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Basghk: Leishmania spp. Plasmodium spp. ve Toxoplasma gondii’nin Gergek
Zamanl Polimeraz Zincirleme Tepkimesi ile Tanisi: Limit Saptama

Ogrencinin Adi: Tuba OYUR

Damisman: Prof. Dr. Ahmet OZBILGIN

Anabilim Dali: Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali

1. OZET

AMAC: Kan ve dokularda yerlesen paraziter hastaliklar insan saglig1 i¢in diinya
capinda biiyiik tehlike olusturmaktadir. Bu gibi durumlarda tani genellikle duyarlilik
ve Ozgiinliigii yiiksek polimeraz zincirleme tepkimesi (PZR) ile konulabilmektedir.
Bu calisgmanin amaci, Tirkiye igin Onemli {i¢ parazitin (Plasmodium spp.,
Leishmania spp. ve T. gondii) GZ-PZR ile tanisinda 6rnegin mikrolitresinde en az
ka¢ parazit bulundugunda sonu¢ alinabildiginin belirlenebilmesi, test kosullarinin
belirlenip protokoliin olusturulmas: suretiyle GZ-PZR testinin rutin saghk
hizmetlerine dahil edilmesidir.

GEREC ve YONTEM: Calisma icin Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Parazitoloji Anabilim Dali’'nda sivi azot icinde -196°C’de saklanmakta olan
Leishmania tropica ve L. infantum, P. falciparum ve P. vivax ile T. gondii parazitleri
canlandirlmis ve her biri mililitrede 107 parazit olacak sekilde PBS soliisyonu ile
stispanse edilmislerdir. Bu karisimdan parazitlerin PBS soliisyonu mikrolitrede 1, 5,
10, 25, 50, 100, 500, 1000, 2500, 5000 ve 10.000 parazit olacak sekilde diliisyon
yapilmistir. Daha sonra bu tiipler tek tek kullanilarak farkli GZ-PZR ile reaksiyonun
pozitif sonug verdigi en ileri diliisyon tespit edilmistir.

BULGULAR: Yapilan GZ-PZR testinde P. falciparum, L. tropica (promastigot), L.
infantum (promastigot), L. tropica (amastigot), L. infantum (amastigot) parazitlerinde
en diisiik parazit sayist 10 olarak bulunurken, P. vivax, T. gondii parazitlerinde
parazit sayist 12 olarak bulunmusgtur.

SONUCLAR: Leishmania spp., Plasmodium spp. ve T. gondii’nin GZ-PZR ile
tanisinda Orneklerdeki diisiik sayidaki parazitleri bile basari ile saptamasi bu testin
her ti¢ parazitin molekiiler tanisinda giivenle kullanilabilinecegini diisiindlirm{istiir.

Anahtar kelimeler : Leishmania spp., Plasmodium spp., Toxoplasma gondii, PZR,
Tani, Tiirkiye



Title of thesis: Diagnosis of Leishmania spp., Plasmodium spp. and Toxoplasma
gondii with Polymerase Chain Reaction: Limit Determination
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2. ABSTRACT

AIM: Parasitic diseases that involve blood and tissues may pose a significant threat
to human health. Among these, malaria, leishmaniasis and toxoplasmosis Kill
thousands of people worldwide. The aim of the present study is to determine the
lowest number of parasites at when the RT-PCR for each Plasmodium spp.,
Leishmania spp. and T. gondii turn from negative to positive results, and thus
allocate the standards of these RT-PCR applications to routine health services after
the conditions are settled.

MATERIALS AND METHODS: Isolates of Leishmania tropica, Leishmania
infantum, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax and Toxoplasma gondii kept in
liquid nitrogen at -196°C in Celal Bayar University Faculty of Medicine Department
of Parasitology were revived and suspensions of each were prepared with PBS
having 10’ parasites in a mililitre. Serial dilutions were then prepared from each
isolate having 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 1000, 2500, 5000 and 10.000 parasites in a
mililitre. Real Time PCR (RT-PCR) tests were conducted with each dilution with an
aim to determine the highest dilution with the positive outcome.

RESULTS: Our assessments showed that the lowest number of parasites necessary
for positive RT-PCR were 10 for Plasmodium falciparum, Leishmania tropica
(promastigotes), Leishmania infantum (promastigotes), Leishmania tropica
(amastigotes), Leishmania infantum (amastigotes), while 12 for Plasmodium vivax
and Toxoplasma gondii.

CONCLUSIONS: These results show that, RT-PCR is a reliable diagnostic option
for the detection of Leishmania spp., Plasmodium spp. and Toxoplasma gondii, even
for infections with low parasitemia.

Key Words : Leishmania spp., Plasmodium spp., Toxoplasma gondii, PCR, Diagnosis,
Turkey



3. GIRIS

Paraziter hastaliklarin tanisinda mikroskobik incelemeden, serolojiye, kiiltiirden,
PZR’ye c¢ok sayida farkli yontem kullanilmaktadir. Calisilan hasta o6rneginin
nitelikleri, enfeksiyonun tuttugu bolge, 6rnek alimi ve kurumun biit¢esi gibi ¢ok
sayida degisken tani yOntemlerinin se¢iminden uygulamaya biiyiik etki
gostermektedir. Son yillarda mikrobiyolojinin ¢ogu alaninda oldugu gibi
parazitolojide de PZR gibi molekiiler tan1 yontemleri yaygin olarak tercih edilmeye
baslanmigtir. Bunun baslica nedenleri arasinda PZR’nin yiiksek duyarlilik ve
Ozgilligii, hastalara hizli sonug verilebilmesi ve az miktarda 6rnekle dahi iyi sonug
almabilmesi sayilabilir. Giiniimiizde Hollanda gibi bazi gelismis Bati iilkelerinde,
PZR intestinal parazitlerin rutin tanisinda, maliyet olarak mikroskobiden daha
ekonomik oldugundan ilk sirada kullanilmaya baslanmistir. Bununla birlikte,
gelismekte olan tlkeler i¢in PZR halen diger yontemlerden daha pahalidir. Ayrica
PZR’nin 6zel bir laboratuvar, cihazlar ve 6zel egitimli personel gerektirmesi ve
mikroskobi gibi tek bir incelemede yiizlerce paraziter etkeni saptayamamasi gibi

dezavantajlar1 da bulunmaktadir.

Yapilan ¢alismalarda PZR’nin tanisal duyarliliginin hafif enfeksiyonlu olgularin
tanisi i¢in dahi yeterli oldugu, diger yontemlerle saptanamayan bir¢ok etkenin PZR
ile saptandig1 bilinmektedir. Buna en iyi 6rneklerden biri Dientamoeba fragilis isimli
bagirsak protozoonudur. Trikrom boyali preparatlar ile kiiltiir yonteminin kullanildigi
Ozel bir ¢alismada bile insidansi %5’in altinda saptanan bu protozoonun PZR ile
tistelik Danimarka gibi genel olarak intestinal parazitlerin insidansinin diisiik oldugu
bir lilkede dahi %43 olarak saptanmasi dikkat cekici bulunmustur (Roser ve
arkadaslari, 2013).

Leishmaniasis, Diinya Saglk Orgiitii tarafindan alti énemli tropikal hastaliktan
biri olarak kabul edilen ve diinyada her yil tahminen 1,3 milyon yeni vaka ve 200 —
300 bin kisinin 6liimiine yol agtigi sanilan énemli bir enfeksiyondur. Leishmania

tirleri memelilerin zorunlu hiicre i¢i paraziti olup enfekte Phlebotomus veya



Lutzomyia cinsi tatarciklar (yakarca) tarafindan kan emme sirasinda
bulastiriimaktadirlar (Unat ve ark, 1995).

Sitma, leishmaniasis ve toksoplazmoz tiim diinyada insan sagligini etkileyen 6nde
gelen paraziter hastaliklar arasindadir. Yapilan arastirmalar, diinyada her yil yaklasik
2 milyon kisinin ve her 30 saniyede bir ¢ocugun sitma nedeniyle hayatini
kaybettigini; diinya niifusunun %40’ 1nin sitma riski altinda oldugunu ve her yil 300-
350 milyon insanin infeksiyonu aldigimi gdstermektedir. Bunun yaninda, 6zellikle
immiinsiipresif hastalar ile gebeler i¢in ciddi bir saglik tehdidi olan toksoplazmoza
diinya nifusunun %13’linde rastlanilmaktadir. Nitekim 1976 yili itibariyle
toksoplazmosis seroprevalansinin 500 milyonun {izerinde oldugu tahmin edilmektedir
(Unat ve ark, 1995).

Bu ii¢ parazitin neden oldugu enfeksiyonun tani1 yontemleri incelendiginde, deri
leishmaniasis’inde altin standart olarak saglam deri ile lezyonun birlestigi bolgeden
igne aspirasyonu ile alinan materyalin, VL hastalarinda ise dalak veya kemik iligi
aspirasyon materyalinden yapilan yayma preparatlarin Wright veya Giemsa boyama
yontemi ile boyanarak amastigotlarin goriilmesi veya bu materyallerin NNN
besiyerine ekilerek promastigotlarin iiretilmesiyle tani konulmasi altin standarttir.
Sitmada ise altin standart parmak ucundan alinan kandan ince yayma ve kalin damla
preperat hazirlayip Giemsa ile boyayip mikroskopta incelenmesidir. Toksoplazmosis
i¢in seroloji en ¢ok tercih edilen tan1 yontemidir; bununla birlikte, 6zellikle serolojik
sonuglarin siipheli bulundugu gebelerde amniyon sivisindan yapilan PCR giivenle

kullanilmaktadir.

Molekiiler biyolojik yontemler mikrobiyolojik hastaliklarin tanisina biiyiik katki
saglamis, enfeksiyon ajanlarinin saptanmasi polimeraz zincirleme tepkimesi (PZR)

ile ¢cok daha 6zgiin ve duyarli olmustur.

Bu caligmanin amaci, Tiirkiye i¢in Onemli {i¢ kan ve doku parazitinin
(Plasmodium spp., Leishmania spp. ve Toxoplasma gondii) ger¢ek zamanli PZR
(GZ-PZR) ile tanisinda 6rnekte en az kag parazit bulundugunda sonug alinabildiginin

belirlenebilmesi, test kosullariin belirlenip protokoliin olusturulmasi suretiyle testin



rutin saglik hizmetlerine dahil edilmesidir. Bu amagla, ¢alismamizda insan sagligini
tehdit eden 6nemli enfeksiyonlarin etkenlerinden Leishmania infantum, Leishmania
tropica, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum ve Toxoplasma gondii’nin PZR
ile tanisindaki duyarlilik diizeyi, 6rnekte en az kag¢ parazit bulundugunda testin
pozitif sonug¢ verdiginin saptanmasi suretiyle belirlenmis ve bu ii¢ parazite PZR ile

tan1 konulmasindaki standartlar saptanmaistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Leishmania’larin Taksonomisi

Leishmaniasis’de insan enfeksiyonu 30 Leishmania tiiriiniin 21’1 tarafindan
olusturulmaktadir. Bu farkli tiirler morfolojik olarak ayirt edilememekte ancak
izoenzim analizleri, molekiiler metodlar ve monoklonal antikorlar kullanilarak

ayirimlarn gerceklestirilmektedir.

Sogukkanli hayvanlarda goriilen ve vektor kum sineklerinin Sergentomyia cinsine

ait olan sinekleri bulastiran Leishmania tiirleri de bulunmaktadir (Unat ve ark, 1995).

Regnum : Protista

Phylum : Mastigophora

Subphylum : Oligomastigophora

Classis : Kinetoplastidea

Ordo - Kinetoplastida

Subordo : Trypanosomatin

Familia : Trypanosomatidae

Genus : Leishmania

Subgenus : Leishmania

Tiir : L. donovani, L. infantum, L. chagasi, L. tropica, L. major, L.

aethiopica, L. mexicana, (L. amazonensis, L. venezuelensis, L. pifanoi, L. enrietii)




4.2. Morfoloji

Leishmania cinsine ait tiirlerin yasam devrelerinde memeli konakta goriilen
“amastigot” ve vektorde goriilen “promastigot” form olmak {izere morfolojik olarak

farkli iki form bulunmaktadir.

Amastigot: Bu form; 2,5-6,8 um biiyiikliigiinde, yuvarlak veya oval sekilli,
hareketsiz ve 37°C’de uzunlamasina boliinerek ¢ogalan yapidadir. Eski kitaplarda
“Leishman-Donovan Cismi” olarak da anilmaktadir. Pargali g¢ekirdekli lokositler,
monositler ve endotel hiicreleri i¢inde tek ya da gruplar halinde veya hiicre disinda
goriilebilmektedirler. Sitoplazmada arka uca yakin biiyiik bir nukleus ve nukleusa

bitigik kinetoplast bulunmaktadir. (Sekil 1)

° @p._.

Sekil 1. Leishmania infantum amastigot formu (1000 X).

Promastigot: Bu form ise, 15-20 um boyun-da, 1,5-5 um genislikte mekik seklinde
olup bir kamgisi bulunmakta, vektorde 27 °C’de uzunlamasma béliinerek
cogalmaktadir. Vektdrii olan kum sineklerinin (sand flies) bagirsaklarinda ve
amastigot formlarinin uygun besiyerlerinde sekil degistirmesinden sonra goriilen
formdur. Kamc¢inin baglanti noktasinda yer alan g¢ukurluga “kamc¢i paketi” adi
verilmektedir. Kinetoplastin 6n kisminda ve kam¢imin dip kisminda bleforablast
bulunmaktadir. On ugta yuvarlak veya at nali seklinde bir kinetoplast, merkezi bir
nukleus ve nukleolus ve nukleus membraninda da porlar bulunmaktadir (Sekil 2)

(Scholtyseck, 1979; Ozbel ve arkadaslar, 2007).
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Sekil 2. Leishmania promastigot formu (1000 X).

Niikleer DNA’da ITS (Internal transcribed spacer) adi verilen 6zel gen bolgeleri
bulunmaktadir. ITS gen bolgesinin ITS1 ve ITS2 olarak iki ayr1 bolimii mevcuttur.
ITS1 bolgesi daha kisa olmasi nedeniyle tanida daha hassas sonuglar vermekte ve bu
bolgenin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi (RFLP) ya da sekans analizi sonucunda
Leishmania parazitinin tiir tayini de miimkiin olmaktadir. ITS1 ve ITS2 gen
bolgeleri, SSU (small sub-unit) rRNA ve LSU (large sub-unit) rRNA genleri
arasinda bulunmaktadir. Bu iki gen bolgesini de 5.8S rRNA geni ayirmaktadir
(Markell ve ark, 1999).

4.3. Evrim

Leishmania tiirlerinin vektorii olan Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi kum
sinekleri, Leishmaniasis’li bir omurgali konaktan kan emerken makrofajlar i¢cinde
bulunan paraziti de amastigot formunda almaktadirlar. Emilen kan orta midede
“peritrofik membran” adi verilen bir membran ile sarilmakta ve sinegin sindirim
enzimleri bu membran iginde salgilanmaktadir. Leishmania’larin bir kismu,
makrofajlarin lizis olmasi esnasinda sindirilirken, kalanlarin viicudu uzamakta ve
kamc¢1 geliserek enfektif olmayan promastigot formuna doniisiip bdliinerek
cogalmaya baglamaktadirlar. Bu forma “prosiklik” promastigot denmektedir. Bu
formlar Leishmania’nin tiiriine gore Phlebotomus’un sindirim kanalinin farkl
kisimlarina yerlesmekte ve gelisme siirecinde burada birkag¢ farklt morfolojik sekil
goriilmektedir. Cogalmalarini siirdiiren parazitler salgiladiklar1 enzimlerle peritrofik
membranin 6n kismin eriterek torasik mideye ge¢mektedirler. Daha uzun ve ince

olan bu promastigotlara “nektomonad” adi1 verilmektedir. Torasik midenin 6n ucunda



yer alan kan veya besin emilimi sirasinda acilan kapaga geldikleri zaman kamgilari
ile bagirsak epitel hiicrelerinin mikrovilluslarina tutunmaktadirlar. Burada gelisen
sekillere “hektomonad” adi verilmektedir. Ileriki asamalarda bu promastigotlar
midenin On tarafina dogru go¢ ederek 6zafagus ve farinksdeki kivrim ve yariklara
kamgilart araciligi ile tutunmakta ve limeni tikamaktadirlar. Promastigotlar zaman
zaman bu baglandiklart yerden ayrilarak daha uzun ve kiigiik formlar halinde agiz
parcalarina girmekte ancak burada artik boliinememektedir. Enfeksiyonu olusturan
bu promastigotlara ise “metasiklik” promastigotlar denmektedir. Parazitler sitmada

oldugu gibi tiikriikk bezlerinde bulunmamaktadirlar.

Enfektif metasiklik promastigotlar1 barindiran vektdr kum sinegi, kan emmek i¢in
bir omurgali konag1 soktugu zaman, belli bir miktardaki (500-1000) promastigotu
kan akiminin ters yoniinde inokiile etmektedir. Bu kan emme sirasinda salgilanan
tikriik salgisinin pihtilagmayr Onleyici etkisinin yani sira omurgali konakta
enfeksiyonun yerlesmesinde, hatta inokiile edilen parazit sayisinin az olmasi
durumunda bile enfeksiyonun baslayabilmesinde 6nemli rol oynadigi
bildirilmektedir. Deriden viicuda giren promastigotlar ilk saatlerde serumdaki
kompleman tarafindan opsonize edilmekte ve uygun hiicreler tarafindan fagosite
edilmektedir. Fagosite edilen promastigotlar kamg¢isini1 kaybederek amastigot sekline
doniismektedir. Fagositozu yapan hiicreler, omurgalinin makrofaj, monosit veya
langerhans hiicreleri olup derideki mononiikleer fagositik hiicrelerdir. Amastigot,
fagositik vakuol (fagolizozom) icinde kalmakta ve orada ikiye boliinerek
cogalmaktadir. Enfekte hiicre, parazitin sayica ¢ogalmasi sonucu parcalanmakta ve
amastigotlar dagilmaktadir. Bu amastigotlar tekrar diger makrofajlart enfekte

edebilmektedir (Sekil 3).



Promastigotlaria /
hortumun tikanmasi ' 4

. Ikiye boHinmeyle
& gogalma

Promastigot forma
déniisiim B

’ Kan ve doku

stvisindaki
amastigot form

Sekil 3. Leishmania’nin kum sinegindeki hayat dongiisii (Killick-Kendrick, 1979).

