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Sitma etkeni Plasmodium tirleri; diinya nifusunun yarisini etkilemeye devam etmektedir. Diinya Saghk
Orgiiti'niin 2017 yili verilerine gére yil icerisinde 445.000 6limlii sitma olgusu ve 219 milyon yeni klinik
sitma olgusu bildirilmistir. Hastaligin sik goriildigl cografyalarin basinda Afrika Kitasi gelmektedir. Son
yillarda bu kitaya yapilan seyahatler sonrasinda importe olgularin sayisinda artig goriilmektedir. Bu raporda
bir bucuk yil 6nce Uganda seyahati 6ykisi olan ve bu sire icerisinde bagka yurtdisi seyahati bulunmayan
Tirkiye Cumbhuriyeti vatandasi erkek hastanin Plasmodium ovale’ye bagl relaps olgusu sunulmustur.
Ates, Uslime ve titreme sikayetleriyle hastanemize basvuran hastanin periferik kanindan ince yayma kan
preparatlari hazirlanarak Giemsa ile boyanmis ve x100 objektifle mikroskopta incelenmistir. Hastanin
ince yayma kan ornekleri incelendiginde Plasmodium cinsine ait trofozoitler saptanmistir. Trofozoitlerin
eritrositler ici yerlesimi ve buyukligi g6z oniline alindiginda parazitin Plasmodium vivax olabilecegi
distintlmustir. Kesin tir tayini icin nested polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi kullanilmistir. PCR
calismasinda Plasmodium cinsine ve Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium falciparum ve
P.ovale tirlerine 6zgul primerler kullanilarak 787 baz cifti (bp) buyulkliginde olan P.ovale’ye ait PCR trlnii
gorintilenmistir. Yine Pvivax, Pmalariae, Pfalciparum, Povale ve Plasmodium knowlesi tirlerine 6zgiil
primerler ile prob bazl kantitatif gercek zamanli PCR (gRt-PCR) yontemi ile hastanin P.ovale ile enfekte
oldugu saptanmustir. Bilinen kronik rahatsizligi olmayan hastanin anamnezinde 7-8 yil 6nce gegirilmis sitma
hikayesi oldugu belirlenmistir. Hastanin belirlenen sikayetleri disinda herhangi bir sikayeti bulunmamaktadir.
CMV IgM ve IgG sonuclari ve Brucella aglitinasyon testi negatif olarak belirlenmistir. P.ovale'nin hayat
dongusiinde karacigerde hipnozoit donemin oldugu g6z oniinde bulundurularak olgunun relaps
olabilecegi diistintlmistir. Son yizyil icerisinde bildirilen 18 relaps olgusu mevcut olsa da; bu olgular
relaps teorisi icin yeterli kanit saglamamaktadir. Gergek bir relapsin hafif semptomlarla ve hatta subklinik
seyredebilecegi dusliniilmektedir. Primer enfeksiyondan uzun bir zaman sonra olusan relaps olgularinda
gercek bir niiksti ayirmanin zor oldugu bilinmektedir. Bu zorlugun Ustesinden gelmenin en dogru yolu,
primer enfeksiyon ile niiks arasinda sitmanin endemik oldugu bir bélgede bulunmamak gercegi oldugu
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goriisii benimsenmektedir. Ozellikle diisiik parazitemili veya seyahat &ykiisiiniin yetersiz kaldig relaps
olabilecek olgularda, mikroskobinin yaninda molekiiler calismalarinda beraber yapildigi uygulamalarin,
tedaviye giden yolda hem tanida hem de kesin tiir tayininde son derece 6nemli oldugunu diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Sitma; Plasmodium ovale; relaps; nested PCR; qRt-PCR.
ABSTRACT

