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I- GIRIS

Sitma eski ¢aglardan beri taninan ve glinlimiizde tropikal bolgelerdeki gelismekte olan
tilkelerde yilda 300-500 milyon kiside goriilen bir hastaliktir. Bu hastalarin 2-3 milyonunun
0ldiigli ve bulasici enfeksiyon hastaliklar1 arasinda sitma nedeni ile 6liimiin 6 ile 8. sirada yer

aldig1 belirtilmistir (1-7).

Ulkemizde 2007 yil1 verilerine gdre 358 sitma olgusu Saglik Bakanligi Sitma Savas
Daire Baskanligi kayitlarinda bulunmaktadir. Ancak, Giineydogu Anadolu bdlgesinde bu
sayinin ¢ok daha fazla oldugu tahmin edilmektedir. Yapilan calismalara gore, P.vivax
sitmasina yakalanmis bir hasta, nobetleri esnasinda tanisi konsa dahi, ortalama bir ay kadar
calisamaz durumda kaldigir bildirilmektedir. Bu da biiyiikk ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Bu gelir kayb1 disinda da Saglik Bakanligi’nin yilda 3 milyon YTL’ye varan
sitma savas biitcesini, belediyelerin, turistik tesislerin ve halkin sivrisineklerle yaptiklar
miicadele masraflarin1 da dikkate alirsak, sitmanin iilkemize yillik 15-20 milyon YTL

civarinda bir ekonomik kayba neden oldugu soylenebilir (8,9).

Sitmada geleneksel tani, ince yayma ve kalin damla preparatlarin incelenmesi ile
konulmaktadir ve bu altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak, bununla beraber bu
yontemin gesitli dezavantajlar1 bilinmektedir. Paraziteminin az oldugu donemlerde periferik
yayma incelemesi basarisiz kalmaktadir. Geleneksel yontemle tani1 konulabilmesi i¢in ¢ok
sayida mikroskobik alan incelenmesi gerekmekte, bu da olduk¢a zahmetli olmakta, zaman
kaybina neden olmakta ve deneyimli personele ihtiyag duyulmaktadir. Parazitin tiiri,
mikroskobistin ihmali, kan yaymalarinin hazirlanmasi ve boyanmasi sirasinda yapilan hatalar
bazen geleneksel tan1 yontemlerinin yetersiz kalmasina neden olmaktadir. Bu nedenle pek ¢ok
arastirma laboratuar1 sitma tamisinda alternatif yontemler gelistirmeye ¢alismaktadir.

Bunlardan birisi de molekiiler tan1 yontemleridir (9).

Bu tez calismasindaki amacimiz, molekiiler tan1 yontemlerinden Real-Time PCR’1n
sitma hastalig1 tanisinda yerini arastirmak ve sonuglarimizi periferik yayma ve hizli tan
testleri ile karsilagtirmaktir. Konvansiyonel tani yontemlerinin yetersiz oldugu durumlarda

molekiiler tan1 yontemlerinin yararl olabilecegine inaniyoruz. Ayrica bu ¢alismayla da, sitma


http://www.tparazitolderg.org/text.php3?id=286#r1#r1
http://www.tparazitolderg.org/text.php3?id=286#r18#r18

ile ilgili epidemiyolojik veriler de iilkemizin hizmetine sunulacaktir. Bu verilerin sitma ile

savasa katkida bulunacagini diisiinliyoruz.

Ayrica bu tez ¢aligmasinin sitmaya karsi yapilan asi ¢alismalarina ve ilag direnci ile

ilgili caligmalara katkida bulunacagini diisiiniiyoruz.



II. GENEL BIiLGILER

A. TARIHCE

Sitma, diinya tarihine diger enfeksiyonlara oranla daha fazla damgasini vurmus bir
hastaliktir. Savaslarin sonuclarina, niifuslarin degismesine, diinyadaki farkli {ilkelerin
bliylimelerine ve gelismelerine etki etmistir (10). Sitma insanlik tarihinin ilk yazil
kayitlarinda yer alan hastaliklardan biridir. Hintli ve Misirli doktorlar, yaklasik 3500 yil kadar
once sitmanin belirtilerini tanimlamislardir. Misirlilar, hastalikla iliskili olarak sivrisineklerin
onemini kavramiglardir (11). Sitmanin Mezopotamya, Eti ve Grek uygarliklarinin ¢dkmesine
neden olan en énemli etmen oldugu kabul edilmektedir. Hipokrat, her giin gelen, {igiincii ve
dordiincii giin gelen atesleri tarif etmistir. isa’dan 6nce ikinci yiizyilda yasayan Kapadokya’l
Arete de batakliklarla dalak biiyiimesi arasindaki iliskiye dikkati ¢gekmistir. Jacquier, 1743 de
sitma i¢in malaria (kotii hava) adin1 kullanmig ve atesli hastaliklarin batakliklardan yiikselen
kotli havanin solunmasi ile olustugunu ortaya atmistir. Giovani Maria Lancisi, 1707°de
sivrisineklerin sokarak, 1sirarak kotii etkenleri kanimiza enjekte ederek sitmay1 bulastirdigini,
Juan Lopez adinda bir Cizvit papazi da, kinakinanin sitma tedavisinde etkili oldugunu

bildirmistir (9).

1880 yilinda Laveran adinda bir Fransiz doktor, ilk defa 151k mikroskobu kullanarak
sitmal1 hastalarin kan 6rneklerinde etkeni saptamistir. Daha sonra bu 6rnekleri metilen mavisi
ile boyamis ama memnun edici bir sonu¢ alamamustir (12). Laveran, bu bulgusunu 23 Kasim
1880°de Paris’teki ‘‘Academie de Medicini’’ toplantisinda bildirmis ve bu parazite o
zamanlar Oscillaria malariae adin1 vermistir. Meckel, 1847°de yuvarlak veya ig seklinde ve
icinde diizensiz boya taneleri bulunan protoplazma kitlelerini gormiis, Francis Delafield,
1872°de sitmada en sabit bulgunun kanda kara veya kirmizi ufak boya parcaciklarinin
bulunmasi oldugunu bildirmistir (9). St. Petersburg’da Dimitri Romanowsky, 1891 yilinda
eozin Y ve metilen mavisini karigtirarak enfekte eritrositlerde parazitin sitoplazmasinin mavi

ve  kromatin  yapisinin  kirmizi renkte  boyandigmi = gozlemlemistir  (12).



Marchiafava ve Agelo Celi, parazite Plasmodium adin1 vermisler; Alber Freeman ise
1882°de sitmanin insanlara sivrisineklerin sokmasi ile bulagtigini bildirmistir. Camillo Golgi,
1886°da eritrositler i¢indeki sizogoniyi tarif ederek sitma ndbetlerinin merozoitlerin kana
dokiilmesi asamasinda meydana geldigini, giin asir1 ve ii¢ giinde bir gelen iki cesit sitma
hastaliginin bulundugunu gostermistir. Bu hastaliga neden olan etkenlere sirasiyla 1889°da
Plasmodium var. tertiana ve 1890°da Plasmodium var. quartana adlarin1 vermistir. Fritz
Richard Schaudinn, 1902°de sporozoitlerin dogrudan dogruya eritrositlere girigini gordiigiinii
bildirmistir. Fakat zamanla bunun dogrulugu {izerinde kugkular olusmus ve 1948°de

karacigerde bir eritrosit dncesi sizogoni doneminin oldugu ispat edilmistir (9).

Ulkemizde ilk ele alinan biiyiik saglik problemi sitmadir. Subat 1925°de Ankara’da,
Mayis aymda Adana’da ve Temmuz ayinda da Aydin’da, Istanbul Bakteriyolojihanesinde
yetistirilen elemanlarla sitma savasi caligmalar1 baglamistir. Belki de en 6nemlisi, 26 Mayis
1926’da ‘‘Etibbanin sitma enstitiilerinde staj mecburiyeti hakkinda kanun’ ve 13 Mayis
1926°da “‘Sitma Miicadelesi Kanunu’* yaymnlanmistir. Diinya Saglk Orgiitii ve UNICEF ile
yapilan igbirligi ile 1957 yilindan itibaren, iilkemizden sitmanin eradikasyonu g¢aligmalarina

baslanmistir (9).

B. EPIDEMIiYOLOJi

Insanlarda hastalik yapan dért Plasmodium tiiriinden P. vivax ve P. falciparum, sitma
enfeksiyonlarinin %95’inden, ozellikle P. vivax tim sitma infeksiyonlarimin %80’inden
sorumludur. P. vivax, diinyada genis bir yayilim gosterir; tropikal, subtropikal ve iliman
bolgelerde, P. falciparum ise genel olarak tropikal bolgelerde goriiliir. P. malariae’nin
dagilimi sporadiktir. P. ovale ise daha ¢ok Bati Afrika ve baz1 Giiney Pasifik adalarinda
gortlir (10).

Genel olarak sitma, yas, cins, itk aymrimi yapmayan ve duyarli olan herkesi tutan bir
hastaliktir. Ancak P. ovale’ye kars1 yalnizca Bat1 Afrika ve Pasifik yerlileri duyarli olup diger
irklarin bu tiire karst dogal direnci oldugu bilinmektedir. Afrika yerlileri, diger irklara oranla

P. falciparum’a daha duyarhidir, P. vivax’a kars1 daha direnclidir. Immun sistemi bozuk olan



kisiler kotii prognoz acisindan en basta gelen riskli grubu olusturmaktadir. Bunlar1 ¢ocuklar

ve gebeler izlemektedir (9).

Sitma, 64. kuzey ve 32. gliney enlemleri arasinda, anofellerin tireyebildigi her bolgede
goriilebilir. Herhangi bir boélgede sitmanin yerlesebilmesi i¢in, o bolgede sadece sitmali
kisilerin ve anofelin bulunmas1 yetmez, o bolgedeki sicakligin yilin en azindan belli kisminda
15 °C’nin flzerinde seyretmesi gerekir. Cilinkii parazit, bu sicakligin altinda anofelin
viicudundaki evrimini tamamlayamaz (6). Deniz seviyesinden 2600-2800 metreden daha
ylksek olan yerlerde bulag goriilmez. Tropikal bolgelerde sitmanin aylara ve mevsimlere
dagilimi esit sekilde olur. Buna karsilik subtropikal bolgelerde bulas sadece yaz aylarinda
gerceklesir. Soguk mevsimlerde hem parazit sporogoni evresini tamamlayamaz hem de
sivrisinek kis uykusuna yatar. Bunun sonucu olarak olgu sayisi yaz aylarinda artar, kis

aylarinda ise azalir (9).

Insanda hastalik olusturan dért Plasmodium tiirii icin insan hem ara konak hem de
rezervuar konaktir. Hem son konak hem de vektorii ise disi Anopheles sivrisinekleridir.
Yurdumuzda sitma vektorliigii yoniinden en dnemli Anopheles tiirleri Anopheles sacharovi ve
A. superpictus’dur. Plasmodium tiirleri, insanlara disi anofel kan emerken bulastig1 gibi kan
ve doku nakli, konjenital ve kontamine enjektorlerin kullanilmasi ile de bulasabilir. Gebelik
esnasinda sitma gegiren kadinlarin yaklasik %1°’nin bebeklerinde konjenital sitma
goriilmektedir (6,13). Bebeklerde sitma daha agir seyretmektedir. Bebeklerde sitma
goriilmesi, son bir yilda yerli bulagin olduguna kesin kanit teskil etmesi agisindan 6nemlidir.
Bireyler arasindaki farklilik agisindan bakildiginda, immun sistemi zayif olan kisiler, G6PDH

enzim eksikligi ve Akdeniz anemisi olanlar sitmay1 daha agir gecirmektedirler (9,13).

Sitma riski agisindan Tiirkiye dort bolgeye ayrilmakta olup, bu bolgeler Sekil-1"deki
harita da goriilmektedir. Birinci derecede riskli bolge Giliney ve Gilineydogu Anadolu
illerimizden olusmaktadir. Tkinci derecede riskli bolge ise, Akdeniz, Ege ve Marmara, iiciincii
bolge I¢ Anadolu, dérdiincii bdlge ise Karadeniz ve Kuzeydogu Anadolu bélgelerindeki

illerden olusmaktadir (14).

STRATA I: Anamur Burnu’ndan Van Goli’niin kuzeyine g¢ekilen hattin giineyinde
kalan bolgeden olusur. Bu bolge kendi i¢inde Strata IA ve Strata IB olarak iki alt bolgeye
ayrilir. Strata 1A, Mersin, Adana ve Hatay illerini kapsar. Strata IB ise diger Giineydogu



Anadolu illerinden olusmakta olup yaklasik 19 ili kapsamaktadir. Strata I, siirekli yerli bulagin
oldugu ve sitmanin bélge boyutunda endemik olarak goriildiigii yer olarak tanimlanabilir. Bu
bolgenin A ve B olarak ikiye ayrilmasinin en 6nemli nedeni ise bu iki bolge arasinda gocer
is¢i hareketine bagl olarak, ritmik bir sekilde birbirini izleyen dénemler halinde, goreceli bir
olgu yogunlugu degismesi goriiliir. Yani bir donem Cukurova’daki olgu sayisi daha fazla iken

ertesi donem Giineydogu bolgesinde daha fazladir (14).

TURKIYE’'DE SITMA BOLGELERi HARITASI

BULGARISTAN GURCISTAN

KARADENIZ

Y —
Ny —
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DD

8

IZIN3d 39
'mv‘

Strato 1 A Strata 2 | Strato 4
B Stola1B [ Strato3

Sekil-1. Tiirkiye Sitma Haritasi

STRATA II: Genellikle, Akdeniz’in Anamur Burnu’ndan batida kalan bolgesi, Ege
Bolgesi ile Marmara ve Trakya illerinden olusur. Bu bolgede, yerlesim birimi bazinda ve
zaman zaman olgular goriilmez hale gelir. Ancak, parazit geldigi zaman yerli bulas yaparak
olgu sayilar1 gerek yerlesim birimi gerekse bdlge boyutunda epidemiler yapar. Diger bir

anlatimla, bu bolge sitma agisindan sik sik epidemiler goriilen bolgedir (14).