Enfeksiyonun bundan sonraki seyrini Leishmania’nin tiirii belirlemektedir.
Enfeksiyon deride sinirli kalabilmekte veya i¢ organlara go¢ edebilmektedir. Enfekte
makrofajlar kan yoluyla deriden oncelikle dalak, karaciger ve kemik iligi olmak
tizere diger dokulara dogru hareket etmekte ve bu organlarda cesitli patolojilere
sebep olmaktadir. Ancak bu hareket parazitle karsilasan konagin immun sisteminin
durumuna gore degisiklikler gosterebilmekte ve parazitler tiirline uygun olmayan
yerlere de go¢ edebilmektedir. Bu durum tiirlerin visserotropizm/dermatropizm

karakterlerine bagl olarak meydana gelmektedir (Sekil 4).

\ ,./;(‘/ ) Promastigotlann kan
r emme yoluyla omurgaliya
girisi

Makrofajlar A e
tar: Eﬁﬂdﬂfl fagositoz Parazitli hiicrs sayisinda artsy
va amastizgot forma \
Tkiye bolinmeyle : @ (\ ke P \ s ‘

gogalma /
0_—0 Kutandz formun mukoz dokuda .
; Bagka hierelerin vayilimy | Doku igi stvida

Parazitli hieranin et
patlamast fekte olmast

Sekil 4. Leishmania’nin omurgalidaki hayat dongisii (El Tai ve ark., 2000).

Leishmania promastigotlarinin  inokiile edildigi her omurgali konakta

enfeksiyonun baglamasi ve gelismesi beklenmemelidir. Yeterli sayidan ¢ok az
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miktarda promastigotun verilmesi, konagin immun sisteminin saglam olmasi
durumlarinda parazite karsi konakta antikor olusabilmekte ancak enfeksiyon

gelismemektedir (Jeffrey ve Leach, 1966; Killick-Kendrick, 1979).

4.4. Leishmaniasis’in Epidemiyolojisi

Leishmaniasis, kirsal alanlarda kentsel alanlara gore daha fazla goriilmektedir.
Toplam olarak 20’den fazla Leishmania tiir veya alt tiriiniin sebep oldugu
leishmaniasis, ¢ogu tropik veya subtropik bolgelerde olmak iizere Yeni Diinya ve
Eski Diinya’da 98 iilke ve bolgede goriilirken, Gilineydogu Asya’da
bulunmamaktadir. Avrupa’da insan enfeksiyonlarinin ¢ogunlugu Akdeniz’e kiyisi
olan 16 iilkede goriilmektedir. Kutandz leishmaniasis olgularinin %90’indan fazlasi
fran, Afganistan, Suriye, Suudi Arabistan, Brezilya ve Peru’da; visseral leishmaniasis
olgularinin ise %90’indan fazlas1 Banglades, Brezilya, Hindistan ve Sudan’da

meydana gelmektedir.

Diinya Saglik Orgiitii kayitlarinda; diinya ¢capinda tahminen yilda 1,3 milyon yeni
vaka meydana gelmekte ve leishmaniasise bagli yillik 6liim sayisinin 200 — 300 bin

oldugu bildirilmektedir (Meinecke ve ark., 1999).

4.4.1. Diinyadaki dagilimi

Kutan6z leishmaniasis ilk bildirimleri 9. yiizyila kadar gitmekte oldugu halde 21.
yiizyilda hala bir diinya saglik sorunu olarak karsimizda durmaktadir. Her yil 1,5
milyon yeni olgu oldugu tahmin edilmekte, bunlarin 300 bini resmi olarak rapor
edilmektedir. Yeni olgularin %90’1 Afganistan, Cezayir, Irak, Suriye, iran, Sudi
Arabistan, Brezilya ve Peru’dan rapor edilmektedir (WHO Report on Leishmaniasis,
2015; Ashford ve ark., 1991). Diinyadaki cografik dagilimi ise vektér olan kum
sinegi tlirlerinin (Phlebotomus ve Lutzomyia) dagilimi ile paralellik gostermektedir.
Tropikal ve subtropikal bolgelerde bulunan biitiin {lkelerde (Yeni Zelanda,

Avustralya ve Pasifik adalar1 disinda) goriillmektedir.
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Global 1sinmanin kutandz leishmaniasisin yayiliminda énemli bir faktdr olacag

ve hava sicakliginda olabilecek 1-2 °C’lik artisin hastaligin yayilmasinda ¢ok énemli
rol oynayacagi, bu kadar bir artisin bile su anda Giiney Fransa’da siirh kalan vektor
yayiliminin Ingiltere’ye kadar uzanabilecegi belirtilmektedir (Desjeux, 2001).
Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’da kutandz leishmaniasis, endemik bolgelerden
donen turist, asker ve iscilerde goriilmektedir. Bu kisiler genelde bu infeksiyon
konusunda bilgisiz olduklari i¢in koruyucu 6nlemler almamakta ve genellikle uygun
olmayan bazi tedaviler aldiktan sonra tan1 geg¢ olarak konulmaktadir (Klaus ve ark.,
1999).

4.4.2. Tiirkiye’deki dagilimi

Tirkiye’de L. tropica’nin etken oldugu antroponotik KL zaman zaman
epidemilerle karakterize olacak sekilde 1833 yilindan beri bildirilmektedir. 1950°li
yillardan 6nce en fazla Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde olmak iizere Tiirkiye’nin
endemik bir bolge oldugu, 1950°den sonra sitma kontroliinde kullanilan DDT
nedeniyle azaldigi, ancak 1960’dan sonra sitma kontrol ¢alismalarindaki yetersizlige
bagli olarak tekrar olgu sayisinin arttigi bildirilmektedir. Tirkiye’de 1988-1999
yillar1 arasinda bildirilen toplam vaka sayis1 27.960°dir. Onceleri oldukga etkili
uygulanan bu kontrol ¢aligmalarinin daha sonralar1 aksamasi, kullanilan insektisitlere
direng gelismesi, hastalarin tedavisinde zorluklar yasanmasi, bu bodlgeden diger
bolgelere basta c¢alisma amagli olmak iizere toplu haldeki mevsimsel goclerin
artmasi, ulasim ve seyahat imkanlarinin kolaylagsmasi gibi nedenlerle hem bdlgede
hastaligin insidansinin artmasi hem de baska bolgelere yayilmasi s6z konusu
olmustur. Giiney Dogu Anadolu Bélgesi’nde Sanliurfa ilimiz bu hastaligin goriildiigii
baslica bolgedir ve glinlimiizde bile 6nemini korumaktadir. Sanliurfa’da Ocak 1991-
Temmuz 2001 yillar1 arasinda toplam 14.467 olgu saptanmistir. Olgularmm 2001
yilina kadar yerlesim birimlerinde farklilik bulunmazken, 2001 yilinda Surug ve
Halfeti ilgelerinde de ortaya c¢iktigi saptanmistir.Bunun nedenlerinin ¢evre
degisikligi, niifus hareketleri ve iklimin degismesi oldugu diisiiniilmektedir (Unat ve
ark, 1995).
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Gliney Dogu Anadolu disinda kutandz leishmaniasis 1980’lerden sonra daha
onceleri sporadik olgularin goriildiigi Cukurova gibi yerlerde endemik bir durum
gosterirken, daha onceleri son derece nadir olgularin bildirildigi Ege, Marmara, Orta
Anadolu, Bati Akdeniz gibi bolgelerimiz de diizenli olarak olgularin goriildigi
yerler haline gelmistir. Kutandz leishmaniasis iilkemizde ihbart zorunlu bir
hastaliktir. Bu bildirimin yapilmast durumunda, tedavisi i¢in gerekli ve birinci
segenek olan bes degerli antimon (Glukantim) preparatlar1 da Saghik Bakanlig

tarafindan licretsiz olarak saglanmaktadir (Unat ve ark, 1995).

4.5. Leishmaniasiste Klinik ve Patoloji

Leishmaniasis temel olarak iki ana klinik form ile karsimiza ¢ikmaktadir. Daha
yaygin olan deri formunda; lezyonlar genelde lokalize kalmakta, deri {ilseri
gelismekte, kalict bir iz (skar) ile birlikte kendiliginden iyilesebilmekte ve Omiir
boyu siiren bir bagisiklik birakmaktadir. i¢ organlarda yerlesen formu ise; diizensiz
ates, kilo kaybi, dalak, karaciger, lenf yumrular1 biiylimesi ve anemi gibi onemli
semptomlarla ortaya c¢ikmakta ve tedavi edilmezse %100 oliimle sonuclanmakta,

bagisiklik birakmamaktadir.

Leishmaniasis’de bulunan ¢ok sayida ve bazilar1 da es anlamli olan terimler farkli
kitap ve/veya kaynaklarda farkli sekilde veya birbirinin yerine kullanilmaktadir. Bu

nedenle, hepsinin bir arada verilmesi 6nem tagimaktadir.

Leishmaniasis’de klinik olarak ti¢ farkli klinik tablo ortaya ¢ikmaktadir:
1. Visseral leishmaniasis [VL, Kala Azar, i¢ organlar leishmaniasisi, kara hastalik,
dum dum fever (kara humma), 6ldiiren ates (death fever), tropikal splenomegali].
2. Kutanoz leishmaniasis [CL, KL, LCL, lokal kutandz leishmaniasis, deri
leishmaniasisi, cutaneous leishmaniasis, sark ¢ibani (oriental sore, button of east),
giizellik ¢ibani, Halep ¢ibani (Aleppo button)].

3. Mukokutanz leishmaniasis (MCL, mucocutaneous leishmaniasis).
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Daha sonra, dort diffiiz (yaygin) kutandz leishmaniasis (DKL) ve bes Post Kala
Azar dermal leishmaniasis (PKDL) de bu gruplara eklenmistir (Unat ve ark, 1995).

4.5.1.Visseral Leishmaniasis

Visseral leishmaniasis’de, sadece insanin rol aldigi “insan-vektor-insan” dongiisi
Hindistan gibi bazi bolgelerde meydana gelmekte diger bolgelerde ise kiigiik

kemirgenler veya kdpekgiller rezervuar olarak davranmaktadir.

Visseral leishmaniasis farkli cografi bolgelerde biyolojik farkliliklar1 olan
Leishmania parazitleri tarafindan olusturulmaktadir. VL, Afrika, Asya, Giiney
Avrupa ve Giliney Amerika’da 88 iilkede goriilmektedir. Her yil goriilen 500 bin yeni
olgunun yaklasik %90°1 Banglades, Hindistan, Sudan, Nepal ve Brezilya olmak iizere
bes tilkede saptanmaktadir (Ashford ve ark., 1991).

Ulkemizde visseral leishmaniasis, daha ¢ok Ege ve Akdeniz bélgelerinde
goriilmekle birlikte hemen hemen biitlin bolgelerimizden bildirilmis olgular
bulunmaktadir. Hastaligin etkeni olan Leishmania parazitleri hem insandan hem de
kopeklerden izole edilmis, izoenzim analizi, EF (excreted factor) analizi, monoklonal
antikorlar ve PCR ile diger Akdeniz iilkelerinde oldugu gibi tiiriiniin L.infantum
oldugu ve dogadaki rezervuarligini da kdpeklerin yaptig1 epidemiyolojik ¢aligmalarla
kanitlanmistir.  Ulkemizde visseral leishmaniasisi bulastiran olas1  vektorler
P.neglectus ve P. syriacus, kesin vektor ise P. tobbi olarak bildirilmistir (Herwald ve
ark., 1993).

Parazitin yirmiden fazla enfektif tiirii insanlarda bir dizi semptomlara sebep
olmaktadir. Ates, kilo kaybi, anemi, halsizlik gibi baz1 semptomlar genel, dalak,
karaciger ve lenf nodlarmin biliylimesi gibi bazi semptomlar da i¢c organlar

leishmaniasisine 6zgii olarak goriilmektedir.

Visseral leishmaniasise neden olan degisik tiirler tiim viicutta retikiilo endotiyal

(RE) sistem hiicrelerini enfekte etmektedir. Hastalik ilerleyici olup dldiirticiiliik orani
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tedavi edilmeyen olgularda %75-95 arasinda bulunmaktadir (Svobovoda ve ark.,
2009).

4.5.2. Kutanoz Leishmaniasis

Kutanoz leishmaniasis, (KL, Sark ¢ibani, Antep ¢ibani, Halep ¢ibani, Delhi
¢ibani, Y1l ¢ibani, Giizellik ¢ibani) genellikle deriyi ve bazen de deri ve mukozalarini
tutan, iz (skar) birakarak iyilesen lezyonlara neden olur. Bu lezyonlar tedavi ile veya
kendiliginden diizeldikten sonra kisiyi 0miir boyu yeni enfeksiyonlardan koruyan

kalic1 bir bagisiklik birakmaktadir (Unat ve ark., 1995).

4.5.2.1. Eski Diinya Kutanéz Leishmaniasisi

Leishmania tropica, iilserlesmeden once aylarca kalabilen kuru bir lezyona sebep
olmakta ve genellikle sehirlerde goriilmektedir. Parazit insandan insana P. sergenti
tiri vektdor kum sinekleri ile bulastigi ve baska rezervuari olmadigi icin

“Antroponotik Kutandz Leishmaniasis” (AKL, ACL) olarak adlandirilmaktadir.

Leishmania tropica’nin hayvan rezervuar konaklarini saptamak, infeksiyon orani
cok diisiik oldugu i¢in oldukga giigtiir. Namibya’da kaya Hyrax’1 olan Procavia
capensis ve Kenya’da Procavia johnsoni infekte bulunmustur. Son zamanlarda
L.tropica’ya bagl bazi zoonotik kaynakli sporadik olgular da Yunanistan, Kenya,
Suudi Arabistan ve Urdiin’de rapor edilmistir. Suriye ve Fas’da ise kdpeklerin
L.tropica ile infekte olarak bulundugu ancak bunlarin rastlantisal konak olabilecegi,
dogal rezervuar olmadig: bildirilmistir. Bir¢ok siganda (Rattus rattus) incelenmesine
karsin sadece Irak ve Kenya’da birer sigandan izole edilen Leishmania susu L.tropica
olarak tanimlanmstir (Dedet, 2002).

Leishmania major, 1sirma yerinde 1slak, iilser benzeri bir deri lezyonuna sebep
olmakta, papiille baslayan infeksiyon hizli akut bir seyirle 1-3 hafta iginde etrafi
iltihapli olan bir {ilsere doniismektedir. Parazit, Psammomys obesus (israil),

Meriones crassus (israil), Meriones libycus (iran), Meriones sacramenti (Misir),

15



Rhombomys opimus (iran) tiirii kiiciik kemirgenler, kdpekler ve insanlardan, diger
konaklara P. papatasi tiirii vektor kum sinekleri ile bulastigi i¢in “Zoonotik Kutantz
Leishmaniasis” (ZKL, ZCL) olarak adlandirilmaktadir (Jacobson, 2003).

Leishmania infantum, Eski diinya iilkelerinde sporadik CL etkeni olarak
bildirilmektedir. Genelde 0,5-1 cm c¢apinda kiigilk ve tek bir iilsere lezyon
olusturmakta ve siklikla yiizde yerlesmektedir. Olgularda anlamli bir yas ve cins

dagilimi saptanmamustir (Klaus ve ark, 1999).

Leishmania aethiopica, hastaligin yaygin deri formuna sebep olmaktadir. Bazen
mukozalar1 da tutabilmektedir. Lezyonlar ¢cok yavas gelismekte, {ilserasyon ¢ok ge¢
olmakta veya hi¢ olmamaktadir. Iyilesme 1-3 yil veya daha fazla siirebilmektedir.

Dogadaki rezervuart Hyrax’dir (Unat ve ark, 1995).

4.5.2.2. Yeni Diinya kutanoz leishmaniasisi

Promastigotlarin vektér kum sinegi tarafindan verilmesinden sonra kiigiik,
kirmizi, kasintili bir papiil olusmakta ve 1-4 haftada deri leishmanasisine sebep
olmaktadir. Bu iilser genelde 6-15 ayda kendiliginden iyilesmektedir. Ancak
promastigotlarin 1sirma yerinden lenf damarlar1 yoluyla metastatik bir yayilimi s6z
konusu olabilmekte ve yalnizca Yeni Diinya’da mukokutandz leishmaniasis meydana
gelmektedir. Yeni Diinya’da kutandz leishmaniasis hastaligina L. braziliensis, L.
mexicana, L. guyanensis, L. amazonensis, L. peruviana, L. panamensis, L.

venezuelensis ve L. garnhami neden olmaktadir (Unat ve ark, 1995).
4.6. TANI
4.6.1.Klinik ve Ayiric1 Tani
Tanida ilk asamayi klinik tani olusturmakta ve onemli bir yer tutmaktadir.

Endemik bolgelerde siirekli diizensiz ates, splenomegali, hepatomegali, kilo kaybi,

zayiflik, pansitopeni ve hipergamaglobulinemi bulgular1 ile hekime bagvuran
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olgularda oncelikle hekimlerin VL'yi akillarina getirmeleri gerekir. Endemik bdlgede
yasayan ve bu bolgelere yolculuk eden insanlarin VL agisindan daha fazla risk
altinda oldugu unutulmamalidir. VL, bir ¢cok enfeksiyon hastaligi ile karisabilir. Akut
VL, sitma, tifoid ates, tifo, akut Chagas hastalig1, schistosomiasis, biliyer tiiberkiiloz,
dizanteri ve amibik karaciger absesi ile subakut veya kronik VL ise enfeksiyoz
mononiikleoz, bruselloz, histoplasmoz, hepatosplenik schistosomiasis, uzamis
salmonella bakteriyemisi, histioplasmosis, hepatosplenik schistosomiasis ve kronik
sitma splenomegalisi ile karistirilabilir. Ayirici tanida ayrica hepatosplenomegali ve
pansitopeni ile karakterize lenfoma, losemi, agnojenik myeloid metaplazi gibi
neoplastik hastaliklar da yer alir. KL’nin ayirict tanisinda blastomycosis,
sporotrichosis, chromomycosis, lobomycosis gibi fungal enfeksiyonlar, fronkiil,
sifiliz, lepra, kutanoz tiiberkiilozis, derinin atipik mikobakteri enfeksiyonlari, lupus

vulgaris, sarkoidoz ve neoplazmalar géz oniinde tutulmalidir (Bensaid ve ark, 2006).

4.6.2. Etkensel Tan

Igne aspirasyonu ile alian materyallerde amastigotlarin goriilmesi veya parazitin
kiiltiirde iiretilmesi kesin tan1 konulmasi agisindan 6nem tasir. VL olgularinda 6rnek
aliacak dokular enfeksiyonun yerlestigi RES organlarindan dalak, karaciger, kemik
iligi, lenf nodiilii gibi organlar, KL de ise lezyondan alinan siiriintii ve lezyonun
kenarindan enjekte edilen fizyolojik suyun geri aspire edilmesi ile elde edilen doku

stvisidir. (Unat ve ark, 1995).

