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Turkiye Parazitoloji Dergisi, 1976 yilindan bu yana c¢I-
kan, Tip, Veterinerlik ve Biyoloji alanlarinda yapilan
Parazitoloji konulu klinik ve deneysel caligmalari, ilging
olgu bildirimlerini, davet edilmis derlemeleri, Edito-
re mektuplar yayinlayan; yayin dili Tirkce ve ingilizce
olan, bagimsiz ve ényargisiz ¢ift-kér hakemlik ilkelerine
dayanan uluslararasi bir dergidir.

Dergi, Turkiye Parazitoloji Derne@i'nin bilimsel icerikli
resmi yayin organi olup, Mart, Haziran, Eylil ve Aralik
aylarinda olmak Uzere yilda 4 sayi yayinlanmakta ve Tur-
kiye Parazitoloji Dernegi tarafindan finanse edilmektedir.

Derginin hedefi, klinik ve bilimsel acidan uluslarara-
si dizeyde nitelikli ve Ust diizeyde 6zglin arastirmalari
yayinlamaktir. Dergide ayrica, tip egitimi ile ilgili temel
yenilikleri kapsayan derlemeler, Editéryel yazilar, olgu su-
numlari ve 6zgiin goériintiler de yayinlanmaktadir.

Derginin hedef kitlesi, tibbi ve veteriner parazitoloji alan-
larinda ve biyoloji bilim dalinin ilgili birimlerinde ¢alisan
tim bilim insanlari ve bu alanlardaki yiiksek lisans/dokto-
ra 6grencileridir. Bu kapsamda dergi, Tirkiye Parazitoloji
Dernegi uyelerine ve yurt capinda parazitoloji'yle ilgili
kisi ve kuruluslara dizenli olarak ulastirlmaktadir. Dergi-
nin tim sayilarinin icerikleri tam metin olarak www.tpara-
zitolderg.org adresinde Ucretsiz erisime aciktir.

Derginin Editoryel sirecleri ve yayin isleyisi ICMJE,
WAME ve COPE standartlar cercevesinde yiritilmek-
tedir.

Turkiye Parazitoloji Dergisi; PubMed/MEDLINE, BIO-
SIS-Zoological Record, BIOSIS Previews Biological Abst-
racts, CAB Abstracts and Bibliographic Databases, SCO-

PUS, TUBITAK ULAKBIM TR Dizini ve Turkiye Atf Dizini
tarafindan indekslenmektedir.

Abone islemleri/Baski izinleri ve Tekrar Baskilar/Reklam
Dergide basilan yazilarin tam metinlerine Ucretsiz ola-
rak www.tparazitolderg.org adresinden ulasilabilir. Basili
dergi aboneligi, baski izinleri, tekrar baskilar ve reklam
icin Editor ofisine basvurulmalidir.

Editor Ofisi

Editor: Prof. Dr. Yusuf Ozbel
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Genel Kurallar

Tirkiye Parazitoloji Dergisi, tibbi ve veteriner parazitoloji alanlarinda deneysel,
gozlemsel arastirma, klinik denemeler, olgu sunumu ve derleme niteligindeki,
biyoloji bilim alanindan ise parazitoloji konularini kapsayan makaleleri yayinlar.

Yazilar sadece www.tparazitolderg.org adresinden elektronik olarak génderilmelidir.

Tim yazarlar bilimsel katkilarini, sorumluluklarini ve cikar catismasi olmadigini
bildiren toplu imza ile yayina katilmalidir.

Aragtirmalara yapilan kismi de olsa nakdi ya da ayni yardimlann hangi kurum,
kurulus, ilag-gerec firmalarinca yapildigi dip not olarak bildirilmelidir.

Makalelerin formati ICMJE-Recommendations for the Conduct, Reporting, Edi-
ting and Publication of Scholarly Work in Medical Journals (updated in Decem-
ber 2015 - http://www.icmje.org/icmje-recommendations.pdf) kurallarina gére
diizenlenmelidir.

Deneysel, klinik ve ilag arastirmalari icin insan ve hayvan haklari ile ilgili uluslara-
rasi anlagmalara uygun etik kurul raporu (Helsinki Declaration of 1975, revised
2002-http://www.wma.net/e/policy/b3.htm ve “Guide for the care and use of
laboratory animals - www.nap.edu/catalog/5140.html) ve hastalarin calisma
hakkinda bilgilendirildiklerine ve olurlarinin alindigina dair onay formu gereklidir.

Makale génderim asamasinda, makalenin dergimizde yayinlanmasiyla ilgili bi-
tin yazarlarin onayini belirten bir mektubun eklenmesi gereklidir. Ayrica maka-
lenin yayina kabul edilmesi halinde biitiin yazarlarin Yayin Hakki Devir Formu'nu
imzalayip postayla dergi adresine géndermeleri gereklidir.

Etik kurul karar gereken calismalarda onay belgesinin eklenmesi gerekmektedir.

Yazilarin hazirlanmasi

Yazllar A4 boyutunda, iki satir aralikli olarak ve tim sayfalarda sayfa numara-
si bulunacak sekilde gonderilmelidir. Toplam sayfa sayisi resim ile sekiller dahil
aragtirma yazilarinda 15'i, olgu sunumlarinda ise 6'y1 gegmemelidir.

Baslik sayfasinda sadece makalenin Tiirkce ve ingilizce tam ve kisa basliklan ve
varsa makalenin daha &nce teblig edildigi toplanti ve kongreler yaziimalidir. Ya-
zar adlan ve calistiklan kuruma ait bilgiler sadece makale derginin on-line siste-
mine yuklenirken girilmeli, makale ana metninde yazara ait bilgiler olmamalidir.

ikinci sayfada yalnizca Tiirke ve ingilizce &zetler ile anahtar sozciikler yer alma-
lidir. 200 kelimeyi gegmeyen 6zet kismi, Amag, Yontemler, Bulgular, Sonug sek-
linde bdlumli olmalidir. Anahtar sézciikler ise 5 kelimeyi gegmeyecek sekilde
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2017 yihnin Gglinct sayisini 8 6zgin arastirma makalesi, 3 olgu sunumu ve 1 derleme yazisi olmak tizere 12
makale ile ¢ikarmaktayiz.

Ongn aragtirmalarda, ihmal edilen bir konu olan erkek hastalarda trichomoniasis tanisini ele alan bir aragtirma,
sut ineklerinde neosporiasis ile koyunlarda toxoplasmosis seroprevalanslarini arastiran iki makale, gittikce daha
sik kargilastigimiz Demodex enfestasyonunu ortaya koyan bir aragtirma bulunmaktadir. Ayrica, Leishmania’larin
kriyoprezervasyonunu agiklayan ve sitma tedavisinde etken madde taramalarinda in vivo ve in vitro olarak
kullanilabilecek yontemleri aciklayan bir makale yer almaktadir. Son 6zgiin makalemizde ise iki endemik bitkinin
T. gondii tizerine olan etkileri incelenmistir. Olgu sunumlarinda da Ug farkl olguya detayl olarak yer verilmistir.

Makalelerin sisteme yiklenmesi sirasinda, makale materyalleri ile birlikte yiklenmesi gereken formlarla ilgili
olarak sikintilar yasandigi gérilmektedir. Bu formlarin tamami dergimizin web sayfasinda “Yazim Kurallar”
sekmesinde yer almaktadir. Makale yUklenirken bu formlarinda eksiksiz olarak yiklenmesi makalenin iglem
strecini kisaltacagindan bu konuya dikkat edilmesini belirtmek isterim.

SCI/SCl-Expanded kapsaminda olan dergilerde yapacaginiz yayinlarda dergimizde yer alan makalelere atif
yapilmasinin, dergimizin bu endekse basvuru siirecinde biylk énem tasidigini yeniden belirtmek isterim. Bilim
alanimizin en dnemli unsurlarindan ve bizleri gliglendiren araclarindan biri olan “Turkiye Parazitoloji Dergisi”nin
bu sayisinin da bilimsel calismalariniza ve birikimlerinize yararli olmasi umuduyla saygilar sunarim.

Prof. Dr. Yusuf Ozbel
Bas Editor
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We present you the third issue of 2017 with a total of 12 studies including 8 original research articles, 3 case
reports, and 1 review.

Of the original research articles, one is about the diagnosis of trichomoniasis, which is a disregarded issue, in
male patients. Two articles investigate the seroprevalence of neosporiasis in cows and toxoplasmosis in sheep.
And another original article is about Demodex infestation, which is more frequently encountered. Moreover,
there is an article explaining the cryopreservation of Leishmania and the methods that can be used as in vivo
and in vitro in scanning active agents for the treatment of malaria. In the last original article, the effects of two
endemic plants on T. gondii are investigated. In addition to the original research articles, 3 different cases are
presented in detail.

It has been noticed that while loading the articles on the system, some problems related to the forms that
must be submitted with the article materials are encountered. All of these forms can be reached in the tab
of “Instructions for Authors” on the website of our journal. | would like to emphasize on this point because
complete submission of these forms while loading an article will shorten the process.

| would like to restate that making citations from the articles in our journal for the studies that will be published
in the journals included in the SCI/SCI-Expanded is very important during the application process of our journal
to this index. | present you my respect hoping that this issue of the “Turkish Parasitology Journal”, which is one
of the most important components of our scientific field and one of tools that strengthen us, will contribute to
your scientific works and knowledge.

Prof. Dr. Yusuf Ozbel
Chief Editor
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1 3 0 Original Investigation / Ozgiin Arastirma

Diagnosis of Trichomoniasis in Male Patients on Performing Nested
Polymerase Chain Reaction

Erkek Hastalarda Trichomoniasis Tanisinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Pzr) Kullaniminin
Etkinliginin Arastirilmasi

T. Mutlu Yar!, Mehmet Karakus?, Seray T6z?, Aysun Bay Karabulut?®, Yusuf Ozbel?, Metin Atambay’

'Department of Parasitology, Turgut Ozal Medical Center, inénii University Faculty of Medicine Malatya, Turkey
2Department of Parasitology, Ege University Faculty of Medicine, izmir, Turkey
*Department of Biochemistry, Turgut Ozal Medical Center, indnii University Faculty of Medicine Malatya, Turkey

Cite this article as: Yar TM, Karakus M, Toz S, Bay Karabulut A, Ozbel Y, Atambay M. Diagnosis of Trichomoniasis in Male Patients on Performing Nested
Polymerase Chain Reaction. Turkiye Parazitol Derg 2017; 41: 130-4.

ABSTRACT

Objective: Trichomoniasis is a parasitic infection that occurs with the settlement of Trichomonas vaginalis in female and male urinary and
reproductive tracts. This infection is generally asymptomatic in males, and males are thought to be a carrier for the transmission of infection.
In this study, our aim was to detect trichomoniasis using nested polymerase chain reaction among males who were referred to a hospital with
suspected urinary tract infection.

Methods: Urine samples were collected from 138 male patients between 18 and 50 years of age who were referred with suspected urinary
system infection to the Urology Outpatient Clinic at Malatya University Medical Center Malatya between December 2013 and May 2014.
Direct microscopy, two different culture methods, and nested Polymerase chain reaction (PCR) were performed for the investigation of T.
vaginalis in urine samples.

Results: Urinary tract infection was diagnosed in 47 of the 138 patients according to white and red blood cell counts in the urine samples. T. vag-
inalis infection was detected in 6.5% (9/138) of the suspected patients by nested PCR, while none of the samples tested positive by direct micros-
copy and culture examinations. Statistical significance was found between infection of the urinary tract and nested PCR positivity for T. vaginalis.
Conclusions: According to our results, nested PCR is the most sensitive method for the detection of trichomoniasis in male patients. We
strongly recommend using nested PCR for the differential diagnosis of urinary infections in males.

Keywords: Trichomonas vaginalis, direct microscopy, culture, nested PCR
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oz

Amag: Kadin ve erkekte idrar ve Greme yollarinda Trichomonas vaginalis'in yerlesmesi ile olusan parasite infeksiyon Trichomoniosis olarak
adlandinlir. Erkeklerde bu infeksiyon blytk cogunlukla asemptomatik seyretmekte ve parazitin bulasmasinda tasiyici rolu Ustlendikleri disu-
nulmektedir. Bu calismada trichomoniosis tanisi koyulmayan erkeklerdeki gizli tasiyiciligi Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi
ile aciga cikarmak amaglanmistir.

Yontemler: Calismada Malatya inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Turgut Ozal Tip Merkezi'ne Aralik 2013-Mayis 2014 tarihleri arasinda idrar
yolu infeksiyonu 6n tanisi ile Uroloji Poliklinigine basvuran 18-50 yas arasi 138 erkek hastadan idrar érnekleri; direct mikroskobik baki, kiiltir
ve Nested PZR yontemleri ile incelenmistir.

Bulgular: Direkt mikroskobi ve kiltlir ydnteminde T. vaginalis'e rastlanilmazken, Nested PZR yontemi ile %6,5 (9/138) hastada T. vaginalis DNAsI po-
zitif bulunmus ayrica pozitif bulunan hastalar ile idrar yolu infeksiyonu arasindaki iliski de istatiksel agidan anlamli bir farklilik oldugu tespi tedilmistir.
Sonug: T. vaginalis ile enfekte erkeklerin cogunda semptom bulunmadidi icin T. vaginalis arastirimasi acisindan gézardi edildigi, gizli tasiyici
olarak hastaligi yaymaya devam ettikleri, T. vaginalis'in saptanmasinda Nested PZR ydnteminin ¢ok hassas ve gizli tasiyicilan aciga cikarmak
amaciyla tanida mutlaka kullanilmasi gereken bir ydontem oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: T. vaginalis, infeksiyon, direktmikroskobi, kiltir, Nested PZR
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INTRODUCTION

Trichomonas vaginalis is an important and curable sexually trans-
mitted infection (STI), and worldwide, the number of people esti-
mated to have this infectionis187 million adults (15 to 49 years of
age) (1). T. vaginalis infection causes vaginitis and cervicitis with
profuse, frothy vaginal discharge and dysuria; pelvic inflammato-
ry disease; preterm birth; and low-birth weight babies in women
and urethral discharge (non-gonococcal urethritis), which is often
asymptomatic and can be associated with prostatitis, epididymi-
tis, and male factor infertility, in men. In addition, T. vaginalis in-
fection has been implicated as a significant risk factor in the sexu-
al transmission of human immunodeficiency virus (HIV) and other
possible bacterial and viral STls as well as of cervical cancer (2-5).

There are limited studies on trichomoniasis among female and male
patients in Turkey. T. vaginalis was found in 8 (7%) of 116 women
(114 and 2 were in the reproductive and postmenopausal periods,
respectively) showing nonspecific vaginal discharge during their
gynecological examination by microscopy and the cysteine-pep-
tone-liver-maltose (CPLM) culture method (6). A total of 253 women
(aged from 20 to 48 years) with abnormal vaginal discharge who
applied to the Obstetrics and Gynecology outpatient clinic were
enrolled, and 22 (8.69%) trichomoniasis cases were detected by per-
forming a direct native examination and Giemsa staining (7).

T. vaginalis infection in male urine samples was diagnosed in 3 (2.7%)
and 1(0.9%) out of 110 patients with urethritis and control group with-
out any symptoms admitted to the urology clinic by direct microscop-
ical examination of the centrifuged urine samples, respectively (8).

Urine samples of 768 male patients were examined for T. Vagi-
nalis infection by microscopy, and 3 patients (0.2%) were found
to be positive (9). Urethral discharge in 85 male patients with
non-gonococcal urethritis was investigated for T. vaginalis infec-
tion, and 5 (5.8%) and 2(1.4%) positive results were found on per-
forming microscopy and trypticase-yeast extract-maltose (TYM)
culture, respectively (10). Urethral discharge and urine sediments
of 100 male patients with non-gonococcal urethritis were exam-
ined for T. vaginalis infection, and 12 (12%) and 4 (4%) positive
results were found, respectively. None of the samples showed
positivity on performing CPLM culture (11).

Trichomoniasis is usually asymptomatic or shows nonspecific
clinical symptoms; worldwide, diagnosis based on laboratory
test results is crucial for the treatment and control of the disease
(2). Conventional diagnostic technigues involved direct examina-
tion of the parasite and CPLM and TYM culture methods. Culture
methods are time consuming; they have lower sensitivity than
other diagnostic methods and are not standard suitable tests in
routine diagnostic laboratories. Direct microscopy of the para-
site is a cheap, fast, and sensitive method but requires vaginal or
urethral discharge samples and an examination to be performed
immediately. Because of all these reasons, there is a requirement
for sensitive, time-independent, standard tests using noninva-
sive sampling for diagnosing trichomoniasis. In recent years,
techniques using Polymerase chain reaction (PCR) have provid-
ed new approaches to increase the sensitivity as well as to use
noninvasive body fluids such as urine (2, 3, 12-14). In the present
study, we aimed to detect T. vaginalis infection in urine samples

obtained from males by performing nested PCR and to compare
the results with those obtained using conventional methods.

METHODS

Sampling

Samples were collected from 138 males who were admitted to the
Urology Qutpatient Clinic in Medical Faculty Turgut Ozal Center of
Malatya inénii University located in Malatya between December
2013 and May 2014. The inclusion criteria were (i) males between 18
and 50 years of age, (i) complaints related to the urinary tract, and
(iii) biochemical analyses of urine (counts of white and red blood
cells). Two tubes of urine samples were collected from the patients:
one for direct examination and the other for culture inoculation.

Urinary tract infection criteria: The presence of more than five
leucocytes with more than three erythrocytes in urine sediments
of the patients in a high-power (400x) microscopic field was ac-
cepted as urinary tract infection (15-16).

Ethical permission was provided from Malatya University Medi-
cal Faculty Ethical Committee (protocol no: 2013/149), and urine
biochemical analysis data of the patients were obtained from
hospital records.

Direct microscopy and culture

Wet mount preparations of urine samples of the patients were
prepared immediately from first-void urine samples after centri-
fuging at 400 rpm for 5 min, and sediments were examined un-
der a 40x objective for the detection of T. vaginalis trophozoites.

Cysteine-peptone-liver-maltose and TYM cultures were pre-
pared according to the previous literature (17). At least 1 ml of
the urine sediment was inoculated into both culture tubes and
was incubated at 37°C for a week. Then, tubes were examined
every 2 days for the presence of T. vaginalis infection.

DNA isolation

First-void urine samples were centrifuged at 8000 rpm for 10 min,
and the pellet was stored at —20°C until DNA was isolated. After
dissolving the pellet under room temperature, DNA was isolated
using a Qiagen DNA Easy Blood & Tissue kit (Hilden, Germa-
ny) according to the manufacturers protocol and was stored at
—20°C until Nested PCR was performed.

Nested PCR

Before the experiments, the PCR protocol was optimized using
DNA obtained from a local T. vaginalis isolate. The first (TVC3F/
TVCA4R) and second PCR (TVC11F/ TVC12R) primer sets were
used as previously reported (2). PCR was performed using ready-
to-use master mix (Nano Helix Co., Ltd. Helix Amp™) with 20
ng of DNA and 10 pmol of each primer. PCR conditions were as
follows: 95°Cfor 2 min, followed by 35 cycles of 20 s at 95°C, 40's
at 50°C, 40's at 72°C, and 5 min at 72°C. PCR products were visu-
alized after performing gel electrophoresis on GelRed™-stained
1.2% agarose gel. The detection of band in 237 bp was accepted
to be positive. To eliminate DNA contamination, PCR, DNA isola-
tion, and gel electrophoresis were performed in separate rooms.

Statistical analysis
Statistical associations between positivity and urinary tract infec-
tion were determined by applying Fisher's exact test.
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RESULTS

Totally, 138 males were included; their mean age was average
36 years. According to the biochemical analyses of the urine
sediment, 47 of the 138 patients tested positive for urinary tract

infection.

We could not detect any T. vaginalis trophozoites by direct
microscopy and culture methods, whereas 237 bp bands were

observed in gel electrophoresis by nested PCR in 9 of the 138
patients (6.5%) (Figure1). Fisher's exact Test results revealed a
significant relationship between urinary tract infection and nest-
ed PCR positivity (p=0.003) (Table 1 and 2).

Figure 1. Nested Polymerase chain reaction gel electrophoresis showing in trichomoniasis-positive urine samples

Table 1. Results of patients positive for Trichomonas vaginalis infection

Patient No Age Direct Microscopy Culture PCR Leucocyte/HPF Erythrocyte/HPF
37 49 NEG NEG POS 271 12
43 34 NEG NEG POS 35 43
55 25 NEG NEG POS 965 28
63 32 NEG NEG POS 49 33
66 18 NEG NEG POS NEG NEG
77 48 NEG NEG POS 306 14
79 41 NEG NEG POS 25 5
105 46 NEG NEG POS 125 38
117 28 NEG NEG POS 3 7
PCR: polymerase chain reaction; HPF: highest possible frequency; NEG: negative; POS: pozitive
Table 2. Relationship between nested PCR and urinary tract infection
Infection
Negative (%) Positive (%) Total (%)

Nested PCR Negative (%) 89 (69.5) 40 (30.5) 129 (100)

Positive (%) 2 (20.0) 7 (80.0) 9 (100)
Total 91 (65.9) 47 (34.1) 138 (100)

PCR: Polymerase chain reaction
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DISCUSSION

The estimation of the total number of new patients with import-
ant STls such as Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
and Trichomonas vaginalis infections and syphilis between the
ages of 15 and 49 years showed that trichomoniasis is the most
abundant infection globally (1).

The infection is reported to be asymptomatic in 70 to 80% of
infected men; in those with symptoms, urethral discharge and
dysuria are the main symptoms (4-5). Techniques for PCR have
been developed to detect T. vaginalis infection in women; how-
ever, the detection of T. vaginalis infection in men by PCR has
received less attention. Urine-based PCR assays for men have
been described and PCR of urine samples from men was found
to be much more sensitive than culture methods for detecting T.
vaginalis infection. PCR screening of T. vaginalis infection among
men with recurrent lower urinary tract symptoms was strongly
recommended as a part of public health initiatives to control
trichomoniasis (3).

There are limited studies on trichomoniasis among female and
male patients in Turkey. T. vaginalis infection was found 4.5%,
7%, and 8.69% among women with vaginal discharge by con-
ventional methods such as microscopy and culture in Turkey (3-
6-7). T. vaginalis infection was diagnosed in 2.7% and 0.9% male
patients with urethritis and in an asymptomatic control group by
microscopy of centrifuged urine samples, respectively (8). Simi-
larly, 0.2% of urine samples of male patients were found to be
positive by microscopy (9). However, positivity rates of 5.8% and
1.4% were revealed by microscopy and culture methods using
urethral discharge of male patients with non-gonococcal urethri-
tis, respectively (10). Similarly, urethral discharge and urine sed-
iments of male patients with non-gonococcal urethritis showed
positivity rates of 12% and 4%, while none of the samples test-
ed positivity by the culture method (11). In the present study,
urine samples were chosen as their collection is a non-invasive
sampling method and nested PCR was performed as a sensitive
and specific method; our results were compared with those of
conventional methods such as microscopy and culture method.
We found no positivity using microscopy and culture methods,
but a positivity rate of 6.5% was detected by performing nested
PCR, which is comparable with other results obtained in previous
studies that used urethral discharge and/or urine samples. To our
knowledge, our study is the first on trichomoniasis among male
patients in Malatya, Turkey. In a previous study in 2008 that was
conducted in female patients in Malatya, T. vaginalis infection
was detected at 4.6% from vaginal discharge samples on per-
forming microscopy and culture methods in 2008. These results
show that there is a need for standard routine diagnostic assays
such as nested PCR for the correct and timely treatment as well
as for the control of trichomoniasis.

The presence of more than five leucocytes and more than three
erythrocytes in urine sediments of patients under a high-pow-
er (400x) microscopic field is accepted as urinary tract infection
respectively. One of the reasons for microscopic hematuria is
urinary tract infection (15-16). In the present study, according to
white and red blood cell counts in urine, 47 out of the 138 pa-
tients tested positive for urinary tract infection. Fisher's exact Test

results revealed a statistically significant relationship between
urinary tract infection and nested PCR positivity (p=0.003) (Table
1, 2). There were two T. vaginalis-positive patients without uri-
nary tract infection. Urine analysis of one of them was negative
for leucocytes and erythrocytes and accepted as asymptomatic
infection. The other patient showed three leucocytes and seven
erythrocytes, which can be a sign of suspected urinary tract infec-
tion. There is a requirement for conduction further studies with
trichomoniasis patients to understand the relationship between
laboratory analyses and trichomoniasis.

Male trichomoniasis can be a source of infection for the partner,
and trichomoniasis has been implicated as a significant risk fac-
tor for the sexual transmission of HIV and other possible STls as
well as of cervical cancer (2-4).

CONCLUSION

Direct microscopic, culture and Nested PZR methods were ap-
plied to investigate the presence of T. vaginalis in urine speci-
mens of working male patients and it was concluded that Nested
PZR method is more sensitive than the other methods. Although
the PZR method is an expensive method, it improves the diag-
nostic sensitivity and makes the hidden carriers in the community
more open to treatment of more cases. In addition, asymptom-
atic persons should also be screened to remove those affected,
to determine the actual prevalence of the disease in the popula-
tion, it is recommended for taking precautions.
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Kirsehir Ili Cicekdagn Ilgesi’nde Yetistirilen Siit ineklerinde
Neospora caninum’™un Seroprevalansi

oprevalence of Neospora caninum in Dairy Cattle Raised in Cicekdagi District of
Kirsehir Province
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oz

Amag: Ginimuzde dinya Uzerinde sigirlarin en dnemli abort nedenlerinden biri olarak kabul edilen Neospora caninum hem et hem de sit
endustrisinde énemli ekonomik kayba sebep olmaktadir. Bu calismada Kirsehir ili Cicekdag ilcesi'nde yetistirilen siit sigin isletmelerinde
orneklenen ineklerde N. caninum seroprevalansinin belirlenmesi amaclanmistir.

Yéntemler: Bu calismada 116 inekten serum 6rnegi toplanmistir. Toplanan serumlarin N. caninum antikorlar bakimindan ticari Enzyme-Lin-
ked ImmunoSorbent Assay (ELISA) test kiti (VMRD c-ELISA) kullanilarak incelenmistir.

Bulgular: Sigirlarin % 18,1'i N. caninum yéninden seropozitif bulunmustur. Neosporosis seroprevalansi dél tutmama problemi olan ineklerde
% 23,4, abort yapanlarda ise % 33,3 oraninda tespit edilmis, klinikce saglikli gérinimde olan ineklerde ise bu oran % 7,8 olmustur (p=0,006).
En yiksek seropozitiflik gortlen irklar sirasiyla Holstein, Simental ve Montofon olmustur (p=0,008).

Sonug: Cicekdadi ilcesindeki sigirlarda neosporosisin yayilmasini énlemek icin hem parazitin son konagdi olan képekler hem de sigirlar yo-
niinden kontrol tedbirleri alinmasi gerekir.

Anahtar kelimeler: Neospora caninum, sigir, seroprevalans, Kirsehir, Cicekdagdi

Gelis Tarihi: 02.01.2017 Kabul Tarihi: 21.06.2017

ABSTRACT

Objective: Neospora caninum is one of the most important causes of abortion in cattle worldwide and causes significant economic losses
in the meat and dairy industries. This study aimed to determine the seroprevalence of N. caninum in dairy cattle raised in Cicekdagi district
of Kirgehir province.

Methods: One hundred sixteen serum samples collected from dairy cattle were analyzed for N. caninum antibodies by a commercial En-
zyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) kit (VMRD c-ELISA).

Results: The seropositivity rate was 18.1% in the cattle examined. The seroprevalence of N. caninum was 23.4% in dairy cattle with fertility
problems, 33.3% in cattle with a history of abortion, and 7.8% in clinically healthy dairy cattle (p=0.006). Cattle breeds with highest seroposi-
tivity rates were Holstein, Simmental, and Brown Swiss (p=0.008).

Conclusion: Control measures should be taken for both dogs as final host of the parasite cattle to prevent the spread of neosporosis in cattle
in Cicekdag district.

Keywords: Neospora caninum, cattle, seroprevalence, Kirsehir, Cicekdagi
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GiRiS

Gunumuzde sidirlarin en énemli enfeksiyoz kaynakli abort se-
beplerinden biri olarak kabul edilen Neospora caninum hem
et hem de sit endustrisinde 6nemli ekonomik kayba sebep
olan bir protozoon parazittir (1). Sigirda 6ncelikle plasenta ve
fotus hastaligi olan neosporosiste gérilen klinik belirti abort-
tur. Ekonomik kayiplarin ana sebepleri sigir sirilerinde abort,
infertilite, st veriminde disme, veteriner hekim masraflari ve
hayvanlarin tUretimden c¢ikarilarak kesime gonderilmesidir. Cift-
liklerin pek cogunda bu parazite bagl ekonomik kaybin yillik
%2-5 civarinda oldugu, bazilarinda ise %20'ye kadar ¢ikabildigi
bildirilmistir (2).

Apicomplexa anacinda yer alan N. caninum zorunlu hicre igi yer-
lesim gosteren bir protozoondur. Parazitin yasam c¢emberinde
kopek, gri kurt, cakal ve dingo son konak bunun yani sira sidr,
koyun, kegi, geyik ve diger gevisenler ile at, kemirgen ve képek
ve kizil tilki ise ara konak roll Ustlenir (3-5). Parazit, arakonakla-
rin sinir dokusunda (beyin ve omurilik) hicre igi kistler olugturur.
Kistlerin i¢ci bradyzoit adi verilen enfektif donemle doludur (6).
Arakonaktaki doku kistleri son konak canlilar tarafindan agiz yo-
luyla alinir. Parazit ince bagirsak epitel hicrelerinde (eseysiz ve
eseyli) cogalir ve en erken enfeksiyonu takiben 5. glinde digki ile
sporlanmamig oocyst cikisi olur (6). Digkiyla ¢ikan oocyst formlar
ancak dogada sporlandiktan sonra ara konak icin enfektif hale
gelir (6, 7).