Malaria caused by Plasmodium species continues to affect the half of the world population. According
to the World Health Organization 2017 data, 445.000 cases of malaria and 219 million cases of new
clinical malaria cases were reported during the year. African continent is the geographical region where
the disease is most frequent. In recent years there has been an increase in the number of imported cases
after travels to this continent. In this case report, relaps caused by Plasmodium ovale in a male Republic
of Turkey citizen patient who has travelled to Uganda only and no other place a year and half ago was
presented. Thin blood smear was prepared from the peripheral blood of the patient who admitted to our
hospital with complaints of fever and chills. The smear was stained with Giemsa and examined with a
x100 objective microscope and trophozoites belonging to Plasmodium genus were detected. Considering
the size and locality of the trophozoites in the erythrocytes, it is thought that the parasite may be
Plasmodium vivax. Nested PCR method was used for the species identification. Nested PCR studies were
performed using Plasmodium genus and specific primers for P.vivax, Plasmodium falciparum, P.ovale and
Plasmodium malariae. Nested PCR products were run on gel and P.ovale was visualized in 787 bp region.
Pvivax, Pmalariae, P.falciparum, P.ovale and Plasmodium knowlesi species specific primers and probe-based
quantitative real-time PCR (qRt-PCR) study revealed that the patient was infected with P.ovale. The patient
had no history of chronic iliness but had a history of recovered malaria 7-8 years ago. The patient did not
have any complaints other than these complaints. CMV IgM and IgG and Brucella aglutinisation tests were
negative. It is clear that relapse cases can also be seen when P.ovale species are in hypnozoite stage in the
liver. Although there are 18 reported cases of relapse in the last century, these phenomena do not provide
sufficient evidence for the theory of relapse. A true relapse is thought to be mild symptoms and even
subclinical disease. It is also known that it is difficult to distinguish a true recurrence in cases of relapses that
can occur after a long time from primer infection. The best way to overcome this difficulty is to assume
being in a malaria endemic area or not between primary infection and recurrence. We think that the
applications that are carried out together with the microscope and molecular studies, especially in cases
where there is relapses in which low parasitemia or travel story are insufficient, are extremely important
both in terms of diagnosis and accurate identification of species and in the selection of treatment.

Keywords: Malaria; Plasmodium ovale; relapse; nested PCR; qRt-PCR.
GIRiS

Sitma, 6nemli halk saghgr sorunu olmaya devam etmektedir. Diinyada sitma olgularin
%85'i Afrika’da gorilmektedir. Plasmodium vivax daha yaygin cografyalarda gorilmesi-
ne karsin en fazla enfeksiyon olusturan, en cok mortalite ve morbiditeye sebep olan tiir
Plasmodium falciparum’dur’. Tiirkiye Cumhuriyeti sitma agisindan endemik bir bélgede
yer almasina ragmen uygulanan basarili eradikasyon calismalari sonucunda 6zellikle yer-
li olgulardan sorumlu Pvivax son yillarda nadir gortilmektedir. Pfalciparum ise bilhassa
yurtdisi turizm, is, egitim vs. amacl seyahatler sonucunda diinyanin degisik bolgelerinde
oldugu gibi iilkemizde de importe olgular seklinde karsimiza ¢ikmaktadir?. Profilaksi &ne-
rilerinin dikkate alinmamasi ve yetersiz egitim sonrasi endemik bolgelere yapilan seyahat-
ler, gorilen importe olgularin ortaya cikmasinin baslica nedenlerindendir.

Sitma kontrol calismalar, ilag ve asi gelistirme uygulamalar ozellikle Pfalciparum ve
Pvivax Gzerine yogunlasmistir. Plasmodium ovale ise prevalansinin cok daha az olmasi ne-
deniyle bu programlarin odagi disinda kalmugtir. Bu tirtin; Hindistan, Demokratik Kongo
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Cumbhuriyeti, Gine, Mozambik, Nijer, Nijerya, Cad, Cibuti, Fildisi Sahili, Kamerun, Ugan-
da, Etiyopya, Senegal, Botsvana, Zimbabve, Gliney Afrika, Gana, Sierra Leone, Bangla-
des, Endonezya, Singapur gibi iilkelerde gériilebilecegi rapor edilmistir'3. Povale sitmasi
Ulkemizde yerli olgu olarak gorilmezken Pfalciparum’da oldugu gibi importe olgular
seklinde goriilebilecegi dusunilmektedir.