4.6.2.1. Boyama yontemleri

Dalak aspirasyonu ile olgularin %95-99’unda tan1 konabildigi, ancak ozellikle
pthtilasma bozuklugu olan hastalarda siddetli kanamalar meydana gelebileceginin
g0z oniinde bulundurulmasinin geregi vurgulanmistir. Protrombin zaman1 normalden
5 saniyeden daha fazla, trombosit sayisi 40000/mm*den az olmamalidir.

Hematolojik muayene normal ise komplikasyon %1’den daha azdir.
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Kemik iligi aspirasyonu ile parazitin saptanmasi parazitolojik tani agisindan
oldukca degerlidir. Kemik iligi aspirasyonu ile olgularin %54-86’sinin
yakalanabildigi bildirilmistir. Materyal sternumdan veya spina iliaca anterior

superiordan alinir.

Karaciger aspirasyonu ise dalak aspirasyonuna gore daha diislik oranda (%76) tani
koydurucudur, daha az olmakla birlikte hayati tehlike tasiyan kanama riski de
bulunmaktadir. Hastaligin erken safhalarinda parazitin karaciger aspirasyonunda
saptanma orani1 daha fazla iken ileri donemlerde dalak aspirasyonunda fazlalasir.

Ultrason esliginde aspirasyon daha giivenlidir.

Lenf nodiilii aspirasyonu veya biyopsisi 6zellikle ¢cok sayida nodiiliin tutuldugu
baz1 olgularda kullanilabilir. Giivenli ve basit bir yontemdir. Genellikle inguinal,
aksiller ve servikal nodiiller tercih edilmekte olup %60 oraninda tani1 koydurucudur.
Kutan6z leishmaniasis diisiiniilen lezyonun kazinmasi ve ozellikle saglam doku ile
birlesme yerine kiiciik bir insizyon uygulanarak, epidermis-dermis bileskesinden

materyal alinmasi ile amastigot elde etme sansinin arttig1 belirtilmistir.

Direkt mikroskobik baki amaciyla kazinti, aspirasyon veya biyopsi ile alinan
materyallerden hazirlanan yayma preparatlar metanol ile fikse edildikten sonra
Giemsa veya Wright boyasi ile boyanarak mikroskopta immersiyon objektifi altinda
amastigotlar agisindan incelenir. Ozellikle dalak ve kemik iliginden alinan
orneklerde hiicre igindeki amastigotlar1 saptama daha kolaydir. (Bensaid ve ark,
2006; Pearson ve ark, 2000; Gilles, 1999; Navin, 1988).

4.6.2.2. Besiyerleri

Tanida besiyerinde promastigotlar ilk olarak 1904 yilinda Novy, MacNeal,
Nicolle tarafindan agar, pepton ve defibrine tavsan kanmin kullanildigt NNN
besiyerinde gosterilmistir (Daldal ve ark, 1999). 1944 yilinda sitrathh insan
plasmasinin kullanildigi Weinman besiyeri (Novy ve ark, 1904), 1950 yilinda difazik
besiyeri olan Tobi besiyeri yaymlanmistir (Weinman, 1944). Ozellikle 1970’lerden
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bu yana sivi besiyerlerinin kullanilmaya baslanmasiyla, besiyerleri boyama

yontemleri ile birlikte altin standart olarak kabul edilmistir.

Kiiltiir yontemleri diisiik oranda parazitemi durumunda boyama yontemleri ile
gozden kacabilen parazitlerin cogaltilmasi ile taninin daha rahat yapilnasin
saglamaktadir. Bunun yamisira kiiltiirde ¢ogaltilan parazitler tiplendirilebilir,

izoenzim analizleri ve ilag ¢alismalar1 yapilabilir (Tobie ve ark, 1950).

Kiiltiirlerin  duyarliligi, aspirasyon materyallerinin boyanarak mikroskobik
incelenmesinden genellikle daha yiiksektir. Lightner ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada yaymalarin mikroskobik incelemesinde duyarlilik %72 iken, kiiltiirde bu
oran %91 olarak bulunmustur Baska bir calismada kemik iligi aspirasyonlarinda
mikroskobik incelemede duyarlilik %60 iken, kiiltiirde %98 gibi oldukg¢a yiiksek bir
oranda bulunmustur (Evans, 1989; Lightner, 1983).

Tan1 amaciyla hem boyama, hem de kiiltiir yapilmasinin daha uygun oldugu,
cinkii kiltiirde iireme olmayan bazi olgularda boyama ile amastigotlarin
goriilebilecegi bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda mukozal leishmaniasis igin
kiiltiirtin ¢ok basarili olmadig: tespit edilirken, VL’de 6zellikle dalak aspirasyon
materyalinin boyama ve Kkiiltiirde verdigi pozitif sonuglarin, kemik iligi ve
karacigerden elde edilen materyallerden daha basarili oldugu gozlenmistir. Ancak
alman dokulardaki amastigotlarin taninma zorlugu nedeniyle indirekt tani

yontemlerine de gereksinme oldugu belirtilmistir (Sinha ve ark, 1993).

4.6.2.3. Deney hayvanlari

Alinan aspirasyon materyalinin boyama ve Kkiiltiir yontemleri disinda deney
hayvanlarindan daha duyarli olan hamsterlere VL’de intraperitoneal olarak, KL’de
ise burun mukozasi, ayak tabani veya traglanan deriden subkutan olarak verilmesi iyi
bir alternatiftir, ancak hizli tani icin pratik degildir. Sonu¢ dort hafta gibi bir siire

aldigindan tanida pek tercih edilmez (Seaman ve ark, 1996).
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4.6.2.4. Molekiiler yontemler

Leishmania kinetoplastik DNA’sinin tiim tiirlerde sabit olan bdlgesinin, 120
bazlik bir boliimiiniin ¢ogaltildig1 13A-13B primerlerinin kullanildigi PZR yontemi,
leishmaniasisli insan ve kopeklerden elde edilen gesitli klinik Grneklerle yapilan
calismalarda 6zgiil ve hassas bulunmustur (Pearson ve DeQuiroz, 1996; Culha ve

ark, 2006).

Epidemiyolojik durumun cesitliliginden dolay: biitiin leishmaniasis olgular1 i¢in
kullanilabilecek tek bir tani, tek bir tedavi ve kontrol yontemi bulunmamaktadir.
Sahada tani, iyi duyarlilik ve Ozgiilliige sahip az invasiv olan basit testlerin
olmamasindan dolay1 ¢ok zordur. Kemik iligi veya dalak 6rnegi kullanilarak yapilan
ve halen kullanilan parazitolojik testler invasiv olup biitiin hastalar i¢cin uygun
degildir. Serolojik testlerde ¢apraz reaksiyon sorunu bulunmaktadir. Son zamanlarda
gelistirilen niikleik asit tabanli metodlar avantajli olmasina ragmen karmasik

ekipman gerektirmektedir (Ergin ve ark, 2005).

Leishmaniasis tanisinda bilinen molekiiler yontemler de kullanilmaktadir. 2005
yilinda L.major Friedlin susunun tim genomik analizi tamamlanmis ve
arastirmacilarin hizmetine sunulmustur. PZR, az miktarda 6rnekle g¢alisilabilmesi,
parazitin hizli olarak tanimlanabilmesi ve en Onemlisi tedavinin basarili olup
olmadigimin izlenebilmesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Visseral ve kutandz
leishmaniasis enfeksiyonlarinin tanisi ve arastirilmasinda molekiiler yontemlerin
kullanilmasi, PZR’nun bulunmasindan sonra, Oncelikle arastirma diizeyinde hiz

kazanmustir.

Leishmaniasis tanisinda farkli klinik orneklerden total DNA izole edilerek PZR
uygulanmaktadir. Kan 6rnekleri santrifiije edilerek pellet tampon soliisyonu ile tekrar
sulandirilmaktadir. Lenf bezi aspirasyonlar1 tampon soliisyonu ile sulandiriimaktadir.
Deri 6rnegi tampon soliisyonda homojenize edilmektedir. Tiim bu 6rneklerden kit ile

DNA izolasyonu yapilmaktadir. Ger¢ek zamanli PZR ile daha once iiretilmis belirli
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sayidaki parazitlerden DNA izole edilmis ve standart egri olusturulmustur. Boylece

orneklerdeki parazit miktar1 tahmin edilebilmektedir (Jhingaran ve ark, 2008).

Kutanoz leishmaniasisde PZR ile mikroskobik bakidan daha hassas sonuglar
alinmaktadir. Visseral leishmaniasisde ise mikroskobik baki negatif de olsa serolojik
yontemler bagisikligi saglam kisilerde %100°e yakin hassasiyette olup PZR
dogrulayici test olarak onem tagimaktadir. Bagisikligi baskilanmis kisilerde ise
(AIDS/HIV+, transplant hastas1 vb.) spesifik antikor yanitinin azalmasi nedeniyle
PZR tanida mikroskobi ile birlikte 6nem kazanmaktadir (Desjeux, 2000; Sundar ve
Rai, 2002; Vitale ve ark, 2004).

2.6.2.5. Seroloji

Visseral leishmaniasis, 0zgiill olmayan gamaglobulinler, yiiksek seviyede
leishmania antikorlar1 ve hipergamaglobulinemi sonucu poliklonal B hiicre
uyarilmasi ile karekterizedir. Cesitli serolojik testler VL tanisi i¢in gelistirilmektedir.

Ancak pratikte bazi sorunlar vardir:

e Subklinik diger visseral enfeksiyonlarda testler pozitif olabileceginden pozitiflik
aktif enfeksiyonu gostermez
e Serolojik testler tedaviden sonra ¢cok uzun siire pozitif kalir ve yaniltici olabilir

e Diger baz1 hastaliklarla ¢apraz reaksiyon verebilir

Bagigiklik sistemi saglam olan VL olgularinin %90’inda anti-Leishmania antikor
titresi oldukga yiiksektir; bu antikorlar ELISA, Direkt Agliitinasyon Testi (DAT),
Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT) gibi testlerle saptanabilir.

Serolojik testlerin pozitif olmasi VL’de c¢ok degerlidir, ancak seronegatif
olgularda diger parazitolojik yontemlere gereksinim vardir HIV ile enfekte olgularda
ise serolojik testler olgularin ancak yaklastk yarisinda pozitiftir. KL
enfeksiyonlarinda ise anti-Leishmania antikor titresi, diisiik de olsa pozitif olarak

tespit edilebilir.
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Montenegro (Leishmanin) deri testi ise akut VL olgularinda negatif, buna karsin
basarili tedavi sonrast veya kendiliginden iyilesen olgularda, bir sekilde
promastigotlarla karsilasmis, ancak enfeksiyon gelismemis kisilerde pozitiftir. Bu
deri testinin, 6zellikle KL ve MKL tanisinda olduk¢a duyarli ve 6zgiil oldugu, ancak
yararli bir antijen i¢in olusturulan kombinasyonunun c¢apraz reaksiyon veren
antijenlerden olugmamasi gerektigi, boylece hatali negatif sonuglarin Gnlenmis
olabilecegi bildirilmistir (Schonian ve ark., 2003; Le Fichoux ve ark., 1999;
Reithinger ve ark., 2007; WHO Report on HIV-Leishmania coinfections, 2007).

4.6.2.6. Diger yontemler

Diger bir tan1 yontemi de xenodiagnosis’tir. VL siipheli hastadan alinan kanla
kolonize = Phlebotomus’larin  beslenmesi ~ sonucunda  Phlebotomus’larda
promastigotlarin gelisiminin izlenmesi esasina dayanan bu yontem, zor olgularin
tanisin1 koymada ¢ok hassas bir teknik olmasina karsin, sadece AIDS olgularinda VL
tanisinda kullanmak i¢in uygun olabilecegi vurgulanmaktadir (Reithinger ve ark.,
2007; Alvar, 1994; Bouree ve Belec, 1993).

4.7. Plasmodium’larin tarihgesi ve siniflandirmasi

Tarih Oncesi ¢aglardan bu yana eski diinyada sitma var olmustur. Afrika’da 30
milyon y1l yasinda fosil sivrisineklerin bulunmasi, sitmanin buradan diinyanin 1liman
bolgelerine tarth Oncesi zamanlarda tagindigini gostermistir. Sitma, insan goglerine
bagli olarak, Akdeniz kiyilarina, Mezopotamya’ya, Hindistan yarimadasina ve
Gilineydogu Asya’ya yayilmistir. Amerika kitasina nasil ulastigi hakkinda c¢esitli
spekiilasyonlar bulunmaktadir. P. vivax ve P. malariae’nin Giineydogu Asya’dan
pasifik ticaret yoluyla Amerika kitasina, P. falciparum’un ise ispanyol kolonilerin

Orta Amerika’ya getirdigi Afrika’l esirlerle tasinmis olmasi muhtemeldir.
Insanlik tarihinin en eski yillarindan beri bilinen sitmanin Mezopotamya, Eti ve

Grek uygarliklarini ¢oktiiren en 6nemli etmen oldugu kabul edilir ve Anadolu’da da

uzun yillar yaygin halde goriilmiistiir. 1600 yilinda Peru’da kinakianin sitma
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sagaltiminda etkili olduguna iliskin yazi bulunmaktadir. Kinakina kabugu 1632°de
Roma’ya getirilmistir. 1872’de sitmanin kanda kirmizi ufak boya pargaciklarinin
bulunmasiyla iligkili oldugu ve 1880°de bunlarin sitmaya 06zgii oldugu
savunulmustur. Yine 1880°de sitma etkeni ilk kez kan preparatinda goriilmiis, 1898
yilinda sitmanin hasta kustan saglam kuslara sivrisineklerle bulastig1 ispat edilmistir.
1900 yilinda P. vivax ve ardindan P. ovale’nin P. falciparum’dan ayrilig
vurgulanmistir.

Sitma sagaltiminda ise 1820 sonrasi tek ilag Chincona agacindan elde edilen kinin
olmustur. Almanya’da Bayer Laboratuarlarinda 1834 yilinda sentetik 4-aminokinolin
gelistirilerek Klorokin adiyla piyasaya ¢ikmistir Chincona ledgerina agacindan kinin
maddesini elde etme orani, 1865 yilinda %4 oranindan %8-12’ye ¢ikarilmistir. 1944°
de kinin sentez edilmis, 1945°de Primakin ve Proguanil, 1948’de Primetamin ve

1964°de ise Siilfadiazin gelistirilmistir.

Tiirkiye’de 1910 yilindan itibaren halka parasiz kinin dagitimima baslanmis,
1926’da “Sitma Miicadelesi Kanunu” yaymlanmigtir. 1928’de Adana Sitma Enstitiisii
kurulmug ve 1940’lara kadar sitma savasi yiiritiilmistiir. 1957 yilindan itibaren
WHO ve UNICEF ile yapilan isbirligiyle sitma eradikasyon programi uygulanmis,
1970 sonrasi sitma olgular tekrar artma egilimine girmistir. Basarili sitma savas
programlar1 ile glniimiiz Tirkiye’sinde artik sitma kontrol altmma alinmis ve
eliminasyon fazma girilmeye hazirlanilmaktadir. Insanda parazitlenen Plasmodium

tiirlerinin smiflandirilmasi asagidaki gibidir (Unat ve ark, 1995; Unat, 1999)

Regnum : Animalia

Superphylum : Protozoa

Phylum : Apicomplexa

Classis : Sporozoea

Ordo : Eucoccidiida

Familya : Plasmodiidae

Genus : Plasmodium

Species . P.vivax, P. falciparum P. ovale, P. malariae

4.8. Plasmodium’larin Evrimi

Plasmodium’lar gelismelerini tamamlamak i¢in, biri insan (ara konak) digeri
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sivrisinek (kesin konak) olmak {iizere iki ayr1 konaga ihtiya¢ duymakta ve insanda
eseysiz  (sizogonik) sivrisinekte ise eseyli (sporogonik) evrim ddnemi

gecirmektedirler.

Sizogonik evrim; Bu evrim karaciger parankim hiicrelerinde ekzoeritrositik
(alyuvardisi) donem ve eritrositlerde eritrositik (alyuvari¢i) donem olmak {izere
birbirini takip eden iki asamada tamamlanmaktadir. Anofel cinsi disi sivrisineklerin
insandan kan emerken verdikleri sporozoitler yarim saat i¢inde karacigere ulasirlar
ve burada her Plasmodium tiiriine gore degisen bir siire iginde karaciger parankim
hiicrelerinde sizont seklini olustururlar. Bu siire P.vivax'ta 8, P.malariae'da 15,
P.ovale'de 9 ve P.falciparum'da 6 giin olarak bilinmektedir. Karaciger parankim
hiicrelerinde olusan sizontlann i¢cinde gelisen merozoit adetleri de tiirlere gore farkl
sayida bulunmaktadir. Bunlarin, P.vivax'ta 1.000, P.malariae'da 2.000, P.ovale'de
15.000, P.falciparum'da 40-1.000 oldugu bildirilmistir. Ekzoeritrositik donem
sonucunda, sizontlarin i¢inde olusan merozoitler, sizontlar1 patlatarak kana
dokiilmekte ve alyuvarlara girerek eritrositik sizogoni donemini baslatmaktadir. Bu
donemin ilk formu, biitin Plasmodium tiirlerinde ayni1 olan halka seklindeki geng
trofozoit sekli, ikinci formu ise geng trofozoitlerden degiserek olusan, her tiirde farkli
olan olgun trofozoit seklidir. Plasmodium tiiriine gore degisen saatler iginde olgun
trofozoitler dnce geng, daha sonra olgun sizontlara doniismekte ve sizontlardaki

niikleusun pargalanmasi ile her tiire 6zel sayida merozoitler gelismektedir.

Bu sayilar; P.vivax'ta 8-24 (ortalama 12-18), P.malariae'da 6-12 (ortalama 8),
P.ovale'de 6-16 (ortalama 8) ve P.falciparum'da 8-36 (ortalama 8-18) adettir.
Merozoitlerin alyuvarlar igindeki gelisme siireleri de parazitin tiiriine gore
degismektedir; Bu siire P. vivax ve P. ovale'de 48 saat, P. malariae'da 72 saat ve P.
falciparum'da 36-48 saattir. Alyuvarlarin patlamasi ile kana dokiilen bu merozoitlerin
bir kismi tekrar eritrositlere girerek ikinci eritrositik sizogoni donemini baglatmakta,
bir kismi ise eritrosit i¢inde ana esey hiicreleri olan disi ve erkek gametositleri
(makrogametosit ve mikrogametositleri) olusturmaktadir. I¢ organ kapilerlerinde

olgunlagsan ve her tiire 6zel sekilde olan gametositler insandaki sizogonik evrim
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doneminin son sekilleridir ve bundan sonraki gelisimleri disi anofel sivrisineklerde

devam etmektedir.