Arakonaklar dogada bulunan sporlanmis oocystleri agiz yoluyla
alir. Sindirim kanalinda agiga ¢ikan sporozoitler arakonagin ba-
Girsak duvarini delerek cesitli organlara dagilir (cekirdekli tim
hicrelere, drnedin sinir hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, en-
dotel ve kas hiicreleri gibi) (6, 7). Hicre igine giren tachyzoitler
endodiyojeni ile codalir ve bulundugu hicreyi patlatarak yeni
hiicrelere apical compleks yapilarini kullanarak girerler. N. ca-
ninum, ara konaklarin sinir dokularindaki hicrelerde yaklasik 4
mikron capli duvara sahip, yuvarlak-oval, septumsuz doku kist-
leri olusturur (6, 7).

Neospora caninum konaklarina horizontal ve vertikal yolla bu-
lagir. Transplasental ya da kongenital bulasma olarak da adlan-
dirilan vertikal yol sigirlarda en sik gorilen bulasma yoludur (8).
Sigirda ekzojen ve endojen transplasental olmak lzere iki sekilde
bulasma gerceklesir (8). Ekzojen transplasental bulagsmada; daha
dnce enfekte olmamis inek N. caninum ile ilk kez gebeligi esna-
sinda karsilastiginda parazit plasental yolla fétusa iletilir. Endojen
transplasental bulasmada ise gebelikten dnce enfekte olan ine-
gin dokularinda sekillenen parazite ait kistler gebelik esnasinda
yeniden aktif hale gecgerek plasental yolla fotusu enfekte eder (9,
10). Neosporosisle enfekte ineklerde tipik bir klinik belirti izlen-
mediginden parazitin canli hayvanlardaki tanisinda en cok kulla-
nilan yéntem serolojidir (7).

Turkiye'de kopek (11) ve buzagidan (12) klinik neosporosis bildi-
rilmis, sigirlardaki neosporosis seropozitivitesi %2-35,07 arasinda
rapor edilmistir (13, 14). Bu calisma ile sigirlarda Greme sistemini
etkileyerek sirilerde ciddi ekonomik kayiplar olusturan yaygin
bir protozoon olan N. caninum’un Kirsehir ili Cicekdadi ilcesi'nde
yetistirilen stt sigin isletmelerinden &rneklenen ineklerde serop-
revalansinin belirlenmesi amaclanmistir.

YONTEMLER

Calisma Kirsehir ili Cicekdadi ilgesi'nde 10 hayvandan fazla inek
barindiran stt sigin isletmelerinde yuritilmastar. Calisma kapsa-
minda yorede farkli isletmelerdeki 116 sigirin vena jugularisinden
usulline uygun olarak kan &rnekleri anticoagulant bulunmayan
tlp igerisine alinmistir. Orneklenen hayvanlara ait epidemiyolojik
bilgiler (yas, irk ve Greme problemi olup olmadigi) kaydedilmistir.
Caligmayla ilgili olarak érneklenen sigirlardan kan alinmasina dair
Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan
olur alinmistir (25.02.2015 tarih ve 15/17 sayi). Sigirlardan alinan
kan drneklerinin serumu cikarilarak -20°C de muhafaza edilmistir.
Toplanan serumlarin N. caninum antikorlar bakimindan incelen-
mesinde ticari Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) test
kiti (c-ELISA, VMRD, Washington, USA) kullanilmistir. Toplanan
serum Ornekleri oda sicakligina geldikten sonra vortekslenmis ve
ticari kitin protokolline gére incelenmistir. Stop sollsyonu eklen-
dikten sonra mikropleyt spektrofotometrede (Mindray MR-96A,
Schenzen, China) 620 nm dalga boyunda okutulmustur. Elde edi-
len sonuclarin degerlendiriimesinde t-testi uygulanmistir.

BULGULAR

Calisma kapsaminda Cicekdagd ilcesinden 6rneklenen sigirlarin %
18,1"i N. caninum ydniinden seropozitif bulunmustur. Sigirlara ait
epidemiyolojik veriler Tablo 1'de sunulmustur. incelenen sigirlann
65'iireme problemine (47 déltutmama problemli, 18'iabortyapmis)

Tablo 1. Cicekdagi yoresinden éreklenen sigirlara ait epidemiyolojik
veriler

Epidemiyolojik incelenen Seropozitif
veri sigir sayisi | sigir sayisi %
Yag*

1 yasli 21 1 4,7

2 yash 19 4 21

3yasl 22 4 18,1

4 yaslh 20 4 20

5 yash 22 5 22,7

6 yash 12 2 16,6

Toplam 116 21 18,1
Irk**

Montofon 38 2 52

Holstein 47 14 29,7

Simental 31 5 16,1

Toplam 116 21 18,1
Ureme problemi***

Ureme problemi olan 65 17 26,1
Dél tutmama 47 (N 23,4
Atik yapan 18 6 33,3

Klinik olarak saglhkli 51 4 7.8

Toplam 116 21 18,1
*P>0,05

**P=0,008

**4P=0,006
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sahip, 51'i ise klinik olarak saglikli gérinimdedir. Neosporosis se-
roprevalansi dol tutmama problemi olan ineklerde % 23,4, abort
yapanlarda ise % 33,3 oraninda tespit edilmis, klinikce saglikl go-
rinimde olan ineklerde ise bu oran %7,8 olmustur. N. caninum
seropozitifligi bakimindan Greme problemi olan ineklerde klinik
olarak saglikli gériniimdeki ineklere gére anlamli bir farklilik go-
rllmUstlr (p=0,006). En distk seropozitivite 1 ve 6 yasl sigirlarda
(%4,7 ve %16,6) gozlenmis olmakla birlikte drneklenen ineklerde
yasa bagdli bir artig gérilmemistir (p>0,05). En ylksek neosporo-
sis seropozitifligi Holstein irki ineklerde gorilmustir (%29,7), bunu
Simental (%16,1) ve Montofon irki (%5,2) takip etmistir (p=0,008).

TARTISMA

Neosporosis dinya Uzerinde sigir yetistiricilerinin problemidir
(15-18). Turkiye'de farkli cografi bélgelerde bulunan sigirlarda
neosporosis seropozitivitesinin belirlenmesine yonelik yapilan
calismalarda parazit; Marmara Bdlgesi'nde %5,1-10,87 (19-21),
i(; Anadolu Bolgesi'nde %5,5-13,96 (22-26), Dogu Anadolu Bél-
gesi'nde %2-8,19 (27-30), Gineydodu Anadolu Bolgesi’'nde ise
%?7,5 oraninda kaydedilmistir (31). Bu calismada Kirsehir ili Cicek-
dadi llgesi'nde yetistirilen siit sigin isletmelerinde ineklerde N.
caninum seroprevalansi % 18,1 olarak tespit edilmistir.

Tirkiye Istatistik Kurumu 2015 yili verilerine gére Kirsehir'de
141.475 bas sigir bulunmakta (http://www.tuik.gov.tr/HbGetir.
do?id=21822&tb_id=6) ve civardaki illerin et ihtiyacinin énemli
bir kismi, Kirsehir'den saglanmaktadir. Kirsehir Yoresi'ndeki 1998
yilinda yapilan retrospektif bir calismada sigirlarda neosporosis se-
ropozitifligi %19,55 olarak bildiriimistir (22). Yine Kirsehir yoresinde
kecilerde N. caninum seropozitivitesi ise %2,43 oraninda kaydedil-
mistir (14). Bu calismada Kirsehir ili Cigekdagi ilcesi'nde yetistirilen
st sigin igletmelerinde ineklerde N. caninum seroprevalansinin
%18,1 oldugu saptanmistir. Neosporosis ile ilgili Kars yoresi sigirla-
rindan elde edilen bilgiler isiginda Akca et al. (13), N. caninum’un
bu yoreye disaridan ithal edilen hayvanlarla sokulmus olabilecegi-
ni ifade etmistir. Bu ¢alismada ise kan drnekleri alinan hayvanlarin
Cicekdagdi yoresinde yetistirildigi, baska bir bélgeden buraya ge-
tirilmedigi hayvan sahiplerinden 6grenilmistir. Konuya iliskin daha
onceki yayinlar (14, 22) da goz 6nline alindiginda parazitin Kirsehir
yoresinde gegmisten bugiline devam ettigi ifade edilebilir.

Kirsehir Yoresi'nde sigir yetistiriciliginde enfeksiyéz hastalikla-
ra iliskin sorunlar zaman zaman yasanmaktadir. Bunlar arasinda
ozellikle Greme sistemini etkileyen ve takibinde fotus kaybi ile so-
nuclanan hastaliklar isletmelerde ekonomik olarak dnemli kayip-
lara sebep olmaktadir. Ciftliklerin pek cogunda bu parazite bagli
ekonomik kaybin yillik %2-5 civarinda oldugu, bazilarinda ise %
20'ye kadar ¢ikabildigi bildirilmistir (2). Bu oranlarla paralel olarak
neosporosis kaynakl yillik bazda ekonomik kayip bazi tlkelerde
hesaplanmistir (32). Bu kayip Avustralya’da 100 milyon Avustralya
dolari, Kaliforniya'da 35 milyon Amerikan dolari, isvigre’de ise 9,7
milyon eurodur (32). Turkiye'de sigir yetistiriciliginde neosporosi-
se bagl kayip hususunda heniz net bilgi yoktur. Sigir yetistiricili-
ginde hedef her bir divenin ilk buzagisini iki yasinda dogurmasi
ve takibinde her yil yavrulamasidir (33). ingiltere’de inegin buza-
Jilama araligindaki bir gtinlik gecikmenin Ureticiye ortalama 4,8
Amerikan Dolari kayba maloldugu bildirilmistir (34). Turkiye'de
inegin iki buzagilama arasinda gecgen strede bir giinlik gecikme-
nin Ureticiye maliyetinin 11 litre sttin bedeline esdeger oldugu

hesaplanmustir (35). ki buzagilama arasindaki siirenin uzamasinin
yani sira Ozellikle dol tutmama ya da disik yapma problemi ile
genc hayvanlarin yetistiricilikten cikarilip kesime génderilmesi de
ciddi ekonomik kayba sebep olmaktadir. Turkiye'de abort geg-
misi olan sigir serumlarinda yapilan retrospektif bir calismada ne-
osporosis seropozitivitesi %35,07 olarak kaydedilmistir (14). Kars
yoresinde abort yapan sigirlarda N. caninum seropozitifligi %7,4
oraninda bildirilmistir (36). Turkiye'nin g farkli ilinde abort yapan
234 sut inedinin %6,83'Uinde neosporosis seropozitifligi rapor
edilmistir (25). Bu ¢alismada ise neosporosis seroprevalansi dol
tutmama problemi olan ineklerde %23,4, abort yapanlarda ise
%33,3 oraninda belirlenmistir.

SONUC

Cicekdadr ilcesindeki sigirlarda neosporosisin yayilmasini énlemek
icin hem kopekler hem de sigirlar yoninden kontrol tedbirleri alin-
masi gerekir. Képeklerin sigir yemlerinin oldugu yerlere girisine
engellenmesi, buzagilamayi ya da distk yapmayi takiben plasenta
ve atik materyalinin kdpeklerin yemesine izin verilmemesi, ayrica
kopeklerin ¢ig et ya da kesim artigi yemesinin 6nline gecilmesi ge-
rekmektedir. N. caninum’un sigirlar arasinda vertikal yolla bulastig
bilinmektedir. Bu sebeple bu parazit yénliinden seropozitif oldugu
belirlenen hayvanlarin damizliktan cikanlmasi onerilebilir.

Etik Komite Onayi: Etik komite onayi Kirikkale Universitesi Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurul’dan alinmistir (25.02.2015 tarih ve 15/17 sayi).

Hasta Onami: Bu ¢alisma icin hasta onamina gerek yoktur.
Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.

Yazar Katkilar: Fikir - K. Y., R. D.; Tasarim - K.Y., R.D.; Denetleme - K.Y.;
Kaynaklar- K. Y., S. G., N. S.; Malzemeler - K.Y., N. S.; Veri Toplanmasi ve/
veya i§|emesi -R.D., S. G, KY, N.S.; Analiz ve/veya Yorum - K. Y.; Litera-
tur Taramasi - K. Y.; Yaziyi Yazan - K. Y.; Elestirel inceleme - K. Y.

Tesekkiir: Calismayi maddi olarak destekleyen Kirikkale Universitesi Bi-
limsel Arastirma Projeleri’'ne tesekkiir ederiz (Proje no: 2015/60).

Cikar Catismasi: Yazarlar cikar catismasi bildirmemistir.

Finansal Destek: Bu calisma Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Pro-
jeleri Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje no: 2015/60).

Ethics Committee Approval: Ethics committee approval was received
for this study from Kirikkale University, Local Ethics Committee of Animal
Experiments (Date: 25.02.2015, no: 15/17).

Informed Consent: Not required in this study.
Peer-review: Externally peer-reviewed.

Author Contributions: Concept - K. Y., R. D.; Design - K. Y., R. D.; Su-
pervision - K.Y,; Funding - K. Y., S. G., N. S.; Materials - K. Y., N. S.; Data
Collection and/or Processing - R. D., S. G., K. Y., N. S.; Analysis and/or
Interpretation - K. Y.; Literature Review - K. Y.; Writing - K. Y.; Critical Re-
view - K. Y.

Acknowledgement: We would like to thank Kirikkale University Scientific
Research Fund Unit (Project no: 2015/60).

Conflict of Interest: No conflict of interest was declared by the authors.

Financial Disclosure: This work was financially supported by Kirikkale
University Scientific Research Fund Unit (Project no: 2015/60).


http://www.tuik.gov.tr/HbGetir.do?id=21822&tb_id=6
http://www.tuik.gov.tr/HbGetir.do?id=21822&tb_id=6

13

Yildiz ve ark.
Cigekdagi'nda Sigirlarda Neosporosis

Turkiye Parazitol Derg
2017;41: 135-8

KAYNAKLAR

1.

Hobson JC, Duffield TF, Kelton D, Lissemore K, Hietala SK, Leslie KE,
et al. Neospora caninum serostatus and milk production of Holstein
cattle. J Am Vet Med Assoc 2002; 221: 1160-4. [CrossRef]
Goodswen SJ, Kennedy PJ, Ellis JT. A review of the infection, ge-
netics, and evolution of Neospora caninum: From the past to the
present. Infect Genet Evol 2013; 13: 133-50. [CrossRef]

McAllister MM, Dubey JP, Lindsay DS, Jolley WR, Wills RA, McGuire
AM. Dogs are definitive hosts of Neospora caninum. Int J Parasitol
1998; 28: 1473-8. [CrossRef]

Gondim LFP, McAllister MM, Pitt WC, Zemlicka DE. Coyotes (Canis
latris) are definitive hosts of Neospora caninum. Int J Parasitol 2004;
34: 159-61. [CrossRef]

Dubey JP, Jenkins MC, Rajendran C, Miska K, Ferreira LR, Martins J,
et al. Gray wolf (Canis lupus) is a natural definitive host for Neospora
caninum. Vet Parasitol 2011; 181: 382-7. [CrossRef]

Schnieder T. Veterinarmedizinische Parasitologie. 6., vollstanding
Uberarbeitete und erweiterte Auflage, Parey, Germany, 2006.
Ortega-Mora LM, Gottstein B, Conraths FJ, Buxton D. Protozoal
Abortion in Farm Ruminants: Guidelines for Diagnosis and Control.
CAB International, 2007.

Trees AJ, Williams DJ. Endogenous and exogenous transplacental
infection in Neospora caninum and Toxoplasma gondii. Trends Pa-
rasitol 2005; 21: 558-61. [CrossRef]

Fioretti DP, Pasquai P, Diaferia M, Mangili V, Rosignoli L. Neospora
caninum infection and congenital transmission: serological and pa-
rasitological study of cows up to the fourth gestation. J Vet Med B
2003; 50: 399-404. [CrossRef]

Guy CS, Williams DJL, Kelly DF, McGarry JW, Guy F, Bjorkman C, et
al. Neospora caninum in persistently infected, pregnant cows: spon-
taneous transplacental infection is associated with an acute increase
in maternal antibody. Vet Rec 2001; 149: 443-9. [CrossRef]

Batmaz H, Sentirk S, Aydin L. Clinical neosporosis in a dog in Tur-
key. Aust Vet Pract 2004; 34: 108-110.

Kul O, Kabakei N, Yildiz K, Ocal N, Kalender H, llkme NA. Neospo-
ra caninum associated with epidemic abortions in dairy cattle: The
first clinical neosporosis report in Turkey. Vet Parasitol 2009; 159:
69-72. [CrossRef]

. Akca A, Gokce HI, Guy CS, McGarry JW, Williams DJ. Prevalen-

ce of antibodies to Neospora caninum in local and imported
cattle breeds in the Kars province of Turkey. Res Vet Sci 2005; 78:
123-6. [CrossRef]

Piskin FC, Utiik AE. Prevalence of Neospora caninum in cows with
stillbirth and abortion. Etlik Vet Mikrobiyol Derg 2009; 20: 23-6.
Haddad JPA, Dohoo IR, Van Leewen JA. A review of Neospora ca-
ninum in dairy and beef cattle--a Canadian perspective. Can Vet J
2005; 46: 230-43.

Lopez-Gatius F, Santolaria P, Aimeria S. Neospora caninum infection
does not affect the fertility of dairy cows in herds with high inciden-
ce of Neospora-associated abortions. J Vet Med B 2005; 52: 51-3.
[CrossRef]

Schares G, Peters M, Wurm R, Burwald A, Conraths FJ. The effi-
ciency of vertical transmission of Neospora caninum in dairy cattle
analysed by serological techniques. Vet Parasitol 1998; 80: 87-98.
[CrossRef]

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

Weston JF, Williamson NB, Pomroy WE. Associations between
pregnancy outcome and serological response to Neospora caninum
among a group of dairy heifers. NZVJ 2005; 53: 142-8.

Oncel T, Biyikoglu G. Sakarya yoresi siit sigirlarinda Neosporosis ca-
ninum. Uludag Univ Vet Fak Derg 2003; 22: 87-89.

Biyikoglu G, Oncel T, Bagci O. Serological survey of Neospora cani-
num infection. Indian Vet J 2005; 82: 345-6.

Aktas M, Saki CE, Altay K, Simsek S, Uttik AE, Kéroglu E, Dumanli
N. Survey of Neospora caninum in cattle in some provinces in the
Eastern Anatolian region. Turkiye Parazitol Derg 2005; 29: 22-5.
Vural G, Aksoy E, Bozkir M, Kiictikayan U, Erturk A. Seroprevalence
of Neospora caninum in dairy cattle herds in Central Anatolia, Tur-
key. Veterinarsky Arhiv 2006; 76: 343-9.

Kurtdede A, Kiplula S, Ural K, Cingi CC, Gizel M, Karakurum MC,
et al. Serodiagnosis of bovine neosporosis with immunocomb assay
in Ankara region. Ankara Univ Vet Fak Derg 2006; 53: 207-9.

i(;a A, Yildinm A, Diizlii O, inci A. Seroprevalence of Neospora cani-
num in cattle in the region of Kayseri. Turkiye Parazitol Derg 2006;
30: 92-4.

Yildiz K, Kul O, Babur C, Kilic S, Gazyagci AN, Celebi B, et al. Se-
roprevalence of Neospora caninum in dairy cattle ranches with
high abortion rate: special emphasis to serologic coexistence with
Toxoplasma gondii, Brucella abortus and Listeria monocytogenes.
Vet Parasitol 2009; 164: 306-10. [CrossRef]

Yildiz K, Gékpinar S. S Investigation of Neospora caninum tissue
cysts in cattle. Ankara Univ Vet Fak Derg 2017; 64: 45-9.

Aktas F, Vural G, Sezen IY. Serological survey of Neospora caninum
infection in dairy cattle. Indian Vet J 2007; 84: 419-20.

Simsek S, Utlik AE, Kéroglu E, Dumanli N, Rigvanli A. Seropreva-
lence of Neospora caninum in repeat breeder dairy cows in Turkey.
Archiv Tierzucht 2008; 51: 143-8.

Alan M, Cetin Y, Sendag S, Akkan HA, Karaca M. Seroprevalence
of antibodies against Neospora caninum in cows in Van province.
Kafkas Univ Vet Fak Derg 2011; 17: 767-71.

Mor N, Ak¢a A. Epidemological Studies upon Neospora caninum
in Cattle and Dogs in the Province of Kars, Turkey: A cross-sectional
Study. Kafkas Univ Vet Fak Derg 2012; 18: A193-9.

Sevgili M, Altas MG, Keskin O. Seroprevalence of Neospora cani-
num in cattle in the province of Sanlurfa. Turk J Vet Anim Sci 2005;
29:127-30.

Reichel MP, McAllister MM, Pomroy WE, Campero C, Ortega-Mora
LM, Ellis JT. Control options for Neospora caninum--is there anything
new or are we going backwards? Parasitology 2014; 141: 1455-70.
[CrossRef]

Kaygisiz F, Elmaz O, Ak M. Effects of Herd Fertility Losses on the
Income of Enterprises. J Fac Vet Med Univ Erciyes 2008; 5: 5-10.
Esslemont RJ, Spincer | The incidence ve costs of diseases in dairy
herds. Daisy Report- Dairy Information System, University of Rea-
ding, No 2, 58, 1993.

Yal¢cin C, Cevger Y, Turkyilmaz K, Uysal G. Estimation of Milk Yield
Losses From Subclinical Mastitis in Dairy Cows. Turk J Vet Anim Sci
2000; 24: 599-604.

Kacar C, Gokce H |, Akca A, Gungor O, Kaya S. Seroprevalence of Ne-
ospora caninum in cows with abortion history and in dogs sharing the
same area in the Kars Region, Turkey. Revue Med Vet 2012; 163: 343-7.


https://doi.org/10.2460/javma.2002.221.1160
https://doi.org/10.1016/j.meegid.2012.08.012
https://doi.org/10.1016/S0020-7519(98)00138-6
https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2004.01.001
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2011.05.018
https://doi.org/10.1016/j.pt.2005.09.005
https://doi.org/10.1046/j.1439-0450.2003.00686.x
https://doi.org/10.1136/vr.149.15.443
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2008.10.019
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2004.08.006
https://doi.org/10.1111/j.1439-0450.2004.00811.x
https://doi.org/10.1016/S0304-4017(98)00195-2
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2009.06.004
https://doi.org/10.1017/S0031182014000158

Ozgiin Aragturma / Original Investigation 1 3 9

Aydin’da Yakalanan Phlebotomus papatasi (Diptera: Psychodidac)
Orneklerinde Saptanan Parazit Bir Akar Tiirii: Zustgmaeus johinstoni

Zhang & Gerson (Acari: Stigmaeidae)
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oz

Amag: Calismada, Aydin ilinde dogadan toplanan Phlebotomus papatasi kum sinegi érneklerinde saptanan parazitik Eustigmaeus johnstoni
Zhang ve Gerson akarinin varliginin bildirilmesi amaclanmustir.

Yéntemler: Aydin ili, Nazilli ilcesinde CDC isikli tuzaklar yardimiyla dogadan toplanan kum sinekleri lokalitelerine gére aynlmistir. Bas ve ge-
nital kisimlar diseke edilerek stereo ve isik mikroskobu altinda incelenmis, ayrica mide icerikleri de olasi parazitlerin varligi yéninden kontrol
edilmistir. Kum sinekleri Gizerinde karsilasilan akarlarin literatiire dayali sekilde tir teshisleri yapilmistir.

Bulgular: Calismada 360 adet disi, 378 adet erkek kum sinegi 6rnegi dogadan yakalanmis ve diseke edilmistir. Diseksiyon ve preparasyonlar
sirasinda bir Phlebotomus papatasi (P. papatasi) 6rneginin abdominal plevra bdlgesinde Eustigmaeus johnstoni Zhang ve Gerson (E. johns-
toni) tirlne ait iki adet disi parazitik akar bireyi tespit edilmistir.

Sonug: Tirkiye'de P papatasi lzerinde E. johnstoni tiirli parazitik akarin varligini gosteren ilk bulgudur. Parazitik akarlar ve kum sinekleri
arasindaki iligkiyi gosteren calismalar bu iliskinin rastlantisal olmadigini géstermektedir. lliskinin daha detayli bilinmesi ve kum sinekleri Gze-
rindeki etkilerinin kapsamli bir sekilde gosterilmesi icin konu hakkinda daha fazla calismaya ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Kum sinegdi, Phlebotomus papatasi, Akar, Eustigmaeus johnstoni, Turkiye

Gelig Tarihi: 22.02.2017 Kabul Tarihi: 26.06.2017

ABSTRACT

Objective: We aimed to report the presence of the parasitic mite Eustigmaeus johnstoni Zhang & Gerson (E. johnstoni) on the sand fly spe-
cies Phlebotomus papatasi (P. papatasi) collected in Aydin province, Turkey.

Methods: Sand flies were collected from nature by CDC light traps in Nazilli town in Aydin province and were separated according to collec-
tion localities. Head and genital areas were cut and mounted for species identification, and midgut contents were checked for the possible
presence of Leishmania parasites under a light microscope. Mites detected in sand flies were diagnosed on the species level based on the
literature.

Results: A total of 360 female and 378 male sand flies were caught. During dissection and preparation, two female E. johnstoni parasitic mite
specimens belonging to the genus Eustigmaeus were detected on the abdominal pleura of P. papatasi specimens.

Conclusion: To our knowledge, this is the first study to report the presence E. johnstoni on P. papatasi in Turkey. Previous studies showing
the relationship between parasitic mites and sand flies have indicated that this relationship is not accidental. More studies are needed to
understand this relationship for obtaining more detailed information.

Keywords: Sand flies, Phlebotomus papatasi, Mites, Eustigmaeus johnstoni, Turkey
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GiRig

Kum sinekleri (Diptera: Psychodidae), leishmaniasise neden olan
Leishmania cinsi protozoon parazitlere, tatarcik hummasina ne-
den olan Filavivirus ailesinden ¢esitli virislere ve bartonellosise
sebep olan Bartonella baciliformis gibi mikroorganizmalara biyo-
lojik vektorlik yapmalarindan dolayr halk saghdi acisindan énemli
bir yere sahiptir (1).

Kum sineklerinin bakteri, viris veya protozoon gibi patojenlerin
disinda mantar, nematod ve akar gibi ic-dis parazitlerle de iliskide
oldugu bildirilmektedir. Bunlarin bir kismi kum sinekleri Gzerinde
olduricl veya yasam glclnl ya da Ureme kapasitesini azaltici
etki géstermektedir. Kum sinekleri yasamlarinin biyik bir kismini
magara, hayvan barinaklar, duvar catlak ve yariklari, kemiricilerin
yuvalan gibi karanlik ve nemli alanlarda gecirmektedirler. Bahsi
gegen ortamlarin bircok entomopatojenin gelismesi icin elverisli
olmasi nedeniyle kum sineklerinin biyolojik kontroli i¢in uygun
oldugu dustniulmektedir (2).

Phlebotominae kum sinekleri ve bunlarn dig paraziti olan
akarlar arasindaki iliskiye dair bilgiler cok azdir. Bu alanda ya-
pilan ayrintili bir calismada 39 farkli Phlebotomus tirl Gzerin-
de parazitlenen stigmaeidler de (Acari: Stigmaeidae) dahil 14
farkh akar familyasinin bulundugu kaydedilmistir (3). Stigmae-
idae ailesine bagli akarlarin, bitki patojeni ajanlarin biyolojik
kontrolinde siklikla kullanildigr ve cogunlukla yosun, liken ve
cimen gibi cesitli dokintllerde aveilik yaparak yasamlarini ser-
best olarak strdurdukleri bildirilmistir. Bu aileye ait bazi akar-
larin sadece kum sineklerinde parazitlendigi ve bunun sonucu
olarak, kum sinegi larvalarinin ve erigkinlerinin yasam sirele-
rinin olumsuz sekilde etkilendidi cesitli calismalarda gosteril-
mistir (4-8).

Dinyada 128 tirle temsil edilen Eustigmaeus (Berlese, 1910),
Stigmaeidae ailesinin en buyuk cinslerinden biridir (9-12). Ulke-
mizde simdiye kadar bu cinsin 25 tiri kaydedilmistir (9, 10,13).
Eustigmaeus cinsine ait bes tlirln simdiye kadar bocekler Uze-
rinde parazit olarak saptandigi, Lutzomyia, Phlebotomus ve Ser-
gentomyia cinslerine ait sinekler disinda baska konakgida para-
zitlenmedigi bildirilmistir (3, 14, 15).

Visseral ve kanin leishmaniasis agisindan endemik bolge olan
Aydin ilinde dogadan toplanan kum sineklerinde, Leishmania
parazitlerinin direkt yontem ile varliginin gésterilmesi amaciyla
yuritilen bir calisma esnasinda gozlenen parazitik akarlar Gzeri-
ne bu calisma hazirlanmistir.

YONTEMLER

Calismanin esas materyalini Phlebotomus papatasi (P. papa-
tasi) turl kum sinekleri ve bunlar Gzerinden izole edilen Eus-
tigmaeus johnstoni (E. johnstoni) tirine ait akar &rnekleri
olusturmaktadir. Bu calisma icin etik komite onayina gerek
duyulmamistir.