STRATA III: Genellikle i¢ Anadolu illerinden olusur. Bu bélgede, bdlge boyutunda,

il boyutunda epidemiler goriilmez. Ancak insanlarin baska bolgelerde enfekte olmasi ve



buraya paraziti getirmesi halinde yer yer yerli bulas olusur. Bélge boyutunda ve il boyutunda

olmasa bile yerlesim birimi boyutunda lokal epidemiler goriilebilir (14).

STRATA 1IV: Karadeniz ve Kuzeydogu Anadolu illerini kapsar. Bu bolgede yerli
bulas goriilmesi ¢cok enderdir. Ancak harigten gelen sporadik olgular goriilebilir (14).

C. MORFOLOJi ve EVRIMIi

1- INSANDAKI EVRIM

Sitmanin vektorii disi anofel, insandan kan emerken tiikrilk bezlerinde bulunan
sporoziotler insanin kanina gecer. Kana gecen sporozoitler yaklagik yarim saat iginde
karaciger parankim hiicrelerine (hepatosit) gider ve burada pre-eritrositik donem (primer
ekzo-eritrositik donem) baslar (6,10,13). Sporozoitlerin karaciger parankim hiicrelerine
girmesinde, sporozoit yilizeyinde bulunan circumsporozoite proteinin (CSP) dnemli bir rolii
vardir. Sporozoitlerin yiizeylerinde bulunan CSP, immundominant bir antijen olup, biitiin
Plasmodium tiirleri tarafindan pre-hepatik sporozoit doneminde olusturulur ve yapist hepsinde
birbirine benzer. Karaciger parankim hiicreleri, CSP’yi taniyarak sporozoitleri i¢lerine alirlar
(15). Hepatosit icine giren sporozoit, yuvarlak veya oval bir sekil alir ve tekrar tekrar
boliinmeye baslar. Bu sizogoni sonucunda ekzoeritrositer sizontlar olusur. Daha sonra
bunlardan da ekzo-eritrositer merozoitler olusur. Bu merozoitler, kana dokiilerek eritrositleri
infekte ederler ve boylece primer ekzo-eritrositer sizogoni donemi biter. Sporozoitlerin bir
kism1 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 olusmasindan sorumludurlar. Sekonder ekzo-eritrositer
sizogoni, sadece P.vivax ve P.ovale’de goriiliir; P.falciparum ve P.malariae’da goriilmez

(9,10,13,16,17,18).

Kana dokiilen merozoitler eritrositleri enfekte ederler. Merozoitlerin eritrositlere
giriglerinde merozoit yiizey protein-1’in (Merozoite Surface Protein-1, MSP-1) 6nemli bir
rolii vardir. Yine yapilan ¢alismalarda eritrosit membraninin bir glikoprotein komponenti olan

glycophorinin, P.falciparum merozoit reseptorii olarak gorev yaptigi one siiriilmiistiir (9).



Eritrosit i¢ine giren merozoitin sekli degisir ve halka-yiiziik seklini alir. Buna geng trofozoit
denir. Bu evrim doneminde parazitin halka seklinde goriilmesi, parazitin boyanma 6zeligine
dayanir. Bu doénemde, parazitin yapisin da boyalarla boyanmayan biiylik bir vakuol, bu
vakuolii ¢evreleyen az miktarda sitoplazma ve halka seklindeki ince sitoplazmanin inceldigi
tarafta da c¢ekirdek bulunur. Bu goriinlim tash bir yiizige benzer. Boyali preparatlarda
sitoplazma mavi, ¢ekirdek ise parlak kirmizi renkte boyanir (6,10,13). Geng trofozoitlerden
daha sonra sirasiyla ameboid yapidaki olgun trofozoit, bunun niikleusunun pargalanmaya
baslamasiyla geng¢ sizont ve bundan da olgun sizont gelisir. Olgun sizont i¢inde 12-24 tane
merozoit vardir. Daha sonra eritrositler parcalanir ve merozoitler eritrositlerden kana
dokiliirler. Eritrositlerde gecen bu doneme eritrositer sizogoni adi verilir (9,10). Eritrosit
icinde bulunan parazitler, hemoglobin ile beslenirler. Bu beslenme sirasinda ortaya ¢ikan
demir porfirin ve hematin sindirilemez, sitoplazmada birikir, buna ‘‘sitma pigmenti’’ adi
verilir. Birka¢ nesil eritrositer sizogoniden sonra merozoitlerden sizont gelismez, bunun

yerine disi ve erkek gametositler gelisir (10).

2- ANOFELDEKI EVRIM

Anopheles cinsi digi 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, ylizeye yaklasir ve burada
bir ¢ikint1 olusturur. Bu ¢ikintiya mikrogamet penetre olur ve boylece dollenme baslar.
Doéllenen bu makrogamete zigot adi verilir. Zigottan 20-30 dakika sonra protoplazmanin bir
yone akmasiyla yalanci bir ayak cikar, 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 hemosoline dogru hareket ederler. Ookistler olgunlastikea,
iclerinde c¢ekirdegin boliinmesi ve etrafinin sitoplazma ile c¢evrilmesi ile sporozoitler
olusmaya baslar. Iclerinde sporozoit igeren ookistlere olgun ookist denir. Daha sonra olgun
ookistin patlamasi ile sporozoitler hemosdle ve buradan da sivrisinegin tiikiiriikk bezlerine

yerlesir. Disi anofel, beslenmek i¢in insanlardan kan emerken bu sporozoitleri de insanlara



enjekte ederler (7,9,10,17). Sekil-2’de Plasmodium’larin insanlardaki ve disi anofeldeki

evrimi goriilmektedir (19).

Sekil-2. Plasmodium’larmm Insanlardaki ve Disi Anofeldeki Evrimi (19).
3- MORFOLOJI

Plasmodium tiirleri Giemsa ile boyandiklarinda, genel olarak eritrositlerin icinde

sitoplazmalar1 mavi, ¢ekirdekleri ise parlak koyu kirmizi renkte goriiliirler (6).

Plasmodium vivax, geng eritrositleri enfekte eder. Enfekte eritrositler, normalin 1,5-2
kat1 biiyiikliige ulasir. Geng trofozoit formu hari¢ biitiin formlarda eozinofilik Schiiffner
graniilleri goriiliir. Bazen bir eritrositte birden fazla P.vivax bulunabilir. Geng trofozoit formu
(halka, yliziik formu), eritrositin 1/3’{linii kaplar. Vakuol sitoplazma ile sarilidir, kenarda koyu
tanecik seklinde kromatin bulunur. Olgun trofozoit formu ameboid yapidadir. Geng sizont
formunda kromatin tanecikleri bolinmiistiir. Sitoplazma kahverengi pigment kiimeleri igerir.
Olgun sizont i¢cinde 12-24 tane merozoit bulunur. Gametositleri, yuvarlak veya oval sekilde

olup genis bir kromatin icerir (7,9,10,13,20).



Plasmodium falciparum, her yasta eritrositleri enfekte eder. Enfekte eritrositler normal
bliyiikliiktedir. Eritrosit icinde Maurer lekeleri goriiliir. Periferik kanda sadece halka ve
gametosit formu goriiliir. Geng trofozoit formu kiigiiktiir. Eritrositin ancak 1/5’ini kaplar.
Birden fazla nukleus ve bir eritrosit i¢inde birden fazla halka formuna sik olarak rastlanilir.
Gametositleri karakteristik olarak muz seklindedir. Mikrogametositler, makrogametositlere
oranla daha agik mavi renktedir. Periferik kanda olgun trofozoit, geng sizont ve olgun sizont
formlarina rastlanilmaz. Ciinkii bunlarin gelisimi i¢ organlarin kapillerlerinde olur. Yalnizca

olgun trofozoitlere siddetli enfeksiyonlarin seyri sirasinda rastlanilir (7,9,10,20).

Plasmodium ovale’de geng eritrositleri enfekte eder; enfekte eritrositler normalden
daha biiyiiktiir. Eritrositlerin kenarlar1 g¢entiklidir. Schiiffner graniilleri goriiliir ve bunlar
P.vivax’da goriilenlere oranla daha biiyiilk ve koyudur. Halka formu P.vivax’a benzer ama
ondan daha biiyiiktiir. Olgun trofozoitlerde vakuol goriilmez. Olgun sizont i¢cinde 8—12 tane

merozoit bulunur. Gametositleri, P.vivax’a benzer ama daha kii¢iiktiir (9,10)

Plasmodium malariae, olgun eritrositleri enfekte eder. Digerlerinden farkli olarak
enfekte eritrositler normal biiylikliikte veya normalden daha kiigiiktiir. Olgun sizontlarda
12’den fazla merozoit, rozet seklinde dizilmistir. Gametositleri, P.vivax’a benzemekle beraber

pigmentleri daha kaba ve koyudur (7,9,10,20).

Insanlarda hastalik olusturan dort Plasmodium tiiriiniin  degisik evrelerdeki

mikroskobik goriiniimleri Sekil-3’te gosterilmistir (10).
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D- KLINIK

Hastalar, enfekte disi anofelin sokmasindan sonra, bir hafta veya biraz daha fazla
siireyle asemptomatiktirler. Bu siire iginde parazit, karacigerde pre-eritrositik siklusunu
tamamlamaktadir. Sitma ndbetleri, parazit karacigeri terk edip eritrositleri enfekte ettikten
sonra, eritrositlerin riiptiirii ve metabolik atiklarinin kana ge¢mesi ile ortaya ¢ikmaktadir (10).
Sizogoni sonucunda kana dokiilen merozoitler, pigment ve eritrosit artiklari, aktive

makrofajlardan tiimor nekroz faktor salgilanmasina neden olmaktadirlar (6,13).

Sitmanin klinik semptomlar: arasinda anemi, splenomegali, iisiime-titreme, ates ve
terlemeden olusan klasik nobetler bulunmaktadir. Her ne kadar atesli nobetler, enfeksiyonu
giiclii bir sekilde diisiindiirse de, bazen hastaligin erken evrelerinde tipik ates bulgusu ortaya
cikmayabilir. Tipik nobetler 1-2 saat sliren iisiime-titreme ile baslar. Bunu takiben hastada
yiiksek bir ates ortaya cikar, deri sicak ve kurudur (10). Ates 39—41 °C’ye kadar ytikselir,
beraberinde bas agrisi vardir (6). Birkac saat sonra hastada siddetli bir terleme olur ve
terlemeyle beraber viicut sicakli§i normale veya normalin biraz altina diiser (10). Terleme

donemi 2-3 saat kadar siirer. Bu siire sonunda hasta yorgun diisiip uykuya dalar (13).

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 c¢evre kanindan uzaklastirilmasi,
eritrositlerin otoimmun lizisi, eritrosit frajilitesinin artmasi ve eritrosit iiretiminin kemik iligi

tarafindan baskilanmasi1 bulunmaktadir (10).

Plasmodium vivax sitmasinda klinik nobetler, enfeksiyondan 7-10 giin sonra ortaya
cikar. Bazi hastalarda, parazit kanda saptanmadan Once bas agrisi, fotofobi, kas agrilari,
istahsizlik, bulanti ve bazen kusma gibi semptomlar ortaya ¢ikabilir. Bazi hastalarda ise
parazit, semptomlar daha ortaya ¢ikmadan 6nce kanda saptanabilmektedir. Baglangicta sitma
nobetleri 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 %50’sinde haftalar, aylar sonra relapslar ortaya c¢ikmaktadir. Hastalarda dalak
riptiirii ge¢ bir komplikasyon olarak ortaya ¢ikar (10).
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Plasmodium falciparum sitmasi tropikal bolgelerde goriiliir ve klorokin direncine sik
rastlanilir (54). i1k ndbetler, enfeksiyondan 8—12 giin sonra ortaya ¢ikar. Nobetlerden 3-4 giin
once hastalarda viicut agrilari, bas agrisi, yorgunluk, bitkinlik, istahsizlik ve mide bulantisi
gibi 6zgiil olmayan belirtiler ortaya ¢ikabilir. Nobetler 3648 saatte bir gelir, erken evrelerde
periyodik degilken, zamanla periyodiklesir ve senkronize olur, 48 saatte bir gelmeye baglar.
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
katiidiir. Ortaya ¢ikan komplikasyonlar genelde i¢ organlarda bulunan damarlarin tikanmasina
bagl olarak gelismektedir (10). P.falciparum, mikrovaskiiler hastalik olusturur. Bunda
eritrositlerin ylizeyinde c¢ikintilar olusur ve bu yiizden eritrositler beyin, bobrek ve diger
organlarda kapiller endotele yapisirlar ve mikrosirkiilasyonu tikarlar (6,9). P.falciparum
sitmasi sirasinda ortaya c¢ikan baslica komplikasyonlar arasinda, akut akciger 6demi, yaygin
damar i¢i pihtilagmasi (DIC), serebral sitma, siddetli anemi, tropikal splenomegali, renal

fonksiyon bozuklugu ve karasu hummasi bulunmaktadir (9,10,21).

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 birkac saat i¢inde Oliir. Karasu atesi ise, P.falciparum
enfeksiyonunda paraziteminin ¢ok fazla oldugu olgularda ortaya ¢ikar. Ayrica kinine karsi
asirt duyarlilik veya G6PDH eksikligi olanlarda oksidan antimalaryal ilaglarin kullanilmasina
bagl olarak da 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 (9,10,13,22).