Sporogonik evrim; Disi Anofel’lerin hasta kisiden kan emerken gametositleri
almasiyla sivrisinek viicudundaki sporogoni evrim donemi baslamaktadir.
Sivrisinegin midesinde serbest kalan disi ve erkek gametositlerden gametogenezis
olay1 ile disi ve erkek gametler (makrogamet, mikrogamet) gelismekte, ortam 1sisinin
24 °C oldugu sartlarda 2-3 saat iginde mikrogametin doéllemesi sonucunda

makrogametin kabugu kalinlasarak yuvarlak yapidaki zigot olugmaktadir.

Sekil 5. Plasmodium’larin sizogonik ve sporogonik evrimi

Sporozoit; 2.5 Pre-eritrositler sizogoni; 5-9 Eritrositer sizogoni; 10-11 (a),
Mikrogametosit; 10-11 (b). Makrogametosit 12 (a). mikrogamet; 12 (b).
Makrogamet; 13. Birlesme; 14. Zigot; 15. Ookinet; 16. Ooksit; 17. Sporoksit; 18.
Sporogonik evrimde sporokist i¢inde sporozoitlerin olusumu; 19. Sivrisinegin
tikiiriik bezlerine ve oradan hortumuna gegecek olan Sporozoitlerin tiikiiriik
bezlerindeki goriiniisii (1-11) insan viicudunda; 12-19 (sivrisineklerde) (Ozbilgin ve
ark, 2010)

Bir siire sonra sivrisinegin mide ¢eperinin i¢ kisminda zigotun kabugu incelerek

hareketli ookinet formu olugmakta; ookinet kendi hareketiyle midenin dis ¢eperine
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geemekte, burada ookinet formundan hareketi durmus olan, kalin ¢eperli sayilari 5-
25 olabilen ookist formlar1 olusmaktadir. Ookistlerin iginde c¢ekirdeklerin
parcalanmasi ve etraflarina sitoplazma toplanmasiyla sporozoit denilen formlar
gelismekte ve sayilar1 10.000 kadar olabilen bu yapilar1 tasiyan kese seklindeki
ookist, sporokist olarak adlandirilmaktadir. Evrimin son asamasinda, sporokistleri
patlatan sporozoitler anofelin viicut bosluguna dokiilerek, sinegin tiim organlarina
dagilmakta ve tiikriik bezlerine gelen sporozoitler tiikrilk bezi hiicrelerine
girmektedirler. Parazitin sivrisinekteki son evrim sekli olan sporozoitler, sinegin kan
emme islemi sirasinda hortumlar1 araciligi ile insana verilirler. Plasmodium'larin
sivrisinek viicudunda gecirdikleri sporogonik evrim dénemi, ¢cevrenin uygun nem ve
sicakliginda, her Plasmodium tiiriine 6zgii ¢ogalma siiresi iginde tamamlanmaktadir

(Kuman, 1993; Ozbilgin ve ark, 2010)

4.9. Sitmanin Epidemiyolojisi

4.9.1. Diinyada Sitmanin Durumu

Cesitli arastirma sonuglari; diinyada her 30 saniyede bir ¢ocugun sitma nedeniyle
hayatin1 kaybettigini, diinya niifusunun %40’ min sitma riski altinda oldugunu, her
y1l 300-350 milyon insanin infeksiyonu aldigin1 ve yaklasik 2 milyon kisinin bu
enfeksiyon nedeniyle hayatini kaybettigini gostermektedir. WHO’nun yayinlarma
gore; 2008 yilinda %85°1 Afrika’ da, %10°u Dogu Asya’ da ve %4’ii Dogu Akdeniz
Bolgesinde olmak iizere toplam 243.000.000 sitma olgusu saptanmisg, % 89’u Afrika
Bélgesinde, %6’s1 Dogu Akdeniz Bolgesinde ve %5°i Dogu Asya Ulkelerinde olmak
lizere toplam 863.000 sitma kaynakli 6liim kaydedilmistir. DSO sitmayr 6nemli
bulasic1 hastaliklar kapsaminda Tiiberkiilloz ve AIDS ile birlikte ilk {icte
degerlendirmektedir (WHO Report on Malaria, 2005; Ozcel, 2007).

4.10. Sitmada Patogenez ve Klinik Belirtiler

Tiim tiirlerin yol agtig1 sitma enfeksiyonunun en 6nemli belirtisi olan ates, 2000

yildan uzun siiredir dikkatleri iizerinde toplamis olmasina karsin, temeli hala tam
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olarak aydinlatilamamistir. Sizont riiptiirii ile febril nobet arasindaki direkt gecici
baglanti, parazitlerin pirojen bir madde salgiladiklarini diisiindirmektedir. Ancak
boyle bir madde gosterilememistir. Endojen pirojen maddenin sizont riiptiirii ile
aciga c¢ikan eritrosit ve parazit artiklarini fagosite eden doku makrofajlar tarafindan
salgilandig1 iddia edilmistir. Endojen pirojen bir madde olan tiimor nekroz faktorii-
cachectin (TNF) sitmali hastalarin serumlarinda aranmis, ancak bu maddenin
sitmanin ates patogenezindeki rolii agiklanamamistir. Yiiksek atesin yol agtigi
belirgin vazodilatasyon, effektif plazma hacminde ortostatik hipotansiyona neden
olabilecek bir diismeye yol agmaktadir. Sonucta antidiiiretik hormon ve aldosteron
salgis1 artmakta, daha sonralar1 nobetlere eslik eden belirgin diaforez, kusma ve su
aliiminda azalma sonucu s1v1 elektrolit dengesi bozulabilmektedir. Hiponatremi de

siklikla goriilen bir bulgu olmaktadir.

Anemi sitmanin genel bir komplikasyonu olarak goriilmekte, yiiksek
parazitemilere bagli olarak yogun hemoliz gelisebilmektedir. Hemoliz daha ¢ok
sizogoni sirasinda enfekte eritrositlerin riiptiiriinlin sonucu olarak olugsa da,
hemolizin boyutlar1 tek basina bu siirece baglanabilecek orandan daha genis
olabilmektedir. Dalagin biliylimesine bagli olarak eritrositlerin dalakta yikima
ugramasi da muhtemelen aneminin patogenezine yardimcit olmaktadir. Diger taraftan
aneminin otoimmun temele de dayandigini destekleyen bulgular goriilmektedir.
Diseritropoesis goriilebilir ve sagaltim sonrasinda bile anemiye yanit olarak goriilen
periferik retikiiloz gecikebilir. Hemoliz yaygin olmadik¢a hemoglobinemi ve
hemoglobiniiri pek goriilmez. Sitmaya bagli massif hemoliz ve hemoglobiniiri

gelistiginde tablo Karasu Hummas: adin1 almaktadir.

Plasmodium falciparum sitma enfeksiyonunda akut bobrek yetmezligi, akciger
O0demi ve beyin fonksiyon bozukluklar1 gibi bazi diger ciddi komplikasyonlar da
geligebilmektedir. Kesin  mekanizmalar1  belli  olmamakla  birlikte, bu
komplikasyonlarin ortak temellerini anemi ve mikrodolasimdaki degisikler
sonucunda gelisen doku hipoksisi olusturmaktadir. P.falciparum’la enfekte
eritrositlerde, sekil degistirebilme yetenegindeki azalma, “yumrular” olarak

adlandirilan 6zel eritrosit zar1 degisiklikleri yolu ile vaskiiler endotele yapisma
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egiliminde artma gibi 6nemli degisiklikler olmaktadir. Mikrovaskiiler yataklarda kan
akimi yavaglamakta ve sonugta dokulara ulasan oksijen azalmaktadir. Kilcal damar
endotel biitiinliigli bozulup, permeabilite artabilmekte ve bu durum akciger gibi bazi
organlarda hiicreleraras1 bosluga sivi ve protein sizmasi ile sonug¢lanabilmektedir.
Komplikasyonlu P.falciparum olgularinda bu nedenle sivi verilmesine Ozen
gosterilmektedir. Patogenezde mikrotrombuslarin ve varsayilan sitma toksinlerinin
etkili olduklar1 da 6ne siiriilmiistiir. Bu stireglerin histopatolojik goriintiisii iskemiye
bagli bobrek korteksindeki degisiklikler ve akut tubuler nekroz seklinde olmaktadir.
Akciger 6demi komplikasyonu gelisen hastalarin akcigerlerinde; trombus olusumu
ile birlikte veya trombiissiiz mikrovaskiiler konjesyon, insterstisyel 6dem ve hyalin
zar olusumu seklinde patolojik degisiklikler goriilmektedir. Oliimciil sitma
olgularinda beyin korteksinin gri cevherinde parazit iceren eritrositlerle dolu
konjesyone damarlar, perivaskiiler 6dem, halka tarzi hemoraji ve nadiren glial

reaksiyon (sitma graniillomu) olusabilmektedir.

Sitmaya yakalanmis kisilerde sitma noébeti adi verilen isiime, titreme, ates
yiikkselmesi ve terleme, hastaligin karakteristik klinik belirtilerini olusturmaktadir.
Plasmodium tiirlerinin neden oldugu biitiin sitma ¢esitlerinde bu klinik belirtiler, az
veya ¢ok siddetli olarak goriilmektedir. Akut sitma nobetlerinde bu klinik belirtilere
anemi ve splenomegali eslik etmektedir. Sitma nébetleri, hastalia neden olan
Plasmodium tiirine gore 36-48-72 saatte bir goriilen periyodik karakterde
olabilmektedir. Nobet sirasinda goriilen klinik belirtiler, sitma parazitlerinin tiiriine
ve susuna gore, hastanin genel saglik ve beslenme durumuna, genetik 6zelliklerine,
bagisiklik gelismesine, yasina ve enfeksiyonun cografi orijinine bagl olarak bir¢ok

degisiklik gostermektedir.

Sitma parazitlerinin karaciger sizogonik evrimi sonucunda merozoitlerin kan
dolasimina dagilmasiyla, karakteristik sitma nobetlerinin ortaya ¢ikmasma kadar
gecen zamana, sitmada prodrom donemi adi verilmektedir. Sitma ndbetleri
baslamadan 6nce prodrom doneminde hastada sitma i¢in karakteristik olmayan
halsizlik, basagrisi, kol ve bacaklarda agrilar, kas ve eklem agrilari, hafif ates gibi

belirtiler grip enfeksiyonunu hatirlatmaktadir. Ancak bazi sitma olgularinda,
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prodrom dénemi olugmadan, dogrudan sitma nobetleri goriilebilmektedir. Eger bir
hasta, sitma endemik olan bir bolgede yasiyorsa veya boyle bir bolgeden geldiyse,
daha once hastaya kan transfiizyonu yapilmissa, prodrom dénemi klinik bulgular
bulundugunda, bu bulgular sitma i¢in karakteristik olmamasina ragmen, bu

hastalarda oncelikle sitma diisiiniilmesi gerekmektedir.

A. Sitmada Kulucka Donemi: Enfekte bir Anophel cinsi sivrisinegin, insandan kan
emmesi sirasinda, sporozoitleri kana vermesinden, ilk nobetlerin goriilmesine
kadar gecen zamana, kulugka donemi adi verilmektedir. Bu siire Plasmodium
tiirtine gore 14-30 giin arasinda degismektedir. P.vivax sitmasinda 12-18 giin, P.
falciparum sitmasinda 7-12 giin, P. ovale sitmasinda 11-16 giin ve P.malaria
sitmasinda 28-37 giin oldugu bildirilmektedir. Sitma ¢esitlerinde yukarida
bildirilen kulugka siireleri daha kisa olabildigi gibi, ¢ok daha uzun da
olabilmektedir. P.vivax’in bazi suslariin olusturdugu sitmada kulugka dénemi 18
—26 ay olabilmekte, diger baz1 P.vivax suslarinda ise, P. falciparum sitmasina
benzer sekilde kulucka donemi 7-17 giin olabilmektedir. Kan transfiizyonuyla
bulasan sitma olgularinda, ekso-eritrositer donem bulunmadigindan kulugka
donemi P. vivax ve P. falciparum sitmasinda 5-7 giin, P. malaria sitmasinda 4-8

giin olarak bildirilmektedir.

B. Sitma Nobeti: Hastalarda prodrom doneminde goriilen atipik belirtilerden sonra
istime-titreme, ylksek ates ve terleme belirtileri sitma nobetinin karakteristik

bulgularini olusturmaktadar.

1. Usiime, Titreme: Hastaya 6nce bir iirperme gelmekte ve arkasindan siddetli

lisiime hissiyle ¢eneleri birbirine vurarak titreme gostermektedir. Usiime yaz
giinesi altinda dahi, kat kat yorgan ve battaniye altinda da devam edebilmektedir.
Hasta soluk goriiniimde, bas agrisi, mide bulantisi, kusma ile devam eden iisiime
esnasinda, hastanin dudaklar1 ve parmaklart siyanozlu goriiniimdedir. Hastanin

derisi kuru ve soluk, nabiz hizli ve zayif olup, iisiimeye ragmen atesi ylikselmeye

baslamaktadir. Usiime titreme hali genellikle 0,5-2 saat devam edebilmektedir.
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2. Yiiksek Ates: Usiime, titremenin ardindan hastada ates yiikselmekte, hastanin
yizli kizarik, gozleri parlak, derisi kuru goriiniimiinde olup, hasta tizerindeki
biitiin ortiileri atmakta ve atesi 40 °C’ye kadar ¢ikabilmektedir. Hastada siddetli
bas agris1 goriiliirken atesin daha da yiikselmesiyle ajitasyon goriilebilmektedir.
Hastanin nabzi tasikardik ve dolgun olup solunum hizli, bulanti, karin agrisi ve
kusma gibi belirtiler yaninda deride iirtiker ve eritem tarzinda dokiintiiler dikkati
cekmektedir. Idrar miktar1 normalden az, koyu renkte ve idrarda albumin ve
iirobilinojen pozitif, kanda ise iire ve kolestrol yiiksek bulunmaktadir. Sitmali

hastalarda ates genellikle 2-6 saat devam edebilmektedir.

Terleme: Ates, hastanin yiiziinde ellerinde ve bacaklarinda baglayan terleme ile
diismeye baslamakta, terlemenin biitiin viicudu kaplamasiyla hizla diiserek normal
diizeye inmektedir. Hasta bitkin bir halde uykuya dalarak rahatlamakta, bir dahaki
ndbete kadar kendisini normal hissetmektedir. Sitma nobetleri toplam olarak 8-12
saat devam etmektedir. Hastalarda sitma ndbetleri reenfeksiyonlar olmadig: takdirde,
P. vivax ve P. ovale sitmalarinda 48 saatte bir, P. falciparum’un neden oldugu
tropika sitmasinda 36-48 saatte bir ve P. malaria sitmasinda 72 saatte bir
goriilebilmektedir. Nobetler, parazitin kandaki eritrositer sizogoni evriminin siiresine
bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ik nobetlerden sonra hasta tedavi edilemez ise,
hastalikta uzun veya kisa silire devam eden kronik donem baslamaktadir.
Organizmanin bagisiklik durumuna bagh olarak, kandaki eritrositer sizogoni evrimi
yavaslayabilmekte, hatta bir slire durabilmektedir. Eritrositer sizogoni evriminin
tekrarlamasiyla klinik sitma nobetleri tekrar baslamaktadir. Ayrica P.vivax ve
P.ovale sitmalarinda, nobetlerin durmasindan bir miiddet sonra hastalik
niiksedebilmekte, karacigerde bulunan hipnozoitlerin herhangibir nedenle aktive
olmastyla karaciger sizogoni evrimi baslamakta ve eritrositer sizogoni evrimi

sonrasinda da tipik sitma nobetleri goriilebilmektedir (Kuman, 1993; Ozcel, 2007).
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4.11. Tam

4.11.1. Ayirici1 Tam

Grip, tifo, brusella, hepatit, hodckin, k.c absesi, kala-azar, ansefalit, epilepsi,
tetanus, tbc, sar1 humma, donek humma, kolera, siper hummasi, appendisit, akut

pankreatit.

Kala-azar, tifo, hodgkin, brusellanin seyri sirasinda sitma bu hastaliklarin tablolari
ile maskelenebilir ve tan1 koymak gii¢lesir (Maskeli sitma).
Anofellerin yasadig1 bolgelerde nedeni bulunamayan atesli hastalarda mutlaka

sitma diistiniilmelidir.
4.11.2. Laboratuvar Tanis1

En iyi tan1 parmak ucundan alinan kandan ince yayma ve kalin damla praperat
hazirlayip Giemsa ile boyayip mikroskopta incelenerek konur. Kan atesli donemde

alinmalidir.

Ozellikle P.falciparum'da parazitler i¢ organ Kkapillerlerinde olacagindan

provokasyon yontemleri uygulanabilir.
a. %0,1 Adrenalin soliisyonundan deri altina 0,5-1 ml verilir, 20 dk. sonra kan alinir.

b. Dalak {izerine buz konur, 1/2 saat sonra kan alinir.

Tek negatif sonug yetersizdir, 3 giin arka arkaya kan alinmalidir (3).
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4.12. Toxoplasma gondii’nin Siniflandirmasi (Ho-Yen, 1992)

Subfilum : Apicomplexa
Sinif : Sporozoasida
Order : Eucoccidiorida
Suborder : Eimeriorina

Aile : Eimeriidae

Genus : Toxoplasma

Tiir : Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii belirgin patolojik bulgulara rastlanmayan ve pek cok canlida
yasamini devam ettirebilen, insanda enfekte bebek dogumu, gérme bozukluklari, 6lii
dogum, diisiik, beyin intihabi ve Oldiirebilen bir hastalik olusturmaktayken
hayvanlarin yavru diisiiklerinden baska patolojiye bulgulara yol agmamakta olan
toksoplazmosis parazitinin tanisi ig¢in evriminin bilinmesi ve morfolojik 6zellikleri
biiyiik bir 6nem tasimaktadir. Bu parazit 6nemli konagi olan kedilerin ince bagirsak
hiicrelerinde seksiiel dongiisii gergeklesirken, kuslar, sicakkanli tiim hayvanlarda
kedilerdeve insanlarda seksiiel olmayan dongii goriilmektedir. Ug morfolojik sekli

bilinmektedir.