Kum Sineklerinin Toplanmasi ve incelenmesi: Aydin ilinin
Nazilli ilcesinde yurutilen ¢alisma kapsaminda kum sinekleri-
nin dogadan toplanmasi i¢in ¢esitli lokalitelere CDC (John W.
Hock Co., Gainesville, FL, USA) isikh tuzaklar kurulmustur. Isikli
tuzaklar aksamizeri 18:00-20:00 saatleri arasinda kurulmus ve
ertesi sabah 07:00-09:30 saatleri arasinda toplanmistir. Canli

yakalanan kum sinekleri, tuzaklardan agiz aspiratérleri yardi-
miyla alinarak bulunduklari lokalitelere gore ayri ayri dinlenme
kaplarina aktarlmistir. Yuritllen calisma prosedurleri geregdi
yakalanan kum sineklerinin bas ve genital bdlgeleri tir ta-
yinlerinin yapilmasi icin ayrilmistir. Disi kum sineklerinin mide
diseksiyonu stereo mikroskop (Olympus Co., Japan) altinda
yapilmistir.

Akar Orneklerinin incelenmesi: Saptanan akar érnekleri, viicu-
dun plaklanma durumu, plaklarin deseni, sirt killarinin sayisi ve
sekli, goz tasiyip tasimadigi, kallositlerin durumu, koksisternal
plaklarinin sekli, aggenital kil sayisi ve bacaklardaki kil donanimi
gibi taksonomik karakterler acisindan mikroskop altinda incele-
nerek teshis igslemleri gerceklestirilmistir.

BULGULAR

Calisma kapsaminda toplam 20 tane isik tuzadi kimes ve
ahirlarin i¢c ve dis kisimlarina yerlestirilmis ve 360 adet disi,
378 adet erkek kum sinegdi toplanmistir. Tuzaklarin yerlesti-
rildigi ahir ve kiimesler genellikle beton veya tugladan insa
edilmistir. Sinek tuzadi kurulan barinaklarda inek, koyun, keci
ve tavuklarin bulundugu kaydedilmistir. Ayrica genellikle
tim evlerde kdépek bulundugu da gérilmistir. Orneklerin
diseksiyon ve preparasyonu sirasinda Phlebotomus papatasi
(Sekil 1) oldugu saptanan disi bir kum sineginde 2 adet disi
akarin varligina rastlanmus, literatlre dayali gerceklestirilen
teshis islemlerinde 6rneklerin Eustigmaeus johnstonioldugu
anlagilmigtir.

Sekil 1. Akar ile enfeste halde bulunan disi Phlebotomus
papatasi
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Sekil 2. Eustigmaeus johnstoni (disi)

Eustigmaeus johnstoni Zhang & Gerson

Viicutlarinin oval yapida oldugu gdzlenmistir. Ustten propodo-
zoma, histerozoma ve suranal plaklar ayirt edilebilmektedir.
Plaklarinin Gzeri ¢cokgensi sekillerden olusan ¢cukurluklu desene
sahip oldudu ve g6z bulunmadigi kaydedilmistir. Propodozoma
plagi 4 cift (vi, ve, sci, sce), histerozoma plagi 6 ¢ift (c,, d,, d,, e,,
e, f,) ve sural plak 2 cift kil (h, ) tasidigi ve killarin dalli yapida
oldugu gdzlenmistir. Humeral plaklarin sirt plaklaryla benzer
desenli oldugu ve tasidigi ¢, killan sirt killaryla benzer yapida
oldugu anlasilmaktadir. Humeral boélgede kallosit gézlenme-
mistir. Gnatozoma ventralde 2 cift oral (or,,), 2 cift de subka-
pitum kil (m, n) tagidigi, koksisternal plakla'rmm bolindigu ve
dalliyapidaki 7a, 3a ve 4akillarinin bu plaklar Gzerinde yer aldig
gozlenmistir. Aggenital ve anogenital plaklar 3'er cift kil (ag, ,
ve ps, ) tagimaktadir. Bacaklar cift tirnakli ve Il. bacak femuru 5
adet kil tagimaktadir. I. ve Il bacagin genusunda k solenidiyumu
bulunmaktadir. IV. bacagin tarsusunda w solenidiyumu goézlen-

memistir.

incelenen akar &rnekleri: 2¢¢ Eustigmaeus johnstoni, Phlebo-
tomus papatasi'nin abdominal plevrasin’dan (Sekil 2).

Konakg bilgileri. Phlebotomus bergeroti, P. longicuspis, P. pa-
patasi, P. sergenti, Sergentomyia africana, S. dreyfussi, S. magna,
Sergentomyia sp. (1, 11, 14-16).

Yayilisi: Hindistan, iran, ispanya, israil, Kibris, Misir, Pakistan, Suu-
di Arabistan, Tunus, Turkiye ve Yemen (1, 2,9, 11, 13-17).

TARTISMA

Kum sinekleri medikal dnemi olan virlslere, bakterilere ve leis-
hmaniasise sebep olan Leishmania protozoonlarina vektorlik
yaparlar. Diinya Uzerinde 12 milyondan fazla insanin kum sinek-
lerinin tagididi hastaliklar ile enfekte oldugu ve her yil 2 milyon
insanin da etkilendigi bildirilmektedir (18). Vektor kaynakli hasta-
liklarin kontrold, biyoekolojik ve kimyasal yontemleri iceren etkili
entegre vektor kontrol programlari ile daha strddrilebilir hale
gelmistir (19). Vektor kum sineklerinin gelismesini sicaklik, foto-
periyot, nem gibi bircok faktor etkilemektedir (20). Bunlarin ya-

ninda entomopatojen parazitlerin de kum sineklerinin gelisim ve
yasama slrelerini etkiledigi dolayisiyla vektor kontrol programlar
icin alternatif olabilecedi duslndlmektedir. Kum sinekleri Gzerin-
de varligi bildirilen parazitik akarlar da kum sineklerinin yasam
surelerini azaltmaktadir (15).

Akarlar ile kum sinekleri arasindaki iligki tam olarak aciklana-
mamistir. ikili arasinda bulunan iliskinin foretik ya da parazi-
tik olduguna dair farkli gérisler bulunmaktadir. Adi gecen
akarlarin dogada ciftlesme ve gelismelerini, kum sineklerinin
dinlenme ve Greme alanlarinda gerceklestirdigi varsayilmakta-
dir. Konu ile ilgili, kum sineklerinin Greme ve dinlenme bdl-
gelerinde gergeklestirilecek daha detayli calismalara ihtiyac
duyulmaktadir. Phlebotomus papatasi gibi domestik kum
sineklerinde parazit akarlarin bulunmasi, memeli hayvanlarin
konakladiklari alanlarda stigmaeid akarlara rastlanilabilecegini
gostermektedir (2, 3).

Eustigmaeus cinsinin dinya Uzerindeki dagilimi ile ilgili cesitli
calismalar gerceklestirilmis ve glinimize kadar Phlebotominae
kum sinekleri Gzerinde parazitlenen Eustigmaeus dyemkoumai
(21), E. gamma, E. gorgosi, E. parasitica (5) ve E. johnstoni (14)
tirlerinin varhig bildirilmistir. iran’da gerceklestirilen bir diger
calismada, Phlebotomus papatasi Uzerinde parazitlenen E. jo-
hnstoni tirintn varhgi bildirilmistir (15). Eustigmaeus johnsto-
ni'nin dagihsi ile ilgili yapilan calismalar incelendiginde Yemen,
Filistin, Suudi Arabistan, Kibris, Tunus, Pakistan, Hindistan, Is-
panya, israil ve Misir’dan bildirildigi ve genis bir dagilima sahip
oldudu gozlenmektedir (2, 9, 11, 13-17). Turkiye'de daha énce
Ozbel ve ark. (1) tarafindan Sanliurfa'da yapilan bir calismada
Phlebotomus sergenti Uzerinde parazitlenen 15 akar bireyinin
tamaminin E. johnstoni tiriine ait oldugu gosterilmistir. Ayni
calismada P, papatasi lzerinde akara rastlanilmamasi nedeniyle
parazit akarlarla ilgili daha ayrintili calismalarin yapilmasi ge-
rektigi vurgulanmaktadir. Dinyanin farkl bélgelerinde yapilan
calismalarda bildirilen enfeste kum sineklerinin vicutlarinda
olusan yara izleri, Eustigmaeus ve kum sinekleri arasindaki ilis-
kinin rastlantisal olmadigina dair kanit olarak gosterilmektedir
(3, 14).
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SONUC

Kum sinegdi ve akar arasindaki iliskiye dair farkli Glkelerden yapi-
lan ¢alismalar parazitligin rastlantisal olmadigini géstermektedir.
E. johnstoni enfestasyonlarinin kesin biyolojisinin yeterli diizeyde
bilinmemesi, tire ait erkek birey ve ergin olmayan bireylerin kum
sineklerinde varliginin bildirilmemesi nedeniyle ikili arasinda bu-
lunan iliskinin daha iyi anlagilabilmesi icin konu hakkinda daha
detayli calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu ¢alisma, E. joh-
nstoni'nin Phlebotomus papatasi tzerinde parazitlendigini gos-
teren Turkiye'deki ilk calisma &zelligini tagimaktadir.

Etik Komite Onay:: Bu calisma icin etik komite onayina gerek yoktur.
Hasta Onami: Bu ¢alisma icin hasta onamina gerek yoktur.
Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.

Yazar Katkilan: Fikir - Y.O., S.T., M.K,, M.P; Tasarm - M.P, M.K., S.K.A.,
S.D., Y.O.; Denetleme - M.P, MK,, SKA., S.T, S.D., Y.O., H.E.; Veri Top-
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Akne Vulgaris ve Rozase Hastalarinda Deri Sebum, pH ve Nem
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oz

Amac: Akne vulgaris pilosebase Unitin inflamatuar bir hastaligidir. Rozase ise &zellikle yizi etkileyen, inflamatuar bir deri hastaligidir. Bu ca-
lismada, A. vulgaris ve rozase hastalarinda sebum, ph ve nem dizeylerinin Demodex spp gelisimine etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi
amaglanmistir.

Yéntemler: Calismaya klinik olarak A. vulgaris ve rozase tanisi almis her gruptan 30 hasta Kontrol grubu olarak da 60 saglikli birey calismaya
dahil edildi.

Bulgular: Akne vulgarisli hastalarda herbir bélgede Demodex akari 5/cm den fazla olanlarda 5/cm den az olanlarla karsilastirdigimizda deri-
nin yagli asidik, kuru veya ¢ok kuru oldugu saptandi.ancak nem degerinde anlamli bir farklilik yoktu. Rozase hastalarindaysa alin, sag yanak ve
burun bolgelerinin her birinde 5'den fazla Demodex olanlarda 5 ten az olanlara gére deri daha asidik ve kuru saptanirken yagllik dizeyinde
fark bulunmadi.

Sonug: Akne vulgaris hastalarinda derinin yagli, asidik, ve kuru veya ¢ok kuru olmasi, rozase hastalarinda ise derinin normal yag diizeyinde,
asidik ve ¢ok kuru olmasi Demodex spp gelisimini kolaylastirici bir faktor oldugu gordldu.

Anahtar kelimeler: Demodex, Akne vulgaris, rozase, sebum

Gelis Tarihi: 20.09.2016 Kabul Tarihi: 31.07.2017

ABSTRACT

Objective: Acne vulgaris is an inflammatory disease involving the pilosebaceous unit. Rosacea is a chronic inflammatory skin disease that
affects the face in particular. This study aimed to determine if skin sebum, pH, and moisture affect the number of Demodex spp. in acne
vulgaris and rosacea patients.

Methods: This study focused on 30 patients each with acne vulgaris and rosacea. As a control group, 60 healthy individuals were included.
Results: In acne vulgaris patients, when compared to those with Demodex mite more than 5 /cm? in each area, less than 5/cm? were found
to be oily, acidic, dry or very dry. However, there was no significant difference in moisture value. In patients with rosacea, the skin was acidic
and dry in patients those with more than 5/cm? Demodex mites when compared to those with demodex mite less than 5 /cm? in patients in
each of the right cheek and nose areas. There was no difference in skin oil level.

Conclusion: The oily, acidic, dry, and very dry skin of the acne vulgaris patients and the oily, acidic, and very dry skin of the rosacea patients
are factors facilitating the development of Demodex ssp.

Keywords: Demodex, Acne vulgaris, rosacea, sebum
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Demodex spp, kil follikilleri ve sebase glandlar icerisinde yasayan
asemptomatik saprofitik ektoparazitlerdir (1, 2). insanlarda Demo-
dex folliculorum (DF) ve Demodex brevis (DB) olmak (izere sadece
iki Demodex tirl saptanmistir (1, 3). DF, DB’den daha yaygindir
ve codunlukla kil folikillerinin infindibular kismina yerlesirken; DB
daha derin olan sebase gland ve duktuslar icerisine yerlesir (1, 4).

Demodex folliculorum, insanlarda en yaygin bulunan ektoparazit-
tir (5, 6). Deride sebase gland sayisinin ve sebum yapiminin belir-
gin oldugu ylzde en ylksek sayida bulunur, diger seboreik alan-
larda nadir veya yoktur®. Saglikli deride enfestasyon orani yasla
beraber artar ve orta yas Uzerindeki erigkinlerde prevalansi yaklasik
%100 olarak gordlur (2, 3). Akne vulgaris, ergenlik doneminde bas-
layan, folikiler kanalda tikanmaya bagl olarak geligen, yliz basta
olmak Uzere seboreik bolgelerde; komedon, papll, pustil ve no-
ddller gibi inflamatuar lezyonlar ile kendini gésteren bir hastaliktir
(7). Rozase; tekrarlayan flaging ataklari, daha sonrasinda da sabit
eritem, telenjektazi, papil ve pustillerle karekterize, alevlenme ve
iyilesme dénemleriyle seyreden kronik inflamatuar fasial bir der-
matozdur. Etyopatogenezden primer olarak vaskiler asin aktivite
ve fasial duyarlilik sorumlu tutulmaktadir. Bunun yanisira, gegici
eritemi tetikleyen emosyonel, hormonal, metabolik, nutrisyonel
ve fiziksel faktorler de suglanmaktadir. Ayrica Helicobakter pylori
(HP) enfeksiyonu gibi cesitli sistemik hastaliklarin kalici eritem ve
telenjektazi olusumuna; immin sistem anormalligi, artmis bozuk
katelisidin Gretimi ve DF enfestasyonunun inflamatuar lezyonlarin
gelisimine katkilar Gzerinde de durulmaktadir (8).

Bu calismada, akne vulgaris ve rozase hastalarinda deri sebum,
pH ve nem degerlerinin DF enfestasyonu Uzerine etkisinin olup
olmadiginin arastinlmasi amaclanmistir.

YONTEMLER

Hasta Gruplari

Calismadan énce yerel etik kurul onayi alindi. Calismaya inénii
Universitesi Dermatoloji klinigine bagvuran hastalar alindi. 12 yas
ve Uzeri 30 akne vulgaris, 30 rozase hastasi alindi. Kontrol grubu
ise dermatolojik muayenesinde akne vulgaris ve rozase lezyon-
lari saptanmayan, yas ve cinsiyetleri hasta gruplari ile uyumlu 60
bireyden olustu. Calismaya katilanlarin son 24 saat igerisinde yu-
zine nemlendirici kremleri kullanmamis olmasi, élctim yapildig
glin yizini sadece bir kez su ile yikamig olmasi ve temizleyici
drin kullanmamis olmasi ¢alismaya dahil olma kriterleri olarak
belirlendi. Son 1 aydir akne vulgaris ve rozase igin topikal ve siste-
mik tedavi alanlar, herhangi bir nedenle sistemik ilag kullananlar,
ylzde baska bir dermatolojik hastaligi olanlar (-herpes enfeksiyo-
nu, impedigo, perioral dermatit, seboreik dermatit, lupus erite-
matozus gibi), gebe ve laktasyon déneminde olan olgular calis-
maya dahil edilmedi. Hastalarin demografik 6zellikleri, Demodex
spp sayisl, sebum-pH ve nem degerleri kaydedildi.

Derinin sebum, nem, pH degerlerinin 8lctimii

Derinin sebum, pH, nem degerlerinin dlciminde Sebumeter SM
810, Corneometer CM 825, Skin-pH-meter pH 900 (Courage+K-
hazaka Eloctronic GmbH, Cologne, Germany) kombine Unitesi
ve bununla baglantili bir bilgisayar kullanildi. Olgiim bu kombi-
ne Uniteye bagh Ug farkl probun sirasiyla alin, sag yanak, burun
ve ¢ene bodlgelerine sebum icin 30 saniye, pH icin 3 saniye ve

nem icin 1-2 saniye temasi saglanarak yapildi. Bu kombine tnite-
de, deri tipini belirleyen referans dederler yuziin bdlgelerine ve
cinsiyete gore farklilik géstermesi nedeni ile Sebumeter SM 810
kullaniminda elde edilen pg sebum/ cm? deri degeri; alin, burun
ve ¢ene bolgesinde 100'den kii¢lk ise deri tipi kuru, 100-220 ara-
sinda ise normal, 220 ve Ustlinde ise yagdli olarak belirtilmistir. Ya-
naklarda ise deri tipi, sebum degeri 70'den kicik ise kuru, 70-180
arasinda ise normal, 180'den buyUk ise yagh olarak bildirilmistir.
Ayni sekilde Corneometer CM 825'de dlciilen degerler; bakilan
tim bdlgeler igin 50'nin altinda ise ¢ok kuru, 50-60 arasinda ise
kuru ve 60'in Uzerinde ise yeterli nem olarak degerlendirilmistir.
Skin-pH-meter pH 900'de ol¢lilen dederlerde ise kadinlar igin;
3,5-4,3 arasi asidik, 4,5-5,5 arasi normal ve 5,7-6,5 arasi alkali ola-
rak belirtilmistir. Erkeklerde ise 3,5-4,0 arasi asidik, 4,3-5,5 arasi
normal ve 5,7-6,5 arasi da alkali olarak degerlendirilmistir.

Olgularin ylz derisinin sebum, pH ve nemi; alin, sag yanak, burun
ve ¢ene olmak Uzere 4 farkli alanda tariflenen kombine Unite ile
oda isisinda degerlendirildi.

Demodex varliginin arastiriimasi

DF yogunlugu, yizey alani basina disen parazit sayisi olarak ka-
bul edildi. Buna gére 1 cm? alanda DF>5 saptanmasi enfestasyon
olarak degerlendirildi. Alin, sag yanak, burun, cene olmak tzere
toplam 4 standart bolge secildi. Tim hastalar ve kontrollerde DF
yogunluguna bakildi. DF, Parazitoloji Unitesinde, standart yiize-
yel deri biyopsisi (SYDB) olarak adlandirilan noninvaziv yéntem
kullanilarak arandi. SYDB, siyanoakrilat yapistinct bulunan bir
mikroskop laminin lezyon lzerine bastirnimasi ve yapiskan uygu-
lanmig lamin deride 1 dakika tutulup kaldinlmasindan ibarettir.

istatistiksel Analiz

Arastirma verilerinin istatistiksel degerlendiriimesinde SPSS for Win-
dows 13,0 version (SPSS Inc.,Chicago, USA ) paket programi kullanil-
mistir. Olciilebilir degiskenlerin tanimlanmasinda Aritmetik Ortalama
(X) = standart sapma (SD), kategorik verilerin tanimlanmasinda ise
sayi ve yiizde kullanildi. Olglilebilir degiskenlerin bazilarinda normal
dagilim géstermedidi (p<0,05), bazilarinda ise normal dagilim gos-
terdigi (p>0,05) Shapiro Wilk normallik testi ile saptandi. Bu neden-
le, gruplann karsilagtinlmasinda unpaired t testi ve Mann-Whitney
U testi, kategorik degiskenlerin degerlendirilmesinde ise Pearson
Ki-Kare ve Fisher'in Kesin Ki-Kare analizi kullanildi. p<0,05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir, tim olgular ¢aligmaya alind.

BULGULAR

Hastalara ait bulgular

Calismamiza; 30 akne vulgaris, 30 rozaseali hasta, ayrica yas ve
cinsiyet agisindan uyumlu 60 kisilik kontrol grubu alindi. Akne
vulgaris hastalar, 15 erkek, 15 kadin, yaslar 15-28 arasinda olup,
yas ortalamasi 20,4+4,0 olarak saptandi. Kontrol grubunun ise;
15 erkek, 15 kadin olup yas ortalamasi 23,6+4,1 idi. Rozaseli has-
ta grubunun; 15 erkek, 15 kadin, yaslar 25-72 arasinda olup, yas
ortalamasi 46,5+13,0 olarak saptandi. Kontrol grubunu, yaslan
27-75 arasinda degisen 15 erkek, 15 kadin olusturmaktaydi. Yas
ortalamasi 47,6+11,3 idi. Akne vulgarisli hastalarda 5, kontrol gru-
bunda ise 2 kiside DF=5 saptandi. iki grup arasinda istatistiksel
olarak fark yoktu (p=0,423). Ayrica rozase hastalarinda 10, kontrol
grubunda 3 kiside DF>5 bulundu. Burda ise gruplar arasinda fark
vardi (p=0,028).
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Gruplara gére sebum degerleri (g sebum/ cm? deri) &l¢iim
sonuglan

Akne vulgaris grubunda sirasiyla sebum degerinin ortalama-
si; alin bolgesinde, DF=5 olanlarda 226,0+3,1, DF<5 olan-
larda 129,2+63,9 bulunup ark istatistiksel olarak anlamliydi
(p=0,001). Sag yanak bdlgesinde, DF=5 olanlarda 183,0+2,3,
DF<5 olanlarda 96,7+45,9 bulunup fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p=0,003). Burun bélgesinde, DF25 olanlarda
224,2+3,5, DF<5 olanlarda 127,5+49,4 bulunup fark ista-
tistiksel olarak anlamliydi (p=0,003). Cene bdlgesinde ise,
DF>5 olanlarda 132,3+1,1, DF<5 olanlarda 76,8+32,9 bu-
lunup burda da fark istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,02).
(Tablo-1)

Rozase grubunda sirasiyla sebum degerinin ortalamasi; alin bol-
gesinde, DF>5 olanlarda 211,6+40,6, DF<5 olanlarda 106,2+34,5
bulunup fark istatistiksel olarak anlamlydi (p=0,001). Sagd ya-
nak bolgesinde, DF=5 olanlarda 172,6+33,7, DF<5 olanlarda
91,4+28,8 bulunup fark istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,001).
Burun bolgesinde, DF=5 olanlarda 185,0+63,6, DF<5 olanlarda
119,0+37,0 bulunup fark istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,027).
Cene bolgesinde demodex sayisi 5 ve Uzerinde olan olgu olma-
digindan karsilastirma yapilamad.

Gruplara gére pH degerleri 6l¢ciim sonuglari

Akne vulgaris grubunda sirasiyla pH degerinin ortalamasi; alin
bolgesinde, DF25 olanlarda 3,8+0,2, DF<5 olanlarda 4,7+0,5
bulunup fark istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,001). Sag yanak
bolgesinde, DF25 olanlarda 4,0+0,3, DF<5 olanlarda 4,9+0,5
bulunup fark istatistiksel olarak anlamlydi (p=0,006). Burun
bolgesinde, DF>5 olanlarda 3,9+0,2, DF<5 olanlarda 4,9+0,5
bulunup fark istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,001). Cene bdl-
gesinde ise, DF=5 olanlarda 3,9+0,1, DF<5 olanlarda 5,0+0,7
bulunup burda da fark istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,02).
(Tablo-2)

Rozase grubunda sirasiyla pH degerinin ortalamasi; alin bélge-
sinde, DF>5 olanlarda 4,2+0,6, DF<5 olanlarda 5,2+0,7 bulunup
fark istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,001). Sag yanak bdlge-
sinde, DF>5 olanlarda 4,1+0,5, DF<5 olanlarda 5,2+0,6 bulunup
fark istatistiksel olarak anlamhydi (p=0,001). Burun bdlgesinde,
DF>5 olanlarda 4,2+0,8, DF<5 olanlarda 5,3+0,7 bulunup fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,009). Cene bdlgesinde de-
modex sayisi 5 ve lzerinde olan olgu olmadigindan karsilastir-
ma yapilamadi.

Gruplara gére nem degerleri 6l¢lim sonuglari

Akne vulgaris grubunda sirasiyla nem degerinin ortalamasi; alin
bolgesinde, DF>5 olanlarda 50,2+10,0, DF<5 olanlarda 59,3+7,5
bulunup fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,08). Sagd
yanak bolgesinde, DF=5 olanlarda 49,6+9,7, DF<5 olanlarda
60,1+7,2 bulunup fark istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,04).
Burun bolgesinde, DF>5 olanlarda 50,7+4,1, DF<5 olanlarda
59,2+5,2 bulunup fark istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,01).
Cene bolgesinde ise, DF>5 olanlarda 47,6+0,5, DF<5 olanlar-
da 56,7+6,3 bulunup burda da fark istatistiksel olarak anlamlydi
(p=0,01). (Tablo 3).

Rozase grubunda sirasiyla nem degerinin ortalamasi;
alin bolgesinde, DF>5 olanlarda 48,4+6,7, DF<5 olanlar-

Tablo 1. Akne vulgaris hastalarinda yiz bolgesine gore

Demodex spp. mevcudiyetinin sebum degeri (ug sebum/ cm’
deri) yonlnden karsilastirilmasi

DF>5 olanlarda | DF<5 olanlarda
sebum degeri | sebum degeri Deri
Alanlar X+SD X+SD p degeri | tipi
Alin 226,0+3,1 129,2+63,9 0,001 |yagh
Sag yanak 183,0:2,3 96,7+45,9 0,003 |yagh
Burun 224.2+3,5 127 5+49,4 0,003 |yagh
Cene 123,3+1,1 76,8+32,9 0,02 |yagh
Tablo 2. Akne vulgaris hastalarinda yiiz bdlgesine gore
Demodex spp. mevcudiyeti ile pH arasindaki iligki
DF>5 olanlarda | DF<5 olanlarda
pH degeri pH degeri Deri
Alanlar X+SD X+SD p degeri | tipi
Alin 3,8+0,2 4,7+0,5 0,001 Jasidik
Sag yanak 4,0+20,3 4,9+0,5 0,006 |asidik
Burun 3,9+0,2 4,.9+0,5 0,001 Jasidik
Cene 3,9+0,1 5,0£0,7 0,02 Jasidik
Tablo 3. Akne vulgaris hastalarinda yiz bolgesine gore
Demodex spp mevcudiyeti ile nem arasindaki iligki
DF>5 olanlarda | DF<5 olanlarda
nem degeri nem degeri Deri
Alanlar X+SD X+SD p degeri| tipi
Alin 50,2+10,0 59,3+7,5 0,08 | Anlamli
degil
Sag yanak 49,6497 60,1+7,2 0,04 Cok
kuru
Burun 50,7+4,1 59,2+5,2 0,01 Kuru
Cene 47 6+0,5 556,7+6,3 0,01 Cok
kuru

Tablo 4. Rozase hastalarinda ylz bdlgesine gore Demodex
spp. mevcudiyeti ile nem arasindaki iligki

DF>5 olanlarda | DF<5 olanlarda

nem degeri nem degeri Deri

Alanlar X+SD X+SD p degeri| tipi
Alin 48,4+6,7 60,9+7,5 0,0001 Cok
kuru

Sag yanak 441427 58,7+8,8 0,0001 Cok
kuru

Burun 48,6+8,6 57,9+6,5 0,017 Cok
kuru

da 60,9+7,5 bulunup fark istatistiksel olarak anlamliydi
(p=0,0001). Sag yanak bdlgesinde, DF=5 olanlarda 44,1+2,7,
DF<5 olanlarda 58,7+8,8 bulunup fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p=0,001). Burun bédlgesinde, DF>5 olanlarda
48,6+8,6, DF<5 olanlarda 57,9+6,5 bulunup fark istatistiksel
olarak anlamhiydi (p=0,017). Cene bdlgesinde Demodex sa-
yisi 5 ve lzerinde olan olgu olmadigindan karsilastirma yapi-
lamadi. (Tablo 4).
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Demodex spp. esas olarak yizl etkileyen, saglikli bireylerin de-
risinde de bulunan saprofitik bir parazittir. Yizin sebase gland
sayisi ve sebum yapiminin belirgin oldugu yerlerde en ylksek
konsantrasyonda bulunurlar (9).

Akne vulgarisli hastalarda sebum-akne-DF iliskisini arastinldidi bir
calismada seboreik deride DF'yi, normal ve kserotik deriye gore
daha fazla bulmuslardir. Ancak hastalar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (10). Baysal ve arkadaslari (11) 101
akne vulgarisli hastanin %11,8'inde, Polat ve arkadaslari (12) ise 78
akne wvulgarislinin %15,38'inde DF saptamiglardir. Calismamizda
akne vulgarislilerde DF=5 hasta sayisi kontrol grubuna gére yiiksek
olmamakla birlikte alin, sag yanak, burun ve cene bélgelerinin her-
birinde DF>5 olanlarda, DF<5 olanlara gore, sebum miktarini daha
yuksek, pH'yr daha asidik ve nem duzeyini de kuru ya da ¢ok kuru
olarak bulduk. Alin bélgesindeki nem degderi hari¢ bitin deger-
lerde fark istatistiksel olarak da anlamliydi. Ancak bu durumda tek
basina sebum miktarinin akne vulgariste DF gelisiminde yeterli ol-
madigini muhtemelen sebum konfiglirasyonununda etkili olabile-
cegini duslindirmektedir. Biz bu durumu Demodex parazitlerinin
yasam alaninin pilosebase tnitede bulunmasina baglamaktayiz.
Cunkl artmis sebum Uretimi ve bozuk keratinizasyon Demodex
spp. i¢in uygun bir yasam ortami olusturmakta olup, bu parazitler
sebum ve epitel artiklaryla beslenmektedir (1).