Sitma tanisinda altin standart mikroskobi olmasina karsin molekdler teknikler ile bera-
ber degerlendirilmesi; tani, tiir tayini ve epidemiyolojik calismalar acisindan énemli bu-
lunmaktadir. Pvivax ve P.ovale’de sporozoitler boltinmeksizin karacigerde islev gormeden
kalabilmektedirler. Bu 0zelliginden dolayi Povale sitmasi niiksetme potansiyeline sahip
hipnozoit donem ile karakterizedir. Hastaligin ilk belirtilerinin ortaya cikmasindan aylar
hatta yillar sonra relaps gelisebilmektedir. Karaciger parankim hticrelerinde gelisimini ta-
mamlayan her bir hipnozoit, yeni bir eritrositer donemi baglatmaktadir. Bu sekilde glinu-
miizde iki sporozoit popilasyonu tanimlanmistir. Birincisi, Short prepatent sporozoites
(SPPs); hepatosit hiicrelerinde olagan bir ekzoeritrositik evre gecirerek sitma olustururlar.
ikincisi, Long prepatent sporozoites (LPPs) veya hipnozoitler ise hepatosit icinde gecir-
dikleri siirecin belirsiz olmasi nedeniyle bir uyari ile aktive olduklarinda ekzoeritrositik
ve eritrositik déngliye girerek relaps gelistirebilmektedirler'#. Karacigerde karsilagilan bu
durum hastaligin tani, takip, tedavisi ve sonrasinda raporlanmasi calismalarinda da kar-
silagilan zorluklardan en onemlisidir. Tersiyer sitma olarak da adlandirilan bu hastalikta
anti-hipnozoit ilaclardan primaquine kullanimi 6nem kazanmaktadir. Primer enfeksiyon
ve ardindan gelen relaps olgularin tedavisinde en sik kullanilan ilaclar klorokin ve kinin
siilfattir. Birinci ve ikinci relaps olgularinda ortalama siire 17 haftadir (2-60 hafta)*®.

P.ovale klinik calismalarda diger tiirlere gore daha az ilgi gérmesine ragmen molekdler
temelli calismalar sonucunda sanilandan ¢ok daha fazla ve farkli cografyalarda goriilebi-
lecegi kanitlanmigstir’-8,

Bu calismada ilk klinik bulgulara gore sitma oldugu distiniilmeyen, bir bucuk yil 6nce
Uganda seyahati olan ve bu sire icerisinde baska yurtdisi seyahati bulunmayan Tirkiye
Cumbhuriyeti vatandasi erkek hastanin kan 6rneginin incelenmesi, etkenin Plasmodium
olup olmadiginin, hangi tir ile enfekte oldugunun tespiti ve ¢ikacak sonuca gore olgu-
nun relaps olup olmadig, relaps ise benzer olgulara yonelik farkindalik olusturulmasi
amaclanmistir.

OLGU SUNUMU

Bu calisma, Erciyes Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Bagkanhgr Etik Kurulu
onay! ile gerceklestirildi (Tarih: 04.04.2018, Karar no: 2018/184).