1. Aseksiiel olarak ¢ogalabilen form, trofozoit (takizoit, endozoit)

2. Dokularda enfektif form, bradizoit sekli

3. Kedilerin enfekte digkisinda goriilen Ookist sekli, parazit seksiiel donglisli ve
¢agalmasini kedinin ince bagirsaklarinda tamamlamakta ve sicakkanli hayvanlar,

kuslar ve insan1 enfekte edebilmektedir (Remington ve ark., 1992).
4.13. Toxoplasma gondii Morfolojisi

Takizoit: Aseksiiel dongiide goriilen Trofozoit olarak adlandirilmakta 6n ucu
sivri, hafif hilal seklinde, arka ucu yuvarlak yapida, 2-4x 4-7 pm boyutuntadir. Hiicre

ici yerlesimi ¢ogalmak ve yasamak icin tercih etmektedir. Endodyogeni ile ikiye

boliinmesi konak hiicrelerinde tekrarlamaktadir. iki yavru hiicre endodyogeni ile
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tamamlamadan Rozet goriiniime sebep olan 4-6 saat arasi tekrar eden niikleer
boliinmektedir. Takizoitlerden olusan kiimeye, pseudokist tanim1 hem parazit kokenli
hem konak, parazit kokenli olamayan kist duvarlarinin ger¢ek kist olarak uygun
gorilmistiir. Takizoitin hiicre zar distan ¢evreleyen, lic katli membrandan olusan
pelikiil adi1 verilen bir zardan olusamaktadir. Takizoitlerin sivri veya On tarafinda
koni seklindeki yapiya konoid olarak isimlendirilmistir. Kabul edilen bu olusum
sekresyon salgilanmasi konak hiicresine girisinde ve parazitin beslenmesinde rol
almaktadir. “Rhoptiri” adi verilen uzun ince kesecikler konoidin altinda ya da
arkasindadir. Konak hiicre membraninda degisikliklere yol agan takizoitler viicuda
giris yaptiktan sonra kana karistiklarinda yapisinda penetrasyon kolaylastirici faktor
bulunan enzim salgilayarak hiicre i¢ine girebilmekte, yasamini siirdiirebilmesi i¢in
vakuol duvarma temas etmeden, konak hiicrenin vakuolu i¢inde devam
ettirebilmekte, hiicreleri nonfagostik, hem fagostik olarak fagosite edebilmektedir.

(52) (Remington ve ark., 1992).

Kist: Bradizoitler doniisebilmek igin takizoitlerin yavas ¢ogalmalari igin kistlerde
metabolik ihtiyacini indirgemek ve konak immiin sistemini miidahale etmesiyle
birlikte immiin sistemden ka¢masi gerekmektedir. Bradizoitler takizoitler gibi
200um capa ulagabilen ve konagin hiicre vakuoliine yerlesebilen, bazen binlerce
bradizoit bazen birkag¢ tane bradizoit igeren doku kistlerinden olustugu goériilmiistiir.
Kist etrafindaki ceperinin i¢ tarafinda parazitin olusturdugu bir ¢eper, konagin

olusturdugu dis tarafta bir ¢eper olusturmakta ve iki katl bir ¢eper bulunmaktadir.

Ookist: T. gondiinin ookist formu kedigillerin bagirsak hiicrelerinde
enteroepitelial dongii sonucunda olusmaktadir. ki tabakali ¢eperi bulunan ookistler
11-14x 9-11 mikron boyutunda ve oval seklindedir. Kedi digkisiyla disar1 ¢ikan
ookistler uygun sartlarda olgunlasmasi ve enfekte edici gelmektedir. Uygun kosullar
olarak belirtilen ortamin oksijen ve 1sina gore sporulasyon zamani degismekte ve
sporulasyon olgunlasma olarak adlandirilmaktadir. 37 °C’nin iistiinde ve +4 °C’nin
altinda sicakliklarda sporlasyon olugmamaktadir. Ookistlerin her birinde 2 adet
sprokistten olusan 4 sprozoit bulunur bu olay sporulasyon sonucu olusmaktadir.

Alkali temizlik maddeleri, klorlamaya ve laboratuar deterjanlarina kars1 direncli olan
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olgun ookistler amonyum siilfat ve yiiksek sicakliklardaki suda dldiikleri, uygun 1s1

ve nemli topraklardal ve birkag yildan fazla canli kalabilmektedir (Ho-Yen, 1992).

Sporulasyon son bulmasi i¢in agiz yoluyla mideye gecen ookistler mide asidi ile
duvar1 erimekte serbest kalan ookist i¢indeki sporokistler duodenumda
parcalanmakta sporozoitler serbest kalmaktadir. ikisporoblast zigotun ookist haline
dontistimiiyle olusmakta, sporokist (8,5x6um) sporoblastlarin ¢eper olusturarak
donlismekte, 8 tane sporozoitin (8x2 pum) meydana gelmesi 4 ookist olusturan
sporokistlerin  ikiye bolgnme gegirmektedir. Bu durumda enfektif ookist
olusturmaktadir. Sporulasyonun uygun oksijen ve 1s1 oldugunda 1-21 giin siirmekte,
bu siirenin 14-21 giin stirmesi i¢in +11 °C’de, 5-8 giin i¢in +15 °C’de 3 giin i¢in +24
°C’de oldugu bildirilmis, sporulasyonun durmasi +37 OC’nin iistinde, +4 °C’nin

altinda oldugu, 18 ay nemli toprakta ookist canli kalmaktadir (Ho-Yen, 1992).
4.14. Toxoplasma gondii Evrimi

Parazitin karmasik gibi olan evriminin iyi saptanbilmesi i¢in Toksoplazmosis
etkeninin insanlarda sebep oldugu enfeksiyonu daha 1iyi anlayabilmektedir.
Gametositlerin merozoitlerden olustugu ve eseysiz ve eseyli olarak tredikleri T.
gondii’nin konagi kedinin ince bagirsak epitelyum hiicrelerinde bilinmektedir. T.
gondii’nin kedilerde enfektif sekillerinden birini almasi icin eseyli gelisme
baglamkatadir. Kedilerde kulugka zamani denilen prepatent siire ookist ya da takizoit
ile enfekte olduklarinda, et yemesiyle doku Kkistleri enfekte olmasi daha uzun
olmaktadir. Ince bagirsak epitelyum hiicre icersine sporozoit ya da takizoit alimindan
sonra parazit sizogoni ile eseysiz olarak bolinmekte (Dubey ve Frenkel, 1972;
Overdulve, 1978), birka¢ kez tekrar eden boliinmeden sonra bradizoit sekilleri
meydana gelmektedir. Ince bagirsak epitelyum hiicrelerinde gametosit seklinde
dontisen bradizoit sekilleri mikro ve makro gametler gametositlerden meydana
gelmektedir. 1ki kamgis1 olan mikrogametler ince uzun ig seklindedirler (Hutchinson
ve ark., 1971; Remington ve ark., 1992).
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Kamgilariyla hareket eden bir tane makrogamet epitelyum hiicresinden ayrilan
mikrogametlerde ayrilarak dollenme olusturmak ve bulmaktadir. Kalin kabuklu zigot
dollenme sonucu olusmakta ve bir siire epitelhiicresinde kaldiktan sonra bagirsak
liimenine gegerek ookist adi almaktadir. Kedi digskisindan enfektif hale gelebilen
ookistler disart atilarak sporulasyon gelisme evresini, nem ve 1s1 bakimindan uygun
olmasi, enfektif ya da olgun ookist igeren iki sporokistten olusan dort adet sporzoit

bulunmaktadir (Dubey ve Frenkel, 1972).

Ookistler 18 ay kadar uzun siire tatli suda ve toprakta canli kalabilmektedir.
Ookistler kontamine suda veya herhangi bir yiyecekle sicakkanli hayvanlar dahil
kedilerin mide salgisin1 kolaylikla gegmektedir. Ookistlerin sindirim enzimlerinin
etkisiyle ince bagirsaklarin kalin duvarimi eritmekte, merozoitleri olusturan ve
bagirsak epitelyum hiicre icinde endiyogoni veya sizogoni ile ¢ogalmakta olan
sporokistlerin pargalanmasiyla sprozoitler serbest kalmaktadir. Bu evre birkag tekrar
ettikten sonra trakozoitler bagirsak epitelyum hiicreleri icinde eseyli iliremeyi

baslatmaktadir.

Uzun siire canliligini siirdiirebilen ve hizli ¢ogalabilen takizoitlere gore yavas
cogalabilen bradizoitler bu gelisme seklinde kuslarda, sicakkanli hayvanlarda ve
kedigillerde T.gondii’nin eseyli olmayan olarak ¢ogalmaktadir. Isiya karsi konak
disinda da duyarli olabilmekte ancak T. gondii’nin konak i¢inde hizli ¢ogalabilen
takizoitler enfeksiyon olusturan 1ii¢ evresinden iknci olarak bilinmektedir.
Buzdolabinda 10 gline kadar fare periton sivisinda takizoitler canliligin
siirdlirebilmekte, meni sivisinda, gozyasinda, kanda, tilikiiriikte, konak sivisinda,
idrarda bulunabilmekte, takizoitlerin hastaligin bulagsmasinda siitte ve kanda 6nemli
derecede gorev aldiklarindan dolay1 pastorize siit i¢ilmesi ve kan transfiizyonlarinda

edilmesi onerilmektedir (Ferguson ve ark., 1979).

Bradizoitlere dontisen konak hiicrelerinde cogalan takizoitler bilinmeyen bir
sebeple veya immiin sistem baskis1 ile doku kistlerini meydana getirmektedir.
Yuvarlak veya oval seklinde olan doku kistleri konak viicudunda kalp kasi, beyin ve

iskelet icinde bulunmaktadirlar. Uzun yillar enfeksiyon olarak devam eden
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bradiozitler doku kistleri i¢inde bulunarak hayvanlarda ve insanlarda kronil veya
latent enfeksiyon haline gegmesini saglamaktadir. Bagirsak epitelyum hiicrelerine
giren doku kistleri kana karigmasi, ¢ogalmasi ve viicuda dagilmasi i¢in kus ve
sicakkanli hayvan etlerinin ¢i§ olarak tiiketen hayvan ve insanlarin ince
bagirsaklarinda kist duvarlarinin erimesiyle serbest kalan parazitler olusturmaktadir

(Siegel ve ark., 1971).
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Sekil 6. Toxoplasma gondii’nin evrimi (58)

4.15. Toxoplasma gondii’nin Epidemiyolojisi

Diinya niifusunun %13’iiniin T. gondii ile en-fekte oldugu, 1976 yili itibariyle
toksoplazmosis seroprevalansinin 500 milyonun iizerinde oldugu tahmin edilmekte,
ABD’ de bir yilda yaklasik 3500 konjenital toksoplazmosisli bebegin diinyaya
geldigi, bunlarin yillik bakim ve tedavi giderlerinin 300 milyon USD oldugu
hesaplanmaktadir Yine A.B.D.’de toksoplazmosisin hayvanlarda ne kadar yaygin
oldugu konusunda yapilan caligsmalarda, domuzlarin %3 - %34 oraninda enfekte
olduklari, evcil kedilerde ve diger hayvanlarda yiiksek oranda toksoplazmosis
antikorlar1 bulun-dugu, bu sebeple toksoplazmosisin dogada ¢ok yaygin olmasinin
anlasilabilecegi bildirilmektedir (Dubey, 1986).
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4.16. Toksoplazmosis’de Klinik ve Patoloji

Parazit hastaliina yol acan Toxoplasma gondii viicuttakitim organlarda
bulunabilen, meni tiikiiriik gézyasi, idrar beyin-omurilik sivis1 (BOS),akut donemde
kan gibi tiim viicut sivilarinda bulunabilen bu zoonoz transplasental bulas sonucu
diistiklere ve fetal yikimlara neden olabilmektedir. Tiim diinyada son derece yaygin
goriilen bu hastaligin zoonotik karakteri iyi yilkanmamis, kontamine meyve ve sebze
tiikketilmesi, ¢ig siit, kontamine su tiiketilmesi, az pismis veya ¢ig kontamine et, ¢ig
yumurta, organ nakli, transplasental geg¢is ve organ nakli gibi yollarla bulagsmakta,
parazitin kist icindeki Bradizoit formlar1 konagin immiin sisteminden korunmasi
hastaligin kontroliinii saglayamamakta ve hastaligi tekrarlamaktadir. Toplumlarin
beslenme kiiltiirleri ve gelenekleri bu parazit hastaliginin etkilerini dogrudan dogruya

etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir.

Normal seyirli olan toksoplazmosis immiin sistemi (%90) saglam olan kisilerde,
hematolojik kanserler immiinite bozuklugu olan T hiicrelerine bagli AIDS, soliter
organ ve kemik iligi (K1) nakli gibi durumlarda kontrol altina alinmadiginda gok agir

seyretmekte ve oliimle sonuglanabilmektedir (Lindsay ve ark., 1991).

4.17. Toksoplazmosis’de Tani

4.17.1. Etiyolojik Tam

Parazitin etyolojik olarak goriilmesi hastaligi kesin tanisi i¢in 6nemlidir. Tam
koyacak uzmanlarin deneyimli olmasi laboratuarin ekipman ve alet bakimindan
yeterli olmasi sonuglara gore tedavinin planlanmasi ve hastan1 yonlendirilmesi tani
yontemleri i¢in gerekmektedir. Konjenital toxoplazmosis tanist koyulabilmesi i¢in
yenidogan bebeklerin doku biyopsilerinde doku kistlerinin goriilmesi, ya da
plesantadan alinan Orneklerle,hastanin viicut sivilarindan veya kanindan takizoitleri

izole etmekle toxoplazmosis olgularina rastlanabilmektedir (Ho-Yen, 1992).
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Histopatolojik olarak biyopsi materyallerinin incelenmesi ya da viicut sivisi ve
kanin yayma preparatlarinin giemsa ile boyanmast T. gondii doku Kistleri, bradizoit
ya da takizoitlerine rastlanmadiginda, deney farelerinin direkt beynine ya da periton
icine 3-7 giin bekletilen inokiile edilen az miktarda siipheli doku ile viicut sivisi ve
kandan alinan materyallerin siispanse edilerek beklenmesi Onerilmektedir. Doku
kiiltiirline hastadan alinan 6rneklerde eklenebilmektedir. Parazitin doku kiiltiirtinde
kolaylikla taninmasi ve tredikleri bilinmektedir (Shepp ve ark, 1985; Unat ve ark.,
1992).

Toxoplasma gondii takizoitleri mikroskopta fare periton sivisindan alinan
orneklerde goriilmektedir. Fare inokulasyonunun, doku kiiltiiriine gore daha duyarli
oldugu bildirilmektedir. Bu zaman sonunda etkene rastlanilamadig: takdirde, farenin
karaciger, beyin ve dalaktan hazirlanan homojenatlar, saglikli farelere inokiile edilir ve
bu farelerde yaklasik 6 hafta sonra Toxoplasma antikorlari serolojik yontemlerle
aranmaktadir (Jacobs, 1953).

Yeni doganda yapilacak izolasyon ile T. gondii’nin, goriilmesi kesin tan1 koymada
yeterli olmaktadir. Fakat erken tani1 maksadiyla otopsi materyalinden (beyin, kalp
veya iskelet kasinda) yapilacak arastirmalarda parazitin daha ¢abuk goriilebilmesi ve
de yeni doganlarda iskelet kas biyopsisi ile de parazitin izolasyonu miimkiindiir.
Yapilan aragtirmalarda T. gondii izolasyonunun hem yeni doganlarda hem de erigkin
hastalardan, subretinal sividan, kornea sivisindan (aqua humor), amniotik sividan ve
serebrospinal sividan yapilabildigi belirtilmektedir (Wolf ve ark, 1942; Deutsch ve ark,
1957; Abbas, 1967).

Cocuklarda veya eriskinlerde iskelet kasi, goz, akcigerler ve beyin gibi
organlardan elde edilen biyopsi 6rneklerinden ya da otopsi esnasinda alinan 6rneklerin
histopatolojik  incelemelerinde  goriilen  Toxoplasma doku  Kkistleri, akut
toksoplazmosis de gecerli degildir. Fakat ozellikle c¢ocuklardaki lenfadenopati
olgularindan lenf yumrusu biyopsisiyle elde edilen ornekler histopatolojik yonden

incelendiklerinde lenf yumrularinda Toxoplasma doku kistleri olusmayacagi ya da
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cok nadir olusacagi igin, Toxoplasma takizoitlerinin goriilmesi, akut enfeksiyon

tanis1 koymada yeterlidir.

Genel olarak viicut sivilarindan veya doku kesitlerinden hazirlanan yayma
preparatlarda Toxoplasma takizoitleri goriilerek akut toksoplazmosis tanisi
konulmaktadir. Hastalik nedeniyle bir organda meydana gelen nekroz odaklari, veya
elde edilen biyopsi materyalinde gozlenen multiple doku Kkistleri ile de akut

enfeksiyon tanis1 konabilmektedir.

Histopatolojik inceleme maksadiyla boyanarak hazirlanan doku Kesit
preparatlarinda Toxoplasma takizoitlerini gézlemlemek olduk¢a giigtiir. Bu nedenle
histolojik kesitler hazirlandiginda, fikse islemi oncesinde fluoresan antikor teknigi
veya ELISA teknikleri kullanilarak parazitlerin daha kolay g6zlemlenmeleri
saglanabilir. Bu yontemler haricinde ozellikle toksoplasmik ensefalit olgularinda
fluorescein ile isaretlenmis monoklon antikorlar kullanilarak hazirlanan preparatlarin
hemen elektron mikroskobu ile incelenmesi, tanida basarili sonuglar vermistir (Dos

Santos, 1975; Van Knapen, 1982).

Kalp transplantasyonu gergeklestirilen hastalarda, endomiyokardiyal biyopsi
araciligiyla toksoplazmosise yonelik tanida basar1 saglandigi yaymlanmistir (Cerezo
ve ark, 1985).