Sebumun blyik kismini olusturan serbest yag asitleri ve triglise-
ritlerin deri asiditesinin saglanmasinda énemli katkilan olduguda
bilinmektedir (13). Demodex parazitlerinin yasam alanlarininda
sebumun bu &zelliginden dolayi asidik &zellikte oldugunu du-
stinerek, normalde mikroorganizmalara karsi koruyucu olan bu
asit ortamin, parazitlere etki etmedigini hatta var olabilmelerini
kolaylastirdigini distinmekteyiz. Ayrica derideki nem duzeyinin
azalmasiyla klinikte gorilen kuruluk, catlamalar ve deskuamas-
yonun, deri hemostazinin strdirilmesinde kritik role sahip olan
deri bariyer fonksiyonunda degdismeye neden olmakta ve bu
durum derinin genel kalitesinin bozulmasiyla sonuclanmaktadir
(14). Bariyer fonksiyonundaki bozuklugun sekonder bir sonugtan
ziyade farkli deri hastaliklan icin kritik bir faktér olduguda be-
lirtilmektedir (13). Bundan dolayi deri butinlagindeki her turlu
azalmanin, parazitlerin invazyonunu kolaylastirip enfestasyonu
baslatabilecegini dusinmekteyiz.

Rozase etyolojisi tam olarak bilinmeyen bununla birlikte, mul-
tifaktoryel olarak degerlendirilen bir hastalikti. Bu hastaligin
patogenezinde temel olarak, damarsal asir veya bozuk aktivite
suclanmaktadir. Ayrica hastaligin etyolojisinde Demodex akarlar
onemli bir faktor olarak degerlendirilmektedir. Papiller dermal
damarlardaki kan akiminda artis, Demodex ssp. icin favori bir
yasam alani yada dermise invaze olma imkani saglar. Ayrica bu
parazitlerin folikiler acikligi mekanik olarak tikayarak ya da mik-
roorganizmalara vektor gérevi gorerek de rozase lezyonlarinin
gelisimine katkida bulunabilecedi distndlmustir (15).

Papllopustuler rozaseli hastalar genellikle kuru ve hassas bir cilt-
ten sikayet ederler. Bu hastalarda yapilan bir calismada transepi-
dermal su kaybinin arttigi, nem seviyelerinin azaldigi bildirilmistir
(16). Yiz pH seviyeleri yiksek bulunmustur (17). Sadece rozaseli
hastalarda yapilan calismalarda Sibenge (18) 25 hastanin 20'sinde,

Basta (19) 50 rozaseli hastanin 43'inde deri biyopsi drneklerinde
DF'ye rastladiklarini bildirmiglerdir. Bagka bir calismada da saglik-
li kontroller ile papUlopustiler rozaseli hastalar karsilagtinlmis ve
Demodex spp. prevalans ve dansitesinin istatistiksel olarak dnemli
derecede yiksek oldugu bulunmustur (20). Bizde ¢alismamizda ro-
zaseli hastalarda DF=5 hasta sayisini kontrol grubuna gére anlamli
derecede yUksek saptadik. Ayrica alin, sag yanak ve burun bélge-
lerinin herbirinde DF25 olanlarda, DF<5 olanlara gére, sebum mik-
tarini normal, pH'y1 daha asidik ve nem duzeyini de ¢ok kuru olarak
bulduk. Tum degerler istatistiksel olarakta anlamliydi. Sadece ¢ene
bélgesinde DF>5 hasta olmadigindan degerlendirme yapamadik.
Bu durum Demodex akar sayisinin artmasinda sebumun tek basina
degil de pH ve nem dizeyi ile beraber etkili oldugunu disindur-
mektedir. Spesifik uzun zincirli doymus yag asidi seviyeleri diser-
ken, miristik asit seviyelerinin anlamli derecece arttigi gosterilmis-
tir. Palmitik asit ve palmitoleik asit ise en ylUksek konsantrasyonda
olan sebase yag asitleri olmustur. Demodex spp.'nin de rozaseli
hastalarda sayisinin artmis olmasi, bu tip sebase mikrogevrenin,
akar cogalmasinda rol oynayabilecegini géstermektedir (21).

Bazi insan I0kosit antijen (HLA) genlerini tasiyan kisilerin belli has-
taliklari gelistirmeye daha yatkin oldugu bilinmektedir. Psoriazis
vulgaris, alopesi areata ve atopik dermatit gibi hastaliklar ile HLA
fenotipi arasinda korelasyon saptanmistir (22). Akilov ve Mumcu-
oglu'nun, Demodex enfestasyonu ile HLA fenotipleri arasinda bir
birliktelik olup olmadigini saptamak icin yaptiklar calismalarda,
HLA A2 fenotipsiz hastalarda; CD8 sayisinda dusuklik, 16kosit-
lerin fonksiyonel aktivitesinde azalma, IgA konsantrasyonunda
artig, derin papuler ve papulopustiler formlarda daha fazla iz-
lenme, blylk deri alanlarinda daha fazla etkilenme gérilmus. Bu
alelin koruyucu rol aldigi ileri strilmustur (23).

SONUC

Demodex parazitleri rozasenin patogenezinde etkili olurken, se-
bum degerlerinde degisiklige yol acacak muhtemel bir neden
olusturmamaktadir. Dolayisiyla rozase etyolojisinde rol oynadidi
dlstintlen Demodex parazitlerinin daha fazla (+)'liginin (5 ve Uze-
ri sayida) oldugu boélgede sebumda bir degisiklik beklenmemek-
tedir. Genetik olarak yatkin bireylerde normal dizeydeki sebum
miktari ile distk pH ve nem dizeylerinin DF i¢in patojeniteyi ko-
laylastirdigini diglinmekteyiz. Ancak Demodex enfestasyonu ile
sebum, pH ve nem degerleri arasindaki iligkiyi net olarak ortaya
koyabilmek icin cok sayida yeni calismaya ihtiyac vardir.

Etik Komite Onayi: Bu calisma icin etik komite onayr inénii Universitesi
Etik Kurulundan alinmigtir.

Hasta Onami: Yazili hasta onami bu ¢alismaya katilan hastalardan alin-
mistir.
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ABSTRACT

Objective: The goal of this study was to investigate the seroprevalence of Toxoplasma gondii (T. gondii) in sheep from Nevsehir Province in
Turkey.

Methods: Blood samples were taken from 180 sheep aged between 1 and 7 years, which were randomly selected from seven different study
sites in Nevsehir Province. The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection of antibodies to T. gondii was performed on
all the serum samples.

Results: Eighteen (10%) serum samples were found to be seropositive for T. gondii antibodies. The highest seropositivity rate (11.53%) was
found in sheep aged between 1 and 2 years, whereas the lowest seropositivity rate (8.51%) was found in sheep aged between 5 and 7 years
old. Eighteen of the 162 ewes (11.1%) were found to be seropositive, whereas none of the 18 tested rams were seropositive. In addition,
considering the study site location, the highest seropositivity rate was in Avanos (32%), whereas the lowest seropositivity rate was in Kozakli
(2.9%). The T. gondii seropositivity rates were statistically insignificant with regard to age groups and gender (p>0.05), whereas they were
statistically significant (p<0.05) with regard to study centers.

Conclusion: This is the first serological report on toxoplasmosis in sheep from Nevsehir Province in Turkey.

Keywords: Toxoplasma gondii, sheep, Nevsehir, seroprevalence, ELISA, Turkey
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oz

Amag: Bu calisma, ic Anadolu Bélgesinde Nevsehir yoresinde bulunan koyunlarda Toxoplasma gondii (T. gondii)'nin seroprevalansinin aras-
tirlmasi amaci ile yapilmistir.

Yéntemler: Calismanin materyali olarak Nevsehir ilinde 7 farkli calisma merkezine ait (Gulsehir, Nevsehir Merkez, Kozakli, Acigél, Avanos, Ha-
cibektas, Derinkuyu) 1-7 yas arasinda toplam 180 koyun rastgele secilerek kan érnekleri alinmistir. Alinan kan érneklerinin serumlari ¢ikariimig
T. gondii antikorlar yonlinden ELISA testi ile incelenmistir.

Bulgular: Nevsehir yoéresinde ELISA testi ile incelenen toplam 180 koyunun 18 (%10)'inin T. gondiii antikorlari yéniinden seropozitif oldugu
tespit edilmistir. Bunun yaninda en ylksek seropozitiflik %11,53 orani ile 1-2 yasindaki koyunlarda tespit edilirken en az seropozitiflik orani ise
%8,51 ile 5-7 yas arasi koyunlarda belirlenmistir. Cinsiyetlere gére 162 koyunun 18 (%11,1)'inde seropozitiflik tespit edilmis, buna karsilik 18
kocta seropozitiflik saptanmamustir. Ayrica calisma merkezleri agisindan koyunlarda en ylksek seropozitiflik %32 orani ile Avanos’da, en distk
seropozitiflik ise %2,9 orani ile Kozakli’'da tespit edilmistir. Elde edilen seroporzitiflik oranlarinda; koyunlarin yas gruplari ve cinsiyetlerinin ista-
tistiksel olarak dnemli (p>0,05) olmadigi, calisma merkezlerinin ise istatistiksel olarak dnemli oldugu saptanmistir (p<0,05).

Sonug: Nevsehir yoresinde koyunlarda Toxoplasma gondii'nin varligi ilk kez bu calisma ile belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Toxoplasma gondii, koyun, Nevsehir, seroprevalans, ELISA, Turkiye
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INTRODUCTION

Toxoplasmosis is a zoonotic disease caused by the intracellular
protozoan parasite T. gondii, and it may affect all mammals, hu-
mans, and birds (1-4). The definitive hosts for the T. gondii are
cats and other felines, whereas the intermediate hosts are all the
birds and mammals, including humans (2, 4-6).

Toxoplasmosis in sheep and other animals is subclinical. In some
acute cases, toxoplasmosis may cause symptoms such as an
increased body temperature, loss of appetite, diarrhea, lack of
energy, and breathing problems. Those symptoms are generally
not typical of the disease; therefore, the diagnosis of toxoplas-
mosis in sheep only by observing the symptoms is difficult. As
with other organisms, the diagnosis of toxoplasmosis in living
sheep can be achieved by various serological methods (1).

The Sabin-Feldman dye test (SFDT), indirect fluorescent anti-
body test (IFAT), indirect hemagglutination test (IHA), comple-
ment fixation test (CFT), and enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA) are some of the various tests available to diagnose
toxoplasmosis (1, 5, 6).

Previous studies conducted in Turkey indicate that the average
prevalence of toxoplasmosis in sheep is 40%, with regional varia-
tions ranging between 2.8% and 95.7% (7-15).

The aim of this study was to determine the seroprevalence of T.
gondii infection in sheep from Nevsehir Province in Turkey.

METHODS

Study Area

The material used in this study was the blood serum samples
taken from randomly selected 180 sheep aged 1 to 7 years. This
study included sheep from Nevsehir Province, located in the Cen-
tral Anatolia Region, Turkey (with an altitude of 1260 m, 38° 37' N
longitude-34°43" E latitude), where toxoplasmosis has not been
previously detected. In the present study, Gulsehir, Nevsehir Cen-
tral, Kozakli, Acigol, Avanos, Hacibektas, and Derinkuyu districts
were chosen as study sites in Nevsehir Province. In Nevsehir, the
annual average precipitation is 429.4 kg/m?, the average tempera-
ture 10.6°C, and the average relative humidity 60.6%.

Blood samples were collected in a sterile tube from the punc-
tured jugular vein of sheep. Serum samples were obtained by
centrifugation at room temperature (25°C), at 4 000 rpm for 10
minutes, and were stored at —20°C until analyzed. To detect the
T. gondii antibodies, CHEKIT-Toxotest ELISA Test Kit (IDEXX, AG,

Table 2. Toxoplasma gondii seropositivity rate with regard to the study centers

Switzerland) was used in the study. The ELISA test was performed
according to the instructions listed on the commercial kit.

Reading and Calculation of Results

The test was performed according to the procedure described
by the manufacturer and the results were assessed at a wave-
length of 450nm using an ELISA microplate reader (MR-96A). The
following equation was used:

Value%= 0O.D. sample-O.D. negative x100

O.D. positive=O.D. negative

If the test sample’s percentage value was greater than or equal
to 100%, the test was considered to be positive. If the result was
greater than or equal to 30% or less than 100%, the test was
weakly positive. If the result was greater than or equal to 20%
and less than 30%, the result was suspicious. Finally, if the result
was less than 20%, the test was considered to be negative.

Statistical Analysis

The chi-squared test was applied to compare the rate of sero-
positivity between age groups, gender, and study sites. Statisti-
cal significance in this study was defined as p<0.05.

RESULTS

Out of the 180 sheep aged between 1 and 7 years from seven
different sites in Nevsehir Province, the ELISA test showed that
18 sheep (10.0%) had anti-T. gondii antibodies.

According to Table 1, the highest seropositivity rate of 11.53%
was detected in 1- to 2-year-old sheep, whereas the lowest sero-
positivity rate of 8.51% was detected in 5- to 7-year-old sheep. As
a result, the seropositivity rate among the seropositive animals
with regard to the age groups of the sheep was not statistically
significant (p>0.05).

Table 1. Toxoplasma gondii seropositivity rate by ELISA in
sheep with regard to age groups

Age Animals Positive Seropositivity
Groups Examined Animals Rate (%)
1-2 78 9 11.53

3-4 55 5 9.09

5-7 47 4 8.51

Total 180 18 10.0

Study Site Month Animals Examined Positive Animals Seropositivity Rate (%)
Gulsehir February 38 2 5.3°b

Centre March 23 2 8.7¢b

Kozakli April 34 1 29°

Acigol May 30 2 6.7°

Avanos June 25 8 320°
Hacibektas July " 1 9.1°%

Derinkuyu August 19 2 10.5°

TOTAL 180 18 10.0

*bThe differences between a and b in the column are significant (p<0.05).
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Table 2 shows the seropositivity rates in sheep according to the
study sites. As the table indicates, the sheep in Avanos had the
highest seropositivity rate (32.0%), whereas the lowest seroposi-
tivity rate was in Kozakli (2.9%). As a result, the seropositivity rate
of T. gondii among the seropositive animals with regard to the
study sites was determined to be statistically significant (p<0.05).
In addition, the presence of cats was confirmed at all study sites.

With regard to the gender groups, out of 162 ewes, 18 (11.1%)
were found to be seropositive, whereas no seropositivity was de-
tected in the 18 rams tested. Seropositivity rates of the two gen-
der groups were compared; the differences between the sero-
positive animals were not statistically significant (p>0.05). Out of
the 8 sheep that miscarried, none were found to be seropositive.

DISCUSSION

In Turkey, the seroprevalence of toxoplasmosis in sheep was
20%-39.28% as indicated by CFT (8, 13), 36% by ToxHAtest com-
mercial kit (16), 14.66%-37% by LAT (9, 17), 22.5% in gravid ewes,
30.97% in ewes by IHA (12, 18), 22%-95.7% by ELISA (14, 18),
28.04%-88.70% by SFDT (7, 9, 10, 13, 19-23), and 13%-72% by
IFAT (9, 24, 25).

In our study, the seroprevalence of T. gondii was 10% in sheep
from Nevsehir in Turkey. This seropositivity rate of 10% is clear-
ly lower than the seropositivity rates observed in other studies
carried out in Turkey. The differences in the results from various
studies can be attributed to various factors, such as geographic
differences, various types of the serological tests employed, the
type and number of sheep examined, and the number and den-
sity of the definitive host, cats. Moreover, the rate of seropreva-
lence in this study was similar to the results found in Konya (24).

The seroprevalence of anti-T. gondii antibodies in sheep has
been reported in several countries. The T. gondii seropositivity
was found to be 7.4% by IHAT, 9.2% by IgG-ELISA, and 25.2% by
IgM-ELISA in Australia (26); 65.5% by MAT in USA (27); 13.9% in
small flocks of sheep and 28.5% big flocks of sheep by LAT and
IFAT in Uruguay (28); 2.5% by LAT in Pakistan (29); 24.50% by LAT
and IHAT in Iran (30); 12% by IHAT and 28% by IIFT in Chile (31);
18.75% by LAT in Brazil (32); 3.6% by MAT in North America (33);
13.8%—74.5% in Syria (34); 28.4% by 1gG-IFAT, 9% by IgM-IFAT
and 11.1% PCR in ltaly (35); 27.6% by IgG-ELISA in Morocco (36);
26.5% by IFAT in Iran (37); and 19.88% by ELISA and LAT in Paki-
stan (38).

The seropositivity rate of 10% detected in this study is lower than
the seropositivity rates reported in other studies from different
parts of the world (27, 28, 30-32, 34, 36-38). On the other hand, the
rates of 3.6% and 2.5% observed by Dubey and Foreyt in North
America (33) and Zaki in Pakistan (29), respectively, are lower than
the seropositivity rates observed in Nevsehir. These differences
can be attributed to the differences in country of study, the type
of the serological tests used, the differences in the sheep exam-
ined, and the number of the definitive hosts, cats. Moreover, the
seropositivity rate of 10% observed in this study is similar to the
rates found in Australia (9.2%) and ltaly (9-11.1%) (26, 35).

In the present study, although we found no differences in the
T. gondii seroprevalence rates with regard to mean age among

sheep (p>0.05), T. gondii antibodies in the 1-2-years age group
were more common than in the 5-7-years age group. The differ-
ence was probably due to the presence of maternal antibodies
or latent infection. In addition, other external factors, such as
farm management or feeding behavior, could account for this
discrepancy. Likewise, among the seropositive animals, statistical
significance with regard to gender was not observed (p>0.05).
However, the T. gondii seropositivity prevalence rate among the
seropositive animals with regard to the location of study centers
was found to be statistically significant (p<0.05), where Avanos
was identified as having the highest seropositivity rate (32.0%),
and Kozakli the lowest seropositivity rate (2.9%). The differenc-
es between the seropositivity rates in the study centers could
be attributed to the breeding conditions, the population of the
definitive host cats, and the level of contact those cats have with
sheep feeders and waterers.

CONCLUSION

The study results clearly identify the presence of T. gondii in the
sheep from Nevsehir Province in Turkey. Consequently, T. gondii
should be considered a possible cause of miscarriage in sheep.
Therefore, considering the fact that cats are the definitive hosts
and one of the most important factors in the spread of the in-
fection, they should be kept away from the sheep feeders and
waterers, and pens and the pastures, thus preventing contam-
ination through cat feces (1, 2, 5). To determine the effects of
toxoplasmosis on sheep breeding in Nevsehir, a larger study that
would also investigate cats, the definitive hosts for T. gondii, is
recommended.
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oz

Amag: Cografyamizda énemli bir saglik problemi nedeni olan Leishmania turlerinin virilansinin ve genetik materyalinin korunmasi icin yapi-
lacak kriyoprezervasyon yonteminin saglikli isleyip islemediginin gézlenmesi amaglanmustir.

Yontemler: Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali'nda Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) besiyerlerinde
ardisik pasajlarla devam eden Leishmania tropica, L. infantum, L. major ve L. donovani suglari kullanilmigtir. NNN besiyerinde kiltirt yapilan
promastigotlar RPMI 1640 sivi besiyerlerine aktarilmis ve logaritmik faza giren promastigotlar fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile 3 defa yikan-
mistir. Promastigot sayisi 108 mL/promastigot olarak ayarlanmis ve tzerine %15 Dimetilsilfoksit (DMSO) eklenmistir. Leishmania tiirlerinin her
biri 12 ayri steril kriyo tiplerine aktarilmistir. Tipler Coolcell kutularina yerlestirilerek -86°C'de bir gece bekletilmistir. Ertesi glin hizli bir sekilde
tupler sivi azot tankina aktarnimistir. Sivi azot tankina aktarilan kriyo tiipleri birer ay ara ile her Leishmania tlriinden birer adet cikarilarak uygun
sekilde ¢ozindlrilmis ve NNN besiyerlerine ekimleri yapilmistir.

Bulgular: Calisma siiresince her ay sivi azot tankindan ¢ikarilan Leishmania izolatlarinin her birinin % 60-65 oraninda canliliklarini korudugu ve
NNN besiyerlerine yapilan ekimlerinde promastigotlarin 7.glinde logaritmik faza girdigi gézlenmistir. Mikroskop incelemelerinde promasti-
got yapilarinda ve hareketlerinde anormallikler gézlenmemistir.

Sonug: Calismamizda leishmanisis ile ilgili yapilmasi planlanan arastirmalarda kriyoprezervasyonun énemli oldugu ve DMSQO ile yapilan kri-
yoprezervasyonun basarili oldugu kanisina varlmistir.

Anahtar Kelimeler: Lesihmania spp., Kriyoprezervasyon, Manisa, Turkiye
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ABSTRACT

Objective: It was aimed to assess the success of the cryopreservation process which is carried out in order to preserve the genetic material
and the virulence of the Leishmania species that are an important health problem in our region.

Methods: Leishmania tropica, L. infantum, L. major, and L. donovani strains in Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) medium in MCBU were used.
Promastigotes cultured in the NNN medium were transferred to RPMI 1640 medium; promastigotes in the logarithmic phase were washed
three times with PBS, and 15% dimethylsulfoxide (DMSQ) was added. Leishmania species were transferred to 12 separate tubes. The tubes
were stored at —86°C for one night by placing them in Coolcell boxes. The tubes were transferred into a liquid nitrogen tank. One cryotube
per Leishmania strain is thawed monthly and cultured in NNN medium.

Results: For the duration of study it was observed that each Leishmania isolate preserved 60-65% of their viability and entered the logarith-
mic phase on the 7t" day following the inoculation in the NNN medium. Abnormalities in the structures and movements of the promastigotes
were not observed in microscopic examinations.

Conclusion: The following conclusions were made: cryopreservation is important for studies planned related to leishmaniasis and cryopres-
ervation with DMSO is successful.

Key words: Leishmania spp., Cryopreservation, Manisa, Turkey
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GiRiS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan diizenlenen 69. Diinya
Saglik Toplantisinda benimsenen ihmal edilen tropikal hastalik-
larindan biri olan leishmaniasis, Leishmania parazitlerinin neden
oldugu Phlebotomus cinsi enfekte disi kum sineklerinin kan em-
mesi sirasinda insanlara bulastirdigi protozoon parazit hastalidi-
dir. Leishmaniasisin Visseral Leishmaniasis (VL), Post Kala Azar
Dermal Leishmaniasis (PKDL), Kutan6z Leishmaniasis (KL) ve
Mukokutandz Leishmaniasis (MKL) olmak tGzere doért ana formu
bulunmaktadir (1).

Dinyada ve Ulkemizde en sik gérilen kutanéz leishmanisis for-
mudur. Genellikle viicudun acik kalan bdlgelerinde lsere ve no-
duler cilt lezyonlarina neden olmasi, skar kalmasi, ciddi sakatliklar
birakmasi nedeniyle énemlidir (1-2).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) verilerine gore son bes yilda yaklasik
1 milyon KL vakasi rapor edilmis ve 431 milyon insandan fazla-
si kutandz leishmaniasis riski altindadir. Ulkemizde Giineydogu
Anadolu bélgesi basta olmak tzere Ege ve Akdeniz Bolgelerin-
deki illerimizde kutandz leishmaniasis olgulan sik¢a bildirilmek-
tedir. Ulkemizin bulundugu cografik konum itibari ile Asya ve Av-
rupa kitalarini birbirine baglayan képri konumunda bulunmasi,
kutandz leishmaniasisis endemik oldugu komsu tlkelerde mey-
dana gelen i¢ kansikliklar ve savaslar nedeniyle bu bolgelerden
Ulkemize cok sayida gd¢men girisinin olmasi, iklimsel degisiklik-
lere bagh olarak endemik olmayan bélgelerden de kutanéz le-
ishmaniasis vakalarinin bildirilmesi leishmaniasis epidemiyolojisi
agisindan dnemlidir (3).

Kriyoprezervasyon, 6zel koruyucu maddeler yardimiyla hiicrelerin
ya da dokularin dustk sicaklikta saklanmasi olayidir. Kriyoprezer-
vasyon esnasinda hicrelerde butin biyolojik aktiviteler ve biyo-
kimyasal reaksiyonlar durdurulur.

Kriyoprezervasyon yodnteminin kullaniimasi neticesinde suslarin
bakteri ve mantar kontaminasyonlarinin dnlenmesi, canlliklarinin
ve ila¢ direnci gibi biyolojik ézelliklerini korunmasi, virilans 6zel-
liklerini ve antijenik yapilarini kaybetmeden uzun sure saklayabil-
meleri saglanmaktadir (4-5).

Bu calismamiz cografyamizda énemli bir saglik problemi nedeni
olan Ulkemizdeki hastalardan elde edilmis Leishmania turlerinin
(Leishmania tropica, Leishmania infatum, Leishmania major ve
Leishmania donovani) virilansinin ve genetik materyalinin korun-
masi i¢in yapilmakta olan kriyoprezervasyon ydnteminin saglikli
isleyip islemedigini denemek amaciyla yapilmistir.

YONTEMLER

Manisa ilimizde gorilen KL ve VL hastalarindan izole edilmis ve
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitolo-
ji Anabilim Dali laboratuvarlarinda NNN besiyerlerinde ardasik
pasajlarla devam ettirilen L. tropica, L. infantum, L. major ve L.
donovani suslari kullanilmistir. NNN besiyerinde Ureyen promas-
tigotlar RPMI 1640 +%15 Fetal Bovine Serum +%1 Gentamisin
sollisyonu ve %1 Penicillin/Streptomycin sollisyonu iceren sivi be-
siyerlerine aktarilarak 25°C'deki etiv icerisinde 10 glin tutulmus-
tur. Logaritmik faza giren promastigotlar steril falcon tiplerine
aktanlmig ve 4400 rpom 10 dk +4°C'de santrifij edilmistir. Santrif(j
sonunda Ust kisim dékuilerek pellet Gzerine 10 ml fosfat tampon

Sekil 1. Kriyoprezervasyonu yapilan promastigotlarin sivi azot
tankinda arsgivlenmesi

solUsyonu (PBS) eklenmistir. Tekrar 4400 rpm 10 dk +4°C’de sant-
rifdj edilmis ve Ust kisim santriflj sonunda dokilmustir. Bu yi-
kama islemi 3 defa uygulanmistir. Son yikama isleminden sonra
pellet Uzerine PBS eklenerek promastigot sayisi 10 ml/promas-
tigot olacak sekilde mikroskopta thoma lami ile sayilarak ayar-
lanmistir. Hazirlanan promastigot sispansiyonlarinin Gzerine %15
Dimetilstlfoksit (DMSO) eklenerek steril pastor pipeti yardimiyla
homojen bir sekilde karistirlmasi saglanmistir. Daha sonra steril
internal kapakl kriyo tiplerine 1 ml olacak sekilde aktarilmistir.
L. tropica, L. infantum, L. major ve L. donovani tirlerinin her biri
icin 12 kriyo tlpU olacak sekilde 48 kriyo tlipl hazirlanmistir. Kriyo
tipleri Coolcell kutularina yerlestirilerek -86°C'de bir gece bekle-
tilmistir. Ertesi glin hizli bir sekilde Coolcell kutularindan ¢ikarilan
kriyo tipleri sivi azot tankina aktariimistir (Sekil 1). Sivi azot tanki-
na aktarilan L. tropica, L. infantum, L. major ve L. donovani pro-
mastigotlari iceren kriyo tipleri bir yil boyunca birer ay ara ile her
turden birer adet cikarlarak 37°C'lik su banyosunda eritilmistir.
Promastigotlar mikroskop altinda hareketliliklerine ve Eozin bo-
yas testine gore dederlendirilmeleri icin Thoma lami ile canlilik
ylzdelerine bakilmisti. Her bir érnek NNN besiyerine ekimleri
yapilarak 25°C'lik etiiv icerisinde inkiibasyona birakilmigtir. Or-
nekler 3., 5., 7., ve 9. glinlerde Uremeleri agcisindan degerlendi-
rilmistir. Calisma Helsinki Declaration’a uygun olarak yapilmistir.
Caligmanin niteligi nedeniyle etik kurul alinmasina gerek yoktur.
Istatistiksel olarak gruplar arasi kargilastirma Statistical Packages
for the Social Sciences (SPSS) istatistik programi ile anlamlilik de-
recesi p<0,05 alinarak yapilmistir.

BULGULAR

Sivi azot tankindan 12 ay boyunca her ay cikarilan promasti-
gotlarin % 60-65 oraninda canli oldugu tespit edilmis ve NNN
besiyerlerine yapilan ekimlerinde 7. gliinden itibaren logaritmik
faza girerek 108 ml/promastigot yogunlugunda olacak sekilde
Uredikleri gérilmustir. Her dort Leishmania izolatininda bir yil
boyunca ayni oranda canliliklarini korudugu ve NNN besiyerleri-
ne yapilan ekimlerinde promastigotlarin 7.giinde logaritmik faza
girdigi goézlenmistir. Ki-kare (x?) testi ile anlamli fark bulunmamus-
tir (p>0,05). Mikroskop incelemelerinde promastigot yapilar ve
hareketlerinde anormallikler (hiicre icerisinde vakuol olugsumu,
hareket azalmasi) gézlenmemistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Kriyoprezervasyondan sonra Uretilen promastigotlar

TARTISMA

Huicre ici zorunlu parazit olan Leishmania parazitlerinin neden ol-
dudu leishmaniasis, enfekte disi kum sineklerinin (Phlebotomus)
kan emmesi sirasinda insanlara bulastirdigi paraziter bir hastalik-
tir. Insanlarin ve yaklasik 70 hayvan tiiriniin dogal rezervuar oldu-
Ju bildirilmektedir. (1-2).

