 23 77 5 6

Povivax

P.malaria

P.ovale
DHFR-TS P.falciparum 100 100 ] o
RESA: ring-infected ervthrocyte surfuce antigen
DHFR-TS, dihydrofolate reductase-thymidylate synthase

Kawamoto ve ark. Gliney Vietnam’da P. ovale’yi saptamak ic¢in 18S
rRNA gen bolgesini hedefleyerek yaptiklart ¢aligmalarinda 18S rRNA gen
bolgesinde ortaya c¢ikabilecek mutasyon ve delesyonlarin PCR sonuglarini
etkileyebilecegini bildirmiglerdir (94).

Koltas ve ark. benzer bir ¢alismayr Cukurova bolgesinde uygulamislar,
mikroskobi ile PCR’yi karsilagtirmislardir. Mikroskobik incelemede P. vivax
sitma tanis1 konan 50 ve sitma olmadigi saptanan 10 kisiden (kontrol grubu)
alinan kan o6rnekleri filtre kagidina emdirilmis ve toplanan 6rneklerden elde edilen
DNA, P. vivax circumsporozoit (CS) genomuna ait Pv5 ve Pv6 oligoniikleotid

primerleri ile amplifikasyon islemine tabi tutulmustur. Elde edilen {iriin %0.8'lik
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agaroz-jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra P. vivax CS genomunun Pv5 ve
Pv6 primerlerine ait 700 baz ¢iftlik DNA bantlar1 degerlendirilmistir. 50 pozitif
ornegin %40°1 PCR ile pozitif olarak tespit edilmistir (108).

Zeyrek ve ark.’lar1 Sanlurfa’da yaptiklari ¢alismada, P. vivax’in merozoite
surface protein-1’in 19-kd C-terminal bolgesine (PvMSP119) karsi olusan
antikorlar1 ELISA kullanarak arastirmiglardir. P. vivax ile meydana gelen 82 sitma
hastas1 arasinda seropozitifligin %85 oldugunu belirlemislerdir. IgM pozitifligi
%69.5, 1gG pozitifligi %53.6 ve IgA pozitifligi %7.3 olarak tespit edilmistir
(109).

Sitma agisindan PCR, baslica iki konuda biiyiik bir acigi kapatmistir.
Bunlar P. falciparum’un mutasyon nedeni ile gosterdigi ilag direnglerinin
belirlenmesi ve P. vivax’a karsi as1 ¢alismalarinda biiyiik umutlar baglanan
circumsporozoite proteinin farkli oldugu bazi varyant formlarin saptanmasidir
(110). PCR’nin diisiik parazit yiikii bulunan kronik ve siklikla asemptomatik olan
infeksiyonlarin tanisindaki 6nemli degeri ortadadir (89). Sitma parazitlerinin
saptanmasinda duyarli PCR uygulamasi sitma enfeksiyonu hakkindaki bilgileri
genisletir ve sitmanin kontrol ve tedavisinde uygulanan ilkelerde degisikligi
gerektirir.  Ornegin, mikst enfeksiyonlar, geleneksel tan1 yontemi olan
mikroskobiye gore PCR ile daha sik saptanir (63, 89). PCR bazli ¢alismalar
genetik cesitliligin tanimlanmasina olanak sagladigindan sitma epidemiyolojisi
icin daha fazla veri saglayacaktir. Sitma cinsine 6zgi rPLU3 ve RPLU4
primerlerinin kullanilmasiyla her 6rnekte 1-10 parazit genomu saptanabilir (65)

Ayn1 Plasmodium tiirlerinin farkli alt tiplerinin, enfeksiyon klinigi,

rekrudesens  Ozelligi, immiinolojik c¢apraz reaksiyon, ilag direnci ve g¢esitli
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vektorlerle bulasma Ozellikleri gibi faktorlerle degistigi bilinmektedir. Parazit
popiilasyonunun yogunlugu ile immiinolojik, patolojik ve epidemiyolojik faktorler
arasindaki iliskinin iyi anlasilmasi gerekmektedir. Bu amagla Plasmodium
tiirlerinin alt tiplerinin arastirilmasi amaciyla molekiiler yontemler kullanilarak
(PCR, PCR-RFLP, DNA sckans analizi vs) genotiplendirme ¢alismalar
yapilmaktadir.  Genotiplendirme i¢in  parazitin = farkli  gen  bolgeleri
kullanilmaktadir. En yaygin olarak CSP, MSP1-C terminal, EBA-175, MSP1,

MSP2, MSP3 ve GLURP gibi proteinler kullanilmaktadir (25, 111).