Plasmodium ovale, tertiana sitmasi etkenidir. P.ovale sitmasi, P.vivax sitmasina klinik
olarak ¢cok benzemektedir, fakat daha hafif seyreder, relapslar sik goriilmez ve 610 nobetten
sonra kendiliginden diizelir. Nobetler 48 saatte bir gelir, daha ani baglarsa da daha kisa siirer

(9,10).

Plasmodium malaria’da ndbetler 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 geg¢mesi nadirdir, nobetler 4-8 hafta kadar siirer. Bu tip sitmada, bobrek
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bozukluklar1 (nefrotik sendrom ve kronik glomeriilonefropati) diger sitma enfeksiyonlarindan
daha sik goriiliir. Afrika’nin dogu ve bat1 boliimlerinde P.malaria’ya bagh nefrotik sendrom

olduk¢a 6nemlidir. Olgularin yaris1 15 yasin altindadir ve prognozu kétiidiir (9).

E- TANI

Tedavilerindeki farkliliklar nedeniyle Plasmodium tiirlerinin dogru olarak
tanimlanmas1 Onemlidir. P.falciparum enfeksiyonlart ¢ok kisa silirede fatal olabilmekte,
P.vivax ve P.ovale hipnozoidleri karaciger hiicrelerinde latent olarak kalabilmekte ve
relapslarin olugmasina neden olmaktadir. Tedavi olmamis kisilerde gametositlerin goriilmesi
aktif enfeksiyonu, tedavi gormiislerde ise persistan enfeksiyonu gdosterir. Persistan

enfeksiyonun basarili bir tedaviden sonra da goriilebilecegi unutulmamalidir (23).

Son yillarda sitma enfeksiyonlarinin saptanmasinda daha fazla duyarhiliga ve
Ozgiilliige sahip alternatif tan1 metodlar1 gelistirilmistir. Bunlar arasinda akridin oranj ile
boyanmis sitma parazitlerinin floresan mikroskopla incelenmesi, tiire 0zgiil parazit

antijenlerini saptayan immunolojik dipstick testleri ve molekiiler testler bulunmaktadir (24).

1- Mikroskobi

Sitma tanisinda kalin damla ve ince yayma kan 6rneklerinin mikroskopla incelenmesi
altin standart olarak kabul edilmektedir. Parazitlerin 151k mikroskobunda goriilebilmesi i¢in
Giemsa ile boyanmasi gerekmektedir. Bu yontem ucuz ve basit olmakla birlikte, is ytikii

acisindan zahmetlidir. Kalin damla, ince yaymaya oranla daha duyarlidir (24).

Kalin damla incelemesinde, standart olarak her preparat i¢in en az 30—50 alan olmak
tizere 500 alana kadar inceleme yapilmalidir. Diizenli olarak 100-200 alan incelendiginde bile
atlanan olgularin olabilecegi 6rneklerin tekrar incelenmesi veya polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile gosterilmistir (25). Orijinal kalin damla metodunun duyarlilig1 %80-90°dir. Giemsa
ile boyanmis kalin damla Ornekleri parazitin goriilmesini saglarken, ince yaymalarin
incelenmesi tiirlerin tanimlanmasinda yarar saglamaktadir. Kalin damlada 100 alanin

taranmasi ile 0,25 pl kan incelenirken, ince yaymada 0,005 pl kan incelenir. Bununla beraber
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kalin damlanin Giemsa ile boyanmasi sirasinda parazitlerin %60-80’ni eksilebilmektedir.
Teorik olarak kalin damlada Plasmodium’larin saptanabilmesi i¢in bir pl’de en az 5-20
parazitin bulunmasi gerekmektedir. Mikroskobi ile dort Plasmodium tiiriinlin tamami
saptanabilmekte, parazit sayist1 belirlenebilmekte ve prognostik faktorler ortaya
c¢ikarilabilmektedir. Kalin damla metodunda negatif sonug¢ rapor edilmeden 6nce en az 200
alanin incelenmesi gerekmektedir. Ciinkii 100 alanin incelenmesinde bile olgularin %20’si

atlanabilmektedir (23). Paraziteminin klinik tablo ile iliskisi Tablo-I’de 6zetlenmistir.

Tablo-I. Paraziteminin Klinikle Iliskisi (23)

Parazitemi Parazit/pl Aciklama
%0,0001-0,0004 5-20 Kalin damlanin duyarlilig
%0,002 100 Sitma mevsiminde hastalarda bu seviyenin

altinda semptom goriilebilir

%0,2 10000 Bu seviyenin iistiinde immunolojik semptomlar
gorlilmektedir

%?2 100000 P.vivax ve P.ovale igin maksimum parazitemi

%2-5 100000-250000 Hiperparazitemi/siddetli sitma, mortalite artisi

%10 500000 Transflizyon gereksinimi, yiiksek mortalite

2- Floresan Boyama

Olgun eritrositler normalde DNA igermezler ancak Plasmodium larin yapisinda DNA
bulunur. Bu DNA’nin floresan boyalarla (siklikla akridin oranj) boyanmasi ile parazitler
saptanabilmektedir. Lamlarin akridin oranj ile boyanmasi 6zel ekipmanlar gerektirmekle
beraber boyama maliyeti diisiiktiir. Fakat preparatlarin uzman kisiler tarafindan
degerlendirilmesi gerekmektedir, 6zellikle Howell-Jolly cisimcikleri gézden kagirilmamalidir

(23).

Kawamoto, akridin oranj ile boyanmis ince yayma preperatlar floresan mikroskobi ile

incelemis, klasik kalin damla ile karsilastirdiginda bunun daha az duyarliliga sahip oldugunu
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belirtmistir (26). Bununla beraber floresan mikroskobinin daha duyarli oldugunu savunan

otorler de bulunmaktadir (23).

Sekil-4. Akridin Oranj ile Boyanmis P. falciparum Trofozoitlerinin Floresan Mikroskobik

Goriiniimleri (27).
3- Quantitative Buffy Coat (QBC) Yontemi

Quantitative Buffy Coat (QBC) yontemi, sitma tanisinda kalin damla yontemine
oranla daha biiyilk hacimde kanin gorintiillenmesini saglayan yiiksek duyarlilikta bir
yontemdir. QBC yontemi ile parazit bulunan hiicreler kan tiipiiniin dar bolgesine
yogunlastirilir ve tiiplerde santrifiij edilmis kanda eritrositler 10 ile 30 saniye arasinda
incelenebilir. QBC sitma saptama tiipleri, akridin oranj boyasi, potasyum okzalat, heparin ve
EDTA gibi antikoagiilanlar ile kaplanmistir. Akridin oranj boyasi parazitlerin DNA’sii1
boyar. Sitma paraziti igceren eritrositler, parazitsiz eritrositlere oranla daha hafif olduklarindan
santrifiij edildiklerinde eritrositlerin {iistiinde graniilositlerin hemen altinda yogunlasirlar.
Floresan mikroskobu ile incelendiginde, floresan olmayan kan hiicreleri arasinda parazitler
parlak 1s1k kiimesi seklinde gériiliirler. Incelemede tiipiin en iistiinde bulunan trombositler

portakal saris1 renginde, ortadaki lenfositler ve monositler yesil renkte, bunun altinda bulunan
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graniilositler ise sar1 renkte goriiniirler. En altta da eritrositlerin bulundugu kirmizi tabaka
vardir. Bu tabakada floresan veren enfekte eritrositler, enfekte olmamis eritrositlerin
arasindan ayirt edilir. Agir sitmali bir hastada tiim eritrositlerin %?2’den az1 Plasmodium
icerir. Boyle kiigiik oran1 saptayan klasik kalin damla yontemi son derece yetenekli kalifiye
elemanlar1 gerektirir. Ciinkli pozitif bir sonucu saptamak icin 300’e yakin alan, negatif bir
sonucu saptamak i¢in 100 alan taramak gerekir ve her preperati incelemek 10 dakika alabilir.
QBC yonteminde bu siire bir dakikadan azdir. Ayrica QBC yiiksek duyarliliga sahiptir. Kalin
damla yonteminde 0,1-0,25 pl kan ile 100 alan taranabilirken, bir QBC tiipii bu hacmin 500
katin1 igermektedir (28).

Mikroskobi referans standart kabul edilerek yapilan bir calismada QBC teknigi ile
ParaSight-F testi karsilastirilmig, ParaSight-F testinin duyarliligi %90-97, 6zgilligi %99
olarak bulunmus buna karsilik QBC tekniginin duyarliligt %88-98, 6zgiilliigii ise %58-90
olarak tespit edilmistir. Bununla beraber parazit yogunlugunun az oldugu durumlarda QBC
tekniginin ve konvansiyonel mikroskobinin duyarliligi ParaSight-F testine oranla daha diistik

oldugu goriilmiistiir (29).

4- Hizhh Tanisal Testler

a) OptiMAL test

Laktat dehidrogenaz (pLDH), Plasmodium’larin hiicre ig¢i spesifik metabolik bir
enzimidir. OptiMAL test, bu pLDH’a kars1 elde edilen monoklonal antikorlarin nitroseliiloz
kagit tizerine kaplanmasi ile olusturulmus bir dipstick testidir. Tiire 6zgli pLDH kullanarak
insanda sitma yapan dort Plasmodium tiiriiniin 10 dakikadan kisa bir slirede bu yontemle
saptanmas1 miimkiindiir. Bunun yaninda pLDH sadece canli parazitler tarafindan sentez
edildigi i¢in, bu testin canli organizma ile 6lii organizma ayrimini saglayan bir 6zelligi de

bulunmaktadir (9).

Parmak ucundan alinan bir damla kan test kiti iginde bulunan reagent A ile karigtirilir
ve buna test stripi batirilarak 8 dakika beklenir. Daha sonra strip reagent B ile yikandiktan
sonra incelenir (30). Strip iizerinde tiire 6zgili pLDH’a spesifik monoklonal antikorlar ile
kaplanmis bolgelerde koyu renkli bantlarin ortaya c¢ikmasi ile Plasmodium tirleri

saptanabilmektedir (31).
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Palmer ve arkadaglar1 202 sitma siipheli hastanin kanlarin1 Giemsa ile boyanmis kalin
damla ve OptiMAL test metodlar ile incelemislerdir. Hastalarin %48’1 kalin damla ile %45°1
OptiMAL test ile pozitif bulunmustur. OptiMAL test ile pozitif bulunanlarin %82’si P.vivax,
%19u P.falciparum c¢ikmigtir. Kalin damla ile pozitif olanlarin ise %82’1 P.vivax, %181
P.falciparum ¢ikmistir. Bununla beraber parazit yogunlugunun 100 parazit/ul’den az oldugu
kisilerde OptiMAL test negatif c¢ikmistir (31). Sekil-5’te OptiMAL testin ¢alisma

mekanizmasi goriilmektedir.

POZITIF POZITIF NEGATIF
P.falciparum P.vivax

<4— Kontrol —p |‘

< Panspesifik AB —p =

«4— P.falciparum AB

Sekil-5. OptiMAL Testin Calisma Mekanizmasi (23).

b) ICT Malaria testi

ICT Malaria testi, Sekil-6’da goriildiigli gibi immunokromotografik teknige dayanan
iki ylizeyi nitroselilloz membranla kaph kiigiik bir kart seklinde bir sistemdir (9,32).
P.falciparum’un spesifik histidinden zengin protein—II (Histidine Rich Protein, HRP-II)
antijeni ve panmalarial antijen saptanir. Panmalarial antijen ile P.falciparum ve P.vivax
saptanir. Nadiren de olsa P.ovale saptanabilmektedir ama P.malariae simdiye kadar
saptanamamustir. ICT Malaria P{/Pv testinin P.falciparum igin duyarliligt %95,5 ve 6zgilligi
%89.,8, P.vivax i¢in duyarlilik %75 ve 6zgiillik %94,8 olarak bulunmustur (33). Araz ve ark.
yaptiklar1 calismada ICT testi kullanmiglar ve mikroskobi ile karsilastirdiklarinda testin
ozgulliglni %100, duyarliligini %85,7 olarak bulmuslardir (32).
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POZITIF NEGATIF
P.falciparum

Sekil-6. ICT Malaria Testinin Calisma Mekanizmasi (23).

¢) MAKROmed Rapid Malaria Testi

MAKROmed testi ile kanda bulunan P.falciparum spesifik HRP-II antijeni
immunokromoatografik olarak saptanabilmektedir. Test klinik belirtilerin baglamasindan 9-12
giin sonra olumlu sonug verir. PCR ile karsilastirildiginda testin duyarliligi %95 ve 6zgiilliigi
%94’den fazladir (34). Richardson ve ark. yaptiklart bir ¢alismada MAKROmed rapid
malarya testini, PCR ile karsilagtirdiklarinda duyarliligini %97 ve 6zgilliiglinii %96 olarak
bulmuglardir (35). Bu testte test tiipli i¢inde yer alan tampon sollisyonu i¢ine 5 ul kan
damlatilmis ¢ubuk daldirilip bir siire bekletildiginde pozitif 6rneklerde cift, negatif 6rneklerde
tek bir bant olusmaktadir (9).

d) ParaSight-F Testi

Bu testin sitmanin endemik olarak goriildiigii bolgelerde yiiksek bir duyarlilik ve
Ozgillige sahip oldugu bildirilmistir (36). P.falciparum’un kanda bulunan aseksiiel kan
formlar1 ve gametositler tarafindan salgilanan HRP-2’yi tanimaya dayali hizli bir antijen tespit
yontemidir. Sekil-7’de goriildiigi gibi nitroseliilloz kagida baglanan HRP-2’ye spesifik
monoklonal antikorlarla kanda bulunan P.falciparum HRP-2 antijeninin yakalanmasi

hedeflenmistir (9).