Dinyada KL vakalarinin %70'i Cezayir, Koska Rika, Afganistan,
iran, Sudan, Brezilya, Kolombiya, Etiyopya, Peru, ve Suriye'de
oldugu bildirilmektedir. Ulkemizde Giineydogu Anadolu, Ege
ve Akdeniz Bolgelerindeki illerimizde sikga gorilmektedir. Son
yillarda dlkemizin bulundugu cografyada yasanan i¢ kanigikliklar
ve savaglar nedeniyle kutanéz leishmaniasisin endemik oldugu
bolgelerden tlkemize cok sayida gdégmen girisi olmakta ve Ulke-
mize gelen misafirler tlkemizin farkli bolgelerine yerlesmektedir.
Bunun yani sira kiresel iklim degisikliklerine bagli olarak ekolojik
dengede vektdr ve rezervuarlar etkileyen degisikliklerin olmasi
son yillarda endemik olmayan bdlgelerden de KL vakalar bildi-
rilmektedir (2, 6-8).

Kutanoz leishmaniasis etkeni L. tropica ve L. major'e ek olarak
daha énceleri sadece VL etkeni olarak dusiindlen L. infantum ve
L. donovani'nin de molekiler dizeyde yapilan ¢alismalar sonu-
cunda KL etkeni olarak bildirilmistir (9).

Kriyoprezervasyon, 6zel koruyucu maddeler yardimiyla hiicrele-
rin ya da dokularin distk sicaklikta saklanmasi olayidir. Kriyopre-
zervasyon esnasinda hiicrelerde bitin biyolojik aktiviteler ve bi-
yokimyasal reaksiyonlar durdurulur. Kriyoprezervasyon igsleminde
yavas dondurma (slow freezing), hizli dondurma (rapid freezing)
ve vitrifikasyon (vitrification) olmak Uzere U¢ yontem kullanilmak-
tadir. Kriyoprezervasyonun temel amaci dondurma ve ¢ozdirme
esnasinda olusabilecek hiicre i¢i buz kristallerinin olugsumunu
engellemek ve olusmasi muhtemel buz kristallerinden hiicrele-
rin zarar gérmesini dnlemektir. Dondurma ve ¢ézdirme prose-
ddrleri her organizma icin farklilik gostermektedir. Dondurma
sirasinda kullanilan kriyoprotektan maddelerin kriyoprezervatif
ozellikleri de dikkate alinarak dondurulacak organizmaya gére
belirlenmelidir.

Cesitli suslarin uzun sire in vivo olarak deney hayvani modelle-
rinde ve in vitro kiltir ortamlarinda canliliklarinin sirekli olarak
devam ettirilmesi suglarin biyolojik ve kimyasal 6zelliklerinin ve
antijenik dzelliklerinin degismesine, patojenitelerinin azalmasina
neden oldugu bildiriimektedir. Ayrica deney hayvani modelleri-
nin ve kiltlr pasajlar insan kontaminasyon riskini de arttirmak-
tadir (10).

Kriyoprezervasyon ydénteminin kullanilmasi neticesinde suslarin
bakteri ve mantar kontaminasyonlarinin énlenmesi, canlliklarinin
ve ila¢ direnci gibi biyolojik 6zelliklerini korumasi, virllans 6zel-
liklerini ve antijenik yapilarini kaybetmeden uzun sire saklayabil-
meleri saglanmaktadir. Asi ¢alismalar gibi uzun sdreli deneysel
calismalarda suslarin givenli bir sekilde saklanmasi istenmeyen
farkliliklari ortadan kaldiracaktir (4-5, 11-15).

Calismamizda, Leishmania spp. parazitlerinin kriyoprezervasyonu
ve bu &érneklerin tekrar calismalar icin uygun sekilde canlandiri-
larak kiltirde Gretme islemleri yapilmistir. Arastirmamizda kul-
landigimiz kutanéz leishmaniasis etkeni dort tir Leishmania’nin
bir yil boyunca her ay sivi azottan cikarilan drneklerinde % 60-
65 oraninda canlilik oldugdu tespit edilmis ve NNN besiyerlerine
yapilan ekimlerinde 7. glinden itibaren logaritmik faza girdikle-
ri gorilmustir Benzer calismalarin uygun sartlarda Leishmania
amastigotlar ile de yapildiginda benzer canlilik ve Greme oran-
larini saglayacadi disindlmektedir. Kriyoprezervasyon igleminde
kullanilan kriyoprotektan maddesi DMSO'nun Leishmania pro-
mastigotlarinin canhliklarini korudugu ve Leishmania promas-
tigotlarinin kriyoprezervasyonu igin uygun bir koruyucu oldugu
dustnilmektedir.

Kriyoprezervasyon yapilmis 6rneklerde literatirlerde de belirtildi-
gi gibi ileri calismalarda kullanilacak parazitin genetik materyalin
degismeden kalmasi, drneklerin virllansini kaybetmemis olmasi
ve laboratuar is yukinin azaltilarak meydana gelebilecek hata-
larin en aza indirilebilmesi acisinda da blylik 6nem tasimaktadir.

SONUC

Ulkemizde yeni KL ve VL vakalarin ve yeni odaklarin gikmasi ile
onemli bir halk saghgi sorunu olan leishmanisisin énemini daha
da arttiracadi kesindir. Calismamizda Leishmania turlerinin kri-
yoprezervasyonu ve kriyorezervasyon sonrasi canladirma ve Uret-
me islemi basari ile yapilmistir.

Kriyoprezervasyonu yapilmasi planlanan suslarda mutlaka uygun
kriyorezervasyon islemleri ve kriyoprotektanlarin kullanilmasinin
onemli oldugunu distinmekteyiz. Turkiye'nin Leishmania hafi-
zasinin bu yolla olusturulabilinecedi ve bu ydntemle olusturu-
lan izolat bankalarinin ileride bu konuda yapilacak arastirmalara
onemli kaynak olusturacagr kanisina varilmistir.

Etik Komite Onay:: Bu calisma icin etik kurum onayina gerek yoktur.
Hasta Onami: Bu ¢alisma igin hasta onamina gerek yoktur.
Hakem Degerlendirmesi: Disg bagimsiz.
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oz

Amag: Diinya Saglik Orgiitii Plasmodium tiirlerinin “artemisinin” iceren ilaglara da direncli suslarinin ortaya ¢cikmasiyla tiim tlkeleri “Bir Son-
raki Artemisinin Avi” sloganiyla bitkisel kaynakli antimalaryal etken maddeleri arastirmaya tesvik etmektedir. Calisacak geng arastirmacilara
rehber olacak sekilde en temel ve basit olarak sitmanin in vivo ve in vitro modellerinin kurularak ilag arastirmalarinda ve etken madde tarama-
larinda yardimei olmasi amaciyla planlanmistir.

Yéntemler: in vitro calismamizda sivi azot tankindan cikarilarak uygun kosullarda ¢ézdiiriilen Plasmodium berghei geng trofozoitleri 0.1, 0.4,
0.8, 1.6, 6.4, 12.8 pg/mL konsantrasyonunda klorokin ve tetrasiklin ilaglari ile 24 saat +37°C’de jar icerisinde ¢alkalamali etlivde inkiibe edilerek
takip edilmistir. In vivo calismalarda Tetrasiklin grubu (TG) ve Klorokin grubuna (KG) intragastrik lavaj yoluyla 50 mg/kg dozunda tetrasiklin ve
klorokin oral yolla, tedavi almamis kontrol grubuna (TAKG) ayni miktarda ve yolla serum fizyolojik verilmistir. Farelerdeki parazitemi 24 gin
boyunca takip edilmistir.

Bulgular: In vitro ilag calismamizda klorokinin 0,8 pg/mL dozda parazitemiyi baskiladigi gériilirken, tetrasiklinin 1,6 pg/mL dozda parazitemiyi
baskiladigi gérilmistir. In vivo ilag calismamizda KG grubunda farelerde parazitemi yok olurken TG grubundaki farelerin hepsi 24. giinde,
TAKG grubundaki farelerin hepsi 12. glinde dlmustur.

Sonug: Calismamiz, klorokin temini geciktiginde tetrasiklin tedavisi verilmesi ile paraziteminin ilerlemesinin geciktirilebilecedi bu strede
klorokinin temin edilmesiyle ve tedaviye klorokin ile devam edilmesi durumunda hastanin ex olmasinin énlenebilecegini disiindirmustur.
Anahtar Kelimeler: Plasmodium, in vitro, in vivo, Manisa, Turkiye

Gelis Tarihi: 25.04.2017 Kabul Tarihi: 03.08.2017

ABSTRACT

Objective: The Wolrd Health Organization (WHQ) encourages all countries to investigate antimalarial drug substances derived from herbal
sources with the slogan “Hunt of the Next Artemisinin” due to the emergence of resistant strains of Plasmodium species to artemisinin. In
the broad and simple sense, it was planned to help guide the young researchers set in-vitro and in-vivo models of malaria in order to be used
in drug research and active ingredient studies.

Methods: In-vitro study, young Plasmodium berghei trophozoites were removed from the liquid nitrogen tank and resuspended in appropri-
ate conditions, followed by incubation with chloroquine and tetracycline at concentrations of 0.1, 0.4, 0.8, 1.6, 6.4, 12.8 pg/mL for 24 hours at
+37°C in a shaking incubator. In-vivo studies, Tetracycline group (TG) and Chloroquine group (KG) were administered 50 mg/kg of tetracy-
cline and chloroquine by intragastric lavage and untreated control group (TACG) were administered the same amount of saline via the same
route. The suppression of parasitemia in mice was followed for 24 days.

Results: In our in-vitro study it was observed that 0.8 ug/mL of chloroquine and 1.6 pg/mL of tetracycline was enough to suppress parasite-
mia. In our in-vivo drug study, all of the mice in the TG group died at day 24, and all of the mice in the TAKG group died at day 12, with no
parasitemia observed in the mice in the KG group.

Conclusion: Our study suggests that if tetracycline therapy is administered when the induction of chloroquine therapy is delayed, the exac-
erbation of the parasitemia may be prevented and when chloroquine is obtained chloroquine therapy can be commenced thus preventing
the loss of the patient.
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GiRiS

insanlik tarihinin eski zamanlarindan bu yana bilinen sitma, tarih
boyunca tim dinyanin ve Anadolu’'nun en énemli hastaliklardan
biri olmustur. Uygarlik tarihi incelendiginde, sitma hastaliginin
Mezopotamya, Eti ve Yunan uygarliklarinin ¢ékis nedenleri ara-
sinda kabul edildigi gérilmektedir.

Her 30 saniyede bir cocugun sitma nedeniyle hayatini kaybettigi
dinyamizda nifusun %40'inin sitma riski altinda bulundugu, her
yil 300 milyon insanin enfekte oldugu ve yaklasik 1 milyon kisinin
sitma nedeniyle hayatini kaybettigi bildirilmektedir. Bu nedenle
1998 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Birlesmis Milletler Co-
cuk Fonu (UNICEF), Birlesmis Milletler Gelisim Programi (UNDP)
ve Dinya Bankasi yeni bir miicadele baglatarak “Roll Back Mala-
ria (RBM)" ortakhigini kurmuslardir. Amaci 2010 yilina kadar tim
diinyada sitma insidansini disirmek ve risk altindaki bdlgelerde
yeni koruyucu dnlemler gelistirmek olan bu kurulugun planinda,
Tiirkiye Dogu Akdeniz Grubu Ulkeler icinde orta endemik risk-
li Glkeler arasinda gorilmektedir. Bu plan dahilinde WHO ve
UNICEF' in yayinladigr 2005 yili Diinya Sitma raporunda; sitma
savasinda en buylk zorlugun ilag direncinden kaynaklandigr ve
yeni bulunan antimalaryal ilag kombinasyonlarinin hayat kurtarici
olabilecegi, pek cok ulkenin sitma ilag politikalarinda degisiklik
yaparak yeni tedavi kaynaklarina yoneldigi aciklanmaktadir (1, 2).

Sitma ilaclarina karsi gelisen parazit direnci giinimuzde 6nemli
saglik sorunlarindan biri olan sitma ile savasta basari oranini du-
strmektedir. Klorokin'e direncli P. falciparum (KDPF) enfeksiyon-
lari ilk olarak Guneydogu Asya’da Tayland Kambogya sinirndaki
bolgede 1957 yilinda gorilmus ve hizla Tayland’a yayilmistir (3).
Guney Amerika'da 1960 ve 1976 yillarinda Papua Yeni Gine'de
KDPF enfeksiyonlar bildirilmistir (4, 5). Afrika'da 1978 yilinda
Kenya ve Tanzanya'ya seyahat eden kisilerde KDPF enfeksiyonlari
bildirilmistir (6, 7). Direng, 1983 yilindan itibaren Afrika kiyi bolge-
lerinden iclere, Sudan, Uganda, Zambiya ve Malavi'ye yayilmistir
(8, 9). KDPF enfeksiyonlarinin yayilmasi sonucu Tayland ve bazi
Asya ve Glney Amerika Ulkeleri 1973'te, Gliney Afrika Ulkelerinin
bazilar 1988 ve bazilar da 1993 yillarinda birinci basamak ilag se-
cenegdi olan klorokini degistirmislerdir (10, 11). Klorokine direncli
P vivax (KDPV) &zellikle klorokinin yaygin olarak kullanildigi bol-
gelerde gorilmustir. KDPV enfeksiyonlarn 1989 yilinda Kolom-
biya'da, 1996 yilinda Giney Amerika'da bildirilmistir. Primakin,
Kinin, Proguanil ve Primetamine karsi direncli P. vivax olgulari ise
1987 yilinda Avustralya’dan bildirilmistir (12, 13).

Daha sonra sitma tedavisinde Plasmodium’lann dihidrofolat re-
diktaz ve dihidropteroat sentaz enzimlerini kodlayan genlerde-
ki 6zgll gen mutasyonlarinin, antifolat kombinasyon ilaclarina
kargi gelisen direnci olusturdugu gosterilmistir (14). Tek basina
kullanildiginda Atovakon'a karsi hizla diren¢ gelisebilmesine kar-
sin, Proguanil Malaron™ kombinasyonunda veya Tetrasiklin gibi
ikinci bir ilagla kombine edildiginde direng ¢cok daha yavas gelis-
mektedir. Direncin sitokrom b genindeki nokta mutasyon sonucu
gelistigi bildirilmistir (15). Bircok Ulkede hem P, vivax sitmasinda
hem de P. falciparum sitmasinda hastaligin referans ilaci olan klo-
rokine karsi direng gelistigi belirlenmistir. Direncli Plasmodium
turleri ile enfekte hastalarda Artemisia annua bitkisinden elde
edilen "artemisinin” adl etken maddenin sagaltimda oldukc¢a
etkili oldugu gérilmuis ve direncli olgularda bu maddeyi iceren

ilaglar kullanilmaya baslanmistir. Fakat 2009 yilinda Plasmodium
tdrlerinin “artemisinin” iceren ilaglara da direncli suglarinin ortaya
cikmaya basladigr bildirilmistir. Bu nedenle sitmanin tedavisinde
yeniilaclara ve yeniilag kombinasyonlarinin arastirilmasina ihtiyac
dogmustur. Diinya Sadlik Orgiitii giinimiizde tim Glkeleri “Bir
Sonraki Artemisinin Avi” sloganiyla bitkisel kaynakli antimalaryal
etken maddeleri arastirmaya tesvik etmektedir. Bu nedenle sit-
manin tedavisinde yeni ilaglara ve yeni ilag kombinasyonlarinin
arastinlmasina ihtiyag dogmustur (16-19).

Yeni ilaclarin gelistirilmesi ve degerlendirmesi sireci iki ana de-
Jerlendirme basamagindan olugsmaktadir. Klinik dncesi deger-
lendirmede sentez edilen veya dogal kaynaklardan izole edilen
kimyasal maddelerin, insanda hastaliklarin tedavisinde kullanil-
malari amaciyla klinik denemelere tabi tutulabilmeleri icin 6nce
mutlaka tarama testleri ve toksisite deneyleri yapilmalidir. Tara-
ma Testleri; yeni sentez edilen maddeler, genellikle toksisite de-
neylerine tabi tutulmadan dnce tarama testlerine tabi tutulurlar.
in vitro ortamlarda tarama testleri yapilabilir ancak éngériilen
etkinin 6zelligi nedeniyle bazi tarama testlerinin in vitro ortam-
da yapilmasi dogru olmayabilir. Eger var ise tarama testlerinde
hastaligi temsil eden hayvan modelleri mutlaka kullaniimalidir.
Bu sayede gelistirilme amacini olusturan ve sahip olmasi éngo-
rilen etki ya da etkileri gosteren maddeler belirlenir. Bu 6zelligi
bulunmayan maddeler icin deneme artik bu kademede bitmistir.
Toksisite Testleri; ancak tarama testlerini basari ile gecen bilesik-
ler Toksisite Testlerine tabi tutulurlar. Bu asamada fonksiyonel,
biyokimyasal ve histopatolojik toksik etkileri incelenir. Klinik de-
gerlendirme; basamaginin ise Faz |, Faz I, Faz Ill ve Faz IV dene-
melerinden olustugu bildirilmektedir (20).

Caligma sitmanin tedavisinde yeni ilag, ilag kombinasyonlar aras-
tinlmasi ve etken madde taramalar konularinda calisacak genc
arastirmacilara rehber olacak sekilde yardimci olmasi amaciyla
temel ve basit olarak planlanmistir.

YONTEMLER

Calismamizda P. berghei MRA-311 susu kullanilmistir. Kemiricile-
rin sitma etkeni olan bu sus MR4-ATCC (American Type Culture
Collection) Virginia, USA firmasindan alinmistir ve Manisa Celal
Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Laboratuvarla-
rinda farelere 10 glinde bir intravendz pasajlar yapilarak canlligi
devam ettirilmis ve daha sonra dereceli dondurma ydntemi ile
kriyoprezervasyonu yapilarak saklanmistir. Sus kullanilacagi zaman
sivi nitrojenden cikanlarak hizli bir sekilde +37°C'de ¢ozdurilerek
in vitro ve in vivo galigmalarda bu sus kullanilmistir. Calismalarimiz-
da etken madde ve ilag arastirma gelistirme ¢alismalarina sitmanin
tedavisinde kullanilan klorokin (Sigma C6628; Saint Louis, USA) ve
tetrasiklin (Sigma T3258; Saint Louis, USA) kullanilmistir. Etik kurul
onay Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Hay-
van Deneyleri Yerel Etik Kurulu / 11.04.2017 tarafindan alinmistir.

Sitmada in vitro model;

In vitro ilag calismalari icin Plasmodium’larin genc trofozoit form-
larina ihtiyac vardir. Onceden in vitro kiiltiir(i yapilmis ve 24 saat
sonunda 107 olgun sizont ve merozoit formu bulunan sispansi-
yondan farelere yaklasik 0,25 mL intravendz olarak verilmistir. Bu
fareler 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik periyodu bulunan ortam-
da birakildiklarinda 4. glinde kabin icerisinde farenin g6gus kafe-
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si acilarak intrakardiyak olarak steril sekilde yaklagik %3'lik gen¢
trofozoitleri bulunduran kan enjektér yardimi ile elde edilmistir.
Kan 8 dakika 1500 rpm’da cevrilerek ¢okelegdin Ust tarafinda olusan
Plasmodium'lar tarafindan enfekte edilmis eritrositleri iceren koyu
halka dikkatlice alinmigtir. Alinan eritrositler %10'luk FCS iceren RP-
MI-1640'da dondurularak sivi nitrojende saklanmistir. in vitro calis-
malanmizda bu dondurulan eritrositler kullanilmistir.

in vitro calismalanmiz icin geng trofozoitli eritrositleri iceren fare
eritrosit solUsyonu santrifijlenerek eritrosit ¢okeltisi elde edilmis-
tir. Elde edilen ¢okeltiye %10 FCS eklenmis RPMI-1640 besiyeri
ile %10 oraninda sulandinlmistir. Ardindan kaltdr plaklarina 0,5
mL enfekte eritrosit soliisyonu ilave edilmistir (Figiir 1). Uzerlerine
son dilisyonlan 0,1, 0,4, 0,8, 1,6, 6,4 ve 12,8 ugr/mL olacak sekil-
de RPMI-1640 besiyeri ile sulandinlmig 0,5'er mL klorokin (Sig-
ma C6628; Saint Louis, USA) ve tetrasiklin (Sigma T3258; Saint
Louis, USA) eklenmistir. Ayrica kontrol grubu icin enfekte eritrosit
sUspansiyonu eklenmis cukurlara sadece RPMI-1640 besiyeri de
eklenmistir. Eritrosit slispansiyonu mikrobiyolojik jar icine yerles-
tirilerek %5 CO,, %5 O,, %90 N, ortami olan +37°C’lik calkalamali
etlive kaldinlmistir. CO, seviyesini artirmak ve O, seviyesini daha
da azaltmak amaciyla kiltir kaplarini koydugumuz cam jar igine
mumlar yerlestirilerek yakilmig ve adzi kapatiimistir (Figur 2). Kal-
tivasyon 24 saat sure ile takip edilmistir. Bu islemler 3 kez tekrar
edilmis ve sonuglar degerlendirilmistir (21).

Sitmada in vivo Model

In vivo calismalanimiz icin 3-4 aylik Balb/C cinsi erkek fareler kul-
lanilarak 3 grup olusturulmustur. Tim gruplardaki fareler 20-25
gr agirliginda olup beslenmesinde standart hayvan yemi ve icme
suyu olarak da cesme suyu kullaniimistir.

Yaklagik %30 oraninda parazitemisi bulunan enfeksiyonlu fareden
alinmis ve fizyolojik su ile sulandirilarak 108/mL P. berghei yogun-
luguna ayarlanan eritrosit sollsyonu her fareye kuyruk veninden
0,2 mL (2x107 adet P. berghei) verilmistir.

Calismamizda tetrasiklin grubu (TG), sitma referans ilaci olan klo-
rokin grubu (KG) ve tedavi almamis kontrol grubu (TAKG) olmak
Uzere 3 calisma grubu olusturulmustur ve her grupta 6 adet fare
olacak sekilde kafeslere alinmis etiketlenerek Uzerlerine gerekli
bilgiler yazilmistir (22).

Farelere enfeksiyon verildikten 4, 24, 48, 72 saat sonra her gru-
ba kendine 6zgl olan tedavi uygulanmaya baslanmistir. TG ve
KG gruplarina tedavi intragastrik lavaj yoluyla 50 mg/kg dozunda
oral olarak uygulanmistir. TAKG'na ise ayni miktarda serum fizyo-
lojik verilmistir (23, 24,25).

Farelere tedavi uygulandiktan sonra 2 glinde bir kuyruk veninden
kan alinmaya baslanmigtir. Alinan kan ile ince yayma kan prepa-
ratlart hazirlanmigtir. Preparatlar metil alkolle 2-3 dakika tespit
edildikten sonra Giemsa boyama yontemi ile boyanmistir ve 1gik
mikroskobu ile 10 farkli sahadaki enfekte eritrositler sayilarak pa-
razitemi orani hesaplanmistir (Figtir 3-8). Bu iglemlere 2 glinde bir
kan alinmak Uzere 24 giin boyunca devam edilmistir

Farelerdeki parazitemi hesaplanmasinda; her bir alanda 100 enfek-
te eritrosit sayilip yuzdeleri alinarak toplanmistir. Elde edilen deger
10 sahanin ortalamasini almak icin 10'a bolinmustdr. Bu sekilde
farelerdeki ortalama parazitemi ylizdesi hesaplanmistir (26).

Figiir 1. in vitro direnc testleri

.

Figiir 3. Pberghei'nin V. enfeksiyonun enjeksiyonu icin hayvanin
zapturapt altina alma
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Figiir 4. Pberghei’nin 1.V. enfeksiyonunun enjeksiyonu Figiir 7. Farelerin kan yaymalarinin yapilmasi

Figlir 5. Farelere intragastrik gavaj yoluyla oral olarak ilag uygulamasi  Figtir 8. Preparatlarin boyanmasi
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Figlir 9. Kiltir baslangic ortamindaki P. berghei'nin geng
Figiir 6. Farelerden kan alinmasi trofozoitler (2. Saat)
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BULGULAR

Plasmodium bergheinin 24 saatlik kiltivasyonunda; kontrol gru-
bunda inkibasyon siresinin basinda enfekte eritrositlerin tama-
minda trofozoitler gorilirken, 8-12 saatten itibaren olgun trofo-
zoitler ve sizontlar, 22-24. saatte ise olgun sizontlar ve merozoitler
saptanmustir (Figtr 9-12; Tablo 1).

in vitro ilag direnc testlerinde, klorokin iceren cukurcuklarin 0,8
pg/mL dozda klorokin iceren kisimlarinda enfekte eritrositlerin
tamaminda trofozoit evresi bulunmus, ancak sizont evresine ge-
cisin engellendigi tespit edilmistir. Tetrasiklin iceren gruplarda
ise % 21 sizont evresine gecis oldugu belirlenmistir. 0,1 ve 0,4
olan ila¢ dozlarinda tetrasiklin cukurcuklarinda sirayla %12, %0,5
oranlarinda sizont evresi belirlenmis, klorokin ¢ukurcuklarinda ise
eritrositlerin tamaminda trofozoit formlan belirlenmistir. ilac dozu
1,6, 6,4 ve 12,8 pg/mL olan cukurcuklarda ise hem tetrasiklin hem
de klorokin cukurcuklarinda 24 saat sonunda enfekte eritrositlerin
tamaminda trofozoit formlari belirlenmistir.

in vivo ilag calismalanmiz sonucu ise tabloda gérildigi tzere
klorokin grubunda 4. glinden itibaren parazitemi orani azalmaya
baslamis, 8. glinde parazitemi orani 0,26'ya kadar dismus ve 10.
glin enfeksiyon tamamen ortadan kalkmustir (Figir 13-16; Tablo 2).
TAKG'unda parazitemi orani devamli olarak artarak 10.glinde pa-
razitemi orani 28,92'ye ulasmistir ve 12. giinde gruptaki tim fa-
reler 8lmustir. TG' unda ise 22. glinde parazitemi orani 29,82'ye
yukselmis ve 24. glinde fareler lmustir. Aslinda TG' unda TAKG'
una paralel olarak parazitemi orani devamli olarak artmis ancak
bu oran asamali ve yavas bir sekilde arttigi icin bu gruptaki farele-
rin yagsam omri uzamistir. Ki-kare (y? testi ile klorokin ve tetrasik-

Tablo 1. Kiltir baglangicindan itibaren zamana gére P. berghei'nin
eritrositer formlarinin gelisimi

Geng Trofozoitler | Kdltirin baglangicindan sonraki 6-7 saat
Olgun Trofozoitler | Kltirin baglangicindan sonraki 8-11 saat
Geng Sizontlar Kulturin baslangicindan sonraki 12-16 saat
Olgun Sizontlar Kultdrin baglangicindan sonraki 22-24 saat
ve Merozoitler

Tablo 2. in vivo calisma gruplarindaki parazitemi Oranlar
GUN TG KG TAKG
2 1,06 1,03 1,32
4 2,18 2,22 3,43
6 2,70 1,69 7,00
8 3,10 0,26 14,18
10 412 0,00 28,92
12 8,31 - Ex
14 12,10 - -
16 18,90 - -
18 22,21 - -
20 25,43 - -
22 29,82 - -
24 Ex - -

L =

Figiir 12.Kiltur ortamindaki P berghei'nin merozoitler (24. Saat)
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Figilir 13. Tedavi Almamis Kontrol Grubu

Figiir 14. Klorokin Grubu 4. giin kandaki parazitemi

Figiir 15.Klorokin Grubu 6. gtin kandaki parazitemi

Figir 16. Klorokin Grubu 10. ginde kandaki paraziteminin
kaybolusu

lin ilag gruplar arasinda kandaki parazitemi acgisindan degerlen-
dirildiginde 6. giine kadar anlamli bir fark gérilmezken (p>0,05)
8. glinden sonra ise anlamli (p<0,05) bir fark bulunmustur.

TARTISMA

Genis spektrumlu antibiyotiklerden birisi olan ve 1940’larin bagin-
da kesfedilmis olan tetrasiklinlerin, Plasmodium da dahil olmak
Uzere bir ¢ok protozoa Uzerine etkili oldugu belirtilmistir. Ancak
tetrasiklinlerin parazitler Gzerine etkileri ile ilgili arastirmalar de-
vam etmektedir. (27).

Klorokin kandaki eritrositer sizogoni sekillerine hizl bir sekilde et-
kili olan, glivenli ve uygun dozlarda verildiginde hasta tarafindan
iyi tolere edilebilen kan sizontosidi olarak degerlendirilmektedir
(28, 29, 30, 31).