Contamin ve ark. PCR’nin sitma as1 ¢aligmalarinda arastirilan MSA-1,
MSA-2, CSP ve yiiksek polimorfik S antijeni gibi genlerin genetik farkliliklarini
arastirmada basart ile kullanildigint bildirmislerdir (112).

Cui ve ark. bugiin Plasmodium’larin as1 ¢alismalarinda denenen antijenler
arasinda CSP, MSP-1, AMA-1, Pvs25, Pvs28, TRAP ve DBP bulundugunu, bu
antijenlerin ¢cogunun polimorfik 6zellikte oldugunu ve insanlarda immun yanit
olusturduklarini, Bu polimorfik 6zellikteki antijenlerden yapilan asilarin gesitli
allelik varyasyonlar1 tagiyan parazitlere karsi daha etkili oldugunu bildirmislerdir
(113).

P. vivax, diinyanin tropikal ve subtropikal bolgelerinde endemiktir ve P.
vivax circumsporozoite proteini diinyanin her yerinde bulunmaktadir ve etkin
tanist ¢ok Onemlidir. P. vivax sitma ¢esitleri, ilag direncine ve kontrol
Olctimlerinin yetersiz kalmalarina neden olabilen vektor tercihi, semptomlarin

siddeti ve ilag tepkisi gibi farkli karekteristik 6zellikler gosterebilirler (114).

P. vivax’mn genotiplemesi i¢in en yaygin kullanilan gen bolgesi olarak

circumsporozoit protein (CSP) kullanilmistir. P. vivax circumsporozoit proteini
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(Pvcsp) rekombinant sitma asi1 ¢alismalarinin baslica hedefidir. Pvesp’nin amino
asit sekansinin, PCR-RFLP ile her biri tekrarlayan karakteristik tandemler igeren,
VK210 ve VK247 olmak {izere iki 6nemli tiple genotiplendirilmistir (76).

P. vivax CS genotiplerinin prevalansinin ve diinyadaki dagilimini
belirlemek i¢in Tayland, Meksika, Papua Yeni Gine, Peru, Afganistan (Pakistan),
Hindistan ve Bati1 Afrika olmak tizere farkli yedi bolgeden sitmali 243 bireyden
filtre kagitlarina kan almmistir. Yedi bolgede VK247 CS genotipinin baskin
oldugu, Tayland’da %83, Papua Yeni Gine’de %90, Meksika’da %9, diger
bolgelerde ise VK247 CS genotipinin VK210 CS genotipiyle esit dagilim
gosterdigi bildirilmistir. Ayni1 ¢aligmada P.vivax VK247 genotipinin yaygin bir
sekilde dagilim gosterdigi, prevalansinin ise cografik olarak farklilik gosterdigi
belirtilmistir (92).

Zeyrek ve ark. Sanlhwurfa’da yaptiklar calismada, 88 sitma hastasinin kan
orneklerini nested PCR ile dort farkli Plasmodium tiiri i¢in ayr1 primerler
kullanarak tiplendirmis ve 88 hastanin tiimiinii P. vivax olarak tanimlamiglardir.
Bunlarin DNA o6rneklerinden 58’inde P. vivax Pvcsp amplifiye edilmis ve
amplifiye edilen gen bolgesine PCR-RFLP analizi uygulanmis, 6rneklerin %65.5°1
VK210, %34.5’i VK247 olarak tanimlanmustir. Izolatlarin hicbirinde karisik tipe
rastlanilmamustir (115).

Azerbaycan’da yapilan bir ¢alismada 36 P. vivax izolatinin tiimiiniin
VK210 oldugu bildirilmistir (116).