Turkiye Cumhuriyeti vatandasi 49 yasindaki erkek hasta, Gstime, titreme ve 39.5°C'yi
bulan ates sikayetleriyle hastanemiz acil poliklinigine basvurmustur. Hastanin en son 18 ay
once Uganda seyahati oldugu belirlenmistir. Bu sure icerisinde bagka yurtdisi seyahatinin
olmadigi saptanmistir. Bilinen kronik rahatsizligi olmayan hastanin anamnezinde 7-8 yil
once gecirilmis sitma hikayesi oldugu 6grenilmistir.
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ileri tetkik ve tedavi amacli Enfeksiyon Hastaliklari Klinigi'ne yatirlan hastanin soz
konusu sikayetleri disinda herhangi bir sikayeti saptanmadi. CMV IgM ve IgG serolojik
testleri ve Brucella aglitiinasyon testi negatif olarak belirlendi. ilk degerlendirmede sitma
on tanisi dustinilmeyen ve semptomatik tedavilerle klinik tablosu duzelen hasta g giin
sonra taburcu edildi. Hasta istenen tetkik sonuclariyla, on giin sonra poliklinik kontroltine
davet edildi. Bu sure icerisinde ates takibi yapmasi ve klinik sikayeti olmasi durumunda
acile bagvurmasi tavsiye edildi.

Hastanin ileri tetkik icin kan 6érnegi Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Parazitoloji
Anabilim Dali rutin molekuler tani laboratuvarina gonderildi. Kan 6rneginden hazirlanan
preparatlar Giemsa ile boyanip x100 objektifle mikroskop altinda incelendi. inceleme
sonucunda Plasmodium cinsine 0zgll, eritrositler icerisinde trofozoit formlari tespit
edildi (Sekil 1). Hastanin kan 6rnegi daha sonra yapilacak molekiiler testler nedeniyle
-20°C’de saklandi. DNA izolasyonu, PureLink Genomic DNA Mini Kit (invitrogen, ABD)
protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi. Nested PCR calismasinda Plasmodium cinsine
6zgll primerlerin yaninda Pvivax, Pmalariae, Pfalciparum ve Povale icin tiire 6zgl
primerler kullanildi (Tablo I). gRt-PCR calismasinda ise prob bazl, tlire 6zgul Pvivax,
P.malariae, P.falciparum, P.ovale ve P.knowlesi primerleri kullanildi (Tablo II).

Trofozoitlerin eritrositler ici yerlesimi ve biyklikleri g6z 6nlinde bulunduruldugunda
ilk olarak hastanin Pvivax ile enfekte olabilecegi distinildi. Nested PCR sonucunda
P.ovale’ye 6zgll 787 bp blyukliglinde PCR uriini elde edildi (Sekil 2).

Sekil 1. icinde Plasmodium ovale trofozoiti bulunan eritrosit (x100).
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Tablo I. Plasmodium spp. Tiir Ayirimi igin Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nda Kullanilan Primerler®

Parazit PCR iiriin
(Hedef gen) Primer adi ve dizisi buyikligi
Plasmodium rPLU 1: 5'-CCT GTT GTT GCC TTA AAC TCC-3’ 1640 bg
(ssrRNA) rPLU 2: 5'-TCA AAG ATT AAG CCA TGC AAG TGA-3'

Plasmodium 117 be
vivax rVIV 1: 5-CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC-3’

(ssTRNA) VIV 2: 5-ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC TTA-3’

Plasmodium 144 be
malariae rMAL 1: 5"-ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC-3'

(ssrTRNA) rMAL 2: 5'-AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAA TTA TAC AAA-3’

Plasmodium 205 bg
falciparum rFAL 1: 5'-TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT ATT-3’

(ssrTRNA) rFAL 2: 5'-ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC-3’

Plasmodium 787 b¢
ovale rOVA 1: 5-ATC TCT TTT GCT ATT TTT TAG TAT TGG AGA-3’

(ssrRNA) rOVA 2: 5'-GGA AAA GGA CAC ATT AAT TGT ATC CTA GTG-3’

Tablo II. Plasmodium spp. Tiir Ayiimi icin qRt-PCR’de Kullanilan Primerler

Parazit PCR iiriin
(Hedef gen) Primer adi ve dizisi biyukligu
Plasmodium RT_Plasmodium_viv_F: 5-CGA TAC AGC CGC CGT TTA-3’ 63 bg
vivax (cytb) RT_Plasmodium_viv_R: 5’-TCC GAT GAA TAG TTC AAG TTA CTG AC-3’