Biz bu calisma da sitma tedavisinde basari ile kullanilan klorokini
ve Plasmodium’lara karsi etkili oldugu bilinen tetrasiklini antima-
larial etkisinden dolayr secilmistir. Secilen bu iki ilacin P. berghei
Uzerine in vivo ve in vitro modellerdeki etkinligini calisarak Tur-
kiye'de sitma konusunda yapilacak olan in vitro ve in vivo mo-
dellerdeki ilag ¢aligmalar ve etken madde taramalari igin bircok
arastirmaciya rehber olmasi amaglanmistir.

in vitro olarak 22-24 saatlik bir stirede parazitlerin halka formlarin-
dan olgun sizontlara dénistigu ve sadece bir gelisimsel dongu
gecirdigi bildirilmistir. Kiltdr ortaminda, P. bergei olgun sizontla-
rinin kendiliginden patlayamadigi ve kiltirde retikilosit miktari-
nin az oldugundan merozoitlerin baska hiicrelere girisinin sinirli
oldugu saptanmistir. Parazitlerin gelisim orani sicakliga bagli ol-
dugundan dolayi kiltir ortaminin sicakliginin kritik dneme sahip
oldugu rapor edilmistir. Parazitlerin; 38.5°C'nin Uzerinde dejene-
re oldugu ve 37°C'nin altinda ise parazitlerin canl olgun sizont-
lara dénlstigu, ancak gelisim slresinin uzadidi bildirilmektedir.
Parazitlerin 30°C sicaklikta bile olgun sizontlara dénistigu ancak
bunun 48 saatten daha fazla strdigu belirtilmistir. Yapilan in vitro
caligmalarda genc trofozitlerin kiltir baglangicindan itibaren 6.-
7. saatte kiltirde goruldigu bildirilirken, bu siire olgun trofozo-
itler icin kiltir baglangicindan sonraki 12.-13.saatte, geng sizont-
lanin kilttr baglangicinda sonraki 16.-17. saatte, olgun sizontlarin
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ise kultur baslangicindan sonraki 21.-22. saatte gorildugu belir-
tilmektedir (32, 21).

Bizde ¢aligmamizda kontrol kuyucuklarinda geng trozoitlere kdil-
tur baslangicindan 6-7 saat sonra rastlarken, olgun trofozoitlere,
geng sizontlara, olgun sizontlara ve merozoitlere sirasiyla kiltir
baslangicindan sonraki 8-11, 12-16, 22-24 saat sonra rastladik.

llagsiz kontrol grubu olarak P berghei’lerin evrimini izledigimiz
kuyucuklarin tamaminda kiltirin tamamlandigr 24. saatin sonun-
da olgun sizont ve merozoitler goriimustar.

in vitro ilac direnc testlerinde, klorokin iceren cukurcuklarda 24
saatin sonuna kadar 0,8 pg/mL dozda klorokin iceren kisimlarin-
da enfekte eritrositlerin tamaminda trofozoit evresi bulunmus,
ancak sizont evresine gegcisin engellendigi tespit edilmistir. Tet-
rasiklin iceren gruplarda ise % 21 sizont evresine gecis oldugu
belirlenmistir. 0,1 ve 0,4 olan ila¢ dozlarinda ise, tetrasiklin cukur-
cuklarinda sirayla %12, %0,5 oranlarinda sizont evresi belirlenmis,
klorokin cukurcuklarinda ise eritrositlerin tamaminda trofozoit
formlari belirlenmistir. ilag dozu 1,6, 6,4 ve 12,8 pgr/mL olan ¢u-
kurcuklarda ise hem tetrasiklin hem de klorokin cukurcuklarinda
24 saat sonunda enfekte eritrositlerin tamaminda trofozoit form-
lari belirlenmistir.

Yapilan bir calismada P. berghei tedavisi icin farelere 4 giin bo-
yunca 50 mg/kg dozunda tetrasiklin verildiginde glg¢li antimala-
rial etki gosterdigi bildirilmistir (25).

Yapilan diger bir calismada ise 50 mg/kg oral dozla 3 glin bo-
yunca klorokin verilen farelerde Plasmodium’un eritrositer form-
larinin 10. glnde kanda tamamen temizlendiginin goraldigu
bildirilmistir (33).

Klorokin gruplarinda tedavi dozu olarak glinde tek doz 50 mg/
kg olarak oral yolla 3 glin boyunca farelere klorokin verilen bagka
arastirmacilarin yaptigi calismalarda da benzer sonuglarin alindigi
rapor edilmistir (24, 34).

Klorokinin tedavi dozu olarak giinde tek doz 50 mg/kg olarak
oral yoldan 3 giin boyunca verilen caligmalarda paraziteminin 10.
glinde tamamen kayboldugu saptanmis ve klorokinin kemirgen
sitma tdrleri ile olusturulan fare modellerinde gdsterdigi bu etki
farkli arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda da gézlenmis-
tir. Bizim calismamizda bu ¢alismalara paralel olarak 50 mg/kg
dozlarda oral olarak ilag verilen gruplarda 10. giin paraziteminin
tamamen kayboldugu gérilmistar.

Tetrasiklin dozu olarak ise diger arastirmacilar da kanda parazi-
temiyi sinirladigini bildirmislerdir. Bizim yaptigimiz ¢calismada ise
ilk gin glinde 2 kez, 2. ve 3. giin ise tek doz olarak 50 mg/kg
tetrasiklin uygulandiginda; tetrasiklinin parazitemiyi enfeksiyon
baglangicindan 96. saate kadar sinirladidi, 96. saatten sonra bu
baskilamanin azalmaya basladigi ve paraziteminin artarak 22.
glinde 29,82'ye ulastigi, 24. glin ise gruptaki tim farelerin &ldu-
§u goérulmustdr. Tetrasiklin grubunun klorokin grubuna gére pa-
razitemiyi azaltmamis, tetrasiklin grubunda sadece parazitemiyi
baskilamig, klorokin grubunda parazitemi 10. glinde tamamen
kayboldugu gorilmustir. Kontrol grubunda ise parazitemi diger
iki gruba gore daha hizli artarak 10. giin 29,82 ye ulasmis ve 12.
glin de gruptaki tum farelerin 81dugu gorilmustir.

SONUC

Calisacak geng arastirmacilara rehber olacak sekilde en temel ve
basit olarak sitmanin in vivo ve in vitro modelleri kurularak ilag
arastirmalarinda ve etken madde taramalarinda yardimci olmasi
amaciyla planlanan calismamizda aldigimiz sonuglann literatir
bilgileri ile uyumlu oldugu gorilmistir. Ayrica klinisyenlerin klo-
rokin temininin gecikmesi durumunda hasta kaybinin dnlenmesi
icin tetrasiklin tedavisi verilmesinin parazitemiyi baskilayarak has-
tanin dlmesinin de ertelenebilecegdini diglindirmistar.
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Centaurea lydia (Peygamber Cicegi) ve Phlomis nissolii (Calba)
Endemik Bitkilerinin 7oxoplasma gondii Uzerine Etkisi

Effect of Extracts of the Endemic Plants Centaurea lydia and Phlomis nissolii on Toxoplasma
gondii
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6z

Amag: Bu calismada Centaurea lydia (Peygamber cicegdi) ve Phlomis nissolii (Calba) endemik bitkilerinden elde edilen ekstrelerin T. gondii
trofozoitleri ile enfekte edilmis fibroblast hiicre kiltirinde potansiyel antitoksoplazma etkinlikleri arastirilmisi amaglanmustir.

Yéntemler: Centaurea lydia’ in hekzan, kloroform, metanol ekstrelerinin ve Phlomis nissolii' nin etanol, kloroform ve inflizyon ekstrelerinin
sitotoksisiteleri WST-1 testi ile kolorimetrik degerlendirilmistir. Endemik bitki ekstreleri ile muamele edilmis (55 pg/ml) ve kontrol WI-38 hiicre
hatlar 5x10° T. gondiii trofozoiti ile enfekte edilmis, 7. giin, 14. giin ve 24. glinde besi yerindeki parazit sayisi belirlenmistir.

Bulgular: C. lydia ve P. nissolii ekstrelerinin 0,86-55 pg/mL ardisik konsantrasyonlarinin WI-38 hiicre hattinda herhangi bir sitotoksik bir etkisi
saptanmamis ve bu ekstrelerin fibroblast hiicre hatti Uzerinde sitotoksisite géstermemesi olumlu bir etki olarak degerlendirilmistir. C. lydia
ekstresi 55 pg/mL konsantrasyonu T. gondii trofozoitlerine karsi belirgin bir aktivite géstermistir. Trofozoit sayisinda ekstre verilmeyen grupta
47,5 katlik bir artis saptanirken, C. lydia ekstresi verilen grupta ise 84 katlik bir azalma saptanmistir. P. nissolii ekstresi verilen grupta ise 36 katlik
bir artis saptanmis ve antitoksoplazma aktivitesi gdstermemistir.

Sonug: Endemik bitki C. lydia ekstresinin toksoplazmozis tedavisi icin iyi bir aday ilag olabilecegi gosterilmistir. In vitro olarak gésterilen bu
etkinligin in vivo hayvan modellerinde arastirilmasi gerektigi kanisina variimistir.

Anahtar Sézciikler: Toxoplasma gondii, Centaurea lydia, Phlomis nissolii, sitotoksisite, hiicre kultird

Gelis Tarihi: 11.07.2017 Kabul Tarihi: 21.08.2017

ABSTRACT

Objective: This study aimed to investigate the potential antitoxoplasma activities of extracts of the endemic plants Centaurea lydia and
Phlomis nissolii in a fibroblast cell culture infected with T. gondlii trophozoites.

Methods: WI-38 cell lines treated with plant extracts (55 pg/mL each) and an untreated control were infected with 5x105 T. gondii tropho-
zoites, and the number of parasites in the medium was determined on days 7, 14, and 24.

Results: No cytotoxic effects of C. lydia and P, nissolii extracts were detected at concentrations of 0.86-55 ug/mL in the WI-38 cell line, and
the absence of the cytotoxicity of these extracts on the fibroblast cell line was considered as a positive effect. C. lydia extract at 55 pg/mL
had marked activity against T. gondii trophozoites. A 47.5-fold increase was observed in the number of trophozoites in the control group,
while a 84-fold decrease was found in the C. lydia extract group. However, a 36-fold increase was detected in the P. nissolii extract group,
indicating no antitoxoplasma activity.

Conclusion: The extract of C. lydia, an endemic plant, was found to be a good drug candidate for treating toxoplasmosis. The in vitro activity
of the extract of this endemic plant should be further investigated in animal models in vivo.

Keywords: Toxoplasma gondii, Centaurea lydia, Phlomis nissolii, cytotoxicity, cell culture
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GiRiS

Toksoplazmozis, zorunlu hicre ici paraziti olan Toxoplasma gon-
dii tarafindan olusturulan, tim memelilerde ve kanatlilarda go-
rilen yaygin bir enfeksiyondur. Etken insana, kedi ve kedi digkisi
bulasmis besinlerdeki ookistlerle, doku kisti tasiyan ¢ig veya az
pismis etlerin adiz yoluyla alinmasiyla, enfekte anneden fetlse
plasenta yolu ile veya kan yoluyla bulasabilir (1, 2). Toksoplazmo-
zis tedavisinde ilk tercih olarak pirimetamin ve sulfadiazinin bir-
likte kullanilmasi énerilmektedir. Ancak enfeksiyonu gecirmekte
olan gebe kadinlarda bebege gecisi engellemek icin kullanildik-
larinda veya bagisikligi baskilanmiglarda kullanimlarini sinirlaya-
cak duzeyde ciddi yan etkiler gelisebildigi gdsterilmistir. Bu tur
durumlarda bu olgular spiramisin, atovaguon veya klindamisin ile
tedavi edilmeye calisilmaktadir. Kanser tedavisi, organ transplan-
tasyonlar ve HIV enfeksiyonu gibi bagisikligi baskilanan olgu sa-
yilarindaki artis ve bu olgularda bu firsatci enfeksiyonun agir sey-
retmesi nedeniyle, T. gondii’ ye yonelik yeni ilaclarin gelistirilmesi
ayri bir 5nem tasimaktadir (3-5).

Dinyanin sadece belirli bir yerinde bulunan ve belirli iklim sart-
larinda yetisen, baska yerde yetismeyen bitkilere “endemik bit-
kiler” adi verilmektedir. Tlrkiye'nin endemik bitki tirleri baki-
mindan oldukga zengin bir varliga sahip oldudu ve Avrupa’daki
2,500 endemik bitki tirtine karsilik, tek basina Turkiye'de 3,000
endemik tir bulundugu belirtiimektedir (6). Bu tir zenginlikleri-
miz yeni ilaclarin gelistirilmesi icin iyi bir aday olabilir. Centaurea
lydia (Peygamber Cicedi), Asteraceae familyasina ait olup, bu
genus Akdeniz bdlgesi ve Bati Asya Ulkelerinde genis bir kulla-
nim alanina sahiptir. Antioksidan, antimikrobiyal, antitimoral ve
antienflamatuar 6zelliklere sahip ¢ok sayida sekonder metabolit
acisindan zengin bir genustur. Centaurea tirlerinden elde edilen
seskiterpen yapisindaki bilesiklerin sitotoksik ve antitimoral 6zel-
likte olduklari bulunmustur (7, 8).

Phlomis nissolii (Calba), Labiatae familyasina ait olup, bu familya-
ya ait bitkiler &zellikle flavonoit icerigi bakimindan zengin bitkiler-
dir. Bu familyaya dahil Phlomis tirleri, ucucu yaglar, flavonoitler
gibi sekonder metabolit icermektedirler. Phlomis tirlerinin icer-
digi bu sekonder bilesiklerin cesitliligi nedeniyle biyolojik aktivite
arastirmalar da oldukca genis capta ve farkli alanlarda yapilmis-
tir. In vivo sartlarda antidiyabetik, antialerjik, analjezik, antillse-
rojenik, antienflamatuar etkileri yanisira, in vitro sartlarda damar
koruyucu, antibakteriyel ve antifungal etkileri ve antikanser akti-
viteleri de arastinlmistir. Phlomis armeniaca’dan izole edilen fenil
propanoit, kafeik asit, fenetil alkol ve fenetil alkol glikozitlerinin
cesitli kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gosterdigi tes-
pit edilmistir. Phlomis tirlerinden izole edilen bilesiklerin hiicre
cogalmasini engellenmesine ve hicre dénglsi arrestine neden
oldugu gésterilmistir (9, 10).

Bu calismada, C. lydia ve P, nissolii endemik bitkilerinden elde edi-
len ekstrelerin antitoksoplazma etkinliginin, T. gondii ile enfekte
edilmis WI-38 hiicre kiltirlerinde arastinlmasi amaclanmistir.

YONTEMLER

Parazit: Calismamizda; hicre kiltiriinde kullanilan T. gondii RH
Ankara susu trofozoitleri, Ege Universitesi Tip Fakdiltesi Parazi-
toloji Anabilim Dalinda yuritilen, intraperitoneal BALB/c fare
pasajindan alinmistir.

Bilesikler: Calismamizda kullanilan Centaurea lydia' in hekzan,
kloroform, metanol ekstrelerinin ve Phlomis nissolii' nin etanol,
kloroform ve infiizyon ekstrelerini TUBITAK 1085168 nolu proje-
den saglanmistir (11). Bitki ekstrelerinin 5,5 mg/mL izotonik stok
sollsyonlart hazirlanmigtir.

WI-38 hiicre kiiltiirii: Normal insan fetal akciger fibroblast
hicre hatti WI-38 hucreleri, %10 fétal sigir serum (Biological
Industries, Beit Haemek, israil), %1 L-glutamin (Biological In-
dustries, Beit Haemek, israil), 1001U/ml penisilin ve 10 mg/
mL streptomisin (Biological Industries, Beit Haemek, israil)
iceren RPMI 1640 (Biological Industries, Beit Haemek, israil)
besiyerinde, 37°C" de ve %95 nem, %5 CO,’' li etlivde ¢ogal-
tilmistir,

Sitotoksisite Analizi: IC,  dozu, um diizeyde, %50 inhibisyona
neden olan, inhibitér konsantrasyonudur. C. lydia ve P. nissolii
ekstrelerinin sitotoksik etkisini incelemek amaciyla WST-1 tes-
ti ve tripan mavisi boyasi testleri uygulanmistir. WI-38 hicre
hattina uygulanan endemik bitki ekstrelerinin sitotoksisiteleri
WST-1 testi (Roche, Basel, isvigre) ile kolorimetrik degerlendi-
rilmistir. Bitki ekstreleri icin 1x10* hicre/ml bulunan 96 kuyu-
cuklu platlerde 55-0,86 pg/mL ardigik azalan konsantrasyon-
larinin 24., 48. ve 72. saatlerde ¢alisilmis ve WST-1 1/10 dilue
olacak sekilde ilave edilmistir. WST1 ilavesinden sonra 37°C,
%95 nem ve %5 CO,'li etiivde inkiibe edilmistir. iki saat boyun-
ca her yarim saat de bir mikroplaka okuyucusunda (Multiscan,
FC Termo Scientific, Waltham, ABD) 450 absorbans 620 refe-
rans araliginda okunarak optik dansite degerlendirilmistir. C.
lydia ve P. nissolii ekstreleri 3 tekrarli olarak ¢aligiimistir. Hiicre
canlihgi yuzdesi her bir kuyucukta &lclilen optik dansite de-
Gerinin kontrol optik dansite degerine bolinmesi ve yiz ile
carpilmasi ile hesaplanmistir.

Endemik Bitki Ekstresi Uygulanmasi: Tim ylzeyi kaplamis
25 cm? lik flasklerdeki (Biological Industries, Beit Haemek,
Israil) WI-38 hiicre hatti 5x10° T. gondii trofozoiti ile enfekte
edilmis, 21 glin sirecek deney dizenegdinde kontrol ve etken
maddelerin uygulandidi farkli 3 calisma gruplan olusturul-
mustur. Fibroblast hiicre hatlarina sitotoksisite saptanmayan
en yuksek doz (55 pg/mL) bitki ekstreleri uygulanmistir. Hiic-
re kiltir ortamindaki trofozoitler neubauer lami ile sayilmis
mL parazit sayisi hesaplanmis 5 mL besiyerindeki toplam T.
gondii trofozoit sayisi belirlenmistir. Sayim igslemi ¢ kez tek-
rarlanmistir.

1. Grup: Kontrol grubudur. Bu grupta WI-38 hiicrelerine sadece
5x10° T. gondii paraziti uygulamustir.

2. Grup: Etken madde-1 grubudur. Bu grupta 5 x 10° T. gondii’
li WI-38 hiicrelerine P. nissolii bitki ekstresinin 55 pg/mL konsant-
rasyonu uygulanmistir.

3. Grup: Etken madde-2 grubudur. Bu grupta 5x10° T. gondii’
li C. lydia bitki ekstresinin 55 pg/mL konsantrasyonu uygulan-
mistir.

Istatistiksel analizler: Gruplarin karsilastinlmasi tek yénli varyans
analizi (ANOVA) ile gerceklestiriimistir. Analizler GraphPad Prism
v6.0 (San Diego, ABD) yaziliminda yapilmis ve anlamlilik derecesi
p<0,05 olarak alinmistir.
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Endemik Bitki Ekstresi sitotoksisitesi: Centaurea lydia’ nin
hekzan, kloroform, metanol ekstrelerinin ve Phlomis nissolii' nin
etanol, kloroform ve inflzyon ekstrelerinin WI-38 hicre hattinda
0,86-55 pg/mL ardisik konsantrasyonlarinin doz ve zamana bagli
bir sitotoksisitesi saptanmamistir (Sekil 1). Endemik bitki ekstrele-
rinin fibroblastlar Uzerinde sitotoksisite gostermemesi olumlu bir
etki olarak degerlendirilmistir.

Endemik Bitki Ekstresilerinin in vitro T. gondii proliferasyonu
tzerine etkileri: Kontrol grubunda, 5x10° T. gondii ile enfekte
edilen WI-38 hiicrelerinde takizoitlerinin 48. saat sonunda hiicre
icine girdikleri ve cogaldiklar gozlemlenmis ve 7. glinde trofozoit
sayisi 2,38x107'ye ulagsmistir. Baslangig takizoit sayisi ile karsilasti-
rldiginda 47,5 katlik bir artis saptanmistir (Resim 1a, Sekil 2).

P nissolii inflizyon ekstresinin 55 pg/mL konsantrasyonu uygula-
nan etken madde-1 grubunda antitoksoplazma aktivitesi saptan-
mamistir. P. nissolii ekstresi 55 ug/mL konsantrasyonda trofozoit
sayisi 7. glinde 1,80x107 olarak belirlenmis ve baglangica gére 36
katlk bir artis bulunmustur (Resim 1b, Sekil 2).

C. lydia metanol ekstresinin 55 pg/mL konsantrasyonu konsant-
rasyonu uygulanan etken madde-2 grubunda T. gondii prolifera-
yonunun inhibisyonunda belirgin bir aktivite gostermistir. C. lydia
ekstresi ekstre uygulamasiyla 7. giinde trofozoit sayisi 2,8 x 10°
olarak belirlenmis ve baglangica gére %44 oraninda bir azalma
saptanmistir. Yedinci glindeki C. lydia ekstresindeki trofozoit sa-
yisini kontrol grubu ile karsilastinldiginda parazit sayisinda belir-
gin bir azalma (84 kat) saptanmistir (p<0,0001, Resim 1c, Sekil 2).
On dort ve 21. gunlerde de bu sayinin degismedigi gézlenmistir.
Kontrol ve P. nissolii gruplarinda ise sekizinci ginde WI-38 hiic-
relerin timd lizis oldugu icin degerlendirilememistir (Resim 1d)

TARTISMA

T. gondii tek hicreli, zorunlu hicre ici parazitidir. Son yillarda T.
gondii’ nin hicre kiltirinde takizoitlerin davranislar konusunda
cok sayida arastirma yapilmaktadir (12). Dogkaya ve ark. yaptiklari
calismada; T. gondii RH Ankara susu takizoitlerinin hicre kiltu-
rinde buylmesi ve daha sonra in vivo da tani amagh Uretime ge-
cilebilmesini arastirmiglardir. Bu sebeple miyeloma, Hela, Hep-2
ve Vero hucre kiltirlerinde T. gondii takizoitlerini 2 ay sure ile
iretilmistir. ilk inkiibasyonda takizoitlerin boyutu 3x5,7 pm iken
Uretimin devaminda ortalama takizoit boyutunda kigctlme sap-
tamislardir. ki ay sonunda verimi artsa da miyelom hiicre kiilti-
rinde takizoitlerin boyutu 1x2,1 pm olarak belirlemiglerdir (13).
Benzer sekilde Chatterton ve ark. T. gondii igin kiltir metotlar
gelistirmek ve hizli ve canli takizoit Uretmeyi amaclayan calisma
yapmislardir. Bu baglamda Hela hiicre hattinda 37°C de 48-144
saatte T. gondii Uretebilmislerdir. Takizoit miktarn =1x10¢ mL ve
>%90 canlilik olarak tespit etmistelerdir. Kiltar 37°C den 25°C ye
transfer edildiginde maksimum enfeksiyonda stabil kalabilmigler
(enfeksiyon sonrasi 48-54-saat) ve 25°C de anlamli olarak bircok
kaltdr 783/811 (% 96,5) %90 canliliga sahip oldugu gdérmislerdir.
Yedi giin sonunda 25°C de Hela hicre kiltirinde kaliteli bir se-
kilde takizoitlerin gorildiguni ve gelistirdikleri bu sistemin gl¢li
ve gerektiginde standart kalitede takizoitlerin seri bir halde Ure-
timini saglayabilir oldugu goristini savunmaktadirlar (14). Calig-
mamizda; T. gondii takizoitlerinin WI-38 hiicre hattinda 48. saatte

Phlomis nissolii inflizyon
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Sekil 1. Endemik bitki ekstrelerinin sitotoksisite analiz sonuclari
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Sekil 2. Endemik bitki ekstrelerinin toxoplasma canliligi Gzerine
etkisi. Kontrole gore 7. gin P. nissolii ve C. lydia uygulamasinda
trofozoit sayisinda anlamli azalma saptanmistir (****, p<0,0001)

cogaldiklari ve 8. glinde tim hicreleri lizise ugrattiklan bulgusu-
na dayanarak WI-38 hiicre hattin T. gondii takizoitlerinin Gretimi
icin uygun bir model sistem olabilecegini ileri sirmekteyiz.

Cesitli bitki ekstrelerinin antitoksoplazma etkinlikleri Gzerine ¢e-
sitli calismalar bulunmaktadir. Sophora flavescens Aiton, Sinome-
nium acutum (Thunb.) Pulsatilla koreana, Ulmus macrocarpa, To-
rilis japonica bitkilerinin alkol ekstrelerinin T. gondii ve Neospora
caninum kulturleri Gzerindeki antiprotozoal etkilerinin aragtinldigi
calismada; Youn ve ark. tarafindan ekstreler final konsantrasyon
araligi 19,5-625 ng/mL olacak sekilde seri halde ilgili besiyeri ile
dilie edilmis ve T. gondii ve N. caninum iceren equine dermal
(E-derm) hicrelerine takizoitleri ilave edilmistir. Parazit bldylime
inhibisyonu, *H-uracil incorporation kullanilarak parazit uygula-
masi yapilmayan kontrol grubu ile karsilastirilarak Slctlmastar.
Bu bitkiler uzun yillardir Asya tlkelerinde insan parazitlerine kars:
kullaniimaktadir. T. japonica’ nin 312 ng/mL konsantrasyonun T.
gondii proliferasyonunu % 99,7 inhibe ettigi ve S. flavescensise’
in ise ayni konsantrasyonda % 98,5 inhibe ettigi gosterilmistir
(15). Calismamizda ise C. lydia metanol ekstresinin 55 ug/mL kon-
santrasyonu uygulanan etken madde-2 grubunda T. gondii pro-
liferayonunun inhibisyonunda belirgin bir aktivite gostermistir.
C. lydia ekstresi uygulamasi ile 7. giinde trofozoit sayisinda bas-
langica gore %44 oraninda bir azalma saptanirken, bu azalmanin
kontrol grubu ile karsilastinldiginda 84 kata ulastigi saptanmistir.
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Resim 1. a-d. Kontrol ve bitki ekstreleri uygulanan WI-38 hiicre hatlari 5x10° T. gondii trofozoiti ile enfekte edildikten sonra 7. gin
gorintileri. Bitki ekstresi uygulanmamis kontrol grubunda trofozoit sayisi 2,38x107 (a), P nissolii infizyon ekstresinin 55 pg/mL
konsantrasyonu uygulanan WI-38 hiicre hattinda trofozoit sayisi 1,80x107 (b), C. lydia metanol ekstresinin 55 pg/mL konsantrasyonu
uygulanan WI-38 hiicre hattinda trofozoit sayisi 2,8x10%c), Kontrol ve P. nissolii gruplarinda ise sekizinci gtinde WI-38 hiicrelerin lizisi (d)

Endemik bitki olan C. lydia ekstresinin antitoksoplazma aktivitesi
acisindan énemli oldugunu ve ekstre fraksiyonlarinin daha ileri
calismalar ile degerlendirilmesi gerektigini ileri stirmekteyiz.

Youn ve ark. (15) T. japonica ve S. flavescens’ in 625 ng/mL kon-
santrasyonun yiksek sitotoksisiteye sahip oldugunu bildirmis-
lerdir. Calismamizda; C. lydia’ nin hekzan, kloroform, metanol
ekstrelerinin ve P. nissolii’ nin etanol, kloroform ve inflizyon eks-
trelerinin WI-38 hicre hattinda 55 pg/mL gibi ylksek sayilabile-
cek konsantrasyonunun doz ve zamana bagli bir sitotoksisitesi
gdstermemesini bitki ekstrelerinin konaga zarar verme agisindan
minimum dizeyde oldugu seklinde degerlendirilmistir.

T. gondii' nin bulundugu Apikompleksa sinifinda sitma etkeni
Plasmodium, Cryptosporidium gibi cok sayida patojenik protozoa
bulunmaktadir. Bu siniftaki tirlerin bazilarinda uygulanan tedaviler
yeterli olmamakta veya ilaglara kargi direng gelisimi sorun olustura-
bilmektedir. Ozbilgin ve ark. yaptiklan calismada endemik bitkilerin
antimalaryal etkilerini in vivo olarak arastirmiglardir. On ikinci giin-
de C. lydia ekstresinin %26,1, P. nissolii ekstresinin ise %13,75 ora-

ninda parazitemiyi baskiladigini géstermislerdir. En yiksek antima-
laryal etkileri C. polyclada’ da saptanmis olup %66,91 baskilanma
s6z konusudur (11). Calismamiz ile Ozbilgin ve ark. Calismasinda ki
benzer bulgular Apikompleksa grubundaki parazit etkenlerinin te-
davisinde kullanilabilecek yeni ilaglarin gelistiriimesinde bu ekste-
rin bir model olabilecegdini desteklemektedir. T. gondii'nin in vitro
ortamda kolaylikla cogaltilabilmesi ve rodent modellerinin olmasi,
kullanilan bilesiklerin etkinliginin ve farmakokinetiginin degerlen-
dirilmesinde 6nemli bir avantaj olarak degerlendirilebilir.

SONUC

Lydia ekstresi toksoplazmozis tedavisi igin iyi bir aday ilag olabilir.
In vitro olarak gésterilen bu endemik bitki ekstre etkinliginin in vivo
hayvan modellerinde arastinlmasi gerektigi kanisina varmaktayiz.

Etik Komite Onay:: Bu calisma icin etik kurum onayina gerek yoktur.
Hasta Onami: Bu ¢alisma icin hasta onamina gerek yoktur.

Hakem Degerlendirmesi: Disg bagimsiz.



1 68 Dogan Sigva ve ark. B
Endemik Bitkilerinin T. gondii Uzerindeki Etkisi

Turkiye Parazitol Derg
2017; 41: 164-8

Yazar Katkilan: Fikir - C.G., M.K;; Tasarm - C.G., Z.O.D§.; Denetleme -
C.G., MK, Kaynaklar - C.G., Z.O.D.S.; Malzemeler - A.O., HK. C.D.; Veri
Toplanmasi ve/ veya islemesi - z.0DS., EEH, GG, RU, B.E.; Analiz
ve/veya Yorum - C.G., M.K;; Literatir taramasi - C.G., Z.C).D.§.; Yaziyi Ya-
zan-C.G., Z.0.D.S.; Elestirel inceleme - C.G., MK, A.O.

Cikar Catismasi: Yazarlar cikar catismasi bildirmemislerdir.