Humar ve ark. 151 atesli hasta {izerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, ParaSight-F testini,
PCR ile karsilastirdiklarinda ParaSight-F testinin duyarliligini %88 ve ozgiilliigiinii %97

bulmuglardir. Testin duyarlili§1 parazit ylikiiniin 50 parazit/pul’den az olan hastalarda %40,
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50-100 parazit/ul olanlarda %89, 100 parazit/ul’den fazla olanlarda ise %93 olarak
bulmusglardir (37).

POZITIF NEGATIF
P.falciparum

o <4—— Kontrol

Fats «—— P.falciparum

Sekil-7. ParaSight-F Testinin Calisma Mekanizmasi (23).

Cropley ve ark. ates ve sitmanin endemik oldugu bolgelere seyahat hikdyesi olan 160
kisiyi ParaSight-F testi ve mikroskopi ile incelemislerdir. Bu 160 kisinin 45 tanesinde bu iki
yonteme gore P.falciparum saptamislardir. Tek basina mikroskopi ile 42 ve yine tek basina

ParaSight-F testi ile 42 olgu P.falciparum olarak saptanmistir (38).
e) SD Bioline Malaria Antigen testi

Plasmodium falciparum’a spesifik HRP-II monoklonal antikor ve diger tiirlerdeki

pLDH poliklonal antikorlar igeren ¢ift zonlu bir kaset testtir.

Sei Won Lee ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada bu testin duyarliligt %96,4,
ozgilligi %99,6 olarak tespit edilmistir (39).

Parazit yiikiiniin az oldugu durumlarda (100 parazit/ul’nin altinda) hizli tanisal
testlerin duyarhiligimin diisiik oldugu gosterilmistir. Ispanyol hastanelerinde kullanimi hizla
artan hizli testlerin duyarlilik ve oOzgiilliikleri PCR ile karsilastirildiginda, referans
laboratuarlarda PCR’a dayal1 testlerin bulunmasi gerekliligi ortaya ¢ikmus, yurt disindan geri

donen turistlerin ve go¢menlerin kontroliinde ilk etapta hizli tanisal testlerin yardimci
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olabilecegi ama bu ve diger ¢alismalarin sonuglarinda PCR teknolojisi ile konfirme edilebilen

daha duyarli laboratuarlarin gelistirilmesine ihtiya¢ oldugu bildirilmistir (40).

Tablo-11. Hizhh Tanisal Testlerin Karsilastirilmasi (23)

Metod Bolge Standart Duyarhlhik | Kaynak
Venezuela Kalin damla %87 Carballo & Ache 1996
Kanada PCR %88 Humar ve ark. 1997
Sri Lanka Kalin damla %90 Kodisinghe ve ark 1997
. Mharakurwa &  Shiff
Parasight®-F Zimbabwe Kalin damla %93
1997
Singh, Singh & Sharma
Hindistan Kalin damla %93
1997
Giiney Afrika | Kalin damla %99 Durrheim ve ark 1998
Singh, Valecha &
Hindistan Kalin damla %100
ICT Malaria Pf® Sharma 1997
Solomon
Kalin damla %100 Garcia ve ark. 1996
Adalan
Tumiinde
%93
OptiMal®
Honduras Kalin damla Palmer ve ark. 1998
Pf %88
Pv %94

5- Molekiiler Tam1 Yontemleri

Son yillarda enfeksiyon ajanlarinin saptanmasinda molekiiler tan1 yontemleri dnemli

bir yer almaktadir. Bu teknikler dnceleri yavas bir sekilde gelismeye baslamakla beraber

sonralar1 bu konudaki ilerlemeler hizlanmis, molekiiler tan1 yontemleri paraziter hastaliklarin

saptanmasinda,

epidemiyolojik caligsmalarda,

paraziter hastaliklarin Onlenmesinde ve

tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Molekiiler tekniklerin baslica avantaji patojenlerin
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saptanmasindaki duyarlilifi ve organizmanin tanimlanmasindaki kesinligidir. Direkt
mikroskobi de parazitlerin saptanmasinda ve morfolojik yapilarina goére tiirlerin
tanimlanmasinda yeterli olmakla beraber bu durum genelde parazit miktarinin yiiksek oldugu
durumlar i¢in gecerlidir. Oysa parazit miktarinin diisiik oldugu durumlarda tanisal test olarak

molekiiler yontemlerin kullanilmasinda biiyiik yarar vardir (41).

Franzen ve ark. ilk defa 1984 yilinda sitma tanisinda kullanilan DNA hibridizasyon
yontemini bildirmislerdir. P.falciparum’un genomik DNA’sm1 goriintiillemek icin fosfat ile
isaretli problar kullanmuslar, P.falciparum genomik DNA’sinda birbiri ile siki sikiya hibrize
olmus iki DNA fragmanin1 pBR322 plazmid vektoriine klonlamislardir. Daha sonra bu
bolgelerden birini  Hindlll restriksiyon enzimi ile kesmis, ayn1 vektor {izerinde
klonlamiglardir. Sonugta tekrarlayan 21 bp {initelerinden olusan bir fragman elde etmisler ve

bu fragmani P.falciparum’un saptanmasinda hibridizasyon probu olarak kullanmislardir (42).

Daha sonraki c¢alismalarda Plasmodium’larin rRNA’larmin tiire spesifik kiigiik
ribozomal subiiniteleri iizerine yogunlasilmis ve elde edilen sonuglarin duyarliliginin daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Ribozomal RNA, hiicre i¢inde 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 ayri sitma
susuna ait RNA problari tespit edilmis olup, bunlarin RNA igerisinde ¢ok fazla sayidaki
tekrarlar1 nedeniyle yiiksek bir duyarliliga sahip olduklar1 gdsterilmistir (9). Plasmodium’larin
small-sublinit RNA genleri hem cins hem de tiire spesifik sekanslar icermektedir. Kurutulmus
kan oOrneklerinden bu RNA ekstrakte edildiginde ve buna yonelik dort tiire spesifik
radyoizotopla isaretli problar kullanildiginda 10-50 parazit varliginda bile Plasmodium’larin

4 tiirinlin ayrim yapilabilmektedir (41).

Snounou ve ark. organik DNA ekstraksiyonundan sonra agaroz jel elektroforezi
uygulayarak Plasmodium DNA’sm tespit edip, 0,01-11 parazit/pul yogunluktaki parazit
yiikiinii saptayabilen PCR yontemleri gelistirmislerdir (43). Bu karmagik yontemlere ilaveten
P.falciparum’un tespiti i¢in olduk¢a basit ve duyarliligt yiiksek olan nested PCR
gelistirilmistir. Bu yontemle parmak ucundan alinan 10 ul’lik bir kan 6rnegi i¢inde 13 parazit

gibi parazitemisi %0,000026 olan vakalarda dahi parazit yogunlugu tespit edilebilmistir (9).
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Tablo-II1. Sitma Tamisinda Kullanilan Yontemlerin Karsilastirilmasi (23).

Isik © Antijen saptanmasi
Metod ' - | QBC PCR
mikroskobisi HRP-2 pLDH
Duyarhilik +++ ++/4 ++/+++ ++/4+++ ++++
Uzman ihtiyac +++ ++/+++ Yok Yok ++++
Ek ekipman +/++ +++ Yok Yok ++++
Test stiresi Yavas Degisken Hizli Hizli Cok yavasg
Otomasyon Uygun degil ++ ++ ++ +++
Tiir tanmimlama +++ +/++ Pf Pf&Pv ++++
Tekrarlanabilirlik +++ +++ -/+ ++(?) +++
Parazit sayisinin | +++ ++ Yok Yok Yok
hesaplanmast
Maliyet/Test  (ABD
Dolary) 0.03 1.7-4.0 5-10 3 >3

a) Orneklerin Toplanmasi, Saklanmasi ve Tasinmasi

Plasmodium’larin PCR ile tanis1 i¢in kan ornekleri filtre kagitlarina, phosphate-
buffered saline (PBS) igeren tiiplere veya ethylene-diamine-tetraacetic acid’li (EDTA) tiiplere
alimabilir. Bugilin i¢in oOzellikle kullanim kolayligi nedeniyle filtre kagitlar1 tercih
edilmektedir. Filtre kagidi olarak en sik Whatman 3M kullanilmaktadir. Bu sekilde kan
orneklerinin toplanmasinin baslica iki avantaji vardir; birisi filtre kagitlarina alinan kan
ornekleri oda 1sisinda uzun siire saklanabilmesi, digeri ise filtre kagitlar1 plastik kaplar i¢inde
rahatlikla bir yerden digerine tasinabilmesidir. Filtre kagidi kan ornekleri i¢in parmak
ucundan alian veya intravendz yolla alinan kan tercih edilir, 20 veya 25 pl kan 6rneginin

alinmasi bu yontem i¢in yeterli olmaktadir (44,45,46).
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Kan oOrneklerinin toplanmasinda ikinci bir yontem Orneklerin PBS igeren
mikrosantrifiij tliplerine alinmasidir. Tiiplerde genelde 150 pul PBS bulunur. Bakteri ve
funguslarla kontaminasyonu engellemek i¢in 10 iinite/ml nistatin ve 25 pg/ml gentamisin
ilave edilir. Bu ydntem igin parmak ucundan 10 pl kan alinmasi yeterlidir. Ornekler yedi giin
+4 °C’de saklanabilir (44,45,46). Bunlardan baska ornekler EDTA’l tiiplerede alinabilir,
bunun i¢in bes mililitre vendz kan alinir. Saklamak icin degisik kaynaklarda farkli goriisler
bulunmaktadir. Buna gore +4 °C, -20 °C’de saklanabilecegi gibi -70 °C’de veya likit nitrojen
ile dondurularak saklanabilecegi de ifade edilmektedir (47,48,49,50).

Kan Orneklerini toplama yontemleri (antikoagiilanli, kiiltiir ortamu, filtre kagidi) ve
saklama sekilleri (1s1, zaman) yapilacak PCR’in etkinligini etkilemektedir. PCR, sitrat ve
EDTA’dan etkilenmez iken heparin ile kismen inhibe olmaktadir. Bu inhibisyon heparinazin
optimal konsantrasyonda kullanilmasi ile geri dénmektedir. Dondurulmus o6rneklerin
¢Oziildiikten sonra tekrar dondurulmasi ve tekrar ¢oziilmesi durumunda ilk kullanima oranla

10 kat daha az duyarlilikta PCR sonuglari ortaya ¢ikmaktadir (51).
b) Ekstraksiyon Yontemleri

Plasmodium’larin PCR ile tanisinda bir¢ok ekstraksiyon metodu olmakla beraber

i¢clerinde en sik kullanilanlar sunlardir;

Chelex metodu. Chelex 100, polivalan metal iyonlarina yiiksek affinite gosteren selat
olusturan bir reginedir. Chelex 100, DNA’nin parcalanmasini engellemekte ve alkali ortamda
kaynatildiginda hiicrenin parcalanarak DNA’nin agiga ¢ikmasini saglamaktadir (52). Bu
yontemde kan emdirilmis filtre kagitlar1 kesilerek kiiciik parcalara ayrilir ve mikrosantrifiij
tiipiine konur. Uzerine alman kamin 10 misli miktarda 100 °C’de 1sitilmis %5 Chelex 100
soliisyonundan ilave edilir. Ornek 30 saniye vortekslenip ardindan da 10 dakika
kaynatildiginda DNA agiga ¢ikar. Daha sonra 12000 g’de (Devirde) 1,5 dakika santrifiij edilir
ve siipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alinir. Ornek tekrar 1,5 dakika 12000 g’de
santrifiij edildikten sonra 5-40 ul siipernatant PCR i¢in kullanilir (53).

Saponin lizis yontemi. 500 pl kan 6rnegi eppendorf tiiplere alinir ve 8 pl %10’ luk
saponin eklenir. Ornek vortekslendikten sonra 10 dakika 10000 g’de santrifiij edilir ve

slipernatant uzaklastirilir. Dipte kalan ¢okelti 1 ml PBS ile sulandirilip vortekslenir ve 5
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dakika 10000 g’de santrifiij edilir. Siipernatant uzaklastirir ve dipte kalan kisim PCR igin
kullanilir (47).

Hizli kaynatma yontemi (Rapid Boiling). 10 ul kan 6rnegine buzda sogutulmus 500
ul 5 mM sodyum fosfat buffer ilave edilir, vortekslenir ve 14000 g’de 2 dakika santrifiij
edilir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra 6rnek 2 defa yikanir. 50 pl distile su ilave
edildikten sonra 10 dakika siireyle kaynatilir. Ornek 14000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra 5 ul siipernatant PCR i¢in kullanilir (54).

Fenol-kloroform ekstraksiyon metodu (54)

Ayrica Plasmodium DNA ektraksiyonunda kullanilan ticari ekstraksiyon kitleri de

bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 sunlardir;
-Wizard ™ Plus Minipres DNA saflastirma sistemi (54)
-Isocode STIX PCR Template Preperation Dipstick yontemi (54)

-QIAamp DNA Blood Kit (55). Henning ve arkadaglari yaptiklar1 bir caligmada
Isocode STIX ve Hizli Kaynatma metodlarini, QIAamp DNA ve fenol-kloroform
ekstraksiyon metodu ile karsilagtirmislar ve Isocode STIX ve Hizli Kaynatma metotlarinin

PCR’1n duyarliligini artirdigini bildirmislerdir (54).
¢) Amplifikasyon Yontemleri
PCR (Polymerase Chain Reaction)

PCR, niikleik asidlerin in vitro sartlarda replikasyonu icin gelistirilmis bir test tiip
sistemidir. Hedef DNA/RNA’nin selektif olarak c¢ogaltilmasim1 saglar. Bu yOntemin
uygulanabilmesi i¢in yok denecek kadar az DNA yeterlidir. PCR’da bir bolgeyi ¢ogaltabilmek
icin, hedef DNA nin niikleotid dizisi hakkinda bazi bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincirli hale
getirilmis DNA’ya baglanabilecek olan iki oligoniikleotid primerin sentezi i¢in kullanilir. Bu
primerler, ¢ogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki tamamlayici dizilerle hibridize olur.