4.17.2. Serolojik Yontemler

Serolojik yontemler T. gondii’ye yonelik olusan 6zgiil antikorlarin bulunup tanida
kullanilmalar1 seklinde ozetlenebilir. Diinya geneli yapilan calismalarda bir¢ok
toplumdaki insanlarda T. gondii’ye kars1 olusan antikor seviyelerinin yiiksek oldugu
gorlilmektedir. Bu antikorlarm saglikli bireylerde de uzun zaman yiiksek titrasyon
seviyelerinde kalabildigi bilinmektedir. Toxoplasma antikorlarin1 saptayan ¢ok
sayida serolojik yontem vardir. Fakat enfeksiyonun lokalizasyonuna, yeni ve eski
olmasmma ve kisinin verdigi tepkiye goOre antikor titreleri degisebildiginden

yorumlanmasi sorun yaratabilmektedir. Piyasada Toxoplasma antikorlarin aranmasi
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ve tespitine yonelik ¢ok sayida ticari kit bulunmaktadir. Ozellikle yurt disindan ithal
edilen kitlerde kullanilan suslarin, iilkemizdeki Toxoplasma suslarindan farklilik
gostermeleri, hangi Toxoplasma susu kullanilarak kitlerin  hazirlandiginin
bilinmemesi ve bu kitler ile uygulanan testlerin yanlis pozitif veya yanlis negatif

sonug verebilmeleri gibi nedenlerle durum daha karmasik bir hal alabilmektedir.

Giliniimiizde de bir tek serolojik yontem kullanilarak akut ve kronik
toksoplazmosisin kesin olarak ayriminin yapilmasi miimkiin olmadigindan, klinik
hekimlerinin Toxoplasma referans laboratuvarlarina basvurmalari Onerilmektedir.
Toksoplazmosis tanisinda serolojik test profili; SFDT IgG + ELISA IgG, IgM, +
IFAT serolojik yontemlerinin birlikte kullanilmas:t olup, ayrica modifiye direk
aglutinasyon testi de kullanilmaktadir (Schondermark ve ark, 1993; Walton ve ark,
1966; Walls ve ark, 1977; Balsari ve ark., 1980). Toksoplazmosis’e yonelik olusan
humoral antikorlardan en ¢ok IgG aranmakta olup, bu antikor yanitin bulagmadan 1-
2 hafta sonra olusmaya basladigi, 1-2 ay siirede en yiiksek seviyeye ulastig1 ve daha
sonra IgG antikor diizeyinin bir miktar azaldigi, ancak hastada omiir boyu degisik
diizeylerde kaldig1 bilinmektedir. Hastalik gegirilmis olsa dahi, hasta kaninda degisik
seviyelerde IgG bulunabileceginden dolay: bir kiside hem ELISA hem de IFAT ile
alinacak pozitif sonug, kesinlikle aktif toksoplazmosis tanisinda tek basina yeterli
olmamaktadir (Giiriiz ve ark, 1997; Ozcel ve ark, 1997).

4.17.2.1.Sabin Feldman Boya Testi

Stipheli hasta serumunda antikor ve kompleman tespit edildiginde, Toxoplasma
trofozoit veya takizoit sekillerinin erimesiyle pozitif sonu¢ elde edilen bir
notralizasyon yontemi olarak kullanilmakta olup toksoplazmosis tanisina yonelik
diger yontemlere gore, bu yontem, referans tani1 yontemi olarak uygulanmaktadir.
Diger serolojik yontemlerde oldugu gibi bu yontemde de bulagsmadan 1-2 hafta sonra
olusarak, 1-2 ay siirede pik noktasina ulasan IgG antikorlarim1 aranmasi
hedeflenmektedir. Testin sonuunun pozitif olmasiyla hastaligin durumu baglantil
olmamaktadir. Bu yontemi uygulamada canli Toxoplasma parazitler

kullanildigindan, sadece bazi referans laboratuvarlarinda uygulamakta olup, hastalik
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laboratuvar c¢alisanlarina bulasabileceginden dolayr olduk¢a dikkatli calisilmasi

gerekmektedir.

Sabin Feldman boya yontemi negatif sonug verdiginde, kisinin bundan dncesinde
toksoplazmosis etkeniyle karsilasmamis oldugu diistiniillmekte olup; ayrica bazi
toxoplasmik ensefalitis ve korioretinitis vakalarinda SF yOdnteminin negatif sonug
verebildigini bildiren arastirmalarda bulunmaktadir. Testin uygulanisi; canli
trofozoitler, siipheli serum ve kompleman (aktivator serum) karistirilmasi, bir saat
37°C’de inkiibasyon sonrasinda ortama boya maddesi olarak metilen mavisinin

eklenmesi seklinde 6zetlenebilir.

Karigim igerisinde spesifik antikor bulunmasi durumunda, kompleman ile aktive
olarak parazit membranimni eriteceginden, Toxoplasma trofozoitleri boyanmamakta
(pozitif sonug), eger ortamda spesifik antikor mevcut degilse, trofozoit membrant
erimeyeceginden, metilen mavisiyle boyanir ve mikroskopta gozlemlenmektedirler.

(negatif sonug) (Thulliez ve ark, 1986).

4.17.2.2.Indirek Fluoresan Antikor Yontemi (IFAT)

Bu test; canli toxoplasma parazitlerinin kullanimin1 gerektirmediginden ve SF
testi yontemine gore daha ucuz bir yontem oldugundan tercih edilmekte ve g¢ogu
parazitoloji laboratuvarinda uygulanmaktadir. SF test yontemi gibi IFAT da IgG
antikorlar: tespit etmek i¢in uygulandiginda, SF testiyle ayn titrelerde pozitif sonug
vermektedir. Fakat siipheli hasta serumunda antiniikleer antikorlar mevcut oldugunda
yanlis pozitif sonug verebilecegi gibi, IgG antikorlarinin diigiik seviyede bulunmasi

durumunda da yanlis negatif sonug verebilmektedir.

Indirekt Fluoresan Antikor ydntemiyle IgM antikorlari aramirken, bu antikorun
hastaligin  bulagimindan bir hafta sonra olustugunu ve sonrasinda antikor
titrasyonunun siiratle arttigin1 ve ayrica birka¢ ay iceriside benzer hizla azaldigini
hatirlamak gerekmektedir. IgM antikorlari, diisiik titrasyonda bir yil siireyle pozitif

kalabilir. Romatoid faktor ve antiniikleer antikorlar hatali pozitif sonu¢ alinmasina
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yol acgabilmektedir. Ayrica hatali negatif sonu¢ alimimi 6nlemek icin IgG blok
antikorlarinin dncesinden serumdan ayrilmasi gerekmektedir (Giiriiz ve ark, 1997,

Filice ve ark, 1980).

4.17.2.3.Direkt Aglutinasyon Yontemi (DA)

Ticari olarak da bulunabilen Toxoplasma takizoitleri, Formol iginde saklanabilir ve
yalnizca IgG antikorlar taramasinda kullanilmaktadir. Bu yontem serumdaki 6zgiin
olmayan IgM antikorlarina karst c¢ok hassastir ve bu nedenle yanlis pozitif
aglutinasyon ile hatali sonug¢ alinabilmektedir. Siipheli serumlar; IgM antikorunun
etkisi giderilebilmesi maksadiyla yoOntemin uygulanmasinin Oncesinde 2
merkaptoetenol ile muamele edilerek kullanilabilirler. Bu testin uygulanist oldukca
basit olup sonucunun da giivenilirliginin yiliksek oldugu bildirilmekte ancak IgM

taramasinda kullanilmasi 6nerilmemektedir (Balsari ve ark, 1980).

Direkt aglutinasyon yonteminde Toxoplasma trofozoit formlarinin daha 6ncesinde
tripsin uygulanarak, sitoplazmik antijenik yapilarinin aydinlatilarak yontemin
uygulanmasiyla, duyarlilik oraninin ¢ok daha artabilecegi, SF testiyle
karsilagtirilacak olursa DA yonteminin duyarliligmin %96, 6zgiinliigiiniinse %98’e

varabildigi gozlenmistir (Ozcel ve ark, 1997).

4.17.2.4 Enzyme Linked Immunosorbend Assay (ELISA)

Giintimiizde Toksoplazmosisin tanisina yonelik ozellikle IgG antikorlarinin
taranmasinda en ¢ok ELISA yontemi kullanilmaktadir. Toxoplasma tanisinda IgG
antikorlarini taramaya yonelik tasarlamis ticari olarak sunulan bir¢ok kit var olup, bu
kitlerin dogru sonuglar verebilmeleri hazirlanis suglarmin antikorun meydana geldigi
toxoplasma susu ile uyumlulugu halinde mimkiindiir. Fakat pozitivite titresi ne
seviyede olsa da yalnizca ELISA (IgM, IgG ve IgA) sonucuyla hastalifin

degerlendirmesinde tek basina yeterli goriilmemelidir.
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Toksoplazmosisden siiphelenilen AIDS hastalarinda 6zellikle de toxoplasmik
ensefalit vakalarinda, sadece ELISA sonucuyla toksoplazmosisin sonradan edinilmis
veya konjenital olup olmadigina, kronik, akut veya latent olup olmadigina, karar
verilebilmesi miimkiin degildir. IFAT’daki gibi, ELISA yontemiyle IgM
aranmasinda da, siiphelenilen serumda romatoid faktor ya da antiniikleer antikorlarin
bulunmasi durumunda, IgM ELISA testiyle veya ticari kitler ile hatali pozitif sonug
almaktadir. Obiir yandan piyasadaki ticari olarak sunulan IgM tarayan tani kitleri
ile yiiksek 6zgilin sonu¢ alimamadigr ve bundan dolayr enfeksiyona doniik hatali
degerlendirmede bulunulabilecegi, kit degisimi ile testin yinelenmesi ya da bir diger
yontem ile IgM antikorunun titrasyon diizeyinin belirlenmesi gerektigi, hastaliga dair
daha dogru yorumlarin elde edilecek sonuglar ile yapilabilecegi bildirilmektedir

(Desmont ve ark, 1980; Ak, 1997).

Enfeksiyonun erken ya da ge¢ evrede oldugunun tespitinde IgM, IgG ve IgA
ELISA testleri yetersiz oldugundan dolayr primer infeksiyon zamaninin tespit
edilmesinde spesifik 1gG avidite testinden yararlanabilmektedir (Wilson ve ark,
1997, Giiriiz ve ark, 2002; Montaya, 2002; Bahar ve ark, 2005).

4.17.2.5.Lateks Aglutinasyon Testi (LAT)

Toxoplasma trofozoit ya da takizoitlerinin sonikator araciligiyla par¢alanmasi ile
elde edilen, toxoplasma sitoplasma ve membran antijenleri karigimi kaplanmis lateks
partikiilleri, testin yapilacagi slipheli kan serumu ile belli oranlarda diliie edilerek oda
sicakliginda 12 saat siireyle inkiibe edilir. Inkiibasyonun neticesinde U sekline benzer
test plaklar1 dibinde aglutinasyon olusursa pozitif sonu¢ olarak kabul edilir. Eger
plak c¢ukuru dibinde biiyiik nokta halinde bir goriintii meydana gelirse negatif sonug
olarak kabul edilir. Bu yontem SF testi yontemiyle kiyaslanacak oldugunda,
Ozglinligiiniin %99 ve duyarliliginin ise %81 oldugu, ortamda spesifik olmayan IgM
antikorlart bulunmasi halinde test ile %1-2 oraninda yalanct pozitif sonug

alinabilecegi bildirilmistir (Thulliez, 1986).
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2.17.2.6.Immunosorbent Agglutination Testi (ISAGA IgM )

Bu testin prensibi siiphelenilen serumda var olabilecek spesifik anti toxoplasma
IgM antikorlarinin, dip kisimlar1 U sekline benzeyen aglutinasyon plaklar1 i¢erisinde
kaplanmis anti insan IgM Mka (monoklon antikorlari) araciligiyla immunolojik esasa
dayali yakalanmasi seklinde aciklanabilir. ISAGA testinde, anti insan IgM, 1gG
antikoru igeren karisim tavsandan izole edilir, tampon ¢ozeltisiyle diliie edilerek dip
kisimlar1 U sekline benzer aglutinasyon plaklar1 ¢ukurlarima 100 pl eklenerek bir
gece siireyle buzdolabinda tutulur. Bir sonraki giin plaklardaki ¢ukurlar bosaltilir ve
en az li¢ kez tekrarla beser dakika siireyle igeriginde tween 20 olan PBS ile yikanir.
Sonrasinda test yapilmasi planlanan kan serumu, amniyon sivisi, ya da beyin
omurilik sivist PBS ile hedeflenen diliisyonlarda sulandirilir ve tekrardan her bir
cukura 100 pl eklenerek oda sicakliginda 1-2 saat siireyle bekletilir, daha sonra plak
yikanir ve her bir ¢ukura, Toxoplasma trofozoit formlar1 belirlenen miktarda diliie
edilerek konur. Plaklar 37 °C etiivde iistii kapal halde bir gece boyunca inkiibe edilir
ve bir sonraki giin plaklar biiyiite¢ vasitasiyla bir 151k kaynagindan yardim alinarak
okunur. Plak cukurlar1 i¢inde diigme benzeri tam anlamiyla bir sedimentasyon
gbzlenirse negatif sonu¢ yahut cukurlarda tabani kaplayacak bi¢imde bulut benzeri
bir goriinim meydana gelmisse, pozitif sonu¢ seklinde yorumlanir. Pozitivitenin
derecelendirilmesi kontrol g¢ukurlarindan anlasilmaktadir. Bu testten hem IgM
taramasinda, hem de foxoplasma’ya yonelik olusan IgE ve IgA antikorlarinin

taramasinda yararlanilabilmektedir (Thulliez ve ark., 1986).

2.17.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi

Yaklagik 30 yildir laboratuvar uygulamalarinda kullanilan polimeraz zincirleme
reaksiyonu (PZR) yontemi, 6zgil bir DNA bolgesinin birka¢ saat igerisinde
milyarlarca kopya verecek sekilde ¢ogaltilmasina dayanan, devrim niteliginde
gelismeler saglamis etkin bir yontemdir. PZR arastirilan enfeksiyon etkeninin
tanisina yonelik ileri derecede 0zgiil ve duyarli oldugundan mikrobiyoloji ve
parazitoloji laboratuarlarinda, 6zellikle mikroskopla inceleme veya kiiltiir ile kolayca

saptanamayan enfeksiyon etkenlerinin tanisina biiyiik katkida bulunmustur. Bununla
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birlikte, PZR’nin de baz1 dezavantajlar1 vardir; bunlarin basinda diger tani
seceneklerine gore daha pahali olmasi, 6zel bir laboratuvar, ekipman ve egitimli
personel gerektirmesi sayilabilir. Ayni zamanda, arastirilan patojene uygun test
kosullarinin olusturulma siireci olarak tanimlanan optimizasyonun bazen uzun zaman
almasi, test kosullarindaki ufak sapmalar ya da kontaminasyonlarin testin ¢alismasini

engellemesi de dezavantaj sayilmaktadir.

Ozellikle 2000 yilindan sonra klinik parazitolojide kullanimi yayginlasan ve
birgok paraziter hastaligin rutin tanisinda yiiksek duyarlilik ve 6zgilligii ile basariyla
kullanilmakta olan PZR ydntemi, toksoplazmoz olgulariin tanisina da biiyiik katki
saglamistir. GOz ve beyin toksoplazmosisi, konjenital toksoplazmosis ile tiim
organlara yayilan toksoplazmosis olgularinda dokulardan ve viicut sivilarindan izole
edilen T. gondii DNA’sinin, PZR ile amplifikasyon kullanilarak tanimlanmasi
miimkiin olmustur (Luft ve Remington, 1983). PZR ile gebeligin basinda ilk kez
enfekte oldugu saptanan kadinlarda, bu test son derece 6zgiil oldugundan, acil tedavi
uygulamasiyla bebegin kurtarilmasina ¢alisilabilecektir. Dolayisiyla, toksoplazmosis
sliphesi olan tiim gebelerde fetus tizerinde invaziv olmayan PZR 6nemli bir alternatif

olarak dikkati ¢cekmektedir.

Bugiine degin duyarliligi yaklasik %77, o6zgiilliigii ise hemen hemen %100
bulunan gesitli PZR yontemleri tanimlanmistir (Brezin ve ark, 1990; Roth ve ark, 1992;
Dupony-Comet ve ark, 1993). Ayrica saptama limiti ul’de 2 parazit olan ve 20
olgunun 18’ine tan1 koyduran B1 genine 6zgii bir PZR protokolii de kullanilmaktadir
(Jalal ve ark, 2004).

2.18. Gerc¢ek Zamanh Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (GZ-PZR) Yontemi

Gergek zamanli polimeraz zincirleme reaksiyonu yontemi, niikleik asitlerin
cogaltilmasina paralel artig gosteren floresan sinyalinin dl¢iilmesi sayesinde kantitatif
sonu¢ almabilen bir etkin bir PZR yontemidir. GZ-PZR sirasinda gerek sicaklik
dongiileri gerekse floresan hesaplamast ayni cihazin ve ayni tiiplin i¢inde

gerceklestiginden ¢ogaltilmasi hedeflenen bolge kisa siirede ve diisiik kontaminasyon
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riski sayesinde giivenle saptanabilmektedir. islem sonunda olusan iiriiniin
saptanmasinda farkli yontemler kullanilmaktadir; bunlar arasinda baslica ¢ift zincirli
DNA boyalar1 (6rnegin, Syber Green boyasi) sayilabilir. GZ-PZR sirasinda
primerlerin baglanmasi sonrasi polimerizasyon gerceklesirken hedef DNA yeniden
cift sarmala doniisiir ve dolayisiyla DNA’ya baglanan boyanin arttig1 gézlenir. Boya
arttikca yayilan floresans miktarinda da artis dikkati ¢eker, ancak floresan artisi testin
dogru calistigimi gostermemektedir. Bir baska deyisle, artan floresansin hedeflenen
gen bolgesinin ¢ogalmasiyla m1 yoksa 6zgiil olmayan baska bir {irtinden dolayr mi
oldugunu anlayabilmek i¢in 6zgiil, isaretli problar kullanilir ve erime egrisi analizi

“melting curve analysis” yapilir.