Finansal Destek: Yazarlar bu calisma icin finansal destek almadiklarini
beyan etmiglerdir

Ethics Committee Approval: Approval from the ethics committee was
not required in this study.

Informed Consent: Not required in this study.
Peer-review: Externally peer-reviewed.

Author Contributions: Concept - C.G., MK,; Design - C.G., z0DS,;
Supervision - C.G., M.K; Resource - C.G., ZO.D.S.; Materials - A.O., H.K.
C.D.; Data Collection and/or Processing - z0ODS., EEH, GG, RU,
B.E.; Analysis and /or Interpretation - C.G., M.K; Literature Search - C.G.,
Z.O.DS.; Writing - C.G., Z.O.D.S.; Critical Reviews - C.G., M.K,, A.O.

Conflict of Interest: No conflict of interest was declared by the authors.

Financial Disclosure: The authors declared that this study has received
no financial support.

KAYNAKLAR

1. DubeyJ, Lindsay D. Biology of Toxoplasma gondiiin Cats and Other
Animals in World Class Parasites: Volume 9. Opportunistic Infecti-
ons: Toxoplasma, Sarcocystis, and Microsporidia. Kluwer Academic
Publisher; 2004.

2. Innes EA. Toxoplasmosis: comparative species susceptibility and
host immune response. Comp Immunol Microbiol Infect Dis. 1997;
20: 131-8. [CrossRef]

3. Nath A, Sinai AP. Cerebral Toxoplasmosis. Curr Treat Options
Neurol. 2003; 5: 3-12. [CrossRef]

4. Norrby R, Eilard T, Svedhem A, Lycke E. Treatment of toxoplasmosis
with trimethoprim-sulphamethoxazole. Scand J Infect Dis. 1975; 7:
72-5. [CrossRef]

Petersen E, Schmidt DR. Sulfadiazine and pyrimethamine in the
postnatal treatment of congenital toxoplasmosis: what are the opti-
ons? Expert Rev Anti Infect Ther 2003; 1: 175-82. [CrossRef]

Meral A. Cesitlilik ve endemizm agisindan tirkiye'nin bitki ortlsu.
Cografya Dergisi 2005; 13: 27-55.

El-Najjar N, Dakdouki S, Darwiche N, El-Sabban M, Saliba NA,
Gali-Muhtasib H. Anti-colon cancer effects of Salograviolide A
isolated from Centaurea ainetensis. Oncol Rep 2008; 19: 897-904.
[CrossRef]

Koukoulitsa E, Skaltsa H, Karioti A, Demetzos C, Dimas K. Bioactive
sesquiterpene lactones from Centaurea species and their cytotoxic/
cytostatic activity against human cell lines in vitro. Planta Med 2002;
68: 649-52. [CrossRef]

Kirmizibekmez H, Calis |, Perozzo R, Brun R, Donmez AA, Linden A,
et al. Inhibiting activities of the secondary metabolites of Phlomis
brunneogaleata against parasitic protozoa and plasmodial enoyl-A-
CP Reductase, a crucial enzyme in fatty acid biosynthesis. Planta
Med 2004; 70: 711-7. [CrossRef]

Saracoglu |, Inoue M, Calis |, Ogihara Y. Studies on constituents with
cytotoxic and cytostatic activity of two Turkish medicinal plants Ph-
lomis armeniaca and Scutellaria salviifolia. Biol Pharm Bull 1995; 18:
1396-400. [CrossRef]

Ozbilgin A, Durmuskahya C, Kayalar H, Ostan |. Assessment of in
vivo antimalarial activities of some selected medicinal plants from
Turkey. Parasitol Res 2014; 113: 165-73. [CrossRef]

Akarsu GA, Salin D. In vitro cultivation of Toxoplasma gondii in va-
rious cell cultures. Turkiye Klinikleri J Med Sci 2010; 30: 598-602.
[CrossRef]

Doskaya M, Degirmenci A, Cicek C, Ak M, Korkmaz M, Guruz Y, et
al. Behaviour of Toxoplasma gondii RH Ankara strain tachyzoites du-
ring continuous production in various cell lines. Parasitology 2006;
132: 315-9. [CrossRef]

Chatterton JM, Evans R, Ashburn D, Joss AW, Ho-Yen DO. Toxoplas-
ma gondii in vitro culture for experimentation. J Microbiol Methods
2002; 51: 331-5. [CrossRef]

. Youn HJ, Lakritz J, Kim DY, Rottinghaus GE, Marsh AE. Anti-pro-

tozoal efficacy of medicinal herb extracts against Toxoplasma
gondii and Neospora caninum. Vet Parasitol 2003; 116: 7-14.
[CrossRef]


https://doi.org/10.1016/S0147-9571(96)00038-0
https://doi.org/10.1007/s11940-003-0018-8
https://doi.org/10.3109/inf.1975.7.issue-1.13
https://doi.org/10.1586/14787210.1.1.175
https://doi.org/10.3892/or.19.4.897
https://doi.org/10.1055/s-2002-32893
https://doi.org/10.1055/s-2004-827200
https://doi.org/10.1248/bpb.18.1396
https://doi.org/10.1007/s00436-013-3639-1
https://doi.org/10.5336/medsci.2009-14716
https://doi.org/10.1017/S0031182005009078
https://doi.org/10.1016/S0167-7012(02)00101-X
https://doi.org/10.1016/S0304-4017(03)00154-7

Derleme / Review 1 69

Dicrocoeliosis Epidemiyolojisinde Kara Salyangozlarinin Onemi

Importance of Land Snails in Dicrocoeliosis Epidemiology
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6z

Dicrocoeliosis, kiiglk karaciger kelebegi Dicrocoelium spp. (Trematoda, Dicrocoeliidae)’ nin gevis getiren hayvanlar ve insan da dahil diger
bir cok hayvan turinin safra kanallarinda ve safra kesesinde parazitlenmesiyle sebep oldugu helminthosis bir hastaliktir. Dicrocoelium'un
biyolojik yasam déngusinde, kara salyangozlar birinci ve karincalar ikinci ara konak olarak gérev yaparlar. Kara salyangozlarinin hepatopank-
reaslarinda sporosist ve serkarya larval sathalari, karincalarn abdomen ve beyinlerinde metaserkarya larval sathasi yasamaktadir. Turkiye'de
bu parazite birinci ara konaklik yapan kara salyangozlari Helicopsis derbentina, H. protea, H. krynickii, Cernuella virgata, Trochoidea pyrami-
data, Cochicella acuta, Monacha carthusiana, Helicella candicans, Helix aspersa, H. lucorum ve Chondrus tournefortianustur. Ozellikle gevis
getiren hayvanlarda yaygin olan bu parazitik hastalik, karacigeri etkileyerek hayvanlarda kilo kaybina ve st Uretiminin azalmasina neden ola-
bilmektedir. Kurak habitatlarin genislemesi ve parazitin antihelmintik ilaglara diren¢ kazanmasi nedeniyle dicrocoeliosis kayitlar artmaktadir.
Bu ¢alisma Dicrocoelium’un epidemiyolojisi ve kontrol yéntemleri ile ilgili bilgiler icermektedir.

Anahtar Kelimeler: Dicrocoeliosis, Dicrocoelium, Kara salyangozu, Epidemiyoloji

Gelis Tarihi: 01.12.2016 Kabul Tarihi: 19.06.2017

ABSTRACT

Dicrocoeliosis is a helminthosis caused by the small liver fluke Dicrocoelium spp. (Trematoda, Dicrocoeliidae) parasitizing in the bile ducts
and gall bladder of ruminants as well as many other animal species including humans. In the biological life cycle of Dicrocoelium, land snails
are first intermediate hosts and ants are second intermediate hosts. Sporocysts and cercaria, which are larval stages, live in the hepatopan-
creas of land snails and metacercaria, which is also the larval stage, lives in the abdomen and brain of ants. Land snails, which are the first in-
termediate host of this parasite in Turkey, include Helicopsis derbentina, Helicopsis protea, Helicopsis krynickii, Cernuella virgata, Trochoidea
pyramidata, Cochicella acuta, Monacha carthusiana, Helicella candicans, Helix aspersa, Helix lucorum, and Chondrus tournefortianus. Di-
crocoeliosis is widespread in ruminants and affects their liver, which can lead to weight loss and reduced milk production. The number of
reports on dicrocoeliosis is increasing due to the expansion of dry habitats and parasites becoming resistant to antihelminthic drugs. This
study provides information on the epidemiology and control methods of Dicrocoelium.

Keywords: Dicrocoeliosis, Dicrocoelium, Land snail, Epidemiology
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GiRi§ li tirler Dicrocoelium dendriticum (Rudolphi, 1819) Looss,
1899, D. hospes Looss, 1907, D. chinensis (Sudarikov ve

Dicrocoeliosis, kiglk karaciger kelebegdi Dicrocoelium spp.
Ryjikov, 1951) Tang ve Tang, 1978 ve D. suppereri Hinaiday,

(Trematoda, Dicrocoeliidae)'nin gevis getiren hayvanlar ve
insan da dahil bir cok hayvan tiriiniin safra kanallarinda ve 1983 (syn. D. orientalis Sudarikov ve Ryjikov, 1951)'dir. D.
safra kesesinde parazitlenmesiyle sebep oldugu helmintho-  dendriticum Amerika, Asya, Kuzey Afrika ve Avrupa‘dan, D.
sis bir hastaliktir (1-4). Dicrocoelium cinsine bagli en énem-  hospes Afrika’dan, D. chinensis Asya'dan ve D. suppereri
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eski Sovyetler Birligi ve Avusturya'dan kaydedilmistir. Dicrocoe-
lium, Dicrocoeliidae familia (aile)’si, Plagiorchioidea superfamilia
(Ustaile)'si, Plagiorchiata subordo (alttakim)'su, Plagiorchiida ordo
(takim)'su ve Epitheliocystida superordo (Usttakim)’suna dahildir
(2). Dicrocoelium’un biyolojik yasam déngustinde, kara salyango-
zlar birinci ve karincalar ikinci ara konak olarak gérev yaparlar.
Kurak habitatlarin geniglemesi ve parazitin antihelmintik ilaglara
diren¢ kazanmasi nedeniyle dicrocoeliosis kayitlar artmaktadir
(1, 3, 4). Bu calisma Dicrocoelium’un epidemiyolojisi ve kontrol
yontemleri ile ilgili bilgiler icermektedir.

Dicrocoeliosis
Onemi

Safra kanallar ve safra kesesinde kronik hastaliga neden olan
Dicrocoelium dendriticum, 8-12 mm boyunda ve 2-3 mm
genisliginde bir helminttir. Operkulumlu, oval koyu kahverengi
yumurtalar ktctktir (35-45 pm x 22-30 pm) ve mirasidyum icer-
mektedir (3). Dicrocoelium epidemiyolojisi ara konaklarin ve son
konaklarin mevcudiyetine, bunun yaninda cevre sartlarina da
bagdlidir. Ara konaklar i¢in uygun biyotoplar kuru, kalkersi veya
alkalin topraklardir (2, 4). Bdyle bir cevrede son konaklar (koyun,
keci, sigir, deve, manda, at, esek, tavsan, domuz, kdpek, insan)
tarafindan diskiyla disariya atilan yumurtalar sicaklik degisim-
lerine ve cevreye dayaniklidir. Mirasidyum iceren yumurtalar kig
aylanni gecirir ve arazide 20 aydan fazla enfekte kalabilir (3, 4).

Epidemiyolojisinde Kara Salyangozlarinin

Birinci ara konaklar olan kara salyangozlar tarafindan mirasi-
dyumlu yumurtalarin agiz yoluyla alinmasiyla, mirasidyum bagir-
sakta yumurtadan ¢ikar, bezli orta bagirsak epiteline penetre
olarak hepatopankreasa go¢ eder ve burada I. nesil sporosistleri
olusturur. Birinci ara konak olan salyangozlarda mirasidyumun
serkaryalara déntsimU 3-4 ay stirmektedir. Her bir mirasidyum
sadece bir I. nesil sporosisti olusturur ve bu sathanin yasami old-
ukga kisadir. 1. nesil sporosistlerin kendilerine ait bir viicut duvari
yoktur, karacigerin lobulleri arasindaki bolgelere girer ve bu bol-
gelerin seklini alir. 1. nesil sporosistlerden poliembriyoni (eseysiz
cogalma) ile II. nesil sporosisitler, Il. nesil sporosistlerden de po-
liembriyoni ile serkaryalar meydana gelir (1-8). II. nesil sporosis-
tler icerdikleri serkaryalarin morfolojik 6zelliklerine gére 3 gruba
ayrimaktadir. ilk safhadaki Il. nesil sporosistler olgunlasmamis
embriyolar (germinal hicreler kimesi) iceren ince uzun keseler
seklindedir. ikinci safhadaki II. nesil sporosistlerde olgunlasmis
ve serkaryaya farklilagsmaya baglayan embriyolar veya olgun-
lagmamis serkaryalar mevcuttur. Son safhadaki sporosistlerde
serkaryalar olgunlasmis yapidadir (2, 7, 9-11) (Sekil 1). Salyango-
zda ayni anda gorulen farkli gelisim evreleri enfeksiyonun farkli
zamanlarda alindigini veya ayni zamanda alinan parazit yumurta-
larinin birbirini takip eden larval gelisim gecirdigini gostermek-
tedir (2, 10). Her bir sporosiste 10-40 serkarya bulunabilmektedir
(1, 9).

Salyangozlar &zellikle ilkbahar ve sonbaharda aktif olduklar
icin enfeksiyonu alma riski bu aylarda ylksektir. Sonbaharda
enfeksiyonu alan salyangozlar kisi gegcirebilir ve salyangoz akti-
flestigi zaman hepatopankreaslarindaki safhalarda aktifleserek
gelisimlerine devam etmektedir, salyangozlar enfekte sekilde
2-3 yil yasayabilir (1). Enfeksiyonun yayginhidi salyangozun yasi ve
biytkligine gore degismektedir, yas ve blyuklik arttikca enfek-
siyon siddeti de artmaktadir (2, 11-13).

Sekil 1. Son safhadaki Il nesil sporosist ve olgunlagmig serkaryalar (8)

Kara salyangozlarinda aktivite, 1tk yogunlugu, nem, sicaklik, to-
prak nemi ve giiniin zamani gibi dis faktérlere bagldir. Dicroco-
eliosis epidemiyolojisinde birinci ara konak olan salyangozlarin
D. dendriticum yumurtalanni alma periyodu salyangozlarin akti-
vitesine ve parazitin bu hayvanlardaki yasamina bagldir. Birinci
ara konaklarda larval safhalarin geligsimi salyangozun turd, yasi,
beslenme bélgesi, enfekte doz, ilgili nem, sicaklik ve diger pek
cok faktor etkiler (2). Arazi kosullarinda ise sicak aylarin salyan-
gozdaki larval gelisimi hizlandirdidi tespit edilmistir (14). Kara
salyangozlarinin hepatopankreaslarinda yasayan larval safhalarin
bu organ Uzerinde etkileri oldugu tespit edilmistir. Hepatopank-
reas Uzerindeki en dnemli etkiyi mevcut larvalarin biyukligu ve
sayisi gosterir. Hepatopankreasin glikojen icerigi azalir ve yag
cisimcikleri belirir. Larvalarin bosaltim Grlnleri hepatopankreas
Uzerinde doku eritici etkiye sahiptir. Ayrica larvalar, hepatopank-
reastan hiicre pigmentlerinin serbest birakilmasina ve bu nedenle
salyangoz viicudunun pigmentlenmesine sebebiyet verir (15, 16).

Dicrocoelium serkaryalarinda, biri 6n bolgede adiz cekmeni, digeri
orta bdlgede karin cekmeni olmak Uzere 2 cekmen bulunur. Agiz
¢cekmeninin 6n ucunda bir stilet (ignecik) mevcuttur. Bu yapi Di-
crocoelium serkaryasina 6zgu bir ozelliktir. Agiz cekmeninin biraz
altinda bagirsak ikiye catallanir ve bagirsak kollari karin cekmenine
kadar devam eder. Gévdenin arkasinda basit yapida kuyruk bu-
lunur. Serkaryanin bu cesidine Xiphidiocercaria denir (9) (Sekil 2).
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Sekil 2. Serkarya, a¢: agiz cekmeni, b: bagirsak, ba: bosaltim
apareyi, k: kuyruk, k¢: karin ¢cekmeni, s: stilet (6)

Turkiye'de bu parazite birinci ara konaklik yapan kara salyan-
gozlan Helicopsis derbentina, H. protea, H. krynickii, Cernuella
virgata, Trochoidea pyramidata, Cochicella acuta, Monacha car-
thusiana, Helicella candicans (Canakkale ve Bursa), Helix aspersa
(izmir ve Mersin), H. lucorum (Kastamonu ve Afyonkarahisar) ve
Chondrus tournefortianus (Kastamonu)'tur (6-8, 17-19).

Serkaryalar dis ortama birakilmadan énce adiz cekmenlerindeki
stiletleri, enzimatik Grinleri ve kuyruklannin yardimiyla solunum
bosluguna go¢ eder ve burada en az 5000 serkaryali 2 mm capinda
mukoz toplar olusur. Salyangoz yerde surlinirken serkaryali mu-
koz toplar solunum deliginden duser ve bitkilere yapisir (2, 20-23).
Mukuslu serkaryali kimelerin canlligi dogada birka¢ giin kadar
strer (1). ikinci ara konak olan karincalar (Formica spp.) tarafindan
serkaryalarin adiz yoluyla alinmasiyla, serkaryalar kuyruklarini kay-
beder ve etraflarina kalinca bir kist duvari salgilayarak metaserkarya
larvalarini olugturur. Serkaryalardan 1 veya 2 tanesi subozofageal
gangliona (beyine), digerleri abdomene yerleserek metaserkary-
alari olusturur. Beyindeki metaserkarya larvasina beyin kurdu denir
ve hava sogudugunda (6zellikle aksam saatlerinden itibaren saba-
ha kadar), beyindeki metaserkarya karincalarin sinir sistemi Gzerine
etki yaparak, mandibula kaslarinin (tetani) kasilmasina neden olur.
Bu sekildeki karincalar bitkilerin Gzerine sabitlenir (1-4, 24). Karin-
calar tarafindan serkaryalarin alinmasindan 1,5-2 ay sonra karin-
calar son konaklar icin enfekte hale gelir. Mart-Kasim aylan arasi
karincalann aktif zamanidir ve son konaklar tarafindan karincalarin
agiz yoluyla alinmasiyla parazitin yasam déngusi tamamlanir (1-

4, 14, 25). Schuster (26)'a gore enfeksiyonun siddeti karincalarin
buyikligine bagldir, karinca tirine veya karincalarin toplanma
zamanina bagl degildir. Kis uykusundaki metaserkaryali karincalar
dicrocoeliosis epidemiyolojisinde 6nemlidirler. Karincanin abdo-
meninde metaserkaryalar 1 veya daha fazla yil kalarak bahar ayinda
enfeksiyon icin rol oynarlar (27). Ulkemizde sadece Formica rufibar-
bis'in bu parazite ikinci ara konaklik yaptigi tespit edilmistir (24).

Bazi enfekte karincalar kis aylar boyunca yuvalarinda kis uykusu
halinde canli kalabilir ve bir sonraki yil ilkbahar baslangicindan iti-
baren Kasim’a kadar enfeksiyon riskini arttinr. Son konaklarin safra
kanallarinda bulunan ergin kurtlarin sayisi, karincalarin aktivite peri-
yodu ile birlikte artmaktadir. Karincalarin son konaklar tarafindan
alinmasindan 2 ay kadar sonra D. dendriticum yumurtalarinin son
konaklar tarafindan birakilmasi en Ust seviyeye ¢ikar ve bu oran
sonbaharin sonu ile kiga denk diser. Bu ylizden sayica bol ve aktif
olan salyangozlarin yumurtalarla temasi ilkbahara rastgelir (2, 14).

Son konaklar tarafindan enfekte karincalarin agiz yoluyla alin-
masiyla metaserkarya larvasi duodenal enzimler yardimiyla kist-
ten cikar ve koledok kanali (ductus choledochus) yoluyla safra
kanallarina ve safra kesesine yerlesir (1, 3, 4, 25). Parazitin safra
kanallarina yerlesmesi icin birka¢ saat (24 saate kadar) gerek-
lidir (14). Son konaklarda hastalik dncesi dénem 7-9 hafta (2 ay),
parazitin bitlin yasam déngusu ise 6 ay surer (1, 3). Safra kanal-
larina ve safra kesesine yerlesen ergin kelebekler dicrocoeliosis
(dicrocoeliasis) adi verilen hastalida neden olur (1-3, 28, 29).

Dicrocoeliosis'te safra kanallarinin ¢ceperi kalinlagir (fibrosis) ve
safra kanallar genigler (1, 3, 21, 28, 29). Cok agir enfeksiyonlarda
safra kanallarinin kalinlasmasiyla karaciger siser. Safra kanallarin-
da yanma ve ergin trematodlarin agiz cekmenlerindeki stiletleri
nedeniyle safra kanallarinin ylizeylerinde irritasyon meydana gelir
(3). Ayrica safra kanallarinda tikanmalara ve safranin bagirsaklara
akmasini engelleme, safra tagi olusumuna sebebiyet verir (21,
28- 31). Karaciger zayiflar, yizeyinde yaralar ve beyaz benekler
olusur (3). Parazitler tarafindan serbest birakilan metabolik Grin-
lerin toksik etkisi nedeniyle patolojik bozukluklar gorildr. Paraz-
itlerin yUkselen sayisiyla birlikte, monositlerde ve eozinofillerde
ylkselme meydana gelir (1). Hastaligin son konaklardaki klinik
belirtileri kansizlik, 6dem, zayiflik, siroz, sanlik, karin bolgesinde
siskinlik, karacigerde blylime (hepatomegali) ve agn, ishal veya
kabizlik, mide bulantisi ve kusmadir (1, 3, 4, 14, 21, 23, 28-33). Bu
hastalik hayvanlarda et ve st Uretiminde azalma meydana ge-
tirir. D. dendriticum’un son konaga tahribati; karacigerdeki ergin
kelebeklerin sayisi ve enfeksiyon zamaninin uzunluguna baghdir.
Ergin bireyler hayvanlarda é yil kadar yasayabilir (2, 33).

Dicrocoeliosis zoonotik bir hastaliktir. Enfeksiyonun yapisiyla ilg-
ili olarak, insanlar sadece nadir durumlarda kazara bitkilerin Uze-
rindeki enfekte karincalarin agiz yoluyla alinmasiyla enfekte olabilir.
Bu sebepten cocuklar sik sik enfekte olabilir. Hastaliktan korunmak
icin karincali sebze ve meyveler yenmemelidir (1, 23, 31, 32).

SONUGC VE ONERILER

D. dendriticum’un kontroli epidemiyolojisinin karisik olmasindan
dolayi zordur (3). Karincalarin yayginligindan dolayi gevis getiren
hayvanlar sabah ve gec saatlerde otlatiimamalidir (1, 3-4). Hastalikli
hayvanlar tedavi edilmelidir ve yumurtalarla ¢evrenin tekrar enfek-
te olmasini engellemek icin tedavi é haftalik araliklarla diizenli bir
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sekilde yapiimalidir (1). Ara konaklarin kontrol metotlan sadece
kictk alanlar icin uygundur, ylksek maliyetleri genis alanlarda
kullanimina engel olur. Ekolojik nedenlerden dolayi ara konaklarin
kimyasal kontroli uygun degildir. Kiiglik alanlarda salyangozlarin
ve karincalarin kontrol tavuk, érdek, kaz, hindi yetistirilerek sagla-
nabilir. Ayrica karinca yuvalarinin giris bolgesi agac dallaryla kapa-
tilarak, hastaligin son konaklara gegisi azaltilabilir (1, 3, 4).
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Amazon Ormanlarindan Donen Bir Gezginde Dermatobia hominis'in
Neden Oldugu Fronkiiler Miyaz

Furuncular Myiasis Caused by Dermatobia hominis in a Traveler Returning from the Amazon
Jungle
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oz

Amazon Ormanlarina yaptigi seyahatten dénen 39 yasinda erkek hasta sag parietal bolgedeki sacli derisinde bulunan fronkiler lezyon sika-
yeti ile bagvurdu. Verilen uygun antimikrobiyal tedaviye ragmen lezyon diizelmedi. Cerrahi girisim yapilan lezyondan Dermatobia hominis
larvasi gikarildi. insan botfly sinegi, D. hominis, Orta ve Giiney Amerika seyahatinden dénen gezginlerde fronkiiler miyazin en sik etkenidir.
Cerrahi olarak larvanin ¢ikarilmasi ana tedavi secenegidir. Sekonder bakteriyel enfeksiyon gelisimi de akilda bulundurulmalidir.

Anahtar Kelimeler: Miyaz, Dermatobia hominis, Botfly
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ABSTRACT

A 39-year-old man who was returning from the Amazon Jungle and had no medical history presented with a furuncular lesion on his right pa-
rietal scalp. Despite receiving appropriate antimicrobial treatment, his lesion did not heal. After surgical intervention, a Dermatobia hominis
larva was extracted. The human botfly D. hominis is the most common causative agent of furuncular myiasis among travelers returning from
Central and South America. Surgery is the main treatment option, and secondary bacterial infection should be kept in mind.

Keywords: Myiasis, Dermatobia hominis, Botfly
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GiRiS re dort alt aileye aynimaktadir. Cuterebrinae alt ailesinde alti

Miyaz, insan ve omurgali hayvanlanin, doku ve organ bosluk- genus icinde Yeni Diinya’da tanimlanmis 70 tir bulunmakta-

larinin, bazi Diptera larvalar ile enfestasyonu ve bu larvalarin dir. Bunlardan Dermatobia hominis ve Cuterebra tiirleri in-

canli veya 6lU dokular, viicut sivi maddeleri ve besin arrtiklari
ile beslenmeleri sonucu meydana getirdigi lezyonlan ifade
etmek icin kullaniimaktadir (1). Miyaz canlilarda, kiitanoz, na-
zofarengeal, okller, intestinal/enterik veya Urogenital tutu-
lum gibi farkli formlarda ortaya cikabilmektedir. Deri miyazi,
neden olan larvanin tirine bagli olarak g klinik gérintiyle
ortaya c¢ikabilmektedir: Fronkdler miyaz, migratuar miyaz ve
yara (travmatik) miyazi (2, 3). Oestridae ailesi “ Cuterebrinae,
Oestrinae, Gasterophilinae ve Hypodermatinae” olmak lUze-

sanlarda fronkller miyaza neden olabilmektedir (4).

Amerika'da fronkuler miyazin en énemli etkeni Dermatobia
hominis'tir ve siklikla yiksek 1si ve neme sahip Meksika, Orta
ve Giiney Amerika'da bulunur (2). Ozellikle Orta ve Giiney
Amerika’'nin tropikal bélgelerinden dénen gezginlerde kita-
ndz miyaz artig gdsteren bir problemdir (5).

insan Botfly (D. hominis) sinedinin karmasik ve benzersiz bir
yasam dongusi vardir. Erigkin sinek tarafindan birakilan yu-
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murtalar, vektor gorevi géren kan emici baska bir sinegin karin
bélgesine yapisir (6, 7). Sicak kanli bir hayvan ya da insan ile te-
mas durumunda vicut isisinin etkisiyle yumurtadan cikan birinci
evre larva deriden iceri agrisiz bir sekilde girer. Larvanin dermise
ulasmasi ile her bir papulde tek bir larvanin oldudu, larvanin so-
lunumunu saglamasi icin hava ile irtibati saglayan merkezinde bir
por bulunan fronkiler bir lezyon gelisir. Bes ile 10 hafta icinde
ikinci ve Ucuncl evreye donlsen larva, midahale edilmezse ken-
diliginden genellikle geceleyin disar cikip duser. Konaktan du-
sen larva, dis ortamda yaklasik bir ay sonra cogalabilecek yetiskin
sinege dénulsur ve yasam dénglsl tamamlanmis olur (8).

Bu olguda Amazon Ormanlar seyahatinden dénen bir hastada
D. hominis'in neden oldugu fronkiler miyaz olgusu sunulmustur.

OLGU SUNUMU

Yaklasik iki haftadir baginin sag tarafinda, sach deride agnl sis-
lik ile birlikte az miktarda akinti sikayeti olan, 39 yasinda erkek
hasta, hastanemiz Enfeksiyon Hastaliklari poliklinigine bagvurdu.
Detayl alinan 6ykislnde hasta, bir hafta dnce Glney Amerika
seyahatinden donduguni belirtti. Yaklasik iki ay stren bu seya-
hatinde Amazon Ormanlarinda doda yurtyuslerine katildigini ve
vicudunun farkli bélgelerinden bir ¢cok bdcek ve sinek tarafin-
dan isinldigini belirtti. Fizik muayenesinde hastanin sag parietal
bolgesindeki sagli deride, 2 cm capinda, endire, merkezinde
ufak bir Glserin bulundugu, serohemorajik bir akintinin eslik ettigi
fronkuiler lezyon goérildi (Resim 1). Hastanin laboratuvar tetkik-
lerinden tam kan sayiminda 16kosit 6500/mm?, CRP <0,3 mg/dL,
eritrosit sedimentasyon hizi ise 3 mm/saat idi.