Istya dayanikli bir DNA polimeraz olan Taq polimeraz, DNA’daki hedef bolgenin sentezini
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saglar. PCR reaksiyonunda ii¢ temel asama vardir ve bu {i¢ temel asamaya bir dongii (siklus)

denir.

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 ¢calismaz.

2) Baglanma (Annealing). Sicaklik 50-65°C’ye diisiiriiliir ve primerlerin tek zincirli
DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu siirecte tek zincirli primer ile tek zincirli kalip DNA
arasinda hidrojen baglar1 olusur. Kararli baglar olustugunda polimeraz niikleotidleri eklemek
tizere baglanir. Bu primerler 15-30 niikleotid uzunlugunda yapay oligoniikleotidlerdir.
Primerler ¢ogaltilacak olan DNA dizisinin uglarindaki tamamlayici baz dizisine 6zgiin olarak
baglanir. Bu primerler kalip DNA’nin sentezi i¢in baslangi¢ noktasi1 olarak gorev yaparlar.
Yaklastk 20 bp uzunlugunda primerlerin kullanilmasi durumunda baglanma 1sis1 olarak

54°C’nin belirlenmesi optimal sonuglar1 vermektedir.

3) Uzama (Extension). Is1 65-72°C’ye getirilir ve birkag 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; ¢linkii yeni DNA zincirlerinin sayis1 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. Bu yontem ile bol miktarda hedef
DNA fragmentleri elde edilir. Amplifikasyondan sonra PCR iiriinleri genellikle jel {izerindeki
kuyucuklara yiiklenir ve daha sonra elektroforeze tabi tutulur (56,57). PCR’1n mekanizmasi

Sekil-8’de gosterilmistir.

Bugiin i¢in Plasmodium’larin tanisinda normal PCR’a ilaveten nested PCR, semi-

nested PCR, multipleks PCR ve real-time PCR metodlar1 da basariyla kullanilmaktadir.
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Hedef amplifikasyon bolgesi
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Sekil-8. PCR’1in Mekanizmasi (58)
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III. GEREC ve YONTEM

A- HASTA VE ORNEKLER

Haziran 2007 ile Ekim 2007 tarihleri arasinda Siverek Sitma Savas Merkezi’ne gelen

sitma sliphesi olan 64 kisinin parmak ucu ve vendz kan 6rnekleri alinmustir.

Parmak ucu kan 6rneklerinden, kalin damla ve ince yayma kan preparatlari
hazirlanarak oda 1sisinda plastik kaplarda saklanmistir. Hizli tani testi ve Real-Time PCR
caligmalarinda kullanilmak tizere, EDTA’l1 hemogram tiiplerine alinan 5 ml vendz kan
ornekleri testler uygulanana kadar -20 °C de saklanmustir. Yayma kan preparatlar1 Giemsa

boyasi ile boyanip 151k mikroskobunda X 1000 biiylitmede incelenmistir.

(Calismaya alinan her kisi i¢in bir “Hasta Takip Formu” diizenlenmis ve adi-soyadi,
yasl, cinsiyeti, meslegi, gebelik durumu, atesli hastalik veya sitma hikayesi, sitma tedavisi

goriip gormedigi, ailede gocer is¢i durumu gibi kisisel bilgiler sorulmustur.

Calisma grubuna alman tiim bireyler, Harran Universitesi Etik Kurulunun
“‘Bilgilendirilmis Olur Formu’’nu doldurup imzalamasi ile calismaya dahil edilmislerdir.
Calisma, Sanlrfa Valiligi Il Saglik Miidiirliigii’niin resmi onay, izin ve bilgisi dahilinde

gerceklestirilmistir.
B- KULLANILAN YONTEMLER

Sitma siipheli hastalarda Plasmodium spp. tanisi i¢in kalin damla ve ince yayma kan

preparasyonlari, hizli tan1 testi ve Real-Time PCR teknikleri kullanilmistir.
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1- Kahin Damla ve ince Yayma Kan Preparasyonu:
Kullanilan malzemeler ve yontemin uygulanisi agagida verilmistir:

a) Gerecler
e Lam
e Lanset
e I[sik Mikroskobu (Olympus BX51, Japonya)

e Mezur
b) Reaktifler

o Giemsa Soliisyonu (MERCK, Almanya)
J Distile Su
J Metil Alkol

o Immersiyon Yag1
¢) Kalin Damla Kan Preparasyonu

1. Hastanin parmak ucu alkollii pamuk ile temizlendikten sonra lanset ile delindi,
temiz bir lama temas ettirilerek bir damla kan alindi.

2. Baska bir lamin kenari ile alinan kandamlasi dairesel hareketler yapilarak yaklasik
2 cm ¢apinda yuvarlak bir alana yayildi.

3. Preparat havada kurutuldu, tespit edilmedi.

4. MezuralO ml distile su kondu ve bunun iizerine her 1 ml distile su i¢in 1 damla

oranina gore 10 damla ticari Giemsa boyasi ilave edildi. Mezur, dairesel hareketler yapilarak

hafif¢e karigtirildu.

5. Hazirlanan Giemsa boyasi preparat iizerine dokiildii ve 20 dakika siireyle beklendi.
6. Lam iizerindeki boya dokiildii, lam musluk suyu ile yikand1 ve havada kurutuldu.
7. Kuruyan lam iizerine immersiyon yagi damlatilarak x100’liik objektif ile 151k

mikroskobunda incelendi.

8. Inceleme yaparken en az 200 sahaya bakild.

29



d) ince Yayma Kan Preparasyonu

1. Hastanin parmak ucu alkollii pamuk ile temizlendikten sonra lanset ile delindi,
temiz bir lama temas ettirilerek lamin kenarindan 1 cm mesafede orta bir noktaya bir damla
kan alindi.

2. Lam sol elin bas ve isaret parmaklar1 arasinda kandamlasi isaret parmaginin
bulundugu tarafta olacak sekilde tutuldu.

3. Sag elin bas ve isaret parmaklar1 arasina alinan bir lamel, kandamlasinin 6n
kismina isaret parmagina bakan 45°’lik bir ac1 yapacak sekilde temas ettirildi.

4. Kanin lamelin iki kdsesine yayilmasi i¢in kisa bir siire beklendi ve a¢1 korunarak

sol tarafa dogru siiriildi.

5. Preparat havada kurutuldu.
6. Preparatin iizerine metil alkol dokiildii ve 2—3 dakika beklenerek tespit edildi.
7. Mezura 10 ml distile su konuldu ve bunun iizerine her 1 ml distile su i¢in 1 damla

oranina gore 10 damla ticari Giemsa boyasi ilave edildi. Mezur, dairesel hareketler yapilarak

hafif¢e karistirildu.

8. Hazirlanan Giemsa boyasi preparat iizerine dokiildii ve 20 dakika siireyle beklendi.
9. Lam iizerindeki boya dokiildii, lam musluk suyu ile yikand1 ve havada kurutuldu.
10. Kuruyan lam iizerine immersiyon yagi damlatilarak x100’1iik objektif ile 151k

mikroskobunda incelendi.

11. Inceleme yaparken en az 200 sahaya bakildi.
e) Parazitolojik Degerlendirme

Parazitemi diizeyi (Aseksiiel parazit sayisi/uL kan), kalin ve ince yayma preparatlar

incelenerek asagidaki formiil uygulanarak hesaplanmistir (59).

Parazitemi (uL basina) = parazit sayis1 x 8000 / 16kosit say1s1
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2- Hizli Tam Testi

SD Malaria Antigen P.f/Pan kaset testler kullanildi. EDTA’l1 tliplere alinmis kanlar
oda 1sisina getirildi. 5 pl kan 6rnek kuyucuguna damlatildi. Diliient kuyucuguna 4 damla

diliient damlatildi. 20-30 dakika oda 1sisinda beklendikten sonra sonuglar yorumlandi.

3- Real-Time PCR Yontemi.

Kullanilan malzemeler ve yontemin uygulanisi asagida verilmistir:

a) Gerecler

Sicak Su Banyosu Cihazi (Niive BS402)

Amplifikasyon Cihazi (LightCycler 1,5, Roche, Almanya)

Vorteks Cihazi (IKA Yellowline TTS2, USA)

Otomatik pipetler,(1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl)

Mubhtelif pipet ucu

Eppendorf santrifiijii (VWR Galaxy 16DH, USA)

Eppendorf tiipleri

Eppendorf sporu

b) Reaktifler

DNA ekstraksiyon kiti (QIAamp DNA Blood Mini Kit, QTAGEN)

Master Mix (Light Cycler DNA Master SYBR Green I, ROCHE)

PBS Solusyonu
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%096 Etil Alkol
Primerler;
-Plasmodium genus spesifik primerler (IDT Integreted DNA Technologies, Belgika)
Primer 1; rPLU 1 (5’-TCAAAGATTAAGCCATGCAAGTGA-3’)
Primer 2; rPLU 5 (5’-CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3’)
-P.vivax’a spesifik primerler (Integreted DNA Technologies, Belgika)
Primer 3; rVIV 1 (5>-CGCTTCCTTAATCCACATAACTGATAC-3")
Primer 4; rVIV 2 (5°-ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA-3")
¢) Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi
PBS:
K,HPO, 24 gr
NaH,PO, 0.44 gr
NaCl 17 gr
pH: 7.2 olacak sekilde distile suyla 2000 ml’ye tamamlandi.
d) DNA ekstraksiyonu
DNA ekstraksiyonu, ticari olarak saglanan QIAamp DNA Blood Mini Kit ile yapildi.

Tam kan 6rnekleri oda 1sisina getirildi.

Su banyosu 56 °C’ye getirildi.

Buffer AVE oda sicakligina getirildi.

Buffer AW1 ve AW2 protokole gore hazirlandi.

Buffer AL i¢indeki kristallenmeyi gidermek amaciyla 56 °C’de inkiibe edildi.
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e Tiim santrifiij basamaklar1 oda sicakliginda gergeklestirildi.

1. 1,5 mI’lik ependorf tiiplerine 800 ul PBS konuldu.

2. Bunun iizerine 400 pl tam kan 6rnegi ilave edilerek vorteksle karistirildi.

3. Tiipler 8000 devirde 4 dakika santrifiij edildi.

4. Alttaki pellete degdirilmeyecek sekilde iistteki sivi pipetle ¢ekildi.

5. Uzerine 800 ul PBS konuldu ve vorteksle karistirildi.

6. Tiipler 8000 devirde 4 dakika santrifiij edildi.

7. Alttaki pellete degdirilmeyecek sekilde iistteki sivi pipetle ¢ekildi.

8. Uzerine 200 ul PBS konuldu.

9. Uzerine 20ul Proteinase K eklendi ve vorteksle karistirildi.

10. Uzerine 200 ul Buffer AL eklendi.

11. Su banyosunda, 56 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.

12. Tiipler vorteksle hafifce karistirildiktan sonra tizerine, molekiiler ¢caligsmalarda
kullanilan, %96’lik etil alkolden 200 pl eklendi ve karistirildi.

13. Ependorf tiiplerdeki karisim spin kolona aktarildi, 6000 devirde 1 dk. santrifiij
edildi.

14. Spin kolonun yerlestigi tiip atilarak, spin kolon 2 ml’lik temiz collection tiipe
yerlestirildi.

15. Uzerine 500 ul Buffer AW1 eklenerek 6000 devirde 1 dk. santrifiij edildi.

16. Spin kolonun yerlestigi tiip atilarak, spin kolon 2 ml’lik temiz collection tiipe

yerlestirildi ve tizerine 500 pl Buffer AW2 eklenerek 13.000 devirde 5 dk. santrifiij edildi.

17. Spin kolonun yerlestigi tiip atilarak, spin kolon 2 ml’lik temiz collection tlipe

yerlestirildi 13.000 devirde 1 dk. santrifiij edildi.

18. Spin kolon 1,5 mI’lik ependorf tiipe yerlestirildi, iizerine 200 pl Buffer AE
eklenerek 1 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.

19. 6000 devirde 1,5 dk. santrifiij edildikten sonra kolonlar atild1.

20. Ependorf tiiplerin dibinde kalan karisim amplifikasyon i¢in kullanilacak olan
DNA’dur.

21. DNA ornekleri ¢alisilana kadar -20 °C’de saklanmustir.
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e) Amplifikasyon

Genus spesifik primerlerin kullanildig1r amplifikasyon i¢in asagidaki sekilde PCR

karisimi hazirlanmistir. Her bir 6rnek igin;

Distile su 12,4 ul
MgCl, 1,6 ul
Primer 1 (10 pmol) Il
Primer 2 (10 pmol) Il
DNA Master SYBR Gren | 2 ul

Hazirlanan 18 pl PCR karisimina 2 pl ekstrakte edilmis DNA ilave edilerek
“LightCycler 1,5 amplifikasyon cihazina yerlestirildi.

PCR ¢aligma protokolii uygulandi;

N
Denatiirasyon 95 °C 30 saniye
Baglanma (Annealing) 56°C 10 saniye. 45 siklus
Uzama (Extension) 72°C 1 dk.