Iran’da, CSP geninin arastirildig1 bir ¢calismada, iKi tip izolatin (VK210 ve
VK247) bulundugu ve Iran’m giineydogu bolgelerinden elde edilen izolatlarin

cogunlukla VK247 oldugu; kuzeyinde sadece bir izolatin VK247 oldugu
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bildirilmistir. Aynm1 ¢alismada, 6rneklerin %75 nin VK210, %17.5’nin VK247 ve
%12’sinin karisik tip oldugu bildirilmistir (117).

Enfektif sporozoitlerin CSP’si, sitma rekombinant asilarinin gelisimi i¢in
ana hedef oldugu bildirilmistir (118, 119, 120). P. vivax VK210 ve VK247
genotip prevalanslarinin  cografik dagilimlarinin  direkt olarak vektorlerin
dagilimlariyla iliskili oldugu bildirilmistir (121).

Bu tez ¢alismasinda, P. vivax’in genotiplendirilmesi ig¢in circumsporozoite

protein (CSP) kullanilmigtir. Bu gen bolgesinin se¢ilme nedenleri sunlardir:

1. Sitma endemik bolgelerde sitma tiirlerinin ve polimorfizmin belirlenmesinde en
stk kullanilan gen P. vivax circumsporozoite proteindir. Bu ¢alisma da sitma
tiirlerinin ve polimorfizmin belirlenmesinde P. vivax circumsporozoite protein.
kullanilmistir. Bu c¢aligma, ayni zamanda temel epidemiyolojik verileri
saglayacak, deneysel as1 caligmalar1 ve saha ¢alismalari i¢in faydali olacaktir.
2. CSP, P. vivax asi adayidir. CSP bazli as1 deneme ¢aligsmalar1 Tiikiye’de 6nemli
olabilir.
3. P. vivax suslarinin ilag direnci gostermeye baslamasi énemli bir sorundur. in
vitro P. vivax kiiltiirleri mevcut degildir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler, sitma
endemik bolgelerde invivo ilag etkinlik ¢alismalarinda gozlenen re-enfeksiyon
(basarili tedavi) ve rekrudesensi (tedavi basarisizligl) ayirt etmede Pvcsp’nin
uygun bir genetik belirte¢ olup olmadigin1 degerlendirmede yardimei olacaktir.
Amplifiye edilen gen bolgesine PCR-RFLP analizi uygulanmis ve
orneklerin %14.3’ii VK210 ve %85.7°si VK247 olarak tammlanmistir. IKi
genotip, farkli tirlerdeki anofel vektorlerin, VK210 ve VK247 varyantlarla

meydana gelen enfeksiyona duyarliklariyla iligkili olabilir. Bu iki genotipin
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bolgedeki dagilimi, bolgedeki iklim farkliliklari, yiikseklik ve sitma endemik bir

bolgeye 6zgii vektor anofellerin tiirleriyle iliskili olabilir.

Hastalar ve epidemiyolojik kosullarinin analizi yapildiginda hepsinin tarim
is¢isi oldugu goriilmiistiir. Sitma olgulariin %61.54 {iniin iisiime, titreme, terleme
ve bag agrist gibi sitmaya 6zgii semptomlara sahip oldugu, %23.07’sinin herhangi
bir sikayetinin olmadig1 ve %15.39’unun ise halsizlik, yorgunluk ve bulanti-

kusma gibi sikayetlerinin oldugu belirlenmistir.

Calismaya dahil edilen bireylerin 9%31.8’inin ge¢miste sitma ilaci
Primakin ve Klorokin kullandigi, % 68.2’sinin ila¢ kullanmadig1 saptanmaistir.

Plasmodium pozitif olgularin yas ortalamalar1 25.92+15.46; cinsiyet
dagilmi 7 kiz (%46.7), 8 erkek (%53.3) olarak bulunmustur. Plasmodium
pozitifligi ile olgularin yaslar1 ve cinsiyetleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iligki saptanamamustir (p>0.05).

Sitma kontroliindeki temel problem ila¢ direncindeki yayginliktir. P.
falciparum’da goriilen yaygin ilag direncinin toplumda olusturdugu sikintilarin
aynisinin P. vivax’da da ortaya ¢ikmamasi igin P. vivax’in ilag direngli suslarinin
erken asamada saptanmasi gerekmektedir. P. falciparum’da goriilen anti-folat ilag
direncindeki nokta mutasyonlarin saptanmasi hizli molekiiler tan1 metodlariyla
miimkiin olmaktadir. P. vivax’da klorokin ve primakin direncinin saptanabilmesi
icin O6nce hedef proteinlerin kesfedilmesi beklenmektedir.