Plasmodium RT_Plasmodium_mal_F: 5'-TGA GTT ATT GGG GTG CAA CA-3’ 94 bg
malariae (cytb) RT_Plasmodium_mal_R: 5'-GGA TCA CTT ACA GTA TAT CCT CCA CA-3’

Plasmodium RT_Plasmodium_fal_F: 5’-AAT TCT AGG AAT TTT TCG CGT TTT-3' 68 bg
falciparum (cytb) RT_Plasmodium_fal_R: 5’-CAA TAG CAT TGA TTA AAA GAC ATC G-3’

Plasmodium RT_Plasmodium_ova_F: 5'-TCT CCA GTG GGT TAT TTG TAC TTG-3’ 89 bg
ovale (cytb) RT_Plasmodium_ova_R: 5'-TCG TAG CCT TGT AAT TTA AAT GTT TG-3’

Plasmodium RT_Plasmodium_know_F: 5-TTG GAG GAG GTA CTG GAT GG-3' 70 bg

knowlesi (cytb) ~ RT_Plasmodium_know_R: 5'-GCA ACA GGA GAT AAA GAC ATA AGT GA-3’

gRt-PCR calismasinda ise bes ture 6zgil prob bazli primerler kullanildi ve qRt-PCR
sonucu Povale pozitif olarak tespit edildi (Sekil 3).

TARTISMA

Tersiyer ovale sitmasi mevcut literatiir gézden gecirildiginde Pvivax ve Pfalciparum
sitmalan kadar fazla gorilmemektedir. Ancak sitma tanisinda altin standart olarak kabul
edilen mikroskop incelemesi, Pvivax ve P.ovale sitmasi veya dislk parazitemi durumunda
yetersiz kalabilmektedir'®'!, Bu hastaligin mikroskobinin yaninda molekiiler belirteclerin
de kullanildigi calismalarin sonucunda ¢ok daha fazla ve farkl bolgelerde goriilebilecegi
degerlendirilmektedir’ 8.
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-787 bg

-205 bg

Sekil 2. M: 100 bp molekiiler agirlik belirteci (GeneAll), N: Negatif kontrol, P: Plasmodium falciparum
pozitif kontrol, 1: Plasmodium vivax hasta kontrol, 2: Plasmodium falciparum hasta kontrol, 3: Plasmodium
malariae hasta kontrol, 4: Plasmodium ovale hasta kontrol (pozitif).

Amplification Curves

—— A1: P. vivax hasta kontrol ——— B1: P. malariae hasta kontrol
—— D1: P. ovale hasta kontrol —— E1: P. knowlesi hasta kontrol
—— H1: Negatif kontrol

C1: P. falciparum hasta kontr
G1: P. falciparum pozitif kon
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Sekil 3. gRt-PCR ile pozitif tespit edilen Plasmodium ovale, pozitif kontrol Plasmodium falciparum ve diger
orneklerin amplifikasyon egrileri.
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Diinya genelinde en ¢cok mortalite ve morbiditeye neden P.falciparum olmakla bera-
ber Povale'nin de siddetli anemiye ve hatta 6lime neden olabilecegi hem primer en-
feksiyonda hem de relaps olgularinda bildirilmistir'2. Diger tiirlerle miicadeleye kiyasla
ilac ve asi gelistirme calismalarinin odaginda olmayan tersiyer ovale sitmasinda hastalar;
P.falciparum sitmasi tedavisinde kullanilan ilaclarla basarili olarak tedavi edilse de deney-
sel kanitlarin hala yetersiz oldugu belirtimektedir'>.