Quantitative real-time-PCR

Tagman probe * 8 Annealing
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Sekil 7. Gergek zamanli PZR testinin ¢alisma prensibinin sematik gosterimi

Gergek zamanli polimeraz zincirleme reaksiyonu yontemi Leishmaniasis, sitma ve
Toxoplasmosis gibi bir¢ok parazitolojik hastalik tanisinda kullanilmaktadir. Daha
sonra gelistirilen ve yaygin olarak kullanilmaya baslayan ger¢ek zamanli PZR (GZ-
PZR) yontemi, daha pahali bir yontem olmakla birlikte diisiik kontaminasyon riski,
hizli1 ve giivenilir sonu¢ vermesi ve kantitatif sonuglariyla yaygin kullanim alani

bulmaktadir (Giirtiz, 2007).
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5. GERECLER VE YONTEMLER

5.1. Orneklerin Eldesi

Calismada Celal Bayar Universitesi T1p Fakiiltesi T1bbi Parazitoloji A.D.’nda, s1v1
azot i¢inde -196°C’de saklanmakta olan parazit suslar1 kullanilmistir. Bu suslarin (L.
tropica (promastigot), L. infantum (promastigot), L. tropica (amastigot), L. infantum
(amastigot), P. falciparum, P. vivax ve T. gondii) her biri canlandirilmig ve Thoma
lam1 aracihiiyla mikroskop altinda sayilarak her bir mikrolitrede 107 parazit olacak
sekilde parazit siispansiyonlari olusturulmustur. Daha sonra bu parazitler PBS
soliisyonu ile sulandirilmis ve mikrolitrede 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 1000, 2500,
5000 ve 10.000 parazit olacak sekilde diliisyon yapilmistir. Bu tiipler tek tek
kullanilarak farkli GZ-PZR c¢alismalan yiiriitiilmiis ve reaksiyonun pozitif sonug
verdigi en ileri dillisyon tespit edilmistir. Saptanan pozitif diliisyon ile negatif
saptanan bir dnceki dillisyon arasi tekrar dilisyon yapilarak en diisiik parazit sayisi

saptanmaya calisilmigtir.

Molekiiler uygulamalar asagida aciklanmistir.
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Sekil 8. Orneklerin diliisyonu yapilarak GZ-PZR’ye hazirlanmasi

5.2. Parazitlerin DNA izolasyonu

Hazirlanan parazit siispansiyonlarindan filtreli pipet uglart yardimiyla 200 pl
alinarak ependorf tiiplerine konulmustur. Tiip ependorf tiipleri igerisindeki parazit

slispansiyonlarina asagidaki islemler uygunlanmistir.

1. Uzerlerine 40 ul Proteinase K ve 200 pl Binding Buffer eklenip karistirilmistir.

2. Tiipler 70 °C’ ye ayarlanmus 1sitic1 blok igerisinde 10 dk bekletilmistir.

3. Bu islemden sonra ependorf tiipler isitict bloktan alinarak igerisine 100 pl
isopropanol alkol eklenip karigtirilmistir.

4. Collection tiiplerin igerisine yerlestirdigimiz filtreli tiipler igerisine ependorf
tiplerinin igerisindeki sivinin tamami aktarilmis ve 1 dk 8000 g’ de santrifiij
edilmistir.

5. Santrifiij sonunda collection tiipler yenileri ile degistirilmistir.
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6. Filtreli tiiplerin icerisine 500 pl Removal Buffer eklenmis ve 1 dk 8000 g’ de
santrifiij edilmistir.
7. Santriflij sonunda collection tiipler yenileri ile degistirilmistir.
8. Filtreli tiplerin igerisine 500 pl Wash Buffer eklenmis ve 1 dk 8000 g’ de
santrifiij edilmistir.
9. Santrifiij sonunda collection tiipler yenileri ile degistirilmistir.
10. Wash buffer islemi tekrarlanmustir.
11. Santrifiij sonunda collection tiipler yenileri ile degistirilmistir.
12. Filtreli tiipler bos olarak 1 dk santrifiijiin en hizli derecesinde 10 sn santrifiij
edilmistir.
13. Santrifiij sonunda collection tiipler ependorf tiipleri ile degistirilmistir.
14. Filtreli tiiplerin icine 100 pl 70 °C’ deki Elution Buffer konmus ve 1 dk 8000 g’
de santrifiij edilmistir.
15. Santrifiij sonunda filtreli tiip atilmis ve ependorf igerisinde DNA elde edilmistir.
16. DNA ornekleri PZR calisilana dek -20 OC<de saklanmustir.

5.3. Parazitlerin PZR Yo6ntemi

Leishmania izolatlari igin ;

ITS1 problu ger¢ek zamanli PZR testi uygulanmistir. Leishmania parazitlerinin
ssu rRNA ve 5,8S rRNA y1 kodlayan genleri ayiran ribozomal internal transcribed
spacer 1 (ITS1) bolgesi primer ve problar kullanilmistir (T6z ve ark, 2013).

Forward primer 5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’

Reverse primer 5’-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3’ve

Prob 1 - 5’-CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTT-Fluo-3°
Prob 2 — 5°-LCRed-640-GCGGGGTGGGTGCGTGTGTG-Pho-3’

Sitma izolatlar i¢in ;
Plasmodium falciparum ve P. vivax’in tanimi i¢in 18S ribosomal RNA gen bolgesine

Ozgii primer kullanilmistir (Rougemont ve ark, 2004).

Forward primer 5’-GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA-3’
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Reverse primer 5’-AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA-3 ve

Plasmodium falciparum prob
5’-6FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACT-TMR

Plasmodium vivax prob
5’-6FAM-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCT-TMR

Toxoplasma izolatlar icin ;
Toxoplasma gondii’nin tanisi igin 6zgiin primerler ve prob, kullanilmistir (Selseleh
ve ark, 2012)

Forward primer 5’-CTCGCCTGTGCTTGGAGC-3’
Reverse primer 5’-CCTCGCCTTCATCTACAGTCCT-3’
Prob 5’-6FAM-TCTGTAGTCCCCTTCGACTTCTGTCCC-BHQ1

Gergek zamanli PZR analizi i¢in hazirlanan toplam 25 pl’lik reaksiyon karisimu,
1,5 ul H,0 (PCR grade water), 1 pl Forward Primer, 1 ul Reverse Primer, 0,5 ul
Probel, 0,5 pl Probe2, 12,5 ul QuantiTect Probe PCR Kit Master karigimi (Qiagen)
ve 5 ul genomik DNA icermektedir.

Orneklerin karigimlar1 0,2 ml’ lik ependorf tiipleri igerisine hazirlandiktan sonra

gercek zamanli PZR cihazina konulmustur. Gergek zamanli kantitatif PZR’ ye

baslanmis ve yaklasik bir saat sonra sonuglar elde edilmistir.
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6. BULGULAR

Yapilan GZ-PRZ testinde Plasmodium falciparum, Leishmania tropica
(promastigot), Leishmania infantum (promastigot), Leishmania tropica (amastigot),
Leishmania infantum (amastigot) parazitlerinde en diisiik parazit sayis1 10 olarak
bulunurken, Plasmodium vivax, Toxoplasma gondii parazitlerinde parazit sayisi

mikrolitrede 12 olarak bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Parazit tiirlerine gore GZ-PRZ saptanan en diisiik parazit sayisi

GZ-PRZ Saptanan En Diisiik Parazit
Parazit Tiirii

Sayis1 (Adet)
Plasmodium falciparum 10
Plasmodium vivax 12
Leishmania tropica (promastigot) 10
Leishmania infantum (promastigot) 10
Leishmania tropica (amastigot) 10
Leishmania infantum (amastigot) 10
Toxoplasma gondii 12
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7. TARTISMA

Paraziter hastaliklarin tanisinda farkli duyarliliga ve oOzgilliige sahip birgok
yontem kullanilmakta, her biri i¢in tanida altin standart farklilik gosterebilmektedir.
Cogu bakteri ve virlis enfeksiyonunda PZR ile tani, diger yontemlere gore ¢ok daha
duyarl ve 6zgiin bulunarak uzun yillardir rutin tanida kullanilmaktayken, paraziter
hastaliklara yonelik PZR uygulamalar1 daha ge¢ baslamistir. Bugiin, klinik 6nemi
yiiksek protozoonlarin ¢ogu i¢in kabul edilmis PZR protokolleri bulunsa da birgok
helmint enfeksiyonu i¢in PZR heniiz deneysel diizeyde olup rutin kullanima uygun
protokollerin arastirmasi heniiz tamamlanmamistir. Protozoon enfeksiyonlarinin
tanisinda PZR protokolleri ¢ogunlukla basariyla kullanilsa da bu yontemlerin hafif
enfeksiyonlardaki duyarlilig1 bazen tartisma konusu olup diisiik bulunabilmektedir.
Bu nedenle, gelistirilen ya da rutinde kullanilan PZR uygulamalarinda, g¢aligilan
parazitlere ait duyarlilik diizeyleri, bir baska deyisle en az kac parazit kaldiginda
pozitifligin korunuyor oldugunun bilinmesi gerekmektedir. Bu amagla yapilan
duyarlilik oOlciitleri PZR protokoliiniin yaygin ve giivenle kullanimi igin son derece

onemlidir.

Bu ¢alisgmada PZR ile tan1 konulma limitleri arastirilan {i¢ parazit olan Leishmania
spp., Plasmodium spp. ve T. gondii, gerek iilkemizde gerekse diinyada 6nemli birer

paraziter enfeksiyon etkeni olarak taninmaktadir.

Bunlardan leishmaniasis, Antartika disindaki biitiin kitalarda yayilim gdsteren ve
vektor aracigiyla bulasan zoonotik/antroponotik karakterli bir protozoon paraziter

infeksiyon hastaligidir. Goreceli olarak daha az dneme sahip Oldiiriicii olmayan ve

kendiliginden  iyilesebilen deri  enfeksiyonlarindan (kutandz/mukokutandz
leishmaniasis), i¢ organlar1 tutan ve epidemilerle binlerce kisinin 6liimiine neden
olabilen sistemik enfeksiyonlar (visseral leishmaniasis = Kala-Azar) gibi farkli
hastaliklara neden olmaktadirlar. Diinya Saglik Orgiitii’niin rakamlarina gore, bugiin
tim diinyada toplam 98 iilke ve bolgede yaklagik 12 milyon insan leishmaniasise

yakalanmis durumda, 350 milyon kisi ise risk altindadir. Her yil bu rakamlara 2
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milyon yeni olgunun katildigi, bu olgularin yaklasik bir buguk milyonunun kutanéz
leishmaniasis (KL), yarim milyonunun ise visseral leishmaniasis (VL) oldugu tahmin
edilmektedir. Leishmaniasise bagli yillik o6lim sayisinin 50.000 oldugu
belirtilmektedir (WHO Report; 2010).

Leishmaniasis olgularinin artma nedenleri arasinda kirsal bolgelerden kentlere
go¢, enfeksiyonun endemik oldugu bolgelerde is sahalarinin agilmasi, malniitrisyon,
sosyoekonomik diizeyin distikliigii ve HIV/Leishmania koenfeksiyonunda artis
sayilabilir. Leishmaniasisin gergek prevalansinin resmi rakamlarin {izerinde oldugu,
zira saglik hizmetlerine ulagsmasi zor bolgelerdeki olgulara tan1 konulamadigi tahmin
edilmektedir. Leishmaniasisin yol agtigi ekonomik kayip tibbi bakim ve tedaviler ile
birlikte is giicli bakimindan degerlendirildiginde oldukca biiyiiktiir; bu nedenle
gelismekte olan tilkelerin ekonomileri i¢in leishmaniasis ciddi bir sorundur. Gelismis
iilkelerde ise HIV/Leishmania koenfeksiyonunda goriilen artis nedeniyle
leishmaniasise ilgi artmaktadir (Alvar ve ark, 1997; Desjeux, 2004; WHO, 2016).

Diinyada leishmaniasisin visseral, kutan6z ve mukokutanéz olmak iizere 3 ana
klinik sekli bulunmaktadir. Visseral leishmaniasis, Leishmania donovani, L. infantum
(Yeni Diinya’da L. chagasi); kutandz leishmaniasis L. major, L. tropica ve L.
aethiopica (daha az olarak L. infantum ve L. donovani); Yeni Diinya’da goriilen
mukokutanéz leishmaniasis ise L. mexicana ve L. braziliensis grubu parazitler
tarafindan olusturulmaktadir (Desjeux, 2004; WHO Report; 2010).

Tiirkiye’de visseral leishmaniasis, daha c¢ok Ege ve Akdeniz bdlgelerinde
goriilmekle birlikte biitlin bolgelerimizden bildirilmis olgular bulunmaktadir.
Ulkemizde VL etkeninin, diger Akdeniz Bélgesi iilkelerinde oldugu gibi Leishmania
infantum MON-1 oldugu izoenzim analizi ve molekiiler yontemlerle gosterilmistir.
Kutandz leishmaniasis basta Giiney Dogu Anadolu Bolgesi olmak iizere Akdeniz,
Orta Anadolu ve Ege bdlgelerinden bildirilmektedir. Simdiye dek yapilan
calismalarla hastaligin etkeninin Leishmania tropica’nin farkli zimodemleri oldugu
ayni zamanda Leishmania infantum’un da KL’ye sebep olabildigi gosterilmistir
(Ozbel, 2007).

53



Leishmania parazitini gorerek tan1 koymak icin, kemik iligi (K1), dalak, karaciger,
lenf bezi aspirasyonu yapilabilmekte veya perifer kan 6rnegindeki ¢ekirdekli hiicreler
incelenmektedir. Alinan bu 6rnekler NNN besiyerlerine ekimleri yapilabilmektedir.
Serolojik yontemlerin yanisira antijen arayan testlerden de yararlanilmaktadir.
Ayrica, aspirasyonla elde edilen ornekler veya direkt kan kullanilarak Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) uygulanabilmektedir. Ozellikle immun yetmezligi olan
hastalarda da periferik kanda parazit sayisi ¢cok miktarda oldugu icin uygun tiirdeki
tatarciklar kullanilmak suretiyle hastadan kan emdirilmekte ve sinekte promastigot-

larin gelisimi disseksiyon ile arastirilmaktadir (Xenodiagnosis) (Ozbel, 2007).

Leishmaniasis olgularini tanimlamada uzun yillardir kullanilan PZR protokolleri
bulunmaktadir (Jauregui ve ark, 2001; Kompalic-Kristo ve ark, 2007). Bu protokoller
arasinda kinetoplast DNA’s1 (kKDNA), ribozomal RNA’nin kii¢iik alt iinitesi (ssRNA)
ve ITS-1 bolgesine yonelik olanlar en sik kullanilanlardir (Abbasi ve ark, 2013).
Ozellikle 6ldiiriicii olabilen i¢ organ tutulumu olgularinda (VL), hizli ve etkin tam
olanagi sunan, hatta semptomsuz olgularin bile saptanmasina olanak saglayan bu
yontemler ile disiik parazit sayisina sahip olgularda dahi tani konulabildigi
bildirilmektedir (Mary ve ark, 2006). VL’nin yaygin goriildiigii bir Afrika tilkesi olan
Ethiopya’da yapilan bir ¢alismada, VL nin tanisi i¢in en duyarli yontemin kinetoplast
DNA’sina yonelik GZ-PZR protokolii oldugu ve testin saptama esiginin mililitrede
10 parazit civari oldugu bildirilmistir (Abbasi ve ark, 2013). Bu sonuglarla
karsilagtirildiginda, Leishmania parazitlerinin uyguladigimiz PZR protokolii ile

paralelelik gosterdigi goriilmektedir.

Sitma, Plasmodium cinsi protozoonlarin etken oldugu, tiim diinyada her yil 300
milyondan fazla kisinin enfekte oldugu ve bu kisilerden en az bir milyonunun
Olimiine neden olan ciddi bir enfeksiyon hastaligidir. Sitma insandan insana anofel
tiiri sivrisinekler ile bulagir ve diinyada bu sivrisinekler ile insanlarda hastalik yapan
Plasmodium tiirlerinin bulundugu her bolgede goriilebilir. Sitmanin insanlara ayrica
kan transflizyonu, organ transplantasyonu, ortak enjektor kullanimi ve anneden
¢ocuga konjenital yolla da bulasabildigi gésterilmistir. P. falciparum agir ve 6liimciil

bir klinik tabloya yol agmakta, diinyada sitmaya bagli 6liimlerin hemen hemen
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tamaminin sorumlusu olarak gosterilmektedir. Diger tiirler olan P. vivax, P. ovale, P.
malariae ve son yillarda Uzak Dogu Asya’daki bazi bolgelerden bildirilen P.
knowlesi ise daha nadir rastlanan sitma etkenleridir. Tiirkiye'nin cografik konum
yoniinden anofel cinsi sivrisineklerin yasama ve iiremesi i¢in uygun bir iklim
kusaginda yer almast sitmanin iilkemiz i¢in silirekli bir tehdit olmasina yol
agcmaktadir. Ulkemizde yerel olgulardan sorumlu sitma etkeni P. vivax olup P.
falciparum ve P. ovale’nin P. vivax ile birlikte etken oldugu seyahat kaynakli az

sayida sitma olgusunun bildirilmis oldugu goriilmektedir (Ozbilgin ve ark, 2010).

Sitmanin tanisinda tiim diinyada en yaygm kullanilan yontem mikroskobidir.
Hastanin parmak ucundan alinan kan 6rnegi alinarak hazirlanan ince yayma ve kalin
damla adi verilen preparatlarin mikroskopta incelenmesi ile Plasmodium’lar tespit
edilebilmektedir. Bunun disinda, ozellikle saha c¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilan ¢esitli hizli tami Kkitleri bulunmaktadir ve bunlardan bazilarinin ileri
derecede 0Ozgiill ve duyarli oldugu bildirilmektedir. Son yillarda molekiiler
yontemlerin sitma tanisinda da yaygin olarak kullanima girmesiyle sitma tanisinda
daha etkili tan1 yontemleri uygulandigr goriilmektedir. Nitekim yakin zamana kadar
insan1 enfekte eden dort Plasmodium tiirii oldugu bildirilirken P. knowlesi’nin de
insanlar1 enfekte ettigi son yillarda gergeklestirilen DNA dizi analizi ¢aligmalariyla

ortaya konulmustur (Schussek ve ark, 2013).

Sitmanin PZR ile tanisinda, diger enfeksiyonlarda oldugu gibi parazitin DNA’s1
arastirildigindan canli/6lii parazit ayrimi yapilamamaktadir ki bu durum, PZR’nin en
onemli dezavantajlarindan biri kabul edilir. Bununla birlikte, Jarra ve Snounou 1998
yilinda yaymnlanan ¢aligmalarinda sadece canli parazitleri saptayan bir PZR protokolii
tanimlamiglardi (Jarra ve Snouou, 1998). Yine de PZR’nin klinik parazitolojideki
tanisal onemi Leishmania ve T. gondii’ye gore daha geridedir, zira sitmaya bagl
Oliimlerin tamamina yakinindan sorumlu P. falciparum, yogun enfeksiyona yol
actigindan mikroskobiyle biiylik oranda saptanabilmektedir. Diger etkenlere bagh
sitmada ve Ozellikle en sik gbzlenen P. vivax’a bagli sitmada PZR, kolayca tani
konulmasini saglamakta, mikroskobiyle atlanabilen olgular1 saptayabilmektedir.