P. vivax’m in vitro kiltiri kolay olmadigi i¢in ilag direncinin
saptanabilmesi in vivo ¢alismalara bagimhidir. Fakat 6zellikle endemik bolgelerde

yapilan in vivo caligmalarda ortaya ¢ikabilecek relaps ve reinfeksiyonlarin
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birbirinden ayirt edilememesi bu ¢alismalar agisindan sorun olusturmaktadir. Bu
ilag direnci probleminin, PCR ile genotiplendirmenin gelistirilmesi ile
¢oziilebilecegine inanilmaktadir (112). Bu ¢alismanin da ilag direng ¢aligmalarina
katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Nested PCR, mikroskopi ile karsilastirildiginda maliyetinin yiiksek
oldugu, uzun zaman aldigi, deneyimli personel, uygun bir laboratuar, 6zenli ve
dikkatli ¢alismay1 gerektirdigi goriilmustiir. Ancak paraziteminin diisiik oldugu
durumlarda mikroskobi ile yanlis negatif veya yanlig pozitif sonu¢ verme sonucu
insanlarin gereksiz yere ila¢ almasinin 6nlenmesine olanak sagladigindan tanida
nested PCR’nin kullanilmasinin duyarliligi arttiracagi sonucuna varilmaigtir.
Nested PCR ile sitma parazit tiirlerinin dogru tanist ve dogru tedavisi sitmali
bireylerin sayisini azaltacaktir. Bdylece, sitma enfeksiyonunun bir bolgeden baska
bir bolgeye yayilma riski azalacaktir. Sitma tiirlerinin gercek insidanslarini
belirlemede yararl olacaktir.

Sonug olarak, bu c¢alismanin diisiik parazitemili sitma olgularinin
tanisinda, miks enfeksiyonlarin saptanmasinda, Plasmodium vivax’a kars1 yapilan
as1 ¢alismalarinda (CSP bazh) , ilag direnci ile ilgili ¢aligsmalarda, in vivo ilag

etkinligi ¢calismalarinda yararli olacagi diistiniilmektedir.
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8. EKLER

Hasta takip formu

Ornek Numaras:

Ormnegin Alindig1 Tarih :
Ornegin Alindig1 Merkez:
Adi Soyad: : Imza:

Cinsiyeti: oErkek oKadin Kan Grubu:
Egitimi : Meslegi :

) Yasi:
Gebelik Durumu: aoVar o Yok

Ailede Goger Isci Durumu: oVar 0 Yok

Atesli Hastalik veya Sitma 6ykdisii: : oVar o Yok
Ailesinde Sitma Oykiisii: oVar o Yok
Kronik hastalik 6ykiisii (Diabet, Kanser, Kalp Hst. vb.): oVar o Yok

Klinik Belirtiler: oAtes: OTerleme: oTitreme: oBasagrist:
o Bulanti, Kusma  oHalsizlik, Yorgunluk
o Karaciger, Dalak Biiytikligi

o Diger Sikayetler:
Sitma Tedavisi: 0 Gérmemis 0 Halen Goriiyor 0 Gormiis (Tarih)

Kullandig1 Sitma Ilaglar:
Direk Mikroskobi Sonucu: o Negatif o Pozitif

Evinin yakinlarinda akarsu veya agikta kanalizasyonun ge¢gme durumu: oVar

Ailesinde mevsimlik ve tarim is¢isinin bulunmasi: oVar o Yok
Bagka ile seyahat oykiisii: o0 Evet (Gidilen sehir) o Hayir
Yurt disina seyahat dykiisii: o Evet (Gidilen iilke) o Hayir
Tuvalet yeri: o Ev igi 0 Ev dis1

Yasanilan ev tipi: 0 Yerlesik o Cadir

Adres (Koyii, Mezrasi, Mahalle, Sokak, Kap1 Numarasi vs. belirtilecek.
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Kisisel Bilgiler
Adi soyadi:
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Yaymnlar
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