J

Daha sonra sirasiyla P.vivax’a spesifik primerler kullanilarak ekstrakte edilmis DNA
amplifikasyona alindi. Amplifikasyon i¢in PCR karisimi, bir 6nceki karigim gibi hazirland,

ayn1 miktarda ekstrakte edilmis DNA ilave edildi ve ayn1 PCR dongiileri uygulandi.
f) Istatistik Analizler
Veriler SPSS 11.5 paket programi ile degerlendirilmistir.

Istatistiksel analizlerde Ki Kare testi kullanilmustir. P degeri 0.05’in iistii anlamli kabul

edilmistir.
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Uygulanan {i¢ ayr1 tan1 yonteminden herhangi birinde pozitif bulunan kisiler, hasta
olarak degerlendirilmis ve hesaplamalar buna gore yapilmistir. Testlerin duyarhlik, 6zgtlliik,
pozitif prediktif deger (PPD), negatif prediktif deger (NPD) ve kappa indeksleri
hesaplanmustir. Kappa Indeksi, testler arasindaki uyum giiciinii gdstermektedir. Degeri 0 ile 1
arasinda degismektedir. Kappa indeksi 0.70 ve iizeri oldugunda o testin uyumunun yeterli

oldugu diisiiniiliir.
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IV. BULGULAR

A. ORNEKLER

Haziran-Ekim 2007 tarihleri arasinda, Siverek Sitma Savas Merkezi’ne gelen sitma

siipheli 64 kisinin kan oOrnekleri sitma enfeksiyonu yoniinden incelendi. Tablo-IV’te,

calismaya katilan tiim bireylerin cinsiyeti, yaslari, mikroskobi, hizli tani testi ve Real-Time

PCR sonuglari ile parazit sayilar1 gosterilmektedir.

Tablo-1V. Hasta Bilgileri ve Uygulanan Testlerin Sonug¢lar:

Ornek No Cins Yas Mikroskobi Parazit Sayisi Hizli Tam Testi RT-PCR
01 E 40 N 0 N N
02 E 3 P 2240 P P
03 E 55 N 0 N N
04 K 18 P 4800 P P
05 E 29 P 1760 P P
06 E 7 P 19840 P P
07 E 43 N 0 N N
08 K 25 N 0 N N
09 E 36 P 960 P P
10 E 34 N 0 N N
11 E 34 N 0 N N
12 E 9 N 0 N N
13 E 40 P 480 P P
14 E 27 N 0 N N
15 K 10 P 6240 P P
16 E 41 P 10080 P P
17 E 26 P 5760 P P
18 K 30 N 0 N N
19 E 9 P 640 P P
20 K 14 P 2120 P P
21 K 1 N 0 N N
22 E 40 P 480 P P
23 K 5 P 4160 P P
24 K 18 P 8320 P P
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Tablo-IV. Hasta Bilgileri ve Uygulanan Testlerin Sonug¢lari (Devami)
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B- MIKROSKOBI BULGULARI

Calismaya katilan 64 kisinin periferik kan yaymalar1 Giemsa boyasi ile boyanarak 151k
mikroskobunda incelendi. Orneklerin 25’inde P. vivax saptandi, 39 6rnekte Plasmodium tiirii
saptanmadi.

C- HIZLI TANI TESTi BULGULARI

Calismaya katilan 64 kisinin tam kan Ornekleri, hizli tani testi kullanilarak sitma
yoniinden incelendi. Orneklerin tamami P falciparum ydniinden negatif bulunurken, 25 tanesi

Plasmodium spp. yoniinden pozitif bulundu.

D- REAL-TIME PCR BULGULARI

Sitma siiphesi olan 64 kisinin tam kan 6rneklerinden, genomik DNA’lar1 elde edildi.
Genus spesifik primerler kullanilarak Real-Time PCR ile amplifiye edildi ve sonuglar
degerlendirildi. Mikroskobisi pozitif olan 25 6rnegin tamami ve mikroskobisi negatif olan 39
ornekten 3 tane olmak {izere toplam 28 drnekte Plasmodium cinsi saptandi, 36 drnek negatif
sonug verdi. Takiben, tim orneklere P.vivax spesifik primer kullanilarak ayni sekilde Real-
Time PCR yontemi uygulandi. Burada da, daha onceden genus spesifik primer ile pozitif
bulunan 28 6rnegin tamaminin P. vivax oldugu goriildii. Sekil-9’da genus spesifik primerler,
Sekil-10’da  P.vivax’a spesifik primerler ile yapilan Real-Time PCR’nin grafikleri
goriilmektedir.

Tablo-V’te de goriildiigii gibi Real-Time PCR’in duyarhiligi ve ozgilligi %100
bulunurken, mikroskobinin ve hizli tami testinin duyarliligt %89.3, ozgiillikkleri %100
bulunmustur.

Tablo-V. Testlerin Istatistiksel Sonuclari

Testin Ad1 Duyarhhg | Ozgiilliigii PPD NPD Kappa
(%95 CI) | (%95 CI) (%95 CI) (%95 CI) Indeksi

Mikroskobi %89.3 %100 %100 %92.3 0.904
(70.7-100) | (82.5-100) (80.9-100) (75.2-100)

Hizh Tam Testi %89.3 %100 %100 %92.3 0.902
(70.7-100) | (82.5-100) (80.9-100) (75.2-100)

Real-Time PCR | %100 %100 %100 %100 1
(81.4-100) | (82.5-100) (81.4-100) (82.5-100)

PPD  : Pozitif Prediktif Deger

38



NPD  : Negatif Prediktif Deger
CI : Confidence Interval
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Sekil-9. Plasmodium Genus Spesifik Primerlerle Olusan Grafikler
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Sekil-10. P.vivax Spesifik Primerlerle Olusan Grafikler

E- EPIDEMiYOLOJIK VERILER

Calismaya alinan 64 kisinin, yas, cinsiyet, gegmiste atesli hastalik veya sitma hikayesi
olup olmadigi, onceden sitma tedavisi goriip gormedigi, ailesinde gecmiste atesli hastalik
veya sitma hikayesi olup olmadigi, ailede goger is¢i olup olmadigi gibi kisisel ve ailesel
verileri incelendi.

Calismaya katilanlarin 24’1 kadin (%37.5), 40’1 erkekti (9%62.5).
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Yas ortalamasi 20.3+16.6 olarak hesaplandi (yas araligi:1-70).

Parazit yogunlugu, MeantSD= 6024+6051 parazit/uL olarak hesaplandi, min-max
(480-24960 parazit/uL).

Parazit sayisi ile yas ve cinsiyet arasinda iliski bulunamadi (p>0.05).

Daha oOnce sitma gecirmis olanlarla parazit sayisi arasinda iliski bulunamadi
(p=0.505).

Gecgmiste sitma tedavisi gorenlerle parazit sayisi arasinda iligki bulunamadi (p=0.528).

Tablo-VI'te Hastalarin epidemiyolojik verileri tam1 yontemleri ile karsilastirmali

olarak gosterilmistir.

Tablo-VI. Hastalarin Epidemiyolojik Verilerinin Mikroskobi, Hizhh Tam Testi ve PCR

ile Karsilastirilmasi

Hizl1 tan1 testi PCR pozitif
Mikroskobisi
(Kaset test) hastalar
Olgu grubu tanimlayicilart pozitif hastalar
pozitif hastalar (28 hasta)
(25 hasta)
(25 hasta)
0-17 yas 13 (%52) 13 (%52) 14 (%50)
18-27 yas 5(%10) 5 (%10) 6 (%21)
Yas 28-37 yas 3 (%12) 3 (%12) 4 (%14)
38-57 yas 3 (%12) 3 (%12) 3 (%l11)
58 ve listii yas 1 (%4) 1 (%4) 1 (%4)
Kadin 16 hasta (%64) 16 hasta (%64) 18 (%64)
Cinsiyet
Erkek 9 hasta (%36) 9 hasta (%36) 10 (%36)
Gegmigste sitma 6 (%24)
6 (%24) 9 (%32)
hikayesi bulunan
Demografik Gegmiste sitma 5 (%20)
. 1 5 (%20) 8 (%25)
ozellikler tedavisi goéren
Ailesinde goger 3 (%12)
) 3 (%12) 6 (%21)
is¢i bulunan
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V. TARTISMA ve SONUC

Sitma, Plasmodium cinsine ait tek hiicreli, hiicre ici parazitler tarafindan olusturulan
enfeksiydz bir hastaliktir. Insanda sitma etkeni olan Plasmodium tiirleri; P.vivax, P.ovale,
P.malariae ve P.falciparum’dur. Ulkemizdeki sitma etkeni P.vivax’tir. P.falciparum ise

mortaliteye sebep olan tiirdiir (8).

Giliniimiizde sitma tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. Bildirimi mecburi hastaliklardandir. Sitma halen diinyada yaygin bir hastaliktir.
D.S.0O. tarafindan 100 iilkede sitmanin endemik oldugu kabul edilmektedir. 2 milyar 400
milyon kisi sitma riski altinda yasamaktadir. Yillik sitma insidans1 300-500 milyon olarak
tahmin edilmekte ve bunlarin % 90’1 Afrika kitasindadir. Her yi1l 1 milyon 100 bin ila 2
milyon 700 bin kisi sitmadan 6lmektedir (8).

1955 yiinda D.S.O.’niin tiim diinyada baslattig1i sitma eradikasyon programina
tilkemiz 1957 yilinda dahil olmustur. DDT nin kullanilmaya baslamasi ile 6nemli basarilar
elde edilmis ve 1940’larda 140.000 civarinda olan sitma vakasi 1970’te 1.263°¢ diigsmiistiir.
Zamanin hiikiimetinin sitmanin iilkemizden eradike edildigi yoniindeki agiklamasi ile dig
yardimlar kesilmis, teskilat yapisi kii¢iiltiilmiis ve bu rehavet sonucu 1971°den baslayarak
sitma vakalari tekrar artmig, 1977°de Cukurova’da ciddi bir sitma epidemisi olmus ve vaka
sayis1 115.512’ye yiikselmistir. Ikinci biiyiik epidemi ise 1994 yilinda Giineydogu Anadolu
bolgesinde olmus ve vaka sayis1 84.345 olmustur.1996 yilindan itibaren sitma insidansinda
diisiis izlenmeye baglanmistir.2007 yilinda 775.502 kisinin kanlar1 alinarak 358 vaka tespit

edilmistir ki bu sonug son 35 yilin en diisiik rakamidir (8).

Ulkemizde sitma olgularmm cogunlugu yerli ya da intikal olgu olarak
siiflandirilmaktadir. Olgu siniflandirilmast yillara gore ele alindiginda yerli olgu orami
artmaktadir. 1980'li yillarda yerli olgular toplam olgularin %60'n1, intikal olgular %27'sini
olustururken, 1998 yilinda yerli olgular %83, intikal olgular %17 olarak saptanmistir.
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Bunun nedeni, son yillarda GAP'in devreye girmesi ile 1980'li yillarda Giineydogu Anadolu
Bolgesi’nden Cukurova-Amik Ovasi Bolgesi’ne tarim alaninda c¢aligmak i¢in goger iscilerin
bu bolgeye daha az gelmeleridir. Tiirkiye'de saptanan olgular P.vivax etkenine bagli olarak
gelisen olgulardir. Ancak 1993-1998 yillar1 arasinda dis kaynakli olmak iizere 85
P.falciparum, dort P.malaria ve bir P.ovale olgusu saptanmigtir. Bu olgularin biiyiikk bir

boliimiinti Afrika ve Uzakdogu tilkelerinden gelen kisiler olusturmaktadir (60).

Tablo-VII. Yurtdist Kaynakh Sitma Vakalarinin Parazit Tiiriine Gore Dagilimi, 2002-2007 (8)

YIL |P.vivax |P.falciparum |P.malariae P.ovale |Pv/Pf TOPLAM
2002 |25 12 3 40
2003 |27 12 1 40
2004 |37 13 50
200516 32 48
2006 |16 29 45
2007 |16 29 45

Halen sitma tanisinda kalin damla ve ince yayma kan Orneklerinin mikroskopla
incelenmesi altin standart olarak kabul edilmektedir (61). Bununla beraber Craig ve ark.
mikroskobinin sitma tanisinda altin standart olamayacagini, diisiilk parazitemili olgularda ve
miks infeksiyonlarda paraziti saptayamadigini, mikroskobi sonuglarinin yorumlanmasinda
belirsizlik oldugunu ve preperasyon hazirlama prosediirlerinde uyusmazlik oldugunu
bildirmislerdir (25). Hemme ve ark. Thai-Myanmar sinirinda yaptiklari ¢alismalarinda,
hastalardan alinan kan Orneklerini 10 farkli laboratuarda mikroskobi ile incelemisler ve
sonuglart karsilagtirmiglardir. Calismada, laboratuarlar arasinda 6zgilliik oranlarinin %93,5

ile %98,3, duyarliligin ise %92,6 ile %96,6 arasinda degistigi bildirilmistir (62).

Hanscheid, orjinal kalin damla metodunun duyarliliginin %80-90 oldugunu, kalin
damlada Plasmodium’larin saptanabilmesi i¢in bir ul’de en az 5-20 parazitin bulunmasi
gerektigini, negatif sonug¢ rapor edilmeden once en az 200 alanin incelenmesi gerektigini
bildirmistir (23). Ayni arastirmaci baska bir yaymninda mikrolitrede 100’den fazla parazit

varsa hizli tanisal testlerin duyarliliginin %90’ nin {izerine ¢iktigini, oysa PCR’1n mikrolitrede
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bes parazitin altindaki parazitemi degerlerinde bile pozitif sonu¢ verebildigini ifade etmistir

(63).