Ayrica, ayni anda tiim sitma tiirlerinin birlikte arastirilabildigi bir GZ-PZR panelinde
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birden fazla etkenin yol actig1 sitma enfeksiyonlar: da belirlenebilmektedir. Nitekim,
deneysel ¢alismalarla sitma tanisinda PZR duyarliligindaki alt limitin 5-10 yeni izole
edilmis sporozoit (50 kriyoprezervasyondan canlandirilmis sporozoite denktir)

oldugu bildirilmektedir (Schussek ve ark, 2013).

Sitma tanisinda PZR’nin kullanimi ¢ogunlukla deneysel caligsmalar igindir;
bununla birlikte tiire 6zgii arastirmalar istendiginde rutinde de kullanilmaktadir. P.
falciparum disinda diger sitma tiirleriyle olan enfeksiyonlarda parazitemi en fazla %2
oldugundan mikroskobiyle en tecriibeli arastirmacilar tarafindan dahi yanlis negatif
tanilar zaman zaman konulabilmektedir. Sitmada PZR’nin limit tanimlamasinin
yapilmasi da gerekir ancak bazi hafif enfeksiyonlarin PZR ile bile atlanmasi teknik
olarak miimkiindiir. Yeni yayimnlanan bir makalede, sitma tanisinda kullanilan
PZR’nin pl’de en az 22 parazit oldugunda pozitiflestigi bildirildimistir. Bizim
calismamizda saptadigimiz alt limit olan en az 12 parazit bu bakimdan basarili bir
sonu¢ olarak kabul edilebilir. Bununla birlikte, deneysel modellerde 5 sporozoite
kadar diisen duyarhiliklar oldugu (Schussek ve ark, 2013) goz oniine alinirsa

calismalarimizin ilerletilip alt limitimiz olan 12’°nin distiriilmesi hedeflenmelidir.

Diinya genelinde yaygin olarak goriilen Toxoplasma gondii, insanlarin da iginde
bulundugu tiim memeli ve kuslar1 enfekte edebilen zorunlu hiicre bir hiicre i¢i
parazitidir. Hastalik, immiin sistemi saglam kisilerde siklikla asemptomatiktir ve
genelde herhangi bir belirti vermeden kisi sagligina kavusmaktadir. Immiin sistemi
baskilanmis bireyler ile gebelerde ise 6liimciil klinik tablolara neden olabilmektedir.
Enfeksiyon kedi diskilariyla sagilan ookistlerin toprakta olgunlastiktan sonra yiyecek
ve i¢eceklerle agizdan alinmast; bradizoit ve doku kisti formlarini igeren etlerin ¢ig
veya az pismis olarak yenilmesi; organ nakli ve kan transflizyonu gibi yollarla
insanlara bulasabilmektedir. Konjenital toksoplazmosis, hastaligi hamileligi
stiresince gegiren kadinlarin bebeklerinde korioretinit, hidrosefali, mikrosefali, zeka
geriligi gibi belirtilere ve hatta bebek Oliimlerine neden olurken; akkiz
toksoplazmosis semptomatik olgularda hafif soguk alginligi, ates, yorgunluk gibi
belirtiler gosterir. Kedilerde toksoplazmosis goriillme orani diinyanin bazi

bolgelerinde %100’lere ulagmaktadir.

56



Toksoplazmosis ¢ogu zaman hem ara konaklarda hem de son konakta subklinik
seyrettiginden klinik tanis1 giicliikle konulabilmektedir. Ancak hastaligin zoonotik
karakteri nedeniyle parazitin tanisini koymak hem veteriner hekimlik hem de halk
saglig1 acisindan son derece Onemlidir. Canli antijenler kullanilarak uygulanan
Sabin-Feldman testi (SFDT) halen giiniimiizde toksoplazmosis igin referans bir

yontem olarak degerlendirilmektedir.

Toksoplazmosis i¢in uygulanan diger tani1 seceneklerine kiyasla ¢ok daha etkin, hizh
ve kontaminasyon riski diigiik bir yontem olan GZ-PZR ile sadece kandan degil, her
tirlii viicut sivist ve doku 6rneginde de T. gondii DNA’s1 aranabilmektedir. Yapilan
caligmalarda, incelenen Ornekte az sayida T. gondii takizoiti bulundugunda dahi
sonu¢  almabildigi  gosterilmektedir  Giiniimiizde  Ozellikle  gebelerde
toksoplazmosisden siiphe duyuldugunda amniyon sivi érneginden yapilan GZ-PZR,
yiiksek duyarlilig1 ve 6zgiilliigi ile giivenle kullanilmaktadir (Jauregui ve ark, 2001;
Kompalic-Kristo ve ark, 2007).

Toksoplazmosis tanisinda PZR kullanima girdiginden beri duyarlhilik diizeyini
Olcen caligmalar yapilmaktadir. Parazit yiikiiniin az oldugu olgularda erken donemde
tan1 koymak o6zellikle gebelerde onemli oldugundan, gelistirilen testlerde miimkiin
oldugu kadar az sayida parazitin varliginda pozitiflesen protokoller deger
kazanmustir. Ozellikle Fransa’da yapilan ¢ok sayida calisma ile bugiin amniyon
stvisindan alinan 6rnekte tek bir T. gondii takizoiti olsa bile pozitiflesen ve bu sayede
dogru tan1 koyduran PZR ve GZ-PZR protokolleri bulunmaktadir (Jauregui ve ark,
2001; Kompalic-Kristo ve ark, 2007). Ayrica, deneysel olarak dokulardan alinan
orneklerde T. gondii varligin1 saptayan PZR protokolleri de gelistirilmistir (Flori ve
ark, 2002). Nadir goriilse de ciddi sorunlar doguran organ nakliyle bulasan

toksoplazmoz gibi olgularda bu tip testler biiyiik yarar saglayacaktir.

Ozellikle gebelerde amniyon sivis1 drneginde PZR ile T. gondii arastirilmasi,
stipheli gebelikler icin giivenilir ve hizli bir yontem olarak yaygin kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, yanlis negatif sonuglara, diger iki paraziter hastalikta oldugu gibi,

toksoplazmosis’de de rastlanilabilmektedir. Yanlis negatifliklerin gogunlukla
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paraziter yiikiin diisiik oldugu enfeksiyonlarda ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Yine
de diger tan1 yontemlerine kiyasla PZR, toksoplazmosis’in tanisinda ¢ok daha
giivenilir olarak kabul edilmektedir. Calismamizda 12 parazit PZR protokoliimiiziin
alt smir1 olarak belirlendi. Yapilan az sayidaki benzer ¢alismalardan birinde, Japon
aragtirmaci Asai, Toksoplazma ensefaliti tanisinda PZR’nin etkinligini arastirmis ve
1x10® ng/ul oldugunu belirtmistir (Asai, 2013). Kedi diskisindaki ookistleri
saptayabilmek icin gelistirilmis ticari tami Kkitlerinin karsilagtirlldig bir diger
caligmada ise en duyarl kitin 1 gram diskida 50 ookist oldugunda tani1 koyabildigi
belirlenmistir (Herrmann ve ark, 2011). Elde ettigimiz sonug¢ bu agidan bu bulgular
ile paralel sonug¢ gostermekte olup bu sayiyr daha asagiya g¢ekecek calismalar

yapilmalidir.
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8. SONUC VE ONERILER

Polimeraz zincirleme reaksiyonu (PZR) gibi molekiiler yontemlerin mikrobiyal
hastaliklarin tanisindaki kullanimlari, tanisal duyarliligin artmasina ve daha 6nce tani
konulamayan bir¢cok hastalik etkeninin saptanip hastalarin iyilestirilmesine olanak
saglamistir. Bu durum, insanlar i¢in Oliimciil enfeksiyonlara yol agabilen sitma,
leishmaniasis ve toksoplasmosis gibi paraziter hastaliklar icin de gegerlidir.
Anadolu’da eski yillarda binlerce insanin 6liimiine yol agmis ve gliniimiizde yerli
olgu bildirilmese de ciddi bir tehdit olmaya devam eden sitma; giliniimiizde, 6zellikle
Suriyeli miiltecilerin iilkemizde sayilarinin artmasi sonrasi daha da énemli hale gelen
deri ve i¢ organ leishmaniasis’i ve Ozellikle fetiis ve immiinsiipresif hastalar i¢in
olumciil enfkesiyonlara yol agabilen toksoplasmosis’in tanisinda PZR gibi duyarli ve
Ozglin testler Onemlidir. Bununla birlikte, bu testlerin duyarlilik ve 6zgiinliik
sinirlarinin bilinmesi, suslar arasindaki farkliliklar da g6z 6niine alindiginda biiyiik
Oonem tasimaktadir. Gerek epidemiyolojik nedenler, gerek parazit suslar1 arasindaki
yapisal farkliliklar, iilkeler arasinda ozellikle molekiiler testlerin c¢aligmasinda
farkliliklara yol agabilmektedir. Mikroskobik incelemede morfolojik farklilik
gostermediginden kolayca saptanabilen bazi paraziter etkenlerin genetik olarak farkl
suslara ait olduklar1 6zellikle bazi intestinal parazitler i¢in 1y1 bilinen bir 6zelliktir
(6rn., Entamoeba histolytica/dispar; Blastocystis spp.). Bu nedenle, bir iilkede
goriilen parazit suglarina gore belirlenen PZR test igerigi ve c¢alisma kosullarinin
iilkemiz i¢in gecerli olmamasi ve bu nedenle testin ililkemiz 6rnekleri igin tanisal
duyarliligin diisiik olmas1 miimkiin olabilir. Tiirkiye, cografi konumu geregi Asya,
Afrika ve Avrupa arasinda bir gecis noktasi oldugundan iilkemizdeki parazit
suslariin ileri derecede ¢esitlilige sahip oldugu tahmin edilmektedir. Bu ¢alisma ile
tilkemizden elde edilen parazit suslar1 ile PZR denemeleri yapilip uygun test
kosullar1 ve ad1 gecen ii¢ parazit i¢in pozitiflik limitleri ortaya konulmustur; icerigi
ve sonuclar1 goz Oniine alindiginda bu calisma 6zgiindiir ve lilkemizdeki ¢aligmalara
katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu calismanin verileri ile yapilacak sonraki
caligmalar iilkemizde bu ii¢ parazit hastaligimin tanist i¢in uygulanacak PZR

testlerinin duyarlilik ve 6zgiinliigiiniin gelistirilmesine katki saglayacak, hazirlanacak
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Tiirkiye ve muhtemelen komsu iilkelere 6zgii tan1 kitleriyle uzun vadede iilkenin tani

kitleri konusundaki disa bagimliligini da azaltabilecektir.
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Celal Bayar Universitesi
Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu

,XQLG{L’

Karar Formu
KARAR TARIH / NO 08/10/ 2014 / 20478486~ L\ )
ARASTIRMANIN ADI L.els.hmama SPp-, pla.s.modlu.m. spp. ve toxoplasma gondii’nin gergek zamanli polimeraz
zincirleme tepkimesi ile tanisi: limit saptama
SORUMLU ARASTIRMACI | Prof. Dr. Ahmet OZBILGIN - Celal Bayar Universitesi Tip FakiiltesiTibbiParazitoloji A.D.
ARASTIRMA EKiBi | Dog. Dr. Ozgiir KURT, ibrahim CAVUS, Tuba OYUR
| » T =
ARASTIRMANIN NITELIGI | UZMANLIK TEZI [] | YUKSEK LISANS--DOKTORA TEZ B | AKADEMIK AMAGU []
! Arastirma basvuru formu ve gerekli ekleri incelenmis; Etik agidan UYGUN olduguna oy birligi ile karar
i verilmistir.
KARAR BILGILERI i
!
. [ Arastrmaile | Toplantiya . : Arastrmaile | Toplantiya
Unvani/Adi/Soyadi | lligkisi Olan | Katilmayan Unvani/Adi/Soyad: lligkisi Otan | Katiimayan
| Oye Oye | | Oye | Oye
T T |
| |
Prof. Dr. Erciment OLMEZ | Prof. Dr. Necip KUTLU | [
Farmakoloji AD \ } O a Fizyoloji AD O O
Prof. Dr. Cengiz KIRMAZ E] O Prof. Dr. Ecg ONUR { D D
Alerji imminoloji BD \ Tibbi Biyokimya AD [
S 7~
Prof. Dr. Pelin ERTAN Prof. Dr. Canan TIKIZ 1
Cocuk Sagligi Hastaliklan AD O o F.T. R Algoloji AD } ‘ D l D
—— — — — %. o Zanm
Prof. Dr. Erhun KASIRGA f Prof. Dr. Gonill Tezcan KELES | \\
Gocuk Saglig Hastaliklari AD o o Anestezi ve Reanimasyon AD * R [ O | O
- K‘\\ A ! {
Prof. Dr. Artuner DEVECI [ Prof. Dr. F. Sirrt GAM “\}!
Psikiyatri AD \ / . O | iobi Genetik AD \ A \ I\ ‘ o | o
Dog. Dr. Selda BEREKET Dog. Dr. Beyhan Cengiz |
Antrendrlik Egitimi AD o | o OZYURT Halk Sagligi AD | O a
| ) |
| I
Dog. Dr. Peyker TEMIZ > Yrd. Dog. Dr. Tark ULUCAV
Patoloji AD R 7 o o Adli Tip AD ‘ o a
‘ 1 %
2z r
Yrd. Dog. Dr. Selim ALTAN e Yrd. Dog. Dr. Dilek CECEN | /
Tibbi Etik AD .‘ Ry O O | cerrahi Hemsireligi A0 ét/\/ ‘ O O
Nazli KUEY | ‘ O O Dervis KILIC O O
Avukat ‘ ""/\l l l Sivil Uye
Etik Kurulumuzun karari yukarda belirtilmistir. Arastirma Bagvuru Formunun Taahhiitname -/ Bolim E
kisminda belirtiimis olan hususlarin dikkate alinarak istenilen bilgilerin Etik Kurulumuza za iletilmesi

konusunda bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Prof. Dr. Erciimént OLMEZ

Bagkan
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EK-2

T.C:

. CELAL BAYAR UNIVERSITESI

. —AGLY, ZaMLE4a. . ENSTITUSU
YUKSEK LISANS/BEKFORA TEZ GALISMASI ORIJINALLIK RAPORU

e TTARES PACADSTOLCAL . ANABILIM DALI BASKANLIGINA

Tez Adr: _Leéshmmia...%gc.,...z’/a;mszm.,Sae.‘..xe,..fcgo,zhmn Radi ...
Geogel. Jeurtnl. Rl ankead. Hac i In€.. Tgrkdme ). Je.. Tewnss. it ~Gtean¥.

Tezime iligkin @2 /Q(?. //b tarihinde Turnitin adh intihal tespit programindan asagida
belirtilen agiklamalar gergevesinde filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore,
tezimin benzerlik orani % 27 olarak tespit edilmistir.

Belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi bir intihal icermedigini;
aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi
ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

mza
Adi Soyadi TTukee Oyr” 0Z.06.2016
Ogrenci No 1530353 3302,
Anabilim Dali (Tbhi farehto laf
Programi o ¥ S ?om#folni"
DANISMAN ONAYI
UYGUNDUR.

(Unvan, Ad Soyad, Imza)

Prof. B Abmet OZBIL
Prof.0 LGN Ao gjﬁ/é/‘/
C cagitolp” A
P—

ak
a .. AD.

ACIKLAMALAR

1- Tez Calismas Orijinallik Raporu (TCOR), TURNITIN intihal Tespit Programi kullanimi icin kigisel hesap alma hakki
bulunan tez damigmanlan, Enstitillerde goreviendirilen personeller, Kiitiphane ve Dokiimantasyon Daire
Baskanlig’'nda gérevlendirilen kitiiphaneciler tarafindan ahnir.

2- Sayfa sayisi 400’'den az olan tezler icin tez savunmasindan 6énce ve basarili olmas durumunda dizeltmelerden
sonra olmak iizere 2 kez TCOR alinir.(400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlari seklinde bélinerek Turnitin veri
tabanina yiiklenmesi gerekmektedir. Bu gibi durumlarda benzerlik oraninin hesaplanmasina iligkin detayli forma,
kiitiphane web sayfasinda bulunan Turnitin kullanim kilavuzlaninin altindan erisilebilir.)

3-TCOR, tezin yalnizca Kapak Sayfas), Giris, Ana Bélimler ve Sonug béliimlerinden olugan kisminin tek bir dosya
olarak intihal tespit programina yiiklenmesi ile alinir. Programa yiikleme yapilirken Dosya Baghg (document title)
olarak tez basliginin tamam, Yazar Adi (author’s first name) olarak 6grencinin ad, Yazar Soyad (author’s last
name) olarak 6grencinin soyadi bilgisi yazilir.

4- TURNITIN intihal tespit programina yiiklenen dosyanin siireclenmesinde, ilgili programdaki filtreleme secenekleri
asagidaki sekilde ayarlanir: - Kaynakga harig, - Alintilar haric, - 5 kelimeden daha az 6rtiisme iceren metin kisimlan
harig (Limit match size to 5 words)

5- istege bagh ayarlar kismindan; “Odevleri suraya gonder?” secenegi mutlaka DEPO YOK seklinde isaretlenmesi
gerekmektedir; aksi durumda ayni tezin ikinci kez yiklenmesi durumunda benzerlik %100 gikacaktir ve depodan
tezi silmek cok uzun siirec gerektirecektir.

6- Raporlama islemi tamamlandiktan sonra, kaydedilmis olan ekranin goriintiisiinii sag Ust késesinde yiizdelik say!
olarak belirtilen “benzerlik orani,” raporlamaya tabi tutulmus olan dosyanin “toplam sayfa sayisi” ve raporlama
isleminin yapildig: “tarih” bilgisi, “Yiiksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orijinallik Raporu” formuna iglenir.

7- Benzerlik oraninda tiim sorumluluk 6grenciye aittir.

8- Tez savunma sinavi sonrasinda basarili bulunan 6grenci, tez savunma sinavi tarihi sonrasinda tezde yapilmig
muhtemel degisiklikleri iceren dosya kullamilarak alinmis ikinci bir intihal raporundaki bilgiler kullanilarak
hazirlanmis ve tez danismani tarafindan onaylanarak imzalanmis ikinci bir “Yiiksek Lisans/Doktora Tez Caligmast
Orjinallik Raporu’nu Enstitiye teslim etmekle yikimladar.

9- Turnitin Hakkinda Bilgiler: http://kutuphane.cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.html
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