On yil 6ncesine kadar tuberkiloz dykusu olan iki hastanin ARDS (Acute Respiratuar
Distres Syndrome)’den 6lmesi, Povale ve P.vivax enfeksiyonlarinin solunum yolu hasta-
liklarinda da bir risk faktorii olabilecegdini diisiindiirmektedir'. Konjenital sitma endemik
olmayan bdlgeler icin nadir bir olgudur. Buna karsin, Avrupa’da siddetli anemi tablosuyla
seyreden iki konjenital tersiyer ovale sitmasinin tanimlanmasi sasirtici olmustur. Dogan
bebeklerden birinin HIV pozitif bir annenin bebedi oldugu bildirilmistir. En ¢cok 0-5 yas
cocuk 6liimlerine neden olan sitma olgular distintldagiinde, HIV ile P.falciparum sitmasi
insidansi arasinda bir iliski oldugunu gosteren calismalar isiginda ayni durumun P.ovale
sitmas! icin de gecerli olabilecegi agiktir'>.

Yapilan calismalarda P.ovale hipnozoitleri insanda heniiz kesin olarak kanitlanamamis-
tir. Son yuzyil icerisinde bildirilen 18 relaps olgusu mevcut olsa da; bu olgular relaps
teorisi icin yeterli kanit saglamamaktadir. Gercek bir relapsin hafif sesmptomlarla ve hatta
subklinik seyredebilecegi diisiiniilmektedir'®'”. Primer enfeksiyondan uzun bir zaman
sonra olusan relaps olgularinda gercek bir niiksii ayirmanin zor oldugu bilinmektedir. Bu
zorlugun Ustesinden gelmenin en dogru yolu, primer enfeksiyon ile niiks arasinda sitma
icin endemik bir bélgede bulunup bulunmamak gériisii benimsenmektedir®.

Mevcut literatiirde molekdler tekniklerle kanitlanan bir adet relaps olgusu tanimlan-
mistir; ancak endemik bir bélgede ortaya ciktigi icin tartismali goriilmektedir'®. Endemik
bolge disinda bulunulmasi durumunda, yapilan molekiiler temelli calismalarda potansiyel
relaps olgularin dogrulanmasi icin Cox1, SSU rRNA gibi gen bolgelerine yonelik yapilan
calismalar 6nem kazanmaktadir'®. Hipnozoit kaynakli relaps olgularin belirlenmesi ve diger
tekrarlayan enfeksiyonlar arasinda ayrim yapilabilmesi icin yiksek derecede duyarl ve 6z-
gul genetik belirteclerin veya tekniklerin gelistirilmesi tizerine calismalar devam etmektedir.

GunlUmiuzde tersiyer ovale sitmasi, Pfalciparum sitmasi kadar 6lime neden olmamakta
ve daha dar bir lokalizasyonda gortilmektedir. Ancak, kiresel iklim degisiklikleri ve 6zel-
likle endemik bolgelerden diger bolgelere gerceklestirilen seyahatler neticesinde bu bilgi-
nin zamanla degisebilme potansiyeline sahip oldugu aciktir. Bu olgumuzun, 7-8 yil 6nce
sitma gecirmesi ve en son bir bucuk yil 6nce yurt disi seyahatinin olmasi, ayni zamanda
bu sure icerisinde yurt icinde bulunmasi, tersiyer ovale sitmasi goriilmeyen tlkemiz sart-
lari diistintldiigiinde relaps olabilecek bir olgu oldugunu diistindiirmektedir.

Bu calisma ile sitmanin endemik oldugu bdlgelere seyahat sonrasi ortaya ¢ikan sitma
olgularinda, daha sonra goriilebilecek bulgular 1siginda relapsin olabilecegi gercegdi or-
taya konmustur. Diger taraftan, tersiyer ovale sitmasinin; ciddi hastalik komplikasyonlari,
siddetli anemili konjenital sitmaya ve hatta 6liime neden olabilecegi g6z 6niinde bulun-
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duruldugunda konunun énemi bir kez daha ortaya cikmaktadir. Ozellikle diisiik parazi-
temili veya seyahat oykistiniin yetersiz kaldigi relaps olabilecek olgularda, mikroskobinin
yaninda molekiler calismalarinda beraber yapildigi uygulamalarin, tedaviye giden yolda
hem tanida hem de kesin tir tayininde son derece 6nemli oldugunu distinmekteyiz.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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