Sitma konusunda uzman olan kisiler, tek bir negatif mikroskobi sonucu ile sitma
tanisinin ekarte edilemeyecegini sdylemislerdir. Akut ates ve uygun hikayesi olan hastalarda,
kalin damla ve ince yayma kan Orneklerini tekrar incelemeden sitma tanisinin ekarte

edilmemesi gerektigini bildirmislerdir (63).

Mikroskobi, PCR ile karsilastirildiginda, mikropkobik incelemede en sik goriilen
hatanin, ilk degerlendirmede tiirlerin yanlis tanimlanmasinda ortaya ¢iktig1 bildirilmektedir.
Burada yapilan en sik hata, P.falciparum’un yanlslikla P.vivax olarak tanimlanmasidir. Bu
hatanin saha ¢alismalarinda gorev 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 enfeksiyonlar1 atlamaktadirlar (64).

Coleman ve ark., Bat1 Tayland’da yaptiklar1 aktif slirveyans ¢alismasinda laboratuar
ve saha mikroskobisi sonuglarini karsilastirmiglardir. Caligmada saha mikroskobisinde
preparatlar 5-10 dakika siireyle x700 biiyiitmelik 151k mikroskobunda, laboratuarda ise 20
dakika siireyle x1000 biiyilitmelik 151k mikroskobunda incelenmistir. pul’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 6rnek saptanamamistir. Calismada P.falciparum igin
saha mikroskobisinin 6zgilligii %99,3, duyarliligi %10, P.vivax i¢in ise ozgiillik %99,2,
duyarlhilik %?7,1 olarak bulunmus ve saha mikroskobisinin 6zgiil ama duyarli bir yontem

olmadig1 bildirilmistir (65).

Plasmodium’larin tanisinda kalin damla ve ince yayma kan o6rneklerinin mikroskobi
ile incelenmesinin yani sira floresan boyama yontemi, QBC yontemi, hizli tanisal testler ve

molekiiler tan1 yontemleri gibi alternatif tan1 metodlar1 da kullanilmaktadir (23,28,66).
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Niikleik asid teknolojisindeki gelismelere paralel olarak Plasmodium’larin
saptanmasinda DNA ve rRNA prob metodlarinda da ilerleme olmustur. Baglangicta bu
metodun kirsal kesimde kullanilmasinda diisiik duyarlilik oranlari bulunmus ama 1990’dan
beri bircok PCR metodu gelistirilerek PCR’in Plasmodium’larim tanisindaki duyarlilig
arttirtlmistir (48). Plasmodium’larin tanisinda PCR, baglica rutin tan1 ve epidemiyolojik
caligmalarda kullanilmaktadir. PCR, epidemiyolojik ¢alismalarda mikroskobinin kalite
kontroliiniin degerlendirilmesinde miikemmel bir tekniktir (67). Bununla beraber sitmanin
onemli bir saglik problemi oldugu birgok iilkede PCR’in tanida kullanilmasina sicak
bakilmamaktadir. Bu bolgelerdeki yiiksek bulas ve maddi problemler PCR’in 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 yararlidir. Mikroskobi 5-20 parazit/ul degerlerini tespit
edebilmektedir ve eger >100 parazit/ul’nin iizerinde parazit varsa hizli tanisal testlerin
duyarliliginin da %90’nin iizerinde oldugu bildirilmistir. Buna karst PCR ydntemi <5
parazit/ul ve muhtemelen 0.004 parazit/ul’i bile tespit edebilmektedir. Genel olarak PCR,
sitma siliphesi olup da kalin damlast negatif olan olgularin saptanmasinda, tanimlanmis

tiirlerin dogrulanmasinda ve tedaviye direncin izlenmesinde kullanilmaktadir (63).

PCR i¢in kan ornekleri filtre kagitlarina emdirilmekte veya EDTA’l, PBS’li, sitrath
ve heparinli tliplere alinmaktadir (43,45,49,53,68-76). PBS iceren mikrosantrifiij tiiplerine kan
alinarak yapilan caligmalarda en sik goriilen problem, bakteri ve funguslara bagl olarak
gelisen kontaminasyondur. Bunu engellemek igin tiiplere 10 iinite/ml nistatin ve 25 pg/ml
gentamisin ilave edilmektedir. Ornekler yedi giin +4 °C’de saklanabilmektedir (72,77,78).
Heparinli tiiplere toplanan kan Orneklerinde yasanan en dnemli problem ise PCR’1n heparin
ile inhibe olmasidir (51). Filtre kagidinin kullanildig1 calismalarda genelde Whatman 3M
kullanilmaktadir. Bunun baslica avantaji, kan Orneklerinin oda 1sisinda uzun siire
saklanabilmesi ve plastik kaplar i¢inde rahatlikla bir yerden digerine taginabilmesidir
(44,45,46). Filtre kagitlarinda bulunan kurutulmus kan 6rneklerinin, tropikal bolgelerde uzun
siire kalsalar (12 ay) bile test sonuglarinin dogrulugunda bir hataya neden olmadig1 ve aym
ornekte farkli gen bolgelerini arastirmakta da kullanilabildigi bildirilmektedir (67). Bu tez
calismasinda, PCR calismasi i¢in kan Ornekleri EDTA’I1 tiiplere alinmis ve -80 °C’de

saklanmustir.
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DNA ekstraksiyonu i¢in Chelex metodu, saponin lizis yontemi, hizli kaynatma
yontemi (rapid boiling) fenol-kloroform ekstraksiyon metodu gibi yontemlerin yani sira
Wizard ™ Plus Minipres DNA saflastirma sistemi, Isocode STIX PCR Template Preperation
Dipstick yontemi ve QIAamp DNA Blood Kit gibi ticari ekstraksiyon kitleri de
kullanilmaktadir (47,53-55,79-81). Tez calismasinda QIAamp DNA Blood Kiti kullanildi.

Kain ve ark. yaptiklari bir saha ¢alismasinda P.vivax’i, PCR ile saptamaya
calismislardir. Bu ¢aligmada kan ornekleri, Whatman 3M filtre kagitlarina alinmis, Chelex—
100 metodu ile ekstrakte edilmis ve circumsporozoit gen bolgesini hedefleyen primerler
kullanilmigtir. Sonuglar mikroskobi ile karsilagtirildiginda mikroskobik olarak P.vivax olan
119 6rnegin 108 tanesi PCR ile pozitif olarak bulunmustur (44). Sethabutr ve ark. yaptiklari
benzer bir ¢alismada Chelex-100 metodunu kullanmiglardir. Calismada mikroskobik olarak
P.falciparun olan 103 6rnegin 96 tanesini ve mikroskobik olarak negatif olan 155 6rnegin 10

tanesini PCR ile pozitif olarak bulunmustur (75).

Patsoula ve ark. multipleks PCR kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada P.falciparum ve
P.vivax kan oOrneklerinden saptamis ve sonuclar karsilagtirmiglardir. Calismada kan
ornekleri hem EDTA’l tiiplere hem de Whatman 3M filtre kdgitlarina alinmistir. Filtre
kagitlarindan DNA ekstraksiyonu, Chelex 100 kullanilarak yapilmigtir. Calismada small-
subunit TRNA gen bolgesi hedeflenmis ve genus spesifik primer PL3, P.vivax igin olan
spesifik primer PL4 ve P.falciparum spesifik primer PL5 kullanilmistir. Calismada 124
hastanin kan ornekleri incelenmis ve PCR ile 53 6rnek P.falciparum ve 3 Ornek de P.vivax
olarak tanimlanmistir. Multipleks PCR’1 nested ve semi-nested PCR ile karsilastirdiklarinda,
multipleks PCR’1n nested PCR’dan daha hizli oldugunu, duyarlilik ve 6zgiilliik oranlarinin da
daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Yine multipleks PCR’1in mikroskobiden daha duyarh
oldugu ifade edilmistir. Cilinkii bu calismada mikroskobinin atladig1 iki 6rnek PCR ile pozitif
olarak bulunmustur. Calismada multipleks PCR’mn  P.vivax ve P.falciparum miks
enfeksiyonlarini mikroskobiden daha iyi saptadigi, bununla beraber mikroskobinin daha basit

ve ucuz oldugu ama sitma tanisinda deneyimli mikroskobist gerektigi bildirilmistir (82).

Henning ve ark. yaptiklart bir c¢alismada, Isocode STIX ve Hizli Kaynatma

metodlarini, QIAamp DNA ve fenol-kloroform ekstraksiyon metodu ile karsilagtirmiglar ve
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Isocode STIX ve Hizli Kaynatma metodlarinin PCR’1n duyarhiligini artirdigini bildirmislerdir
(54).

Halen Plasmodium’larin molekiiler tanisinda konvansiyonel PCR’1n yani sira nested
PCR, seminested PCR, multiplex PCR ve Real-Time PCR basariyla kullanilmaktadir
(55,66,83,84,85,86,87,88). Bu tez calismasinda da Plasmodium’larin genus diizeyinde ve

P.vivax m tiir diizeyinde saptanabilmesi i¢cin Real Time PCR teknigi kullanilmistir.

Snounou ve ark. kirsal kesimden toplanan kan 6rneklerinden dort Plasmodium tiiriini
PCR ile tanimlamiglardir. Bu ¢alismada PCR ile spesifik oligoniikleotit primerler kullanilarak
tiire Ozgilil small-subiinit rRNA genlerinde bulunan, tiire ve cinse 6zgiil kiiciik sekanslar
amplifiye edilmigtir. Bu teknigin Plasmodium tlirlerinin saptanmasinda rutin mikroskobik
tanidan daha dogru ve duyarli oldugunu, PCR’1n Plasmodium karma enfeksiyonlarimi yiiksek

bir oranda saptayabildigini bildirmislerdir (43).

Kimura ve ark. yaptiklar1 bir ¢caligmada, sitma hastalarindan alinan kan Grneklerini,
mikrotiter plate hibridizasyon yontemi ile degerlendirmisler ve sonucglari mikroskobi ile
karsilagtirmiglardir. Her iki yontemin sonuclar1 birbirine ¢ok yakin ¢ikmistir. Bu calismada
ayrica antimalaryal tedavi alan bazi hastalarda PCR sonuglart ile parazit yogunlugu
karsilastirtlmis bunlarin arasinda bir paralellik oldugu ve PCR’in 10 parazit/ul parazit
yogunlunda pozitif sonug¢ verdigi gosterilmistir. Dort Plasmodium tiiriinde de yiiksek
duyarlilik ve ozgiillik oranlarn tespit edildiginden, PCR’in sitmanmin klinik olarak
degerlendirilmesinde, geleneksel mikroskobiye biiyiik 6l¢iide destek saglayacagi bildirilmistir
(48).

Ozensoy ve ark. Plasmodium’larin taninmasi ve identifikasyonunda nested PCR'n
etkinligini arastirmislardir. Calismada, Adana bolgesinde 37 sitmali kiginin kan ornekleri
alinmis, kalin damla ve ince yayma kan preparatlarinin yaninda kan 6rnekleri filtre kagitlarina
emdirilmistir. Plasmodium genus spesifik primerlerle PCR uygulanmis, elde edilen {iriine
P.vivax, P.falciparum, P.malaria ve P.ovale'ye 6zgii primerlerle nested-PCR yapilmistir.
Calismada toplam 37 oOrnekten 33'i P.vivax olarak belirlenirken diger sitma tiirlerine

rastlanmamustir (89).
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Singh ve ark. Malezya’da nested PCR kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada hastane ve
kirsal kesim orneklerini incelemisler, sonu¢lar1 mikroskobi ile karsilastirdiklarinda nested
PCR’1in duyarliligmm1  %97.4 olarak bulmuslardir. Yine ayni c¢alismada P.vivax ve
P.falciparum un miks infeksiyonlarinin saptanmasinda nested PCR’1n mikroskobiye oranla

cok daha hassas oldugu bildirilmistir (67).

Arai ve ark. P.falciparum’n saptamak i¢in, nested PCR kullanarak yaptiklar
calismalarinda, kan 6rneklerini PBS igeren tiiplerde topladiktan sonra saponin lizis yontemi
ile DNA ekstraksiyonu yapmisglar ve dihydrofolate reductase-thymidylate synthase (DHFR-
TS) gen bolgesini hedefleyen olgoniikleotid primerler kullanarak amplifikasyon yapmiglardir.
Sonuglar mikroskobi ile karsilagtirilmistir. Calismanin sonuglar1 Tablo-VIII’da goriilmektedir
(77).

Tablo-VIII. Arai ve Ark.’min Yaptiklar1 Calismanin Sonuclar (77)

Ince yayma kan mikroskobisi

Pozitif Negatif Toplam

Pozitif | 9 (9) 0 (0) 9 (9)
Nested PCR | Negatif | 0(0) 92(91) |92 (91)
Toplam | 9 (9) 92 (91) 101 (102)

Kalin damla kan mikroskobisi

Pozitif Negatif Toplam
Pozitif | 6 (6) 303) 909
Nested PCR | Negatif | 16 (16) 76 (75) 92 (91)

Toplam |22(22) |79 (78) 101 (102)

Khoo ve ark. P.falciparum’un 18S rRNA gen bolgesini hedefleyerek nested PCR
metodunu uygulamiglar ve sonuclari mikroskobi ile karsilastirmislardir. Bu ¢alismada nested

PCR’1n hassasiyetinin %100 oldugu bildirilmistir (90).
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Zakeri ve ark. Iran’da yaptiklar1 calismalarinda, nested PCR kullanarak 18S rRNA gen
bolgesini hedefleyerek P.falciparum ve P.vivax’i saptadiklarini, nested PCR’in duyarlili§inin
mikroskobiye oranla daha yiiksek oldugunu, 6zellikle miks infeksiyonlarin saptanmasinda ve
diisiik parazitemili hastalarin tanisinda mikroskobiye oranla daha avantajli oldugunu

bildirmislerdir (91).