Ulsere lezyondan siiriintii kiiltiirii alindiktan sonra hastaya ampi-
rik olarak amoksisilin/klavulanat 1000 mg giinde iki kez baslandi.
Alinan yara kiltird sonucunda metisiline hassas Staphylococcus
aureus Uremesi tespit edildi. Baglanan antibiyotik tedavisi uygun
olmasi nedeniyle tedaviye devam edildi. Hastanin tedavisinin 10.
gliniinde akintida azalma olmasina ragmen lezyonda gerileme
olmamasi Uzerine drenaj ve debridman acisindan degerlendiril-
mek Uzere Beyin Cerrahisi konsiltasyonu istendi. Lokal anestezi
altinda lezyona yapilan insizyon sonrasinda bir adet 1,5 cm uzun-
lugunda oval yapida, orta segmenti lzerinde birbirine paralel ke-
merlerin Gzerinde siyah cengelleri bulunan larva disarya cikarild
(Resim 2, 3, 4). Lokal yikama sonrasi lezyon kapatildi. Hastanin
seyahatten geldigi bdlge g6z dniinde bulundurulunca D. homi-
nis miyazindan stphelenildi ve larvaya ait fotograflar bu konuda
uzman olan bir medikal entomologa génderildi ve larva 3. evre
D. hominis larvasi olarak tanimladi. Hastanin takibinde herhangi
bir komplikasyon gelismeden, lezyon tamamen iyilesti. Verilerin
paylasimi icin hastadan onam alind.

TARTISMA

Ulkemizden degisik zamanlarda ve farkli bélgelerden bildiril-
mis insan miyaz olgular mevcuttur ve bu olgularin cogu, okuler,
nazal, gingival, aural gibi mukozal tutulum ile seyreden ya da
kronik yaralar Uzerinde gelisen miyaz olgulandir (9-11). Kitandz
fronkiler miyazin ise en sik etkenleri olan D. hominis Gliney Ame-
rika’da, Cordylobia anthropophaga ise Afrika’'nin tropikal bolge-
lerinde bulunmasi nedeniyle (1-2), fronkiler miyaz Glkemizde pek
beklenmemektedir. Ancak bu bdlgelere seyahat dykisi olan ve
iyilesmeyen fronkiler lezyon ile bagvuran hastalarda D. hominis

Resim 1. Sag parietal bdlgedeki sacl deride gorilen ortasi
Ulsere, hiperemik, fronkiler lezyon

Resim 2. Cerrahi insizyonla cikarilan oval yapida D. hominis
larvasi, lateral gériinim

ve C. anthropophaga akilda bulundurulmalidir. Literatiirde Glke-
mizden bildirilen sadece bir tane D. hominis'e bagli miyaz olgusu
mevcuttur, bizim hastamizda oldugu gibi bu olguda da Guney
Amerika'ya seyahat 6ykusl vardir (12).

Botfly yumurtasi acilip, memeli konak derisine penetre olduktan
sonra larvanin gelisiminde 3 farkli evre gézlenir. Her bir evredeki
larva farkl bir sekle sahiptir. Birinci evre larva 1-7 gln arasinda
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Resim 3. Larvanin orta segmenti Uzerinde birbirine paralel
uzanan kemerler Gzerindeki cengeller

Resim 4. a,b. Anterior spirakil (a), posterior spirakul (b)

gelisir ve bulbus formunda kurt benzeri bir yapiya sahiptir. ikinci
evre larva sise boynu seklinde bir yapiya sahiptir ve anterior kismi
genis, posterior kismi ise anterior kisimdan farkl olarak dardir, bu
evre 7-20 giin arasinda goriilir. Uglincii evredeki larva ise silindi-
rik yapida, yaklagik 23 mm uzunlugunda ve 6 mm genisliginde-
dir. Her bir evrede larvanin orta segmentini cevreleyen ve geriye
dogru cikinti yapan ¢engeller vardir. Larvanin ventral anterior kis-
minda bulunan adiz acikhdi iki adet kanca veya bukkal maksillaya
sahiptir; bunlar gliclt sklerotik yapiya ve koyu bir pigmentasyona
sahip anterior sefalofarengeal yapilardir. Larvadaki adiz kancala-
r, konaga baglanma, dokulari delme ve beslenmeyi saglar (13).

Bizim olgumuzda da ¢ikarilan larvanin seklinin sise boynu benzeri
olmamasi, silendirik yapida olmasi ve boyutlar nedeniyle Gg¢linci
evre larva olarak degerlendirildi.

KUtanoz fronkuler miyaz nedeni olan D. hominis, tam ortasin-
da dizgtn sinirh bir giris deliginin oldugu inflame kistik nodu-
ler bir lezyon olugsmasina neden olur. Lezyonlar siklikla sach deri,
ylz ve ekstremiteler gibi acik vicut bdlgelerinde gérilmektedir.
Hastalarda sikayet olarak kasinti ve &zellikle geceleri artan agri
yakinmasi olabilecegi belirtiimektedir (14). Bizim hastamizda da
belirtilen sekilde, sacli deride, ortasinda serohemorajik akintili
milimetrik Ulserin oldugu, fronkiler bir lezyon mevcuttu.

insan Botfly (D. hominis) miyazina badl karsilasilabilecek en sik
komplikasyon sekonder bakteriyel enfeksiyonlardir (1). Enfekte lez-
yonlarda uygun antibiyoterapi verilmesi de akilda bulundurulmali-
dir. Genellikle ihimli bir klinik seyir géstermesine ragmen, literatir-
de kafa kemiklerinin tam gelismedigi bir infantta beyne invazyon
sonrasl fatal seyreden bir D. hominis olgusu bildirilmistir (15).

insan Botfly (D. hominis) miyazinda, larvanin cikarilmasi icin lezyo-
na, yapistirici, domuz yagi, mineral yaglar ve vazelin uygulamasi
ile larvanin hava aliginin engellenebilecegi ancak bu uygulama-
larla optimal sonuglarin elde edilemeyebilecegi belirtilmektedir.
Dolayisiyla larvanin ikinci veya Uclincli evresinde cerrahi olarak
cikarilmasi onerilmektedir. Eger larva cikariimadan dogdal gelisi-
mine birakilirsa 5-10 hafta i¢cinde olgunlasarak, kendiliginden di-
sari cikacaktir (2).

SONUC

Guney Amerika Ulkelerine seyahat etme ve dzellikle doga aktivite-
leri dykUst olan kisilerde iyilesmeyen kitanoz fronkdler lezyonlarda
mutlaka D. hominis'e bagli miyaz akilda bulundurulmalidir. Larvanin
cikarilmasi tedavide yeterli bir girisimdir. Gelisebilecek sekonder
bakteriyel enfeksiyonlar agisindan hasta takip edilmelidir.
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Kronik Hepatit B-Leishmania Koinfeksiyonu

Chronic Hepatitis B and Ledsimania Coinfection

Tuna Demirdal, Ummi Sena Sari, Salih Atakan Nemli, Serap Ural, Sibel El

izmir Katip Celebi Universitesi, Atatirk Egitim ve Arastirma Hastanesi, Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi, izmir, Tiirkiye
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oz

Visseral leishmaniasis, dlinyanin pek cok bdlgesinde endemik olarak gérilen, tedavi edilmedigi takdirde yasami tehdit eden bir enfeksiyon
hastaligidir. Ates, kilo kaybi, hepatosplenomegali, pansitopeni gibi semptom ve bulgular nedeniyle kronik karaciger hastaliklari ile benzerlik
gostermektedir. Bu calismada kronik hepatit B enfeksiyonu oldugu bilinen, karaciger biyopsisi ile rastlantisal olarak tani konulan bir visseral
leishmaniasis olgusu sunulmustur. Visseral leishmaniasis, bir enfeksiyon hastaligi olarak kronik karaciger hastaliklarinin ayirici tanisinda dikkate
alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: Visseral leishmaniozis, Kronik hepatit B, Karaciger biyopsi

Gelis Tarihi: 10.11.2016 Kabul Tarihi: 03.08.2017

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is an endemic disease in many parts of world, and if untreated, it is a potentially life-threatening infectious disease. It
is similar to chronic liver disease because of signs and symptoms such as fever, weight loss, hepatosplenomegaly, and pancytopenia. In this
study, we present a case of visceral leishmaniasis, which is known to be a chronic hepatitis B infection, that was coincidentally diagnosed
with liver biopsy. Visceral leishmaniasis should be considered as an infectious disease in the differential diagnosis of chronic liver diseases.

Keywords: Visceral leishmaniasis, Chronic hepatitis B, Liver biopsy
Received: 10.11.2016 Accepted: 03.08.2017

GiRiS

Visseral leishmaniasis (kala-azar ya da Dum-Dum atesi), in-
sana tatarcik sineklerinin (Phlebotomus) sokmasiyla bulasan,
Leishmania genusuna ait bircok protozoal parazitin neden
oldugu, zoonotik bir enfeksiyondur. Etkenin rezervuar enfek-
te insanlar ve kopeklerdir (1). Hastalik, diinyada tropikal ve
subtropikal bdlgede yasayanlar icin halen ciddi bir saglik so-
runudur. Her yil 90'dan fazla tlkede yaklasik 200.000-400.000
kisi bu hastaliga yakalanmaktadir. Retikiloendotelyal sis-
temi etkileyen VL (visseral leishmaniasis)’in kronik seyrinde,
hepatosplenomegali, ates, halsizlik ve kilo kaybi gorildr.
Anemi, |[6kopeni, trombositopeni, hipoalbliminemi ve hiper-
gamaglobulinemi dnemli laboratuvar bulgulandir (2). Kronik
karaciger hastaliklar seyrinde de benzer bulgular kargimiza
cikabilir. Ozellikle kronik karaciger hasarinin son dénem yan-
simasi olan karaciger sirozu ayirici tanisinda, VL g6z éninde
bulundurulmalidir (3).

Yazisma Adresi / Address for Correspondence: Ummii Sena Sari,
DOI: 10.5152/tpd.2017.5134

Bu calismada, kronik hepatit B tanisiyla karaciger biyopsisi
yapilan ve bu sirada VL tanisi konulan bir olgu sunulmustur.

OLGU SUNUMU

Yetmis yasinda erkek hasta, iki aydir var olan kilo kaybi ve
terleme sikayetleri ile i¢ hastaliklar poliklinigine bagvurmus.
Hastanin laboratuvar bulgularinda; karaciger enzim yiiksek-
ligi, HbsAg pozitifligi, hipoalbiminemi, anemi ve |6kopeni
saptanmis. Kantitatif serum HBV DNA duzeyi negatif bulun-
mus. Sorgulamasinda alkol kullanim dykisi olmadigi égre-
nilmis. Hasta tani amach karaciger biyopsisi yapilmak Gzere
gastroenteroloji klinigine gonderilmis.

Hastanin bir hafta sonra, sikayetlerinde gerileme olmamasi
nedeniyle klinigimize bagvurusunda kilo kaybi, halsizlik ve
terleme sikayetleri devam etmekteydi. izmir'in Bornova il-
cesinde ikamet eden hastanin anamnezinde seyahat dyku-
st yoktu. Fizik muayenede; ates: 36°C, nabiz: 80 atim/dk
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ve ritmik, tansiyon arteryel: 130/60 mmHg, solunum sayisi: 16/
dakika olup, batin muayenesinde splenomegali saptandi. Diger
sistem muayeneleri olagandi. Laboratuvar incelemelerinde; 16-
kosit sayisi: 3550/mms3, (%56 notrofil, %1 lenfosit, %1,7 bazofil,
%15 monosit), trombosit sayisi: 203.000/mm3, hemoglobin: 9,5
g/dL, aclik kan glukozu: 235 mg/dL, AST: 110 IU/mL, ALT: 107
IU/mL, albimin: 2,2 g/dL, globdlin: 4,2 g/dL, AFP: 3,8 ng/mL,
eritrosit sedimantasyon hizi: 67 mm/saat, C-reaktif protein: 9,3
mg/dL idi. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) ile ya-
pilan serolojik incelemede; HBsAg: (+), anti-HBs: (-), HBeAg: (-),
Anti-HBe: (+), anti-HBc IgG: (+), anti-HCV: (-), Delta antijeni: (-),
Delta antikoru: (-), HBV DNA: negatif idi. Batin ultrasonografi-
sinde; karaciger parankimde grade 2 hepatosteatoz, dalak ve
karaciger boyutunda artis gorulda. Karaciger biyopsi drnekleri-
nin patolojik incelemesinde, kronik hepatit B enfeksiyonu lehi-
ne bulgularin yani sira makrofajlar icinde leishmania amastigot-
larina rastlandi.

Patolojik tani klinige ulasinca, hastaya lipozomal amfoterisin-B
tedavisi bagland.. ilk 5 giin 200 mg/giin, daha sonra 14. giin ve
21. glin 50 mg/giin seklinde uygulandi. Tedavi ile birlikte hastada
dramatik olarak klinik iyilesme gozlendi. Sedimantasyon, CRP ve
karaciger enzim seviyeleri geriledi. Hastanin bir ay sonraki kont-
rol muayenesinde herhangi bir yakinmasi yoktu. Laboratuvar bul-
gularinin normal seviyelere geldigi gorildu. Kronik HBV enfeksi-
yonu tanisiyla izlemine devam edildi.

TARTISMA

Visseral leishmaniasis (VL), Glkemizin de icinde bulundugu genis
bir cografyada endemik olarak gérilmektedir. Bu bélgelerde,
yaklasik 350 milyon kisi risk altinda yagsamaktadir. Her yil yaklagik
20.000 kisi VL nedeniyle dlmektedir (2). Yuksek mortalite riski goz
online alinarak, 6zellikle endemik bélgelerde, ayiricr tanida akla
getirilmesi gereken bir enfeksiyon hastaligidir.

Ulkemizde daha ok cocukluk caginda ve sporadik olarak go-
rlmesi, erigkin vakalarda tanida gecikmeye neden olmaktadir
(4). Kursun ve arkadaglarinin (5) ¢alismasinda hastaligin baslan-
gicindan taniya kadar gegen slrenin ortalama 75 gin oldugu
bildirilmistir. Hematolojik maligniteler, organ transplantasyonu,
immdinsupresif ilag kullanimi ve karaciger sirozu gibi altta yatan
durumlar, bulgularin VL lehine yorumlanmasini geciktirmektedir
(5, 6).

Turkiye'de VL'nin Akdeniz tipi gorilmekte ve siklikla 2-12 yas co-
cuklarda enfeksiyona yol acgarken, eriskinlerde daha nadir olup
genellikle immun yetmezlikli olgularda gérilmektedir (7). Son
yillarda, bircok tlkede artan HIV enfeksiyonu ve organ transplan-
tasyonuna paralel olarak, VL olgularinda artig bildirilmistir (8, 9).
Ulkemizde heniiz bildirilen HIV/Leishmania ko-infeksiyonuna
rastlanmamistir. Yine Turkiye'de bdbrek transplantli bir olguda,
tekrarlayan VL ataklar &limle sonuclanmistir (10). Olgumuzda
ise, beklenenin aksine altta yatan bir immunsupresif durum tespit
edilmemistir.

Farkli cografi bolgelerde, Kala-azar, Dum Dum atesi, Assam atesi,
infantil splenomegali gibi farkli isimlerle anilan hastalik, ates, kilo
kaybi, hepatosplenomegali, pansitopeni ve hipergamaglobuli-
nemi ile karakterizedir. Bu bulgular nedeniyle sitma, salmonelloz,
bakteriyel endokardit basta olmak Gzere nadiren kronik karaciger

hastaliklari ile kanstirlabilir (1). Kronik karaciger hastaliklarinin ni-
hai evresi olan karaciger sirozu, dekompansasyon gelismemis ise
sessiz seyirli olabilir. Bati diinyasinda en sik siroz nedeni alkol ve
hepatit C iken, doguda kronik hepatit B'dir. VL hastalarinda he-
patit virlslerine ait bulgulann varligi taniyr daha da giiclestirebilir
(6, 11). Zamaninda ve dogru tani bu hastalar icin hayat kurtarici
olurken, tanida gecikme ne yazik ki élimle sonuglanabilir (11, 12).
Etyolojik nedenlerin aydinlatiimasi ve fibrozisin belirlenmesi icin,
karaciger sirozu tanisinda, karaciger biyopsisi halen altin standart
yontemdir (3). Visseral leishmaniasis tanisinda da kullanilan bir
tani yéntemi olmasi nedeniyle karaciger biyopsisi, VL ve kronik
karaciger hastaliklan ayrnminda faydali olmaktadir (11). Olgumuz,
klinigimize bagvurusundan énce, kilo kaybi, hepatosplenomega-
li, HbsAg pozitifligi, anemi, |6kopeni, hipoalbliminemi, hiperga-
maglobulinemi bulgulari nedeniyle kronik viral hepatit B tanisi
almis ve karaciger biyopsisi yapilimistir.

Visseral leishmaniasis tanisinda, klinik bulgularnn pozitif pre-
diktif degeri klasik semptomlarin varliginda oldukca yiksektir.
Ancak kesin tani icin halen parazitin direkt gosterilmesine yo-
nelik yontemler kullanilmaktadir (13). immiinofloresan antikor
ve rK39 dipstick test yardimei tani testleridir. Parazitolojik tani
yontemleri; dokuda amastigotlarin gosterilmesi, ‘Novy-Mac-
Neal-Nicolle" (NNN) veya ‘Schneider Insect Medium’ besiye-
rinde promastigotlarin Uretilmesi veya PCR ile saptanmasidir
(1). Boyali preperatta parazitin direk incelenmesi amaciyla,
kemik iligi, lenf nodu, dalak ve karaciger aspirasyon &rnekleri
kullanilmaktadir. Bu methodun &zgilligu yiksek olup, duyar-
hgr incelenen preperata gore degismektedir. Karaciger aspi-
rasyonu duyarliidi disik olmasina ragmen daha guvenilirdir
(13). Ayrica kemik iligi negatifken genellikle pozitif bulunur (1).
Olgumuzun karaciger biyopsi materyalinin boyali incelemesin-
de, makrofajlar icinde leishmania amastigotlar gorllerek kesin
tani konulmustur.

Henlz etkili bir aginin bulunmamasi, VLin tedavi ve kontrolinde
kemoterapiyi zorunlu kilmaktadir. Elli yili askin stredir VL teda-
visinde neredeyse tek ilag bes degerlikli antimon bilesikleri ol-
mustur. Bu ilaglara kargi son yillarda artan direng oranlari, yan et-
kiler ve uygulamadaki zorluklar yeni tedavilere kapi agmistir (14).
Ancak yeni ilaclarin yiksek maliyetli oldugu ve duyarl suslarin
bulundugu bélgelerde bes degerlikli antimon bilesikleri halen
kullanilmaktadir (1). Anti-leishmanial preperatlar icinde en yiksek
etkinlige sahip olmasi, uzun siire hastanede yatis gerektirmemesi
ve dustk yan etki profili nedeniyle lipozomal amfoterisin-B, gi-
nimuzde ilk tercih tedavi haline gelmistir. Yapilan ¢alismalarda
%90-98 kir oranlar bildirilmistir (15). immunkompetan hastalarda
1-5.gln, 14.glin ve 21.giin 3mg/kg/giin dozunda énerilmektedir
(1). Olgumuz da lipozomal amfoterisin-B ile basarili bir sekilde
tedavi edilmistir.

SONUC

Tedavi edilmedigi takdirde ylksek oranda &limcil olabilen vis-
seral leishmaniasis, kronik karaciger hastaligi dahil bircok hasta-
ligi taklit edebilir. Ozellikle endemik bélgelerde ayirici tanisinin
zamaninda ve dogru yapilmasi, gereksiz girisimsel islemlerin
ve gelisebilecek ciddi komplikasyonlarin énlenmesi acisindan
onemlidir.
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Rare But Life-Threatening Complication of Hydatid Disease
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ABSTRACT

Cystic echinococcosis is an infectious disease that is potentially associated with the biliary tract. Of thousand cases of hydatid cysts that were success-
fully treated by the Ormeci method, only two presented with cholangitis subsequent to the percutaneous treatment. These cases were treated with
endoscopic retrograde cholangiopancreatography, and this study provides details regarding the clear fistulization of hydatid cysts into the biliary tract.
Keywords: Ormeci method, cystic echinococcosis, cholangitis
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oz

Kistik Ekinokokkozis safra yollari ile iliskili olabilecek bir enfeksiydz hastaliktir. Binden fazla hidatik kist hastasi Ormeci metodu ile basarili bir
sekilde tedavi edildi, sadece iki olguda perkitan tedavi sonrasi kolanjit gelisti. Bu olgular endoskopik retrograt kolanjiopankreatografi ile
tedavi edildi ve bu yazi ile hidatik kistin biliyer fistilizasyonu net bir sekilde gsterimistir.

Anahtar Kelimeler: Ormeci method, cystic echinococcosis, cholangitis

Gelis Tarihi: 21.09.2016 Kabul Tarihi: 31.07.2017

INTRODUCTION

Cystic echinococcosis is an infectious disease that is caused
by the parasite Echinococcus granulosus. Dogs and other
canids are the main sources of these parasites. The disease
is predominantly observed in the Middle East, Eastern Eu-
rope, Africa, Far East, Australia, New Zealand, and South
America; it is prominent in areas with populations having a
lower socioeconomic status (1). The following two percuta-
neous approaches are widely used for treating cystic echi-
nococcosis: (a) puncture, aspiration, injection, and re-aspi-
ration (PAIR) method and (b) Ormeci method. The Ormeci
method involves injecting a mixture comprising two-thirds of
pure alcohol and one-third of aetoxisclerol (1% polidocanol)
into 2% of the cystic volume using a 22-gauge needle. The
treatment of type CE3B hydatid cyst (WHO classification) (2)
is contraindicated by the PAIR method. Those cysts can be
treated by the Ormeci method (3). Percutaneous approach-
es for treating cystic echinococcosis have several advantag-
es compared with surgical intervention. Although success
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rates are high for both therapeutic methods, percutaneous
methods have the advantage in that they can be used on an
outpatient basis and are associated with an absence of mor-
tality, low morbidity, and reduced hospital stay. It has been
occasionally observed that the hydatid cyst can rupture in
the biliary duct or intrapleural or peritoneal space. Such a
rupture results in obstructive jaundice and cholangitis. The
latter can cause the development of life-threatening septi-
cemia and hence should be immediately treated by endo-
scopic retrograde cholangiopancreatography (ERCP) (3, 4).

In this study, we present two cases wherein the hydatid cyst
ruptured in the biliary ducts, and the patients required treat-
ment by ERCP. A thorough literature review is also presented.

CASE REPORT

CASE 1

A 57-year-old male patient presented with pain and discom-
fort in the right upper quadrant. Abdominal ultrasonography
(US) revealed the presence of type CE3B hydatid cyst, mea-
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suring 90x77 mm in diameter, located in segment 6-7 of the liver.
Laboratory test results of the patient were as follows: aspartate
amino transferase (AST), 23 U/L; alanine amino transferase (ALT),
23 U/L; total bilirubin, 0.5 mg/dL; direct bilirubin, 0.1 mg/dL;
gamma-glutamyl transferase (GGT), 27 U/L; and alkaline phos-
phatase (ALP), 74 U/L. The patient was successfully treated by the
Ormeci method (2) and discharged after the treatment. Fifteen
days after the percutaneous treatment, the patient was admitted
to our emergency service with complaints of jaundice and pain in
the right upper quadrant. Selected laboratory test results of the
patient were as follows: AST, 125 U/L; ALT, 334 U/L; total bilirubin,
6.3 mg/dL; direct bilirubin, 4 mg/dL; GGT, 273 U/L; ALP, 149 U/L;
lipase, 685 U/L; and C-reactive protein (CRP), 34 mg/L. As the
case was strongly suggestive of cholangitis, abdominal US was
performed, which revealed that the biliary tract was dilated and
that the diameter of the common bile duct had increased to 13
mm. Filling defects were observed inside the common bile duct.
All oral intake of the patient was stopped, and intravenous mero-
penem treatment was initiated. The patient underwent ERCP, in
which the contents of the germinative layer of the hydatid cysts
were removed by balloon sweeping (Video). Subsequent to this
procedure, cholangitis was observed to regress. The final labora-
tory test results of the patient were as follows: AST, 19 U/L; ALT,
23 U/L; total bilirubin, 1 mg/dL; direct bilirubin, 0.4 mg/dL; GGT,
136 U/L; ALP, 123 U/L; and CRP, 25 mg/L. During the follow-up
visits of up to 16 months after the treatment, there was no recur-
rence of either the hydatid cyst or cholangitis, and the patient
was concluded to be cured. Informed consent was obtained
from patient before presentation.

CASE 2

A b4-year-old male patient presented with fullness in the right
upper quadrant. Abdominal US revealed the presence of a Gar-
by type 3B hydatid cyst (as per WHO guidelines), measuring
100x89 mm in diameter, located in segment 7 of the liver. Lab-
oratory test results of the patient were as follows: AST, 14 U/L;
ALT, 22 U/L; total bilirubin, 1.2 mg/dL; direct bilirubin, 0.6 mg/dL;
GGT, 78 U/L; and ALP, 80 U/L. The patient was successfully treat-
ed by the Ormeci method. Six days after the percutaneous treat-
ment, the patient was admitted to our emergency service with
complaints of abdominal pain and fever. Selected laboratory test
results of the patient were as follows: AST, 47 U/L; ALT, 65 U/L;
total bilirubin, 1.2 mg/dL; direct bilirubin, 0.6 mg/dL; GGT, 211
U/L; ALP, 276 U/L; and CRP, 265 mg/L. Abdominal US revealed a
cystic lesion, measuring 10 cm in diameter, located in the right
lobe of the liver along with minimal prominence in the intrahe-
patic bile ducts. Intravenous piperacillin/tazobactam treatment
was initiated. ERCP was performed, and the diagnosis of rupture
of hydatid cyst in the biliary ducts and communication of the hy-
datid cyst with the bile ducts was confirmed (Figure 1). By balloon
sweeping, the contents of the germinative layer of the hydatid
cyst, located in the common bile duct, were removed. Five days
after the treatment, selected laboratory test results of the patient
were as follows: AST, 12 U/L; ALT, 21 U/L; total bilirubin, 0.4 mg/
dL; direct bilirubin, 0.2 mg/dL; GGT, 240 U/L; ALP, 136 U/L; and
CRP, 113 mg/L. After 7 days, cholangitis was again observed in
the patient, possibly because of the evacuation of some germi-
native membrane pieces into the common bile duct. The patient

Figure 1. Fistulization of the hydatid cyst to the bile ducts

underwent surgery owing to the proximity of the hydatid cyst to
the bile ducts. Subsequent to this surgical procedure, the patient
was observed to be cured of the complaint. Informed consent
was obtained from patient before presentation.

DISCUSSION

The hydatid cyst is an important public healthcare problem in
endemic areas such as Eastern Europe and Mediterranean coun-
tries such as Turkey, South Africa, South America, Far East, and
Australia. The indirect hemagglutination test is sensitive and can
be used for the diagnosis. However, it has now been replaced
by the enzyme immunoassay (EIA) for the initial screening of
sera. Specific confirmation of reactivity can be obtained by the
demonstration of specific echinococcal antigens using immuno-
blot assays. Eosinophilia is present in <25% of infected individu-
als. Imaging methods such as ultrasonography, CT, and MRI are
also used to diagnose hydatid cysts (5).

Hydatid cysts have the potential to develop complications such
as the formation of fistulae between cysts and biliary ducts, rup-
ture of the cyst and leakage of its contents in the biliary ducts,
fistulization of the cyst into the pleural or peritoneal spaces or
into structures located within the thoracic cavity, abscess forma-
tion because of secondary infections at the cyst site, fistulization
of the cyst to the skin or gastrointestinal tract, and sudden death
(3, 6). It is recommended that patients with such complications
of hydatid disease should be treated by endoscopic or surgical
methods.

Of the 980 patients who were treated by the Ormeci method,
only two cysts ruptured in the biliary ducts. High intra-cystic pres-
sure can occasionally cause hydatid cysts to spontaneously rup-
ture in various cavities.

A meta-analysis of 21 studies was performed by Smego et al.,
which revealed that 34 (4.4%) of 769 patients who presented with
cystic echinococcosis were observed to have fistulae between
the cyst and bile ducts; these patients were treated using the
PAIR method (7). In contrast, of 980 patients with cystic echino-
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coccosis who were percutaneously treated using Ormeci meth-
od, only two showed fistulization of the cyst into the biliary duct
with the eventual development of cholangitis (0.2%).

Golemanov et al. reported that 8.9% of patients who presented
with hydatid cysts of >10 cm in diameter developed fistulization
when treated a second time by the PAIR method (8).

Type 3B hydatid cysts (WHO Classification) are contraindicated
for the treatment by PAIR method. However, the Ormeci meth-
od can be successfully used for this type of hydatid cyst. The
diameters of the cysts treated by our method were 10 and 9 cm.
When the diameter of the hydatid cyst is increased, the inject-
ed amount of pure alcohol and polidocanol into cyst is also in-
creased without aspiration. Besides multipuncture percutaneous
treatment can be require for type 3B hydatid cyst so that multi-
puncture sides may be another reason for fistulization.

In a report, Borahma et al. reported that 16 patients presented
with severe cholangitis subsequent to hydatid cysts. After endo-
scopic sphincterotomy, the fistulas between the bile ducts and
hydatid cysts were healed in 80% of the patients (4). Cholangitis
caused by a ruptured hydatid cyst can be successfully treated
using endoscopic sphincterotomy. Hydatid cysts of >9 cm in di-
ameter and multipuncture of type CE3B cysts may have a risk for
developing fistulae during the percutaneous treatment.

CONCLUSION

On the basis of the results presented herein, we recommend that
patients with type CE3B hydatid cysts that are >9 cm in diame-
ter and/or cases of multipuncture percutaneous treatment, there
is an increased risk for the occurrence of fistulization; therefore,
type CE3B hydatid cysts should be closely followed up, and in
the case of fistulization, the cysts should be immediately treated
with endoscopic sphincterotomy.
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Video 1. Removing germinative layer of the hydatid cysts by bal-
72¥ loon sweeping
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