Tham ve ark., genusa spesifik primerler ile tiir bazinda P.falciparum ve P.vivax’in
mitokondrial coxI genine spesifik primerleri kullanarak PCR sonuclarini mikroskobi ile
karsilastirmislardir. Bu ¢alismada 52 hastanin kanini incelemislerdir. Sonuglar daha sonra
mikroskobi, ParaSight-F ve ICT Malaria Pf testleri ile karsilagtirilmistir (92). Sonuclar Tablo-
[X’da goriilmektedir.

Tham ve ark. bu yontemin mikrolitrede 4 Plasmodium’u saptayabildigini, yontemin en
biiylik avantajlarindan birinin, 6rnegin ¢ok az bir i giicii ile hazirlanabilmesi oldugunu, kan
emdirilmis filtre kagitlarinin oda sicakliginda 3 yil siireyle saklanabildigini farkli Plasmodium
tirlerini ve miks enfeksiyonlar1 saptamada duyarliliginin yiiksek oldugunu ve dezavantaj
olarak yontemin ParaSight-F ve ICT Malaria Pf testlerine oranla daha uzun zaman aldigini

bildirmislerdir (92).

Tablo-IX. Tham ve Ark.’nin Yaptiklar1 Calismanin Sonuclari (92)

PCR
Mikroskobi ParaSight-F ICT Malaria Pf
Cins Pf Py
P.falciparum 16 16 16 0 13 16
P.vivax 34 34 0 34 9 1
Toplam 50 50 16 34 22 17

Padley ve ark. EDTA’l1 tiiplerde topladiklar1 kan 6rneklerini QlIAamp DNA Mini kit
kullanarak ekstrakte etmisler ve dort Plasmodium tirli i¢in genus spesifik primer ve
P.falciparum, P.vivax, P.ovale, P.malariae igin tiir spesifik primerler kullanarak multiplex

PCR yo6ntemini denemislerdir. PCR karigimi i¢in ticari bir kit (HotStarTaq Master Mix Kit =
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QIAGEN) kullanilmistir. Calismalarinda mikroskobisi  pozitif 32 hasta Ornegini
incelemislerdir. PCR ile 21 6rnegi P.falciparum, 4 6rnegi P.malariae, 3 6rnegi P.vivax ve 4
ornegi de P.ovale olarak tanimlamislar, miks enfeksiyona rastlanilmamistir. Calismada bu
metodun nested veya seminested PCR’a oranla daha hizli oldugu, ¢apraz kontaminasyon
riskinin daha diisiik oldugu ve periferik kan yaymasinda saptanamayacak seviyedeki diisiik

parazitemi olgularinda bile Plasmodium’lar saptayabildigi bildirilmistir (73).

Kho ve ark. yaptiklar1 bir calismada 260 Ornekte multiplex PCR kullanarak
Plasmodium’larin 18S rRNA geninde bulunan P.falciparum’un 1451-bp DNA fragmanini ve
Pvivax’m 833-bp’lik DNA fragmanimi amplifiye etmisler ve elde ettikleri sonuglar
mikroskobi ile karsilagtirmiglar. Bu ¢alismada kan ornekleri EDTA’I tliplerde toplanmus,
DNA ekstraksiyonu i¢in QIAamp DNA kiti kullanilmistir. Caligmada genus spesifik bolgenin
taninmasi i¢in forward universal primer (UF), tiir spesifik bolgeler i¢in revers primerler
(P.falciparum icin FR ve P.vivax i¢gin VR) kullanilmistir. Calismada multiplex PCR’1n
mikroskobi kadar ve hatta daha iyi oldugu, mikroskobinin pozitif buldugu tiim o6rnekleri
PCR’1inda pozitif buldugunu, ilaveten PCR’1in mikroskobinin atladigi mikst infeksiyonlari
saptayabildigi bildirilmistir. Multiplex PCR’1n 0,1 parazit/pl yogunlugundaki parazit yiikiinii
bile saptayabildigi bulunmus, klinik 6rneklerden P.falciparum ve P.vivax’in saptanmasinda

multiplex PCR’1n hassas, 6zgiil ve hizl1 bir tan1 metodu oldugu bildirilmistir (55).

Hermsen ve ark. Real Time PCR kullandiklar1 ¢alismalarinda kan Orneklerini filtre
kagitlarinda toplamiglar 18S rRNA gen bdlgesini hedefleyen primerlerle P.falciparum’u
saptamislar, Real-Time PCR’in, Plasmodium tiirlerinin saptanmasinda oldukc¢a hassas ve
duyarli bir tant yontemi oldugunu, bu yontemin anti-malaryal ila¢ direncinin oldugu diisiik

parazitemili hastalarda ve epidemiyolojik ¢calismalarda kullanilabilecegini bildirmislerdir (85).

Kain ve ark. mikroskobisi pozitif olan hastalardan aldiklar1 kan 6rneklerinde CSP gen
bolgesini amplifiye ettikleri calismalarinda P.vivax’t genotiplendirmesi sonrasi testin
duyarliligint %95,2 olarak bulmuslardir (45). Kimura ve ark. calismalarinda 18S rRNA ve
dihidrofolat rediiktaz timidilat sentetaz (DHFR-TS)gen bolgelerini mikrotiter plate
hibridizasyon yontemi ile amplifiye etmisler, yontemin zahmetli ve deneyimli laboratuar
personeli gerektirdiginden hastanelerde rutin tanida ve ¢ok genis epidemiyolojik calismalarda

uygun olmadigini bildirmislerdir (78).
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Diinyada yapilan farkli PCR ¢alismalarinda, farkli gen bolgeleri incelenmis ve bunlar

mikroskobi ile karsilagtirilmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar Tablo-X’de gosterilmistir.

Tablo-X. Farkli Hedef Gen Bolgelerinin Karsilastirilmasi (41)

Hedef gen Tanimlanan tiir | Duyarlilik (PCR) % | Duyarlilik (Mikroskobi) %
Tekrarlayan 21-bp iinite | P.falciparum 88 60
Circumsporozoit geni P.falciparum 98 100

P.vivax 96 92
Pf155/RESA P.falciparum 100 66
18S rRNA P.falciparum 93 77
DHFR-TS P.falciparum 100 100

RESA, Ring-infected Erythrocyte Surface Antigen

DHFR-TS, Dihydro Folate Reductase-Thymidylate Synthase

Bu tez ¢aligmasinda klinik olarak sitma siiphesi olan 64 kisinin kalin damla, ince
yayma sonuglari, hizli tan1 testi sonuclari ve Real-Time PCR sonuglart karsilagtirilmistir.
Mikroskobik inceleme sonucunda, 64 kisiden 25’nin ince yaymalarinda P.vivax goriildi. Hizli
tan1 testi ile calisilan 64 6rnegin 25’inde Plasmodium spp. tespit edildi. Tiim 6rnekler, genus
spesifik primerler kullanilarak Real-Time PCR ile incelendi, 64 Orne8in 28 tanesi
Plasmodium cinsi olarak tanimlandi. Daha sonra P.vivax spesifik primerler kullanilarak
yapilan ¢alismada saptanan 28 6rnegin P.vivax oldugu goriildi. Real-Time PCR’1n duyarliligt
ve Ozgilligli %100 bulunurken, mikroskobinin ve hizli tani testinin duyarhiliklar1 %89.3,

ozgiilliikleri %100 bulunmustur.
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Kawamoto ve ark. Giiney Vietnam’da P.ovale’yi saptamak i¢in 18S rRNA gen
bolgesini hedefleyerek yaptiklari caligmalarinda 18S rRNA gen bolgesinde ortaya ¢ikabilecek

mutasyon ve delesyonlarin PCR sonugclarini etkileyebilecegini bildirmislerdir (72).

Koltag ve ark. benzer bir ¢alismay1 Cukurova bolgesinde uygulamislar, mikroskobi ile
PCR’1 karsilagtirmiglardir. Mikroskobik incelemede P.vivax sitma tanisi konan 50 ve sitma
olmadig1 saptanan 10 kisiden (kontrol grubu) alinan kan drnekleri 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 iiriin
%0.8'lik agaroz-jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra P.vivax CS genomunun Pv5 ve Pv6
primerlerine ait 700 baz ¢iftlik DNA bantlar1 degerlendirilmistir. 50 pozitif 6rnegin 20 tanesi
(%40) PCR ile pozitif olarak tespit edilmistir (93).

Ozbilge ve ark. Sanlwurfa’da yaptiklari calismada, kompetitif ELISA testi ile
Plasmodium’larin dort tiiriine karsi olusan IgG leri arastirmiglardir. Mikroskobi sonuglarini
standart olarak kullandiklarinda, Pan Malaria IgG CELISA (Cellabs) testinin duyarliligini
%83, 0zgiilligiinii %85 olarak tespit etmislerdir (94).

Zeyrek ve ark.’lar1 Sanhwrfa’da yaptiklart ¢alismada, P.vivax’in merozoite surface
protein-1’in  19-kd C-terminal bolgesine (PvMSP1,9) karst olusan antikorlari ELISA
kullanarak aragtirmiglardir. 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 (95).

Sitma acisindan PCR, basglica iki konuda biiylik bir agig1 kapatmistir. Bunlar
P.falciparum’un mutasyon nedeni ile gosterdigi ilag direnglerinin belirlenmesi ve P.vivax’a
kars1 as1 ¢alismalarinda biiylik umutlar baglanan circumsporozoite proteinin farkli oldugu bazi
varyant formlarin saptanmasidir (56). PCR’1n diisiik parazit yiikii bulunan kronik ve siklikla

asemptomatik olan infeksiyonlarin tanisindaki dnemli degeri ortadadir (67).

Contamin ve ark. PCR’1n sitma as1 ¢aligsmalarinda aragtirilan MSA-1, MSA-2, CSP ve
yiiksek polimorfik S antijeni gibi genlerin genetik farkliliklarini arastirmada basart ile

kullanildigini bildirmislerdir (70).
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Cui ve ark. bugilin Plasmodium’larin as1 ¢alismalarinda denenen antijenler arasinda
CSP, MSP-1, AMA-1, Pvs25, Pvs28, TRAP ve DBP bulundugunu, bu antijenlerin ¢ogunun
polimorfik 6zellikte oldugunu ve insanlarda immun yanit olusturduklarini, Bu polimorfik
ozellikteki antijenlerden yapilan asilarin g¢esitli allelik varyasyonlari tagiyan parazitlere karsi

daha etkili oldugunu bildirmislerdir (96).

Plasmodium vivax circumsporozoit proteini (Pvcsp) rekombinant sitma as1
calismalarinin baglica hedefidir. Pvesp’nin amino asit sekansinin, her biri tekrarlayan
karakteristik tandemler igeren, VK210 ve VK247 olmak iizere iki tip oldugu ortaya
konmustur. Zeyrek ve ark. Sanhwurfa’da yaptiklart ¢aligmada, 88 sitma hastasinin kan
orneklerini Nested PCR ile dort farkli Plasmodium tiirii i¢in ayr1 primerler kullanarak
tiplendirmis ve 88 hastanin tiimiinii P.vivax olarak tanimlamislardir. Bunlarin DNA
orneklerinden 58’inde P.vivax Pvcsp amplifiye edilmis ve amplifiye edilen gen bolgesine
PCR-RFLP analizi uygulanmig, Orneklerin %65.5’1 VK210, %34.5’1 VK247 olarak

tanimlannustir. izolatlarin higbirinde karisik tipe rastlanilmamustir (97).

Sitma kontroliindeki temel problem ilag direncindeki yaygimnliktir. P.falciparum’da
goriilen yaygin ila¢ direncinin toplumda olusturdugu sikintilarin aynisinin P.vivax’da da
ortaya ¢ikmamasi i¢in P.vivax’in ilag direngli suslarinin erken asamada saptanmasi
gerekmektedir. P.falciparum’da goriilen anti-folat ilag direncindeki nokta mutasyonlarin
saptanmasi1 hizli molekiiler tan1 metodlariyla miimkiin olmaktadir. P.vivax’da klorokin ve
primakin direncinin saptanabilmesi i¢in 6dnce hedef proteinlerin kesfedilmesi beklenmektedir.
Pvivax’mn in vitro kiiltiiri kolay olmadigi icin ilag direncinin saptanabilmesi in vivo
calismalara bagimlhidir. Fakat &zellikle endemik bolgelerde yapilan in vivo ¢alismalarda
ortaya cikabilecek relaps ve reinfeksiyonlarin birbirinden ayirt edilememesi bu ¢aligsmalar
acisindan sorun olusturmaktadir. Bu ilag direnci problemi, PCR ile genotiplendirmenin

gelistirilmesi ile ¢oziilebilecegine inanilmaktadir (96).

Sonug olarak tez caligmasinda, sitma siiphesi olanlarda Plasmodium’lar1 mikroskobi,
hizli tani testleri ve molekiiler yontemleri (Real-Time PCR) kullanarak saptamak ve tiirii
tanimlamak istedik. S6z konusu molekiiller yontemi, konvansiyonel yontem ile
kiyasladigimizda maliyetinin yiiksek oldugu, deneyimli personel ve yiiksek is giicii

gerektirdigi, paraziteminin diisiik oldugu durumlarda mikroskobi ile yanlis negatif sonug
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verebilme nedeniyle tanida molekiiler yontemlerin kullanilmasinin duyarliligi arttiracagi
sonucuna varilmistir. Halen sitma tanmisinda mikroskobinin altin standart oldugu kabul
edilmekle beraber, PCR’m sitma sliphesi olup, mikroskobisi negatif olan hastalarin

saptanmasinda ve miks enfeksiyonlarin taninmasinda faydali olabilecegine inanmaktay1z.
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